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STANOVENI{ 17-HYDROXYKORTIKOIDU V MOCI SEMIMIKROMETODOU

] PhMr. Miroslav HORAK, technicka spoluprice O. HORACKOVA
Ustfedni biochemicka laboratof VLA JEvP, Hradec Kralové, pfednosta MUDr. Josef JICHA

Hladina kortikoid v plasmé a modi je citlivym
ukazatelem aktivity nadledvinkové kury, obzvlasté
je-li sledoviana béhem stimulace ACTH a utlumu
nékterym z prednisonovych derivati. Urovani této
skupiny steroidii ma vyznam nejen pro diagnostiku,
ale 1 pro kontrolu terapie.

Ke stanoveni kortikoidt bylo vypracovano nékolik
metod vyuzivajicich spolenych chemickych vlast-
nosti uréité skupiny kortikoidi.

Mezi biologicky nejudinnéjsi patti 17-hydroxykorti-
kosteroidy (17-OH-CS), coz jsou steroidy s postran-
nim fetézcem dihydroxyacetonového typu (napf.
kortison, hydrokortison, Reichsteinova S litka).
Tyto latky davaji s fenylhydrazinhydrochloridem
v prostfedi kyseliny sirové zluté zabarveni, zndmé pod
pojmem Porter-Silberova reakce (1).

V modi nachézeji se 17-OH-CS jednak volné, jed-
nak védzané, pfevazné na kyselinu glukuronovou.
Volné 17-OH-CS jsou pfitomny v moci v nepatrné
koncentraci a Ize je extrahovat pfimo chloroformem
(2). Vazané 17-OH-CS nutno pfed vlastni extrakci
chloroformem uvolnit z vazby enzymatickou hydro-
lysou B-glukuroniddsou (2). Reddy a spol. (3, 4)
stanovuji celkové 17-OH-CS po butanolové extrakci,
jak ji v na8i literatufe popsal Dolecek a Novék (5).

V nasi laboratofi uZivime obou uvedenych metod.
V tomto sdéleni se budeme zabyvat stanovenim celko-
vych 17-OH-CS v moci butanolovou extrakci. NaSe
zkuSenosti s enzymatickou hydrolysou uvedeme na
jiném misté (6).

Pokusili jsme se reprodukovat Reddyho metodu
(4), jak ji prebird Dolecek (6), ale vysledky byly pro
vysoké slepé hodnoty pfi fotometrii neodecitatelné.
S podobnymi obtiZzemi se setkali i jini autofi (7).
Modifikovali jsme proto metodu tak, Ze k barevné
reakci pouZivame fenylhydrazin-sirové reagens s pfi-
davkem absolutniho alkoholu jako u plasmy (2), ¢imz
jsme dosahli zna¢ného sniZeni slepych hodnot (8).
Metoda vyZaduje znacnou Cistotu butanolu pouziva-
ného k extrakci. Jeho CiSténi je pracné a vytéZek
precisténého butanolu je maly. Dalsi nevyhodou této
metody je zdlouhavost.

Vénovali jsme proto pozornost semimikrometodé
Sulmanové (9), kterd pouziva k extrakci malého mnoz-
stvi butanolu a je rychld. Uvadime tuto metodu v nasi
modifikaci ve srovnini s ptuvodni Reddy-Jenkins-
Thornovou metodou (4).

Metodicka &ast

Reagencie:

1. 509, kyselina sirova ((v/v))

2. Bezvody uhliitan sodny p. a.

3. 629, kyselina sirovd. 310 ml konc. kyseliny
sirové p. a. se smisi se 190 ml destilované vody za
ddkladného chlazeni, doplni se na 500 ml vodou.

4. Ethanol absolutni. Ci$téni: k 1000 ml ethanolu
se pridaji 4 g m-fenylendiaminhydrochloridu a necha
se to stat n€kolik tydnd v temnu za obasného michani.
Ethanol se pak redestiluje. Jima se jen stiedni frakce,
tj. asi 600 ml.

