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FLUORIMETRISCHE TESTOSTERONBESTIMMUNG AUF Al,0; DURCH
DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG DER TRIME-
THYLSILYLATHER

H. HUCK
Institut fiir Allgemeine und Experimentelle Pathologie der Universitiit Innsbrack, Innshruck ( Osterreich)
(Eingegangen am 19, November 1974 ; geiinderte Fassung cingegangen am 4. Miirz 1975)

SUMMARY

Fluorimetric determination of testosterone on Al,Os by thin-layer chromatographic
separation of the trimethylsilyl ether derivatives

Small quantities (parts per 10°) of testosterone were determined in the presence
of large amounts of other steroids in urine samples obtained during pregnancy by
subjecting their trimethylsilyl derivatives to spectrofluorimetry on alumina after
purification by thin-layer chromatography on silica gel. The activity of the alumina
and the fluorescence reactions are discussed.

EINLEITUNG

Chromatographische Bestimmungen von Spurenbestandteilen neben einem
grossen Uberschuss anderer Substanzen werden oft durch Uberlagerungen gestort.
Dieses Problem ist besonders aktuell bei der Hormonbestimmung aus biologischem
Material, die meistens erst nach einer Vorfraktionierung (Vorreinigung), Derivati-
sierung und dem Einsatz spezifischer Nachweisverfahren erméglicht wird. Wihrend
in der Gaschromatographie (GC) die Derivatisierungstechnik weit verbreitet ist, ist sie
in der Diinnschichtchromatographie (DC) erst vereinzelt angewandt worden, wie z.B.
bei der Eluierung der Corticosteroide als Acetate auf Al,0; zur Vermeidung von Neben-
reaktionen''?, Die Derivatisierung ist fiir die DC aber auch im Hinblick spezifischer
Trennungen interessant. So konnte nach dieser Arbeit Testosteron im ppb-Bereich
aus dem Urin wiihrend der Schwangerschaft, bei der es zu einem starken Anstieg der
“ausgeschiedenen Steroidmetabolite kommt, erst nach Silylierung des diinnschicht-
chromatographisch vorgereinigten Extraktes diinnschichtchromatographisch be-
stimmt werden. Entwickelt wurde auf Al,O;-Platten mit nachfolgender A1,0;-Fluo-
reszenzdetektion fiir 3-Keto-/14-steroide, die erstmals zur Testosteronbestimmung aus
dem Urin?* und inzwischen auch zur Progesteronbestimmung aus dem Plasma’ ein-
gesetzt wurde.

Voruntersuchungen zeigten, dass auch die 17-Hydroxycorticosteroide Cortisol
und Cortison nach Abspaltung der polaren Seitenkette durch Wismutatoxydation
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(Cortisol -+ 4-Androsten-11p-0l1-3,17-dion, Cortison — 4-Androsten-3,11,17-trion)
oder Chromsiiureoxydation (Cortisol, Cortison — 4-Androsten-3,11,17-trion)® und
die 20-Dihydrocorticosteroide nach Perjodsiiureoxydation der Glycerolseitenkette’,
als weitere von der GC her bekannte Derivatisierungstechniken, auf Al,O; bestimmt
werden kénnen.

EXPERIMENTELLES

Diinnschiclitehromatrographische Trennung derv Trimethylisilyliither auf Al,O4

Bei den Trimethylsilyl (TMS)-iithern ist die Wechselwirkung der Hydroxyl-
gruppen mit dem Adsorbens aufgehoben. Eine Folge davon ist, dass nach Tabelle I
die R,-Werte der Steroide von der Anzahl der Ketogruppen bestimmt wird (wie in
der GC bei polaren Phasen!). Gelegentlich wurden mit dem Laufmittel Dichlormethan
zu hohe Rp-Werte festgestellt. Zur Testosteronbestimmung bewiihrte sich dann das
Laufmittelgemisch Dichlormethan—Cyclohexan (70:30). Beim TMS-Testosteron
war die Nachweisempfindlichkeit gegeniiber freiem Testosteron auf Al,O;, Typ T
(Merck) um 34 9] erhdht (beim Acetat um 659/, gleiche Laufzeiten vorausgesetzt).
Dagegen wurden die mit * bezeichneten Derivate der Tabelle I unter Schweifbildung
zersetzt, nicht aber auf dem stéirker basischem Typ E. der bei faktisch unveridnderten
R-Werten eine wesentlich kiirzere Laufzeit aufwies. Im Falle der Testosteronbe-
stimmung wirkte sich die Zersetzung einiger TMS-Derivate giinstig aus, da dadurch
Uberlagerungen vermieden wurden. Diese Zersetzung trat nicht auf, wenn zuvor die
Lewis-Sdurezentren durch Pyridindimpfe desaktiviert worden waren, was jedoch mit
einer Verminderung der Trennleistung erkauft werden musste. Fig. 1 zeigt ein Chro-
matogram von TMS-54-Pregnen-3/3-0l-20-on mit ausgeprigtem Tailing zwischen den
Peaks von Derivat und freiem Steroid (ein Beispiel fiir Reaktionschromatographie®~'°
bzw. “Simultan-Reaktionschromatographie™!'!).

