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SUMMARY

A divect, fluorometric, quantitative rvoutine thin-layer chromatographic method for detey-
mination of free cortisol, cortisone, corticosterone and compound S in plasma

A description is given of a reliable, quantitative routine thin-layer chromato-
graphic method for the simultaneous determination of the free corticoids, cortisol,
cortisone, corticosterone .and compound S in human blood plasma. The separated
corticoid spots show fluorescence quenching on the thin-layer chromatogram. Direct
quantitative determination of the spots is possible by measurement of the reflectance.
The reliability criteria of the method are given.

Erste quantitative Corticoidbestimmungen im Plasma wurden von NELSON
UND SAMUELS! durchgefiihrt. Die Methoden wurden seither vielfach verbessert und
vereinfacht. Leider erwiesen sich aber die meisten Analysenverfahren immer noch als
zu kompliziert, arbeitsintensiv und vor allem als zu wenig spezifisch. Die fluoro-
metrische Bestimmung der Plasmacorticoide? 3 hat sich in den letzten Jahren als
Fortschritt erwiesen. Das Verfahren beruht auf der gemeinsamen Fluoreszenzent-
wicklung von Cortisol und Corticosteron in einem Schwefelsdurereagenz. Uns er-
schienen auch diese fluorometrischen Methoden fiir viele Problemstellungen als zu
wenig spezifisch. Wir denken dabei z.B. an Funktionsteste mit Adrenocorticostatica.
Es wurde deshalb eine direkte, quantitative, diinnschichtchromatographische
Methode ausgearbeitet, die es erlaubt, auf einer Platte Cortisol, Cortison, Corti-
costeron und Compound S getrennt zu erfassen.

METHODIK

Samtliche Lésungsmittel wurden vor Gebrauch getrocknet und nach den
tiblichen Verfahren destilliert. Die fiir die Wiedergewinnungsversuche und Standard-
losungen verwendeten Steroide wurden chromatographisch auf ihre Reinheit gepriift.

* Direktor: Prof. Dr. TH. KoLLER; Leiter der Laboratorien: Dr. M. KELLER.
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Extraktion

5 bis 10 ml heparinisiertes Plasma werden zweimal mit 100 ml Ather—Methylen-
chlorid (4:1) ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 10 ml
NaOH (0.1 N) und mit zweimal 50 ml Wasser gewaschen. Rasches Arbeiten ist sehr
wichtig., Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer bei 40° abdestilliert uncl
der Riickstand am Vakuum getrocknet.

Sdulenchromatographische Isolierung der Corticoidfrakiion

Die Séule wird mit 2 g Florisil (60/100 mesh, Dr. Bender und Dr. Hobein AG,
Ziirich) in einem Gemisch von Ather—Chloroform (1:1) bereitet. Siulendurchmesser
I cm. Losen des Extraktionsriickstandes in 1—2 ml des Gemisches und auf die Siule
geben. Eluieren mit 20 ml Chloroform. Verwerfen dieser Fraktion. Anschliessend
eluieren mit 40 ml Chloroform—Methanol-Gemisch (3:1) und Einengen am Rotations-
verdampfer bei 40°. Trocknen des Riickstandes am Vakuum.

Diinnschichichromatographie

Glasplatten: 20 X 20 cm (auf einer Platte kénnen vier komplette Analysen
ausgefiihrt werden). Sorptionsmittel: MN-Kieselgel G-HR UV,;,. Aktivierungszeit:
zuerst lufttrocknen (60 Min.), dann bei 120° (60 Min.). Schichtdicke: 0.3 mm. Fliess-
mittel: Chloroform—MethalloleEisessig (90:5:5). Laufstrecke: 15 cm. Laufzeit: 45
Min. Rp X 100-Werte: Cortisol 20, Cortison 36, Corticosteron 47, Compound S 57.

Auftragung

Die Corticoidfr akt1on der Saulenchromatographle wird mit 1—-2 ml Chloroform-
Methanol-Gemisch 3:%) in ein Spitzréhrchen iiberfiihrt, eingeengt und am Vakuum
getrocknet. Der Riickstand wird in 60 ul des gleichen Lésungsmittelgemisches gelost
und davon 5, 10, 20 wul Mengen mit Mlcrocaps Pxpetten sorgfilltig auf die Schicht
aufgetragen. : v .

Quantitative Auswertung der DC-PZntten o :

