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ACTH-Bestimmungen im Plasma aus dem Bulbus eranialis venae jugularis*

P. C. Scrrea, R. Hacker, P. Drereres, F. Krver, W. HocHEEUSER und K. ScEWARZ
I1. Medizinische Klinik der Universitit Miinchen (Direktor: Prof. Dr. Dr. G. BopECHTEL)

Das vendse Blut gelangt aus dem Hypophysen-
vorderlappen im wesentlichen iiber den Sinus caver-
nosus und die Sinus petrosi in die Bulbi craniales der
beiden Venae jugulares. Ausgangspunkt fiir unsere
Untersuchungen war die Uberlegung, daB man im
Bulbus cranialis venae jugularis hohere ACTH-Aktivi-
titen erwarten sollte als in der Peripherie (Vena cubi-
talis). Der Bulbus cranialis venae jugularis ist beim
Menschen relativ einfach zu punktieren, wie das z.B.
zur Messung der Hirndurchblutung iiblich ist [1, 2].
Es war zu kliren, ob die mangelnde Empfindiichkeit
und die relative Ungenauigkeit, welche die biologische
Bestimmung von ACTH-Spiegeln im nativen peri-
pheren Plasma immer noch belastet, durch die zu
erwartende groffere Hohe des ACTH-Gehalts im
Plasma aus dem Bulbus cranialis venae jugularis aus-
zugleichen wéren.

Methoden und Priparate

Die biologische Bestimmung von ACTH erfolgte mittels
der von Lipscome und NeLsoN angegebenen Methode [3] mit
einigen Modifikationen anderer Autoren [4—6].

Minnliche Sprague-Dawley-Ratten (190—230g) wurden auf
parapharyngealem Wege in Avertin®-Narkose hypophysekto-
miert [7—I10]. Die Vollstindigkeit der Hypophysektomie
wurde nach jeder ACTH-Bestimmung in iiblicher Weise durch
Inspektion der Schidelbasis von oben verifiziert. — In
Urethan®-Narkose wurde zuerst von der linken Fossa ingui-
nalis aus ein Katheter in die Aorta thoracica geschoben, dann
von der linken Vena femoralis aus nach Laparotomie die
linke Nebennierenvene schltissig katheterisiert und schlief3-
lich ein Katheter in die rechte Vena iliaca geschoben (Abb. 1).
Nach den ACTH-Bestimmungen wurde die Lage der Katheter
kontrolliert. Der Aortenkatheter lag sicher oberhalb des
Abganges der Nebennierenarterien [171]. Alle ACTH-Gaben
erfolgten iiber diesen Aortenkatheter, um die Empfindlichkeit
der Methode gegeniiber der intravendsen Injektion zu steigern.
Die Tiere waren heparinisiert (50 E Heparin/100 g Ratte).
Da nach der Hypophysektomie die Empfindlichkeit der Neben-
nierenrinde gegeniiber ACTH-Gaben innerhalb von Stunden
abnimmt [712, 73], wurden alle ACTH-Bestimmungen 90 min
nach Hypophysektomie begonnen, denn zu diesem Zeitpunkd
war die Corticosteroninkretion in jedem Fall auf eine Basis-
inkretion abgesunken [8—10].

Der Corticosterongehalt des aus der Nebennierenvene der
Ratte stammenden Plasmas wurde fluorimetrisch nach ZuNgrr
und BernsTEIN [14], modifiziert nach PrErFrEr u. Mitarb. [4,
15 bestimmt. Doppelwerte der Plasmaproben wurden in
zwei Reihen von Einzelwerten in der Reihenfolge der Extrak-
tion gemessen [8, 9]. AuBerdem wurden die sog. 11-Hydroxy-
corticosteroide im menschlichen Plasma fluorimetrisch be-
stimmt [16—18].

Von allen ACTH-Standardlssungen (Synacthen®, Ciba)
oder menschlichen Plasmen wurde iber den Aortenkatheter
{Abb. 1) innerhalb von 94 sec jeweils genau 1 ml infundiert
(Perfusor, Fa. Braun, Melsungen), da die Corticosteron-
inkretion der Rattennebeniere bei konstantem ACTH-Spiegel
von der Nebennierendurchblutung abhingt [19, 20]. GriBere
Plasmavolumina [27—23] steigern die Nebennierendurch-
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der F. Baur-Stiftung.
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blutung erheblich. Die Wirkung von gleichen ACTH-Dosen
ist aber nur bei moglichst gleicher Nebennierendurchblutung
zu beurteilen.

