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Eine verbesserte fluorimetrische Serumcortisolbestimmung 

P . C. S C E I B A * , A . C. G E R B , F . K L U G E , N . B O S S u n d 0 . A . M Ü L L E R 

I I . Medizinische K l i n i k der Universität München ( K o m m . D i r e k t o r : Prof . D r . M . M . Forel l ) 

Eingegangen a m 5. M a i 1970 

An Improved Fluorometric Determination of Cortisol in Serum. The fluorometric détermination of Cortisol in 
serum was i m p r o v e d b y the fol lowing measures: 

1. D a i l y preparat ion of the fluorescence reagent (ethanol abs. : cone. H „ S 0 4 = 3 :7 , v/v) at 0°C. 
2. F l u o r o m e t r y 80 m i n after the addi t ion of the fluorescence reagent to dichloromethane extracted C o r t i s o l . 
3. F i l l i n g of a special micro-cuvette b y a p u m p system avoiding bubble format ion i n the cuvette. 
4. Spectrofluorometer w i t h opt imal absorption (464 nm) and emission (522 nm) for C o r t i s o l . 
The method is of satisfactory sensit ivity for Cortisol (< 1 μg/100 ml) , precision (10 μg/100 m l : S . D . = 0.5 μg/ 

100 ml) and reproducibi l i ty f r o m day to day (variat ion coefficient = 6—7°/ 0 ) . The specificity of the m e t h o d 
is demonstrated b y the low values (< 2 μg/100 ml) of total-adrenalectomized patients under dexamethasone 
maintainance (2 χ 0 . 2 5 mg/day). The normal range (mean ^ 2 S . D . , logari thmic distr ibution) of 9 0 0 a .m. serum 
Cortisol values of control persons is 9.7 — 32.0 μg/100 ml. Examples of the application of the method for d i 
agnostic a n d therapeutic questions are reported. 

Zusammenfassung. D u r c h täglich frische Zuberei tung eines stabilen Fluorescenzreagenses, durch F l u o r i m e t r i e 
80 m i n nach Zugabe des Fluorescenzreagenses z u m dichlormethanextrahierten Cort isol , durch streng blasen
freie Füllung einer Spezialmikroküvette mit te ls P u m p v o r r i c h t u n g u n d durch optimale Messung der Cort i so l -
fluorescenz i m registrierenden Spektralf luorimeter bei 464 n m (Anregung) u n d 522 n m (Emission) wurde die 
fluorimetrische Serumcort isolbest immung verbessert. D i e Methode erlaubt eine Serumcort isolbest immung m i t 
hoher E m p f i n d l i c h k e i t ( < 1 μg/100 ml), Präzision an einem Tag (Variationskoeffizient = 4,7°/ 0 für 10 μg/ 
100 ml) u n d Präzision v o n T a g z u Tag ( V K = 6—7°/ 0 , Kontro l l serum) . F ü r die Spezifität der Methode sprechen 
die niedrigen Serumcortisolwerte v o n Adrenalektomier ten unter Dexamethasonsubst i tut ion ( < 2 μ g / 1 0 0 m l ) . 
D i e kl inische Brauchbarke i t der Methode für diagnostische u n d therapeutische Fragen w i r d diskutiert . 

* M i t Unterstützung der Deutschen Forschungsgemeinschaft, S F B 51. 
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Einleitung 

D i e fluorimetrische Serumcort isolbest immung nach 
M a t t i n g l y [4] ist durch mangelnde E m p f i n d l i c h k e i t 
( > 3 μg/100 ml ) , hohe Basisfluorescenz (3 —5μκ/ 
100 ml) u n d schlechte Präzision belastet. Ausgehend 
v o n der Methode Spencer-Peets [5] wurden die i n der 
Arbei tsvorschri f t angegebenen Modif ikat ionen zur 
Verbesserung der Methode eingeführt [2,3]. 

