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(Eingegangen am 28, August/15. November 1978)

Zusammenfassung: Die Methode der gaschromatographischen Aminosiureanalyse wurde auf die Bestimmung von
L-Hydroxyprolin in biologischem Material des Menschen iibertragen.

Die quantitative Bestimmung von L-Hydroxyprolin kann durch gaschromatographische Enantiomerentrennung
nach Zusatz einer bekannten Menge allo-D-Hydroxyprolin zur Probe erfolgen, da dieser chemisch dquivalente Stan-
dard wihrend der Derivatisierung allen Verinderungen in gleicher Weise wie die zu bestimmende L-Verbindung aus-
gesetzt jst. Die Vorteile gegeniiber bisherigen Bestimmungsmethoden liegen in der héheren Genauigkeit, Reprodu-
zierbarkeit und im geringeren Probenbedarf.

Gleichzeitig ist diese Arbeit ein Anwendungsbeispiel fiir chirale polymere Phasen, die es gestatten, die Aminosiure-
derivate einer Probe gaschromatographisch nicht nur untereinander, sondern auch in die jeweiligen Enantiomeren-
paare aufzutrennen, .

Quantitative analysis of L-hydroxyproline in human biological material by gas-chromatography

Summary: Quantitative amino acid analysis by gas chromatography was applied to the determination of 4-hydroxy-
L-proline in biological material.

After addition of a known amount of allo-4-hydroxy-D-proline, quantitative analysis of 4-hydroxy-L-proline can be
performed by gas chromatographic separation of the amino acid enantiomers; since the standard and sample have
identical chemical behaviour, they respond identically during derivatization. The accuracy, reproducibility, and
sample requirement of this procedure are more advantageous than those of hitherto existing methods.

This study is also an example of the application of chiral stationary phases, which permit the simultaneous separation
of amino acids and amino acid enantiomers.

Einfiihrung
Freie und gebundene Aminosiuren treten im Blut und

im Urin in unterschiedlichen Konzentrationen auf.
Wihrend die quantitative Erfassung jeder einzelnen

sierende Bestimmungsmethoden entwickelt, von denen
hier nur einige angefiihrt sein sollen (3, 4, 5).

Da diese Methoden z. T. aufwendig und relativ ungenau
sind, iibertrugen wir die von H. Frank, G. J. Nicholson

Aminosiure auf Grund der komplexen physiologischen
Zusammenhiinge fiir diagnostische Belange (1) im allge-
meinen noch nicht sinnvoll ist, kommt der Hydroxy-
prolinbestimmung als Parameter des Kollagenstoff-
wechsels (2)-grofie Bedeutung zu. So ermdglicht etwa
die Kenntnis der Hydroxyprolinkonzentration bzw.

-menge im Blut und im Urin Aussagen iiber den Kollagen-

stoffwechsel unter physiologischen und pathologischen
Bedingungen.

In der Vergangenheit wurden zahlreiche, auf photo-
metrischen und gaschromatographischen Prinzipien ba-

& E. Bayer entwickelte Methode der gaschromatographi-
schen Aminosiureanalyse (6) auf die Hydroxyprolin-
bestimmung, um eine genaue und reproduzierbare
Analyse bei vertretbarem Zeitaufwand durchfithren zu
kénnen.

Material und Methoden

Gaschromatographische Enantiomerentrennung (7)

Die Verwendung von Glaskapillarsiulen, belegt mit der 9ptisch
aktiven Phase Chirasil-Val (8) gestattet es, durch Wahl eines
geeigneten Temperaturprogrammes die Aminosiurederivate
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einer Probe gaschromatographisch nicht nur untereinander, son-
dern auch in die jeweiligen Enantiomerenpaare aufzutrennen.

Eine racemische Aminosiure ergibt somit, bei vollig gleichen
chemischen Eigenschaften des D- und L-Enantiomers, zwei
Peaks im Chromatogramm.

Da in biologischem Material fast ausschlieBlich L-Aminosduren
gefunden werden, ist es mdglich, durch Zusatz eines D-Amino-
siuren-Testgemisches als Standard zur Probe jeder Aminosiure
einen ,,eigenen* inneren Standard hinzuzufiigen.

