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Uber die quantitative Ausscheidung von Di- und Polyaminen im Urin unter 
physiologischen und pathologischen Bedingungen ist sehr wenig bekannt. Ein wesent- 
lither Grund hierftir liegt in der Schwierigkeit der Abtrennung von anderen Aminen 
sowie in der Trennung der Diamine untereinander. 

Uber eine erhijhte husscheidung von Cadaverin und Putrescin im Urin bei der 
Cystinurie berichteten bereits 1889 v. UDRANSKY UND BAUMANN~. Ausserdem konnte 
z,z’-Dithiobis@thylamin) in den lctzten Jahren im Urin nachgewiesen werden2. 

Polyamine wie Spermidin und Spermin wurden bisher im menschlichen Urin 
nicht gefunden. Dass diese Substanzen jedoch gelegentlich im Urin vorkom.men, 
zeigt folgende eigene Beobachtung: Ein 4 Monate alter Junge mit einer floriden 
Rachitis, die erst auf sehr grosse Dosen Vitamin D ansprach, einer Hypocalcaemie 
und einer Hyperaminacidurie schied wghrend der akuten Phase der Krankheit 
grijssere Mengen Spermidin und Spermin aus. 

In dieser Arbeit wird iiber Methoden berichtet, die die Anreicherung dieser 
Amine aus dem Urin und ihre saulenchromatographische Trennung gestatten. Zusatz- 
lich werden einige Fliessmittel zur diinnscl~ichtchromatograpl~iscl~en Trennung dieser 
Amine und ihrer Dinitrophenylderivate angegeben. 

METNODEN UND ERGEBNISSE 

Artreiclzerugzg der Di- Ngzd Polya&ne aabs denz Urin 
Zur Anreicherung der Di- und Polyamine wurde Urin (50 bis 200 ml) durch 

eine mit Dowex 50 X 2 (Dowex 50 X 2, 200-400 mesh, H+-Form, I x 15 cm) gefiillte 
Saule gegeben. Das Harz wurde entsprechend den Vorschriften von &wlMOTO UND 
ARMSTRONG~ vorbehandelt, Die Elution erfolgte mit IOO ml 6 N HCl. Zur Bestimmung 
der quantitativen,Absorption und Elution wurden zu 50 ml Urin Testsubstanzen der 
Firmen Calbiochem, Los Angeles, und Schuchardt, Munchen, zugesetzt, der Urin auf 
pH 5 eingestellt, fiber die Saule gegeben und mit zoo ml H,O nachgewaschen. Nach 
Elution mit HCl wurde das Eluat im Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. 

* Mit Unterstiitzung dcr Deutschcn Forscliungsgemeinsckaft. 
* * Sonderdruchnforclerungen an Dr. I-I. J. BREMER, Universitats-I~;inclcrlclinil~, 74 Tiibingcn, 

Deutschland. 
*** Direlttor: Prof. Dr. I<. BETICE. 
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Siizcle~cttromatogra~~ische Trelznzbrcg der Di- und Polyamine 
Mit der von ROSISNTWAL UND TABOR” angegebenen Methode zur Trennung der 

Polyamine an Amberlite Xx-64, K+-Form, mittels eines bei pH 7.1 gepufferten 
Na,SO,-Gradienten gelang uns keine Auftrennung von Caclaverin und Putrescin’. 
Mit der folgenden Modifikation der Methode erreichten wir jedoch neben einer guten 
Abtrennung der Di- und Polyamine von AminosSiuren und Monoaminen eine Trennung 
der Di- und Polyamine untereinander : 

Amberlite IRP-64 wurde entsprechend den Vorschriften von ROSENTHAL UND 
TABOR~ in die K+-Form iiberftihrt und anschliessend solange mit I-I,0 nachgewasch.en, 
bis das EfXuent neutral war. Das entgaste und im Wasserbad auf 37” vorgewZirmte 
Harz wurde in eine 0.9 x 30 cm lange SSiule geftillt, die w&rend des Fiillens und des 
ganzen Laufes auf 37” temperiert wurde. 

