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DUNNSCHICHTCHROMA_;TOGRAFIE ZUR ANALYSE VON
SCHILDDRUSENHORMONEN

H. SCHORN unDp C. WINKLER

(UNTER TECHNISCHER MITARBEIT VON G. BERG)

Nuclearmedizinische Ableilung” in der Chivurgischen Universitéitsklinil, Bonn (Deutschland)
(Eingegangen den 19. August 1964)

Nachdem die bereits seit etwa 25 Jahren bekannte! Diinnschichtchromatografie
(DC) durch die methodische Bearbeitung von STAHL? in stindig zunehmendem
Masse Eingang in die analytische Technik gefunden hat, sind die Vorteile dieses Ver-
fahrens (kurze Laufzeit, scharfe Trennung etc.) auch der Biochemie zugute gelkom-
men. Durch geeignete Massnahmen war es moglich, die DC als Radiochromatografie
(RC) anzuwenden. Dadurch haben sich u.a. neue Méglichkeiten fiir die medizinische
Diagnostik und Forschung ergeben. Hierbei kann, wie nachstehend gezeigt werden
soll, eine einfache und billige Ausriistung zur Erzielung brauchbarer Ergebnisse
durchaus hinreichend sein. Ein interessantes Anwendungsgebict der DC, die Identifi-
zierung von Schilddriisenhormonen, konnte durch eine systematische Untersuchungs-
reihe fiir klinische und wissenschaftliche Zwecke erschlossen werden.

METHODIK3

(1) Diinnschichichvomatografie

Bei den meisten Versuchen wurde in folgender Weise vorgegangen: 5 g Kieselgel
G (Merck) wurden mit 23 ml Wasser im Mérser zu einer gleichmissigen Suspension
verriecben und diese auf griindlich gereinigte Glasplatten (20 X 2o cm) durch Hin-
und Herschwenken gleichmiissig verteilt. Auf ebener Unterlage wurden die Platten
liber Nacht an der Luft bei Zimmertemperatur getrocknet. Nach entsprechender
Markierung und Beschriftung erfolgte das Auftragen der Substanzlésungen mit
Mikropipetten. Zur Entwicklung wurden die Platten in Chromatografietrége mit
Filterpapierauskleidung gebracht, die bis etwa 0.8 cm Hthe mit dem Elutionsmittel
gefiillt waren. Die in !/,~2 Std. aufsteigend entwickelten Platten wurden durch
kurzes Erwidrmen im Trockenschrank (bis 60°) getrocknet und anschliessend ange-
firbt. Zum Jodidnachweis diente eine PdCl,-Lésung?t. Die Aminosduren konnten in
verschiedener Weise angefirbt werden®. Meist kam Ninhydrinreagens in essigsaurer
Butanollésung zur Anwendung® Nach abermaligem Trocknen wurden die Platten
zwecks Dokumentation mit Neatan bis zur guten Durchfeuchtung bespritht und
nach Aufdriicken einer transparenten Klebefolie unter Wasser vorsichtig abgezogen.

(2) Papievchromatografie
Die (zur Kontrolle und zum Vergleich durchgefiihrte) papierchromatografische

* Leiter: Dozent Dr. C. WINKLER.
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Trennung erfolgte absteigend unter Anwendung des Systems #n-Butanol-Dioxan-—
2 N NH,OH (4:1:35) in bekannter Weise”. Die Lokalisierung der Tyrosine und Thyro-
nine erfolgte unter der. U.V:.-Lampe, die des Jodids wiederum durch Anspriihen mit
PdCl,.

(3) Radiochromatografic

Aus den mit Neatan behandelten Diinnschichtchromatogrammen und den
eindimensionalen Papierchromatogrammen wurden die Laufstrecken als 4 cm breite
Streifen ausgeschnitten. Die Messung der Aktivitidtsverteilung erfolgte mit dem
Radiochromatografen FH 417 mit Methandurchflusszdhler, schrittweisem Vorschub,
Impulsvorwahl und Registrierung mit einem Zeitdrucker. Zur quantitativen Aus-
wertung dienten die Flichenintegrale der aufgenommenen Aktivititskurven.

Bei den zweidimensionalen Diinnschichtchromatografie wurde zusammen
mit der Probe ein Gemisch der Tyrosine (T, T,), Thyronine (T;, T4) und Jodid auf-
getragen. Nach der Trennung erfolgte die Anfirbung der Referenzsubstanzen. An
den entsprechenden Stellen wurde die lose Kieselgelschicht abgekratzt und in
Reagensglédser iiberfithrt. Die Radioaktivititsmassung erfolgte im Bohrlochszintil-
lationszdhler.

(4) Serumprobe

Von einem Patienten, der wegen Schilu..riisentiiberfunktion trigerfreies NalstJ
zur Therapie erhalten hatte8, wurde 40 Stunaen nach Applikation des radioaktiven
Priparats eine Blutprobe entnommen. Die Aufarbeitung des abgetrennten Serums
geschah in iiblicher Weise?®.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Uber die Trennung von Aminosduren durch DC ist bereits verschiedentlich
berichtet worden®.19-14, jedoch liegen unseres Wissens bisher keine Untersuchungs-
ergebnisse iiber DC-Analyse von Tyrosinen und Thyroninen vor. Wegen der diag-
nostischen Bedeutung der Differenzierung von Schilddriisenhormonen (bzw. ihrer
Metaboliten) erschien es daher von Interesse, die Mdéglichkeiten fiir ihre Identifi-
zierung durch DC systematisch zu priifen. Die guten Trenneffekte bei kurzer Laufzeit
und die relativ einfache Handhabung der Methode liessen erwarten, dass sie sowohl
fiir klinische, wie auch fiir medizinisch-wissenschaftliche Zwecke von wesentlichem
Nutzen sein kénnte. '

