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CHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG VON OSTRON, OSTRADIOL-x7(3
UND OSTRIOL AN SEPHADEX G-ro

Ft .-J . 1-iORsr
JClin •ile fiir Gebzcvtshilfe ultd Gyinithologie des iiindes * (im R¢el:.zad-Giitze-flaws) Tieriirzlliehe Aloeh-
schuic, Abtel/ung ffir angeevtaadtc F_ndohrianologic' Flan.nover (73 .8 .13 .)
(Eingegangen am 5 . M5rz 1971)

SUMMARY

Chroniatograp/tic separation of oestrone, 17/3-oestradiol and oestriol on Se(5llatlex G-To

A new assay is described to separate urinary oestrogens chronlatographically .
A boo x r2 mm Sephadex G-io column (Vt = 56.6 cm3) was loaded with samples
up to 20o nil. Oestrogens and a few other urinary ingredients were reversibly ad-
sorbed by the gel matrix if the test sample was saturated with Na 2 SO 4 and adjusted
to pH 4 .6 ± 0 .2 . Almost all non oestrogenic urinary ingredients were eluted prior
to the three sexual steroids which left the column in high purified fractions . As
eluant a continuous non linear gradient was used produced by mixing a solution of
16 %, Na2SO4 with o.i N NaOH . An automatic oestrogen determination could be
achieved by fluorometry in a flow cell . Additional extractions with organic solvents
were unnecessary . 91 .3 q.{, of the added radioactive oestrogens were discovered in the
respective fractions .

EINLItITUNG

Sclion ]lath dem Erschelneri der ersten Veroffentlichungen zur Tecllnik der
Gelfltration1-3 wurde deutlich, class sicll eine Reihe von Verbindungen wlihrend der
Passage durcll Sephadexsaulen antlers verhielt, als es ihrem Molekulargewicht ent-
sprach . In ganz besonderem Masse traf dies fair aromatische Verbindungen zu, welche
alle eine meter oder weniger ausgepragte Affinitat zur stationaren Phase zeigten .

BGLINGr4 .s land bei der Sephadexfiltration von Harnproben eine deutliche
Retardation der Ostrogenkonjugate . Von besonderem Interesse ist in den Arbeiten
diesel Autors, lass eine Retardation nicht zu beobachten war, wenn die Ostrogen-
konjugate in destilliertem \Vasser aufgelost worden waren . Starker als die Konjugate
wurden die freien Ostrogene retardiert" -3 . Die Elutionsverzogerung war in dieseni
Falle auch bei den in destilliertem Wasser aufgelosten Ostrogenen zu beobachten .
Eine quantitative, reversible Adsorption der Ostrogene war moglich, wenn die zu
untersuchende Probe vor der l3eladung der Saule mit NaCl oder Na 2S0 4 geshttigt
wurde. Alle Ostrogene einer 20o nil-Probe konnten auf these WVeise an eine geringe
Menge Sephadex adsorbiert and anschliessend aus der Saule (V e = 15 .7 cm3) eluiert
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werden". Trotz stark variierender Probenvolumina (x .2-too ml) bliel) das Volumen der
ostrogenhaltigen Fraktion nahezu konstant . Ostron, Ostradiol and Ostriol lagen zu
Beginn der Elution zu einem idealen Startfleck konzentriert an der Saulenspitze vor,
so dass ihre Auftrennung durch Gradientenelution denkbar erschien .

MATERIAL UND MRTHODIK

Reage-nzien
Ostron (3-Hydroxy-ostra-x,3,5(xo)-trien-x7-on), Ostradiol-17/3 (Ostra-I,3,5

(xo)-triene-3, 17fl-diol), Ostradiol-17a (Ostra-x,3,5 (io)-triene-3,x7%-diol) and (5striol
(Ostra-x,3,5(xo)-triene-3,x6a,17/3-triol) : Schering AG, West-Berlin' . 6,7-Tritiuni-
markiertes Ostron, Ostradiol-x7(3 and Ostriol : Radiochemical Centre Arnersham,
England. Schwefelsaure (95-97 %), Na 2SO 4 , NaOH, Athanol, Eisessig, p-Nitrophenol,
Tetrabromathan, Hydrochinon : E . Merck AG, Darmstadt . Sephadex G-xo : Phar-
macia, Uppsala, Schweden . Aquasol : NEN Chemicals, Boston, U .S .A.

