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idrarda Testosteron ve Epitestosteronun Ince Tabaka Kromatografisi
ve Gaz Sivi Kromatografisi Ile Tayini*

The Determination of Urinary Testosterone and Epitestosterone Using
Thin-Layer Chromatography and Gas Liquid Chromatography

Nevin VURAL** Sinan SUZEN**
OZET

idrarda testosteron (T) ve epitestosteronun (E) tayini icin, ince
tabaka kromatografisi ile kombine basit ve duyarli gaz kromatografik
bir yontem tanimlanmistir. Idrardaki testosteron ve epitestosteron asit
hidrolizi ve ekstraksiyondan sonra ince tabaka kromatografisi (ITK)
ile ayrilmis ve eliie edilmistir. Eliiat asetillenmis, tekrar ITK ile izole
edilmis ve ic standart ilave edilip gaz sivi kromatografisinde (GSK)
analiz edilmistir. Bu yontemle verim testosteron i¢cin % 73.79 + 3.9
ve epitestosteron i¢cin % 75.94 + 7.9, duyarlilik ise 0.05 pg olarak
bulunmustur. Gelistirilen yontem normal erkek ve kadin idrarlan ile
ilac verilen kisilerin idrarlarina uygulanarak T E oranlan saptanmis-
tir. Normal erkek idrarlarinda bu oran 1.96 * 0.62, normal kadin
idrarlarinda 2.62 =+ 0.32, ilag verilen kisilerin idrarlarinda ise 4.88 =+

1.78 olarak bulunmustur. Bulgular doping kontrolii acisindan degerlen-
dirilmistir.

SUMMARY

A simple and accurate gas chromatographic method for the deter-
mination of testosterone (T) and epitestosterone (E) in human urine is
described. Urinary testosterone and epitestosterone after acid hydrolysis
and extraction , were separated by thin layer chromatography (TLC)
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and then eluted. The eluates acetylated, applied to TLC for further iso-
lation and analyzed by gas liquid chromatography (GLC) by using
internal standard. The recovery was found 73.79 * 3.9 % for tes-
tosterone and 75.94 + 7.9 % for epitestosterone with 0.05 pg sen-
sitivity. T/E ratio in urine samples of normal males, females and tes-
tosterone administred male subjects were determined by the described
method. The ratios were found 1.96 = 0.62; 2.62 * 0.32 and 4.88 =+
1.78 for males, females and testosterone administred subjects respec-
tively. Results were discussed from the point of doping control.

Anahtar Kelimeler Testosteron, epitestosteron, doping kontrol,
gaz kromatografisi.

Anabolik steroidler i¢inde yer alan testosteron ve sentetik tiirevleri
klinikte terapotik amaglar disinda, sporda doping amaci ile kulla-
nilan ilaglar arasinda da yer almaktadirlar. Bu grup ilaglar basta hal-
terciler olmak tizere sporcular tarafindan yiliksek dozlarda ve uzun
antrenman periyotlarinda atletik performanslarini arttirmak igin kul-
lanilmaktadirlar1).

Testosteron, sporcular tarafindan son yillarda diger anabolik stero-
idlere gore daha c¢ok suistimal edilmege baslanmistir. Viicudun dogal
olarak sentezlenen lrilinii olan bu maddenin kullanimi, doping kontro-
Iiinde suistimalinin ispatlanamayacagi diislincesi nedeni ile yayginlas-
mist1 (2). Ancak gerek testosteron tiirevleri ve gerekse diger anabolik
steroidlerin doping amaci ile suistimalinin sporcularda tlireme sistemin-
de bozukluklara, karaciger fonksiyon testlerinde anormalliklere, pelio-
sis hepatis'e ve karaciger timorlerine neden olduklar1 gosterilmistir
(3,4,5,6,7). Ayrica libidoda degisiklik, saldirganlik, kas spazmi, jine-
komasti, akne, huzursuzluk ve 6dem gibi kisisel yan etkileri de oldugu
bilinmektedir(l).

Anabolik steroidler bu yan etkileri nedeni ile 1976 yilindan beri
Uluslararas: Olimpiyat Komitesi (IOC) tarafindan sporda kullanimi
yasaklanan ilaclararasindayeralmaktadir(8).

