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Ein einfaches Verfahren zur Isolierung freier und konjugierter
Gallensiuren im Serum
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(Eingegangen am 7. April 1971)

Zur Isolierung freier und konjugierter Serum-Gallensduren wird folgendes Verfahren angegeben: Diinnschichtchromatographische
Abtrennung storender Begleitlipide im 4thanolischen Serumextrakt mit Chloroform (ithanolfrei) — Diithylither 6:1 (v/v) im Durch-
laufverfahren. AnschlieBend Auftrennung der am Startpunkt verbliebenen Gallensiuren auf dem gleichen Trigermedium mit Butanol-
Eisessig-Wasser 10:0,7: 0,5 (v/v) oder anderen Systemen nach spezieller Wahl. Die Mcthode ist einfach und weitgehend verlustfrei.

A simple method for isolation of free and conjugated bile acids from serum
The following procedure for the isolation of serum-bile acids is described: interfering lipids are eliminated from alcoholic extracts of serum
by continuous-clution-thin-layer-chromatography with ethanol-free chloroform — diethylether 6:1 (v/v), after which the bile acids are
separated from the starting point with butanol — acetic acid — water 10:0.7:0.5 (v/v) or other systems on the samc plate. The method is

simple and involves minimal losses.

Die Dinnschichtchromatographie bietet eine einfache
Methode zur Isolierung und Bestimmung von Gallen-
siuren. Thre Erfassung im Serum bereitet jedoch
Schwierigkeiten, da quantitativ {iberwiegende Lipide
mit chromatographisch ihnlichen Eigenschaften den
Trennungsansatz stéren.

Frosca und WAGENER (1) benutzen zur Lipident-
fernung eine Phasenverteilung im System Ather-
Heptan-Athanol-Wasser (1:1:1:1). Hierbei gehen je-
doch freie Gallensiuren verloren, deren Nachweis
unter pathologischen Bedingungen (2, 3, 4) von Inter-
esse sein kann.

Eine priparative diinnschichtchromatographische Li-
pidabtrennung (5, 6) isoliert zwar die Gesamtgallen-
sduren-Fraktion. Thre anschlieBende Elution zur Auf-
trennung der Einzelkomponenten fiihrt jedoch zu
Verlusten infolge erheblicher Hafttendenz am Kieselgel
(5, 7). Das hier angegebene Verfahren vermeidet
diesen Nachteil und ist weniger umstindlich: stérende
Lipide in 4thanolischen Serumextrakten werden zur
Erzielung einer maximalen Distanz durchlaufchromato-
graphisch abgetrennt. Damit entfillt eine Elution der
am Startpunkt zuriickbleibenden Gallensiuren. Sie
werden in einem zweiten Trennungsschritt auf dem
gleichen Triger entwickelt.

Material und Methoden

Chloroform, Diithylither, Di-Isopropylither, Athanol absol.,
Butanol-(1), Essigsiure 99—1009,, simtlich p. a., Fa. Merck.
Kieselgel G nach Stani, DC-Fertigplatten (Merck), Aluminium-
oxid, basisch, Akt. I, (Woelm, Eschwege), Streichgerit der Fa.
Desaga.

DurchfluBkammer nach Trurer (Shandon Lab., Frankfurt)
Einfach-Trennkammer (Desaga).

2—5 ml Serum wetrden tropfenweise zur 7fachen Menge absol.,
auf etwa 70° erhitzten Athanols gegeben. Nach 15 Min. Inkubation
bei gleicher Temperatur wird abzentrifugiert und dekantiert.
Der Riickstand wird zweimal mit heiem Athanol gewaschen und
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filtriert. Die vereinigten Extrakte werden im Rotationsverdampfer
eingeengt; der Trockenriickstand wird in einem Athanolvolumen
von 0,5 ml aufgenommen. Aliquote Teile davon werden strich-
formig auf selbstgefertigte oder handelsiibliche, bei 110° fiir
30 Min. aktivierte Kieselgelplatten von 0,25 mm Schichtdicke
aufgetragen. AnschlieBend erfolgt in einer geeigneten Vorrich-
tung, (z. B. Kammer nach TRUTER), cine kontinuietliche Durch-
laufchromatographie im System Chloroform-Diithylither 6:1
(v/v) bei Raumtempesatur. Unmittelbar vor Zusammenstellung
des FlieBmittels wird Chloroform durch adsorptive Filtration an
basischem Aluminiumoxid von 4thanolischen Stabilisierungs-
zusitzen befreit (8). Dabei geniigen fiir 110 ml Chloroform 40 g
Aluminiumoxid auf einer Siule von 20 mm Innendurchmesser.
Die ersten 15 ml des Durchlaufes gibt man nochmals auf die
Siule. Frischer Didthylither p. a. wird ohne weitere Reinigung
benutzt; iltere, peroxidhaltige Chargen (Jodkali-Stirkeprobe)
konnen nach gleicher Vorschrift gereinigt werden (9). Umstind-
liche RedestillationsmaBnahmen werden so vermieden. Fiir
einen guten Durchlaufeffekt ist die Sittigung der Kammer-
atmosphire mit dem gleichen FlieBmittel wesentlich (Filterpapier-
auskleidung).

