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krinologie**" des Instituts fiir Tierphysiologie dev Universitdt Mitnchent und Institut fiiv Phavma-
leognosie und Analvtische Phytochemie der Universiltdt des Saarlandes, Saavbriickentt (Deutschland—
D.B.R.)

(Eingegangen den 2. Mirz 1968; modifiziert cden 8. Mai 1968)

SUMMARY

Thin-layer chromatographic determination of testosterone and A*-androstene-3,17-dione
from bovine foetal testicular tissue o

A procedure for the extraction of androgens from a few grams of bovine testes
tissue is described. 44-Androstene-3,17-dione and testosterone were identified on the
two-dimensional thin-layer chromatogram by means of their Rp-values, the KONI1G—
OERTEL-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 o0.2-0.5 ug of testosterone or A%-androstene,3,17-dione can
be estimated with a standard deviation of +4-109%,.

EINLEITUNG

In fritheren Untersuchungen iiber Androgene in Hoden von Haus- und Wild-
tieren! wurde die 2-dimensionale Diinnschichtchromatographie angewandt. Uber
entsprechende Untersuchungen an foetalen Rinderhoden, in denen wir Testosteron
und A44-Androstendion(3,17) nachweisen konnten, wurde kurz berichtet2.3. Nach-
stehend soll die verwendete Methodik und vor allem die direkte quantitative Bestim-
mung von Testosteron und A4-Androstendion(3,17) auf der Diinnschichtplatte mit
Hilfe des Zeiss’schen Chromatogramm-Spektralphotometers wiedergegeben werden.
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METHODIK

Aufarbeitungsgang
- Dauns Fétenhoden nur beschrinkt zur Verfiigung standen, haben wir eine Auf-

arbeitungsmethode entwickelt, die es erlaubt, mit wenigen Gramm Ausgangsmaterial
auszukommen. Die Hoden stamimten von Schlachthofmaterial (bzw. bei den Geburts-
kédlbern von Embryotomien), sie wurden bis zur Aufarbeitung eingefroren aufbewahrt.
Es war bei den unteren Altersstufen erforderlich, Hoden von mehreren entsprechenden
Féten zusammenzunehmen, um eine Ausgangsmenge von mindestens 4~7 g (nach
Abpriparation von Fett und der duBBeren Hodenhdiillen) zu erhalten.

In Tabelle I wird der Aufarbeitungsgang schematisch dargestellt.

TABELLE I

TESTES-EXTRAKTION UND GEWINNUNG DER ANDROGENFRAKTION

Testesgewebe cingefroren, homogenisiert
und mit Methanol extrahiert

Methanolextralkt mit gesédttigter
MgCl,-Lédsung versetzt

IKonzentrierter Extrakt in Ather aufgenommen

Entfernung der sauren und phenolischen Fralktion
durch NaHCO,; und NaOH

Atherextrakt abgetrennt
und eingecengt

Ruckstand in Hexan auf ‘eine Silikagelsiule gegében
Elution mit Athylacetat

Eingeengt, in Athanol aufgenommen
und fiber P,O; getrocknet

Aufgenommen in Athanol fur die
" Diinnschichtchromatographie -

Der so erhaltene Ruclxstand wird in insgesamt 16 ml absolutem Athanol gelést
und durch ein Faltenfilter filtriert, dieses wird noch zweimal mit je 6 ml Athanol
gespiilt. Die vereinigten dthanolischen Lésungen werden im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand wird fiir die Diinnschichtchromatographie verwandt.

