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CHROM. 5705 
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D. EGG UND H. I-EUCK 
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Innsbruck (bstcweiclr) 

(Eingcgangen am 9, September 1971) 

SUMMARY 

New ji!wovi~net~ic determination of a&nary testosterone ly tltidayer demitometry 

Testosterone and epi-testosterone were separated on thin layers of aluminum 
oxide. After heating the plates for 20 min at 180’ testosterone and other d4-3-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. 

EINLEITUXC; 

Auf Aluminiumoxid-Platten, die von dem E. Merck-Laboratorium zur Trennung 
von Testosteron und e$i-Testosteron empfohlen werdenl, wurde die interessante 
Beobachtung gemacht, dass nach dem Erhitzen derselben die Testosteronzonen 
unter langwelhgem UV-Licht eine hellblaue Fluoreszenz aufwiesen. In diesem Falle 
waren keinerlei Sprtihreagenzien verwendet worden. Systematische Untersuchungen 
ergaben daraufhin, dass es sich hier urn eine gruppenspezifische Reaktion auf alle 
n4-3-Ketosteroide, wie Testosteron, e+Testosteron, 4-Androsten-3,z7-dion, Proges- 
teron und diverse Corticosteroide handelt. Eine erheblich geringere Fluoreszenz 
zeigten au& dG-ungesgttigte Steroide, wie 5-Androsten-3p,I+diol, Dehydroepi- 
androsteron, 5-Pregnen-g/3-ol-2o-on und Cholesterin. Von zahlreichen anderen 
untersuchten Steroiden wurde nur noch das gp-Androstan-3,qdion durch eine 
schwa&e Fluoreszenz angezeigt. Auf Kieselgelplatten hingegen konnte kein Steroid 
durch eine ausschliesslich thermische Behandlung, d.h. ohne Zuhilfenallme 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 
Estraktion 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. relativ hoher Messgenauigkeit und 
guter Reproduzierbarkeit mit Vorteil bei der klinischen Diagnostik einsetzen lassen. 

. 
METNODLK 

30 ml des ktihl aufbewahrten 24 h-Harnes wurden mit Eisessig auf pH 5 ein- 
gestellt und mit 2 ml I M Acetatpuffer von pH 5, 2 ml &Glucuronidasel&ung mit 
IO ooo Fishman-Einheiten und 2 Tropfen Chloroform versetzt. Anschliessend wurde 
15 h bei 45” inkubiert und die freigesetzten Hormone zweimal mit 20 ml Chloroform 
ausgeschtittelt. Die vereinigten Extrakte wurden nacheinander je zweimal mit 5 ml 
0.1 N NaOH und ,mit 5 ml 0.1 N HCl gewaschen. Die iiber Na,SOd getrocknete 
LBsung w&de im Vakuumtrockenschrank bei 40” eingedampft, der Riickstand mit 
2 x 3 ml Aceton in ein Spitzkijlbchen iiberftihrt 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- 
konjugates abgetrennt werden. 

, 

D~~rtscltichtchromatogyap~~sclte Trefmung 
Die dtinnschichtchromatographische (DC)-Trennung wurde auf lufttrockenen 

Aluminiumoxid-platten F,,, (Typ T) der Fa. E. Merck, Schichtdicke 0.25 mm, in 

einer Trogkammer ‘durchgeftihrt. ,Als Laufmittel bewghrte sich Benzol-EssigsZure- 
athylester (I : I). Zur optimalen Trennung von Testosteron und ep&Testosteron emp- 
fiehlt es sich, ohne Kammers5ttigung bei nur einer Platte im Tog zu arbeiten. 
Unter diesen Bedingungen hatten die eingangs genannten Steroide folgende RJP- 
Werte : Corticosteroide einschliesslich Aldosteron o, e$i-Testosteron 0.34, Testosteron 
0~42, 4-Androsten-3,r7-dion 0~74, Progesteron o.81; g-Androsten-3fl,r+diol 0.28, 

Dehydroepiandrcsteron 0.48, 5-Pregnen-3P-ol-zo-on 4.52, Cholesterin 0.64 und s/3- 
Androstan-3,r7-dion 0.81. Daraus ltisst sich die gute Abtremiung desTestosterons von 
den tibrigen durch Fluoreszenz angezeigten Verbindungen entnehmen’. 

Zur Testosteronbestimmung wurde der Abdampfr&kstand in IOO ,ul &hanol 
g&t, davon 4 ,ul (2 x i ~1 unter Zwischentrocknung) mittels einer IO-$ Hamilton- 
spritze, auf die DC-Platte aufgetragen, ausserdem 0.1 pg Testosteron als Standard. 
Entwickelt wurde bis zu einer Laufstrecke von 12 cm. ,’ 

Urn. Testosteron anschliessend unter optimalen Bedingungen in eine fluores- 
zieren,de Verbindung zu tiberfiihren, wurde die lufttrockene Platte 20 min bei 180~ 

auf einer ,abgedeckten Laborheizplatte mit einer Abmessung von 24 x 24 cm2 erhitzt. 

