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Diinnschichtchromatographische Trennung der Gallensduren, insbesondere
der freien Dihydroxycholansiuren

Bei der Erfassung der Gallensiduren mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie
stellten sich der quantitativen Bestimmung der freien Gallensduren, insbesondere der
freien Dihydroxycholansiuren, bisher gewisse Schwierigkeiten entgegen. Nicht hin-
reichende Auftrennung, schlechte Reproduzierbarkeit der Rp-Werte, fiir die nach-
folgende quantitative Bestimmung unzureichende Lokalisierung waren die Haupt-
hindernisse.

Mit den bisher bekannten Laufmitteln wird meist eine gute Gruppentrennung
(freie Gallensiduren, konjugierte Gallensiuren, Methylester der Gallensiuren, Mono-,
Di- bzw. Trihydroxycholansduren) erreicht. Eine weitere Auftrennung der freien
Gallensduren scheiterte an der gedringten Lage der Rp-Werte, insbesondere der Di-
hydroxycholansiuren'-?, fiir deren getrennte Erfassung ohne chromatographische
Auftrennung verschiedene sehr aufwendige Verfahren vorgeschlagen wurdenl0-13, In
einigen Fillen wurde eine schwache Auftrennung erzielt, die jedoch infolge schlechter
Reproduzierbarkeit der Rp-Werte eine gute quantitative Auswertung nicht zuliess4—20,

Zur getrennten Erfassung der freien Dihydroxycholansduren neben anderen
Gallensduren wird nachfolgend eine verbesserte Methode angegeben.

Methodik ,

Die mit Kieselgel G (E. Merck) beschichteten Glasplatten werden zur Trock-
nung iiber Nacht in einem von Laborddmpfen freien klimatisierten Raum (23°,
50-60 % relat. Luftfeuchtigkeit) gehalten. Nach dem Auftragen werden die Platten
ca. 30 min bei 110° aktiviert und sofort in das Chromatographiegefiss, auf dessen
Boden sich seit mindestens einer Stunde eine Schale mit gesédttigter Lithiumchlorid-
Loésung befindet, gestellt und 30 min lang der Aquilibrierung iiberlassen. Anschliessend
wird das Laufmittel Isooctan—Eisessig—-Isopropyldther-Isopropylalkohol (10:6:5: 1)
eingefiillt. Nach Beendigung der Entwicklung (ca. 6o min) werden die Platten ge-
trocknet und mit einer 1 %igen methanolischen Jodlésung bespriiht. Die sofort auf-
tretenden briunlichen Flecken werden markiert und die Platten 5 min im Trocken-
schrank bei 110° entfidrbt. Die weitere quantitative Bestimmung (Pettenkofer-
Schwefelsiure-Reaktion) erfolgt nach GANSHIRT ¢! al.0.

Evgebnisse

Zur Testung des Einflusses der relativen Feuchtigkeit auf die Fleckenlage wurde
die Chromatographie in Kédsten durchgefiihrt, die geséittigte wissrige Lésungen einiger
Salze enthielten (Nay,S0,:10H,0, 939% relat. Luftfeuchtigkeit; Na,S,0;:5H,0,
78 % ; NaBr, 58 9% ; CaCl,-6H,0, 32 %; CH,COOK, 20%; LiCl, 15 %).

Die giinstigsten Ergebnisse wurden bei niedrigen relativen Feuchtigkeiten er-
zielt. Hohe relative Feuchtigkeiten ziehen eisi Zusammenriicken von Desoxy- und
Chenodesoxycholsiure und von Ursodesoxy- und Hyodesoxycholsiure nach sich.
Mittlere relative Feuchtigkeiten begiinstigen die Schwanzbildung, die Flecken sind
teilweise diffus. Bei Verwendung von gesittigter Lithiumchlorid-Lésung (x5 % relat.
Feuchtigkeit) sind Fleckenform und -lage am besten. :
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Zur gleichzeitigen Auftrennung der Gallensiuren in Gruppen und in freie Di-
hydroxycholansiuren erwies sich eine Kombination der Komponenten Isooctan-—
Eisessig—Isopropylidther-Isopropylalkohol (10:6:5:1) als am besten geeignet. Die
Gallensiduren verteilen sich in folgender Weise iiber das Chromatogramm (vom Start-
punkt zur Laufmittelfront): Konjugierte Gallensduren, freie Tri-, freie Di-, freie
Monohydroxycholansiuren, Cholesterin. Dabei sind die freien Dihydroxycholansiduren
hinreichend weit auseinandergezogen. Fig. 1 zeigt ein unter diesen Bedingungen er-

haltenes Chromatogramm. Die dazugehérigen reproduzierbaren Rp-Werte enthilt
TabelleI.