- (Hinweise: Alle Arbeitsgénge sollen méglichst unter Licht- und Wirmeausschlul3
durch gefuhrt werden A]le Schhffe smd nur mit Graphlt abgedlchtet )

Verlustbestzmmzmg mzt markwrten Verbmdungen :

‘Um die Aufarbeltungsverluste zu ermitteln, wurden in Parallelversuchen 4-14C-
Testosteron und -44-Androstendion(3,17) dem Ausgangsgewebe zugesetzt (zu 20 g
Ausgangsgewebe jeweils 4.4 uC Testosteron bei einer spez. Akt. von 29.2 mC/mMol
bzw. 4.2 uC A%-Androstendion(3,17) bei einer spez.: Akt. von 34.8 mC/mMol). Der
Extrakt fiir die Diinnschichtchromatographie wurde in abs. Athanol aufgenommen
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und auf 10 ml aufgefiillt. Das 2 g Ausgangsgewebe entsprechende Volumen wurde bis
auf kleinstes Volumen eingeengt und mit Hilfe der Agla-Spritze (Fa. Burroughs
Wellcome & Co., London) aufgetragen. Der dem Testosteron bzw. 4%-Androstendion-
(3,17) entsprechende Fleck wurde sorgfiltig abgekratzt und mit 2.5 ml abs. Athanol
iiber Nacht eluiert. AnschlieBend wurde abzentrifugiert und der Uberstand in ein
Packardréhrchen gegeben. Der Riickstand wurde noch zweimal mit abs. Athanol ge-
waschen. Der Uberstand und die Waschldsungen wurden vereinigt, auf 10 ml aufge-
fiillt und mit 10 ml Szintillatorldsung?* versetzt. Die Messung der vorgekiihlten Proben
erfolgte im Szintillationsspektrometer (Fa. Packard).

TABELLE II

BEISPIELE FUR WIEDERFINDUNG IN 9% NACH DER GEWEBEAUFARBEITUNG

Verbindung Hodengewebe von

Fiten Geburtshalb Kalb

(6 Monate) (6 Wochen)
A*-Androstendion (3,17) 83.1 78.2 8z2.0
Testosteron go.1 80.6 86.0

In weiteren Versuchen wurde der Verlust, der lediglich durch das Abkratzen
von der Platte und die nachfolgende Extraktion entstand, bestimmt. Zu diesem
Zweck wurden 1MC-Testosteron und C-44-Androstendion(3,17) unmittelbar auf die
Diinnschichtplatte aufgetragen. AnschlieBend wurde, wie oben beschrieben, verfahren;
in diesem Fall verwendeten wir die Szintillatorlésung nach Bray5 Hierbei ergaben

sich die folgenden Ausbeuten:

TABELLE 111

WIEDERFINDUNG IN 9, VON TESTOSTERON UND A-ANDROSTENDION(3,17) NACH ABKRATZEN UND
ELUIEREN

2 ug Mittel 4 ug Mittel-
weyt wert
A4- Androstendion (3,17) 91.2 94.8 89.6 91.9 88.9 go.2 81.8 &7.0
Testosteron 90.6 95.4 90.1 92.0 89.0 88.9 83.3 87.1

Es zeigte sich also, dal3 der tiberwiegende Teil der Aufarbeitungsverluste erst
mit dem Abkratzen auftrat. Da die Hormonbestimmung direkt auf der Platte durch-
gefithrt wurde, waren diese Verluste im Rahmen der Gesamt-Aufarbeitungsverluste
nicht zu beriicksichtigen. Wir konnten somit fiir unsere Aufarbeitungsmethode eine

Wiederﬁndungsrate von 9o-959%, annehmen.

Dunnsckzchtckromatogmpkw und. N ackweismethoden :
Fir die Dunnsch1chtchromatograph1e benutzten wir ein- 2-c11men51ona1es Ver-

fahren, das wir im wesentlichen schon frither beschrieben habenS. Als Trigermaterial
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diente neuerdings Kieselgel GF (Fa. Merck, Darmstadt), als Laufmittel wurden ver-
wandt:

(xr) Chloroform—Aceton (98:2), Laufzeit: 30 Min;

(2) Chloroform-Aceton (80:20), Laufzeit: 35 Min.

Fiir die Direktmessung wird nicht mit Phosphorsiure bespritht. Im U.V.-Licht
sind Testosteron und 44-Androstendion(3,17) bis zu 1 ug durch ihre Absorption gut
erkennbar.

