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SUMMARY

Anomalous behaviour of amino acids on thin-layev chromatograms in the presence of
trichloroacetic acid

In thin-layer chromatography on cellulose plates especially the fast migrating
amino acids show anomalous behaviour 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 fert.-butanol and
acetone, but not with alkaline developers. The presence of HCI dlmmlshes the mter—
ference caused by trichloroacetic acid.

By a pre-development (twice) in ether saturated with water, 10 % acetic acid,
or 10 % formic acid, 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.

EINFUHRUNG -

Ein wichtiges Reagens zur Enteiweissung und Aufarbeitung biologischer
Substrate, vor allem von Koérperflilssigkeiten, wie von Serum, Punktaten u.d.,
ist: die Trichloressigsiure (TCE). Die Entfernung ihres Uberschusses kann entweder
durch mehrstiindiges Kochen des Filtrats (Zerfall in CHCl; und CO,), durch Gefrier-
trocknung oder durch mehrfaches Ausithern geschehen. Da erstere Methode wegen
der zu erwartenden Verluste und irreversiblen Verinderungen einiger Aminosiuren
und Peptide nicht empfohlen werden kann, andererseits eine Gefriertrocknung doch
mit erheblichem experimentellem Aufwand verkniipft ist, haben wir uns in unserem
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104 H. STUBCHEN-KIRCHNER

Laboratorium fiir die mehrfache Atherextraktion entschieden. Wir hielten uns dabei
im Wesentlichen an die von CLOTTEN UND CLOTTEN! gegebene Vorschrift, wonach
man der zu untersuchenden Losung das doppelte Volumen ro %iger TCE zusetzt
und hernach solange etwa mit dem gleichen Volumen Didthyldther ausschiittelt,
bis dieser nur mehr schwach sauer reagiert. Schliesslich wird die verbleibende wissrige
Losung eingedampft und im gewiinschten Volumen Wasser, bezw. Pufferlésung
aufgeltst. Die erhaltenen Losungen wurden einerseits einer hochspannungselektro-
phoretischen Trennung unterworfen und andererseits auch in verschiedenen I'liess-
mitteln ditnnschichtchromatographisch untersucht.

Wihrend bei der Hochspannungselektrophorese keinerlei Abnormititen auftra-
ten, kam es beider Diinnschichtchromatographie (DC) auf Celluloseplatten in mehreren
Losungsmitteln zu eigenartigen Erscheinungen. In den essigsauren Butanol-Iliess-
mitteln war bei der Auftrennung eines wie oben geschildert hergestellten Serum-
konzentrates ausser den im Wesentlichen auf die Gegenwart von Elektrolyten (und
Harnstoff sowie einiger anderer Verbindungen) beruhenden Stérungen, vor allem
im unteren Teil des Chromatogramms, noch andere zusétzliche Anomalien 2 beob-
achten, die weder in den anderen von uns verwendeten Fliessmitteln (‘‘34", ‘13",
“KHL"), noch bei anders hergestellten (z.B. durch Alkoholfillung) Serumkonzen-
traten auch in den sauren Butanol-Fliessmitteln in Erscheinung traten. Es handelt
sich darum, dass die weit wandernden Aminoséduren (in erster Linie also die Leucine,
Phenylalanin, Valin, Tryptophan usw.) zum Grossteil nicht an dem ihnen zukommen-
den Platz aufscheinen, sondern weiter hinauf verschleppt werden in ein Gebiet, in
dem unter normalen Umstinden keine (herkémmlichen) Aminosduren mehr zu
finden sind. Sie bilden dann meist halbmond{érmige Flecke und liegen hiufig relativ
dicht bei einander. ‘

Dass diese merkwiirdige Erscheinung aber nicht auf irgendwelche Kompo-
nenten des Serums zuriickzufiihren, sondern allein eine TFolge der TCE-Behandlung
ist, zeigt sich daran, dass sie ebenso auftritt, wenn man ein Gemisch von Testamino-
sduren verdiinnt, mit TCE versetzt, wiederholt auséithert und auf ein entsprechendes
Volumen wieder eindampft. Der Verdacht, dass sich die TCE auch nach ro-12-maligen
Ausithern nicht vollstindig entfernen ldsst, konnte durch positiven Ausfall der Fuji-
wara-Reaktion bestiitigt werden. Auch in abgedampften Proben der einzelnen Ather-
extrakte trat bis zuletzt stets positive I'ujiwara-Reaktion auf.

Erwartungsgemiiss zeigten sich die gleichen Verschleppungserscheinungen der
schnellwandernden Aminosiiuren, wenn man der Testaminosidurelésung von vorn-
herein einige Prozent TCE zusetzt.

