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POVODNE OZNAMENIE

CHROMATOGRAFICKE ODDELOVANIE
17-HYDROXYKORTIKOIDOV NA STLPCI CaSO0,

J. MATIS, 0. ADAMEC

Odborny liedebny tstav endokrinologicky v Lubochni

Vo svetovej literatire nachddzame pomerne malo prac, ktoré sa zaoberaju
metédou oddelovania 17-hydroxykortikoidov technikou stipcovej chromato-
grafie. Ako adsorbent sa najcastejSie pouZiva rdzne impregnovany silikagél
[1—6], menej Florisil [7] a Hyflo-Super-cel [8]. Neimpregnovany silikagél pre
hrubé oddelovanie zmesi kortikoidov pouziva L. P. Romanoffova [9]
a praskovi celulézu na stanovenie kortizénu W. Dirscherl [10]. Uvedené
noside st v8ak na naSom trhu viéSinou tazko dostupné a metodiky pre rutinnu
pracu zle reprodukovatelné. Pri hladani iného nosi¢a sa nam osveddil siran
vapenaty, ktory sme pripravili jednoduchym spésobom priamo v laboratériu.

Experimentalna éast

Chemikdlie a zariadenie

. Chlorid vdpenaty p. a.

Kyselina sirové p. a.

Chloroform redest.

. Metanol p. a.

. Absolitny etanol bez aldehydov.

. Siran sodny bezvody p. a.

. 0,1 ~-NaOH.

. B-glukuronidéza, ziskand mrazovou subliméciou zaltidoénej $tavy slimdka zdhrad-
ného Helix pomatia.

9. Siran vépenaty, pripraveny zrazanim 40 %-ného vedného roztoku chloridu vépe-
natého stechiometrickym mnozstvom 50 9;-nej H,SO, pri teplote 70—80 °C za stdleho
mieSania. Zrazenina CaSO, sa na filtri premyva destilovanou vodou do neutrédlnej reakcie
filtrdtu. Siran vépenaty sa suSi 48 hodin v ca 1 cm vrstve pri teplote 115—120 °C.
Uskladiiuje sa v prachovnici s dobre tesniacim zédbrusom.

10. 100 mg 9% standardné roztoky 17a-hydroxydezoxykortikosterénu, kortizénu
a kortizolu v absolitnom etanole.

11. 50 ml chromatograficks trubica o vnutornom priemere 12 mm s rovnym zébruso-
vym kohutom. ‘

12. Automaticky zberaé frakeii.
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Pracovny postup

4 g CaSO, sa v zdbrusovej banke rozmiesaji s 30 ml chloroformu. Vzniknuté zhluky
siranu vdpenatého sa rozrusia intenzivnym trepanim. Vytvorend jemnd suspenzia sa
vleje do chromatografickej trubice a neché sa usadzovat.
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Z uvedenych sStandardnych roztokov steroidnych ldtok sme pripravili umelé zmesi
o zndmom obsahu jednotlivych steroidov. Tieto sme za stédleho susenia pridom teplého
vzduchu nand$ali na 2—3 kruzky filtra*ného papiera o priemere 10 mm. Krazky filtrac-
ného papiera po odpareni rozpustadla sme potom umiestili na povreh stipca. Ako eluény
roztok sme poutili ¢erstvo predestilovany chloroform. Rychlost jeho prietoku sme kohu-
tom chromatografickej trubice nastavili na 1 kvapku za 2 sekundy. Zachytévali sme 1 ml
frakeie. Jednotlivé frakeie sme za zniZeného tlaku odparili pri teplote nepresahujicej
40 °C. V odparkoch pritomné 17-hydroxykortikoidy sme stanovovali metédou podla
R. H. Silbera a C. C. Portera [11].

Oddelovali sme tieto biologicky i¢inné 17-hydroxykortikoidy:

17«-hydroxydezoxykortikosterén — Reichsteinova S latka

kortizén — Kendallova E latka

kortizol — Kendallova F' latka

Opisanu pracovnu techniku sme pouzili na stanovenie vysSie uvedenych 17-hydroxy-
kortikoidov v mocovych extraktoch.

Pripraca mobového extrakiu

Moé sme extrahovali chloroformom po jeho hydrolyze f-glukuroniddzou (800 Fishma-
movych jednotick na 1 ml mocu). Chloroformovy extrakt sme &istili vytrepavanim
s 0,1 N-NaOH a destilovanou vodou. Po vysuSeni bezvodym siranom sodnym sme tento
za znizeného tlaku odparili a vhodné alikvotné mnozstvo o obsahu 1,5—2 mg celkovych
17-hydroxykortikoidov stanovenych podla R. H. Silbera a C. C. Portera [11] sme po
rozpusteni v 0,3 ml zmesi metanol-—chloroform (1 : 1) vyssie opisanym spésobom naniesli
na stipec CaSO,. Za uéelom zistenia vytazkov sms paralelne chromatografovali dva
molové alikvoty, z ktorych jeden obsahoval zndme mnoZstvo umele pridanych steroidov.

