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Es werden die wichtigsten heute gebriuchlichen Methoden zur qualitativen, semiquantitativen und quantitativen Analyse von Amino-

sduren in biologischem Material beschrieben.

Amino acid analysis in clinical chemistry

The foregoing paper describes the most important methods currently used for the qualitative, semi-quantitative and quantitative deter-

mination of amino acids in biological material.

Man kennt heute mehr als 60 angeborene Storungen des
Aminosiure-Stoffwechsels (1—5). Davon wurden mehr
als 40 erst in den vergangenen 10 Jahren mit Hilfe der
modernen Techniken der Aminosiuren-Analyse ent-
deckt. Verschiedene der z. T. schweren Krankheiten,
die sich in einer Hyperaminoacidurie iuBern, haben
Schwachsinn zur Folge und konnen sogar zum Tode
fiihren. ‘

Die Bedeutung einer sicheren Frithdiagnose ist groB,
da bei verschiedenen Formen der Hyperaminoacidurie
(z. B. Phenylketonurie) die Entwicklung des Schwach-
sinns verhindert werden kann, wenn von frithestem
Siuglingsalter an die Aminosiure, die sich im Blut
pathologisch anhiuft, von der Nahrung weitgehend
ferngehalten wird. Die Erkennung einer Aminoacidurie
ist aber auch dann noch wertvoll, wenn die Diagnose
fir eine wirksame Behandlung des betreffenden Indi-
viduums bereits zu spit ist: Die Ermittlung von Erb-
trigern (6), Familienberatung und schnellstméglich ein-
setzende Behandlung von kranken Neugeborenen aus
der betreffenden Familie konnen weiteres Leid ver-
meiden.

Eine primire Hyperaminoacidurie betrifft meist nur eine
oder wenige Aminosiuren. Sie wird durch einen Enzym-

oder Transportdefekt im Aminosiurestoffwechsel verur-
sacht, der oft erblich ist. Man unterscheidet:
Uberlauf-Hyperaminoacidurien, bei denén sich
eine oder mehrere Aminosiuren im Utin anhiufen und
deshalb als solche oder als ihre Abbauprodukte auch
vermehrt im Utrin ausgeschieden werden. Die einzelnen
Aminosiuren weisen eine unterschiedliche renale Clea-
rance auf; diese kann so grof sein, daB die pathologische
Konzentrationserthshung der betreffenden Substanz nur
im Utin, aber nicht im Plasma nachweisbar ist (Hyper-
aminoacidutie ,,ohne Nierenschwelle®).

Renale Hyperaminoacidurien, bei denen infolge
eines defekten tubuliren Riickresorptionsmechanismus
fiir bestimmte Aminosiuren ebenfalls eine Hyperamino-
acidurie ohne Aminosiureanstieg im Blut vorliegt. Teil-
weise ist auch die intestinale Resorption der gleichen
Aminosiuren gestort. :
Wahrend das duBere Erscheinungsbild dieser 'schweren
Krankheiten zumeist wenig Charakteristika aufweist,
gelingt die Diagnose in der Regel rasch durch eine
Aminosiuren-Analyse von Utrin und Serum.

Die grofie Zahl der bisher bekannt gewordenen Amino-
acidurien (Tab. 1) darf nicht dariiber hinwegtiuschen,
daB die meisten dieser Krankheiten extrem selten be-

Tab. 1. Hyperaminoacidurien

Nr. Aminosdure Konzentration Krankheit Typ*) Symptome Defekt Therapie bzw. Diat Literatur
erhdht in arm an Zugabe
E von
7] = E
g £ 3
& D o
Alanin siehe 9b, 24
1. B-Alanin + + Hyper-g-alanin- A Schlafsucht, B-Alanin-amino- . (©)
A i dmie Krédmpfe ver- transferase
B-Aib, y-Aib, Tau + mehrte yAbu (EC 2.6.1.18)
im Gehirn
2.  p-Aminoisobuttersdure + + B-Aminoiso- A Keinel D-(--)-f-Amino- unnotig (5)
siehe auch 1. buttersgure- a) genetischer isobuttersdure
ausscheidung Polymorphis-
mus (hohe
Ausscheidung)
b) Index von
Leberfunktion .
ki ;
a S
y-Aminoisobuttersdure abotismu
siehe 1

Arginin siehe 6, 14a—c¢
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Konzentration

Therapie bzw. Didt Literatur

Nr. Aminosdure Krankheit Typ*) Symptome Defekt
erhoht in arm an Zugabe
« von
£ —
s £ 3
e D w»
3. Argininobernsteinsdure + + Argininobern- A Schwachsinn, Argininosuccinat- Protein 8,9
Cit (+) steinsdureurie Trichorrhexis lyase
(Harnstoffcy- nodosa (EC 4.3.2.1%)
kluskrankheit) (briichiges
Haar) Krampfe,
Hyperammon-
amie, NH,-
Intoxikation
4. Citrullin + + Citrullindmie, A  Erbrechen, Argininobern- Protein (10, 11)
siehe auch 3. Citrullinurie Krampfe, Hy- steinsdure-Syn-
(Harnstoffcy- perammonédmie, thetase (EC
kluskrankheit) Hepatomegalie, 6.3.4.5)
Schwachsinn
§. Cystathionin + + Cystathioninurie A Schwachsinn, Mangelhafte viel Pyri-  (12—14)
. Hypophysen- Bindung von doxal-
Psychosen, Pyridoxalphos- phosphat
krankheit, phat an Cysta-
Thrombopenie, thionase (EC
Nierensteine 4.2,1.15)
6. Cystin 4+ <4 Cystinurie B Cystinsteine Diaminomono- D-Penicil-
Arg, Lys, Orn carboxyl- und amin,
(sonst keine Amino- Cystin-Trans- viel Fliis-
sduren vermehrt!) portsystem sigkeit,
siehe auch 14c, 26 Alkali
7a. Glycin + + Nichtketotische A Schwachsinn, Glycin-,,Oxi- Protein (10, 20,
Hyperglycin- Apathie, Coma  dase' oder 20a)
dmie Glycin-Trans-
aminase (EC
.1
7b. Glycin + + Ketotische Hy- . A massive Ketose, ? Protein (20—23)
perglycindimie Erbrechen,
Neutropenie,
Thrombocyto-
penie, Apathie,
Coma, Hypo-
. gammaglobu-
linamie,
Schwachsinn
u. Tod
7c. Glycin + ? Hyperglycinurie B Calciumoxalat- Transportsystem (24, 25)
De Vries-Typ steine, offenbar
Vererbung
7d. Glycin + Dent-Typ B Vitamin D-re- nichtkompetive (26, 25)
Phosphat sistente Transport-
Rachitis hemmung
7e. Glycin + Scriver-T: 27
Phosphat, Glucose P @n
7f. Glycin + Kaeser-Typ Dominante Ver- (28, 25)
Glucose erbung, keine
Symptome
7g. Glycin () + B  Hereditidre Taub- (28a)
Pro + heit, Nephro-
siehe auch 12, 17a—c pathie, Hyper-
. prolinamie
8. Glutamin + 4+ Hyperammon- A Erbrechen, a) Carbamyl- Protein (29, 30)
NH, +) amie (Harn- Hepatomega- phosphat-Syn-
siehe auch 14a, b stoffcyklus- lie, Schwach- thetase
krankheit) sinn (EC 2.7.2.5) .
b) Ornithin-carba-~
moyltransferase
(EC 2.1.3.3)
9a. Histidin + + Hyperhistidin- A  Sprachstérung, Histidase Histidin (31—35)
‘dmie manchnial (EC 4.3.1.3)
Schwachsinn
9b. Histidin + Hyperhistidin- A wie9a Histidase Histidin (36)
Ala amie (EC 4.3.1.3)
9c. Histidin + Sonderform der Schwachsinn, (37—39)
Methylhistidin, Carno- juvenilen Krimpfe, Er-
sin, Anserin Idiotie blindung, Ce-
rebromiaculare
L. Degeneration
Homoarginin siehe 14b
10. Homocystin + Homocystinurie A Ectopia lentis, Cystathionin- Met Cystin (40—46)
5-Adenosyl-homo- + Schwachsinn, Synthetase (EC
cystein, Homolan- schlaffe Liga- 4.2.1.13)
thionin mente, Arach-
L nodactylie, ge-
Methionin + o+ rotete Wangen, blonde
Homocystein (+) Haare, Linsen-
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Tubelle | (Fortsolzung)

Aminosiiire

Kiankhel

Defelkt

Theraple baw, DIat  Literatur

sond i "fypt symplome
Nr, Hunaentfatlon ymh ymp PR a0 Zugabe
) ' von
i3
11, weHydennybuliersdure 4 -k MetlilonlusMals by dlinlel Onats Intestinales Met (6, 47)
Met, 1d, Leu, Val absurptiun House Utine Transports
Kranklielt, t1ys system, boks
Fenmuo-An- terlelle Bnte
Hlle, Qeruch, stohuiig von
Diattlive a-Hydroxy-
buttersiure
aus Mot
12, Hydroxypolin 4 ) Hydtoryprollie A Behwachislun, Hydroxypius (48, 49)
{)l ,l"!u (4+) }zimle Y Mikrolianins 11+, Oxidasa*
slehe auch 17a—c turle
Isoleuchi siehe 12, 18,
20d
13, Leucin | -+ Verzwelpileltens A I, stliwete o-KetosfiurgsDes  Leu, g, (60— t:4)
lle, allu-1le, Val Ketoacldutle Hurin Bel ¢arboxylnse al
slelie auch h. 20d s horisitype Neugeburenen, der verzwelgton
krankhelt) Apiive; Aus Amitltoséut ch
thille, Bpastle  fehilt vallly
zIt4L, Utlne (LC4.1.11)
eruch nach
Karaimel
1, Interniitiles nur 10—=20Y, (G44a)
rende Fotti des oblgeh En-
aytilg vora
Handen
(1 Vall): vers
atgerio
geistige und
inotorische
antwilcklung
e, Lysin, (Qln) - Hyperlysindnile 1 A 1alernittierende ? Proleln (66—69)
Argg, Orn i kongenitale l-vly’reramnlona
Liysinel- difile 1h Abe=
tolerauz lnanflgkclt voll
Dia
{dby Lysln N typerlysindide 11 A Seliwachsing, v Lys 67—b6Y)
O, Arg 4) -k yrery, Muskelliypos 4 ¢
al 4) tonle, Bclibe
Humoary -+ voit Lethargle
und Pakeeas
title
fde Lysin Orn, Arg |- Diaminoamotocarbs B Zwergwuchs, I'ranspotisystent (204)
siche auch 6 oXYleasAminnacide dumtuante Cystintransport
urie efetbung edoet Hormall)
6 Mellihenin o Hypetinetios A gewblinlich als ? Lubeior- (6)
(lrr) niudmle Hulge akuler krankurng
slelie anch 11, %0, o Lebererkruiis behatideln
Ofulthin sielie kung ’
G, a—¢
188, Uhenylatanin 4 } Plienylkelonutle A Beliwachsimi Plienylalatinds Phenyls (60—04)
Kraniple, 12k- ondroxymse alarilu
zehie, blonde (I5C 1.14,3.1)
Fuaate, Mduses
ertich von
il wid
16L: Fhienylalanli | | Hypetphenyl A ltflmﬂerl ? (04, 03)
« Phe -4 1ypetplienyle eCly=Drobie teg,
slefie auch 204 %‘Ian‘lnﬁm%e ,bélt:rgmlf 8 '
ndet
7a. Prolin I - Hypetprollns A Utiklare Zu- 1=Prulln-Oxldase (6607,
Oly, lypro 4 mie | sttiunenhang 49)
il heredltdrer
Nephropatle .
170, Peolin + 4 Hyperproline A Behwaclisinn vormutlich s (4Y)
dile 11 und Krémpte ytrolln-Ge
vdrbuxy-De-
hydrogenase
(GC 1.5.1.3)
1Te. Prolin Fooo4 % tminoglyeinurie B Kiduiple bel "Truteporisystent (oY, 40
Oly, Hypto (fjuscpll Hyils Netgeboreneri dah)
slelie auch 12 dront bet Nous utid vertielsries
gebutenett) Protelt ltn Ll-
xn,ur. bel
Iteten keine
besondefen
Bytnplotie
auller Ay
acldarle
18 Barcusin b4 Barcusiiidimle A Muskelhypotonfe Sarcosin-Oxlduse (8v)
Alhanulamin (1€ 1.6.3,
‘I'durlin stehe |
Thievnin sielie 46 :
{0a, 'rypluplian -+ Blue diaper U Hypeicalcdmie, Hidestiales ' (]
uduldealvule syhdtunie )({wahrschem- T'ranspokls ©
el andoses syslem

iinles remess
sives Qen)
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Tahelle | (Fortsetzung)

Kanzentration Krankhelt

Typ*)

