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Planar-Chromatographie in der Praxis

Moderne direkte Bioautographie
von endokrin aktiven Substanzen

Ines Klingelhdfer, M. Sc. und Prof. Dr. Gertrud Morlock, Institut fur Er-
nahrungswissenschaften (IfE) und Interdisziplinares Forschungszentrum
(IFZ) der Justus-Liebig-Universitat GieBen, sind aktive Mitglieder der Ex-
pertengruppe zur Entwicklung des Yeast Estrogen Screen in Kombination
mit der Planar-Chromatographie (HPTLC-pYES). Im Juli 2013 wurde von
ihnen eine direkte Bioautographie-Methode (DB) gezeigt, die erstmalig
zu scharfen Substanzzonen fuhrte. Durch solch ein aussagekraftiges,
wirkungsbezogenes Screening von komplexen Proben und die anschlies-
sende Identifizierung dieser bioaktiven Substanzen ist nunmehr ein breites
Nahrungsmittel- und Naturstoffscreening durchfthrbar.

Einleitung

Endokrin aktive Substanzen sind allgegenwartig in unserer Nahrung, in
Nahrungserganzungsmitteln und Kosmetika. Sie beeinflussen die Gesund-
heit von Menschen und Tieren, indem sie wesentliche Funktionen des
Stoffwechsels, Wachstums und der Entwicklung steuern und regulieren.
Diese Substanzen umfassen sowohl natdrliche Estrogene, wie B-Estradiol
und Estron, die Uber Ausscheidungen von Mensch und Tier in die Umwelt
und somit in den Lebensmittelkreislauf gelangen, als auch Weichmacher,
Pestizide und Biozide, die Uber die industrielle Produktion Nahrungsmittel
kontaminieren. Eine weitere Substanzgruppe sind Phytoestrogene — sekun-
dare Pflanzeninhaltsstoffe in der Natur. Ein spezifisches Nachweisverfahren
fur solche estrogenahnlich wirkende Substanzen ist HPTLC-pYES.

Die Bioautographie wird seit fast 70 Jahren eingesetzt [1], jedoch war die
starke Diffusion der Substanzzonen (wahrend der mehrstindigen Inkuba-
tion mit dem wassrigen Kulturmedium) ein wesentlicher Nachteil. Jegliche
Versuche zur Verbesserung der DB blieben erfolglos, und stark diffuse
Zonen konnten Analytiker nur wenig Uberzeugen.

Die nachfolgend gezeigte DB am Beispiel von HPTLC-pYES wurde sub-
stanziell verbessert und erstmalig auf RP-18 W-Platten gezeigt [2, 3],
die als nicht anwendbar fiir die DB galten (da das Bioassaysignal
auf diesen Phasen ausblieb). Wasser weist aber auf Umkehrphasen
keine Elutionskraft auf, und lange Inkubationszeiten im wassrigen
Medium fiihren somit zu geringer Diffusion der Zonen. Die was-
serbenetzbare Umkehrphase, sowie auch mittelpolare Schichten,
sind somit per se deutlich besser zur DB geeignet als die bisher
eingesetzte Kieselgelphase. Die verbesserte HPTLC-pYES-Methode



weist estrogendhnlich wirkende Substanzen
als scharf abgegrenzte Zonen in komplexen
Probenmatrices nach. Die Gite dieser neuar-
tigen DB zeigt sich daran, dass die biologische
Detektion auch zur Quantifizierung eingesetzt
werden kann.

Probenvorbereitung

Propolis-Tinkturen wurden direkt oder 1:10 mit
Ethanol verdiinnt eingesetzt. Der Inhalt von Propo-
lis-Kapseln wurde mit 1 mL Ethanol versetzt, 3 min
durchmischt (Vortex), bei 15000xg 5 min zentrifu-
giert und der Uberstand analysiert. Propolis-Lutsch-
tabletten wurden gemérsert und 100 mg davon
analog den Propolis-Kapseln extrahiert.

