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Diinnschichtchromatographische Trennung und quantitative Bes t immung  
yon Tryptophanmetabol i ten im Urin 

Zur  E r k e n n u n g  eines l a t e n t e n  Vi tamin-B6-Mange l s  
b e i m  Menschen  h a t  s ich de r  T r y p t o p h a n - B e l a s t u n g s t e s t  
m i t  nach fo lgende r  B e s t i m m u n g  o x i d a t i v e r  T r y p t o p h a n -  
m e t a b o l i t e n  im U r i n  1 bewS~hrt u n d  wegen  der  in  l e tz te r  
Zeit  b e s c h r i e b e n e n  V e r / i nde r ungen  d u t c h  N e b e n n i e r e n -  
r i n d e n h o r m o n e  2 u n d  h o r m o n a l e  I 4 o n t r a z e p t i v a  ~ an  
B e d e u t u n g  gewonnen .  Die b i she r  ge i ib ten  M e t h o d e n  zur  
q u a n t i t a t i v e n  B e s t i m m u n g  yon  T r y p t o p h a n m e t a b o l i L e n  
im U r i n  4-6 sche inen  wegen  langwier iger  E x t r a k t i o n s v e r -  
f ah ren  oder  au fwend ige r  s ~ u l e n c h r o m a t o g r a p h i s c h e r  
T r e n n m e t h o d e n  fiir U n t e r s u c h u n g e n  a n  gr6sseren Kol lek-  
r i ven  wenig gee ignet  zu sein. Die Jm fo lgenden  beschr ie-  
bene  Methode  zur  q u a n t i t a t i v e n  B e s t i m m u n g  v o n  
Xan thurensS .u re  (XA), Kynurens~iure  (KA) u n d  3-Hydro-  
xythrani ls~iure  (3-OHAA) b e d i e n t  s ich e iner  e in fachen  
A u f b e r e i t u n g  des Ur in s  zur  T r e n n u n g  der  M e t a b o l i t e n  
mi t t e l s  D i i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e  (DC). Die Meta-  
bo l i t en  k 6 n n e n  a u f g r u n d  ih re r  F luoreszenz  im U V - L i c h t  
iden t i f iz ie r t  werden .  Die W i e d e r f i n d u n g  l iegt  zwischen 
79 u n d  99%.  

Enteiweissung und Entsalzung des Urins. Eine  2-5 ml  
U r i n p r o b e  wird  m i t  5 Vo lumte i l en  9 6 % i g e m  A t h a n o l  
verse tz t ,  n a c h  6-8 h 10 m i n  be i  1700 g zen t r i i ug i e r t  u n d  
der  R f i c k s t a n d  m i t  ~ t h a n o l  nachgewaschen .  Die ver-  
e in ig ten  tYbers tgnde werden  a m  R o t a t i o n s v e r d a m p f e r  
zur  T rockne  e ingeeng t  u n d  in 1,0 ml  0,75 M A m m o n i a k -  
16sung au fgenommen .  F i i r  die E n t s a l z u n g  wi rd  der  
s t a r k  sau te  I o n e n a u s t a u s c h e r  Dowex  50 W X  8, 200-400 
m e s h  (Serva,  Heide lberg)  ve rwende t .  E i n  C h r o m a t o g r a -  
p h i e r o h r  (1,4 •  cm) wi rd  5 cm h o c h  m i t  d e m  H a r z  
geffillt. 

M a n  i iber f i ih r t  das  H a r z  m i t  4 N HC1 im ~ b e r s c h u s s  in  
die H + - F o r m  u n d  e n t f e r n t  die i iberschi iss ige S/iure d u r c h  
W a s c h e n  m i t  des t i l l i e r t em Wasser .  Das  gesamte  n a c h  
En te iwe i s sung  e rha l t ene  V o l u m e n  (1,0 ml) wi rd  q u a n t i t a -  
t i v  auf  die S~ule gegeben.  I s t  die P r o b e  in das  H a r z  
e ingedrungen ,  w~sch t  m a n  m i t  20 ml  dest .  H~O n a c h  u n d  
ve rwi r f t  diese F r a k t i o n .  Die S u b s t a n z e n  werden  m i t  
0,75 M A m m o n i a k l 6 s u n g  eluiert .  H a t  m a n  h i e r v o n  50 ml  
aufgefangen,  i s t  die E l u t i o n  der  T r y p t o p h a n m e t a b o l i t e n  
vollst~tndig erfolgt.  Ansch l iessend  wird  das  E l u a t  zur  
T rockne  e i n g e d a m p f t  u n d  der  IRiiekstand wieder  in  1,0 
ml  e iner  0,75 21/f A m m o n i a k l 6 s u n g  a u f g e n o m m e n .  Hier-  
von  werden  10 bzw. 20 [xl auf  die D i i n n s c h i c h t p l a t t e  
aufge t ragen .  

