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Eine verbesserte fluorimetrische Serumcortisolbestimmung

P. C. ScriBa*, A. C. Gers, F. KLueg, N. Boss und O. A. MULLER
II. Medizinische Klinik der Universitit Miinchen (Komm. Direktor: Prof. Dr. M. M. Forell)

Eingegangen am 5. Mai 1970

An Improved Fluorometric Determination of Cortisol in Serum. The fluorometric determination of cortisol in
serum was improved by the following measures:

1. Daily preparation of the fluorescence reagent (ethanol abs.: conc. H,SO, = 3:7, v/v) at 0°C.

2. Fluorometry 80 min after the addition of the fluorescence reagent to dichloromethane extracted cortisol.

3. Filling of a special micro-cuvette by a pump system avoiding bubble formation in the cuvette.

4. Spectrofluorometer with optimal absorption (464 nm) and emission (522 nm) for cortisol.

The method is of satisfactory sensitivity for cortisol (<< 1 pug/100 ml), precision (10 pg/100 ml: S.D. = 0.5 pg/
100 ml) and reproducibility from day to day (variation coefficient = 6—79/,). The specificity of the method
is demonstrated by the low values (< 2 ug/100 ml) of total-adrenalectomized patients under dexamethasone
maintainance (2 x 0.25 mg/day). The normal range (mean -+ 2 S.D., logarithmic distribution) of 9°° a.m. serum
cortisol values of control persons is 9.7—32.0 pg/100 ml. Examples of the application of the method for di-
agnostic and therapeutic questions are reported.

Zusammenfassung. Durch téglich frische Zubereitung eines stabilen Fluorescenzreagenses, durch Fluorimetrie
80 min nach Zugabe des Fluorescenzreagenses zum dichlormethanextrahierten Cortisol, durch streng blasen-
freie Fillung einer Spezialmikrokiivette mittels Pumpvorrichtung und durch optimale Messung der Cortisol-
fluorescenz im registrierenden Spektralfluorimeter bei 464 nm (Anregung) und 522 nm (Emission) wurde die
fluorimetrische Serumcortisolbestimmung verbessert. Die Methode erlaubt eine Serumcortisolbestimmung mit
hoher Empfindlichkeit (< 1 pg/100 ml), Prizision an einem Tag (Variationskoeffizient = 4,79/, fur 10 pg/
100 ml) und Prézision von Tag zu Tag (VK = 6—79/,, Kontrollserum). Fiir die Spezifitédt der Methode sprechen
die niedrigen Serumcortisolwerte von Adrenalektomierten unter Dexamethasonsubstitution (< 2 pug/100 ml).
Die klinische Brauchbarkeit der Methode fiir diagnostische und therapeutische Fragen wird diskutiert.

* Mit Unterstitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft, SFB 51.



Eine verbesserte fluorimetrische Serumcortisolbestimmung

Einleitung

Die fluorimetrische Serumcortisolbestimmung nach
Mattingly [4] ist duwrch mangelnde Empfindlichkeit
(> 3 pg/100 ml), hohe Basisfluorescenz (3—5 pgf
100 ml) und schlechte Prizision belastet. Ausgehend
von der Methode Spencer-Peets [5] wurden die in der
Arbeitsvorschrift angegebenen Modifikationen zur
Verbesserung der Methode eingefithrt [2,3].

Arbeitsvorsehrift
1. Herstellung des Fluorescenzreagenses

In cinen durch Eis gekithlten Erlenmeyer-Kolben werden
zu 150 ml Athanol absol. p.a. (Merck 972) unter stindigem,
méglichst hochtourigem Riihren (Magnetrihrer, Vermeidung
von Blasenbildung) uber einen durch einen Schliff ver-
bundenen Tropftrichter innerhalb von 120 min 350 ml
H,R0, 95—97¢%/ p.a. (Merck 731) zugesetzt.