Dogal olarak olusan androjenlerin en 6nemlisi olan testosteronun
(17-B-hidroksiandrost-4-en-3-on) doku ve viicut sivilarinda tayini,
kisinin androjenik durumunu belirlemede 6nemli bir kriterdir(9). Di-
ger taraftan doping amaci ile testosteron suistimalinin belirlenmesi icin
idrarda testosteron konsantrasyonunun tayini yaninda izomeri olan



epitestosteron, (17—7'- -hidroksiandrost-4-en-3-on) Kkonsantrasyonunun
tayini ve T/E oraninin hesaplanmasi da gerekmektedir (2) IOC'nin
kurallarina goére T/E'nin 6/1 biiyiik olmasi halinde, testosteronun
doping amaci ile kullanildig: kabul edilmektedir (10,11,12).

Doping kontrol amaci ile idrarda testosteron ve epitestosteron
analizi icin, konjugatlarinin enzim veya asit hidrolizinden sonra izo-
lasyonlari, kantitatif tayinleri ile ilgili kagit, kolon, ince tabaka kro-
matografisi (ITK) ile gaz kromatografisi (GK), kiitle spektrometresi
(MS), radyoimminoassay (RIA) veya bu yontemlerin kombinasyonlari
gibi degisik yontemler kullanilmaktadir (11,13,14,15,16). Bu yontem-
lerin, IOC tarafindan tescil edilebilmesi icin yeterli derecede duyarli,
tekrarlanabilen, spesifik ve kesin olmasi gerekmektedir(17).

Ulkemizde, anabolik steroidler arasinda énemli bir yeri olan tes-
tosteron ve epitestosteronun biyolojik sivilarda tayini ile ilgili fazla bir
calisma yoktur. Bu arastirmada idrarda testosteron tayini icin gerek
doping ve gerekse klinik uygulamada kullanilabilecek bir yontem gelis-
tirilmesi amac edinilmistir. Testosteron ve epitestosteron asit hidroliz-
den sonra ITK ile saflastirlmis, GSK'da tiirevleme yontemi ile tayin
edilmistir. Yontemin uygulanabilirligi normal kisilerle, ila¢c alan Kkisi-
lerin idrar orneklerinin analizi yapilarak gosterilmistir.

DENEL KISIM

Materyal

Testosteron (Organon), epitestosteron (Sigma), metiltestoste-
ron (Sigma), asetik asit anhidriti (Merck), Siilfirik asit (Merck), B-
Glukuronidaz (Sigma).

Kullanilan Aletler: ITK takimi (Desega), mor otesi 1s1n lambasi
(254-366 nm Camag) Rotary vakum evaporatorii, Gaz Kromatograf
(Packard-Becker model 419) ve alev iyonlagsma detektori (FID-Model
706).

Kullanilan Biyolojik Materyal: Calismamizda biyolojik materyal
olarak idrar kullanilmistir. YOntemin standardizasyonu igin sabah-
leyin alinan (spot) idrar Ornekleri hi¢ ila¢g almamis kisilerden secilmis-
tir. Testosteron ve epitestosteronun kantitatif analizinde yaslari 21 -
32 arasinda degisen 5 kadin ve yaslan 22-34 arasinda degisen 5 erkek-



ten sabah alinan idrarlarla calisilmistir. Ayrica ila¢ alan (Sustanon 250)
kisilerin idrarlar1 da ayni sekilde analiz edilmistir.

Metod

A- Testosteronun Idrardan Izolasyonu. Her iki steroid glukuroni-
dat ve siilfat konjugatlar1 halinde atildiklarindan hidrolizleri i¢in asit
hidroliz ve enzim hidroliz yontemleri kullanilmistir.