Die Tatsache, dass die meisten Steroide l\uuwelhges U.V.-Licht absorbleren
jedoch kein sekundires Licht im sichtbaren Bereich aussenden, veranlasste uns,
die Fluoreszenzausléschmethode als direkte Auswertungsmoghchkeﬂ: auf Diinn-
schichtplatten anzuwenden. Das von uns zu diesem Zweck leicht abgeéinderte Chro-
moscan-Densitometer mit Zusatz zur Diinnschichtauswertung (Firma Joyce, Loebl
und Co. Ltd., Gateshead-on-Tyne 11, England) eignet sich dafiir gut. Wir haben das
Verfahren bereits erfolgreich zur quantitativen Bestimmung von Plasmaprogesteron
angewendett. Das Schema des Strahlenganges flir die Reflexionsmessung ist in der
Fig. 1 dargestellt. Wir méchten ausdriicklich betonen, dass unsere quantitative Aus-
wertung nur mit Reflexionslicht ausgefiihrt wird, da aus verstdndlichen Griinden
eine quantitative Auswertung von Diinnschichtplatten mit durchfallendem Licht
keine vernuinftigen Resultate liefern kann. Unsere Messtechnik ist einfach: Die
Flecken werden unter einer U.V.-Lampe (254 nm) sichtbar gemacht und markiert
(Fig. 2). Zur Auswertung der Flecken verwenden wir einen Lichtpunkt (Durchmesser
2.5 mm). Eventuell vorhandene ‘“background’’-Stérungen werden behoben, durch
Abtasten der Flecken senkrecht zur Laufrichtung des Chromatogramms. Wir stellten
keinerlei Streulichteffekte fest. Grundbedingung fiir die quantitative Auswertung
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Fig. 1. Schema der apparativen Anordnung fiir die Reflexionsmessung.

Fig. 2. Diinnschichtchromatogramm der Corticoidfraktion, aufgenommen im kurzwelligen U.V.-
Licht. a = Cortisol; b = Cortison; ¢ = Corticosteron; d = Compound S.

eines Diinnschichtchromatogramms ist die Tatsache, dass die Peakfliche (plani-
metrisch bestimmt) eines Analysenflecks ein Mass fiir die vorhandene Konzentration
ist.- Die I'ig. 3 ‘zeigt am Beispiel von reinem Cortisol die Auswertungskurven einer
Verdiinnungsreihe. Die bestehende Flichenproportionalitit wird an den Beispielen
von- Cortisol, Cortison und Corticosteron (Fig. 4) gezeigt. Aus der Abbildung ist
ersichtlich, dass die giinstigsten Auswertbereiche fiir Cortisol und. Corticosteron
zwischen 0.1 und 0.7 ug und fiir Cortison zwischen 0.2 und 0.8 ug pro Fleck liegen.
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Tig. 3. Quantitative reflektometrische DC-Auswertung. Auswertungskurven einer Cortisol IXon-
zentrationsreihe (0.05-0.8 ug).
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Fig. 4. Flichenproportionalitéit. I = Cortisol und Corticosteron; Il = Cortison.

Zuverlissigkettskriterien dev Methode ,

Spezifitdt: praktisch absolut. ]:mpﬁndhch]\ext 0.1 bis 0.2 ug/Fleck. Prizision
(Cortisol): IV = 29, X 4-s = 0.6 4= 0.06*, VK = 10 %. Richtigkeit (Wiedergewinnungs-
versuche) : Nach Zusatz von 4 ug und 8 ug der Steroide zu jeweils 2o ml ““pool”’~-Plasma
fanden wir die in Tabelle I gegebenen Wiedergewinnungsresultate. Zeitaufwand: Eine
Person kann in vier Stunden fiinf Einzelbestimmungen ausfiihren. :

TABELLE I
WIEDERGEWINNUNGSRESULTATE NACH ZUSATZ VON STEROIDEN ZU ‘‘POOL’’-PLASMA

Steroid Zusatz Wieder N Zusatz Wieder N
(uglz2o ml) gefunden (ngl20 mi) gefunden
Cortisol 8 84 % 15 4 90% 10
Cortison 8 85% 10 4 889, 10
Corticosteron 8 85 % 10 4 91 Y% I0
Compound S 5 95 % 5 4 93 % 10

LI N/ X2 _NXz
N —1
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012 g /104 0071g/6 il O.7ug /104l 044 ug/6pl 072:g/10 l
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(a) “Pool”-Plasma extrakt (b) Extrakt i (¢) Extrakt I
__©42ug/6ul 0.72ug 10pl 043ug/6ul 0.6 g/3p! 04 pg/2pl
(d) Extrakt | (e)Standard Rein-Hormon

Fig. 5. Typische Auswertkurven eines Diinnschichtchromatogramms von Plasmacortisol (Wieder-
gewinnungsanalysen). (a) ‘‘Pool”’-Plasmaextrakt aus 20 m! Plasma. Es sind zwei Verdiinnungen
aufgetragen. (b, c, d) Zusatz von je 4 ug Cortisol zu 20 ml des ‘‘pool’’-Plasmas (Extralkte I, IT und
II1). (e) Standard; Reincortisol. Es wurden von sdmtlichen Extrakten je zwei Verdiinnungen
aufgetragen. .

Die Fig. 5 zeigt typische Auswertkurven von Plasmaextrakten.
ZUSAMMENTASSUNG

Es wird eine =zuverldssige, quantitative, diinnschichtchromatographische
Routinemethode beschrieben, mit welcher gleichzeitig die freien Corticoide Cortisol,
Cortison, Corticosteron und Compound S in menschlichem Blutplasma bestimmt
werden kénnen. Die aufgetrennten Corticoidflecken zeigen im Diinnschichtchromato-
gramm Fluoreszenzausléschung und koénnen durch Reflexionsmessung direkt
quantitativ- ausgewertet Werden Die Zuverldssigkeitskriterien der Methode werden
angegeben
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