5. Slepé ¢inidlo. 100 ml 629, kyseliny sirové se
smisi s 50 ml abs. ethanolu za dtkladného chlazeni.

6. Cinidlo fenylhydrazin-sirova kyselina. 65 mg
fenylhydrazinhydrochloridu pfekryst. se rozpusti ve
150 ml slepého ¢inidla.

Obé cinidla se pfipravuji v den vySetfeni.

7. Fenylhydrazinhydrochlorid ptekryst.

Cisténi: Pfipravi se nasyceny roztok fenylhydrazin-
hydrochloridu v malém mnoZstvi abs. ethanolu za
horka, nech4 se stat v lednici asi 1 hodinu a krystaly
se odfiltruji. Krystalisace se opakuje jesté dvakrat.
Konecny produkt je bilé barvy. Uchovava se v temnu
a suchu.

8. Normdlni butanol p. a.

CiSténi: k 1 1 butanolu se pfida 100 ml fenylhydra-
zinsirového reagens a necha se stat tyden v lednici.
Promyje se dvakrat s 500 ml destilované vody a ulozi
na n€kolik hodin do lednicky. Vodna vrstva se odleje,
prfida se 30 g bezv. siranu sodného a uloZi se pies noc
do lednice. Horni vrstva se odleje a destiluje. Sbira se
frakce vrouci pfi 117° C, kterou tvofi Cisty butanol.
Z frakce vrouci pod 117° C se oddéli vodnd vrstva
a k butanolové vrstvé se pfida 30 g bezv. uhlicitanu
sodného na 1 L, necha se stit pfes noc v lednici a
destiluje.

Sbira se frakce vrouci pfi 117° C. Butanol z obou
destilaci se zredestiluje.

9. Standardni roztok kortisonu. 5 mg kortisonu se
rozpusti ve 100 ml butanolu. 0,1 ml obsahuje 5 gamma
kortisonu. Uchovava se v lednici.

Sbér moce: sbira se mo¢ po dobu 24 hodin a béhem
sbéru se uchovdva v lednici. Stanoveni se provadi
ihned po ukonceni sbéru.

Postup vySetieni
Vliastni vzorek

Do centrifugaéni zkumavky se zabrousenou zitkou
odméfime 3 ml filtrované moce a nékolika kapkami
509, kyseliny sirové upravime pH na 2. Priddme
3 ml butanolu a zahfivime 10 minut na vodni ldzni pfi
60° C. Uzatkujeme a tiepeme 30 vtefin.
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Vzniklou emulsi ostie zcentrifugujeme pfi 2500
obr./min.

Spodni vodnou vrstvu odsajeme kapilarou.

Ke zbyvajicimu butanolu pfiddme 0,15 g bezv.
uhli¢itanu sodného a tfepeme 30 vtefin.

Zcentrifugujeme a odpipetujeme 2krat po 1 ml
butanolového extraktu do dvou zkumavek.

Slepd zkouska

Odmeéfime do dvou zkumavek 2krat po 1 ml buta-
nolu.

Kalibrace

Odmétime do dvou zkumavek
0,1 ml stand. rozt. a 0,9 ml butanolu. Odpov. 5 gam.

02ml , , a08ml ,, 10 gamma
04ml , , a06ml » 20 gamma
0,6ml , , a04ml s 30
08ml , , a02ml ,» 40

Méfeni a vypocet

Do jedné fady zkumavek s butanolovym extraktem
odméfime 4 ml ¢inidla fenylhydrazin-sirové kyseliny
a do druhé fady 4 ml slepého ¢inidla.

Vsechny zkumavky dikladné promichame.

Inkubujeme 20 minut ve vodni ldzni pfi 60° C,
chladime 5 minut ve studené vodé.

Zabarveni méfime pfi 410 milimi vZdy proti pii-
sluSnému vzorku se slepym Cinidlem.

Ode viech naméfenych extinkci odeéteme extinkci
slepé zkousky.

Hodnotu vlastniho vzorku nalezneme v kalibraéni
kiivce a pfendsobime mnoZstvim mole za 24 hod.

