Liappis: Geschlechtsspezifische Unterschiede der freien Aminosiuren im Serum

132

Z. klin, Chem. u. klin. Biochem.
10. Jg. 1972, S. 132—135

Geschlechtsspezifische Untetschiede der freien Aminosiuren
im Serum von Erwachsenen .
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Bei 75 gesunden Erwachsenen wurden die freien Aminosiuren im Serum des Niichternbluts quantitativ bestimmt. Das Serum wurde
mit 5proz. Sulfosalicylsiure enteiweiBt; die Auftrennung der Aminosiuren etfolgte durch Chromatographie an Ionenaustauschersiulen.
Es wurden 37 Minner (Alter 25—50 Jahre) und 38 Frauen (Alter 20—50 Jahte, davon 28 ohne Einnahme und 10 mit Einnahme von
oralen Kontrazeptiva), bei denen fiir Leberschiden und Stoffwechselstdrungen keine Anhaltspunkte bestanden, untersucht. Statistisch
signifikant niedrigere Mittelwerte ergaben sich beim Vergleich mit der Gruppe der Mianner in der Gruppe der Frauen, die keine oralen

Kontrazeptiva einnahmen, bei folgenden Aminosiuten: Isoleucin, Leucin, Methionin, Otrnithin, Phenylalanin, Prolin, Tyrosin und -

Valin. .
Zwischen den Gruppen der Frauen konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Sex-specific differences in the free amino acids in adult seram

Free amino acids were determined quantitatively in serum from the fasting blood of 37 healthy men (ages 25—50) and 38 women (ages
20—50). 10 of the women were taking oral contraceptives, and none of the 75 subjects showed any evidence of liver damage or meta-
bolic disturbances: Serum was deproteinised by adding an equal volume of 5%, sulphosalicylic acid, and the amino acids were separated
by ion exchange column chromatography. Compared with the male group, the 28 females not taking oral contraceptives had statistically
significant lower values for the average concentrations of the following amino acids: isoleucine, leucine, methionine, ornithine, phenyl-

alanine, proline, tyrosine and valine. No statistically significant differences could be found between the two female groups.

In den letzten 10 Jahren konnten mit Hilfe der neu
entwickelten Methoden fiir die Bestimmung der Amino-
sduren in biologischen Fliissigkeiten mehr als 40 an-
geborene Stérungen des Aminosiurestoffwechsels ent-
deckt werden.

In zahlreichen Arbeiten wurde iiber das Verhalten der
Aminosiuren im Blut und Urin des gesunden und
kranken Menschen berichtet. Im Vergleich zu den
mikrobiologischen, kolorimetrischen und enzymatischen
Analysenmethoden fiir einzelne Aminosiuren in bio-
logischen Flissigkeiten besitzt die Chromatographie an
Ionenaustauschersidulen (1—3) bei weitem die gtéBte
Bedeutung. Sie erméglicht die gleichzeitige Bestim-
mung einer erheblichen Anzahl von Aminosiuren.
Wihrend die Normalkonzentration der freien Amino-
sduren im Blutplasma von Erwachsenen (4—11) schon
mehrfach bestimmt wurde, ist iiber die Konzentration
der freien Aminosiuren im Serum nur eine geringe
Anzahl von Untersuchungen durchgefithrt worden
(12—19).

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Aufstellung von
Normalwerten fiir die Konzentration der freien Amino-
sduren im Nichternserum von Erwachsenen das
siulenchromatographische Verfahren mit dem Amino-
siuren-Auto-Analysator der Fa. Technicon (Frankfurt/
Main) angewandt.

Methodik

Die Bestimmung der freien Aminosiuren im Niichternserum
wurde bei insgesamt 37 Méinnern und 38 Frauen, bei denen fiir
Leberschiden und Stoffwechselstdrungen keine Anhaltspunkte

bestanden, durchgefiihrt. Die weiblichen Normalpersonen wurden
in die Gruppe ohne Einnahme von oralen Kontrazeptiva (n = 28)
und in die Gruppe mit Einnahmeé von oralen Kontrazeptiva
(n = 10) aufgeteilt. Das Serum wutrde unmittelbar nach der Blut-
entnalime in tiblicher Weise gewonnen. AnschliéBend wurde nach
Breuer und Mitarbeitern (12) mit 5proz. Sulfosalicylsiure 1:1 (v/v)
enteiweiBt. Die Aufbewahrung erfolgte bei —20°.

