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CHROM. 3530

Eine diinnschichtchromatographische Schnellmethode zur Auftrennung der
- 17-Ketosteroide im Harn '

Bildung der Trimethylsilyl-Ather und gaschromatographische Endbestimmung
ist heute wohl die sicherste und eleganteste Methode zur Messung der einzelnen 17-
Ketosteroide im Harn? 2, Ist der instrumentelle Aufwand nicht gegeben, so sind auch
diinnschichtchromatographische Methoden gerechtfertigt, die jedoch einfach und
schnell sein mtissen. :

- Die bislang beschriebenen diinnschichtchromatographischen Verfahren sind
durch Verwendung von zweidimensionaler Diinnschichtchromatographie oder vor-
geschalteter Sdulenchromatographie zu kompliziert® 4. Andere sind nur halbquanti-
tativ5, oder aber die Lokalisation der Steroide geschieht durch einfachen Vergleich
mit Referenzsubstanzen auf Aluminiumoxydplatten®?. Da Aluminiumoxyd schwer
zu standardisieren ist und auf der gleichen Platte schnell Aktivitdtsunterschiede
auftreten kénnen, ist hier ein erheblicher Unsicherheitsfaktor gegeben.

 Bei dem hier beschriebenen Verfahren wird Kieselgel G unter Zusatz eines
Pyrenaufhellers (Fa. Bayer) verwendet. Dadurch lassen sich auch die nicht U.V.-
absorbierenden r7-Ketosteroide durch Eigenfluoreszenz bis zu Mengen von 0.0T ug
auf Diinnschichtplatten nachweisen?®.

Expemmentelles

Hydrolyse. 40 ml Harn wurden mit Eisessig auf pH 4.5 eingestellt, mit 4 ml * M
Acetatpuffer 4.5 und 12,000 Einheiten (IFishman) ,8-G1ucuromdase (Fa. Scheung)
versetzt und 24 Std. bei 37° inkubiert.

In einer zweiten Serie wurde mit einem Enzympriparat aus Helix pomatia
(Fa. Boehringer, Mannheim) hydrolysiert. Je Ansatz nahmen wir 0.15 ml der Enzym-
16sung, entsprechend 15,000 .Einheiten (Plshman) B-Glucuronidase und 7 500 Ein-

helten (Whitehead) Arylsulfatase.
“Die Steroide wurden mit 1 1/2 fachem Volumen Ather extrahiert, mit 1o ml
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T0 %iger Natronlauge und zweimal 20 ml Wasser gewaschen. Nach Entwasserung
tiber Natriumsulfat wurden die Extrakte eingedampft. :

Diinnschichichromatographie. 10 g Kieselgel G (Fa. Merck) wurden mit einer
Spatelspitze Pyrenaufheller P, (etwas 5 mg) und 2o ml Wasser verrtihrt und auf einer
Platte von 20 X 20 cm manuell aufgetragen. Nach Aktivieren der Platte wurden bis
zu 4 Harnextrakte strichérmig aufgetragen, gerahmt von einem Testsubstanzgemisch
aus Dehydroepiandrosteron, Androsteron und Atiocholanolon. Nach einmaligem
Entwickeln im System Chloroform—Aceton (80:20) wurden zwei Zonen markiert.
Zone I (Rp 0.04-0.43) enthdlt die 11- Oxy-17-ketosteroide. Zone II (Rp 0.43-0.73)
enthilt Dehydroepiandrosteron, Androsteron und Atiocholanolon.

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

Der Extrakt der Zone I wurde in dieser Untersuchung zur Gruppenbesummung
der 11-Oxy-17-ketosteroide der Zimmermannreaktion unterworfen®.

Der Extrakt der Zone 1I, der die r1-Desoxy-17-ketosteroide enthélt, wurde,
gerahmt von dem Testsubstanzgemisch auf eine niché aktivierte Platte aufgetragen,
die Platte 2 min iiber Wasserdampf (100°) geschwenkt und anschliessend sofort im
Sinne einer Verteilungschromatographie in Methylenchlorid zweimal aufsteigend
chromatographiert. Nach Trockenféhnen lassen sich die getrennten 11-Desoxy-17-
‘ketosteroide des Harnextraktes und des Testsubstanzgemischs als helle Flecke auf
bldulich fluoreszierendem Untergrund deutlich lokalisieren (Fig. 1). Die einzelnen
Steroide wurden wie oben beschrieben eluiert und der Zimmermannreaktion unter-
worfen. Rp-Werte Dehydroeplandrosteron 0.30, Androsteron o.21, Atiocholanolon
0.13.

