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Ein einfacher dünnschichtchromatographischet Suchtest zur Erkennung
von Hyperaminacidämien

Von F. KRAFFCZYK, R. HELGER und H. LANG

Biochemische Abteilung^ E. Merck AG, D arm Stadt
(Eingegangen am 5. Juni 1969)

Es wird ein einfacher dünnschichtchromatographischer Suchtest zur gleichzeitigen Erkennung aller wichtigen Hyperaminacidämien
beschrieben. Plasma wird auf Gellulose-Fertigplatten mit dem Laufmittel Butanol/Aceton/Eisessig/Wasser (35:35:10:20, v/v) chromato-
graphiert. Pathologische Konzentrationserhöhungen erkennt man beim Vergleich mit einem auf derselben Platte mitgeführten Standard.
Zum Nachweis von Histidinämien verwendet man das Laufmittel tert. Butanol/Äthylmethylketon/25proz.Ammoniak/Diäthylamin/
Wasser (50:30:10:0,4:20, v/v).
Durch Verwendung eines fertigen Reagenziensatzes ist die Methode auch in solchen Laboratorien anwendbar, die keine Erfahrung in
der Dünnschichtchromatographie haben.

A simple thin layer Chromatographie screening test for the detection of hyperaminoacidaemias
A simple TLC screening test for detection of all important types of hyperaminoacidaemia is presented. Plasma is chromatographed on
precoated cellulose plates using the eluant butanol/acetone/acetic acid/water (35:35:10:20, v/v). Pathological rises in the concentration
of amino acids are detected by comparison with a standard chromatographed on the same plate. Histidinaemia is detected by chromatog-
raphy with tert. butanol/ethylmethylketone/25% ammonia/diethylamine/water (50:30:10:0.4:20, v/v). With the aid of a reagent set
this method can also be used in laboratories which do not have previous experience in thin layer chromatography.

Zur Erkennung von Hyperaminacidämien dienen
gegenwärtig mikrobiologische Tests (1) sowie chrorna-
togräphische Methoden. Die Säulenchromatographie
nach MOORE und STEIN (2) liefert quantitative Ergeb-
nisse für alle in Frage kommenden Aminosäuren, ist
aber recht aufwendig. Für den Nachweis einer Anomalie
genügen halbquantitative Verfahren, wie Papier- und
Dünnschichtchromatographie. Die bisher beschriebenen
Verfahren (3—10) sind entweder verhältnismäßig zeit-
raubend, oder sie erfassen nur einige Aminosäuren, oder
es mangelt ihnen an Nachweisempfindlichkeit, insbeson-
dere für Phenylalanin.
Wir haben ein chromatographisches System entwickelt,
das
1. eine einfache Durchführung des Tests erlaubt,
2. möglichst viele Hyperaminacidämien erfaßt^
3. eine ausreichende Nachweisempfindlichkeit für Phe-
nylalanin aufweist.
Gute Trennungen über den ganzen in Frage kommenden
Polaritätsbereich bei sehr kurzer Laufzeit (30 Min. bei
7 cm Laufstrecke) erzielt man bei Zweifachentwicklung
mit Aceton/Eisessig/Wasser (70:10:20 v/v) auf mikro-
kristalliner Cellulose (10). Ein Nachteil dieses Lauf-
mittels ist die geringe Zonenschärfe in Frontnähe. Phe-
nylalanin ist deshalb erst bei Konzentrationen über
5 mg/100 m/ zu erkennen. Da die Normalwerte bei
2 mg/100 m/ (11) liegen und bei Neugeborenen im Alter
von mehr als 4 Tagen Konzentrationen über 4 mg/100
m/ bereits als Verdachtsfälle gelten (12), eignet sich das
Laufmittel nicht für einen Suchtest für Phenylketonurie
bei Neugeborenen.
Auf Cellulose erhält man gute Trennungen bei sehr
scharfen Banden mit dem Laufmittel Butanol/Eisessig/

Wasser (60:15:25 v/v). Für die Chromatographie der
Plasmaaminosäuren eignet sich dieses System jedoch
weniger, da die Trennung der Aminosäuren durch andere
Plasmabestandteile gestört wird.