Die siulenchromatographische Bestimmung der Aminosiuten
(20) erfolgte mit dem Aminosiuren-Auto-Analysator der Fa.
Technicon. Nach dem Auftragen der enteiweiliten Serumproben
mit Norleucin als Standard-Aminosdure, wurde unter Verwern-
dung der Autograd-Technik (21, 22) mit verschiedenen Puffer-
systemen eluiert. Wihrend der Analysendauer von etwa 11 Stdn.
betrug die Arbeitstemperatur der Chromatographiesiulen 60°,
die DurchfluBmenge 1 ml/Min. und der Druck 300 bis 400 pounds/
square inch. Der Nachweis der freien Aminosiuren erfolgte durch
Reaktion mit Ninhydrin-Hydrindantin-Reagenz.

Die Auswertung der Aminosiurenchromatogramme wurde
halbautomatisch mit einem Technicon Integrator/Kalkulator
durch Vergleich mit Chromatogrammen einer Standard-Amino-
sduren-Losung, die 20 Aminosiuren (Fa. Cyclo-Chemical-Cot-
poration, Los Angeles, California) in Konzentrationen von je
2,5 mMol/l enthielt, durchgefiihrt.

Die Kontrolle der Methode etfolgte durch die Bestimmung von
10 Analysen im Niichternserum eines Erwachsenen. Der Variations-
koeffizient fiir die einzelnen, freien Aminosiuren im Serum
schwankte zwischen 1,30 und 9,72%,. B

Ergebnisse

In Tabelle 1 ist der Mittelwert und die Standardab-
weichung von 20 freien Aminosiuren im Serum von
75 ntchternen erwachsenen Normalpersonen ge-
schlechtsspezifisch dargestellt.

Bei den weiblichen Normalpersonen wurde die Einnahme
von Hormonen (orale Kontrazeptiva) beriicksichtigt.
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Tab. 1
Verhalten der frelen Aminosiuren im Nﬁchternserurgs gesunder Minner (n = 37) und Frauen (n = 38) — aufgeteilt in die Gruppe ohne Einnahme

von oralen Kontrazeptiva (93—, n =

und in die Gruppe mit Einnahme von oralen Kontrazeptiva (Q -+, n = 10)

Zusammenstellung der in der Literatur beschriebenen Werte fiir die normale Konzentration der freien Aminosiuren im Serum von Erwachsenen;
Angaben in zMol/l

Eig. Ergebnisse Breuer, J. u, Gerok (13 Oepen u. Oepen
& & Mitarbeiter (12) ) P (14) P
Alanin o 404,04+94,3 378,2 +51,6 - 652,1 4.55,2 o 319,3+18,9
g-— 376,5 +107,7 Q 306,54257
4 345,1 +£101,6
Arginin o 92143+224 106,8 +25,8 85,5 46,1 g 154+6,0
—  95,9+25,0 Q 73,4 44,1
+ 92,0+20,6
Asparaginsiure d 21,0 £5,3 36,1 £10,6 33,1 +£3,6 o 14,6 11,5
S— 20,2 +5,1 Q 15,3 4-3,3
+ 22,64+6,3
Citrullin d 46,1 +9,7 50,8 +13,7 28,0+1,9 c 18,7 +1,9
— 40,3+10,9 Q 13,6 +2,3
+ 34,1+143
Cystin*) o} 109,0 18,3 102,3 14,1 90,7 48,8 o3 115,1 +21,5
g-— 106,8 +23,0 9 (129,1)
+ 983+138
Glutaminsdure o 225,94+84,8 166,0 + 46,6 116,3 21,1 I 63,1 45,6
8— 213,8%£71,3 Q 54,1 46,2
+ 244,3463,0
Glycin o  242,34+43,9 249,0 £+ 36,0 527,3 34,6 o 2292411,6
8— 257,9 +64,3 Q 219,2 +25,2
Q@+ 223,5+61,8
Histidin e} 16,7411,6 103,7+11,0 83,8 +4,5 g 67,1 +3,2
— 70,4415,6 Q 61,3+1,6
+ 74,9%11,6
Isoleucin e} 80,8 17,5 67,1 +£12,2 73,9 +£6,3 o 64,6 +3,2
— 56,4 4+12,3 Q 44,8 4-2,2
+ 549+11,6 .
Leucin g 157,0 £29,7 122,0 +16,8 141,0 +6,4 o 113,56 4-5,6
Q— 1151 £22,9 Q 82,3 15,2
Q4+ 114,1+£17,7
Lysin o 221,64+49,9 186,7 +29,4 194,9 46,8 ~F  139,946,6
8— 196,1 +52,5 O 13331132
+ 1941 £36.,3
Methionin (e} 26,1 +6,0 24,8 42,0 25,5 +1,0 o 21,4 42,2
8—— 21,0+6,8 Q 18,6 +£2,0
+ 23,8+6,2
Ornithin d 84,7 +-24,2 84,7 £27,2 99,8 +11,6 o 75,3 46,6
Q— 66,6+18,9 Q 60,9 46,6
Q+ 57,2%16,7
Phenylalanin le} 56,9 12,7 56,9 +3,2 56,3 44,5 e} 48,2 41,9
8— 48,4411,3 Q 42,8 41,7
+ 46,9+8,2
Prolin o 273,74+61,7 158,1 £53,0 267,6 +12,9 ¢  246,3 4+23,3
8— 217,6 +62,7 Q 177,3%19,7
+ 186,5 +34,2
Serin fo) 137,0 £35,2 151,3 +35,2 —_— —_—
8— 142,2134,6 —
+ 135,6 +23,5
Taurin o3 67,1 +£24,8 —_ o) 78,2 +5,7
Q 65,94+17,4 Q 87,5 413,3
QO+ 581%11.6
Threonin d  206,5+57,9 187,2 +41,1 — d 109,3 +-18,8
— 193,0 £57,6 Q  887+11,2
+ 197,4 +38,9
Tyrosin o} 72,3 +12,1 59,1 46,6 50,2 43,4 o 44,8 +-4,2
8-—— 62,6 4-15,2 Q 42,8 4-1,8
+ 559%153
Valin o 274,1 £52,9 248,5 4-66,6 258,8 +8,1 c 198,7 +-12,1
214,2 +40,9 Q 152,9%6,9
+ 213,04-31,0