Nr, Aulnosiure Symplome Detelt Theraple bew. Dt Lheratyr
erhitht In arm an  Zugahe
Vi
=
E E 2
[ ]
, Tryptophan Hypertryplo« A Zwergwichs, ?Tryplophan- ?Nicolln- (A0 u)
1on ypiop * )["’l)\anu%'n‘le Schwachsinn l’vrnlgs(‘. oder amid
Llcmcmnﬂml- Hormylase
kelt, Atuxie
20a, Tyrosin 4 + Tyrosinose A Tyrosylurle, Tyrosin-Trans- (70172,
Myssthemla amninuse? f)
gravis (1 Pall (EC 2,6,1,h)
bekannt)
20h, ‘Pyrosin + - Hypertyrosin- A Tyrosylurie, In  Parahiydroxy- Ascarbin-  (T3—1T6,
Bmlie 1 hel schweren phenylbrenz~ sdure 72)
Friihgeburten Fillen ZN8- trauhenséure-
(Tyrosylurie) Depression Ovidase fet tell-
welse inaklly
20¢c, Tyrosin . Hypertyrogin- A Leberclrringe, Parahydroxy- Tyrosin (16, 11,
y{und Mel) + 1 ‘{l‘;nle%! Rachitfs, phenylhrenz- I'he 71, 72)
Tyrosylverbindungen + (erbllch) Schwaclsinn, traphensdure-
Babers Syn~ Oxidase
dram hel
dlteren Kindern
20d, Tyrosin + 4+ Hypertyrosin- A Schiwachsinn, vielleichit wie (47, )
lle, Leu, Met, 1he, Amie 11] Krampfe, Typ 11
Val ,0ast-House'* Odenme, weille
slehie auch 16 Urin-Kranlkhelt Faare, Geruch
21, Valin 4+ Hypervalindmie A Urbrechen, Valin-a-Kelo- Val (THa, H)
siehe auch |1, 13, Reizbarkelt, lenvalerian-
20d Schwachsinn séure-Trans-
aminase (l.eu-
kocyten)
22,  Monoamino-monacar- + 4 Hartnup-Krank- B zeitweilig pella- Transnnrt?lstmn. Mieotin- (79, £0)
boxyl-a-Amino- heit radhnliche unvollstandige amid
acidurie Lustdnde mit Resarption,
Psychosen, auch im
Alaxie, Jejunum
Schwachsinn
23,  Allgemeine Amino- —_ 4 Panconi-Syndrom B IKomhinationen erwnrbene Ab- friihzeitige Begei- (81 —H3)
acidurle mit Qlycns-~ normitit z, B, tigung des Toxins
urie, Hypo- durch Tetra- hzw, Behehung des
phosphaturie, cycline, Mangels
Osteamalacie Schwermetalle,
{meist mit Salicylale
chroniseher Vitamin-D-
Acjdnsis), Hy- Mangel
pokalidmie,
{ypouricdmie
24,  Allgemeine Amino- + HHereditére Ga- 8  Sehwachsinn, nichtkompelitive (Galakinse (64—Hh)
acidurie laktosdamie Kataralkt, Gelb- Transpori-
(vor allem Ala, Gly, sycht hemmung
er, Thr, Gin, Val
Galaktose
26,  Allgemeine Amina- + Oculncerebrores B Renale Tubuldre nichthkompetitive (6)
acidurie nales Syndrom Acidase, Hy- ‘Transport-
Phosphat gatnnle hemmung
chwachsinn ~ Defeki in MH,-
Synthese
26,  Allgemeine Amino- + Hepatolenti- B Leberelrrhose, ? Penicill- (17, R)
acidurie culére De- ‘Tremnr, verminderies amin
hes, (Cys),, Thr eneratinn Kayser~ Coerulaplas-
ileon’sche Fleischer min, Nieren-
Kranichelt Ringe, schadigun
Kupferah- verantworllich
lagerung im fiir Amino-
Gewehe acidurie
27, Alle Piasmaaminoséuren + Cystinose B Vitamin-D-re- (62, RO,
sistente f1a- L7]
ehitis, Zwerg-
wuchs, Acidnsis,
Dehydratation,
elst tidlich
+) A: Uberlauf-Aminvaeidurle mit normaler tubuldrer Reabsarption.

13 Renale Hyperaminoacidurie, verringerte tubulare Reabsorption.

merkt werden, Es ist aber anzunchmen, daft sich dieses
Bild dndert, wenn in der Zukunft alle Neugehorenen auf
Aminoacidurien untersucht werden, Woahrscheinlich
sterben heute noch viele SAuglinge an unerkannten
Aminosiure-Stoffwechselstrungen. Bereits in mehreren
Lindern sind Ansftze vorhanden, Neugehorene routine-
miflig auf solche Stoffwechselanomalien 2u untersuchen;

Z. klin, Chem, u, klin, Biochem, [ 7. Jahrg, 1969 [ Hefo §

vgl. z, B, (90—93), Um den Aufwand fiir diese Analysen
ertriglich zu halten, werden zunfichst elnfache und
preiswerte Screening-Tests angewendet, Bin positives
rgebnis dieser Tests (94) mufl in der Regel durch eine
quantitative Aminosiuren-Analyse fiherpriifc werden,
Um falsch-negative Resultate zu vermeiden, sollten
Proben von Neugeborenen erst nach 3—5digiger Piit-
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terung mit Milch gesammelt werden. Physiologische
Faktoren, welche die Interpretation von Screening-Tests
beeinflussen, wurden u. 2. von Scriver diskutiert (95).
Weitere Anwendungsgebiete der Aminosiuren-Analyse
betreffen z. B. Jodaminosiuten, die in Zusammenhang
mit Schilddriisenerkrankungen zunehmendes Interesse
finden (siche auch unter III), Kollagenstoffwechsel-
storungen und Kontrollen bei lang dauernder parente-
raler Erndhrung.

1. Orientierende chemische Urinproben auf
Stoffwechselstérungen

Zur groben Auslese des Untersuchungsmaterials stehen
zahlreiche Tests zur Verfiigung (vgl. z.B. 3, 96—98),
die aber alle unspezifisch sind und fiir eine endgiiltige
Diagnose nicht austeichen. In unserem Laboratorium
werden u. a. folgende Proben durchgefiihrt:

Dinitrophenylbydrazin-Probe auf Ketonkirper

Positiv bei Ahorn-Sirup-Krankheit, Phenylketonurie,
Histidindmie. Schwach positiv bei Acetonausscheidung,
gelegentlich auch beim Lowe-Syndrom.

1 m/ frischen, £laren Urin (evtl. Triibung und Firbung durch
Zusatz von etwas Kieselgur und Zentrifugation beseitigen),
mischen mit 1 m/ Reagens (2 g 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 1/
2~ HCI). Das Gemisch 30 Min. bei Zimmertemperatur (evtl. kurz
erwirmen) stehenlassen. Die Probe ist positiv, wenn eine gelbe
Tritbung oder ein Niederschlag auftritt. (Ein durch Aceton er-
zeugter Niederschlag 18st sich durch kurzes Aufkochen.)

Eisenchlorid-Probe

Griine Farbe bei Phenylketonurie und Histidinimie.
Falsch-positive Resultate werden von Salicylaten und
anderen Medikamenten erhalten. Windeltest (Reagens
auf feuchte Windel tropfen) ist méglich.

Zu 1 m/ frischem, klarem Urin langsam 6—10 Tropfen 10proz.
Eisen-[III]-chloridlésung in 1n HCI geben. Phenylbrenztrauben-
sdure, p-Hydroxyphenylbrenztraubensiure, Imidazolbrenztrauben-
siure geben sofort eine Griinfirbung. Die Farbe erreicht nach

etwa 1 Min. ihr Maximum und wird in kurzer Zeit wieder gelb.
Phenistix der Firma Ames beruhen auf demselben Prinzip.

Nitroprassid-Probe (BRAND-MEYER) auf Cystin und Homo-
cystin

Positiv bei Cystinurie, Homocystinurie und massiven
allgemeinen Aminoacidurien.

Zu 5 Teilen Urin gibt man 1 Teil 5proz. wiBr. Natriumcyanid-
Losung (Vorsicht: schweres Gift!) und 148t 10 Min. stehen. Man
fiigt dann einige Tropfen einer frisch hergestellten 1proz. wiBr.
Natriumnitroprussid-Lésung (hellrot) zu. Positiv bei Purpur-
fairbung des Urins, die lingere Zeit bestehenbleibt, wihrend ein
falsch-positives Resultat schnell in Braun umschligt.

Nitroprussid-Probe nach BARBER auf Flomocystin

Bei positivem Nitroprussid-Test wird der folgende
Doppel-Test zur Unterscheidung von Cystin und Homo-
cystin angewendet:

2) 5 m/ Urin werden mit festem NaCl gesittigt. Man gibt 0,5 m/
_einer Losung von 1proz. Silbernitrat in 3proz. Ammoniak zu,
mischt und 148t 1 Min. stehen. Man gibt 0,5 m/ einer frisch het-
gestellten 1proz. Natriumnitroprussid-Lésung zu und dann 0,5 m/
0,7 proz. Natriumcyanidlésung (Vorsicht: Giftl).

'

b) genau wie unter a), jedoch verwendet man 3proz. Ammoniak-
18sung anstelle von ammoniakalischer Silbernitrat-Lésung.
Sofortige Rotfirbung der Probe a) bedeutet Homocystin. Eine
langsame Reaktion beruht auf Cystin oder einer anderen Verbin-
dung. Eine Reaktion in Probe b) wird nicht von Homocystin
verursacht.

o-Nitroso-f-naphthol-Test anf Tyrosylurie

Positive Reaktion durch p-Hydroxyphenylbrenztrauben-
siure, p-Hydroxyphenylmilchsiure, p-Hydroxyphenyl-
essigsdure. Negativ mit o-Hydroxyphenylessigsiure so-
wie mit Tyrosin.

1 m/ 2,6~ Salpetersiure, 1 Tropfen 2,5proz. wiBr. Natriumnitrit-
18sung, 10 Tropfen 0,1proz. «-Nitroso-f-naphthol in 95proz.

Athanol und 3 Tropfen Urin werden gemischt und 2—3 Min.
stehengelassen. Positiv bei orange/rot-Firbung.

Il. Mikrobiologische Screening-Tests

Mikrobiologische Verfahren gestatten es, eine einzelne
Aminosiure gleichzeitig in einer groBen Reihe von
Proben zu bestimmen. Pro Arbeitskraft kénnen bis zu
100 Proben in einem Ansatz bearbeitet werden. Solche
Tests sind daher im allgemeinen billig und eignen sich
zur Massenuntersuchung. Die groBte Verbreitung fand
der Agardiffusionstest nach GUTHRIE #nd Sust (99, 100).
Dieser semiquantitative Test wird in groBem Umfang
zur Fritherkennung der Phenylketonurie, Homocystin-
urie und Verzweigtketten-Ketoacidurie (Ahorn-Sirup-
Krankheit) eingesetzt. Als Probe dient ein mit dem zu
testenden Blut getrinktes Filterpapier, das in getrock-
netem Zustand aufbewahrt und zur Untersuchung an
ein Zentrallabor geschickt werden kann. .
Aus der getrinkten Papierzone werden kleine Scheib-
chen (Testblittchen) gestanzt, sterilisiert und auf die
Oberfliche einer diinnen Agar-Agar-Schicht, die ein
Minimal-Nihrmedium nach DeMAIN, einen fiir die zu
bestimmende Aminosiure spezifischen Antimetaboliten
sowie Bakteriensporen enthilt. Beim Bebriiten konnen
nur dort Bakterien wachsen, wo die Wachstumshem-
mung des Antimetaboliten durch die aus dem Test-
blittchen herausdiffundierte Aminosdure aufgehoben
wird. Der Durchmesser des sich bildenden Wachstums-
hofs ist bei standardisierter Durchfiihrung ein MaB fiir
die Konzentration det betreffenden Aminosiure im Blut.
Zur Bestimmung von Phenylalanin, Homo¢ystin und
Leucin dient als Antimetabolit 8(2-Thienyl)alanin bzw.
L-Methionin-pr-sulfoximin bzw. Methylleucin (iiber
Aminosiuren-Antagonisten siche Merster (1002a)). Es
kommen Sporen z. B. von Bacillus subtilis 6633 ATCC
zur Anwendung. Als Standard dient eine Reihe von
Testblittchen, die mit Blut von zunehmender Amino-
siurekonzentration getrinkt sind.

Uber quantitative mikrobiologische Aminosiurebestim-
mungen siehe unter IV.

III. Qualitative und semiquantitative elektropho-

retische. und chromatographische Verfahren?)
Im Hinblick auf die zahlreichen méglichen Formen von
Aminosiurestoffwechselstérungen (sieche Tab. 1) ist es

1) Vgl. die Ubersicht von PaTaxi, diese Z. 2, 129 (1964).
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von Nachteil, daB8 die bisher genannten Tests nur auf
eine einzige (Guthrie-Tests) oder auf wenige Amino-
siuren spezifisch sind. Man kann damit zwar die zahlen-
miBig hiufigsten Aminoacidurien mit relativ geringem
Aufwand erfassen, doch bleiben die selteneren Krank-
heiten unerkannt. Hingegen sind elektrophoretische und
chromatographische Trennmethoden in der Lage, jede
nennenswerte Verinderung des normalen Aminosiuren-
»Spektrums® zu erfassen. Da eine vollstindige Trennung
aller Komponenten und eine sichere Identifizierung
zunichst nicht ndtig ist, wurden bereits viele einfache
und billige Screening-Verfahren auf dieser Basis ausge-
arbeitet. Diese Verfahren scheinen uns insofern einander
weitgehend dquivalent zu sein, als sie gestatten, eine
UnregelmiBigkeit irgendwelcher Art aufzudecken. Bei
den relativ wenigen aus dem Rahmen fallenden Fillen
ist eine genauere, wenn moglich sogar quantitative
Analyse anzuschlieBen. Als Pionier auf diesem Gebiet
wirkte zweifellos Dent (101—103), der sehr frith den
Vorteil der Papierchromatographie zur Untersuchung
von Aminosduren im Urin erkannte. Fast alle chromato-
graphischen Methoden wurden seitdem fiir solche

o
|

HCOOH /CH; COOH /K0 * pH 19

Zwecke verwendet. Im Falle von Utin wird zweck-
miBigerweise zunichst x-Aminostickstoff oder Kreatinin
bestimmt und ein auf den betreffenden Gehalt bezogenes
Volumen zur Analyse eingesetzt.

Hochspannungs-Elektrophotrese von Urin

Hochspannungs-Elektrophorese ist ein rasches Trenn-
verfahren. Es eignet sich besonders zur Untersuchung
von Aminosiuren im Urin, da die anwesenden Salze —
im Gegensatz zur Chromatographie — in der Regel nicht
stéren. EiweiBhaltige Proben sollten vor der Analyse
enteiweiBt werden. Hochspannungs-Elektrophorese auf
Papier wurde von zahlreichen Autoren eindimensional
(z. B. (104—106)) und in Kombination mit Papiet-
chromatographie (z. B. (105, 107—109)) verwendet. Fiir
technische Details verweisen wir auf die hervorragende
Ubersicht von EFron (110) sowie auf Handbiicher (z. B.
(111—113)). In unserem Laboratorium wird nach dem
unten angegebenen Verfahren gearbeitet. Mit eindimen-
sionaler Elektrophorese kénnen bis zu 100 Analysen pro
Tag von einer Person bewiltigt werden. Zeigt sich auf
dem eindimensionalen Pherogramm eine deutliche

Abb. 1

Hochspannungselektrophorese von normalen

und pathologischen Urinen auf Schleicher &

Schiill Nr.2043b in Essigsdure/Ameisensiure/

Wasser (26 + 120 + 854, v + v), pH 1,9 bei
100 V/cm (siehe Text).

