180 NOTES

Diinnschichtchromatographische Abtrennung von y-Aminobuttersiure aus
Hirnextrakten

Im Stoffwechsel der freien Aminosiduren des Gehirns spielt die y-Aminobutter-
siure neben der Glutaminsiure und deren Halbamid, dem Glutamin, eine entschei-
dende Rolle. Da fiir Glutaminsdure und Glutamin einfache Bestimmungsmethoden
existieren (enzymatische Bestimmung der Glutaminsdure mit Glutamatdehydro-
genase! bzw. Hydrolyse des Amidstickstoffs des Glutamins?), andererseits die spezi-
fische enzymatische Bestimmung der y-Aminobuttersdure®—? wegen der schwierigen
Enzympriparation sehr aufwendig ist, wurde eine einfache chromatographische
Methode zur Abtrennung der y-Aminobutterséiure ausgearbeitet.

Die aus der Literatur bekannten papierchromatographischen zweidimensionalen
Verfahren zur Abtrennung aus Hirnextrakten®? sind ebenso wie die sdulenchromato-
graphischen Verfahren!%1! sehr zeitaufwendig, die eindimensionalen papierchromato-
graphischen Methoden2-14 lassen sich nicht ohne weiteres auf Diinnschichtplatten
ibertragen.

Die iiblichen bekannten eindimensionalen?®-1? und zweidimensionalen8-20
diinnschichtchromatographischen Verfahren enthalten keine Angaben iiber y-Amino-
buttersdure!®™1? und erwiesen sich fiir die Abtrennung aus Hirnextrakten wenig
geeignet. :

Aus den angefiihrten Griinden wurde einneues diinnschichtchromatographisches
Trennverfahren entwickelt, wobei der eindimensionalen Methode wegen besserer
Reproduzierbarkeit sowie Zeit- und Materialersparnis der Vorzug gegeben wurde.

Material und Methoden

() Extraktbereitung. Mit fliissiger Luft eingefrorenes Gehirn dthernarkotisierter
Albinoratten wurde mit 10 Teilen (Gew./Vol.) 8o %igem Athanol homogenisiert, der
Uberstand nach Zentrifugieren in der Kilte 2 St. bei —15° gehalten und die ausgefal-
lenen Lipide erneut abzentrifugiert. Dieser Extrakt wurde direkt zur Bestimmung
verwendet (beim Eindampfen im Wasserbad bis zur Trockne und anschliessendem
Aufnehmen mit Wasser oder Alkohol® treten Verluste von 12 bis 15 9 auf!).

(2) Bereitung dev Platten und Aufbringen der Proben. Glasplatten 20 X 20 cm und
10 X 20 cm wurden in {iblicher Weise mit Kieselgel D (VEB Chemiewerk Greiz-
Dolau*) in ca. 250 u dicker Schicht beschichtet und nach dem Trocknen in 1 cm
breite Bahnen mittels eines spitz ausgezogenen Glasstabes entlang der Laufrichtung
eingeteilt. Am Startpunkt, 1.5 cm vom unteren Ende, wurden auf jede Bahn 20 oder
30 ul des alkoholischen Extraktes in Portionen von ca 1 ul aufgebracht, ferner auf
zwei Bahnen jeder Platte o0.01 uMol. einesy-Aminobuttersiurestandards (xo ul). Die
Entwicklung erfolgte aufsteigend bei einer Gesamtlaufstrecke von ro cm und einer
Laufzeit von 1.5—-2.5 St.

(3) Quantitative Auswertung. Zur quantitativen Auswertung wurde das Ver-
fahren von BARROLLIER ef al.21;22 benutzt. Die Platten wurden nach Chromato-
graphie mit dem Cadmiumacetat-Ninhydrin-Reagenz bespriiht und 20 Min. bei 105°
getrocknet (bei 2o Min. liegt das Maximum der Farbentwicklung). Die angefirbten

* Kieselgel D (VEB Chemiewerk Greiz-Délau) enthilt 139, Gips und ist bei der Trennung
von Aminosiuren dem Kieselgel G (Merck) gleichwertig.
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Flecken wurden mit 30-50 wul einer 2 %igen Collodium-Lésung bedeckt, der nach dem
Abdunsten des Losungsmittels sich von der Platte abhebende Film mit einer Nadel
in ein Zentrifugenglas iiberfithrt und mit 1 ml Cadmiumacetat-haltigem Methanol
unter mehrmaligem Rithren extrahiert. Nach 30 Min. wurde das Kieselgel abzentri-
fugiert und der Uberstand bei 1 cm Schichtdicke im monochromatischen Licht bei
500 nm gemessen. Die Extinktionen steigen laufend an, vermutlich durch den
Ammoniakgehalt der Luft, jedoch betrigt die Extinktionszunahme im Zeitraum
von 1—2 St. nach Beginn der Extraktion weniger als 3 %.

