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SUMMARY 

Anomalous belaavioatr of anzigzo acids on thin-layer chromatogyams iut the firesence of 
trichloroacetic acid 

In thin-layer chromatography on, cellulose plates especially the fast migrating 
amino acids show anomalous bebaviour in the presence of trichloroacetic acid. They 
rarely appear on their characteristic sites, but instead migrate to an upper region 
where no conventional amino acid is ever found.’ This effect takes place with acidic 
developers containing butanol and acetic acid, a neutral one with tert.-butanol and 
acetone, but not with alkaline developers. The presence of WC1 diminishes the inter- 
ference caused by trichloroacetic acid, 

By a pre-development (twice) in ether saturated with water,’ IO y. acetic acid, 
or IO :/o formic acicl, respectively, the trichloroacetic acid is tried to be removed from 
the applied solutions, so that subsequent normal chromatography will reveal the usual 
picture. The best results are achieved with ether saturated with formic acid: the de- 
scribed interference with trichloroacetic acid is removed almost entirely. 

Serum extracts deproteinised by means of trichloroacetic acid can in this manner 
easily be examined by thin-layer chromatography without the necessity of a time- 
consuming removal of the excess deproteinisation agent by means of ion exchange or 
electrolytic desalting. 

Ein wichtiges Reagens zur Enteiwcissung und Aufarbeitung biologischer 
Substrate, vor allem von Kiirperfliissigkeiten, wie von Serum, Punktaten u,&, 
ist die Trichloressigs~ure (TCE). Die Entfemung ihres Uberschusses kann entweder 
durch mehrstiindiges Kochen des Piltrats (Zerfall in CHC13 und CO*), durch Gefrier- 
trocknung oder durch mehrfaches Ausathern geschehen. Da erstere Methode wegen 
der zu erwartenden. Verluste und irreversiblen Veranderungen einiger AminosLuren 
und .Peptide nicht empfohlen, wcrden kann, andererseits eine Gefriertrocknung doch 
mit erhcblichem experimentellem Aufwand verkniipft ist, haben wir uns in unserem 

_- 

. . 
l Vorstaml: l?rof. Dr. I;. GOTSCH. 
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Laboratorium fur die mehrfache Atherextraktion entschieden. Wir hielten uns dabei 
im Wesentlichen an die von CLOTTEN UND CLOTTEN~ gegebene Vorschrift, wonach 
man der zu untersuchenden Lijsung das doppelte Volumen IO %iger TCE zusetzt 
und hernach solange etwa mit dem gleichen Volumen Diathyl&tl~er ausschtittelt, 
bis dieser nur mehr scl~wacl~ sauer reagiert. Schliesslich wird die verbleibencle wassrige 
Lijsung eingeclampft und im gewtinschten Volumen Wasser, bezw. Pufferlijsung 
aufgelijst, Die erhaltenen Liisungen wurden einerseits einer hochspannungselektro- 
phoretischen Trennung unterworfen und andererseits such in verschieclenen Fliess- 
mitteln dtinnschicl~tcl~romatographiscl~ untersucht. 

Wahrend bei der Hochspannungselektrophorese keinerlei Abnormit%ten auftra- 
ten, kam es beider Dtinnschicl~tcl~romatograpl~ie (DC) auf Celluloseplatten in melxeren 
Ltisungsmitteln zu eigenartigen Erscheinungen. In den essigsauren Butanol-I’liess- 
mitteln war bei der Auftrennung eines wie oben geschildert hergestellten Serum- 
konzentrates ausser den im Wesentlichen auf die Gegenwart von Elelctrolyten (unit 
Harnstoff sowie einiger anderer Verbindungen) beruhenden Stijrungen, vor allem 
im unteren Tcil des Chromatogramms, noch andere zusatzliche Anomalien zu beob- 
achten, die weder in den anderen von uns verwendeten Fliessmitteln (“34”, “13”, 
“KHL”), nocll bei anders hergestellten (z.B. durch Alkoholfallung) Serumkonzen- 
traten &uch in den sauren Butanol-l?liessmitteln in Erscheinung traten. Es handelt 
sic11 darum, dass die weit wandernden Aminosauren (in erster Linie also die Leucine, 
Phenylalanin, Valin, Tryptophan usw.) sum Grossteil nicht an dem ihnen zukommen- 
den ,Platz aufscheinen, sondern weiter hinauf verschleppt werden in ein Gebiet,, in 
dem unter normalen Umstanden keine (l~erkdmmlicl~en) Aminosauren mehr zu 
finden sind. Sie bilden dann meist halbmondformige Flecke und liegen h2i.ufig relativ 
dicht bei einander. 

Dass diese merkwiirdige Erscheinung aber nicht auf irgendwelche Kompo- 
nenten des Serums zurtickzuftihren, sondern allein eine I’olge der TCE-Rehandlung 
ist, zeigt sich daran, dass sie ebenso auftritt, wenn man ein Gemisch vonTestamino- 
&iuren verdtinnt, mit TCE versetzt, wiederholt ausathert und auf em entsprechendes 
Volumen wiedcr eindampft. Der Verdacht, dass sich die TCE such nach xo-Iz-maligen 
Ausathern nicht vollst%ndig entfernen lasst, konnte durch positiven Ausfall der Fuji- 
wara-Reaktion bestatigt werden. Auch in abgedampften Proben der einzelnen Ather 
extrakte trat his zuletzt stets positive Fujiwara-Reaktion auf. 

Erwartungsgem&ss zeigten sich die gleichen Verschleppungserscheinungen der 
schnellwandernden Aminosguren, wenn man der Testaminosaureltisung von vorn- 
herein einige Prozent TCE zusetzt. 

