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Eine verbesserte fluorimetrische Cortisolbestimmung im Serum:
Diagnostische Bedeutung und therapeutische Folgerungen bei NNR-Insuffizienz

F. Kruer, A. C. Gere, N. Boss, R. Farrsuscr und P. C. Scripa *

1. Medizinische Klinik (Komm. Direktor: Prof. Dr. M. M. Forell} und Neurochirurgische Klinik (Direktor:
Prof. Dr. ¥, Marguth) der Universitit Miinchen

Einleitung

Die bisher bei uns ibliche Bestimmung der sog.
11-Hydroxy-Corticosteroide [4, 6, 9—12, 14, 20] ist
methodisch unbefriedigend. Sie ist durch hohe un-
spezifische Basisfluorescenz, Storanfilligkeit und man-
gelnde Prizision belastet. Ausgehend von Unter-
suchungen tber die Maxima der Absorption und
Emission bei der fluorimetrischen Cortisolbestimmung
[5, 19] wurden die technischen Voraussetzungen fir
eine exaktere fluorimetrische Serumcortisolbestim-
mung untersucht [8].

Nach Aufbau dieser Methode sollten folgende
Fragestellungen gepriift werden:

1. Empfindlichkeit, Genauigkeit, Richtigkeit, Re-
produzierbarkeit, Storfaktoren und Spezifitit der
Methode.

2. Normalbereiche fiir NNR-Gesunde (9 Uhr-Niich-
terncortisol und ACTH-Belastung).

3. 24 Std-Rhythmus der Serumcortisolspiegel bei
NNR-Gesunden oder bei Cortisolsubstitution von
NNR-Insuffizienten ; Verbesserung der Tagesverteilung
der Cortisolsubstitution.

4. Kinetik des Absinkens der Serumcortisolspiegel
bei Dexamethasonsuppression oder -substitution.

5. Diagnostische Wertigkeit der Methode und der
iv. ACTH-Belastung bei primirer und sekundarer
NNR-Insuffizienz und beim Cushing-Syndrom.

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein-
schaft (SFB 51).

62%

Methoden

1. Fluorimetrische Cortisolbestimmung

a} Reagentien. Hydrocortison reinst (Merck 8963), Athanol
abs, p.A. (Merck 972), Schwefelsdure 95—97% p.A. (Merck
731), Dichlormethan p.A. (Merck 6050).

b) Blutentnahme. Die Blutentnahmen erfolgten um 9 Uhr

oder zu den angegebenen Zeiten aus einer Armvene. Das Blut
wurde in Dichiromatschwefelsiure — gereinigten Glasréhrchen
oder in Plastik-Einmaleshrchen aufgefangen. Nach Zentri-
fugation (10 min, 1500 g) wurde das Serum gleich oder nach
Auftaven (Lagerung bei —20° C) verwendet.
. ¢) Fluorescenzreagens. Konzentrierte Schwefelsiure und
Athanol abs. werden bei +4° C gelagert. Zu 150 ml Athanol
abs. (44° C) werden 350 ml konz. H,80, (++4° C) innerhalb
von ca. 28td iber einen Tropfirichter gegeben (Eisbad,
Magnetrithrer). Das frisch angesetzte Fluorescenzreagens muf
nach volisténdiger HySO,-Zugabe noch 2 Std weiter und auch
wabrend der Entnahme der 4 ml Proben, die zum Dichlor-
methanextrakt zugesetzt werden, im Eisbad gerithrt werden,
um konstante Leerwerte zu erhalten.

