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Methodische Untersuchungen zur Bestimmung der freien Harn-Corticoide
mit der Proteinbindungsmethode

Von J. K6BBERLING und A. v. z. MUHLEN

Medizinische Universititsklinik Gottingen, Arbeitsgruppe Endofkrinologie
(Eingegangen am 12. Juni/14. August 1972)

Eine fiir die Bestimmung der Plasma-Corticoide von uns beschricbene Proteinbindungsmethode kann mit leichten Modifikationen zur
Bestimmung der freien Harn-Corticoide verwandt werden. Als Ursache des auch von anderen Autoren beschriebenen Phidnomens der
fehlenden Dosisproportionalitit zwischen Urinextrakt und Standardlésung erwies sich die nicht ganz vollstindige Trennung zwischen
gebundenem und freiem Cortisol durch unspezifische Effekte der Urinextrakte. Ein rechnerischer Ausgleich wire moglich, fiir den prak-
tischen Gebrauch ist der Fehler jedoch zu vernachlissigen, wenn die Bestimmungsmethode sehr empfindlich eingestellt und nur eine ge-
ringe Menge von Urinextrakt (0,05 ml Urin) eingesetzt wird.

Bei einem Bereich der Standardkurve zwischen 0 und 10 ng liegt die Prizision der Bestimmung bei 959, oder dariiber. Die untere Nach-
weisgrenze betrigt 0,05 ng. Die Streuung in der Serie betriigt 5,99, die Streuung von Tag zu Tag 7,6%,. Die Wiederfindung unterschied-
licher dem Urin zugesetzter Cortisolmengen ist von 1009, nicht signifikant zu unterscheiden. Der Normalbereich bei Patienten ohne
Stérungen der Nebennierenrindenfunktion liegt bei 15,3—83,1 ug/24 h (% 35,9 ug/24 h, logarithmische Normalversteilung). Die Werte
von Patienten mit Nebennierenrindeninsuffizienz oder CusHiNG-Syndrom sowie nach Gabe von synthetischen Corticoiden oder Depot-
ACTH zeigen eine vollstindige Diskriminierung vom Normalbereich. Damit liegt eine vetgleichsweise wenig aufwendige aber prizise
und sehr empfindliche Methode bei austeichender Spezifitit zur Bestimmung der freien Harn-Corticoide vor.

Study of a protein binding method for the determination of the free urinary corticoids

A protein binding method described by us for the determination of the plasma corticoids can be applied, with minor modifications, to the
determination of free urinary corticoids. The lack of proportionality between the measurements on urine extracts and standard solutions,
which has been described also by other authors, is apparently caused by incomplete separation of bound and free cortisol, due to nonspecific
effects of the urine extract. A correction could be computed, but in practical applications the error may be ignored, if the determination
method is very sensitively adjusted, and only a small amount of urine extract is used (0.05 ml).

In the range of the standard curve between 0 and 10 ng, the precision of the determination is 95%, or better. The lower limit of detection
is 0.05 ng. The precision in the series is 5.9%. The precision from day to day is 7.69,. The recovery of various quantities of cortisol
added to the urine cannot be significantly distinguished from 1009%,. The normal range in patients without adrenal disturbances is
15.3—83.1 1g/24 h (% 35.9 ug/24 h, logarithmic normaldistribution). The values from patients with adrenal insufficiency, or CusHING’s
syndrome, as well as after administration of corticoids or depot ACTH, lie completely outside the normal range. Thus, this is a com-

paratively simple, but precise, very sensitive, and sufficiently specific method for the determination of the free urinary corticoids.

Das freie Cortisol im Harn, hier wegen nicht ganz voll-
stindiger Spezifitit freie Harn-Corticoide genannt, ist
zur Untersuchung der Nebennierenrindenfunktion be-
sonders gut geeignet. Seine Ausscheidung ist im Gegen-
satz zu der der Gesamt-Corticoide (1) nicht vom Meta-
bolismus des Cortisols, also auch nicht vom Kérpet-
gewicht, abhingig. Im Gegensatz zu den Plasma-
Corticoiden machen sich Verinderungen der Bindungs-
kapazitit nicht bemerkbar, da in der Niere nur der allein
wirksame ,,freie” nicht an Transcortin gebundene Anteil
des Plasma-Cortisols filtriert wird.

Die bisherigen Methoden zur Bestimmung der freien
Harn-Corticoide waren entweder zu unspezifisch, wie
die einfache fluorometrische Bestimmung im unge-
reinigten Urinextrakt (2), wobei das freie Harn-Cortisol
nur zwischen 10 und 809, der fluorometrisch erfa3ten
Substanzen ausmacht und die Ergebnisse daher im
Mittel um den Faktor 3 zu hoch sind (3), oder sie waren
fiir die Routine zu aufwendig. Dies gilt sowohl fiir die
diinnschicht- .odet glasfaserchromatografische Auftren-
nung mit anschlieBender Endpunktbestimmung durch
die POrRTER-SiLBER-Reaktion (4—6) oder die Fluoro-
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metrie (7—15) als auch fiir die Doppelisotopenmethode
(16—19) oder die Gaschromatographie (20). Wesentlich
einfacher hingegen ist die Bestimmung der freien Harn-
Corticoide mit Hilfe der kompetitiven Proteinbindung.
Hier bestand zunichst die Schwierigkeit, die z. T. auch
fiir die oben genannten Methoden beschriebenen wurde
(6), daB eine sichere Abgrenzung erniedrigter Werte
vom Normalbereich nicht moéglich war (21—22). In
jungster Zeit wurden jedoch Proteinbindungsmethoden
beschrieben (19, 23, 24) mit denen erniedrigte Werte
der freien Harn-Corticoide deutlich als solche er-
kannt werden konnen.

