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Kortykoidy posiadajace tancuch alfa-ketolowy przy 17 weglu dajq
reakcje barwng z blekitem tetrazoliowym; sterydy, ktére posiadajg
dodatkowo grupe OH przy tym samym weglu dajg barwng reakcje
Portera-Silbera, Wykorzystujge rézinice miedzy tymi reakcjami ozna-
czano kortykosteron i jego pochodne po rozdziale wyciagéw chloro-
formowych z moczu przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej.
Otrzymywane wartodci liczbowe odpowiadaly oczekiwaniu, jezeli wy-
niki oznaczen opracowywano matematycznie (ekstrapolacja), a nie
brano pod uwwage prostej réimicy.

Biosynteza i metabolizm kortyzolu sg od szeregu lat przedmiotem
szczegdlowych badan (3, 4, 5). W znacznie mniejszym stopniu natomiast
opracowane sg zagadnienia zwigzane z kortykosteronem (12). Rola tego
sterydu jako metabolitu dezoksykortykosteronu i prekursora aldosteronu
jest szczegdlnie wazna w dziedzinie zaburzen wodno-elektrolitowych,
$cisle zespolonych z mechanizmami regulujgcymi ci$nienie krwi.

Doktadne wyodrebnienie i oznaczenie kortykosteronu wraz z jego po-
chodnymi w réznych stanach chorobowych zostalo przedstawione przez
Costa (5). Autor ten postugiwal sie chromatografia bibutowa, wymagajaca
wielodniowego rozwijania chromatograméw i wielokrotnej rechromatogra-
fii. Jest to metoda niewatpliwie bardzo precyzyjna i cenna, jednakze tak
skomplikowana, ze zastosowanie jej w badaniach klinicznych nie jest
praktycznie mozliwe.

Kortykosteron, podobnie jak kortyzon zawiera tancuch alfa-ketolowy
przy C!7, nie zawiera natomiast, w przeciwienstwie do kortyzolu i jego
pochodnych grupy OH przy tym weglu. W zwigzku z tym kortykosteron
i jego metabolity, podobnie jak kortyzol i jego pochodne dajg reakcje
z blekitem tetrazoliowym (BT) (7), nie dajg natomiast reakeji z fenylo-
hydrazyng (oznaczenie chromogenéw Portera-Silbera) typowej dla ste-
ryddw pochodzgcych z metabolicznego ciggu kortyzolu. Te wlasnie wlasci-
wosci postanowiono wykorzystaé dla oznaczania kortykosteronu wraz
z jego metabolitami w mieszaninie obu omawianych sterydow i ich po-
chodnych.

W celu skrécenia calosci badan chromatografie bibutowsg zastgpiono
chromatografig cienkowarstwowg (1, 6, 9, 10, 11, 13).
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METODYKA

Odczynniki: Do badan uzywano odczynnikéw, ktore uzywano
w poprzedniej pracy (11).

Postepowanie: Hydrolize moczu, ekstrakcje a takze przygotowa-.
nie ptytek i ich pokrywanie zelem krzemionkowym przeprowadzono
w sposOb opisany poprzednio (11).

Rozwijanie chromatogramoéw: Rozwijanie chromatogra-
mow przeprowadzono technika wstepujacg w komorach do chromatogra-
fii cienkowarstwowej f-my Shandon, stosujac koszulki z bibuty w celu
réwnomiernego nasycenia komory parami rozpuszczalnikow.

Do rozwijania uzywano mieszaniny chloroformu ($§wiezo destylowanego
z nad benzydyny) i alkoholu etylowego rektyfikowanego w stosunku
17 : 3 (v/v). Rozwijanie przeprowadzano na drodze okolo 15 cm, nastep-
nie plytke wyjmowano, suszono w temp. pokojowej az do znikniecia
zapachu rozpuszczalnikéw i ponownie rozwijano w tej samej mieszaninie.

Lokalizacja sterydow: Nie majac do dyspozycji tetra-hydro-
-pochodnych kortykosteronu w postaci czystych substancji wzorcowych
okreslano ich ruchliwos¢é na plytce na podstawie przestanek posrednich.
Rozwiniete chromatogramy suszono na powietrzu i ogladano w Swietle
lampy rteciowej niskocisnieniowej o maksimum emisji przy A = 254 nm,
w celu zlokalizowania wszystkich substancji absorbujgcych $wiatlo nad-
fioletowe.