Ergebnisse
Wir fanden, daß eine ausgezeichnete Auftrennung der
Plasmaaminosäuren über den ganzen Bereich bei hoher
Bandenschärfe auf mikrokristalliner Cellulose mit der
mobilen Phase Butanol/Aceton/Eisessig/Wasser (35:35:
10:20 v/v) durch Zweifachentwicklung erreicht wird.
Die Aminosäuren sind in diesem System über die ganze
Laufstrecke verteilt (Abb. 1). Das im Plasma enthaltene
Eiweiß bleibt am Start zurück. Die Ausführung der
Chromatographie der Plasmaaminosäuren und die Aus-
wertung der Chromatogramme ist relativ einfach. Eine
besonders hohe Nachweisempfindlichkeit des Phenyl-
alanins (2,5 mg/100 m/) wird durch die Verwendung
spezieller Celluloseplatten mit einer Schichtdicke von
80—100 erreicht (1).
Bei der Durchführung des Tests wird nach SHRIVER (4)
Blut in heparinisierten Kapillaren aufgenommen und
durch Zentrifugieren Plasma gewonnen. Auf eine Platte
werden verschiedene Plasmaproben sowie ein geeigneter
Standard aufgetragen. Man benutzt dazu Einmal-Mikro-
kapillaren. Ein Auftragegerät erleichtert das für gute
Trennungen vorteilhafte strichförmige Auftragen defi-
nierter Lösungsmengen. Die Chromatographie in dem
beschriebenen System dauert etwa 90 Min. bei Zweifach-
entwicklung. Das Anfärben der Aminosäuren erfolgt
mit Ninhydrin. Danach wird die Platte mit einer Modi-
fikation von EHRLICHES Reagenz behandelt, wobei
Prolin und Hydroxyprolin als rote Banden erscheinen,
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wahrend die NlnbvdrinJSrbxin.^ der ubngen Amino-
slurea verblaßt. Die Ausxrertung erfolgt dutch visuellen
Vergleich mit deal StÄndardgemisch. Die LokalisatLoa
der Arsinosluren in den einrelnen Baccea aeigt Ab-
bildung 1.
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Abb. l
Döni;schichtchnoK:atö§ramm. Lokal:s£tion der Aminosäuren ir. den
einzelnen Baacen. Angegeben sind nur im normalen Plasma in nen-

nenswerter Men^e enthaltene Aminosäuren

Pksma in rxeGnenswerter Menge enthaltenen Amino-
säuren aufgeführt. In pathologischen Fallen können auch
noch weitere Aminosäuren auftreten^ deren Lagen im
Chromatogramm aus Abbildung 2 zu entnehmen sind.
Die absoluten Steighöhen sind schxrer reproduzierbar,
jedoch bleibt die Reihenfolge der Aminosäuren stets
erhalten. Die Empfindlichkeit des Tests ist nicht für
alle Aminosäuren gleich. Grenzkonzentrationen, die mit
Sicherheit als Erhöhung Trahrgenommen werden, sind
aus Abbildung 2 ersichtlich. Im Standard fehlen wegen
mangelnder Haltbarkeit bzw. Löslichkeit die Amino-
säuren Glutamin, Cystin und Omithin. Man orientiert
sich hinsichtlich der Menge von Giutamin und Cystin
an den benachbarten normalen Plasmaproben. Das Feh-
len von Ornithin wird durch einen erhöhten Gehalt des
Standards an Lvsin ausgeglichen. Eine Verstärkung der
Glycin/Serin-Bande beruht meist auf einer harmlosen

Abb. 2
DurchschntttUche Laufstrecke von Aminosäuren» die in pathologischen
Fällen auftreten können, im Dünnschichtchromatogramm (Entwick-

lung zweifach, Froat b«i 7,5 ein)
* Der Standard ergibt ein Chromatogramm, das visuell etwa dein
Chranato$raram eines Plasmas mit Aminosäurenkottzeitttationen
im oberen Nciroaibereich 5 Tagt alter Neugeborener gleicht. Die ein-

zelnen Werte sind nicht als Normalwerte zu verstehen
** Nach Reaktion mit dem DimethytaminobenzaldehyxiJPhosphor-

säure-Reagenz

Erhöhung der Serinkonzentration. Will man die äußerst
seltenea Fälle von Glycinämie miterfassen,, muß das
betrefiende Plasma nochmals auf eine Platte aufgetragen
und durch Dreifach- oder Merfach-Entwicklung ge-
trennt werden. Dabei spaltet sich die Glvcin/Serin-
Bande auf. Die obere Zone entspricht dem Glydn, die
untere dem Serin. Anstelle des in det Testpackung )
enthaltenen Laufmittels kann zur Auftrennung von
Serin/Glycin sowie zur Abtrennung von Histidin das
Laufmittel tert.-Butanol/Äthylmethylketon/25pro2. Am-
moniak/Diäthylamin/Wasser (50:30:10:0,4:20, v/v)
\~erwendet xx'etden. Dieses Gemisch ist für die genannten
Trennungen besser geeignet (13)*