Fir die Bestimmung der Plasma-Corticoide mit der
Proteinbindungsmethode wurden von uns einige Ver-
besserungen und methodische Vereinfachungen vor-
geschlagen (25). Eine besondere Herstellungsweise des
3H-Cortisol-Bindungsplasmas erlaubt danach eine Ab-
lesung in sehr niedrigen Bereichen. Diese Methode, die
sich durch eine gute Reproduzierbarkeit und eine ge-
ringe Storanfilligkeit bei relativ geringem Arbeitsauf-
wand auszeichnet, 148t sich mit einigen Verinderungen
auch fiir die Bestimmung der freien Harn-Corticoide
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anwenden. Die Plasmaextraktion und die Reinigung des
Extraktes wurden mit geringen Modifikationen von
Hsu und BrepsoE (19) iibernommen.

Ein bisher ungelostes Problem war die fehlende Dosis-
proportionalitit von Plasmaextrakt und Stindardkurve
(19). GroBere Extraktmengen lieferten regelmiBig
relativ niedrigere Ergebnisse als an derselben Standard-
kurve abgelesene kleinere Extraktmengen. Die Ursache
dieses auch von uns beobachteten Phinomens sollte
durch eine Reihe von Untersuchungen geklirt werden.
Dabei war das Bestreben, diesen Storfaktor ohne zu-
sitzliche Erhdhung des methodischen Aufwands so
gering wie méglich zu halten.

Material und Methoden

Reagengien

Dichlormethan ,,Uvasol“ (Merck AG, Darmstadt).
Athanol absolut (Merck AG, Darmstadt).
Aktivkohle reinst (Merck AG, Darmstadt).
Dextran 70 (Pharmacia, Frankfurt).

Insta-Gel (Packard Instrument Comp., Frankfurt).
Hydrocortison (Schering AG, Betlin).

[1,2 ®H]Hydrocortison 20—30 Ci/mmol (NEN-Chemicals; Drei-
eichenhain).

Phosphatpuffer, 0,25 mol/l, pH 74.

NaOH, 0,1 mol/l.

Essigsiure, 0,19%,.
Dextran-Holzkohle-Aufschwemmung:

Dextran 0,05

Aktivkohle 0,5

Phosphatpuffer ad 150 ml

(bei 4+ 4°C mehrere Wochen haltbar).

Cortisol-Standard

Hydrocortison 1 mg/l in absolutem Athanol, in kleinen Mengen
vor Gebrauch auf 50 ugfl verdiinnen.

3H-Cortisol-Bindungsplasma

Die Herstellung des 3H-Cortisol-Bindungsplasmas erfolgt wie
beschrieben (25). Fiir die Bestimmung der freien Harn-Corticoide
empfichlt sich jedoch anstelle der Plasmaverdiinnung von 1:150
eine Verdiinnung von 1:250.

Vorgang

Alle Glassachen miissen griindlich gereinigt und mit Alkohol ge-
spiilt sein. In Extraktionsglisern mit Schliffstopfen wird 0,5 oder
1ml Urin mit Dichlormethan im Verhiltnis 1:10 durch 30s
Schiitteln mit dem Vortex-Mischer extrahiert. Die Utrinphase
wird mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt. AnschlieBend wird
der Extrakt mit je 1 ml 0,1 mol/l NaOH, 1 ml 1proz. Essigsiure
und 1 ml dest. Wasser gewaschen, wobei die wiBr. Phasen jeweils
abgesaugt werden. Von dem gewaschenen Extrakt wird ein Anteil
von 0,5 ml mit einer Konstriktionspipette in ein Zentrifugenglas
iiberpipettiert. In weitere Zentrifugengliser werden 0, 20, 50,
100 und 200 ul der Standardiésung (0, 1, 2,5, 5 und 10 ng Cortisol)
pipettiert. Alle Standards und Urinextrakte werden als Doppel-
bestimmungen angesetzt. Die maximale Anzahl der Einzelproben
wird begrenzt durch die GroBe der Zentrifugeneinsitze. Die
Standardwerte und die Urinextrakte werden im Luftstrom zum
Trocknen gebracht. Hierzu wird ein aus Glas gefertigter Ver-
teilerrechen fiir den Luftstrom, passend fiir die Zentrifugengliser
im Reagenzglasstinder, verwandt. AnschlieBend wird in jedes
Glas mit einer Repetierspritze (,,Ultra-Asept*, 2 ml, Fa. Henke,
Tuttlingen) 1 ml der 3H-Corttisol-Plasmalésung eingegeben. Alle
Gliser werden einige Sekunden mit dem Vortex-Mischer und
anschlieend 5 min bei 37°C im Wasserbad geschiittelt. Die Proben

40000 |-

30000

20000

Radioaktivitat [ Imp./ min]

10000

g b1 ! ] L

Cortisol [ng]

Abb. 1

Cortisol-Standardkurve (12-fach-Bestimmungen) mit Standardab-
weichungen (o)