1- Asit Hidroliz Yontemi: Testosteron ve epitestosteron konju-
gatlarmin hidroliz ve ekstraksiyonunda GOTO ve FEHER'in yontem-
leri ile IBAYASHI'nin yontemi kombine edilerek uygulanmistir (18,
19, 20, 21). 100 ml idrar, lizerine 0.5 ml formaldehit, 60 ml benzen
ve 1 ml siilfiirik asit ilave edilerek 2 saat 80-85°C'de geri ¢eviren sogu-
tucu altinda tutulmustur. Benzen fazi ayrildiktan sonra, idrar fazina
60 ml benzen ve 15 ml siilfiirik asit ilave edilerek ayni sartlarda 20 dk.
tutulmustur. Tekrar benzen faz1 alinarak, idrar son kez 60 ml benzen
ile ekstrakte edilmistir. Tiim benzen fazlar1 birlestirilerek 2 kez 40 ml
% 20 NaOH ve distile su ile yikanmistir. Benzen fazi susuz sodyum siil-
fatdan gecirildikten sonra ucurulmustur (18, 19, 20). Daha sonra ka-
Iint1 Kieselgel HF,,, ile kapl plaklara standart testosteron ve epites-
tosteron ile beraber uygulanmistir. Hareketli faz olarak benzen-etil-
asetat (1:1) kullanilmistir. Plaklar develope edildikten sonra 254 nm'de
UV lambasi1 altinda standart testosteron ve epitestosterona karsilik
gelen lekeler metanol ile eliie edilmistir. Metanol azot gazi altinda ucgu-
rulduktan sonra Kieselgel HF,,, ile kapli plaklara standart testosteron
asetat ve epitestosteron asetat ile beraber uygulanmistir. Benzen-etil-
asetat (3:1) ile develope edildikten sonra 254 nm'de UV lambasi altinda
standartlara karsilik gelen lekeler metanol ile eliie edilip daha sonra
metanol ucurulmustur(21). Kalintiya i¢ standart olarak metiltestos-
teron ilave edilerek 5 pl gaz kromatografisine verilmistir.

2- Enzim ile Hidroliz:Enzim ile hidrolizde B-Glukuronidaz (130.
000 tinite /ml) kullanilmistir. 100 ml idrar pH's1 5'e ayarlandiktan son-
ra enzim ilave edilerek 55°C de 2.5 saat inkiibe edilmistir.(22). Sogu-
duktan sonra 3 kez 100 ml eter ile ekstrakte edildikten sonra eterli faz
% 20 NaOH ve distile su ile yikanip susuz sodyum siilfatdan geciril-
mistir (15, 18). Eter faz1 kuruluga kadar ucurulduktan sonra kalintiya
aynen asit hidrolizdeki islemler uygulanmis ve en son kalintiya i¢ stan-



dart olarak metiltestosteron ilave edilip gaz kromagotrafisine 5 pl en-
jekte edilmistir.

B- Gaz-Sivi Kromatografisine Ait Caligsmalar: Testosteron ase-
tat ve epitestosteron asetatin kantitatif tayini icin gaz-sivi kromatog-
rafisinde sabit faz olarak % 3 SE-30 "Chromosorb WHP 80-100 mesh
tizerinde" ve detektor olarak FID kullanilmistir. Firin sicakligi 260 C.
enjeksiyon giris sicakligr 280°C, detektor sicakligi 300°C, tasiyici gaz
(azot) akis hiz1 30 ml /dk., hidrojen akis hizt 50 ml /dk., hava akis hizi
300 ml /dk., kaydedici hiz1 0.5 cm/dk ve attenuation 8 alinarak bu
kromatografik sartlarda kantitatif tayine gecilmistir. 5 pl numune ile
caligilmistir.

C- Kalibrasyon Egrisinin Cizilmesi: Standart testosteron asetat
(mg /ml) ve epitestosteron asetat (mg /ml) ¢ozeltileri, 10 pg /ml, 25 pug/
ml, 50 pg /ml, 75 pg /ml ve 100 pg /ml konsantrasyonda olmak {ize-
re kloroformla seyreltildi. Bunlarin hazirlanmasi sirasinda i¢ standart
olarak kullanilan metiltestosteron 50 pg /ml konsantrasyonda olmak
lzere ilave edilerek birlikte hazirlandi. Hazirlanan seri c¢oOzeltilerden
5 ul cekilip gaz kromatograf isine verildi. Pik yiikseklikleri oranlar1 kon-
santrasyona karsi grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi cizildi.

D- Ekstraksiyon Veriminin Hesaplanmasi: Testosteron ve epi-
testosteron idrarda normal olarak atildig1 icin her maddenin ekstrak-
siyon verimi standart katma yOntemi uygulanarak hesaplanmistir. Bu-
amacla kadin idrarindan yararlanilmistir. Bu maddelerin ekstraksiyon
verimi gaz-sivi kromatograf isi yontemi kullanilarak yapilmistir(21).

TARTISMA VE SONUC

Calismamizda benzen ve eter ekstraktlarinin safra asitleri ve diger
asidik veya fenolik bilesiklerden uzaklastirilmasi i¢cin % 20 NaOH ile
yikanmistir (18,21). Testosteron ve epitestosteronun saflastirilmast ve
diger steroidlerden ayrilmasi icinde ince tabaka kromatografisinden
yararlanilmistir.