Vysledky a diskusia

Na obr. 1 uvddzame chromatografické krivky zmesi éistych Standardnych
steroidov, ktoré obsahovali po 50, 100 a 200 ug z kazdého steroidu. Je zrejmé,
7e chromatograficky stipec pripraveny zo 4 g CaSO, dostatotne ostro rozde-
Tuje steroidné zmesi v rozmedzi 50—200 ug. Obr. 2 ukazuje, Ze metodika je
vhodna pre oddelovanie steroidov v moéovych extraktoch. Do jedného z mo-
éovych alikvotov sme pridali po 50 pg S, E a F latky. Vytazky jednotlivych
steroidov sa pohybovali v rozmedzi 90—96 9.

58-Pregnan-3e,17«,21-triol-20-on  (Reichsteinova - THS latka), ktory sa
svojou polaritou podobd kortizolu a kortizénu, méze sa pri nami pouzivanom
sposobe vymyvat zo stipca spoloéne s niektorou z tychto dvoch latok, &o by
mohlo viest k nespravnej interpretacii vysledkov. Miesto vylutovania THS
latky na chromatografickych krivkdch sme nemohli uréit, pretoze nateraz
nemame k dispozicii jeho §tandard. Vo vidSine pripadov sa v8ak THS latka
nevyskytuje medzi katabolitmi steroidnych horménov, vyluéovanymi do
modu, ¢o sme si pri dosial urobenych analyzach overili tym, Ze sme prislusné
eludty zodpovedajice kortizénu a kortizolu chromatografovali na papieri
postupom podla J. C. Touchstona a spolupracovnikov [12]. Ani v jednom
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pripade sa nam nepodarilo zistit Skvrnu THS. ZvySené vyludovanie THS
latky do mocéu mozno v8ak ocakavat u pacientov s vrodenou hyperplaziou

a s tumormi kory nadoblidiek.
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Obr. 1. Chromatografické krivky umele pri-  Obr. 2. V dolnej &asti chromatografickd

krivka mocového extraktu, v hornej casti
ten isty extrakt po pridani 50 pg S, £ a [
latky.

pravenych zmesi Stanaardnych steroidov
na stipei CaSO,.

Sahrn

Opisali sme metodiku oddelovania biologicky tuéinnych 17-hydroxykorti-
koidov, a to 17a-hydroxydezoxykortikosterénu, kortizénu a kortizolu stipcovou
chromatografiou. Ako nosié sa pouzil v laboratdriu pripraveny siran vapenaty.
Metodika umoziiuje dobré oddelenie uvedenych steroidov v 90—96 9, vytaz-
koch. Je moznd aplikdcia pre analyzu moéovych extraktov.

NXPOMATOI'PAOMYECKOE PACIHPLEIEJEHNE
17-'’HAPORCHIKROPTIRON 0B HA HOJOHKE CaSO,

fI. MATIIC, O. AJTAMEL
Iayumo-;1cucOupri 9H;[0KPHHOJIOIMUCCKII HHCTHTYT B <[1000X1111

Do onncan MeTo;T pacnpe;(elICHIs OHOIOTHYCCKH ARTHBHBIX 17-TH;(POKCMKOPTHRONIOB,
a 1MeHHO: 17e-rujIpOKCH;IC30KCMKOPTUKOCTCPOHA, KOPTH30HA M KOPTU30:1d TpPH FOMOILI
KO/10HOYHOII XpomaTtorpaduu. B KauccTBe HocuTe:st OBLT NPMMCHCIL ¢EPHORMCARH RaibLuil,
1OJIyYCHHLIH B JlabopaTopuu. 9THM MCTO;loM MOkHO Xopolwo ¢ 90—96 94 Burxojami pac-
NPCACIUTE BLIUG NPHBCJCHHLIC CTCPOM/LL. ITOT METO;( MOMKHO IPUMCHATL VISl AH/IH3A
OKCTPAKRTOB MOUM,

Hoctynu:ro B pe;rawmiio 18, 5. 1961 r.
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CHROMATOGRAPHISCHE VERTEILUNG
VON 17-HYDROXYKORTIKOIDEN AUF EINER CaSO,-SAULE

J. MATIS, O. ADAMEC

Endokrinologische Fachheilanstalt in Lubochna

Es wird eine Methodik der Verteilung von biologisch wirksamen 17-Hydroxykortikoi-
den beschrieben, u. zw. des 17-Oxydesoxykortikosterons, des Kortisons und Kortisols
durch dic Sdulenchromatographie. Als Tréager wird cin im Laboratorium hergestelltes
Kalziumsulfat benutzt. Diese Methodik ermoglicht eine gute Trennung der angefiihrten
Steroide in Ausbeuten von 90—96 9%,. Die Applikation dieser Methodik fur die Analyse

von Harnextralkten ist moéglich.
In die Redaktion cingelangt den 18. 5. 1961
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