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sind in Tabelle I zusammengestellt.
Es konnten demnach mehrere Systeme ermittelt werden, die eine gute Trennung
der Substanzen ermdéglichen. Da bekanntlich Rp-Werte nach manueller Absorbens-
auftragung schlecht reproduzierbar sind, wurden auch die Rs-Werte (S = Jodid)
angegeben. Bei Anwendung der Durchlauftechnik oder bei mehrmaligem Entwickeln
liessen sich die Trenneffekte noch verstirken. Dabei ergab sich, ebenso wie bei der
zweidimensionalen DC, die Méglichkeit, beliebige Systeme miteinander zu kombi-
nieren. Die Entwicklungszeit der eindimensionalen Diinnschichtchromatogramme
betrug maximal 2 Stunden, im Vergleich zu ca. 24 Stunden bei Anwendung der Papier-
chromatografie (PC). Die Trennung von Trijodthyronin (T;3) und Thyroxin (T,) bei
Anwendung der PC und DC sind aus Fig. 1 und 2 ersichtlich. Erginzend ist zu er-
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Fig. 1. Papierchromatogramm. System: n-Butanol-Dioxan—~1 N NH,OH (4:1:5).

wihnen, dass Magnesiumsilikat prinzipiell eine ebenso gute Trennung wie Kieselgel
ermoglicht, dass damit jedoch die doppelte Laufzeit benstigt wird. Ausserdem lidsst
sich die Schicht nach Neatanbehandlung nur schwer quantitativ von der Glasplatte
abziehen. Bei Anwendung von Kieselgelmengen unter 5 g stellten wir fest, dass dabei
hiufig “Tailing-Effekte’’ auftraten.

In der klinischen Diagnostik bzw. zur Bearbeitung endocrinologischer Pro-
blerme haben wir die DC bereits praktisch anwenden kénnen. Im einzelnen soll dariiber
in gesonderten Mitteilungen berichtet werden!® 16, Hier sei zur Erliduterung lediglich
ein Beispiel angefiihrt. Als stoffwechselwirksame Inkrete der Schilddriise finden sich
im zirkulierenden Blut T, und T.. Deren Produktions- und Umsatzrate sind ver-
schieden, ebenso wie ihre metabolische Wirksamkeit. T; wird eine etwa viermal
stirkere Hormonwirkung zugeschrieben als T,. Demnach kann eine quantitative
Verschiebung der Relation zugunsten von T, zu Anderungen des Kérperstoffwechsels
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Fig. 2. Diinnschichtchromatogramm. System: Methylithylketon—Athanol-r N NHOH (8:1:1),
2 X gelaufen. :
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im Sinne einer Schilddriiseniiberfunktion fiithren. Bei pauschaler Bestimmung des
Hormonjods im Serum (PB!27]) und (BE!??I) mit iiblichen Methoden!? wird ein
pathologisch verindertes Mengenverhiltnis T, :T; nicht erfasst, und es ist eventuell
moglich, dass bei ‘im Normbereich” liegenden Werten unter Umstéinden trotzdem
eine hyperthyreote Stoffwechsellage bestehen kann. In Fig. 1 und 2 sind dic Chroma-
togramme eines unserer Hyperthyreosefille dargestellt. Es zeigt sich eine gute Uber-
einstimmung im Hinblick auf die durch Papierchromatografie und Diinnschicht-
chromatografie nachgewiesenen Verhiltnisse von T; zu T,. Zum quantitativen
Vergleich sind die ermittelten W=rte bei ein- und zweidimensionaler Diinnschicht~
chromatografie, sowie bei Papierchromatografie in Tabelle II zusammengestellt.

TABELLE I1
VERGLEICH DER AUS DRE! METHODEN GEWONNENEN PROZENTUALEN AKTIVITATSWERTE

Substanz Zwei- Ein- Papiey- Mitlelwert
dimensionale dimensionale chvomato-
DC DC grafie
3,5,3-Trijodthyronin 50.0 50.7 50.7 50.47
Thyroxin 38.09 39.5 37.9 38.77
Jodid 2.9 3.8 3.6 3.43
Rest . 7.0 5.9 2.6 6.83

Die klinische Problematik des erwihnten Falles kann hier ebensowenig be-
sprochen werden, wie etwa Probleme der thyreoidalen Jodfehlverwertung?® etc. Nur
soviel sei gesagt, dass bei der Untersuchung der 13 J-markierten Hormone und
ihrer Metaboliten die Jodkinetik von entscheidendem Interesse ist. Serienunter-
suchungen von Blutproben kénnen daher zur Bearbeitung spezieller Fragestellungen
‘erforderlich sein. Die schnell und einfach durchfithrbare Technik der Diinnschicht-
chromatografie bietet hierfiir giinstige Voraussetzungen.

ZUSAMMENTFASSUNG

Anhand der Ergebnisse systematischer Untersuchungen wird die Anwendungs-
moglichkeit der Diinnschichtchromatografie zur Analyse von Jodhormonverbin-
dungen aufgezeigt. Zur Erlduterung ist ein Fali der klinischen Praxis angefiihrt. Als
entscheidende Vorteile der Diinnschichtchromatografie-Technik wird auf deren
relativ einfache Handhabung, die kurze Laufzeit und die ausgezeichneten Trenn-
effekte hingewiesen.

SUMMARY

The results of systematic investigations have shown that thin-layer chromato-
graphy can be applied to the analysis of hormonal iodo-compounds. As an illustration
a clinical case is discussed. It is emphasized that the primary advantages of thin-
layer chromatography are its relative simplicity, rapidity and the excellent separations
obtainable.
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