*) Als 1/2 Cystin berechnet.

In Tabelle 1 sind zusitzlich die in der Literatur be-
schriebenen Ergebnisse (12, 13, 19) dargestellt.

Aus unseren Untersuchungen ergaben sich folgende
wichtige Befunde:

1. Mit Ausnahme von Arginin, Glycin und Serin ist
die Konzentration der iibrigen 17 untersuchten freien
Aminosiuren im Niichternserum der weiblichen Nor-
malpersonen — ohne Einnahme von oralen Kontra-
zeptiva — niedriger.

2. Signifikant niedriger ist die Konzentration der freien
Aminosiuten im Niichternserum dieser weiblichen
Normalpersonen bei folgenden Aminosduren: Iso-
leucin, Leucin, Methionin, Oznithin, Phenylalanin,
Prolin, Tyrosin und Valin,

3. Bedeutend niedriger als bei den minnlichen Normal-
personen ist die Konzentration der freien Aminosiduren
im Nichternserum dieser weiblichen Normalpersonen
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bei folgenden Aminosdutren: Alanin, Citrullin, Histidin,
Lysin und Threonin.

4. Im Vergleich zu den minnlichen Normalpersonen
ist die Konzentration von Arginin, Glycin und Serin
im Niichternserum der weiblichen Normalpersonen
— ohne Einnahme von oralen Kontrazeptiva — nur
geringfiigig erhsht.

5. Die Konzentrationen der freien Aminosiuren im
Niichternserum sind in der Gruppe der weiblichen
Normalpersonen, die orale Kontrazeptiva einnahmen,
niedriger als in der Gruppe ohne Einnahme von Hor-
monen. Ausnahme bildeten Asparaginsiure, Glutamin-
sdure, Histidin, Methionin und Threonin.

Diskussion
Quantitative Bestimmungen der freien Aminosduren
im Serum von Normalpersonen wurden bisher mit

