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SUMMARY 

Determination of free cortkol in urine by h&h-pressure liquid chromatography 

The possibilities were examined for the high-pmure 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 a mobile phase con&ting of 1.5% methanol and 0.2% 
water in ehloeoform. 

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

EINLEITUNG 

&er die Trennung VOR Cotiicosteroiden durch die Mochdruck-Fliissigkeits- 
chromatographie (HPLC) ist bereit eine grSssere Zah1 van Arbeiten verijffent- 
licht worden, jedoch nur in wenigen Faen wird eine quantitaat$ve Analyse von 
Cortisof druchgefGG @‘abelle I). 

FIir arbeitsphysiofogisehe Untxxsuchungen zur fxgesperiodischen Schwankung 
der Cortisulausscheidung im Urin war es unser Ziel, eine sehueile quantitative 
h~hdruck-ff~igke~~h~~~~ph~he Methode zu entwickeln. Dafiir 
we&en in Absf%den van 2-3 Stunden Urfnproben gesamm elt, da& der 
&halt an freieti Cortisol besmt und auf die Ausscheidung pro Minute um- 
gerechnet. 

Die Abtrennung van Cortisof. aus V+ erfolgt durch die Extraktion Ait 



TAB&_&E L 

HGCHDRUCK-FLUSSIGKEiTSCHROMATOGRAPH~E 
CORTICOSTEROIDEN (LFTERATURUBERSICH 

-Trennmateriaiien Mobile Phav 

VON CORTISOL UND ANDEREN 

T) 

e Amvendung Litemtur 

Kieseige! (SIL-X, Perkin-Elmer. 
ijberlingen, BR-D.) 

Kieselgel(10 Hrn, Variur, 
Darmstadt. BR-D.) 

Kieselgel(l0 .nm, Pmisil 10. 
Reeve Angel, Clifton, N-J., 
U.S.A.) 

Kieselgel Vydac-101 SL 
(30-44 ~lrn. Mecherey. 
Nagel & Co., D&en, BR-D_) 

Kiese!gel(lO-15 pm) 

Kieseigei (4-S ctm, Pechiney, 
St. Gobain, Frankreich) 

ODS-Kieselgel (SIL-XfRP). 
Ferkin Elmer) 

QDS-Kieselgel (COrPell ODS 
41 pm, Reeve Angel) 

Amberlite LA-1 [n-Dodecyi- 
(triaikyimethyI)amin] 
(Rohm & Haas, Darmstzdt, 
B.R.D.) auf Kieselgelen 

1% BOP @,@‘-Oxydipropio- 
nitril) auf Kieselgd(25-37 
pm. DuPont, Bad Nauheim, 
B.R.D.) 

1% BOP (?$-Oxydipropio- 
nitrii) auf Kieseigel (25-37 
urn, DuPont) 

1% ANH (Cyanofithylsiiicon) 
auf Kieselgel(25-37 firn. 
DuPont) 

Chloroform-Methanol (100 :l ) Serum (qual.) 
Chloroform-Dio_Fn (100:5) 
Dichiormethan-Athanol(95:5) Pharmaceutics 

n-Heptan-AthanoI (75:25) 

n-Hexan--Chioroform- 
Methanol (60 ~38 12) 

tern&s Gemisch : 2,2,&Trime- 
thylpentan-Ethanol-Wasser 
tern%res Gemisch I Dichior- 
methan-Ethanol-Wasser 
Methanol-Wasser (4060) 

Methanol-W-r (50:50) 

Wasser 

Tetmbydrofumn-Hept 
(2O:SO) 

5% Esi@urelthyIester + 
0.2% Acetonitrii in n-Hexzn 

Pharmaceutics 

1% Methanol In Wasser Pharmzceutica 

4 

9 

10 

11 

Chloroform, die organ&he Phase wird r-nit Natronlauge und Wasser gewaschen. 
Dieses Verfahren hat sich in der Analytik der 173iydroxycorticosteroide 
bewart (siehe 2-B. Lit. 12) und sollte zur Anreicherung fur die anschliessende 
HPLC-Analyse eingesetzt werden. 

Fiir die Bestimmung von Cortisol im Serum wurde von Meijers et al. 15 j so- 
wie Hesse et-al. 161 ein tern&s Gemisch z4.s System ftir eine Verteihmgs- 
chromatographie verwendet. Wendet man dieses Verfahren fiir Urinextrakte an, 
so erscheinen nach dem Cortisof-Peak noch eke Reihe van Substzmzen mit 
langen Retentionszeiten, die sich bei den naehfolgenden Analysers s&-end 
bemerkbar machen. Weitere Reinigungsschritte des E&z&es wiirden jedoch 
die Anwendbarkeit der Analysenmethode fiir die Routiue einscZrr&rken. 