Von zahlreichen Autoren2-? waren ganz dhnliche Erscheinungen bei der Papier-
chromatographie in wasserhiltigen Butanol-Eisessig-Mischungen von verschiedenen
Aminen (Adrenalin, Noradrenalin, Histamin, Tyramin, Ephedrin, Phenylithylamin
u.v.a.) in Gegenwart von TCE aber auch anderer organischer Sduren (Trifluoressig-
sdure, Pikrinsiure, teilw. auch Dichloressigsiure) beobachtet worden. Sie treten
dann auf, wenn die organische Siure relativ stark ist (stdrker als die Séiure des ver-
wendeten Fliessmittels®) und ihr Rp-Wert relatif hoch liegt — bis TCE in Fliessmittel
“P” (vgl. unten) ca. 0.go (Lit. 4 und 6). Auch bei diesen Verbindungen sind die Amine
mit -héherem Rp-Wert stirker betroffen, insofern ein grisserer Teil der Substanz im
oberen Fleck zu finden ist, ja es kann vorkommen, dass bei geniigendem Uberschuss
der organischen Siure (Intensitit und Hohe des oberen Fleckens nehmen mit Stiirke
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und Konzentration der organischen Sdure zu) nur mehr der obere IFleck auftritt, und
der untere, dessen Lage der freien Base entspricht, gar nicht mehr zu sehen ist?.

BrckETT UND CHOULIS! studierten das Phinomen auch mit Hilfe der DC
und fanden bei Celluloseplatten erwartungsgemiss ganz dhnliche Ergebnisse wie in der
Papierchromatographie. Auf SiO,-Platten aber kam es nicht zur Ausbildung dieser
zwei Flecken, es trat nur ein einziger auf, der allerdings sehr langgestreckt war.
Bei Al,03-Platten zeigte sich iiberhaupt kein Einfluss der TCE (bezw. der arideren
dhnlich wirkenden organischen Sduren). Die Autoren 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 WEesT* hatte beobachtet, dass nach Athere*ctraktmn der trmhloress:g—
sdurehiltigen Losungen der obere zusitzliche Fleck nicht verschwindet, sondern
hochstens schwicher wird. Lediglich nach Anwendung eines Ionenaustauschers ist die
Gesamtmenge des betreffenden Amins wieder an der normalen Stelle veremlg‘c2 4, Dass
sich TCE auch durch sehr oft wiederholte Atherextraktion aus einer wissrigen Lésung
nicht vollstindig entfernen lidsst, darf nicht wundernehmen, da es sich ja doch um
eine relativ starke organische Sdure handelt, natiirlich nur die nicht dissoziierte Form
in Ather loslich ist, und bei fortschreitender Verdiinnung der wissrigen Phase die
Dissoziation zunimmt, sodass mit jeder nenerlichen Atherextraktion der Verteilungs-
koeffizient immer ungiinstiger wird.

Anders verhidlt es sich, wenn man die Atherextraktlon in Gegenwart einer
stirkeren Siure, also beispielsweise HCI, vornimmt, wodurch die Dissoziation der
TCE zuriickgedringt wird. Wenn wir die Enteiweissung von Serum nach der von
PATARI® gegebenen Vorschrift, die im Wesentlichen auf KRAUT UND ZIMMERMANN-
TELscHOW!® zuriickgeht, durchfithrten, wobei die Atherextraktion aus 0.1 N HCI
erfolgt, zeigten sich dann bei der Chromatographie diese Anomalien nicht, die
TFujiwara-Reaktion im Konzentrat erwies sich als (beinahe) negativ und auch die
eingedampften Proben der einzelnen Atherextrakte ergaben nur mehr bis einschliess-
lich der 6. oder #. Ausidtherung ein positives Ergebnis. Freilich ist zu bedenken, dass
sich bei der weiteren Aufarbeitung auch wenn sie schonend durchgefithrt wird,
gewisse Folgen der Gegenwart von HCI, wie Spaltung einiger Peptide, Ubergang von
Asparagin'-und vor allem Glutamin in die entsprechenden Sduren doch nicht ganz
verhindern lassen.

Zweck vorliegender Untersuchung ist es, an Hand von Serumkomentraten
und Testaminosiurenmischungen, denen (meist etwa 2 %) TCE zugesetzt wurde,
diesen TCE-Storeffekt unter verschiedenen Bedingungen niher zu studieren und
itber Versuche zu berichten, ihn auch ohne Anwendung von Ionenaustauschern oder
elektrolytischer Entsalzung zu beseitigen.

EXPERIMENTELLES

Lisungen

Serumkonzentrate

Nach CrLoTTEN!. Ein Mlschserum wurde mit dem doppelten Volumen ro %1ger
TCE unter Schiitteln tropfenweise versetzt, mehrere Stunden im Eisschrank stehen
gelassen, 10 min scharf zentrifugiert und der Riickstand mehrere Male mit 1o %iger
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106 H. STUBCHEN-KIRCHNER