werden dann fiir 20 min im Eiswasser inkubiert. Nach disser Zeit
wird mit der Repetierspritze 0,5 ml der Dextran-Holzkohle-Auf-
schwemmung pipettiert. Dieser Pipettiervorgang muB so schnell
wie moglich etfolgen. Die Kohleaufschivemmung mit einem
Magnetkern steht wihtend dieser Zeit ebenfalls in einem Eisbad
auf einem automatischen Magnetriihrer. Auch die Repetierspritze
wird im Eisbad vorgekiihlt. Vor der ersten Probe wird mindestens
20mal leer pipettiert. AnschlieBend werden die Proben im Stinder
gemeinsam einige Sekunden kriftig mit der Hand geschiittelt und
noch weitere 10 min im Eisbad gekiihlt. Wihrend dieser Zeit
‘werden auch die Zentrifugeneinsitze vorgekiihlt (die Vorkiihlung
kann bei Vorhandensein einer Kiihlzentrifuge entfallen). Die
Proben miissen dann sofort gleichzeitig etwa 5 min bei etwa
2000 g zentrifugiert werden. Auch nach dem Zentrifugieren
werden die Zentrifugeneinsitze mit den Proben wieder ins Eisbad
gestellt. Von dem Uberstand werden 0,5 ml mit einer Eppendorf-
Mikroliterpipette in ein PlastikgefiB mit 10 ml Insta-Gel als
Szintillationslésung pipettiert. Gezihlt wird nach 30 min Vor-
kithlung mit einer Zeitvorgabe von 1 min oder.einer Impuls-
vorgabe von 50000. Eine nach dieser Methode erstellte Standard-
kurve (12-fach-Bestimmungen) mit den Standardabweichungen
(o) ist in Abbildung 1 wiedergegeben. Die an der Standardkurve
abgelesenen ng-Werte werden mit 20 multipliziert (0,5 von 10 ml
Extrakt pro Ansatz) und ergeben dann den Gehalt an freiem
Cortisol in ng/ml bzw. ugfl Urin. Zur Berechnung der 24-Stunden-
Ausscheidung wird dieser Wert mit der Urinmenge multipliziert.

Ergebnisse . .
Untersuchungen ur Frage der fehlenden Dosis-Proportio-
nalitit

Zur Prifung der Dosis-Proportionalitit wurden von
einem Extrakt eines Mischurines (Extraktionsverhilt-
nis 1:10) verschiedene Mengen in die Bestimmung ein-
gesetzt und aus den abgelesenen Werten wurde eine
Kurve gezeichnet. Eine im gleichen Ansatz bestimmte
Standardkurve wurde in einer willkiirlichen Relation
der Mafistibe ungefihr parallel zu der Kurve aus dém
Urinextrakt gezeichnet (Abb. 2). Die Abweichungen
zwischen den beiden Kutrven wurden iiber den ganzen
Bereich berechnet und in Prozent angegében. Es zeigt
sich, daB die relativen Abweichungen an den ver-
schiedenen Beteichen der Kurven verschieden sind
(Abb. 3). Die Kutven verhalten sich so zueinander, daBl
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ionenselektiv messen

ist einfach und

pbietet viele neue Mbgl_ichkeiten

Heute schon ist es in vielen Labors wiinschenswert, lonenaktivititen messen zu

konnen. Datiir stehen universelle Gerite zur Verfiigung, die den héheren Anfor-
derungen gerecht werden — fiir alle lieferbaren ionenselektiven El.ektn.)den, z.B.
zur Messung von pCl-, pCN-, pCa- und pNH,-Werten. Selbstverstindlich lassen
sich damit auch pH-Werte und Redoxpotentiale messen. AuBerdem —-und das ist
interessant — sind diese Gerite zusatzlich fiir amperometrische Titrationen einge-
richtet. Der finanzielle Aufwand ist gering, der Zuwachs an Anwendungsméglich-
keiten und Flexibilitit dagegen erfreulich hoch.

Das lonenaktivitits-MeBgerdat PW 9413
fur ionenspezifische Messungen in In-
dustrie und Forschung, z. B. bei der
Wasser-und Abwasseriiberwachung und
-untersuchung — dabei sind kontinuier-
liche Kontrolimessungen mdglich — und

Sogar bei amperometrischen Titrationen
geniigt ein Knopfdruck. Das MeBgerat

zeigt dann den Strom in pA an — direkt’

geeignet fiir Karl Fischer Titrationen.
Die Gleichspannung ist einstellbar zwi-
schen 0 und 100 mV. :

ionenselektive Elektroden

Philips bietet ein gut sortiertes .
Programm an Elektroden mit hoher
Selektivitdt, hoher Empfindlichkeit

und hoher Stabilitat

mit Festkérpermembran
Chlorid, Bromid, Jodid, Cyanid, Sulfid,
" Fluorid, Silber, Cadmium

mit Fliissigmembran
. Kalium, Ammonium, Calcium

mit Glasmembran
Kalium, Natrium — auch Einstab-
MeBketten

Referenzelektroden
mit Elektrolytbriicke, speziell fir
Messung mit ionenselektiven Elektroden

Weitere Elektroden, z. B: fir Schwer-
metalle, sind in Vorbereitung

-zur weiteren Information
schickt thnen Philips gern ausfiihrliches
Informationsmaterial. Bitte fordern
Sie es an.

in der klinischen Chemie, z. B. bei der
Blut-, Serum-, Speichel- und Harnunter-
suchung.

Das Gerit hat eine hohe Empfindlichkeit
Dabei ist die Ablesegenauigkeit auf der
190 mm langen Skala beréits ungewshn-
lich gut; sie 4Bt sich durch Bereichs-
spreizung noch vergréBern.

... und eine hohe Stabilitit
Dafiir sorgt der Briickeneingang mit
Varaktordioden.

Die’ Bedienung ist einfach

Die Bedienungselemente sind tbersicht-
lich angeordnet. Das macht die Arbeit
leicht und bequem.

Ein Knopfdruck geniigt,

um ein- oder zweiwertige Anionen und
Kationen vorzuwahlen. Die ‘lonenaktivi-
tat bzw. -konzentration wird dann direkt
auf dem MeBgerit abgelesen.

(160)

normierter Stromausgang

Neben dem Spannungsausgang O...
140 mV steht ein normierter Stromaus-
gang 0...20mA zur Verfiigung, der
vom Eingang galvanisch getrennt ist
und zur Ansteuerung von Folgegeréten,
wie z. B, Reglern und Schreibern dient.