Fig. 1. Dunnschichtchromatogramm der Gallenséduren.

Die neben den Dihydroxycholansiuren genannten Gallenséduren stellen den
Prototyp der jeweiligen Gruppe dar. Die in Tabelle I angegebene Dehydrocholsdure
ist auf dem Chromatogramm nicht sichtbar, weil sie mit den normalerweise verwen-
deten Anfirbmethoden nicht nachweisbar ist. Sie wurde unter der U.V.-Lampe loka-
lisiert. Ausserdem ist zur Orientierung das Cholesterin, das héufig in biologischen
Extrakten vorliegt, mit angefiihrt.

Diskussion
Das verwendete Laufmittel ist in dhnlicher Kombinationl® und teilweise ohne
Isopropylither!t bzw. ohne Isopropylalkohol®, die nach unseren Feststellungen be-
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TABELLE I
Rp-WERTE DER GALLENSAUREN NACH DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHER TRENNUNG
Gallensdure Rp-Were Gallensdure Rp-Wert
X oo X I00

Taurocholsiure o Hyodcsoxycholsdure 40
Glycocholsiure 4 Ursodesoxycholsdure 46
Glycodesoxycholsiure 15 Chenodesoxycholsiure 51
Cholsdure 26 Desoxycholséiure 57
Dehydrocholsdure 32 Lithocholsdure 73

Cholesterin 82

sonders die Lage der einzelnen Dihydroxycholansiduren zueinander beeinflussen, be-
reits zur Trennung von Gallensiduren verwendet worden. In keinem Falle gelang
bisher eine einwandfreie Trennung der 4 Dihydroxycholansiuren. Dariiber hinaus
wurden mehrfach mit ein und demselben Laufmittel von verschiedenen Autoren
unterschiedliche Ergebnisse mitgeteiltl?,2l; 14,18: 8,20, Eine derartig schlechte Repro-
duzierbarkeit geht nach unseren Ergebnissen in erster Linie zu Lasten eines vernach-
lissigten Aktivierungseinflusses.

Die Anwendung der an verschiedenen Substraten gewonnenen Erkenntnisse22—25
iiber den Einfluss einer definierten Aktivierung auf die Fleckenform und die Repro-
duzierbarkeit der Rp-Werte ist fiir die Gallensdurentrennung bisher ausgeblieben.
Unter diesen Umstinden kann eine Aktivierung auch bei Beachtung weiterer die
Reproduzierbarkeit der Rp-Werte beeinflussender Faktoren einen negativen Einfluss,
insbesondere auf die Reproduzierbarkeit der Lage der einzelnen Flecken zueinander,
ausiiben; denn eine Aktivierung von Trigermaterial ist im allgemeinen kein irrever-
sibler Prozess. Diinnschichtplatten, die z.B. bis 110° eine hohe Aktivitit, d.h. eine
sehr geringe Beladung mit Wassermolekiilen annehmen, und die dann wieder bei
normaler Laboratmosphire aufbewahrt werden, verlieren ihre Aktivitit relativ
schnell und stellen sie auf die gerade herrschende relative Luftfeuchtigkeit ein?t. Es
kommt daher zu starken Verinderungen je nachdem, ob kurz nach der Aktivierung
oder erst nach Aufbewahrung der Platten aufgetragen wird. Dariiber hinaus wird die
Lage der Flecken veridndert, wenn mit einem warmen oder kalten Luftstrom beim Auf-
tragen gearbeitet oder wenn unterschiedlich grosse Mengen, d.h. unterschiedlich lange
aufgetragen wird. Auch die Dauer des Laufprozesses spielt eine Rolle. Innerhalb
dieser unterschiedlichen Zeitablidufe kénnen Umladungen ablaufen, die Rp-Wert-
Verschiebungen nach sich ziehen.

Um die fiir die quantitative Bestimmung am besten geeignete Messung der
U.V.-Adsorption der eluierten Gallensiuren durchfithren zu kénnen, diirfen die Gal-
lensduren vorher nicht direkt mit einem Farbreagens behandelt werden. Die Lokali-
sierung auf Grund eines angefirbten Leitchromatogramms ist ebenfalls unzureichend,
weil die Fleckenlage bei natiirlichen Substraten infolge Wechselwirkung mit. Begleit-
substraten hiufig von der des Leitchromatogramms abweicht. Der Nachweis unter
der Quarzlampe ist auch nach vorheriger Benetzung des Chromatogramms mit
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Wasser! unbefriedigend. Zur Lokalisierung der Flecken hat die Jodbehandlung?:16,27,28
daher deutliche Vorteile gegenuber den anderen Verfahrern.
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