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CHROM. 6023
Trennung von Ostradiol- und Ostriolepimeren

Die Trennung von Ostrogenen mit Hilfe der Gelchromatographie ist in letzter
Zeit von verschiedenen Autoren beschrieben worden. Hierbei zeichnen sich hinsicht-
lich der Trenntechnik zwei verschiedene Verfahrensweisen ab. Auf der einen Seite
werden die Prinzipien der als Gelfiltrationl-2 bekannten Methode beibehalten: die
Ostrogene werden aus wassmgen Proben an die Gelmatrix adsorbiert und anschlies-
send—ebenfalls im wissrigen Medium—fraktioniert eluiert!~7. Andererseits kann die
Trennung der Ostrogene in Sephadex LH-20-Siulen durch organische Lésungsmittel-
systeme erfolgen®®, Mit beiden Verfahren wurden bisher Ostron, Gstradlol-17/3 und
Ostriol getrennt.

Im Hinblick auf die Fertilititsprobleme bei den Haustieren, bei denen Ostra-
diol-17a verbreitet ist, erscheint uns die Trennung von Ostradiol-17a und -x78 durch
ein einfaches Verfahren, wie es die Gelchromatographie darstellt, wiinschenswert.

Eigene Untersuchungen :

Material und Methoden. In der vorliegenden Arbe1t wurden die nachstehend
aufgefuhrten Abkiirzungen verwendet: E, == Ostron (3-Hydroxy-oestra-1,3,5(10)-
trien, 17-on)*; Eya = Ostradiol-17a (Oestra-1 3 5(10)-trien, 3,17a-diol)*; E,8 = Ostra-
diol-178 (Oestra-1,3,5(x0)-trien, 3,176-diol)"; E; = Ostriol (Oestra-1,3, 5(10) trien,
3,16a,17B-triol)*; 16E, = 16-Epi-dstriol (Oestra- ,3,5(10)-trien, 3, 16,3 17f-triol)**;
16,17E,; = 16 17-Ep1-ostr101 (Oestra-1,3,5(10)- trlen, 3, 16/3 I7a-tr101) " I7E;, = 17-
Epi-6striol (Oestra-1,3,5(x0)-trien, 3,16a,17a-triol)"" :

Paclmng und Beladung dev Sdulen. Eine geelgnete Menge Sephadex LH-20
wurde in destilliertem Wasser suspendiert und von Feinpartikeln befreit!. Die Sdulen
zur Trennung von Ostriol, Ostron und Ostradiol-178 (9 X 250 mm) und zur Trennung
von Ostradlol-x7a und -178 (10 X 600 mm) packten wir bei 25° mittels eines aufge-
steckten Trichters3. Besondere Sorgfalt erfordert die Packung der Sdulen zur Tren-
nung von Ostriolepimeren, die bei 55° vorgenommen werden sollte. Alle Lésungen
und die Sephadexsuspension sind zu entgasen, um eine Zerstérung der Gelpackuhg
durch Blasenbildung auszuschliessen. Zur Kontrolle des Elutionsverhaltens wird eine
Parallelsiule mit 10 bis 25 ug der zu trennenden Ostrogene in 10 bis 500 ml 0.15 M
Azetatpuffer (pH 4.2) beladen. Bis zu 10%, Athanol kénnen in der Probe enthalten
sein, Auch 100 ml Harnproben von Hunden? kénnen nach der Enzymhydrolyse! ohne
Relnlgung zur Ostrogentrennung verwendet werden, Das Probenmaterial muss par-
tikelfrei sein, um ein Verstopfen der Trennséulen zu vermelden Die Blutxon der ad-
sorbierten (jstrogene w1rd mit 0.02 N NaOH bei einer I‘hessgeschwmdlgkmt von etwa
15 ml/Std vorgenomrnen D1e Elutlonskurven der als Phenolatwnen wustretenden
Ostrogene werden im Uvicord II be1 254 nm aufge7elchnet Zur’ Verstarkung des
Ausschlages wird éine Rechteckzelle m1t I0 mm Llchtweg emgesetzt (Hellma GmbH,
Mullhelm/Baden B.R.D.) und dle maxnnale Skalensprelzung des’ Schrexbers ausge-
nut7t ' ‘
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1‘1g Trennung von Ostradiol- und Ostnolepxmeren durch Gclchromatograplue (a) Trcnnung
von Ostriol, Ostron, Ostradiol- 17a und Ostradiol-178; 10 X 600 mm Si#ule, 25° (b) Trennung
von Ostriol, Ostron.und Ostradxol-nﬂ 9 X 250 mm S#ule, 25° (c) Trennung von Ostnolepxmercn,
10 X 6oo mm SHule, 55°. , . . _

