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W. HocHHEUSER, M. MULLER-BARDORFF, H. THIELE, P. C. Scrisa und K.
Scuwarz (II. Med. Klinik d. Universitit Miinchen): Klinische Bedeutung der
Trennung von proteingebundenem und sog. freiem Anteil des Plasmacortisols mit
Hilfe der Dextrangelfiltration*

Cortisol ist im menschlichen Plasma bei physiologischen Konzentrationen
zum grofiten Teil an ein gruppenspezifisches Alpha-Globulin gebunden, genannt
Transcortin. Die Bestimmung des nicht proteingebundenen Anteils verdient
besonderes Interesse, da nur diese geringe Konzentration an freiem Hormon
biologische Aktivitdt besitzt. pE Moor u. Mitarb. haben die Bindungskapazitit
des Transcortins mittels Dextrangelfiltration nach in vitro- Absittigung von Plasma
mit einem UberschuB an Cortisol untersucht. Mit dieser Technik wird die schwache
Cortisolbindung an Albumin nicht erfaBt [1]. Wir haben nach in vitro-Aquili-
brierung von Plasma mit einer Spurendosis von radioaktiv markiertem Cortisol
versucht, die Bindungsverhiltnisse bei Normalpersonen und bei verschiedenen
Erkrankungen zu bestimmen.

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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3 ml Plasma wurden 15 min bei 37 °C mit 0,1 pg 4-1*C-Cortisol (0,0084 p.Ci)
bzw. spater mit 0,009 pug 1,2-3H-Cortisol (0,05 u.Ci) inkubiert, durch dessen héhere
spezifische Aktivitit es moglich war, in einem Bereich zu arbeiten, in welchem die
zugesetzte Menge von markiertem Cortisol ohne EinfluBl auf das Verhiltnis von
proteingebundenem zu sog. freiem Plasmacortisol blieb. Je 1 ml des Inkubations-
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Abb. 1. Vergleich der fluorimetrisch bestimmten Plasmacortisolspiegel (unten, Einzelwerte) mit den Protein-

bindungsverhiltnissen von Cortisol, die mittels Dextrangelfiltration untersucht wurden (oben, Mittelwerte + dop-

pelte Standardabweichung). Im oberen Teil der Abbildung stellen die Sidulen das Gesamtcortisol in Prozent dar,

gepunktet ist der Prozentsatz des gebundenen, weif3 ist der Prozentsatz des sog. freien Cortisols angegeben. Dic
Normalbereiche sind schraffiert. Zahl der Untersuchungen = N

gemisches wurde als Doppelbestimmung auf zwei Séulen aufgetragen, die mit je
4 g Sephadex G-10 gefiillt waren (h = 16 cm, d = 0,8 cm). Durch Elution mit
0,01 M Natriumphosphatpuffer pH 7.4 bei Raumtemperatur und einer Durch-
fluBgeschwindigkeit von etwa 0,7 ml/min wurde der proteingebundene Anteil des
Plasmacortisols gewonnen. Das auf der Siule zuriickgebliebene, sephadex-
gebundene oder auch sog. freie Cortisol konnte anschlieend rasch mit einem
UberschuB3 an Mischserum eluiert werden. Das Eluat wurde mit einem Fraktions-
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sammler in 2 ml-Portionen bzw. fiir die Routineuntersuchungen mit der ein-
facheren Batch-Technik in zwei Fraktionen von 8 bzw. 10 ml aufgeteilt. Nach
Extraktion des Cortisols aus den Eluaten wurde die Radioaktivitit im Flissig-
keitsszintillationszéhler gemessen. Durch Proteinbestimmung nach Lowry [2]
wurde die Trennung des Cortisols in eine proteingebundene und in eine dextran-
gelgebundene oder sog. freie Fraktion nachgewiesen. Der Anteil des protein-
gebundenen Cortisols im Plasma nimmt infolge von Verdringung ab bzw. der
freie Anteil zu, wenn Cortisol in steigenden Mengen zugesetzt wird. Eine gleich-
sinnige Verschiebung beobachtet man bei Vergroferung der Sephadexmenge.
Diese Befunde beweisen, dafl eine teilweise Ablosung des Cortisols vom Trans-
cortin und eine Adsorption an das Dextrangel auf der Sdule stattfindet, wobei
ein kompetitives Verhalten beider Receptoren vorliegt. Wir messen also nicht
ganz die physiologischen Bindungsverhiltnisse des Plasmacortisols — daher sog.
freies Cortisol. Die Dextrangelfiltration liefert aber unter den angegebenen kon-
stanten Bedingungen gut reproduzierbare und klinisch brauchbare Ergebnisse.
In den untersuchten Plasmen wurden auBerdem mit einer modifizierten fluori-
metrischen Methode nach MaTtTiNeLY [3] die 11-OHCS bestimmt. Aus diesem
Gesamtcortisolspiegel und den prozentualen Anteilen von sog. freiem und protein-
gebundenem Cortisol kann anndhernd auf die Konzentration in pg-%, dieser bei-
den Fraktionen im Plasma geschlossen werden.

