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131. Untersuchungen uber Organextrakte. 

Uber den Nachweis von Testosteron 
in einem virilisierenden Nebennierenrindentumor 

von R. Anliker, 0. Rohr und M. Marti. 
(27. IV. 56.) 

25. Mitteilung'). 

In  der vorangehenden Mitteilung dieser Reihel) wurde iiber die Isolierung von 
Ostradiol aus einem feminisierenden Hodentumor berichtet. Die iiberraschend hohe Kon- 
zentration dieses Wirkstoffes (78 mg/kg Gewebe) sowie die histologischen Befunde liessen 
vermuten1)2), dass die Zeichen der Feminisierung (Gyniikomastie) beim Patienten durch 
,,tumoreigenes" Hormon hervorgerufen wurden. 

In  diesem Zusammenhang untersuchten wir nun Metastasen-Gewebe eines hormonal 
aktiven Carcinoma solidum medulare der Nebennierenrinde (NNR) von einem 12jahrigen 
Madchen (M.E.)9, in der Hoffnung, auch in dieser, die hormonalen Storungen verursachen- 
den Geschwulst einheitliche Wirkstoffe in anormal hoher Konzentration auffinden zu konnen. 

Die klinischen Symptome waren typisch fiir eine Mischform von Cushing-Syndrom 
und adrenogenitalem Syndrom mit NNR-Karzinom3). Nach der operativen Entfernung 
eines 800 g schweren NNR-Tumors zeigte die vorher sehr stark erhohte Ausscheidung 
von 17-Ketosteroiden4a), Corti~osteroiden~b) und Dehydro-iso-androsteron4c) und der er- 
hohte Gehalt an Blutc~rticoiden~d) eine weitgehende Normalisierung, nm aber nach drei 
Monaten infolge einer ausgedehnten Metastasierung, welche zum raschen Tode der 
Patientin fuhrte, wieder enorm anzusteigen. Als Folge der erneuten Storung des Steroid- 
Haushaltes liessen sich bei der Patientin Anzeichen einer leichten Virilisierung erkennen. 

Das Metastasengewebe (467 g), das histologisch eine nahe Ver- 
wandtschaft zu den NNR-Zellen zeigte, wurde uns durch Herrn 
Dr. Biebenmann5) freundlicherweise fur die chemische Bearbeitung 
iiberlassen, welche nach dem nebenstehenden Schema (Tab. 1) und 
den Angaben im experimentellen Teil e r f ~ l g t e ~ ) ~ ) .  Nach der Vertei- 
-~ 

I )  24. Mitt. M .  Marti & H .  Heusser, Helv. 37, 327 (1954). 
*) W .  Wenz, Schweiz. med. Wschr. 83, 677 (1953). 
3, Dieser Fall wurde bereits von A .  Prader, Schweiz. med. Wschr. 86, 289 (1956), in 

einem andern Zusammenhang beschrieben. 
4, Bestimmt nach a) W .  Zimmermann, Chemische Bestimmungsmethode von 

Steroid-Hormonen in Korperflussigkeiten, Springer-Verlag, Berlin-Gottingen-Heidelberg, 
1955,63; b) W .  H .  Daughaday, H .  Jaj/&& R. H .  Williams, J. clin. Endocrin. 8,166 (1948), 
iind C. C. Porter & R. H .  Silber, J. biol. Chemistry 185, 201 (1950); c) E. Dingemanse, 
L. G. Huis  in 'tVeld & B. M .  de Laat, J. clin. Endocrin. 6, 535 (1946); E. Dingernmse & 
S. L. Hartogh-Katz, ibid. I2,66 (1952); d) D. H .  Nelson & L. T.Samuels, ibid. 12,519 (1952). 