1: Mischurin, 2 Wochen — €& Monate;
2: Verzweigtketten-Ketoacidurie, 3 Monate;
3: Generelle Aminoacidurie, 6 Monate;
4: Mischurin, 2—5 Jahre;
. 5: Phenylketonurie, 3,5 Jahre;
) . 6: Histidinamie, 2 Jahre;
: o » i 7: Mischurin, 10—20 Jahre;
® s PR AR T 8: Cystinurie, 14 Jahre
17 2 4 5 7 -8
a - e
) Ile
Leu8 OPhe Z\. o
. . Ny
«-Amino-iso- Met OTrp NS
Athylomin suttersiore. "1O O 08 g|§
O &-Aminolaevulin- Homacys Okynurenin B
Kreatinin sdure (s = g
-~ . or ProQ OAUdODOPA 2 §
O Athonolamin 3 Al o i © mO QG/UAsp [y
. YO SerQ Litrellin OOaMe)‘—su/fan Tourint | Homocys-S0,H =
Abb. 2 Q.. Homocystin O aln “Hyp @)

L - o, ”8 8”’5  Argininobefstein-"Asn Q Lys-S0,H
Kombination von Hochspannungs- Lys QO3-Mellis " siyre QO cysti O (@)
elektrophorese und Papierchroma- . ’ o OHyl O . ystin Fhospho- Phosphoserin
tographie. Fleckenmuster zur Iden- /) Dby Cystothionin Gthanolomin
tifizierung von Urinaminosduren.

a) Elektrophoreseallein (vgl. Abb. 1)

b) Kombination von Elektropho- Start

rese (vgl. a) und Paplerchrompato- e HCOOH/CH; COOH /Ha 0 pH 19 @
graphie n-Butanol/Eisessig/Wasser 1. Elektrophorese

@ +14+5v+v),.
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Konzentrationserthhung einer oder mehrerer Banden
(Abb. 1), so kombinieren wir die Elektrophorese mit
Papierchromatographie in der zweiten Dimension. Dies
erlaubt eine weitgehende Identifizierung der betreffenden
Komponente. Eine solche zweidimensionale Trennung
ist in Abbildung 2 dargestellt.

Eindimensionales Pherogramm

Auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043 (20X 40 cm), das mit

Puffer pH 1,9 (120 m/ Eisessig, 26 m/ Ameisensdure ad 1000 m/

mit dest. Wasser) getrinkt ist, werden die Proben als 2 cm lange

Streifen aufgetragen (10 cm vom schmalen, der Kathode zuge-

wandten Seitenrand entfernt, in gegenseitigem Abstand von 1 cm).

Das jeweils aufzutragende Volumen in u/ ergibt sich aus
1500

mg/100 m/ Kreatinin

Kreatinin. Als Standard wird je nach Altersklasse ein Mischurin
mitaufgetragen (0—1; 1—5; 5—10 bzw. 10—20 Jahte). In einer
Elektrophoreseapparatur der Firma Camag?) wird 20 min bei
200 Watt (100 V/cm) im obigen Puffer pH 1,9 getrennt. Das
Pherogramm wird 10 min bei 110° getrocknet, in Ninhydrin-
Reagens nach ‘MoFFAT und LyrtLE [114] getaucht und 4 min auf
110° erwirmt. Es entstehen polychromatische Zonen, die aufgrund
ihrer Position und Farbe identifiziert werden kénnen. Das Nin-
hydrin-Reagens besteht aus:

Loésung I: 1 g Ninhydrin, 500 m/ Athanol abs., 100 m/ Eisessig,
20 m/ 2,4,6-Collidin.

Lésung II: 19 Cu(NO,), - 3 H,O in abs. Alkohol. Unmittelbar
vor Gebrauch wetden 150 m/ Losung I mit 10 m/ Lésung II
gemischt.

entsprechend einer Auftragsmenge von 1,5 ug

Kombination von Ele,étropbo)'e:e mit Chromatographie

Zur Elektrophorese wird die Probe 10 cm vom schmalen, der
Kathode zugewandten Seitenrand und 1cm von einem langen
Rand punktférmig sowie 15 cm vom langen Rand entfernt strich-
formig (1 cm lang) aufgetragen. 17 cm vom langen Rand entfernt
witd daneben Standard-Mischurin aufgetragen. Man trennt wie
oben. Das getrocknete Pherogramm wird zu einem Zylinder
gerollt, mit einer Plastikbiiroklammer oben zusammengehalten,
mit dem punktférmigen Startfleck nach unten in einen mit der
oberen Phase des FlieBmittels n-Butanol/Eisessig/Wasser (4+ 145
v+ v) beschichteten Chromatographiertank gestellt, und 14 cm
hoch chromatographiert (3—4 h). Das Chromatogramm wird ge-
trocknet und wie oben gefarbt.

Papier- und Diinnschicht-Chromatographie

Die Pionietleistung von Dent auf dem Gebiet der
Papierchromatographie (PC) von Aminosiuten im
Utin (101—103) wurde bereits erwihnt. Seitdem wurden
zahlreiche papierchromatographische Methoden zur
Trennung von Aminosiuren in biologischen Flissig-
keiten ausgearbeitet. Eine Ubersicht geben Brewoop
und Mitarbeiter (115) und Smrra (116). Heute wird in
der Regel die Diinnschichtchromatographie (DC) gegen-
tiber der PC wegen ihrer Schnelligkeit, ihres groBeren
Trennvermdgens und bequemeren Handhabung vorge-
zogen (vgl. BRENNER und Mitarbeiter (117) und PaTax:
(118, 119)).

Urin und Serum enthalten betrichtliche Mengen an
Fremdstoffen wie Salze bzw. Proteine, welche die PC
oder die DC stéren kdnnen, wenn die Aminosiuren in
freier Form chromatographiert werden. Gewdhnlich
2) Andere ebenso brauchbare Fabrikate sind erhiltlich z. B. bei

den Firmen L. Hormuth (Heidelberg-Wiesloch), Shandon (Lon-
don).

miissen diese Stdrsubstanzen vor der Chromatographie
durch Entsalzung bzw. EnteiweiBung entfernt werden
(siehe unten). Je nach der verwendeten Technik treten
dabei z. T. betrichtliche Verliste von bestimmten
Aminosiuren auf (120). Serumaminosiuren kdnnen aber
auch ohne vorherige EnteiweiBung chromatographiert
werden (121). Stérungen von Begleitsubstanzen sind
besonders gering, wenn die Aminosiuren in Derivate
umgewandelt und als solche chromatographiert werden.
Dazu bieten sich in erster Linie die intensiv gelb ge-
firbten Dinitrophenylderivate an, die sich sehr leicht
von Salzen und Proteinen extrahieren und ausgezeichnet
chromatographieren lassen. Die Trennung als Dansyl-
Derivate wurde ebenfalls versucht (122), doch ist diese
Methode trotz der nahezu 100fach groBeren Empfind-
lichkeit wegen Artefaktbildung (123) gegenwirtig nicht
zu empfehlen.

Entfernung von Salzen, Proteinen und- Koblenhydraten

2) Nach Harris und Mitarbeitem'(12,4) (Modifikation).
Taurin, Cysteinsiure und Phosphoithanolamin gehen
mit dem Waschwasser verloren.

Dowex 50-X 8 Ionenaustauscher (200—400 mesh) wird durch
mehrmaliges aufeinanderfolgendes Waschen mit 1n NaOH, H,O,
in HCI, H,O griindlich gereinigt, 5 cm hoch in eine Siule mit
innerem @ 6 mm gefiillt und mit H,O gewaschen. Man 1iBt 1 m/
der auf pH 2—2,5 angesiuerten Probe (Serum oder Plasma mit
gleichem Volumen Wasser verdiinnen!l) durchlaufen und wischt
mit 3 m/ 0,5~ Essigsdure und 2 m/ HyO nach. Die Aminosiuren
werden mit 2 m/ 2N Ammonizk eluiert und das Eluat eingedampft.
Man bestimmt den Kreatiningehalt der urspriinglichen Probe und
16st den Riickstand des Eluats in soviel m/H,O, daB eine Kreatinin-
konzentration von 1 mg/m/ entsteht.

b) Nach Krarrczyk und HELGER (125) auf einer Zwei-
schichten-Diinnschichtplatte.

Diese Entsalzungsmethode ist besonders fiir Routine-
zwecke geeignet. Man kann die Proben aber anschlieBend
nur eindimensional chromatographieren. Ein Beispiel
ist in Abbildung 3 wiedergegeben.

Stark saurer Ionenaustauscher, z. B. Dowex 50-X8 400 mesh
(< 60 g) wird mit 1N Salzsiure, Wasser, Methanol und Ather
gewaschen und an der Luft getrocknet. 5 g Austauscher und 45 g
Cellulose fiir DC wetrden mit 180 m/ einer 0,05proz. Carboxy-
methylcellulose in H,O homogenisiert. 10 m/ dieser Ionenaustau-
scher-Streichmasse werden neben 80 m/ normaler Cellulose-
Streichmasse (z.B. 50 g Cellulose SF 4 200 m/ H,O) in ein
geeignetes Mehrschichten-Streichgerit gefiillt und in 0,25 mm

Front

Abb. 3

Diinnschicht-Chromatogramm von Harnaminosduren auf einer Zwei-

schichtenplatte nach KRAFFCzZYK und HELGER [125]. Die Entsalzung

erfolgt am Start auf einem Schichtstreifen von saurem Ionenaus-

tauscher, die Chromatograghie erfolgt ayf der anschlieBenden Cellu-
7 lose-Schicht (siehe Text).

1: Fanconi-Syndrom; 2: Normalurin; 3: Verzweigtketten-Ketoacid-
urie; 4: Homocystinurie; 5: Normalurin; 6: behandelte PKU
(Anmerkung: Nach unserer Meinung kénnte Probe 1 Normalurin und
Probe 2 Fanconi-Syndrom darstellen)
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Tab. 2. FlieBmittel zur Papier- und Diinnschicht-Chromatographie von Aminosiduren im Urin.
a) und b) bezeichnen FlieBmittelkombinationen fiir die zweidimensionale Technik

Flieimittel

Schichtmaterial

Lauf-
zeit
(h)

Literatur

1. a) wassergesittigtes Phenol
b) 2,6-Lutidin/Wasser (2 + 1)

2. a) Lutidin/Pyridin/n-Butanol/Wasser
B+7+7+13)

b) Phenol/Wasser/10% NH,

(800 g + 200g + 1 ml)
Zusatz von 5 mg 8-Hydroxychinolin zu 1000 g
als Stabilisator

3. a) Butanol/CH,COOH/H,0 (4 +1 +1 v+vV)
b) Phenol/H 0 (76 + 25 v + v)

4. a) CHCl,/Methanol/17% NH,
R+241v+v)

b) Phenol/H,0 (756 + 25 g+ g)
5. a) Pyridin/Aceton/58 % NH,/Wasser
(45 +30 +5 4+20 v+v)
b) Isopropanol/Ameisensdure/Wasser
(15 + 12,5 + 12,5 v+ v)
6. a) Athanol/Wasser (83 + 17) 3 x 8 cm hoch

b) t-Butanol/Athylmethylketon/conc.
NH,;/H,0/Diithylamin (50 + 30 + 10
+204+03 v+vV)

7. a) Aceton/Eisessig/Wasser
(70 + 10 4+ 20 v+ v) 2x8cm hoch

b) Phenol/15% waBr. Ameisensdure

(758 + 25 ml) 1 x 8 cm hoch

8. 1. mit H,O waschen

2. mit Methanol/conc. NH,/H,0
(15 + 50 + 35) 2 x 1,5 cm iiber Ionenaus-
tauscher-Chromatographie

+-z. B. Whatman No. 1

+ Whatman No. 1

Kieselgel G

Kieselgel G

" Cellulose MN 300

(Macherey & Nagel)

Cellulose (Merck)
Vorbeschichtete Platten

Cellulose (Merck)
vorbeschichtete Platten

Zweischichtenplatten:
I: stark saurer Ionenaus-
tauscher
11: Cellulose SF (Merck)

15 DENT (102, 103)
8—15

8—15 WADMAN und Mitarbeiter (128)
- 15

1,65 BRENNER und NIEDERWIESER (129)

2,5 OPIENSKA-BLAUTH und Mitarbeiter (130)
und BARON und EcoNomipis (131)

1 BRENNER und Mitarbeiter (132) und
ROKKONES (133)

2,5
1,6 WHITE (134)

2
3 x 1 BREMER und Mitarbeiter (121)
1,5
2 x 0,5 BREMER und Mitarbeiter (121)
2

KRAFFCzYK und HELGER (125)

3. Butanol/Aceton/Eisessig/H;0
(35 +35 4+ 10 +20) 2% 7,5 cm

a) Pyridin/Aceton/conc. NH,/Wasser
(45 +30 +5 +20 v+ v)

b) Isopropanol/HCOOH/H,O +
(75 + 12,56 + 12,5 v+ V)

©

Cellulose MN 300 1,5
(Macherey und Nagel)

WHITE (134)
2

dicker Schicht ausgestrichen (2—4 cm breiter Ionenaustauscher-
streifen). Nach Trocknen bei 90° sind die Platten gebrauchsfertig
zur Chromatographie: Man trigt auf dem Ionenaustauscherstreifen
2w/ Urin in einem 2 cm langen Strich auf (1,5 cm vom Platten-
rand entfernt), chromatographiert mit H,O in-die Celluloseschicht
bis zum obeten Plattenrand, trocknet die Schicht und eluiert die
Aminosduren durch DC in Methanol/Wasser/conc. Ammoniak
(50 + 35 + 15 v + v) zweimal 1,5 cm weit iiber dem Austau-
scherstreifen in die Cellulose-Schicht. Nach Trocknung kann mit
FlieBmittel 8.3 (Tab. 2) chromatographiert werden.