Arbeitsvorschrift 
1. Herstellung des Fluorescenzreagenses 
In einen durch E i s gekühlten E r l e n m e y e r - K o l b e n werden 
zu 150ii) l Äthanol absol. p .a . (Merck 972) unter ständigem, 
mögliehst hoehtourigem Rühren (Magnetrührer, Vermeidung 
v o n Blasenbildung) über einen durch einen Schliff ver
bundenen Tropftr ichter innerhalb v o n 120 min 350 ml 
H . S O , 95—97°/ 0 p .a . (Merck 731) zugesetzt. 

2. Cortisolextraktion aus Serum 

Je 2 m l frisches oder aufgetautes Serum (Doppelbestim-
inungen) werden in kurze 20 ml-Schliffgläser pipett iert . Jeder 
Probe w i r d über eine Bürette , deren Küken nicht gefettet 
sein darf, 10 m l Dich lormethan zugesetzt. Die E x t r a k t i o n 
erfolgt, indem die Proben in einem R o t o r , dessen Achse mi t 
der Hor izonta len einen W i n k e l bildet, welcher garantiert, 
daß keine der beiden Phasen den Schlif f erreicht, 20 m i n 
bei 40 U p m gedreht werden. N a c h Absaugen des Serum
überstandes unter Vermeidung v o n Dichlormethanverlusten 
w i r d der E x t r a k t mit 2 m l 0,1 Ν N a O H 10 sec auf einem 
Schüttelrotor gewaschen. N a c h Trennung der Phasen w i r d 
der N a O H - U b e r s t a n d abgesaugt. Z u 7,5 m l Dichlormethan-
extrakt werden in hohen, graduierten 20 ml-Schliffgläsern 
je 4 ml bis zu diesem Ze i tpunkt gerührten Fluorescenz-
reagens (0C'C) pipett iert , unmit te lbar anschließend wird die 
Probe 30 sec auf dem Schüttelrotor gemischt. N a c h Trennung 
der Phasen (mindestens 7 min) w i r d die überstehende D i -
chlormethanphase mit einer 0,2 ml -Pipet te abgesaugt, welche 
so innerhalb der Dichlormethanphase geführt w i r d , daß zu 
keiner Zeit L u f t angesaugt werden k a n n . W e n n nur noch 
etwa 0,2 m l D i c h l o r m e t h a n übrig s ind, w i r d die Pipet ten
spitze k u r z in die Fluorescenzreagensphase eingetaucht, so
fort wieder leicht angehoben u n d der Rest des Dich lor -
methans sowie etwa 0,3 m l der Fluorescenzreagensphase 
abgesaugt, 

3. Fluorimetrie 

Die Fluorescenzintensität von Cortisol n i m m t unter diesen 
Bedingungen bis zur 70. m i n z u u n d ist danach stabil [2]. 
Deshalb w i r d 79 m i n nach Zugabe des Fluorescenzreagenses 
z u m Dichlormethanextrakt die Küvet te gefüllt (Abb . 1) u n d 
i n der 80. m i n gemessen. Das registrierende Spektral f luori -
meter B e c k m a n mi t X e n o n - H o c h d r u c k l a m p e ist mit seinem 
ersten Monochromator auf 404 n m eingestellt (Spaltbreite 
entspricht 20 n m ) ; die Emiss ion w i r d bei 522 n m (Spalt
breite entspricht 5 nm) i m Auf l i ch tver fahren gemessen. Das 
Gerät w i r d so geeicht, daß 30 μg Cortisol pro 100 m l E i c h 
lösung 100 Skalentei len entsprechen. Cortisolwerte über 
30 [ig/100 m l werden durch Stufenschaltung ablesbar. B e i 
l O m a l i g e m Abwiegen für einen Arbei tss tandard v o n 10 μg 