5 ,  Pathologisches Institut der Universitat Zurich, Leitung Prof. Dr. E. Uehlinger. 
6, Auf dieIsolierung von eventuell anwesenden konjugiertenHormonen(Proteingebun- 

dene Steroide, Steroid-Sulfate und -Glucuronoside) wurde im vorliegenden Falle verzichtet. 
7 )  Das Aufbereitungsverfahren stiitzt sich im wesentlichen auf die Erfahrungen der 

Arbeiten von L. Ruzicka & V .  Prelog, Helv. 26, 975 (1943); G. F. Cartland & M .  H.  Kui- 
zenga, J. biol. Chemistry I 16, 57 (1936); S. A .  Simpson, J .  F .  Tait, A.  Wettstein, R. Neher, 
J .  von Euw,  0. &hinder& T .  Reichstein, Helv. 37,1163 (1954), und M .  Marti & H. Heusser, 
Helv. 37, 327 (1954). Kontrollversuche mit einem Gemisch von Cholesterin, Cortison, 
Desoxycorticosteron, Testosteron und Ostron bekannten Gehaltes ergaben eine befriedi- 
gende quantitative Auftrennung der aufgefiihrten Komponenten. 
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lung des Acetonextraktes (B) zwischen Petrolather und wasserhalti- 
gem Methanol liessen sich aus dem Ruckstand der eingedampften 
Methanol-Phase durch Extraktion mit Athylenchlorid 669 mg eines 
gelben ales gewinnen, welches einer biologischen Prufungs) unter- 
zogen wurde. Der Extrakt zeigte weder im AZ1e.n-Doisy-Test (Dosis 
50 y/kg) noch im Hahnenkammtest bei 250fachen Dosen als solche 
von Testosteron, die signifikantes Kammwachstum hervorrufen, eine 
ostrogene bzw. androgene Wirkung. Durch Dosen von 1 mg/kg wurde 
das bei der Ratte durch Implantation eines Fremdkorpers erzeugte 
Rindegewebegranulom nicht beeinflusst, was schliessen liess, dass diese 
Dosen keine Cortison- bzw. Hydrocortison-khnliche Wirkung besassen. 
Es war deshalb zum vornherein nur mit minimalen Mengen von Ste- 
roid-Hormonen zu rechnen. Nach einer weiteren Anreicherung durch 
Verteilung zwischen Petrolather und 50-proz. Methanol konnten vom 
gewonnenen Methanolextrakt (D) aus benzolischer Losung9) 3 mg Sau- 
ren (E) und 26 mg Phenole (H) abgetrennt werden. In  der phenolischen 
Fraktion (H) liess sich keine einheitliche Verbindung nachweisen. 

In  Anpassung an die kleine Materialmenge wurde die neutrale 
Fraktion ( G) (21,6 mg) durch praparative Papierchromatographie 
weiter aufgetrennt. Das Gemisch erfuhr eine erste Auftrennung in 
polare und weniger polare Steroide durch Chromatographie auf einem 
Bogen Filtrierpapier im C-System von Bush12). Parallel mitlaufendes 
Cortison und Testosteron bestimmten die Aufteilung des Blattes in 
3 Zonen (I -111). Durch wiederholte, differenzierende Chromatogra- 
phie in den Systemen Formamid/Cliloroform13) und C nach Bush des 
Eluates der Zone 11 k o n n t e n  d r e i  N N R - H o r m o n e ,  naml ich  
Aldos t e ron  ( 1 - 2  y ) 1 4 ) ,  Cor t i son  ( 5 , 5  y )  u n d  1 7 a - H y d r o x y -  

~ ~~~ 

*) Die biologischen Prufungcn wurden in der pharmakologischen Abteilung der 
CfBL4 AktiengeselZschajt in Basel (Leitung Prof. Dr. R. Neier) durchgefuhrt. Wir danken 
dieser Firma fur die Durchfuhrung der Versuche. 