Nach Vorversuchen [8, 107 wurde von der 3. bis zur
11. min nach Beginn der ACTH-Infusion, bzw. der Infusion
des zu untersuchenden Plasmas, Blut aus der Nebennieren-
vene der Ratte gesammelt und davon der Plasma-Corti-
costerongehalt bestimmt. Diese relativ lange Sammelperiode
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KURISCHLUSS 06ER
BLUTENTNARME
Abb. 1. Schema der Aorten- und Venenkatheterisation der Ratte, Die
technische Durchfiihrung der Katheterisationen ist unter Methoden
beschrieben

garantiert, daB bei kleinsten ACTH-Dosen die Steigerung der
Corticosteroninkretion vollstindig erfaft wird. Nach hoheren
ACTH-Dosen wird das Maximum der Steigerung der Corti-
costeroninkretion etwas spéter erreicht [§, 10, 12]. Eine Sam-
melperiode von 8 min erfalit also nur einen in Abhingigkeit
von der Dosis ACTH wechselnd kleinen Teil der Steigerung
der Corticosteroninkretion [8, 710]. Bei dieser Sammelperiode
fand sich eine lineare Beziehung zwischen den logarithmisch
aufgetragenen ACTH-Dosen und der ebenfalls logarithmisch
aufgetragenen Steigerung der Corticosteroninkretion pro 8 min
(Abb. 2), welche nach Abzug der Basisfluorescenz der ge-
messenen Plasmavolumina als Differenz der Corticosteron-
inkretion pro 8 min vor und nach ACTH-Infusion ermittelt
wurde. Diese lineare Kurve wurde erst oberhalb von 1,0 mE
ACTH flacher. Der Regressionskoeffizient der Richkurve
(0,01—0,5 mE ACTH) betrug b==0,75 [8—10, 24], der Index
der Genauigkeit [6, 25] der Methode war 4 ==0,07. Der Korrela-
tionskoeffizient, r = 0,421, war bei einer Irrtumswahrschein-
lichkeit von 0,001 signifikant [24] von 0 verschieden. — Die
Prifung der Empfindlichkeit der Methode zeigte, dafl zwischen
der Dosis 0,01 mE ACTH (n=95) und einer NaCl-Infusion
{n=10) ein kaum signifikanter [24] Unterschied bestand
{0,156 >p >0,10). Dagegen fand sich eine signifikante Differenz
zwischen der Wirkung von 0,025 mE ACTH (n=23) und
0,01 mE ACTH (< 0,0025) sowie zwischen der Wirkung von
0,026 mE ACTH und einer NaCl-Infusion (p<0,01). Die
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Empfindlichkeitsgrenze der Methode liegt also zwischen 0,10
und 0,015 mE ACTH.

Vor jeder Bestimmung eines ACTH-Plasmaspiegels —
korrekter ist die Bezeichnung ACTH-Gehalt im Plasma —
wurde der Ratte 1 ml einer ACTH.-Standardiésung (0,05 mE
ACTH) infundiert. 20 min spiter war die Corticosteron-
inkretion wieder auf den Basiswert abgesunken, wie durch
Blutentnahme aus der Nebennierenvene von der 20.—24. min
kontrolliert wurde [8, 18]. Darauf konnte dann das zu unter-
suchende Plasma infundiert und die Steigerung der Corti-
costeroninkretion pro 8 min wie oben gemessen werden. Dieses
Vorgehen erlaubt eine Beriicksichtigung der individuellen
Empfindlichkeit der Ratten in Einzelfillen. — Wegen der
bekannten jahreszeitlichen Schwankungen der Empfindlich-
keit der Ratte sel erwihnt, dafl alle Plasmabestimmungen in
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Abb. 2. Eichkurve von Dosis ACTH und Anstieg der Corticosteroninkretion,
Angegeben sind die Mittelwerte (£) und die 8tandardabweichung der Mittel-
werte (oz) von (n) als technisch gegliickt anzusehenden Bestimmungen

(vgl. Methoden). Uber diese Eichkurve wurden die unter Ergebnissen

mitgeteilten ACTH-Plasmaspiegel ermittelt

der Zeit von Anfang November bis Ende Mirz durchgefithrt
wurden. — Die Zahl der Bestimmungen von Plasmawerten
ist einerseits durch den grofen Zeitaufwand der Methode und
andererseits durch die beschrinkte Haltbarkeit der ACTH-
Aktivitdt [8, 70] in eingefrorenen (—18° () Plasmaproben
oder Standardlésungen begrenzt. Alle ACTH-Lésungen und
Plasmaproben wurden bei ca. +2°C mdoglichst schnell ge-
wonnen, um Aktivititsverluste zu vermeiden. — Wegen des
bekannten Tagesrhythmus der ACTH-Inkretion wurden alle
Blutentnahmen bei den Patienten um 6 Uhr morgens be-
gonnen.
Ergebnisse

Nach den Untersuchungen verschiedener Autoren
[3—6, 12, 15, 21—23, 26—32] nimmt man heute an,
daB der ACTH-Spiegel im Plasma des Normalen zwi-
schen 0,003 und 0,006 mE/ml liegt. Es war daher
nicht besonders iiberraschend, daf mit der beschriebe-
nen biologischen Bestimmungsmethodenormale ACTH-
Spiegel im Plasma aus der Vena cubitalis nicht zu
erfassen waren (Tabelle 1). Aber auch irn Plasma aus
dem Bulbus cranialis venae jugularis fanden wir keine
sicher meBbaren ACTH-Spiegel (Tabelle 1). Die zur
Rrhaltung des normalen peripheren ACTH-Spiegels
erforderliche ACTH-Inkretion des Hypophysenvorder-
lappens ist demnach offenbar zu gering, um zu einer
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Tabelle 1. ACTH-Plasmaspiegel bei 7 Nebennierengesunden