Gaz-s1vi kromatografisinde % 3 SE-30, yiiksek sicaklik derece-
lerine dayanikliligi ve steroidlerin daha iyi ayrilmasini sagladigindan
se¢ilmistir (23, 24). Testosteron ve epitestosteron gaz kromatografisine
dogrudan verildiklerinde SE-30 fazinda iyi bir sekilde ayrilmalart mim-
kiin olmamistir. Bu nedenle her iki steroid de 17. karbon atomundaki



hidroksil grubundan asetillenmistir. Olusan testosteron asetat ve epi-
testosteron asetat tiirevleri laboratuvar kosullarinda uzun siire daya-
niklidir ve gaz sivi kromatografisinin ylksek sicakliktaki calisma ko-
sullarina uygundurlar (14,15). BoOylece testosteron asetat ve epitestos-
teron asetatin SE-30 sabit fazinda alikonma zamanlar1 daha uzun ve
farkli olmustur. Bu farklilik, birbirlerinden ayrilmalarini ve ayri pikler
elde etmemizi mimkiin kilmistir. Ayrica asetilleme ile duyarlilikda
arttirilmistir. Testosteron ve epitestosteron ile dogrudan calisildiginda
0.2 pg madde tanimlanabilmesine karsin asetillemeden sonra 0.05
pg madde diizeyine inilebilmistir. Elde ettigimiz duyarlilik sinir1 bu
konudaki arastirmalarla uyum gostermektedir (15, 23). Sekil-1'de tes-
tosteron asetat ve epitestosteron asetat standartlarinin gaz-sivi kro-
matografisindeki kromatogramlari gosterilmistir.

Asit hidroliz yontemi ile idrardan benzen ekstraksiyon verimi,
kadin idrarina standart testosteron ve epitestosteron cozeltilerinden
ilave edilerek hesaplanmistir. Elde edilen testosteron ve epitestosteron
yuizdeleri tablo -1'de gosterilmistir. Bu sonuglara gore testosteron icin
ortalama verim % 73.39 * 3.9 (S.D.) ve epitestosteron icin ortalama
verim % 75.94 £ 7.9 (S.D.) olarak bulunmustur. Bu sonuglar diger
arastiricilarin gaz kromatografisi ile elde ettikleri ortalama ylizde ve-
rime yakindir (14,15) (Regresyon denklemleri testosteron asetat icin,
y =2.42 x — 0.03; epitestosteron asetat icin, y = 3.03 x + 0.04,
bulunarak kantitatif degerlendirme yapilmistir).

Enzim hidroliz yonteminde sonucun daha ¢cabuk alinmasi nedeniy-
le idrar 55°C'de 2.5 saat inkiibe edilmistir (22). Asit hidroliz ve en-

Tablo 1. Testosteron ve epitestosteronun asit hidroliz ve benzen ekstraksiyon verimi

idrara (100 ml) ka- | Elde edilen T mik- | Elde edilen E mik- % .
K o Verim
tilar1 T ve E mikta- tart (ug) tar1 (ug)
n (ug) T E
75 60.27 51.45 80.36 68.60
75 56.71 52.66 75.62 70.22
100 71.30 76.05 71.30 76.05
100 74.07 72.11 74.07 72.11
125 86.02 97.87 68.82 78.30
125 90.75 112.89 72.60 90.37

Ortalama verim T: 73.79 * 3.9
(x £ S.D.) E: 75.94 =+ 7.9
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Sekil 1. Testosteron asetat, epitestosteron asetat ve metiltestosteron standartlarinin gaz-
sivi kromatografisindeki kromatogramlar1 1-Metiltestosteron (0.5 ng) 2- Epitestosteron
asetat (0.5 pg) 3. Testosteron asetat (0.5 (ug.

zim hidrolizi ayni idrar O6rneklerine uygulanarak karsilastirilmistir.
Sonuglarimiza goére gerek testosteron ve gerekse epitestosteronda
elde edilen verim enzim hidrolizi yontemiyle daha diisiik bulunmus-
tur (ortalama % 15). Boylece asit hidroliz yontemi de hem verimin



daha yiiksek olmasi ve hem de cok daha ekonomik olmasi sebebiyle
tercih edilebilir.