Das zur Trockne eingeengte Eluat von der Dowex so-SZule wurde in 10 ml 
H,O aufgenommen, mit einigenTropfen I N KOHneutralisiert und mit einer Schlauch- 
pumpe auf die Sgule gepumpt. Die Gradientenelution mit einem Konvexgradienten 
erfolgte mit einer’Salzl&ung, die 3.2 Aq. KC1 in I Liter 0.1 molarem Kaliumphosphat- 
puffer, pH 7.1, enthielt. Das Mischgefgss war mit 200 ml H,O gefiillt. Der Gradient 
wurde approximativ nach der Formel C = C,( I - C,/C,)e-P/a* berechnet und durch 
merkurimetrische Chloridtitration kontrolliert. Ein konstantes Durchflussvolumen 
von 30 ml pro Stunde wurde mit einer Schlauchpumpe erreicht. Das Fraktionsvolumen 
betrug 4 ml. Nach 500 ml wurde zur Entwicklung von Spermin auf direkte Elution 
mit gesattigter KCl-Lbsung umgeschaltet. Die Elutionsfolge sowie den Chlorid- 
gradienten zeigt die Fig. I. Die Ausbeute der einzelnen Di- und Polyamine nach 
Anreicherung und Trennung betrug zwischen 85 und 95 %. 

Qa4antitative BestimmztNg der Sacbstanzen im Sii~le~elacat 
D,ie Bestimmung erfolgte durch Umwandlung der Amine in ihre Dinitrophenyl- 

derivate. Nach Extraktion in Cyclohexanon wlirde die Absorption bei 420 nm ge- 
messens. Unter diesen Bedingungen wurde folgende optische Dichte pro 0.1 ~Mol 
Substanz fiir die einzelnen Verbindungen ermittelt : 

Cadaverin 0.627 
Putrescin 0.603 
I ,3-Diaminopropan o-548 
2,2’-Dithiobis(&thylamin) 0.553 
Spermidin 0.722 
Spermin 0.953 

Dtinnschichtchromatographisch liessen sich in Putrescin, 1&Diaininopropan 
und 2,2’-Dithiobis(8thylamin) farbgebende Verunreinigungen nachweisen, die sicher 
die Extinktion beeinflussen. 

,a. , . .,. .., i.’ 

Identifizier~~lzgsmiiglichlzeiten dor siiatlertc~romatograp~zisc~ getreututten. Di- qwd Polyamiste 
Bestimmung des Absor~tio~~squot~e~~te~ der Di~~itro~12e~ylderivate in Dioxan nach 

DUBLN~ bei 350 und 3go nm. 

*C = Konzentration cler Elutionsfliissiglseit in jeclem PunLt p; C, = Konzentration der 
Stammldsung; C, = Rusgangslronzentration im Mischgefbs; n = Volumen im MischgefBss; $ = 
Durchflussvolumen durch die Stiule. 
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Fig. I. EluLionsfolge dcr zu 50 ml Urin zugesctzten TeslxubsLsnz’en. Anreichcrung an Dowex 
50 X z und Trcnnung iiber AmberliLe IRP-&J miL einer gopufferten 10%Lbsung. Der KCl-Gradient 
isL eingezcichnet, die Konzentzration ist: in Aq/l angcgeben. Nnch 500 ml (Pfeil) Umschsltung auf 
direWe EluLion mit; gesattigter KCl-Lbsung zur Entwiclclung von Spermin. Peak I = z,z’-Dilhio- 
bis(L+hylamin), II = Cadaverin, III = PuLrescin, IV = r+Diaminopropan, V = Spermidin 
und VI = Spermin. 

Rechromatogra$hie der isoliertefi Verbhdamgert ati Doaex 50 X 8. ROSENTHAL 

UND TABOR~ gaben ein.e Methode zur Trennung von Spermidin und Spermin an 
Dowex go X 2 mit HCl-Elution an. Die Rechromatographie und die Trennung der 
einzelnen Diamine gelang mit der Iolgenden Modifikation dieser Methode: 

Dowex 50 X 8 (200-400 mesh, H+-Form, 0.9 x 50 cm) wurde zur Trennung 
benutzt. Die Elution erfolgte mit 2 N HCl. Das Mischgefass enthielt 300 ml z N HCl. 
Eine entsprechende Trennung der Testsubstanzen zeigt die Fig. 2. Die Diamine 
wurden in umgekehrter Reihenfolge als von hmberlite IRP-64 eluiert. 

