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SUMMARY 

Theoretical aspects of the quantitative densitometric evaluation of thin-layer 
chromatogramsareconsidered, using as an example the state of lipids obtained from 
serum. Calculated correction factors for phospholipoids; fatty acids, triglycerides 
and cholesterol esters after charring with sulphuric acid, which allow a comparison 
with results from chemical analysis, are discussed. 

EINLEITUNG 

Zur Erkennung von Erkrankungen, bei denen Veriinderungen im Fettstoff- 
wechsel auftreten, wird sehr oft eine diinnschichtchromatographische Auftrennung 
der Lipide des Serums nach Extraktion in die einzelnen Lipidklassen durchgefiihrtl. 
Diese Methode, seit langem erprobt, wird such in neuerer Zeit durcl~geftihrt2’5. 
Die quantitative Bestimmung der Lipide erfolgt bis auf wenige AusnahmenGQ7 den- 
sitometrisch2’“. Die Densitometrie besitzt gegentiber dem tiblichen Verfahren -Elu- 
tion und kolorimetrische Bestimmung in Kiivetten- Vorteile, wie erhebliche Steige- 
rung der Empfindlichkeit und gegeniiber der Gaschromatographie den geringeren 
Zeit- und technischen Aufwand. Nach Weiss* ist das Remissionsverfahren dem 
Transparenzverfahren aus verschiedenen Griinden tiberlegen und genauer, z.B. Trans- 
parenziinderungen durch Schichtinhomogenitlten beeinflussen die Remissions- 
messungen nur wenig, da die Konzentrationsverhiiltnisse im allgemeinen auf der 
OberAIche der station&en Phase mit denen im Inneren der Schicht identisch sind. 
Das h%ngt natiirlich von der diinnschichtchromatographisch zu trennenden Stoff- 
klasse ab. 

Eine quantitative densitometrische Auswertung chemisch unterschiedlicher 
Verbindungen ohne Vergleichsstandards, die wie beim dtinnschichtchromatogra- 
phischen Lipidstatus aufgrund einer ermittelten Gesamtmenge dieses Substanzge- 
misches erfolgt, erfordert aber, dass alle diese diinnschichtchromatographisch 
getrennten Substanzen den gleichen molaren Extinktions- bzw. Remissionskoeffi- 
zienten besitzen mtlssen. Diese Bedingungen sind aber nur selten erftillt, obwohl 
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sie such in der neueren Literatur” als erfiillt postuliert wurden. Egge und Mitarb.j’ 
geben dagegen mit Modellsubstanzen experimentell ermittelte, ihrem diinnschicht-. 
chromatographischen Verfahren angepasste Faktoren an. Wir haben Faktoren 
theoretisch, entsprechend der wahrscheinlichen Verteilung der Fettsiiuren in den 
einzelnen Lipidklasseng bzw. der Verteilung der Basenreste in den Phospholipoiden’“’ 
berechnet, urn ihre Anderung bei Stiirungen des Lipidhaushaltes und damit den 
prinzipiellen Fehler, der durch Erkrankungen hervorgerufen werden kann, bei einem 
diinnschichtchromatographischen Lipidstatus abschtitzen zu k8nnen. Bei Unab-. 
hiingigkeit der auf den unterschiedlichen “Schwiirzungsgrad” der einzelnen Lipid-. 
frnktionen beruhenden Faktoren von der Erkrankung, kann die diinnschichtchroma- 
tographische Methode angewendet werden, 