Von zahlreichen Autoren2-7 waren ganz ahnliche Erscheinungen bei der Papier- 
chromatograpllie in wasserhaltigen Butanol-Eisessig-Mischungen von verschiedenen 
Aminen ,(Adrenalin,, Woradrenalin, Histamin, Tyramin, ,Epheclrin, Phenylathylamin 
u.v.a,) in Gegenwart von TCE aber such anderer organischer Sauren (Trifluoressig- 
s&Ire, ‘Pikrinsgure, teilw. such Dichloressigsaure) beobachtct worden. Sie treten 
dann auf; ,wenn die organische SBure relativ stark ist (starker als,die S&ure des ver- 
wendeten Fliessmittels8) und ihr RF-Wert relatif hoch liegt - bis TCE in Pliessmittel 
“P’T (vgl:utiten) ,ca. 0.90 (Lit. 4 und 6)) Auch bei diesen Verbinclungen sind die .Amine 
mit ,hijherem %RF-Wert st&rker betroffen, insofern ein grosserer Teil der Substanz im 
oberen Fleck zu finden ist, ja es kann vorkommen, dass bei gentigendem ‘C’berschuss 
der organischen Saure (IntensitZt und Hiihe des oberen Fleckens nehmen mit Starke 
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und Konzentration der organischen Saure zu) nur m&r der obere Pleck auftritt, und 
der untere, dessen Lage der freien Base entspricht, gar nicht mehr zu sehen ist7. 

BIXKETT UND CNOULIS~ studierten das Phgnomen such mit Hilfe der DC 
und fanclen bei Celluloseplstten erwartungsgcmass ganz tihnliche Ergebnisse wie in der 
Papiercliromatographie. Auf SiO,-Platten aber kam es nicht zur Ausbildung dieser 
zwei Plecken, es trat nur ein einziger auf, der allerdings sehr langgestreckt war. 
Bei Also,-Platten zeigte sich iiberhaupt kein Einfluss der TCE (bezw, der anderen 
Zhnlich bwirkenden organischen Sauren). Die hutoren nehmen an, dass fiir die Ver- 
schleppungserscheinungen bei Cellulose, deren Carboxylgruppen verantwortlich sind, 
zumal sie nach einer Vorbehandlung der Schicht mit Diazomethan* nicht mehr 
festzustellen waren. 

Auch WRsT4 hatte beobachtet, dass nach Atherextraktion der trichloressig- 
saurehaltigen ‘Liisungen der obere zusatzliche Fleck nicht verschwindet, sondern 
hijchstens schw5cher wird. Lediglich nach Anwendung eines, Ionenaustauschers ist die 
Gesamtmenge des betreffenden Amins wieder an der normalen Stelle vereinigts**. Dass 
sich TCE such durch sehr oft wiederholte &herextraktion aus einer wgssrigen Losung 
nicht vollst&ndig entfernen lgsst, darf nicht wundernehmen, da es sich ja docll urn 
eine relativ starke organische Saure handelt, natiirlich nur die nicht dissoziierte Form 
in Ather lijslich ist, und bei fortschreitender Verdtinnung der wassrigen Phase die 
Dissoziation zunimxnt, sodass mit jeder nenerlichen Iitherextraktion der Verteilpngs- 
koeffizient immer ungiinstiger wird. 

Anders verh%lt es sich, wenn man die hitherextraktion in Gegenwart einer 
starkeren Sgure, also beispielsweise HCl, vorninnnt, wodurch die Dissoziation der 
TCE zurtickgedr&gt wird. U’enn wir die Enteiweissung von Serum nach der von 
PATAKI~ gegebenen Vorschrift, die im Wesentlichen auf KRAUT UND ZIMMERMANN- 
TELSCHOW~” zurtickgeht, durchfiihrten, wobei die Atherextraktion aus 0.1 N WC1 
erfolgt, zeigten sic11 dann bei der Chromatographie diese Anomalien nicht, die 
Fujiwara-Reaktion im Konzentrat erwies ‘sic11 als (beinahe) negativ und such die 
eingedampften Proben der einzelnen Atherextrakte ergaben nur mehr bis einschliess- 
lich der 6. oder 7, Aus&therung ein positives Ergebnis. Freilich ist zu bedenken, dass 
sich bei der weiteren Aufarbeitung such wenn sie schonend durchgefiihrt wird, 
gewisse Folgen der Gegenwart von HCl, wie Spaltung einiger Peptide,‘Obergang von 
Asparagin-und vor allem Glutamin in die entsprechenden Sauren doch nicht ganz 
verhindern lassen. 

Zweck vorliegender Untersuchung ist es, an Hand von Serumkonzentraten 
und Testaminos%urenmischungen, denen (meist etwa 2 %) TCE zugesetzt wurde, 
diesen TCE-Stiireffekt unter verschiedenen Bedingungen n&her zu studieren uncl 
tiber Versuche zu berichten, ihn such ohne Anwendung von Ionenaustauschern oder 
elektrolytischcr Entsalzung zu beseitigen. 