Die Extraktion der Amine aus den einzelnen Fraktionen des Sauleneluats 
(Amberlite IRP-64) crfolgte unter Verwendung des von WINTIRE et aZ.7 angegebenen 
Salzgemisches in B-Butanol oder Chloroform. Die organische Phase wurde anschlies- 
send mit 0.3 Volumen einer 0.3 N HCl ausgeschtittelt und der Extrakt zur Trockne 
eingeengt. Nach Aufnahme in wenig .I&0 wurde die Saule damit beschickt (Dowex 
50 x 8). 

Diinvtsclzichtclzromatogya~~isc~e Trewmmg der fre$en Amhe md ihrer Di&!ro- 
$lzestyZderivate. Als Sorptionsmittel fur die Trennung der Dinitrophenylderivate wurde 
Kieselgel HF 264 nach STAHL (Fa. Merck, Darmstadt), fur die der freien Amine MN- 
Cellulosepulver 300 (Fa. Macherey, Nagel & Co,, Diiren/Rhld.) in einer Schichtdicke 
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0.1 I- 
Fig. 2. Elutionsfolgc der Testsubstanzen auf einer Dowex 50 X 8-SBule. Elution mit 2 N HCl 
$n Mischgeftiss 300 ml I N HCl. Der HCl-Gradient ist cingezeichnet, die Konzentrtttion ist in 
As/l scngegcben. Pcslc I = x,3-Diaminopropan, II = Putrescin uncl II.1 = Cadaverin. 

von 250 p auf Glasplatten mit them StreichgerSil: der Fa. Desaga, Heidelberg, aufgc- 
*ragen. Die Kieselgel-Platten wurden nach Lufttrocknung 15 Minulen bei 110~ 
aktiviert. 0.02 ml der in Cyclohexanon extrahierten Dinitrophenylderivative der Di- 
und Polyamine wurden aufgetragen. Unter diesen Bedingungen wird such unver- 
tindertes HJluor-z,+dinitrobenzol extrahiert, welches sich cltinnschichlchromato- 
graphisch aber von den Dinitrophenylderivaten ablrennt. Ergeben sich bei der 
Auswertung cler Hatten durch I-Fluor-z,+dinitrobenzol Schwierigkeiten, so kann 

TABELLE I 

Rp-WERTE DER DINITROPWENYLDERIVATE (DNI?) DER TESTSUBSTANZEN NACIi TRENNUNG MIT DEN 

ANGEGEBENEN PLIESSMITTELN AUF KII~SELGEL HF2,, 
Die Lsufbcdingungen sincl im Text angegebcn. 

Kicselgel HFIGd naclt Stahl 

Dioxan-Pyridin- Chloroform- 
Athanol 

Benzol-Pyridin- 
Eisessig Eisessig 

DiZ2thylLZthtW 

(5o:ao:z) (99 : 4 (65 : 30 : IO) 

DNP-1,3-Disminopropan 0,4G 0.40 0.48 0.00 

DNP-Putrescin 0,52 0.44 0.60 0.00 

DNP-Cadaverin 

DNP-Dithiobis(ZI&ylamin) 
0.64 o.G4 0.72 0.54 
0.64 0.46 o.G2 0.28 

DNP-Spermidin 0.40 0.28 0.40 0.00 

DNP-Spermin 0.28 O.IG 0.2G 0.00 
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die gelbe Farbe des I-Fluor-z,4-dinitrobenzols durch Besprtihen mit Salzsaure sum 
Verschwinden gebracht werden. Der Lauf erfolgte bei Kammers6ttigung~ Bei der 
Auswertung wurden die Platten im uv-Licht bei 254 nm betrachtet und die fluores- 
zierenden Flecken markiert. Die Tabelle I zeigt die RF-Werte bei verschiedenen 
Fliessmitteln, die Fig. 3 vier entsprechende LZufe. 
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Fig. 3. Diinnschichtchromatographische Trcnnung der Dinitrophcnylderivste von (I) 1,3-Diamino- 
propan, (II) Putrescin, (III) Cadaverin, (IV) Dithiobis(Bthylamin), (V) Spcrmidin und (VI) Spcrmin 
auf Kieselgel HF,,4 mit folgendcn Flicssmitteln : (?) Benzol-Pyridin-Eisessig (65: 30 : IO), (b) 
Dioxan-Pyridin-Eisessig (80 : 20 : 2), (c) Chloroform-Athanol (gg : I), (d) DiKthyl~thcr. 

