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Es Wir& ein diinnschichtchromatographisches Verfahren zur Trennung der 2,4-Dinitro-phenylhydrazone von Ketocarbonsiuren beschrie-
ben. Mit dieser Methode wurden Urine normaler Personen sowie Patienten mit Phenylketonurie und Cystinose untersucht. Bei beiden
Krankheiten wurden typische Ausscheidungsmuster gefunden; im Falle der Phenylketonurie bildete sich dieses unter erfolgreicher

Behandlung zuriick. Es wird ein Suchtest angegeben.

Thin layer chromatographic separation of keto acids in the wrine of patients with phenylketonuria and cystinosis

A method is described for the separation of the keto acids by thin layer chromatography after converting them into the cortesponding
2,4-dinitro-phenylhydrazones. We have analyzed the keto acids in the urine of normal persons and of patients with phenylketonuria and
cystinosis and have found in these diseases a typical chromatographic pattern. This picture disappeats in phenylketonuria under treat-

ment. A screening test is described.

Ketocarbonsiuren, im folgenden einfach Ketosiuren
genannt, treten an verschiedenen Stellen des inter-
medidren Stoffwechsels auf, so im Citronensiurezyklus,
bei der oxydativen Desaminierung. von Aminosiuren
und deren weiterem Abbau. Serumkonzentration und
Ausscheidung der entsprechenden Ketosiuren kdnnen
daher bei Storungen des Aminosiurestoffwechsels, wie
z.B. der Phenylketonurie, verindert sein. Bei der
Cystinose sind aus ungeklirten Griinden im Serum und
Utin Ketosiuren vermehrt, die mit dem Citronensiure-
zyklus in Zusammenhang stehen. Durch die Bestim-
mung des Ketosiuremusters der Korperfliissigkeiten
kdnnen daher Krankheiten erkannt und eventuell Stoff-
wechselstérungen unbekannter Genese geklirt werden.
Die bisher iblichen Verfahren zur Bestimmung von
Ketosiuren lassen sich wie folgt einteilen:

1. Bildung langwellig absorbierender Komplexe mit
Eisen und Bor - ’

2. Fallungen (Hydrazone)

3. Enzymatische Reaktionen

4. Chromatographische Trennung von Derivaten

Die Reaktionen unter 1. und 2. erfassen nur die Gesamt-
heit der Ketosiuren, die enzymatischen Methoden er-
lauben nur die Bestimmung jeweils einer Ketosiure.
1949 beschrieben CavaLLINI, FrRONTALI und ToscHr €))
erstmals eine Auftrennung von Ketosiuren mit ein-
dimensionaler Papierchromatographie nach deren Um-
wandlung in 2,4-Dinitro-phenylhydrazone. Die leicht
zersetzlichen Ketosduren sind dabei in die gelb gefirbten
und stabilen Hydrazone umgewandelt, die sich auf dem
Chromatogramm ohne weitere Anfirbung erkennen
lassen. Durch cis-trans-Isomerie entstehende Doppel-
flecken erschweren die Identifizierung. Die Extraktion
der Ketosiuren ist langwierig. Zahlreiche Versuche
wurden daher unternommen, die urspriingliche Methode

von CavarruiNi, FroNTALY und ToscHI zu vereinfachen
und weitere Ketosiuren gegeniiber der von ihnen gefun-
denen 2-Oxo-glutarsiure und Brenztraubensiure abzu-
trennen. So gelang es z. B. Cowarp und SmrrH (2) mit
zweidimensionaler Papierchromatographie; zahlreiche
Flecke bei der Untetsuchung von Utin, Plasma, Speichel
und Schweill voneinander zu trennen, ohne sie im ein-
zelnen zu identifizieren kdnnen. BErRLET (3) trennte
kiirzlich die Hydrazone von sechs Ketosiuren zwei-
dimensional auf Kieselgel. Untersuchungen gréBerer
Gruppen gesunder und kranker Personen liegen unseres
Wissens noch nicht vor. Zweidimensionale Chromato-
graphie auf Diinnschichtplatten erschien uns am geeig-
netsten, da es nicht méglich ist, eindimensional alle
Flecken zu trennen, und da die Diinnschichtchromato-
graphie wesentlich einfacher zu handhaben ist als die
Papierchromatographie.

