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"

Die UV-Absorptionsmessung in Remission im Bereich von 196—210 nm erlaubt den direkten und quantitativen Nachweis diinn-
schichtchromatographisch getrennter Lipide. Sie hat gegeniiber den densitometrischen Methoden nach Veraschung den Vorteil eines
zerstdrungsfreien Nachweises, der weitere anschlieBende Analysen erlaubt. Die Nachweisbarkeit im angegebenen Wellenldngenbereich
ist an das Vorhandensein mindestens einer Doppelbindung im Molekiil gekniipft. Die Nachweisgtenze liegt bei etwa 0,1 ug.

Quantitative determination of serum and tissue lipids by UV-absorption in remission after thin layer chromatography

Lipids separated by thin layer chromatography can be detected and quantitatively determined by measuring UV-absorption in
remission in the range of 196—210 nm. Compared with densitometric evaluations after charring this method allows the additional
subsequent use of other analytical procedures due to a destruction-free determination. Lipids containing at least one double bond

can be detected down to 0.1 ug in the given wavelength range.

Die quantitative Bestimmung der Lipide des Serums
oder von Gewebsproben nimmt in der biochemischen
und der klinisch-chemischen Analytik einen breiten
Raum ein, wobei der Diinnschichtchromatographie

eine zentrale Stellung zukommt (1). Jedoch bereitet die
quantitative Auswertung der Diinnschichtchromato-
gramme, sei es densitometrisch nach Veraschen oder
durch andere spezifische Nachweismethoden, experimen-
telle und apparative Probleme, die diese Bestimmung
nicht ohne weiteres fiir eine Routinemethode geeignet
erscheinen lassen (2). Einige dieser Schwierigkeiten kon-
nen durch die UV-Absorptionsmessung in Remission
(0/45 — Einfallwinkel/Mefiwinkel) bei 196 nm umgan-
gen werden. Gegeniiber anderen Nachweismethoden,

die entweder nach Veraschen oder Hydrolyse an den
Nachweis spezifischer Bausteine gekniipft sind, erlaubt
die UV-Absorptionsmessung anschlieRende zusitzliche
analytische Schritte, wie z. B. die gas-chromatographi-
sche-, IR-, NMR—l) oder massenspektrometrische Be-
stimmung bestimmter Bausteine.

Methodik

Alle L8sungsmittel zur Extraktion, Verteilung und Chromato-
gra_ph?e wurden redestilliert oder waren Uvasol-Qualitit. Soja-
lecithin (Nattermann, K6ln) enthielt < 0,5% Lysoverbindung.

') Nicht iibliche Abkiirzungen:

CHE Cholesterinester NMR Kernresonanz
TG  Triglyceride DC 1 Diinnschicht-

CH  Cholesterin TLC” chromatographie
FFS freie Fettsiuren UV Ultraviolett

PL  Phospholipide GC  Gas-Chromatographie
IR Infrarot gep

Bei allen anderen verwendeten Lipiden konnten diinnschicht-
chromatographisch keine Verunreinigungen nachgewiesen wer-
den. Glasplatten 100 X 100 mm wurden durch Tauchen in eine
Suspension von 30 g Kieselgel (Camag DO) in 100 ml Chloroform
beschichtet. Vorbereitung der Platten und der Gelsuspension
erfolgten in der angegebenen Weise (3). Die quantitative Applika-
tion von Lipidproben erfolgte volumetrisch mittels einer Agla-
Spritze (Desaga) oder einer Konstriktionspipette (S ul, Beck-
man). Die Meffanordnung mit dem Zeiss-Chromatogramm-
Spektrophotometer ist in Abbildung 1 schematisch wiedergege-
ben. Die jeweiligen MeBflichen wurden den chromatographi-
schen Fleckengrofien angepafit bzw. auf maximalen Ausschlag
optimiert. Die Registrierung erfolgte iiber einen Servogor-S-
Schreiber mit Integrator.

