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Dünnschichtchromatographischer Nachweis 
von Aminosäuren im Urin als Beitrag zur 

klinischen Diagnostik
V on

K. M e n z e l , H. K oslow ski, Ch . F ie h k in g , U. W ed ek in d  und G. J ung

K inderk lin ik  d e r M ed izin ischen  A k ad em ie  E r fu r t  

(E ingegangen  a m  17. J u l i  1971)

D er B edeu tung  e iner F rü h e rk e n n u n g  von  S to ffw echse ls tö rungen  
e n tsp rech en d  w ird  eine R e ih e  vo n  ch ro m ato g rap h isch en  M eth o d en  besch rie ­
ben , d ie  vo n  einem  ein fachen  S u c h te s t a u f  H y p e ram in o ac id u rien  b is zu r 
q u a li ta t iv e n  Iden tifiz ie ru n g  d e r  A m in o säu ren  m itte ls  u n te rsch ie d lich e r 
zw eid im ensionaler V erfah ren  re ichen .

Angeborene und erworbene Stö­
rungen des Aminosäurestoffwechsels 
gewinnen seit einigen Jahren zu­
nehmend an Interesse. Unsere K ennt­
nisse sind innerhalb kurzer Zeit 
sprunghaft gestiegen: Ca. 40 von 
mehr als 60 bekannten Defekten im 
Stoffwechsel der Aminosäuren wur­
den im Laufe des letzten Jahrzehntes 
beschrieben [26]. Im  gleichen Zeit­
raum fanden sich Hyperaminoacid­
urien als Begleitsymptome bei zah l­
reichen akuten  und chronischen 
K rankheiten [20, 33]. Von der recht­
zeitigen Erkennung der Erkrankung 
und dem Behandlungsbeginn im p rä­
morbiden Stadium  hängen in hohem 
Maße Gesundheit, normale statische 
und geistige Entwicklung sowie in 
Einzelfällen sogar das Leben der P a ­
tienten ab.

Durch säulenchromatographische 
Trennungen ist es gelungen [16], 
115 ninhydrinpositive Substanzen im 
Urin gesunder Probanden nachzu­
weisen. Durch die Entdeckung neuer

Stoffwechselanom alien w ird  ih re Zahl 
w eiter ansteigen. Von diesen Sub­
s tan zen  h a t jedoch nu r ein  gewisser 
P ro zen tsa tz  fü r die K lin ik  B edeutung  
[7, 8].

U m  routinemäßige Bestimmungen 
der Aminosäuren im U rin bei größeren 
Personenkreisen realisieren zu kön­
nen, haben sich zunächst einfache und 
relativ  preiswerte Verfahren bewährt 
[26, 31, 32, 37]. Bei den angewandten 
chemischen [20, 22], mikrobiologi­
schen [15] und chromatographischen 
Methoden [7, 11, 13, 19, 23, 25, 38] 
kom m t es prim är weniger darauf an, 
eine vollständige Trennung und si­
chere Identifizierung aller Kom ponen­
ten  zu gewährleisten als vielmehr 
Unregelmäßigkeiten jeder A rt aufzu­
decken [26]. Im  Gegensatz zu be­
kannten  mikrobiologischen und che­
mischen Verfahren, die nur einzelne 
Aminosäuren erfassen, zeigt die chro­
matographische Auftrennung des 
U rins Veränderungen des gesamten 
Aminosäurespektrums an.
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Alle bei der eindimensionalen Chro­
m atographie auffälligen Befunde sind 
m ittels zweidimensionaler chrom ato­
graphischer Verfahren weiter abzu- 
klären [26]. Neben der Papierchro­
m atographie und der Hochspannungs­
elektrophorese [1, 2, 9, 12, 30, 34] 
stehen dazu insbesondere dünn­
schichtchromatographische A rbeits­
weisen zu r Verfügung: die zwei­
dim ensionale Dünnschichtchrom ato­
graphie [4, 5, 10, 28, 29, 36] und die 
K om bination  von Hochspannungs­
elektrophorese mit aufsteigender Chro­
m atographie [18, 24, 29, 39].

Bei der Auswahl der geeigneten 
M ethoden fü r das klinische Labora­
torium  ist der Dünnschichtchrom a­
tographie der Vorzug zu geben. Die 
besten Trennergebnisse werden dabei 
auf Zellulose-Platten erzielt [3, 35].