Unsere Ergebnisse sind in der ersten Abbildung zusammengefafit. Bei 20
Normalpersonen fand sich ein Mittelwert des proteingebundenen Cortisols von
89,79, und des sog. freien Cortisols von 10,3%,. Die zugehérigen Normalbereiche
(X + 2s) gehen von 84,8 bis 94,6%, bzw. 5,4 bis 15,2%,. Der Normalbereich der
11-OHCS liegt zwischen 4,5 und 20,9 pg-%, X = 12,7 ug-%,. Beim i.v. ACTH-Test
an zehn stoffwechselgesunden Personen (Abb. 2) haben wir ebenfalls die Protein-
bindungsverhéltnisse untersucht [4]. Das fluorimetrisch bestimmte Cortisol stieg
natiirlich an, der proteingebundene Prozentsatz sank von 90,6 auf 35,79, ab, der
sog. freie Anteil stieg entsprechend. Absolut nahm das proteingebundene Cortisol
gering zu, es ist jedoch deutlich, dafl der Anstieg des Gesamtcortisols vornehmlich
durch eine Zunahme des sog. freien Cortisols entsteht. Ahnliche Verhaltnisse
ergaben sich am 2. Tag des ACTH-Testes. Bei keiner der zehn Normalpersonen
stieg unter maximaler Stimulierung der Nebennierenrinde der absolute Wert des
proteingebundenen Cortisols tiber 23,6 pug-%, an. Das stimmt mit der in der Litera-
tur angegebenen normalen Bindungskapazitét des Transcortins von 23 bis 24 ug-%,
gut tberein [5]. 17 Patienten mit einem Morbus Addison oder beiderseitiger
Totaladrenalektomie (Abb. 1) wiesen z. T. bei mehrfacher Bestimmung (N = 24)
cinen signifikant erhohten Mittelwert des proteingebundenen Cortisols im Plasma
auf, das 24 Std nach Absetzen einer Hydrocortisonsubstitution gewonnen wurde
(p < 0,0005). Zu dieser Zeit ist sicher kein exogen zugefiihrtes Cortisol mehr im
Plasma vorhanden, fluorimetrisch wird nur eine unspezifische Basisfluorescenz
gemessen [6]. Der Mittelwert des proteingebundenen Cortisols X + s betrug
96,1 + 1,349, (Addison-Kranke X + s = 96,8 + 1,27, N = 10, Totaladrenal-
ektomierte X + s = 95,6 + 1,19, N = 7). Der Normalbereich fiir die Patienten
mit Morbus Addison, bei denen vor allem im Falle einer Restfunktion der Neben-
nierenrinde die Labordiagnose schwierig sein kann, ist von dem der Normal-
personen praktisch vollstindig getrennt. Fiinf dieser Patienten zeigten 2 Std nach
einer normalen Substitutionsdosis von 15 mg Hydrocortison per os einen protein-
gebundenen Cortisolgehalt von X = 17,9 pg-%,, der deutlich unterhalb der nor-
malen Transcortinbindungskapazitit liegt [5]. Die erhohte relative Protein-
bindung beruht also wahrscheinlich nicht auf einer Steigerung der Bindungskapa-
zitdt. 18 wegen verschiedenartiger Hypophysentumoren hypophysektomierte
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Patienten zeigten bei 21 Bestimmungen ebenfalls ein im Mittel signifikant (p <
0,0005) erhéhtes proteingebundenes Cortisol von 94,5 + 1,769, (x + s). Bei 16
dieser 21 Bestimmungen wurde dagegen fluorimetrisch ein im Normalbereich
liegendes Gesamtcortisol gemessen. Normale Proteinbindungsverhéltnisse des
Plasmacortisols fanden wir bei sechs Patienten mit Akromegalie. Nach Spickung
der Hypophyse mit Yttrium stieg der proteingebundene Teil bei zwei Patienten
an, bei denen es — nach den neurologischen Ausfillen und dem Liquorbefund zu
urteilen — zu einer Blutung als Folge des Eingriffs gekommen war. Im Gegensatz
zu diesen Befunden bei Nebennierenrindeninsuffizienz lieBen fiinf Patienten mit
einem Cushing-Syndrom eine signifikante Erhéhung des sog. freien Plasma-
cortisols auf rund 509, erkennen. Die Trennung vom Normalkollektiv mit Hilfe
der Dextrangelfiltration (p < 0,0005) ist noch deutlicher als mit der fluorimetri-
schen Methode.