TCE gewaschen. Die vereinigten Zentrifugate wurden mit etwa dem gleichen Volumen
Didthylidther ausgeschiittelt, die Atherphase jeweils einmal mit ciner geringen Menge
Wasser gewaschen und dieses mit der wissrigen Lésung vereinigt. Die Atherextraktion
wurde etwa zehnmal wiederholt. Die schliesslich verbleibende wissrige Phase wurde
im Rotationsverdampfer schonend (nicht iiber 50°) eingedampft und schliesslich
in /10 des ugspriinglichen Serum-Volumens Pyridinacetatpuffer von pH 3.6 gelést
(100 ml Eisessig, 10 ml Pyridin ad 1 1 Wasser),

Nach PATAKY (bezw. KRAUT UND ZIMMERMANN-TELESCHOW??), Zunichst analog,
nur wurden dann die vereinigten Zentrifugate noch vor der Atherextraction weitest-
gehend (Rotavapor) eingedampft und in etwa denselben Volumen o.1 N HCI gel&st.
Die Atherextraktionen und alle weiteren Schritte genau wie oben beschrieben.

Ammosauretestlosngen

Verwendet wurden Reinstsubstanzen der Firmen Merck bezw. Serva oder Fluka.
Die Substanzen wurden ebenfalls im oben erwihnten Pyridinacetatpuffer gelsst, da
dieselben Losungen auch fiir hochspannungselektrophoretische Trennungen in diesem
Puffer verwendet wurden und andererseits durch das anwesende Pyridin auch eine
gewisse Haltbarkeitsverbesserung der Lisungen erzielt wird. Im allgemeinen wurden
von jeder Aminosiure 2 ug 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 100 ul 20 %iger TCE zu 1 ml obiger
Lésung wurde ein etwa 2 % (genauer 1.8 %) TCE enthaltendes Testgemisch herge-
stellt. "Analog’ wurden welters Losungen mit medngerem und hoéherem (bis 1o %)
Gehalt bereitet. -

"Um einen eventuellen Einfluss des Pyridin-Essigsiure-Puffers auszuschalten,
wurde auch eine Losung der oben angefiihrten Aminosiuren in ro %igem Isopropanol
angesetzt und ebenso mit (1.8 %) TCE versetzt. Gleichzeitig wurden Lésungen her-
gestellt (ausgehend von letzterer in 10 %igem Isopropanol), die ausser TCE ver-
schiedene Mengen HCl enthlelten und zwar eine dle 0.I N, und eine die 0.5 N an
HCl war.

In ‘dhnlicher Welse wurden auch verschiedene andere Aminosiureldsungen
mit TCE versetzt.

Diinnschichichromatographie ..

Es gelangten zwanzigmal 20-cm Fertigplatten Cellulose der Fa. Merck zur
Anwendung. Die Substanzen wurden punktférmig, etwa 3.5 vom unteren Rand der
Platte aufgetragen. Die Wanderungsstrecke betrug etwa 15-15.5 cm. Folgende Fliess-
mittel wurden verwendet:

“P"” (nach PARTRIDGE!) — n-Butanol—Else551g-Wasser (4:1:5) (Oberphase)

““8" (zitiert nach PATAKI? von dem auch die Nummerierung iibernommen
wurde) — n-Butanol-Eisessig—~Wasser (4:1:1)

“Cul” (nach CULLEY!?) — s-Butanol-Eisessig—~Wasser (13:3:5)

“Mk” (nach der von der TFa. Merck herausgegebenen Vorschrift!® in ihrer
Fertigmethode zur DC von Aminosiiuren im Plasma, die auf die Arbeit von BREMER
et al}8, zuriickgeht) — #n-Butanol-Aceton—-Eisessig—-Wasser (7:7:2:4)

. ““ML” (nach der von der Fa. Merck herausgegebenen DC-Fertigmethode fiir
Phenylalanin und Leucine!®) — fert.-Butanol-Aceton-Wasser (13:2:5)
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EINIGE ANOMALIEN BEI DER DC VON AMINOSAUREN 107

“34” (zitiert nach PATAKI®?) — Methanol-Pyridin-Wasser (20:1:35)

“13" (zitiert nach PATAKI®) — Chloroform~Methanol-17 %iges NH, (2:2:1)

“KHL"” (nach KRAI‘I‘CZYK el al.l%) — Dioxan-Pyridin-25 %iges NH,-Wasser
(7:7:3:3)

Alle TFliessmittel, ausgenommen “Mk’’, wurden bei Kammersattlgung ange-
wandt, In “Mk’’ sowie in “KHL"” wurde jeweils zweimal unter Zwischentrocknung
entwickelt (Bezeichnungen hierfiir “Mk?’ bezw. “KHL?").

