278 NOTES
CHROM. 4178

Die diinnschichtchromatographische Trennung der freien Gallensiuren im
Durchlaufverfahren und ihre Isolierung mit einem modifizierten Leitchroma-
togramm

Der quantitativen Trennung der isomeren Gallensiuren Desoxycholsdure (DC)
und Chenodesoxycholsdure (CDC) kommt im Hinblick auf Pool-Gréssen- und Turn-
over-Bestimmungen von Gallensduren (WOLLENWEBER ¢f al.1) eine besondere Bedeu-
tung zu. Bei den von verschiedenen Autoren?—7 beschriebenen Verfahren lassen sich
diese beiden strukturisomeren Gallensiuren nur unvollstindig trennen. BENNET UND
HerTMANN® trennten verschiedene nahe verwandte Steroide mittels Diinnschicht-
chromatographie im Durchlaufverfahren. Auf dhnliche Weise lisst sich ebenfalls eine
Trennung der DC und CDC mit ausreichendem Laufunterschied erreichen.

Methodik ' ,

Kieselgel G* wird in Schwefelsiure und Salzsdure gewaschen®, Das Kieselgel
‘'wird dann 48 Std. bei 100° im Trockenschrank getrocknet und anschliessend gesiebt
(Porengrésse nach DIN 60). Zur Herstellung der Diinnschichten werden 50 g gewasche-
nes Kieselgel mit g5—~100 ml Wasser gemischt. Dieser Brei wird zu o. 375 mm dicken
Schichten ausgestrichen. Die lufttrockenen Platten werden 1 Std. bei 100° getrocknet
und anschliessend offen aufbewahrt. Vor dem Auftra.gen werden die Platten 15 Min.
bei 100° aktiviert.

Als Standard wurden dthanolische Losungen von Cholsédure (C)**, Desoxychol-
sdure (DC)"* und Chenodesoxycholsdure (CDC)** benutzt. CDC wurde nach der
Wilzbach-Methode mit Tritium markiert***. Durch mehrfaches Abdestillieren von
grossen Mengen Athanol wurde das labile Tritium beseitigt und durch anschhessende
Diinnschichtchromatographie die Substanz weiter gereinigt.

Zur Bestimmung der Gallensiiuren der Galle wurde Duodenalsaft durch eine
Sonde gewonnen und mit Methanol-Aceton extrahiert®, Die konjugierten Gallensdu-
ren wurden enzymatisch**** (NAIR et al.1%) gespalten und in Athanol aufgenommen.
Die Gallensduren wurden als 0.5~0.75 cm breite Banden mittels Mikro-Pipetten aufge-
tragen. Dabei wurden jeweils 10 p,l C, CD und CDC Standardlosung bzw. 10 ul Gallen-
extrakt aufgetragen.

* Zur Chromatographie werden Ka,rnmern§ mit seitlich angebrachten Fiih-
rungsrinnen verwendet. Der Deckel der Kammer wird nicht benutzt. Um ein Abdamp-
fen des Fliessmittels am oberen Rand der Platte zu erreichen, wird die Kammer oben
durch zwei Glasplatten von 7 X 25 cm Grésse so abgedeckt, dass iiber der oberen Kante
der Chromatographieplatte ein Spalt von 1 cm Breite offen bleibt.

Als Fliessmittel dient ein Gemisch Isooctan—Ess1gsaureathy1ester—Essxgsaure
(r0:3:2), Gesamtmenge 75 ml. Dieses Gemisch ldsst sich nur bei einer konstanten
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Raumtemperatur von 5° (Kithlraum) verwenden. Zur Chromatographie bei Zimmer-
temperatur kann ein Fliessmittel Isooctan—Essigsduredthylester-Essigsdure (10:5:2)
verwendet werden. Die Laufzeit liegt je nach Luftbewegung am Chromatographie-
~ platz zwischen 4 und 6 Std. DC und CDC laufen unter diesen Bedmgungen etwa I2-I4
cm hoch.