W ten sposéb w skrajnych pasach oznaczano polozenie wzorcow F, E
i B oraz wzorcow F, E w materiale biologicznym. Zbieranie adsorbentu
z ptytek i eluowanie sterydow: Zel zbierano ze strefy, ktérej goérna gra-
nice stanowila gorna granica plamy kortyzonu, a dolng granice dolna
granica plamy kortyzolu. Sterydy eluowano mieszaning metanolu i chlor-
ku metylenu w stosunku 1:1. Eluat odparowywano do sucha w stru-
mieniu azotu, przy temperaturze 50°. Wywolywanie chromatogramu:
Po zebraniu zelu ze sterydami przeznaczonymi do oznaczen koloryme-
trycznych plytke zanurzano w catoéci do 0,1%p roztworu BT w 2 N KOH
w metanolu. W ten sposob mozna bylo sprawdzi¢, czy plamy tetrahydro-
pochodnych kortyzolu nie zostaly naruszone w czasie zbierania zelu.

Oznaczenia kolorymetryczne: Pomiary kolorymetryczne
wykonywano w sposéb opisany uprzednio w opublikowanej pracy (11),
z tym, ze ekstynkcje mierzono przy pomocy spektrofotometru wobec
proby zerowej przy diugosci fali 525 nm, stosujac poprawke Allena
== 45 nm. Zawartos¢ sterydu w probce okreslano przy pomocy wykresu
kalibracyjnego wykonanego w analogiczny sposdb z roztworami czystych
wzorcow E i F

Chromogeny Portera-Silbera oznaczano zmodyfikowang metodg Cal-
low-Callow (2).

BADANIA DOSWIADCZALNE

Przygotowanie materiatu biologicznego. "W drugiej
dobie stosowania ACTH prolongatum (2 X w ciggu doby domiesniowo
25 mg) uzyskano u chorej M. K. 830 ml moczu, z ktérego 400 ml poddano
hydrolizie enzymatycznej i ekstrahowano 800 ml chloroformu s$wiezo
destylowanego znad benzydyny. Uzyskano okoto 700 ml wyciggu. Otrzy-
many wycigg rozdzielono na dwie roéwne czesci, ktore oznaczono nume-
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rami I i II. Obydwie cze$ci odparowano do sucha pod préznig. Czest
Nr II umieszczono w temp. 4°C przeznaczajgc ja do dalszych badan.
Cze$é Nr I rozpuszezono w 150 ul mieszaniny chlorku metylenu z meta-
nolem (4 : 1) (v/v) zawierajacym w 1 ul okolto 1 ng F i 1 pg E:

Kontrola powtarzalnosci badania: Przygotowano 4
ptytki chromatograficzne (20 cm X 20 cm). W skrajnych pasach umiesz-
czono wzorce F, E, B w ilosci okoto 10 ug. Pierwszy pas kazdej plytki
nie zawieral sterydéw (eluat samego zelu stuzyl jako odno$nik w bada-
niach kolorymetrycznych), a na pozostale trzy pasy naktadano w linii
startowej po 10 ul wyciggu moczu.

Granice plamy F i B ustalono w $wietle pozafiolkowym. Zel zbierano
oddzielnie z odpowiednich stref kazdego pasa. Otrzymane eluaty odpa-
rowywano do sucha. Nastepnie wprowadzano do probéwki mikrostrzy-
kawke Hamiltona 50 pl mieszaniny chlorku metylenu i metanolu (4:1
v/v), rozpuszczano eluat i rozdzielano go na dwie réwne porcje. W jednej
porcji oznaczano sterydy przy pomocy reakeji barwnej z B.T. a w dru-
giej oznaczano chromogeny Portera-Silbera.

Wyniki oznaczen przedstawiono w tabeli I.