EXPIZRIMENTRLLISS 

LBsunge9t 

Scrudconzentrate 
., 

Naclz CLOTTIZN~. Ein Mischserum wurde mit dem doppelten Volumen IO %iger 
TCE unter Schtitteln tropfenweise versetzt, mehrere ‘Stunden im Eisschrank ,stehen 
gelassen, IO min scharf zentrifugiert und der Rtickstancl mehrere Male mit IO %iger 
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TCE gewaschen. Die vereinigten Zentrifugate wurden mit etwa dem gleichen Volumen 
Diathyl%her ausgeschiittelt, die Atherphase j ewe& einmal mit einer geringen Mengc 
Wasser gewaschen und dieses mit der w&,srigen Ltisung vereinigt. Die Atherextraktion 
wurde etwa zehnmal wiederholt. Die schliesslich verbleibende wassrige Phase.%urde 
im Rotationsverdampfer schonend (nicht tiber 50”) eingedampft und schliesslich 
in I/IO des qsprtinglichen Serum-Volumens Pyridinacetatpuffer von pH 3.6 gel&t 
(100 ml Eisessig, IO ml Pyridin ad I 1 Wasser). 

Naclz PATAKI~ (bezw. KRAUT UND ZIMMIZRMANN-TIXESCWOW~~). Zun&chst analog, 
nur wurden dann die vereinigten Zentrifugate noch vor der Atherextraction weitest- 
gehend (Rotavapor) eingedampft und in etwa denselben Volumen 0.1 N HCl gel&t. 
Die &herextraktionen und alle weiteren Schritte genau wie oben beschrieben. 

Verwendet wurden,Reinstsubstanzen der Firmen Merck bezw. Serva oder Fluka. 
Die Substanzen wurden ebenfalls im oben erwahnten Pyridinacetatpuffer gel&t, da 
dieselben Losungen such ftir hochspannungselektrophoretische Trennungen in diesem 
Puffer verwendet wurden und andererseits durch das anwesende Pyridin such eine 
gewisse Haltbarkeitsverbesserung der Ldsungen erzielt wird. Im allgemeinen wurden 
von jeder Aminosaure 2 pg aufgetragen. In der Hauptsache diente uns zum Studium 
des TCE-Effekts ein Gemisch aus Leucin, Phenylalanin, Valin, Prolin, Threonin und 
Serin (je 0.67 mg pro ml). Durch Zusatz von IOO ,ul 20 %iger TCE zu I ml obiger 
Losung’ wurde ein etwa 2 Y0 (genauer 1.8 %) TCE enthaltendes Testgemisch herge- 
stellt. ,Analog’ wurden weiters Liisungen mit niedrigerem und hollerem (bis IO yO) 
Gehalt bereitet. 

Urn einen eventuellen Einfluss des Pyridin-Essigsaure-Puffers auszuschalten, 
wurde such eine L6sung cler oben angeftihrten Aminosguren in IO %igem Isopropanol 
angesetzt und ebenso mit (1.8 %) TCE versetzt. Gleichzeitig wurden Liisungen her- 
gestellt (ausgehend von letzterer in 10 %igem Isopropanol), die ausser TCE ver- 
schiedene Mengen HCl enthielten und zwar eine die 0.1 N, und eine die 0.5 N an 
WC1 war. 

,In ‘ahnlicher Weise wurden such verschiedene andere Aminosaurelosungen 
mit TCE versetzt. 

Dii?tnsclaiciztcCtron~atogya~~~~e _. 
Es gelangten zwanzigmal 2o-cm Fertigplatten Cellulose der Ha. Merck zur 

Anwendung; Die Substanzen wurden punktfiirmig, etwa 3.5 vom unteren Rand der 
Platte aufgetragen. Die Wanderungsstrecke betrug etwa 15-15.5 cm, Folgende Fliess- 
mittel wurden verwendet : .I 

“P” (nach PARTRIDCE~~) - KButanol-Eisessig-Wasser (4: I : 5) (Oberphase) 
“8” (zitiert nach PATAKIO von dem such die Nummerierung tibernommen 

wurde) - &l3utanol-Eisessig-Wasser (4: I: r) 

“Cul” (nach CULLEY~~) - &Butanol-Eisessig-Wasser (13 : 3 : 5) 

“Mk” (nach der von der Fa. Merck herausgegebenen Vorschriftl3 in ihrer 
Fertigmethode zur DC von Aminosiiuren im Plasma, die auf die Arbeit von BRIXB~JZR 
et aLla, zurtickgeht) - gt-B_rtanol-Aceton-Eisessig-Wasser (7 : 7 : 2 : 4) 

“ML” (nach der von der Fa. Merck”, herausgegebenen DC-Fertigmethode ftir 
Phenylalanin und Leucineib)’ - tevt,-Butanol-Aceton-Wasser (13 : 2 : 5) 
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“34” (zitiert ndl PATAId) - Methanol-Pyridin-Wasser (20 : I : 5) 
“13” (zitiert nach PATAI~) - Chloroform-Methanol-r7 %iges NH, (2 : 2 : I) 

“KHL” (nach KRAPPCZYIC et d.10) - Dioxan-Pyridin-25 %iges NHW-Wasser 
(7:7:3:3) 

Alle Fliessmittel, ausgenommen “Mk’,‘, wurclen bei Kammersgttigung ange- 
wandt, In “Mk” sowie in “KHL” wurde jeweils zweimal unter Zwischentrocknung 
entwickelt (Bezeichnungen hierftir “Mka” bezw. “KHLs”). 