Angegeben sind die Mittelwerte von (n) als technisch
gelungen anzusehenden Bestimmungen fir jeden einzelnen
Patienten. Die Mittelwerte aller Patienten wurden aus den
mittleren Corticosteronanstiegen im Nebennierenvenenplasma
der Ratte nach Infusion von 1 ml menschlichem Plasma, wie
unter Methoden beschrieben, berechnet. Bei diesen Patienten
wurden auBlerdem die sog. 11-Hydroxycorticosteroide im
Plasma bestimmt. Der Mittelwert lag mit 29,4 pg-% (6 Uhr
morgens) etwas hoher als der Normalbereich fiur 9 Ubr von
5—22pg-% (18). Eine Stunde nach Injektion von 4 mg
Dexamethason war der Mittelwert der sog. 11-Hydroxycorti-
costeroide auf 16,9 pg-% abgesunken. Der mittlere ACTH-
Plasmaspiegel war zu diesem Zeitpunkt, um ca. 7.30 Uhr,
ebenfalls < 0,01 mE/ml (n = 18). Die Diagnosen sind Ab-
schluBdiagnosen.

Patient mE ACTH pro ml Plasma
Bulbus cran. Yena
ven. jugul. aubitalis

K. M., 36 Jahre, & < 0,01 < 0,01

Verdacht auf Myopathie (2) (2)

B. 0., 47 Jahre, & 0,015 < 0,01

vegetative Beschwerden {1} {2)

R. M., 20 Jahre, & < 0,01 < 0,01

Zustand nach Schideltrauma 2) (2)

H. P., 19 Jahre, 3 0,01 < 0,01

alimentdre Adipositas (60) (2} (2)

K. J., 49 Jahre, & < 0,01 0,01

Jackson-Anfille (3) (2)

B. J., 46 Jahre, 3 — < 0,01

traumatische Epilepsie — (6)

W. B., 52 Jahre, & < 0,01 0,02

Prostatahypertrophie 3) (2)

Mittelwerte < 0,01 < 0,01

aller Patienten (n = 13) (n = 18)

von uns sicher mef3baren Erhohung des ACTH-Spiegels
im Bulbus cranialis venae jugularis zu fithren.

Eindeutig zu erfassen sind dagegen die erhéhten
ACTH-Spiegel im Plasma von Patienten mit bestimm-
ten Erkrankungen (Tabelle 2). Beim Morbus Addison
sind die ACTH-Werte im Plasma kurz nach Absetzen
der Substitutionsbehandlung stark erhoht [4, 12, 21,
33, 34]. Diese ACTH-Spiegel sind weit hoher als die
z.B. in einer Stress-Situation beim Normalen zu beob-
achtenden [12]. Das ist zunéchst erstaunlich, da alle
diese Patienten ja im allgemeinen unter einer als
ausreichend anzusehenden Substitutionsbehandlung
mit Cortisol stehen. Bedenkt man aber die relativ
kurze Halbwertszeit oral applizierter Corticosteroide
[3567, so kann man sich vorstellen, daB bei einer oralen
Substitutionsbehandlung, mit z. B. morgens 20 mg und
nachmittags 10 mg Cortisol, erhebliche Schwankungen
des Plasmacortisolspiegels auftreten. Diese Behand-
lung kann das feine Spiel der physiologischen Cortisol-
inkretion der Nebennierenrinde eben nicht vollwertig
ersetzen. So wird es auch bei , korrekt® durchgefithrter
Substitutionsbehandlung im Laufe der 24 Std eines
Tages immer wieder zu Phasen des relativen Cortisol-
mangels kommen. Die Antwort des Reglers der Cortisol-
inkretion ist durch seine stindige Uberbeanspruchung
pathologisch gesteigert. Das sollte der Kliniker im
Hinblick auf die bekannten extraadrenalen Wirkungen
des ACTH [36] bei der Behandlung von Patienten
mit Morbus Addison nicht vergessen.

Der erste Patient der Tabelle 2 (B. 8.) litt seit 1952 an
einem tuberkults bedingten Morbus Addison und wurde bis
zur Aufnahme im Jahre 1964 mit Desoxycorticosteron be-
handelt. Intensive Pigmentation und verkalkte Ohrknorpel
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Tabelle 2. ACTH-Plasmaspiegel bei Patienten wmit Hrkran-
kungen des ,,Hypophysen-N ebennierensystems