Gerate
Prazisions-Chromatographierohre (12 x 6oo mm), Fraktionensammler Ultrorac

7000. Peristaltische Pumpe, UV-Absorptiometer Uvicord II : LKB-Produkter AB,
Stockholm, Schweden . Spektralphotometer (M4 Q III, PMQ II and ZFM 4) : Carl
Zeiss, Oberkochen . Durchflusslciivette (o .5 ml) : Hellma GmbH, Mtillheim/Baden .
xo Zoll-Schreiber : Beckmann Instruments GmbH, Mtinchen . Tri-Carb-Scintillations-
spektrometer, Modell 3022 . Fltissigkeitsscintillationszahler (Mark I) : Nuclear Chi-
cago, U .S .A.

Ostrogennachweis
(a) Kober-Reaktion nach BAULD'" ;
(b) Kober-Realtion nach Ittrich11 ;
(c) Automatisierte Kober-Reaktion durch Mischen von Sauleneluat and Schwe-

felsaure im Verhaltnis x :2 mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe . Erhitzen im Durch-
fluss (2o Min., xoo°) and Messung im Durchflussfluorimeter .

Trennung der Ostrogene
Bekannte Aktivitaten von tritiummarkiertem C5stron, 17f3-Ostradiol and Ostriol

sowie je x .25 ,ug der jeweiligen nichtaktiven Verbindung wurden in 50 ml Harn
einer nichttragenden Kuh aufgelbst, S g festes Na 2SO 4 in die Probe eingewogen and
der pH-Wert mit Essigsaure auf 4 .6 ± 0 .2 eingestellt. Nach 2o Min . Zentrifugation
bei 3000 U/Min. konnte die Saule mit dem Uberstand der Probe beladen werden . Urn
eine vollstandige Adsorption zu gewahrleisten, war eine langsame Flussrate erforder-
lich (x2.5 ml/cm2/Std .) . Die Elution erfolgte mit einem kontinuierlichen exponentiellen
Gradienten, der aus 50 ml 16 %iger Na 2SO 4-Losung im Mischgefass and etwa. 400 ml
o.x N NaOH inn Vorratsgefass erstellt wurde. Dass Mischgefass war mit der Saule
durch einen Kapillarschlauch verbunden and behielt durch den Zustrom von o .i N
NaOH durch einen zweiten Schlauch wahrend der Elution ein konstantes Volumen .

Die Ftormoupraparate werden uns in danlcenswurter Weise lcostenlos ft r unsere Vursuche
i1 berl asse n .
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Versitche zler Ostrogencudsorpdion
Zur Bestimmung der optimalen Bedingungen fiir die Ostrogenadsorption wur-

den 2 Serien von Versuchen ausgeftihrt . In einer Serie l.amen unterschiedliche Na2SO,4-
Konzentrationen bei einem lconstanten pH-Wert von 4,6 zur Anwendung (Fig . 3) .
In jedem Reagenzglas befanden sich 5 ,zg eines Ostrogengemisches (Ostron-Ostradiol-
I7a--Ostradiol-t7f9-Ostriol ., I : x : x : x) in 5 ml der betreffenden Natriumsulfatlosung .
In jede Probe wurden too mg Sephadex G-xo eingewogen and i Std . lang gescli(ittelt .
Anseliliessend wurde das Sephadex abfiltriert and der Ostrogengehalt des Filtrats mit
einer Kober-Reaktion 1O bestimmt . Die erhaltenen Werte (Fig. 3 and 4) reprasen-
tieren jeweils 6-12 Probenansatze . 2 Leerwertbestimmungen and 2 Standards ohne
Sephadex dienten in jeder Konzentrationsstufe zur Korrektur der erhaltenen Mess-
werte. Sinngemass wurde die zweite Versuchsserie ausgefiihrt . Die Na 2SO4Konzen-
tration betrug hierbei in alien Proben 16 %, wahrend der pl-I-alert stufenweise von
2.5 bis x2 .o variierte (Fig . 4),

