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SUMMARY
Determination of free cortisol in urine by high-pressure liguid chromatogrephy

The possibilities were examined for the high-pressure liquid chromatographic analysis of
cortisol with methods of adsorption, distribution and reversed-phase chromatography. Free
cortisol in urine can be determined by extraction with chloroform and subsequent adsorp-
tion chromatography on silica gel with 2 mob:le phase consisting of 1.5% methanel and 0.2%
water in chloroform.

The time needed for this chromatographic analysis is 10—15 min; the limit of determina-
tion is 3 ng of cortisol for one injection.

EINLEITUNG

Uber die Trennung von Corticasteroiden durch die Hochdruck-Flissigkeits-
chromatographie (HPLC) ist bereits eine grissere Zahl von Arbeiten veréffent-
licht worden, jedoch nur in wenigen Fillen wird eine guantitative Analyse von
Cortisol durchgeftihrt (Tabelle E).

Fiir arbeitsphysiologische Untersuchungen zur tagesperiodischen Schwankung
der Cortisolausscheidung im Urin war es unser Ziel, eine schnelle quantitative
hochdruck-fliissigkeitschromatographische Methode zu entwickeln. Daftr
werden in Abstinden von 2—3 Stunden Urinproben gesammelt, darin der
Gehalt an freiem Coztzsot bestlmmt und 4uf die Ausschexciung pro Minute um-

- gerechnet. -
Ble Abtrennung von Cortxsol aus Urin erfolgt durch die Extraktion mit



TABELLE
HOCHDRUCK-FLUSSIGKEITSCHROMATOGRAPHIE VON CORTISOL UND ANDEREN
CORTICOSTEROIDEN (LITERATURUBERSICHT)

- Trennmaterialien Mobile Phase Anwendung Literatur

Kieselgel (SIL-X, Perkin-Elmer, Chloroform—Methanol (100:1) Serum (qual.) 1
Uberlingen, B.R.D.) Chloroform—Dioxan (100:5)

Kieselgel (10 um, Varian, Dichlormethan—Athanol (95:5) Pharmaceutica 2
Darmstadt, B.R.D.) .

Kieselgel (10 p¢m, Partisil 10, n-Heptan—Athanecl (75:25) - 3
Reeve Angel, Clifion, NJ., :
U.S.A)

Kieselgel Vydac-101 SI n-Hexan—Chloroform— . - 4
{(30—44 um, Macherey, Methano!l (60:38:2)

Nagel & Co., Diiren, BR.D)) .

Kieselgel (10—15 uzm) ternires Gemisch: 2,2,4-Trime- Serum (quant.) 5

thylpentan—Athanol—Wasser

Kieselgel (4—8 #m, Pechiney, ternires Gemisch: Dichlor- Serum {quant.) [
St. Gobain, Frankreich) methan—Athanol—Wasser

ODS-Kieselgel (SIL-X{RP), Methanol—Wasser (40:60) - 1
Ferkin Elmer)

QDS-Kieselgel (CO:Peil OBS Methanol—Wasser (50:50) - i
41 um, Reeve Angel)

Amberlite LA-1 [n-Dodecyl- Wasger - 8

(trialkylmethyl)amin]
(Rohm & Haas, Darmstadt,
B.R.D.) auf Kieselgelen
1% BOP (8,3 -Oxydipropio- Tetrahydrofuran—Heptan - 9
nitril) auf Kieselgel (25—37 (20:80)
um, DuPont, Bad Nauheim,

B.R.D.)

1% BOP (3,3'-Oxydipropio- 5% Essigsdureidthylester + Pharmaceutica 10
nitril) auf Kieselgel (25—37 0.2% Acetonitril in a-Hexan
um, DuPont)

1% ANH (Cyanoithylsilicon) 1% Methano! in Wasser ’ Pharmaceutica 11
auf Kieselgel (25—37 um,
DuPont)

Chloroform, die organische Phase wird mit Natronlauge und Wasser gewaschen.
Dieses Verfahren hat sich in der Analytik der 17-Hydroxycorticosteroide
bewidhrt (siehe z.B. Lit. 12) und sollte zur Anreicherung fiir die anschliessende
HPLC-Analyse eingeseizt werden.

Fur die Bestimmung von Cortisol im Serum wurde von Meijers et al. [5] so-
wie Hesse et-al. [8] ein terndres Gemisch zls System fur eine Verteilungs-
chromatographie verwendet. Wendet man dieses Verfahren fiir Urinextrakte an,
so erscheinen nach dem Cortisol-Peak noch eine Reihe von Substanzen mit
langen Retentionszeiten, die sich bei den nachfolgenden Anslysen stdrend
bemerkbar machen. Weitere Reinigungsschritte des Extraktes wiirden jedoch
die Anwendbarkeit der Analysenmethode fir die Routine einschrinken.

