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CHROM. 5519’ 

Quantitative Analyse von Katecholamin- und Serotoninmetaboliten 
Fluoreszenzliischung auf der qiinnschichtplatte 
, 

NOTES 

mittels 

Zur Erkennung gewisser hormonproduzierender Tumoren wie Ph~ochro- 

mozytome, Neuroblastome und Karzinoide ist es fiir den Arzt unerlasslich, die 
Bestimmung von Katecholamin- bzw. Serotoninabbauprodukten durchzufiihrcn. 
Es wird eine Methode beschricben, mit der es gelingt, 3-Methoxy-4-hydrosy- 
mandelsaure, 3-Methoxy-4-hydroxyphenylessigsaure, 4-Hydroxy-3-methoxybenzoc- 
saure und 5-Hydroxyindolessigsaure*aus dem Harn di_innschichtchron~atographisch 
zu trennen und die einzelnen Fraktionen quantitativ auf automatische Weise 
auszuwerten. Hierzu wird die von den Komponenten erzeugte Fluoreszenzl6schung 
auf Kieselgel-F,,,- Platten, Schichtdicke 0.25 mm, der Fa. E. Merck, Darmstadt, 
mit dem Camag-Scanner1 in Kombination mit dem Zeiss-Spektralphotometer 
PMQ II gemessen. 

Gegeniiber den bisher bekannten Verfahren weist diese Methode wesentliche 
Vorteile auf. Anstelle der Identifizierung der Substanzen durch Bespriihen mit 
Farbreagenzien und semiquantitativer Auswertung nach Griisse und Intensitat 
der Flecken im Vergleich mit ebenfalls aufgetragenen Standardlosungen oder durch 
Abkratzen der Flecken und photometrische Auswertung des Eluatess-4, zeichnet 
sich die neue Methode durch eine relativ geringe Standardabweichung von 5 “A, 
aus. Da die aufgetragenen Mengen kleiner gehalten werden kannen als friiher, 
ergibt sich daraus such eine bessere Trennung. 

Methode, 
Hanaaacfarbei~lc~~g. I/SO des 24-h-Harnes, auf eine Vorlage VOII 10 ml konz. 

Salzs5ure gesammelt, wurde auf pH 2 eingestellt, mit NaCl gesattigt und dreimal 
mit dem I 1/&fachen Volumen Athylazetat oder Diathyl~ther ausgeschtittelt?. Die 
vereinigten Extrakte wurden tiber wasserfreiem Na,S04 getrocknet und im Spitz- 
kijlbchen bei 40” zur Trockene eingeengt. 

Claronzatogma$&ie, Der Rtickstand wurde in I ml Ethanol gel&t, davon 
2 ~1 punktfiirmig mit einer Camag-Mikropipette auf eine Kieselgel-F,,,-Dtinn- 
schichtplatte aufgetragen. Auf dieselbe Platte wurden such die zur quantitativen 
Auswertung notwendigen Standardlosungen aufgetragen. Als giinstigstes Lauf- 
mittel erwies sich nach unserer Erfahrung ein Gemisch von pt-Propanol - Athyl- 
azetat - 25 O/J Ammoniak (45 :30 : 25) (Ref. 6). Entwickelt wurde in einer Camag- 
Sandwichkammer, bei einer Laufstrecke von IO cm. .Die Reinsubstanzen erschienen 
in folgender Reihenfolge: VMS (RF = 0.30), VS (XJ* = 0.31), HVS (J?p = 0.3S), 
5-HIES (&J = 0.50). Es ist darauf zu achten, dass die Xp-Werte im Chromatogramm 
eines Harnextraktes etwas erniedrigt erscheinen. 

b I)*. ;l”*:;ahuiae der Cizromatogrnnwze, Die Anregung des , Fluoreszenzindikators 
erfolgte r.l,urch eine Quecksilberlampe mit Quarzkondensor. Die Anregungswellen- 
Xinge vu* :,,254 nm wurde durch ein entsprechendes UV-Filter ausgesondert. Die 
optimale “:iuoreszenz des Indikators, die nach unseren Messungen bei 5oo nm liegt, 
wurd:: rr,,ittels des Monochromators eingestellt. Die Blendenaffnun.~“~~l~~.‘~~ Mono- 
-.- 

