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Trennung van htradiol- und htriolepimeren 

Die Trennung von &trogenen mit Hilfe der Gelchromatographie ist in letzter 
Zeit von verschiedenen Autoren beschrieben worden. Hierbei zeichnen sich hinsicht- 
lich der Trenntechnik zwei verschiedcne Verfahrensweisen ab. Auf der einen Seite 
werden die Prinzipien dcr als Gelfiltration l-3 bekanriten Methode beibehalten : die 
C)strogene werden aus wassrigen Proben an die Gelmatrix adsorbiert und anschlies- 
send-ebenfalls im w&srigen Medium- fraktioniert eluiertq-‘. ,Andererseits kann die 
Trennung der t)strogene in Sephadex LHizo-S%ulen durch organische .Lijsungsmittel- 
systeme erfolgen 313. 
Ustriol getrennt, 

Mit beiden Verfahren wurden bisher t)stron, &tradiol-I7p und 

Im Hinblick auf die Fertilit~tsprobleme bei den Haustieren, bei denen ustra- 
diol-r7a verbreitet ist, erscheint uns die Trennung von t)stradiol-17a,und -17p durch 
ein einfaches Verfahren, wie es die Gelchromatographie darstellt, wtinschenswert, 

Eigenc Untersd8a4v~gen 
M&!+nE zcnd Methoden. In der vorliegenden .Arbeit wurden die nachstehend 

aufgeftihrten Abktirzungen verwendet : E, = ustron &Hydroxy-oestra-1;3,5(Io)- 
trien, I7-on)* ; E,a = &tradiol-r7a (Oestra-I,3,5(~o)-trien,,3,i7a-diol)*; E,/3 4 ustra- 
diol-I7P (Oestra-1,3,5(Io)-trien, S,Ic/,%diol)*; E, = &trio1 (Oestra-r’;3,5(ro)-trien, 
3,16ct,r7@-triol) * ; 16E3 = r6-Epi-&trio1 (Oestra-r,3,5(ro)-trien,: 3,16,3,i7&triol)**; 
16,17E, = 16,x7-Epi-&trio1 (Oestra-r,3,5(ro)-trien, 3;16/3,17u-triol) ** ; 17E3 = 17- 
Epi-&trio1 (Oestra-1,3,5(Io)-trien, 3,16u,l7u-triol)T*. 

Pa&wag ugad Beladzcng der Siizclen. Eine geeignete Menge Sephadex LH-20 
wurde in destilliertem Wasser suspendiert und von Feinpartikeln befreitl. Die SBulen 
iur .Trennung von ,ustriol, ustron und’&tradipl-1 j/j’ (9 x ‘250 mm) und zur Trennung 
von ustradiol-I7u und -178 (IO .x 600 mm) .packten wir bei 25” mittels eines aufge- 
steckten Trichters3. Besondere Sorgfalt erfordert die Packung der S&ulen zur Tren- 
nung von &triolepimercn, die bei 55” vorgenommen werden sollte. Alle Liisungen 
und die Sephadexsuspension sind zu entgasen, urn eine Zerstijrung der Gelpackung 
durch Blasenbildung auszuschlicssen. Zur Kontrolle des Elutionsverhaltens wird eine 
Parallels%.rle mit IO bis 25 pug der zu trennenden t)strogene in IO bis 500 ml 0.15 n/z 
Azetatpuffer (pH 4.2) beladen. Bis zu 10% Ethanol kijnnen in der Probe enthalten 
sein. Auch IOO ml Harnproben von Hundent kijnnen nach ‘der 9Enzymhydrolyse1 ohne 
Reinigung $ur &trogentrennung verwen’det w&den: ,Das Probenmaterial muss, par- 
tikklfrei, sein, urn ein Vdrstopfen der Trenn&ulen iu vermeiden. Die’ Efution der ad- 
sorbierten ustrogene ‘wir,d mit 0.02 N NaOH bei einer ‘Pliessgeschwindigkeit van ‘etwa 
15 ml/Std.’ ‘vorgenommen, Die’ Elutionskurven der als, Phenolationen austretenden -; 
&l&gene w&den im ‘Uvicord II bei 254’ nm aufge&iclin&..’ ‘%?ur “Verst~,rku’ng’: des 
Ausscdlages wird eine ‘Rechteckzelle mitio’mm Lichtweg eingesetft ’ (Hellma GmhH,, 
Mtillheim/;Baden, B.R.D.) und die ‘maximile ‘Skalensprekung des 'Schieibers aimtie- 
n&tii,, ” ;a ” (. ., . . 
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Fig. I, Trcnnung yen t)stradiol- und t)striolepimeren durch Gel~hromatographie. (a) Trcnnu& 
von t)striol, ‘t)stron, t)stradiol- 17~ und t)stradiol-17/I; IO x 6oo’mm Stlule, 25”. (b) Trcnnung 
von astriol, t)stron.und t)stradiol-17j3; g x 250 mm Sttule, 25’. (c) Tronnung van t)striolepimeron; 
Iq x Go0 mm Skiule, 55O. 