Material und Methoden

Viergleichssubstanzen sind zur Identifizierung unbekannter Flecken
und Testung von FlieBmitteln und Sorptionsschichten nétig. Im
Handel erwarben wir: Glyoxylsiure, Btenztraubensiure, Oxal-
essigsiure, 2-Oxo-glutarsiure, Oxalbernsteinsiure, 2-Oxo-buttet-
sdure, Ascorbinsiure, Laevulinsiure (4-Oxo-n-valeriansiure),
Phenylbrenztraubensiure, 4-Hydroxy-phenylbrenztraubensiure,
4-Methyl-2-oxo-pentansiure, 2-Oxo-n-valeriansiure.
3-Methyl-2-oxo-pentansiure  und  2-Oxo-4-methylmercapto-
buttersjure stellten wir enzymatisch nach MEISTER (4) aus den
entsprechenden Aminosiuren dar. Die Elementaranalyse ergab mit
den errechneten iibeteinstimmende Werte. Es gelang uns nicht,
auf diese Weise die 2-Oxo-3-mercapto-propionsdure aus Cystein
herzustellen. Mit den Ketosiuren stellten wir nach Hawary und
TroMsoN (5) die Hydrazone dat. Oxalbernsteinsiure wurde bei
diesem Vorgang zu 2-Oxo-glutarsiure decatboxyliert, wie die
Elementaranalyse und die Rp-Werte zeigten. Die Schmelzpunkte
stimmten mit den bei MEIsTER (6) angegebenen iiberein.

Fliefimittel

Mit den in Athylacetat gelésten Hydrazonen testeten wir eine
Reihe von FlieBmitteln und deren Kombinationen sowie Fertig-
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platten mit Cellulosebeschichtung und Kieselgelbeschichtung ver-
schiedener Fabrikation. Die besten Ergebnisse erzielten wir auf
Kieselgel-Fertigplatten der Firma Merck (10X 10 cm) (Charge
Nr. 8488128) mit folgender FlieBmittelkombination:

1. Laufrichtung:
Aceton/Isoamylalkohol/Wasser; 50:50:1 v/v
2. Laufrichtung:

Isoamylalkohol/0,25n NH,OH; 20:1 v/v
Chloroform/Eisessig; 100:7 v/v (zwei Liufe).

Nach jedem der vier Liufe wird gut abgetrocknet. Wir trugen
links unten jeweils 1 cm vom Plattenrand entfernt mit Mikrocaps
auf, lieBen die Platten etwa 0,5 cm eintauchen und die FlieBmittel
jeweils 9,5 cm hoch steigen.

Fillung und Extrafktion

Die Fillung mit 0,2proz. 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2N Salz-
siure aus dem Harn etfaBt Carbonylverbindungen ohne und mit
Carboxylgruppe; letztere miissen in der folgenden Extraktion
abgetrennt werden. Wir gingen im einzelnen so vor: 50 m/ Harn
werden mit 25 m/ Reagenz versetzt, dann mit insgesamt 70 m/
Athylacetat in 4 Teilen im Scheidetrichter ausgeschiittelt. Die ver-
einigten organischen Phasen extrahierten wir mit 65 m/ 0,2proz.
wiBr. NaHCO,-Losung in 9 Teilen, wodurch die sauren Kom-
ponenten in die wifr. Phase iiberfiihrt werden. Nach Ansiuern
mit 1N Salzsiure werden diese wieder in 40 m/ Athylacetat in
4 Teilen aufgenommen. Die vereinigten organischen Phasen wer-
den bis zur Trockene im Rotationsverdampfer eingedampft. Bei
Emulsionsbildung zentrifugierten wir. Die Zentrifugationszeit
konnte verkiirzt werden, wenn wir zu Beginn der Aufarbeitung
2 m/ n-Butanol zugaben.