Zweidimensionale Chromatographie von freien Aminosiuren

Die allgemeinen Technikeni der PC und der DC sind in
einschligigen Handbiichern beschrieben (126, 116) bzw.
(118, 119, 127). Zur Diinnschichtchromatographie
trigt man in einer Ecke einer Diinnschichtplatte jeweils
1,5 cm von den Rindern entfernt 1 u/ einer entsalzten
Urinlésung entsprechend 1 ug Kreatinin oder 5 u/ un-
enteiweiBtes Serum auf3) und chromatographiert 10 cm
weit in beiden Dimensionen. Bewihrte FlieBmittelkombi-
nationen fiir di¢ zweidimensionale PC und DC von
Aminosiuren in biologischem Material sind in Tabelle 2
zusammengestellt; siehe aber auch (269). Die fertigen
Chromatogramme werden 10 Min. bei 110° getrocknet
und die Aminosduren mit 0,2proz. Ninhydrin in n-Buta~
nol/Eisessig (95 + 5 v + v) einfarbig oder besser mit
dem Moffat-Lytle Reagens ((114) siehe S. 410) polychro-
3) Die einfachen Microcap Mikropipetten eignen sich am besten

fiir diesen Zweck. Erhiltlich bei Drummond Scientific Company,
Broomall, Pa, USA.
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matisch nachgewiesen. Die Identifizierung der Flecken
erfolgt anhand eines Fleckenmusters, das durch Chroma-
tographie einer Standardmischung erhalten wurde, so-
wie aufgrund der Fleckenfarbe. Abbildung 4 zeigt ein

2 | gy

: %%
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Ala @

Gly

Ser@) @ I

. alv )
@ isd)

B e —

Ir

Start

Abb. 4
Diinnschicht-Chromatogramm von Aminosduren im Urin bei einer
Phenylketonurie nach BREMER und Mitarbeiter (121)
Laufrichtung I (3mal): Athanol H,O (83 + 10, v + V), )
Laufrichtung 11: t-Butanol/Methyliathylketon/259% NH,/H,0/Diéithyl-
. amin (50 4+ 30 4+ 10 + 20 + 0,3, v + V)
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Tab. 3
Konzentration von freien Aminosiuren im Blutplasma und Serum von Neugeborenen und Erwachsenen in mg/100 ml*)
Neugeborene Erwachsene
Plasma?) ) Plasma?) Serum?) i
Mittelwert S¥x) Bereich Mittelwert Bereich Mittelwert ¢ S**) Bereich
Alanin 2,94 0,49 2,10—3,65 2,99 1,87—5,89 3,37 0,46 2,78—4,22
«-Aminobuttersdure 0,15 0,06 0,06—0,30 0,21 0,08—0,36 0,31 0,15 0,17—0,64
Arginin 0,94 0,30 0,38—1,53 1,30 0,37—2,40 1,86 © 0,45 1,01—2,29
Asparagin (0,60) (0,58) 0,54—0,65
Asparaginsaure 0,11 0,05 bis 0,22 0,10 bis 0,32 0,48 0,14 0,27—0,67
Citrullin 0,28 0,09 0,15—0,50 0,53%) 0,21—0,97¢) 0,89 0,24 0,68-—1,23
Cystin 1,47 0,32 0,85—2,02 1,05 0,20—2,02 1,23 0,17 0,89—1,43
Glutamin 11,16 2,04 7,86—14,01 8,30%) 6,07—10,15%)
Glutaminsaure 0,76 0,37 0,30—1,57 0,85 0,21—2, 2,74 0,77 2,10—3,82
Glycin 2,58 0,52 1,68—3,86 1,78 0,9 ,16 1,87 0,27 1,54—2,16
Histidin 1,19 0,25 0,76—1,77 1,15 0,49—1,66 1,61 0,17 1,42—1,84
Isoleucin 0,52 0,11 0,35—0,69 0,83 0,48—1,28 0,88 0,16 0,63—1,23
Leucin 0,95 0,23 0,61—1,43 1,45 0,98—2,30 1,60 0,22 1,27—1,93
Lysin 2,93 0,67 1,67—3,93 2,24 1,21—3,48 2,73 0,43 2,22—3,32
Methionin 0,44 0,12 0,13—0,61 0,34 0,09—0,59 0,37 0,03 0,23—0,46
Ornithin 1,21 0,33 0,65—2,09 0,79 0,39—1,40 1,12 - 0,36 0,79—1,82
Phenylalanin 1,30 0,23 0,69—1,82 0,88 . 0,61—1,45 0,94 0,53 0,74—1,34
Prolin 2,13 0,38 1,23—3,19 2,12 1,17-—3,87 1,82 0,61 - 0,83—3,50
Serin 1,72 0,36 0,99—2,55 1,189 0,68—2,03%) 1,59 0,37 1,30—2,31
Taurin 1,76 0,50 0,93—2,70 0,79 0,34—2,10
Threonin 2,59 0,25 1,36—3,99 1,54 0,94—2,30 2,23 0,49 1,86—2,75
Tryptophan 0,65 0,35 bis 1,37 0,98%) 0,51—1,49¢) (1,22) ) .
Tyrosin 1,26 0,30 0,76—1,80 0,94 0,39—1,58 1,07 0,12 0,77—1,20
Valin 1,60 0,46 0,94—2,88 2,50 1,65—3,71 2,91

0,78 2,10—4,52

4

*) Normalwerte weiterer Altersgruppen sind in unserem Labor in Vorbereitung.

*¥) Standardabweichung.
1) Werte von'9\Knaben und 16 Mddchen nach HAMILTON aus (213).

2) Daten aus 9 Laboratorien von 39 Minnern und 37 Frauen, zusammengestellt von HAMILTON (213).
3) Niichternseren von 7 Normalpersonen, enteiweit mit 5% Salicylsdaure, Daten nach BREUER und Mitarbeiter (249).

4) Werte von 3 Méannern und 5 Frauen nach HAMILTON aus (213).

Beispiel. Die Diinnschichtchromatographie kann auch
mit Elektrophorese kombiniert werden (135—140), wo-
bei eine besonders gute Trennung von sauren, neutralen
und basischen Aminosduren erreicht wird.

Chromatographie von Aminosinren als DINP-Derivate

2,4-Dinitrophenyl-(DNP-)Derivate wurden von SANGER
zur Bestimmung der N-terminalen Aminosiure in Pro-
teinen eingefithrt (141). Es zeigte sich, daB sich die
DNP-Aminosduren durch Papierchromatographie (142)
und Diinnschichtchromatographie (143) ausgezeichnet
trennen lassen. Durch bloSe Extraktion kann man sie
von Salzen und anderen wasserloslichen Stérsubstanzen
ebenso wie von DNP-Aminen trennen. Wihrend der
Chromatographie kann man die intensiv gelben Farb-
stoffe mit bloBem Auge verfolgen. Wegen dieser giin-
stigen Eigenschaften haben BreENNER und Mitarbeiter
(144, 145) mit Erfolg versucht, Aminosiuren im Urin
als DNP-Detivate durch DC nachzuweisen. Die Methode
erwies sich auch in anderen Laboratorien erfolgreich
(146—1502) und in bezug auf Trennwirkung und Emp-
findlichkeit den bisherigen Methoden iiberlegen (151,
149). Die Trennung von Aminosiuren beispielsweise im
Blut (146), Sperma (152), Stuhl (in unserem Labor durch-
gefiihrt (153)) und im Meerwasser (hohe Salzkonzentra-
tion!) (154) zeigen den nahezu universellen Anwen-
dungsbereich. Abbildung 5 zeigt die Trennung von
Aminosduren im Stuhl als DNP-Derivate. Leider eignet
sich die bisherige Methode wenig fiir umfangreichere
Routineuntersuchungen; ohne einen Extraktionsauto-
maten werden von einer Person nur etwa 20 Analysen
pro Woche bewiltigt.

Nachweis von Aminosduren im Stuhl (153) und Utin
(144, 149) als DNP-Derivate

Extraktion des Stubls: Man versetzt 10 g frischen Stuhl mit 100 m/
Wasser und homogenisiert die Mischung wihrend 10 min. Man

zentrifugiert, dekantiert und wischt das Zentrifugat mit 100 m/
Wasser nach. Die vereinigten Extrakte werden filtriert und sofort
weiterverarbeitet oder tiefgefroren.

Dinitrophenylierung von Stublextrakt: Man vegrsetzt 20 m/ Stuhl-
extrakt mit 58 NaOH bis zur schwachen Rosafirbung vom
Phenolphthaleinpapier, mit 5 m/ Puffer pH 8,8 (8,4 g NaHCO; in
100 m/ Wasser 1osen, mit 55 NaOH auf pH 8,8 einstellen) sowie
mit 2m/ 10proz. Lésung von 2,4Dinitrofluorbenzol in abs.
Athanol. Die Mischung wird in einer braunen Flasche im Wasser-
bad von 40° wihrend 1 h geschiittelt, dann abgekiihlt und
3mal mit je 10 m/ Ather extrahiert (Extrakt verwerfen, enthilt
iberschiissiges Reagens und DNP-Amine). Die wiBr. Losung
wird nun vorsichtig mit 6N HCl deutlich kongosauer gestellt
(pH < 2) und 5mal mit je 10 m/ Ather extrahiert. Die vereinigten
Atherextrakte werden iiber Na,SO, sicc. getrocknet, filtriert und
eingedampft. Dieser Extrakt 1 enthilt die , dtherléslichen* DNP-
Aminosiuren. Er witd in 2 m/ Aceton aufgenommien; davon wer-
den 10 u/ zur DC aufgetragen. -

Die noch gelb gefirbte wiBr. Losung wird nun 5mal mit je 10 m/
sek-Butanol/Essigester (1 + 1 v 4 v) extrahiert, die vereinigten
Extrakte werden — in Abweichung von der Vorschrift (144,
153) — durch Zusatz von CaCl, getrocknet (Salzphase im Scheide-
trichter abziehen), filtriert und eingedampft. Dieser Extfrakt 2
enthilt die ,,sdureldslichen DNP-Aminosiuren. Er wird in 2 m/
sek-Butanol/Essigester -(1 + 1) aufgenommen; davon  werden
40 u/ zur DC aufgetragen.

Dinitrophenylierung von Urin nach (144): Man versetzt 25 m/ frischen
Urin tropfenweise mit 58 NaOH bis zur schwachen Rosafirbung
von Phenolphthaleinpapier, filtriert durch einen trockenen Falten-
filter, versetzt 20 m/ Filtrat mit 5 m/ Puffer pH 8,8 und 2 m/
10proz. Dinitrofluorbenzol-Lsung in abs. Athanol, und verfihrt
weiter wie oben bei Dinitrophenylierung von Stuhl beschrieben.
Man trigt von Extrakt 1 und Extrakt 2 entsprechend 0,1=0,3 mg
Kreatinin auf.

Zweidimensionale DC von DNP-Aminosduren auf
Kieselgel G (Merck):

Die dtherloslichen DNP-Aminosiureri werden in der ersten Dimen-
sion 2mal chromatographiert in Toluol/2-Chlorithanol/Pyridin/
25proz. Ammoniak (50 + 35 4 15 + 7 v + v) (144), Zwischen-
trocknung 10 min im Luftstrom. Trdcknung nach der zweiten
DC: 10 min Luftstrom, 10 min Trockenschrank bei 60°, 15 min
Luftstrom. Danach folgt Chromatographie in der zweiten Dimen-
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Diinnschicht-Chromatogramme von Amino-
sduren im Stuhl, chromatographiert als
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sion im FlieBmittel Chloroform/Benzylalkohol/Eisessig (70 + 30
+ 3 v+ v) (143).

Saurelosliche DNP-Aminosduren: Es sind dies die Derivate von
Arginin, Homoarginin, Citrullin, Homocitrullin, Taurin, Cystein-

siure, Homocysteinsdure und Histidin (letzteres nur zu etwa 509%,).

Man chromatographiert in der ersten Dimension in Butanol/Eis-
essig/Wasser (4 + 1+ 1 v+ v) und in der zweiten in sek-
Butanol/25proz. Ammoniak (70 + 30 v + v). Eine andere, sehr
gute FlieBmittelkombination ist Phenol/Wasser/17 proz. Ammoniak
(80 4+ 20+ 2 v+ v) (erste Dimension) und _Toluol/2—Cl310r—
dthanol/Pyridin/20 proz. Ammoniak (35 4+ 50 + 15 + 10 v + v)
nach (149), sieche auch (144, 152).

Nachweis von Jodaminosiuren im Plasma

Die Hormone der Thyroidea, Thyroxin und Trijod-
thyronin, sind Aminosiuren. Diese und andere Jod-
aminosduren spielen daher in der Kontrolle der Schild-
driisenaktivitit eine groBe Rolle (155). Die Bestimmung
des proteingebundenen Jods und der Jodbindungs-
kapazitit sind im Augenblick unersetzliche, aber doch
recht summarische Tests, die nichts {iber das Konzen-
trationsverhiltnis der einzelnen Jodaminosiuren aus-
sagen. Nachdem es feststand, daB Jodotyrosine im Blut
vorkommen (vgl. z. B. (156—158)), bestand ein Inter-
esse fiir einfache Nachweismethoden. Diese Substanzen
zeigen zwar keine Hormonwirkung, aber ihre Konzen-
trationen scheinen sich dhnlich der der Jodothyronine
bei thyroidealen und extrathyroidealen Krankheiten zu
indern, so daB sich ein fiir die betreflfende Krankheit
charakteristisches Bild der Jodaminosiuren ergibt (159
bis 162). Zirkulierende phenolische Jodaminosiuren
sind zumindest teilweise an Trigerproteine gebunden,
von denen sie aber groBtenteils durch Extraktion mit
organischen Losungsmitteln befreit (163) und dann mit
Hilfe chromatographischer Methoden aufgetrennt wez-
den kénnen. Eine Fiille verschiedener Verfahren wurde
beschrieben. Diinnschichtchromatographisch lassen sich
Jodaminosiuren besonders gut trennen auf Cellulose G
in Ameisensiure/Wasser (10 4+ 50 v+4v) (164), auf
Cellulose G in Aceton/0,5N Essigsiure (20 + 80 v +v)
(165) sowie auf Kieselgel G in Phenol/Aceton/IN NaOH
24741 v+v) in NH;-Atmosphire (166). Eine
Ubersicht gibt Zarrr (167), siehe auch (118, 119). Sofern
die Substanzen nicht radioaktiv markiert sind, basiert
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der Nachweis und die quantitative Bestimmung zumeist
auf der duBerst empfindlichen katalytischen Wirkung
von Jod (Jod in Phenolen tauscht in Gegenwart von
CI® ausl) auf die Redoxreaktion Ce (IV)/As (III) (168,
169) bzw. Fe (III)/As (III) (170). Es bestehen aber Pro-
bleme hinsichtlich der Spezifitit (171, 172), die durch ein
Differenzverfahren beseitigt werden kdnnen (173, 174).
Ein weiteres Nachweisverfahren besteht in der photo-
chemischen Dejodierung und Nachweis des Jods mit
Stirke (175).