Voreuttwickhmgen mit Didthyldther. Destilliertes Wasser, IO %ige Essig&iure oder 
10 %ige ‘AmeisenGure wurden jeweils mit denselberi Volumen DiZthylather ,(p.a. 
Merck) 5 min intensiv geschtittelt. Nach etwa zweisttindigem Stehen wurde die un- 
tere Schicht verworfen und die obere in eine mit Filterpapier ausgekleidete Kammer 
gebracht. Chromatographiert wurde dann in tiblichcr Weise, zumeist jedoch zweimal 
unter Zwischenttocknung, jedoch solange bis der Ather die obere Plattenkantc er- 
reichte, wogegen sonst, wie allgemein iiblich die Chromatographie frtiher abgebrochen 
wurde, Nachweis der Aminosauren : Nach Lufttrocknung wurde mit einer 0.4 %igen 
Ninhydrinlosung in Isopropanol, die 5 y0 Collid.iri enthieltl, bespriiht, Eine weitere 
Differenzierung einzelner Aminos~uren erfolgte durch uberspriihen mit iithanolischer 
KOHr’. 

Fujiwava-Reaktion. Etwa 50 ,ul eines Serumkonzentrats bezw. L ml eines etwa 
IOO ml betragenden &herextrakts (nach AbdamPfen des hithers) wurden mit I ml 
15 %iger NsOH und I ml ,Pyrid.in versetzt. Die Pro,ben wurden 5 min in kochendem 
Wasser erhitzt. &s bildete sich eine intensive R&f&bung ‘der oberen Schicht. Auf 
eine genaue quantitative Bestimmung wurde verzichtet, aber durch Farbvergleich 
(evtl. nach Verdtinnen mit 10 ml Ethanol) waren halbquantitative Sch%tzungen 
miiglich. 

ERGEBNISSE 

Wie beispielsweise aus den Fig. xa, 2a ,und 28, zu sehen, verursachte bei den 
untersuchten Pliessmittein “P”, “8”’ “Cul” und “MK” Anwesenheit von TCE in den 
aufgetragenen Proben - ob es sich jet& urn die Serumkonzentrate oder urn ktinstlich 
mit TCE versetzte Testaminosaureliisungen handelte - stets diese geschilderte 
Verschleppung der weiter wandernden Aminos&uren. Im Falle der vorzugsweise 
untcrsuchten Testgemische von Leucin, Phenylalanin, Valin, Prolin, Threonin, Serin 
sind also die drei erstgenannten betroffen. Hierbei zeigt Leucin den Effekt ‘am 
stark&en, Valin relativ vielleicht am wenigsten, dennoch kornmt such von dieser 
Aminos%.rre im allgemeinen irnmer noch recht wenig auf den sonst ihr zukommenden 
Platz. Auf derselben Platte aufgetragene andere - TCE-freie - Losungen zeigten fast 
durchwegs normales Verhalten. Manchmal aber kam es vor (siehe 2.33. Fig. 2a und e) 
dass, besonders bei hijheren TCE-konzentrationen, such daneben aufgetragene 
normale Proben - allerdings in vie1 geringerem Ausmass.- noch von dem St8reffekt 
miterfasst werden 

‘. In Vbereinstimmung mit den Befunden ,von BEcIcE~‘ und Mitarbeiternop? war 
.auch im l?alle der Aminosauren beim Vergleich von Testliisungen verschiedenen TCE- 
gehalts eine Zunahme an Wanderungsstrecke und Intensittit der, hinauf verschleppten 
Anteile mit zunehmender TCE-menge zu beobachten. ; . .’ 

Im Falle der Aminostiuren von mittlerer Wanderungsstrecke erwies,.sich’ die 
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Fig. i . DUnnschichtchromatographic voq I .8 y0 TCE-h&M&en Testgcmischdn (TG) (Lcu. Phc, Val, 
Pro, Thr, Ser) teds kcinti; tdils 0.1 N, b&w. 0.5 N’HCI’ enthdtcncl, uncl clcm &dtipidchcndcn TCE- 
frcien’ Gcmisch (TG,,). sowie von TCE-cnteiwoisstem Serum (S) uncl Fruchtwasserkonzcntratcn 
(FW) tejlwcise supcrponiert von den Aminosllurcn Lcu, Phe, Val, Ala (AS). Zum Verglcich such 
ein mit hlkqhol entciy3sstcs Serumkonzontrat (S. ,ROH). Links uncl rcchts - im nicht Ubcr- 
schrifteten Teil - wurdcn verschicclenc Tcstsminos&urcn (ohne TCE) aufgetragcn. (a) Fliessmittcl 
“8” ohnc Vorbchancllung. ,(b)’ Plicssmittel “g” nach’Vorbcliancllung (zweimal) in Ather gdittigt 
mit Wagscr, (c) Fliessmittel “8” nach Vorbehandlung (ewcimal) in Athcr gcsPttigt mit IoO/-,iger 
EssigsOure. (cl) FlicssmitteJ “8” nnch Vorbehayllung (zwcimal) in iither gcsgttigt mit xo%iger 
Amciscnslurc. ’ 

>’ 

TCE-st6mng als vie; weniger ausgepriigt. Es zeigten sich hier zumeist nur verwaschene 
Fleck- und. teilweise Schwantibildung in der Wanderungsrichtung. Bei den wenig 
wandemden Aniinostiuren mcrkt man fast nichts. Mitunter andert sich die Form der 
Flecken etwas, sie werden langgestreckt .,und laufen oben spitz, zu. ‘Histidin ,und 
Histamin, die .ja in diese Gruppe fallen, verhalten sich in Gegenwart der TCE (fast) 
normal. Auch BECKETT und Mitarbeiter hatten im Fallc von Histamin normales 
Verhaltens ‘gefunden;,wohingegen ‘die Arbeitsgruppe, WEST a**, die allerdings wesentlich 
griissere)Mengen ,auftrugen, Doppelfleckbildung feststelltcn. 