W ir können über ein System von 
chrom atographischen Verfahren be­
richten, das von der screeningmäßigen 
Erfassung bis zur sicheren Iden ti­
fizierung der Aminosäuren reicht und 
nur an  geringe technische Voraus­
setzungen gebunden ist. Dazu ver­
wenden wir selbstgefertigte Zellulose- 
P la tten  m it einem Format von 20 X 20 
cm. Die wäßrige Suspension des Zel­
lulose-Pulvers FDN des VEB Nieder­
schlages wird mittels eines Streichge­
rätes a u f  die sorgfältig gereinigten 
G lasp latten  aufgetragen, und es en t­
stehen nach 24-stündiger L ufttrock ­
nung g u t haftende Schichten. Das 
U ntersuchungsm aterial tragen wir mit 
Hilfe einer selbst entwickelten A ppa­
ra tu r  [24, 25] punktförmig in  einem 
D urchm esser von maximal 2 mm am 
gew ünschten Startpunkt auf.

1 . E i n d i m e n s i o n a l e  

C h r o m a t o g r a p h i e

(Ausführliche Angaben siehe [25])

Zur screeningmäßigen U ntersu­
chung der Patienten unserer K lin ik  
auf Hyperaminoacidurien verwenden 
wir ein eindimensionales chrom ato­
graphisches Verfahren. 2 /ul und 10 /d 
einer möglichst frischen U rinprobe 
werden 2 cm vom U nterrand der 
P la tte  entfernt aufgetragen. Der A b­
stand der S tartpunkte voneinander 
beträg t 1 cm; somit können au f einer 
Zellulose-Platte vom Form at 20 X 20 
cm, 9 x 2  Proben gleichzeitig analy ­
siert werden. Die Chromatographie 
erfolgt aufsteigend 3 x 1 4  cm hoch 
mit dem Lösungsmittel

n-Butanol: Azeton; Eisessig: Wasser 
35 : 35 : 10 : 20 (V/V)

bei Kam mersättigung.

Mit der beschriebenen Arbeitsweise 
ist es möglich, im Nativurin bis zu 
17 Banden von Aminosäuren bzw. 
Aminosäuregruppen abzugrenzen 
(Abb. 1). Vergleichsuntersuchungen 
m it zweidimensionalen Verfahren wei­
sen übereinstimmende Ergebnisse a u f  
und bestätigen damit die Aussage­
k raft dieser Methode.

Bei einer aufgetragenen Urinmenge 
von 10 pl trennen sich vorzugsweise 
die schnell wandernden Aminosäuren. 
Im  Bereich zwischen den basischen 
Aminosäuren und Alanin kom m t es 
dagegen nicht selten infolge Ü ber­
lagerung der Banden zu einer m ehr 
oder weniger homogenen Anfärbung. 
Bei der Chromatographie von 2 pl
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U rin lassen sich auch hier einzelne 
Aminosäuren bzw. Aminosäuregrup­
pen eindeutig identifizieren. Sehr gut 
ist dies au f Abb. 2 zu erkennen.

um  den in der beschriebenen Weise 
aufgearbeiteten Urin eines P atien ten  
m it Cystinurie. Bereits durch die ein­
dimensionale Trennung konnte mit

Aufsteigende Chromatograph, 3x14 cm hoch 
Lösungsmittelgemisch: n-Butanol :Azeton :Eisessig :Wasser

35 : 35 10 20

t Leucin , Isoleucin
• Phenylalanin

t • TryptophanT • Methionin
1 • Valin
1
1
1

•

:
Tyrosin
alpha- Aminobuttersäure 
Alanin

1 • Glutaminsäure , Threonin
1
1 • Citrullin
1 • Glycin, Asparaginsäure

t Serin
1
1

• Histidin

1 • Lysin
1 • Ornithin , Argimn
1
1

• Asparagin

1
1
1

• Cystin , Cystein

1
— X Start --------------------------------------------------------

A b b . 1. F leck en k a rte  d e r e ind im ensionalen  au fste igenden  C h ro m ato g rap h ie  
m it  dem  L ö su n g sm itte l n -B u tan o l:A ze to n :E isessig :W asse r (.35 : 35 : 10 : 20)

Am Unken S tartpunkt sind jeweils 
10 /il und am rechten 2 /il der gleichen 
U rinprobe chrom atographiert worden. 
W ährend es bei der größeren Sub­
stanzm enge im Bereich der Proben II, 
I I I ,  V und V I im unteren und m itt­
leren Bereich zu keiner befriedigenden 
Trennung kommt, lassen sich ein­
deutige Banden bei der Verarbeitung 
von 2 /il U rin erkennen.