Erfolgt dieser Zusatz noch vor der Derivatisierung der Probe,
kann die quantitative Bestimmung direkt aus dem Verhdltnis
der jeweiligen D- und L-Peaks erfolgen, da der — chemisch
gleiche — Standard unter den identischen Aufarbeitungsbedin-
gungen allen Verinderungen in gleicher Weise unterworfen ist.
Auch eine eventuelle Racemisierung der zu bestimmenden
Aminosiure wihrend der Derivatisierung (9, 10) kann iiber
eine zweite gaschromatographische Enantiomerentrennung, -
durchgefiihrt ohne Zusatz des D-Aminosiduren-Testgemisches,
Kkorrigiert werden. Dieses Verfahren wurde im Folgenden auf
die Bestimmung von Hydroxyprolin angewendet.

Vorbereitung der Urinproben

5 ml Urin werden mit 5 ml 10 mol/l HCI in einer zugeschmol-
zenen Glasampulle 14 Stunden bei 110 °C hydrolisiert.

Aliquote Anteile dieser Losung werden fiir die gaschromato-
graphische Bestimmung von freiem und gebundenem Hydroxy-
prolin direkt derivatisiert bzw. weiteren Reinigungsschritten
unterworfen.

Reinigung der Proben
durch Ionenaustauschchromatographie (11)

Vorbereitung des Kationenaustauschers DOWEX 50 WX 8
(H*-Form)

Das Austauscherharz wird mit 3 mol/l NH4O0H bedeckt,

30 min bei Raumtemperatur gerithrt und auf einer Glasfritte

D 3 scharf abgesaugt. Dieser Vorgang wird noch zweimal wieder-
holt.

Anschliefend wird auf der Glasfritte mit bidest. Wasser bis zur
neutralen Reaktion ausgewaschen.

Die Regeneration des Austauschers erfolgt mit 3 mol/1 HCL
Dazu wird wie oben beschrieben dreimal je 30 min mit 3 mol/1
HC1 bei Raumtemperatur geriihrt und abgesaugt. Mit bidest.
Wasser wird neutral gewaschen.

Vorbereitung des Anionenaustauschers DOWEX 1 X 8
(Acetat-Form)

Das Austauscherharz wird wie oben beschrieben mit 3 mol/l
KOH dreimal je 30 min bei Raumtemperatur geriihrt und abge-
saugt.

Auf der Glasfritte wird annihernd neutral gewaschen.

Die Regeneration des Austauschers erfolgt mit 3 mol/1
CH3;COOH.

Dazu wird wie oben beschrieben dreimal je 30 min mit 3 mol/1
CH3COOH bei Raumtemperatur geriihrt und abgesaugt.

Mit bidest. Wasser wird neutral gewaschen.

Mit den so vorbehandelten Austauschern werden Glassiulen
mit den Abmessungen 1 cm X 15 cm etwa zur Hilfte gefiillt.

Mit bidest. Wasser wird dquilibriert.

Reinigung iiber den Kationenaustauscher

10 ml Urinhydrolysat werden zur Trockene emgedampft in

5 ml 0,1 mol/l HCI aufgenommen und auf die Austauscher-
sdule gegeben. Anschliefend wird mit einer Geschwindigkeit
von etwa 1 ml/min eluiert und noch dreimal mit je 2 il

0,1 mol/1 HC] nachgewaschen. AnschlieBend wird finfmal mit
je 10 ml bidest. Wasser bei einer Geschwindigkeit von 5 ml/min
elujert. Das Eluat wird verworfen. Die Aminosiuren werden
mit 3 mol/l NH4OH eluiert. Dazu werden funf separate
Volumina von je 2 ml NH4OH auf die Siulen gegeben. Die

Elution erfolgt mit 3 ml/min. Es wird noch fiinfmal mit je
5 ml bidest, Wasser nachgewaschen. Die die Aminosduren ent-
haltenden alkalischen Fraktionen werden vereinigt.

Die Bestimmung von freiem und gebundenem Hydroxyprolin
kann aus aliquoten Anteilen dieser Losung erfolgen. Die ver-
bliebene Lésung wird fiir die Trennung iiber den Anionenaus-
tauscher zur Trockene eingedampft.