MeBbereich normal: 0. . .14 p-Einheiten,
bzw. 0...%* 1400 mV; gespreizt: 1,4 p-
Einheiten, bzw. & 140 mV, in 14 Stufen
um jeweils eine p-Einheit bzw. 100 mV
Eingangswiderstand 10’ Ohm bei 25 °C
Asymmetriepotential-Einstellung:
—300...+300 mV

Steilheitskorrektur: 54,0...59,2 mV fiir
einwertige und 27,0.... 29,6 mV fiir zwei-
wertige lonen

Temperaturkompensation von Hand oder
automatisch mit Pt 100 Ohm Wider-
standsthermometer

Reproduzierbarkeit + 0,29, vom Skalen-
endwert

Philips Elektronik Industrie GmbH
2000 Hamburg 63,.RontgenstraBe 22
Telefon (0411) 58 01 31

Telefon-Nummern_der Biiros in: Berlin (0311) 24 59 08, Bielefeld
gsszg) 23081-87, Dortmund (0231) 41961, Dasseidorf (0211)

Hannover (0511) 16601, Kiel ﬂ“” 732386, Koin (0221) 51 42 60,

Mannheim (0621) 4 20 16 -18, Minchen (0811) 767 91, Nirnberg
(0911) 46 47 63, Stuttgart (0711) 58 90 81-63,

in Osterreich: Osterreichische Philips
Industrie GmbH, Wien, Triester Str. 64

in der-'Schweiz: Philips AG, Zrich,
Postfach, Tel.! (051) 4422 11

PHILIPS ¢

Wir interessieren -uns fiir das MeBgerit
PW 9413 und fir ionenselektive Elektroden
und bitten um

[0 Zusendiing ausfiihrlicher Unterlagen
O ein Angebot:

Gewiinschtes bitte ankreuzen oder ergénzen
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Abb. 2

Dosis-Wirkungskurve eines Urinextraktes (a—a) verglichen mit

einer im gleichen Ansatz bestimmten Standardkurve von Cortisol

(0—o). Die MafBstabe wurden willkiirlich so gewéihit, daB die Kurven
sich im niedrigen Bereich etwa decken

~
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Abb. 3

Die relativen Abwéichungen zwischen den beiden Kurven der Ab-
bildung 2 in Abhingigkeit von der Menge des Urinextraktes
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Abb. 4

Die gleichen Kurven wie in Abbildung 2 in der reziproken Darstel-
lungsform (B,/Bx). o—o Cortisol-Standard a—a Urinextrakt
(50 ug/} Cortisol)
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bei hohen Mengen von Urinextrakt ein relativ niedrigerer
Cortisolgehalt abgelesen wird. Im Beispiel der Ab-
bildung 2 wurde bei Einsatz von 1 ml Extrakt (ent-
sprechend 0,1 ml Urin) ein gegeniiber 0,5 ml Extrakt
um 10,2%, bei Einsatz von 2 ml Extrakt sogar um
17,29, niedrigerer Wert abgelesen.

Dieselben Zusammenhidnge konnen auch in anderer
Form dargestellt werden. Fir die Abbildung 4 wurde

- die Radioaktivitit am 0-Punkt der Kurve (B;) durch

die Aktivititen an allen Einzelpunkten (Bx) geteilt. Die
Kurven der Abbildungen 1 und 4 sind also reziprok.

Es fillt auf, daB} bei dieser Darstellungsweise auch die

Standardkurve im hohen Bereich von der theoretisch
zu erwartenden Geraden abweicht. Diese Abweichung
ist jedoch bei der Kurve des Urinextraktes wesentlich
ausgeprigter. Aufgrund theoretischer Uberlegungen
(s. u.) ist eine Abweichung von der Geraden zu er-
warten, wenn sich zu der ,,Verdringungskurve® mit
abnehmender Radioaktivitit bei zunehmender Menge
eingesetzten nicht markierten Cortisols eine andere
Kurve mit konstanter Radioaktivitit (z. B. ein Zihl-
Leerwert) oder ansteigender Radioaktivitit mit zu-
nehmender Menge nicht markierten Cortisols addiert.
Der Zihl-Leerwert ist so gering, daB er fiir den be-
obachteten Effekt nicht in Frage kommt.

Eine tberlagernde Kurve mit ansteigender Tendenz
oder eine konstante Radioaktivitit wire zu erwarten,
wenn sich im Bindungsplasma ein Protein mit ver-
gleichsweise zum Transcortin geringer Bindungsaf-
finitit und hoher Bindungskapazitit befinde, welches
im tblichen Bereich also noch nicht vollkommen ab-
gesittigt ist. Es wurde gepriift, ob Albumin einen
solchen Effekt ausiiben konne. Hierzu wurde dem
Bindungsprotein Humanalbumin in einer Menge von
30 g/l und 120 g/l zugesetzt. Damit wurde also die
Albuminkonzentration etwa verdoppelt bzw. ver-
funffacht. Standardkurven mit diesem Bindungsplasma
waren nicht von Standardkurven mit Bindungsplasma
ohne Albuminzusatz zu unterscheiden.

Eine stérende Uberlagerung der ,,Verdringungskurve*
wire ebenfalls zu erwarten, wenn der freie Anteil des
Cortisols nicht vollstindig an die Holzkohle gebunden
wird. Zur Priifung dieser Frage wurden markiertes und
unmarkiertes Cortisol ohne Zusatz von Protein im
Puffersystem mit Holzkohle versetzt und die Aktivitit
im Uberstand gemessen. Es zeigte sich, daB 1—2,49,
der eingegebenen Aktivitit nicht gebunden wurden,
also im Puffer in Lésung blieben. Die Bindung an die
Holzkohle war geringgradig zeitabhingig. Sie betrug
nach 5 min Inkubation 98,29, nach 10 min Inkubation
98,75% und nach 25 min Inkubation 98,87%,. Sie ist
(im in Frage kommenden Bereich) nicht abhingig von
der absoluten Menge des Cortisols oder der spezifischen
Aktivitit.