Ein pathologisches Chromatogramm 
zeigt Abb. 3. Es handelt sich dabei

großer Wahrscheinlichkeit die D ia­
gnosegestellt werden. Sie wurde später 
durch die Analyse eines entfernten 
Nierensteines endgültig gesichert.

2 . Z w e i d i m e n s i o n a l e  

C h r o m a t o g r a p h i e

Zur genauen Identifizierung der 
ausgeschiedenen Aminosäuren sind 
zweidimensionale Methoden erforder­
lich. Wir benutzten dazu die K om bi­
nation von Hochspannungselektro-
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A b b . 2. E in d im en sio n a le  C h ro m ato g rap h ie  v o n  8 versch iedenen  U rin p ro b en .
E rlä u te ru n g  siehe  T e x t

A b b . 3. E in d im en sio n a le  C h ro m ato g rap h ie  des U rin s  e ines P a tie n te n  m it  C y stin u rie

A c t a  P a e d ia tr i c a  A c a d e m i a e  S c i e n t i a r u m  H u n g a r i c a e  1 2 ,  1 9 7 1
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phorese mit aufsteigender Chroma­
tographie sowie die zweidimensionale 
Lösu ngsm ittelchrom atographie.

2.1. Hochspannungselektrophoretisch­
chromatographische Trennung 
der Aminosäuren

(Methodische Einzelheiten siehe [24])

Die Kom bination von Hochspan- 
nungselektrophorese m it aufsteigen­
der Chromatographie ist zwar an 
gewisse technische Voraussetzungen 
gebunden, bietet aber neben sehr guten 
Trennergebnissen u. a. den Vorteil, 
daß eine Entsalzung des aufzuarbei­
tenden Materials nicht erforderlich ist. 
Im  elektrischen Feld werden die 
E lektrolyte aufgrund ihrer Wande-

U nter diesen Bedingungen sind die 
Ergebnisse ohne erforderliche K ü h ­
lung sehr gut reproduzierbar.

Im  Anschluß an die H ochspan­
nungselektrophorese erfolgt die auf­
steigende Chromatographie m it dem 
bereits genannten Laufm ittel n-Bu- 
tanol : Azeton : Eisessig : W asser (35: 
35 : 10 : 20) durch zwei Läufe (jeweils 
18 cm hoch).

Durch die Kombination von H och­
spannungselektrophorese m it der Lö­
sungsmittelchromatographie konnten 
wir bisher 28 getestete ninhydrin- 
positive Substanzen voneinander ab­
trennen (Fleckenkarte siehe Abb. 4). 
Besonders erwähnenswert ist die ein­
deutige Trennung von Cystin und den

rungsgeschwindigkeit von den höher­
molekularen Verbindungen abge­
trennt. Aminosäureverluste infolge

L e u c ln /Iso l. —  

Phenylalanin —

der üblichen Entsalzungsmethoden 
werden somit vermieden.

Тугоеln

Nach A ufträgen der Urinprobe (in A lanin —

der Regel 10 p\ bis 30 p\) erfolgt die G lycin — &
Hochspannungselektrophorese mit 
einem sauren Puffer (pH 1,6), be­
stehend aus 85%iger Ameisensäure, 
Eisessig und W asser (15 : 15 : 125).

S e rin  —  

H is t id in  —

Die Entwicklungsdauer beträgt bei 
einer Spannung von 50 V/cm ( =  1000 
V) und einer Strom stärke von 18 
20 mA 20 Minuten. In  dieser Zeit 
sind die basischen Aminosäuren vom 
S tartpunkt auf der Anoden-Seite

byeln ~  

A rginin,O raiti^

C y stin

0 ’

«1
der P la tte  zum kathoden-nahen 
Rand gewandert. Spannung und

... Q——~ 0
M ГО

f. *
Strom stärke sind so gewählt, daß es 
bei guter Trennung der Aminosäuren 
zu einer maximalen Erwärm ung der 
Zellulose-Platte auf 30 40°C kommt.