Als Reagens der getrennten Gallensiuren wird 5%-ige Phosphormolybdan-
sdure verwendet. Fiir analytische Zwecke wird ein modifiziertes Leitchromatogramm
hergestellt. Hierzu werden die im Trockenschrank getrockneten Platten umgekehrt in
eine 2.5 cm hoch mit destilliertem Wasser gefiillte Kammer gestellt. Die urspriingli-
chen Auftragstellen befinden sich dann am oberen Rand der Platte. Das Wasser zieht
in wenigen Minuten in einer waagerechten Front hoch. Sobald es den DC-Fleck er-
reicht hat, bilden sich in der urspriinglich waagerechten Front kleine Einbuchtungen.
Dadurch werden evtl. unterschiedliche Laufstrecken der einzelnen Banden erkennt-
lich! Sobald diese Buchten entstehen, werden die Platten aus dem Wasser genommen,
die Scheitelpunkte der einzelnen Buchten sofort mit einer Nadel markiert und die
Platten 30 Min. bei 100° getrocknet. Die Wasserfront lduft unter diesen Versuchsbe-
dingungen noch etwa 0.5 cm weiter. Anschliessend wird eine Bande als Leitchromato-
gramm mit Phosphormolybdinsédure angespriiht und zwischen DC und CDC eine
Trennungslinie gezogen. Bei den anderen Banden werden solche Trennungslinien ent-
sprechend den unterschiedlichen Laufhéhen angebracht. Hierzu wird mit einem
Stechzirkel der Abstand zwischen markiertem Punkt des Leitchromatogrammes und
Trennungslinie des Leitchromatogrammes auf die nicht besprlihten Banden ubertra-
gen und so die Trennungslinien festgelegt.

Zur quantitativen Bestimmung* werden die der DC bzw CDC im Lettchrorna.to-
gramm entsprechenden unbespriihten Kieselgel-Bezirke in 3.5 X 4 cm grossen Feldern
abgeschabt, in Zentnfugenglaser gebracht und mit 659%-iger Schwefelsiure versetzt.
Nach Durchmischen mit einem Vortexmischer werden die Zentrifugenglidser 6o Min.
lang in einemWasserbad bei 60° erhitzt und anschliessend 60 Min. mit 3000 Umdrehung-
en pro Minute zentrifugiert. Der klare Uberstand wird in 1 ml-Kiivetten dekantiert
und die DC bei 385, die CDC bei 380um photometrisch bestimmt. Die Ablesung erfolgt
gegen Leerwerte, die aus flichengleichen unbeladenen Sch1chtbez1rken bei gleicher
Behandlung angesetzt werden.

Ergebnisse
Fig. 1 zeigt die Trennung der Gallensiuren aus Testlgsungen und Galle-Extrakt.
'Es ist ersichtlich, dass C, DC und CDC deutlich getrennt sind. Die Darstellung der Gal-
lensiuren mit Hilfe des modifizierten Leitchromatogrammes zeigt Fig. 2. Die Lauf-
hohe ]eder einzelnen Bande entspricht der H6he der Scheitelpunkte der Wasserlinie.
- Da sich eine durch das Wasser bedingte Verteilung der DC nur am oberen Ra.nd des
DC-Fleckes findet, wird die Trennung von der CDC nicht beeinflusst. ,
Tabelle I gibt das Ergebms der Untersuchungen mit 3H-markierter CDC w1eder.‘
Im Bereiche der DC wurden im Mittel 3.19% der Gesamtaktivitit gefunden. Ob es
sich bei der ober- und unterhalb des CDC-Fleckes gefundenen Aktivitit um CDC han-
delt oder um Spaltprodukte, die bei der Markierung entstanden und durch das Reini-
gungsverfahren nicht vollstindig beseitigt wurden, konnte im Rahmen d1eser Unter-
suchungen nicht gekldrt werden.
Bei der quantitativen Analyse eines Testgemlsches aus DC und CDC nach Chro-
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Fig. 1. Diinnschichtchromatographie im Durchlaufverfahren mit dem Fliessmittel Isooctan—Esug-‘
sdureidthylester—Eisessig, Anfirbung mit Phosphormolybdinsdure. Links wurde zweimal ein Test-
gemisch aufgetragen, rechts zweimal ein Gallenextrakt, Man erkennt von unten'nach oben Chol-
sdure (C) Chenodesoxycholsiure (CDC) und Desoxycholsiure (CD).
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Fig. 2. Gleiche Versuchsanordnung wie in Fig. 1, jedoch mit Anwendung des modifizierten Leit-
chromatogrammes. Die Gallensiiuren wurden nicht sofort nach Chromatograplhie angefiirbt, son«
dern erst nach Darstellung der Trennung. .