9, Wir mochten an dieser Stelle darauf aufmerksam machen, dass sich Ostron und 
Ostradiol nur mit unverhaltnismassig grossen Mengen Natronlauge aus Chloroform oder 
Chloroform-haltigen Gemischen extrahieren lassen. Es gelingt sogar, der Losung von 
Ostron in 1-n. Natronlauge das Steroid durch dreimaliges Schiitteln mit diesen Losungs- 
mitteln quantitativ zu entziehen. Dies fuhrt bei der Anwesenheit von relativ leicht wasser- 
loslichen Neutralkorpern (z. B. Corticosteroide) zu empfindlicheu Verlusten. Sehr gut 
eignen sich fur die Abtrennung der phenolischen Steroide Benzol oder Toluol, wie eine 
Gegenuberstellung der Verteilungskoeffizienten (K) der Systeme Toluol/l-n. NaOHlO) 
und Chloroform/l-n. NaOHll) erkennen lasst: Ostron K = 0,14 und 1,88; Ostradiol K = 
0,046 und 0,21; Ostriol K = 0 und 0,01. 

lo) L. L. Engel, H .  R. Patterson, H .  Wilson & ill. Schinkel, J. biol. Chemistry 183, 
47 (1950). 11) Eigene Messungen. 

12) I .  E. Bush, Biochem. J. 50, 370 (1952). 
13) A. Zaffaroni, R. B. Burton & E. H .  Keutmann, Science I I I, 6 (1950); R. B. Bur- 

ton, 8. Zafjaroni & E. H .  Keutmann, J. biol. Chemistry 188, 763 (1951). 
14) Den Herren Dr. A.  Wettstcin und Dr. R. Neher, C I B A  Aktiengesellschuft, Basel, 

danken wir fur die Uberlassung einer noch nicht veroffentlichten, detaillierten Arbeits- 
vorschrift zum Nachweis von Aldosteron. Ihre Publikation wird demnachst erfolgen. 



1102 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

cor t i cos t e ron  ( H y d r o c o r t i s o n )  ( 5  y ) ,  e indeu t ig  nachge-  
wiesen werden15). 

Tabelle 1. 
Extraktion mit Aceton 

A Tumorgewebe (467 g) + B Acetonextrakt (22,39 g) 
Verteilung zwischen Petrolather 
und Methanol (90,80,70, 50%) 

Losung im Vakuum eingeengt 
und mit Athylenchlorida) extra- 
hiert 

PetrolMherausziige 4 -I 

I T '  

C khylenchloridausziige (669 mg) rnit 
Benzol digeriert und Verteilung zwi- t 
schen Petrolather und Methanol (50%) 

I .  __* Petrolatherauszuge 
C 

D Methanolausziige (53 mg) 

Auszug mit NaHCO, 
---+ E Starke Sauren (3 mg) 1 

F Benzollosung 

Auszug mit 1-n. NaOH 
__+ H Phenole und schwache Sauren 

(26 mg) f 
G Neutralkorper (21,6 mg) 

Papierchromatographie 

I Bush Cb) 
~ i + 

Startzone I (2,5)C) Mittelzone I1 (3,05) 
t 

Frontzone I11 (12,32) 

1 F/CHCl,d) 1 P/Toluold) 
+-- f + 

Zone IV (0,8) Zone V (0,31) Zone VI (1,8) Zone VII (8,4) 
Rf wie Hydrocortison Rf wie Cortison (obere Zone) (untere Zone) 

Bush C 1 F/CHCl, 

1-2 y Aldosteron 
5,s y Cortison 

1 
5 y Hydrocortison 

&Bush B,b) 

Zone VIII  (2,6) 
Rf wie Testosteron und 

Androsteron 4 Bush B, 

22-26 y Testosteron 
a) 1,2-Dichloriithan. 
b) Systeme C und B, nach Bush1*). 
C) Mengen in mg. 
d )  Systeme Formamid/Chloroform und Propylenglykol/Toluol nach R. B. Burton 

et  al.13). 