Reinigung tiber den Anionenaustauscher

Der eingedampfte Riickstand nach der Kationenaustauscher-
trennung wird in § ml 0,1 mol/1 KOH geldst und auf die Aus-
tauschersiule gegeben. Mit einer Geschwindigkeit von 2 ml/min
wird eluiert.

Die Siule wird anschliefend mit insgesamt 200 ml bidest. Was-
ser bei einer Durchfluigeschwindigkeit von 5 ml/min gewaschen.

Die Aminosiuren werden mit 3 mol/1 CH3COOH eluieit. Dazu
werden béi einer Geschwindigkeit von 3 ml/min zunichst finf-
mal je 3 mlCH3COOH auf die Siule gegeben, anschheﬁend
noch fiinfmal je 5 ml bidest. Wasser.

Die die Aminosiuren enthaltenden Fraktionen werden vereinigt
und eingedampft.

Aliquote Anteile des Riickstandes werden fiir die gaschromato-
graphische Enantiomerentrénnung verwendet,

Vorbereitung der Plasmaproben

Zur Abtrennung von Proteinen wird 1 ml Blutplasma mit 5 ml
wiBriger-Pikrinsdurelosung (10 g/1) versetzt und fiinf Minutén
‘bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wird anschlieBend
zehn Minuten bei 3500 U/min zentrifugiert. Die die Amino-
sduren und iiberschiissige Pikrinsdure enthaltende iiberstehende
klare Losung wird dekantiert.

Die klare L6sung wird zur Abtrennung der Pikrinsiure wie oben
beschrieben auf den Kationenaustauscher DOWEX 50 gegeben.

Derivatisierung der Proben
fiir die gaschromatographische Racemattrennung

Aliquote Anteile der jeweiligen Probenlésung werden einge-
dampft.

Ausgehend von 1 ml Urin odér Plasma liegen die absoluten Stoff-
mengen der eifizelnen Aminosiuren etwa zwischen 0,05 und
0,5 Mikromol.

Veresterung

Der trockene Riickstand wird mit 0,5 ml einer Losung, die

1,5 mol HCl in 1 1 Propanol- (2) enthilt, versetzt und, sofern
erforderlich, durch Ultraschallbehandlung homogenisiert. Die
Probe wird auf 110 °C erhitzt und 60 Minuteén bei dieser Tem-
peratur belassen,

Acylierung

Nach der Veresterung wird das Losungsmittel mit Stickstoff
abgeblasen. Nach Aufnehmen in 250 ul Methylenchlorid und
Zugabe von S0 ul Perfluorpropionsaureanhydrid wird auf
110 °C erhitzt und 10 Minuten bei 110 °C belassen, Nach
Abblasen bis zur Trockene mit Stickstoff wird die Probe zur
Analyse in etwa 250 ul Methylenchlorid aufgenommen,

Gaschromatographische Racemattrennung

Die Messungen wurden an einem Gaschromatogtaphen der
Firma Carlo Erba, Modell 2151 AC, ausgerilstet mit einem Inte-
grator der Firma Spectra-Physics, System 1, durchgefiihrt.

Ausgehend von 0,4 ul des Probengemisches erfolgen die Tren-
nungen auf einer Glaskapillarsiule mit den Abmessungén
20 m X 0,3 mm, die nach bekannten Vorschriften (12) mit
Chirasil-Val (13) belegt worden war. Chirasil-Val besteht aus
einem Organosiloxan, an das ein L-Aminosdurederivat, in die-
sem Fall L-Val:tert.-butylamid, peptidartig geknipft ist (8).
Die Zahl der theoretischen Béden der benutzten Siule lag

bei etwa 65 000. .
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Dic Aufnahme der Chromatogramme erfolgte S min isotherm
bei 80 °C, anschliefend mit cinem Temperaturprogramm von
4 °C/min bis 200 °C. Parameter: Trigergas Wasserstoff, Ein-
gangsdruck 0,38 kg/cm2, Splitverhéltnis 1:20. Detektor: FID,
Elektrometereinstellung 1 X 1 X 16. Temperatur des Ein-
spritzblocks: 250 °C.