Vorentwicklungen mit Didithylither. Destilliertes Wasser, 10 %ige Essigsidure oder
I0 %ige 'Ameisensiure wurden jeweils mit denselben Volumen Didthylither (p.a.
Merck) 5 min intensiv geschiittelt. Nach etwa zweistiindigem Stehen wurde die un-
tere Schicht verworfen und die obere in eine mit Filterpapier ausgekleidete Kammer
gebracht. Chromatographiert wurde dann in iiblicher Weise, zumeist- jedoch zweimal
unter Zw1schentrocknung, jedoch solange bis der Ather die obere Plattenkante er-
reichte, wogegen sonst, wie allgemein iiblich die Chromatographie frither abgebrochen
wurde, Nachweis der Aminosiduren: Nach Lufttrocknung wurde mit einer 0.4 %igen
Ninhydrinlésung in Isopropanol, die 59, Collidin enthielt!, bespriiht. Eine weitere
Differenzierung e1n7elner Ammosauren erfolgte durch Uberspruhen mit athanohscher
KOHY’, :

I ujzwam-Reaktzon Etwa 50 ul eines Serumkonzentrats bezw I ml eines etwa
100 ml betragenden Atherextrakts (nach Abdampfen des Athers) wurden mit 1 ml
15 %iger NaOH und x ml Pyrld_m versetzt. Die Proben wurden 5 min in kochendem
Wasser erhitzt. Es bildete sich eine intensive Rotfarbung 'der oberen Schicht. Auf
eine genaue quantitative Bestlmmung wurde verzichtet, aber durch Farbvergleich
(evtl. nach Verdiinnen mlt 10 ml Athanol) waren halbquantitative Schétzungen
mogllch : : T

ERGEBNISSE

Wie beispielsweise aus den Fig. 1a, 2a und 2e zu sehen, verursachte bei den
untersuchten Fliessmitteln “P”, “8”, “Cul” und “MK’’ Anwesenheit von TCE in den
aufgetragenen Proben — ob es sich jetzt um die Serumkonzentrate oder um kiinstlich
mit TCE versetzte Testaminosdureldsungen handelte — stets diese geschilderte
Verschleppung der weiter wandernden Aminosduren. Im Falle der.vorzugsweise
untersuchten Testgemische von Leucin, Phenylalanin, Valin, Prolin, Threonin, Serin
sind also die drei erstgenannten betroffen. Hierbei zeigt Leucin den Effekt am
stirksten, Valin relativ vielleicht am wenigstén, dennoch kommt auch von dieser
Aminosdure im-allgemeinen immer 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 z.B. Fig. 2a und e)
dass, . besonders bei hoheren TCE-konzentrationen, auch daneben  aufgetragene
normale Proben — allerdings in viel geringerem Ausmass — noch von dem Stéreffekt
miterfasst werden. :

In Ubereinstimmung mit den Befunden von BECKE’I‘T und Mlta.rbeltern“ 7 war
auch im IFalle der Aminoséuren beim Vergleich von Testlésungen verschiedenen TCE-
gehalts eine Zunahme an Wanderungsstrecke und Intensitét der hmauf verschleppten
Anteile mit zunehmender TCE-menge zu beobachten. '

- Im Falle der Aminosiduren von mittlerer Wanderungsstrecke erwies: swh d1e
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(b)

(d)

Fxg 1. Dﬁnnschlchtchromatogmp]ue von 1.89%, TCE-hiltigen. Testgemlschcn (TG) (Leu, Fhe, Val,
Pro, Thr, Ser) teils keine, teils 0.1 N, bezw. 0.5 N HCI enthaltend, und dem entsprechenden TCE-
freien Gemisch (TGy), sowie von TCE-enteiweisstem Serum (S) und Fruchtwasserkonzentraten
(FW) teilweise superponiert von den Aminosiuren Leu, Phe, Val, Ala (AS). Zum Vergleich auch
ein mit. Alkohol enteciweisstes Serumkonzentrat (S. ROH). Lmks und rechts — im nicht fiber-
schrifteten Teil — wurden verschiedene Testaminosiuren (ohne TCE) aufgetra,gcn {a) Fliessmittel
“8'’ ohne Vorbehandlung. (b) Fliessmittel ‘8"’ nach’ Vorbchandlung (zweimal) in Ather gesittigt
mit Wasser. (c) Fliessmittel “8"’ nach Vorbehandlung (zweimal) in Ather gesittigt mit 10%iger

Essigsiure. (d) Fllcssmxttel 8" nach Vorbehandlung (zweimal) in Ather gcsattlgt mit 10%iger
Amexsens&ure v ‘

’.[‘CE-storung als viel weniger ausgeprigt. Es zeigten sich hier zumeist nur verwaschene
Fleck- und teilweise Schwanzbildung in der Wanderungsrichtung. Bei den wenig
wandernden Aminosiuren merkt man fast nichts. Mitunter &ndert 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 Falle von Histamin normales
Verhalten® gefunden, wohingegen die Arbeitsgruppe WEsT3:4, die allerdings wesentlich
grossere ‘Mengen ‘auftrugen, Doppelfleckbildung feststellten. :

- - In.den. anderen 'Fliessmitteln, ‘die nicht in die Gruppe der Esszgs ure und
Butanol enthaltenden Gemische fallen; bewirkt TCE keine oder nahezu keine Ver-
dnderungen.’ Mitunter nur kommt es zu. kleineren Verschiebungen, bezw. IFormver-
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dnderungen einiger Flecken, Es handelt sich bei diesen Fliessmitteln (34", “KHL”,
“13”) ja durchwegs um basische. “ML"’ aber stellt ein neutrales (zudem noch Butanol,
wenn auch fert.-Butanol enthaltendes) Lésungsmittel dar. Und in diesem zeigt sich
der TCE-Effekt auch wieder in gleicher Weise wie bei den Gemischen der Butanol-
Essigsdure-Reihe. Auch BECKETT UND CHOULIS® hatten bei Verwendung eines wasser-
gesiittigten Butanols dhnliche Ergebnisse erhalten wie im Fliessmittel “P”.