Es wurde gepriift, ob der Grad der Holzkohlebindung
von dem zugefiihrten Urinextrakt beeinfluBt wird.
Dazu wurden bei dem Bindungsversuch ohne Plasma-
zusatz verschiedene Mengen Urinextrakt zugefiigt. Das
in dem Urinextrakt enthaltene Cortisol ist dabei ohne
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Kurven von je einem Urinextrakt mit niedrigem (a—ao, 35 ug/l)
und mit hohem (O—0O, 550 ugfl) Cortisolgehalt im Vergleich zu
einer Standardkurve (0—o). Die Abweichung von der Standard-
kurve ist abhidngig von der Menge des zugefiigten Urinextraktes,
nicht vom zugefiigten Cortisol. Die MaBstédbe wurden willkiirlich so
gewdhlt, daB die Kurven sich im niedrigen Bereich etwa decken

EinfluB. Die Abbildung 5 zeigt, daB mit zunehmender
Menge des Urinextraktes die Bindung des Cortisols an
die Holzkohle abnimmt. Ein- konzentrierterer (,,hoch-
gestellter) Urin hat einen stirkeren EinfluB als ein
verdiinnterer (,,niedriggestellter*) Urin. Der Effekt, der
zu der Abweichung von der Geraden fithrt, nimmt also
mit zunehmender Menge des eingesetzten Urins zu.
Damit wird verstindlich, daB die Kurve des Urinex-
traktes sich zunehmend weiter von der Standardkurve
‘entfernt.

Die Hemmung der Cortisolbindung an die Holzkohle
durch einen im Urinextrakt vorhandenen Stérfaktor ist
also die Ursache fiir die fehlende Dosisproportionalitit
mit der Standardkurve. Versuche weiterer Reinigungs-

schritte des Urinextraktes durch Waschen fiihrten nicht
zu einer Verringerung dieses Storfaktors. Demnach ist
zu erwarten, daB die Abweichung von der Standard-
kurve bei hoheren Cortisolmengen im Urin, bei also
vergleichsweise geringeren Extraktmengen, geringer
wird. Dies kann in der Abbildung 6 demonstriert
werden. Die MaBstibe der beiden Urinextrakte und der
Standardkurven wurder so gewihlt, daB die Kurven im
niedrigen Bereich zusammenfallen: Ein Mischurin ‘mit
35 ug Cortisol/l zeigt die typische Abweichung von der
Standardkurve im hohen Bereich. Ein Urin von einer
Patientin mit Nebennierenrindenkarzinom mit einem
Cortisolgehalt von 550 ug/l weicht in dem getesteten
Betreich nicht von der Standardkurve ab.

Untersuchungen xur Qualitit der Methode

Aus den 12-fach-Bestimmungen der Standardkurve
(Abb. 1) 1iBt sich die Prizision fiir die einzelnen Be-
reiche angeben. Die Variationskoeffizienten in Prozent
berechnen sich nach VK = s,/ - 100, die Prizision be-
trigt 100-VK. In der Tabelle 1 wurden die Variations-
koeffizienten fiir Kurven mit der Plasmaverdiinnung
1:250 wiedergegeben. Wie aus der Tabelle hervorgeht,
liegt die Prizision in allen Bereichen etwa bei 959,
oder dariiber.

Zur Berechnung der urteren Nachweisgrenze wurde
die 2-fache Streuung ¢ (Standardabweichung) der Werte
am 0-Punkt der Kurve zugrunde gelegt. Der an dem
Punkt By-20 der Kurve abgelesene Wert entspricht der
geringsten Menge, die unter Zugrundelegung von
2 o-Grenzen signifikant von 0 zu unterscheiden ist. Sie -
betrigt in dem angegéebenen Versuch 0,050 ng. Da bei
der beschriebenen Art der Extraktion mit einfacher
Reinigung des Extraktes ohne Chromatographie keine
Urin-Leerwerte auftreten, betrigt die untere Nachweis-
grenze im Urin bei Einsatz der iiblichen Extraktmenge
1 ug/l.

Zur Bestimmung der Prizision der Gesamtbestimmung
innerhalb eines Versuches (,,Streuung in der Serie®) .
wurde ein Mischurin mit einem mittleren Cortisolgehalt
von 59,4 ug/l 10 mal extrahiert. Von jedem Extrakt
wurde je drei mal 0,5 ml in die Endpunktbestimmung
eingesetzt. Die Streuung aller FEinzelwerte betrug
=+ 3,33 ug/l, der Variationskoeffizient also 5,6%,. Inner-
halb der Dreifachbestimmungen betrug der Variations-
koeffizient 4,8%,. Werden die Varianzen dieser beiden
Streuungsmafle subtrahiert, ergibt sich fiir die Ex-
traktion ein Variationskoeffizient von V_S_,GT—:T,82—=

Tab. 1

Prézision der Standardkurve bei 12-fach-Bestimmungen in verschie-
denen Bereichen

Cortisol VK (%)

o (ng)
(ng)
0 40,025 [—
1 40,054 5,4
2,5 +0,073 3,0
5 +0,155 3,1

10 +0,202 2,0
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Tab. 2

Wiederfindung von zugesetztem Cortisol aus einem Mischurin
(10-fach-Bestimmungen)

