
Cruppentrennung von Steroidhormonen und Stilbenen aus biologischem 

Material 

Bri dcr Bestimmung van freien Steroiden und Stilbencn in biologischem Gc- 
xebe treten -je nxh Herkunft des Materials- erhebliche Sch\vieri&iten durch 
stiirende BegIeitkomponenten auf_ So werden z-B_ ;lus Lebergtxebe such gosse 
Mengen an fipidhaltigen Substanzcn (.Phospholipide)_ Galicns;t?uren und GaIlent~~rb- 
stoffen mitestrahicrt_ die SOR-oh1 dir spsteren Tremxmgcn :A :~uch Fttrbreaktionen 
stiiren kiinnen. 

In der Lebcn2;~iittelantll~tik kvcrilen zudem Methoden bcn6tig_ niit dCZIlt?il ini 
Fleisch \-on Schlachttieren _Androgene und krosene nztchgexviesen und bestimmt 
werden k8nnen. die auf sine Bchrmdlung der Ticrc rnir Ster~,idhornloncn hinwciscn. 

Da hiiuft ig an Steile van krogenen Anabolika verfiittcrt wvrdcn. \\obci dcr Uterus- 
\V:‘achstumstcst versqt_ miissen die kompiesen Systeme erst \-orgctrennt uwden_ 

\venn sic ~lschrom~togrtlphisch bziv. diinnscl~icl~tchro~n~~t~~~r~~pl~isch-dl~ 
:rnrrIysicrt akx-;ferr soIlen_ 

&i gllrtnnlichrn Tieren miisstn nebcn den n~itiirlichcr~veisc vorhandenen 
Androgeaen eventuell tlpplizierte Ostrogene und bci wiblichcn cntsprcchend nebcn 
&trogenex die appliziertm Androgene erfasst werden_ Fiir die Beurtcilung sind 
ncbcn ticn Horrnonen jcdoch such ihre Metaboliten \vichtig. bci Testosteron also 
z-B_ Androstcron und %iochoIanon_ Die fiiis?;igchromata~rnpl:i?;che Auftrennung 
his zu den einzelnen Steroiden_ wie sie mit Hilfe \-on Srphades LH-20 iPhr~rm:tci:t_ 
Uppsaltl. Sch\veden) rm Nanograrnmbererch mitt& radioaktiv markicrtsn Derivaten 
reaiisiert wurde’-‘_ ist fi.ir die Praxis vie1 zu auf\vendig Es gcniigt ein Trennvcrfahrcn_ 
das zxischcn den Androgenen und krogenen differenziert. damit anschliessrnd 
innerhalb eintr Gruppe Sa”‘hroll?ato~r:Iphisch analysiert werden Iann_ Da bier 
beschriebsnc cinikhe TrennverEthren climiniert die im biologischsn Material in 
cvossem Ubcrschuss vorhandenm StBrkomponenten (Trigluccride. Phospholipidc. -_ 
GalIenkiuren_ Gallenfxrbstoffc usw.~ und liefert eine Gruppentrennung zakchen 
Androgenen und &trogenen_ 

EXPERlblENTELLES 

Vorrrefurrulg ZLN- .En~fiw~mg h- PhorphoIri,id~~ 
Da Phospholipids und Triglyceride die Gruppentremiung stiiren. miissen 

sie entfernt wxden_ Eei Trigiyceriden geschieht dies durch $instige Wahl des Es- 
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traktionsmediums Ib;thanol_ In Estrakten aus Muskelfleisch ist dann der restlick 
Ant&l an stkenden Lipiden so gering. dass sie direkt zur Gruppentrennung eingc- 
setzt lverden kiinnen. Leberestrakte lverden dagegen erst in Tetrrthydrofurzm (TH F) 
gel&t auf eine mit THF t?quilibrierte Pol,vin~lacetatst7ule (Merckogel6003. !Llerck. 
Darmstadt_ B.R.D.) aufgebrxht und mit dem $eichen L&ungsmitteI eluiert. Steroide 
und Stilbene laufen ~emeinsam. Publikation in Vorbereitung_ 

7 g Sephades LH-20 werden in das Elutionsmedium I (EM 1) ( Heptan-Chloro- 
for~n-~letl~anol-~~f~~~ser_ 1OO:lOO:l :I : modifiziert nach Murphy’) eingeriihrt und 
mindestens 2.5 h gequollew bevor sie in ein Trennrohr van etwa 10 mm Durchmesser 
eingefiillt werden. Der Rohrdurchmesser sollte I5 mm nicht untcrschreiten_ da 
sonst beim Uberztlng auf das 1_ EIutionsnwdium (Dicl~Iormethrtn-.etfi~~~lo(, 95:Sj 
kderungen im Quellgrad zu Rissen im Gel fiihren. Van den1 Estrukt bzw_ deni ein- 
geengten Eluat der Vortrenmm, ‘1 kverden 2 ml auf die Fiillung aufgebracht und mit 
50 ml EXI 1 die Androgene gcmeinsam mix den Gestaenen und tmschliessend Init 

60 ml EM Z ciic ktrogene aus der Siiule eluiert. 

