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SUMMARY 

Qzcantitative analysis of catecholamine and sevotonin metaBolites on thin-layer plates. 
II. Reflectance measaweme&s after a speci$c photochemical reaction 

Urinary vanillylmandclic acid, homovanillic acid, vanillic acid and 5-hydroxy- 
indole-3-acetic acid were determined on silica gel layers by reflectance spectroscopy 
at 400 ,um. After development with the solvent system benzene-glacial acetic acid- 
methanol (70 :20 :zo) the plates were kept in diffuse daylight for two days to obtain 
yellow spots for the otherwise colourless substances. By this photochemical reaction 
aromatic carboxylic acids with (3-OCHs, 4-OH)- and (3-OH, 4-OH)- substitution and 
indole-3-acetic acids were detected. The lower limit of detection was about 0.05 pg. 

EINLELTUNG 

In einer fr’rt’lheren Arbeitl beschrieben wir die dtinnschichtchromatographische 
(DC) Bestimmung von Vanillylmandels&ure (VMS), Homovanillins~ure (HVS), 
Vanillinsaure (VS) und 5-HydroxyindolessigsWre (5-HIES) aus dem Urin durch 
Messung der van den Komponenten auf Kieselgel-F,Ga- Platten erzeugten Fluoreszenz- 
lijschung. Routineuntersuchungen zeigten jedoch, dass sowohl bei der Fluoreszenz- 
18schung (Anregung bei 254 rnp, Emission bei 500 rnp) als such bei der IJV-Remission 
bei 280 rnp, die einander sehr Bhnliche Chromatogramme ergeben, Stiirungen durch 
Uberlagerung mit anderen Substanzen vorkamen. Da es nicht m6glich ist; durch DC- 
Trennung die Vielzahl der im Urin vorkommenden Substanzen zu separieren, ergab 
sich die Notwendigkeit , die unspezifische Fluoreszenzlijschung bzw. UV-Remission 
durch eine spezifische Reaktion zu ersetzen. 

l Gogenwtlrti e Adrosso : Institut fur Biochomie uncl Experimentelle Krebsforschung, Uni- 
vorsidtlt: Innsbruck, 73 sterreich. 
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Als geeignet envies sich eine photochemische Reaktion, die beim Lagern der 
DC-Platten im Tageslicht auftrat, wobei die genannten SSiuren in gelbe Verbindungen 
tibergeftihrt werden. Einc &hnliche Umwandlung wurde such von I<NoLL et aLa bei 
UV-Remissionsmessungen von HVS durch die Zunahme des Absorptionskoeffizienten 
beobachtet. Da diese Reaktion bei Anwesenheit von z-Mercapto5thanol als Anti- 
oxydationsmittel nicht stattfand, wurde sie als Photooxydation gedeutet. 

Von einer weiteren Miiglichkeit der DC-Direktauswertung nach Anfirbung von 
VMS, HVS, VS und 5-HIES durch Sprtihreagenzie&4 wurde in dieser Arbeit kein 
Gebrauch gemacht. 

Es wurden ausschliesslich saure Laufmittel verwendet, da die ammoniakalischen 
Laufmittel, die sich fur die Papierchromatographie von Phcnol&uren und Indole 
bewtihrens, bci der Eluierungvon 5-HIES auf Kieselgel zu lang ausgezogenen Tailings 
ftihren und daher ungeeignct sind. 

DIE PWOTOCHBMISCHE REAKTION 

Die mit je 2 ,ug VMS, HVS, VS und J-HIES durchgeftihrten qualitativen Unter- 
suchungen ergaben, dass bei der photochemischen Reaktion immer nur ein Reaktions- 
produkt gebildet wurde. Die Rp-Werte waren gegentiber den Ausgangssubstanzen 
kaum verandert. Sie betrugen auf DC-Fertigplatten von Kieselgel Pza4 (Merck), 
Schichtdicke 0.25 mm, mit Benzol-Eisessig-Methanol (70 : 20 :IO) (Laufmittel A)1 ftir 
VMS, .s-HIES, HVS und VS vor der Oxydation 0.20, 0.44, 0.67 und 0.74, nach der 
Oxydation 0.22,0.5x, 0.69 und 0.73, Das Dimere von HVS, welches durch Oxydation 
mit K81?e(CN)B erhalten wurde O, hatte vergleichsweise einen RF-Wert von 0.47. Es 
liegt demnach nicht vor. 

