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Es wird ein einfacher diinnschichtchromatographischer Suchtest zur gleichzeitigen Erkennung aller wichtigen Hyperaminacidimien
beschrieben. Plasma wird auf Cellulose-Fertigplatten mit dem Laufmittel Butanol/Aceton/Eisessig/Wasser (35:35:10:20, v/v) chromato-
graphiert. Pathologische Konzentrationserhdhungen erkennt man beim Vergleich mit einem auf derselben Platte mitgefiihrten Standard.
Zum Nachweis von Histidinimien verwendet man das Laufmittel tert. Butanol/Athylmethylketon/25proz.Ammoniak/Diithylamin/
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 Diinnschichtchromatographie haben.

A simple thin layer chromatographic screening lest 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/acetonefacetic 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/259, 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 Hyperaminacidimien dienen
gegenwirtig mikrobiologische Tests (1) sowie chroma-
tographische Methoden. Die Siulenchromatographie
nach Moore und StEIN (2) liefert quantitative Ergeb-
nisse fiir alle in Frage kommenden Aminosiuren, ist
aber recht aufwendig. Fiir den Nachweis einer Anomalie
geniigen halbquantitative Verfahren, wie Papier- und
Dinnschichtchromatographie. Die bisher beschriebenen
Verfahren (3—10) sind entweder verhiltnismiBig zeit-
raubend, oder sie erfassen nur einige Aminosiduren, oder
es mangelt ihnen an Nachweisempfindlichkeit, insbeson-
dere fiir Phenylalanin.

Wir haben ein chromatographisches System entwickelt,
das

1. eine einfache Durchfiihrung des Tests erlaubt,

2. moglichst viele Hyperaminacidimien erfafit,

3. eine ausreichende Nachweisempfindlichkeit fiir Phe-
nylalanin aufweist.

Gute Trennungen iiber den ganzen in Frage kommenden
Polarititsbereich 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 Zonenschirfe in Frontnihe. Phe-

nylalanin ist deshalb erst bei Konzentrationen iiber
5mg(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 iiber 4 mg/100
m/ bereits als Verdachtsfille gelten (12), eignet sich das
Laufmittel nicht fiir einen Suchtest fiit Phenylketonurie
bei Neugeborenen.

Auf Cellulose erhidlt man gute Trennungen bei sehr
scharfen Banden mit dem Laufmittel Butanol/Eisessig/
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Wasser (60:15:25 v/v). Fiir die Chromatographie der
Plasmaaminosduren eignet sich dieses System jedoch
weniger, da die Trennung der Aminosiuren durch andere
Plasmabestandteile gestort wird.

Ergebnisse

Wir fanden, daB eine ausgezeichnete Auftrennung der
Plasmaaminosduren iiber den ganzen Bereich bei hoher
Bandenschirfe auf mikrokristalliner Cellulose mit der
mobilen Phase Butanol/Aceton/Eisessig/Wasser (35:35:
10:20 v/v) durch Zweifachentwicklung erreicht wird.
Die Aminosiuren sind in diesem System iiber die ganze
Laufstrecke verteilt (Abb. 1). Das im Plasma enthaltene

EiweiB bleibt am Start zuriick. Die Ausfithrung der

Chromatographie der Plasmaaminosiuren 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 um erreicht (1).

Bei der Durchfithrung 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 Auftragegerit erleichtert das fiir gute
Trennungen vorteilhafte strichférmige Auftragen defi-
nierter Losungsmengen. Die Chromatographie in dem
beschriebenen System dauert etwa 90 Min. bei Zweifach-
entwicklung. Das Anfirben der Aminosiuren erfolgt
mit Ninhydrin. Danach wird die Platte mit einer Modi-

fikation von EHRLICH’s Reagenz behandelt, wobei

Prolin und Hydroxyprolin als rote Banden erscheinen,
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wihread die Nichrdrinfirbung der Gbcgen Amino-
siuren verbl:fe. Die Aeswertucg eriolgt durch visueller.
Vergleich =it dem Stzedardgemisch. Die Lokalisation
der A=irosiucen in Jden cinzelren Bacden zeigt Ab-
tildung 1.