ERGEBNISSE 

Wie ctie diinnschicf~tcl~rornato~r~pl~ische Anal;se der in einzeinen Portionen 
aufgekuiyenen heiden Elutio!h;fr~~tior~~~~ zeigt ( Fig_ 1). sind die ijstrogene voll- 
stiindi~ van den b&fen :inJeren Hot-nionyruppen ~ vtrennt lvorden. Fiir Routineun- 
tcrsuchun~en \verden jedoch nur die b&n Gesamtfraktionen 5 crei;ondei-t :tuf..ef:m- 

Elutionsmirtel 1 Eiutionsmirrel 7 

Fig. l_ Diinnschichtchrom~tto~r~tp~iis~~~~ Kontrollr dcr Gruppenrrennun, *I Androgetx, iisrrogcnc 

nach Chronxuogrrtphir nlit Srphddes l-H-20 :tus eintxn Lebercsrrakt (Kaib). ZUS~I~Z 1 mg jc 

Subsranz (frcis Srrroidc). Schicht: Kissrlgsl~~.~ (Fcrtigplattc hlcrck, Darmsradt. B.R.D.), xichr 
ttktiviert. Laufmittel: Ehl 1 und EM 2 (s_ Test). Nxhweisr Spriihen mit Anisaldrtl~d-Sch\et-~I- 
s&u-c-Eisrx.sig (I rl: fOO)r era mit Fiihn. dam im Trockcnschrmk 5 min bei 150’ crw&men und 
Fwbentwicklung beobachten; Zuordnung nnch Lit_ 7. I= Androstsndionr 1= Progcxtcronr 
3= Cholesterin: 4= Androsteron: 5~ 17-z Hydrosyprogesteron: 6= Dihydrotestosteronr 7= 
Testosteron: S= &won: 9= &tradiol; lO= Di5thylsrilbiisrrol; 1 l= HcsGstrol: I?= &triol_ 
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40 35 - 32 28 2; 20 i6 I.2 s . 4 tin 

Fig. 2. Gaschromztrogr~phische Am&se der SiI_\-Krhcr der ~.ifrogwKrakrion xus dcr Gruppzn- 
trennung der Srrroide mir Ssphxdcs J-H-IO (nnsh Vortrcnnun, am mit Mzrckogtl 6OOOi. Die &WO- 
gene wurdm einem Lebrrhomogenat vor der Estrrtkrion zugesetzr. Trembcdingurg~n: Tcmprra- 
turgradirnt 2.5,Imin van X0-270’_ Probe: ! _~lr Gastiuss: 40 ml N-l: Empfindlichkcitr 16: SrTuls: 
5 m Glas lyiig brlegt mit Phase OV-17 auf Chromosorb G HP_ Vorschuhr 0.5 cm min_ Krine 
NullinienLorrckrur_ ohnr Integr;ttor_ Peskbezrichnung: I = Hcsiistrolr 2= Diiith~lstilbiistrolr 
5=&.tron: 7=dxr;ldiolr S=&triol_ 

<*en und nach Einengen ~schromatographisch anaivsiert. In Fig. Z is das Gaschro- = __ 
matogramm der Ojtrogenfraktion kviederzegeben. Sol1 die Methode an ein ncuartiges 
Untersuchun~smaterial adttptier t werden_ dann ist im ersten Trennungsgang das 

EIuat wie in Fiz. I portionsweise diinnschichtchromatoqiphisch zu iiontrollirrcn. 
Da die gaschromatographische Trennung der Steroide in Form ihrer Silykither 

an Diinnfilmkapillnren aus C&s2 aufwendig und kostspielig ist_ empfehlen N ir selbst- 
u,spackte Glassiiulen (Liinge 5 m. Durchmesser 1-52-O mm) und l-3:.. I?elegung 
mit OV-IFPhase’_ Werden Metalis~ulen benutzt. dann ist bei sauerstoi~‘hr~lti~en 

Steroiden mit ArtefXtbildung und Verlusten zu rechntn’. 
Mit diesem VerFahren wurden an Schlachttiere verfiitterte Steroide und Stil- 

bene in deren Leber und Muskelileisch nachgewiesen_ Mit Zusr?tzen van freien und 
konjugierten Steroiden wurden die Ersebnisse kontrolliert und durch diinnschicht- 
chromtltographische Analyse in mehreren Systemen und mit verschiedenen Fzrbe- 

reaktionen7 sowie im Falle van DitlthyIstiibGstroi such durch Infrarotspektroskopie 
gesichert. Publikation in Vorbereitung. 
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