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DUNNSCHICI’ITCHROMATOGRAPI?lISCHE BESTIMMUNG VON 
TESTOSTERON UND A”-ANDROSTENDION(3,17) AUS TESTESGEWEBE 
.VON RINDERFtiTEN 

I-1. STRUCl<, 1-I. KARG UND 1-I. JORK 

SUMMARY 

Thin-layer chomatograj?&ic determination of testosterone and A4-androste~~e-3,qdioute 
from bovine foetal testicular tissue ’ _ 

A procedure for the extraction of androgens from a few grams of bovine testes 
tissue is described. Aa-Androstene-3,x7-dione and testosterone were identified on the 
two-dimensional thin-layer chromatogram by means of their Xp-values, the K~NIG- 
OEn-rEL-reaction, and their U.V.-spectra. Quantitative determination of these com- 
pounds was carried out directly on the thin-layer plate with the Zeiss chromatogram- 
spectrophotometer principally based on reflectance measurements. 

With this method o.z-0.5 ,ug of testosterone or A”-androstene,3,17-dione can 
be estimated with a standard deviation of -&IoO/~. 

EINLEITUNG 

In friiheren Untersuchungen tiber Androgene in Hoden von Haus- und Wild- 
tierenl wurde die z-dimensionale Diinnschichtchromatographie angewandt. Uber 
entsprechende Untersuchungen an foetalen Rinderhoden, in denen wir Testosteron 
und A”-Androstendion(3,17) nachweisen konnten, wurde kurz berichtet2s3. Nach- 
stehend sol1 die verwendete Methodik und vor allem die direkte quantitative Bestim- 
mung von Testosteron und Aa-Androstendion(3,17) auf der Diinnschichtplatte mit 
Hilfe des Zeiss’schen Chromatogramm-Spektralphotometers wiedergegeben werden. 
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METHODIK 

Azlfarbeihwgsgang 
Da uns Fdtenhoden nur beschrankt zur Verfiigung standen, haben wir einc Auf- 

arbeitungsmethode entwickelt, die es erlaubt, mit wenigen Gramm Ausgangsmaterial 
auszukommen. Die Hoden stammten von Schlachthofmaterial (bzw. bei den Geburts- 
Nilbern von Embryotomien) , sie wurden bis zur Aufarbeitung eingefroren aufbewahrt. 
Es war bei den unteren Altersstufen erforderlich, Hoden von mehreren entsprechenden 
Fijten Zusamlllenzunelllllen, urn eine Ausgangsmenge von mindestens 4-7 g (nach 
Abprjiparation von F&t und der aul3eren Hodenhiillen) zu erhalten. 

In Tabelle I wird der Aufarbeitungsgang schematisch dargestellt. 

TESTES-EXTRAICTION UND GEWINNUNG DER ANDROGENPRAKTION 

Tcstcsgewebe cingcfrorcn, homogcnisicrt 
uncl mit Methanol estrahiert 

4 
Methanolcxtrakt mit gedittigtcr 

M&l,-Llisung versetzt 

J- 
Iionzcntrierter Extrakt in Ather aufgenommcn 

4 
Entfernung cler sauren und phenolischen Fralction 

lurch NaHCO, uncl NaOI-I 

4 
P;thcrextrakt abgetrennt 

uncl cingcengt 

J- 
Rticlcstancl in Hextin auf eine Silikagels5ule gegebcn 

-& 
Elution mit Athylacetat 

4 
Eingeengt, in Athanol aufgenommen 

uncl tiber P,06 gdtroclcnct 
4 

Aufbenommen in Athanol fUr die 
DtinnschjchJzchromatographie 

Der so erhaltene Riiclcstand wird in insgesamt 16 ml absolutem Athanol gel&t 
und durch ein Faltenfilter filtriert, dieses wird noch zweimal mit je 6 ml Athanol 
gesptilt. Die vereinigten Zthanolischen Lijsungen werden im Vakuum eingeengt. Der 
Riickstand wird fiir die D’iinnschichtchromatographie verwandt. 

‘(Hinweise : Alle Arbeitsgange sollen mdglichst unter Licht- und W&~~eausschlul3 
durchgefiihrt werden. Alle Schliffe sind nur mit Graphit abgedichtet.) 