Tabela I
Zestawienie wynikéw 11-krotnego oznaczenia pochodnych kortykosteronu przy pomocy bl¢ki-
tu tetrazoliowego i reakeji Portera-Silhera

Ilo$¢ sterydow (ug w probee) Roznica

reakeja z BT reakeja P-S BT — P-S
50,4 43 7
Piytka I 47,7 35 13
49,8 37 13
: 48,3 40 8
Plytka I 54,2 40 14
52,6 40 13
49,1 37 12
Plytka 111 52,8 37 16
48,6 37 12
Plytka IV 57,6 48 10
60,1 48 12
Srednio 50,4 38,4 12

Pozostaly chromatogram wywolywano w sposéb podany wyzej
i stwierdzono w niektérych pasach nieznaczne naruszenia plam THE.
Kontrola wplywu ogélnej ilosci sterydow znajdujacych sie w wyciggu na
wyniki oznaczen sterydéw nie zawierajgcych grupy OH przy Ci7: Czes¢
wyciggu moczowego oznaczong Nr II rozpuszezano w 150 ml tego samego
roztworu, ktérego uzywano w czasie badania czeSci Nr I i nalozono
w ilosci po 10 pl (a wiec w ilosciach zblizonych do uprzednio stosowanej)
na 9 pasow trzech plytek chromatograficznych, przygotowanych podobnie
jak w poprzednim dos$wiadczeniu.

Na pasy startowe, zawierajgce material biologiczny nakladano rézne
ilosci (10, 25 albo 50 ug) wzorcowych substancji sterydowych (kortyzo-
nu — E, kortyzolu — F).
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Rozwijanie chromatogramu i oznaczanie granic plam poszczegélnych
sterydéw wykonywano analogicznie, jak w czasie opracowywania czesci
wyciggu oznaczonej Nr L.

Po zebraniu zelu wywolywano chromatogramy i stwierdzono, ze zel
zawirajgcy plamy THE zostal czeSciowo zebrany w czasie opracowywania
nie wywolanego chromatogramu.

Oznaczanie sterydow przy pomocy reakcji z BT i oznaczanie chromoge-
néw Portera-Silbera przeprowadzono w sposéb opisany wyzej.

Wyniki zebrano w tabeli IL

Tabela II
Zestawienie wynikéw oznaczania pochodnych kortykosteronu w tyeh samych iloéciach eks-
traktu moczu, do ktérych dodano réine ilosci kortyzonu i kortyzolu

Dodana ilodé sterydow Oznaczona iloéé sterydow
Réznica
(ug W probce)
kortyzon kortyzol ; BT — P-S
reakcja z BT reakcja P-S
0 25 49 33 16
0 50 60 50 10
0 0 50 35 15
25 .0 61 48 13
25 25 70 62 8
25 50 83 ’ 81 2
50 0 68 60 8
50 25 69 60 9
25 50 72 71 1

Oznaczanie pochodnych kortykosteronu u zdrowych osobnikéw: Opi-
sane poprzednio badania przeprowadzono na materiale biologicznym, po-
chodzgcym od osoby, ktorej podawano ACTH. W tych warunkach ilosé
kortykosteronu i jego pochodnych w moczu mogla byé¢ szczegolnie duza.
Wobec tego postanowiono dodatkowo przebadaé material biologiczny
pochodzgey od 2 os6b zdrowych, znajdujgcych sie w warunkach fizjo-
logicznych. Badania wyciggu, ktére oznaczono kolejnymi numerami I1I
i IV przeprowadzono w sposob analogiczny do opisanego przy opracowy-
waniu czesci wyciaggu (po ACTH) oznaczonej Nr IL

Wyniki przedstawiono w tabeli IIT.

Tabela III
Zestawienie wynikow oznaczania pochodnych kortykosteronu u 2 zdrowych osobnikéw w tych
samych ilosciach ekstraktu moczu, do ktérych dodano rézne ilosei kortyzonu i kortyzolu