MESSGUT L U F T R E I N I G U N G Ü B E R L A U F G E F Ä S S PUMPE 

A b b . l . Füllung und Entleerung der Mikroabsaugküvette. 
Mikroabsaugküvette: 3 Seitenwände der Küvet te sind aus 
Schwarzglas, Schichtdicke 1 cm, Füllvolumen 1,2 m l , E i n -
I π I I s l ni /.eilende im schrägen unteren Drittel d e s Kamins , 
Entlüftungsstutzen an der Spitze u n d Absaugstutzen a m 
tiefsten P u n k t des Füllraumes. Die Küvet te wurde i n 
Abänderung der K ü v e t t e N r . 185 der F a . H e l l m a , Mühl
heim/Baden, gebaut. — Füllung: H a h n A und D z u , H a h n C 
u n d Ii auf. W e n n der Kunststoffstopfen F luf tdicht auf das 
graduierte Schliffglas (20 ml) gesetzt w i r d , drückt getrocknete 
u n d gereinigte L u f t das Meßgut durch Schlauch a i n die 
Küvet te , wobei die L u f t über den geöffneten H a h n E 
entweicht . N a c h Füllung der K ü v e t t e w i r d H a h n E ge
schlossen u n d H a h n A geöffnet, bis die Flüssigkeitssäule 
H a h n A erreicht. Zugle ich w i r d die Le is tung der A q u a r i u m s 
pumpe gedrosselt, d a m i t der D r u c k in der Küvet te nicht zu 
hoch w i r d . Die Messung beginnt, wenn der H a h n E ge
schlossen ist. — Entleerung. Während der Messung w i r d die 
Wulfsche Flasche evakuiert ( H a h n C und Β geschlossen und 
D geöffnet). N a c h der Messung (15 sec) w i r d bei geschlos
senem L i c h t w e g die Küvet te durch Öffnung der Hähne A 
u n d C leergesaugt. N a c h Ent leerung des Schlauches c w i r d 
auch der H a h n E geöffnet u n d schließlich der Stopfen F 
gelockert. Entscheidend ist bei diesem Füllvorgang die Ver
meidung des Entstehens v o n feinsten Bläschen in dem mi t 
Dichlormethan gesätt . Fluorescenzgemisch, welche durch 
Ref lekt ion in der K ü v e t t e die Messung verfälschen. Das 
geschieht durch Füllung der Küvet te mittels einer P u m p e 
gegen die Summe v o n atmosphärischem D r u c k u n d Strö-
inungswiderstand i n der Entlüftungscapillare 

19 Z. Anal. Chem., Bd. 252 
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Cortisol/100 m l wurde ein Mi t te lwer t v o n χ -Jr s — 10,09 
± 0,42 μg/100 m l bestimmt (Variationskoeffizient 4.'J" „). 

4. Qualitätskontrolle 

Die Methode erlaubt die B e s t i m m u n g v o n weniger 
als 1 μg Cort isol i n 100 m l Eichlösung (x ^ s = 1,0 
± 0,3 μg/100 m l , Ν = 20). Sie is t d u r c h eine hohe 
Genauigkeit an einem T a g (Eichlösung, χ J s = 10,7 
± 0,5 μg/100 m l , Ν = 20, VK = 4 , 7 % ) , ausgezeich
nete R ich t igke i t (Wiederfindeversuche für Cortisol 
-_\z Serum, Korrc lat ionskoef f iz ient r = 0,999, Re
gression b = 0,964) u n d R c p r o d u z i e r b a r k e i t von Tag 
z u T a g ( K o n t r o l l s e r u m : VK = 6—7°/ 0 ) gekenn
zeichnet. — Die Spezifität der Methode zeigte sich 
an den niedrigen Serumcort isolwerten v o n adrenal-
ektomierten Pat ienten unter Dexamethasonsubst i tu-
t ion [4]. Die Methode erfaßt al lerdings auch Cortico-
steron, welches unter diesen Bedingungen eine 
3,2fach stärkere Fluorescenzintensität als Cortisol 
aufweist. Falsche hohe Serumcortisolwerte ergeben 
sich durch Verunreinigungen m i t Si l iconfett , G u m m i 
oder dessen Weichmacher sowie bei Behandlung mit 
Aldactone® (Abb.2) . — Cortisolwerte i m Serum und 
Plasma sind gleich (r = 0,997; b =• 0.999). E ine ge-