METHODE 

Die iiblichen zur gemeinsamen Anffirbung der einzelnen Lipidklassen ver- 
wendeten Reagenzien wie Jod, Phosphormolybdiinsiiure oder Schwefelstiure setzt 
die gleiche Zahl von Doppelbindungen, reduzierenden Gruppen bzw. C-Atomen 
in der gleichen Menge jeder Lipidklasse voraus. Wir veraschen mit 10°/oiger alko- 
holisch-wtissriger Schwefels$ure, doch werden aufgrund der errechneten Faktoren 
schonendere Veraschungsmethoden untersucht. Von den robusten Veraschungs- 
verfahren, wie das mit Chromschwefelstiure oder halbkonzentrierter Schwefels2iurez, 
ist wegen grosser Kohlenstoffverluste abzusehen, zumal die QuantitSit der Veraschung 
bisher nur durch die densitometrisch messbare Konstanz der Schwtirzungder Fraktion 
bestimmt wurde2*“. Die unterschiedliche Stabilittiit der einzelnen Fraktionen gegen- 
iiber dem Veraschungsmittel und ihre Ftihigkeit zur Veraschung blieb bisher un- 
beriicksichtigt. Auch die Veraschung mit Phosphormolybdiinstiure4 -bei der Anfiir- 
bung durch Reduktion zu Molybdtinblau wird die Phospholipoid-Fmktion kaum 
oder gar nicht angeftirbt- zeigte beim Nacharbeiten noch relativ grosse Kohlenstoff- 
verluste und such hier besonders bei den Phospholipoiden. Die Veraschung mit 
Kaliumtetrathionat” oder such mit Ammoniumsulfat2*‘2 besitzt nach ersten Ver- 
suchen den Vorteil, dass diese in der Kieselgelschicht gleichmtissig verteilt, die 
Veraschung schonend bewirken. Ammoniumsulfat in der Kieselgelschicht sol1 
ferner die Trennung der polaren Lipide verbessern. Andere Anfiirbeverfahren”*‘, 
die auf einer Elution beruhen, sind zu aufwendig. Als wesentlicher Fortschritt kiinnen 
die von Egge und Mitarb.’ experimentell ermittelten “Schw&rzungsfaktoren” ange- 
sehen werden. Diese sollten analog den Eichfaktoren der Photometric aus Eichkurven 
ermittelt werden. Dabei ist zu beachten, dass Remissionsmessungen der Kubelka- 
Munk-Funktion gehorchen, was einen gewissen rechnerischen Aufwand bei der 
Auswertung erfordert. Zur experimentellen Ermittlung von “SchwHrzungsfaktoren” 
beim Serum sollten aber entsprechend der dort “natiirlichen” Lipidzusammensetzung 
zusammengesetzte Lipidstandards verwendet werden, da im Falle reiner Standard- 
substanzen13814 Werte gefunden werden, die den Verhtiltnissen im Serum nicht 
entsprechen. Der Faktor entspricht ja unter anderem der prozentualen Zusammen- 
setzung der verschiedenen Fettsiiuren der entsprechenden Lipidklasse. Bei den 
Phospholipoiden geht zus&itzlich noch die prozentuale Zusammensetzung der Basen- 
reste in den Faktor mit ein. Auch der Umrechnungsfaktor von Lipoid-Phosphor 
auf die Phospholipoidmenge beruht auf der durchschnittlichen Verteilung der Fett- 
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stiuren- und Basenreste. Folglich muss der “Schwlrzungsfaktor” bei den Phospho- 
lipoiden am starksten streuen und kaum beim Cholesterin. Eine sehr geringe Streuung 
tritt allerdings such beimCholesterin nach tiblicher Dtinnschichtchromatographie2*4 
auf, da die Cholesterinfraktion -nachweisbar durch zweidimensionale Chromato- 
graphie- vermutlich durch Chols&urederivate verunreinigt ist. Dies ftihrt aber nur 
zu einer geringen Abweichung vom prozentualen Kohlenstoffgehalt des Cholesterins. 