Fig. 1. Dunnsc]uchtchromatograph1e zweier Harnextrakte (HE) und eines Testsubstanzgemlschs
'(TG) DI-IA = Dehydroepxandrosteron, A = Androsteron; A = Atxocholanolon

E rgebmsse uml Besprecizunb :
- Bei 20 gesunden Ménnern und 10 gesunden Frauen zw1schen 20 und 35 Jahren
wurden die Harn 17-Ketosteroide nach g8-Glucuronidase Hydrolyse, bei weiteren 10
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Minnern nach Hydrolyse mit B-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Helix Pomaltia
bestimmt (Tabellen I und II).

TABELLE I

TAGESAUSSCHEIDUNG DER I7-KETOSTEROIDE IM HARN NACH [-GLUCURONIDASE HYDROLYSE :
DHA = Dehydroepiandrosteron; A = Androsteron; & = Atiocholanolon; 11-KS = r1- Oxy-17-
ketosteroide.

DHA A4 A I1-KS
mglz24 Std. % mgl24 Std. % mgl2q Std. % mgl24 Std. %

Manner 0.45 6.1 1.90 25.9  3.21 43.6 I1.79 24.4

= 20 S = - 0.42 s = 0.59 s = -4 1.29 s = -4 0,82
Frauen 0.37 6.1 1.56 25.8 2.32 38.4 1.8 29.7
M =10 § = -4 0.23 §= - 0.44 S = - I.I1 s = +4 0.83

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

Da die Sulfatase aus Helix Pomatia nur 38,5x¢- oder 38-45-Steroide spaltet?9,
wird in Tabelle II nicht die Androsteronsulfatfraktion erfasst. Fiir Atiocholanolon
und die 11-Oxy-17-ketosteroide ist dieses unbedeutend, da diese fast ausschliesslich

als Glucuronide ausgeschieden werden?l.

TABELLE 11
TAGESAUSSCHEIDUNG DER I7-KETOSTEROIDE NACH HYDROLYSE MIT ,3 GLUCURONIDASE/ARYL- ‘
SULFATASE AUs Helix Powmatia ) .

DHA A A . 1r-KS
mglag Std. %  wmgl2q4 Std. % mgl24 Std. - % - mgl24Std. Y

Minner 0.83 10.7 1.98 25.6 3.2 . . 4.5 1.72 - ..2:.".2'“
7 = I0 s = 4= 0.47 s = 4 0.99 s = - 1.18 LS = =+ 1.19 R

Unsere Fliessmittel sind so gewéhlt, dass die II-Desoxy-17-ketostero1de der
Harnextrakte nach der zweiten Chromatographie deuthch fluoreszieren, ohne von
Pigmenten oder Verschmutzungen {iiberlagert zu sein.” Durch gle1chze1t1ges “Mit-
chromatographieren von Referenzsubstanz ist eine zusatzhche Slcherhelt in - der
Lokalisation gegeben. Fiir die dunnscluchtchromatographlsch schwer zu trennenden
Substanzen Dehydroepiandrosteron und Androsteron: erhlelten W1r durch d1e Wasser-
sdttigung der Platte gute Gangunterschiede. » “

Die in der Literatur berichteten Mittelwerte fur dle Ha.uptfralxtlonen der 17-
Ketosteroide differieren erheblich. Fiir Minner finden sich Angaben von 0.6-2.6
1ng/24 Std. fiir Dehydroepiandrosteron, 2.1-5.5 mg/’)4 Std. fiir Androsteron und 2.1~

3 mg 24 Std. fiir Atiocholanolon3.
- Unsere Werte liegen etwa im mittleren Bereich, d1e prozentualen Anteile der

emaelnen 17-Ketosteroide zeigen gute Ubereinstimmung mit den Literaturangaben.
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Bei Wiederauffindungsversuchen (# = 5) mit 50 wug Androsteron, die einen
vorher analysiertem Harnextrakt zugesetzt wurden, liessen sich 101-82 9%, (Mittel
04 %) des zugesetzten. Steroids im Endextrakt nachweisen. Bei Mehrfachbestim-
mungen (# = 5) von Atiocholanolon an einer Harnprobe ergab sich .ein Mittelwert
von 94 ug/40 ml, mit einer Standardabweichung von s = -+ 10.4 ug/40 ml Harn, Die
Spezifitit der Methode ist durch definierte Rp-Werte, Fluoreszenz auf den Diinn-
schichtplatten und die Zimmermannreaktion gegeben. : :
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