Nicht umgesetzt wurden die 0-Acetylderivate der genannten Phenols%uren, ein 
Hinweis daftir, dass die phenolischen OH-Gruppen an der Reaktion beteiligt sind. 

Zur Uberprtifung cler Selektivitat wurden die in Tabelle I mit zunehmenden 
RF-Wert aufgeftihrten SSiuren untersucht. Von den im Urin vorkommenden S8uren 
reagieren demnach die Benzyl- und Phenylcarbons&uren mit einer (3-OCH,, 4-OH)- 
oder einer (3-OH, 4-OH)-Substitution. Alleinige 3-OH- oder 4-OH-Substitution ftihrt 
zu keiner Reaktion. Eine analoge Reaktion zeigten such die entsprechenden Phenole 

TABELLE I 

Rp-W&RTE UND PARBREAKTLON LINIGl%R PHEN'OL- UND INDOLCARBONS~UREN AUS DEM URIN 

Schicht : Kicsclgcl F,,, (Merck). Laufmittel : Bcnzol-Eiscssig-Methanol (70 : 20 : IO). 

Substanz 

q-Hvdroxymnndols~urc 
Van~llylmandclstturo 
3,4-Dihydroxyphenylessigstiurc 
5-Hydroxyindolossigsflurc 
q-I-Iydroxyphonylessigs&uTe 
3-kIydrbxybe,nzoos&urc 

: Homovanillins&uro 
Indolessigstlurc 
Vanillinstltire’~~ 
Fcrulii&urd 

.’ 

0.17 - 

0.20 gclb 
0.35 gclb 
0.44 golb 
o.Go - 
0.Gg - 

067 golb 
0.72 orange 
0*74 golb 
0.77 golb-orange 
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Guajacol und Brenzcatechin. Keine Reaktion gaben o- und $-Kresol. Daraus geht 
hervor, dass zur phenolischen OH-Gruppe eine weitere OH- oder OCH,-Gruppe be- 
nachbart sein muss. Neben diesen I~atecholaminmetaboliten geben such die Indol- 
carbonsauren, deren wichtigster Vertreter 5-HIES als Metabolit des Serotonins ist 
einen positiven Reaktion. Die Zeitdauer der Reaktion ist mengenabh8ngig. Bei 
Aufgaben bis zu z ,ug wurden im diffusen Tageslicht maximale Intensitaten der Gelb- 
firbung nach zwei Tagen erreicht. Eine Auswertung bei geringerer Intensit2i.t nach 
nur eintagigem Lagern der Platten war nicht m3glich, da die Streuung der Werte 
wegen unterschiedlicher Anlaufzeiten der Reaktion noch gross ist. Die Absorptions- 
maxima der gelbcn Reaktionsprodukte sind gegentiber den Ausgangssubstanzen in 
den hiugerwelligen UV-Bereich verschoben. Urn Interferenzen mit anderen Substanzen 
miiglichst zu vermeiden, wurden samtliche Remissionsmessungen bei nur wenig ver- 
minderter Empfindlichkeit im beginnenden sichtbaren Bereich bei 400 rnp durchge- 
ftihrt. Fig. I zei.gt die ftir Remissionsmessungen typischen Eichkurven von VMS, IIVS 
und 5-HIES. VS hat fast denselben Verlauf wie ,HVS. Es wurden jeweils 2 ,ul verschie- 
den konzentrierter athanolischer L&ungen aufgetragen und danach wie unter 
Analysenbedingungen verfahren. Ausgewertet wurde die Peakflache I; als Hiihe ma1 
Halbwertsbreite, die bis zu etwa I .5 pg proportional mit der Menge m zunimmt. Auch 
die Peakhiihen nehmen in diesem Bereich unter der Voraussetzung gleicher hufgabe- 
volumina proportional mit der Menge zu, mit der Ausnahme von VMS, da deren Peaks 
asymmetrisch sind. Bei der Durchftihrung von quantitativen Analysen beschrZnkten 
wir uns auf den analytisch interessanten Bereich von 0.x-1 ,ug. Auf die Anwendung 

0 , 0.5 

Fig. 1. Eichkurvo dor Remivsionsmcssung slls Poakfltlchc gogon Mongc, 
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von N%herungsformeln konnten wir daher verzichten. Die dcs iifteren angewandten 
Auftragungen von Fa/m und F/z/m haben den Nachteil, viclfach nicht durch den 
Koordinatennullpunkt zu gehen. Ausserdem wird Es/m erst bei grosseren Proben- 
mengen (> I pg) linear, die sich jedoch nachteilig ftir die Trennung auswirken. 

