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CHROM. 5705

NEUE FLUORIMETRISCHE BESTIMMUNG VON TESTOSTERON

AUS DEM URIN DURCH DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE DIREKT-
AUSWERTUNG

D. EGG unp H. HUCK

Institut fiir Aligemeine und Experimentelle Pathologie dey Universitdt Innsbruck,
Innsbruck (Usterreich)

(Eingegangen am 9. September 1971)

SUMMARY

New fluorimetric determination of urinary testosterone by thin-layer densitometry

Testosterone and epi-testosterone were separated on thin layers of aluminum
oxide. After heating the plates for 20 min at 180° testosterone and other 44-3-keto-
steroids are characterized in long-wave ultraviolet light (366 nm) by a light blue
fluorescence (Amax. = 440 nm). This new reaction is very sensitive and allows the
determination of small amounts of urinary testosterone by means of thin-layer den-

sitometry without preliminary purification. The lower limit of detection was found to
be about 5 ng.

EINLEITUNG

Auf Aluminiumoxid-Platten, die von dem E. Merck-Laboratorium zur Trennung
von Testosteron und e¢pi-Testosteron empfohlen werden!, wurde die interessante
Beobachtung gemacht, dass nach dem ZErhitzen derselben die Testosteronzonen
unter langwelligem UV-Licht eine hellblaue Fluoreszenz aufwiesen. In diesem IFFalle
waren keinerlei Sprithreagenzien verwendet worden. Systematische Untersuchungen
ergaben daraufhin, dass es sich hier um eine gruppenspezifische Reaktion auf alle
A44-3-Ketosteroide, wie Testosteron, ¢pi-Testosteron, 4-Androsten-3,17-dion, Proges-
teron und diverse Corticosteroide handelt. Eine erheblich geringere Fluoreszenz
zeigten auch A5-ungesidttigte Steroide, wie 5-Androsten-38,178-diol, Dehydroepi-
androsteron, 35-Pregnen-3f-ol-20-on und Cholesterin. Von zahlreichen anderen
untersuchten Steroiden wurde nur noch das 58-Androstan-3,17-dion durch eine
schwache Fluoreszenz angezeigt. Auf Kieselgelplatten hingegen konnte kein Steroid
durch eine ausschliesslich thermische Behandlung, d.h. ohne Zuhilfenahme von
Reagenzien, fluoreszent gemacht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die neue gruppenspezifische Reaktion zur
Bestimmung von Testosteron aus dem Urin nach enzymatischer Spaltung und
Extraktion herangezogen. Eine sonst notwendige, mit Verlustfaktoren belastete
Vorreinigung (siehe Lit. 2, 3 mit weiteren Literaturangaben) ertibrigt sich, da die
Aufgabemenge sehr klein gehalten werden kann. Diese Methode wird sich wegen
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ihrer Einfachheit und geringen Zeitaufwandes bei relafiv hoher Messgenauigkeit und
guter Reproduzierbarkeit mit Vorteil bei der klinischen Diagnostik einsetzen lassen.

METHODIK

Aufarbeitung

30 ml des kiihl aufbewahrten 24 h-Harnes wurden mit Eisessig auf pH 35 ein-
gestellt und mit 2 ml r M Acetatpuffer von pH 5, 2 ml f-Glucuronidaselbsung mit
10000 Fishman-Einheiten und 2 Tropfen Chloroform versetzt. Anschliessend wurde
15 h bei 45° inkubiert und die freigesetzten Hormone zweimal mit 2o ml Chloroform
ausgeschiittelt. Die vereinigten Extrakte wurden nacheinander je zweimal mit 5 ml
0.1 N NaOH und mit 5 ml o.x N HCl gewaschen Die iiber Na,SO, getrocknete
Losung wurde im Vakuumtrockenschrank bei 40° eingedampft, der Riickstand mit
2 X 3 ml Aceton in ein Spitzkdlbchen iiberfithrt und das Aceton vorsichtig im
trockenen Luftstrom abgeblasen.

Bei sehr niedrigen Testosteronwerten muss die Anwesenheit von Enzym-
inhibitoren angenommen und vor der enzymatischen Spaltung von diesen durch
eine Sephadex-Extraktion® oder durch eine Ammoniumsulfatfillung der Steroid-
kpnjugat'ea abgetrennt werden.

Dz‘ihnsckz’chtckromatogmpkiscke Trennung

- Die diinnschichtchromatographische (DC)-Trennung wurde auf lufttrockenen
Alum1n1umox1d-platten Fye (Typ T) der Fa. E. Merck, Schichtdicke o0.25 mm, in
einer Trogkammer durchgefiihrt. ‘Als Laufmittel bewihrte sich Benzol-Essigsiure-
dthylester (x:1). Zur optimalen Trennung von Testosteron und epi-Testosteron emp-
fiehlt es sich, ohne Kammersittigung bei nur einer Platte im Trog zu arbeiten.
Unter diesen Bedingungen hatten die eingangs genannten Steroide folgende Rp-
Werte: Corticosteroide einschliesslich Aldosteron o, epi-Testosteron 0.34, Testosteron
0.42, 4-Androsten-3,17-dion 0.74, Progesteron 0.81; 5-Androsten-38,173-diol 0.28,
Dehydroepiandrosteron 0.48, 5-Pregnen-3ﬂ-ol-2o-on 0.52, Cholesterin 0.64 und 54-
Arndrostan-3,17-dion 0.81. Daraus lisst sich die gute Abtrennung des Testosterons von
den tibrigen durch Fluoreszenz angezeigten Verbindungen entnehmen®.