Verstdrker —-—A-—*—@ \
- Deuteriumlampe
Spreiz-| |
zusatz Probe (Meftisch)
Schrfiber
Integrator,

Abb. 1. Schema der Meflanordnung zur UV-Absorptionsmessung
in Remission 0/45.

Zur Bestimmung des Einflusses von Zahl und Lage von Doppel-
bindungen auf die Flichenintegrale wurden Verdiinnungsreihen
verschiedener in Tabelle 1 zusammengefafiter Fettsiuremethyl-
ester durchgemessen. Wihrend z. B. nach Veraschen und den-
sitometrischer Auswertung (3) gleiche Mengen an Stearinsiure-
(C13: 0) und Linolsiuremethylester (Cyg.,) gleiche Fliichen-
integrale liefern, treten bei der UV-Absorptionsmessung bei

196 nm entsprechend der Zahl und der Lage der Doppelbindun-
gen erhebliche Unterschiede im Absorptionsverhalten auf. Li-
pide, die nur gesittigte Fettsiuren enthalten, zeigen bei 196 nm
keine Absorption, da fir die Ester-Carbonyl-Bindung em,x = 60
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betrigt gegeniiber einem Wert epay = 10 000 fiir eine C= C
Doppelbindung.

Tab. 1. Relative Flichenintegrale verschiedener Fettsduremethyl-

ester.
Fettsiure rel. Fliche Fettsiure rel. Fliche
Cis:0 0,0 C18:1(n-9) 7,2
Ci1:1(n-1) 4,0 C18:2(n-6) 8,7
Ci6:1 (n-7) 7,0 C!8:3(n-3) 12,0

Dieses fiir eine quantitative Bestimmung zunichst stérend er-
scheincnde Absorptionsverhalten 14t sich durch Wahl geeigneter
Standards (natiirliche Lipide) ausschalten. Bei der Bestimmung
der Lipide aus Serum und Gewebe tritt dieses Absorptionsver-
halten nur dann als Mefifehler in Erscheinung, wenn der Desatu-
rierungsgrad der natiirlichen Lipide stark von der Norm abweicht.

Nach den von Schrade durchgefiihrten gas-chromatographischen
Bestimmungen der Verteilung der Fettsdauren aus Gesamtlipid
(4) und den cinzelnen Lipidfraktionen des Serums (5) lassen sich
nach der Formel:

DB = mittlere Doppelbindungszahl

P; = prozentualer Anteil der Fettsiuren mit i Doppelbindungen
i = Zahl der Doppelbindungen

P, = prozentualer Anteil der nicht identifizierten Fettsiuren

die in Tabelle 2 angegebenen mittleren Doppelbindungszahlen
berechnen.

Tab. 2. Mittlere Doppelbindungszahlen einzelner Lipidfraktionen
sowie der Gesamtfettsiuren fiir vier Personen-Kollektive.

Kollektiv Kollektiv Kollektiv Kollektiv
1

II 111 v
CHE 1,61 1,54 1,40 1,48
TG 1,01 0,97 0,90 0,94
FFS 0,88 0,89 0,78 0,83
PL 1,28 1,27 1,09 1,18
Gesamt FS-berechnet 1,29 1,25 1,12 1,19
Gesamt FS-gemessen 1,00 - 0,83

0,93 *

* Bei der Aufarbeitung in die verschiedenen Fraktionen er-

folgte offenbar ein Verlust an mittelkettigen gesittigten Fett-

sduren.
Kollektivl = Gesunde 16—41 Jahre
Kollektiv II = Gesunde 46—71 Jahre

Kollektiv IH = Atherosklerotiker mit Hyperlipoproteinaemie
Kollektiv IV = Atherosklerotiker mit Normolipoproteinaemie

Aus den Tabellen 1 und 2 geht hervor, dafl bei Kollektiv III mit
der extremsten Abweichung der Doppelbindungszahlen gegen-
ilber Kollektiv I ein Mefifehler von hochstens 5% zu erwarten
ist.