Nach 5 Stdn.sind die stérenden Lipidfraktionen des aufgetragenen
Serumextraktes als schmale Bande an der Frontzone konzentriert
(Abb. 3b, Bahn 2), wihrend Gallensiuren nahezu am Auftrags-
ort zuriickbleiben (Abb. 3b, Bahn 3). In Startpunktnihe bleiben
auch Bilirubin, Phospholipide und Monoglyceride. Eine wihrend
der Durchlaufchromatographie etwa 2,5cm abhebende, nicht
niher identifizierte Bande (Abb. 3b, Bahn 2) liegt im Ry-Wert-
bereich eines vergleichsweise gepriiften 1-Monostearat-Standards.
Monoglyceride und Phospholipide wandern bei der nachfolgend
beschriebenen Gallensiurenentwicklung in der Frontzone des
Lésungsmittels (5). Die hier erwihnte Bande verhilt sich gleich-
artig.

}&ht?.liche Trennergebnisse erhilt man mit folgenden FlieBmittel-
systemen: Chloroform-Diithylither 7:1 (v/v) (7 Stdn.), Chloro-
form-Di-Isopropylither 5:1 (v/v) (10 Stdn.) und 7:1 (v/v)
(15 Stdn.). Die variable Dauer der Trennungsansitze gestattet so
eine weitgehende Anpassung an die jeweiligen Atrbeitsverhilt-
nisse. Selbstgefertigte Platten erzielten die erstrebten Trennungs-
resultate durchschaittlich etwas schneller als handelsiibliche
Fertigplatten.

Die Bedeutung der durchlaufchromatographisch er-
zielten Lipidabtrennung geht aus Abbildung 1 hetvor:

Hier sind Gallensiurenauftrennungen ohne und mit
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Abb. 1
Gallensdurenauftrennung eines #thanol. Serumextraktes im System
Butanol-Eisessig-H,0 10:0,7:0,5 (v/v)
Bahn 1 ohne vorherige Lipidabtrennung

Bahn 2 nach durchlaufchromatographischer Lipidentfernung
(Chloroform-Didthyléther, 6:1, (v/v) 5 Stdn.)
Pat.-Nr. 03476/71. Ikterus bei Pankreas-Ca. mit Lebermetastasen.
Serum-Bilirubin 220 mg/l, Serum-Gesamtfett 21,00 g/l, freie Cholsdure
im Serum als Spur nachweisbar. Zur Verdeutlichung Zusatz freier
Cholsdure und Desoxycholsdure
(Serva, Heidelberg)

vothergehender Lipidentfernung einander gegentiiber-
gestellt. Der frontnahe Lipid-Schmierfleck in der nicht
vorbehandelten Probe erreicht in Normalseren ge-
ringere AusmaBe. Er interferiert aber immer mit den
Zonen der unkonjugierten Gallensiuren und den an-
grenzenden Banden der Glyko-Dihydroxykonjugate.
AuBerdem sind bei ungereinigten Serumextraken
feinere Schleifspuren der Frontlipide mit Hilfe mar-
kierter Verbindungen selbst noch in tieferen Bezirken
des Chromatogramms nachzuweisen (4). Sie stSren
auch in geringer Menge quantitative Bestimmungen
der einzelnen Gallensiuren, besonders bei enzyma-
tischen und fluorometrischen Verfahren (10, 11, 12).

