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CHROM.3539 

Eine diinnschichtchromatographische 
17-Ketosteroide im Harn 

Schnellmethode zur Auftrennung der 

Bildung der Trimethylsilyl-Ather uncl gaschromatographische Endbestimmung 
ist heute wohl die sicherste und eleganteste Methode zur Messung der einzelnen 17- 
Ketosteroide im Harnls 2, 1st der instrumentelle Aufwand nicht gegeben, so sind such 
diinnschicl~tchromatograpl~ische Methoden gerechtfertigt, die jedoch einfach und 
schnell sein miissen. 

Die bislang beschriebenen diinnscl~icl~tchron~atograpl~iscl~en Verfahren sind 
durch Verwendung von zweidimensionaler Dtinnscl~icl~tcl~ron~atographie oder vor- 
gesclialtetcr S~ulenchroniatographie zu lcoinpliziert 39 4. Andere sind nur halbquanti- 
tati@, oder aber die Lokalisation der Steroide geschieht durch einfachen Vergleich 
mit Referenzsubstanzen auf Aluminiumoxydplatten 037, Da Aluminiumosyd schwer 
zu standardisieren ist und auf der gleichen Platte schnell Aktivitatsunterschiede 
auftreten kannen, ist hier ein erheblicher Unsicherheitsfaktor gegeben. 

Bei dem bier beschriebenen Verfahren wird Kieselgel G unter Zusatz eines 
Pyrenaufhellers (Fa. Bayer) verwendet. Dadurch lass& sich such die nicht U.V.- 
absorbierenden r7-Ketosteroide durcb Eigenfluoreszenz bis zu Mengen von 0.01 ,ug 
auf Diinnschichtplatten nachweisenR. 

HycEroZyse. 40 ml Harn wurden mit Eisessig auf p1-I 4.5 eingestellt, mit 4 ml I Ad 
Acetatpuffer 4.5 und 12,000 ,Einheiten (Fishman) ,&Glucuronidase (Fa. Schering) 
versetzt, und 24 Std. bei 37” inkubiert. 

In einer zweiten Serie wurde mit einem Enzympraparat aus HeZix pomatia 
(Fa. Boehringer, Mannheim) hydrolysiert. Je Ansatz nahmen wir 0.15 ml der Enzym- 
ldsung; entsprechend rg,ooo Einheiten (Fishman) p-Glucuronidase und 7,500 Ein- 
heiten (Whitehead) Arylsulfatase. 

Die Steroide wurden mit I r/2 fachem Volumen Ather extrahiert, mit zo ml 

J. Ckromafog,, 36 (1968) 246-249 



NOTES 247 

IO %iger Natronlauge und zweimal 20 ml Wasser gewaschen. Nach Entw5sserung 
iiber Natriumsulfat wurden die Extrakte eingedampft. 

Dii?zlzsc~zic~tchrovrzaEograpltzie. IO g Kieselgel G (Fa. Merck) wurden mit einer 
Spatelspitze Pyrenaufheller P, (etwas 5 mg) und 20 ml Wasser verrtihrt und auf einer 
Platte von 20 x 20 cm manuell aufgetragen. Nach Aktivieren der Platte wurden,bis 
zu 4 Harnextrakte strich6rmig aufgetragen, gerahmt von einem Testsubstanzgemisch 
aus Dehydroepiandrosteron, Androsteron und Atiocholanolon. Nach einmaligem 
Entwickeln im System Chloroform-Aceton (80 : ao) wurden zwei Zonen markiert. 
Zone I (RI;. 0.04-0.43) enthalt die II-Oxy-r7-ketosteroide. Zone II (RF 0~43-0.73) 
enthglt Dehydroepiandrosteron, Androsteron und hitiocholanolon. 

Das Kieselgel dieser Zonen wurde abgekratzt, mit etwas Wasser desaktiviert 
und dreimal mit 2 ml Ather extrahiert. Die vereinigten &therextrakte wurden ab- 
gedampft und weiterverarbeitet. 

Der Extrakt der Zone I wurde in clieser Untersuchung zur Gruppenbestimmung 
der II-Oxy-I7-ketosteroide der Zillllllerlllallllreal~tion unterworfen”. 

Der Extrakt der Zone II, der die Ix-Desoxy-I7-ketosteroide enthalt, wurde, 
gerahmt von dem Testsubstanzgemisch auf eine nnicht aktivierte ‘Platte aufgetragen, 
die Platte 2 min iiber Wasserdampf (100~) geschwenkt und anschliessend sofort im 
Sinne einer Verteilungschromatographie in Methylenchlorid zweimal aufsteigend 
chromatographiert. Nach Trockenfohnen lassen sich die getrennten Ir-Desoxy-I7- 
,ketosteroide des Harnextraktes und des Testsubstanzgemischs als belle Flecke auf 
blaulich fluoreszierendem Untergrund deutlich lokalisieren (Fig. I). Die einzelnen 
Steroide wurden wie oben beschrieben eluiert und der Zimmermannreaktion unter- 
worfen. Ra-Werte : Dehydroepiandrosteron 0,30, Androsteron 0.21, Atiocholanolon 
0.13. 