. 

Verhstbestinzmung nzit markierten Verbindmgen 
Urn die Aufarbeitungsverluste zu ermitteln, wurden in Parallelversuchen 4-leC- 

Testosteron und .-.4*-Androstendion(3,17) dem Ausgangsgewebe zugesetzt (zu 20 g 

Ausgangsgewebe jeweils 4.4 ,.& Testosteron bei einer spez. Akt. von 29.2 mC/mMol 
bzw, ‘4.2 ,uC d”-Androstendion(3,17) bei einer spcz. .Akt. von 34.S mC/mMol). Der 
Extrakt ftir die Diinnschichtchromatographie wurde in abs. Athanol aufgenommen 
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und auf IO ml aufgefiillt. Das 2 g Ausgangsgewebe entsprechcnde Volumen wurde bis 
auf lcleinstes Volumen eingeengt und mit I-Iilfe der Agla-Spritze (Fa. Burroughs 
Wellcome & Co., London) aufgetragen. Der dem Testosteron bzw. da-Androstendion- 
(3,17) entsprechende Fleck wurde sorgfgltig abgelcratzt und mit 2,s ml abs. Athanol 
iiber Nacht eluiert. AnschlieBend wurde abzentrifugiert und der uberstand in ein 
Paclcardr8hrchen gcgeben. Der R&cl&and wurde noch zweimal mit abs. Ethanol ge- 
waschen. Der uberstand und die Waschlijsungen wurden vcreinigt, auf IO ml aufge- 
fiillt und mit IO ml Szintillatorlosung* versetzt. Die Messung der vorgekiihlten Proben 
erfolgte im Szintillationsspektrometer (Fa. Packard). 

TrZBE LLE I I 

BEISP1EL.E PtiR WIEDERFINDUNG IN ‘/- NACI-I DER GE\V~UlSAUBARIlISiTUNG 

Verbirzduqg 

,A”-.4nclrostcndion (3, I 7) 
Testosteron 

Wodengewebe von 

Fiitelz Ceburtskalb Kalb 
(6 Momte) (6 Woc?m~.) 

s3. I 7s.z SC.0 
go.1 So.6 SG.0 

In weiteren Versuchen wurde der Verlust, der lediglich durch das Ablcratzen 
von der Platte und die nachfolgende Estralction entstand, bestimmt. Zu diesem 
Zweclc wurden I%-Testosteron und %-d4-Androstendion(3,17) unmittelbar auf die 
Diinnschichtplatte aufgetragen. AnschlieDend wurde, wie oben beschrieben, verfahren; 
in diesem Fall verwendeten wir die Szintillatorlijsung nach Bl~ASs. Hierbei ergaben 
sich die folgenden Ausbeuten : 

WIS3DERFINDUNG IN o/o VON TESTOSTERON UND d’j -ANDROSTENDION(3,17) NACZI ABKRATZEN UND 

ELUIEREN 

M&e1 

wert 

d.i-Anclrostendioa (3,17) 91.2 g4.8 8~~6 91.9 S&g go.2 s1.s 87.0 
Tc3tosteron 9o.G 95.4 go.1 92.0 69.0 88.9 83,3 837.1 

Es zeigte sich also, dal3 der iiberwiegende Teil der Aufarbeitungsverluste erst 
mit dem Abkratzen auftrat. Da die Hormonbestimmung direkt auf der Platte durch- 
gefiihrt wurde, waren diese Verluste im Rahmen der Gesamt-Aufarbeitungsverluste 
nicht zu berticksichtigen. Wir konnten somit fur unsere Aufarbeitungsmethode eine 
Wiederfindungsrate von 90-95 yO annehmen. 

DQnnschichtchyomatogra$hie zcncl Nachweismethode?a 
Fiir die Diinnschichtchromatographie benutzten wir ein .2-dimensionales Ver- 

fahren, das wir im wesentlichen schon friiber beschrieben habenO. Als Tragermaterial 
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diente neuerdings Kieselgel GF (Fa. Merck, Darmstadt), als Laufrnittel wurden ver- 
wandt : 

(I) Clrloroforln-Aceton (gS :2), Laufzeit : 30 Min ; 

(2) Chloroform-Aceton (So : zo), Laufzeit : 35 Min. 
Fur die Direlctnlessung wird nicht nlit I~hosphorsZiure besprtiht. Im U.V.-Licht 

sind Testosteron und d4-Androstendion(3,17) bis zu I ,ug durch ihre Absorption gut 
erkennbar. 