Ein interessanter Befund ergab sich bei hyperthyreoten Patienten, deren
Erkrankung durch PB '?7I-Bestimmung und Radiojodtest gesichert war. Sie
zeigten fluorimetrisch gemessene Cortisolspiegel im oberen Normalbereich oder
dariiber (X = 19,5 pg-9%). Die Proteinbindung war signifikant (p < 0,0025) ver-
dndert im Sinne einer Zunahme des sog. freien Cortisols auf 25,99, obwohl die
Bindungskapazitit des Transcortins nicht abgesattigt ist [7]. Denn bei Teilung
des Gesamtcortisols nach den prozentualen Bindungsverhiltnissen ergibt sich ein
Gehalt von 14,4 ug-%, gebundenem und 5,1 ug-%, sog. freiem Cortisol gegeniiber 1,2
ug-% freiem bei Normalpersonen. Das heiflt, die Erhohung des Gesamtcortisols
bei hyperthyreoten Patienten ist vornehmlich durch eine Vermehrung des sog.
freien Plasmacortisols bedingt. Da wahrscheinlich nur das nicht proteingebundene
Cortisol in der Leber enzymatisch abgebaut wird, ist so die verkiirzte Cortisol-
halbwertszeit bei Hyperthyreose teilweise zu erkliren [8, 9].

Zusammenfassung

Die Dextrangelfiltration ermoglicht vor allem bei NNR-Insuffizienz eine
diagnostisch wertvolle Ermittlung der prozentualen Anteile von proteingebunde-
nem und sog. freiem Cortisol im Plasma. Bei zusitzlicher fluorimetrischer Be-
stimmung der 11-OHCS kann man den Gehalt an proteingebundenem und sog.
freiem Cortisol in pg-%, im Plasma anndhernd berechnen.
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Abb. 2. Verinderungen der Cortisolbindungsverhiltnisse im Plasma unter 4stiindiger Infusion von 25 I.E. ACTH.

Die Sdulen entsprechen dem proteingebundenen (schraffiert) bzw. dem freien Anteil (weiB) des Plasmacortisols in

Relativprozent (linke Ordinate). Die gepunktete Linie gibt die Verinderung des absoluten Gehaltes an protein-

gebundenem Cortisol inp.g-% an. Die ausgezogene Linie stellt den Anstieg des Gesamtcortisols dar (rechte Ordinate),
die Differenz zu der gepunkteten Linic entspricht dem absoluten Anstieg des sog. freien Cortisols in pug-%