Treten eine oder mehrere Bicden einer Plasmaprode
siirker hervor zls die enwprectenden Banden des
Standazds, so legt eize StOrung des Aminosiurenstoti-
wechsels vor. In Abbilduag 1 sind nur die im nozmalen
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Abb. 1

Daasschichichrematogramm. Lokalisation der Amincsduren in den
einzelnen Banden. Angegebet sind nur im normalen Plasiia in nen-
nenswenier Menge enthaliene Amiunocsiuren

Plasm2 in neanenswerter Menge enthaltenen Amino-
sduren aufgefiihre. In pathologischen Fillen kénnen auch
noch weitere Aminosiuren auftreten, deren Lagen im
Chromatogracam 2us Abbildung 2 zu entnehmen sind.
Die absoluten Steighdhen sind schwer reproduzierbar,
jedoch bleibt die Reihenfolge der Aminosiuren stets
erhalten. Die Empfindlichkeit des Tests ist nicht fiir
alle Aminosiuren gleich. Grenzkonzentrationen, die mit
Sicherheit als Erhdhung wahrgenommen werden, sind
aus Abbildung 2 ersichtlich. Im Standard fehlen wegen
mangelnder Haltbarkeit bzw. Loslichkeit di¢ Amino-
sduren Glutamin, Cystin und Omithin. Man orieatiert
sich hinsichtlich der Menge von Glutamin und Crstin
an den benachbarten normalen Plasmaproben. Das Feh-
len von Omithin wird durch einen erhthtea Gehalt des
Standards an Lysin ausgeglichen. Eine Verstirkung der
Glycin/Serin-Bande beruht meist auf einer harmlosen
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Abb. 2
Durchischritiliche Laufstrecke von Aminosiuren, die in pathologischen
Fallen auftreten kénren, im Dunnschickickromatogramm (Entwick-
lung zweifach, Froat bei 7,5 cm)
* Der Standard ergibt ein Chromatogramm, das Visuell etwa dem
Chromatogramam _eines Plasmas mit | Aminosdurenkonzenirationen
i cberen Normalbereich § Tage alter Neugeborener gleickt, Die ein-
zelnen Werte sind nicht als Normalwerte zu verstehen

** Nack Reaktion mit dem Dimethylaminobenzaldehyd/Phosphor-
sdure-Reagenz

Erhéhung der Serinkonzentration. Will man die duBerst
seltenen Fille von Glycinimie miterfassen, muB das
betreffende Plasma nochmals auf eine Platte aufgetragen .
und durch Dreifach- oder Vierfach-Entwicklung ge-
trennt werden. Dabei spaltet sich die Glycin,Serin-
Bande auf. Die obere Zone entspricht dem Glycin, die
untere dem Serin. Anstelle des in der Testpackung 1)
enthaltenen Laufmittels kann zur Auftrennung von
SerinjGlycin sowie zur Abtrennung von Histidin das
Laufmittel tert.-Butanol/Athylmethylketonf25proz. Am-
moniak/Didthylamin/Wasser  (50:30:10:0,4:20, viv)
verwendet werden. Dieses Gemisch ist fir die genanaten
Trennungen besser geeignet (13).

Diskussion .

