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Phenolsiiuren sind aromatische Carbonsduren, die am Benzolring statt eines oder
mehrerer Wasserstoffatome Hydroxylgruppen tragen. Untersuchungen in den letzten
Jahren iiber die angeborenen Stoffwechselanomalien, insbesondere iiber die Phenyl-
ketonurie und Alkaptonurie, tiber die Umwandlung und Entgiftung aromatischer
Aminosiduren® und tiber die Ursache psychischer und neurologischer Verdnderungen
Leberkrankers-16 haben es wahrscheinlich gemacht, dass die Phenolsiuren eine
wesentliche pathophysiologische Bedeutung besitzen koénnen. Eingehende Unter-
suchungen iiber die physiologische Schwankungsbreite des menschlichen Phenol-
sduremusters und iiber dessen Verinderungen bei verschiedenen Krankheitsbildern
stossen jedoch immer wieder auf die Schwierigkeit, mehrere Phenolsduren in einem
Arbeitsgang qualitativ und quantitativ zu erfassen. Mit Hilfe der Hochspannungs-
elektrophorese war es uns moglich, 15 bis 20 Phenolsduren auf dem Pherogramm
exakt zu trennen. Uber das Ergebnis dieser Untersuchungen soll im folgenden
berichtet werden.

METHODIK
Apparatur

Die Untersuchungen wurden mit Hochspannungselektrophorese-Apparaturen mit
fliissigen und mit festen Wirmeaustauschern durchgefiihrt. Als Elektrophoresegerit
mit fliissigem Wirmeaustausch wurde die von MicuL?! 22 beschriebene, von KI1CKHO-
FEN UND WESTPHALY2® zur Trennung von Peptiden und Aminosduren und von
HeiLMEYER und Mitarbeiter’® zur Trennung des enteiweissten Serums modifizierte
Apparatur verwandt. Als inertes Medium benutzten wir, wie frither angegeben??, statt
des Hexans Heptan. Zur Hochspannungselektrophorese mit festem Wéirmeaus-
tauscher wurde der Pherograph Or1gma1 Frankfurt nach WIELAND UND PFrLEI-
DERER3L 32 verwandt™*.

Elektrolyt
Pyridin—-Eisessig—Wasser im Verhéltnis 1: 10: 89. Das pH dieses Gemisches betridgt 3.6.

Papier
Schleicher und Schiill 2043 b Mgl. Papiergrosse: 45 X 2.5 cm fiir die Elektrophorese

* Direktor: Prof. Dr. F. GROSSE-BROCKHOFF.
** Hersteller: Fa. L. Hormuth (Inh.: W. E. Vetter), Heidelberg-Wiesloch, Deutschland.
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mit fliissigem Wirmeaustausch und 40 X 32 cm fiir die Elektrophorese mit festem
Waiarmeaustausch.

Testlb'sungenv

Der grosste Teil der Testsubstanzen konnte kduflich erworben werden. Die m-Hy-
droxyhippursédure, die o-Hydroxyhippursdure und das Vanilloylglycin wurden nach
“Vorschrift?®® nach Einnahme der entsprechenden Benzoesiduren bzw. von Vanillin-
siiure und Glycin aus dem Urin extrahiert. Die Testsubstanzen wurden in 60-98 %-
igem Athylalkohol p.a. aufgelést. Bei einer Auftragsmenge von 0.0z ml auf den
Papierstreifen erwies sich eine Konzentration von o0.5-2.0 mg Testsubstanz/ml
Athylalkohol am geeignetsten.

Fdirbereagentien

(a) p-Nitroanilin-Reagenz nach Vorschrift von voN StupTNiT2?4: 1 Teil 0.1 %ige
p-Nitroanilinlésung, 1 Teil 0.2 %ige Natriumnitritléosung, 2 Teile 10 %ige Kalium-
karbonatldsung.

(b) Aroylglycin-Reagenz nach Angaben von SMiTH?: 1 Teil 5 %ige p-Dimethyl-
aminobenzaldehydlésung in Essigsdureanhydrid, 4 Teile Aceton p.a.

(c) Eisenchlorid-Reagenz mach Vorschrift von SwmiTu?3: 2 %ige Eisen(III)-
Chlorid-Lésung.

