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P Ô V O D N É O Z N Á M E N I E 

CHROMATOGRAFICKÉ ODDEĽOVANIE 
17-HYDROXYKORTIKOIDOV NA STĹPCI CaS04 

J . MATIS, O. ADAMEC 

Odborný liečebný ústav endokrinologický v Ľubochni 

Vo svetovej literatúre nachádzame pomerne málo prác, ktoré sa zaoberajú 
metódou oddeľovania 17-hydroxykortikoidov technikou stĺpcovej chromato-
grafie. Ako adsorbent sa najčastejšie používa rôzne impregnovaný silikagél 
[1 — 6], menej Florisil [7] a Hyflo-Super-cel [8]. Neimpregnovaný silikagél pre 
hrubé oddeľovanie zmesi kortikoidov používa L. P. R o m a n o f f o v á [9] 
a práškovú celulózu na stanovenie kortizónu W. D i r s c h e r l [10]. Uvedené 
nosiče sú však na našom trhu väčšinou ťažko dostupné a metodiky pre rutinnú 
prácu zle reprodukovateľné. Pri hľadaní iného nosiča sa nám osvedčil síran 
vápenatý, ktorý sme pripravili jednoduchým spôsobom priamo v laboratóriu. 

Experimentálna časť 

Chemikálie a zariadenie 

1. Chlorid vápenatý p. a. 
2. Kyselina sírová p. a. 
3. Chloroform redest. 
4. Metanol p. a. 
5. Absolútny etanol bez aldehydov. 
6. Síran sodný bezvodý p. a. 
7. 0,1 N-NaOH. 
8. /?-glukuronidáza, získaná mrazovou sublimáciou žalúdočnej šťavy slimáka záhrad

ného Helix pomatia. 
9. Síran vápenatý, pripravený zrážaním 40 %-ného vodného roztoku chloridu vápe

natého stechiometrickým množstvom 50 %-nej H 2 S 0 4 pri teplote 70—80 °C za stáleho 
miešania. Zrazenina CaS0 4 sa na filtri premýva destilovanou vodou do neutrálnej reakcie 
filtrátu. Síran vápenatý sa suší 48 hodín v ca 1 cm vrstve pri teplote 115—120 °C. 
Uskladňuje sa v prachovnici s dobre tesniacim zábrusom. 

10. 100 mg % štandardné roztoky 17a-hydroxydezoxykortikosterónu, kortizónu 
a kortizolu v absolútnom etanole. 

11. 50 ml chromatografická trubica o vnútornom priemere 12 mm s rovným zábrnso-
vým kohútom. 

12. Automatický zberač frakcií. 

Pracovný postup 

4 g CaS0 4 sa v zábrusovej banke rozmiešajú s 30 ml chloroformu. Vzniknuté zhluky 
síranu vápenatého sa rozrušia intenzívnym trepaním. Vytvorená jemná suspenzia sa 
vlej e do chromatografickej trubice a nechá sa usadzovať. 
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Z uvedených štandardných roztokov steroidných látok sme pripravili umelé zmesi 
o známom obsahu jednotlivých steroidov. Tieto sme za stáleho sušenia prúdom teplého 
vzduchu nanášali na 2—3 krúžky filtračného papiera o priemere 10 mm. Krúžky filtrač
ného papiera po odparení rozpúšťadla sme potom umiestili na povrch stĺpca. Ako elučný 
roztok sme použili čerstvo predestilovaný chloroform. Rýchlosť jeho prietoku sme kohú
tom chromátografickej trubice nastavili na 1 kvapku za 2 sekundy. Zachytávali sme 1 ml 
frakcie. Jednotlivé frakcie sme za zníženého tlaku odparili pri teplote nepresahujúcej 
40 °C. V odparkoch prítomné 17-hydroxykortikoidy sme stanovovali metódou podľa 
R. H. S i l b e r a a C. C. P o r t e r a [11]. 

Oddeľovali sme tieto biologicky účinné 17-hydroxykortikoidy: 
17a-hydroxydezoxykortikosterón — Reichsteinova S látka 
kortizón — Kendallova E látka 
kortizol — Kendallova F látka 
Opísanú pracovnú techniku sme použili na stanovenie vyššie uvedených 17-hydroxy

kortikoidov v močových extraktoch. 

Prípraca močového extraktu 

Moč sme extrahovali chloroformom po jeho hydrolýze /?-glukuronidázou (800 Fishma-
nových jednotiek na 1 ml moču). Chloroformový extrakt sme čistili vytrepávaním 
s 0,1 N-NaOH a destilovanou vodou. Po vysušení bezvodým síranom sodným sme tento 
za zníženého tlaku odparili a vhodné alikvotné množstvo o obsahu 1,5—2 mg celkových 
17-hydroxykortikoidov stanovených podľa R. H. S i l b e r a a C. C. P o r t e r a [11] sme po 
rozpustení v 0,3 ml zmesi metanol—chloroform (1:1) vyššie opísaným spôsobom naniesli 
na stĺpec CaS0 4 . Za účelom zistenia výťažkov sme paralelne chromatografovali dva 
močové alikvoty, z ktorých jeden obsahoval známe množstvo umele pridaných steroidov. 