In Fig. 1 ist ein typisches Chromatogramm eines Fétenhoden-Extraktes darge-
stellt.
Zur Identifizierung von Testosteron und 44-Androstendion(3,17) benutzen wir:
() die Rp-Werte
(2) die Konig—Oertel-Reaktion und
- (3) das U.V.-Spektrum.
- Die Rp-Werte unter den angegebenen Bcdmgungen sind in Tabelle IV ange-
geben.

Die von OERTEL? verbesserte K&N1G-Reaktion, die als spezifische Farbreaktion
fiir Testosteron gilt, wurde fiir die Chromatographie wie folgt ausgefiihrt:

‘Fxg T {'.-Zweldlmensxonale Dunnschxuhtchroma.tographle eines I“titenhodemExtraktes Aufna.hme
im U.V.-Licht nach Besprtthen mit Phosphorsiure. ,
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78 H. STRUCK, H. KARG, H. JORK

TABELLE IV

Rp-WERTE VON A4-ANDROSTENDION(3,17) UND TESTOSTERON

Laufmittel

I 1r -
A%-Androstendion(3,17) 0.45 0.65
Testosteron o.22 0.42

Die Platte wird mit einem Schwefelsdure-Athanol Gemisch (1 Vol. abs. Athanol,
3 Vol. konz. H,SO,) bespriiht und anschlieBend fiir zo Min bei 100° getrocknet. Nach
dem Abkiihlen wird die Platte mit einem Gemisch aus K-Sulfoguajacolsiure und Cu-
Sulfat (5 Vol. K-Sulfoguajacolsiure 109 in aqua dest.) und 1 Vol. Cu-Sulfat (19 in
aqua dest.) bespriiht. Testosteron und 44-Androstendion(3,17) firben sich blaugriin
an.

Als weiteres Charakteristikum wurde das U.V.-Spektrum von Testosteron und
A4-Androstendion(3,17) direkt auf der Platte aufgenommen. Diese Identifizierungs-
methode wird unten bei der Beschreibung der quantitativen Bestimmungsmethode
nédher erldutert. In den Chromatogrammen der Hodenextrakte wiesen die beiden nach
den Rp-Werten und . der KONIG-OERTEL-Reaktion dem . Testosteron und A4%-An-
drostend10n(3 17) entsprechenden Flecken in den U.V.-Spektren uberemstlmmende
Werte wie die Standardsubstanzen dleser belden Ster01de auf,

Apparatur zur quantztatwen Bestzmmung
Die quantitative Auswertung der Fotenhodenextrakte wurde direkt auf der DC-

Platte mit dem Chromatogramm-Spektralphotometer zur Auswertung von Durm-

B ‘3”

Fig. 2 Strahlenga.ng des Chromatogramm Spektralphotometers in Anordnung Pr-M zur Aus-
wertung fluoreszierender Chroma.togra.mme 1 = Wasserstofflampe; 2 = Sammellinsensystem I;
3 = Filter gegen Streulicht; 4 = DC-Platte auf Koordinatentisch; 5 = Umlenkspiegel; 6 = Sa.m-
mellinsensystem IT; 7 = Monochromator M IV Q; 8 = Photomultlplxer IP"S :

schicht- Chromatogrammen nach - STAHL durchgefuhrt (Flg 0) Testosteron und
A4-Androstendion(3,17) lassen sich hiermit ohne Anfirben im ultravioletten Spel».tral-
bereich bei der Wellenlange ihrer groBten Absorptmn (Fig. 3a und 3b) in Remission
messen. Als Grundgerat dJent das emstrahhge Spektralphotometer PMQ II der I‘a

* Das Gerit' wn'd von ‘der Firma Carl Zexss, Oberkochen, hergestellt ‘Herrn Prof Dr ]:
STAHL (Saarbriicken) sowie den Herren Dr. H. J. H6FERT und Dr. W, TauscH (C. Zeiss, Ober-
kkochen) gilt unser Dank fiir die Erlaubnis, die vorliegenden quantitativen Untersuchungen mit
dem Prototyp des Gerites am Institut fir Pharmakognosie und Analytlsche Phytochemie in
Saarbriicken durchfithren zu dfirfen.
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Fig. 3. Absorptions- bzw. Remissionspektrum von (a) Testosteron und (b) A4-Androstendion-
(3,17). (O— O) Absorptionsspektrum; (--- - - ) Remissionsspektrum.