Um die geschilderten Erscheinungen niher wu untersuchen, wurde ein 2 %
TCE-enthaltendes Testgemisch (Leucin, Phenylalanin, Valin, Prolin, Threonin; Serin)
in verschiedener Weise einer zweidiménsionalen Chromatographie unterworfen.

Zundchst einmal wurde in der ersten Dimension ein den Effekt zeigendes
Fliessmittel (“P”, ‘8", bezw. “MKk"”) und in der zweiten Dimeénsion ‘34", das den
Effekt nicht aufweist, 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 auch der umgekehrte Versuch unternommen, also ‘34" in erster,
- “P” bezw. “8” in zweiter Richtung. Hier 7e1gte sich, dass dann im zweiten Lauf durch
das essigsdurehiltige Fliessmittel nur mehr ein kleinerer Teil hmauf verschleppt wird,
es diirfte sich dabei fast ausschliesslich nur um Leucin handeln. Offenbar wurde Jm
ersten Lauf doch ein Grossteil der TCE von den Aminosiuren getrennt. ‘

 Zuletzt wurde in beiden Dimensionen ein den Effekt zeigéndes Fliessmittel (“P”’),
also: dle Dlagonalchromatographle angewandt. Es lag das meiste tatséichlich etwa
auf einer Diagonalen, lediglich Valin, etwas Phenylalanin und Spuren Leucin traten
auch noch oberhalb der Diagonale wieder in Erscheinung. Das bedeutet, dass von den
nach 'dem ersten Lauf auf den normalen Plitzen aufscheinenden kleinen Teil von
- Valin und Phenylalanln auch beim zweiten Lauf alles an die entsprechende Stelle
- riickt und nichts: verschleppt wird. Von den im ersten Lauf aber hinaufgezogenen
- Aminoséduren wird ein Grossteil in der zweiten Richtung ebenfalls hinauf mitgerissen,
- ein kleinerer Teil aber gelangt an die richtige Stelle. Zu ganz demselben Ergebnis
waren auch BECKETT und Mitarbeiter bei der zweidimensionalen Chromatographie
von Isoprenalin und Phenyldthylamin (im Fliessmittel “‘P’’) gelangt”.

Um den Einfluss der Anwesenheit einer stirkeren Sdure zu studieren, wurden
auch — wie im experimentellen Teil geschildert — TCE-hiltige Testgemische, die
0.1 N bezw. 0.5 N an HCl waren, untersucht. Interessanterweise zeigten sich dabei
- -zumeist — wenn auch nicht immer klar erkennbar — gewisse Abstufungen des

"TC]:-]:ffektes mit steigendem HCl-Gehalt gelangt mehr an die richtige Stelle und

wn'd wenlger verschleppt (siehe zB Fig. 1a). Allerdings nimmt dafiir auch eine
gewisse Unschiirfe und Verschwommenheit der Flecken zu, Fast keinen Unterschied
ergab die Verwendung von 10 %igem Isopropanol an Stelle des Pyndmacetatpuffers
- als Losungsmittel (bei Abwesenheit von HCI). .
R Einen giinstigen Einfluss. iibte auch ein. Nachbehandeln der. aufgetragenen
,=;~,:Proben mit HCl (5 ul:2 N HCl)-aus. Der Storeffekt der TCE wird; dadurch-wesentlich
abgeschw'tcht es wird nicht mehr soviel hinauf, verschleppt und die’ Wanderungs-
strecke des noch mitgerissenen Anteils (hduptsachhch Leucm) wird auch kiirzer.
In Serumkonzentraten, zum Unterschied von den Testgemlschen, bewirkte die Salz-
. s#ure zumeist keine besondere Verbesserung.
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Noch giinstiger im Hinblick auf den TCE-Effekt war es, wenn die Platte nach
dem Auftragen in eine Kammer mit der verdiinnten HCl (dazu wurde o.5 N HCI
verwendet) gestellt und bis zu einer Steighthe von etwa 3—4 cin entwickelt wurde.
Nach dem Trocknen wurde dann in iiblicher Weise chromatographiert. Die Ergebnisse
waren hierbei nicht immer reproduzierbar, in einigen Fillen -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 auch beim ‘Ubertiipfeln mit
HCI — hiufig andere Stérungen in Erscheinung, Verzerrungen, bezw. ein Zusammen-
driicken einzelner Aminosiurezonen.