Zur Testosteronbestlmmung wurde der Abdampfruckstand in 100 gl Athanol
gelost davon 4 ul (2 X 2 ul unter Zwischentrocknung) mittels einer ro-ul Hamilton-
spritze auf die DC-Platte aufgetragen, ausserdem 0.1 ug Testosteron als Standard.
Entwickelt wurde bis zu einer Laufstrecke von 12 cm.

' Um. Testosteron anschliessend unter optimalen Bedingungen in eine fluores-
zierende Verbindung zu iberfiithren, wurde die lufttrockene Platte 2o min bei 180°
auf einer abgedeckten Laborheizplatte mit einer Abmessung von 24 X 24 cm? erhitzt.

Quantitative Divektauswertung dey Fluoreszenz
Zur Abtastung der unter einer Quarzlampe markierten Fluoreszenz wurde ein
‘‘Camag-Z-Scanner’’® in Kombination mit einem Zeiss PMQ-II-Spektralphotometer
mit Quai"zoptik eingesetzt. Die Geriiteeinstellung war folgende: Anregungswellen-
linge 366 nm (durch Filter ausgesonderte Hg-Linie), messmnswellenlange 440 nm,
* Eine na.hezu vollstﬁndxge Trennung von Testosteron und epi-Testosteron konnten wir durch

Zwexfa.ch-Enthcldung in der Reihenfolge Didthylidther—-Benzol (80:20), Benzol—Essxgsaureathyl-
ester (1:1) im abgedichteten Trog erreichen.

J. Chrvomatogr., 63 (1971) 349-355



TESTOSTERON AUS URIN DURCH DC DIREKTAUSWERTUNG

8
o

? Qem?

W

4

O

= Peakflgche

O = Peakhdhe

i

0

S0 160 150 ng

Fig. 1. Eichkurve der Fluoreszenzmessung bis 125 ng Testosteron
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Blendendffnung des Scanners und des Monochromators 1 bzw. 2 mm, Verstirkung
bei Aufgabemengen unter 100 ng 1500 X, Messvorschub 40 mm/min, Papiervorschub
30 mm/min, Schreibermessbereich 5 mV.

Zur Aufnahme einer Eichkurve wurden jeweils 2 ul verschieden konzentrierter
Standardlésungen aufgegeben. Die Messung der Fluoreszenz nach Entwicklung und
thermischer Umwandlung ergab eine streng proportionale Beziehung zwischen regis-
trierter Peakfliche, ausgewertet als Produkt von Hoéhe und Halbwertsbreite, und
der Menge im durchmessenen Bereich von 5 ng-x ug (Fig. 1 und 2). Zur Auswertung
der Peakflichen wurde ein Papiervorschub von 120 mm/min gewihlt. Aber auch die
Peakhohe nahm linear bis 0.5 ug zu, sodass die quantitative Auswertung der Chroma-
togramme sehr einfach durchgefiihrt werden konnte.

Die Nachweisgrenze, definiert als die Menge beim doppelten Ausschlag des
mittleren Nullinienrauschens, kann mit etwa.5 ng angegeben werden.
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Fig. 3. Dunnschichtchromatogramm cines Urinextraktes, erhalten durch Fluoreszenzmessung.
1 = Auftragungsstelle; 2 = ¢pi-Testosteron; 3 = Testosteron (33 ng); 4 = Verunreinigung an der
Lésungsmittelfront.

Fig. 3 zeigt ein durch Fluoreszenzmessung aufgenommenes Chromatogramir.
Um die nach dem Auftragungsort erhhte Untergrundstrahlung (Nullinie) zu erfassen,
muss in der Laufrichtung ausgewertet werden, aber keinesfalls senkrecht dazu.

Die Peakhohe des Testosterons entspricht einer Aufgabenmenge von 33 ng bei
einer Testosteronausscheidung von 42 ug/24 h (Alter der Versuchsperson 35 Jahre).
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ERGEBNISSE

Reproduzierbarkeit und Wiederfindung

Um eine Aussage iiber die Genauigkeit der Methode machen zu konnen,
wurden vom 24 h-Harn einer weiblichen und einer minnlichen Versuchsperson
zehn bzw. flinf Proben zu je 30 ml entnommen. Die Ergebnisse der Testosteron-
bestimmungen sind in der Tabelle I aufgefithrt. Die angegebenen Zahlenwerte geben
auch bis auf eine sehr geringfiigige Abweichung die auf die DC-Platte anfgetragenen
Testosteronmengen in Nanogrammen an.