IV. Quantitative Bestimmung

Mikrobiologische Bestimmung von Amino-
sduren

Diese Methode ergab lange Zeit die zuverlissigsten
Werte von Aminosiurekonzentrationen im Blut. In ab-
gewandelter Form (Hemmtest) wird sie heute zur semi-
quantitativen Massenuntersuchung nach GurHRIE be-
nutzt (siche oben). Das Untersuchungsmaterial, z. B.
enteiweiBtes Serum, wird mit einem Nihrmedium inku-
biert, das alle notwendigen Nihrstoffe auler der zu be-
stimmenden Aminosiure enthilt, und mit einem ge-
eigneten Mikroorganismus beimpft (als Beispiel siehe
Bestimmung von Phenylalanin nach Prescorr und Mit-
arbeiter (176), Tyrosin nach GunNEss und Mitarbeiter
(177), Aminosiduren in Plasma und Urin nach HARPER
und Mitarbeiter (263). Nach einer bestimmten Inku-
bationszeit wird die Zunahme von Mikroorganismen
am einfachsten durch Turbidimetrie anhand einer Eich-
kurve gemessen, oder die metabolische Aktivitit der
Mikroorganismen durch pH-Messung (Lactobacillus
casei (178)) oder Titration der produzierten Milchsiure
bestimmt (179, 180). Es eignen sich Lactobacillus arabino-
sus 175 ATCC 8014 zur Bestimmung von Leucin, Iso-
leucin, Valin und Tryptophan; Leuconostoc mesenteroides
P 60 ATCC 8042 fiir Histidin, Lysin, Penylalanin und
Methionin; Streptococcus faecalis R. ATCC 9790 fiir
Arginin und Threonin. Die Methode der Milchsiure-
titration soll nach ScHwERDTFEGER (180) nahezu gleich
gute Brgebnisse (+ 4—69%,) liefern wie die automatische
Ionenaustausch-Chromatographie nach StEIN  und
MoOORE.
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Die mikrobiologische Methodik gestattet es, eine einzel-
ne Aminosiure gleichzeitig in bis zu 20 Untersuchungs-
proben je Ansatz zu bestimmen. Die Ergebnisse werden
stets auf eine jeweils neu aufgestellte Eichkurve bezogen
und konnen durch Wuchs- oder Hemmstoffe (Anti-
biotikal) im Untersuchungsmaterial beeinflut werden.
Der apparative Aufwand ist gering, die Analysendauer
relativ lang (etwa 6 Tage). Die Genauigkeit wird im
allgemeinen mit + 10—159%, angegeben. Die Empfind-
lichkeit ist extrem hoch; die Methode eignet sich daher
zur Sputrenanalyse.

Eine Automatisierung mikrobiologischer Verfahren
wurde bereits zur Untersuchung von Antibiotika ausge-
arbeitet (180a, b). Da zahlreiche physiologische -Para-
meter, wie z. B. CO,-Milchsiure Produktion, Glucose-,
Aminosiure-Verbrauch, zur Messung der biologischen
Aktivitit herangezogen werden konnen, sollte es auch
moglich sein, die mikrobiologischen Verfahren zur
Aminosduren-Analyse zu automatisieren. Entsprechende
Arbeiten sind uns aber bis jetzt nicht bekannt geworden.

Kolorimetrische und enzymatische Bestim-
mungsmethoden

Es konnen hier nur einige- wichtige Bestimmungs-
methoden erwihnt werden. Wit verweisen auf Hand-
biicher wie z. B. (181—183).

Phenylalanin

Die hiufig benutzte fluorometrische Bestimmung nach
McCaMaN und Rosins (184), modifiziert von WonNe
und Mitarbeitern (185), vgl. auch AMBROSE (185a) be-
ruht auf der Fluoreszenzmessung des Phenylalanin-
Ninhydrin-Kupferkomplexes in Gegenwart von r-Leu-
cyl-L-alanin (186). Benétigt werden nur 5—25 u/ Serum,
das mit Trichloressigsiure enteiweift wird. Die stark
pH-abhingige relative Fluoreszenz wird bei 515nm
(Aktivierung bei 365 nm) und pH 5,88 gemessen. Die
Methode wurde von HirL und Mitarbeitern (187) auto-
matisiert, wobei die EnteiweiBung mit Trichloressig-
sdure durch Dialyse ersetzt wurde. Mit dem Technicon-
Autoanalyzer kénnen damit 60 Analysen pro h durch-
gefithrt werden (Variations-Koeffizient etwa -+ 109,).
Eine engymatische Bestimmungsmethode beschrieben
LA Du und Micuagr (188). Dabei witd Phenylalanin in
Gegenwart von L-Aminosiure-oxidase (EC 1.4.3.2)
aus Crotalus adamantens Schlangengift durch Luftsauer-
stoff zu Phenylbrenztraubensiure oxydiert und das
gebildete H,O, durch Katalase zerstort. In 1M Natrium-
arsenat-Borat-Losung bildet sich der Boratkomplex der
Enolform von Phenylbrenztraubensiure, der bei 308 nm
gemessen wird. Tyrosin und Tryptophan werden mit-
etfaBt und konnen durch Differenzmessung bei 308, 330
und 350 nm mitbestimmt werden. Serumprotein stort
und wird z. B. durch Ultrafiltration entfernt. Phenyl-
alanin kann im Ultrafiltrat bis zu 0,4 mg/100 m/ erfaBt
werden. Dazu werden etwa 0,4 m/ Serum benétigt. Der
Variationskoeffizient betrigt etwa + 59% bei 2,2mg
Phenylalanin/100 m/.

Ohne die vorgeschaltete enzymatische Oxidation kdn-
nen Phenylbrenztraubensiure und p-Hydroxyphenyl-

brenztraubensiure direkt als Enol-Borat-Komplex (189)
sowohl im Serum als auch im Urin bestimmt werden
(190). .

Nach UpenrFriEND und Coorer (193) kann Phenylalanin
nach Decarboxylierung mit Phenylalanin-Decarbosxcylase
aus Streptococeus faecalis als Phenithylamin bestimmt wer-
den. Das Amin witd aus statk alkalischem Milieu mit
Chloroform-Amylalkohol-Mischung extrahiert. Die Lo-
sung wird mit einer wiBr. Methylorange-Losung ge-
schiittelt und die optische Absorption der Chloroform-
phase gemessen. Die spezifische Methode weist aber

. groBere technische Schwierigkeiten auf (194). Weitere,

weniger spezifische Methoden siche z. B. (194).

Tyrosin

Die fluorometrische Bestimmung von Tyrosin geht
zuriick auf die Gerngross-Reaktion (195). In einer
Modifikation von Waarkes und UpeNrrRIEND (196)
wird Tyrosin in Gegenwart von salpetriger Sdure mit
1-Nitroso-2-naphthol zu einer gelben, fluoreszierenden
Verbindung gekuppelt. Der Reagensiiberschufl wird mit
Methylenchlorid entfernt, und die relative Fluoreszenz
bei 570 nm (Anregung bei 460 nm) gemessen. Tyramin
und ortho- und parasubstituierte Phenole reagieren
ebenfalls. Die Methode wurde von HocmEeria (197)
fiir den Technicon-Auto-Analyzer umgearbeitet, wobei
der Uberschufl an 1-Nitroso-2-naphthol mit Natrium-
pyrosulfit beseitigt und Athanol als Lésungsmittel durch
Dimethylsulfoxid unter Zusatz von Réhm und Haas
Surfactant 705 ersetzt wurde.

Tyrosin kann nach enzymatischer Oxidation auch als
Enol-Borat-Komplex der p-Hydroxyphenylbrenztrau-
bensdure neben Phenylalanin und Tryptophan be-
stimmt werden (1A Du und MicuaEr (188), siehe unter
Phenylalanin).

Hydroxyprolin

Die Bestimmung von Hydroxyprolin ist wichtig . a.
zum Nachweis von metabolischen Knochenkrankheiten
und des Kollagenumsatzes.

Zur kolorimetrischen Bestimmung von Hydroxyprolin wird
die Probe im alkalischen Milieu mit H,O, (NEUMANN
und Locan (198)) oder besser in schwach saurem Milieu
mit Chloramin-T (StEGEMANN (199, 200)) oxydiert und
anschlieBend in saurem Milieu mit p-Dimethylamino-
benzaldehyd umgesetzt. Unspezifische Chromogene
konnen nach Prockor und UpeNFRIEND (201) am An-
fang der alkalischen Oxidation extrahiert und die Spezi-
fitit der Reaktion kann durch Extraktion des am Ende
vorliegenden Chromogens erhht werden. Die Oxida-
tion mit Chloramin-T vermeidet die unangenehme
Stérung durch Tyrosin und Tryptophan und liBt sich
technisch einfacher durchfihren. Urin muB durch
Tonenaustauschersiulen (Amberlite IRA 410—OH’) zur
Entfernung interferierender Substanzen vorbehandelt
werden (202, 268), ebenso Plasma nach Enteiweiflung
(200). Eine Ubersicht der recht iempfindlichen (0,5 ug)
und genauen (4 39,) Methode geben STEGEMANN und
STALDER (200). '
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Eine eng ymatische Bestimmung von freiem Hydroxyprolin
wurde von RosaNo beschrieben (203). Ein adaptiertes
Enzymsystem, isoliert aus Psendomonas fluorescens A-312,
baut Hydroxyprolin spezifisch zu NH; bzw. zu einem
primiren Amin ab. Gemessen wird die Absorptions-
Abnahme der mit Ninhydrin in saurem Medium (204)
erhaltenen Farbe der cyclischen Iminosiuren. Es kon-
nen noch 0,5 ug Hypro/Probe nachgewiesen werden.

Cystin

Kolorimetrisch wird Cystin zumeist nach der Methode
von Surrivan, Hess und Howarp (205, 206) oder einer
der zahlreichen Modifikationen (vgl. z. B. (207, 208))
bestimmt, wobei es durch Cyanid in Cystein und Thio-
cyanat reduziert und das gebildete Cystein mit 1,2-
Naphthochinon-4-sulfonat in einen roten Farbstoff ver-
wandelt wird. Dieser wird bei 500—520 nm gemessen.
In einer Mikromethode (209) lassen sich damit noch
20 nMol/m/ bestimmen. Die Cystinognost-Testpackung
der Firma Heyl & Co, Berlin 37, arbeitet nach dem
gleichen Prinzip. Die Methode von SuLLivAN und
Mitarbeitern wurde inzwischen auch fiir den Technicon
Auto-Analyzer angepaBt (210). Damit konnen tiglich
bis zu 120 Doppelbestimmungen durchgefiihrt werden.

Histidin

Histidin wird mit Histidase (EC4.3.1.3) in Gegen—
wart von Glutathion in Urocaninsdure gespalten. Die
Bildung der Urocaninsiure wird im UV bei 277 nm
kinetisch verfolgt (2102, b), Serum wird mit ZnSO,
-+ Ba(OH), enteiweiBt.

Eine von AMBROSE und Mitarbeitern (265) kiirzlich
beschriebene Methode zur fluorometrischen Bestim-
mung von Histidin im Blut basiert auf der analogen
Kondensation von Histamin mit o¢-Phthalaldehyd in
stark alkalischem Milieu (266). Der im Fall von Histidin
labile Fluorophor wird durch Ansiuern mit Phosphor-
sdure stabilisiert und bei 436 nm (Aktivierung bei
360 nm) bestimmt. In einer Mikromodifikation geniigen
100 x4/ Serum. Von 45 untersuchten Substanzen zeigen
nur Histamin, pr-7-Tyrosin und r-Cystin eine nennens-
werte Fluoreszenz (52 bzw. 9 bzw. 79, der Histidin-
Fluoreszenz bei gleicher Konzentration von 10 mg/
100 m)).

SidulenchromatographieanIonenaustauschern?)

Unter den quantitativen Analysenmethoden nimmt die
Tonenaustauscher-Chromatographie bei weitem die wich-
tigste Stellung ein. Im allgemeinen werden Kationen-
austauscher, in einigen Spezialfillen auch Anionenaus-
tauscher benutzt. Neuderings spielt auch die Chromato-
graphie an Chelat-Harzen eine wichtige Rolle.

Prinzip
Die Trennung von Aminosiuren mittels Ionenaus-

tauscher erfolgt an 15—150 cm langen Kolonnen von
0,5—9 mm 1. D. mit Hilfe von Ionenaustauschern. Die

%) Eine ausfiihtliche Zusammenfassung geben Benson [211] und
Hawmivron [212, 213].
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Aminosiuren werden mit Puffern verschiedener pH-
Werte und verschiedener Ionenstirke eluiert, mit Nin-
hydrin-Reagens versetzt, auf 100° erwirmt, photo-
metrisch gemessen und die Extinktionen mit einem
Recorder aufgezeichnet. Fiir die Giite und Schnelligkeit
der Trennung sind die folgenden Parameter wichtig:
pH des Puffers

Tonenstirke des Puffers

. Temperatur der Sdule

. Durchflugeschwindigkeit

. Siulenlinge

. Siulenquerschnitt

. Harz, Quervernetzung, PartikelgtoBe usw.

Das pH des Puffers muB auf die Art des verwendeten
Jonenaustauschers abgestimmt sein. Um reproduzierbare
Elutionszeiten und gute Trennungen der einzelnen
Aminosiuren zu erhalten, sind genau eingestellte Puffer
unerliBlich, wobei besonders zu beachten ist, daBl die
Natriumkonzentration auf + 0,001 Mol// und das pH
auf 0,01 pH Einheiten genau eingestellt werden miissen.
Eine ErhShung von Temperatur, Ionenkonzentration
und pH fiihrt zu einer gréBeren Geschwindigkeit der
Analyse, die Trennung hingegen verschlechtert sich
meist. Es ist daher von grofiter Bedeutung, die Para-
meter 1—3 maximal giinstig einzustellen.

Ein Substanzpeak wird bei gegebenem Siulenquerschnitt
um so breiter, je linger die Siule ist, je schlechter sie
gepackt und je ungiinstiger die DurchfluBgeschwindig-
keit gewihlt wird. Wenn die Substanzen nicht getrennt
werden konnen, bewirkt eine Siulenverlingerung eine
Verbesserung der Trennung. Der Abstand der Maxima
zweier Peaks wichst mit dem Elutionsvolumen (Vm),
die Summe der Peakbreiten aber mit |/Vm, so daB theo-
retisch auch in ungiinstigen Fillen eine vollstindige
Trennung erreicht werden kann. Bei Verkleinerung des
Siulenquerschnittes und Konstanthalten aller iibrigen
Parameter werden die Peaks schmaler und damit die
Empfindlichkeit groBer. Von diesem Prinzip wird beim
Mikroanalysator von Kirsten und KirsteN Gebrauch
gemacht (214).