Zusatz Cortisol o (ug/l) Wiederfindung
(ug/h)

ohne 44,9 +1,37 —_

20 pg/t 65,1 +2,08 20,2: 20 == 1019,

50 ug/fl 96,1 +2,29 51,2: 50 = 102,4%

100 ug/! 144,9 +2,56 100,0:100 = 100,07,

2,99%,. Bei cinem zweiten Mischurin mit 35,6 ug/l wurde
bei 12-fach-Bestimmungen eine Streuung von 1,9 ug/l
gefunden, also ein Variationskoeffizient von 5,99,
Zur Bestimmung der Prizision der Methode bei ver-
schiedenen Versuchen an verschiedenen Tagen (,,Streu-
ung von Tag zu Tag®) wurde der Mischurin mit einem
Cortisolgehalt von 35,6 ug/l bei —18°C eingefroren
und bei 17 verschiedenen Versuchen eingesetzt. Die
Streuung betrug 2,6 ug/l, der Variationskocffizient
demnach 7,39,.

Als einzelner Teilschritt wurde die Prizision des Pi-
pettierens mit der Repetierspritze gepriift. Die Streuung
betrug bei 1 ml 0,018 ml, der Variationskoeffizient dem-
nach 1,89,.

Zur Bestimmung der Wiederfindung wurde ein Misch-
urin mit einem Cortisolgehalt von 44,9 ug/l je 10mal
extrahiert '

1. ohne Zusatz,

2. mit Zusatz von 20 ug Cortisol/l,

3. mit Zusatz von 50 ug Cortisol/],

4. mit Zusatz von 100 ug Cortisol/l.

Von den Extrakten wurde in iiblicher Weise 0,5 ml in
die Endpunktbestimmung eingesetzt. Die Tabelle 2
zeigt die dabei gemessenen Cortisolwerte und die je-
weiligen Wiederfindungsraten. Die Wiederfindung be-
trigt also im Mittel 101,19,. Hieraus ergibt sich auch,
daB die Dosisproportionalitit bei Ablesung von ver-
schiedenen Punkten der Standardkurve nicht einge-
schrinkt ist, wenn sich nicht gleichzeitig die Extrakt-
menge 4ndert.

Zur Frage der Haltbarkeit der freien Corticoide im
Harn wurde ein Mischurin 12 Tage bei Raumtemperatur
stehengelassen. In zweitigigen Abstinden wurden Pro-
ben dieses Mischurines eingefroren, die Bestimmungen
erfolgten anschlieBend in einem Versuch. Uber 6 Tage
war der Gehalt an freien Corticoiden konstant, vom
8. Tag an kam es zu einer Zunahme, die am 10. Tag
deutlich ausgeprigt war (1489, des Ausgangswertes).
Zu dieser Zeit war der Urin nach Aspekt und Geruch
bereits deutlich bakteriell zersetzt. .

Freie Harn-Corticoide in 24-Stunden-Urinen

181 24-Stunden-Urine von 121 Probanden ohne Std-
rungen der Nebennierenrindenfunktion wurden unter-
sucht. Es erwies sich, da3 nicht die numerischen Werte,
sondern deren Logarithmen normal verteilt sind (20).
Der Mittelwert betrigt 35,9 ug/24h, der 2 o-Streu-
bereich 15,3.bis 83,1 ug/24 h. Zwischen minnlichen
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(36,6 ug/24 h) und weiblichen (34,6 ug/24 h) Probanden
war kein signifikanter Unterschied festzustellen. Auch
Ubergewichtige (34,7 ug/24 h) oder Untergewichtige
(42,6 ug/24 h) unterschieden sich nicht signifikant von
Normalgewichtigen (36,1 ug/24 h). Dagegen waren die
Werte bei 87 ambulanten Personen mit 40,2 ug/24 h
(17,1—94,2) gegeniiber 94 stationiren Patienten mit
32,4 ug/24 h (14,3—73,1) signifikant erhoht. Alle Einzel-
werte nach Gabe von synthetischen Corticoiden (n = 9;
1,0—11,6 ug/24 h) oder bei Nebennierenrindenunter-
funktion (n = 20; 0,4—13,0 ug/24 h) lagen unter dem
unteren Grenzwert. Alle Werte nach Gabe von Depot-
ACTH (n = 6; 255--1500 pg/24 h) oder bei CusHING-
Syndrom (n = 29; 166—3260 ug/24 h) lagen iiber dem
oberen Grenzwert. Damit findet sich eine vollstindige
Diskriminierung zwischen Normalbereich und patho-
logischen Zustinden.

Diskussion

Die reziproke Darstellung der Kurve (Abb. 4) griindet
sich auf die Annahme, daf3 der Anteil des an Transcortin
gebundenen Cortisols sich reziprok proportional zu
seiner Konzentration verhilt. Es liBt sich daher fol-
gende Gleichung aufstellen:
Bo
Bx

(o
-—= Gl (1)

Hierbei bedeuten:

By: Der an Trancortin gebundene Antecil der einge-
gebenen Radioaktivitit (als Anteil der gemessenen
Aktivitit an der Gesamtaktivitit im Ansatz) am
0-Punkt der Kurve, also ohne Zusatz unmarkierten
Cortisols.

Bx: Der an Transcortin gebundenc Anteil der ecinge-
gebenen Radioaktivitit (als Anteil der gemessenen
Aktivitit an der Gesamtaktivitit im Ansatz) am
Punkt x der Kurve. Da in dem Quotient By/Bx sich
die Gesamtaktivitit im Ansatz wegkiirzen 4,
koénnen hier einfach die gemessenen Impulse/min
eingesetzt werden.

Cy: Dic Cortisolmenge am Punkt 0 der Kutve, also
die im Ansatz enthaltenc Menge markierten und
unmarkierten Cortisols.