l6) Ein ahnlicher Nachweis gelang kiirzlich R. Neher & A .  Wettstein, zit. in A .  Wett- 
stein & cf. Anner, Experientia 10, 397 (1954). I m  Falle eines NNR-Tumors rnit reinem 
Cushing-Syndrom, dessen Charakteristikum in einer tfberproduktion von Glucocorti- 
costeroiden, d. h. im wesentlichen von Hydrocortisons) besteht, wiesen sie 9650 y/kg 
Hydrocortison und 285 y/kg Aldosteron nach. 
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Wesentlich whwieriger gest.altete sich die Isolierung ron einheit- 
lichen Verbindungen a,us dem Extrakt, tler Zone 111. Nach Chromato- 
graphie im System Propylenglykol/Tolu01~~) liessen sich die weniger 
polaren Steroide voni Typiis des Testosterons aus der unteren Zone 
V I I  eluieren. Auf der UV.-Photokopie des Chromatogrammes zeigte 
sich auf der Hohe des parallel mitgelaufenen Testosterons eine ab- 
sorbierende Zone. Die auf einem kleinen Sbreifen ausgafuhrte Natron- 
lauge-Reaktion12) verlief positiv und zeigte die f i i r  d 4-3-Keto-Steroide 
eharakteristische gelbe UV.-Fluoreszenz. Vom Extrakt der den Lauf- 
streeken des Testosterons und Androsterons entsprechenden Zone 
wurden 600 y im System B, weiter angereichert. Der dem Testosteron 
entsprechende Flecken wurde mittels UV.-Photokopie lokalisiert, 
eluiert und das Eluat im System Propylenglykol/Toluol parallel mit 
Standardlosungen chromatographiert. Die semiquantitative Bestim- 
mung erfolgte durch visuellen Vergleieh16) der Natronlauge-Fluoreszenz 
im UV. und ergab einen Gehalt von insgesamt 22 -26 y Test~steronl~) .  

Bis heute wurde Testosteron lediglieh in sehr kleinen Mengen aus 
Stier-, Hengst- und Schweinehoden isoliert 18). Bekanntlich wird die- 
ses Hormon vom Gewebe und auch im Blut sehr schnell in weniger 
aktive Verbindungen umgewandelt. Wahrend Testosteron nur nach 
Verabreichung von sehr grossen Dosen in geringer Menge im Harn 
gefasst werden konntelg), ist der Nachweis von endogenem Hormon 
in dieser, Flussigkeit wie auch im peripheren Kreislauf bis heute noch 
nicht gelungen. Eine Ausnahme bildet der Nachweis von Testosteron 
im Blut der Vena spermatica des Hundes20). Er ist aber gerade ein 
Hinweis dafur, dass das im Gewebe und im Blut eine rasche Um- 
mandlung erfahrende Testosteron in der Regel nur aus Geweben oder 
Korperflussigkeiten, die sich in unmittelbarer Nahe oder in der eigent- 
lichen Produktionsst,atte selbst befinden, isoliert werden kann. Unter 
diesem Gesicht,spunkt und im Vergleich mit den isolierten Mengen18) 
BUS Testes ist die von uns nachgewiesene Konzentration von ca. 
45 - .55 y Hormon pro kg Metastasengewebe deshalb bemerkenswert, 
weil dadurch die Vermutung, dass der Tumor selbst das Testosteron 
zu produzieren vermag, eine wesentliche Stutze erfahrtZ1). Obwohl 

1 6 )  In Testversuchen war die Bestimmung bei Konzentrationen von 1-87 mit 
einer Genauigkeit von & 5OO.6 immer reproduzierbar. 

l7) Unsercs Wissens wurde dieses Hormon bis heute noch nie aus Metastasen- oder 
NNR-Tumor-Gewebe isoliert. 

18) Aus Btierhoden (100 y/kg) K.  David, E. Dingemanse, J .  Freud & E. Laqueur, 
Z. physiol. Chem. 233, 281 (1935); aus Hengsttestes (200 y/kg) E.  Tagmann, V .  Prelog & 
L. Ruzicka, Helv. 29, 440 (1946), und aus Schweinetestes (30 y/kg) T'. PreZog, E. Tag- 
mann, 8. Liebermann & L. Ruzicka, Helv. 30, 1080 (1947). 

19) 8. Liebermann, D. K.Fukushima 6: K .  Dobyiner, J. biol. Chemistry 182, 299 (1950). 
20) C. D. West, 8. P. Hollander, T .  H .  Kritchevsky & K. Dobriner, J. clin. Endo- 

crin. 12, 915 (1952). 
21) Die Moglichkeit, dass der Tumor die von uns nachgewiesenen Verbindungen 

lediglich speichert ohne sie selbst zu produzieren, muss auch in Erwagiing gezogen warden. 
Wir halten diese Variante aber fur weniger wahrscheinlich. 