Qua+atitati& Direktauswertti~ag a?er Fhoveszenz 
Zur Abtastung der unter einer Quarzlampe markierten Fluoreszenz wurde ein 

“Camag-Z-Scanner”G in Kombination mit einem Zeiss PMQ-II-Spektralphotometer 
mit Quarzoptik eingesetzt, Die GerZteeinstellung war folgende: Anregungswellen- 
1Hnge 366 nni (durch, Filter ausgesonderte Hg-Linie), EmissionswellenlZnge 440 nm, 

.‘I 
*x Eine nahozu vollst$tndigc Trcnnung von Testostcron und e+Testosteron konnten wir durch 

iwoifach-Entwicklutig in der Roihenfolgc Riithylilthcr-Bcnzol (80 :20), Bcnzol-Essig&iurc~thyl- 
ester (I : I) 'im abgedichtoton Trog eticichen. 
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Pig. I. Eichkurvc cler Fluoreszcnzmcssung bis 125 ng Testosteron. 
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Fig. 2. Eichkurve der Fluorcszenzmessung im Bcrcich von 0.2-1.0 pg. 
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Blenden6ffnung des Scanners und des Monochromators I 
bei Aufgabemengen unter 100 ng 1500 x , Messvorschub 40 
30 mm/mm, Schreibermessbereich 5 mV. 

D. EGG, H. HUCK 

bzw. z mm, Verstgrkung 
mm/min, Papiervorschub 

Zur Aufnahme einer Eichkun-e wurden jeweils z ~1 verschieden konzentrierter 
Standardl&ungen aufgegeben. Die Messrmg der Fluoreszenz nach Entwicklung und 
thermischer Umwaudhmg ergab eine streng proportionale Beziehung zwischen regis- 
trierter Peakflgche, ausgewertet als Produkt von Hiihe und Halbwertsbreite, und 
der Menge im durchmessenen Bereich von 5 ng-1 pg (Fig. I und 2). Zur Auswertung 
der Peakfkichen wurde ein Papiervorschub von IZO mm/tin gewtilt. Aber such die 
Peakhiihe nahm linear bis 0.5 pg zu, sodass die quantitative Auswertung der Chroma- 
togmm.rne sehr einfach durchgefiihrt werden konnte. 

Die Nachweisgrenze, definiert als die Menge beim doppelten Ausschlag des 
mittleren Nullinienrauschens, kann mit etwa.5 ng angegeben werden. 

Fig. 3. DUnnschichtchromatogramm tines Urinextraktes, erhalten durch Fluoreszenzmessung. 
I = Auftragungsstclle; z = epi-Testostcron; 3 = Testosteron (33 ng) ; 4 = Verunreinigung an der 
L&xmgsmittclfront. 

Fig. 3 zeigt ein durch Fluoreszenzmessuug aufgenommenes Chromatogramm.. 
Urn die nach dem Auftragungsort erhirhte Untergrundstrahlung (Nullinie) zu erfassen, 
muss in der Laufrichtung ausgewertet werden, aber keinesfalls senkrecht dazu. 

Die Peakhiihe des Testosterons entspricht einer Aufgabenmenge von 33 ng bei 
einer Testosteronausscheidung von 42 c(g/z4 h (Alter der,Versuchsperson 35 Jahre). 
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ERGEBNISSE 

Rejwoduzierbnrkeit wad ‘C;ti:iedcrfhi!u~~g 
Urn eine Aussage fiber die Genauigkeit der Methode machen zu b8nnew, 

wurden vom 24 h-Warn einer weiblichen und einer m&nnlichen Versucbsperson 
zehn bzw. ftinf Proben zu je 30 ml entnommen. Die Ergebnisse der Testosteron- 
bestimmungen sind in der Tabelle I aufgeftihrt. Die angegebenen Zahlcnwerte ,geiben 
such bis auf eine sehr geringfugige Abweichung die auf die DC-Platte au~getragenew 
Testosteronmengen in Nanogrammen an. 