TABELLE 1

R-WERTE EINIGER DURCH FLUORESZENZ ANGEZEIGTER STEROIDE NACH SILY-
LIERUNG AUF A[,O;, TYP T (MERCK)

Laufmittel: Dichlormethan.

Verbindungen Ry-Werte
4-Androsten-3,11,17-trion 0.18
4-Androsten-3,17-dion 0.34
TMS-4-Pregnen-11wu-01-3,20-dion* 0.40
Progesteron 0.44
TMS-Epitestosteron® 0.54
TMS-Testosteron 0.58
TMS-58-Pregnen-3f-01-20-on* 0.71 5
TMS-Dehydroepiandrosteron® 0.72

TMS-Cholesterin* 0.84

©

MATERIAL UND METHODE

Samtliche Reagenzien (p.a.), Kieselgel 60 GF,s4 AlL,O;-DC-Platten 150 Fyq,,
Typ T und 60 F,54. Typ E waren von Merck. Ein Camag-Chromatocharger, ein Camag-
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Fig. 1. Chromatogramm von TMS-5/-Pregnen-3£-0l-20-on auf Al,Os (Typ T) durch Fluoreszenz-
detektion. Laufmittel: Dichlormethan. | = Frecics Steroid: 2 = Tailing durch Zersetzung wiihrend
der Eluierung; 3 = TMS-Derivat,

Z-Scanner zum Zeiss Spektralphotometer PMQ II und ein Desaga-DC-Streichgerit
wurden verwendet. Beziiglich der allgemeinen methodischen Ausfiihrungen (Auf-
arbeitung des Urins, Fluoreszenzreaktion und DC-Direktauswertung) wird auf die
vorausgehende Arbeit® Bezug genommen. Zur zusiitzlichen DC Reinigung des
Rohextraktes und anschliessender Silylierung wurde der Trockenriickstand des
Rohextraktes in 0.3 ml Aceton geldst und mittels des Chromatochargers bei einer
Strichlinge von 14 cm auf eine selbstgefertigte und bei Raumtemperatur getrock-
nete Kieselgelplatte aufgetragen und mit 0.2 ml Aceton nachgespiilt. Nach der
Eluierung mit Chloroform-Essigsiureiithylester-Cyclohexan (30:20:10) wurde die
durch einen seitlich, punktférmig aufgetragenen Testosteronstandard und unter
kurzwelligem UV markierte Zone auf eine Breite von 20 mm abgekratzt, mit 3 x 2
ml Aceton iiber einer Glasfritte in ein Spitzkélbchen eluiert, und das Aceton im Was-
serbad von 50° abgeblasen. Letzte Reste von Wasser wurden nach Zugabe von 0.5 ml
Athanol beim nochmaligen Abdampfen entfernt. Silyliert wurde mit 0.5 ml Hexa-
methyldisilazan und fiinf Tropfen Trimethylsilylchlorid wiihrend 1 h bei 60°. An-
schliessend wurden die iiberschiissigen Reagenzien mittels einer Wasserstrahlpumpe
abgesaugt. Die durchstréomende Luft wurde durch je eine Waschflasche mit konz.
H,SO, und NaOH-Plitzchen getrocknet. Der Riickstand wurde in 100 xl Athanol
gelést, wovon 2 < 5ul (eingesetzte Harnmenge 50 ml) unter Zwischentrocknung
(kalter Fohn!) punktférmig auf eine Al;O,-Platte, Typ T, zusammen mit einer
Probe mit 0.2 ug/10 il Testosteron als innerer Standard aufgetragen wurden. Un-
mittelbar danach (TMS-Testosteron auf Al,Oj; zersetzt sich allmiihlich beim Lagern!)
wurde mit Dichlormethan, bzw. bei zu hohen Rp-Werten mit Dichlormethan-Cyclo-
hexan (70:30) eluiert, 20 min auf 170-180° erhitzt und mittels Chromatogramm-
Spektralphotometer ausgewertet.
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ERGEBNISSE

