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A Einleitung und Zielstellung 

 

Glucocorticosteroide (GC) spielen für viele endogene Prozesse im Organismus eine 

wichtige Rolle. Sie regulieren die Gluconeogenese sowie den Lipid- und Protein-

stoffwechsel. Außerdem sind sie für die Stressregulierung über die Hypothalamus-

Nebennierenrinden-Achse verantwortlich. Therapeutisch kommen die GCs wegen ihrer 

entzündungshemmenden Wirkung zum Einsatz und werden u.a. bei Asthma und 

Gelenkentzündungen angewandt. Diese Eigenschaft macht sie auch interessant für den 

Gebrauch im Sportbereich. Dort wird ihre Anwendung über die Weltantidopingagentur 

reguliert. Ihr oraler, intramuskulärer, intravenöser und rektaler Gebrauch ist im Wettkampf 

verboten. Diese Einschränkung bzgl. des Applikationszeitraumes und des Applikations-

weges erschwert die diagnostische Aussagekraft von Routinedopingproben, welche im 

Urin durchgeführt werden. Ein Grenzwert von 30 ng/ml soll einen legalen Gebrauch von 

einem Missbrauch abgrenzen. Die endogenen Glucocorticosteroide stellen hierbei jedoch 

einen Graubereich dar. Endogen wird Cortisol in einem zirkadianen Rhythmus produziert 

und die Produktion ist stressinduziert. Somit kommt es zu ausgeprägten intra- und 

interindividuellen Streuungen der endogenen Produktion. Dadurch bedingt ist eine 

Abgrenzung der endogenen Produktion von einer legalen Anwendung bzw. einem 

Missbrauch im Rahmen der Dopingrichtlinien im Urin nicht möglich.  

Speziell für den Nachweis von endogenen Substanzen ist es wichtig, eine Methode zu 

finden, mit der es möglich ist, die endogene Produktion von einer exogenen Bezugsquelle 

abzugrenzen. Dabei haben sich zwei Wege als hilfreich herausgestellt. Zum einen, wenn 

die Differenzierung nicht an Hand von Absolutkonzentrationen sondern durch die 

Anwendung von Analytverhältnissen durchgeführt wird. Zum anderen, wenn ergänzende 

Matrizes, wie Speichel oder Haar, verwendet werden. Beispielsweise wird im Fall von 

Testosteron der Testosteron-Epitestosteron-Quotient (T/E) in Urinproben gebildet. Die 

endogene Produktion des Epitestosterons, das 17α-Isomer des Testosterons, bleibt bei 

einer exogenen Zufuhr des Testosterons unbeeinflusst, was zu einem Anstieg des T/E-

Wertes führt. Für geringdosierte Anwendungen bzw. für Applikationswege wie 

transdermal, ist diese Bewertung jedoch nicht aussagekräftig und die Medikation bleibt 

unentdeckt. Auch Speichelanalysen zeigten sich hier als erfolgsversprechend, da nur die 

biologisch aktiven Anteile aus dem Blut in den Speichel übergehen. (Thieme et al. 2013)  

Das endogene Glucocorticosteroid Cortisol steht seit der Jahrtausendwende im Blickpunkt 

vieler Forschungen, welche sich mit dessen Bedeutung für die Stressantwort befassen 
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und Cortisol u.a. im Speichel und Haar nachweisen. Auffällig ist dabei, dass die ersten 

Arbeiten fast ausschließlich mittels immunchemischen Nachweisverfahren erfolgten. Erst 

in den letzten fünf Jahren wurden vermehrt Verfahren verwendet, welche eine 

chromatografische Trennung und eine massenspektrometrische Detektion (hauptsächlich 

Flüssigchromatographie-Tandemmassenspektrometrie, LC-MS/MS) kombinieren. Vorteil 

dieser Methoden ist, dass der Nachweis von Substanzen selektiv erfolgt und 

Kreuzreaktionen nicht stattfinden. Weiterhin ist es vorteilhaft, dass die Konzentrationen 

von mehreren Analyten mit einer Messung bestimmt werden können. So ist es zum 

Beispiel möglich Cortisol und andere Steroide parallel nachzuweisen.  

Cortison spielt für die physiologische Wirkung der Glucocorticosteroide im Körper keine 

Rolle, da es selbst nicht biologisch aktiv ist. Deshalb wurde es in bisherigen Forschungen 

für diagnostische Aussagen nicht berücksichtigt. Mit Zunahme der Verwendung der LC-

MS/MS-Technologie werden jedoch beide endogenen GCs zunehmend nebeneinander 

bestimmt. Bei der Betrachtung von unterschiedlichen Untersuchungsmedien ist auffällig, 

dass sich die Konzentrationsverhältnisse Cortisol zu Cortison unterscheiden. 

Entgegengesetzte Verhältnisse werden ersichtlich, wenn die GC-Konzentrationen im Blut 

mit denen im Speichel bzw. Haar verglichen werden.  

Haar- und Speichelproben zählen zu den ergänzenden Matrizes der Routine-

untersuchungsmedien Urin und Blut und werden bereits in vielen forensischen und 

klinischen Laboren für diagnostische Fragestellungen verwendet. Diese Matrizes liefern 

wichtige Hinweise auf den akuten (Speichel) oder chronischen/zurückliegenden (Haar) 

Gebrauch bzw. Missbrauch von Medikamenten und Drogen. Sowohl die Haar- als auch 

Speichelmatrix sollen den physiologisch aktiven Anteil von Substanzen im Blut 

widerspiegeln und somit korrektere Rückschlüsse auf deren Wirksamkeit zulassen. Die 

beobachtete Konzentrationsverschiebung der GCs wiederspricht jedoch dieser Annahme. 

Bisher wurde dies mit der lokalen Wirksamkeit von Enzymen, welche die Corticosteroide 

ineinander umwandeln, erklärt.  

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde folgender Fragestellung für die 

Nachweisbarkeit der Glucocorticosteroide nachgegangen: 

 

„Wie hoch ist der Anteil der Plasmaproteinbindung der GCs im Blut und welche 

Rückschlüsse lassen sich daraus auf die Konzentrationsverschiebung innerhalb der 

einzelnen Matrizes ziehen?“ 
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Um diese Frage zu beantworten wurden: 

- die Konzentrationen der GCs im Blut (gesamt und frei), im Speichel und im 

Haar bestimmt, 

 

- aus den Blutkonzentrationen die Plasmaproteinbindungen berechnet, 

 

- Korrelationen zwischen den Blut- und Speichelkonzentrationen hergestellt, 

 

- Einflussfaktoren auf die nachweisbaren Konzentrationen untersucht und 

 

- Referenzbereiche für die endogenen GCs definiert. 
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B Theoretische Grundlagen 

B.1 Corticosteroide 

B.1.1 allgemeine Grundlagen 

Corticosteroide, auch als Corticoide bezeichnet, stellen eine Untergruppe der 

Steroidhormone dar. Dabei handelt es sich um eine Hormonklasse des endokrinen Systems, 

welche zu den wichtigsten Hormonen im menschlichen Körper zählen. Neben den 

Corticosteroiden gibt es die Gruppe der Gestagene und die Gruppe der Sexual- oder 

Geschlechtshormone, mit Estradiol und Testosteron als wichtigste Vertreter. (Wilde 1999, 

Stryer 1994, Silverthorn 2009, Neumann 1992, Karlson 2005) Die Biosynthese der 

Steroidhormone erfolgt als Teil des Fettstoffwechsels in der Nebennierenrinde, den 

Keimdrüsen und der Plazenta. (Wilde 1999) Ausgangsstoff für die Synthese ist das 

Cholesterin, welches entweder mit der Nahrung aufgenommen oder endogen aus  

Acetyl-Co-A gebildet wird. (Wilde 1999, Stryer 1994) Die einzelnen Schritte der Biosynthese 

sind in Abbildung B-1 dargestellt. 