Angegeben sind die Mittelwerte von () Bestimmungen
fir jeden Patienten sowie die Werte der sog. 11-Hydroxy-
corticostercide (s. Methoden). Bei den Patienten B. 8., G. J.,
E.L., M.E. und W.L. fand sich um 6 Ubr morgens ein
mittlerer ACTH.-Plasmaspiegel von 0,208 mE/m!l {(n = 13) in
der Vena cubitalis und von 0,368 mE/m! (n = 14) im Bulbus
¢. v. j. Das mittlere Kérpergewicht dieser 5 Patienten betrug
61,1 kg. — Eine Stunde nach Injektion von 4 mg Dexametha-
son betrug der mittlere ACTH-Plasmaspiegel im Bulbus ¢. v. j.
0,086 mE/ml (n == 12), womit er also um etwas mehr als die
Hilfte gegeniiber dem Ausgangswert in der V. cubitalis
abgesunken war, Nimamt man wie (30) an, dal das Dexametha-
son die ACTH.-Inkretion des Hypophysenvorderlappens sofort
und vollsténdig supprimiert, was nicht ohne weiteres berechtigt
erscheint, so palBt diese Abnahme gréfenordnungsmiflig zu
der von uns berechneten Halbwertszeit fiir endogenes ACTH
von ca. 40 min (s. Diskussion). Die Krankengeschichten der
Patienten sind im Text kurz besprochen. Die Patienten mit
Nebennijereninsuffizienz erhielten bis 22 8td vor Versuchs-
beginn ihre tibliche Substitutionsbehandlung.

TPatient 0 E ACTH pro ml Plasma  sog. Plasma-
11-0HCS

Bulbus cran. Vena png-%
ven. jugul. cubitalis

B. 8., 48 Jahre, 3, 67,3 kg 0,45 0,28 4,0

M. Addison (4) 3)

G. J., 18 Jahre, 3, 55,6 kg 0,26 0,24 7,0

M. Addison (2) (2) —

E. L., 19 Jahre, &, 50,56 kg 0,27 0,04 5,0

Zustand nach totaler 4) (3) —

Adrenalektomie

M.E., 44 Jahre, @, 82,0kg 0,06 0,03 (10,07

Zustand nach totaler 2 (2) —

Adrenalektomie

W.L., 21 Jahre, ¢, 50,0kg 0,80 0,44 22,0

Adrenogenitales (2) (3) —

Syndrom

L. dJ., 61 Jahre, & < 0,01 < 0,01 3,0

Bronchial-Ca, HVL- 4) (3) —

Metastasen, sek. NNR-

Insuffizienz

(Thorns Zeichen, [61], sprachen fiir eine nicht ganz aus-
reichende Substitution der Nebennierenrindeninsuffizienz, Wir
fanden sehr hohe ACTH-Spiegel in der Vena cubitalis. Der
ACTH-Spiegel im Bulbus cranialis venae jugularis war noch
hoher. — Der zweite Patient mit einem Morbus Addison
{G. J.) erkrankte Ende 1964 mit einer Nebennierenrinden-
insuffizienz, deren erstes Zeichen ein deutliches Nachlassen
der Konzentrations- und Merkfahigkeit war [37].

Im Jahre 1958 beschrieben Nerson u. Mitarb. den
ersten Fall, bei dem man die Entwicklung eines
chromophoben Adenoms des Hypophysenvorderlap-
pens nach totaler Adrenalektomie wegen eines Cushing-
Syndroms mit bilateraler NNR-Hyperplasie beob-
achtete und exzessiv hohe ACTH-Spiegel im Plasma,
fand [38]. Seither wurden wiederholt Beobachtungen
solcher Fille mitgeteilt (z.B. [39, 407). Die gesteigerte
ACTH-Inkretion bei diesen adrenalektomierten Patien-
ten ist nicht ohne weiteres mit der von Addison-
Kranken vergleichbar, da unseres Wissens bei letzteren
die Entstehung von Hypophysenvorderlappenadeno-
mennichtbeobachtet wurde [47]. Aus Tierexperimenten
[42] kennt man allerdings das Wachstum von ACTH-
produzierenden HVL-Adenomen nach Entfernung der
Nebennieren.

Ein 19jdhriger Mann (E. L.) ist seit dem 15. Lebensjahr
in unserer Beobachtung. Er wurde seinerzeit wegen eines
typischen Cushing-Syndroms mit bilateraler Hyperplasie der

Nebennierenrinde totaladrenalektomiert. Das fithrte zu einer
vollstindigen Remission des Krankheitsbildes und zu einer

P. C. Scripa et al.: ACTH-Bestimmungen im Plasma

1395

Umbkehr der vorher latent diabetischen Stoffwechsellage in
eine erhéhte Glucosetoleranz [37, 431, Jetzt findet sich bei
dem Patienten eine intensive Pigmentation und ein doppelt
konturierter Sellaboden. Nach der Tomographie ist die Sella
einseitig vergroBlert, so dall wir den Patienten unter dem
Verdacht auf das Vorliegen eines sog. chromophoben Adenoms
bzw. R-Zellen-Adenoms [44] weiter beobachten. Wie aus
Tabelle 2 ersichtlich, waren die ACTH-Spiegel bei diesem
Patienten sehr hoch.