Wurden' die Platten nach dem Auftragen der Substanzen langere Zeit (x h
oder linger) auf etwa 105° erhitzt, so zeigte sich dann bei der anschliessenden
' Chromatographie der TCE-Effekt wesentlich abgeschwicht, bezw. war mitunter
iiberhaupt verschwunden. Es ist klar, dass die TCE durch das Erhitzen gespalten

(a) (b)
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Fig, 2. Dt’nnmchlchtchromatographw der Testgemische (Leu, Phe, Val, Pro, Thr, Scr) mit ver-
schiedenen Mengen (0.99;, 1.8%, 5%, 6.7%., 109;) TCE bezw. ohne TCE (TGj) sowie einmal von
mit TCE gewthnlich enteiweisstem (S TCE), teilweise auch von den Aminosiuren Leu, Phe, Val,
Ala (AS) superponicrt, und einmal von TCE enteiweisstem Serum ohne Ausiitherung und Eineng-
ung (S TCE dir.). Links und rechts im unbeschrifteten Teil wieder andere Aminosiiuregemische
ohne TCE-Zusatz. (a) I'liessmittel "'8” ohne Vorbehandlung, (b) Fliessmittel ‘8" nach Vorbehand-
lun (zweimal) in Ather gesiittigt mit Wasser. (¢) Fliessmittel '8'' nach Vorbchandlung (zweimal)

ther geséittigt mit 1o %1gcr Issigséiure. (d) Fliessmittel ‘8’ nach Vorbehandlung (zweimal)
m Ather gesittigt mit 109, iger Ameisenstiure. (¢) Fliessmittel "Mk"’ (zweimal) ohne Vorbehand-

lung. (f) Fliessmittel "Mk’ (2zweimal) nach Vorbehandlung (zweimal) in Ather gesittigt mit
10%iger Ameceisensiure,

wird und sich verfliichtigt. Allerdings muss natiirlich auch unter den Aminosiuren
und Peptiden mit partiellen Zersetzungsvorgingen zu rechnen sein.

Da mehrfaches Ausschiitteln mit Ather — also die einfachste Form eines
Verteilungsvorganges — offenbar nicht in der Lage ist, TCE vollstindig aus einer —
nicht mit einer stdrkeren Sdure angesiuerten — Losung zu entfernen, war es zweck-
miissig, zu versuchen, die Zahl der Verteilungsschritte extrem zu erhéhen. Und
da die DC auf Celluloseschichten in der Hauptsache ja auf Verteilungsvorgingen
beruht, sollte gleich dieses Verfahren herangezogen werden, eine Entfernung der
storenden TCE zu erreichen.

Hierzu wurden die Platten nach dem Auftragen in mit Wasser gesattlgtem
Didthyldather zundchst einmal — besser jedoch zweimal unter Zwischentrocknung —
bis zum oberen Rand vorentwickelt, wonach dann nach einer weiteren Zwischen-
trocknung die Chromatographie in dem betreffenden Butanol—Exse551g-11 ltigen
Fliessmittel angeschlossen wurde.

‘Die Ergebnisse waren, wenn auch nicht immer in glelcher Weise, zunichst
durchaus ermutigend. Der Unterschied gegeniiber ciner nicht mit Ather vorbehan-
delten Platte war eindeutig. Nun ist in der Mehrzahl der Fille hauptséchlich nur
mehr. Leucin mitgerissen, in den HCl-hiltigen Proben jedoch meist nur wenig oder
sogar {iberhaupt nichts mehr. Die Wanderungsstrecke der doch noch hinaufgezogenen
Aminosiureanteile wurde ausserdem Kkiirzer. Freilich, in Bezug auf die Serum-
konzentrate zeitigte die Athervorbehandlung nur schr wenig: Erfolg.
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Als néichstes wurde statt des wassergesiittigten ein mit 109, Essigsidure ge-
sittigter Ather fiir die Vorbehandlung verwendet. In diesem TFall verhielten sich die
TCE-hiltigen Testgemische fast durchwegs normal, es erschienen alle Aminosduren
auf den ihnen zukommenden Plitzen. Nur manchmal, insbesondere bei héheren
TCE-konzentrationen (iiber §9%) als sie sonst in der Mehrzahl unserer Versuche
angewandt wurden (2 %), war eine Doppelfleckbildung bei Leucin zu bemerken,
d.h. knapp iiber diesem, bezw. iiberlappend zeigte sich noch ein Fleck. Ein kleiner
Teil von Leucin wird also von restlicher TCE noch verschleppt, aber nur mehr
ein ganz kurzes Stiick.

Bei den Serumkonzentraten (und anderen biologischen Substraten) war der
Erfolg wieder geringer. In diesem Fall trat der TCE-Stéreffekt noch auf, allerdings
war auch hier nur mehr Leucin in erster Linie davon betroffen, dafiir waren schon be-
trichtliche Teile der weitwandernden Aminosiuren (auch Leucin) an ihren Plitzen
und — im oberen Teil des Chromatogramms — war bereits eine gute Aufschliisselung
erreicht.