Auch die KorngroBe des Harzes ist fiir die Trennfihig-
keit von Bedeutung. Eine Verkleinerung der Korngrée
fihtt zu einer VergréBerung der Austauschkapazitit;
ein rundes Harzkorn verbessert die Dichte und Gleich-
miBigkeit der Packung.

Die heutigen Gerite beruhen immer noch auf dem von
SracgMaN, STEIN und MOORE erstmals beschriebenen
Prinzip (215). Die meisten Apparate arbeiten vollauto-
matisch mit Programmierung von Temperaturwechsel,
Pufferwechsel, Waschschritten und Probengebern. Die
Probengeber (vgl. dazu z.B. (2152, b, ¢)) sind in der
Lage, 20 und mehr Proben automatisch auf die Kolonne
aufzutragen. Zur Berechnung der Chromatogramme
wird ein derartiger Vollautomat zweckmiBig mit einem
Integrator ausgestattet.

NounphWLNRS

a) Trennung an Kationenaustauschern

Die Kationenaustauscher bestechen im allgemeinen aus
einem mit Divinylbenzol quetvernetzten Polystyrolharz,
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das SO§-Gruppen trigt. Der Grad der Quervernetzung
beeinfluBt die Trenngiite und die mechanischen Eigen-
schaften des Harzes. Bei dem verwendeten pH liegen die
meisten Aminosiuren als Kationen vor. Diese positiv
geladenen Aminosiuren konkurrieren auf dem Aus-
tauscher mit den Kationen des Puffers. Je nach ihrer
Ladung (isoelektrischer Punkt) werden sie verschieden
schnell eluiert. Die Elution erfolgt hauptsichlich mit Na-
Citratpuffern verschiedener Ionenstirken und verschie-
dener pH-Werte, denen ein Netzmittel (Brij-35), ein
Antioxidans (Thiodiglycol) und Caprylsiure zugesetzt
werden. Zur Trennung von Glutamin und Asparagin
konnen Li-Citratpuffer (216, 271) oder spezielle Tem-
peraturprogramme (217) verwendet werden. Um Ver-
luste von Glutamin infolge Cyclisierung und Hydrolyse
zu vermeiden, soll die Sdulentemperatur 35° nicht iiber-
schreiten (272). Puffer mit Athanol-Zusatz bewirken
eine bessere Trennung zwischen Threonin und Serin.
Das Eluat aus den Kolonnen wird mittels Ninhydrin-
Reaktion automatisch analysiert. Dem Ninhydrin-
Reagens, das sich aus Methylcellosolve, 4n Natrium-
acetat-Puffer pH 5,5 und Ninhydrin zusammensetzt,
wird im allgemeinen SnCl, (215), Hydrindantin (218)
oder Cyanid (219) zugesetzt. Diese Reagenzien sind im
allgemeinen luft- und lichtempfindlich, und die Zube-
reitung und Lagerung mufl unter hoch gereinigtem
Stickstoff erfolgen.

Fast alle heute kauflichen Gerite benutzen einen diskon-
tinuierlichen Pufferwechsel. Das anfinglich von Techni-
con benutzte Prinzip der Gradientenelution (220) ergab
hiufig Peakverschiebungen.

b) Ttennung an Anionenaustauschern

Fiir die Auftrennung von stark sauren Aminosiuren ist
die Anionenaustauscher-Chromatographie besser geeig-
net; so werden z. B. Aminosulfonsiuren und O-Phos-
phorylhydroxyaminosiuren an Kationenaustauschern
nur schlecht zuriickgehalten. Zur Auftrennung von S-
Carboxymethyl-Derivaten von Cystein, Homocystein
und Penicillamin sowie von Monoaminodicarbonsiuren
ist die Anionenaustauscher-Chromatographie ebenfalls
besser geeignet. Ein solches Verfahren wurde von
BorNER (221) und spiter von BurTis und WARREN (222)
beschrieben. Als Harz fanden Austauscher vom Typ
Dowex 1 und Natriumformiatpuffer pH 4,2 bzw. Bio-
Rad AG 1—X8 und Natriumacetatpuffer pH 4,4 Ver-
wendung.

©) Ligand-Austausch Chromatographie

Diese Methode beruht auf der Komplexbildung der zu
untersuchenden Substanzen mit schwach basischen
Metallionen wie Nickel, Kobalt, Kupfer, Cadmium oder
Zink (223—226) und Chromatographie der Komplexe
an einem Kationenaustauscher. Die Metallionen bleiben
dabei weitgehend an den Kationenaustauscher gebunden.
Dieser kann speziell auf das betreffende Metallion wir-
kende Chelatgruppen — z. B. Iminodiessigsiuregrup-
pen — aufweisen (227), welche das Schwermetallion
besonders intensiv binden, oder aus einem konventionel-

len Sulfonsiureharz bestehen (228). Der erstgenannte
Harztyp verhindert ein Auswaschen des komplexieren-
den Ions durch konzentrierte Salzlésungen und eignet
sich daher zur Konzentrierung von Aminosiuren aus
Salzlésungen. Der zweitgenannte Harztyp wurde von
einer Forschungsgruppe der Firma Hitachi zur be-
schleunigten Aminosiuren-Analyse herangezogen®). Um
ein Auswaschen des komplexierenden Ions zu ver-
hindern, muB in diesem Fall das Metallsalz dem Elu-
tionspuffer in der Gleichgewichtskonzentration zuge-
setzt werden. a-Aminosiuren bilden daher sowohl in der
Puffer- als auch in der Harzphase Kationenkomplexe von
der Art ,
NH, D

wobei die beiden noch freien Koordinationsstellen des
Metallions Me** entweder vom Lésungsmittel oder von
Tonenaustauschergruppen eingenommen werden. Die
Affinitit der Aminosiuren zum JIonenaustauschharz
nimmt dadurch zu. Das AusmaB der Komplexbildung
wird bestimmt durch das pH und die jeweilige Stabili-
titskonstante. Wihrend beim normalen Jonenaustausch
von freien Aminosiuren die jeweilige Acidititskon-
stanten (isoelektrischer Punkt) neben Adsorptions-
effekten die Trennung weitgehend bestimmen, kommt
beim Ligand-Austauschverfahren der Komplexstabili-
titskonstante eine ebénso wichtige Bedeutung zu. Bei
Erhohung des pH nimmt die Komplexbildung zu,
wihrend der Ionenaustauschvorgang abnimmt. Im
mittleren pH-Bereich, der fiir die Chromatographie
besonders interessant ist, kommen beide Vorginge
nebeneinander vor. Als besonders giinstig haben sich die
Zink-Komplexe erwiesen. Sie erlauben die Trennung
von sauren und neutralen Aminosiuren aus physio-
logischen Fliissigkeiten innerhalb von 3,5h und von
basischen Aminosiuren innerhalb von 4,5h (Abb. 6).
Die Reihenfolge der Elution der Aminosiure-Komplexe
ist dhnlich der Iopenaustauscher-Chromatographie von
freien Aminosiuren (Cystin erscheint infolge seines
besonders stabilen Zink-Komplexes etwas spiter). Her-
vorzuheben ist die ausgezeichnete Trennung von Tyro-
sin und Phenylalanin; Hydroxyprolin und Asparagin-
sdure, Threonin und Serin und im basischen Bereich von
Tryptophan und den fiir Histidin-Stoffwechselstérungen
wichtigen Dipeptiden Anserin und Carnosin sowie den
Histidinen. Hingegen trennen sich Glycin und Alanin
nicht immer vollstindig. »

Weniger komplizierte Aminosiurengemische wie Pro-
teinhydrolysate kénnen sogar innerhalb von 2h kom-
plett analysiert werden, wobei zur Trennung von
sauren und neutralen Aminosiuren ein einziger Puffer

5) Das Verfahren kann bei dem néden automatischen -Amino-
sduren-Analysator KL A-3B von Hitachi-Perkin-Elmer verwendet
werden. Vergleiche die diesbeziiglichen Firmenschriften.
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geniigt (55 mm Natriumacetat pH 4,10; 0,4 mm Zink-
acetat; 6% Athylalkohol; 55°, 120 m//h).

Die Verwendung von Metall-Liganden in der Harz-
phase bringt auch einige rein technische Vorteile; so
wird beispielsweise der Hydratationszustand des Ionen-
austauschers durch die stindige Anwesenheit von Zink
stabilisiert, was die mechanischen Eigenschaften der
Ssule verbessert. Geringe pH-Anderungen im Puffer
wirken sich nicht mehr so stark auf die Trennung aus.
Dagegen ist die Metallkonzentration im Puffer kritisch
in bezug auf die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts
zwischen Harz und Puffer, und FlieBgeschwindigkeit
und Arbeitstemperatur miissen besonders gut kontrol-
liert werden, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten
(211). Die Regeneration der Siule kann leicht zu einer
Stérung des oben erwihnten Gleichgewichts fithren.

Viorbereitung des biologischen Materials
a) Blutplasma

Zur Bestimmung der Aminosiurekonzentration im Blut
wihlen die meisten Untersucher heparinisiertes Plasma;
die Serumwerte liegen etwas hoher (228a). Nach dem
Abkiihlen des Blutes wird das Plasma durch Zentri-
fugieren abgetrennt. Die Aufbewahrung von Vollblut
bewirkt eine statke Verinderung der Aminosiure-
konzentration; ebenso ist eine himolytische Plasma-
probe fiir die quantitative Aminosiurenanalyse nicht
geeignet. Eine Lagerung nicht enteiweilter Plasma-
proben ist ebenfalls nicht zu empfehlen, da die Werte
von Asparaginsiure und Glutaminsiure zunehmen,
wihrend diejenigen von Cystin jedoch abnehmen.

Zur EnteiweiBung kommen die unten aufgefiihrten
Methoden in Betracht, wobei die Sulfosalicylsiure-,
Pikrinsdure-EnteiweiBung und die Ultrazentrifugation
die gebrauchlichsten sind.

Sulfosalicylsiure- Enteimweiffung: 1 m/ Plasma wird mit 4 m/ 3proz.
Sulfosalicylsaure versetzt, geschiittelt und abzentrifugiert. Ein
Aliquot des Uberstandes wird mit Puffer pH 2,2 auf ein bestimm-
tes Volumen gebracht (5 m/), ein Teil dieser Losung kann ohne
weitere Behandlung auf die Siule aufgetragen werden.

Pikrinsiure-Enteiweiffung: 1 m/ Plasma wird mit 5 m/ einer 1proz.
Pikrinsdurelésung versetzt, einige Sekunden geschiittelt und an-
schlieBend zentrifugiert. Ein Aliquot des Uberstandes wird auf
eine kleine Anijonenaustauschersiule (Harzhhe 3 cm) in der
Chloridform gegeben (Dowex 2x8; 200—400 mesh) und mit
0,02n Salzsdure eluiett. Das Eluat wird eingeengt, auf pH 8,0
gebracht und 4 h zur Oxydation von Cystein zu Cystin stehen-
gelassen. AnschlieBend wird der pH-Wett mit 2n HCI auf 2,0 bis

2,2 eingestellt und die Probe mit Puffer pH 2,2 auf ein bestimmtes
Volumen gebracht.

Ultrazentrifugation (229, 230): 1 m/ Plasma oder Serum wird mit
1 m/ internerm Standard (siehe Seite 419) gemischt und mit 0,2n
Citratpuffer pH 2 auf 10 m/ gebtacht. Man 148t die Probe 30 min
im Kiihlschrank stehen und zentrifugiert dann 30—40 min bei
50000 g oder 20 min bei 78000 g. Man saugt die Lipidschicht ab
und entnimmt das benétigte Volumen aus der mittleren Schicht.
Gelfiltration: Zur Abtrennung von Aminosiuren, Proteinen und
groBeren Peptiden ist auch die Gelfiltration gut geeignet. Sie ist
jedoch zeitlich und apparativ etwas anspruchsvoller als die vother
beschriebenen Methoden. Das Plasma (1—2 m/) wird z. B. auf
eine Biogel-P4-Siule (40X 1,5 cm) aufgetragen, welche mit 0,05M
Phosphatpuffer pH 7,5 dquilibriert ist. Nach Einsickern der Probe
wird mit Wasser eluiert. Die Proteinfraktion, welche am Anfang

die Siule passiert, wird verworfen und die anschlieenden nicht-
molekularen Fraktionen gesammelt, vereinigt und eingeengt. Das
Konzentrat wird auf pH 2,2 gebracht und mit Puffer pH 2,2 auf
z. B. 5 m/ aufgefiillt. Es empfiehlt sich, in einem Votversuch ein
Vergleichsplasma zu analysieren und! mit Hilfe der Ninhydrin-
firbung und mit einem Protein-Reagens (z. B. Folin-Ciocalteu)
die genauen Positionen von Proteinfraktionen und Aminosiure-
Fraktionen zu lokalisieren (Tiipfelreaktion).

Trichloressigsiure-Enteiweiffung: 1 m/ Plasma wird mit 1 m/ 10proz.
Trichloressigsiure-Losung versetzt, geschiittelt und abzentrifu-
giert. Der Uberstand wird zur Entfernung von iiberschiissiger
Trichloressigsdure 5mal mit je 5m/ Ather ausgeschiittelt, die
wiBr. Phase eingeengt und mit Puffer pH 2,2 auf ein bestimmtes
Volumen gebracht.