A b b . 4. F le c k e n k a rte  d e r h o ch sp a n n u n g s­
e lek tro p h o re tisch -ch ro m a to g ra p h isch en  
A m in o säu re tren n u n g . 1. D im ension  : 

H o ch sp an n u n g se lek tro p h o rese , 2. D im e n ­
sion  : au fs te ig en d e  C h ro m ato g rap h ie
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c-Aminobuttersäure

b -Amino -iso- buttersäure

•  Leucin , Isoleucin

•  Phenylalanin
^Tryptophan 

* Methionin
•  Valin

•  Tyrosin

•  Äthanolamin

•  Histidin

Ornflhin •  Arginin 
•  Lysin

•  a-Aminobuttersäure 
•  Prolin 

•  Alanin

Serin,
Glycin

M Glutaminsäure .Threonin 
•  Methionin-O2

Citr,ullin •  Oxyprolin 
•  _ •  »Asparaginsäure 

Glutamin
•  Taurin

•  Asparagin

•  Cystin, Cystein

Cysteinsäure

Kathode --------------- Anode
Hochspannungsetektrophorese 1000 V /18 mA / 20 Minuten

A b b . 5. H o ch sp arm u n g se lek tro p h o re tisch -ch ro m ato g rap h isch e  T ren n u n g  
20 /(1 U rin  e in e r 12 jäh rigen  P a t ie n t in  m i t  D erm ato m y o sitis

•  Leucin /Isoleucin

•  Phenylalanin
•  Valin

•  Methionin
•  Tryptophan 

•  Tyrosin
* a-Aminobuttersäure

•  Prolin

Methioninsulfon
•  Alanin
•  (Sarkosin

•  Glutaminsäure
•  Threonin _ (Glycin 

•  5 e rin

Homocysteinsäure 

•  Taurin

... •  Asparaqinsäure
Citrullm » *  •  Arginin

j t  О min =»Glutamin 
•  Histidin 

•  Lysin
•  Ornithin

Homocystin •
Cystefn: Cystin/Суstein

1. Richtung; Methanol: Wasser, Pyridin
20 5 : 1 ( ix )

A b b  6. F le c k e n k a r te  d e r  zw eid im ensionalen  C hrom atog raph ie

v o n

A c t a  P a e d i a tr i c a  A c a d e m ia e  S c i e n t i a r u m  U u n g a r i c a e  1 2 , 1 9 7 1
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basischen Aminosäuren bzw. von Gly­
cin, Serin (Abb. 5) und Asparagin- 
säure.

2.2 Zweidimensionale Dünnschichl- 
chromatographie

D a in der Regel eine Methode nicht 
ausreicht, um die im Urin ausge­
schiedenen ninhydrinpositiven Sub­
stanzen sicher einzuordnen, erweist 
sich ein weiteres Verfahren von gros­
sem Nutzen. Bei uns hat sich hierfür 
die zweidimensionale aufsteigende 
Chromatographie m it folgenden Lö­
sungsmittelgemischen bewährt :

1. Dimension:
Methanol : W asser : Pyridin 

(20 -• 5: 1 (V/V)), 1 x 1 8  cm hoch

2. Dimension:
n-Butanol : Azeton : Eisessig : W as­

ser (35 : 35 : 10 : 20) 2 x  16 cm hoch.
Um einwandfreie Trennergebnisse 

zu erhalten, läß t sich eine vorherige 
Entsalzung des Urins nicht in allen 
Fällen vermeiden. W ir benutzen dazu 
5 cm lange und 9 mm starke, mit 
W ofatit KPS (Korngröße 0,1 mm) 
gefüllte Säulen. Zur Entsalzung wer­
den 5 ml Urin m it einem pH-W ert 
zwischen 5 und 6 benötigt. Nach 
Entfernung der E lektrolyte mit 20 ml 
destilliertem  W asser werden die Ami­
nosäuren mit 20 ml 12,5%iger Am­
moniaklösung eluiert. Die Säule steht 
nach Regenerierung erneut zur Ver­
fügung. Die Fleckenkarte ist in Abb. 6 
dargestellt. Es is ersichtlich, daß sich 
die meisten der im Urin ausgeschie­
denen Aminosäuren gut trennen las­
sen (siehe Abb. 7, Hyperaminoacid-

A b b . 7. Z w eidim ensionale C h ro m a to g ra ­
p h ie  v o n  20 /А e n tsa lz tem  U rin  eines 
S äug lings m it P h en y lk e to n u rie . 1. D im en ­
sion  : M ethano l : P y rid in  : W asse r (20:5:1); 
2. D im ension  : n -B u tan o l : A ze to n  : E ises­

sig : W asser (35:35:10:20)

urie bei Phenylketonurie). W ährend 
Glycin und Serin bzw. basische Ami­
nosäuren und Cystin hochspannungs­
elektrophoretisch besser zu identi­
fizieren sind, lassen sich m it der 
beschriebenen zweidimensionalen 
Chromatographie u. a. G lutam insäure 
und Threonin trennen.