:: In den, anderen .Fliessmitteln;~ die ,nicht ,in die Gruppe der Essigsiiure und 
Butanol’ enthaltenden Gemische’ fallen; bewirkt TCE keine oder nahezu keine Ver- 
anderungen.: Mitunter nur kdmmt es zu kleineren Verschiebungen, bezw. Formver- 
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gndcrungen ciniger Fleckcn. Es hand& sich bci diesen Pliessmitteln (“34”, “KWL”, 
(‘13”) ja durchwegs urn basis&e. “ML” aber stellt ein neutrales (zudem noch Butanol, 
wenn such lert.-Butanol enthaltendes) Losungsmittel dar. Und in diesem zeigt sich 
der TCE-Effekt such wieder in gleicher Weise wie bei den Gemischen der Butanol- 
Essigsaure-Reihe. Auch BECK%TT UND CWOULIS~ hatten bei Verwendung eines wasser- 
gesattigten Butanols ahnliche Ergebnisse erhalten wie im Fliessmittel~ “P”. 

Urn die geschilderten Erscheinungen niiher %u untersuchen, wurde ein z y0 
TCE-enthaltendes Testgemisch (Leucin, Phenylalanin;Vallin, Prolin, Threonin; Serin) 
in verschiedener Weise einer zweidimensionalen Chromatographie unterworfen. 

ZunQhst einmal wurde in der ersten Dimension ein den ,Effekt zeigendes 
Pliessmittel (“P”, “S”, bezw. “Mk”) und in der zweiten Dimension “34”’ das den 
Effekt nicht aufwoist, angewandt. Die Ergebnisse waren’ wie erwartet : ein kleiner 
Teil von Phenylalanin und Valin kamen in der ersten Richtung auf die richtige Stelle, 
der Grossteil jedoch, sowie praktisch das ganze Leucin, wird hinauf verschleppt. 
Nach dem Laufe der zweiten Richtung erscheint sodann alles an den entsprechenden 
Stellen. 

Es wurde such der umgekehrte Versuch unternommen, also “34” in erster, 
“P” bezw. “8” in zweiter Richtung. Hier zeigte sich, dass dann im zweiten Lauf durch 
das essigsaurehbltige ,I;liessmittel nur mehr ein kleinerer Teil hinauf verschleppt wird, 
es dtirfte sich dabei fast ausschliesslich nur urn Leucin handeln O’ffenbar wurde im 
ersten Lauf_doch ein Grossteil der TCE von den Aminostiuren~getrennt. 

Zuletzt wurde in beiden Dimensionen ein den Eff ekt zeigendes Fliessrnittel (“P”), 
also. ,die Di~gonalchromatographie angewandt. Es lag das meiste tatsachlich ‘etwa 
auf einer Diagonalen, lediglich Valiri, etwas Phenylalanin und Spuren Leucin traten 
au& noch oberhalb der Diagonale wieder in Erscheinung. Das bedeutet, dass von den 
nach dem ersten Lauf auf den normalen PI&t&n aufscheinenden kleinen Teil von 
Valin und Phenylalaniri such ,beim zweiten Lauf alles an die .entsprechende Stelle 
rtickt und nichts’ verschleppt wird. Von den im. ersten Lauf aber, hinaufgezogenen 
Aminosauren wird ein Grossteil in der zweiten Richtung ebenfalls hinauf mitgerissen, 
ein kleinerer Teil aber gelangt an die richtige Stelle. Zu ganz demselben Ergebnis 
waren aucb BECKETT und Mitarbeiter bei der zweidimensionalen Chromatographie 
von Isoprenalin und Phenyl&thylamin (im Fliessmittel “P”) gelangt’. 

Um den Einfluss der Anwescnheit einer starkeren Saure zu studieren, wurden 
such - wie im experimentellen Teil geschildert - TCE-haltige Testgemische, die 
0.1 i’V bezw. 0.5 N an NC1 waren, untersucht. Interessanterweise zeigten sich dabei 

,’ zumeist - wenn such nicht immer klar erkennbar - gewisse Abstufungen des 
TCE-Effektes; mit steigendem HCl-Gehalt gelangt mehr an die richtige Stelle ,und 
wird weniger verschleppt (siehe z@. Fig. Ia):,‘Allerdings nim.rn.t daftir’auch eine 
gewisse Unscharfe und Verschwomrnenheit der Flecken zu. Fast keinen Unterschied 
ergab die Verwendung von IO %igem Isopropanol an Stella des ,Pyridinacetatpuffers 

,, als Losungsmittel (bei Abwesenheit von HCl) . 1’. : 

,Rinen gtinstigen Einfluss tibte, such ein ,, Nachbehandeln der aufgetragenen 
:’ :Proben mit, WC1 (5 ~1 2 ,F HCl):.aus; Der Storeffekt der.TCE wird:~,d&durchwesentlich . 
” al$#schwtlcht ; es : wird ri’icht mehr soviel hinauf, ,ver&hloppt, .und ,die’~!Wande&ngs- 

strecke. ‘des noch mitgerissenen Anteils (hauptsachlich ,Leucin) wird au& ktirzer. 
In. Serumkonzentraten; zum Unterschied von den Testgemischen, bewirkte die Salz- 
stiure zumeist keine besondere Verbesserung. 
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Noch @instiger im Hinblick auf den TCE-Effekt war es, wenn die Platte nach 
dem Auftragen in eine Rammer mit der .verdtinnten HCl (dazu wurde 0.5 N WC1 
verwendet) gestellt und bis zu einer Steigh8he von etwa 3-q cm entwickelt wurde. 
Nach dem Trocknen wurde .dann in tiblicher Weise chromatographiert. Die Ergebnisse 
waren hierbei nicht immer reproduzierbar, in einigen Fallen .gab es nahezu .kein Mit- 
reissen durch die TCE mehr, zumeist waren zwar noch die Serumkonzentrate zum 
Teil davon .betroffen, die Testgemische aber in der Regel nicht mehr oder nur mehr 
andeutungsweise. Freilich traten dafiir - ‘ebenso wie such beim ‘cberttipfeln mit 
HCl - haufig andere Stijrungen in Erscheinung, Verzerrungen, bezw. ein Zusammen- 
driicken einzelner Aminosiiurezonen, 