Die in Abbildung 2 in der letzten Spalte aufgefiihrten
Konzentrationen sind Grenzkonzeatrationen, ab denen
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eine Plasmabande gepentiber dem Standard verntirkt
erscheint. Die absoluten Nachwelsgrenzen liegen wesent-
lich nledriger, 2. 13, flir Phenylalanin hei 2,5 mg/100 m/,
Die Konzentrationen in der Standardldsung wurden so
gewdhlt, dafl elnerselts nach Moglichkeit bei allen in
Prage kommenden Aminoacidimien dic entaprechencden
Aminosiiurebanden gegentiber dem Standard als ver-
wtiirkt cracheinen, andererseits moglichat wenig falueh
positive Hrgcbnluse crhalten werden, Die Standard-
18sung liegt deshalh deutlich ber den mittleren Plasma-
konzentratlonen, Die Abbildungen 3 und 4 zelgen Chro-
matogramme mit KonzentrationserhShungen cinzelner
Aminosfiuren, Wichtig ist, dad Phenylalanin bel Plagma-
konzentrationen ab 4 my[100 m/ eine deutliche Ver-
utiickung gegenliber dem Standard zeigt, Der Test
ist deshall auch als Suchtest auf Phenylketonurie in der
Neugeborenenpetiode geeignet, Die Methode verelnigt
hohe Nachweisemplindlichkeit im Falle des Phenyl-
aluning mit guter Auftrennung Uber den gesamten
Polarititabercich, Daraus ergibt sich eine breite An-
wendburkelt, Nach dem FErgebnis elner Préfung In
verschicdenen Taboratogien sind mit dem ‘l'ent folgende
Anomallen erkennbar (13): Phenylketonuric uod Hyper-
phenylalaninfimic, Ahornsirupkrankheit, Hypervalin-
fimie, Hypermethioninimic (bel lTomocystinurle und
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"I'yrosinonc), Strungen im Tyrosinstofiwechoel, Hyper-
prolinfimie, Hydroxyproliniimic, FHyperglycinimien vers
schieclener Genese, Myperlysiniimicn, Ornithindmic und
== bei hbheren Konzentratlonen bzw. nach Varlation cdes
Laufmittels ~~ Histidinimien,

Der Test eefordert keinen apparativen Aufwund und isc
einfueh zu bandhaben, Auch in Laborataelen, die bisher
nicht dlinnnchichtchromatographisch gearbeitet haben,
kdunen elnwundfreiec Ergebnlve crwartet werden, Hine
Person kann thglich etwa 100 Analysen durchftihren (13),
doch Iot det T'est auch dunn sinnvell und wirctnchatilich,
wenn tiglich nur 4—8 Analysen durchgeflihre werden,
Nauch elner Anregung von Bickin und NUrzenanis, (14)
kann der "t'est aueh zur Untersuchung von Blut vers
wendet werden, welches auf Filterpaplerkarten adsor-
biert it (15), Dienes Verfahren st fOr Jnatirute intercu-
vant, dle derartiy gesammelte Blutproben zur Unter-
suchung mit dem Guthrletest zagesandt erhalten, Dic
Blutplitttchen werden extrahiert und dle Exteakte punkt-
fsrmig aul die DC-Platte aufgeteagen und ehromato-
graphicrt, Da aul dlese Welve nicht mmehe genan de-
finierte Plasmamengen zur Unternuchung gelanpen, int der
Vergleich mit eluem Stundard nicht slunvoll, Fa werden
die relativen Tatensivititen der verschiedenen Amino-
sfurebanden innerhalb elner Plasmnprobe bewertet.

e
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Methodik

Reagenzien?)

Sorptionsschicht
Cellulose-Fertigplatten

Lanfmittel

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

Ninhydrin-Losung
0,4y Ninhydrin in n-Butanol/Aceton (50:50, v/v). Die Lésung ist
im Kiithlschrank mindestens drei Monate haltbar.

Prolinreageng

0,057n p-Dimethylamino-benzaldehyd in Essigsiureathylester/
85 proz.Phosphorsiure/Eisessig/Wasser (50:6:34:10, v/v). Die
Lésung ist bei Raumtemperatur mindestens 14 Tage haltbar.

DC der Aminosduren in Heparin-Plasma

Plasma

Man fiillt eine heparinisierte Kapillare mit Blut, schmilzt am blut-
freien Ende zu, zentrifugiert und zerschneidet an der Trennlinie
zwischen Blutkuchen und Plasma.