TABELLE I 

~IEHRFhCHBESTIMMUNGEN ZUR FEHLERRECHNUNG 

Reprodtcktions- 
IatClnmcY 

A!Ienge 
(pgl Tag) 

Ham I Ham II 

MC?ZgC 
(~Ag/looo 1121) 

Ham I -j- S2an.dm.d 

I 32.0 85.0 

2 1:: 29.6 62.5 

3 6.4 29.0 96.9 
4 7.3 32.6 ss.7 

“6 
7.4 36.3 94.4 
S-5 

z 
4.6 
4.6 

9 7.4 
IO 4.6 

Jiittelwcrt 31.9 I 89.5 
S-D. (%) & t:; z!z 2.9 & 6.1 

Aus Tabelle I geht hervor, dass die Standardabweichung (S.D.) in ei,genartiger 
Weise von der Menge gn abh&l,ngig ist. Die graphische Darstellung dieses Zusammen- 
hanges in Pig. 4 ergibt eine Gerade, die nicht durch den Nullpunkt g&t. 

Es gilt demnach folgende mathematische Beziehung: 

S.D. = nao _t 1~2 

mit 9n, = 1.1 ng und k = 0.056. Die Standardabweichung setzt sic11 bier aus zwei 
Anteilen zusammen : m,, ah eine mengenunabh2ngige Grijsse, welche auf das Nullinien- 
rauschen (Messfehler) zuriickgeftihrt werden kann, und die der Menge pr~portionale 
Grijsse kjjz des Analysenganges. Bei km + q, nimmt S.D. den konstanten Weti van 
&- 5.6 o/o an. Die praktische Bedeutung dieser Gleichung besteht darin, ‘die erforder- 
lithe Aufgabenmenge berechnen zu kijnnen, urn eine vorgegebene Standardabwei- 
chung zu erhalten, wie z.B. 25 ng bei S.D. = -& IO %. 

Zur Ermittlung der Wiederfindung wurden vor der Extraktion zu fiinf 3o-ml 
Proben des Harnes I jeweils 3 ,ug Testosteron-Standard gegeben, entsprechend 
IOO pg/rooo ml, und daraus das Testosteron wie beschrieben bestimmt. Nach Tabelle 
I wurden Sg.5 & 6.1 ,ug/rooo ml wiedergefunden. Nach Abzug des Leerwertes van 
5.7 /Ag/Iooo ml wird der korrigierte Wert von 83.5 ,ug/Iooo ml erhalten, was einer 
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Wiederfindung des zugesetzten Testosterons von 83.8 yO entspricht. Zur Eliminierung 
dieses VerIustfaktors empfehlen wir, die quantitative Bestimmung tiber einen inneren 
Standard, z.B. 4-Androsten-3,z7-dion, durchzuftihren. 

Q 33 100 ng 

Fig. 4. Standardabweichung in Abhlngiglteit von der hufgabcnmenge. 

DISKUSSION 

hnsofern als die beschriebene Analysenmethode von einer gruppenspezifischen 
Real&ion ausgeht, ist die Wahrscheinlichkeit einer uberlagerung durch andere 
fhroreszierende Substanzen entsprechend gering. Durch zweidimensionale Entwicklung 
mit Benzol-Essigs&xreM.hylester (I : I) einerseits und Chloroform andererseits konnte 
au& keine’ weitere Auftrennung des Testosteronflecks beobachtet w&den. Auch 
spreehen die Analysenwerte selbst gegen eine Oberlagerung. Bei acht Normalpersonen 
wurden beispielsweise die in Tabelle II zusammengefassten Werte der Testosteron- 
ausscheidung gefunden. 

Tk\BELLE IL 

TESZOSliERONWERTE VON NORMALPERSONEN .., 

Menge 
@g/24 w 

ES M 
16 M 33 
30 M 40 
35 B.T. 42 
4s M. 32 
33 F G 

34 
55 g 

I2 

7 
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Diese und andere bisher bestimmten \Verte stimmen mit den mittels spektro- 
photometrischer und gaschromatographischer Methoden gewonnenen Normalwerten 
iibereinG* 7. 

Andere gruppenspezifische Bestimmungsmethoden der da-3-Ketosteroide, die 
ebenfalls ohne Bespruhen der DC-Platte mit Reagenzien durchgefiihrt werden liarmen, 
wie die Fluoreszenzlijschung und die W-Remissions, erfordem wegen ihrer wesentlich 
geringeren Empfindlichkeit grisssere Probenmengen, die nicht mebr ohne sZ.ulen- 
chromatographische oder DC-Vorreinigung aufgetragen werden kannen. 

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

.hfar- 

Testosteron und e+Testosteron wurden auf Aluminiumoxid DC getrennt. 
Nach dem Erhitzen der Platten wghrend 20 mm bei ISOO werden Testosteron und 
andere d*-3-Ketosteroide unter langwelligem W (366 nm) durch eine hellblaue 
Fluoreszenz (a,,,, = MO nm) angezeigt. Diese neue, sehr empfindliche Reaktion 
ermoglicht es, Testosteron aus dem Urin ohne Vorreinigung mitt& DC Direkt- 
auswertung zu bestimmen. Die Nachweisgrenze kann mit etwa5ngangegeben werden. 
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