Bezugsgriffe

Fiir die quantitative Auswertung bestimmten wir die Kreatinin-
konzentration jeder Probe nach JA®RFE und trugen dann Volumina
entsprechend 0,1 bis 0,5 mg Kreatinin auf die Platten auf. Dazu
l6sten wir den bis zur Trockene eingedampften Extrakt in 0,5
bis 2 m/ Athylacetat (z. B.: Lost man bei einem Harn-Kreatinin
von 100 mg/100 m/ den Riickstand in 0,5 m/ Athylacetat, so ent-
spricht 1u/ Probenlésung 0,1 mg Kreatinin). Dann bleiben die
Auftragsvolumina unter 20 u/. Der Bezug auf die Kreatinin-
ausscheidung erfolgte in Analogie zur diinnschichtchromatogra-
phischen Bestimmung der Aminosduren (7).

Suchtest

In einer abgekiirzten Methode untersuchten wir die Harne von 25
gesunden und kranken Kindern. Zu 5 m/ Urinprobe in einem
Reagenzglas gaben wir 5 m/ Reagenz. Nach 10 Min. schiittelten
wir mit 10 m/ Athylacetat aus, pipettierten von der organischen
Schicht 5 m/ ab und schiittelten diése in einem Scheidetrichter mit
5m/ 0,2proz. NaHCO; aus. Die wiBr. Phase verdiinnten wir
10fach und photometrierten gegen 0,2proz. NaHCO, bei 380 nm.
Dazu bestimmten wir den Kreatiningehalt der Urinprobe und
errechneten die Extinktion pro mgf100 m/ Kreatinin.

Untersuchte Personengruppen
Normalpersonen: Wir untersuchten drei Gruppen:

1. 5 Kinder bis etwa 1 Monat alt (Auftragsmenge entsprach
0,1 mg Kreatinin)

2. 4 Kinder bis etwa 1 Jahr alt (Auftragsmenge entsprach 0,25 mg
Kreatinin) ’ .

3. 4 Erwachsene zwischen 23 und 30 Jahren alt (Auftragsmenge
entsprach 0,5 mg Kreatinin).

Die Kinder der Gruppe 1 und 2 sind Patienten. der Klinik, ‘deren
Krankheit wahrscheinlich keinen EinfluB auf die Ketosiure-
ausscheidung hatte, da sie sich im Zustand guter Kompensation
befanden (blasse Asphyxie, ABO-Erythroblastose, .Atemnotsyn-
drom einige Tage nach der Geburt, kongenitales Vitium, Katdia-
insuffizienz, Dystrophie, 2X Pyelonephritis). Die erwachsenen
Personen waren gesund.

Phenylketonurie: Wir untetsuchten sieben Patienten mit un-
behandelter oder ungeniigend behandelter Phenylketonurie (Phe-
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nylalanin im Blut 20 mg/100 m/ im mikrobiologischen Hemmtest
nach GurHRrie), 3 davon auch unter phenylalaninarmer Diit
(Phenylalanin im Blut-8 mg/100 m/). Ein Patient wurde im Ver-
such mit 0,1 g Phenylalanin pro kg KG belastet.

Cystinose: Wir untersuchten 6 Patienten:

1. K. F. 2 Jahre, behandelt

2. N. A. 23, Jahre, behandelt

3. F. U. 1 Jahr, behandelt

4. Th. D. 4 Jahre, behandelt und unbehandelt

5. R. M. 9 Jahre, unbehandelt

6. O. U. 47 Jahre, unbehandelt.

Patient 6 ist einer der bei Erwachsenen sehr seltenen Fille mit
nachgewiesenen Cystinkristallen in Cornea und Conjunktiva. Die
Bebandlung der anderen Patienten bestand in einer Methionin-
und Cystin-armen Diit.