In Fig. I ist ein typisches Chronlatogranlnl eines Fbtenhoden-Fxtralctcs darge- 
stellt. 

Zur Identifizierung von Testosteron und d4-Androstendion(3,17) benutzen wir : 

(I) die RF-Werte 
(2) die Kijnig-Oertel-Real&ion und 
(3) das U.V.-Spektrunl. 
Die Rp-Werte unter den angegebenen Bedingungen sind in Tabelle IV ange- 

geben. 

Die von OERTEL~ verbesserte KijNIG-Real&ion, die als spezifische Farbreaktion 
fur Testosteron gilt, wurde fur die Chron~atographie wie folgt ausgefiihrt : 

36 

A1 

:9G 

ufnab 
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TADELLE IV 

&-WERTE VON &-ANDROSTENDION(3,17) UND TESTOSTBRON 

Laztfmittel 

I II 
“I 

d”-Androstendion(3,17) 0.45 0.65 
Testosteron 0.32 0.42 

Die Platte wird mit einem Schwefelstiure-Athanol Gemisch (I Vol. abs. Ethanol, 
3 Vol. konz. H,SO,) bespriiht und anschlief3end fiir 20 Min bei 100’ getrocknet. Nach 
dem Abktihlen wird die Platte mit einem Gemisch aus K-Sulfoguajacolsaure und Cu- 
Sulfat (5 Vol. K-Sulfoguajacol&iure 10% in aqua dest.) und I Vol, Cu-Sulfat (1% in 
aqua dest.) bespriiht. Testosteron und d*-Androstendion(3,17) farben sich blaugriin 
an. 

Als weiteres Charakteristikum wurde das U.V.-Spektrum von Testosteron und 
d”-Androstendion(3,17) direkt auf der Platte aufgenommen. Diese Identifizierungs- 
methode wird unten bei der Beschreibung der quantitativen Bestimmungsmethode 
naher erlautert. In den Chromatogrammen der Hodenextrakte wiesen die beiden nach 
den Rp-Werten, und der KijNIG-OERTEL-Reaktion dem Testosteron und d4-An- 
drostendion(3,17,) entsprechenden Flecken in den U.V.-Spektren ubereinstimmende 
Werte wie die Standardsubstanien dieser beiden Steroide auf, 

Die quantitative Auswertung der F6tenhodenextrakte wurde direkt auf derDC- 
Platte mit den1 Chromatogranim-Spektralphotometer. zur Auswertung von Diinn- 

Fig. 2. Strahlerqang de& ChromatogTamm-Spektralphotometers in Anord‘nung Pr-M zur Aus- 
wertung rluoresziere,nder Chromato@amme. I = Wasserstofflampe;‘a = Sammellinsensystem I; 
3 = Filter gegen Streulicht; 4 = DC-Platte auf Koordinatentisch; 5 = Umlenltspiegel; G = Sam- 
mellinsensystem II ; 7 = Monochromatdr M IV Q ; 8 = Photomultiplier rPe8. 

schicht-Chromatogrammen nach STAHL? durchgeftihrt (Fig: 2). Testosteron und 
d4-Androstendion(3,17),lassen sich’hiermit ohne Arifirben im ultravioletten Spektral- 
bereich bei der Wellenlange ihrer ,gr6@ten’ Absorption.*(Fig. 3a und ib) in Remission 
messen. Als Gruridgerat ‘client das einstrablige Spektralphotonieter PMQ II der Fa. 