Massenspektrometrische Untersuchung

Jeweils 0,4 umol L-Hydroxyprolin und allo-D-Hydroxyprolin
wurden 24 Stunden mit 2 ml 6 mol/1 HCI bei 110 °C unter
Luftausschluf} ,,hydrolysiert* und wie oben beschreiben derivati-
siert.

Die anschlieffende gaschromatographische Untersuchung zeigte,
daf bei der ,,Hydrolyse'* weniger als 1 Prozent Racemisierung zu
erwarten ist.

Die Aufnahme der Massenspektren crfolgte in der Kopplung
GC/MS nach der Trennung iiber Chirasil-Val (8) auf einem
Massenspektrometer MAT-112 der Firma Varian MAT, Bremen.
In der Kopplung GC/MS wurde Helium als Trigergas verwen-
det.

Parameter fiir die Messung mittels Elektronenstof-lonisation

Elektronenenergie 80 eV, 0,7 mA; Temperatur der Ionenquelle
200 °C, Interface 220 °C; SEV-Spannung etwa 1,9 kV.

Parameter fiir die Messung mittels chemischer lonisation

Reaktionsgas Methan; Elektronenencrgie 160 eV, 0,7 mA;
Temperatur der Ionenquelle 200 °C, Interface 220 °C; SEV-
Spannung etwa 1,9 kV.

Ergebnisse

Gaschromatographische Trennung
von Aminosiuren in biologischem Material

Analyse von Urinproben

Zur Bestimmung der freien und gebundenen Amino-
siuren wurde eine Urinprobe unmittelbar nach der
sauren Hydrolyse derivatisiert. Das resultierende Spek-
trum ist in Abbildung 1 wiedergegeben. Die gefunde-
nen Anteile an D-Aminosduren entstehen wahrend der
Hydrolyse der Proben (9, 10).

Uberraschenderweise fiihrt die beschriebene Derivati-
sierung zu den fliichtigen Aminosdurederivaten be-

reits zu einem relativ iibersichtlichen Spektrum. Durch
die fehlende Vorreinigung werden jedoch stérende
Peaks hervorgerufen, zudem wird die Siule stark be-
lastet. Bei den folgenden Analysen wurde daher in An-
lehnung an die Methode von Zumwalt (11) zunichst
eine Trennung iiber einen Kationenaustauscher durch-
gefiihrt.

Hochgereinigte Urinproben wurden durch Trennung
der Probengemische iiber einen Kationen- und zusitzlich
iiber einen Anionenaustauscher erhalten (Abb. 2).

Analyse von Plasma

Die Plasmaproben wurden von Proteinen befreit und
ebenfalls iber den Kationenaustauscher getrennt
(Abb. 3).

Quantitative Hydroxyprolinbestimmungen

L-Hydroxyprolin und allo-D-Hydroxyprolin wurden
wie im experimentellen Teil beschrieben derivatisiert
und einzeln und im Gemisch der gaschromatographi-
schen Enantiomerentrennung unterworfen.

Dabei zeigte sich, da die verwendete D-Standard-Ver-
bindung durch weniger als 0,1% L-Hydroxyprolin ver-
unreinigt war.

In der Kopplung GC/MS wurden zur Absicherung zu-
dem die EI- und Cl-Massenspektren aufgenommen, die
fiir beide Verbindungen identisch sind (Abb. 4).

Den Urinproben wurde zur Bestimmung des freien und
gebundenen Hydroxyprolins der Standard allo-D-
Hydroxyprolin nach der sauren Hydrolyse zugesetzt.
Die Bestimmungen erfolgten direkt aus dem Urin-
hydrolysat nach Derivatisierung der Probe, nach der
Reinigung des Hydrolysates iiber den Kationenaus-
tauscher und nach der zusitzlichen Reinigung iiber den
Anionenaustauscher.