ANWENDUSG DER METNODE 

Die beschriebene Methode wurde zur Routinebestimmung von VMS und 5- 
HIES aus dem Urin herangezogen. Hierzu wurden r/50 des z4-Std.-Harnes, der unter 
Zugabe von 10 ml konz. WC1 gesammelt worden war, mit konz. WC1 auf pH z einge- 
stellt, mit NaCl ges&ttigt und dreimal mit dem r.s-fachen Volumen Athylacetat aus- 
geschtittelt. Die vereinigten Extrakte wurden tiber Na,SO, getrocknet und im Spitz- 
kijlbchen bei 40” im Vakuumtrockenschrank zur Trockene eingeengt. 

Als Vergleichsgemisch diente eine 5thanolische L&sung mit 0.5 mg/ml je Kom- 
ponente. Hiervon wurden I ml als innerer Standard zu einem Normalharn gegeben, 
der wie beschrieben aufgearbeitet wurde. Die TrockenriickstZnde wurden in I ml 
&than01 gel&t, davon 4 ,ul (2 x 2 ~1) bzw. 2 ~1 der Standardliisung punktfiirmig auf 
eine Kieselgelplatte aufgetragen und in einer Trogkammer mit dem Laufmittel A 
nahexu bis zum oberen Plsttenrand entwickelt. Zur Aufnahme diente wie bei fruheren 
Messungenf ein Camag&Scanner in Kombination mit einem Zeiss-Spektralphoto- 
meter P&IQ II. Die Ger&teeinstellung war folgende : Wellenlange 400 my, Blenden- 
ijffnung des Monochromators und des Scanners je L mm, ausgeblendete Bandbreite 
auf der DC-Platte IO mm, Messvorscliub 40 mm/min, Papiervorschub 30 mm/min, 
Schreibermessbereich 5 mV. Die elektrische Anzeige der Remission einer substanz- 
freien Zone wurde durch den Nullpunktsabgleich des Schreibers soweit wie maglich 
kompensiert, urn die maximal miigliche Verstarkung zu erzielen. Gegentiber der sonst 
tiblichen Null- bzw. roo”b-Einstellung konnte hiermit die Empfindlichkcit auf das 
Doppelte gesteigert werden. 

Die erforderlichen Messbahnen wurden unter der UV-Lampe eingestellt. Wir 
mijchten hier darauf aufmerksam machen, dass keiner der zahlreichen durch l?luor~~ 
eszenzl6schung angezeigten dunklen Flecken den bier zu bestimmenden Substanzen 
zugeordnet werden kann. Diese werden erst durch die Gelbfgrbung sichtbar. 

RRGEBNISSE 

Chvomatogramne 
Der obere Kurvenzug von Fig. 2 gibt ein Chromatogramm eines Harnextraktes 

wieder, welches durch Remissionsmessung bei 280 rnp erhalten wurde. Darunter 
befindet sich das Chromatogramm der gelben Reaktionsprodukte, gemessen bei 400 
rnp und gleicher Empfindlichkeitseinstellung. Die starke Uberlagerung bei UV- 
Remission erkennt man bei der Gegenuberstellung der beiden Chromatogramme. So 
tritt beispielsweise 5-HIES im oberen Chromatogramm nur als kleine Schulter eines 
wesentlich grijsseren Peaks auf. Das untere Chromatogramm hingegen zeigt eine voll- 
stgndige Trennung an. Die Peakhahe von 13 mm entspricht einer Aufgabemenge von 
0.4 &, entspredhend einem Normalwert von 5 mg/24 Std. Die Rp-Werte der Ver- 
gleichssubstanzen und der aus dem Urinextrakt isolierten Substanzen stimmen fiber- 
ein. Bei einigen wenigen Proben trat such nach der Gelbfirbung eine uberlagerung 