An Kieselgel sind bisher in erster Linie Trennungen aus reinen L&sungen be-
schrieben worden. Die qualitative Analyse eines Plasma-Extraktes von Fouch-
stone und Wortmann {1} ist nicht befriedigend. Als Mobile Phasen werden
Gemischhe unpolarer Lésungsmittel wie Chloroform oder n-Heptan bzw.
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n-Hexan mit geringen Prozentgehalten an Methanol ader Athancl verwendet
(Tabelle I).

Auch Trennmaterialien mit chemisch gebundenen Phasen sollten wegen der
weniger kritischen Elutionsbedingungen fiir die Auftrennung von Urinextrakten
zur Bestimmung ven Cortisol gepruft werden.

EXPERIMENTELLES

Material

HFPLC-Gerdte: Hochdruckpumpe M-6000 A (Waters Assoc.), Probeninjek-
tionssystem U 6 K (Waters Assgc.), und Zweistrahl-Mehrwellenldngen-UV/VIS
Photometer M 440 {Waters Assoc.).

Sonstige Geridte: Schiittelmaschine, Fraktionenschnellverdampfer (Ed.
Bithler), 50-ml Schiitteltrichter, Spitzglaser (Hohe 9.5 cm, L.D. 2.3 cm,
Fassungsvermogen ca. 30 ml), Faltenfilter (Durchmesser 9 cm, Selecta), und
Injektionsspritze Pressure Lok, Series B-110 (Precision Sampiing, Baton Rouge,
La.,US.A).

Chemikalien: Chioroform p.a. (Merck, Darmstadt, B.R.D.) (Wassergehalt
unter 0.01%), und Natriumhydroxid p.a. (Merck).

Analysenvorschrift

Vier ml Urin werden auf pH 6.0 eingestelit und mit bldestxlhertem Wasser
auf 10 ml verdinnt. Je 5 ml dieser Losung werden in einem 50-ml Schiittel-
trichter mit je 10 ml Chloroform 3 min auf der Schiittelmaschine geschiittelt.
Die wissrige Phase wird verworfen, die organische Phase dreimal mit je 2 ml
G.1 N Natriumhydroxid, dann dreimal mit je 2 ml bidestilliertem Wasser ge-
waschen. Die vollstindige Trennung der Phasen muss jeweils abgewartet werden.

Nach dem Waschen wird die Chloroform-Phase iiber ein trockenes Falten-
filter in ein Spitzglas abgelassen, das Filter zweimal mit je 2 ml Chloroform
nachgewaschen. Am Fraktionenschnellverdampfer wird das Ldsungsmittel bis
zur Trockene ohne Heizung verblasen. Die Innenwande des Glases wascht man
nach dem Eindampfen mit 1 ml Chloroform und verblidst nochmals bis zur
Trockene. Danach werden die Spitzgliser in Eiswasser gestellt und der Riick-
stand in 200 g1 Chloroform gelost.

Zur HPLC-Analyse an Kieseigel (Bedingungen siehe Fig. 1) werden 25 ul in
das Probeninjektionssystem gespritzt. Bereits nach maximal 15 min kann die
nichste Bestimmung durchgefithrt werden. Bei geringen Cortisolgehalten (z.B.
Mittagsurin oder grossen Urinvolumina in kurzen Zeitintervallen) konnen je
Analyse ohne Schwierigkeiten grissere Urinmengen unter Beriicksichtigung der
Volumenverhiltnisse bei der Extraktion eingesetzt werden. Auch ldsst sich das
Einspritzvolumen fiir die HPLC-Analyse erhdhen. Die quantitative Auswertung
der Chromatogramme erfolgt iiber die Peakhdhe.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Bie Anwendung der Adsorptionschromatographie (siehe Tabelle I} auf Urin-
extrakte zeigte, dass mit Materialien von 5 pm Teilchengrdsse {poros) eine gute
Ahtrennzmg d& Cortisols von storenden Suhstanzen erzielt wird (Fig. 1).
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Fig. 1. Adsorptionschromztographische Analyse von Cortisol {C) in Urinextrakten. Saule:
Fertigsaule Zorbax-Sil, 25 cm x 2.1 mm LD, gefiillt mit Kieselgel Zorbax-Sil, polar (5—7
um); Druck: 3500 ps.i.; Temperatur: 22°; mobile Phase: Chloroform—Methanol—Wasser
(98.3:1.5:0.2); Durchflussgeschwindigkeit: 0.6 ml/min; Probenmenge: 25 ul (entsprechend
Extrakt aus 0.25 ml Urin); Detektor: Zweistrahl-Mehrwellenlingen-UV/VIS-Photometer

M 440, 254 nm bei 0.02 a.u.f.s.