d) Eaxtraktion. 2m]l Serum werden mit 10 ml Dichlor-
methan in 20 ml Schliffstopfengliisern mit einem Rotations-
mischer, dessen Achse zur Horizontalen einen Winkel von
20° bildet, extrahiert (20 min, 40 UpM, Zimmertemperatur).
Nach vorsichtigem Absaugen der wiBrigen Phase wird der
Dichlormethanextrakt mit 2ml 0,1 N NaOH gewaschen
(Whirlmix, 10 sec) und mittels vorsichtigem Absaugen wund
Dekantieren von der wilirigen Phase getrennt. Zu 7,5 ml
Dichlormethanextrakt kommen in 20 ecm langen graduierten
Schliffglisern 4 ml eiskalten Fluorescenzreagenses (s.0.);
30 sec Mischen (Whirlmix). Nach Entmischung der Phasen
(ca. 10 min Stehen) wird der Dichlormethaniiberstand abge-
saugt, wobei die Vermeidung des Ansaugens von Luft ent-
scheidend ist [8]. Dazu wird eine 0,2 ml Pipette in die Dichlor-
methanphase bis kurz tiber das Fluorescenzreagens getaucht.



930 F. Kluge et al.: Serumcortisol, diagnostische Bedeutung und therapeutische Folgerungen Klin. Wschr.

= _gr— 5

ENTLUFTUNG

£3E

LD WASSERSTRAHLPUMPE

b

{ S: | ,/ {7 \ ; +
8 < 8 J 9 J |

MESSGUT LUFTREINIGUNG UBERLAUFGEFASS PUMPE

Abb. 1. Mikroabsaugkiivette, Fiillungs- und Entleerungsvorgang. — Mikroabsaugkiivette: Drei Seitenwiinde der Kiivette
sind aus Schwarzglas, Schichtdicke=1 cm, Fillvolumen==1,2 ml, Einfiillstutzenende im schrigen unteren Drittel des
Kaming, Entluftungsstutzen an der Spitze und Absaugstutzen am tiefsten Punkt des Fiillraumes. Die Kiivette wurde in Ab-
dnderung der Kivette Nr. 185 der Fa. Hellma, Millheim/Baden, gebaut. — Fillung: Hahn 4 und D zu, Hahn C und B
auf. Wenn der Kunststoffstopfen F luftdicht auf das graduierte Schliffglas (20 ml) gesebzt wird, driickt getrocknete und
gereinigte Luft das Mefgut durch Schlanch ¢ in die Kiivette, wobei die Luft iiber den gedfineten Hahn F entweichen kann.
Wenn die Kiivette gefillt ist, wird Hahn Z geschlossen und Hahn 4 gedfinet, bis die Fliissigkeitssdule Hahn 4 erreicht.
Zugleich wird die Leistung der Aquariumspumpe gedrosselt, damit der Druck in der Kiivette nicht zu hoch wird. Die Messung
kann bereits beginnen, wenn der Hahn E geschlossen ist. — Entleerung: Wéhrend der Messung wird die Wulfsche Flasche
evakuiert (Hahn ¢ und B geschlossen und D gedffnet). Nach der Messung (15 sec) wird bei geschlossenem Lichtweg die
Kiivette durch Offnung der Hihne 4 und C leergesaugt. Nach Entleerung des Schlauches ¢ wird auch Hahn F getfinet und
schlieBlich der Stopfen F gelockert. Entscheidend ist bei diesem Fillvorgang die Vermeidung des Entstehens von feinsten
Bléischen in dem mit Dichlormethan gesdttigten Fluorescenzgemisch, welche durch Reflektion in der Kiivette die Messung ver-
filschen. Das geschieht durch Fillung der Ktvette mittels einer Pumpe gegen die Summe von atmosphérischem Druck und

Stromungswiderstand in der Entlaftungscapillare

Gerade vor dem Erreichen der Grenzschicht wird die Pipetten-
spitze schnell in das Fluorescenzreagens getaucht und wieder
angehoben, so daf der Dichlormethanrest und die obersten
0,2—0,3 ml des Fluorescenzreagenses wegen der hoheren
Viscositit des Fluorescenzreagenses langsam abgesaugt werden.