Die endogen vorkommenden Corticosteroide beim Menschen können an Hand ihrer 

Wirkungen in zwei Gruppen, die Mineralo- (MC) und die Glucocorticosteroide (GC), eingeteilt 

werden. Das endogene MC ist das Aldosteron, welche hauptsächlich auf den Mineral- und 

Wasserhaushalt im Körper wirkt. (Wilde 1999) Die GCs umfassen das Corticosteron, das 

Cortisol, als biologisch aktive Form, und das Cortison als dessen inaktiver Metabolit. Cortisol 

wird in einen zirkadianen Rhythmus von der Nebennierenrinde ausgeschüttet, wobei ein 

Konzentrationsmaximum am Morgen zwischen 3 Uhr und 8 Uhr und ein Minimum am Abend 

zwischen 18 Uhr und 24 Uhr erreicht wird. (Neumann 1992, Weitzman et al. 1971) Cortisol 

ist im Blut zu 95 % an Plasmaproteine (Transcortin: 80-90 % und Albumin: 10-15 %) 

gebunden und ist somit nicht biologisch aktiv. (Lewis et al. 2005) Das freie, sprich nicht 

proteingebundene Cortisol beeinflusst durch seine physiologische Wirkung viele Bereiche 

des Körpers, unter anderem den Kohlenhydrathaushalt und den Protein- und 

Lipidstoffwechsel. Außerdem besitzen GCs antiinflammatorische und immunosuppressive 

Eigenschaften, welche sie für therapeutische Anwendungen interessant machen. Sie werden 

für die Behandlung von Atemwegserkrankungen, Rheuma, Allergien und hormonellen 

Störungen angewandt. Dabei kommen unterschiedliche Applikationswege zum Einsatz, z.B. 

inhalativ, transdermal, rektal und oral. 

 

 

 

 



THEORETISCHE GRUNDLAGEN  

5 
 

 

 

 

 

 

Abbildung B-1: Biosynthese der Steroidhormone ausgehend vom Cholesterin hin zu den 

Androgenen, Gluco- und Mineralocorticosteroide mit den dafür benötigten Enzymen (HSD: 

Hydroxysteroiddehydrogenase) 
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B.1.2 Corticosteroide in der Diagnostik 

B.1.2.1 Störungen im Cortisolhaushalt  

Ist die endogene Produktion der Corticosteroide gestört, so kommt es zum Hyper- bzw. 

Hypocortisolismus. Das Cushing's Syndrom (Morbus Cushing, CS) ist dabei die am 

häufigsten auftretende Krankheit, welche mit einer Cortisolüberproduktion zusammen hängt. 

Endogene Auslöser dafür sind meist Adenome und Karzinome. (Siegenthaler 2006) 

Typische Anzeichen sind u.a. das „Vollmondgesicht", eine Stammfettsucht, ein „Stiernacken" 

und diabetische Stoffwechsellagen mit erhöhten Glukosekonzentrationen. (Klingmüller 2001) 

Ein Hypercortisolismus kann jedoch auch exogener Natur sein. Zum Beispiel kann eine 

falsch eingestellte Langzeittherapie mit Corticosteroiden die gleichen Symptome hervorrufen. 

(Silverthorn 2009, Klingmüller 2001) Der Hypocortisolismus lässt sich in mehrere 

Krankheitsbilder unterscheiden. Zum einen gibt es die primäre und die sekundäre 

Nebennierenrinden (NNR)-Insuffizienz, zum anderen das Adrenogenitale Syndrom (AGS). 

Im Gegensatz zur sekundären NNR-Insuffizienz, wo nur die Cortisolproduktion der 

Nebennierenrinde gestört ist, werden bei der primären NNR- Insuffizienz (auch Addison-

Syndrom) weder MCs noch GCs gebildet. Beide Erkrankungen sind dabei lebensbedrohlich 

und erfordern eine lebenslange Hormonersatztherapie. Die Biosynthese der Corticosteroide 

bei AGS-Patienten (kongenital) kann auf drei verschiedenen Wegen gestört sein. Die 

häufigste Form (1:5.000-15.000) ist durch einen Defekt der 21-Hydroxylase bedingt. Dies 

führt dazu, dass die Corticosteroide endogen nicht gebildet werden können, wodurch es zu 

einer Anreicherung der Synthesevorstufen kommt. Diese werden in Richtung des 

Androgenen-Syntheseweges abgebaut und eine verstärkte Biosynthese von Dehydroepi-

androsteron (DHEA), 4-Androsten-3,17-dion und Testosteron verursachen (Abbildung B-1). 

Weiterhin kann ein Defekt der 11-Hydroxylase (1:100.000) sowie der 17-Hydroxylase 

(sehr selten) zu einer AGS-Erkrankung führen. (Klingmüller 2001, Siegenthaler 2006, Merke 

and Cutler 2001, Migeon and Wisniewski 2001) Klinische Anzeichen eines adrenogenitalen 

Syndroms sind die intersexuellen äußeren Genitalien bei Mädchen, die unterschiedlich stark 

ausgeprägt und schon nach der Geburt erkennbar sein können. Wird nicht gleich mit einer 

Therapie begonnen, führt die dauerhaft verstärkte Produktion von Androgenen schließlich 

zur Virilisierung, welche sich im Körperbau und der Körperbehaarung widerspiegelt. Bei 

Jungen kommt es trotz vorzeitig einsetzender Pubertät zu Minderwuchs und Hodenatrophie. 

(Frenzel and Dorr 1998) In Deutschland gehört der Test auf AGS zum routinemäßigen 

Neugeborenenscreening. Ein möglicher Enzymdefekt kann somit sofort diagnostiziert und 

die Substitutionstherapie ab den ersten Lebenstagen begonnen werden. (Wendel 2009) 
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Die benötigten Hormonersatztherapien werden mit Hydrocortison (Wirkstoff = Cortisol) oder 

synthetisch äquivalenten Corticosteroide, mit höheren Wirkungspotentialen, durchgeführt. 

Verbreitete Beispiele dafür sind Prednison, Prednisolon und Dexamethason. Ein Vorteil 

dieser synthetischen Glucocorticosteroide ist die Tatsache, dass sie nur schwache bis gar 

keine mineralocorticoidale Eigenschaften zeigen und somit unerwünschte Nebenwirkungen, 

wie die Beeinflussung des Wasser- und Mineralhaushaltes, umgangen werden können. Ist 

auch eine Substitution des MCs Aldosteron notwendig, so wird dafür Fludrocortison 

verwendet. (Reisch 2015) Wichtig für eine erfolgreiche Medikation ist, dass die 

Hormonersatztherapie den zirkadianen Rhythmus gut widerspiegelt und somit endogene 

Zustände emuliert werden können. 

 

B.1.2.2  Cortisol als endogener Stressmarker 

Die Aktivierung von Stressreaktionen ist vom Körper eine Art mit auf ihn einfallenden 

Sinneseindrücken umzugehen. Alle Lebewesen sind sogenannten Stressoren ausgesetzt, 

welche chemischer, physikalischer, physischer oder auch psychischer Herkunft sein können. 