P9 CORTISOL 

CH , 1 1 , . 1 

VOR 24 48 72 96 120 h NACH 
ALDACTONE ALDACTONE 

A b b . 2. 900-Nüchterncortisolwerte vor und nach einmaliger 
Injektion von Aldactone. Schraffiert ist der N o r m a l boreich 
des 9 0 0 -Nüchterncortisols Nebennierengesunder angegeben. 
3—4 Tage nach In jekt ion v o n Aldac tone ist die fälschliche 
Erhöhung der Cortisolwerte nicht mehr nachweisbar 

übte K r a f t k a n n m i t dieser Methode 34 Seren in 8 h 
untersuchen ( Doppelbestimmungen). 

Ergebnisse und Diskussion 

Der Normalbere ich des 9 0 0 -Nüchterncortisols Xeben-
nierenrindengesunder liegt zwischen 9,7 u n d 32.0 μg/ 
100 m l . Die 9 0 0 -Nüchterncortisolwerte zeigen eine lo-
garithmische Verte i lung u m den Mit te lwert von 
17,6 μg/100 m l . B e i adrenalektomierten Patienten 
sinken die Serumcortisolwerte auf etwa 2 μg/100 m l 
ab, wenn sie mi t täglich 2 mal 0,25 mg Dexamet-
hason p .o . substituiert werden. Der Bereich von 
etwa 2 bis 9,7 μg- 0/ 0 steht somit für die Messung 
. ,erniedrigter" Serumcortisol werte zur Verfügung. 

5 bisher untersuchte Pat ienten m i t M . A d d i s o n 
hatten 9°°-Nüchterncortisolwerte unter diesem N o r 
malbereich. Die Werte lagen auch nach Infusion von 
25 E A C T 1 I in 4 h unter dem bei Gesunden ent
sprechend höheren Normalbereich (13 0 0 : 38,4 bis 
72,3 μg/100 ml). — V o n 30 Pat ienten, die wegen 
eines Hypophysentumors operiert worden waren, 
hatten 22 u m 9 0 0 und 2 3 0 0 nach Infusion von 25 E 
A C T H i m Vergleich z u m Normalbereich Neben
nierengesunder erniedrigte Serumcortisolwerte. D a 
mit hatten etwa 75°/ 0 dieser Pat ienten eine sekundäre 
Nebennicrenrindeninsuffizienz [3J. 

D e r Vergleich der Serumcortisolspiegel neben-
nierenrindeninsuffizienter Pat ienten unter oraler 
Cortisoltherapie m i t dem normalen Tagesrhythmus 
Nebennierengesunder zeigt, daß die nebennieren-
rindeninsuffizienten Patienten besonders i n den 
frühen Morgenstunden unter oraler Cortisoltherapie 
zu niedrige Serumeortisolspicgel haben. Z u r Über-
brückung dieser Cortisoldurststrecken wurde ein 
neues ßehandlungsschema abgeleitet [3]. 

5 Patienten mit einem Cushing-Syndrom zeigten 
bei der A C T H - B e l a s t u n g erhöhte Serumcortisol
werte. Das Cushing-Syndrom ist ferner durch einen 
aufgehobenen 24 h - R h y t h m u s des Serumcortisols 
u n d durch eine fehlende Supprimierbarkei t des 
9 0 0 -Nüchterneortisolwertes bei Gabe v o n 1 mg De-
xamethason a m A b e n d vorher ausgezeichnet. 