e) Fluorimetrie. 79 min nach dem Mischen des Fluorescenz-
reagenses und des Dichlormethanextraktes wird die Mikro-
absaugkiivette (Abb. 1) nach dem Schema (Abb. 1) gefiillt; in
der 80.min wird gemessen. Beim registrierenden Spektral-
fluorimeter Beckmann mit Xenon-Hochdrucklampe (XE 1045)
ist der erste Monochromator (GM 1139) auf 464 nm eingestellt
(Spaltbreite entspricht 20 nm); die Emission wird bei 522 nm
(Spalthreite entspricht 5 nm) im Auflichtverfahren gemessen.
Das QGerit ist so geeicht, daB 0—30 pg Cortisol pro 100 ml
Eichldsung 100 Skalenteilen (SKT) entsprechen. Diese Sprei-
zung 148t sich bei Bedarf ohne weiteres auf das 3fache erh6hen,
Cortisolwerte iiber 30 1g/100 ml sind durch Stufenschaltung
ablesbar. Die Uberprifung der Richtigkeit der Abwigungen
und Verdiinnungen fiir Eichkurven ergab bei einem Arbeits-
standard von 10 pg Cortisol pro 100 ml bei 10maligem Ab-
wiegen und Verdiinnen einen Mittelwert von &4-s=10,09 -
0,42 pg/100 ml, VK =4,2%. Das mittlere Kérpergewicht der
Normalpersonen (Z-4s) betrug 103,8412,7% des Durch-
schnittsgewichtes (nach Geigy-Tabellen). Eine Korrelation
zwischen Korpergewicht dieser Personen und ihren 9 Uhr-
Niichterncortisolwerte bestand nicht (r=0,2; nicht signifi-
kant).

2. Intravenose ACTH-Belastung

Je 0,25 mg Synacthen®, frisch geldst in 500 ml 5% Laevu-
loselosung, wurden an zwei aufeinander folgenden Tagen von
9 Uhr bis 13 Uhr infundiert. Die Seren A, B, C und D wurden
durch Blutentnahme vor und nach ACTH-Gabe, also um 9 und
um 13 Uhr jeweils an beiden Tagen gewonnen (Abb. 3a, b).

3. Messung des Serumcortisols im 24 Std-Rhythmus
mit und ohne Cortisolsubstitution

NNR-insuffiziente Patienten wurden um 7 Uhr mit 15 mg
Cortisol, wml3 Uhr mit 5 mg und um 19 Uhr mit 10 mg oral
substituiert, Um 6, 9, 12, 18, 24 und 6 Uhr wurde bei diesen
Patienten und ebenso bei einem Kollektiv Stoffwechsel-
gesunder Blut zur Cortisolbestimmung entnommen (Abb. 4).

4. Bestimmmungen an ,,Cortisol-freiem® Serum
(Dexamethason-Substitution bei NNR-Insuffizienz)

NNR-insuffiziente Patienten erhielten zuletzt wm 7 Uhr
oral 15 mg Cortisol; am gleichen Abend sowie am Morgen und
Abend der folgenden Tage wurden sie mit jeweils 0,25 mg
Dexamethason substituiert, welches durch die fluorimetrische
Bestimmung nicht erfaBt wird [12]. Am ersten Tag wurde
um ca. 9, 12 und 18 Uhr und an den folgenden 2—3 Tagen
jeweils gegen 9 und 18 Uhr Blut entnommen (Abb. 5, 6).
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Ergebnisse
1. Zur fluorimetrischen Cortisolbestimmung

Die Methode erlaubt die Bestimmung von weniger
als 1 22 Cortisol in 100 ml Eichlosung (Empfindlich-
keit: #+s=1,04-0,3 pg/100 ml, N =20, Variations-
k effizient VK =30%). Sie ist durch eine hohe Ge-
rauigkeit an einem Tag (Eichlosung von 10 ug/100 ml:
F+4-5=10,74+0,5 pg/l100 ml, N=20, VK=4,7%;
Kontrollserum: VK =3,8%) ausgezeichnete Richtig-
keit (Wiederfindeversuche fiir Cortisol 4- Serum, Kor-
relation r=0,989; Regression b=0,964) und Repro-
duzierbarkeit von Tag zu Tag (Kontrollserum:
VK =6—7%) gekennzeichnet. Dis Spezifitit der
Methode zeigte sich an den niedrigen Serumcortisol-
werten bei Dexamethasonsuppression und -substitution
(Abb. 5, 6). Serum- und Plasmawerte sind gleich
(r=0,995; Regression b=10,999). Bine geiibte Kraft
kann mit dieser Methode 34 Seren in 8 Std unter-
suchen (Doppelbestimmungen).