BERECHNUNG DER “SCHWiiRZUNGSFAKTOREN” 

Ohne auf miSgliche Fehlerquellen der experimentellen Methodik einzugehen, 
haben wir uns bei der Fettstiurenverteilung in den einzelnen Lipidfraktionen in etwa 
an die Arbeitvon Schrade und Mitarbqg und beiVerteilungderBasenzusammensetzung 
in den Phospholipoiden an die Arbeit von Kunz und Kosin’” gehalten. Wir errech- 
neten aus der prozentualen Zusammensetzung der Fettsluren in den einzelnen 
Lipidfraktionen theoretische mittlere Fettsauren und deren prozentualen Kohlenstoff- 
anteil, der fur die Schwgrzung verantwortlich ist. Analog wurde ftir die Phospho- 
lipoide ein theoretischesPhospholipoid ermittelt,dessen Kohlenstoffgehalt inetwa dem 
der natiirlichen Verteilung der Phospholipoide im Serum entspricht. Das Molekular- 
gewicht der “mittleren” Fettsaure jeder Fraktion errechnet sich aus dem Mo- 
lekulargewicht jeder in der Fraktion vorkommenden FettsZiure und ihres Dro- 
zentualen Anteils an der Fett&iurenzusammensetzung in der entsprechenhen 
Fraktion gem&s der Formel (1): 

XGi 
MG- 

C (G:/MG,) 
I 

(1) 

wobei MG das Molekulargewicht der “mittleren” Fett&iure, GI der experimentell 
ermittelte prozentuale Anteil der i-ten FettsSiure an der Fettstiurenzusammensetzung 
in der entsprechenden Fraktion und MGi deren Molekulargewicht ist. Der prozentuale 
Kohlenstoffgehalt der mittleren Fettslure ergibt sich aus Formel (2): 

x%Gi. Gi 
o/oc = i 

CGi 
(2) 

1 

wobei %C der prozentuale Kohlenstoffgehalt der mittleren Fettsaure und %C, der 
prozentuale Gehalt der i-ten Fettsaure ist, Der Ausdruck XGI miisste theoretisch 

100 sein. Da aber nicht alle Fettsauren in der Praxis identidziert werden kiSnnen, 
wirder stets kleiner als 100 sein. Tabelle.1 zeigt die Fett&iurenverteilung nach Schrade 
und Mitarb.g einschliesslich ihrer Molekulargewichte, ihres prozentualen Kohlen- 
stoffsnteils und des Korrekturfaktors bezogen auf Cholesterin gleich eins an. Der 
Faktor 1 Fir Cholesterin wurde wegen der Einheitlichkeit der Fraktion in bezug auf 
den Kohlenstoffgehalt und den IliSchsten Kohlenstoffgehalt (83.79%) gew&hlt. Alle 
anderen Fraktionen mit geringerem Kohlenstoffgehalt erhalten dadurch einen Faktor 
gresser als eins, d.h. dass die Densitometerwerte mit dem Faktor korrigiert werden 
mtissen, urn auf die “wahren” Werte zu kommen. Die Verteilung der Phospholipoide 
sieht in Anlehnung an Kunz und Kosinl” wie folgt aus: Lecithin 68.2%, Lysolecithin 
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7.0%, Sphingomyelin 20.7% und Kephnlin 5.4% (Phosphatidylinositol, Phosphatidyl- 
Bthanolamin, Phosphatidylserin, Lysophosphatidylfithanolamin,Phosphatidsliure und 
Cardiojjpin .wurden dieter Fraktion zugerechnet und als Phosphatidyliithanolamin 
berechnet). 