An Kieselgel sind bisher in erster Linie Trequmgen aus reinen L&utgen be- 
schrieben worden. Die quahtative -Analyse eines Plasma-Extra&es van Touch- 
stone und Wortmenn [I_] ist nicht befriedigend. AIs-Mob&z Phaserr werden 
Gem&he unpolarer L5sungsm%&l wie Chloroform ader n-Heptan bzv?. 



n-Hexan mit geringen Prozentgehdten an Methanol oder Athanoi verwendet 
(Tabelle I). 

Auch Trennmaterialien mit chemisch gebundenen Phasen sol&en wegen der 
weniger kritischen Eiutionsbedingungen fur die Auftrennung van Urinextrakten 
zur Bestimmung von Cortisoh gepriift werden. 

EXPERIMENTELLES 

HPLC-Geriite: Hochdruckpumpe M-6000 A (Waters Assoc.), Probeninjek- 
tionssystem U 6 K (Waters Assoc.), und Zweistrahl-Mehrwehenhingen-UV/VIS 
Photometer M 440 (Waters Assoc.). 

Sonstige Gemte: Schiittelmaschine, Fraktionenschnellverdampfer (Ed. 
Biihler), 50-mi Schiitteltrichter, Spitzgkiser (Hohe 9.5 cm, LD. 2.3 cm, 
Fassungsvermijgen ca. 30 ml), Faltenfilter (Durchmesser 9 cm, Selecta), und 
Injektionsspritze Pressure Lok, Series B-110 (Precision Sampling, Baton Rouge, 
La., U.S.A.). 

Chemikalien: Chloroform p-a. (Merck, Darmstadt, B.R.D.) (Wassergehalt 
unter O.Ol%), und Natriumhydroxid p-a. (Merck). 

Analysenvorschrift 
Vier ml Urin werden auf pH 6.0 eingestelit und mit bidestilliertem Wasser 

auf 10 ml verdiinnt. Je 5 ml. dieser L&sung werden in einem 50-ml Schiittel- 
trichter mit je 10 ml Chloroform 3 min auf der Schiittelmaschine geschiittelt. 
Die w.%srige Phase wird verworfen, die organische Phase dreimal mit je 2 ml 
0.1 N Natriumhydroxid, dann dreimal mit je 2 ml bidestiRiertem.Wasser ge- 
waschen. Die vollstindige Trennung der Phasen muss jeweils abgewartet werden. 

Nach dem Waschen wird die Chloroform-Phase iiber ein trockenes F&en- 
filter in ein Spitzglas abgelassen, das Filter zweimal mit je 2 ml Chloroform 
nachgewaschen. Am Fraktionenschnellverdampfer wird das Losungsmittel bis 
zur Trockene ohne Heizung verblasen. Die Innenwinde des Glases w&cht man 
nach dem Eindampfen mit 1 ml Chloroform und verb&t nochmals bis zur 

Trockene. Danach werden die Spitzghiser in Eiswasser gestellt und der Riick- 
stand in 200 fl1 Chloroform gel&t. 

Zur HPLC-Analyse an Kieseelgel (Bedingungen siehe Fig. I) werden 25 yl in 
das Probeninjektionssystem gespritzt. Remits nach maximal 15 min kann die 
n&h&e Bestimmung durchgefuhrt werden. Bei geringen Cortisolgehahen (Z-B. 
Mittagsurin oder grossen Urinvolumina in kurzen Zeitintervahen) konnen je 
Analyse ohne Schwierigkeiten gr&ere Urinmengen unter Ber&ksichtigung der 
Volumenverh%nisse bei der Extraktion eingesetzt werden. Auch lisst sich das 
Einspritzvolumen fi.ir die HPLC-Analyse erGhen_ Die quantitative Auswertung 
der Chromatogramme erfolgt iiber die Peakhohe. 

ERGEBNISSE UMD DISKUSSIQN 

Die Anwendung der Adsorptionschromatogphie (siehe TabeRe I) auf Urin- 
extrakte ieigte, dasa mit Mat&alien von 5 pm Teilchengr&se (pork) eine gute 
Abtrennung des Cortisols von stiirenden SubstzmzeEm eniek wird (Fig. 1). 
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Fig. 1. Adsorptionschmmatographiscbe Analyse von Cortisol (C) in Urinextrakten. Siiule: 
Fertigsiiule ZorbaxSil, 25 cm x 2.1 mm I.D., gefiillt mit Kieselgel ZorbasSil, polar (5-7 
urn); Truck: 3500 psi.; Temperatur: 22”; mobile Phase: Chloroform-Methanol-Wasser 
(98.3:L.5:0.2); Durchtlussgeschwindigkeit: 0.6 ml/min; Probenmenge: 25 ~1 (entsprechend 
Extrakt aus 0.25 ml Urin); Detektor: Zweistrahl-Mehrwellenliingen-UV/VIS-Photometer 
M 440,254 nm bei 0.02 au.f.s 

TABELLE II 

VERWENDETE TRENNMATERIALLEN FiiR DIE HOCHDRUCK-FLUSSIGKEITS- 
CHROMATOGRAPRIE VON CORTISOL 

Trennmaterial 
(mittlere Komgr&se) 

Mobile Phasen Ergebnis 

Nu&osil50-5 (5 pm) 
(Macherey, Nagei & Co.) 