Diskussion
Die in Abbildung 2 in der letzten Spalte aufgeführten
Konzentrationen sind Grenzkonzentrationen, ab denen
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eine Plsiflmftbftndc geßcntVbcr dem Standard verttcürkl
erscheint. Die absoluten Nacliwchigrcnxcn liegen wesent-
lich niedriger, x. 13» for Phcnyliitonln hei 2f5 mg/100 m/,
Die Kunxcntraticmcn in der Sümclardlüiiung wurden 00
gewählt, daß dnereeiie nach Möglichkeit bei dien in
Fnigc kommenden Aminoncidflmicn die cntitprcchcmlen
AmJnoüjlui'ebanden gegenüber dein Stundurd nie vcr-
Hfflrkt ei-Hclieinen, anclerereeitit möglichfit wenig falneb
positive Ikgchniööe erhalten werden, Die Stondurd-
löfiung liegt dcühnlh deutlich Ober den mittleren PhHim-
konxentmtioncn. Die Abbildungen 3 und 4 Beigen Giro*
mul'ogftimmc mit Konxentrationserh^himgen einzelner
Amlnoefturen. Wichtig l«tf daß Phcnylulanln bei Pinöma»
konxcntraljoncn ab mg/100 m/ eine deutliche Vcr-
ulflrkung gegejiübcr dem Standard ^cigt. Der Teöt
idt deöhalh auch aln Suchtest auf l'hcnylketonurie in der
Neugcborciücupcriodc geeignet. Die Methode vereinigt
hohe NachweinempHndlichkcit im Falle de« PhcnyJ-
alanin« mJt guter Auftrennung über den gcöamtcn
PoJaritiitHbcrcich, Daraue ergibt «ich eine breite An-
wendbarkeit, Nach dein Ergebnis einer Prüfung in
verschiedenen Laboratorien fund mit dem Tent folgende
Anomalie/i erkennbar (13): Phenylketomirlc und liypcr-
phcnyJalaninflmic, Ahornnirupkninkhcit, Jlypcrvalin-
«mie, JJypcrincthloninamic (bei JJornocyHtinurie und

TyroMinouc)» St/irungcn im TyroemHloflwcchticl,
jjfolinfijtiie, 1-lydroxyprolinflrnic, I lypefglycinilmien vcr-
Bchicdencr CcncHe, Hyperlynintlmicn, Orriithinflmic und
— bei höheren Konzentrationen bxw, nach Vfn'ifiiion de«
Laufmit teln — l-Ji8iidJnflmien.
Der Tent erfordert keinen apparativen Aufwand und h»t
einfach fcu bandhnben. Auch in J^iboratfiricn, die bisher
nicht dtinnriehichtchromatognipljiticli gearbeitet haben,
köiuien einwandlrcic ßrgebniwe orwaticc werden, liine
Pcrnon kann tflgJieh etwa 100 Annlyitcit durchführen (13),
doch iöt dec Tent auch dtinn ölnnvol l und wir t f ichi t l t l ich,
wenn U'lgjich nur 4—8 Analysen durchgeführt werden,
Nach einer Anregung vonUjCKKL, und NüT^JiNADßL (14)
kann der 'l/ewt auch xur Untersuchung von Blut ver-
wendet werden, welche« auf Filtcrpapicrkarteii jiduor-
Wcrt int (15). DieHdii Verfahren int für Inntinitc ini.orcu-
öiint, die derartig gcöammcltc Blutproben xur Untcr-
rtuchung mit dem ChiihrietoHi xiigeHfindt erhatcen. Hie
lilutplattchcn werden extrahiert und die ßxirnktc punkt-
förmig auf die DC-Phiüc*. aufgelragcn und chronial.o-
graphicrt. Da auf dicHc Wclac nicltt mein: genau de-
linierte'PJaßmamengen xur Uniermichunggc'lj in^rn, i»t der
Vergleich mit einem Standard nicht tilutivoll. 15« werden
die relativen intcnHivil/ltnn rlcr vrrHchiedcnrn Aniino-
«ftureb'iinden Jnnerliitlb einer Platunnprobe bewertet.
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Methodik

Reagenzien1)
Sorptionsschicht
Cellulose-Fertigplatten

Lau/Mittel
n-Butanol/Aceton/Eisessig/Wasser (35:35:10:20, v/v). Das fertige
Laufmittel ist bei Raumtemperatur 12 Stdn. haltbar.

Ninbydrin-Lostmg
0,4M Ninhydrin in n-Butanol/Aceton (50:50, v/v). Die Lösung ist
im Kühlschrank mindestens drei Monate haltbar.