Zur Bestimmung des freien Hydroxyprolins in der glei-
chen Urinprobe wurde die Probe nach Zusatz des Stan-
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Tab. 1. Auswertung der quantitativen Hydroxyprolinbestim-

mungen.
Probe Volu- Reinigungs- Zusatz Gefun-
men schritt allo-D- dene
Hydroxy- Menge
prolin L-Hy-
droxy-
prolin
(ml) (ug) (mg/D
Urin- 1 - 20 25,28!
hydrolysat
Urin- 1 Kationen- 20 25,241
hydrolysat austauscher
Urin- 1. Kationen- 20 25,101
hydrolysat austauscher
+ Anionen-
austauscher
Urin 1 Kationen- 20 0,952
austauscher
+ Anionen-
austauscher .
Plasma 1 Pikrinsiure- 2,5 2,272
fillung
+ Kationen-

austauscher

1 frejesund gebundenes Hydroxyprolin
2 freies Hydroxyprolin .

dards unter Auslassung des Hydrolyseschrittes tiber
den Kationen- und Anionenaustauscher gereinigt und
derivatisiert.

Der Plasmaprobe wurde der Standard noch vor der
Pikrinsiurefillung zugefiigt. Die teilweise Wiedergabe
der Chromatogramme erfolgt in Abbildung 5.

Die Auswertung aller durchgefiihrten Messungen ist in
Tabelle 1 wiedergegeben.

Die Auswertung-erfolgte nach dem in der Literatur ange-
gebenen Verfahren (6) iiber die Peak-Héhen, wobei die

J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 17, 1979 / No. 4
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wihrend der Hydrolyse auftretende Racemisierung von
Probe und Standard korrigiert wird.

Fiir die Bestimmungen wurden gleiche Mengen einer
Urinprobe der jeweiligen Aufarbeitung unterzogen. Die
Mef3werte einer Probe waren auf + 2 Prozent reprodu-
zierbar, die angefiihrten Werte sind Mittelwerte aus je

5 Messungen.

Trotz véllig unterschiedlicher Aufarbeitung liegen die
gefundenen Werte fiir freies und gebundenes L-Hydroxy-
prolin in der Urinprobe innerhalb 0,5 % Abweichung vom
Mittelwert.

Die Durchfiihrung der Untersuchungen erfolgte an Blut-
und Urinproben eines Patienten, der sich schwere Ver-
brennungen zugezogen hatte.

Der Wert von ~ 2,2 mg/l fiir das freie Hydroxyprolin
im Plasma ist gegeniiber dem Normalwert (14) signifi-
kant erhoht.

Diskussion der Ergebnisse

In den vorausgégangenen Abschnitten wurde die An-
wendung der gaschromatographischen Aminoséure-
analyse (7) auf die Analyse von biologischem Material
beschrieben.

Durch Verwendung des chemisch dquivalenten Stan-
dards allo-D-Hydrocyprolin, Reinigung der Proben durch
chromatographische Verfahren und gaschromato-
graphische Analyse diirfte es sich bei der beschriebenen
Methode um eine der genauesten derzeit verfiigbaren
Hydroxyprolinbestimmungen handeln.

Die benétigten Probemengen konnen dabei gegeniiber
bisherigen Bestimmungsmethoden stark reduziert wer-
den.

Der Zeitaufwand fiir eine komplette Analyse, ausgehend

von Urinhydrolysat bzw. Blutplasma, betrigt ca. 2 Stun-
den fiir die Urinprobe ohne Vorreinigung, 4 Stunden fiir
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die hochgereinigte Urinprobe und etwa 3 Stunden fiir
die Plasmaprobe. Da die eigentliche gaschromato-
graphische Bestimmung bei Verwendung eines geeigne-
ten Temperaturprogrammes lediglich etwa 20 Minuten
dauert, ist ein groferer Probenanfall bei serienweiser
Derivatisierung dennoch kurzfristig zu bewiltigen.

Der Mehraufwand wird zudem durch den ungleich gro-
Reren Informationsgehalt der Spektren kompensiert:
wie aus den Abbildungen 1 bis 3 hervorgeht, werden
neben Hydroxyprolin gleichzeitig nahezu alle anwesen-
den L-Aminosiuren in einer Messung erfafdt.

Von Baily et al. (15) wurden z. B. neben der ,,Leit-
aminosiure* Hydroxyprolin noch Lysin, Prolin, Alanin
und Glycin fiir die Kollagenbildung bei Meerschwein-
chen nach der Applikation von Quarzstduben heran-
gezogen.
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Eine quantitative Bestimmung auch dieser Amino-
siuren neben Hydroxyprolin in biologischem Material
ist nach der hier verwendeten Methode (6) ohne wei-
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