Výsledky a diskusia 

Na obr. 1 uvádzame chromatografické krivky zmesí čistých štandardných 
steroidov, ktoré obsahovali po 50, 100 a 200 \ig z každého steroidu. Je zrejmé, 
že chromatografický stĺpec pripravený zo 4 g C a S 0 4 dostatočne ostro rozde
ľuje steroidné zmesi v rozmedzí 50 — 200 ug. Obr. 2 ukazuje, že metodika je 
vhodná pre oddeľovanie steroidov v močových extraktoch. Do jedného z mo
čových alikvotov sme pridali po 50 [ig S, E a F látky. Výťažky jednotlivých 
steroidov sa pohybovali v rozmedzí 90—96 % . 

5/S-Pregnan-3a,17a,21-triol-20-on (Reichsteinova' THS látka), ktorý sa 
svojou polaritou podobá kortizolu a kortizónu, môže sa pri nami používanom 
spôsobe vymývať zo stĺpca spoločne s niektorou z týchto dvoch látok, čo by 
mohlo viesť k nesprávnej interpretácii výsledkov. Miesto vylučovania THS 
látky na chromatografických krivkách sme nemohli určiť, pretože nateraz 
nemáme k dispozícii jeho štandard. Vo väčšine prípadov sa však THS látka 
nevyskytuje medzi katabolitmi steroidných hormónov, vylučovanými do 
moču, čo sme si pri dosial urobených analýzach overili tým, že sme príslušné 
eluáty zodpovedajúce kortizónu a kortizolu chromatografovali na papieri 
postupom podľa J . C. T o u c h s t o n a a spolupracovníkov [12]. Ani v jednom 
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prípade sa nám nepodarilo zistiť skvrnu THS. Zvýšené vylučovanie THS 
látky do moču možno však očakávať u pacientov s vrodenou hyperpláziou 
a s tumormi kôry nadobličiek. 
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Obr. 1. Chromatograŕ ické k r i v k y umele pri
p r a v e n ý c h zmesí š t a n d a r d n ý c h steroidov 

n a stĺpci C a S 0 4 . 

Obr. 2. V dolnej čast i chromatograf ická 
k r i v k a močového e x t r a k t u , v horne j čast i 
t e n istý e x t r a k t po p r i d a n í 50 \±g S, E a F 

l á t k y . 

Súhrn 

Opísali sme metodiku oddeľovania biologicky účinných 17-hydroxykorti-
koidov, a to 17a-hydroxydezoxykortil<:osterónu, kortizónu a kortizolu stĺpcovou 
chromatografiou. Ako nosič sa použil v laboratóriu pripravený síran vápenatý. 
Metodika umožňuje dobré oddelenie uvedených steroidov v 90 — 96 % výťaž
koch. Je možná aplikácia pre analýzu močových extraktov. 

ХРОМЛТОГРАФИЧЕСКОЕ Р А С П Р Е Д Е Л Е Н И Е 
17-ГИДРОКСИКОРТИКОИДОВ НА КОЛОНКЕ CaS0 4 

Я. MATHG, О. АДАМЕЦ 

Научно-лечебный эндокринологический институт в Любохии 

Был описан метод распределения биологически активных 17-гидроксикортикоидов, 

а именно: 17а-гидроксидезоксикортикостсрона, кортизона и кортизола при помощи 

колоночной хроматографии. В качестве носителя был применен сернокислый кальций, 

полученный в лаборатории. Этим методом можно хорошо с 90—96 % выходами рас

пределить выш$ приведенные стероиды. Этот метод, можно применить для анализа 

экстрактов мочи. 

Поступило в редакцию 18, 5. 1961 г. 
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CHROMATOGRAPHISCHE VERTEILUNG 
VON 17-HYDROXYKORTIKOIDEN AUF EINER CaS04-SÄULE 

J . MATIS, O. ADAMEC 

Endokrinologische Fachheilanstalt in Ľubochňa 

Es wird eine Methodik der Verteilung von biologisch wirksamen 17-Hydroxykortikoi-
den beschrieben, u. zw. des 17-Oxydesoxykortikosterons, des Kortisons und Kortisols 
durch die Säulenchromatographie. Als Träger wird ein im Laboratorium hergestelltes 
Kalziumsulfat benutzt. Diese Methodik ermöglicht eine gute Trennung der angeführten 
Steroide in Ausbeuten von 90—96 %. Die Applikation dieser Methodik für die Analyse 
von Harnextrakten ist möglich. 

In die Redaktion eingelangt den 18. 5. 1961 
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