Die Stressreaktion wird dabei hauptsächlich über zwei interagierende Wege, die 

sympathoadrenale Achse und die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse 

(Hypothalamic-Pituitary-Adrenal-Axis, HPA), vermittelt. (Tsigos and Chrousos 2002, Minton 

1994) Akute Stressreaktionen aktivieren dabei die sympathoadrenale Achse, was zu einer 

Freisetzung der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin über das periphere 

sympathische Nervensystem führt. Diese werden an die Blutbahn abgegeben und gelangen 

somit in die verschiedenen Organe. Dort bewirken sie z.B. die Erhöhung des Blutdrucks, der 

Herzkontraktionsfrequenz sowie die Stimulierung der Atmung und die Mobilisierung oxidabler 

Substanzen wie Glucose. (De Boer et al. 1990, Frankenhaeuser 1982, Silverthorn 2009) 

Wird die Stressreaktion über die HPA-Achse vermittelt, so kommt es auf Grund der 

andauernden Aktivierung zur vermehrten Ausschüttung der Glucocorticoide in der 

Nebennierenrinde. Die Aktivierungskaskade beginnt in dem Hypothalamus, wo das 

Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) sekretiert wird. Dieses stimuliert anschließend die 

Bildung und Ausschüttung des adrenocorticotropen Hormons (ACTH) in der Hypophyse. Das 

ACTH seinerseits regt die Nebennierenrinde zur verstärkten Produktion von Cortisol an, 

welches anschließend über die Blutbahn zu den Zielorganen transportiert wird. Dort wirkt es 

auf die einzelnen Stoffwechselvorgänge im Körper. Außerdem gelangt es auch in die 

Hypophyse und aktiviert dort auf Grund des negativen Rückkopplungsmechanismus die 

Einstellung seiner eigenen Produktion. (Tsigos and Chrousos 2002, Miller, Chen and Zhou 

2007)  
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Die ersten Untersuchungen zur Thematik: 'Stressinduzierter Anstieg der Cortisolwerte im 

Blut beim Menschen' begannen in den 1980er Jahren. Zu dieser Zeit widersprechen sich die 

Forschungsergebnisse, denn zum einen wurden signifikante Veränderungen der 

Cortisolwerte nach psychologischen sowie auch physiologischen Belastungen beobachtet 

(Armario et al. 1996, Kemmer et al. 1986, Meyerhoff, Oleshansky and Mougey 1988, 

Schedlowski et al. 1992), zum anderen nicht (Allen et al. 1985, Semple et al. 1988). Bei 

aktuellen Literaturrecherchen mit den Schlagwörtern 'Cortisol' und 'Stress' erhält man im 

"PubMed" rund 12000 Einträge, 1000 davon aus dem Jahr 2015, was ein zunehmendes 

Interesse an der Thematik zeigt. Die aktuellen Arbeiten sind sich dabei einig, dass ein 

gesteigertes Wirken von Stressoren zu erhöhten Cortisolkonzentrationen sowohl im Blut als 

auch im Speichel (Baba et al. 2015, Umeanuka et al. 2015, Vammen et al. 2014, Wong et al. 

2014) und im Haar (Dettenborn et al. 2010, Etwel et al. 2014, Gow et al. 2010, Russell et al. 

2012, Sharpley, McFarlane and Slominski 2012, Stalder and Kirschbaum 2012, Staufenbiel 

et al. 2013, Wester and van Rossum 2015) führt.  

 

B.1.2.3 Glucocorticosteroide in der Dopinganalytik 

Der Gebrauch von GCs im Sport wird durch die Dopingrichtlinien der Welt-Antidopingagentur 

(WADA) geregelt. In der Verbotsliste der WADA (Prohibited-List) stellen sie die 

Substanzgruppe S9 dar und sind während des Wettkampfes verboten, wenn sie oral, 

intravenös, intramuskulär oder rektal aufgenommen werden. (WADA Prohibited List 2016) 

Abweichende Applikationswege sowie die Anwendung außerhalb des Wettkampfes werden 

nicht sanktioniert. Der Fortbestand der Glucocorticosteroide als Substanzgruppe auf der 

Verbotsliste wird von verschiedenen Forschungsgruppen kontrovers diskutiert. (Duclos 2010, 

Montalvan and Duclos 2008, Orchard 2008) Orchard et al. sind der Meinung, dass die GCs 

nicht auf die Dopingliste gehören, da bis jetzt nicht gezeigt werden konnte, dass sie die 

Leistungsstärke positiv beeinflussen. Da sie außerdem in der Medizin großen Einsatz finden, 

kommt es immer wieder zu unzutreffenden Dopingvermutungen. (Orchard 2008)  Im 

Gegensatz dazu argumentieren Befürworter des Fortbestandes auf der Dopingliste mit einer 

ergogenen Wirkung und einer möglichen Gefährdung der Gesundheit des Athleten beim 

Missbrauch von GCs. (Duclos 2010, Montalvan and Duclos 2008) Duclos et al. zeigten in 

einem Tierversuch an Ratten, dass sowohl eine akute als auch eine chronische/ 

kontinuierliche Applikation von Corticosteron, dem Cortisol-Analogon in Ratten, zu einer 

Verbesserung der physischen Leistungsfähigkeit führt. (Duclos et al. 2009) Eine langzeitige 

Anwendung von GCs kann Auswirkungen auf das Knochengewebe (Osteoporose), auf den 

Metabolismus (Insulinresistenz) und das Herz-Kreislaufsystem (Bluthochdruck, Arterio-
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sklerose) haben. (Montalvan and Duclos 2008) Weiterhin wurde eine Verringerung der 

Durchblutung (Short et al. 2004) und eine geringer Glucoseproduktion in der Leber (Davis et 

al. 1996) beobachtet. 

Im Rahmen von Routinedopingkontrollen werden die GC-Konzentrationen im Urin bestimmt. 

Gemäß der WADA-Richtlinien gilt für die GCs ein MRPL (Minimum Required Performance 

Level) von 30 ng/ml. (WADA Technical Document 2015 MRPL) Dieser soll dabei helfen, 

erlaubte Applikationswege und Applikationszeiten von verbotenen abzugrenzen, in dem der 

MRPL den Metabolismus, die Pharmakokinetik und die Pharmakodynamik der applizierten 

Substanz berücksichtigt. Für GCs gilt, dass Befunde nur berichtet werden, wenn die 

Konzentration den MRPL-Wert übersteigt. Dennoch ist es durch die großen individuellen 

Einflüsse, wie die Biotransformation und die renale Ausscheidung, nicht möglich, an Hand 

des MRPLs eine Differenzierung zwischen „erlaubt“ und „verboten“ durchzuführen. 

Matabosch et al. zeigten, dass eine oral und eine topische (transdermale) Anwendung von 

Methylprednisolon an Hand der Urinprofile (Konzentration von Methylprednisolon und 

Metaboliten) unterschieden werden können. (Matabosch et al. 2013a) Weiterhin 

untersuchten sie die Urinprofile von Budesonid nach oraler und inhalativer Verabreichung 

und stellten fest, dass der MRPL von 6β-Hydroxy-Budesonid (Metabolit) auf 20 ng/ml 

gesenkt werden müsste, um eine eindeutige Differenzierung durchzuführen. (Matabosch et 

al. 2013b) Speziell für die endogenen GCs ist der festgelegte MRPL-Wert nicht 

aussagekräftig, da die endogene Produktion von vielen Faktoren abhängig ist. 

Eine weitere Methode, verschiedene Applikationswege unterscheiden zu können, ist die 

Verwendung von Speichel als Analysenmatrix, was aktuell jedoch nicht in der Dopinganalytik 

angewandt wird. Thieme et al. (2013) konnten zeigen, dass eine transdermale Applikation 

von Testosteron zu einem signifikanten Anstieg der Speichelkonzentration führt.(Thieme et 

al. 2013) Begründet wird dies mit der Annahme, dass nach einer transdermalen Applikation 

mehr freies, nicht proteingebundenes Testosteron im Plasma vorliegt, welches in den 

Speichel diffundieren kann. Bedingt durch die ähnliche Struktur wäre dies auch für 

Glucocorticosteroide denkbar.  
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B.2 Untersuchungsmedien 

B.2.1 Blutplasma - Proteinbindung der Glucocorticosteroide  

B.2.1.1 Grundlagen der Proteinbindung 

Das Blut übernimmt die Hauptaufgabe des Stoffaustauschs und des Stofftransports 

zwischen den einzelnen Verteilungsräumen im menschlichen Körper. Bezogen auf das 

Körpergewicht eines Erwachsenen enthält er durchschnittlich 8-9 % Blut. Dieses setzt sich 

aus ca. 55 % Plasma und 45 % zellulären Bestandteilen zusammen. Der Hauptbestandteil 

des Blutplasmas wiederrum ist mit 90 % Wasser. In diesem befinden sich eine Vielzahl 

niedermolekularer Stoffe wie Salze, Glucose, Harnstoff etc. sowie 6-8 % Plasmaproteine. 

