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Zur Diagnostik von Stoffwechselerkrankungen aus dem Serum gewinnt, trotz 
einer grossen Zahl an automatisierbaren chemischen und enzymatischen Metho- 
den zur Bestimmung einzelner Lipidparameter, die Diinnschichtchromato- 
graphie (DC) als sehr leistungsfghige Methode an Bedeutung [l-4] . Die Ent- 
wicklung hat ihre Ursache in einer verbesserten Getitetechnik zur densitome- 
trischen in-situ-Auswertung [2, 51 der entwickelten Chromatogramme, einer 
vereinfachten Lipidextraktion [ l] , einer verbesserten DC [ 61 sowie einer besse- 
ren Richtigkeit durch Einfiihrung objektiver Korrekturfaktoren 13, 71. 

Als wesentlicher Vorteil der DC gegeniiber chemischen bzw. enzymatischen 
Einzelbestimmungen gilt, dass die Bestimmung aller wesentlichen Lipidpara- 
meter in einem Arbeitsgang mit der gleichen Ptizision erfolgt. 

VE!RSUCHE ZUR METHODE 

Extrak tion 
Die allgemein iibliche Lipidextraktion nach Folch et al. [ 81 wird aus zweier- 

lei Griinden abgelehnt, die Mischungsliicke zwischen Extraktionsmittel und 
wgssriger Phase fiihrt zu Verlusten an wasserlijslichen Lipiden [ 91 und durch die 
Verwendung von Methanol besteht die Gefahr chemischer Umsetzungen, wie 
Reduktion und Umesterung [lo] _ 

Die von Segura tind Gotto [l] vorgeschlagene Extraktion mit Isopropanol 
vermeidet diese Nachteile. Wir fanden in Ubereinstimmung mit Dittmer et al. 
[ll] bei dem Vergleich einer chemischen Cholesterinbestimmung nach Isopro- 
panolextraktion [12] mit der enzymatischen Bestimmung [ 131 niedrigere Werte 
fiir die chemische Bestimmung (Heissextraktion: yenzym. = 6.74 + 0.88x, r = 
0.847 [ll] ..-Kaltextraktion: yenzym_ = 6.40 + 0.97x, r = 0.950 [143 . Bei DC- 

Untersuchungen von Isopropanol-Lipidextrakten konnte ein Verlust an Choles- 
terinestem nachgewiesen werden. Dieser Verlust konnte durcb Extraktion des 



Serums mit dem fiinfzehnfachen Volumen eines Isopropanol-n-Hexan-Ge- 
misches (2.75:1, v/v) vermieden werden. Nach Eindampfen des Extraktes mit 
einem Vakuumrotationsverdampfer wurde der verbleibende Riickstand in 
Chloroform gel&t_ 

DC und Detektion 
Von Van Gent 161 wurde eine leistungsf&ige Zweistufenmethode auf Kiesel- 

gel mit verschiedenen Laufmitteln im Mikroformat beschrieben, die von Egge 
et al. 1153 durch eine weitere chromatographische Entwicklung zur Entfer- 
nung der Phospholipoide vom Start modifiziert worden ist. 

Abgesehen davon, dass zumindest bei bandfijrmigem Auftragen, eine Ent- 
femung der Phospholipoide vom Start nicht notwendig ist, konnte such nicht 
die angegebene Qualit3it diesel: Trennungen erreicht werden. Eine sehr gute 
Trennung aller im Serum iiblichen Lipidklassen wurde durch eine eindimen- 
sionale Zweifachenentwicklung mit unterschiedlicher Trennstrecke (Gesammt- 
laufstrecke: 5-6 cm), zuerst in Benzol-Diouan (94:6, v/v), dann nach Zwi- 
schentrocknen in Tetrachlorkohlenstoff erhalten. Durch das zweite Laufmittel 
trennen sich Triglyceride und Cholesterinester, wobei es zu einer teilweisen 
Aufspaltung der Cholesterinesterbanden kommen karm. Als Sorbens wurden 
mit IO%iger Ammoniumsulfatl&ung imprggnierte Kieselgelfolien der Fa. Merck 
(Darmstadt, B.R.D.; Art. Nr. 5553) verwendet. Fig. I zeigt ein solches Chroma- 
togramm im Punkt- und Strichauftrag mit unterschiedlichen Mengen an Lipid- 
extrakt nach Verkohlung mit 10% methanolischer Schwefelsgure bei 180-200”. 
Monoglyceride, die im Serum normalerweise nicht auftreten, liegen dabei -vom 
Start aus gesehen - kurz vor dem Cholesterinfleck. 