Durchfiihrung der Elektrophorese

0.02 ml der Athylalkohol-Testsubstanzlésung wurden mit einer Pipette in Form eines
feinen Striches senkrecht zur Laufrichtung auf das mit der angegebenen Elektrolyt-
l6sung gut angefeuchtete Papier aufgetragen. Bei Anwendung der Elektrophorese-
Apparatur mit fliissigem Wirmeaustausch liegt der Auftragsort 8 cm von der
Kathode entfernt. Trennzeit und Voltstidrke: 30 min bei 400V, anschliessend 60 min
bei 2200 V, anschliessend go min bei 2700 V (= 30-60 V/cm). Der mittlere Strom-
durchgang betrigt hierbei 10-45 mA. Bei Verwendung der Apparatur nach WIELAND
UND PrFLEIDERER liegt der Auftragsort 13 cm von der Kathode entfernt. Die Trenn-
zeit betrdgt 420 min bei einer Spannung von 2100V (= 50 V/cm). Der mittlere Strom-
durchgang schwankt hierbei zwischen 40 und 8o mA.

Nach Beendigung der elektrophoretischen Trennung wurde das Papier im
Trockenschrank 30 min bei 60° getrocknet.

ERGEBNISSE

Auf den in Fig. 1a dargestellten Elektrophoresestreifen waren 16 Testsubstanzen
aufgetragen und die elektrophoretische Trennung mit der Apparatur nach MicHL
in der beschriebenen Art durchgefiihrt worden. Anschliessend wurde der Streifen
mit p-Nitroanilin-Reagenz bespriiht. Wie die Abbildung zeigt, stellen sich 14 der
aufgetragenen 16 Substanzen als scharf begrenzte Banden gut dar: In Richtung
Kathode — vom Auftragsort aus gesehen — in blau-grauer Farbe das pL-Dihydroxy-
phenylalanm (Nr. 1), in Richtung Anode — ebenfalls vom Auftragsort aus gesehen —
in dunkelroter Farbe die 5- Hydroxymdole551gsaure-5 (Nr. 2), in roter Farbe die p-
Hydroxybenzoesdure (Nr. 3), in grau-brauner Farbe die 3,4-Dihydroxyphenyl-
essigsiure (Nr. 4), in lila-blauer Farbe die p-Hydroxyphenylessigsiure (Nr. 5), in
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gelber Farbe die «-Resorcylsdure (Nr. 6), in violett-brauner Farbe die o-Hydroxy-
phenylessigsiure (Nr. 7), in roter Farbe die m-Hydroxybenzoesdure (Nr. 8), in lila
Farbe das Vanilloylglycin (Nr. 9), in hellroter Farbe die m-Hydroxyhippurséure
(Nr. 10), in orangener Farbe die o-Hydroxyhippursdure (Nr. 1I), in grau-blauer
Farbe die 3,4-Dihydroxymandelsdure (Nr. 12), in blau-violetter Farbe die Vanillin-
mandelsdure (Nt. 13) und in lila-blauer Farbe die Xanthurensdure (Nr. 14).

e e e
| (a) (b) (c)
Fig. 1. Phenolsiuren-Hochspannungspherogramm (—: Auftragsort). (a) Spray mit p-Nitroanilin-
Reagenz. Trennung bei 30-60 V/cm. Trennzeit: 180 min. (b) Spray mit Aroylglycin-Reagenz.
Trennung bei 30-60 V/cm. Trennzeit: 180 min. (c) Spray mit Eisenchlorid-Reagenz. Trennung bei
30-60 V/em, Trennzeit: go min. Weitere Erklirungen siche Text.

Zwei der aufgetragenen 16 Testsubstanzen stellen sich auf dem Elektrophorese-
streifen der Fig. ra nicht dar: die p-Hydroxyhippursiure und die Phenylbrenz-
traubensiure. Bei Anfirbung des Elektrophoresestreifens mit Aroylglycin kommt die
p-Hydroxyhippursdure (Nr. 15) — wie in Fig. xb dargestellt — zwischen dem Vanil-
loylglycin (Nr. 9) und der m-Hydroxyhippursdure (Nr. 10) in dunkelgelber Farbe gut
zur Darstelling. Als weitere Fraktion ist bei Anfdrbung mit Aroylglycin die o-
Hydroxyhippursédure sichtbar (Nr. 11).
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Die Phenylbrenztraubensiure hingegen ‘““wandert’’ bei der angegebenen Trenn-
dauer und Voltstdrke aus dem Streifen heraus in den Puffer hinein. Zur Darstellung
dieser Fralktion ist daher eine kiirzere Laufzeit und niedrigere Spannung (30 min bei
1400 V, anschiliessend 60 min bei 2200 V) — bei gleichem Auftragsort — notwendig.
Unter diesen Bedingungen ist auch die Phenylbrenztraubensdure (Nr. 16) nach
Anfiarbung mit Eisenchlorid, am weitesten anodisch liegend, als grau-blaue Bande
gut sichtbar (siehe Fig. 1 c). Wie die Fig. 1 c weiter zeigt, stellen sich auf dem gleichen
Streifen nach Anfiarbung mit Eisen(III)-Chlorid auch die 5-Hydroxyindolessigsiure,
die 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure und die 3,4-Dihydroxymandelsiure gut dar.