J. Ckvonsalojiv., 74 (1972) .303-310 - 
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Fig. 2. Chromatogrslmmc cincs Narnextralttos clurch Rem liss Iionsmcssi .ln 
Tcil) und 400 mp (untcrcr Tcil). Laufmittel A. I = VMS; 2 

‘g 
= J-I-mzs; 3 =: 

I>01 

HV 
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280 ,&p (obcrcr 
‘8; 4 =: vs. 

von 5-HIES auf (Fig. 3). Durch Subtraktion der links vom Maximum liegendcn Peak- 
h81fte von der rechtcn tibcrlagerten Peakhalfte nach dcm Planimetrieren derselben 
wurde wicder ein im Normalbereich liegender Wert erhalten. Zuverl%sigere Werte 
werden in solchen l%llen jedoch durch Rechromatographie mit dem Laufniittel B, 
Diisopropyl5ther-Eisessig (95 :5), erhalten. Fig. 4 zeigt die erfolgte Abtrennung der 
stiirenden Begleitsubstanz, die nun relativ zu J-HUTS einen haheren &-Wert hat und 
unmittelbar nach HVS erscheint. Die quantitative Bestimmung ergab einen Normal- 
wert van 5.7 mg/24 Std. Aus Fig. 4 geht nocb hervor, dass bier such die UV-Remission 
bei 280 rnp 5-HIES ohne Uberlagerung wiedergab. Mit dem Laufmittel I3 wurden auf 
Kieselgel folgencle Xp-Werte ermittelt: VMS, 0~02; 5-HIES, 0.27; HVS, 0.36; VS, 
oC54. 

Da im proportionalen Bereich der Remissions/Konzentrations-Kurve (Kubelka- 
Munk-Funktion) gearbeitet wurde, konnte die Aufgabemenge nach folgender ein- 
father Formel berechnet werden 

mx = pnstFx/(Fst-Fx) 

wobei vtcx die Menge der aufgegebenen Substanz X darstellt, Fx deren Peakflgche, 
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Remissionsmessung boi 400 mp. Lauf- rtg. 3. Chromatogremm einea Hamextraktes durch 
mittel A. z I= V&IS; 2 = 3-HIES; 3 = HVS; 4 = VS. 

Est und mst die entsprechenden Grijssen fur deren inneren Standard sind. Est und Ex 
beziehen sich auf gleiche Aufgabevolumina. Die Ausscheidungsrate wird aus den 
aliquoten Anteilen der aufgetragenen Mengen berechnet. Bei symmetrischen Peaks 
und gleichen Aufgabevolumina ftir Standard und Probe kijnnen anstelle der Peak- 
f&&en such die Peakhijhen eingesetzt werden. 

Die Wiederfindung wurde aus dem Verh$i.ltnis der Peakflachen von inneren und 
ausseren Standards bestimxnt. Es wurden hierzu ftir VMS, I-IVS, VS und J-I-IIES je 
eine Doppelbestimmung mit einer Aufgabemenge von I ,ug durchgeftihrt. Die Wieder- 
findung allet Sauren lag bei durchschnittlich 76 -& 3%. Da die Auswertung jedoch 
auf innere Standards bezogen wurde, geht die Wiederfindung nicht in die Rechnung 
ein. 

Die, Reproduzierbarkeit der Rernissionsmessung betrug fur die Reinsubstanzen 
&4.7% bei I ,ug und &6.3% bei 0.3 pg Aufgabe. Zur Bestimrnung der Gesamtstreu- 
ung des voIlst&xligen Analysenganges wurde von Urinproben nit inneren Standards 
ausgegangen und je rpg Substanz atigetragen. Die Standardabweichung betrug 
dann &8.6%, sie war demnach gegentlber den Reinsubstanzen urn &3.7% erhoht. 