Tlo$¢ sterydow (ug w probcee) Rozhica

reakeja z BT 1 reakcja P-S BT — P-5
8 7 1
H. W. 10 11 —1
16 16 0
12 7 b
H. P. 16 11 5
21 14 7
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Ryc. 1. Korelacja wynikéw oznaczania sterydéw przy pomocy BT z wynikami

oznaczania chromogenéw P—S. a) Wyniki oznaczen w 11 jednakowych prébkach

wyciggu tego samego moczu, b) wyniki oznaczenn w jednakowych prébkach, do

ktérych dodano rézne ilodei sterydéw (kortyzonu i kortyzolu), c¢) kazda prosta

odpowiada wyciggowi z moczu osoby zdrowej; do badanego moczu dodawano rozne

ilogci kortyzonu i kortyzolu, d) prébki zawierajgce jednakowe iloéci kortykosteronu
a rozne ilosci kortyzonu.
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Wyniki liczbowe uzyskane w opisanych powyzej do§wiadczeniach pod-
dano analizie statystycznej i graficznej, wykreslajac dla kazdej grupy
badan zalezno$¢ oznaczonej wartosci chromogenéw P-S od wartosci ste-
rydéw okreslonej reakcja z BT oraz wyznaczajgc dla kazdej zaleznosci
rownanie regresji. Uzyskane wyniki przedstawiono na ryc. 1 a, b, c.

Badania na czystych substancjach wzorcowych: Niezaleznie od badan
materialu biologicznego wykonano pomiary na czystych substancjach
wzorcowych odmierzanych bezposrednio do probéwki. Przygotowano
okoto 2% roztwory kortyzonu (E) i kortykosteronu (B) w mieszaninie
chlorku metylenu i metanolu (4 : 1 v/v). Do pierwszej probowki wprowa-
dzono 20 pl roztworu B oraz 10 ul roztworu E, do drugiej probéwki 20 nl
roztworu B oraz 20 pl roztworu E, a do trzeciej 20 pl roztworu B i 30 ul
roztworu E. Oznaczano zawarto$¢ sterydéw w kazdej probowce, postu-
gujgc sie reakcjg z BT. W drugiej, identycznie przygotowanej serii pro-
béwek oznaczano chromogeny P-S.

Wyniki przedstawiono w tabeli IV i na rye. 1d.

Tabela 1V
Wyniki oznaczania przy pomocy reakeji z BT i metoda Portera-Silbera jednakowyveh ilodei
korlykosteronu, w obeenodci roznych iloéei kortyzonu
Nr Nlo$¢ sterydow (ug w probee) Roinica
probowki reakcja z BT reakeja P-S BT — P-5

1 91 r 2 67

2 120 42 78

3 134 66,5 67,5
grednio 70,8

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Badania doswiadczalne przeprowadzano nie posiadajgc odpowiednich
wzorcow sterydowych. Przyjeto, ze tetrahydropochodne kortykosteronu
(i ewentualnie cze$¢ pochodnych 11-dehydrokortykosteronu) powinny
znajdowa¢ sie¢ w granicach plam E i F oraz w pasie miedzy tymi pla-
mami. Oparto sie na nastepujacych przestankach: 1) tetrapochodne kor-
tyzonu, jako zwigzki bardziej polarne powinny sie znajdowaé blizej
startu, niz steryd macierzysty, 2) w jednej z poprzednich prac, w ktoérej
postugiwano sie kortyzonem radioaktywnym oraz chromatografia dwu-
kierunkowsg stwierdzono w poblizu plam kortyzolu i kortyzonu obecnosé
nieradioaktywnych plam sterydowych, bedacych najprawdopodobniej po-
chodnymi kortykosteronu (8). Plamy te byly szczegdlnie wyrazne w mo-
czach osob, ktérym podawano ACTH przed i w czasie zbierania moczu,
3) w innej serii badan (14) stwierdzono, ze po wprowadzeniu do ustroju
ludzkiego kortykosteronu 7°H na chromatogramie przygotowanym wg -
opisu podanego w niniejszej pracy maksymalna radioaktywno$é znaj-
duje sie miedzy plamami kortyzolu i kortyzonu. W materiale biolo-
gicznym zawierajacym roézne iloSci 17-OH sterydéw préba zwyklego ze-
stawienia wynikéw uzyskanych przy uzycit BT i przy pomocy metody
P-S nie dala dobrego rezultatu. Odtworzenie podobnych warunkéw przy
uzyciu sterydéw wzorcowych dalo natomiast wyniki zadowalajace.