Auch beim adrenogenitalen Syndrom, bei dem es
sich bekanntlich in typischen Féllen zumeist um eine
unvollstdndige Blockierung der 21-Hydroxylierung [45]
handelt, was zu einer verminderten Cortisolproduktion,
einer vermehrten ACTH-Ausschiittung und einer er-
hohten Androgenproduktion in der Nebenniere fithrt,
kann man erhdhte ACTH-Spiegel messen [12]. Eine
23jahrige Patientin (W.F.), bei der die Diagnose
schon vor Jahren gestellt worden war, infolge ihrer
Indolenz jedoch keine Behandlung erfolgte, hatte
extrem hohe ACTH-Spiegel im Bulbus cranialis venae
jugularis und etwa um die Hélfte niedrigere Spiegel
in der Vena cubitalis.

Klinisch interessante Gesichtspunkte bot die Kranken-
geschichte des Patienten L.J. (Tabelle 2). Dieser Patient
wurde wegen eines Bronchialecarcinoms (Plattenepithelcarcinom)
beobachtet. Adynamie, ausgepriigte Hypotonie, Erbrechen
und Hyponatriimie lieBen eine Nebensnierenrindeninsuffizienz
annehmen. Die ,,Plasmacortisolwerte waren erniedrigt. Uber-
raschenderweise fanden sich weder im Bulbus cranialis venae
jugularis noch in der Vena cubitalis mefbare ACTH-Plasma-
spiegel, die bei den Addison-Patienten deutlich erhéht waren.
Bei der Autopsie ergab sich die Erklirung dieses Ergebnisses.
Der Hypophysenvorderlappen war durch Metastasen des
Bronchialcarcinoms vollstindig zerstért, withrend die Neben-
nieren nur kleine Metastasen aufwiesen. Ks handelte sich
somit um eine sekundire Nebennierenrindeninsuffizienz.
Wihrend der klinischen Beobachtung war daran auch schon
gedacht worden, da dieser Patient mit einer ausgeprigten
Kilteempfindlichkeit und Bradykardie sowie einer Ver-
langsamung der Achillessehnenreflexe die Zeichen einer
sekundéren Hypothyreose aufwies.

Diskussion

Die gesamte im Koérper zu einem beliebigen Zeit-
punkt befindliche Menge an ACTH berechnet sich
durch Multiplikation des fiktiven Verteilungsvolumens
fir ACTH mit dem ACTH-Spiegel in der Peripherie
(Vena cubitalis). Durch Multiplikation mit 0,5 erhalt
man die Menge an ACTH, die in einer Halbwertszeit
fir ACTH eliminiert bzw. von der Hypophyse produ-
ziert wird (Zahler von Gleichung 1). Diese ACTH-
Menge wird im Gleichgewicht pro Halbwertszeit von
der Hypophyse ersetzt und verteilt sich zundchst auf
diejenige Plasmamenge, die in einer Halbwertszeit
durch das Hirnkreislaufgebiet flieit. Diese Plasma.-
menge kann im Bulbus cranialis venae jugularis erfaf3t
werden und 146t sich aus Hirndurchblutungsvolumen
pro Minute, Himatokrit und Halbwertszeit fiir endo-
genes ACTH berechnen:

Gleichung 1

Verteilungs-] ACTH
0,5 X { volumen jx Plasma- 1 mE
- ACTH spiegel 1
4 ACTH = Cerebraler Halbwerts- ]
PlasmafluB| x |zeit Tom X min
pro Minute ACTH ;

Dabei ist: 4 ACTH =Zunahme des ACTH-Spiegels im
Hirnkreislauf in mE/Liter. Verteilungsvolumen fir ACTH=
43% des Korpergewichtes nach Worr u. Mitarb. [46] fur
181Jod-p1-2¢-Corticotrophin. Bei einem mittleren Korpergewicht
von 61,1 kg der funf Patienten mit erhéhten ACTH-Spiegeln
(Tabelle 2) ist ihr mittleres Verteilungsvolumen fiir ACTH
also 26,3 Liter.
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Cerebraler PlasmafluB pro Minute =
Hirndurchblutung (0,8 Liter/min nach [7, 2]) x
100—Hématokrit ] 0,8 -55 ( 1
100 100 min )

Folgende Voraussetzungen haben zu gelten, damit die
angegebene Gleichung giiltig sein kann, Der ACTH-Spiegel
im Plasma aus der Vena cubitalis muf} reprasentativ fiir das
gesambe Verteilungsvolumen sein. Diese Annahme ist ja
Voraussetzung fiir die Berechnung des fiktiven Verteilungs-
volumens durch retrograde Extrapolation aus dem Abfall
der Plasmakonzentration des ¥.Jod-ACTH [46]. Das fiktive
Verteilungsvolumen ist eine rechnerische GréBe, die ana-
tomisch nicht ohne weiteres zu definieren ist. Fiir Parathormon
wurde ein dhnliches Verteilungsvolumen, namlich 36,4% des
Korpergewichtes [47], angegeben. Weiter mufl man voraus-
setzen, dafB alles ACTH den Schidelinnenraum tiber die Bulbi
craniales venae jugularis verldt [48, 49] und sich in der kurzen
Zeit bis zur Passage des Bulbus cranialis venae jugularis ledig-
lich im Plasma und nicht z. B, auf die Erythrocyten verteilt.
Sollte ein ins Gewicht fallender Teil des venosen Blutes aus
dem Hypophysenvorderlappen auf anderen Wegen (z.B. Rete
venosum foram. oval.} das Schidelinnere verlassen, so wiirden
sich zu lange Halbwertszeiten fir endogenes ACTH berechnen.
Weitere Voraussetzungen sind, dafl der Verteilungsraum von
endogenem ACTH gleich dem von ¥.Jod-ACTH ist, und die
Plasmaspiegel im ventsen Blut nach Passage der terminalen
Hirnstrombahn nicht hoher oder niedriger als z.B. in der
Vena cubitalis sind.