2. Normalbereiche

Soldaten (N ==37), Personal (N =22) und statio-
niire nebennierengesunde Patienten (N =43) zeigten
zosammen eine logarithmische Verteilung der 9 Ubr-
Niichterncortisolwerte im Serum: Normalbereich 9,7
bis 32,0 ug/100 ml (Abb. 2). Auch bei iv. ACTH-
Belastungen Gesunder sind die 9- und 13 Uhr-Werte
des Serumcortisols logarithmisch verteilt (Abb. 3).

3. Intravensse ACTH-Belastung

Bei der Durchfithrung von i.v. ACTH-Belastungen
zeigte sich ein deutlich unterschiedliches Verhalten bei
Normalpersonen sowie primér und sekundir NNR-
insuffizienten Patienten (Abb. 3a). Addison-Patienten
(I =5) waren bereits durch Bestimmung des 9 Uhr-
Niichterncortisols zu diagnostizieren und wiesen keine
Reaktion auf die ACTH-Infusion auf; die Mittelwerte
fir die Seren A, B, C und D sind hochsignifikant
{p<<0,005) von den Vergleichswerten fiir Normal-
personen unterschieden (Abb.3a). — Bei Patienten,
die nach Operation eines Hypophysentumors unter-
sucht wurden (N ==30), waren die entsprechenden
Werte beim ACTH-Test im Vergleich zu Normal-
personen signifikant erniedrigt (Abb. 3a). Sie lagen
aber hoher als bei primérer NNR-Insuffizienz.

Entscheidend fiir die diagnostische Brauchbarkeit
der Methode ist jedoch nicht die Tatsache, daf§ die
Werte von NNR-insuffizienten Patienten und an
Hypophysentumoren Operierten im Mittel signifikant
unter den Normalbereichen liegen. Viel wichtiger ist
die Frage, wieviele Werte der Patienten dieser in-
homogenen Kollektive aulerhalb der Normalbereiche
liegen (Abb. 3a). Alle Werte der 5 Addisonpatienten
lagen sicher unterhalb der Normalbereiche. Von den
hypophysenoperierten Patienten lagen bei A: 22 von
30, bei B: 23 von 30, bei C: 11von 29 und bei D: 19 von
29 Werten unterhalb des Normalbereiches. Kine
sekunddre NNR-Insuffizienz lieB sich also nach den
Werten des ersten Tages bei ca. 75% der wegen eines
Hypophysentumors Operierten nachweisen [9, 18], Die
9 Uhr-Niichternwerte von 5 Patienten mit einem
Cushing-Syndrom (Abb. 3b) liegen ebenso wie die
Werte beim ACTH-Belastungstest oberhalb des Nor-
malbereiches NNR-Gesunder.
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Abb. 2. 9 Uhr-Niichterncortisolwerte von Normalpersonen.
Der Normalbereich (logarithmische Verteilung, #-2s) ist
schraffiert, der Mittelwert ist 17,6 pug% [8]

4. 24 Std-Rhythmus des Serumcortisols bei Normal-
personen und bei Cortisolsubstitution von
NNR-Insuffizienten

Um die Effektivitidt unseres Substitutionsschemas
fiir NNR-insuffiziente Patienten [15a, 17] zu priifen,
untersuchten wir die Serumcortisolspiegel im 24 Std-
Rhythmus (s. Methoden). Dabei zeigte sich, daB bei
Addison-Patienten (N =6) und bei einem total-
adrenalektomierten Patienten die Serumcortisolspiegel
teilweise unter den Mittelwerten des Tagesprofils von
NNR-Gesunden liegen. Dies ist besonders in den
frithen Morgenstunden der Fall (Abb. 4).