TABELLE 1

CHROMATOGRAPHIE 3H-MARKIERTER CDC; VERTEILUNG DER AKTIVITAT UBER DIE PLATTE NACH.
EINTEILUNG IN FLACHENGLEICHE FELDER

% der Gesamtaktivitit.

Oberhalb der DC I.73 T
Bereich der DCa 3.14 :
Bereich der CDC g0.50
Unterhalb.der CDC S I72
Oberhalb der C . 0.8
Bertich der C . 0.75
Auftragfiiche : - 1,18 .
C e 100,00 .,

- aBei 20 Proben wurde im Bereich der DC im Mittel 3.19 -4 1.89 der Gésamtaktivit&t gefun-
den. ot T T ' s ‘ R
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matographie wurden bei 20 Proben 82.4+4 4.7 % DC und 82.2 + 4.3% CDC wiederge-
funden.

Dzskusszon

Mit den bisher bekannten Verfahren zur dunnschlchtchroma.togra.phlschen
Trennung freier Gallensduren wird eine fiir quantitative Bestimmungen ausreichende
Trennung von Desoxycholsdure und Chenodesoxycholsiure kaum erreicht. Mittels der
von ENEROTH? und HAMILTON® angegebenen Fliessmittelsysteme lisst sich zwar eine
weitgehende Trennung der beiden Isomeren erreichen, die Abstinde zwischen den bei-
den Gallensdureflecken sind jedoch gering. Fiir einwandfreie quantitative Analysen
sind grossere Laufunterschiede notwendig, falls nicht der direkte Nachweis durch sol-
che Verfahren méglich ist, welche die nachfolgende quantitative Bestimmung nicht
storen. Solche Verfahren zur Lokalisation der Gallensiuren sind bisher nicht bekannt.
Nach Ansprithen mit Wasser4:? heben sich die Flecke der DC und CDC hell gegen den
dunkleren Hintergrund ab. Dabei entsteht jedoch ein Hof um die Gallensduren (siehe
Fig. 2), dessen #Hussere Begrenzung etwa 2 cm von der:Fleckmitte entfernt ist. Diese
Verteilung der Gallenséduren spielt sich auch zwischen den Gallensdurenflecken ab.
Das bedeutet bei nur germgem Laufunterschled e1ne weitere Verschlechterung der
Trennung. S

Mit der hier angegebenen dunnschlchtchroma.togra.phlschen Methode zur Tren-
nung der DC un CDC im Durchlaufverfahren wird eine bessere Trennung dieser beiden
isomeren Gallensduren erreicht. Durch Anwendung des modifizierten Leitchromato-
grammes konnen die Gallensduren isoliert werden, ohne dass es zu einer Verteilung der
Gallensiduren in den -Zwischenraum zwischen DC und CDC kommt. Das Wasser er-
reicht bei der angegebenen Methode nur den oberen Rand des DC-Fleckes. Ein Sub-
stanzverlust, wie er beim Ansprithen mit Wasser durch Wegblasen von K1eselge1 leicht
entstehen kann, ist ausgeschlossen.
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