Prolinreagen^
0,057M /»-Dimethylamino-benzaldehyd in Essigsäureäthylester/
85pro2.Phosphorsäure/Eisessig/Wasser (50:6:34:10, v/v). Die
Lösung ist bei Raumtemperatur mindestens 14 Tage haltbar.

DC der Aminosäuren in Heparin-Plasma
Plasma
Man füllt eine(heparinisierte Kapillare mit Blut, schmilzt am blut-
freien Ende zu, zentrifugiert und zerschneidet an der Trennlinie
zwischen Blutkuchen und Plasma.

uftragen
Je 2 Plasma bzw. Standard werden mit dem Auftragegerät2)
und Mikrokapillare entsprechend Abbildung 5 aufgetragen.
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Abb. 5
Schema für das Auftragen von Standard-(St)- und Plasma-(Pl)-Prqben

auf die DC-Platte (200 100). Alle Zahlenangaben in mm

x) Alle Reagenzien sind in dem Reagenziensatz Merckotest DC
Aminosäuren im Plasma, Art. Nr. 3345 enthalten.
2) Das Auftragegerät ist in der Grundausstattung für Merckotest
DC, Art. Nr. 3346 enthalten.

Entwicklung und Nachweis
Man entwickelt einmal bis zur Frontlinie (etwa 50 Min., keine
Kammersättigung!) und» trocknet mit dem Heizlüfter. Dann pipet-
tiert man 3 m/ Ninhydrinlösung in (die Kammer zu dem Lauf-
mittel der ersten Entwicklung und mischt. Die getrocknete Platte
wird in dieser Mischung erneut bis zur Frontlinie entwickelt.
Zunächst wird mit dem Heizlüfter und anschließend 5 Min. im
Trockenschrank bei 80° getrocknet. Die Aminosäuren mit Aus-
nahme von Prolin und Hydroxyprolin erscheinen als blaue Zonen.
Zur Auswertung wird die Platte 5 Min. nach Entnahme aus dem
Trockenschrank im Auflicht und im Durchlicht betrachtet.
Nachweis von Prolin und Hydroxyprolin: Ein Pinsel wird mit
dem Prolinreageriz so getränkt, daß er gerade nicht tropft. Man
bestreicht die bereits mit Ninhydrin behandelte Platte mit einem
Pinselstrich parallel zur Lösungsmittelfront in Höhe der Alanin-
und Glycin-Zone (vgl. Abb. 1). Die Plätte wird drei Minuten lang
im Trockenschrank auf 110° erhitzt. Prolin und Hydroxyprolin
werden als rote Zonen sichtbar, falls die Konzentrationen dieser
Aminosäuren hoch genug sind. Pathologische Erhöhungen in
Plasmaproben sind in jedem Fall gut erkennbar. Die Farben ver-
blassen nach einigen Minuten.

DC der Aminosäuren im Serum bei Blutabnahme
mit Filterpapierkarten:
Extraktion
Aus den Filterpapierkarten wird ein blutgetränktes Blättchen von
l cm Durehmesser ausgestanzt oder,ausgeschriitten. Das Blättchen
wird auf den Boden eines verschließbaren Gefäßes etwa gleichen
Bodendurchmessers gelegt (z. B. eine 5-m/-Fläsche). Dazu werden
0,1 m/ Äthanol/Wasser (70:30, v/v) pipettiert. Es ist darauf zu
achten, daß das Extraktionsmittel das Blättchen vollständig be-
deckt. Eventuell ist die Lage des -Blättchens mit dem Spatel zu
korrigieren. Das Gefäß wird verschlossen und 12 bis 24 Stdn. bei
Raumtemperatur stehengelassen.

Auftrag/m
Die Gefäße mit der Extraktionslösung werden kurz umgeschüt-
telt. Dann trägt man je 2 als möglichst kleinen Punkt im Ab-
stand von je l cm auf die Startlinie auf. Auf diese Weise gelingt
es, 18 Proben auf einer Platte unterzubringen. Standard wird nicht
aufgetragen.

Entwicklung, Nachweis und Beurteilung
Entwicklung und Nachweis erfolgen wie besehrieben. Das Ver-
hältnis von Fleckengrößen bzw. Intensitäten der einzelnen Amino-
säurenzonen einer Serumprobe zueinander ist bei allen normalen
Seren gleich. Wird beim Vergleich mit einem normalen Serum
eine Verschiebung dieses Verhältnisses sichtbar, liegt der Verdacht
einer Aminosäurenanomalie nahe.

Herrn ERKENS danken wir für die umsichtige Ausführung der
Versuche.
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