Carl Zeiss (Oberkochen). Zu diesem Photometer wurde nun ein Remissionsansatz mit
horizontal stehendem Koordinatentisch konstruiert, mit dem man Diinnschicht-
Chromatogramme im Standardformat sowohl in Remission als auch in Transmission
direkt auswerten kann (Beschrelbung des Prototyps siehe Lit. 8). Als MeB6ffnung kann
wahlweise ein Spalt oder eine mit Hilfe einer Irlsblende begrenzte Kreisfliche gewihlt
werden. Da Durchlichtmessungen mit gewissen Einschrinkungen nur in sichtbarem
Spektralbereich vorgenommen werden kénnen, wurde in Remission gearbeitet. Fig. 4
zeigt das neue, im Handel befindliche Gerit in der Anordnung: Monochromator—
Probe. Diese MeBanordnung wird immer dann gewihlt, wenn auBler der remittierenden
Strahlung keine weitere Energie auf den Photomultiplier fallen kann. Regt die in das

Fig. 4. Cliromatogramm-Spektralphotometer zur: qua.ntlta.twenAuswertung ‘von Dunnschicht-
Chromatogrammen nach StaHL. Die Aufstellung des Prototypes entspricht der Messanordnung
M.-Pr. sze]helten sieche Text (Werkphoto C. Zeiss). ‘
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Chromatogramm eintretende Energie jedoch die Substanz selber oder den Platten-
grund (Verwendung von fluoreszierenden Sorbentien) zur Fluoreszenz oder Phos-
phoreszenz an, so sollte die Chromatogramm-Auswertung durch Umkehr des Strahlen-
ganges erfolgen (MeBanordnung: Leuchte — Probe -» Monochromator) (Fig. 2),
MeBgeometrie 45°/0°. Der Monochromator dient als selektives Filter, sodal nur
Energie der gewiinschten, vorgewihlten Wellenlédnge auf den Empfinger fallen kann

und zur Anzeige gelangt.

Absorptions- und Z ersetzémgskzwven
Zur Aufstellung der Eichkurven von Testosteron und 44-Androstendion(3,17)

wurde die Wellenldnge der maximalen Absorption der Hormone auf der DC-Platte
gewihlt, die sich aus den Remissionsspektren der beiden Verbindungen ergibt. Auf-
genommen wurden diese auf flieBmittelfreien Kieselgel HF,;,-Schichten. Gegeniiber
den Absorptionsspektren in L6sung tritt eine bathochrome Verschiebung der Wellen-
lingenmaxima ein, die auf Mediumeffekten beruht. Verbindungen mit Carbonyl-
gruppen zeigen die stédrkste Verschiebung (44 = 5-8 Nanometer, siehe Lit. g). Ein
Vergleich der Spektren wird in Fig. 3a und 3b durchgefiihrt. Bei diesen Messungen
werden nun die auf dem Sorbens fein verteilten Hormone nicht nur dem EinfluB des
Luftsauerstoffes ausgesetzt, sondern zusétzlich mit energiereichem kurzwelligem Licht
bestrahlt. Es muB also eventuell mit einer chemischen Verinderung der MeBsubstanz
gerechnet werden. Um dies zu priifen, wurden 4.11 ug Testosteron bzw. 3.35 ug 44-