ERGEBNISSE

Bei der chromatographischen Auftrennung der dem Harn zugesetzten 6,7 3H-
markierten Ostrogene erschien Ostriol im Eluat van 175 bis 210 1111, Ostron von 225 bis
265 ml and Ostradiol-17f9 von 275 bis 350 ml (Fig . x) . Die meisten Verunreinigungen
der 50 ml-Probe verliessen die Saule von 27 ml (= Vo) bis 140 ml (Fig . 2) . Die Wieder-
findungsrate lag bei 91 .3 % .

Bei den Adsorptionsversuchen ergab sick ein Anstieg der I3indungskapazitat
des Sephadex G-to mit steigender Salzkonzentration, Sie erhohte sick von 45 .5 % in
den natriumsulfatfreien Proben auf 99 .8 %, in Gegenwart von 16 % Na 2SO4 . Der
pH-\Vert becinflusste die Adsorptionskapazitat nur wenig . Bei Werten zwischen 2.5
and x2,o resultierte eine Ostrogenadsorption von 91 bis xoo %, . Von pH 2 .5 bis 7 .5
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der in 5o ml Rinderharn aufgeloston tritiummarlcierten Ostrogene von 1-larn-
U V-Licht von 28o nm ab3orbiercn . 0, = Ostriol, O 1 = Ostron, O,(i = Ostra-

waren, mit Ausnahme der Proben von pl-I 6 .5, nur geringe Differenzen in der Adsorp-
tionskapazitat (95 .6 bis xoo %, S.D . = ± 0 .41 bis ±3 .38) zu beobachten . Starkere
Unterschiede (9x bis 99 %) zeigten rich bei den pH-Werten von 8 .o bis 12.0, jedoch
wiesen die Werte einer pH-Stufe bier zurn Teil grdssere Streuungen auf (S,D . _
+0.78 bis ±7.5x) .

Weitere Versuche, die unter Optimalbedingungen (pH 4 .6 ± o.z ; x61"
Na,,,SO,) ausgefiihrt wurden, zeigten eine 99 bis xoo %ige Adsorption an too mg
Sephadex G-xo auch helm Vorliegen grdsserer Ostrogenmengen (5o-xoo pg) . Die Os-
trogenkonjugate einer 5 ml Probe von einer hoclitragenden Kuh konnten dagegen
unter den gleichen Bedingungen nur zu etwa 25 % adsorbiert werden . Die Trennung
von Ostrogen-3-Methylathern nach der bier fir freie Steroide beschriebenen Methode
gelang nicht.

DISK USSION

Hydrophile Gele werden im allgemeinen zur Trennung von Stoffgemischen auf
der Basis von Molekulargewiclrtsunterschieden verwendetrz ,13 . Auf Trennungsvor-
gange, die der Molekularsieb- oder Ausschlusstheorie entsprechend verlaufen, Uben
Adsorptionserscheinungen einen stdrenden Einfluss aus . Zur Verhinderung der Ad-
sorption wurden verschiedene Techniken entwickelt 3 •l4 . Die Steroidadsorption liess
sich am besten durch menschliches and tierisches Blutserurn aufhebenr 5 , wobei eine
Steroidbindung an das Serumprotein ausgeschlossen werden konnte .
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Pig. 3 . Andorung clot Adsorption von 5 jig cines Ostrogengemisches (Ostron-Ostra(liol-r7a-Ostra-
diol-I7f1-Ostriol, T :I :I :I) an too Ing Sephadox G-io in Abhangiglccit von der Na 2SO,a-Konzcn-
tration . Jude Probe wurdo i Std . gesclitittolt, clans filtriert and der Ostrogengehalt des Piltrats
bestinnnt . Alle Proben wurden anf p1-1 4 .6 -W 0 .2 cingestellt . 'f
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In den hier vorliegenden Untersuchungen sollte im Gegensatz dazu eine m6g-
lichst feste, reversible Adsorption erreicht werden Dieses gelang durch die Zugabe
von entquellend wirkenden Elektrolyten wie NaCl oder Na 2SO 4. Da NaCl bei der
automatischen Kober-Reaktion stbrte (Gasbildung) wurde das Verfahren auf Na-S04
eingestellt. Es zeigte sich, dass sich die Afh .nitat der Gelphase zu den Ostrogenen mit
steigender Salzkonzentration direkt proportional erhohen liess . Aus Harnproben wur-
den ausser Ostrogenen auch noch viele andere Verbindungen adsorbiert .