TABELLE II

VERWENDETE TRENNMATERIALIEN FUR DIE HOCHDRUCK-FLUSSIGKEITS-
CHROMATOGRAPHIE VON CORTISOL

Trennmaterial
(mittlere Korngrosse)

Mobile Phasen

Ergebnis

Kieselgele
Nucleosil 50-5 (5 zm)
(Macherey, Nagel & Co.)

Zorbax-Sil (6—7 gm)
{DuPont)

Vydac-101 SI (30—44 um)
{Macherey, Nagel & Co.)

Perisorb A (30—40 um)
{Merck)

Chemische-gebundene Phasen
Nucleosil 10 C,, (10 pm)
- (Macherey, Nagel & Co.)

Perisorb RP (30—40 um)
{Merck)

Nucteosil 10 CN (10 zm)
(Macherey, Nagel & Co.)

1—5% Methanel in
Chloroform

1—5% Methanol in
Chloroform

1—5% Methanoi in
Chloroform

1—5% Methanol in
Chloroform

“raversed-phase®’:
Methanol—Wasser,
bis zu 60% Wasser

“reversed-phase™:
Methanol—Wasser,
bis zu 60% Wasser

Methanol bzw. Isa-
propanol—Chlozoform

“‘reversed-phase":

 Methanol—Wasser,

bis zu Q0% Wasser

quantitative Analyse mdéglich

quantitative Analyse moglich

zu geringe Bodenzahlen, keine
Abtrennung des Certisols in
Urinextrakten

Trennung in Urinextrakten
magtich

keine Ahtrennung dec Cortisols

in Urinextrakten

_ Trennung mU:meztrakten :

moglich
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Fig. 2. Binfluss des Wassergehaltes der mobilen Phase auf die Form des Cortisol-Peaks bei der
Adsorptionschromatographie, Saule: Fertigsiule Nucleosil 50-5, 20 em X 4 mm 1.D., gefiillt
mit Kieselgel Nucleosil 50-5 (5 + 1.5 gm); Druck: 1000 p.s.i.; Temperatur: 22°: mobile
Phase: (a} Chloreform (ither Aluminiumoxid getrocknet)—Methznol (98:2); (b) Chloro-
form—Methanol—Wasser (97.8:2:0.2); Durchflussgeschwindigkeit: 0.8 mi/min; Proben-
menge: 25 il (entsprechend 100 ng Cortisol); Detektor: wie Fig_ 1, bei 0.02 a u.fs.

Kieselgele wie Vydac und Perisorb (30—44 pym, “Diinnschicht-Teilchen™) lassen
sich wegen der geringen Bodenzahlen nicht einsetzen (Tabelle II). Gut reprodu-
zierbare Ergebnisse an Kieselgel sind jedoch nur dann zu erhalten, wenn der
Wassergehalt in der mobilen Phase genau eingehalten wird. Werden wasserireie
Losungsmittel (Trocknung iiber Aluminiumoxid) eingesetzt, so wird ausser
einer geringen Bddenzahl ein Tailing des Cortisol-Peaks beobachtet (Fig. 2a).
Durch den Zusatz von 0.2% Wasser zur mobilen Phase wird die Peakform fiir
Cortisol giinstig verdndert (Fig. 2b) (siehe auch Lit. 13) und eine Trennung von
anderen Substanzen erst moglich. '

An Nucleosil-CN ist mit der Verteilungschromatographie (Methanol oder
Isopropanol in Chloroform) keine Abtrennung des Cortisols von anderen Sub-
stanzen in den Urinextrakten mégiich. Mit der ‘“‘reversed-phase’-Chromato-
graphie (Methano!l in Wasser) gelingt dies sehr gut. Ebenso geeignet ist Nucleosil
10 C,z (ODS) mit Gemischen aus Methanol und Wasser als mobile Phasen
(Fig_ 3). Eine Ubersicht iiber die verwendeten Trennmaterialien und Trenn-
siulen und deren Eignung fur die Analyse von Cortisol in Urinextrakten gibt
Tabelle iI.