5. Bestimmungen an ,,Cortisol-freiem* Serum
(Dexamethason-Substitution bei NNR.-Insuffizienz)

Messungen sehr niedriger Cortisolspiegel sind
wichtig fiir die Diagnostik der NNR-Insuffizienz und
fiir Aussagen iiber die Spezifitit dieser Methode, Die
Cortisolspiegel sanken unter der angegebenen Dexa-
methasonsubstitution (s. Methoden) in der angegebe-
nen Zeit bei den Addison-Patienten (N ==6) auf 2 bis
4 ug/100 ml und bei den Totaladrenalektomierten
(N =3) auf 1—2 pg/100 ml ab (Abb. 5, 6).



932

MaLORTISOL
100 mt

A 1TAG B C_2TAG D

70

60

50

L1
.,

401

301

s *
2
raEs Jeaan B ¥

201

* au »,
"y ng Ry

@
o
»
[y
s
»
loonoo
-
oo

(o3
o
-3
-
W
Q
o

LG CORTISOL
100 m1
A 1TAG B

C_2TAG D
(25 E ACTHIv ],

120 v
110
100
90
80
70
60

50

40

30

20

b
Abb. 3a u. b. ACTH-Belastungen, Durchfithrung s. Methoden.

Stoffwechselgesunde (A A), Zustand nach Operation
eines Hypophysentumors (m), Morbus Addison (0), Cushing-
Syndrom (O 7). Bei der Patientin M. L. handelte es
gich um ein NNR-Adenom. Die Patientin G. R. hatte ein
NNR-Carcinom, die Patientinnen R. Z., G. A. und M, H. hatten
eine bilaterale NNR-Hyperplasie.
a o Stoffwechselgesunde, Z-+2s (geom.), N=23. m Hypo-
physektomierte, N =30. 0 Addison-Patienten, N =5.
b 0 Cushing-Patienten, N =5. M. H. 0--0, G.A. g0——0,
R.Z. 30, M. L. 0-—0, G. R. O (Binzelwert). o Stoffwechsel-
gesunde, &+ 2s (geom.), N =23. ¢ Addison-Patienten N =5

Diskussion
Das praktische Kriterium dieser Methode zur
Cortisolbestimmung ist die klinische Brauchbarkeit.

F. Kluge et al.: Serumcortisol, diagnostische Bedeutung und therapeutische Folgerungen
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Abb. 4. Serumcortisolspiegel im 24 Std-Rhythmus (&-}-s).

Cortisolsubstitution s. Methoden. Stoffwechselgesunde (A——

—4) und Patienten unter Cortisolsubstitution (0 0o):
Morbus Addison (N = 8), Totaladrenalektomiert (N =1)
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Abb. 5. Absinken von Cortisolspiegeln unter Dexamethason-
substitution von Patienten mit Morbus Addison (o O},
bzw. nach totaler Adrenalektomie (@ @), Mittelwerte

Insbesondere mufl hierbei an exakt reproduzierbare
MeBwerte fiir NNR-insuffiziente Zustédnde gedacht
werden. Aber gerade die unscharfe Trennung solcher
Zustéinde gegeniiber normalen Mefiwerten belastet bis-
her angewandte Methoden [4, 6, 7, 9—14, 20].

Zu einer technisch befriedigenden Losung gelangten
wir w.a. durch den Einbau einer speziellen Mikro-
absaugkiivette, angeschlossen an ein Fillsystem aus
Teflonschliuchen mit einer regelbaren Pumpe (Abb. 1).
Hierdurch konnte die Aufgabe geldst werden, diese
Kiivette blasenfrei zu fiillen, da feinste reflektierende
Bléschen die Messung durch Stérstrahlung beein-
trichtigen. Das Spektralfluorimeter ermoglichte eine
Erhohung der Spezifitit der Anregung und Emission
bei gentigend hoher Lichtintensitit, wodurch die Nach-
teile der sekundéren Verstidrkung der Emission nicht
mehr ins Gewicht fielen. Durch die Verlegung des
MeBzeitpunktes wurde erreicht, dall die Fluorescenz-
intensitdt von Cortisol stabil war. AuBerdem steigt
dadurch die Spezifitdt der Methode, da unspezifische
Fluorigene ihr Fluorescenzmaximum schnell erreichen,
wihrend die Cortisolfluorescenz bis zur 70.-—80. min
zunimmt [6—8, 20].