., ,‘: ,: 

* Das GerZt”wird von ‘der Firma Carl”Zeiss, dberkochen, hcrgestellt. l&rrn Prof.” Dr. .Ei 
STAML (Saarbrtickn) sowie den Nerren Dr. EL J. I-WPERT und Dr. W. TAUSCH (C. Zeiss; Ober- 
lrochen) gilt unser Dank fiir die Erlaubnis, die vorliegenden juantitativen Untersuchungen mit 
derq Prototyp des Gerkites am Institut fur Pharmalcognosie und Analytische Phytochernie in 
Saarbrticlten durchftihren zu dtirfen. 
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Testosteron % 

4 
A4-Androstendion (3.17) 

* . . 
160 - 

so- 

ao- 

70- 

60- 

50- 

a b 
100 - 

so- 

SO- 

70- 

60- 

50- ml 

30 h 30 t h , , , , , , , 

220 240 260 280 300 320 nm 220 240 260 280 300 320 nm 

Fig. 3. Absorptions- hew. Remissionspelctrum von (a) Testostcron uncl (b) d”-Anclrostendion.. 
(3, I 7). ( O- 0) Absorptionsspektrum ; (- - - - -) Remissionsspektrum. 

Carl Zeiss (Oberkochen) . Zu dicsem Photometer wurde nun ein Remissionsansatz mi t 
horizontal stehendem Koordinatentisch konstruiert, mit dem man Diinnschicht- 
Chromato&-nme im Standardformat sowohl in Remission als such in Transmission 
direkt auswerten kann (Beschreibung des Prototyps siehe Lit. 5). Als MeDdffnung kann 
w ahlweise em Spalt odcr eine mit Hilfe einer Irisblende begrenzte Kreisflache gewahlt 
w erden. Da Durchlichtmessungen mit gewissen Einschr5nkungen nur in sichtbarem 
S pektralbereich vorgenqmmen werden kijnnen, ,wurde in Remission gearbeitet. Fig. 4 
zeigt das neue, im Handel befindliche Gerat in der Anordnung : Monochromator- 
Probe. Diese MeBmordnung wird immer dann gewghlt, wenn aul3er der remittierenden 
Strahlung keine weitere Energie auf den Photomultiplier fallen kann. Regt die in das 
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Chromatogramm eintretende Energie jedoch die Substanz selber oder den Platten- 
grund (Verwendung von Auoreszierenden Sorbentien) zur Fluoreszenz oder Phos- 
phoreszenz an, so sollte dieChromatogramm-Auswertung durch Umkehr des Strahlen- 
ganges erfolgen (MeBanordnung : Leuchte -z Probe -+ Monochromator) (Fig. 2)) 

MeBgeometrie 45”/0”. Der Monochromator dient als selektives Filter, sodaD nur 
Energie der gewiinschten, vorgewahlten Wellenlange auf den Empfanger fallen kann 
und zur Anzeige gelangt. 

Zur Aufstellung der Eichkurven von Testosteron und d*-Androstendion(3,17) 
wurde die Wellenlange der maximalen Absorption der Hormone auf der DC-Platte 
gewahlt, die sich aus den Remissionsspektren der beiden Verbindungen ergibt. Auf- 
genommen wurden diese auf fliel3mittelfreien Kieselgel HP,,,-Schichten. Gegentiber 
den Absorptionsspektren in Ltjsung tritt eine bathochrome Verschiebung der Wellen- 
langenmaxima ein, die auf Mediumeffekten beruht. Verbindungen mit Carbonyl- 
gruppen zeigen die starkste Verschiebung (AJ. = 5-S Nanometer, siehe Lit. 9). Ein 
Vergleich der Spektren wird in Fig. 3a und 3b durchgeftihrt. Bei diesen Messungen 
werden nun die auf dem Sorbens fein verteilten Hormone nicht nur dem Einflul3 des 
Luftsauerstoffes ausgesetzt, sondern zusatzlich mit energiereichem kurzwelligern Licht 
bestrahlt. Es muB also eventuell mit einer chemischen Vergnderung der MeBsubstanz 
gerechnet werden. Urn dies zu prtifen, wurden 4.11 fig Testosteron bzw. 3,35 ,ug rl*- 
Androstendion(3,17) der vollen Strahlungsenergie der ‘H,,-Lampe ausgesetzt (Me& 
anordnung : Probe-Monochromator) . Als Wellenlange wurde diejenige der stgrksten 
Absorption gewahlt (a,,, = 249 nm) . Eine graphische Darstellung der Absorptions- 
abnahme in Abhangigkeit von der Zeit zeigen die Fig. Sa und gb. Danach heginnt die 
Substanzveranderung erst nach 2-3 Min evident zu werden. Der Testosteronwert geht 
in 26 Min auf die Halfte zurtick. Ahnlich liegen die Verhaltnisse beim d*-Androsten- 
dion(3,17). Da die Auswertung einer Substanzzone bei der quantitative11 Bestimmung 

Testosteron 

0.15- ‘\ 

2 

0.10 4 - 2 - - - j; 50% verhdert 

\ 

a* 

0.20 - 

0.15 - 

0.10 - 

0,05 - 

9- 

A4-Androstendion (3.17) 

I 
.\ 

? 