0 
0 

Freie Diamine wurden auf Celluloseplatten bei Kammersgttigung chromato- 
graphiert (Fliessmittel : Isopropanol-37 %ige HCl-I&O, 80:30: 20). Die Anfgrbung 
erfolgte mit Ninhydrin. Dabei fgrbte sich z,z’-Dithiobis(~thylamin) unterschiedlich 
von den anderen Diaminen graublau (Fig. 4, Tabelle II). 

Einige Diamin-Trennungen aus Urinen zeigt die Fig. 5, 
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Fig. 4. Trcnnung cler freien Di- uncl Polyamine auf Zelluloseplatten. Flicssmittel: Isopropanol- 
37 y-,ige I-ICI-H,0 (80: 30: 20). I = r,3-Diaminopropan; II = Putrcscin; III = Caclslverin; IV = 
2,2’-Dithiobis(8thylsmin) ; V = Spermiclin; VI = Spermin. (Putrescin, Cadaverin uncl Dithio- 
bis(tithylamin) wurclcn als Dihyclrochloricle, Spermidin als Tetrahyclrochloricl uncl Spermin als 
Phosphat aufgctragen.) Nachwcis mit Ninhyclrin. 

TABELLIS II 

&PWERTE D&R FREIEN DI- UND POLYAMINE AUF MN-ZELLULOSE 300 MIT DEM FLIESSMITTEL 

ISOPROPANOL-37 %IGE HcI-I-I,o (80: 30 : 20) 

r,3-Dinminopropan 
Putrescin 
Caclavcrin 
2,2’-Dithiobis(athylamin) 
Spcrmiclin 
Spermin 

0.34 
0.39 
0.45 
0.34 
0.28 
0.13 

DISKUSSION 

Cadaverin und Putrescin werden von Darmbakterien bei unvoll&indiger 
Resorption von Diaminos5uren gebildeF. Sie kommen aber ebenso wie die Polyamine 
in vielen Organen des I<(ijrpers vor 0. Neben Cadaverin und Putrescin wurde x,3-Di- 
aminopropan in Ribosomen ans E. coZiso und in der Faeces von Kiihenr nachgewiesen. 

Wegen der gew6hnlich sehr niedrigen und wechselnden Konzentration der 
Diamine im Urin war fiir ihre Bestimmung eine vorherige Anreicherung etwa durch 

frfi’ Prazipitation oder durch Extraktion notwendig. Die Prazipitation wurde iiberwiegend 
mit Benzoylchloridr oder mit Ammonium-Reineckat? durchgeftihrt. Durch die Liis- 
lichkeitsverh2ltnisse bedingt, war eine genaue Bestimmung der Diamine nicht m6g- 
lich, wenn sie in geringer Konzentration vorlagen. 
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PERRY und Mitarb.ra extrahierten die Amine aus dem Urin mit Amberlite 
CG-50, urn sie anschliessend iiber hmberlite CG-50 ocler CG-120 aufzutrennena. Mit 
dieser Methode konnten die im normalen Urin vorkommenden Diamine Cadaverin, 
Putrescin und z,2’-Dithiobis(Bthylamin) nachgewiesen werdeng. Angaben tiber die 
Verluste dieser Substanzen bei d.er Aufarbeitung wurden von ihnen nicht gemacht. 

Mit der von ROSENTHAL UND TABORQ angegebenen Methode zur &ulenchromato- 
graphischen Trennung der Polyamine an einer Amberlite XE-6q.-SZule war eine be- 
friedigende AuItrennung der Diamine nicht zu erreichen. Bei Verwendung von KC1 
anstelle von Na,SO* in der Elutionsfliissigkeit gelang dagegen eine vollstandige 
Auftrennung. 

