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Diinnschichtchromatographische Abtrennung von y-AminobuttersZiure aus 
Hirnextrakten 

Im Stoffwechsel der freien Aminos2uren des Gehirns spielt die y-Aminobutter- 
&ure nebcn der Glutaminstiure und deren Halbamid, dem Glutamin, eine entschei- 
dende Rolle. Da fur GlutaminsZure und Glutamin einfache Bestimmungsmethdden 
existieren (enzymatische Destimmung der Glutaminsaure mit Glutamatdehydro- 
genasel bzw. Hydrolyse des Amidstickstoffs des Glutamins2), andererseits die spezi- 
fische enzymatische Bestimmung der y-Aminobuttersgure3-7 wegen der schwierigen 
Enzympr%paration sehr aufwendig ist, wurde eine einfache chromatographischc 
Methode zur Abtrennung der y-Aminobutters%ure ausgearbeitet. 

Die aus der Literatur bekannten papierchromatographischen zweidimensionalen 
Verfahren zur Abtrennung aus Hirnextrakten*~e sind ebenso wie die sZ,ulenchromato- 
graphischen Verfahrenl”+ sehr zeitaufwendig, die eindimensionalen papierchromato- 
graphischen Methoden12-l4 lassen sich nicht ohne weiteres auf Dtinnschichtplatten 
tibertragen. 

Die iiblichen bekannten eindimensionalenl6-17 und zweidimensionalenl*-~” 
diinnschichtchromatographischen Verfahren enthalten keine Angaben tiber y-Amino- 
buttersZurel6-I0 und erwiesen sich fiir die Abtrennung aus Hirnestrakten wenig 
geeignet. 

Aus den angeftihrten Griinden wurde einneues dtinnscl~icl~tcl~romatographisches 
Trennverfahren entwickelt, wobei der eindimensionalen Methode wegen besserer 
Reproduzierbarkeit sowie Zeit- und Materialersparnis der Vorzug gegeben wurde. 

Material zcnd Methoden 
(I) Extraktbereitzmg. Mit fltissiger Luft eingefrorenes Gehirn 2thernarkotisierter 

Albinoratten wurde mit IO Teilen (Gew./Vol.) 80 %igem Athanol homogenisiert, der 
oberstand nach Zentrifugieren in der KZlte 2 St. bei - I 5 O gehalten und die ausgefal- 
lenen Lipide erneut abzentrifugiert. Dieser Estrakt wurde direkt zur Bestimmung 
verwendet (beim Eindampfen in Wasserbad bis zur Trockne und anschliessendem 
Aufnehmen mit Wasser oder All~ol~ols treten Verluste von 12 bis 15 yO auf !) , 

(2) Bereitzcng der Platten zcndAufbringen der Probm. Glasplatten 20 x 20 cm und 
IO x 20 cm wurden in iiblicher Weise mit Kieselgel D (VEB Chemiewerk Greiz- 
Dijlau*) in ca. 250 ,u dicker Schicht beschichtet und nach dem Trocknen in I cm 
breite J3ahnen 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 Estraktes in Portionen von ca I ,ul aufgebracht, ferner auf 
zwei I3ahnen jedcr Platte 0.01 ,~Mol. einesy-Aminobuttersaurestandards (IO ~1). Die 
Entwicklung erfolgte aufsteigend bei einer Gesamtlaufstrecke von IO cm und einer 
Laufzeit von 1.5-2.5 St. 

(3) Quantitative Azcswertzmg. Zur quantitativen Auswertung wurde das Ver- 
fahren von PARROLLIER et aZ.21s aa benutzt. Die Platten wurden nach Chromato- 
graphie mit dem Cadmiumacetat-Ninhydrin-Reagenz bespriiht und 20 Min. bei 105 O 
getrocknet (bei 20 Min. liegt das Maximum der Farbentwicklung). Die angefarbten 

* Kiesclgel D (YEI3 Chemiewerk Greiz-Ddlau) cnth%lt 13 y. Gips uncl ist bei dcr Trennung 
van AminosSuren dem Kieselgel G (Merck) gleichwertig. 
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Fleckcn wurden mit 30-50 ,ul einer 2 %&en Collodium-Losung bedcckt , der nach dem 
Abdunsten dcs Lijsungsmittels sich von der Platte abhebende Film mit einer Nadel 
in ein Zentrifugenglas iiberftihrt und mit I ml Cadmiumacetat-haltigem Methanol 
unter mehrmaligem Riihren estrahiert. Nach 30 Min. wurde das Kieselgel abzentri- 
fugiert und der oberstrznd bei I cm Schichtdicke im monochromatischen Licht bei 
500 nm gemessen, Die Extinktionen steigen laufend an, vermutlich durch den 
Ammoniakgehalt der Luft) jedoch betragt die Extinktionszunahme im Zeitraum 
von 1-2 St. nach Beginn der Estraktion weniger als 3 o/O. 