\ - -%- 
\ 

- - 50% verdndert 

z 
K 

“wj( 
-~-x-x 

t 

1 I 1 I 0 30 60 90 mln c 

Fig. 5. Anderung der Absorption im Messflecl: in AbhBngiglccit von dcr Zeit bcim Bestrahlen 
mit der Wasserstofflampe 1330. Zerseteungslcurve von (a) Testosteron und (h) dq-Androstendion- 
(3117). 
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maximal 45 set betragt, hat die Hormonver~nderung in diesem Fall kcinen Einfiu5 
auf den MeBwert. 

Zum Aufstellen der Eichgeraden wurden steigende und bekannte Mengen 
Testosteron und a”-Androstendion(3,17) jeweils auf 3 DC-Platten mit einer Agla- 
Spritze aufgetragen und mit den zwei angegebenen FlieBmitteln (siehc Seite 77) in 
zweidimensionaler Arbeitsweise entwickelt. Die Laufstrecke betrug in beiden Rich- 
tungen 13 cm. Gearbeitet wurde bei Kammersattigung und einer Temperatur von 
20* -J= 0.5” in der thermostatisierten Trogkammer “I<ryobox”lO, Die flie5mittelfreien 
DC-Platten wurden dann photometrisch ausgewertet (Fig. 6). Aufgetragen sind die 

k A 
l.c%O- 

0.600 - 

0.600 - 

0.400 - 

0.200 - 

o- 

Fig. G, Eichgeradcn dcs Tcstostcrons (I) und Androstendions (2) bei der Verwcndung dcr Kubellca- 
Munlc-Funlction. 

gemessenen K/s-Werte aus der Kubelka-Munk-Funktion* in Abhangigkeit von der 
Substanzmenge. Fiir diese Funlrtion beniitigt man die absolute Remission der Sorb- 
tionsschicht. Sie 155t sic11 tiber den geratem&5ig eingebauten Hilfsstandard ermitteln. 

Beurteihag der Me,dwerte 
Die gereinigten und zur Trockne eingeengten Extralcte werden ftir die quanti- 

tative Bestimmung in I ml abs. Athanol gelGst. Man tragt aliquote Mengen auf die 
zuvor markierten Startpunkte auf. Hierbei lassen sich Volumen- und Dosierfehler 
nicht vermeiden. Sk betragen insgesamt & I %, wenn zum Auftragen eine nach- 
geeichte Agla-Spritze (Reproduzierbarkeit = Richtigkeit : 0.75 Oh) verwandt wirdll. 
Temperaturfehler sind vernachlkissigbar klein,’ sofern die Differenz zwischen der Eich- 
und Arbeitstemperatur nicht mehr als & 3” betraigtl~. Als Ma5 fiir die Reproduzier- 
barkeit der Analysenergebnisse gilt die relative Standardabweichung s. Sie betrggt 
im vorliegenden Fall fiir die direkte Auswertung bci Testosteron -& 11.4% und bei 

.- 

* ft 
--_ 

; E 

h 
= 

abs = 

!I - hbs)' 
? Rabs 

. ‘.._ 

Proclulzt aus dcm molaren ISstinlctionskoef~zientoil und der Auftragsmcnge. 
Streulcocffizient. 
Absolute Remission dcr Chrornstograrnmzonen. 
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d”-Androstendion(3,x7) & 10.6 %, Diese “Fehler” sind bei der angewandten zwei- 
dimensionalen Technik vor allem auf chromatographische EinfluBfaktorcn zurtick- 
zufiihren. Unterschiedliche Schichtdicken der verwendeten DC-Platten machen sich 
bemerkbar, wenn die Werte der Eichgeraden mit denen der Extrakte nicht auf einem 
Chromatogramm ermittelt werden. 