Wurden’ die Platten nach dem Auftragen der Substanzen langere Zeit (I 11 
oder Ianger) auf etwa 105~ erhitzt, so zeigte sich dann bei der anschliessenden 

’ Chromatographie der TCE-Effekt wescntlich abgeschwacht, bezw. war mitunter 
tiberhaupt verschwunden. Es ist klsr, dass die TCE durch das Erhitzen gespalten 

Je ChOtWCZtOgY., 64 (1972) ,103-II5 
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Pig. 2. Dtinnschichtchromatographic der Tcstgcmischc (Lcu, Phc, Val, Pro, Thr, Ser) mit ver- 
sohicdencn Mcngen (o.g”/o, J..SO/~, 5%. 6.7%, 10%) TCE bczw. ohne TCE (TG,,) sowie cinmal’von 
mit TCE gewbhnlich enteiwcjsstem 6 TCE), teilweisc such von den Arninostiuren Lcu, Phe, Val, 
Ala (AS) superponicrt, uncl einmal von TCE cnteiwcisstem Serum ohnc AusMhcrung und Eineng 
ung (S TCE dir.). Links und rcchts irq unbeschriftctcn Teil wicclcr anderc Aminostlurcgemische 
ohne TCE-Zusntz. [a) Pliessmittel “8” ohne Vorbehancllung, (b) Flicssmittel “8” nach Vorbehand- 
IUII * (zweimnl) in Athcr gcstittigt mit Wasser. (c) Fliessmittcl “8” nach Vorbchandlung (zwcimal) 
in * ther ge&ttigt mit IoOhigcr Essigs&ure. (cl) Fliessmittel x “8” nach Vorbehsncllung (zweimsl) 
in Ather gcstittigt mit ~o~/~igcr Ameisenstiure. (e) Fliessmittel “1Mk” (zweimal) ohne Vorbehsncl- 
lung. (f) Fliessmittel “Mlc” 
ro”/oiger XmciscnsHurc. 

(zwcimal) nsch Vorbehandlun~ (zweirnal) in A?zhx ycsilttigt mit 

wird und sich verfliichtigt. Allerdings muss natiirlich au& unter den Aminos&uren 
und Peptiden mit partiellcn Zersetzungsvorgtingen zu ~echnen sein. 

Da mehrfaches Ausschiitteln mit &her - also die einfachste Form eines 
Verteilungsvorganges - offcnbar nicht in der Lage ist, TCE vollst3ndig aus einer - 
nicht mit einer st%rkeren Sgure angestiuerten - Lijsung zu entfernen, war es zweck- 
m&ssig, zu versuchen, die Zahl dcr Verteilungsschritte e&rem zu erhiihen. Und 
da die DC auf Celluloseschichten in der Hauptsache ja auf Verteilungsvorgtingen 
beruht, sollte gleich dieses Verfahren herangezogen werden, eine Entfernung der 
stGrenden TCE zu erreichen. 

Hierzu wurden die Platten nach dem Auftragen in mit Wasser gesgttigtem 
Di5thyl5ther zuntichst einmal- besser jedoch zweimal unter Zwischentrocknung - 
bis zum oberen Rand vorentwickelt, wonach dann nach einer weiteren Zwischen- 
trocknung die Chromatographie in dem betreffenden ButanolAEisessig-hgltigen 
Fliessmittel angeschlossen wurde. 

Die Ergebnisse waren, wenn aucll nicht immer in gleicher Weise, zun&zhst 
durchaus crmutigend. Der Unterschied gegeniiber ciner nicht mit Ather vorbehan- 
delten Platte war eindeutig. Nun ist in der Mehrzahl der FQlle hauptsgchlich nur 
mehr, Leucin mitgerissen, in den HCl-h&ltigen Proben jedoch meist nur wenig oder 
sogar tiberha’upt n,ichts mehr. Die Wandixungsstrecke der doch ‘noch hinaufgezogenen 
Aminostiureanteile wurde tiusserdem kiirzer. Freilich, in Bezug auf die Serum- 
konzentrate zeitigte die &hervorbehandlung nur schr wenig Erfolg. 

.J. Clwotnntogv., G4 (1972) 103-115 
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Als nachstes wurde statt des wassergesattigten ein mit 10 ?h Essigsaure ge- 
sattigter Ather ftir die Vorbehandlung verwendet. In diesem Pall verhielten sich die 
TCE-haltigen Testgemische fast durchwegs normal, es erschienen alle Aminosauren 
auf den ihnen zukommenden Plaitzen. Nur manchmal, insbesondere bei hijheren 
TCE-konzentrationen (tiber 5 %) als sie sonst in der Mehrzahl unserer Versuche 
angewandt wurden (2 %), war eine Doppelfleckbildung bei Leucin zu bemerken, 
d.h. knapp i,iber diesem, bezw. iiberlappend zeigte sic11 noch tin Fleck. Ein kleiner 
Teil von Leucin wird also von restlicher TCE noch verschleppt, aber nur mehr 
ein ganz kurzes Sttick. 