Tremmng von Ostriol, Ostron, 0stradzol—r7a und -17B. Diese vier im Harn von
Haustieren am hauﬁgsten vorkommenden Ostrogene werden in I0 X 6oo mm Sepha—
dex LH-Sﬁulen bei 25° getrennt (Flg 1a). Die Probenzufuhrung erfolgt wie oben
beschneben in 0.15 M Azetatpuffer (pH 4. 2) Extrakte aus organischen Losungs-
mltteln werden erst in 4.5 ml 0.02 N NaOH" aufgenommen und danach mit 0.5 ml
15M Azetatpuffer (pH 4.2) auf pH 4.2 eingestellt. Zur ’I‘rennung der obengenannten
Ostrogene sind etwa, Iso ml 0.02 N NaOH erforderhch .
kleineren Sephadex LH 20 Sédulen (9 X 250 mm) be1 25° voneinander getrennt wer-
den (Fig. b). Als Eluant verwenden wir ebenfalls 0.02 N NaOH Zur Trennung sind
etwa 55 ml erforderlich. _ .
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Trennung von Uslriol, 16-Epi-ostviol und 17-Epi-istriol bzw. 16 I7-Epi-Osiviol.
Drei der vier Gstrloleplmeren koénnen an Sephadex LH 20 getrennt werden (Fig. 1c).

Die Separation wird in einer 10 X 600 mm Séule bei 55° mit 160 ml 0.02 N NaOH
vorgennmmen.

Evgebnisse und Diskussion

Die Trennung der bei Haustieren wichtigen Ostrogene Ostriol, Ostron, Ostra-
diol-17a und -17f gelingt in 10 X 600 mm S#ulen aus Sephadex LH-20 bei einer
Temperatur von 25° und 0.02 N NaOH als Eluant. Die Trennung der Fraktionen
von Ostradiol-17¢ und -178 erfolgt zu mehr als g8%,. Ostriol und Ostron sowie Ostron
und Ostradiol-17a sind in jedem Falle quantitativ voneinander getrennt Die ersten
37 ml des Eluats enthalten keine Ostrogene. Danach werden die vier Ostrogene ge-
trennt eluiert. Das Gesamteluat betrigt 150 ml. Die Elutionsdaten bleiben bei kon-
stanter Temperatur und angemessener Elutionsgeschwindigkeit (etwa 15 ml/Std.)
monatelang unverédndert. Zur Priifung der Trennqualitit hat sich in unseren Ver-
suchen die Verwendung eines UV-Photometers (Uvicord II, 254 nm) bewihrt, das
direkt mit dem Sédulenausgang verbunden wird. Die Ostrogene kénnen so ohne zusitz-
lichen manuellen Aufwand registriert werden. Diese Technik kann nur bei Parallel-
sdulen angewandt werden, die mit Reinsubstanzen beschickt worden sind. Bei bio-
genem Material werden die Ostrogene von anderen Verbindungen iiberlagert. Auch
bei den in Azetatpuffer aufgenommenen Reinsubstanzen tritt vor der Elution der
Ostrogene ein unspezifischer Gipfel auf. Da nach Angaben'des Herstellers das Gel
nur bis etwa pH 10 stabil ist, kann es sich hierbei um Spuren von Hydrolyseprodukten
des Sephadex handeln.

Die Spe21ﬁtat der aufgezeichneten Kurven wird durch Fluorimetrie und Kolori-
metrie® sowie durch Mobilitdtspriifung auf Kieselgel-Diinnschichtplatten hinreichend
gesichert. Andererseits kann das Verhalten der Ostrogene bei der Gelchromatographie
zu ihrer Charakterisierung herangezogen werden. Die Wiederfindungsrate der zuge-
setzten Ostrogene betrdgt 95.5% bei urinfreien Standardproben und 85.6 bis go.4
(& 2.2 bis 2.7) bei Harnproben von Hunden?.

Die Auftrennung der in der humanmedizinischen Routinediagnostik wichtigen
Ostrogene (Ostriol, Ostron und Ostradiol-178) kann in kleineren Sephadex LH 2o-
Sidulen (9 X 250 mm) erfolgen. Nach einem Vorlauf von 22 ml erscheinen die drei
Ostrogene getrennt bis zum 55. ml. Dieser Trennprozess nimmt nur etwa 3} Std. in
Anspruch. Die Ostriolfraktion kann bereits nach 2 Std. vorliegen. Dieses Verfahren
dhnelt der Methode von VAN BAELEN ¢/ al.4; doch ist durch die Senkung des pH-
Wertes der Probe die Ostrogenadsorption verstirkt und erlaubt die Verwendung
grosser Probenvolumina’. Durch die Erhéhung der OH-Ionenkonzentration des
Elutionsmittels ist die Laufgeschwindigkeit der Ostrogene erhéht. Trotz eines erheb-
lich geringeren Elutionsvolumens (55 gegeniiber 200 ml) erhilt man eine gleichwertige
Trennung der drei Ostrogene (Fig. 1b).

Die Trennung von drei Ostriolepimeren wird durch die Erhéhung der S#ulen-
temperatur auf 55° in 10 X 600 mm S#ulen erreicht. Hierbei befindet sich das Gel
in einem geringeren Quellungszustand, wodurch die Retardation der Ostrogene ver-
stirkt wird, Da Ostradiol-17a und -178 nur sehr schwer bei dieser Temperatur eluiert

werden kénnen, empfiehlt sich-die Vortrennung von Ustrlol Ostron und C')strad1ol-1:7,3
in einer 9 X 250 mm Séule.
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