Obecno$¢ w materiale biologicznym chromogenéw niesterydowych jest
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byé moze jedna z przyczyn powodujgcych, ze odejmowanie od sumarycz-
nej ilosci sterydow oznaczonych przy uzyciu BT ilosci chromogenéw P-S
prowadzi do uzyskania wartosci liczbowych o bardzo duzym rozrzucie
i pozbawia je tym samym przydatnosci klinicznej. Jednakze oznaczanie
chromogenéw P-S pomimo matej swoistosci daje dobrg powtarzalnosé
wynikéw, przynajmniej przy wielokrotnym powtarzaniu oznaczen w tym
samym czasie. Dlatego tez, aby wykorzysta¢ pomiary z uzyciem BT
i reakeji P-S koniecznym jest zestawienie kilku (najmniej dwoch) réw-
noczesnych badan tego samego wyciggu moczu, po podaniu réznych ilosei
E lub F. Ekstrapolacja uzyskanych wynikoéw (graficzna lub rachunkowa)
do stanu odpowiadajgcego P — S = 0 daje poszukiwang wartos¢. Okazato
sie przy tym, Ze obie uzyte metody: BT i P-S odznaczaja sie dobra
korelacja, tak ze rozrzut poszczegdlnych wynikéw jest stosunkowo nie-
znaczny. Zapewnia to dokltadno$é oznaczen réznicy B-T i P-S rzedu 1,0
do 1,5 pg w probce.

WNIOSKI

1. Przedstawiono metode oznaczania kortykoidéw nie posiadajgcych
grupy OH przy C!'7 w wyciggach z moczu.

2. Wskazano na mozliwosé wykorzystania w sposéb wlasciwy zestawie-
nia oznaczen uzyskanych przy pomocy reakcji z BT i w reakeji P-S.

3. Roéwnolegle oznaczanie w tym samym materiale biologicznym chro-
mogenéw P-S i sterydéw w reakeji z BT pozwala na wyliczenie ilosci
kortykosteronu i jego pochodnych,

4. Tlos¢ metabolitu” kortykosteronu oznaczona w materiale biologicz-
nym odpowiada wartos$ci oczekiwanej.

5. Opracowana metoda moze byé¢ uzyta do oznaczania radioakywnosci
swoistej metabolitow po podaniu radioaktywnego kortykosteronu.
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IIOIIBITKY ONPENEJEHMS KOPTHMKOCTEPOHA U ErO IPOM3BONHBIX
B BKCTPAKTAX U3 MOYHU

CogepxaHue

Koprurouasr umeroime anbha-KeToNOBRIO Henb mpy 17 C JaioT LBETHYI0 PeakIUIo
C TeTPa30JeBbIM CHUHMM, CTEPOMILI, MMEOIle AOIONHUTENLHO Tpymrny OH npu stoMm
e yrie AalT LBETHYH peakiuioo Iloprepa-3mabbepa. VICOOAB3Ys pPasHMUIILI MEXKIY
3THM PeaKIMAMU ONPENeNAaN KOPTUKOCTEPOH 1 €T0 IIPOMU3BOAHbBIE MIPH OTAECNEHUM XJIO-
PObOPMHBIX SKCTPAKTOB M3 MOYM It M IIOMOLLM TOHKOCIHONHOIM Xpomarorpadmm. Ilomy-
YEHHBIE YMCJIEHHBbIe 3HAYEeHMA OTBeYallyM OKUAAHMIO, €Cly Pe3yabTaThl 0603HadeHMit
ofpabaTeiBanice, MaTeMaTUYECK (IKCTPANONALMA) M He YUMTHIBAJIACH IIPOCTaf paz-
HULBL
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J. Janecki, W. Massalski, S, Zgliczynski

THE TRIALS OF CORTICOSTERON AND ITS RELATIVES ASSAY IN URINE
EXTRACTS

Summary

The corticosteroids having alpha-keto chain at C17 give colour reaction with
blue-tetrazolium; steroids which have additionaly OH-group at the same carbon
give colour reaction of Porter-Silber. On this basis there were corticosteron and
its relatives examined using thin layer chromatography in application for chloro-
form extracts of urine.

The quantitative values thus obtained were the same as postulated when the
results were matematicaly extrapolated and when the ordinary difference was then
neglected.
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