Obwohl die Ablijsung des Farbstoffs vom Kieselgel nicht quantitativ ist, wird 
das LAMBERT-BEERSChe Gesetz bis zu 0.1 ,uMol. y-Aminobuttersaure streng erfiillt. 

;Bei Verwendung von Ammoniak-haltigen Laufmitteln miissen die Platten vor 
der Anfarbung 2 St. bei mindestens 105~ ausgcheizt werdeu. 

Ergebniisse 
Folgende Lijsungsmittelsysteme wurden zur eindimensionalen Abtrennung der 

y-Aminobutters&ure aus Hirnextrakten untersucht . (MischungverhBltnisse in Volu- 
menanteilen, Nr. I und 2 in Gewichtsanteilen.) 

I. Phenol-Wasser (3 : I). 

2. tin-Butanol-Eisessig-Wasser (6 : 2 : 2). 
3. Methanol-Chloroform-Wasser (2 : 2 : I). 

4. Methanol-Chloroform-r7 y. Ammoniak (2 : 2 : I). 

5. Methanol-Chloroform-a5 y. Ammoniak (2 : 2 : I). 

6. g6 y0 Ethanol-Wasser (7 : 3). 
7. g6 y0 Ethanol-25 y. Ammoniak (7 : 3). 
8. rt-Propanol-Wasser (7 : 3). 
g. n-Propanol-25 y0 Ammoniak (7 : 3). 

x0. Isopropanol-Wasser (7 : 3). 
II, Isopropanol-5 y0 Ammoniak (7 : 3). 
12. Isopropanol-ro y0 Ammoniak (7 : 3). 
13, Isopropanol-17 y. Ammoniak (7 : 3). 
14, Isopropanol-25 y0 Ammoniak (7 : 3). 
15, Isopropanol-35 y. Ammoniak (7 : 3). 
16. Collidin, wasserge&it t igt . 

Von den untersuchten Laufmitteln erwiesen sich Nr. 6,8, IO, II und 12 geeignet. 
In diesen Systemen wandert die y-Aminobutters&ure am langsamsten. System Nr. 15 
kann ausserdem zur Abtrennung von Glutaminsgure, Glutamin, Asparaginsgure und 
y-Aminobutters&ure aus Hirnextrakten verwendet werden. Die Rr;l-Werte der brauch- 
baren Lijsungsmittelsysteme sind fur die wichtigsten freien Aminossuren des Gehirns 
in Tabelle I dargestellt. Das stcts der Front am n%zhsten laufende Taurin kann mit 
allen Systemen gut abgetrennt werden. Von den Alkohol-Wasser-Gemischen ergibt 
das System Nr. IO die am schgrfsten begrenzten Flecke. 

Die eindimensionale Abtrennung der,,: y-Aminobuttersgure an gepufferten 
Iiieselgel-Plattenlo (0.1 1M Phosphatpuffer, pH 7.0, 9.7, 10.2 und 12.0) gelang in den 
Losungsmitteln Nr. 6, 8 und IO nicht, ebenso .versagte in den gleichen Laufmittel- 
systemen und in Nr. I die Abtrennung iiber die Kupferkomplesbildung der cc-Amino- 
&iuren”3 durch Aufgeben von basischem Kupfercarbonat a einer Suspension von 
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TABELLE I 

RF-\"'ERTE DER WICHTIGSTEN PREIEN AMINOSAUREN DES GEHIRNS IN DEN ZUR ABTRENNUNG DER 
y-AMINOBUTTERSbiURE GEEIGNETEN LAUFMITTELN 

A minosdzrre Rp- Wept * i?z taufmittel NV. 

6 8 IO II ra 15 

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 
Aspsrsginshrc 0.49 0.40 0.52 0.32 0.28 0.11 
Glutaminsaure 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-Aminobuttersh.xe 0.34 0.27 0.35 0.22 0.18 0.23 
Taurin 0.59 0.53 0.61 0.52 o.gI 0.Lt.g 

* Mittelwerte aus minclestens 4 Einzelbestimmungen. 

basischem Kupfercarbonat oder Auftropfen einer Kupfersulfatlosung am Startpunkt 
vor Aufgabe der zu trennenden Substanzen. .Bei 17 Paralleluntersuchungen eines 
Estraktes wurdc eine Streuung von h12.6 yO ermittelt (ICaufmittel Nr. IO). 

Der Gehalt an y-Aminobutters&ure im Hirn Pthernarkotisierter Albinoratten 
betragt 2.5s & 0.29 ,~Mol./g Hirn-Frischgewicht (N = 13). 
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