Die angegebene Methode erlaubte ferner, die hypo-
thalamisch-hypophysäre H e m m w i r k u n g von zur 
Therapie verwandten Corticoiden am Menschen quan
t i t a t i v zu erfassen. Synthetische Corticoïde gehen 
nicht i n diese fluorimetrisehe Cortisolbest immung ein. 
Deshalb kann m a n den normalen 24 h - R h y t h m u s des 
Serumcortisols m i t dem Cort isolrhythmus nach ein
maliger oraler Corticoidgabe vergleichen. Die Integral
differenz dieser beiden Cortisoltageskurven bis z u m 
K u r v e n s c h n i t t p u n k t entspricht der suppressiven 
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W i r k u n g v o n Cort icoiden. Trägt m a n dieses Integral 
auf der Ordinate gegen den L o g a r i t h m u s einer 
Corticoiddosis auf der Abszisse auf, so ergibt sich 
eine lineare .Dosiswirkungskurve [1 ]. Diese Methode 
erlaubt somit , die supprimierende W i r k u n g v o n 
Cort icoiden unter Berücksichtigung der W i r k u n g s 
dauer der Corticoïde a m Menschen zu messen. 

Obwohl heute absolut spezifische Ver fahren zur 
Bes t immung der Sekretionsrate u n d der Metabol ie 
Clearance-Rate v o n Cort isol zur Verfügung stehen, 
stellt das vorgeschlagene Verfahren eine re lat iv ein
fache und ausreichend spezifische kl inische Such
methode für diagnostische u n d best immte wissen
schaftliche Fragestel lungen dar, welche insbesondere 
dann v o n W e r t ist , wenn Untersuchungsproben i n 
großer Z a h l anfal len. 

Weitere Einzelheiten finden sich in der Dissertation v o n 
A . C. Gerb [2]. 
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Untersuchungen über die Adsorption von Steroiden an Florisil 
und Amberlite. Methode zur getrennten Bestimmung 
der Glucuronide und Sulfate von Androgenen 
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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. Condit ions for adsorpt ion of C 1 9 - and C 2 1 -s teroids on florisil were testet 
w i t h radioact ive steroids. B y this procedure the glucuronides of Androsterone, Etioeholanolone, Dehydro-
epiandrosterone and Testosterone a n d also Tetrahydrocort iso l and Tetrahydrocortisone were isolated f rom 
u r i n . C o m b i n a t i o n of a florisil co lumn a n d a co lumn filled w i t h amberlite, which adsorbs conjugated steroids, 
makes i t possible to determine glucurone- and sulfate esters separately. Compared w i t h the common extraction 
w i t h organic solvents, this adsorption of hydrolysed steroids on florisil and conjugated steroids (sulfates) to 
amberlite is more simple, less expensive a n d better reproducible . 

Zusammenfassung. M i t radioakt iven Steroiden wurden die Bedingungen für die A d s o r p t i o n v o n C 1 9 - u n d Oe
stereiden a n F l o r i s i l getestet u n d mi t diesem Ver fahren aus U r i n die Glucuronide v o n Androsteron, Ätio-
cholanolon, Dehydroepiandrosteron u n d Testostcron sowie Tetrahydrocort isol u n d Tetralrydrocort ison an
gereichert. D u r c h K o m b i n a t i o n einer F l o r i s i l - u n d einer Amberlitesäule, a n der die konjugierten Steroide 
adsorbiert werden, können darüber hinaus nach isolierter Spal tung der Glucuronide die Glueuron- u n d Schwefel
säureester getrennt best immt werden. Vergl ichen m i t der üblichen E x t r a k t i o n m i t organischen Lösungs
m i t t e l n ist die A d s o r p t i o n der hydrolys ier ten Steroide an F l o r i s i l u n d der nicht hydrolysier ten Sulfate an 
A m b e r l i t e wesentlich einfacher, bil l iger u n d besser reproduzierbar. 
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