Mit diesen Verbesserungen ist die Methode so
empfindlich, daBl bereits mit der Bestimmung des
9 Uhr-Niichterncortisols eindeutig zwischen normalen
und primér und z.T. auch sekundir NNR-insuffizien-
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Abb. 6. Absinken von Cortisolspiegeln unter Dexamethasonsubstitution von Patienten mit Morbus Addison, bzw. nach
Totaladrenalektomie. Dargestellt sind die Einzelverliufe von 9 Patienten

ten Patienten (Abb. 3a) unterschieden werden kann.
Zur Unterscheidung zwischen einer inkompletten und
kompletten NNR-Insuffizienz ist hingegen der ACTH-
Test immer noch erforderlich.

Zieht man die Spezifitdt der Methode in Betracht,
so sollte man sich dariiber im klaren sein, dal zu ihrer
Prifung grundsétzlich zwei Wege offenstehen, wobei
theoretisch gesehen kein Weg zu einer vollstindigen
Verifikation unserer Hypothese fihrt, ndmlich dall wir
nur Cortisol (und Corticosteron?) bestimmen. Denn
Millionen positiver Falle geniigen nicht, um ein solches
statistisches Gesetz zu verifizieren; ein Gegenbeispiel
gentigt jedoch, um es zu falsifizieren [3].

Einerseits konnte man einen Negativkatalog auf-
stellen, indem wir moglichst viele Substanzen (Hor-
mone, Medikamente) mit unserer Methode hinsichtlich
der Storung der Cortisolbestimmung untersuchten.
Hier muBl man auf Storfaktoren, die die Fluorescenz
erheblich im Sinne von erhohten Werten beeinflussen,
hinweisen. Ks handelt sich um Silikonfette, Gummi
sowie dessen Weichmacher und Aldactone® [2, 9, 15,
16].

Davon ausgehend, dafl wir hauptsichlich Cortisol
bestimmen, mufl man andererseits erwarten, daf}
definierten klinischen Zustandsbildern ganz bestimmte
Cortisolwerte zuzuordnen sind. Dies wurde durch
folgende Versuchsanordnungen und deren Ergebnisse
iberpriift:

1. Es wurde ein Normalbereich NNR-gesunder
Personen erstellt (Abb. 2).

2, Weiterhin wurde die Hypothalamus-Hypophy-
sen-NNR-Achse nebennierenrindengesunder Personen
(N =17) mit Dexamethason (4mal 2 mg/Tag) suppri-
miert. Am 1. Tag der Suppression konnten wir gegen-
iiber dem Normalbereich schon stark erniedrigte
Spiegel messen, die am 2. Tag aber noch geringfiigig
abfielen. Am 2. Tag fanden sich Cortisolspiegel von
2,2-3,7 1g/100 ml (Extremwerte, Gerb [8]).

3. Es wurden Dauer und Ausmafl der Suppression
der Hypothalamus-HVL-NNR-Achse durch einmalige

1 Corticosteron ergibt bei diesem Verfahren eine 3,2fach
stirkere Fluorescenzintensitéit als Cortisol (O. A, Miiller).

orale, verschieden hohe Corticoiddosen beim Menschen
quantitativ erfallt und verglichen [1].

4. Unter Dexamethasonsubstitution (2mal 0,25 mg/
Tag) gelang der Nachweis niedrigster Cortisolspiegel
bei Addison- und adrenalektomierten Patienten {Abb.
5, 6). Im abfallenden Kurvenverlauf (Abb. 5} zeigt
sich am 3. Tag noch keine eindeutige Plateaubildung.
Damit ist wahrscheinlich, daB die gemessenen niedrigen
Werte zumindest z.T. noch Cortisol entsprechen und
nicht ohne weiteres als unspezifische Basisfluorescenz
abgezogen werden diirfen.