e
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Hilfe der Siulenchromatographie nur in geringer An-
zahl durchgefiihrt.
Die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse (12, 13,
19) sind in Tabelle 1 angefiihrt. Geschlechtsspezifische
Untersuchungen wurden nur von OEPEN und OEPEN
(19) durchgefithrt. BrREuEr und Mitarbeiter untet-
suchten 5 minnliche und 2 weibliche Normalpersonen,
GErok insgesamt 8 ohne weitere Angabe und OEPEN
und OEPEN 12 minnliche und 7 weibliche Normal-
personen. GErok und OEPEN und OEPEN enteiweillten
das Serum mit 20proz. Trichloressigsiure.
Mit der beschriebenen Methode konnte Glutaminsiure
und Asparaginsiure nicht exakt bestimmt werden, 'da
Asparagin und Glutamin wihrend der Enteiweifung
des Serums und der siulenchromatographischen Ana-
lyse teilweise hydrolysmrt werden.
Wie in votliegender Arbeit gezeigt werden konnte
sind die durchschnittlichen Konzentrationen bei den
meisten der 20 untersuchten freien Aminosiuren
im Niichternserum weiblicher Normalpersonen, die
keine Hormonpriparate einnahmen, niedriger als
bei den minnlichen Normalpersonen. Es handelt sich
um folgende 17 Aminosiuren: Alanin, Asparaginsiure,
Citrullin, Cystin, Glutaminsiure, Histidin, Isoleucin,
Leucin, Lysin; Methionin, Otrnithin, Phenylalanin,
Prolin, Taurin, Threonin, Tyrosin und Valin. Ein
unseren Ergebnissen gleiches Verhalten beschreiben
OepeNn und OgepeN (19) bei Alanin, Glutaminsiure,
Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Ornithin,
Phenylalanin, Prolin, Citrullin, Threonin, Tyrosin und
Valin. Ein entgegengesetztes Verhalten zu den ebenfalls
geschlechtsspezifischen Untersuchungen von OEpEN
und OEepEN zeigen Arginin, Asparaginsiure, Glycin
und Taurin. Serin wurde von OrrEN und OEPEN nicht
bestimmt. Serin ergab bei unseren Untersuchungen
einen geringfiigig niedrigeren Wert bei den ménnlichen
Probanden.
Diese Abweichungen von der allgemeinen Tendenz
zu niedrigeren Aminosiuren-Konzentrationen bei den
weiblichen Normalpersonen lieen sich statistisch nicht
sichern.
Wie OePEN und OEPEN (19) bestimmten wir statistisch
signifikant niedrigere Werte bei Isoleucin, Leucin und
Valin. AuBerdem lieBen sich statistisch signifikant
niedrigere Werte im Serum weiblicher Probanden, die
keine oralen Kontrazeptiva einnahmen, bei Methionin,
Ornithin, Phenylalanin, Prolin und Tyrosin fest-
stellen.

Abgesehen von der Feststellung, daB jeder Mensch ein
charakteristisches Aminosiurenspektrum besitzt, spielen
der Ernihrungszustand und das Alter der Probanden
(23, 24) eine gewisse Rolle fiir den Aminosiurengehalt
des Serums. .
Um den NahrungseinfluB weitgehénd auszuschliefen,
wurden nur Niichternseren von normal ernihrten
Probanden untersucht.’ Eindeutig auf einen hormonell
gesteuerten Mechanismus weisen-die niedrigen Amino-
siuren-Konzentrationen im Plasma wihrend der
Schwangerschaft (6, 19, 25, 26) und der Corpus-luteum-
Phase des Menstruationszyklus (6, 26, 27).

Bekannt ist auch das Auftreten von Verinderungen im
Proteingehalt des Plasmas bei Frauen nach Einnahme
von Ostrogenen kombiniert mit Gestagenen (28) und
von Ostrogenen allein (29).

Ebenso ergaben die Untersuchungen von LANDAU
und Mitarbeiter (30, 31) nach intramuskulirer Gabe
von Progesteron eine deutliche Abnahme des gesamten
Aminosiurengehalts und der freien Aminosiuren im
Plasma.

Wie schon von Crarr und Wise (32, 33) beschrieben
wurde, konnte auch in vorliegender Arbeit der Einflul
der oralen Kontrazeptiva auf den Aminosiurengehalt
des Serums festgestellt werden. Mit Ausnahme von
Asparaginsiure und Glutaminsiure — die aus metho-
dischen Griinden ohne Bedeutung sind —, Histidin,
Methionin und Threonin wurden im Serum von not-
malen Frauen, die orale Kontrazeptiva einnahmen,
niedrigere Aminosiuren-Konzentrationen beobachtet.
Dieser Befund lie sich statistisch nicht sichern.

Im Gegensatz zu der Wirtkung der Ostrogene zeigte die
Untersuchung von Knaben vor und nach der Pubertit,
entsprechend der Androgen-Konzentration, daB die
Konzentration von Glutaminsiure, Valin, Methionin,
Isoleucin, Leucin und Phenylalanin im Plasma von
Knaben nach der Pubertit signifikant hsher liegt (34).
Aufgrund dieser Befunde werden die durchschnittlich
niedrigeren Konzentrationen der freien Aminosiuren
im Niichternserum weiblicher Normalpersonen haupt-

sichlich auf einen hormonellen EinfluB zuriickge-
fihrt.

Frau G. Servos und Friulein A. JAkEL danken wir fiir die un-
ermiidliche und gewissenhafte Mitarbeit. Ferner danken wir den
Mitarbeitern der Klinik und des Instituts fiir Klinische Chemie
der Universitit Bonn fiir die Blutspenden.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der
Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt.
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