Auftragen
Je 2w/ Plasma bzw. Standard werden mit dem Auftragegerit?)
und Mikrokapillare entsprechend Abbildung 5 aufgetragen.

t
Frontlinie L
seit/iche Begrenzungen
7%
—r O e e I L Ry Stort-
LSt M A St Pl wlinie
75| 20 1wl 20 Tl 20 101 20 Tw] 20 Tw01 20 T551 ¥

Abb. 5

Schema fiir das Auftragen von Standard-(St)- und Plasma-(Pl)-Proben
auf die DC-Platte (200 x 100). Alle Zahlenangaben in mm

1) Alle Reagenzien sind in dem Reagenziensatz Merckotest DC
Aminosduren im Plasma, Art. Nt. 3345 enthalten.

%) Das Auftragegerit ist in der Grundausstattung fiir Merckotest
DC, Art. Nr. 3346 enthalten.

Entwicklung und Nachweis

Man entwickelt einmal bis zur Frontlinie (etwa 50 Min., keine
Kammersittigungl) und trocknet mit dem Heizlisfter. Dann pipet-
tiert man 3 m/ Ninhydrinldsung in die Kammer zu dem Lauf-
mittel der ersten Entwicklung und mischt. Die getrocknete Platte
wird in dieser Mischung erneut bis zur Frontlinie entwickelt.
Zunichst wird mit dem Heizlifter und anschlieBend 5 Min. im
Trockenschrank bei 80° getrocknet. Die Aminosiuren 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 Prolinreagenz so getrinkt, daB er gerade nicht tropft. Man
bestreicht die bereits mit Ninhydrin behandelte Platte mit einem
Pinselstrich parallel zur Lésungsmittelfront in Hohe der Alanin-
und Glycin-Zone (vgl. Abb. 1). Die Platte wird drei Minuten lang
im Trockenschrank auf 110° erhitzt. Prolin und Hydroxyprolin
werden als rote Zonen sichtbar, falls die Konzentrationen dieser
Aminosiuren hoch genug sind. Pathologische Erhthungen in
Plasmaproben sind in jedem Fall gut erkennbar. Die Farben ver-
blassen nach einigen Minuten.

DCder Aminosduren im Serum beiBlutabnahme
mit Filterpapierkarten:
Extraktion

Aus den Filterpapierkarten wird ein blutgetrinktes Blittchen von
1 cm Durchmesser ausgestanzt oder,ausgeschnitten. Das Blittchen
wird auf den Boden eines verschlieBbaren GefiBes etwa gleichen
Bodendurchméssers gelegt (z. B. eine 5-m/-Flasche). Dazu werden
0,1 m/ Athanol/Wasser (70:30, v/v) pipettiert. Es ist darauf zu
achten, daB das Extraktionsmittel das Blittchen vollstindig be-
deckt. Eventuell ist die Lage des Blittchens mit dem Spatel zu
korrigieren. Das GefiB8 wird verschlossen und 12 bis 24 Stdn. bei
Raumtemperatur stehengelassen.

Auftragen

Die GefiBe mit der Extraktionslosung werden kurz umgeschiit-
telt. Dann trigt man je 2 u/ als moglichst kleinen Punkt im Ab-
stand von je 1 cm auf die Startlinie auf. Auf diese Weise gelingt
es, 18 Proben auf einer Platte unterzubringen. Standard witd nicht
aufgetragen. l

Entwicklung, Nachweis und Beurteilung °

Entwicklung und Nachweis erfolgen wie beschrieben. Das Ver-
hiltnis von FleckengréBen bzw. Intensititen der einzelnen Amino-
siurenzonen einer Serumprobe zueinander ist bei allen normalen
Seren gleich. Wird beim Vergleich mit éinem normalen Serum
eine Verschiebung dieses Verhiltnisses sichtbar, liegt der Verdacht
einer Aminosiurenanomalie nahe.

Herrn Erkens danken wir fiir die umsichtige Ausfithrung der
Versuche.
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