Es ist klar, daB nicht alle diese Voraussetzungen
ohne weiteres zu akzeptieren sind. Berechnet man
trotzdem aus den Mittelwerten der gemessenen ACTH-
Spiegel in der Vena cubitalis (206 mE/Liter) und der
mittleren Erhéhung des ACTH-Spiegels im Bulbus
cranialis venae jugularis (162 mE/Liter) nach Glei-
chung 1, in der das Verteilungsvolumen und der
cerebrale Plasmaflull bei bekanntem Korpergewicht
konstante Grofien sind und die einzige Unbekannte
die Halbwertszeit fir ACTH ist, diese Halbwertszeit
fir endogenes ACTH, so ergibt sich — bei Beriick-
sichtigung der finf Patienten (B.S., G.J., E. L,
M. E. und W.F., Tabelle 2) — eine Halbwertszeit
von 38 min. In Anbetracht der nicht unerheblichen
Voraussetzungen und der relativ kleinen Zahl der
untersuchten Patienten moéchten wir diese Halbwerts-
zeit lediglich als groBenordnungsméBige Abschéitzung
und nicht als genaue Bestimmung verstanden wissen.

Die in der Literatur angegebenen Werte fiir die
Halbwertszeit von exogenem, markiertem oder nicht
markiertem, also biologisch gemessenem ACTH sind
zum Teil erheblich kiirzer [4, 30, 46, 47, 50—59].
Allerdings fanden PFEIFFER u. Mitarb. [4] bei Infusion
von 25 E artfremdem ACTH iiber 4 Std unter Ver-
wendung einer biologischen Bestimmungsmethode,
welche der unseren &hnlich ist, eine Halbwertszeit
von 29 min und berichteten ferner, daB die Halbwerts-
zeit von schnell injiziertemn ACTH kiirzer und dosis-
abhéngig sei. NeLsoN u. Mitarb. [34, 51]fanden eben-
falls eine Halbwertszeit fiir Schweine-ACTH, die etwas
langer als nur wenige Minuten war.

Bei Patienten, die nach den klinischen Befunden
keine Storungen der Nebennierenrindenfunktion auf-
wiesen, fanden wir weder in der Vena cubitalis noch
im Bulbus cranialis venae jugularis mefbare ACTH-
Spiegel. Nimmt man willkiirlich einen normalen
ACTH-Spiegel von 6 mE/Liter Plasma an und beriick-
sichtigt, dafl die Empfindlichkeitsgrenze der Be-
stimmungsmethode bei etwa 0,01 mE (obere Grenze
des 95% Vertrauensbereiches = 0,05 mE, s. Methoden)
liegt, so 148t sich nach Umformung von Gleichung 1
errechnen, daf die Halbwertszeit fiir endogenes ACTH
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kleiner als 4 min sein miifte, damit die Spiegel im
Bulbus cranialis venae jugularis signifikant héher als
in der Vena cubitalis sein konnten. Dieser Berechnung,
aus der umgekehrt geschlossen werden kann, dafl die
biologische Halbwertszeit von endogenem ACTH
groBer als 4 min sein mufl, wurde ebenfalls ein Ver-
teilungsvolumen fiir ACTH von 26,3 Litern zugrunde
gelegt.

Es ist von anderen Autoren versucht worden, mit etwas
anderen Methoden den Normalspiegel von ACTH zu be-
stimmen. Die Arbeitsgruppe von LippLE hat ein Verfahren
angegeben, ACTH aus groBeren Plasmamengen anzureichern
und mit einer biologischen Methode zu bestimmen [12, 22, 27].
Auch andere Autoren haben diese Moglichkeit untersucht [271,
28]. Die Ausbeuten liegen bei diesem Anreicherungsverfahren
zwischen 44 und 124%. Zu diesem Fehler addiert sich der
Febler der biologischen Bestimmungsmethoden. Immerhin
verdankt man diesen Untersuchungen die Vorstellung, daB
der normale Plasmaspiegel an ACTH zwischen 3 und 6 mE je
Liter Plasma liegt. — Einen ganz anderen Weg gingen Unter-
sucher, die sich des Prinzips der radioimmunologischen Be-
stimmung von Peptidhormonen fiir die ACTH-Bestimmung
bedienten [30—32]. Diese Autoren berichteten ither eine ganz
ausgezeichnete Empfindlichkeit dieses Verfahrens (0,1 pE).
Es wurden zuniichst allerdings um drei Zehnerpotenzen hohere
Normalspiegel gefunden, als sie bei den biologischen Be-
stimmungsmethoden geschtzt wurden [37]. Ein weiterer Ein-
wand gegen dieses Verfahren kommt aus der Arbeitsgruppe
von ForsgaM [32]. Ein synthetisches Peptid aus den Amino-
sduren Nr. 22—39 der Sequenz des vollstindigen $1-3¢ Cortico-
trophins zeigte die volle immunologische Aktivitat, ohne daB
eine biologische Aktivitidt nachweisbar war.

