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Stoffwechsels dieser Ticre an die in der Natur weit-
verbreitete Oxalsdure schlieBen.

Die Veresterungsmethode erméglicht eine exakte quali-
tative und hinreichend quantitative Bestimmung der
Oxalsidure, besonders auch des 18slichen Anteils, im
Urin. Sie kann daher eingesetzt werden, um die Ut-
sachen der Oxalatsteinbildung im tierischen und mensch-
lichen Organismus zu studieren. Einerseits kann man
das Problem der exogenen Oxalsiure und die Aus-
wirkung einer extremen Didt und andererseits die
Mbglichkeiten der endogenen Oxalsiurebildung —
modifikativ z. B. als Anomalie des EiweiBstoffwechsels
und genotypisch bedingt z. B. als Rassenmerkmal bei
Hunden — untersuchen. Wenn der Oxalatgehalt des
Harns parallel zu den verschiedensten Stoffwechsel-
funktionen gemessen wiirde, wiren mdoglicherweise
enzymatische Storungen als Kausalfaktoren endogener
Oxalsiure festzustellen. Sowohl therapeutische als auch
prophylaktische MaBnahmen konnten an einem durch
Zichtung geschaffenen Tiermaterial mit hoher Oxal-
siureausscheidung erprobt werden. Falls sich die Bil-

dung von Ogxalatsteinen beim Menschen als wenig-
stens teilweise erblich bedingt erweisen sollte, gilt-es
in besonderer Weise, durch Diit und medikamentése
Prophylaxe die Entstehung und das Wachstum von
Harnkonkrementen zu verhindern.

Wegen der besonderen Bedeutung, die dem loslichen
Anteil des Oxalsiuregehaltes unserer Nahrungsmittel
zukommt, sollten die entsprechenden Tabellen iiber die
Inhaltsstoffe von Friichten und Gemiisen nicht nur den
relativ ungefihrlichen Gehalt an Gesamtoxalat auf-
zeigen, sondern vorwiegend die ge/isre Oxalsiure. Die
besondere Erhohung der Oxalsiureausscheidung beim
Menschen dutch perorale Aufnahme 15slichen Oxalats
wurde bereits vor Jahren in Di4tversuchen beobachtet
und mittels der neuen Nachweismethode bestitigt (17).
Entsprechend miiften auch die Didtvorschriften fiir
steinkranke oder steingefihrdete Personen gedndert
werden.

Wir danken Frl. RENATE PrFUFF, Frau SaBine WELL und Hertn
W. SzaBLEwsKI fiir ihre Mitatbeit.
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II1. Mitteilung: Zweidimensionale Trennung von Aminosinren in biologischen Fliissigkeiten

Von J. DITTMANN

Aus der Universitits-Kinderklinik Honmburg (Saar) und der Landeskinderklinik Neunkirchen|Saar-Koblbof
(Direktor: Prof. Dr. J. B. Mayer)

(Eingegangen am 22, Mirz 1965)

Zur Trennung von Aminosiuten wird 1 Vol. Utin mit 1 Vol. 0,4 sHCI gemischt. 24/ Gemisch werden auf Diinn-
schicht-Zellulose aufgetragen. Es wird 2 mal mit n-Propanol-Wasser (7 + 3; v/v) und 1 mal senkrecht zur ersten
Laufrichtung mit Isopropanol-Wasser (8 + 2; v/v) entwickelt.

For the separation of amino acids, 1 vol. of urine is mixed with 1 vol. of 0.4 2 HCl; 2 u/ of this mixture are spotted
into thin layers of cellulose. The thin layer chromatogram is developed twice with n-propanol: water (7 -+ 3, v/v)
and once with isopropanol: water (8 + 2, v/v) in the direction perpendicular to the fitst solvent.

Ein wesentliches Anwendungsgebiet der Diinnschicht-
chromatographie (,,DC*) in der Klinik ist der Nachweis
von Aminosiuren in Utrinen. Die Literatur ist so um-