Metodun uygulanabilirligi agisindan 5 kadin ve 5 erkek idrarinda
testosteron ve epitestosteron miktarlar1 saptanmistir. Normal Kkisiler-
den alinan idrarlarda asit hidroliz ve benzen ekstraksiyonundan sonra
saflastirilip, tiirevlenen testosteron ve epitestosteron miktarlarr tablo-
2'de yer almaktadir. Sekil-2'de de erkek idrarindaki testosteron ve
epitestosteron'un gaz-sivi kromatografisindeki kromatogrami gosteril-
mistir. Ayrica olayr doping acgisindan degerlendirmek ic¢in testosteron /
epitestosteron (T/E) oranlar1 da belirlenmistir. Tablo-2'ye dikkat
edildiginde T /E arasindaki oranlarinin normal erkeklerde 1.96 *= 0.62
(S.D.) ve kadinlarda ise 2.62 +£0.32 (S.D.) oldugu goriilmektedir.

Tablo 2. Deneme sahislarinda saptanan testosteron ve epitestosteron miktarlar
(ng/100 ml) ve testosteron /epitestosteron oranlari

Cinsiyet T E T/E
K 0.51 0.19 2.6
K 0.74 0.25 2.9
K 0.35 0.15 2.3
K 0.66 0.28 2.3
K 0.30 0.10 3.0
x + S.D 0.51 + 0.19 0.19 = 0.07 2.62 + 0.32
E 2.39 0.85 2.8
E 3.21 1.80 1.7
E 1.72 0.80 2.1
E 1.98 0.94 2.1
E 2.74 2.30 1.1
x + S.D 2.40 = 0.59 1.33 £ 0.67 1.96 £ 0.62

Tabloa3. Ilac verilen Kkisilerde saptanan testosteron ve epitestosteron miktarlan (ug/100
ml) ve testosteron/epitestosteron oranlan

T E T/E

2.59 0.84 3.08

6.12 0.94 6.80

5.22 1.21 4.30

4.18 1.02 4.09

4.18 1.02 4.09

8.65 1.10 7.86

4.04 1.21 3.34

10.80 2.29 4.71
Xx=5.94+87 (S.D.) x=1.23+0.48 (S.D.) | x = 4.88+1.78 (S.D.)
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Sekil 2. Erkek idrarindan elde edilen ekstraktin gaz-sivi kromatografisindeki kromatog-
gramil- Metiltestosteron 2- Epitestosteron asetat 3- Testosteron asetat

Testosteron tiirevi ilag (Sustanon 250) kullanan hastalardan ali-
nan Orneklerde saptanan T /E oranlar1 ise tablo-3'de yer almaktadir.
Sekil-3'de de ilac kullanan bir erkek idrarindan elde edilen ekstraktin
gaz si1vi kromatografisindeki kromatogrami yer almaktadir. Bu ora-
nin normal insanlardaki T /E oranina gore disardan testosteron alin-
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Sekil 3. ilac kullanan bir erkek idrarindan elde edilen ekstraktin gaz-sii kromatografi-
sindeki kromatogrami 1- Metiltestosteron 2- Epitestosteron asetat 3- Testosteron
asetat



masiyla arttigi goriilmektedir. Bu ylizden Uluslararas: Olimpiyat Ko-
mitesi (I0OC) bu orani 6 olarak belirlemistir. Disardan testosteron tii-
revi bir ila¢g alan sporcunun idrarinda T /E orani 6'nin ilizerinde ¢ik-
tiginda IOC bu sporcuyu dopingli olarak kabul etmekte ve yarigsma-
lardan diskalifiye ederek ceza uygulamasina ge¢mektedir (12, 17).

Normal erkek ve ilag almis erkek idrarlarindaki testosteron, epi-
testosteron ve T/E oranlari istatistik acidan karsilastirildiginda, her
iki grup arasinda epitestosteron atiliminda fark olmadig: halde, tes-
tosteron ve T /E oranlar ila¢ alanlarda anlamli yiiksek bulunmustur.

idrarla atilan testosteron ve epitestosteronun ince tabaka kroma-
tografisi kullanilarak kantitatif tayininin yapildigi bu metod, spesifik
ve glivenilir olmasi yaninda ekonomik, hizli ve nispeten basit bir me-
toddur. Ayrica yalniz sporculardaki testosteron/epitestosteron orani-
nin saptanmasi disinda endokrin bozukluklarinin sebep oldugu has-
taliklarda laboratuvar testi olarak da uygulanabilir.