.- ; .- -__ c::_ 

Fig. 1. Chromatogramm der Auftrennung eines Serumlipidextraktes im Punkt- und Strichauf- 
trag mit jeweils steigenden Mengen (1, 2, 3 bzw. 3, 6, 8, 12 ~1 Extrakt, 1 ctl Extrakt ent- 
spricht 3 rl Serum) nach Verkohlung mit SchwefelGiure (Flecken vom Start aus: Phospho- 
tipoide, Cholesterin, FettsGren, 1,2-, 1,3-Diglyceride, Triglyceride, Cholesterinester). 
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Auswertung 
Die Auswertung erfolgt in Remission mit dem Elektrophoreseauswertege- 

rZt ERI 65 m der Fa. Carl Zeiss (Jena, D.D.R.) bei 530 nm (Spaltbreite: 0.3 
mm). Da der nach der Sulfovanillinphospho-Reaktion (SVP) bestimmte Ge- 
samtlipidwert als Gezugsgrijsse dient, eriibrigt sich das Auftragen definierter 
Lipidextraktmengen zur Chromatographie. Die von Chobanov et al. [16] be- 
schriebene Empfindlichkeitssteigerung des Densitometers durch Verzicht auf 
eine Wellenhingenselektion wurde, obwohl dadurch die Sensitivitat der Meth- 
ode erheblich gesteigert wird, nicht angewendet, da spektrale Vetinderungen 
der Lichtquelle zu nicht rcproduzierbaren Ergebnissen fiihren konnen. Die aus 
der Integrationskurve ermittelten Fleckenflachenwerte der einzelnen Lipid- 
klassen werden wegen ihres unterschiedlichen Kohlenstoffgehaltes auf Cho- 
lesterin als einheitliche Lipidfraktion korrigiert [ 71 und ihre Absolutbetrgge 
aus den korrigierten Relativflgchenwerten und dem Gesamtlipidwert berechnet. 
Fig. 2 stellt das Schema eines Chromatogramms mit dazugehijriger Remissions- 
gradorts- und Integrationskurve dar. 
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Fig_ 2_ Schema des Serumlipidchromatogramms mit dazugehijriger Absorptions- und Inte- 
grationskurve. 
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METHODE 

0.2 ml Serum werden mit 3 ml eines Isopropanol --n-Hexangemisches (2.75: 
1, v/v) extrahiert. Nach schonendem Eindampfen des Extraktes im Vakuum 
wird der Riickstand in etwa 0.5 ml Chloroform gel&t und Anteile davon strich- 
formig auf ammoniumsulfatimpr@niertes Kieselgel aufgetragen. Die Chromato- 
graphie erfolgt in Stufentechnik zuerst 4.5 cm in Benzol-Dioxan (94:6, v/v) 
und anschliessend 6 cm in Tetrachlorkohlenstoff. die Detektion durch Be- 
spriihen mit lO%iger methanolischer Schwefels$rre und 10 min langes Er- 
warmen auf 180-200”. Nach Densitometrie und Korrektur der integrierten 
Werte fiir die Remissionsgrad-Ortskurven [71 erfolgt die Berechnung der Ab- 
solutbetr@e der einzelnen Lipidfraktionen aus den korrigierten EinzelflZchen- 
werten und dem Gesamtlipidwert (gleich Summe der korrigierten, integrierten 
Einzelflgchenwerte). 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Als Kriterium fiir die Brauchbarkeit, dem such die Praktikabilitgt unterge- 
- ordnet werden muss, ist die Richtigkeit anzusehen. Dazu wurden 31 Proben 

eines Humanserumpools nach vorstehend beschriebener Methode aufgearbeitet 
und die Mittelwerte der bei den Lipidklassen ermittelten Konzentrationen mit 
denen nach chemisch bzw. enzymatisch analytischen Methoden (n = 30) ge- 
fundenen Mittelwerten verglichen. 