Ultrafiltration: Eine weitere Moglichkeit zur EnteiweiBung ist die
Ultrafiltration, welche unter Druck und in kalter Umgebung
durchgefiihtt wird. Man erhilt ein eiweiBfreies Filtrat. Die nach-
teilig lange Filtrationsdauer kann durch ein Schiittelgerit wesent-
lich verkiirzt werden.

b) Urin

Zur quantitativen Aminosiuren-Analyse sollte aus-
schlieBlich 24 Stdn. Urin verwendet werden, derbei -+ 4°
gesammelt wurde. Sollte kein Kiihlschrank zur Ver-
fiigung stehen, so miissen Zusitze von Toluol, Chloro-
form oder Thymol zugegeben werden. Ein. Aliquot von
50 m/ Urin wird tiefgefroren. Um das genaue Auftrags-
volumen zu ermitteln, bestimmt man im allgemeinen den
a-Aminostickstoff (231). Enthilt der Urin Eiweil3, so
wird nach einer der vorher beschriebenen Methoden ent-
eiweiBt. Wird der eiweiBfreie Urin nur zur Bestimmung
auf neutrale und saure Aminosiuren verwendet, so trigt
man den Utrin nach pH Einstellung auf 2,0—2,2 sofort
auf die Siule auf; fiir die basischen Aminosiuren mufl
der Ammoniak entfernt werden:

Man versetzt 5 m/ der Urinprobe mit 2nv NaOH (pH 11) und
dampft im Exsikkator iiber konz. H,SO,; ein. AnschlieBend wird
die trockene Probe mit 2n HCI auf pH 2,2 eingestellt und mit
Puffer pH 2,2 auf ein bestimmtes Endvolumen (10 m/) gebracht.

Die Auftragsmenge richtet sich weitgehend nach det Empfind-
lichkeit des Gerites.

c) Liquor

Der durch Lumbalpunktion erhaltene Liquor wird
zentrifugiert und der Uberstand mit einer der obigen
Methoden enteiweiBt. Eine EnteiweiBung ist aber nicht
unbedingt erforderlich.

d) Gewebeextrakte

Fir die Erfassung der freien Aminosiuren aus bio-

logischem Gewebe ist die EnteiweiBungsmethode von
groBer Bedeutung. Die Aufbearbeitung muf3 rasch-
méglichst etfolgen. Praktisch wird so verfahren, daB3
man das Gewebe mit dem Enteiweiflungsmittel, z. B.
Pikrinsiure, direkt homogenisiert. Man verwandelt
Glutathion zu Glutathion-S-Sulfonat (231a), welches zu
Beginn der Analyse erscheint. Bei dieser Reaktion
werden Cystin und Cystein ebenfalls verindert.

e) Erythrocyten

Die Erythrocyten werden 3—4 mal in eiskalter 0,9proz.
NaCl-Lésung gewaschen und zentrifugiert. Die an-
schlieBende Himolyse wird wie folgt durchgefiihrt: Der

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. /7. Jahrg. 1969 [ Heft 5 -

P SN

e e




Niederwieser u. Curtius: Aminosiuren-Analyse in der klinischen Chemie 419
2,0 [ B ggﬂ\: e B > 2 g 3 2. R 3 Eé £
70 53 : 8dllg $s35 S% S 4 TS 3 S
1 g = S = > b
048 =g S 2 S < s
(I ] % < E
= < ©n S
£ (3 S
46— S g
- ES £
= =
4 ©
st N
=
ST |
X
G
42~ }
|
41~ |
aQ
e ——————
0 Zeif
S P) D = T LD L R
10 £5 T &8 S £ § &% 2 S £33 s &
981 S8 < 5 £
= 5 3 < S
96— = £
— S
=
~~
< 3
S
-~
-~
B
-~
S
b — ‘ M
Zeit
Abb. 8
Aminosduren-Chromatogramm vom Augenkammerwasser a) eines Homocystinurie-Patienten (oben) und b) eines Kontrolifalls (unten)
nach (236).

Erythrocytenbrei wird mit dem doppelten Volumen von
kalter 0,In HCl 24h bei 4° stehengelassen. Durch
Osmose erfolgt die Zellsprengung. Andere Moglich-
keiten sind die mechanische Zerstérung durch- Homo-
genisieren der Zellen in der Kilte oder wiederholtes
Tieffrieren auf etwa — 30° und rasches Auftauen (Kilte-
himolyse). Die Zellreste sind durch Zentrifugation aus
dem tiefroten Himolysat zu entfernen. AnschlieBend
wird nach einer der vorher beschriebenen Methoden ent-
eiweiBt.

Die quantitative Aminosiuren-Analyse erfordert die
vorherige Messung des Gesamtvolumens der Blutprobe
sowie die Bestimmung des Himatokritwertes.

Ausfiibrung der Analyse an Kationenaustauschern

Die Analyse von biologischem Material stellt gréBere
Anspriiche an die Trennleistung als die einfache Analyse
von Proteinhydrolysaten. Wihrend bei der Analyse von
Hydrolysaten im allgemeinen nur 20 Aminosiuren zu
bestimmen sind, miissen bei physiologischen Fliissig-
keiten mehr als 50 Komponenten voneinander getrennt
werden. Wir unterscheiden dabei 2 Methoden: das Fin-
sdulenverfabren und das Zweisiulenverfabren.

1. Das Einsiulenverfahren

P1ez und Morris empfahlen eine Einsiulen-Gradienten-
elution fiir die Analyse der sauren, neutralen und ba-
sischen Aminosiuren in einem Lauf (220). Von diesem
Verfahren machte das System von Technicon Gebrauch.
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Mit Lithiumcitrat-Puffern 148t sich damit eine hervor-
ragende Trennung von Aminosiuren aus physiolo-
gischem Material in 21h erzielen (270). Hamirron
benutzt einen diskontinuierlichen Pufferwechsel (232)
und fiihrt eine Analyse in 20 h durch. Mit einem speziel-
len, 65h dauernden Verfahren konnte HamIiLroN in
einem Chromatogramm von 0,5 m/ Urin insgesamt 175
Peaks nachweisen (213). Neuerdings ist es auch méglich,
physiologische Materialien im Einsiulenverfahren mit
diskontinuierlichem Pufferwechsel in 7 h mit 3 Puffern
durchzufiihren (233) (Abb. 7).

2. Zweisiulenverfahren

Das urspriingliche Verfahren von SpACKMAN, STEIN und
Moore (215) benntzt zur Trennung der sauren und
neutralen Aminosiuren an einer 150 x 0,9 cm Kolonne
zwei Puffer, die in der Mitte der Analyse gewechselt
werden. Ein dritter Puffer mit hoherer Ionenstirke und
pH wird fiir die Analyse der basischen Aminosiuren mit
einer zweiten Kolonne von 50 x 0,9 cm durchgefiihrt.
Zur Analyse von physiologischen Fliissigkeiten be-
nutzten schon SpAckMaN, STEIN und Moore (215) einen
Pufferwechsel bei den sauren und.neutralen und einen
bei den basischen Aminosiuren sowie einen Temperatur-
wechsel bei beiden Liufen. Die Analyse benotigte etwa
22h. Die Einfiihrung sphirischer Ionenaustauscher
und die Verwendung hoher Drucke gestattet in neuerer
Zeit eine drastische Kiirzung der Kolonnenlinge und
der Analysenzeit (211, 212, 234).
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Aminosiduren-Chromatogramme von sauren und neutralen (oben) sowie basischen Aminosauren (unten) (233).

Saure und neutrale Aminosiuren: Sdulenlinge 56 cm; Beginn pH 3,25 wihrend 2,5 h, Natriumkonzentration 0,2N; pH 4,25 bis 6 h,
Natriumkonzentration 0,2N; Temperaturwechsel von 30° auf 55° nach 2 h; FlieBgeschwindigkeiten: 50 m! Puffer, 25 ml Ninhydrin pro h.

Basische Aminosduren: Siulenlinge 20 cm; Beginn pH 4,26 wihrend 3 h, Natriumkonzentration 0,35N;

pH 5,28 bis 6 h, Natriumkon-

zentration 0,38N; Temperaturwechsel von 30° auf 55° nach 2,5 h; FlieBgeschwindigkeit: 50 ml Puffer, 25 m! Ninhydrin pro h.

Wihrend die Empfindlichkeit der Analyse frither bei
10 nMol pro Aminosiure lag, kénnen heute durch Ver-
wendung von Mikrokiivetten und durch Spreizung des
Schreiberbereiches mit Hilfe von Expandern noch 1—2
Nanomol pro Aminosiure nachgewiesen werden (235,
212, 211); vgl. dazu auch Abbildung 8 (236). Die Repro-
duzierbarkeit dieser Art von Analysen liegt bei + 5%,
wihrend diejenige normaler Analysen zwischen 4+ 19,
und 4 39, liegt.

Zur Verminderung des Fehlers verwenden einige Unter-
sucher einen internen Standard, z. B. Homocitrullin
(Norleucin ist weniger geeignet) fiir saure und neutrale
Aminosiuren und o-Amino-y-guanidinobuttersiure fiir
die basischen Aminosduren (229).

Eine gewohnliche komplette Aminosiuren-Analyse von
physiologischen Fliissigkeiten dauert immer noch
10 h (Abb. 9). Bei gewissen angeborenen Stoffwechsel-
krankheiten wie Phenylketonurie, Tyrosinose, Histidin-
imie, Verzweigtketten-Ketoacidurie, Homocystinurie
und Hyperprolinimie ist es fiir die Klinik erforderlich,
die Aminosduren-Analysen hiufig durchzufithren. Hier-
fiir stehen heute sogenannte Kurzprogramme zur Ver-
figung (vgl. z.B. (237, 238, 213)), die es gestatten, nur

°

Extinktion
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Abb: 10
Aminosduren-Kurzchromatogramme (Bio-Cal).

A: Kurzprogramm fiir Phenylketonurie und Tyrosindmie: Sdule 9 x
400 mm, Harzhohe 220 mm; Auftrag: 0,2 m! Plasma eines Gesunden
nach 1h oraler L-Phenylalanin-Belastung (100 mg/kg Korperge-
wicht); 0—7 min 0,38N Natriumcitrat pH 5,28, 7—15 min 0,4n
NaOH, 15—41 min_Puffer pH 5,28. Sidulentemperatur 57°; 80 mi/h
Puffer und 40 mi/h Ninhydrin.
B: Kurzprogramm fiir Histidindmie
Auftrag: 0,2 m/ Plasma eines Frithgeborenen; Sdule, Temperatur und
Durchlaufgeschwindigkeit sieche A; 0—9 min 0,38N Natriumcitrat pH
6,5; 9—17 min 0,4N NaOH, 17-—44 min Puffer pH 6,5
C: Kurzprogramm fur Hypervalindntie, Verzweigtketten-Ketoacidurié
und Leberstorungen
Auftrag: 0,4 ml Plasma eines Gesunden. S#dule, Temperatur und
Durchlaufgeschwindigkeit siehe A. 0—65 min 0,35N Natriumcitrat
pH 3,15; 65—80 min 0,4N NaOH; 80—110 min Puffer pH 3,15

1 [Min] i

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. /7. Jahrg. 1969 / Heft 5




Niederwicser u. Curtius: Aminosiuren-Analyse in der klinischen Chemic

421

wenige oder eine Gruppe von Aminosduren in kiirzerer
Zeit quantitativ zu erfassen. Einige wesentliche Kurz-
programme sind in Abbildung 10 dargestellt.

3. Auswertung der Chromatogramme

Die Auswertung der Chromatogramme erfolgt im allge-
meinen nach der Methode ,,Halbwertsbreite x Hoéhe*
und Multiplikation mit einem Eichfaktor, der sich aus
cinem Testlauf ergibt. Zur Auswertung ecines kom-
pletten Chromatogramms benétigt man etwa 1h. Zur
Etleichterung der Auswertung wurde ein Nomogramm
beschrieben (239). Zur Ermittlung der Peakfliche wer-
den hiufig Integratoren eingesetzt. Man unterscheidet
mechanische (nicht sehr genaue) und elektronische
Integration. Die Peakflichen werden entweder ausge-
druckt oder in einem Computer weiterverarbeitet. Eine
Zusammenfassung gibt Hirs (240, 241).

Gaschtomatographische Bestimmung von
Aminosduren

Die Gaschromatographie (GC) besitzt gegeniiber der
Fliissig-Chromatographie nach wie vor zahlreiche Vor-
teile: Die Nachweisgrenze liegt bei Verwendung eines
Flammenionisationsdetektors bei 1 pMol und bei einem
Massenspektrometer-Detektor sogar noch tiefer. Die
Analysendauer kann meistens auf weniger als 30 min
herabgesetzt werden. Ein Gaschromatograph ist preis-
werter als ein hoch-spezialisierter Aminosiuren-Analy-
sator und bleibt jederzeit universell einsetzbar.

Es hat daher in der Vergangenheit nicht an Versuchen
gefehlt, die GC auch fiir die Aminosduren-Analyse einzu-
setzen (vgl. die Reviews (242—245)).

Derivate

Aminosduren kénnen in freier Form nicht gaschromato-
graphiert werden, sondern miissen dazu in Derivate um-
gewandelt werden. Eine Fiille verschiedener Derivate
wurde vorgeschlagen, darunter die Reaktionsprodukte
det Ninhydrin-Reaktion, a-Chloroaminsiuremethylester,
2,4-Dinitrophenylmethylester, Phenylthiohydantoin-
aminosiuren, N,N-Dimethylaminosiuremethylester, o-
Methoxymethylester, Trimethylsilyl-aminosiuren und
Acylaminosiureester. Hinsichtlich der Derivatisierung
bestehen erhebliche Anspriiche: Sie soll bei allen in
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Frage kommenden, chemisch sehr heterogenen Amino-
siuren sehr gut reproduzierbat, rasch und méglichst
quantitativ verlaufen und soll Verbindungen ergeben,
die unzersetzt chromatographiert und vollstindig von-
einander getrennt werden konnen. Es diirfen auch keine
Nebenprodukte gebildet werden, die die Trennung be-
cintrichtigen. Von den oben genannten Derivaten
cerfilllen im Augenblick die Acylaminosidureester dic
meisten dieser Bedingungen.

Systematische Untersuchungen zeigten (242), da3 Acyl-
aminosiurecster héherer Alkohole bessere Chromato-
gramme ergeben. So werden heute bevorzugt N-Acetyl-
aminosdurebutylester oder N-Trifluoracetylaminosiure-
butylester verwendet. Die Veresterung erfolgt zweck-
miBig in zwei Schritten: Man bildet zunichst die Methyl-
ester (HCl-Gas-Katalyse) und schlieBt eine Umesterung
mit Butanol an. Relativ schwierig zu verestern sind
Lysin, Histidin und Cystin. Die Butylester werden an-
schlieBend acyliert. Dabei machten besonders Arginin
und Tryptophan.Schwierigkeiten. Arginin kann indes-
sen vor der Analyse mittels Arginase in Ornithin ver-
wandelt (246) und Histidin durch Ozonspaltung in
Asparaginsiure tiberfithrt (246, 242) und durch Analyse
von behandelter und unbehandelter Probe bestimmt
werden.