Standardldsungen

Estron (E1), 17B-Estradiol (E2), 17a-Ethinylestradiol
(EE2), Estriol (E3), Bisphenol A (BPA), 4-n-Nonylphe-
nol (NP) und Kaffeesaure-Phenethylester (CAPE)
wurden je in Ethanol bzw. Methanol gel6st (0,1, 1
und 50 pg/ulL sowie 2,5 und 50 ng/pL).

Schicht

HPTLC-Platten Kieselgel 60 RP-18 W (Merck),
20 x 10 cm, bei Bedarf zugeschnitten mit dem
Plattenschneider smartCut

Probenauftragen

Bandférmig mit DC-Probenautomat (ATS 4), Band-
lange 6,5 mm, Bahnabstand 7,5 mm, Abstand vom
unteren Rand 8 mm und vom seitlichen Rand
12 mm, Auftragevolumina 0,1-25 plL/Band (Stan-
dards) und 0,1-5 pL/Band (Proben)

Chromatographie

In der Doppeltrogkammer 10 x 10 cm bzw. 20 x 10 cm
mit 5 bzw. 10 mL n-Hexan — Toluen — Ethylacetat
8:3:2, Laufstrecke 7 cm

Bioassay

Das Chromatogramm wurde in die Hefezellsuspension
(rekombinante Saccharomyces cerevisiae BJ3505-
Zellen, die den humanen Estrogenrezeptor (hERa)
und das Reportergen lacZ tragen) getaucht und 3 h
inkubiert [2]. Estrogenartig wirkende Substanzen fiih-
ren zur Freisetzung der B-Galaktosidase, die das im
zweiten Tauchschritt aufgebrachte Substrat 4-Methyl-
umbelliferyl-B-D-galaktopyranosid zum blau fluores-
zierenden 4-Methylumbelliferon (MU) spaltet.

Densitometrie

TLC Scanner 3 mit winCATS, Fluoreszenzmessung
bei 365/>400 nm, Quecksilberlampe, Spaltgrésse
5,0 x 0,2 mm, Messgeschwindigkeit 20 mm/s, Aus-
wertung Uber polynome Regression

Massenspektrometrie

Elution der bioaktiven Zonen mit Methanol-Ammo-
niumformiatpuffer (10 mM, pH 4, 49:1, 0,2 mL/min)
mittels TLC-MS Interface (Elutionskopf 4 x2 mm) ins
ESI-MS (CMS, Advion).

Ergebnisse und Diskussion

Zum Nachweis von estrogenartig wirkenden Sub-
stanzen in matrixreichen Proben wurden bis zu 24
Proben parallel auf der HPTLC-Platte getrennt. Die
Optimierung des HPTLC-pYES-Arbeitsablaufes und
die Anpassung der Hefezellkultivierung an die RP-
18 W HPTLC-Platte erfolgte mit den Standardsub-
stanzen E1, E2, EE2, E3 und NP. Es resultierten scharf
umrandete, blau fluoreszierende MU-Zonen.
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Scharf begrenzte, blau fluoreszierende MU-Zonen nach 4 h
Inkubation in waéssrigem Medium,; Fluoreszenzmessung bei
UV 365/>400 nm

Die blaue Fluoreszenz wurde durch die Hefezel-
lenaktivitat generiert und anschlieBend konven-
tionell gemessen. Zur Methodenvalidierung wurden
LOD, LOQ und der maximale Arbeitsbereich fur
die biologische Detektion der Standardsubstanzen
bestimmt (n = 3, jeweils neu angesetzte Hefekul-
turen) [2]. Die Detektion von E2 war am empfind-
lichsten: Je nach Berechnungsmethode lag die
mittlere LOD bei 0,2 pg/Band und die mittlere LOQ
bei 0,5 pg/Band (Kalibrierkurvenmethode nach

CBS 115 3

. |



DIN 32645) bzw. bei 0.5 und 1 pg/Band, wenn Uber das
Signal-Rausch-Verhaltnis (S/N) gerechnet wurde.