ChromatographieL L a u f m i t t e l s y s t e m e :  1. Butanol - (1) -  
~ t h a n o l  96%ig-H~O = 4: 2 :4 ;  2. Propanol - (2)  --  0.04 M 
Essigs~iure (pH 3,0) = 4:1.  F i i r  die C h r o m a t o g r a p h i e  
h a b e n  sich Ce l lu lose -Di innsch ich tp l a t t en  Cel 300-10, 
20 • 20 cm, Sch ich td i cke  0,1 m m  (Macherey,  Nage l  u n d  
Co., Diiren) bew~ihrt. I n  A n l e h n u n g  a n  KRAUT u n d  
IMHOFF 9 w e r d e n  als L a u f m i t t e l  fiir die 1. L a u f r i c h t u n g  
Butanol - (1)  --  ~'~thanol --  H~O = 4 : 2 : 4 u n d  P ropano l -  
(2) --  0,04 M Essigs/ iure ~ 4 :1  fiir die 2. L a u f r i c h t u n g  
b e n u t z t .  Die zweid imens iona le  E n t w i c k l u n g  erfolgt  in  
r ech teck igen  T r o g k a m m e r n  be i  Kammervo l l s~ i t t i gung  

u n d  R a u m t e m p e r a t u r  bis  zu e iner  L a u i h 6 h e  von  13 cm. 
N a c h  T r o c k n u n g  der  P l a t t e n  werden  die S u b s t a n z e n  im 
langwel l igen  U V - L i c h t  (366 nm)  a u f g r u n d  ih re r  cha rak -  
t e r i s t i s chen  F luoreszenz  iden t i f i z ie r t ;  X A  u n d  3 -OHAA 
f iuoresz ieren  blau,  K A  griin. I m  1. L a u f m i t t e l  b e t r a g e n  
die R f - W e r t e  ffir X A  0,72, K A  0,71 u n d  3 - O H A A  0,83, 
im 2. L a u f m i t t e l  fiir X A  0,57, K A  0,51 u n d  3 - O H A A  
0,82. 

Quantitative Auszvertung. Zur  E rz i e lung  e iner  gr6sseren 
Genau igke i t  u n d  besseren  R e p r o d u z i e r b a r k e i t  ve rwen-  
den  wir  zur  E l u t i o n  Reakt ionsgef / i sse  u n d  Ger/ i te  des 
E p p e n d o r f - M i k r o l i t e r s y s t e m s  (Nethe ler  u n d  Hinz ,  H a m -  
burg) .  N a c h  A b k r a t z e n  der  F lecke  wi rd  die Sorp t ions-  
s ch i ch t  in ein Eppendor f -Reak t ionsge f i i s s  i iber f i ih r t  u n d  
m i t  1,0 ml  M e t h a n o l  d u t c h  5-rain Sch i i t t e ln  auf  d e m  
Ri i t t l e r  eluiert .  Ansch l iessend  zen t r i fug ie r t  m a n  in der  
Mikrozen t r i fuge  2 ra in  bei  15 000 g. Zur  B e s t i m m u n g  der  
E x t i n k t i o n  wi rd  der  ~ b e r s t a n d  vors i ch t ig  m i t  e iner  Mi- 
k ro l i t e rp ipe t t e  a b g e h o b e n  u n d  in eine H a l b m i k r o k i i v e t t e  
f iber t ragen.  Man  n i m m t  die Messung  des E l u a t s  im 
S p e k t r a l p h o t o m e t e r  b e i m  jewei l igen A b s o r p t i o n s m a x i -  
m u m  der  e inze lnen  S u b s t a n z e n  vo r :  dieses l iegt  fiir X A  
bei  240 rim, fiir K A  bei  214 n m  u n d  fiir 3 -OHAA bei  210 
nm.  (Xanthurens~iure  re ins t ,  Serva,  He ide lbe rg ;  K y n u r e n -  
sS~ure, Dr.  Schucha rd t ,  Mi inchen ;  3 - H y d r o x y a n t h r a n i l -  
s~iure-Hydrochlorid,  F luka ,  Buchs ,  Schweiz).  Das  E l u a t  
e iner  e n t s p r e c h e n d  grossen subs t anz f f e i en  Cellulosezone 
d i e n t  als B l indwer t .  W e g e n  U n t e r s c h i e d e n  in der  Be- 
scha f fenhe i t  des Tr~igermater ia ls  j eder  e inze lnen  P l a t t e  
k a n n  die A u s w e r t u n g  der  E x t i n k t i o n  n i c h t  ausschl iess l ich 
a n h a n d  e iner  e i n m a l  e r m i t t e l t e n  E i c b k u r v e  erfolgen. 
D e s h a l b  l~sst  m a n  0,5 u n d  1,0 ~g jeder  zu b a s t i m m e n d e n  
S u b s t a n z  e i n d i m e n s i o n a l  auf  e inem R a n d s t r e i f e n  mi t -  
laufen,  e luier t  u n d  mi s s t  in  der  oben  b e s c h r i e b e n e n  
Weise.  Die so gemessenen  E x t i n k t i o n e n  d i enen  zur  
K o r r e k t u r  der  E i c h k u r v e n .  

K o n z e n t r a t i o n e n  yon  0,3-1,5 ag  S u b s t a n z  pro  Bes t im-  
m u n g s a n s a t z  l agen  i m  gf ins t igs ten  E x t i n k t i o n s b e r e i c h .  
Die un te re  Nachwei sg renze  der  M e t h o d e  l iegt  bei  0,2 p.g. 
I n  Bes t immungsansXtzen ,  bei  denen  e inem m e t a b o l i t e n -  
f re ien U r i n  10-30 tzg/ml der  S u b s t a n z e n  zugese tz t  worden  
waren ,  k o n n t e n  99% der  XA,  93% K A  u n d  79% 3 -OHAA 
wiede rge funden  werden  9. 

Summary. A sens i t ive  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h i c  
m e t h o d  is descr ibed  for t he  d e t e r m i n a t i o n  of u r i n a r y  
t r y p t o p h a n e  me tabo l i t e s .  The  m e t h o d  allows a s imple  
m e a s u r e m e n t  of x a n t h u r e n i c ,  k y n u r e n i c  a n d  3-hydro-  
x y a n t h r a n i l i c  acid in  u r ine  col lected fol lowing a t r y p t o -  
p h a n e  load test .  
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