,. 
Trenm&f vos &viol, @trout, t)stvadioJ-.r7a wad -r7P. Diese vier im Ham, von 

Haustieres am h&ufigsten vorkommenden ,&trogenc werden in IO x 660 mm Sepha- 
dex LH-StluIen. bei 25” getrennt (Fig: Ia). Die Probenzufuhrun& erfolgt wie oben 
beschrieben ’ in’ o$,‘iM Azetatpuffer (PH 4.2): E’xtrakte aus organischen .L&ungs- 
niitte@ y@rden erst in 4.5: ml q,oz’iV NaOH aufgenonimen und, danach, mit 9.5 ,ml 
1.5 M: ,A+zatpuffer)($H 4.2) auf,pH’4.2 eingestellt. ‘Zur Trennunglder obengenannten 
&trogene,,sind, ettia,,~io>m!, 0~02, .?( NaOH erforderhch.‘, ’ * 

Tvennzchi v&a &?iiol, tfstvovc z&d &radii&z.y/3. Diese drei dstrogene’k&&i’in 
kleineren Sephadex LH zo-SQulen (g x 250 mm) bei 25” voneinander getrennt wer- 
den (Fig. rb). Als Eluant verwenden wir ebenfalls 0.02 N, NaOH. Zur Trennung sind 
etwa 55 ml erforderlich. , ,.’ 

., I. 
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Tmnnzmg van dstviol, z6-Efii-iistriol wad ry-Xfii-iistviol bzw. 
Drei der vier t)striolcpimeren kGnnen an Sephadex LH 20 getrennt 
Die Separation wird in einer IO x 600 mm Ssule bei 55” mit 160 
vorgenommen. 
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16,17-E+ijstriol. 
werden (Fig. IC) . 
ml 0.02 iV NaOH 

Ergcbnissa wm? Diskussion 
Die Trennung der bei Haustieren wichtigen ostrogene ostriol, astron, &tra- 

diol-r7a und -17p gelingt in IO 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 ustradioi-1ju -mid -q!? erfolgt zu mehr als 98%. &trio1 und ustron sowie &tron 
und ustradiol-r7a sind in jedem Falle quantitativ voneinander g,etrennt. Die ersten 
57 ml des Eluats enthalten keine ustrogene. Danach werden die’ vier ustrogene ge- 
trennt eluiert. Das Gesamteluat betragt 150 ml. Die Elutionsdaten bleiben bei kon- 
stanter Temperatut’ und angemessener Elutionsgeschwindigkeit (etwa 15 ml/Std.) 
monatelang unvergndert. Zur Prtifung der Trennjualitat hat sich in unseren Ver- 
suchen die Verwendung eines’ UV-Photometers (Uvicord II, 254 nm) bewiihrt, das 
direkt mit dem S&ulenausgang verbunden wird. Die ustrogene kijnnen so ohne zus&tz- 
lichen manuellen Aufwand registriert werden. Diese Technik kann nur bei Parallel- 
saulen angewandt werden, die mit Reinsubstanzen beschickt worden sind. ‘Bei bio- 
genem Material werden die ustrogene von anderen Verbindungen iiberlagert. Auch 
bei den in Azetatpuffer aufgenommenen Reinsubstanzen tritt vor der Elution der 
ustrogene ein unspezifischer Gipfel auf. Da nach Angaben des Herstellers das Gel 
nur bis etwa pH IO stabil ist, kann es sich hierbei urn Spu’ren von Hydrolyseprodukten 
des Sephadex handeln. . 

Die Spezifitgt der aufgezeichneten Kurven wird durch Fluorimetrie und Kolori- 
metrieO sowie durch Mobilitatspriifung auf Kieselgel-Dtinnschichtplatten hinreichend 
gesichert . Andererseits kann das Verhalten der t)strogene bei der Gelchromatographie 
zu ihrer Charakterisierung herangezogen werden. Die Wiederfindungsrate der zuge- 
setzten ustrogene betr&gt 95.5% bei urinfreien Standardproben und 85.6 bis 90.4 
(-& 2.2 bis 2.7) bei Harnproben von Hunden’. 

Die Auftrennung der in der humanmedizinischen Routinediagnostik wichtigen 
t)strogene (ustriol, t)stron und ustradiol-x7@) kann in kleineren Sephadex LH 20- 
Sgulen (g x 250 mm) erfolgen. Nach einem Vorlauf von 22 ml erscheinen die drei 
ustrogene getrennt bis zum 55. ml. Dieser Trennprozess nimmt nur etwa 34 Std. in 
Anspruch. Die ustriolfraktion kann bereits nach 2 Std. vorliegen. Dieses Verfahren 
&hnelt der Methode von VAN BAELIZN et al .4; doch ist durch die Senkung des pH- 
Wertes der Probe die ustrogenadsorption verstarkt und erlaubt die Verwendung 
grosser Probenvolumina’. Durch die Erhijhung der OH-Ionenkonzentration des 
Elutionsmittels ist die Laufgeschwindigkeit der ustrogene erliiiht, Trotz eines erheb- 
lich geringeren Elutionsvolumens (55 gegentiber 200 ml) erh$i.lt man eine gleichwertige 
Trennung der drei &trogene (Fig. Ib) . 

Die Trennung von drei &,triolepimeren wird durch die Erhijhung der %ulen- 
temperatur auf 55” in IO x 600 mm Saulen erreicht, Hierbei befindet sich das Gel 
in einem geringeren Quellungsiustand, wodurch die Retardation der ustrogene ver- 
st&rkt wird. Da ustradiol-I7a und -17rC3 nur sehr schwer bei dieser Temperatur.eluiert 
wcrden kijnnen, empfiehlt sich .die Vortrennung von ustriol? ustron und t)stradiol-q3 
in einer g x 25o mm S&tile. 
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Diese Untersuchung wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinscl~aft sowie 
aus Forschungsmitteln des Landes Niedersachsen gefsrdert. 

IClinik fiir Gebacrtshilfe wad GyniilcoZogie des Rindcs 
(i~t Richard-Giitze-Haus) *, Abtsilzmg fiir A~~gewandte 
E~adoizrinologie’* acnd Instit24t fiir Parasitologic * * *, 
Tieriirxt&he Hochschu~e, Hamaover (B.R.D.) . 
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