Androstendion(3,17) der vollen Strahlungsenergie der ‘Hgz,-Lampe ausgesetzt (MeB-
anordnung: Probe-Monochromator). Als Wellenldnge wurde diejenige der stirksten
Absorption gewédhlt (Amax = 249 nm). Eine graphische Darstellung der Absorptions-
abnahme in Abhéngigkeit von der Zeit zeigen die Fig. 5a und 5b. Danach beginnt die
Substanzverinderung erst nach 2—3 Min evident zu werden. Der Testosteronwert geht
in 26 Min auf die Hilfte zuriick. Ahnlich liegen die Verhiltnisse beim 44-Androsten-
dion(3,17). Da die Auswertung einer Substanzzone bei der quantitativen Bestimmung

ak a
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—Ppunx

4
r Testosteron A% -Androstendion (2.17)

.20 0.20}-

o\ ,\\

0.0 _&; - 59% verdndert 0101 - =x— == 509%, verdndert
X, ) : % .
o.0s|- S ~ oosf N
~xe \x\-. :
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. [ ‘ 1 1 . 1 S : i , l - i, 1
(o] . 30 60 90 min - 00 30 - 60 90 min

Fig. 5. Anderung der Absorption im Messfleck in Abhingigkeit von der Zeit beim Bestrahlen
mit der Wasserstofflampe H3zo. Zersetzungskurve von (a) Testosteron und (b) AA- Androstendlon-

(3.17).
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maximal 45 sec betrigt, hat die Hormonverinderung in diesem Fall keinen Einflu
auf den MeBwert.

Zum Aufstellen der Elchgeraden wurden steigende und bekannte Mengen
Testosteron und A4-Androstendion(3,17) jeweils auf 3 DC-Platten mit einer Agla-
Spritze aufgetragen und mit den zwei angegebenen FlieBmitteln (siehe Seite 7%) in
zweidimensionaler Arbeitsweise entwickelt. Die Laufstrecke betrug in beiden Rich-
tungen 13 cm. Gearbeitet wurde bei Kammerséittigung und einer Temperatur von
20° - 0.5° in der thermostatisierten Trogkammer “Kryobox’'1%, Die flieBmittelfreien
DC-Platten wurden dann photometrisch ausgewertet (Fig. 6). Aufgetragen sind die

K A
S
1000

0.800
0.600
0400

0.200

e,

3 tll N9
Fig. 6. Eichgeracden des Testosterons (1) und Androstendions (2) bei der Verwendung der KXubelka-
Munk-Funktion,

o]
nor

gemessenen Z/s-Werte aus der Kubelka-Munk-Funktion* in Abhéngigkeit von der
Substanzmenge. Fiir diese Funktion benétigt man die absolute Remission der Sorb-
tionsschicht. Sie 1dBt sich tiber den gerdteméiBig eingebauten Hilfsstandard ermitteln.

Beurteilung der Mefwerte

Die gereinigten und zur Trockne eingeengten Extrakte werden fiir die quanti-
tative Bestimmung in T ml abs. Athanol gelést. Man trigt aliquote Mengen auf die
zuvor markierten Startpunkte auf. Hierbei lassen sich Volumen- und Dosierfehler
nicht vermeiden. Sie betragen insgesamt -4 19, wenn zum Auftragen eine nach-
geeichte Agla-Spritze (Reproduzierbarkeit = Richtigkeit: 0.759%) verwandt wird!l.
Temperaturfehler sind vernachlissigbar klein, sofern die Differenz zwischen der Eich-
und Arbeitstemperatur nicht mehr als - 3° betrigt1?, Als Ma8 fiir die Reproduzier-
barkeit der Analysenergebnisse gilt die relative Standardabweichung s. Sie betrigt
im vorllegenden Fall fir die direkte Auswertung bei Testosteron - 11.49, und bei

. /‘t . (1_— Raps)?
s 2 Raps '
e = Produkt aus dem molaren E\txnktlonskoefﬁalenten und der Auftra.gsmengo
s = = Streukoeffizient.
Ravs = Absolute Remission der Chromatogrammzonen.