fangreich, daB sie hier nicht gebracht werden kann.
Vor der Analyse von Urinen durch DC sollten jedoch
die verfiigbaren Methoden gegeneinander abgewogen
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werden. Soll lediglich eine Hyper- oder Hypoamino-
acidurie nachgewiesen werden, so. ist die Bestimmung
des Aminosiure-Stickstoffs (1, 2) véllig ausreichend.
Besonders zuverlissige Vergleichswerte erhilt man bei
Bezug des Aminosiure-Stickstoffs auf den Kreatinin-
Stickstoff (3). — Will man eine vollstindige Ubersicht
tiber die Quantitit der Ausscheidung bestimmter
Aminosduren erhalten, so ist Sdulenchromatographie
an Tonenaustauschern (4) unerliBlich. — Papierchroma-
tographie (,,PC*) (5, 6) und DC (7, 8) sind dann be-
sonders geeignet, wenn die Ausscheidung bestimmter
Aminosinren im Urin nachgewiesen werden soll. Die
DC ist hier der PC iiberlegen, weil sie weniger Zeit und
Material erfordert. — Hier soll eine Methode beschrie-
ben werden, die besonders unempfindlich gegeniiber
der Anwesenheit von Salzen und anderen Bestandteilen
des Urins ist.

Methode

1 Vol. 24 Stdn.-Urin wird mit 1 Vol. 0,4 » HCI versetzt, 2 u/ det
Mischung werden auf mdglichst kleinem Fleck auf Zellulose-
Platten (9) aufgetragen. Die Platten werden in folgender Weise
entwickelt: 12 cm mit n-Propanol-Wasser (7 + 3; v/v; ,,Ent-
wicklung 1); 10 cm senkrecht zur ersten Richtung mit Isopro-
panol-Wasser (8 4 2; v/v); 12cm in der ersten Richtung noch
einmal Entwicklung I. Angcfirbt wird mit Ninhydrin-Reagenz.
Sicherheit und Aussagekraft der Methode konnen da-
durch erhsht werden, daBl auf einer zweiten Platte
hohere Mengen (3—6 u/) Urin-HCl-Gemisch aufge-
tragen werden, oder es werden auf einer dritten Platte
zusitzlich zu der Urin-HCl-Mischung gerade nachweis-
bare Mengen (die Hilfte der in den beiden vorigen
Mitteilungen (9, 10) angegebenen Mengen) der be-
sonders interessierenden Aminosiuren aufgetragen.

Ergebnisse

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 1 und 2 ver-
anschaulicht. A ist die Mischung der in (9) chromato-
graphierten Aminosduren; auf dem anderen Chromato-
gramm (Abb. 2) wurden zusitzlich zu 1 u/ der Mischung

- e . - [N S

Abb. 1
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A 2 y/ Urin-HCl-Gemisch aufgetragen. Aus den beiden
Abbildungen ist ersichtlich, da8 Gegenwart von Urin-
Bestandteilen die Rp-Werte nicht stirker verindert als
der normalen Schwankung der Rp-Werte (9, 10) ent-
spricht. Es wurde ein eiweilfreier Urin verwendet,
man kann jedoch auch stark eiweiBhaltige Urinproben
in genau der gleichen Weise chromatographieren, ohne
daB die Ry -Werte wesentlich verindert werden. Die
gleichen Ergebnisse wurden bei Chromatographie der
Gemische B und C (10) mit und ohne Urin erhalten.
(Auf den photographischen Abbildungen sind Prolin
und Asparagin wegen der gelben bis braunen Farbe
ihrer mit Ninhydrin erhaltenen Flecke nicht erkenn-
bat.)

Trigt man auf einer zweiten Platte eine gréBere Urin-
menge auf, so kann man auch Aminosiuren nachweisen,
die in sehr geringer Menge vorhanden sind.

Trigt man auf einer dritten Platte reine Lésungen be-
stimmter Aminosduren zusitzlich zu der Urinprobe auf,
so sicht man, ob diese Aminosiuren mit den im Urin
vorkommenden Aminosiuren einen gemeinsamen Fleck
ergeben, oder ob man dicht benachbarte Flecke er-
hilt. Im ersteren Fall war die Aminosiure im Urin
enthalten, im zweiten Fall war sie nicht enthalten.

Photographie der Platten erfolgt zweckmiBig auf folgende Weise:
Beleuchtung durch vier 100 Watt-Lampen in 50 cm Abstand;
Dokumentenfilm AGEPAN; BIOMETAR 2,8/80 mit Zwischen-
ring 6 mm; Blende 8, 4 Sek.; Abstand Film—Platte 65 cm; Filter
Zeiss Jena ,,GR 1%“; Entwicklung 6 Min. bei 20° mit Ultrafin-
flissig 1:10.

Diskussion

In vorliegender Arbeit wurde gezeigt, wie man Amino-

siuren in Urinen durch DC ohne Vorbehandlung der
Urine trennen und nachweisen kann. Die gleiche
Methode ist auch auf Serum, Liquor usw. anwendbar.
In einer gréBeren Untersuchung (11) wurden auch die
in bakteriologischen Nihrlssungen vorhandenen Amino-
siuren nach genau der gleichen Methode getrennt und
nachgewiesen.