Uber die Trenngiite der Durchlaufchromatographie
orientieren die in Abbildung 2 zusammengestellten
Radio-Diinnschichtchromatogramme. Sie wurden mit-
tels Radio-Diinnschichtchromatograph FHT 780 C det
Fa. Frieseke-Berthold nach Versetzen der Serum-
extrakte mit 14C-markierten Lipiden und Chromato-
graphie in der beschriebenen Weise erhalten. Schon
eine einmalige Entwicklung entfernt die stérenden

Lipide vom Auftragsort. (Cholesterin-Ester standen in.

markierter Form nicht zur Verfiigung; sie wandern
vor der Triglyceridfraktion). Nach kontinuierlicher
DurchfluBentwicklung mit Lipid-Akkumulation an
der Front entsteht eine schleifsputrfreie Zwischen-
strecke. Ein geringer Mittransport, besonders der
freien Mono- und Dihydroxysiduren, fillt nicht als
Nachteil ins Gewicht, da die relativ getinge Trennungs-
tendenz unkonjugierter Gallensiuren in manchen der
nachfolgend anzuwendenden FlieBmittelsystemen da-
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Abb. 2

Scanningdiagramme von Radio-Diinnschichtchromatogrammen einiger
1C-markierter Lipide und Gallensduren im System Chloroform-
Diathylather 7:1 (v/v)

a) nach Einfach-Entwicklung (114 Stdn.)

b) nach Durchlaufentwicklung (7 Stdn.)

1 = Tripalmitin, 2 = Cholesterin, 3 = Palmitinsdure, 4 = Cholséure,
5 = Lithocholsdure. (1—4: Radiochem. Amersham, 5: NEN, Boston)

Empfindlichkeit jeweils auf Anschlag des MeB-Systems bei Aktivitédts-
maximum eingestelit

durch eher verbessert wird. Bei Verringerung des
Diithylitheranteils oder Verwendung von Di-Iso-
propylither beobachteten wir einen noch- geringeren
Mitschleppeffekt. Die DC-Platten werden nach der
Durchlaufchromatographie 10 Min. luftgetrocknet bei
einer Maximaltemperatur bis 40°. Eine Hitzeaktivie-
rung wiirde die nachfolgende Gallensiureauftrennung
durch zu starke Fixierung am Kieselgel behindern.

Die Auswahl des FlieBmittelsystems zur Gallensiure-
entwicklung wird man der besonderen Fragestellung
im Einzelfall anpassen. Eine iibersichtliche Dar-
stellung der wichtigsten freien und konjugierten
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Gallensiuren ist unter den Bedingungen der hier auf-

- tretenden Vorabtrennung dekonjugierter Gallensiuren

———

mit einem an die Angaben von GANsHIRT und Mit-
arbeitern (13) angelehnten System Butanol-Eisessig-
H,0 10:0,7:0,5 (v/v) zu erzielen. Bilirubin, das in
manchen Systemen mitwandert und dadurch stéren
konnte, bleibt am Auftragsort zuriick (5).

Zur Abschitzung der Verlustrate des chromatogra-
phischen Verfahtens wurden konstante Probenvo-
lumina von 4C-Lithocholsiure-haltigen Serumextrakten
auf Diinnschichtplatten aufgetragen. Etwaige Ver-
luste im Verlauf des Trennungsganges miifiten am
ehesten bei dieser Substanz mit der weitesten Wan-
derungsstrecke wihrend der Gallensiurenentwicklung
nachweisbar sein. Die Aktivititsrate der spezifischen
Kieselgelbezirke einer Probengruppe ohne weitere
Behandlung (I) und einer weiteren nach Durchlaufchro-
matographie mit anschlieBender Gallensdurenauftren-
nung (II) wurden miteinander verglichen. Die Abgren-
zung der spezifischen Bezirke nach Chromatographie er-
folgte anhand eines mitgelaufenen Referenzstandards,
die Szintillationsmessung im Spektrometer Packard
Tricarb 3003; der Quencheffekt wurde durch internen
Standard korrigiert. Als Mittelwerte ergaben sich bei
Gruppe I 5230 ITmp./Min. (s = + 72, n = 10) und bei

" II 5134 Imp./Min. (s = 4 109, n = 10). Bei 0,01 < p

< 0,05 betrug die Wiederfindungsrate somit 98,2%,.
Mit storenden Gallensdurenverlusten ist daher wihrend

- des gesamten chromatographischen Verfahrens nicht

zu rechnen.