LITERATUR

1. Haupt, H.A., Rovere, G.D., Anabolic-Steroids: A review of the literature, 7he Am. J.
Sports Med., 12, 469-84 (1984).
2. Zurer, P.S., Diugs in Spoit, Chem. Eng. News, 30, 69-78 (1984)

3. Naeim, F., Copper, P.H., Peliosis Hepatis: Possible Etiologic Role of Anabolic Stero-
ids, Arch. Pathol., 95, 284-5 (1973).

4. Faik, H., Thomas, L.B., Popper, H., Hepatic angiosarcome associated with androgenic-
anabolicsteroids, Lancet, 2, 1120-21 (1979).

5. Johnson, F.L.. Feagler, J.R., Association of Androgenic-Anabolic Steroid Therapy
With Development of Hepatocellular Carcinoma, Lancet, 2, 1273-76 (3972).

6. Hoima, P.K., Effect of anabolic steroid on spermatogenesis, Contraception, 15,151-
62 (1977).

7. Hagerman. F.C., Jones-Witters, P., The effects of anabolic steroid ingestion on serum
enzyme and urine 17-ketosteroid levels, J. Sport. Med., 15, 287-795 (1975).

8. Akgiin, Necati, Olimpiyatlarda Doping Kontrolunda Prensip ve Ozel Problemler,
Spor Hekimligi Dergisi, 14, 15-25 (1979).

9. Goodman, L.S., Gillman, A., The Pharmacological Basis of Therapeutics, 5 th ed., New
York, Macmillan Publishing (1975).

10. Wagner, J.C., Substance-abuse Policies and Guidelines in Amateur and Proffessional
Athletics, Am. J. Hosp. Pharm., 44,305-10 (1987).



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Leinonen, A., Kuoppasalmi. M., Dopinganeiden Laboratoria-analyysit, Kemia-Kemi,
12, 407-12 (1985).

Oseid, S., Doping and Athletes-Prevention and Counseling, J., Allergy Clin. Immunol,
73, 735-739 (1984).)

Brooks, R.V., Jeremiah, G., Detection of Anabolic Steroid Administration to Athletes,
J. Steroid Bioehem., 11, 913-17 (1979).

Watson, J.T., A Simplified Determination of Urinary Testosterone Utilizing Column
and Gas-Liquid Chromatography, J. Chromatogr., 43, 339-49 (1969).

Luisi, M., Fassorra, C, Levanti, C, Determination of Testosterone in Human Urine
by Means of Horizontal Thin-Layer and Gas - Liquid Chromatography, J. Chroma-
atogr., 58, 213-226 (1971).

Cartoni, G.P., Girarusso, A., Ciard, M., Capillary Gas Chromatography and Mass
Spectrometry Detection of Anabolic Steroids |1, Journal of High Resolution Chro-
matography - Chromatography Communications, 8, 539-543 (1985).

Donike, M., List of Doping Classes and Methods, Beauftragter Fur Dopinganalytik
Des Bundesinstituts Fur Sportwissenschaft, (1986).

Goto, H., Takenaka, |., Estimation of Testosterone in Human Urine, |. Analysis of
Urinary Testosterone by Gas-Liquid Chromatography with Hydrolysis Using
Acid in Normal Adult Men, Nishi Nippon Hinyokika, 37, 53-58 (1975).

Feher, T., Testosterone in Human Urine as Determined by Gas-Liquid Chromatog-
graphy, Endocrinologia Experimentalis, 10, 201-209 (1976).

Bodrogi, L., Hollosi, I., Pucsok, J., Feher, T., Isolation, Quantitative Determination
of Anabolics in Human Urine by GC-FID or GC-ECD, and their ldentification
by GC-MS, Profc. of the Symp. on the Analysis of Steroids, Szeged, Hungary, 287-
293, (1984).

Ibayashi, H., Nakamura, M., The Determination of Urinary Testosterone Using
Thin-Layer Chromatography and Gas Chromatography, Steroids, 3, 559-568 (1964).

Uralets, V.P., Semenova, V.A., Analysis of Anabolic Steroids in Body Fluids by
Capillary Gas Chromatography with Two-Channel Detection System and a Compu-
ter, J. Chromagtogr., 279, 695-707 (19823).

Charransonl, G., Bobas-Masson, F., Determination of Urinary Androstanediol and
Testosterone in Normal Men by Gas-Liquid Chromatography, J. Chromatogr., 66,
55-61 (1972).

Pinelli, A., Nair, P.P., Gas-Liquid Chromatographic Seperation of Steroids and Their

Derivatives on a Duel Component Column of High thermal Stability, J. Chromatogr.,
43, 3223-8 (1969).