Als Nachweisgrenze kann bei J-HIES etwa 0.05 Fg/FIeck angegeben werden, 

J; Chromalogr., 74 (1972) 303-310 
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Fig, 4. Rcchromstogr~phic clcs Harnoxtrslttes clcr Fig. 3 mitt dcm Laufmittel B. Rcmissions- 
mcssungcn bei 280 mp (obcror Teil) uncl 400 mp (unlcrcr Tcil). I = pI-IIES ; 2 = HVS. 

was bei der beschriebenen Arbeitsweise 0.6 mg/l Urin entspricht. Die Phenolcarbon- 
s$iuren werden mit etwas ,geringerer Empfindlichkeit angezeigt. 

DISKUSSION 

Als Nachteil der beschriebenen photochemischen Reaktion ist ihre geringe 
Reaktionsgeschwindigkeit anzusehen, Demgegentiber steht ihre gute SpezifitW und 
die relativ geringe Aufwendigkeit der Methode. Bei Uber 100 an Normalpersonen 
durchgeftihrten Bestimmungen von VMS und 5-HIES wurden immer die bekannten 
Normalwerte gefunden. Diese betragen im einzelnen 7~~: VMS < IO, HVS 3-8, VS c 5 
und $HIES 2-10 mg/+ Std. Auch treten keine zus~tzlichen Nullinienschwankungen 
auf, wie bei der Anwendung von Sprtihreagenzien. Die Stabilitgt der Nullinie und 
die Empfindlichkeit kijnnen durch eine leere DC-Platte als Hintergrund noch verbes- 
sert werdenD. 

Eine weitere Maglichkeit der Anftirbung ohne Spriihreagenzien besteht darin, 
die DC-Platte im Trog Stickoxyden auszusetzen. Innerhalb weniger Sekunden ent- 
stehen gelbe Produkte. Da diese Reaktion aber weniger selektiv ist als die Luftoxyda- 
tion, wurde sie nicht verwendet. 

,I. , . 
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Die Qualitat der Chromatogramme konnte noch gesteigert werden, wenn der 
Urin mit NaI-ICO, alkalisiert und die Neutralsubstanzen und Phcnole dreimal mit 
dem gleichen Volumen Essigester ausgeschtittelt wurdenb. Die Carbonsauren wurden 
anschliessend bei pH 2 aus dem Urin extrahiert wie beschrieben. 

Hohe Feuchtigkeitsgehalte der Luft im Sommer stijren die DC-Trennung im 
Trog, da sie eine irregukire Entmischung der mobilen Phase hervorrufen. In solchen 
Fgllen bewghrte sich der Einsatz einer Camag Vario-KS-Kammerl”. Hierzu wurde der 
Konditioniereinsatz mit dem hygroskopischen Fliessmittel geftillt und die Platte vor- 
bedampft, urn ihr die schadliche Feuchtigkeit zu entziehen. Die notwendige Vorbe- 
dampfungszeit richtet sic11 nach dem Feuchtigkeitsgehalt der Luft. Bei einer einge- 
stellten relativen Feuchte von 86% bei 20~ betrug die erforderliche Vorbedampfungs- 
zeit 20 min. Bereits bei 56% relativer Feuchte konnte ohne Vorbedampfung bei 
offenem Schieber zwischen Konditioniereinsatz und Platte entwickelt werden. Es 
werden dann Chromatogramme erhalten, die jenen aus dem Trog bei niedrigen 
Feuchtigkeitsgehalten entsprechen. Das Entwickeln unter dem Einfluss der Kondi- 
t~i$merflUssigkeit verhindert such die Ausbilding einer storenden P-Front. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Aus dem Urin wurden Vanillylmandelsaure, Homovanillins&ire, Vanillins&.rre 
und 5-Hydroxyindolessigsgure durch dtinnschichtchromatog.raphische Remissions- 
messung bei 400 rnp bestimmt. Nach der Entwicklung mit dem Laufmlttelgemisch 
Benzol-Eisessig-Methanol (70 : 20 :IO) wurden die I<ieselgelplatten zwei Tage im 
diffusen Tageslicht. aufbewahrt, wobei sich die sonst farblosen Substanzen gelb ver- 
firben. Bei dieser photochemischen Reaktion werden aromatische Carbons&rren mit 
(3-OCH,, 4-OH)- und (3-OH, 4-OH)-Substitution und Indol-3-Essigsiiuren angezeigt. 
Die Nachweisgrenze lag bei etwa 0.05 ,ug. 
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