Fig. 2 zeigt ein Chromatogramm mit 63 ng Testosteron entsprechend ciner
Ausscheidung von 10 ug/24 h-Harn. TMS-Epitestosteron, welches nach Tabelle |
getrennt angezeigt werden sollte, wurde durch Zersetzung restlos unterdriickt. Ver-
gleichsweise wurden nach GC-Bestimmungen bei Frauen Normalwerte zwischen
2.5 und 9.2 ug/24 h Testosteron (freies -+ Glucuronid) gefunden'?, Die nach dieser
Mertiiode sewonnenen Werte lagen bei zwanzig verschiedenen Bestimmungen eben-
falls in diesem Bereich. Die relative Standardabweichung der Einzelmessung, die mit
abnehmender Menge zunimmt?, betrug +- 109 bei 25 ng Probenaufgabe, entsprechend
5 1¢g/ 1000 ml. Da zur Detektion keine Sprithreagenzien benétigt werden. ist der durch
Untergrundschwankungen bedingte Fehler relativ klein.
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Fig. 2. Diinnschichtchromatographische Fluoreszenzdetektion von Testosteron eines diinnschicht-
chromatographisch vorgercinigten Urinextraktes auf AlLO, (Typ T). Laufmittel: Dichlormethan.
S = Start: T == TMS-Testosteron (63 ng): L = Laufmittelfront,

Acetate fiihrten im vorliegenden Fall zu weniger guten Trennungen. Sie eignen
sich jedoch zu Kontrollbestimmungen bei erhéhten Werten (R-Werte unter den Be-
dingungen der Tabelle 1: Testosteron-, 0.37; Epitestosteronacetat, 0.49). Eine GC-Be-
stimmung von TMS-Testosteron mittels XE-60 war bei nur einer einzigen Vorreini-
gungsstufe nicht moglich, sodass der Vorzug des geringeren Arbeitsaufwandes dieser

Methode (ev. auch gegeniiber der radioimmunologischen Testosteronbestimmung aus
dem Urin) bestehen bleibt.

DISKUSSION

Reaktionen der Steroide auf Al,0,

Beim Einsatz von Al,O; als Adsorbens muss seine katalytlsche Aktivitit be-
riicksichtigt werden. Durch die heterogene Zusammensetzung der Oberfiiche, die als
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aktive Zentren Hydroxylgruppen, Oxidionen und eclektrophile Al**-lonen (Lewis-
Sdure) enthidlt'*-'5, ergeben sich verschiedene Reaktionsmdglichkeiten. Die Al3*-
lonen als aktivste Zentren sind verantwortlich fiir die unerwiinschten Reaktionen
bei der Chromatographie von Steroiden wie Verseifung., Dehydratisierung und Iso-
merisierung von Alkoholen'®!’, Abspaltung der polaren Seitenkette der 17-Hy-
droxycorticosteroide (von der Auftragungsstelle wurden die entsprechenden 17-
Ketosteroide eluiert, die sich durch Al,0;-Fluoreszenz nachweisen liessen) und die
Zersetzung einiger Silylither.

Basische Katalyse liegt bei der Fluoreszenzreaktion der 3-Keto-/14-steroide vor.
Mit zunehmender Basizitiit des Al,O; konnte die Reaktionstemperatur herabgesetzt
werden (180° Typ T, 150° Typ E, Heizdauer 20 min). Der parallele Reaktionsveriauf
in alkalischer Losung und auf Al,O; legt nahe, den Kornblum-De la Mare-Me-
chanismus'® fiirdie Oxydation von geldsten Ketonen mit Luftsauerstoffauch der hetero-
genen Reaktion zu Grunde zu legen. Wie zu erwarten, reagieren die synthetischen
3-Keto-/5-steroide mit derselben Empfindlichkeit wie die 3-Keto-<1*-steroide, da
sich nach basenkatalysierter Eliminierung von H* von der betreffenden aktivierten
Methylengruppe dieselbe mesomere Zwischenstufe ergibt.

Nebenrecaktionen traten durch eine teilweise Oxydation von Hydroxy- zu
Ketosteroiden auf, z.B. der 3-OH-/%steroide zu 3-Keto-<I*-steroiden. die somit
ebenfalls angezeigt wurden. Zusiitzliche Nebtenreaktionen wurden mit nicht voli-
stiindig abgedampften Eluierungsmitteln beobachtet. Durch Athanol wurden Keto-
steroide zu den entsprechenden a.f-isomeren Alkoholen reduziert und durch Aceton
umgekehrt Steroidalkohole zu Ketonen oxydiert, die sich durch GC nachweisen lies-
sen (vgl. Meerwein—Pondorf-Verley-Reduktion und Oppenauer-Oxydation).