2. Cortisolextraktion aus Serum

Je 2ml frisches oder aufgetautes Serum (Doppelbestim-
mungen) werden in kurze 20 ml-Schliffglaser pipettiert. Jeder
Probe wird iiber cine Biirette, deren Kiken nicht gefettet
sein darf, 10 ml Dichlormethan zugesetzt. Die Extraktion
erfolgt, indem die Proben in einem Rotor, dessen Achse mit
der Horizontalen einen Winkel bildet, welcher garantiert,
daB keine der beiden Phasen den Schliff erreicht, 20 min
bei 40 Upm gedreht werden. Nach Absaugen des Serum-
iiberstandes unter Vermeidung von Dichlormethanverlusten
wird der Extrakt mit 2ml 0,1 N NaOH 10 sec auf einem
Schiittelrotor gewaschen. Nach Trennung der Phasen wird
der NaOH-Uberstand abgesaugt. Zu 7,5 ml Dichlormethan-
extrakt werden in hohen, graduierten 20 ml-Sehliffgliasern
je 4ml bis zu diesem Zeitpunkt gerithrten Fluorescenz-
reagens (07C) pipettiert, unmittelbar anschlieBend wird die
Probe 30 sec auf dem Schittelrotor gemischt. Nach Trennung
der Phasen (mindestens 7 min) wird die {iberstehende Di-
chlormethanphase mit einer 0,2 ml-Pipette abgesaugt, welche
so innerhalb der Dichlormethanphase gefihrt wird, dall zu
keiner Zeit Luft angesaugt werden kann. Wenn nur noch
etwa 0,2 ml Dichlormethan {ibrig sind, wird die Pipetten-
spitze kurz in dic Fluorescenzreagensphase eingetaucht, so-
fort wieder leicht angehoben und der Rest des Dichlor-
methans sowic ctwa 0,3 ml der Fluorescenzreagensphase
abgesaugt.

3. Fluorimetrie

Die Fluorescenzintensitidt von Cortisol nimmt unter diesen
Bedingungen bis zur 70. min zu und ist danach stabil [2].
Deshalb wird 79 min nach Zugabe des Fluorescenzreagenses
zum Dichlormethanextrakt die Kiivette gefullt (Abb.1) und
in der 80. min gemessen. Das registrierende Spektralfiuori-
meter Beckman mit Nenon-Hochdrucklampe ist mit seinem
ersten Monochromator auf 464 nm eingestellt (Spaltbreite
entspricht 20 nm); die Emission wird bei 522 nm (Spalt-
breite entspricht 5 nm) im Auflichtverfahren gemessen. Das
Gerat wird so geeicht, daBl 30 ug Cortisol pro 100 ml Eich-
l6sung 100 Skalenteilen entsprechen. Cortisolwerte tber
30 pg/100 m! werden durch Stufenschaltung ablesbar. Bei
10maligem Abwiegen fur einen Arbeitsstandard von 10 pg

19 Z. Anal. Chem., Bd. 252

Mikroabsaugkiuvette: 3 Seitenwinde der Kiivette sind aus
Schwarzglas, Schichtdicke 1 em, Fallvolumen 1,2 ml, Ein-
tullstutzenende im schrigen unteren Drittel des Kamins,
Entlifftungsstutzen an der Spitze und Absaugstutzen am
tiefsten Punkt des Filllraumes. Die Kivette wurde in
Abiinderung der Kivette Nr. 185 der Ia. Hellma, Mihl-
heim/Baden, gebaut. — Fillung: Hahn 4 und D zu, HahnC
und B auf. Wenn der Kunststoftstopfen /' luftdicht auf das
graduierte Schliffglas (20 ml) gesetzt wird, drickt getrocknete
und gereinigte Luft das Melgut durch Schlaucha in die
Kivette, wobei die Luft tber den geofineten Hahn F
entweicht. Nach Fullung der Kivette wird Hahn £ ge-
schlossen und Hahn 4 geéfinet, bis die Flissigkeitssiule
Hahn 4 erreicht. Zugleich wird die Leistung der Aquariums-
pumpe gedrosselt, damit der Druck in der Kivette nicht zu
hoch wird. Die Messung beginnt, wenn der Hahn £ ge-
schlossen ist. — Entleerung. Wihrend der Messung wird die
Wulfsche Flasche evakuiert {(Hahn € und B geschlossen und
D geoftnet). Nach der Messung (15 sec) wird bei geschlos-
senem Lichtweg die Kiivette durch Offnung der Hihne 4
und C leergesaugt. Nach Entleerung des Schlauches ¢ wird
auch der Hahn £ gedffnet und schlieBlich der Stopfen F
gelockert. Entscheidend ist bei diesem Fiillvorgang die Ver-
meidung des Entstehens von feinsten Bldschen in dem mit
Dichlormethan gesétt. Fluorescenzgemisch, welche durch
Reflektion in der Kiivette die Messung verfilschen. Das
geschieht durch Fillung der Kiivette mittels einer Pumpe
gegen die Summe von atmosphirischem Druck und Stré-
mungswiderstand in der Entlaftungscapillare
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Cortisol/100 ml wurde ein Mittelwert von z + ¢ - 10,09
=4+ 0,42 pg/100 ml bestimmt (Variationskoeffizient = 4.2%).