D i s k u s s i o n

Dem heutigen Stand unserer K ennt­
nisse entsprechend muß die Diagnose 
von Störungen im Aminosäurestoff­
wechsel bereits im präm orbiden S ta­
dium erfolgen, d. h. zu einem Zeit­
punkt, an dem klinische Symptome 
der Erkrankungen noch nicht m ani­
fest sind. Dies ist nur durch eine 
screeningmäßige Erfassung größerer
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Personenkreise, insbesondere sämtli­
cher Neugeborener möglich.

Auch bei erworbenen akuten  und 
chronischen K rankheiten sind H yper­
ami noacidurien keine Seltenheit, und 
der Nachweis pathologischer Amino­
säureausscheidungen kann  wesentlich 
zur Diagnostik der verschiedenen 
K rankheitsbilder beitragen. Um grös­
sere Personenkreise au f  Hyperamino- 
acidurien untersuchen zu können, ist 
ein gestaffeltes System  von U nter­
suchungsmethoden erforderlich: Ein 
zeit- und m aterialsparender Suchtest 
wählt die auffälligen Proben aus, und 
diese werden m ittels anderer Verfah­
ren weiter analysiert.

Die besten Voraussetzungen für 
eine orientierende U ntersuchung bie­
te t  unseres Erachtens die eindimen­
sionale Dünnschichtchrom atographie : 
Sie ist technisch sehr einfach durch­
zuführen, einwandfrei reproduzierbar, 
erfordert keinen Aufwand bei der 
Vorbereitung des M aterials, und die 
Auswertung der Chromatogramme be­
reite t nach kurzer Einarbeitungszeit 
keinerlei Schwierigkeiten. Durch die 
Analyse von N ativurin  werden mit 
der Entsalzung ein tretende Amino­
säureverluste vermieden. Im  Gegen­
satz zu den bekannten chemischen[20, 
22] und mikrobiologischen Verfahren 
[15] erfaßt sie das ganze Spektrum  der 
Aminosäuren, und Abweichungen von 
der Norm sind leicht zu erkennen.

Die von uns zur weiteren Analyse 
beschriebenen zweidimensionalen Me­
thoden ergänzen sich vorzüglich: 
Trennungen von Aminosäuren, die 
m it dem einen V erfahren nur unge­
nügend zu erreichen sind, lassen sich

m ittels des anderen gut realisieren 
Dies is t u. a. an den Beispielen von 
Glycin/Serin, Glutaminsäure/Threonin 
und Cystin/basische Aminosäuren zu 
erkennen.

Als Nachteile haften der H och­
spannungselektrophorese die erforder­
lichen apparativen Voraussetzungen 
und der zweidimensionalen Chroma­
tographie die eventuell notwendige 
Entsalzung des Materials an. Da 
letztere bei der Analyse von Neuge­
borene nurin nicht unbedingt nötig ist, 
em pfiehlt sich diese Methode vorzugs­
weise zur näheren Abklärung auffälli­
ger eindimensionaler Chromatogram­
me in diesem Lebensalter.

Die Bedeutung einer routinem äßi­
gen U ntersuchung auf Hyperamino- 
acidurien unterstreichen die E rgeb­
nisse, die wir innerhalb relativ kurzer 
Zeit bei Untersuchungen von ca. 700 
N euaufnahm en unserer K linik erziel­
ten. In  etw a 30 Fällen fanden sich 
bei der eindimensionalen Chroma­
tographie abnorme Befunde. Durch 
weitere Aufarbeitung des entspre­
chenden Materials konnten wir in 
10 Fällen allgemeine H yperam ino- 
acidurien bei verschiedenen G rund­
krankheiten, in 4 Fällen eine betonte 
Ausscheidung einzelner Aminosäuren 
im Sinne eines angeborenen Defektes 
feststellen. Bei 5 Kindern wurden 
pathologische Befunde durch die E x ­
kretion ninhydrinpositiver Substan­
zen un ter medikamentöser Behand­
lung vorgetäuscht. In  den übrigen 
Fällen waren mittels zweidimensiona­
ler chromatographischer Analyse kei­
ne pathologischen Veränderungen 
festzustellen.
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