Der Einfachheit halber wurden die FettsHuren als freie Siiuren berechnet, das 
bei der Veresterung freiwerdende Wasser vom fettsgurefreien Lipidrest abgezogen 
und der prozentuale Kohlenstoffgehalt des “Torsos” ermittelt. Zur Abschgtzung der 
Variationsbreite des Faktors haben wir an einigen Beispielen die Zusammensetzung 
der Fettsiiuren willktirlich geiindert, Wir verwendeten zu Berechnung des Faktors 
Myristinslure (C ,,& als Fettsgure mit einem geringeren Kohlenstoffgehalt und 
ArachidonsHure (C20:4) als FettsHure mit einem h6heren Kohlenstoffgehalt als dem 
Kohlenstoffgehalt der “mittleren” FettsHure, als einzige im Serum vorkommende 
Fettstiure. Die gleiche Manipulation machten wir bei den Lipidresten der Phospho- 
lipoide mit dem Lipidrest des Lysolecithins als Rest mit geringerem und dem des 
Kephalin als Rest mit haherem Kohlenstoffanteil (als dem theoretisch ermittelten 
Lipidrest) in Kombination mit Myristin- und Arachidonslure. Tabelle II gibt die 
Kohlenstoffanteile und dazugehirrigen Faktoren, sowie die daraus erhaltenen Mittel- 
werte an. Der Einfluss der Fettsluren miisste sich bei den Triglyceriden am stiirksten 
bemerkbar machen (Tab. 111). Die Variationsbreite ist durch die zus5tzliche Variabi- 
litat des fettsgurefreien Lipidrestes in den Phospholipoiden naturgemass gr6sser 
(Tabelle IV). Da denkbar ist, dass Erkrankungen, die in den Lipidstoffwechsel 
eingreifen, eine Vergnderung der Fraktion durch starke binderung der FettsS-iuren- 

TABELLE II 

VARIABILITAT DES PROZENTUALEN KOHLENSTOFFANTEILS DER FRAKTION 
DER FREIEN FETTSiiUREN BE1 BERfki(SICHT1GUNC.i JEWEILS EINER FETTSiiURE 
MIT HOHEM UND NIEDRIGEM PROZENTUALEN KOHLENSTOFFANTEIL 

Molekufar- %C-Gelralt Fakror 
gewicht 

Mluelwerr 

%C Fakror 

c14:o 228.38 73.56 1.139 
76.19 1,099 

C80:4 304.48 78.82 1.063 

TABELLE III 

VARIABlLITiiT DES PROZENTUALEN KOHLENSTOFFANTEILS DER FRAKTION 
DER TRIGLYCERIDE BE1 BERfkKSICHTIGUNG JEWEILS EINER FETTSiiURE MIT 
HOHEM UND NIEDRIGEM PROZENTUALEN KOHLENSTOFFANTEIL 

Triglycarid Motekdar- XC-Gelraft Faktor Miftelwert 
verestcrt nrit gewicl1r 
FdtSCYWC %C Faktor 

C14:o 723.15 74.4 1.126 
76.9 1.090 

Cao:4 751.15 79.4 1.055 
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TABELLE IV 

VARLABILITAT DES PROZENTUALEN C-ANTEJLS DER FRAKTION DER PHOSPHO- 
LlPOlDE BE1 BER~CKSICHTIGUNG JEWEILS EINER FETTSiiURE MIT NOHEM UND 
NIEDRIGEM PROZENTUALEN C-ANTEIL UND EINEM LIPOIDREST MIT NOHEM 
UND NIEDRIGEM PROZENTUALEN C-ANTEIL 

Pltospltorlipoid o%C-Gcltalr Fakror Miltetwer? jc hfittelwcrt iibcr 

Lipoidrest vou Fettslittre 
PftospltolipOid alfe Phospltolipoidc 

%C Fukror %C Fakfor 

Lysolecithin C14:n 56.4 1.486 Lysolecithin czo:J 61.7 1.358 59.05 1.416 
Kephalin ClJ:O 62.3 1,345 62.23 1.346 
Kcphalin c20: 4 68.5 1.223 65.40 1.281 

TABELLE V 

VERGLElCH EXPERIMENTELL GEFUNDENER MIT DEN THEORETJSCH ERMIT- 
TELTEN FAKTOREN 

Llpidfiaktiott E.~pcrittrett?ell Bcrecltttet 
- 

Cholestcrin 1 .oo I .OO (83.8% C) 
Phospholipoide 1.55 . I .26 (66.4% C) 
Frcie FcttsEiuren I.10 I.10 (76.0% C) 
Triglyceride 1.15 I .09 (76.9% C) 
Cholcstcrinestcr 1.01 I .Ol (82.9% C) 

zusammensetzung bewirken kiSnnen, wurde dieser Einfluss bei Arteriosklerotikern 
mit Hyperlipidtimieng rechnerisch untersucht. Es ergab sich bei den freien Fettsiiuren 
mit einem prozentualen Kohlenstoffgehalt von 75.96 gegeniiber 76.01% bei Gesunden 
keine Signifikanz. 