TABELLE1
MEHRFACHBESTIMMUNGEN ZUR FEHLERRECHNUNG

Reproduktions- Menge Menge
nwammer (ugl/Tag) (g 1000 Mil)
Harn I Harn I1 Harn I <4 Standard
1 7.3 32.0 8s5.0
2 4.0 29.6 8z2.5
3 6.4 29.0 96.9
+ 7.3 32.6 88.7
5 7-4 36.3 94.4
6 5.5
7 4.6
8 4.6
9 7-4
10 4.6
Mittelwert 6.0 31.9 ° 89.5
S.D. (%) + 1.4 + =20 + 6.1

Aus Tabelle I geht hervor, dass die Standardabweichung (S.D.) in eigenartiger
Weise von der Menge m abhingig ist. Die graphische Darstellung dieses Zusammen-
hanges in Fig. 4 ergibt eine Gerade, die nicht durch den Nullpunkt geht.

Es gilt demnach folgende mathematische Beziehung:

S.D. = my + km

mit m, = I.I ng und %2 = 0.056. Die Standardabweichung setzt sich hier aus zwei
Anteilen zusammen: 7, als eine mengenunabhingige Grosse, welche auf das Nullinien-
rauschen (Messfehler) zuriickgefiithrt werden kann, und die der Menge proportionale
Grosse km des Analysenganges. Bei &m > m, nimmt S.D. den konstanten Wert von
=+ 5.6 % an. Die praktische Bedeutung dieser Gleichung besteht darin, die erforder-
liche Aufgabenmenge berechnen zu kénnen, um eine vorgegebene Standardabwei-
chung zu erhalten, wie z.B. 25 ng bei S.D. = + 10%.

Zur Ermittlung der Wiederfindung wurden vor der Extraktion zu fiinf 30-ml
Proben des Harnes I jeweils 3 ug Testosteron-Standard gegeben, entsprechend
100 ug/1000 ml, und daraus das Testosteron wie beschrieben bestimmt. Nach Tabelle
I wurden 89.5 + 6.1 ug/rooo ml wiedergefunden. Nach Abzug des Leerwertes von
5.7 pug/1ooo ml wird der korrigierte Wert von 83.8 ug/xooo ml erhalten, was einer
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Wiederfindung des zugesetzten Testosterons von 83.8 %, entspricht. Zur Eliminierung
dieses Verlustfaktors empfehlen wir, die quantitative Bestimmung iiber einen inneren
Standard, z.B. 4-Androsten-3,17-dion, durchzufithren.

3 ng(50)

Mel
> 1

] 50 100 ng

Fig. 4. Standardabweichung in Abhiingigkeit von der Aufgabenmenge.

DISKUSSION

Insofern als die beschriebene Analysenmethode von einer gruppenspezifischen
Reaktion ausgeht, ist die Wahrscheinlichkeit einer Uberlagerung durch andere
fluoreszierende Substanzen entsprechend gering. Durch zweidimensionale Entwicklung
mit BenzoI—-Essxgsa.urea.thylester (x:1) einerseits und Chloroform andererseits konnte
auch keine weitere Auftrennung des Testosteronflecks beobachtet werden. Auch
sprechen die Ana.lysenwerte selbst gegen eine Uberlagerung. Bei acht Normalpersonen
wurden beispielsweise die in Tabelle IT zusammengefassten Werte der Testosteron-
ausscheidung gefunden.

TABELLE I1
Tzsrosrnnoannrn VON NORMALPERSONEN

Alter Geschlecht Menge
, | (ngl24 1)
15 M 37
16 M 53
30 M 40
35 M 42
40 M 32
33 F 6
34 F 2
55 F 7
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Diese und andere bisher bestimmten Werte stimmen mit den mittels spektro-
photometrischer und gaschromatographischer Methoden gewonnenen Normalwerten
iibereiné.7.

Andere gruppenspezifische Bestimmungsmethoden der 44-3-Ketosteroide, die
ebenfalls ohne Bespriithen der DC-Platte mit Reagenzien durchgefiihrt werden konnen,
wie die Fluoreszenzléschung® und die UV-Remission?, erfordern wegen ihrer wesentlich
geringeren Empfindlichkeit griossere Probenmengen, die nicht mehr ohne sdulen-
chromatographische oder DC-Vorreinigung aufgetragen werden kénnen.

Da die beschriebene Umwandlung in fluoreszierende Verbindungen wohl auf
Al,O4 nicht jedoch auf SiO, eintritt, kann angenommen werden, dass hierzu eine
zumindest schwach basische Reaktion des Sorptionsmittels erforderlich ist.
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ZUSAMMENFASSUNG

Testosteron und e¢pi-Testosteron wurden auf Aluminiumoxid DC getrennt.
Nach dem Erhitzen der Platten wihrend 20 min bei 180° werden Testosteron und
andere A¢-3-Ketosteroide unter langwelligem UV (366 nm) durch eine hellblaue
Fluoreszenz (Amax. = 440 nm) angezeigt. Diese neue, sehr empfindliche Reaktion
ermoglicht es, Testosteron aus dem Urin ohne Vorreinigung mittels DC Direkt-
auswertung zu bestimmen. Die Nachweisgrenze kann mit etwa 5 ng angegeben werden.
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