l : *Xbli9irzungcn : 3-IMetlloxy-4-hyclroxymandclc~s~urc (Vnnillinxt~at~dels~~~r~ a*;‘-: v IS) ; 3-Mc- 
thoxy-.I-hv’clroxyphenylcssi~s~ure (Homov.znill~nsOurc = HVS) ; ~-I-Iyrlrosy-~-J~lctll~~~~}~~cll~oc- 
slurc (.Var; !.ilinslure = VS) uncl 5-Hyclroxyinclolessigs5urc = 5-HIES. 10 i 1 
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chromators betrug bei allen Messungen 2.0 mm. Vor jeder Messung wird die Skala 
mittels Verstgrker bei geschlossener Blende auf o 0/o Emission und bei offener 
Blende eine substanzfreie Zone der DC-Platte auf IOO 7, Emission adjustiert. Der 
Messbereich am Ausgang des Verst5rkers betrsgt 5 mV. Die Abmessungen des 
Lichtbiindels auf der DC-Platte waren 12 x 2 ‘mm. Der Messvorschub des Scanners 
lag bei 4.0 mrn/rnin. Bei der automatischen Registrierung ist darauf zu achten, 
dass in der Laufrichtung des Laufrnittels gernessen wird und nicht senkrecht dazu, 
da nur dann die durch mitaufsteigende Verunreinigungen meist erh6hte Null-Linie 
richtig erfasst wird (Fig. I). 

Fig. I gibt das Cllrolllatogranllly~ eines Harnestraktes wieder, wie es durch 
einen Schreiber, Messbereich 5 mV, Papiervorschub 30 mm/min, unniittelbar 
aufgezeiclmet wurde. Dis,.einzelnen Komponenten gellen aus der Abbilclungsunter- 
schrift hervor. Nach unserer. Erfahrung ist es kaum mijglich im alkalischen Lauf- 
mittel VMS und VS zu trerqen. Eine bessere Trennung wird erreicht, whenn an- 
xhliessend 12-15 cm. mit einehx sauren Laufmittel, wie z.B. Benzol-Eisessig-Methanol 
(70: 20: IO) (Ref. 6) in derselben Laufrichtung entwickelt wird. Zuerst miissen jedoch 
die an der iJuft getrockneten Platten unbedingt durch mindestens zwei- bis drei- 
stiindiges Lagern regeneriert werden, urn Verzerrungen des Cl~romatogramm.es zu ver- 
meiden. 

5 
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164 NOTES 

Die quantitative Auswertung erfolgt durch Bereclmung der Peakfl~cl~en 
tiber das Produkt aus HBhe und Halbwertsbreite. Die Abhhgigkeit der gemessenen 
Fl~chen F von den aufgetragenen Mengen wz lcann bei Absorption und Fluoreszenz- 
16schung ngherungsweise durdh folgende quadratische 13eziehung wiedergegeben 
werdenl v7+ : 

bzw. nach Einfiihrung der entsprechenden Grdssen Fst und nzst eines Standards: 

(2) 

Fig. z zeigt die nach Gl. I gefundenen Geraden fiir VMS, HVS und 5-HIEs 
bei der Auftragung von F2 gegen 77~. 

F2 

Lcm% 

Fig. a. Eichlcurvc bci I~luorcszcnzltischung. A, I-IVS; 0, 5-I-I'IE:S cl, -vim. 

Gl. I gilt jedoch nur unter der Voraussetzung, dass die Gerade durch den 
Nullpunkt gel& Diese Bedingung war bei der VS nicht erfiillt, wie Fig. 3 zeigt. 

In solchen 1Wlen ist Gl. I in folgender moclifizierter Form anzuwenden: 

J72 = /2(m - 7920) 

bzw. mit S: andard: 

4: bier das Korrekl 
!@isse ergibt. Es 
:g 
r;, 
@,I 61 (1971) IGz-IG5 

.urglied, welches sic11 durch Extrapolation der Geraden 
lcann als “hypothetische Nachweisgrenze” gedeutet 

(3) 

(4) 
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werdcn, Um Berechnungen nach Cl. 4 vornehmen zu kiinnen, empfehlen wir keine 
kleineren Mengen als 2 31t0 ausnuwerten. 

0 m, 5 10 6Jg 

Fig. 3. Eichkurvc hi l~luoreszcns518scl~~~~~~ fiir VS. 

Die Ausscheidungsrate der KomIjonenten wird aus den aliquoten Anteilen 
der aufgetragenen Mengen und ihrer Wiedergewinnung bei der Extraktion berechnet”. 

Aus den Steigungen der Geraden in Fig. z und 3 kann noch entnommen 
werden, dass die Konjugation der Carboxylgruppe zum Benzolring bei VS zu einer 
Zunahme der Empfindlichkeit bzw. der UV-Absorption bei 254 nm urn den Faktor 

T/ IO = 3.2 gegentiber HVS ftihrt. 
Die beschriebene Methode wird bereits mit Erfolg fur die Laboratoriums- 

diagnostik der eingangs genannten I~rankheitsbilcler eingesetzt. 

Eingegangen am 4, Mai 1971 