Cx: Die Cortisolmenge am Punkt x der Kurve, die sich
zusammensetzt aus C, 4+ x, wenn x die zuge-
gebene Menge unmarkierten Cortisols bedeutet,
also die Standardmenge oder die zu bestimmende
Cortisolmenge im Extrakt.

Damit lift sich die Gleichung umformen in

== b LS. GL (2)
Werden also die Impulse am 0-Punkt der Kurve durch
die Impulse an den ecinzelnen Kurvenpunkten geteilt,
ergibt sich eine Gerade, die bei x = 0 die y-Achse bei
1 schneidet. Der Anstieg der Geraden ist ausschlieBlich
von C, abhingig, also von der Gesamtmenge des im
Ansatz enthaltencn markierten und unmarkierten Cot-
tisols.
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Die einfachen Verhiltnisse gelten nur unter drei Vor-
aussetzungen:

1. Die Bindung an das Transcortin ist unabhingig von
der Menge des zugegebenen Cortisols. Dies ist nur
moglich, wenn die maximale Bindungskapazitit in
jedem Fall iiberschritten ist.

2. Das markierte und das unmarkierte Cortisol ver-
halten sich in den Bindungseigenschaften gleich.

3. Bs erfolgt eine vollstindige Abtrennung des ge-
bundenen vom ungebundenen Cortisol.

Die ersten beiden Voraussetzungen sind fiir das Corti-
sol und fiir das in beschriebener Weise (25) vorbe-
reitete Bindungsplasma wahrscheinlich weitgehend er-
fillt. Es besteht zumindest kein Anhalt dafiir, daB sich
die hier genannten Bedingungen bei der Standardkurve
und dem extrahierten Cortisol unterschiedlich ver-
halten.

Die dritte Voraussetzung ist nach den vorliegenden
Untersuchungen nicht erfiillt, denn ein Teil des unge-
bundenen Cortisols wird nicht an Holzkohle gebunden
und damit mit der Fraktion des an Transcortin ge-
bundenen Cortisols mitgemessen. Dieser Anteil ist bei
der Standardkurve konstant, bei der Messung des Utin-
extraktes von der Menge des Extraktes abhingig, also
eine Funktion der zu messenden Cortisolmenge. Bei
den folgenden Berechnungen wird diese Funktion als
linear angenommen, was nach der Abbildung 5 in einem
weiten Bereich berechtigt erscheint. Statt des gebun-
denen Anteils Bx wird also ein By gemessen, das sich
um den kleinen Anteil des freien Cortisols erhoht. Es
besteht die Beziehung:

Bi=B:+ (ax +b) (1 — By Gl (3)

Da B« den an Transcortin gebundenen Anteil des Cor-
tisols darstellt, ist 1 — Bx der nicht an Transcortin ge-
bundene (freie) Anteil. Von diesem freien Cortisol wird
der Anteil an ax 4+ b nicht an Holzkohle gebunden. b
bedeutet dabei den konstanten Anteil, ax den Anteil,
der mit Zunahme der Extraktmenge zunimmt, der also
von der zu messenden Cortisolmenge x abhingt.

. Da nach Gl. (2) die Beziehung

_ B
X

ot

besteht, kann die Gl. (3) folgendermaBen umgeschrieben

werden:

1 1
B, B

— 24 (x +b) 12
o T! o t!

e :
(Co +1)B0+(ax+b)(—(::{;+ 1—130)

Durch Einsetzen von x = 0 wird B, berechnet, also die
witklich gemessene Aktivitit am 0-Punkt der Kurve.
Durch Multiplikation mit den durch die Gl. (5) be-

rechneten Werten kann der Quotient B)/B. berechnet
werden.

Bx = Gl (4)

Gl (5)

Bo /By

I N AN S M NS ISR NN N S NN
0 2 L 6 8 10 12 1% 1® 8. 20 2 %
Cortisol Ing)

Abb. 7

Nach der Gl. (5) errechnete Kurven fiir Cortisol-Standard (IT) und
Urinextrakt (111) sowie die bei vollstindiger Trennung von gebun-
denem und freiem Anteil theoretisch zu erwartende Gerade (I)

Diese Berechnung wurde mit einem Computerprogramm
fiir ein Beispiel mit Zahlenwerten durchgefithrt, die den
in den Versuchen ermittelten etwa entsprechen (Abb. 7).
Fiir diese Kurven wurden folgende Werte eingesetzt:
B, = 0,6, C, = 5,9, b in Kurve I =0, in den Kutven
II und III = 0,018 (d. h. die Bindung an die Holz-
kohle betrigt nur 98,2%,), 2 in den Kurven ITund II = 0,
in der Kurve III = 0,0009 (d. h. der Anteil von 1,8%,
des nicht an Holzkohle gebundenen Cortisols nimmt
pro ng zugefiigten Cortisols um 0,09% zu, wiirde sich
also bei 20 ng verdoppelt haben. Bei einem mittleren
Cortisolgehalt von 40 ug/l entspricht dies also einem
Extrakt von 0,5 ml Urin). ' ‘