Ergebnisse

Wir testeten zahlreiche FlieBmittelkombinationen auf
Cellulose- und Kieselgelplatten. Bei der Kombination
auf Kieselgelplatten, wie sie oben angegeben ist, erhiel-
ten wir die besten Ergebnisse. Trotz der unvermeid-
lichen Doppelflecke sind hier ein GroBteil der Test-
substanzen getrennt (Abb.1). Die Tabelle zeigt die
Rp-Werte der Testsubstanzen bei den verwendeten
FlieBmitteln.
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Abb. 1

Verteilung der Testsubstanzen auf 10 x 10 cm Kieselgel-Fertigplatten.
FlieBmittel wie im Text. Die Nummern entsprechen den Hydrazonen
folgender Ketosduren: 1. Oxalessigsdure — 2. Glyoxylsdure I — 3.
2-Oxo-glutarsdure — 4. Brenztraubensidure I — 5. Vereinte Doppel-
flecken zu 8. 9. 10. 11. — 6. Glyoxylsdure 11 — 7. Brenztraubensaure
II — 8. 2-Oxo-buttersiure — 9. 2-Oxo-4-methylmercapto-butter-
sdure — 10. 4-Hydroxy-phenylbrenztraubensiure — 11. Phenylbrenz-
traubensiure, 3-Methyl-2-oxo-pentansédure und 4-Methyl-2-oxo-pentan-
sdure — 12. Laevulinsaure — 13. Ascorbinsdure — 14. 2,4-Dinitro-
phenyl-hydrazin

Tab. 1

Rp-Werte von 13 Hydrazonen bei eindimensionaler Chromatographie
mit drei FlieBmittelkombinationen auf Kieselgel-Fertigplatten (Fa.
Merck, Charge Nr. 8488128).

FlieBmittel A: Aceton/Isoamylalkohol/Wasser; 50:50:1 (v/v)
: Isoamylalkohol/0,25N NH,OH; 20:1 (v/v)
C: <Chloroform/Eisessig; 100:7 (v/v)

SA = Neigung zu Schwanzbildung bei FlieBmittel A
SB = Neigung zu Schwanzbildung bei FlieBmittel B

* = die so gekennzeichnete Komponente {iberwiegt stark
2,4-Dinitro-phenylhydrazone der: A B C
Brenztraubensdure o,11 0,47 0,15 0,13 0,19 0,23
Glyoxylsdure 0,09 0,35 0,11 0,29 0,12 0,77
Oxalessigsdaure 0,06 0,00 0,00
2-Oxo-glutarsdure 0,12 0,06 0,06
2-Oxo-buttersidure (SA) 0,17 0,54* 0,20 0,35 0,25*%0,44
2-Oxo0-4-methylmercapto-butter-

sdure 0,59 0,32 0,22
Ascorbinsédure (SB) 0,99 0,82 0,91 0,88
Laevulinsdure 0,80 0,12 0,65
Phenylbrenztraubensiure 0,20 0,65*% 0,22 0,43* 0,29%0,51
4-Hydroxy-phenylbrenztrauben~

séiure 0,22 0,68* 0,24 0,40* 0,05 0,12
4-Methyl-2-oxo-pentansdure 0,24 0,71* 0,25 0,48% 0,35*0,57
3-Methyl-2-oxo-pentansiure 0,26 0,70* 0,48 0,35*0,57
2,4-Dinitro-phenylhydrazin 0,99 0,82 0,91 0,88
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Normalpersonen

Die Chromatogramme ergaben bei verschiedenen Auf-
tragskonzentrationen (s. oben) etwa gleiche Fleckenin-
tensitit, d. h. die bis zu einem Monat alten Kinder hatten
eine groBere Ausscheidung als die ilteren und diese
wieder (allerdings weniger ausgeprigt) als die Erwach-
senen. Abbildung 2 zeigt das Chromatogramm eines