Ergebnisse zcnci? Bes~rechung 
l3ei 20 gesunden .Mannern u 

wurden die Harn x7-Ketosteroidc 

:wei ier 1 ~Iarnestrskte (HE) uncl eines Testsubstanegemischs 
: * 4 = Androsteron ; A = Aitiocholanolon. 

nd IO gesunden Frauen zwischen 20 und 35 Jahren 
? ni FlCll ,&Glucuronidase Hydrolyse, bei weiteren IO 
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MZnnern nach Hydrolyse mit ,&Glucuronidasc/Arylsulfatase aus He&x Pomatia 
bestimmt (Tabellen I und II). 

TABELLE I 

TAGE~AUSSCHEID~NG mm I7-xawosmmorDE m WARN NAcH $-GL~C~RONIDASI~ HYDROLYSE 

DHA = Dehyclroepianclrostcron; A = Androsteron; .;i = _ktiocholanolon; II-KS = IX-Osy-17-' 
lcetosteroide. 

Winner 0.45 6.1 I.90 C.- -3.9 3.21 43.6 I.79 "4.4 
32 = 20 s = & 0.42 s = 0.59 s = * r.2g s = * 0.82 

Frnuen on37 6.1 I.56 25.S 2.32 38.4 I.8 2917 
n = 10 s = & 0.23 s = f 0.44 s = & 1.11 s = f 0.s3 

Bekanntlich wird Dehydroepiandrosteron zum grossten Teil als Sulfatester im 
Harn ausgeschieden. Die fiir Dehydroepiandrosteron ermittelten Werte in Tabelle I 
sind deshalb auf unspezifische Spaltung zuriickzufiihren. 

Da die Sulfatase aus Helix Ponzatia nur 3@,5or- oder $?-d6-Steroide spaltetlO, 
wird in Tabelle II nicht die Androsteronsulfatfralction erfasst. Fiir Atiocholanolon 
und die rr-Oxy-r7-ketosteroide ist dieses unbedeutend, da diese fast ausschliesslich 
als Glucuronide ausgeschieden werdenll. 

? APELLE 11 

TAGEsA~ss~*I~~ID~NG DER I~-KETOST~RO~E N.1cx-i I~YDRoLYSE MIT B-GLUCURONIDASE/ARYL-, 
SULFATASE AUS We&V POWZcZtiCZ 

DHA A A rrxs 

mbq24 std. o/O rng124 Std. o/o n2g/z4 std. v. ~gla4 std. o/O 

Winner 0.83 IO.7 1.9s a5.G 3.21 41.5 
s=**.rs 

1.72 22.2 ‘, 
$2 = IO s = f 0.47 s = & 0.99 s = & I.19 

Unsere Fliessmittel sind so gewZhlt, dass die II-Desoxy-I7-ketosteroide der 
Harnextrakte nach der zweiten Chromatographie deutlich fluoreszieren, ohne”von 
Pigmenten oder Verschmutzungen iiberlagert zu sein,j ,Durch gleichzeitiges &lit- 
chromatographieren von Referenzsubstanz ist eine zus’&t+ie’ Sicherheit’, j in ‘. der 
Lokalisation gegeben. Fiir die diinnscl~icl~tcl~ron~atog&pl~isch $chwer zu trennen$en 
Substanzen Dehydroepiandrosteron und Androsteron:&liielt,eri ,wir,durch die Wasser- 
ssttigung der Platte gute Gangunterschiede, 

‘. .), .( ,,, : .,,’ I’. 
,‘, 

: .Die in der Literatur berichteten Mittelwerte f&die &&tfraktionen der ;7- 
Ketosteroide differieren erheblich. Fiir MZnner finden sich Angaben von 0.6-2.6 
mg/zq Std. fur Dehydroepianclrosteron, 2.1-5.5 rng/zq. Std. fiir Androsteron und 2.1- 

5.3 mgjzq. Std. fur d;tiocholanolon3. 
‘. Unsere Werte liegen etwa im mittleren Bereich, die prozentualen Anteile der 

einzelnen .r7_I<etosteroide zeigen gute ~bereinstimmung~ mit den Literaturangaben. 
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Bei Wiederauffindungsversuchen (92 = 5) mit 50 jug Androsteron, die einen 
vorher analysiertem Harnextrakt zugesetzt wurden, liessen sich 101-82 o/o (Mitt.4 
94 %) des zugesetzten. Steroids im Endextrakt nachweisen. Bei Mehrfachbestim- 
mungen (9t = 5) von Atiocholanolon an einer Warnprobe ergab sich ein Mittelwert .’ 
von 94 ,ug/do ml, r-nit einer Standardabweichung von s = + 10.4 pg./do ml Harn. Die 
Spezifitat der Methode ist durch dcfinierte RF-Werte, Fluoreszenz auf den Diinn- 
schichtplatten und die Zirnmermannreaktion gegeben. 
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