Die Kurve I entspricht damit einer idealen Darstellung
unter der Annahme einer vollstindigen Abtrennung
von freiem und gebundenem Cortisol. Die Kurve II
stellt eine Standardkurve mit konstantem freien nicht an
Holzkohle gebundenem Cortisol dar. Die Kurve III
wurde unter der Annahme eines zunehménden Anteils
freien nicht an Holzkohle gebundenen Cortisols ez-
rechnet, entspricht also einer Kurve aus Urinextrakt.
Es fillt eine groBe Ahnlichkeit der Kurven der Abbil-
dung 4 mit diesen rechnerisch ermittelten Kurven auf.
Es erscheint deshalb berechtigt, anzunehmen, daBl die
unvollstindige Bindung an die Holzkohle die wesent-
liche Utsache fiir die fehlende Dosis-Proportionalitit
zwischen Standardkurve und Urinextrakt darstellt. Die
fehlende Dosis-Proportionalitit ist nicht nur bei Ver-
wendung von Holzkohle zu beobachten, sie wurde auch
bei Verwendung von Florisil als Trennmethode be-
schtieben (19). '
Worauf der stérende EinfluB des Utrins beruht und
welcher mit Dichlormethan extrahierbare Faktor des
Urins hierfiir verantwortlich ist, bleibt unklar. Ver-
suche, ihn chromatographisch abzutrennen, wurden
nicht unternommen, weil ein solcher Schritt die Metho-
de in nicht angemessener Form belasten wiirde. Der
unbekannte Urinfaktor kénnte entweder zu einer dosis-
abhingigen Cortisolbindung fithren oder er konate auf
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irgendeine Weise die Bindung des Cortisols an die
Holzkohle hemmen.

Theoretisch besteht die Méglichkeit eines rechnerischen
Ausgleichs der beschriebenen Stérung, indem in jedem
Versuch die Faktoren B;, 2 und b mitbestimmt werden.
B’ und a sind nur von der Inkubationszeit der Holz-
kohle oder von Temperaturschwankungen abhingig,
innerhalb eines Versuches also konstant. Der Faktor b
miilte aber fiir jede Urinprobe getrennt bestimmt
wetden, da b von der Konzentration des Urins ab-
hingt (Abb. 5). Dies wiirde die Brauchbarkeit de.
Methode erheblich einschrinken.

Aus den Ausfithrungen ergibt sich, daB bei unter-
schiedlichet Ablesung an verschiedenen Bereichen der
Standardkurve immer der Wert mit der geringsten
Extraktmenge dem ,richtigen Wert am nichsten
kommt. Fiir den praktischen Bedarf liBt sich deshalb
das Problem umgehen, indem die Methode so empfind-
lich eingestellt wird, daB die Menge des einzusetzenden
Urinextraktes sehr klein wird. Gegeniiber der ur-
spriinglichen Beschreibung unserer Methode (25)
wurde die Empfindlichkeit durch stirkere Verdiinnung
des Bindungsplasmas (1:250 statt 1:150) ohne Verlust
an Prizision (Tab. 1) erhoht. Bei dieser Empfindlichkeit
wird nur der Extrakt von 0,05ml Urin eingesetzt.
Durch diese geringe Extraktmenge erhsht sich der An-
teil des nicht an Holzkohle gebundenen freien Cortisols
sehr wenig (Abb. 5), macht sich also bei der Gesamt-
varianz der Bestimmung praktisch nicht bemerkbar.
Lediglich bei sehr geringen Konzentrationen von
Cortisol muBl u. U. eine groBere Menge von Extrakt
eingesetzt werden. In diesen Fillen wird aber so weit am
Beginn der Standardkurve abgelesen, da der Stér-
faktor aus dem Urin sich ebenfalls kaum bemerkbar
macht. Bis weit in den Bereich hypoadrenaler Zustinde
(bis etwa 1 ugfl) 148t sich noch hinreichend genau ab-
lesen. Die Empfehlung von Hsu und Brepsoe (19),
jeden Urinextrakt in drei verschiedenen Mengen einzu-

setzen und davon den Mittelwert zu bilden, ist un-
ginstig, die Mittelwerte liegen dann in der Regel zu
niedrig.

Die angegebenen Untersuchungen zur Qualitit der
Bestimmungsmethode lassen erkennen, daB trotz des
oben angefithrten nur mit Einschrinkung geldsten
Problems der nicht exakten Dosis-Proportionalitit die
Methode auch hohen Qualititsanspriichen geniigt.
Vergleiche mit anderen Bestimmungsmethoden der
freien Harn-Corticoide wurden nicht durchgefiihrt.
Hsu und Brepsoe (19) fanden seht gute Uberein-
stimmungen sowohl mit der Doppelisotopentechnik als
auch mit der Phenylhydrazin-Reaktion nach diinn-
schichtchromatographischer Trennung. Da unsete Nor-
malbereiche sich von denen der o. g. Autoren nicht
unterscheiden, kann von der ,,Richtigkeit* der Methode
ausgegangen werden.

Auch zur Spezifitit liegen keine eigenen Untersuchungen
vor. Hier gelten dieselben Einschrinkungen wie bei der
Bestimmung der Plasma-Corticoide (25).

Der eingefiithrte Begriff der freien Harn-Corticoide wird
beibehalten, obgleich mit der beschriebenen Methode
mit Ausnahme weniger pathologischer Zustinde fast
ausschlieBlich Cortisol gemessen wird. Cortison, Corti-
costeron, 11-Desoxycortisol, Progesteron und 17-
Hydroxyprogesteron werden zwar ebenfalls erfalt,
kommen aber kaum in freier Form im Harn vor. Nur
Corticosteron wird in nennenswerter Menge im Harn
ausgeschieden, die jedoch auch noch weniger als 109,
des Cortisols betrigt. Mit Dichlormethan wird Corti-
costeron nur zu etwa 709, extrahiert (24) und die
Bindungsaffinitit zum Transcortin liegt im Vergleich
zu Cortisol bei etwa 509,. Damit liegt auch dieser
Storfaktor maximal bei wenigen Prozent. Da die beiden
genannten Steroide sich beziiglich der Nebennieren-
rindenfunktion hnlich verhalten (mit Ausnahme sehr
seltener Enzymdefekte) bestehen beziiglich der Spezi-
fitdt keine zu beriicksichtigenden Einschrinkungen.
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