Diskussion

Das hier verwendete System hat sich uns innerhalb der
untersuchten Mischungen zweier oder mehrerer po-
larer und unpolarer FlieBmittel als optimal zur Losung
der gestellten Frage erwiesen. Gepriift wurden in
diesem Zusammenhang auBlerdem: Chloroform, Benzol,
Toluol, Diithylither und Aceton als alleinige FlieB3-
mittel sowie verschiedene Mischungen aus Iso-Octan,
Heptan, Hexan bzw. Cyclohexan, Benzol, Toluol,

Abb. 3 Cholesterinester €omy

a) Einfach-Chromatographie eines
athanolischen Serumextraktes, (Nor-
malserum eines gesunden Probanden)

Bahn 1 gereinigtes Chloroform
Bahn 2 Chloroform p. a. (0,6—1,0

Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff in Kombination
mit Diithyl- und Di-Isopropylither, Athanol, Metha-
nol, Athoxyithanol, Athylacetat, Dioxan, Dichlor-
ithan, Dichlormethan, Aceton, Methylithylketon, Te-
trahydrofuran. Chloroform ist nach Reinigung an
Aluminiumoxid hinsichtlich Athanolfreiheit und damit
auch hinsichtlich Apolaritit der redestillierten Form
etwa vergleichbar. PANVELIWALLA und Mitarbeiter (3)
berichteten bereits {iber eine absteigende diinnschicht-
chromatographische Trennung von Lipiden und Gal-
lensiuren mit redestilliertem Chloroform. Allerdings
mufBten unhandlich groBe Plattenformate in Kauf ge-
nommen werden. Wir kamen mit gereinigtem Chloro-
form bei der iblichen, aufsteigenden Entwicklung zu
abweichenden Ergebnissen (Abb. 3a, Bahn 1): Bei
cinmaliger Entwicklung blieben zwar Gallensiuren
am Auftragsort zuriick, andererseits wanderten die
Hauptlipide des Serums z. T. nur geringe Strecken
und erreichten keineswegs Frontnihe. Demgegeniiber
fiihrte das ohne Vorreinigung untersuchte Chloroform
p. 2., das 0,6—1,09, Athanol als Stabilisator enthilt,
zu deutlich erhdhten Wanderungsstrecken der Lipide
(Abb. 3a, Bahn 2). Eine weitere Steigerung der Lipid-
wanderungstendenz konnten wir erst nach Substi-
tution des als polare Komponente wirkenden Alkohols
durch einen Ather erzielen (Abb. 3a, Bahn 3). Die
Alkoholelimination ist dabei empfehlenswert, um einen
zu groBen Mitschleppeffekt der Gallensduren zu ver-
meiden.

Die so erzielte Distanz von Lipiden und Gallensiuren
erwies sich aber bei Verwendung tiblicher Chromato-
graphieplatten von 20 X 20 cm noch nicht als aus-
reichend fiir eine Auftrennung des am Auftragsort
zuriickbleibenden Gallensiurengemisches. Eine Lo-
sung bot die von TRUTER (14) angegebene Durchlauf-
chromatographie. Sie fiihrt durch Abdampfen des
FlieBmittels an der Frontzone zu einer kontinuierlichen
Entwicklung, so daBl auch Substanzen mit geringerer
Wanderungstendenz schlieBlich an der Frontzone
erscheinen. Auf diese Weise entsteht auch auf iblichen
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PlattengrdBen gentigend Platz fir die Entwicklung der
Gallensiuren in einem nachfolgenden Trennungs-
schritt.

AnschlieBend ist eine quantitative Bestimmung der
einzelnen Gallensduren moglich, etwa mittels H,SO,-
Farbreaktion (1), oder, weit empfindlicher, auf enzy-
matischem Wege unter Einwirkung der 3a«-Hydroxy-
steroiddehydrogenase (12). In beiden Fillen kénnen
die spezifischen Kieselgelbezirke nach Abtragen von
der Platte direkt in den Bestimmungsansatz tiberfihrt

werden (1, 15), wobei sich Substanzverluste weitgehend
vermeiden lassen. Da schon die alkoholische Serum-
extraktion Gallensiuren quantitativ erfaBt (1, 16) und
auch bei der hier beschriebenen, weiteren Auftrennung
storende Vetluste nicht vorkommen, wire mit einer
solchen methodischen Kombination zur quantitativen
Gallensiuren-Bestimmung ein weitgehend verlustfreies
Verfahren gewihrleistet.

<t
Fiir die Untersuchungen wurden z. T. Sachmittel der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (BE 310/7) benutzt.
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