Bei den Serumkonzentraten (und anderen biologischen Substraten) war der 
Erfolgwieder geringer. In diesem Fall trat der TCE-Stijreffekt noch auf, ‘allerdings 
war au& hicr nur mehr Leucin in erster Linie davon betroffen, daftir waren schon be- 
tr2.ehtliche Teile der weitwandernden Aminosauren (such Leucin) an ihren Plaitzen 
und - im oberen Teil des Chromatogramms - war bereits eine gute Aufschltisselung 
erreicht. 

Verschiedentlich wurde such eine Kombination von S%.rrebehandlung und 
Atherchromatogrsphie versuchf, indem Platten, auf denen entweder die TCE- 
haltigen Substanzgemische mit 2 N HCl tiberttipfelt wurden, oder die, wie oben ge- 
schildert, in 0.5 JV HCl gestellt worden waren, darnach einer Chromatographie in 
wasser- bezw. essigs%.uregesattigten Ather und dann der eigentlichen Chromatographic 
unterworfen wurden (nattirlich jeweils unter Zwischentrocknung) . Dadurch wurde 
etwa der wassergesLttigte lither einer alleinigen Anwendung des Essigstiuregesattigten 
gleichwertig, und bei EssigstiuregesQttigten gelang es oftmals, den TCE-Effekt sogar 
bei Serumkonzentraten viillig zu beseitigen. Zumindest, wenn er bei diesen noch auf- 
trat, dann nicht sehr ausgeprtigt und oft nur in Form des Leucin-Doppehlecks. Ein 
nicht unerheblicher Nachteil des’ geschildertcn’ Verfahrens liegt in der - wie schon 
erw2hnt - durch die HCl-Behandlung oftmals bewirkten Verzerrung bezw. Stauchung 
einiger Aminos5urezonen. 

Urn eine ,noch weitergehende Entfernung der TCE zu erzielen, mtisste man 
mit einem noch starker sauren &her arbeiten. Eine Erhohung der Essigsaurekon- 
zentration auf 25 o/o brachte nicht den gewunschten Erfolg und daher versuchten wir 
die Anwendung von AmeisensBure, die ja doch eine urn etwa eine Zehnerpotenz 
grijssere Dissoziationskonstante als Essigstiure aufweist. 

‘Die vorbehandelnde Chromatographie fand also in Diathyl%ther statt, der mit 
LO %iger Ameisensaure gesattigt war, Dieses Verfahren ftihrte praktisch zum vollen 
Erfolg. Weder in den Aminos~uretestgemischen, noch in den Serumkonzentraten 
zeigt sich mehr ein nennenswerter TCE-Stiireffekt, hijchstens die Leucinfleclcen im 
Serum bekommen eine etwas ovale Form und in seltenen Fallen - hiervon scheint 
das Fliessmittel “P” eher als die anderen betroffen zu sein - zeigen sidh ganz 
schwache ‘Ansgtze zu einer Doppelfleckbildung. 

Schliesslich wurde versucht, ob die -geschilderte Methode such in der Lage ist, 
die zu’ erwartenden, ja wesentlich betr&chtlicheren Storungen auszuschalten, wenn 
man ein ,,,TC&-enteiweisstes Serum verwendet, bei dem tiberhaupt kein Versuch 
gemacht ,wurde, ,,die :iSberschiissige ,TCE durch Ausathern zu beseitigen, In diesem 
Fall.,+ es. wurde direkt das Zentrifugat nach der ,TCE-l%llung, ohne einzudampfen 
(60 ~1, d,h. 20 ,ul Nativserum) aufgetragen - ergab sich bei normaler (ohne Ather- 
vorbehandlung) Chromatographie in den meisten der butanolhtiltigen Fliessmitteln 
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(siehe x.13. Fig. za) ein viillig anderes Bild. In der Hohe, an der Stelle wo sonst die von 
der TCE verschleppten Aminos5uren zu liegen kornmen, ist bier nichts zu sehen, 
dagegen erscheint etwa in der Zone der normalen Leucin- bezw. Phenylalaninlage 
ein grosser diffuser Fleck und iiberhaupt keinerlei Auftrennung. Da clie AminosZure- 
testgemische, such wenn ihnen gleich’ vie1 (6.7 %) oder sogar mehr (IO %) TCE 
zugesetzt war, den Stiireffekt in du??chaus gewohnter Weise zeigten, ist wohl anzu- 
nehmen, dass im Falle cles Serums wahrscheinlich die jetzt ja nicht entfernten 
Lipide, bezw. Lipoproteide diese merkwtirdige Erscheinung mitverursachen. 

Eine vorherige ,Entwicklung in ameisens~ureges~ttigtem Ather vermag aber 
such in diesem Falle ein weitgehend normales Chromatogramm zu liefern. Damit 
ergibt sich die Mtiglichkeit, die Aufarbeitung des Serums wesentlich zu verkiirzen, 
indem das mehrfache Auskthern und das Eindampfen entfallen konnte. 