Substanz (pg/Band)

Mean
(n=3)
LOD
(SIN 3)
L0Q
(SN 10)
Arbeits-
bereich

E1 E2 EE2 E3 BPA NP

25 0,5 2 nd. 62,5x10% 25x10°

50 1 5 500 12,5x10° 50x10°

25-25x10° | 0,5-50 | 2-1x10° | 5x10°-50x10° | 62,5x10°=1x10° | 25x10>~1x10°

Am Beispiel von sieben kommerziell erhaltlichen Pro-
polisproben wurde gezeigt, dass mit keiner oder nur
minimaler Probenvorbereitung estrogenartig wirkende
Substanzen sehr empfindlich detektiert, identifiziert
und quantifiziert werden kénnen [3]. Viele Lebensmit-
telextrakte, wie auch die hier gezeigte Propolisprobe,
wiesen nativ blau fluoreszierende Zonen auf [2, 3]. Zum
Ausschluss falsch positiver MU-Zonen wurde der gesam-
te Bioassay-Ablauf ohne Hefezellen durchgefiihrt. Die
entsprechenden Negativkontrollen wiesen keine nativ
fluoreszierenden Zonen auf. Die Durchfihrung einer
Negativkontrolle wurde als wesentlich erachtet, um sich
vor falsch positiven Funden abzusichern.
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Chromatogramme einer Propolisprobe: (A) nativ fluoreszierende
Zonen, (B) blau fluoreszierende MU-Zonen nach pYES,; exemplarische
Identifizierung einer Zone (CAPE) mittels ESI-MS (TLG-MS Interface)

CAPE wurde in allen Propolisproben gefunden. Zu dessen
Quantifizierung wurde die Wiederfindung im Bereich
von 10 bis 150 ng/Band bestimmt. Die mittlere Wieder-
findung Uber alle Konzentrationsniveaus lag bei 95 %
(%RSD 15 %; n=7). Die Uber die mittlere Wiederfin-
dungsrate korrigierten CAPE-Gehalte der Propolisproben
wurden zwischen 710 und 2387 pg/g Uber die biolo-
gische Detektion bestimmt (5-Punkt-Kalibration) und
stimmten mit Literaturwerten (mittels SPE und HPLC-MS/
MS) gut Gberein [3].
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Mit dieser optimierten DB-Methode war es
erstmalig moglich — aufgrund der scharf be-
grenzten Zonen — einzelne bioaktive Inhalts-
stoffe in komplexen Proben empfindlich zu
detektieren, eindeutig zuzuordnen und zu
identifizieren sowie Uber die durch die Hefe-
zellen generierten Respons zu quantifizieren.
Entdeckte Wirkstoffe sind Gber konventionelle
Detektionsarten (physikalisch/chemisch) ein-
facher zu quantifizieren als Uber die gezeigte
biologische Detektion. Letztere diente hier als
Beleg fur die erreichte Leistungsgtite, Richtig-
keit und Zuverlassigkeit dieser wirkungsbezo-
genen Analytik.

Es ist gute wissenschaftliche Praxis, bei LOD-
und Gehaltsangaben mittels biologischer De-
tektion Uber Mehrfachanalysen zu gehen, die
Werte von jeweils neu angesetzten Hefekultu-
ren vergleichen. LODs bei sehr gut arbeitenden
Hefen lagen zum Beispiel reproduzierbar bei
250 fg/Band E2 (S/N 3), waren aber nicht im-
mer wieder mit neu angesetzten Hefekulturen
erreichbar.

Die LODs liegen fur wichtige estrogenartig
wirkende Substanzen im fg- und pg-Bereich
und erlauben den direkten Nachweis im Spu-
renbereich ohne Anreicherung.

Weitere Informationen sind von den Autoren
erhaltlich.
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