(Vaupel, Mutschler and Schaible 2015) Über 100 verschiedene Plasmaproteine kommen im 

menschlichen Plasma vor. Dabei handelt es sich um Albumine oder um Vertreter der 

Globuline (α1, α2, β, γ). (Mutschler 2001) Sie liegen ungefähr in einem Verhältnis von 60:40 

im Blut vor. Plasmaproteine sind im Allgemeinen für die Eigenschaften des Blutes 

verantwortlich und übernehmen da die Aufgabe des Stofftransports von wasserunlöslichen 

Substanzen, Hormonen und Enzymen. Für endogene Steroidhormone sind spezielle 

Transportproteine bekannt, welche mit hohen Affinitäten die jeweilige Substanzklasse binden 

können. Tabelle B-1 gibt einen kurzen Überblick über die wichtigsten Steroidhormone und 

ihre spezifischen Plasmaproteine.  

 

Tabelle B-1: Übersicht der wichtigsten endogenen Steroidhormone mit den dazugehörigen 

spezifischen Transportproteinen.  

 

Steroidhormon Transportprotein 

Testosteron SHBG (Sexualhormon bindendes Globulin) 

ABP (Androgen bindendes Protein) 

Estradiol SHBG 

Cortisol/Cortison CBG (Corticosteroid bindendes Globulin) 

 

Neben den gruppenspezifischen Transportproteinen steht auch das Albumin als 

Bindungspartner zur Verfügung. An dieses binden die Steroidhormone mit einer geringeren 

Affinität aber mit einer höheren Kapazität. Synthetische Steroidhormone binden meist mit 

einer geringeren Affinität an die gruppenspezifischen Transportproteine als endogene 

Steroide. 
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Durch die Plasmaproteinbindung wird die Bioverfügbarkeit von Wirkstoffen (z.B. Hormone, 

Arzneimittel) reguliert, denn nur die nicht-proteingebundenen Anteile können aus der 

Blutbahn durch Biomembranen diffundieren und an den Zielorganen ihre Wirkung entfalten. 

Sie werden somit als biologisch aktiver Anteil der Substanz bezeichnet. Die 

proteingebundenen Anteile sind pharmakologisch inaktiv, stellen aber ein Reservoir dar, das 

den Anteil an freiem Hormon regulieren kann.   

Das endogene GC Cortisol bindet mit einer hohen Affinität an das CBG (Corticosteroid 

bindendes Globulin/Transcortin). Ungefähr 80-90 % des zirkulierenden Cortisols im 

Menschen (Westphal, Hammond 1990, Siiteri et al. 1982) und 90 % des Corticosterons bei 

Ratten (Hammond 1990, Henning 1978) sind an das Transcortin gebunden, welches ein 

monomeres Glycoprotein ist und zur Gruppe der α1-Globuline gehört. Es besteht aus 383 

Aminosäuren (Hammond et al. 1987) und das Molekulargewicht liegt zwischen 50 und 

60 kDa. Das CBG besitzt eine Steroidbindestelle, an welche die Corticosteroide mit hoher 

Affinität binden. (Mickelson et al. 1982, Westphal 1986) Dennoch können an diese Stelle 

auch andere Steroide, z.B. Progesteron und Testosteron mit geringer Affinität binden. 

(Westphal, Hammond, Smith and Underhill 1991) Im Plasma liegt die CBG-Konzentration bei 

30-52 pg/ml und macht einen Massenanteil von 0,05 % aller Plasmaproteine aus. (Henley 

and Lightman 2011, Coolens and Heyns 1989, De Moor et al. 1967, De Moor et al. 1966) 

Transcortin wird hauptsächlich in der Leber gebildet, jedoch wurden eine Produktion auch in 

anderen Geweben, wie Niere, Plazenta, Hoden, Lunge und weißem Fettgewebe 

nachgewiesen. (Hammond et al. 1987) Entsprechend der Hypothese der freien Hormone 

(Mendel 1989) wurde in Studien gezeigt, dass die CBG-Konzentration invers mit der 

Metabolisierung von Cortisol korreliert und durch das Wirken von Stressoren absinkt. 

(Henley and Lightman 2011, Siiteri et al. 1982) Die Expression von CBG kann herunter 

reguliert werden, was zu einem Anstieg der freien Corticosteroidkonzentrationen führt. 

(Fleshner et al. 1995, Neufeld, Breen and Hauger 1994) Die Konzentration des 

zirkulierenden CBG ist durch verschiedene Faktoren beeinflussbar. Erhöhte Konzentrationen 

wurden durch Östrogene und bei Patienten mit einer chronisch aktiven Hepatitis festgestellt. 

Eine Schwangerschaft und oral eingenommene Kontrazeptiva erhöhen die Werte um das 

Zwei- bis Dreifache. (Meulenberg et al. 1987, Lentjes et al. 1993, Ho et al. 2007, Musa, Doe 

and Seal 1967) 

Da Transcortin nur eine relativ geringe Bindungskapazität besitzt, steht Albumin als weiteres 

Transportprotein zur Verfügung, welches jedoch eine geringere Bindungsaffinität zu den 

Corticosteroiden aufweist.  
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B.2.1.2 Bestimmung des biologisch aktiven Cortisols in Plasma 

Für die Bestimmung der freien, nicht-plasmaproteingebundenen Anteile eines Analyten 

stehen unterschiedliche Methoden zur Verfügung, dabei kommen indirekte und direkte 

Bestimmungen zum Einsatz. 

Bei der indirekten Bestimmung wird der Anteil des freien Cortisols kalkuliert. Dafür werden 

die Totalplasmakonzentration sowie die Konzentration der Transportproteine bestimmt und 

der freie Anteil mit Hilfe der COOLENS-Gleichung (Formel B-1) berechnet. (Coolens and 

Heyns 1989) Weitere Gleichungen, die verwendet werden können, sind die DORIN's (Dorin 

et al. 2009) und die NGUYEN's (Nguyen et al. 2014) Gleichung. (Bae and Kratzsch 2015) 

 

Formel B-1: COOLENS Gleichung zur Berechnung der nicht-proteingebundenen Cortisolanteile 

im Blutplasma aus der Gesamtkonzentrationen und der CBG-Konzentration. 

 

𝑈2 × 𝐾(1 + 𝑁) + 𝑈[1 + 𝑁 + 𝐾(𝐺 − 𝑇)] − 𝑇 = 0             

 

U=Konzentration des freien Cortisols, T=Konzentration des gesamten Cortisols, G=CBG-Konzentration, K= 

Bindungsaffinität CBG zu Cortisol bei 37°C (was als konstanter Wert mit 3*10
7
 M

-1
 angenommen wird), N= 

Verhältnis albumingebundenes zu freiem Cortisol (ebenfalls ein konstanter Wert=1,74) (Coolens, Van Baelen and 

Heyns 1987) 

 

Kommen für die Bestimmung der CBG- und der Cortisolkonzentration immunchemische 

Verfahren zum Einsatz, muss hierbei beachtet werden, dass die Ergebnisse bedingt durch 

Kreuzreaktionen fehlerbelastet sein können. Außerdem wird für die Bindungsaffinität ein 

konstanter Wert angenommen und individuelle Einflüsse, wie konkurrierende Steroide aus 

Medikamenten, werden nicht berücksichtigt. Um dies zu umgehen kann die Konzentration 

des freien Cortisols im Plasma direkt bestimmt werden, wofür unterschiedliche 

technologische Methoden zum Einsatz kommen. Beispiele dafür sind die Gleichgewichts-

dialyse, Ultrafiltration, Ultrazentrifugation, Affinitätschromatographie, Größenausschluss-

chromatographie und Festphasenmikroextratkion. (Robin, Predine and Milgrom 1978, 

Hamrahian, Oseni and Arafah 2004, Vogeser, Mohnle and Briegel 2007, Vogeser and 

Briegel 2007, Kirchhoff, Briegel and Vogeser 2011) 
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Am häufigsten in Laboren verwendet werden die Gleichgewichtsdialyse und die 

Ultrafiltration. Die Gleichgewichtsdialyse (ED) wird in einer Dialysekammer, welche eine 

semipermeable Membran enthält, durchgeführt. Diese Membran trennt das Plasma, mit den 

darin befindlichen Analyten, Proteinen und Analyt-Proteinkomplexen, von einer isotonischen 

Pufferlösung. Die nicht-proteingebundenen Analyten können diese Membran passieren 

wodurch ein Gleichgewicht zwischen beiden Kammern herstellt wird. Eine Temperierung der 

Dialysekammern auf 37 °C imitiert dabei die physiologischen Bedingungen. (Robin et al. 