Verschiedentlich wurde auch eine Kombination von Sidurebehandlung und
Atherchromatographie versucht, indem Platten, auf denen entweder die TCE-
hiltigen Substanzgermsche mit 2 N HCI iibertiipfelt wurden, oder die, wie oben ge-
schildert, in 0.5 N HCI gestellt worden waren, darnach einer Chromatographie in
wasser- bezw. essigsduregesittigten Ather und dann der eigentlichen Chromatographie
unterworfen wurden (natiirlich ]ewells unter Zwischentrocknung). Dadurch wurde
etwa der wassergesittigte Ather einer alleinigen Anwendung des Essigsiuregesittigten
gleichwertig, und bei Essigsiuregesiittigten gelang es oftmals, den TCE-Effekt sogar
bei Serumkonzentraten véllig zu beseitigen. Zumindest, wenn er bei diesen noch auf-
trat, dann nicht sehr ausgepridgt und oft nur in Form des Leucm-Doppelﬂecks Ein
nicht unerheblicher Nachteil des geschilderten Verfahrens liegt in der — wie schon
erwihnt — durch die HCl-Behandlung oftmals bewirkten Verzerrung bezw. Stauchung
einiger Aminosiurezonen. -

Um eine noch weitergehende Entfernung der TCE zu erzielen, miisste man
mit einem noch stirker sauren Ather arbeiten. Eine Erhéhung der Essigsiurekon-
zentration auf 25 9%, brachte nicht den gewunschten Erfolg und daher versuchten wir
die Anwendung von Ameisensidure, die ja doch eine um etwa eine 7ehne1poten7
grossere Dissoziationskonstante als Essigsiiure aufweist.

‘Die vorbehandelnde Chromatographie fand also in Didthylédther statt, der mit
I0 %iger Ameisensiure gesiittigt war. Dieses Verfahren fiihrte praktisch zum vollen
Erfolg. Weder in den Aminosiiuretestgemischen, noch in den Serumkonzentraten
zeigt sich mehr ein nennenswerter TCE-Storeffekt, hichstens die Leucinflecken im
Serum bekommen eine etwas ovale Form und in seltenen Fillen — hiervon scheint
das Fliessmittel ‘P’ eher als die anderen betroffen zu sein — zelgen sich gam
schwache Ansétze zu einer Doppelfleckbildung.

Schliesslich wurde versucht, ob die geschilderte Methode auch in der Lage ist,
die zu erwartenden, ja wesentlich betrichtlicheren Stérungen auszuschalten, wenn
man . ein  TCE-enteiweisstes Serum verwendet, bei- dem {iberhaupt kein Versuch
gemacht ‘wurde, . die ‘iiberschiissige TCE durch Ausiithern zu beseitigen. In diesem
Fall — es wurde direkt das Zentrifugat nach der TCE-Fillung, ohne einzudampfen
(60 ul, d:h. 20-ul Nativserum) aufgetragen — ergab sich bei normaler (ohne Ather-
vorbehandlung) Chromatographie in den meisten der butanolhiltigen Fliessmitteln
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(siehe z.B. Fig. za) ein vollig anderes Bild. In der Héhe, an der Stelle wo sonst die von
der TCE verschleppten Aminosiduren zu liegen kommen, ist hier nichts zu sehen,
dagegen erscheint etwa in der Zone der normalen Leucin- bezw. Phenylalaninlage
ein grosser diffuser Fleck und iiberhaupt keinerlei Auftrennung. Da die Aminosiure-
testgemische, auch wenn ihnen gleich viel (6.7 %) oder sogar mehr (10%) TCE
zugesetzt war, den Stoéreffekt in duf'chaus gewohnter Weise zeigten, ist wohl anzu-
nehmen, dass im TFalle des Serums wahrscheinlich die jetzt ja nicht entfernten
Lipide, bezw. Lipoproteide diese merkwiirdige Erscheinung mitverursachen.

Eine vorherige Entwicklung in ameisensduregesittigtem Ather vermag aber
auch in diesem IFalle ein weitgehend normales Chromatogramm zu liefern. Damit
ergibt sich die Mdglichkeit, die Aufarbeitung des Serums wesentlich zu verkiirzen,
indem das mehrfache Ausithern und das Eindampfen entfallen kénnte.