Obwohl in allen Sephadex G Typen Carboxylgruppen vorkommen, kann die
Adsorption nicht mit einern Ionenaustausch erklart werden . Ionenaustauscher
wurden jedoch scion mit Erfolg zur Auftrennung einiger Ostrogenkonjugate ver-
wendetl" . 17 .

In fruheren Experimenten konnten wir die Beobachtung machen, class die
Adsorption von Ostrogenen and der Quellungszustand des Gels in einer Wechsel-
beziehung stehen. Wurde durch Zufiigen von Na 2SO4 die Ionenstarke der Probe
erhoht, so loam es zu einer deutlichen Entquellung des Gels, wenn die Probenlosung
in das Gelbett eindrang .

Man kann sich den Adsorptionsvorgang in vereinfachter Form etwa folgender-
massen vorstellen . Wurde die mobile Phase einer mit Wasser oder verdtinnter Natron-
lauge bereiteten Sephadexsaule durch die konzentrierte wassrige Losung eines ent-
quellend wirkenden Elektrolyten verdrangt, so kam es zu einer Dehydratation des
Gels . Diese ist in ihrer Stance von der Art der in die Saule eingefiihrten lonen sowie
von deren Konzentration abhangig. Die Verkleinerung der Hydrathiille, die die poly-
merisierten Dextranketten umgab, bewirkte ein starkeres I-Iervortreten der lipophilen
Eigenschaften der Gelmatrix. Somit wurden geloste stark lipophile Stoffe vie z .B .
Ostrogene, die zu ihrem wdssrigen Losungsmittel ohnehin nur eine geringe Affinitat
aufweisen, leichter an das Sephadex adsorbiert .

Neben Elektrolytlosungen fiillrten auch andere Stoffe, wie z .B . Athanol zu
einer Entquellung des Gels, die ebenfalls eine sehr feste Ostrogenadsorption bewirkte .
Aus diesem Grunde konnte Athanol, also ein gutes Ostrogenlosungsmittel, nicht zur
Elution verwendet werden . Wurde das entquollene Gel langsam wieder zur Quellung
gebracht, so traten die Ostrogene in der Reihenfolge ihrer pK-Werte wieder in die
mobile Phase der Saule uber. Hierbei stellte sick je nach dem Quellungsgrad ein
Gleichgewicht zwischen Adsorption and Desorption ein .

Bei den starker quellbaren Sephadextypen kann die Elution der Ostrogene mit
Wasser erreicht werden . Bei Sephadex G-io war die Adsorption jedoch so fest, dass
erst die weitere Erhohung der OH-Ionenkonzentration zu praktisch brauchbaren
Elutionsvolumina fiihrte, Mit destilliertem Wasser als Eluant wurden zu grosse
Flussigkeitsmengen benotigt .° Wie pH-Messungen des ostrogenhaltigen Eluats zeigten,
wurden die Ostrogene auch dann noch retardiert, wenn ihr pK-Wert so weit tiber-
schritten war, dass pralctisch vollstandige Dissoziation herrschen musste . Es kann
angenom.men werden, class durch das Sephadex eine starke Verschiebung des Disso-
ziationsgleichgewichtes zugunsten der undissoziierten Form bewirkt wurde . Sieht
man these als allein adsorbierbar an, so kann • die Ursache fur die starke Elutions-
verzogerung, die auch noch bei pH-Werten iiber 10.5 zu beobachten war, hierin ver-
mutet werden . Die Abtrennung der iibrigen Harnbestandteile von den Ostrogenen
war zwei verschiedenen Prinzipien unterworfen, Die Masse der hohermolekularen
Stoffe sowie die meisten anorganischen Salze passierten die Saule ungehindert nach