Eine Gegeniiberstellung zwischen den experimentell ermit.telte.nZ und berechne-” 
ten Faktoren (s. Tabelle V) zeigt, wie such schon die in friiheren Arbeiten13*14 auf- 
gestellten densitometrischen Eichkurven, die Richtigkeit der Uberlegungen. Die gute 
Ubereinstimmung der Faktoren sowie die angefiihrten Tabellen beweisen eine 
verhtiltnism%sig grosse Unabhtingigkeit von den Fettsiiurenzusammensetzungen der 
Fraktionen und somit -entgegen der Meinung anderer Autoren”- eine allgemeine 
Anwendbarkeit des diinnschichtchromatographischen Lipidstatus mit densitometri- 
scher Auswertung. Umgekehrt ergeben sich aus der Theoriepraktische Schlussfolge- 
rungen fiir das Experiment. 

Wie schon aus dem Vergleich der Faktoren bei den Phospholipoiden hervorgeht, 
ist hier die Variationsbreite aus weiter oben angegebenen Griinden am griissten. 
Da aber Erkrankungen sich speziell in einer Veriinderung der Zusammensetzung der 
Phospholipoide bemerkbar machen kanntent6, sollte diinnschichtchromatographisch 
eine Auftrennung der Phospholipoide in ihre Hauptgruppen erfolgen, urn diese 
einzeln densitometrisch mit Hilfe des jeweilig dazugeherigen Faktors zu bestimmen. 
Der Vergleich der Faktoren zeigt ferner, dass Diskrepanzen dort auftreten, wo die 
Extraktion, besonders aber die Veraschung der Lipidfraktionen auf der Diinnschicht- 
Platte Ursache dafiir sein ktinnen. I 
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Anhand der Phospholipoid-Fraktion z.B. kann man zeigen, dass ein grosser 
Kohlenstoffverlust vermutlich durch CO- und COz-Verlust infolge robuster Ver- 
aschung erfolgen muss. Die Kohlenstoffverluste liegen -neben wahrscheinlich einer 
geringen Fett&iureabspaltung, die such bei den Triglyceriden auftritt- vermutlich 
bei der Abspaltung des Basenrestes. So fmdet man rechnerisch z.B. beim Lecithin 
eine Faktorzunahme von F= 1.25 tiber eine Abspaltung des quarttiren Stickstoff- 
restes mit einem Faktor von F= 1.35 zum Faktor von F= 1.42, wenn der gesamte 
Cholinrest abgespalten wird. Aus diesem Grunde sollte eine Veraschung schonend 
durchgeftihrt werden. Somit stellen die theoretisch ermittelten Faktoren ein wert- 
volles Hilfsmittel zum AufIinden der optimalen Methode zur Bestimmung des 
Lipidstatus durch Diinnschichtchromatographie dar. Unter Beriicksichtigung der 
Erfiillung der aufgesteltten Forderungen an den dtinnschichtchromatographischen 
Lipidstatus, stellt dieser eine an Aussagekraft den tiblichen chemisch-analytischen 
Bestimmungen gleichwertige, wenn nicht sogar tiberlegene Methode dar, 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es werden tlleoretische ‘Uberlegungen zur quantitativen densitometrischen 
Auswertung von Dtinnschichtchromatogrammen am Beispiel des Lipidstatus aus 
dem Serum gemacht. Errechnete Korrekturfaktoren ftir Phospholipoide, Fettsiiuren, 
Triglyceride und Cholesterinester nach Anfarbung mit Schwefelsiiure, die einen 
Vergleich mit nach chet$sch analytischen Verfahren ermittelten Werten gestatten. 
werden diskutiert. _ 
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