DISKUSSION *

'Uber die Ursache dieses Mitreissens der schnellwandernden Aminosiuren
durch die TCE kann noch nichts Eindeutiges ausgesagt werden. Der Gedanke, es
koénnte ein N-Trichloracetylderivat entstanden sein, dem dieser obere Fleck zukommt,
war schon von ROBINSON UND SHEPHERD® widerlegt worden, indem sie N-Trichlor-
acetylhistamin darstellten und das chromatographische Verhalten dieser Verbindung
mit dem einer TCE-hiltigen Histaminlésung verglichen. Auch kénnte ja nicht nach
Anwendung eines Ionenaustausches der Effekt ausbleiben, es sei denn man nimmt
die Bildung des Acylderivates erst wihrend der chromatographischen Entwicklung
an. Die Autoren denken eher an eine Bildung von Komplexen, wobei die chromato-
graphierten Verbindungen als Elektronendonatoren, die TCE als Elektronenacceptor
fungieren. Die Basizitit einer Verbindung diirfte dabei nur von geringem Einfluss
sein — so verhielten sich bei unseren Versuchen Histidin und Histamin ganz &hnlich —
ausschlaggebend ist vielmehr die Wanderungsstrecke auf dem Chromatogramm.
WEesT und Mitarbeiter®.4 fanden eine Mittlerrolle von basischen Aminosiuren bei
Zustandekommen bezw. zunehmender Intensitit des TCE-Effekts bei den von ihnen
untersuchten Aminen. Sie nahmen auch eine Teilnahme der basischen Aminoséduren
an den Amin-TCE-Komplexen an. Darauf, dass evtl. noch andere Verbindungen
— seien es nun basische Aminosiduren oder irgendwelche sonstigen Substanzen —
an der Bildung von losen Komplexen zwischen TCE und den weitwandernden Amino-
sduren teilnehmen kénnten, weist die Tatsache hin, dass sich der TCE-Stéreffekt
bei Serumkonzentraten stets wesentlich schwieriger beseitigen ldsst, als bei den Test-
Aminosidurengemischen.

- Der Dissoziationsgrad der TCE — wie jeder nicht zu starken Sdure — lésst sich
durch Zusatz einer anderen Sdure zuriickdringen, wodurch sich ja die Aufnahms-
fihigkeit des Athers fiir diese Verbindung erhéht. Wenn auch Essigsdure und selbst
noch Ameisensiure wesentlich schwiichere Siuren als TCE sind, so bedeutet die
Anwendung des sturegesiittigten Athers als Vorentwickler doch einen so grossen
Uberschuss, dass ein gewisser Erfolg durchaus zu erwarten ist. Und im Falle der
Ameisensiure ist diese Wirkung sogar-ausreichend, die TCE soweit zu entfernen, dass
auch die weniger labilen Komplexverbindungen zerlegt werden kénnen, die — sofern
obige Annahme berechtigt ist — unter Mitwirkung irgendwelcher anderer Substanzen
aus Serum oder anderen biologischen Substraten zustande kamen,
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Die Anwendung der geschilderten Vorentwicklung mit ameisenséuregesittigtem
Ather kann also praktisch alle durch das Enteiweissungsmittel bewirkten Stérungen
beseitigen und macht die TCE-Deproteinisierung mit anderen, z.B. der Alkoholdepro-
teinisierung gleichwertig. Freilich, die durch die Gegenwart von Elektrolyten, Harn-
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 auch die zuriickgebliebene TCE vollstindig zu entfernen
vermag.

Nimmt man jedoch die Elektrolyt— und Lipoproteidstérungen in Kauf, so
kann man mit vorliegender Methode bei Verzicht auf Ausitherung und Eindampfen
bequem und rasch zu einer angenidherten Ubersicht_ iiber die Aminosidure- und
Peptidzusammensetzung von eiweisshiltigen Proben geIangen
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ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Diinnschichtchromatographie auf Celluloseplatten zeigen in Gegenwart
von Trichloressigsiure vor allem die weitwandernden Aminoséduren in einigen der
untersuchten Fliessmitteln ein abweichendes Verhalten. Sie erscheinen nicht oder nur
zum geringen Teil an den ihnen zukommenden Plitzen, sondern werden zum Grossteil
in ein Gebiet hinaufgezogen, in dem sonst keine (herkémmlichen) Aminosiuren zu
finden sind. Diesen Effekt wiesen mehrere saure, Butanol und Essigsdure enthaltende,
ein neutrales mit fer/.-Butanol und Aceton, nicht aber alkalische Fliessmittel auf.
Gegenwart von HCI schwiicht diese durch Trichloressigsiure bewirkte Stérung ab.

- Es werden Versuche beschrieben, durch eine (zweimalige) chromatographische
Vorentwicklung in Dilithyldther, gesittigt mit Wasser, mit 10 %iger Essigsdure
bezw. mit 10 %iger Ameisensiure, die Trichloressigsiure aus den aufgetragenen
Losungen zu entfernen, sodass dann die anschliessende normale Chromatographie
das gewohnte Bild ergibt. Die beste Wirkung zeigt ameisensiuregesittigter Ather:
die geschilderte Storung durch Trichloressigsiure wird praktisch vollkommen
beseitigt. : :
Tr1chlore551gsaureentelwelsste Serumproben koénnen solcherart rasch diinn-
schichtchromatographisch untersucht werden ohne die Notwendigkeit einer zeit-
raubenden Entfernung des iiberschiissigen Deproteinisierungsmittels durch Ionen-
austauscher oder elektrolytische Entsalzung.
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