Zur Substitutionstherapie NNR-insuffizienter Pa-
tienten (Abb. 4) sei noch bemerkt, daBl auch bei der
bis jetzt bei uns iblichen Dosisverteilung [15a] noch
Phasen eines Cortisolmangels vorhanden sind. Dies ist
besonders in den frithen Morgenstunden und mittags
der Fall. Diese ,,Cortisoldurststrecken® [17] kénnten
so abgefangen werden, dafl die Gesamt-Dosis noch
besser verteilt wirde:

Beim Aufstehen (ca. 6 Uhr) 10 mg, um 10 Uhr und
14 Uhr jeweils 5 mg, gegen 20 Uhr nochmals 10 mg
Cortisol (Hydrocortison® Hoechst). Zusitzlich kann
man bei Hypotonie bzw. Mineralocorticoidmangel
morgens ca. 0,1 mg 9-x-Fluohydrocortison (Fludro-
cortison = Florinef® Squibb) verabreichen.

Zusammenfassung. Die fluorimetrische Methode zur
Bestimmung von Serumcortisol wurde durch blasen-
freie Fillung einer Spezialkiivette mittels Pump-
vorrichtung, durch Beniitzung eines Spectralfluori-
meters, sowie Verlegung des MeBzeitpunktes (80 min)
und durch optimale Anrvegung (464 nm) und Emissions-
messung (522 nm) verbessert. Empfindlichkeit (<1 pg
Cortisol/100 ml), Richtigkeit, Genauigkeit, Reprodu-
zierbarkeit von Tag zu Tag (VK =6—7%) und Stor-
faktoren der Methode werden angegeben.

Mit dieser Methode wurden Normalbereiche fiir die
9 Ubr-Nichterncortisolwerte und die iv. ACTH:
Belastung ermittelt.

Bei NNR-insuffizienten Patienten (M. Addison;
Zustand nach Operation eines Hypophysentumors;
total Adrenalektomierte) wurden i.v. ACTH-Belastun-
gen durchgefithrt, wobei sich bereits beim 9 Uhr-
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Niichterncortisolwert eine diagnostisch gut brauchbare
Trennung gegeniiber dem Normalbereich ergab. Unter
Dexamethasonsubstitution wurden bei NNR-Insuffi-
zienz sehr niedrige Cortisolspiegel gemessen, was fir
die Spezifitdt der Methode spricht.

Die Bestimmung des 24 Std-Rhythmus der Cortisol-
werte bei NNR-Insuffizienten zeigte, dafl besonders in
den frithen Morgenstunden im Vergleich zu Normal-
personen erniedrigte Cortisolspiegel bestehen. Daraus
wird ein besserer Verteilungsvorschlag fiir die Cortisol-
substitution abgeleitet.

Summary. The fluorimetric determination of serum
cortisol was improved

1. using a pumpdevice to fill a special microcu-
vette avoiding the development of small bubbles,

2. using a recording spectrofluorometer with opti-
mal absorption (464 nm) and emission (522 nm), and

3. allowing for maximal fluorescence of cortisol
(80 min).

Sensitivity (<1 ug cortisol/100 ml}, accuracy,
precision and specificity of the method are reported.
Normal values of 9.00 a.m. serum cortisol (9.7—32.0
ug/l100 ml) and of values before and after ACTH
infusion tests were determined.

For adrenal insufficiency {Addisons disease, total
adrenalectomy, or after hypophysectomy) the 9.00
a.m. values of serum cortisol were generally satis-
factory for diagnosis. In partial adrenal insufficiency
ACTH infusion tests had to be performed.

Very low levels of serum cortisol (2—4 1g/100 ml)
were obtained, when patients with adrenal insuffi-
ciency were substituted with dexamethasone for three
days, proving the specificity of the method.

Determination of circadian rhythms of serum
cortisol in patients with adrenal insufficiency on
cortizol substitutive therapy in divided doses demon-
strated cortisol levels far below the normal values
during the early morning hours. This situation should
be improved by dividing the cortisol dose as follows:
6a.m.:10mg,10a.m.: 5mg, 2p.m.: 5 mgand 8 p.m.
or later: 10 mg cortisol.

Friulein R. Frohlich danken wir fiir ibre ausgezeichnete
technische Assistenz.
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