A+Urin

Abb. 2
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1V, Mitteilung : Abtrennung von Phosphoaethanolamin

Von J. DrrrMANNY)

Aus der Universitits-Kinderklinik Fomburg-Saar und der Landeskinderklinik Neunkirchen|Saar-Koblhof
(Direktor: Prof. Dr. J. B. Mayer)

(Eingegangen am 22. Mirz 1965)

Aminosiuten koénnen an diinnen Zelluloseschichten dutch zweidimensionale Chromatographie mit folgenden
Lésungsmitteln getrennt werden: Ldsung a: Wasser mit 60 Vol%, n-Propanol und 20 mMol Tris-[hydroxymethyl]-
aminomethan, sowie 17,6 mMol HCI//; — Ldsung b: Wasser mit 70 Vol%, Isopropanol. — Entwickelt wird 10 cm
in jeder Richtung. Phosphoaethanolamin wird unter diesen Bedingungen nicht nachweisbar zersetzt.

Amino acids can be separated on thin-layets of cellulose by 2-dimensional chromatography with the following
solutions: solutiona: water with 60 Vol%, n-Propanol and 20 mMol Tris-[hydroxymethyl]Jaminomethane and
17,6 mMol HCI//; — solution b: water with 70 Vol9, Isopropanol. — The plates are developed 10 cm in each
direction. Under these conditions there is no detectable destruction of phosphoethanolamine,

Der Nachweis von Phosphoaethanolamin (I) in Urin-
proben hat Bedeutung bei der Diagnostik von Hypo-
phosphatasie (1). Chromatographiert man saure Lésun-
gen (2—4), die I enthalten, so erhilt man 2 Flecke:
ITund durch Hydrolyse von I gebildetes Aethanolamin.
Aus diesem Grund wurde ein gepuffertes Losungs-
mittel-System gepriift, das schonende Abtrennung von
I auch bei verschiedener Wasserstoffionen-Konzentra-
tion der Analysenldsung ermdglicht.

Methodik

Lisung a )

24,2 g TrisfhydroxymethyllJaminomethan werden in Wasser zu
1000 m/ geldst. 250 m/ dieser Stammldsung werden mit 440 m/
0,1 » HCl vetsetzt und mit Wasser auf 1000 m/ aufgefiillt. —
4 Vol. des vorstehenden Puffers werden mit 6 Vol. n-Propanol
vermischt.

Lisung b

3 Vol. Wasser werden mit 7 Vol. Isopropanol vermischt.
Diinne Celluloseschichten werden nach*beschriebener
Methode (2) auf Glasplatten hergestellt. Die Analysen-
probe (1 u/ wiBrige Losung) wird auf méglichst
kleinem Fleck 17 mm vom unteren und 20 mm vom
linken Rand entfernt aufgetragen. — Entwickelt wird

1) Technische Mitarbeit: G. Liem.

10 cm mit Losung a und nach halbstiindiger Zwischen-
trocknung bei Raumtemperatur senkrecht zur ersten
Laufrichtung 10 cm mit Lésung b. Nach Lufttrocknung
der Rlatte wird mit Ninhydrin-Reagenz bespriiht und
15 bis 30 Min. auf 70° erwirmt.

Ergebnisse

0,2 ug I sind mit vorstehender Methode auf Diinn-
schicht-Chromatogrammen gut abtrennbar und nach-
weisbar. Es wird nur ein Fleck erhalten, dessen Ry~
Werte sich von denen des Aethanolamins stark unter-
scheiden. Auch die Farbe, die man aus I und Ninhydrin-
reagenz nach Erwirmen erhilt, unterscheidet sich von
der Farbe der meisten Amine und Aminosiuren durch
das Fehlen einer Rot-Komponente im Blau. Eine Ver-
wechslungsméglichkeit hinsichtlich Rp-Wert und Farbe
des I-Flecks besteht nur bei Vorkommen von Asparagin-
siure. Zur Priiffung der Leistungsfihigkeit der be-
schriebenen Methode wurden 5 Mischungen (,,A, B, C,
D, E*) trennbarer Aminosiuren, Amide und Amine in
Wasser hergestellt und je 4 mal chromatographiert. Die
unteren Grenzen der Nachweisbarkeit und die Rp-
Werte sind in nachstehender Tabelle zusammengestellt.
Hinter den Rp-Werten ist jeweils die mittlere Streuung
der Einzelwerte um den Mittelwert angegeben. .
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