Zorbax-Sit (5-7 pm) 
(DuPont) 

Vydac-101 SI (30-44 pm) 
(Macherey, Nagel & Co. j 

Perisorb A (30-40 pm) 
(Merck) 

Chemischegebundene Phasen 
Nucleosil 10 C,, (10 pm) 
(Macherey, Nagel & Co.) 

- Perisorb RP (30-40 Mm) 
(Merck) 

Nucleosil 10 CN (10 gm) 
(Madwrey, Nage:el & Co.) 

l-546 Methanol in 
Chloroform 

quantitative Analyse miiglich 

l-5% Methanol in 
Chloroform 

quantitative Analyse moglich 

l-52 lCiethano1 in 
Chloroform 

I 

zu geringe BiSdemzhlen. keine 

l-51 kfethanol in 
Abtrennung des Cortisols in 
Urinertrakten 

Chloroform 

“reversed-phase”: 
Methanol-Wasser, Txennung in Urinertrakten 
bis zu 60% Warser mijglich 

“reversed-pkas.e”: 
Methanol-Wasser, 
his au 60% Wasver keine Abtrennung des Curtiis0l.s 

Methanol bzvf. ko- in Urinextrakten 

prcJpanol-ChIoroform 

“reversed-pha.s&‘: 
Xetlranal-%w?r. penlxUngirr~~~ 
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Fig. 2. Einfluss des Waszrgehaltes der mobifen Phase auf die Form des Curtisol-Peaks bei der 
Adsorptionschromatographie, Saule: Fertigdule Nucleosil 50-5, 20 cm x 4 mm t-D., gefiillt 
mit Kieselgei Nucleosil 50-S (5 f 1.5 urn); Druck: 1000 psi.; Temperatur: 22”; mobile 
Phase: (a) Chioroform (iiber Aluminiumoxid getrocknet)-Methanol (98r2); (b) Chloro- 
form-&fethanol-Wasser (97.8:2:0.2); Durchflussgeschwindigkeit: 0.8 ml/min; Proben- 
menge: 25 1r1 (entsprechend 100 ng Co&sol); Detektor: wie Fig. 2. bei 0.02 3.u.f.s. 

Kieselgele wie Vydac und Perisorb (30-M pm, “finnschicht-Teilchen”) lassen 
sich wegen der geringen BSdenzahlen nicht einsetzen (Tabelle Ii). Gut reprodu- 
zierbare Ergebnisse an Kieselgel sind jedoch nur dann zu ah&en, wenn der 
Wassergehalt in der mobilen Phase genau eingehalten wird. Werden wasserfreie 
LSsungsmittel (Trocknung iiber Aluminiumosid) eingesetzt, so wird ausser 
einer geringen BGdenzahl ein Tailing des Cortisol-Peaks beobachtet (Fig. 2a). 
Durch den Zusatz von 0.2% Wwer zur mobilen Phase wird die Peakform ftir 
Cortisol giinstig ver5ndert (Fig. 2b) (siehe such Lit. 13) und eine Trennung von 
anderen Substanzen erst mSglich_ 

An Nucleosil-CN ist mit der Verteilungschromatogphie (Methanol oder 
Isopropanol in Chloroform) keine Abtrennung des Cortisols von anderen Sub- 
stanzen in den Urinextrakten miiglich. Mit der “reversed-phase”-Chromato- 
graphic @Iethanol in Wasser) gelingt dies sehr gut. Ebenso gee&net ist Nucleosil 
PO C,, (ODS) mit Gemischen aus Methanol und Wasser als mobile Phasen 
(Fig. 3). Eine tibersicht iiber die verwendeten Trennmaterialien und Trenn- 
s&den und deren Eignung %r die Analyse von Cortisol in Urinextrakten gibt 
TahelIe IL 

Es wurden verschiedene Urbpmben mit der Adsorptions- und der “reversed- 
phase’*-CExromatoghie (Bedlngtmgen siehe Fi,. 0 1, und 3) quantitaiiv analy- 
s&t. T&&e EIf zeigt die Ergebnisse dieser ResWungen. Bis auf eine Probe 
~erden in &en F%Ien tit der “reversed-pfrzse”-Chromatagraphie niedrigere 
T&&e e&&en_ ~Diese u&as&ie&ehen Ergebnisse sind wahrscheinlich auf die 
&&z&~ L&&&&e& des firinat&S in Wsse~ethal-Gemiseheti ztick- 
!ZI.&aen. 