1978) Für die Ultrafiltration (UF) werden Ultrafiltrationskartuschen, besteht aus einer 

Membran, welche eine Durchlassgrenze unterhalb des Molekulargewichtes des Proteins 

aufweist, verwendet. Somit können nur die niedermolekularen Komponenten passieren. Das 

heißt, die Proteine sowie die Analyt-Proteinkomplexe werden von der Membran zurück-

gehalten und nur die freien Anteile sind im Filtrat nachweisbar. Um eine schnelle und 

vollständige Trennung zu erhalten werden die Ultrafiltrationskartuschen meist zentrifugiert. 

Eine Temperierung der Probe auf Körpertemperatur (37 °C) während der Inkubation und der 

Filtration führt zu einer Imitation der physiologischen Bedingungen und somit zu einem 

realitätsnahen Ergebnis bzgl. der Plasmaproteinbindung (PPB). (Lentjes et al. 1993, Vogeser 

and Briegel 2007) 

Studien, welche die indirekte und die direkte Bestimmung des freien Cortisols vergleichend 

betrachten, wurden u.a. von (Ho et al. 2006, Vogeser, Mohnle and Briegel 2007, Pretorius et 

al. 2011) durchgeführt. Vogeser et al. vergleichen in ihrer Studie zwei Ultrafiltrations-

kartuschen sowie eine Dialysezelle, wobei die ermittelten Cortisolkonzentrationen sehr gut 

miteinander korrelieren und auch ähnliche Werte liefern (ED = 1,2* UF + 1,41 ng/ml), anders 

als die indirekten Bestimmung. Hier liegen die berechneten Konzentrationen (CALC) ca. 

50 % unter den experimentell bestimmten Werten (Median: CALC = 14 ng/ml vs. 

ED = 29 ng/ml vs. UF = 23 ng/ml) (Vogeser et al. 2007) Pretorius et al. (2011) verglichen in 

ihrer Studie ebenfalls die Ultrafiltration mit der Gleichgewichtsdialyse sowie der theoretischen 

Bestimmung der freien Cortisolkonzentration mittels der COOLENs Gleichung. Die direkt 

bestimmten Konzentrationen nach UF und ED korrelieren auch hier sehr gut miteinander und 

weisen nahezu identische Werte auf (ED = 0,93* UF + 1,08 ng/ml). (Pretorius et al. 2011) 

Entgegen den Ergebnissen von Vogeser et al. (2007) lagen die indirekt bestimmten 

Konzentrationen im selben Konzentrationsbereich wie die direkt gemessenen 

(UF = 1,12 * CALC - 0,85 ng/ml). (Pretorius et al. 2011) Tabelle B-2 gibt einen kurzen 

Überblick auf Forschungsarbeiten, in welchen sowohl die freien und gesamten 

Cortisolkonzentrationen bestimmt wurden und die dafür angewandten Aufarbeitungs-

/Analysenmethoden. 
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Tabelle B-2: Literaturwerte: Referenzbereiche der Cortisolkonzentrationen im Blutplasma. 

Angabe der Gesamtkonzentration, des freien Anteils sowie dessen prozentualer Anteil. 

(w=weiblich; m=männlich, o.C.=ohne Kontrazeptiva) 

 

Literatur Aufarbeitung/ 

Detektion 

F (gesamt, ng/ml) F (frei, ng/ml) F (frei; %) 

Lentjes et al. 

1993 

UF 

FPIA 

w: 73,0 - 225,0 

w(o.C.): 218,0 - 540,0 

w: 7,9 (4,4 - 14,1) 

w(o.C.): 11,5  

(4,0 - 19,2)  

w: 3,7 - 9,0 

w(o.C.)1,5 - 4,5 

 

     

Meulenberg et 

al. 1987 

ED 

RIA 

w: 142,8 ± 38,8 

w(o.C.): 465,5 ± 114,2 

w: 6,6 ± 2,9 

w(o.C.): 11,7 ± 3,3 

w: ~ 4,6  

w(o.C.): ~ 2,5  

     

Perogamvros 

et al. 2010 

UF 

LC-MS/MS (frei) 

ECLIA (gesamt) 

w: 125,1 ± 44,9 

w(o.C.): 204,8 ± 60,9 

w: 6,8 ± 3,2 

w(o.C.): 8,3 ± 3,5 

w: ~ 5,4  

w(o.C.): ~ 4,0 

     

Pretorius et al. 

2011 

UF 

LC-MS/MS 

m: 102,2 (59,1 - 176,9) 

w: 109,5 (44,6 - 269,3) 

m: 2,5 (1,0 - 6,3) 

w: 2,2 (6,5 - 7,3) 

 

m: 2,5 (1,3 - 4,6) 

w: 1,9 (0,8 - 5,1) 

 

 

Die freien Cortisol- und Cortisonkonzentrationen wurde bisher nur von McWhinney et al. 

(2010) bestimmt. Die ermittelten Gesamtkonzentrationen liegen bei 84,5 ng/ml (36,3 -

 286,4 ng/ml) für Cortisol und 19,6 ng/ml (11,2 - 38,1 ng/ml) für Cortison. Die freien 

Konzentrationen, welche nach einer Ultrafiltration bestimmt wurden, liegen bei 0,9 ng/ml 

(0,4 - 2,5 ng/ml) für Cortisol und 1,2 ng/ml (0,8 - 2,5 ng/ml) für Cortison. Weiterhin zeigten 

sie, dass sich das Konzentrationsverhältnis Cortisol zu Cortison in den einzelnen Matrizes 

unterscheidet und in der Reihenfolge Plasma > Ultrafiltrat > Urin > Speichel abnimmt. 

(McWhinney et al. 2010) Aus den erhaltenen Daten wurden keine Rückschlüsse auf die 

Plasmaproteinbindungen der beiden endogenen GCs gezogen. 

 

B.2.2 Speichel - Reflektion des Akutzustandes 

B.2.2.1 Speichel als Untersuchungsmedium 

Obwohl dem Speichel 'das Drama des Blutes, die Aufrichtigkeit von Schweiß und die 

Emotionalität der Tränen fehlt' (übersetzt aus (Mandel 1990)), steigt die Nachfrage nach 

einer kostengünstigen, nicht-invasiven Methode um Krankheiten zu erkennen, Arzneimittel-

einnahmen zu überwachen und den Gebrauch von legalen und illegalen Drogen 

nachzuweisen. (Aps and Martens 2005, Mandel 1990, Bosker and Huestis 2009, Chiappin et 
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al. 2007) Speichel oder, korrekter gesagt, die Mundflüssigkeit bieten dafür eine gute 

Grundlage als Untersuchungsmedium. 

Wird die Mundflüssigkeit (oral fluid) als Matrix verwendet, so handelt es sich dabei um ein 

Gemisch aus Speichel und anderen Bestandteilen, z.B. dem Nasensekret, oral oder inhalativ 

aufgenommene Stoffe, Zellreste und Bakterien. (Glock et al. 1992) Der Speichel setzt sich 

dabei aus Wasser, Proteinen, Elektrolyten und Hormonen zusammen und wird in 

unterschiedlichen Speicheldrüsen produziert. (Aps and Martens 2005) Die kleinen 

Speicheldrüsen, welche sich im gesamten Mundraum befinden (ca. 750 Stück), übernehmen 

ca. 7 %, die Ohrspeicheldrüse (Glandula parotis) ca. 21 %, die Unterkieferspeicheldrüse 

(Glandula submandibularis) ca. 70 % und die Unterzungenspeicheldrüse (Glandula 

sublingualis) ca. 2 % der Produktion. Die genaue Zusammensetzung ist dabei abhängig von 

der Tageszeit bzw. von der Schlaf-und Wachphase. (Aps and Martens 2005) Insgesamt 

werden pro Tag 0,5 - 1,5 Liter Speichel produziert, wobei der Speichelfluss zwischen 0,3 -

 0,5 ml/min im Ruhezustand liegt. (Aps and Martens 2005, Kidwell, Holland and Athanaselis 

1998) Die Speichelproduktion kann sowohl quantitativ als auch qualitativ beeinflusst werden. 