Die angegebenen diinnschicl~tchromatographiscl~en Methoden zur Trennung 
der Dinitrophenylderivate haben den Vorteil, class die Dinitrophenylderivate direkt 
aus dem zur quantitativen Bestimmung verwendeten Cyclohexanon-Extralct chro- 
matographiert werden kdnnen. Die Fluoreszenz der Verbindungen war auf Kieselgel 
ELF,,, weit besser als auf gewbhnlichem Kieselgel G sichtbar. Die Trennung war gleich 
gut. Mit dem Auge nicht mehr wahrnehmbare Fluoreszenz liess sic11 oft photo- 
graphisch noch deutlich clarstellen, so dass such niedrige Peaks auf diese Weise noch 
identifiziert werden konnten. Die RF-Werte hingen weitgehend von dcr Aktivierungs- 
dauer der Platten ab. 

Fig. 5. Di- und Polyamintrennungen von Urinen, (a) von IOO ml Urin ciner 3 jkhrigen Patientin 
mit Dysostosis enchondralis metaphysaria, (b) von IOO ml ciner 3 jahrigen Patientin mit DeToni- 
Del&-Fanconi-Syndrom und (c) von IOO ml eincr 40 jahrigen Patientin mit Cystinurie. Peak I = 
Cadavcrin, TI = Putrcscin und III = Spermidin. Die Peaks wurdcn diinnschichtchromato- 
graphisch nach den angegcbenen Methoden idcntifiziort. 

, .I. 
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Abgesehen von dem in der Einleitung erw&hnten Fall, fanden wir bei Urin- 
analyscn gesunder und kranker Kinder Cadaverin, Putrescin, Spermidin und eine 
Verbindung, der wahrscheinlich 1,3-Diaminopropan zugrunde liegt. Die beiden letzten 
Verbindungen wurden vorwiegend im Urin von Hindern gefunden, die an schweren 
Enteritiden mit toxischen Erscheinungen litten. 
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ZUSAMMISNFASSUNG 

Es wurde eine Methode entwickelt, die die Konzentrierung der natiirlicherweise 
vorkommenden Di- und Polyamine aus dem Wrin an Dowex 50 X 2 gestattet. Nach 
der Anreicherung und Elution van, Dowex 50 X 2 werden die Di- und Polyamine 
voneinander und von den Monoaminen saulenchromatographisch mit einer Technik 
getrennt, der eine Gradientenelution an Amberlite IRP-64 mit einer L&sung, die 0.1 
molaren Kaliumphosphat-Puffer, pH 7.1, versetzt mit 3.2 h;q. KC1 pro Liter, enthzlt, 
zugrunde liegt. Mit dieser Methode kijnnen die einzelnen Di- und Polyamine getrennt 
bestimmt werden. Die Gesamtverluste pro Analyse betrsgen 5 bis 15 %. 

Zum Zweck der Identifizierung wurden folgende Methoden entwickelt : 

I. Fin zweites s%.ulenchromatographisches System zur Trennung der Diamine 
auf Dowex 50 X 8 mit einem HCl-Gradienten. 

2. Vier Diinnschichtsysteme zur Trennung der Dinitrophenylderivate cler Di- 
und Polyamine auf Kieselgel HF,sJ. 

3. Fin btinnschichtsystem, das die freien Diamine auf MN-Zellulose 300 trennt. 
Diese Methoden kiinnen such zur Analyse der Di- und Polyamine aus anderen 

biologischen Materialien benutzt werclen. 

SUMMARY 

A technique for concentrating the naturally occurring di- and polyamines 
from urine on a Dowex 50 X 2 column has been developed. After concentration, the 
di- and polyamines are separated from one another and from the monoamines by a 
column technique, using Amberlite IRP-64 and gradient elution with a solution 
containing 0.1 mole of potassium phosphate buffer, pH 7.1, and 3.2 mole potassium 
chloride per liter, This method enables us to determine each di- and polyamine 
separately, Overall losses amount 5 to 15 %. 

For purposes of identification the following methods have been developed: 
I. A second chromatographic system for the separation of the diamines using 

a Dowex 50 X 8 column and an HCl-gradient. 
2. Four thin-layer systems which separate the dinitrophenyl diamines and 

polyamines on a silica gel HF,,,. 
3. A thin-layer system which separates the free diamines on MN-cellulose 300, 
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These methods may also be used to scnalyse di- and polyamines in other bio- 
logical material, 
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