4. Qualitdtskontrolle

Die Methode erlaubt die Bestimmung von weniger
als 1 pg Cortisol in 100 ml Eichlésung (» -+ s = 1,0
+ 0,3 ug/100 ml, N = 20). Sie ist durch eine hohe
Genauigkeit an einem Tag (Eichlosung, z < s = 10,7
4+ 0,5 ug/100 ml, N = 20, VK = 4,7%,), ausgezeich-
nete Richtigkeit (Wiederfindeversuche fiir Cortisol
-k Serum, XKorrclationskoeffizient r = 0,999, Re-
gression b = 0,964) und Reproduzierbarkeit von Tag
zu Tag (Kontrollserum: VK = 6—7°;) gekenn-
zeichnet. — Die Spezifitdt der Methode zeigte sich
an den niedrigen Serumcortisolwerten von adrenal-
ektomierten Patienten unter Dexamethasonsubstitu-
tion [4]. Die Methode erfal3t allerdings auch Cortico-
steron, welches unter diesen Bedingungen
3.2fach stirkere Fluorescenzintensitit als Cortisol
aufweist. Falschc hohe Serumcortisolwerte ergeben
sich durch Verunreinigungen mit Siliconfett, Gummi
oder dessen Weichmacher sowie bei Behandlung mit
Aldactone® (Abb.2). — Cortisolwerte im Serum und
Plasma sind gleich (r = 0,997; 6 = 0.999). Line ge-
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Abb.2. 9%._Nichterncortisolwerte vor und mach einmaliger

Injektion von Aldactone. Schraffiert ist der Normalbereich
des 9%-Niichterncortisols Nebennierengesunder angegeben.
3—4 Tage nach Injektion von Aldactone ist die filschliche
Erhéhung der Cortisolwerte nicht mehr nachweisbar
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iibte Kraft kann mit dieser Methode 34 Seren in 8 h
untersuchen (Doppelbestimmungen).

Ergebnisse und Diskussion

Der Normalbereich des 9%-Nichterncortisols Neben-
nierenrindengesunder liegt zwischen 9,7 und 32.0 pg/
100 ml. Die 9%.Niichterncortisolwerte zeigen eine lo-
garithmische Verteilung um den Mittelwert von
17,6 pg/100 ml. Bei adrenalektomierten Patienten
sinken die Serumcortisolwerte auf etwa 2 ug/100 ml
ab, wenn sie mit tiglich 2mal 0,25 mg Dexamet-
hason p.o. substituiert werden. Der Bereich von
ctwa 2 bis 9,7 ng-%/, steht somit fiir die Messung
ereniedrigter” Serumcortisolwerte zur Verfagung.

5 bisher untersuchte Patienten mit M. Addison
hatten 9%-Niichterncortisolwerte unter diesem Nor-
malbereich. Dic Werte lagen auch nach Infusion von
25 E ACTIH in 4h unter dem bei Gesunden ent-
sprechend hoheren Normalbereich (13%: 38,4 bis
72,3 ug/100 ml). — Von 30 Patienten, die wegen
cines Hypophysentumors operiert worden waren,
hatten 22 um 9% und 23% nach Infusion von 25 k
ACTH im Vergleich zum Normalbereich Neben-
nierengesunder erniedrigte Serumcortisolwerte. Da-
mit hatten etwa 759/, dieser Patienten eine sekundére
Nebennicrenrindeninsuffizienz [3).