Fig. 3. “Reversed-phase”chromatographische Analyse von Cortisoi (C) in Urinextrakten. 
SHule: Fertigtiule Nucleosil 10 C,, , 20 cm x 4 mm I.D., geftillt mit Nucleosil 10 C,. 
(= Oetadecylgrnppen) (10 * 1.5 pm); Druck: ZOO0 p.s.i.; Temperatur: 22”; mobile Phase: 
Methane!-V7asser (55:45); Probenmenge: wie Fig. 1; Detektor: wie Fig. 1, hei 0.01 au.f.s. 

TABELLE III 

ERGEBNISSE DER BESTBMMUNGEN VON FREIEM CORTISOL f&i URlN NACH 
VERSCHLEDENEN METHODEN jr&ml) 

Die HPLC-Werte sind auf eine Wiederfindung van 130% korrigiert. 

Nor des Urins “Reversed-phase”-HPLC Adsorptions-HPLC Proteinbindung 

1 8.0 8.7 30.3 
2 21.5 51.3 68.3 
3 23.3 42.3 42.4 
4 17.4 56.3 52.6 
5 37.4 44.7 43.1 

TABELLE IV 

ERGEBNISSE DER HPLC-ANALYSE VQN FRElEM CORTiSGL IM URDl 

Bestimmung (N= 5) 

Ohne Zusatz 
Zusatz lO@ ngjml Urin 
Bestimmuneszrenze 

iz * S.D.f~/rnl) 
*- 

19.8 r 1.5 
92.4 + 3.9 

Wiederfindung (W) 

72.6 

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

. . 

I 



“reversed-phase”-Chromatqraphie 
mobilen Phase zu beobachten sind. 

Der Vergleich der Ergebnisse 

nicht verwendet werden, da Stirungen der 

ass der adso@kmschmmatgmphischen 
Bestimmung tit den Werten, die naeh der Proteinbindungsmethode durchge- 
ftihrt wurden [X4], zeigt eine befriedigende &xeins&mmung his auf Urin 
No. I. Diese Probe ties flackige Faungen auf und wr_&e fti die HPLc- 
Andyse filtriert. -Ms innerer Standard kann wie bei den Serumanalysen nach 
Hesse et al. 161 Prednisolon zugesetzt werden, das im Chromatogramm nach 
dem Co&sol auftritt. Da jedoch h&fig an dieser St&e ebenfalls ein Peak aus 
den Urinextrakten erscheint, tird bei Doppelhestimmungen nur einer .Probe 
Prednisolon zugesetzt, urn eine mSgliche Stiirung hei der quantitativen Aus- 
wertung beriicksichtigen zu kannen. 

Die Ergebnisse der beschriebenen HPLC-Analyse von freiem CortisoE im Urin 
sind in Tabelle LV zusammengestellt. Die niedrige Wiederfindung ist auf die ein- 
malige Extraktion bei einem VoEumenverh%nis von nur I:2 (Urin zu Chloro- 
form) zutickzufihhren. Eine Erhahung der Wiederfindung durch mehrmdige 
Extraktion oder ein gi&tigeres Volumenverhiiitnis erscheint wegen des 
grijsseren Zeit- bzw. Arbeitsaufwandes beim Extrahieren und Eindampfen nicht 
sinnvoll. 
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Wir danken Hen-n Priv. Doz. Dr. Dr. H_ Wisser, Leiter der Abteilung ftir 
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fiihrung der Cortisol-Anatysen nach der Proteinbindungsmethode und die Fa. 
Macherey, Nagel & Co., Diiren, fiir die Fertigsgule Nucleosil IO CN (I.0 pm). 

Es wurden die Mbglichkeiten der hochdruck-fliissigkeitschromatographischen 
Analyse von Cortisol mit Methoden der Adsorptions-, Verteilungs- und 
“reversed-phase”-Chromatographie untersucht. Die quantitative Analyse von 
freiem Cortisol aus Win in Chloroformextrakten ist adsorptionschromato- 
graph&h an Kieselgel mit einer mobilen Phase aus 1.5% Methanol und 0.2% 
Wasser in Chloroform durchftihrbar. Die Zeit ftir eine chromatographische 
Andyse betr&t LO-15 min; die Bestimmungsgrenze lie& bei 3 ng Cortisol je 
Ei&pritzung. 
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