Photochemische Aspekte der Fluoreszenz

Als Chromophor war eine Oberfliichenverbindung von I der Fig, 3 mit Al,O,
angesehen worden*. Da dieselbe Fluoreszenz auch in Losung mit Al**-lonen unter
Chelatbildung auftritt, kann auch der Oberflichenverbindung der Al-Chelatkomplex
(1) als chromophore Gruppe zugeordnet werden.

\'\

I1

Fig. 3. Der Al-Chelatkomplex (1) der 3-Keto-4-hydroxy-.14¢-steroide (1) als Fluorochrom der Fluo-
reszenzreaktion der 3-Keto-s14-steroide.

Sowoll I als auch Il haben in Athanol ein Absorptionsmaximum bei 317 nm.
welches einem 7 — n*-Ubergang entspricht®. Die 4,,.,.-Werte von Anregung und
Emission der sehr schwachen Fluoreszenz von | in Athanol betrugen 372/458 nm.
Mit Alkali trat unter Bildung des hellgelben Enolates eine Zunahme der Fluoreszenz-
intensitiit auf das Dreifache auf. Die Bildung des Al-Chelatkomplexes (11) in Athanol
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nach Zugabe einiger Tropfen einer Al-Saizldsung erhéhte dagegen die Fluoreszenz
auf das S55-fache mit den 4,,,,-Werten 380/466 nm. Auf Al,O; als stiirker polares
Medium wurden 4,,,,-Werte im Bereich von 370-380/450-460 nm gemessen, die eine
Blauverschiebung anzeigen. Nach semiempirischen Kriterien (geringe absolute Ab-
sorptionsintensitiit, gréssere Wellenlinge relativ zum 7 — a*-Ubergang und Blau-
verschiebung der Absorptionsbande in polareren Medien)'® liegt bei dieser Anregung
ein 1 — z*-Ubergang am Carbonylsauerstoff vor (nicht aber, wie urspriinglich ge-
folgert wurde, eine Rotverschiebung des 7z -~ z*-Ubergangs von 317 auf 370-380
nm‘, die in diesem Ausmass auch viel zu gross wire).

Die Frage, ob die Emission von einem Singulett- (Fluoreszenz) oder Triplett-
zustand (Phosphoreszenz) ausgeht, wurde nicht experimentell entschieden. Es ist
jedoch sehr wahrscheinlich, dass bei diesen Wellenliingen wie bei anderen Carbony!-
verbindungen'®2? eine Singulett-Singulett-Absorption und eine Triplett-Singulett-
Emission erfolgt.

Fiir die Erhdéhung der Bandenintensitit der Lumineszenz durch Komplex-
bildung kommen prinzipiell zwei Moglichkeiten in Betracht: Die Erhéhung der
Ubergangswahrscheinlichkeit der Absorption (bzw. der Dipol- oder Oszillatoren-
stirke) als eine Folge eines gelockerten Ubergangsverbotes durch den stérenden Ein-
fluss von A1** oder/und durch eine Erhéhung der Quantenausbeute der Emission bei
einer Verminderung strahlungsloser Desaktivierung durch intermolekulare Prozesse
(Abschirmung der chromophoren Gruppe). Das letztere scheint iiberwiegend der
Fall zu sein, da die Lumineszenz der Al-freien Verbindung in Alkohol-Ather-Glas
bei 77°K stark zunimmt, beim Al-Chelatkomplex aufl Al,O; dagegen konstant bleibt.
Mit einer Koordinationszahl 6 des Al** kénnen maximal drei Liganden gebunden
werden. Ob die Ubertragung elektronischer Energie zwischen zwei symmetrisch an-
geordneten, gieichen Liganden (Resonanzfall) bei der Intensititszunahme ebenfalls
eine Rolle spielt (im Sinne eines “Kiifig-Effektes” mit einer verhinderten Ubergabe
elektronischer Energie an einen Quencher) bleibt dahingestellt.

ZUSAMMENFASSUNG

Die niedrigen Testosteronmengen im ppb-Bereich neben einem grossen
Uberschuss anderer Steroide im Schwangerschaftsharn wurden nach diinnschicht-
chromatographischer Vorreinigung auf Kieselgel als Trimethylsilyldther durch Chro-
matogramm-Spektraifiluorimetrie auf Aluminiumoxid bestimmt. Die Aktivitiit des
Aluminiumoxides und die Fluoreszenzreaktion werden diskutiert,
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