Bei den finf Patienten mit erhshten ACTH-
Spiegeln (Tabelle 2) wurde ein mittlerer ACTH-
Plasmaspiegel von 0,206 mE ACTH/ml Plasma in der
Vena cubitalis gefunden. Im Plasma aus dem Bulbus
cranialis venae jugularis waren die ACTH-Spiegel im
Mittel um 0,162 mE ACTH/ml hoher (Signifikanz der
mittleren Differenz: p<0,05). Unter der Annahme
einer Hirndurchblutung von 0,8 Liter/min [I, 2] 148%
sich fir diese Patienten, ohne Beriicksichtigung des
Tagesrhythmus, eine ACTH-Inkretion von ca. 100 E
je Tag errechnen. Die naturgemifl wesentlich niedrigere
ACTH-Inkretionsrate bei normalen ACTH-Spiegeln
ist aus unseren Daten nicht zu berechnen.

Es ist zu hoffen, dafi Verbesserungen der Methoden
der ACTH-Bestimmung in Zukunft die Kenntnis um
die dynamischen Verhiltnisse der ACTH-Inkretion
erweitern werden.

Die Autoren danken Frau D. Sriperr und Frl. ¥, SepL-
MAIER firr ihre sorgfiltige technische Assistenz. Wesentliche
Teile dieser Arbeit werden von R.Hacker und F.Kruce
der Medizinischen Fakultdt der Universitdt Miinchen in ihren
Dissertationsarbeiten vorgelegt.

Zusammenfassung. Der Anstieg der Corticosteron-
inkretion in das Nebennierenvenenblut frisch hypo-
physektomierter Ratten diente zur Bestimmung von
ACTH-Spiegeln in 1 ml nativen, menschlichen Plasma.
Normale ACTH-Plasmaspiegel sind sowohl bei Punk-
tion der Vena cubitalis als auch des Bulbus cranialis
venae jugularis durch diese Methode nicht oder nur
ungenau zu erfassen. Bei Patienten mit pathologisch
erhdhten ACTH-Spiegeln in der Vena cubitalis sind
die ACTH-Spiegel im Bulbus cranialis venae jugularis
signifikant hoher. Es lieB sich eine Beziehung zwischen
ACTH-Spiegel in der Peripherie (Vena cubitalis),
Differenz der ACTH-Spiegel zwischen Bulbus cranialis
venae jugularis und Vena cubitalis und biologischer
Halbwertszeit von endogenem ACTH aufstellen. Nach
den Ergebnissen der Bestimmung von ACTH-Spiegeln
bei Nebennierengesunden 148t sich folgern, daf die
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biologische Halbwertszeit von endogenem ACTH
groBer als 4 min sein muf. Bei Patienten mit erhéhten
ACTH-Spiegeln lief sich die biologische Halbwerts-
zeit von endogenem ACTH groBenordnungsmélig mit
ca. 40 min berechnen. Bei diesen Patienten betrug
die mittlere tégliche ACTH-Inkretion ca. 100 E.

Summary. ACTH-contents of 1ml specimens of
human plasma were assayed by measurement of
increases of corticosterone output in the adrenal vein
of acutely hypophysectomized rats. This procedure is
not sensitive enough to measure normal ACTH-levels
acurately, neither when blood was drawn from the
bulbus cranialis venae jugularis, nor from the vena
cubitalis. In patients having pathologically elevated
ACTH-levels, the ACTH-content of plasma is signi-
ficantly higher in the bulbus cranialis venae jugularis
than in peripheral venous blood. An equation is
presented formulating the relation of peripheral ACTH-
levels, differences of ACTH-levels between bulbus
cranialis venae jugularis and vena cubitalis, and of
the biological bhalflife of endogenous ACTH. On the
basis of the results of the determinations of socalled
normal ACTH-levels it can be concluded, that the
biological halflife of endogenous ACTH is longer than
4 min. From the data of patients with elevated ACTH-
levels a halflife of approximately 40 min and a mean
ACTH-secretion of approx. 100 units per day could
be calculated.
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Immunologische Darstellung zweier verschiedener Anti-y-Globulin-Faktoren
(Rheumataktoren)

H. Marmzzs, I. IMee und H. GAEDICKE
Rheumatiker-Ambulanz der Medizinischen Poliklinik der Universitit Minchen (Direktor: Prof. Dr. W. Sgirz)