Abb. 2

Trennung von Ketosduren im Urin. 10 Tage alter Patient, ABO-Ery-

throblastose. Auftragsmenge 0,1 mg Kreatinin entsprechend. Die

Nummern entsprechen den Hydrazonen folgender Ketosduren: 1. 2-
Oxo-glutarsdure — 2. Brenztraubensdure — 3. Ascorbinsédure

10 Tage alten Siuglings (ABO-Erythroblastose) mit
reichhaltigem Fleckenbild. Die Identifizierung gelang
nur teilweise. Diese Untersuchungen dienten nur zum
orientierenden Vergleich, wie sich aus der Zusammen-
setzung des untersuchten Personenkreises ergibt. Das
genaue Muster, besonders der verschiedenen Altersstufen,
muB noch bei einer groBen Zahl Gesunder bestimmt
werden.

Phenylketonurie

Die Chromatogramme der Extrakte aller unbehandelten
Patienten zeigen ein sehr gleichférmiges Ausscheidungs-
muster bei hoher Intensitit des Phenylbrenztraubensiure-
hydrazons, auch bei einer Auftragsmenge, die nur
0,1 mg Kreatinin entsprach. Abbildung 3 zeigt das
Chromatogramm eines 3 Jahre alten Patienten mit
Phenylketonurie unter Phenylalaninbelastung. Es ent-
spricht in Intensitit und Verteilung der Flecke den
anderen Chromatogrammen dieser Krankheit. Die
Dreiergruppe zusammen mit dem starken Fleck rechts
unten machen das typische Muster aus. Abbildung 4
zeigt das Chromatogramm desselben Patienten unter
phenylalaninarmer Diit. Hier tritt der Fleck des Hydra-
zons der Brenztraubensiure deutlicher hervor. Eine
Ausscheidung von Phenylbrenztraubensiure ist nicht
mehr nachzuweisen. Das gleiche Ergebnis fanden wir
bei allen drei vor und unter Behandlung untersuchten
Patienten. Diese Chromatogramme sollen zeigen, da8
sich mit der Methode Verinderungen der Ketosiureaus-
scheidung zweifelsfrei nachweisen lassen.

Abb. 3

Trennung von Ketosduren im Urin. Patient mit Phenylketonurie,
3 Jahre alt. Auftragsmenge 0,25 mg Kreatinin entsprechend. Die
Nummern entsprechen den Hydrazonen folgender Ketosduren: 1. 2-
Oxo-glutarsdure — 2. Brenztraubensdure — 3. Phenylbrenztrauben-
sdure I — 4, (chromatowaphlsch identisch mit) 4-Hydroxy-phenyl-
brenztraubensdure —= 5. Phenylbrenztraubensaure I

Abb. 4

Trennung von Ketosduren im Urin. Patient wie in Abb. 3 unter

Behandlung. Auftragsmenge 0,125 mg Kreatinin entsprechend. Die

Nummern entsprechen den Hydrazonen folgender Ketosduren:

. 2-Oxo-glutarsdure — 2. Brenztraubensdure [ — 3. Brenztrauben-
sdure Il — 4. Ascorbinsdure