J. Chrornialogr., 5S (1971) 227-234
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dem Prinzip der Molekularfiltration and eluierten splitestens each deco Durchfiuss
von Vi -I- V,, .

Alle Stoffe, die vollstindig oder teilweise adsorbiert wurden, verliessen die Saule
erst dann, wenn ein bestilmnter pI-1-alert oder ein bestimmter Quellungsgrad des
Gels vorlag . Die Fig. 3 and 4 lassen erkennen, dass ein sinkender Salzgehalt and
ein erliohter pH-alert die Elution in Gang setzten oder beschleunigten .

Da fast alle bei der 1luoritnetrischen Ostrogenbestimmung storenden Harnbe-
standteile vor den Ostrogenen eluierten, traten die Ostrogene in einer sehr reinen
Fraktion auf. Nach einer einfachen Reinigungstechnik 7 .M wurde mit den trockenen
Riickstanden der an Sephadex G-io aufgetrennten Ustrogene die Kober-Reaktion
each ITTRICH ausgeftihrt . In den Tetrabromathanextralcten von 50 rnl-Proben einer
Kuh im normalen Zylclus komrten keine gefarbten Verunreinigungen wahrgenommen
werden. I3ei der automatischen Kober-Reaktion der Eluate von 5 ml-Proben erhohte
sich die Leerwerttluoreszenz von 5 g%, auf 6 o,,, wenn beim Vorliegen von 1 .25 1,19 pro
Ostrogen 8o-1oo %, des Schreiberausschlages erreicht wurden .

Die int Bereich des Ostriol and Ostradiol auftretende blassrosa Farbung des
Eluats hatte keinen wahrnehmbaren Einfiuss auf die Ostrogenfluoreszenz . Nach un-
seren bisherigen Erfahrungen scheint es int IIarn kaum Verbindungen zu geben, die
einerseits gemeinsam mit den Ostrogenen eluieren and andererseits bei der Kober-
Reaktion starker in Erscheinung treten .

Die bier beschriebene Methode -rur Ostrogentrennung an Sephadex G-1o wies
gegentiber den bisher gebrauchlichen Verfahren einige wesentliche Vorteile auf. Am
starksten fiel die hone Kapazitat des Gels ins Auge . Es lconnten grosse Proben oline
vorherige Reinigung eingesetzt werden, wobei eine Anderung des Elutionsverhaltens
der Ostrogene niclit wahrnelunbar war . Vom Zeitpunkt des Elutionsbeginns an ge-
recllnet ergaben sich fiir stark unterschiedliche Probenvolulnina identisclle Elutions-
kurven, Durch die Anreiclierung der Ustrogene wahrend der Probenaufgabe scheint
die Methode auch bei Probemnaterial mit geringem Ostrogengehalt einsetzbar zu sein .
Die hohe Wiederfindungsrate von 91 .3 (14, diirfte sich hierbei ebenfalls positiv aus-
wirken .