Stationdre Phasen

Nahezu 100 verschiedene stationire Phasen wurden be-
reits zur gaschromatographischen Trennung von Amino-
sdurederivaten untersucht. Aufmerksamkeit ist indessen
nicht nur der fliissigen Phase, sondern auch dem Triger-
material zu schenken. Fiir Trifluoracetyl-aminosiure-
methylester eignet sich eine gemischte Phase (2,59, auf
desaktiviertem Diatoport S) von XE-60, QF-1 und
MS-200 im Verhiltnis 46 + 27 4 27 (g/g) (247), wo-
bei sich 22 Aminosiurederivate einschlieBlich Arginin
trennen lassen. Trifluoracetyl-aminosiure-n-butylester
kénnen besonders gut mit Athylenglycoladipat (EGA)
auf Chromosorb W getrennt werden. Bei Anderung der
Beladung von 0,5—29, wurden indessen Peak-Ver-
schiebungen beobachtet (248) (optimale Trennung bei
0,65%, Beladung). Fiir die polaren Aminosiurederivate
eignet sich nach GEHRKE (243) eine Siule von 1,5% g/g
OV-17 auf Chromosorb G (Abb. 11).
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Gaschromatogramm von Amino-
sduren aus Blutplasma als N-Tri-
fluoracetyl-n-Butylester nach
GEHRKE und Mitarbeitern [243].
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Onantitative Bestimmnng

Die Anzeige des fiir analytische Gaschromatogtaphie in
der Regel eingesetzten Flammenionisationsdetektors ist
sehr unspezifisch. Dies ist gegeniiber der Fliissig- Chro-
matographie mit anschlieBender Ninhydrin-Reaktion
von Nachteil. Bei der Analyse von biologischem Material
ist daher zu erwarten, daBB die Anwesenheit einer Fiille
von nicht interessierenden Substanzen die quantitative
Auswertung des Aminosiuren-Chromatogramms un-
méglich macht. Biologisches Material ist deshalb vor der
Derivatisierung vorzureinigen. Die Aminosiuren werden
dazu zweckmiBig an einer kurzen Siule von stark saurem
Ionenaustauscher (z. B. Amberlite IR-120 H) adsorbiert
und nach Waschen mit Wasser anschlieBend mit Am-
moniak eluiert (vgl. S. 410, Entsalzung, sicheauch (243)).
Gegebenenfalls sind noch weitere Reinigungsschritte
(z. B. Extraktion der Aminosiuredetivate) der gaschro-
matographischen Analyse vorauszuschicken.

Um Fehler durch Verluste wihrend der vorbereitenden
Operation‘und Derivatisierung sowie bei der Injektion
mdglichst klein zu halten, muB der Probe ein interner
Standard — z. B. n-Butylstearat — zugefiigt werden.
Die molare Ansprechbarkeit des Flammenionisations-
detektors variiert bei den verschiedenen Aminosiuren.
Fiir jede Aminosiure ist daher eine separate Eichkurve
anzufertigen, die aber im Arbeitsbereich praktisch linear
verlduft. 5—10 nMol Aminosiuren kénnen noch be-
stimmt werden (242). Der Arbeitsbereich liegt bei 0,1
bis 35 ug pro Aminosiure (243) bei einem Fehler von
etwa 4 29%,. Semiquantitative Analysen konnen bei
Anwendung einer Submikrotechnik noch mit weniger
als 200 ng Aminosduremischung durchgefithrt werden.

Diskussion

Die Aminosiure-Analyse spielt auBer fiir biochemische
Probleme, wie Sequenzanalyse von Peptiden, Proteinen,
Enzymen etc. auch fiir die klinische Chemie eine immer
gtoBere Rolle. Klinisch chemische Anwendungen sind
vor allem heriditire Aminosiure-Stoffwechselstérungen
und renale Hyperaminoacidurien. Eine vermehrte Aus-
scheidung von Hydroxyprolin zeigt sich hiufig beim
Marfan-Syndrom und bei Kollagenosen. Einzelne inter-
essante Untersuchungen liegen auch bei Mamma-
Carcinom (250), Myocard-Infarkt (251) und Psoriasis
(252) vor.

Grundsitzlich sollten bei allen hospitalisierten Patienten,
bei denen eine Aminosiure-Stoffwechselstorung in
Frage kime, orientierende qualitative Urinanalysen auf
Aminosiuren bzw. deren Metabolite durchgefithrt
werden. Bei positivem Ausfall einer der unter I aufge-
filhrten Proben muBl eine semiquantitative oder eine
quantitative Analyse erfolgen; auch ein unter Umstinden
negatives Resultat sollte bei fortbestehender unklarer
Diagnose mittels semiquantitativer Analyse weiter ver-
folgt werden. Quantitative Analysen aller Aminosiuren
sind zur endgiiltigen Diagnose (evtl. Belastungstest) bei
gewissen Stoffwechselstorungen zur Kontrolle der Be-
handlung und zur rechtzeitigen Erkennung diitbeding-
ter Stérungen des Aminosiurespiegels erforderlich. Die

qualitativen Proben sind in der Regel sehr unspezifisch.
Die Dinitrophenylhydrazin-Probe ist stark pH- und
temperaturabhingig ‘und daher trotz guter Spezifitit
heikel durchzufiihren. Sie spricht auf alle Ketosiuren an,
so auch auf die beim Gesunden vorhandene 2-Oxoglu-
tarsiure und Brenztraubensiure, die allerdings erst bei

lingerer Inkubationsdauer ausfallen. Die Anpalysen- .

vorschrift ist daher auch zeitlich genau einzuhalten. Die
Eisenchlorid-Probe ist sehr unspezifisch und spricht
nicht nur auf Aminosiure-Metaboliten, sondern auch
auf zahlreiche andere Substanzen, auch Arzneimittel-
metaboliten an. Bei der Phenylketonurie (PKU) witrd der
Test hiufig erst dann positiv, wenn der Zeitpunkt fiir
eine wirksame Behandlung bereits iberschritten ist.
Fiir eine Friihdiagnose der PKU kommt daher nur eine
Bestimmung des Phenylalanins im Blut in Betracht.
Die Nitroprussid-Probe ist spezifisch auf SH- und Di-
sulfid-Gruppen und ist daher bei Cystin und Homo-
cystin positiv. Eine positive Probe kann aber nur mit
einiger Erfahrung von unspezifischen Reaktionen, wie
z. B. von Kreatinin, unterschieden werden. Entspre-
chendes gilt auch fiir die Probe auf Homocystin nach
BARBER.

Das heute am meisten durchgefiihrte Screeningverfahren
ist der semiquantitative mikrobiologische Test auf PKU
nach GurHRIE und Susr (99, 100). Wesentliche Vorteile
sind: die Blutproben konnen auf Filterpapier einge-
trocknet versandt werden, der Test ist relativ billig, ein-
fach und in groBen Serien durchfiihrbar. Der Test kann
auch auf andere Substanzen angewandt werden, z. B.
Methionin, Leucin, Galaktose etc. Nachteile des Ver-
fahrens sind: es ist ein spezialisiertes Labor etforderlich
die Analysendauer ist lang und es witd jeweils nur eine
Substanz, erfaft, ein positives Resultat mufl durch eine
quantitative Methode bestitigt werden. Es ist zu
erwarten, daB die semiquantitativen mikrobjologischen
Tests in absehbarer Zeit weitgehend durch quantitative,
automatische Verfahren ersetzt werden (vgl. hierzu
(1804, b)).

Bei der fluorometrischen,. automatischen Phenylalanin-
Bestimmung mittels Autoanalyzer (187) kdnnen hin-
gegen 40—60 Proben proh analysiert werden. Dabei
bleibt der Vorteil der eingetrockneten Blutflecken auf
Filterpapier erhalten und es werden quantitative Resultate
erzielt. Dasselbe gilt fiir Bestimmung von Tyrosin (197).

Alle bisher genannten Analysenverfahren beziehen sich .

jeweils nur auf eine oder wenige Aminosiuren. Der
Vorteil der chromatographischen Verfahren liegt vor
allem darin, daB jede Art von Aminosiure-Stoffwechsel-
stérungen bemerkt wird. . Der Guthrie-Test konnte
unseres Erachtens am ehesten durch Diinnschicht-Chro-
matographie abgelost werden, mit der bei vergleich-
barem Aufwand eine semiquantitative Analyse auf alle
Aminosiuren durchgefithrt werden kann. Es ist aller-
dings nicht moglich, das Verfahren der eingetrockneten
Blutflecken ohne Modifikationen zu {ibernehmen (vgl.
dazu auch (267)). Untersuchungen iiber die Verwendbaz-
keit von Blutproben in Kunststoffkapillaren sind noch
im Gange. Bei Utrinanalysen miissen die Proben vor der
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Chromatographie entsalzt werden, was einen zusitz-
lichen Aufwand erfordert. Die Einfithrung der Zwei-
schichten-Platte durch KrAFFczyck und HELGER (125)
stellt hier einen groBen Fortschritt dar.

Die Aminosiduren-Analyse als DNP-Derivate nach
BrenNNER und Mitarbeitern (144, 145) ist wegen der
guten Trennung und Extraktion besonders geeignet fiir
die Untersuchung heterogener Gemische wie z. B.
Stuhl (153), sowie fiir spezielle wissenschaftliche Auf-
gabenstellungen. Fiir Massenuntersuchungen ist die
Methode aber zu arbeitsaufwendig. Die anfinglich von
Denr fiir klinisch-chemische Routine-Analysen einge-
fiihrte Papierchromatographie wird zwar in USA noch
hiufig verwendet, ist aber als iiberholt anzusehen. Dies
gilt sicher nicht fiir die Hochspannungselektrophorese,
die sehr rasch durchfiihrbar ist, aber doch einen zusitz-
lichen apparativen Aufwand erfordert. Sie ist besonders
fiir die salzhaltigen Urinproben vorteilhaft.

Die spezifischen enzymatischen und kolorimetrischen
Methoden finden nur in Einzelfillen Verwendung. Die
quantitativen mikrobiologischen Verfahren waren fris-
her von Bedeutung und erzielten eine beachtliche Spezi-
fitit und Genauigkeit. Die Ergebnisse bleiben aber mit
einer Unsicherheit behaftet, da Wuchsstoffe oder Anti-
biotika in den untersuchten Proben zu beachtlichen
Fehlern fithren kdnnen. Durch den grofen Erfolg der
chromatographischen Verfahren sind die mikrobio-
logischen Methoden in den Hintergrund getreten.
Unter den quantitativen chromatographischen Analysen-
methoden spielt heute zweifellos die Siulenchromato-
graphie im Zweisiulenverfahren an Kationenaus-
tauschern bei weitem die gréBte Rolle. Mit modernen,

vollautomatischen Geriten kann heute eine Genauigkeit’

von 1—29, erzielt werden. Mit Hilfe von Mikrokiivet-
ten, Skalenexpandern und Verringerung des Siulen-
querschnitts wurde eine Empfindlichkeitssteigerung auf
1 nMol pro Aminosiure erzielt. Die heutigen Mikro-
analysatoren mit extrem reduziertem Siulenquerschnitt
diirften sich aber weniger fiir Routine- als vielmehr fiir
spezielle wissenschaftliche Fragestellungen eignen.
Durch Verwendung neuer Harze konnte bei zunehmen-
der Analysengeschwindigkeit auch die Trennleistung
wesentlich gesteigert werden: Die urspriingliche Ana-
lysenzeit fiir physiologisches Material wurde inzwischen
von 22 h (215) auf 10 h und im Einsiulenverfahren sogar

auf 7h reduziert. Mehrkolonnensysteme (253, 254)
sowie automatische Probengeber (2152, b, c) gestatten
eine wesentlich rationellere Ausniitzung der Analysen-
gerite. Wie im urspriinglichen Verfahren wird auch
heute noch mit SnCl, stabilisiertes Ninhydrin ver-
wendet. Es gelang bisher nicht, ein Reagenz zu finden,
das Zhnlich empfindlich und spezifisch auf Amino-
verbindungen ist, aber nicht seine Nachteile (Oxy-
dationsempfindlichkeit) aufweist. Vom zeitweilig ver-
wendeten Gradienten-Elutionsverfahren wurde in-
zwischen wieder abgegangen. Die Anionenaustauscher-
Chromatographie erginzt bei speziellen Fragestellungen
die Kationenaustauscher-Chromatographie. Der Li-
gandenaustausch koénnte in der Zukunft eine groBere
Bedeutung erlangen. Im Augenblick liegen vor allem
in Europa noch zu wenig Erfahrungen vor.

Bei automatischer Probenaufgabe ist der Einsatz von
elektronischen Integratoren zur Flichenermittlung fast
unerldBlich. Bei kleiner Anzahl von Aminosiure-
Analysatoren bendtigt jedes Gerit einen eigenen Inte-
grator, wobei die Umrechnung von Flichenwerten in
Konzentrationswerte mit einem Tischrechner erfolgt.
Bei groBen Einheiten wird sich in Zukunft die Frage
stellen, ob ein zentraler Integrator mit Computeran-
schluB und entsprechendem Tape oder Lochstreifen-
einheiten an den einzelnen Geriten vorzuziehen ist.
Die Gaschromatographie von Aminosiuren aus physio-
logischen Flussigkeiten ist zwar heute noch nicht fiir
Routineanalysen brauchbar. Schwierigkeiten liegen in
der Detivatbildung und der Unspezifitit des Detektors.
Die wesentlich kiirzere Analysendauer, der geringere
apparative Aufwand und die hervorragende Trenn-
leistung berechtigen zu weiteren Versuchen. Die Még-
lichkeit der Kombination mit Radiogaschromatographie
(255, 256) und Massenspektrometrie (257—262) er6finen
neue Wege zur Untersuchung von Stoffwechselstdrun-
gen z. B. mit Hilfe von Zellkvlturen. Diese Kombina-
tionen wiren auch von Vorteil bei der Identifizierung
der zahlreichen, in physiologischen Fliissigkeiten nach-
gewiesenen (213) unbekannten Substanzen.

Herrn Prof. Dr. T. GERRITSEN danken wir fiir wesentliche Hin-
weise und Diskussionen zu dieser Arbeit, Frau Dr. R. HERNANDEZ
fiir Hilfe bei der Literaturbeschaffung und Friulein C. LooseN fiir
Mithilfe bei der Abfassung des Manuskripts.
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