Immunologische Untersuchungen des Rheuma-
faktors setzen seine Isolierung und die Gewinnung
eines spezifischen Antiserums voraus, um die gefun-
denen Précipitationslinien determinieren zu konnen.
Die Isolierung der Rheumafaktoren aus verschiedenen
Polyarthritisseren wurde nach einer von uns bereits
beschriebenen Methodik [4, 5, 2] durchgefithrt. Nach
Reaktion des Rheumafaktors im Polyarthritisserum
mit y-Globulin-beladenen Latexpartikeln wurde zentri-
fugiert und der Riickstand mehrfach gewaschen. Nach
Auffillen mit Pufferlosung erfolgte dann die Ab-
sprengung des Rheumafaktors durch Erhitzen auf
63—65° C. Nach Abzentrifugieren der Latexpartikel
bei gleicher Temperatur verbleibt der nach Abkiihlen
wieder reaktlonsfahlge Rheumafaktor im Uberstand.
Im noch in der Warme abgehobenen Uberstand liegt
also der Rheumafaktor isoliert vor und kann durch
Dialyse weiter konzentriert werden.

Wir haben den Rheumafaktor aus verschiedenen
Polyarthritisseren isoliert und durch Immunisierung
von Kaninchen Antiseren gewonnen [4§]. Mit den
Rheumafaktoren und spezifischen Antiseren wurden
dann immunologische Untersuchungen mit der Doppei-
diffusionsmethode nach OUCHTIERLONY und mit der
Iramunocelektrophorese durchgefiihrt.

Untersuchungen

Materialien, Reagentien und apparative Ausriistung. a) Rheu-
mafaktorpositive (RA-Test), hochtitrige Polyarthritisseren.

b) Isolierte Rheumafaktoren (Isolierung nach frither mit-
geteilter Methodik [2, 4, 5].

¢) Auntirheumafaktorseren (Gewinnung nach frither mit-

geteilter Methodik [5].

d) Antihumanserum (Vollserum) von Ziegen (Hyland
Laboratories).

e) Anti-8,-Makroglobulinserumn  (neuere Nomenklatur:
Anti-yy-Globulinserum) von Ziegen (Hyland Laboratories).

) Anti-78-y-Globulinserum (neuere Nomenklatur: Anti-
yg-Globulinserum) von Ziegen (Hyland Laboratories).

g) Anti-Cohn-Fraktion II-(y-Globulin-)Serum von Kanin-
chen (Hyland Laboratories).

h) Reinagar (Behring-Werke).

i) Phosphatpufferlgsung 0,15 molar pH 7,1 zur Herstellung
des Agargels fiir Doppeldiffusionstest.

k) Cialit (Asid-Institut) zur Beigabe zum Agar als Bacterio-
und Mycostaticum.

1) Veronalpuffer pH 8,6 zur Herstellung des Agargels fir
Immunoelektrophorese.

m} Veronalpuffer pH 8,6 als Briickenpuitfer.

n) Amidoschwarzlosung zur Farbung der Priparate.

o) Acetatpuffer fiir Amidoschwarzlésung,

p) 2%ige Essigsiure (Entfirber).

q) Immunoelektrophoresegerdt Agafor 1 (Egaton A.G.).

Methodiken. 1. Doppeldiffusion in Agargel, modifiziert nach
OUCHTERLONY [7]: Beschicken von in Petrischalen liegenden
Glasplatten (Diagliser 50 x 50 mum) mit 0,8%igem Agar. Ein-
stanzen von Antigen- bzw. Antikérperlager von 8 mm Durch-
messer im Abstand von ebenfalls 8 mm und Einfillen der be-
treffenden Seren. Lagerung der mit Deckel verschlossenen
Préparate fiir 48 Std bei Zimmertemperatur. Umschneiden der
Agarschicht am Rande der Glasplatten und Entnahme der
Platten mit der darauf befindlichen Agarschicht, Waschen
(2448 Std), Farben (10—20 min) und Entidrben.

2. Immunoelektrophorese, Mikromethodik, gering modi-
fiziert nach SCEEIDEGGER [8]: Beschicken von Objektirdgern
{26 X 76 mm) mit 1,2%igem Agar und Ausstanzen der betref-
fenden Antigen- und Antikérperlager mit speziell angefertigten
Stanzen. Einfiillen der zu untersuchenden Antigene und Ein-
legen in die Immunoelektrophoresekammer, Auftrennungszeit
45 min bei 6 Volt/om. Nach Herausnahme Einfillen der Anti-
seren in die Antikorperlager und Lagerung in feuchter Kammer
fir 16—18 8td bel Zimmertemperatur. Waschen (24 Std),
Trocknen (im Brutschrank bei 37° (), Firben (10-—20 min)
und Entfirben.

Ergebnisse und Diskussion

Abb.1 demonstriert zunichst ein Rheumatiker-
serum, das in der Ouchterlony-Platte gegen drei ver-
schiedene Antirheumafaktorseren eine sehr starke
Précipitationslinie mit 8,-Makroglobulincharakter zeigt.
Das Rheumatikerserum ergibt gegen die drei Anti-
rheumafaktorseren und gegen ein spezifisches Anti-
Bs-Makroglobulinserum eine ideuntische Linie. Alle dvei