Da es sich tin eine saulenchromatograpllische Methode handelte, bei der gr6s-
sere ]?lUssigkeitsmengen bendtigt wurden, konnte die Elution mit den iiblichen
Gerliten autonlatisiert werden . Steht ein Durchflusslluorimeter zur Verffigung, so ist
es moglich, auch die Bestimmung vollautomatisch auszufiihren . Als nacliteilig muss
das recht holle Elutionsvolumen von 35-75 nil pro Ostrogen angeselien werden . Hier-
durch wurde bei der automatischen Durchllussbestinunung die Empfindlichkeit gegen-
uber anderen Methoden herabgesetzt . In urinfreien Standardproben ergaben 0.125 ,ug
eines Ostrogens jedoch noch einen Wert von 30 % des Schreiber-Vollausschlages . Die
Elution einscliliesslich der vollautomatischen Aufzeiclinung der Elutionskurven
nimmt etwa 24 Std . in Anspruch .

ZUSAMMIENPASSUNG

Es wird eine neue Methoclee zur chromatographischen Auftrennung von I-Iarn-
dstrogenen beschrieben . Eine boo x 12 mmn Sephadex G-io Siiule (1'e = 56.6 cm 3 )
konnte ntit Proben bis zu 200 ml beladen werden . I-Iierbei wurden die Ostrogene sowic
cinige andere 1-larnbestandteile reversibel an die Gelmatrix adsorbiert, wenn das

,/ . Clu•wurUogr ., 5 8 ( 1 97 0 1'27-13 .1



234

Probengut vorher mit Na 2SO4 gesattigt and auf pH 4 .6 ± 0 .2 eingestellt wurde .
Fast alle nichtostrogenen Harnbestandteile wurden vor den drei Sexualsteroiden
eluiert, welche die Saule in hochgereinigten Pralctionen verliessen . Als Eluant diente
ein kontinuierlicher exponentieller Gradient aus 16 %iger Na 2SO 4-Losung im Misch-
gefass and o.r N NaOH im Vorratsgefass . Die Ostrogenbestimmung konnte vollauto-
matisch in einem Durcliflussfluorimeter ausgeftihrt werden . Extraktionen mit orga-
nischen Losungsmitteln waren nicht erforderlich . 91 .3 % der zugesetzten radioaktiven
Ostrogene wurden in den betreffenden Fraktionen wiedergefunden .

LITERATUR

113 . GELOrTr, J. Chrontatagr., 3 (1960) 330-
2 J . PORATH, Biochirn . Biophys. Acta, 39 (196o) 193-
3 J . PORATrr UND P. U-LoPIN, Nature, 13 ( 1 959) r6 57-
4 C . G. BELING, Nature, T92 (1961) 326 .
5 C . G . BELING, Acla Endacri-nol . (Copenhagen) . Suppl., 79 ([963)-
6 H . VAN BAELEN, W. HEYNS UND P. Du Moolt, J . Ctiu. Einlocrinol. Metab ., 27
J. Chrontatogr ., 30 (1967) 226 .

7 W. BECFIAUTE UND G . DEMEESTER, T . Chin . laadocrinol . Metab ., 25 (1965) 480 .
8 W . EECIIAUTE, G. DEMEESTER UND I . LEUSEN, Ann . Ertrlocrinol., 26 (1965) 363-
9 H .-J . FIORST, Zentralbl . Vat. Med. 21, IS (1971) 93-
10 W. S . BAULD, Bioehent. J., 56 (1954) 426 .
II G. ITTRICFI, Zentralbl . Gynahol., 82 (1960) 4 2 9-
12 H. DETERMANN, Chitnia, 23 (x969) 94-
13 A . POLSON UND W. KATZ, Biochern . J ., 112 (1969) 337 .
14 H. SPTZY, H . SICRUBE UND K. MULLER, Mihroch'int . Acta, 2 (1961) 296 .
15 C . W . BURrcE, l3iochiut . Biophys. Acta, 187 (1969) 56 .4 .
16 R. I3onraRiC, P. MUSKY UND M . NILSEN, Steroids, 14 (1969) T9 1 -
17 R. H013ICIRIC UND M . NILSEN, Steroids, F .} (1969) 533-

J . Chrotnatogr ., 58 ( 197 1 ) 227-234

H .-J . FIORST

(1967) 1065 ;


	page 1
	page 2
	page 3
	page 4
	page 5
	page 6
	page 7
	page 8