Es wurden verschiedene Urinproben mit der Adsorptions- und der “reversed-
phase”-Chromatographie (Bedingungen siehe Fig. 1 und 3) quantitativ analy-
siert. Tabelle I zeigt die Ergebnisse dieser Bestimmungen. Bis auf eine Probe
werden in allen Fillen mit der “reversed-phase’”-Chromatographie niedrigere
Werte erhalten. Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind wahrscheinlich auf die
schieclite Laslichkeit des Urinextraktes in Wasser—Methanol-Gemischen zuriick-
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Fig. 3. “Reversaed-phase”-chromatographische Analyse von Cortisot (C) in Urinextrakten.
Siule: Fertigsdule Nucleosil 10 C,,, 20 ecm x 4 mm LD., gefiilit mit Nucleosil 10 C,,
(= Cectadecylgruppen) (10 + 1.5 zm); Druck: 1009 p.s.i.;: Temperatur: 22°; mobile Phase:
Methanol—Wascer (55:45); Probenmenge: wie Fig. 1; Detektor: wie Fig. 1, hei 0.01 a.u.f.s.

TABELLE II1

ERGEBNISSE DER RESTIMMUNGEN VON FREIEM CORTISOL IM URIN NACH
VERSCHIEDENEN METHODEN {ng/ml)

Die HPLC-Werte sind auf eine Wiederfindung von 100% korrigiert.

No. des Urins  “Reversed-phase”™-HPLC Adsorptions-HPLC Proteinbindung

1 8.0 8.7 30.3
2 215 51.3 68.3
3 23.3 42.3 42.4
4 17.4 . 56.3 52.6
5 37.4 447 43.1
TABELLE IV
ERGEBNISSE DER HPLC-ANALYSE VON FREIEM CORTISOL M URIN
Bestimmung (N=5) X + S.D. (ngim}) Wiederfindung (%)
Ohne Zusatz 198+15 -
Zusatz 100 ng/m! Urin 924+ 3.9 72.6
Bestimmungsgrenze :

(6-fache Hohe des Rauschpegels) 3 ng (je Einspritzung)

Trockene Extrakte wurden mit einem Zusatz an Cortisol zuerst in Chloro-
form gelost, wieder eingedampft und anschliessend in Wasser—Methanol
(45:55) geldst. Auch hier wurde das zugesetzte Cortisol (je 10¢ ng} nicht voll-
stindig wiedergefunden (Verluste zwischen 20 und 50%}). Es ist daher zu ver-
muten, dass Urininhaltsstoffe in den Chloroformextrakien beim Losen mit
Wasser—Methanol-Gemischen als eine Art von Sgurenf"anger in bezug auf das
COI’tlSOl wirken, Losunger- der Extrakte in Ch;orofom:: konnen: bei- der




“reversed-phase”-Chromatographie nicht verwendet werden, da Storungen der
mobilen Phase zu beolrachten sind.

Der Vergleich der Ergebnisse aus der adsorptmnschmmatographzschen
Bestimmung mit den Werten, die nach der Proteinbindungsmethode durchge-
fithrt wurden [14], zeigt eine befriedigende Ubereinstimmung bis auf Urin
No. 1. Diese Probe wies flockige Fillungen auf und wurde fiir die HPLC-
Analyse filtriert. Als innerer Standard kann wie bei den Serumanalysen nach
Hesse et al. [6] Prednisolon zugesetzt werden, das im Chromatogramm nach
dem Cortisol auftritt. Da jedoch hiufig an dieser Stelle ebenfalls ein Peak aus
den Urinextrakten erscheint, wird bei Doppelbestimmungen nur einer Probe
Pradnisolon zugesetzt, um eine mogliche Storung bei der quantitativen Aus-
wertung berticksichtigen zu kénnen.

Die Ergebnisse der beschriebenen HPLC-Analyse von freiem Cortiscl im Urin
sind in Tabelle IV zusammengestellt. Die niedrige Wiederfindung ist auf die ein-
malige Extraktion bei einem Volumenverhiltnis von nur 1:2 (Urin zu Chloro-
form) zurtickzufiuhren. Eine Erhohung der Wiederfindung durch mehrmalige
Extraktion oder ein giinstigeres Volumenverhiltnis erscheint wegen des
grosseren Zeit- bzw. Arbeitsaufwandes beim Extrahieren und Eindampfen nicht
sinnvoll.
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden die Moglichkeiten der hochdruck-fliissigkeitschromatographischen
Analyse von Cortisol mit Methoden der Adsorptions-, Verteilungs- und
“reversed-phase’-Chromatographie untersucht. Die quantitative Analyse von
freiem Cortisol aus Urin in Chloroformextrakten ist adsorptionschromato-
graphisch an Kieselgel mit einer mobilen Phase aus 1.5% Methanol und 0.2%
Wasser in Chloroform durchfiihrbar. Die Zeit fiir eine chromatographische
Analyse betrigt 10—15 min; die Bestimmungsgrenze liegt bei 3 ng Cortisol je
Einspritzung.
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