I)ISI<USSION 
m 

‘irber die Ursache dieses Mitreissens der schnellwandernden Aminosauren 
durch die TCE kann noch niches Eindeutiges ausgesagt werden. Der Gedanke, es 
kijnnte ein N-Trichloracetylderivat entstanden sein, dem dieser obere Fleck zukommt, 
war schon von ROBINSON UND SI-IEPI-IERD~ widerlegt worden, indem sie N-Trichlor- 
acetylhistamin darstellten und das chromatographische Verhalten dieser Verbindung 
mit dem einer TCE-haltigen Histaminltisung verglichen. Auch kiinnte j a, nicht nach 
Anwendung eines Ionenaustausches der Effekt ausbleiben, es sei denn man nimmt 
die Bildung des Acylderivates erst wghrend der chromatographischen Entwicklung 
an. Die Autoren denken eher an eine Bildung von Komplexen, wobei die chromato- 
graphierten Verbindungen ~1.1s Elektronendonatoren, die TCE als Elektronenacceptor 
fungieren. Die Basizit&t einer Verbindung dtirfte dabei nur von geringem Einfluss 
sein - so verhielten sich bei unseren Versuchen Histidin und. Histamin ganz ahnlich - 
ausschlaggebend ist vielmehr die ‘Wanclerungsstrecke auf dem Chromatogramm, 
WEST und Mitarbeitersv4 fanden eine Mittlerrolle von basischen Aminos5uren bei 
Zustandekommen bexw. zunehmender Intensif2.t des TCE-Effekts bei den von ihnen 
untersuchten Aminen. Sie nahmen such eine Teilnahme der b=asischen Amino&uren 
an den Amin-TCE-Komplexen an. Darauf, dass evtl. noch andere Verbindungen 
- seien es nun basische AminosZuren oder irgendwelche sonstigen Substanzen - 
an der I3ildung von losen Komplexen zwischen TCE und den weitwandernden Amino- 
&.rrcn teilnehmen kiinnten, weist die Tatsache bin,’ dass sic11 der TCE-Sttjreffekt 
bei Serumkonzentraten stets wesentlich schwieriger beseitigen lKsst, als bei den Test- 
Aminos&.rrengemischen. 

Der Dissoziationsgrad der TCE - wie jeder nicht zu starken Ssure - kisst sich 
durch Zusatz einer anderen S%ure zurtickdr%ngen, wodurch sich ja die Aufnahms- 
ftihigkeit des Athers fiir diese Verbindung erhoht. Wenn such Essigsgure und selbst 
noch Ameisens%ure wesentlich schw5chere S&.rren als TCE sind, so bedeutet die 
Anwendung des s%ureges&ttigten Athers als Vorentwickler doch einen so grossen 
uberschuss, dass ein gewisser Erfolg durchaus zu erwarten ist. Und im Falle der 
AmeisensKure ist diese Wirkung sogarausreichend, die TCE soweit zu entfernen, dass 
such die weniger labilen Komplexverbindungen zerlcgt werden konnen, die - sofern 
obige Annahme berechtigt ist - unter Mitwirkung irgendwelcller anderer Substanzen 
aus Serum oder anderen biologischen Substraten zustande kamen. 
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Die Anwendung dcr geschildertenVorentwicklung mit ameisensaureges&ttigtem 
&her kann also praktisch alle durch das Enteiweissungsmittel bewirkten Storungen 
beseitigen und macht die TCE-Deproteinisierung mit anderen, z.B. der Alkoholdepro- 
teinisierung gleichwertig. Frcilich, die durch die Gegenwart von Elektrolyten, I-Iarn- 
stoff, restlichen Lipoproteiden usw, verursachten Nachteile bleiben - ebenso wie 
bei den anderen Enteiweissungen - bestehen. Dagegen hilft nur z.B. die Anwendung 
von Ionenaustauschern, die ja such die zuriickgebliebene TCE vollstandig zu entfernen 
vermag. 

Nimmt man jcdoch die Elektrolyt- und LipoproteidstGrungen in Kauf, so 
kann man mit vorliegender Methode bei Verzicht auf Aus&therung und Eindampfen 
bequem und. rasch zu einer angenaherten ‘ubersicht. giber die Aminosaure- und 
Pe~tidzusarnmensetzung vcm eiweissh5ltigen Proben gklangen. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Bei der Diinnschicl~tchromatograpl~ie auf Celluloseplatten zeigen in Gcgenwart 
von Trichloressigsiure vor allem die weitwandernden Aminosauren in einigen der 
untersuchten Fliessmitteln ein abweichendes Verhalten. Sie erscheinen nicht oder nur 
zum geringen Teil an den ihnen zukommenden Platzen, sondern werden zum Grossteil 
in ein Gebiet hinaufgezogen, in dem sonst keine (herkijmmlichen) Aminostiuren zu 
finden sind. Diesen Effekt wiesen mehrere saure, Butanol und Essigs&ure enthaltende, 
ein neutrales mit tevt.-Butanol und Aceton, nicht aber alkalische Fliessmittel auf, 
Gegenwart von WC1 schw&cht diese durch Trichloressigsaure bewirkte Stlirung ab, 

Es werden Versuche beschrieben, durch einc (zweimalige) chromatographische 
Vorentwicklung in Diathylather, ge&ittigt mit Wasser, mit IO %iger Essigsaure 
bezw. mit IO %iger Ameisensgure, die Trichloressigstiure aus den aufgetragenen 
Lijsungen zu entfernen, sodass dann die anschliessende normale Chromatographic 
das gewohnte Bild ergibt. Die beste Wirkung zeigt ameisens&ureges%.ttigter Ather: 
die geschilderte Stiirung durch Trichloressigsaure wird praktisch vollkommen 
beseitigt. 

Trichloressigs&ureenteiweisste Serumproben kiinnen solcherart rasch dtinn- 
schichtchromatographisch untersucht werden ohne die Notwendigkeit einer zeit- 
raubenden Entfernung des tibersclnissigen Deproteinisierungsmittels durch Ionen- 
austauscher oder elcktrolytische Entsalzung, 
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