Fiir die in Abbildung 2 aufgefiihrten Lipide: Cholesterinester
(Cholesterinlinolenat; Eastman); Triglyceride (Maiskeim®l);
Cholesterin (biochemisch rein; Merck); Fettsiuren (GC-Refe-
renzsubstanzen; Merck); Lecithin (Sojalecithin; Nattermann,
Ko6ln) wurden die Linearitiitsbereiche bestimmt.
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Abb. 2. Linearititsprifung der Flichenintegrale verschiedener
Lipidklassen gegen dic aufgetragenc Menge.
e—e Cholesterinester, x—x Triglyceride,
o—a Cholesterin, o—o freie Fettsduren,
o—o Phospholipide.

Wie Abbildung 2 zeigt, sind die Flichenintcgrale im Bereich von
1 ug—8 ug linear und damit der aufgetragenen Lipidmenge direkt
proportional.

Wird bei der Auswertung nur ein Teil der Substanzbande optisch
erfafit, dann ist unbedingt auf eine Konstanz der Laufstrecken
zu achten, da unterschiedliche Bandenbreiten zu Meffehlern
fiihren. Diese Mef¥fehler konnen vermieden werden, wenn die
Platten nicht in Laufrichtung, sondern quer dazu iiber jeweils
eine Lipidklasse gemessen werden. Hierbei wird eine eventuell
unter dieser Bande liegende Backgroundzone als Nullwert ge-
messen und somit eliminiert. Abbildung 3 zeigt, daf} dann sogar
eine noch bessere Linearitit zwischen Flichenintegral und auf-
getragener Lipidmenge besteht.

Hierbei kann fiir jede Lipidklasse eine eigene Ausschlagsoptimie-
rung eingestellt und das Flidchenintegral mit Standardsubstanzen
verglichen werden. Auf einer DC-Platte 100 X 100 mm kénnen
6 Seren und zwei Standardgemische aufgetragen, getrennt und
gemessen werden. Als Standardsubstanzen sollten in der Fett-
sdureverteilung analoge Substanzen Verwendung finden.
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Abb. 3. Lincarititspriifung der Flichenintegrale gegen aufgetra-
gene Lipidmenge bei Messung quer zur Laufrichtung.
eo—e Cholesterincster, x—x Triglyceride,

a—a Cholesterin, o—o freie Fettsiuren,
o—o Phospholipide
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Serumlipidanalysen
a) auf Objekttrigern

Die Herstellung der Platten, die Lipidextraktion' und die
Gesamtlipidbestimmung erfolgt wie frither beschrieben
(3). Wie aus den Abbildungen 2 und 3 hervorgeht, ist
eine Linearitit zwischen Flichenintegral und aufgetra-
gener Lipidmenge zwischen 1 ug und 8 ug gegeben. Die-
ser Bereich wird bei einem Gesamtlipidgehalt von
5,00—8,00 g/1 Serum eingehalten, wenn man folgender-
mafen verfihrt:

50 ul Serum (8,00 gfl Serum Gesamtlipide) werden wie
beschrieben extrahiert, zur Trockne eingedampft und in
200 ul Chloroform-Methanol 2/1 (v/v) aufgenommen. Da-
von werden 50 ul zur gravimetrischen Gesamtlipidbe-
stimmung ausgewogen (Faktor F = 8) und der Rest von
150 wl kann fiir die DC-Analyse verwendet werden. Es
werden 5 ul (Konstriktionspipette) aufgetragen. Bei

einer angenommenen Verteilung von: 40% CHE,

15% TG, 15% CH, 3% FFS und 27 % PL ergeben sich

4 ug CHE, 1,5 ug TG, 1,5 ug CH, 0,3 ug FFS und

2,5 ug PL. Alle Lipidklassen mit Ausnahme der freien
Fettsduren befinden sich im angegebenen Linearitétsbe-
reich. Abbildung 4 zeigt die Auswertung der diinnschicht-
chromatographisch getrennten Lipide eines Normalse-
rums durch UV-Absorptionsmessung in Remission bei
196 nm.