AulSerdem liegen verschiedene Substanzverteilungen in den jeweiligen Me& 
flecken der einzelnen DC-Platten vor. Die Ungenauigkeit der eigentlichen photome- 
trischen Messung fillt dagegen nicht ins Gewicht (etwa & I %). 

ERGEBNISSE UND DISIWSSION 

Die Ergebnisse sind in Tabelle V zusammengestellt. Auf ihre physiologische 
Bedeutung wurde in anderem Zusammenhang schon eingegangen3. Sie sol1 bier nicht 
mehr weiter diskutiert werden. Wir wollen uns im wesentlichen auf das verwendete 
Verfahren beschranken. 

TABELLE V 

TESTOSTERON- UN~~~-~N~ROST~NDION(~,I~)KON~ENTRATION IN NT~NHoDEN 

Probe Scheitel- 
StekslZinge 
(cW 

Alter Testosterolz AA-Androsten- Quotie?tt 
(Mona/e) (/&'/IO 6 dion(3,17) Testosteron : 

Fvischgewebe) fPB/Io 6 Aa-A ndrostendion- 
Fvischgewebe) (3817) 

Ftitcn (26 3 12.2 0 - 

Fijten 26-36 4 IS.7 1.1 14.3 
Ftjten 37-47 15.8 2.4 6.6 
F&m 48-59 z 25.0 5.5 4.5 
Fdten 60-73 7 7.1 I.9 3.7 
GeburtskZ.lber - 0 I ..+ 0.5 2.8 

I&lb - a 11.3 9.5 I.2 

Die sehr zahlreichen Methoden vor allem zur Bestimmung des Testosteron wer- 
den fast alle auf Harnl3-“l oder Plasma0,22-2” angewandt. Nur vereinzelt ist bisher 
iiber die quantitative Bestimmung von Testosteron oder d*-Androstendion(3,ry) im 
Gewebe berichtet wordenz6-2*. Aber au& in diesen Faillien stand eine verh2iltnisn2il3ig 
grol3e Ausgangsmenge zur Verftigung”“. Nach unserem Verfahren gentigen aber S-IO g 
Gewebe (Frischgewicht) , Die KdNIG-OERTEL-Reaktion zum Nachweis von Testosteron 
fallt such mit d4-Androstendion(3,r7) positiv aus. e$i-Testosteron wird chromatogra- 
phisch von Testosteron abgetrennt und somit nicht mitbestimmt. Bei der absoluten 
Bestimmung von 0.2-0.5 ,ug Testosteron oder d"-Androstendion(3,q) erreichen wir 
eine Genauigkeit von ca. IO %. Gegeniiber gaschromatographischen oder Isotopen- 
verdiinnungs-Methoden ist der apparative Aufwand verhaltnismaiDig gering. Im Ver- 
gleich zu den Elutionsmethoden ist das Verfahren deutlich empfindlicher, wie die 
Verluste nach dem Abkratzen von der DC-Platte gezeigt haben. Das Verfahren der 
direkten quantitativen Bestimmung auf der DC-Platte mit Hilfe des Chromatogramm- 
Spektralpliotometers ist such auf andere Substanzklassen dh. ganz allgemein anwend- 
bar wie frtihere Untersuchungen aus dem Arbeitskreis von STAHL~,~ gezeigt haben. 

J. Chromatog., 315 (1968) 74-83 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird ein Verfahren der Extraktion von Androgenen aus wenigen Gramm 
Hodengewebe beschrieben. d4-Androstendion(3,17) und Testosteron wurden auf dem 
z-dimensionalen Diinnscl~icl~tchron~atogramm anhand der Rp-Werte, der K~NIG- 

OERTEL-Reaktion und des U,V.-Spektrums identifiziert. Die quantitative Bestimmung 

dieser Verbindungen erfolgte in Remission mit dem Spelctralphdtometer direkt auf 

der Diinnschichtplatte. 

Mit der Methode lassen sich 0.2-0.5 pg Testosteron odcr ,44-Androstendion(3,17) 

mit einem Fehler von ca. & 10% bestimmen. 
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