. ~ _ _  
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die festgestellte Konzentration im Gewebe noch keine bindenden 
Ruckschlusse auf die vom Tumor tatsachlich in Umlauf gesetzte 
Menge dieses Hormons zulasst, darf angenommen werden, dass die bei 
solchen FSillen fast immer feststellbare, mehr oder weniger auf- 
fallende Virilisierung ihren Grund in der Ausschuttung von grossen 
Mengen von tumoreigenem Testusteron hat. Dafiir spricht auch die 
sich mit fortschreitender Metastasierung stark steigernde Ausschei- 
dung von 17-Keto-steroiden22). Obschon Untersuchungen speziell der 
Arbeitskreise um Dobriner, Dorfman. und L3"~arnueZs~~) uber den Meta- 
bolismus des Testosterons zeigten, dass ein betrachtlicher Anteil die- 
ses Hormones in Form von 17-Keto-steroiden ausgeschieden wird, 
kann leider der genaue Anteil der Testosteron-Metaboliten in der 
Gesamtmenge nicht bestimmt werden. 

Wir danken der Fritz Hoffmann-La Roche-Stiftung zur Forderung wissenschaftlicher 
Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz fur die Unterstutzung dieser Arbeit. 

E x p e r i m e 11 t e 1 1 e r T e i 1. 
E x t r a k t i o n  d e s  Tumors.  Das zusammenhangende Metastasengewebe (467 g) 

wurde in einem Mixer weitgehend homogenisiert und in 2 1 Aceton 2 Tage bei Zimmer- 
t,emperatur aufbewahrt. Durch eine..in die Losung eingetauchte Glasfilternutsche wurde 
das Losungsmittel unter Stickstoff-Uberdruck vom Gewebepulver abfiltriert. Nach Wie- 
derholung dieser Operation kochte man den RuAstand mit 2 1 Aceton 2 Std. am Ruck- 
fluss. Die vereinigten Acetonextrakte wurden bei 30O unter der Benutzung einer mit 
Stickstoff beschickten Kapillare bis zur Trockene eingedampft. Der mit Kristallen durch- 
setzte gelbbraune Acetonextrakt (B) wog 22,39 g und wurde zur Verteilung.in 400 cm3 
Methanol gelost und mit 400 em3 Petrolather (60-80O) im Scheidetrichter vermischt. 
Dann wurden 45 em3 Wasser (20 em3 gesattigte Piatriumchlorid-Losung enthaltend) zu- 
gefugt. Nach kurzem Umschwenken wurde die sich abtrennende untere Phase in einen 
anderen Scheidetrichter abgelassen. Die erneute Zugabe von 55 em3 Wasser zum 1. 
Scheidetrichter bewirkte, dass sich wieder eine Petrolatherschicht abschied. Nach zwei- 
maliger Wiederholung dieser Operation (es wurden noch 70 und 130 em3 Wasser zugefugt) 
passierte die wasserig-methanolische Phase noch 3 Scheidetrichter mit je 150 em3 Petrol- 
ather. Anschliessend wurden die leicliten Pliasen in gleicher Reihenfolge dreimal mit je 
100 em3 50-proz. Methanol gewaschen. Die Petrolatherauszuge hinterliessen nach den1 
Eindampfen 7,589 g fettartiges Material, das verworfen wurde. 

Die vereinigten Methanol-Phasen wurden im Vakuum bei 40° auf 100 em3 einge- 
engt. Dieses Konzentrat extrahierte man fiinfmal mit je 150 om3 frisch destilliertem 
Athylenchlorid. Die zu Beginn entstandenen Emulsionen liessen sich durch Zugabe von 
20 em3 gesattigter Natriumchlorid-Losung brechen. Nach dem Abdestillieren des L6- 
sungsmittels im Vakuum bei 40O verblieb ein viskoses 61, das nach lstundigem Erhitzen 
auf 40O bei 0,Ol Torr 669 mg wog (Extrakt C)**). 