Vier Phenolsduren, die Homovanillinsdure, die Ferulasdure, die Vanillinsidure2¢t
und die 2-(4-Hydroxyazobenzoe)benzoesdure sind in dem als inertes Medium ver-
wandten organischen Loésungsmittel Heptan teilweise 16slich. Um Substanzverluste
bei der Auftrennung zu vermeiden, wurden diese Sduren mit einem Pherographen mit
festem Wairmeaustausch getrennt. Fig. 2 zeigt einen aus dem Papierbogen aus-
geschnittenen Elektrophoresestreifen nach Auftrennung der genannten vier Test-

1
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Fig. 2. Phenolsiuren-Hochspannungspherogramm (—> Auftragsort) Spray mit p-Nitroanilin-
Reagenz. Trennung bei 50 V/cm. Trennzeit: 420 min. Weitere Erklarungen siehe Text.
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substanzen: auf der kathodischen Seite stellt sich nach Spray mit p-Nitroanilin-
Reagenz die Vanillinsdure (Nr. 17) in blau-violetter Farbe und die Ferulasidure
(Nr. 18) in blau-griiner Farbe, auf der anodischen Seite die Homovanillinsidure
(Nr. 19) in dunkelgrau-blauer und die 2-(4-Hydroxyazobenzoe)benzoesiure (Nr. 20)
in gelb-brauner Farbe gut dar.

Obwohl die Phenolsduren, wie eingangs darauf hingewiesen, eine wesentliche patho-
physiolagische Bedeutung besitzen koénnen, wurden eingehendere Untersuchungen
iiber ihre Ausscheidung unter physiologischen und pathologischen Bedingingen
bisher nur von wenigen Autoren durchgefiihrt.

CLoTTEN UND CLOTTEN® trennten mit Hilfe der Hochspannungselektrophorese
mit fliissigem Wirmeaustausch Phenolsduren im Urin auf. Ihre bisher mitgeteilten
Ergebnisse beschrinkten sich jedoch auf einzelne wenige Phenolsduren und sind
noch unvollstidndig. Bei den tiblichen, vornehmlich papierchromatographischen und

Fig. 3. Phenolsduren-Hochspannungspherogramm des Urins. Spray mit p-Nitroanilin-Reagenz.

Trnnnupg bei 30-60 \7Ir~m Trennzeit: 110 min.
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elektrophoretischen Bestimmungsmethoden!—7,9-15,19,20;23,28-30 {jberlagern sich die
einzelnen Phenolsdurefralktionen auf dem Papier hdufig, sodass eine exakte Bestim-
mung nicht durchgefithrt werden kann. Mit Hilfe der Hochspannungselektrophorese
ist es moglich, einen grossen Teil der Phenolsiuren relativ rasch in schmale, scharf von
einander abgegrenzte einzelne Fraktionen zu trennen. Das Hochspannungsphero-
gramm der Phenolsiuren gestattet so nicht nur einen raschen, gut orientierenden
Uberblick iiber das Phenolsiuremuster des Untersuchten, sondern es erméglicht
auch eine quantitative Bestimmung der meisten Phenolsiduren, da sich diese auf dem
Pherogramm nur selten iiberlagern und so exakt einzeln eluiert werden konnen.
Insbesondere bei Fragestellungen und Untersuchungen, die die Erfassung aller aus-
geschiedenen Phenolsduren erfordern, diirfte die hochspannungselektrophoretische
Trennmethode besonders geeignet sein, bzw. als ideale Erginzungsmethode fiir
andere Untersuchungsmethoden dienen. In Fig. 3 sei als Beispiel fiir die klinische

Anwendung der beschriebenen Methode das Phenolsduren-Urinpherogramm eines
Patienten demonstriert. Die Abbildung zeigt, dass sich die Phenolsiuren des Urins
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mit Hilfe der Hochspannungselektrophorese gut darstellen und trennen lassen.
Uber die Einzelheiten der Identifizierung dieses Urinpherogrammes wird an anderer
Stelle berichtet werden.
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ZUSAMMENTFASSUNG

Es wird tiber eine Methode berichtet, die es gestattet, mit Hilfe von hohen Span-
nungsgefdllen 15 bis 20 Phenolsduren in einzelne Fraktionen zu trennen. Die Még-
lichkeiten der Methodik werden diskutiert.

SUMMARY

A high-voltage electrophoretic method is described by which it is possible to separate
mixtures of 15—20 phenolic acids into distinct fractions. The applications of the
method are discussed.
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