Vysledky

Uvedenou metodou jsme provedli v nasi laboratofi
asi 1000 vySetfeni obzvlasté ve spojeni s poddvinim
ACTH a soudasnym sledovanim 17-OH-CS v plasmé.
Metodu jsme porovnali s dfive provadénou metodou
Reddy-Jenkins-Thornovou (4) a vysledky uvidime
v tabulce 1.

Tabulka 1
podle Reddyho novou metodou
!

1. 29,3 27,6 1,7

2. 12,7 | 12,2 0,5

3. | 8,4 1 7,5 0,9

4 | 7,9 | 6,9 1,0

5, | 10,0 10,0 0,0

6. 15,6 14,2 0,6

7. 4,0 3,7 0,3

8. ‘ 5,5 4,8 0,7

9. | 1,7 _ 1,7 0,0
10. 1,37 1,35 0,02
11. } 9,0 9,0 0,0
12. | 19,5 19,5 0,0
13. } 11,1 11,1 0,0
4. | 17,4 17,4 0,0
15. i 19,4 18,5 0,9

Tabulka 2
Cislo Test Kontrola Rozdil
vzorku mg/24 hod. ’ mg/24 hod. v mg
1. 12,7 12,98 0,28
2. 11,2 10,8 0,4
3. 1,7 1,5 0,2
4. 11,66 11,72 0,06
5. 10,45 . 10,56 0,11
6. 4,1 4,2 0,1
Ts 21,7 21,2 0,5
8. 5,9 6,05 0,15
9. 39,3 39,1 0,2
10. 1,59 1,49 0,1
Tabulka 3
Cislo 17-OH-CS Pfidano Nalezeno Vyté-
vzorky | S3mma /3 ml | gamma kor- | gamma/3 ml zek
moce tisonu moce 9%
1. 13,2 10 23,2 100,0
2. 48,3 20 62,0 ‘ 90,5
3. 25,8 30 51,9 93,0
4. 62,2 40 104,0 101,8
5. 31,2 50 88,5 109,0

V priméru jsou hodnoty 17-OH-CS ziskané novou
metodou asi 0 4 %, niZsi.

Reprodukovatelnost metody jsme si ovérovali jed-
nak dvojim vySetfovanim stejného vzorku (tab. 2),
pii ¢emZ prumérnd odchylka cinila 1,74 9%, jednak
metodou kvantitativniho vytézku (tab. 3).

Z uvedenych tabulek vyplyva, Ze chyba stanoveni
nepiesahuje mez klinicky hodnotitelnych vysledkd.

Popsana metoda se osvéd¢ila v nasi laboratofi stejné
dobfe, jako dfive pouZzivand metoda Reddyho (4) a
poskytuje proti ni n€kolik vyhod. Velkou pfednosti
metody je uspora butanolu pouZivaného k extrakci
a rychlost, takZe je moZno zpracovat velky pocet
vzorkd v sérii. Malé mnoZstvi pouZitého biologického
materidlu umozZiiuje provadét vysetieni i v téch pfi-
padech, kdy je moce malo (napf. u kojenct, labora-
tornich zvifat), a tam, kde chceme sledovat hladinu
17-OH-CS spole¢né s jinymi vySetfenimi v moci.

Enzymatickou hydrolysu povaZujeme sice za
exaktnéj$i metodu neZ popsanou butanolovou extrak-
ci. Vzhledem k tomu, Ze {B-glukuronidasa je tézko
dostupnd, lze tuto metodu uspé$né pouzit, protoze
je dobfe reprodukovatelnd a vysledky jsou Klinicky
hodnotitelné.

Souhrn

Autofi popsali semimikrometodu stanoveni celko-
vych 17-OH-CS v mo¢i butanolovou extrakci.
Metodu porovnali s pivodni metodou Reddyho, vy-
zkousSeli reprodukovatelnost a uvadéji vysledky.

Pfednosti uvedené metody jsou rychlost a mald
spotieba chemikalii.
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