Die Losung dieses Extraktes in wenig Chloroform verdunnte man mit 500 em3 
Benzol. Die sich dabei abscheidenden Flocken wurden abfiltriert und die Losung unter 
reduziertem Druck zur Trockene eingedampft. Zur weiteren Entfettung wurde der Riick- 
stand zwischen Petrolather und 50-proz. Methanol verteilt. Nach einer Bstufigen Vertei- 

22) 2 Tage vor dem Tod der Patientin betrug sie 58,3 mg in 24 Std. (Normalwert 
4-8 mg; vgl. dazu Fussnote 14). 

23) Vgl. z. B. zusammenfassende Referate L. T.  Samuels & D. C .  T e s t ,  Vitamins and 
Hormones 10, Academic Press Inc., N. Y. 1952, S. 251; D. K .  Fukushiwba & R. S. Rosen- 
feld, Chemical Pathway of Metabolism I ,  Academic Press Inc., IN. Y. 1954, S. 349. 

2 4 )  Ober die Prufung dieses Extraktes (C) auf hormonale Aktivitat vgl. weiter oben. 
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lung (mit je 100 01113 Petrolather und 100 cm3 50-proz. Methanol pro Stufe) und dem sorg- 
fiiltigen Verdampfen der wasserig-methanolischen Phasen blieben 53 mg eines zahfliissigen 
01s zuriick. Der im Petrolather geloste Teil(383 mg) wurde verworfen. Der Ruckstand der 
Methanolausziige (D) liess sich in 50 cm3 Benzol losen. 4 weitere Scheidetrichter wurden 
mit derselben Menge dieses Losungsmittels beschickt. Bei Oo wusch man die Benzol- 
losung (F) zweimal mit je 10 om3 0,5-n. HCl, dreimal rnit je 10 cm3 ges. Natriumhydrogen- 
carbonat-Losung, dann fiinfmal mit je 25 em3 eiskalter 1-n. Natronlauge und schliesslich 
dreimal mit je 10 em3 gesattigter Natriumchlorid-Losung. Die getrockneten Benzol- 
losungen wurden im Vakuum eingedampft und hinterliessen 21,6 mg neutrale Anteile (G) .  
Nach dem Ansauern der alkalischen Ausziige wurden in iiblicher Weise die Sauren (E) 
(3 mg) bzw. die Phenole (H) (26 mg) isoliert. 

B e s t i m m u n g  d e r  Cor t icos te ro ide  im N e u t r a l t e i l .  Der Extrakt (a) (21,5 mg) 
wurde auf einem Filtrierpapierb~gen~~) auf der Startlinie (ca. 1,3 mg/cm) aufgetragen 
und im System C von Bush12)26) 2% Std. bei 27O chromatographiert, wobei 10 y Cortison 
parallel auf demselben Blatt mitchromatographiert wurden (Laufstrecke des Cortisons 
9 cm). Vom getrockneten Blatt wurde eine UV.-Photokopie27) bereitet, auf Grund derer 
es in 3 Zonen zerschnitten wurde (Zone I bis 4 cm und Zone I1 bis 13 ern unterhalb der 
Startlinie, Zone I11 Front)2*). 

Zone I .  Das Eluat (2,5 mg) wurde im System Formamid-Chloroform13)zg) (0,8 mg/ 
cm Startlinie) 27 Std. hei 27O chromatographiert. Die an schmalen Streifen des bei 90° 
getrockneten Papieres aufgefiihrten Farbreaktionen mit Blautetrazolium30), Antimontri- 
chlorid31) und Phosphorm~lyhd~ns~ure~~) verliefen negativ. 

Bestirnrnung von Corticosteroiden in der Zone J I .  Den aus der Zone I1 gewonnenen 
Extrakt (3,05 mg) chromatographierte man im System Formamid-Chloroform 4 Std. 
lang parallel mit je 20 y Hydrocortison und Cortison. Mittels UV.-Photokopie wurden 
die Positionen der beiden Testsubstanzen ermittelt und die entsprechenden Zonen IV 
(Hydrocortison) und V (Cortison), welche schwache UV.-absorbierende Banden zeigten, 
als 4 cm breite bzw. 6 cm breite Streifen ausgeschnitten und eluiert. 