Dabei spielen z.B. Geruchs-und Geschmacksstimulierungen, Kauen, hormonelle und 

psychische Befindlichkeiten, das Alter und die Mundhygiene eine Rolle. (Chiappin et al. 

2007) Auch die Einnahme von Medikamenten kann sich auf den Speichelfluss auswirken, 

z.B. kommt es durch Antidepressiva und Diuretika zu einer Reduzierung  und durch 

Parasympathomimetika zu einer Erhöhung der Flussrate. (Aps and Martens 2005) Auch der 

pH-Wert des Speichels zeigt eine Abhängigkeit von der äußeren Stimulation: im 

Ruhezustand liegt er bei pH = 5,6 - 7 und unter Aktivierung bei pH > 8. (Anizan and Huestis 

2014) 

Da Speichel die nicht-proteingebundenen Substanzanteile des Blutes widerspiegelt, kann es 

auch als „online-Filtrat“ bezeichnet werden. Für den Stofftransport aus dem Blut in den 

Speichel spielen die physikochemischen Eigenschaften der Substanzen eine wichtige Rolle. 

Ausschlaggebend ist dabei das Molekulargewicht, die Dissoziationskonstante (pKa), die 

Lipophilie und die Proteinbindung der Stoffe. (Anizan and Huestis 2014, Aps and Martens 

2005) Als Transportmechanismen sind die Sekretion, die Filtration und die passive Diffusion 

möglich. Bei der Sekretion handelt es sich um einen aktiven Transportmechanismus, welcher 

z.B. durch Elektrolytpumpen an Hand von Konzentrationsgradienten erfolgt. Die Filtration 

steht für Substanzen zur Verfügung, deren Molekulargewicht unter 100 Da liegt wie z.B. 

Ethanol. Richtungsgebend ist auch hier ein Konzentrationsgefälle sowie der onkotische 

Druck, welcher zwischen den beiden Medien vorliegt. Die passive Diffusion ist für Moleküle 

mit einem Molekulargewicht kleiner 500 Da, welche nicht-proteingebunden vorliegen, 

möglich. (Anizan and Huestis 2014, Haeckel 1989, Kidwell et al. 1998) Weiterhin sind hier 
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die Lipophilie der Stoffe, je lipophiler desto besser die Diffusion, und der Ionisationsgrad, 

welcher durch den pH-Wert des Speichels und den pKa-Wert der Substanz bestimmt wird, 

ausschlaggebend. (Haeckel and Hanecke 1996, Kidwell et al. 1998) 

Für den Übertritt der Substanzen aus dem Blut in den Speichel ist der pH-Wert des 

Speichels entscheidend. Für nichtionisierte Stoffe stellt sich dabei immer ein Gleichgewicht 

ein. Bei geringeren pH-Werten (Ruhespeichel) ionisieren basische Komponenten und es 

kommt zu einer Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung höherer Speichel-

konzentrationen im Vergleich zum stimulierten Speichel. Für neutrale Substanzen sowie 

Substanzen mit einen pKa-Wert < 5,5 oder pKa-Wert > 8,5 spielen pH-Wertänderungen eine 

untergeordnete Rolle. (Anizan and Huestis 2014) Ein theoretischer Speichel/Plasma (S/P)-

Quotient kann mit Hilfe der Formel B-2 , welche aus der Henderson-Hasselbalch-Gleichung 

abgeleitet wurde, bestimmt werden. Diese Berechnung bezieht auch die Ionisation und die 

Proteinbindung mit ein. (Kidwell et al. 1998) 

 

Formel B-2: Gleichung zur Bestimmung des theoretischen Speichel/Plasma-Quotienten, 

welcher den Übergang von Substanzen aus den Plasma in den Speichel charakterisiert. 

 

𝑠𝑎𝑢𝑟𝑒 𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑎𝑛𝑧𝑒𝑛: 
𝑐𝑆

𝑐𝑃
=  

(1 + 10(𝑝𝐻𝑆−𝑝𝐾𝑎))

(1 + 10(𝑝𝐻𝑃−𝑝𝐾𝑎))
×

𝑓𝑃

𝑓𝑆
 

𝑏𝑎𝑠𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝑆𝑢𝑏𝑠𝑡𝑎𝑛𝑧𝑒𝑛: 
𝑐𝑆

𝑐𝑃
=  

(1 + 10(𝑝𝐾𝑎−𝑝𝐻𝑆))

(1 + 10(𝑝𝐾𝑎−𝑝𝐻𝑃))
×

𝑓𝑃

𝑓𝑆
 

cS= Substanzkonzentration im Speichel; cP = Substanzkonzentration im Plasma; pHS=pH-Wert Speichel; 

pHP = pH-Wert Plasma (wird als konstant mit 7,4 angenommen); pKa = Dissoziationskonstante der Substanz; 

fP =freier, nicht-proteingebundener Anteil der Substanz im Plasma; fS =freier, nicht-proteingebundener Anteil der 

Substanz im Speichel (wird als 1 angenommen) 

 

Speichel als Analysenmatrix wird bereits in der Überwachung von Medikamentenmissbrauch 

in klinischen Einrichtungen, am Arbeitsplatz, bei medizinischen Behandlungen und bei 

Gerichtsverhandlungen sowie zur Diagnostik von Krankheiten routinemäßig verwendet. Die 

Vorteile bestehen dabei in der einfachen, nicht-invasiven Probenentnahme, welche vom 

Probanden selbst durchgeführt werden kann. Weiterhin sind die Dominanz der Ausgangs-

substanz sowie die Bestimmung der biologisch aktiven Anteile von Vorteil. Im Vergleich zur 

Bestimmung der Analyten im Blut ist eine vereinfachte Interpretation möglich, da nur die 

nicht-proteingebundenen Anteile aus dem Blut in den Speichel übergehen. Wichtig ist dies 
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unter anderem bei Patienten, bei denen die Produktion der Plasmaproteine gestört bzw. die 

Bindungskapazität reduziert ist. Hier führt die Bestimmung der Gesamtplasmakonzentration 

zu einer Fehlinterpretation der biologisch aktiven Substanzanteile. (Brorsson et al. 2014, 

Hamrahian et al. 2004, Beishuizen, Thijs and Vermes 2001)  

Nachteilig für die Verwendung von Speichel sind jedoch das geringe Probenvolumen, 

welches z.B. durch einen "trockenen Mund" begünstigt wird, und die mögliche Beeinflussung 

des Testergebnisses durch Stimulierungen. 

Da es sich bei der Speichelentnahme um eine sehr einfache Methode handelt, wird diese 

meistens durch die Studienteilnehmer selbst durchgeführt. Als Standardprotokoll wird dabei 

angegeben, dass es wichtig sei darauf zu achten, dass innerhalb der letzten 30 min vor der 

Probengewinnung keine Zähne geputzt werden, nichts gegessen und getrunken (außer 

Wasser) sowie kein Kaugummi gekaut wird. (Chiappin et al. 2007) Außerdem ist es wichtig, 

dass vorgegebene Zeitpunkte eingehalten werden. Dies ist besonders bei zyklisch 

freigesetzten Analyten, wie Cortisol, entscheidend, da es sonst zu größeren Streubreiten bei 

den Ergebnissen kommt. (Jacobs et al. 2005, Kudielka, Broderick and Kirschbaum 2003) Die 

Gewinnung des Speichels kann dabei auf unterschiedliche Weisen erfolgen. (Bosker and 

Huestis 2009) Zum einen gibt es die direkten Methoden, bei denen der Speichel entweder 

aktiv (durch Spucken) oder passiv (durch den Abfluss aus der Unterlippe; Sabbern) in ein 

Sammelbehälter gefüllt wird. Bei den indirekten Methoden kommt ein Probenent-

nahmesystem zum Einsatz. In den meisten Fällen sind es sterile Baumwoll- oder  

Kunstfaserröllchen (z.B. Salivetten® von Sarstedt), welche im Mund platziert und unter 

leichten Kaubewegungen mit Speichel gefüllt werden. (Chiappin et al. 2007) Für die 

Lagerung der Speichelproben ist es wichtig, dass diese schnellst möglich gekühlt, aliquotiert 

und eingefroren (min. -20 °C) werden. Dadurch werden ein Bakterienwachstum und 

mögliche Enzymaktivitäten verringert. 