“ J. Chromatog., 36 (1968) 74—83



82 : H. STRUCK, H. KARG, H. JORK

A%-Androstendion(3,17) 4+ 10.69%,. Diese “Fehler’’ sind bei der angewandten zwei-
dimensionalen Technik vor allem auf chromatographische Einflufaktoren zuriick-
zufithren. Unterschiedliche Schichtdicken der verwendeten DC-Platten machen sich
bemerkbar, wenn die Werte der Eichgeraden mit denen der Extrakte nicht auf einem

Chromatogramm ermittelt werden.
AuBlerdem liegen verschiedene Substanzverteilungen in den ]ewelhgen MeB-

flecken der einzelnen DC-Platten vor. Die Ungenauigkeit der eigentlichen photome-
trischen Messung fillt dagegen nicht ins Gewicht (etwa 4 19).

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Ergebnisse sind in Tabelle V zusammengestellt. Auf ihre physiologische
Bedeutung wurde in anderem Zusammenhang schon eingegangen?. Sie soll hier nicht
mehr weiter diskutiert werden. Wir wollen uns im wesentlichen auf das verwendete

Verfahren beschrinken.

TABELLE YV

TESTOSTERON- UND A4-ANDROSTENDION(3,17)KONZENTRATION IN FOTENHODEN

Probe Scheitel- Alter Testosteron A3-Androsten- Queotient
Stetssldnge (Monale) (ug/rog dion(3,17) Testostevon !
(cme) Frischgewebe) (uglrog As-Androstendion-

Frischgewebe) (3.17)

Foten <26

3 o —
Foten 26-36 4 15.7 I.T 14.3
Foten 37—47 5 15.8 2.4 6.6
Foten 48-59 6 25.0 5.5 4.5
Foten 60—-73 7 7.1 1.9 3.7
Geburtskilber — o 1.4 0.5 2.8

2 I1.3 9.5 1.2

Kalb —

Die sehr zahlreichen Methoden vor allem zur Bestimmung des Testosteron wer-
den fast alle auf Harn13-2 oder Plasma%?22-24 angewandt. Nur vereinzelt ist bisher
iiber die quantitative Bestimmung von Testosteron oder A4-Androstend10n(3 17) im
Gewebe berichtet worden®-28, Aber auch in diesen Féllen stand eine verhédltnismé&Big
groBe Ausgangsmenge zur Verfiigung?®. Nach unserem Verfahren geniigen aber 5—10 g
Gewebe (Frischgewicht). Die KON16-OERTEL-Reaktion zum Nachweis von Testosteron
fallt auch mit 4%-Androstendion(3,17) positiv aus. ep¢-Testosteron wird chromatogra-
phisch von Testosteron abgetrennt und somit nicht mitbestimmt. Bei der absoluten
Bestimmung von 0.2-0.5 ug Testosteron oder A% Androstendion(3,17) erreichen wir
eine Genauigkeit von ca. 109%,. Gegentliber gaschromatographischen oder Isotopen-
verdunnungs-Methoden ist der apparative Aufwand verhiltnismiBig 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-
Spektralphotometers ist auch auf andere Substanzklassen d.h. ganz allgemein anwend-
bar wie friihere Untersuchungen aus dem Arbeitskreis von STtaHLS? gezeigt haben.

J. Chromatog., 36 (1968) 74—83
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wird ein Verfahren der Extraktion von Androgenen aus wenigen Gramm
Hodengewebe beschrieben. 44-Androstendion(3,17) und Testosteron wurden auf dem
2-dimensionalen Diinnschichtchromatogramm anhand der Rp-Werte, der K6N1G—
OEeRTEL-Reaktion und des U.V.-Spektrums identifiziert. Die quantitative Bestimmung
dieser Verbindungen erfolgte in Remission mit dem Spektralphotometer direkt auf
der Diinnschichtplatte.

Mit der Methode lassen sich 0.2—0.5 ug Testosteron oder 44-Androstendion(3,17)
mit einem Fehler von ca. ++ 109, bestimmen.
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