Das Eluat der Zone IV (0,8 mg) wurde im gleichen System parallel rnit bekannten 
Mengen von Hydrocortison (2, 5, 1.0, 15y)  weiter aufgetrennt. Der Streifen wurde im 
Dunkeln 12 Std. bei Zimmertemperatur getrocknet, im UV.-Licht photokopiert und rnit 
einer Mischung von 1 Vol. 0,l-proz. Blautetrazolium in Wasser mit 9 Vol. wasseriger 

25) Wenn nichts anderes vermerkt ist, handelt es sich um Papier Whatman Nr. 1. 
Zur praparativen Chromatographie wurde das Papier je 2 Tage mit feuchtem Methanol 
und Chloroform in einer SozhZet-Apparatur extrahiert. Die Papiere wurden im Sinne 
eines absteigenden Chromatogrammes in geschlossenen Gefassen (wichtig !) eluiert. Die 
Blindwerte konnen auf diese Weise (5 em3 Methano1/100 emz Papier) praktisch ausge- 
schaltet werden. Bei Verwendung von Systemen mit schwerfliichtigen Impragnierungs- 
mitteln wurde das Eluat 15 Min. bei 60" und 0,Ol Torr g-trocknet. 

z6) System C: Toluol-dthylacetat-Methanol-Wasser 45:5:25:25; System B 3: 
Ligroin-n-Heptan-Benzol-Methanol-Wasser 1 : 1: 1 : 1,2:0,3. Die schwere Schicht wurde 
als stationare und die leichte Schicht als bewegliche Phase verwendet. 

27)  Lichtquelle: Philips Sterilisationslampe TUV 15 Watt. Papier: Foto-Doku- 
mentenpapier F. 49 der Kopit AG., Bern. 

28)  Vor der Eluierung der Papierstucke wurden die Standardsubstanzen durch Aus- 
scheiden der entsprechenden Zonen sorgfaltig entfernt. 

29) Das Blatt tauchte man in einer 20-proz. Losung des Impriignierungsmittels in 
Aceton und trocknete 5 Min. bei Raumtemperatur, Startlinie nach oben. 

3 0 )  W. J .  Mader & R. R. Buck, Anal. Chemistry 24, 666 (1952); S. A. Simpson, 
J .  F .  Tait, A .  Wettstein, R. Neher, J .  TI. Euw, 0. Schindler & T .  Reichstein, Helv. 37, 1163 
(1954) ; Empfindlichkeit der Reaktion im Chromatogramm 0,2 y/cm2. 

31) Vgl. Fussnote 13 sowie R. Neher & A .  Wettstein, Helv. 34, 2278 (1951). Emp- 
findlichkeit 0,5-2 y/cmz. 

32) D. Kritchevsky & M .  R. Kirk, Arch. Biochemistry Biophysics 35, 346 (1952). 
70 
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2-n. NaOH entwickelt. Die Intensitat des sich blau farbenden Fleckens mit demselben 
Rf-Wert wie Hydrocortison wurde unabhangig von 2 Personen visuell mit denjenigen 
bekannter Konzentration verglichen und mengenmassig abgeschatzt. Nach 5 Min. wurde 
der Streifen 15 Min. auf 90° erhitzt. Die fur A4-3-Ketosteroide charakteristische gelbe 
Fluoreszenz des Fleckens im UV. wurde wie oben ausgewertet. Der Mittelwert der Schat- 
zungen ergab 5 y Hydrocortison. 