Obwohl die Ablésung des Farbstoffs vom Kieselgel nicht quantltatlv ist, wird
das LAMBERT-BEERsche Gesetz bis zu o.1 uMol. y-Aminobuttersdure streng erfiillt.

Bei Verwendung von Ammoniak-haltigen Laufmitteln miissen die Platten vor
der Anfirbung 2 St. bei mindestens 105° ausgeheizt werden.

Ergebnisse

Folgende Lésungsmittelsysteme wurden zur eindimensionalen Abtrennung der
y-Aminobuttersiure aus Hirnextrakten untersucht. (Mischungverhiltnisse in Volu-
menanteilen, Nr. 1 und 2 in Gewichtsanteilen.)

1. Phenol-Wasser (3:1).
2. n-Butanol-Eisessig~Wasser (6:2:2).
3. Methanol-Chloroform—Wasser (2:2:1).
4. Methanol-Chloroform—-17 % Ammoniak (2:2:1).
5. Methanol-Chloroform-25 % Ammoniak (2:2:1).
6. 96 % Athanol-Wasser (7:3).
7. 96 % Athanol-25 % Ammoniak (7:3).
8. n-Propanol-Wasser (7:3).
9. n-Propanol-25 9% Ammoniak (7:3).
10. Isopropanol-Wasser (7:3).
11. Isopropanol-5 % Ammoniak (7:3).
12. Isopropanol-10 % Ammoniak (7:3).

13. Isopropanol-17 % Ammoniak (7:3).
14. Isopropanol-25 % Ammoniak (7:3).
15. Isopropanol-35 % Ammoniak (7:3).
16. Collidin, wassergesittigt.

Von den untersuchten Laufmitteln erwiesen sich Nr. 6, 8, 10, 11 und 12 geeignet.
In diesen Systemen wandert die y-Aminobuttersidure am langsamsten. System Nr. 15
kann ausserdem zur Abtrennung von Glutaminsiure, Glutamin, Asparaginsiure und
y-Aminobuttersiure aus Hirnextrakten verwendet werden. Die Rp-Werte der brauch-
baren Lésungsmittelsysteme sind fiir die wichtigsten freien Aminoséduren des Gehirns
in Tabelle I dargestellt. Das stets der Front am n#chsten laufende Taurin kann mit
allen Systemen gut abgetrennt werden. Von den Alkohol-Wasser-Gemischen ergibt
das System Nr. 10 die am schérfsten begrenzten Flecke.

Die eindimensionale Abtrennung der.:y-Aminobuttersiure an gepufferten
Kieselgel-Platten!® (0.1 M Phosphatpufifer, pH 7.0, 9.7, 10.2 und 12.0) gelang in den
Lﬁsungsmitteln Nr. 6, 8 und 10 nicht, ebenso .versagte in den gleichen Laufmittel-
systemen und in Nr. 1 die Abtrennung iiber die hupferkomplexbildung der «-Amino-
siuren?® durch Aufgeben von basischem Kupfercarbonat, einer Suspension wvon
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TABEILE 1

Rp-WERTE DER WICHTIGSTEN FREIEN AMINOSAUREN DES GEHIRNS IN DEN ZUR ABTRENNUNG DER
')I-AMINOBUTTERS}"LURE GEEIGNETEN LAUFMITTELN

Awinosdure Rp-Wert" in Laufmittel Nv.
6 : & ro Ir I2 rs

Glycin 0.43 0.33 0.50 0.32 0.31 0.29
Alanin 0.46 0.40 0.52 0.38 0.41 0.39
Asparaginsiure 0.49 0.40 0.52 0.32 0.28 o.II
Glutaminséiure 0.48 0.40 0.48 0.40 0.34 0.15
Glutamin 0.43 0.37 0.48 0.48 0.46 0.37
y-Aminobuttersdure 0.34 0.27 0.35 0.22 0.18 0.23
Taurin 0.59 0.53 0.62 0.52 0.51 0.48

* Mittelwerte aus mindestens 4 Einzelbestimmungen,

basischem Kupfercarbonat oder Auftropfen einer Kupfersulfatlésung am Startpunkt
vor Aufgabe der zu trennenden Substanzen. Bei 17 Paralleluntersuchungen eines
Extraktes wurde eine Streuung von —12.6 % ermittelt (Laufmittel Nr. 10).

Der Gehalt an y-Aminobuttersdure im Hirn dthernarkotisierter Albinoratten
betridgt 2.58 4= 0.29 uMol./g Hirn-Frischgewicht (N = 13).
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