 

B.2.2.2 Corticosteroide im Speichel 

Speichel als Untersuchungsmatrix ist geeignet um die aktuellen Hormonkonzentrationen zu 

bestimmen. Steroide diffundieren aus dem Blut in den Speichel, sind unabhängig von der 

Flussrate und dem Speichelvolumen und korrelieren gut mit dem freien nicht-

proteingebundenen Anteil im Blut. (Vining and McGinley 1987, Wood 2009) Die Bestimmung 

von Steroiden im Speichel wird besonders für klinische Fragestellungen verwendet, z.B. 

werden 4-Androsten-3,17-dion und Dihydrotestosteron bei Frauen mit Hyperandrogenismus 

(Baxendale, Jacobs and James 1983), 17α-OH-Progesteron bei AGS-Patienten (Walker et 
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al. 1979a), Progesteron als Marker des weiblichen Zyklus (Metcalf, Evans and Mackenzie 

1984, Walker, Read and Riad-Fahmy 1979b) und Cortisol bei Cushing's Syndrom-Patienten 

(Papanicolaou et al. 2002, Putignano et al. 2003) bestimmt. (Lewis 2006) 

Da die Probenabnahme meist durch die Probanden selbst vorgenommen wird, ist es für die 

Studienverantwortlichen nicht immer möglich, die Compliance der Probenentnahme nach 

Standardprotokoll zu gewährleisten. Welchen Einfluss eine Nicht-Compliance hat, wurde in 

unterschiedlichen Studien untersucht. 

Laut Standardprotokoll ist es entscheidend, dass direkt vor der Probenentnahme keine 

Nahrungsmittelaufnahme erfolgt bzw. die Zähne nicht geputzt werden. Es wird eine 

Wartezeit von min. 30 min empfohlen. Gröschl et al. (2001) untersuchten den Einfluss der 

Mundhygiene und einer Nahrungsmittelaufnahme (Brot und Milch) unmittelbar vor der 

Probenentnahme und konnten keine signifikanten Unterschiede in den nachweisbaren 

Cortisolkonzentrationen feststellen. (Groschl et al. 2001)  

Tahara et al. (2007) und Tasaka et al. (2014) untersuchten den Einfluss von 

Kaubewegungen auf die Cortisolkonzentrationen. Dabei wurde nicht das direkte Kauen auf 

dem Probenentnahmesystem sondern das Kauen vor der Beprobung untersucht. Sie zeigen 

in ihren Arbeiten, dass Kauvorgänge > 10 Minuten die Cortisolkonzentration senken. Dies 

begründeten sie damit, dass Kauen eine Möglichkeit ist, um mentalen Stress abzubauen. 

Schlussfolgernd aus diesen Studien kann gesagt werden, dass die Kauzeit auf den 

Probenentnahmesystemen jedoch keinen Einfluss auf die Cortisolkonzentrationen haben 

sollt, da i.d.R. nur 2 Minuten gekaut wird. (Tasaka et al. 2014, Tahara, Sakurai and Ando 

2007) 

Die Verwendung von unterschiedlichen Systemen zur Probengewinnung wurde von Kidd et 

al. (2009) untersucht. Dabei vergleichen sie die Cortisolkonzentrationen von Speichelproben, 

welche direkt gewonnen wurden mit denen, die mit Hilfe von Baumwoll- bzw. Polyester-

Salivetten gesammelt wurden. Die Proben der indirekten Methoden wiesen durchschnittlich 

zweieinhalb Mal so hohe Konzentrationen auf wie die direkten Proben (9,2 ± 2,0 ng/ml 

(Baumwolle) vs. 10,1 ± 3,3 ng/ml (Polyester) vs. 3,9 ± 1,4 ng/ml (direkt)). (Kidd et al. 2009) 

Begründet wurde dies mit Kreuzreaktionseffekten des verwendeten Immunoassays mit 

Matrixbestandteilen der Probenentnahmeröllchen. Für HPLC-Messungen wurde diese 

Beeinflussung nicht beobachtet. Nichtsdestotrotz müssen diese Erkenntnisse beachtet 

werden, wenn man Forschungsergebnisse von unterschiedlichen Studien bezüglich der 

Cortisolkonzentrationen vergleichen will. Die Verwendung von Salivetten Systemen hat den 

Vorteil, dass sauberere, nicht viskose Proben gewonnen werden, da die Probenentnahme-

röllchen als Filter agieren und Zellrückstände und andere Fremdkörper adsorbieren. (Kidd et 
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al. 2009) Außerdem sind sie bequemer und vor allem hygienischer für die Handhabung bei 

der Probenentnahme und der Analyse im Labor. (Groschl 2008) 

Das Standardprotokoll sieht nach der Probenentnahme eine gekühlte (+4 °C) oder gefrorene 

(-20 °C, besser -80 °C) Lagerung der Proben bis zur Analyse vor. Da auch dies nicht immer 

gewährleistet werden kann, wurden auch in dieser Richtung Studien betrieben. (De Palo et 

al. 2009, Garde and Hansen 2005, Groschl et al. 2001, Clements and Parker 1998, Aardal 

and Holm 1995, Chen, Cintron and Whitson 1992) De Palo et al. (2009) zeigen in ihren 

Untersuchungen, dass die Lagerbedingungen der Salivetten nach der Probenentnahme 

keinen Einfluss auf die nachweisbaren Corticosteroidkonzentrationen haben. Dabei 

vergleichen sie die Auswirkung einer Lagerung der Proben vor der Zentrifugation für 24 h bei 

RT und bei +4 °C, einer Lagerung nach Zentrifugation bei RT und +4 °C für 0 h, 4 h, 8 h und 

24 h sowie einer Lagerung bei -80 °C für 1, 2 und 3 Monate. Für alle Untersuchungen 

wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Konzentrationen festgestellt. (De 

Palo et al. 2009) Ergänzend dazu stellten Garde und Hansen (2005) fest, dass eine 

Lagerung bei +5 °C für 3 Monate sowie eine Lagerung bei -20 °C bzw. -80 °C für ein Jahr zu 

keinen Veränderungen der Cortisolkonzentrationen führt. Bei RT gibt es jedoch einen 

Konzentrationsverlust von 9,2 % pro Monat. Viermalige Auftau- und Einfriervorgänge hatten 

ebenfalls keinen Einfluss auf die nachweisbaren Konzentrationen. (Garde and Hansen 2005) 

Durch Krankheiten kann es zu einer geringen Speichelproduktion kommen, welche 

problematisch für die Probengewinnung ist. Dadurch ist es erforderlich, dass die 

Speichelproduktion angeregt wird. Dies führt zu Veränderungen des Speichel-pH-Wertes 

sowie zur Veränderung der Fließgeschwindigkeit, was wiederum einen Einfluss auf die 

Corticosteroidkonzentrationen haben kann. Brorsson et al. (2014) zeigten mit ihrer 

Untersuchung an 36 Freiwilligen, dass eine Stimulation mit in Glycerin und Zitronensäure 

getränkten Probenentnahmeröllchen keinen Einfluss auf die Cortisolkonzentrationen hat 

(5,76 ± 4,35 ng/ml vs. 6,56 ± 5,22 ng/ml). (Brorsson et al. 2014) Um die Akzeptanz der 

Probenentnahme bei Kleinkindern zu steigern untersuchten Clements et al. (2007) eine 