Das Eluat (0,3 mg) des dem Cortison entsprechenden Streifens (Zone V) chromato- 
graphierte man parallel mit den Standardlosungen von Hydrocortison und 20 y Cortison 
im C-System von Bush. Auf der Photokopie liessen sich auf der Hohe der beiden Test- 
substanzen 2 absorbierende Flecken erkennen, die eine positive Reduktionsprobe ergaben. 
Nach dem Erhitzen der nassen, alkalischen Streifen zeigten sie im UV.-Licht die charak- 
teristische gelbe Fluoreszenz. Fur die halbquantitative Bestimmung wurde wie oben be- 
schrieben vorgegangen. Es konnten 1-2 y Aldosteron und 5,5 y Cortison nachgewiesen 
werden. Da Hydrocortison bereits im System Formamid-Chloroform vom Cortison und 
Aldosteron abgetrennt wurde, Aldosteron aber im C-System ungefahr die gleiche Wande- 
rungsgeschwindigkeit wie das parallel mitlaufende Hydrocortison aufweist, ist die Iden- 
titiit der langsamer wandernden Substanz mit Aldosteron gesichert. 

Bestimmung von Testosteron in der Zone I I I .  Gemass unseren Erfahrungen konnte 
die Zone I11 noch weniger polare Cortico-Steroide und androgene Hormone vom Typus 
des Testosterons enthalten. Ihr Eluat (12,32 mg) wurde im System Propylenglykol-Toluol 
parallel mit Testosteron chromatographiert. Der Papierbogen wurde knapp oberhalb der 
Markiersubstanz durchgeschnitten. I m  Eluat der oberen Zone VI (1,8 mg) liessen sich 
nach der Auftrennung im System B 3  von Bush keine aktiven Corticosteroide nachweisen. 
Nach der Chromatographie des Extraktes (8,4 mg) der unteren Zone VII im System B 3  
wurde der durch mitgelaufenes Testosteron und Androsteron begrenzte Streifen abge- 
trennt und eluiert. 600 y des Ruckstandes (2,6 mg) trennte man im selben System weiter 
auf. Auf der Hohe des Testosterons zeigte sich ein UV.-absorbierender Flecken, dessen 
Eluat im System Propylenglykol-Toluol parallel mit Standardlosungen von Testosteron (1, 
2,5,10 y )  chromatographiert wurde. Auch in diesem stark differenzierenden System zeigte 
die isolierte Substanz genau dieselbe Wanderungsgeschwindigkeit wie Testosteron. Das trok- 
kene Papier erhitzte man nach dem Tauchen in 2-n. Natronlauge 15 Min. auf 90°, worauf 
die Intensitaten der im UV.-Licht gelb fluoreszierenden Flecken verglichen wurden. Der 
Mittelwert aus 3 Bestimmungen betrug 5 4  y,  berechnet auf die Gesamtmenge 22-26 y. 

I n  einem mit 600 y parallel durchgefuhrten Chromatogramm im System B 3  liessen 
sich weder reduzierende (Blautetrazolium) Substanzen noch mit Phosphormolybdansaure 
Androsteron nachweisen. 

U n t e r s u c h u n g  der  Phenole  (H).  Dieser Anteil wurde lediglich auf seinen Gehalt 
an Ostron, Ostradiol und Ostriol untersucht. Nach Chromatographie im System Forma- 
mid-Benzol w u r d p  die Eluate der den drei aufgefuhrten Hormonen entsprechenden Zonen 
im System B 3 weiter angereichert. Die fur Ostrogene positiven Farbreaktionen rnit FeC1,- 
K3Fe(CN),33), SbC1, und nach 0. FoZin & V .  C i o c a Z t e ~ ~ ~ )  verliefen rnit allen Fraktionen 
negativ. 

Z us  ammenf  a s  sung. 
In  Metastasen eines NNR-Karzinoms, welches bei der Patientin 

Anzeichen einer leichten Virilisierung erzeugte, konnte neben Aldo- 
steron, Hydrocortison und Cortison erstmals Testosteron nachge- 
wiesen werden. 

Medizinische Universit k t  s klinik, Ziirich , 
und Organisch-chemisches Laboratorium 

der Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich. 

33) G. M .  Barton, R. S. Evans & J .  A .  I?. Curiner, Nature 170, 249 (1952). 
3 4 )  J. biol. Chemistry 73, 627 (1927). 