Die Tabelle I gibt den Vergleich der diinnschichtchromatographisch ermittdl- 
ten Lipidwerte nach Verkohlung mit den einzelanalytisch gefundenen Werten, 
die jeweiligen Variationskoeffizienten und das relative Richtigkeitsmass des 
DC-Verfahrens in Bezug auf die einzelanalytischen Bestimmungen wieder. Sie 
zeigt, dass die DC-Bestimmung des Lipidstatus den chemischen bzw. enzyma- 
tischen Bestimmungen ebenbiirtige Werte, mit geringerer, vom Densitometer 
abhgngender Prazision liefert. Andere in-situ-Auswerteverfahren wie die Mes- 
sung der in den Lipidklassen enthaltenen Doppelbindungen bei 196 nm [Z] oder 
such fluorimetrische Messungen [ l] erfordern einen grossen gergtetechnischen 
Aufwand. Wghrend sich der Kohlenstoffgehalt kaum oder gar nicht durch Li- 
pidstoffwechselstijrungen -andert [ 71, sind im Falle der Remissionsmessungen bei 
196 nm Unterschiede bis ca. 10% festzustellen [2] _ Aus Fig. 1 ist ersichtlich, 
dass sich im ersten Laufmittel wahrscheinlich eine p-Front ausbildet. Das be- 
deutet eine Ausbildung scharfer Lipidbanden aber such eine Abhangigkeit der 
RF-Werte von der Laufstrecke. 

Hohe Konzentrationen an freien Fettsauren, wie sie in den untersuchten 
Seren niemals auftraten, konnen eine Verschiebung des Fetts%_rrenfleckes 
zwischen die Di- und Triglyceride bewirken. Aus praktischen Griinden wurde 
als Bezugswert fur die relativen Flachenwerte der Gesamtlipidwert gewahlt. 

Weitere Vorteil dieser DC-hlethode ist, dass sich ein Auftragen definierter 
Lipidextraktmengen eriibrigt- Die Richtigkeit der Bestimmung des Gesamt- 
lipidwertes ist eng an die Wahl des Standards gebunden. Die Verwendung von 
860 mg Cholesterin/lOO ml entsprechend 1000 mg Gesamt.lipid pro 100 ml 
Serum als Standard entspricht wie aus der Tabelle I und aus Vergleichen mit 
Referenzlaboratorien (INSTAND, Diisseldorf, Berlin, B.R.D.) hervorgeht, 
weitgehend den “richtigen” Werten. 
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TABELLE I 

XERGLEICH DER LIPID-EINZELBESTIMMUNGEN MIT DEM DENNSCHICHTCHROMATOGRA- 
PHISCH BESTIMMTEN LIPIDSTATUS 

Parameter Vergleichshestimmung (n = 30) DC-Bestimmung (r. = 31) 

Methode x (g/l) Variations- x (g/l) Variations- Relatives 
koeffizient koeffizient Richtigkeits- 

(%)* (%)** mass (a)** 

Gesamtlipid 
Triglyceride 

Gesamt- 
cholesterin 

F&es 
Cholesterin 

Verestertes 
Cholesterin 

PhosphoIipoide 

SVP§ 7.91 2.65 
Halbenzymatisch 5 5 1.61 3.98 
Vollenzymatisch 5 5 5 1.50 1.90 
ZAK-Reaktion [ 121 1.98 5.32 
ZAK-Reaktion direckt 2.08 1.96 

r121 
Enzymatisch+ 2.02 2.18 
ZXK-Reaktion [ 13 ] 0.554 3.90 
Enzymatisch+ 0.548 2.2i 
ZAK-Reaktion [ 13 ] 1.42 3.80 
Enzymatisch 1.47 
ZiIversmit++ 2.66 1.05 

2.48 
1.65 8.l’i 10.0 

LO1 
2.00 8.80 3.85 

1.00 
1.41 

0.564 11,l 2.04 
1.41 
2.04 

2.71 ‘7.18 1.88 

‘S&e1 err&t&. 

** Von Tag ZLI Tag ermittelt. 
t**_ 

Xchem. - “DC - 100%. 

STestkombination der Fa. Boehringer (>lannheim; B.R.D.) Best. Nr. 124 303. 

5 5 Boehringer -Testkombination Best. Nr. 125032. 

5 § 5 Boehringer-Testkombination Best. Nr. 126 012. 

+Boehringer-Testkombination Best. Nr. 124 087. 

t+Boehringer-Testkombination Best. Nr. 124 9’ii. 

Die hier beschriebene DC-Methode ermijglicht eine schnelle Bestimmung 
slier Lipidklassen mit hinreichender Genauigkeit bei geringem arbeitstechni- 

schen Arbeitsaufwand auf rationellem Weg& Weitere method&he Verein- 
fachungen, wie eine direkte Serumextraktion auf Diinnschichtplatten mit 
Konzentrierungszonen [ 171 sollten mijglich sein. 
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