Zur quantitativen Auswertung werden Faktoren beno-
tigt, die den unterschiedlichen Gehalt an Doppelbindun-
gen verschiedener Lipidklassen beriicksichtigen. Als Be-
zugssubstanz fiir die Erstellung von Korrekturfaktoren
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Abb. 4. UV-Remissionsmessung der Lipide eines Normalserums
nach DC-Trennung auf Objekttrigern.

dient Cholesterin. Aus den angegebenen Doppelbindungs-
zahlen, der Fettsiureverteilung nach Schrade (4, 5) und
den Angaben von Gartzke et al. (2) lassen sich die in
Tabelle 3 aufgefiihrten Korrekturfaktoren berechnen.

Tab. 3. Korrekturfaktoren fiir vier Lipidklassen; bezogen auf
Cholesterin = 1,00. (Die Korrekturfaktoren fiir vier Kol-
lektive ergeben sich aus den fiir diese; Kollektive gelten-
den Doppelbindungszahlen). .

Kollektivl = Gesunde 16—41 Jahre
Kolkektiv II = Gesunde 46—71 Jahre
Kollektiv III = Atherosklerotiker mit Hyperlipopro-

teinaemie
Kollektiv IV = Atherosklerotiker mit Normolipopro-

teinaemie

Lipid Kollektiv  Kollektiv  Kollektiv  Kollektiv

I I I v

CHE 0,64 0,66 070 068

TG 0,73 0,76 0,82 0,79

FFS 0,80 0,79 0,91 0,85

PL 0,79 0,93

0,80 0,86

Die Auswertung des in Abbildung 4 gezeigten Absorp-
tions-Chromatogramms ergibt eine Lipidverteilung von:
39%CHE, 27% TG, 11% CH, 1,2% FFS und 22% PL.

b) auf 100 X 100 mm Platten (quergemessén)

Abbildung 5 zeigt die Absorptionsmessung von 8 CHE-
Flecken, quer zur Laufrichtung gemessen. Bei Verwen-
dung von Standards lassen sich die Lipidmengen direkt
in g/l Serum angeben.

Fehlerbreite und Variation

Die Bestimmung der Standardabweichung und dér Varia-
tion erfolgte nach folgenden Formeln:

Standardabweichung:

Variation:

X mit
x = Wert der Einzelmessung
X = Mittelwert der Einzelmessungen
n = Zahl der Einzelmessungen

Intensitdt

SerumNc 1 2 3 4L 5 6 7 8

Abb. 5. UV-Remissionsmessung von 8 CHE-Flecken aus 8 Sefen
quer zur Laufrichtung gemessen.
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Tab. 4. Prozentuale Verteilung, Standardabweichung und prozentualer Fehler bei der Bestimmung der Lipide aus je 50 ul Scrum eines
Patienten mit Hypercholesterinaemie. (In Klammern der entsprechende Wert der densitometrischen Auswertung), n = 10.

Komponente CHE TG CH FFS PL

% Gesamtlipid 50,1 (50,7) 6,8 (7,1) 13,4 (14,6) 1,6 (1,5) 28,1 (26,1)
Standardabweichung: s 3,2 (2,1) 0,8 (0,6) 0,8 (0,8) 0,4 (0,3) 2,7 (2,0)
Die Auswertung diinnschichtchromatographisch getrenn-  Danksagung

ter Lipide durch UV-Absorptionsmessung in Remission Wir danken

soll eine Alternativlésung zur friiher beschriebenen den-
sitometrischen Auswertung darstellen. Der Vorteil liegt
im zerstorungsfreien Nachweis und einer Zeitersparnis.

Ferner entfillt das Besprithen mit Schwefelsdure.

Eine Storung der Messung durch andere im UV absor-
bierende Bestandteile des Serums konnte bei der verwen-
deten Extraktionsmethode nicht beobachtet werden.
Das Einschleppen von UV-aktiven Verunreinigungen,
wie Phthalester iiber Plastikspritzen, Zentrifugenrohr-
chen, Losungsmittel etc. ist peinlichst zu vermeiden.

Mit beiden beschriebenen Methoden ist es moglich, aus
50 ul Serum oder 10—20 mg Gewebe die Hauptlipidklas-
sen quantitativ zu bestimmen.
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