Cystinose

ScuARER und ANTENER (8) fanden bei Cystinosepatienten
eine erhdhte Ausscheidung nicht aminietter organischer.
Siuren, insbesondere Siuren des Citronensiurezyklus, da-
runter auch, Ketosiuren. Besonders interessierten uns die
2-Oxo-buttersiure und 2-Oxo-4-methylmercapto-butter-
sdure (oxydativ desaminiertes Methionin), beide zum
Methionin-Cystinstoffwechsel gehérend. 'Wir fanden bei
den mit Methionin-Cystin-armer Diit behandelten Cys-
tinosen ein‘sehr’ gleichformiges Muster (Abb. 5). Insge-
samt ist die Ketosiureausscheidung stark erhsht, beson-
ders aber die Ausscheidung von Brenztraubensiure und
2-Oxoglutarsiure. Die Gruppe von vier kleinen Flecken
unterhalb des Fleckes des Ascdrbinsiurehydrazons ist
konstant anzutreffen, konnte aber nicht zugeordnet
werden. Sicher handelt es sich bei kemcm der auf-
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Aus Anlafl der hundertsten Wiederkehr des Jahres, ,
in dem zum ersten Mal Margarine hergestellt wurde,
hat das Margarine-Institut fiir gesunde Ernihrung, Hamburg, eine

Studientérderung
der

Ernahrungswissenschatten

ins Leben gerufen.

Die Studienforderung umfaflt zehn Stipendien, jedes gewihrt auf zwei Jahre. Der
monatliche Stipendienbetrag ist DM 400.

Durch diese Stipendien sollen begabte Doktoranden an deutschen Hochschulen
gefordert werden, die sich auf eine Promotion iiber

chemische, biochemische, physiologische, medizinische Aspekte der menschlichen

Ernihrung, insbesondere iiber die Rolle der Fette in Ernihrung und Stoffwechsel,
vorbereiten. Die Bewerber bediirfen der Empfehlung durch einen Hochschullehrer.

Uber die Vergabe der Stipendien entscheidet ein Gutachterausschufl, der aus
deutschen Hochschullehrern besteht. Ihm gehdren gegenwirtig an:

Prof. Dr. W. Droese Prof. Dr. G. Schettler
Prof. Dr. W. Heimann " Prof.Dr. Th.-Wieland
Prof. Dr. J. Kiihnau Prof. Dr. V.Wolf
Prof.Dr. Dr. K. Lang Prof. Dr. N. Zollner

Bewerbungen sind zu richten an den Beauftragten des Gutachterausschusses,

Prof. Dr. Alfons Fricke}, 7501 Grotzingen, Ringelberghohl 12

o ome e i

(118)
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Abb. 5

Trennung von Ketosduren im Urin. Patient mit Cystinose, 2!/, Jahre

alt. Auftragsmenge 0,25 mg Kreatinin entsprechend. Die Nummern

entsprechen den Hydrazonen folgender Ketosduren: 1. 2-Oxo-glutar-

sdure — 2. Brenztraubensdure I — 3. Brenztraubensédure 1I — 4.
Ascorbinsdure

tretenden Flecken um die Hydrazone der 2-Oxo-butter-
siure und 2-Oxo-4-methylmercapto-buttersdure, wie die
Zumischung authentischer Proben ergab. Die Darstellung
von 2-Oxo-3-mercapto-propionsiure (oxydativ desami-
niertes Cystein) bereitete bislang noch nicht {iberwun-
dene Schwierigkeiten, so daB vergleichende Unter-
suchungen nicht moéglich waren. Interessanterweise ist
die Ketosiureausscheidung bei dem 47jihrigen Patienten
(Nr. 6. s. oben) annihernd normal und stiitzt die An-
nahme eines andersartigen Speicherungsmechanismus
(9). Im Suchtest lagen die Extinktionswerte bei den
unbehandelten Cystinosen und dem einen unbehandelten
Patienten (Nt. 5) zwischen E = 0,02 und 0,075 pro mg/
100 m/ Kreatinin. Gesunde Kinder zeigten Werte von
E =< 0,01 pro mg/100 m/ Kreatinin. Die unbe-
handelten Cystinosen ergaben ein uneinheitliches Bild,
in keinem Fall aber eine grofiere Ketosiureausscheidung
als unter der Behandlung. Es ist daher wahrscheinlich,
daB die Methionin-Cystin-arme Diit die Ketosiureaus-
scheidung nicht verringert.
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