Der Vergleich der Scrumcortisolspiegel neben-
nierenrindeninsuffizienter Patienten unter oraler
Cortisoltherapic mit dem normalen Tagesrhythmus
Nebennierengesunder  zeigt, daBl die ncbennieren-
rindeninsuffizienten  Patienten  besonders in  den
frithen Morgenstunden unter oraler Cortisoltherapie
zu niedrige Serumcortisolspicgel haben. Zur Uber-
briickung dieser Cortisoldurststrecken wurde ein
neues Behandlungsschema abgeleitet [3].

5 Patienten mit einem Cushing-Syndrom zeigten
bei der ACTH-Belastung erhohte Serumcortisol-
werte. Das Cushing-Syndrom ist ferner durch einen
aufgehobenen 24 h-Rhythmus des Serumcortisols
und durch cine fehlende Supprimierbarkeit des
9% _Nichterncortisolwertes bei Gabe von 1 mg De-
xamethason am Abend vorher ausgezeichnet.

Die angegebene Methode erlaubte ferner, die hypo-
thalamisch-hypophysire Hemmwirkung von zur
Therapie verwandten Corticoiden am Menschen quan-
titativ zu ecrfassen. Synthetische Corticoide gehen
nicht in diese fluorimetrische Cortisolbestimmung ein.
Deshalb kann man den normalen 24 h-Rhythmus des
Serumcortisols mit dem Cortisolrhythmus nach ein-
maliger oraler Corticoidgabe vergleichen. Die Integral-
differenz dieser beiden Cortisoltageskurven bis zum
Kurvenschnittpunkt entspricht der suppressiven
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Wirkung von Corticoiden. Trigt man dieses Integral Weitere Einzelheiten finden sich in der Dissertation von
auf der Ordinate gegen den Logarithmus einer < C- Gerb (2]

Corticoiddosis auf der Abszisse auf, so ergibt sich
eine linearc Dosiswirkungskurve [1]. Diese Methode
erlaubt somit, die supprimierende Wirkung von
Corticoiden unter Berlicksichtigung der Wirkungs-
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Untersuchungen iiber die Adsorption von Steroiden an Florisil
und Amberlite. Methode zur getrennten Bestimmung

der Glucuronide und Sulfate von Androgenen
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I. Medizinische Klinik der Universitdat Minchen
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Studies on the Adsorption of Steroids on Florisil and Amberlite. Method for the Separate Determination of Glucu-
ronides and Sulfates of Androgenes. Conditions for adsorption of C,- and C,,-steroids on florisil were testet
with radioactive steroids. By this procedure the glucuronides of Androsterone, Iitiocholanolone, Dehydro-
epiandrosterone and Testosterone and also Tetrahydrocortisol and Tetrahydrocortisone were isolated from
urin. Combination of a florisil column and a column filled with amberlite, which adsorbs conjugated steroids,
makes it possible to determine glucurone- and sulfate esters separately. Compared with the common extraction
with organic solvents, this adsorption of hydrolysed steroids on florisil and conjugated steroids (sulfates) to
amberlite is more simple, less expensive and better reproducible.

Zusammenfassung. Mit radioaktiven Steroiden wurden die Bedingungen fiir die Adsorption von C,4- und C,,-
Steroiden an Florisil getestet und mit diesem Verfahren aus Urin die Glucuronide von Androsteron, Atio-
cholanolon, Dehydroepiandrosteron und Testosteron sowie Tetrahydrocortisol und Tetrahydrocortison an-
gereichert. Durch Kombination einer TFlorisil- und einer Amberlitesiule, an der die konjugierten Steroide
adsorbiert werden, kénnen dariiber hinaus nach isolierter Spaltung der Glucuronide die Glucuron- und Schwefel-
sdureester getrennt bestimmt werden. Verglichen mit der iiblichen Extraktion mit organischen Losungs-
mitteln ist die Adsorption der hydrolysierten Steroide an Florisil und der nicht hydrolysierten Sulfate an
Amberlite wesentlich einfacher, billiger und besser reproduzierbar.
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