Kombination von Marshmallows mit dem Probenentnahmeröllchen. Bei erwachsenen 

Testprobanden konnten sie keine signifikanten Unterschiede zwischen den Proben, welche 

direkt, und denen, welche mittels Baumwollröllchen mit und ohne Stimulation, gewonnen 

wurden, feststellen. (Clements et al. 2007) 

Den wahrscheinlich größten Einfluss auf die Auswertbarkeit und Vergleichbarkeit von 

Cortisolspeichelkonzentrationen hat die Compliance der Probenentnahmezeit. Da Cortisol in 

einem zirkadianen Rhythmus vom Körper synthetisiert wird, ist es wichtig, dass die vom 

Studienprotokoll vorgeschriebenen Zeiten der Beprobung eingehalten werden. Als ein 

wichtiger Punkt ist hier die Cortisol Awakening Response (CAR) zu nennen. CAR ist Teil des 
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zirkadianen Rhythmus der Cortisolbiosynthese. Dabei kommt es zu einem signifikanten 

Anstieg der Speichelkonzentration von Cortisol innerhalb der ersten 30 - 45 min nach dem 

morgendlichen Aufwachen. Bei gesunden Erwachsenen liegt dieser Anstieg zwischen 50 % 

und 156 %. (Clow et al. 2004) CAR wurde 1997 erstmals von Pruessner et al. beschrieben. 

Sie untersuchten in ihrer Studie den Verlauf des morgendlichen Cortisols von Kindern, 

Jugendlichen und Erwachsenen und zeigen, dass es bei allen Gruppen zum typischen CAR-

Verlauf kommt. (Pruessner et al. 1997) CAR ist dabei von unterschiedlichen Prozessen 

abhängig. Übersichten zur Korrelation von CAR mit psychischen und physischen 

Fragestellungen sind in den folgenden Reviews zusammengefasst: (Clow et al. 2004, Chida 

and Steptoe 2009, Fries, Dettenborn and Kirschbaum 2009) Weiterhin sind die CAR-Werte 

abhängig von der Compliance der Probenentnahme der Probanden einer Studie. Hier fehlt 

es an der Möglichkeit, dieses direkt durch die Studienverantwortlichen überwachen zu 

können. In ihren Review von 2016 fassten Stalder et al. an Hand der Forschungsergebnisse 

der letzten 15 Jahre Erfahrungen und Beweise zur methodischen CAR-Beurteilung 

zusammen und formulierten neue Richtlinien für die Bestimmung und Interpretation von 

CAR. (Stalder et al. 2016)  

Kudielka et al. (2003) und Jacobs et al. (2005) untersuchten eine elektronische 

Überwachung der Compliance des Probenentnahmezeitpunktes. Dafür wurden die Salivetten 

in elektronische Dosiereinheiten (electronic drug exposue minitor) vorgelegt und ihr 

Entnahme elektronisch registriert. Die darüber informierte Gruppe wies eine Compliance von 

97 % (30 ± 7 min) und die nicht informierte Gruppe von 84 % (125 ± 26 min) auf. Die Nicht-

Compliance wirkte sich dabei hauptsächlich auf die Bestimmung (zu niedrig) von CAR aus, 

der restliche Tageszyklus entsprach annähernd dem der Compliance-Proben. (Kudielka et 

al. 2003) Jacobs et al. (2005) registrierten für eine spontane Probenentnahme nach einem 

akustischen Signal eine Compliance von 81 % und zeigten, dass Nicht-Compliance-Proben 

das Cortisoltagesprofil nicht verzerren. (Jacobs et al. 2005)   

Cortisol und Cortison im Speichel wurden erstmals 1963 durch Greaves und West bestimmt. 

Dabei zeigten sie, dass die beiden Analyten in einem Verhältnis von 1:4 - 1:5 vorliegen und 

die Cortisolkonzentration bei Schwangeren erhöht ist. (Greaves and West 1963) Erst in den 

zeitigen 1980er Jahren wurden weitere Studie veröffentlich, welche sich mit den Steroid-

/Glucocorticosteroidnachweis im Speichel beschäftigten. (Riad-Fahmy, Read and Walker 

1980, Umeda et al. 1981, Hiramatsu 1981) Seit dem rückt die Bestimmung der 

Cortisolkonzentrationen im Speichel für diagnostische Zwecke immer mehr in den 

Vordergrund. Zum Beispiel wird die Bestimmung der Cortisolkonzentrationen zwischen 

23 Uhr und 24 Uhr genutzt, um das Cushing's Syndrom zu diagnostizieren und zu 

überwachen. (Putignano et al. 2003, Nunes et al. 2009, Barrou et al. 1996, Yaneva et al. 
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2004, Erickson et al. 2012) Weiterhin kann Speichelcortisol auch für die Diagnostik von 

Hypocortisolismus genutzt werden. Vergleichend mit den Serumwerten wurde 

Speichelcortisol bei NNR-Insuffizienz (Deutschbein et al. 2009, Marcus-Perlman et al. 2006, 

Cetinkaya, Ozon and Yordam 2007) und bei AGS (Groschl, Rauh and Dorr 2002, Hampl et 

al. 1990) untersucht. Speichelcortisol wird außerdem als Biomarker von Stresssituationen 

angewandt. An dieser Stelle wird auf zwei Reviews aufmerksam gemacht, welche zum einen 

alle wichtigen psychologischen und biologischen Einflussfaktoren auf die Speichel-

konzentration diskutieren (Hellhammer, Wust and Kudielka 2009) und zum anderen einen 

Großteil bisheriger Arbeiten auf diesem Gebiet zusammenfassen (An et al. 2015). 

Abgesehen von Greaves und West (1963) wird die Möglichkeit der Parallelbestimmung von 

Cortisol und Cortison im Speichel mittels LC-MS/MS-Technologie erst seit den letzten 7 

Jahren betrachtet. (Antonelli et al. 2015, De Palo et al. 2009, Mezzullo et al. 2016, 

Perogamvros et al. 2009, Vieira, Nakamura and Carvalho 2014) Die nachgewiesenen 

Referenzwerte dieser Studien sind in Tabelle B-3 zusammengefasst. 

 

Tabelle B-3: Literaturwerte: tageszeitlich abhängige Referenzkonzentrationen der endogenen 

Corticosteroide sowie deren Verhältnis zueinander 

 

Literatur 
Cortisol (F, ng/ml) Cortison (E, ng/ml) Verhältnis F-E 

morgens abends morgens abends morgens abends 

De Palo et al. 

2009 

4,0 ± 1,5 0,9 ± 0,5 9,5 ± 3,2 1,6 ± 1,1 0,4 ± 0,2 1,0 ± 1,5 

       

Perogamvros 

et al. 2009 

3,0 

(1,2 - 5,4) 

0,2 

(0,2 - 0,7) 

12,5 

(6,7 - 16,9) 

2,1 

(1,2 - 6,6) 

0,2 

(0,1 - 0,4) 

0,1 

(0,1 - 0,3) 

       

Antonelli et al. 

2015 

3,1 

(1,1 - 7,6) 

0,3 

(0,2 - 0,9) 

9,2 

(3,8 - 15,3) 

1,7 

(0,5 - 4,7) 

0,3 

(0,2 - 0,6) 

0,2 

(0,1 - 0,4) 

       

Mezzullo et al. 

2016 

3,2 ± 0,3 0,5 ± 0,1 13,7 ± 1,0 4,2 ± 0,6 0,2 ± 0,1 0,2 ± 0,1 
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B.2.3 Haare - Langzeitnachweis für Steroidhormone 

B.2.3.1 Grundlagen der Haaranalytik 

Werden Haare als Untersuchungsmedium verwendet, so lassen sich Langzeitnachweise von 

Substanzen über mehrere Monate bis Jahre retrospektiv durchführen. Für die 

Nachweisbarkeit von Substanzen sind der Aufbau der Haare, das Haarwachstum, die Art der 

Inkorporation und das Wirken von äußeren Einflussfaktoren entscheidend. 

Die Haare sind pigmentierte Keratinfäden, die aus einer Haarwurzel und einem Haarschaft, 

welcher über die Hautoberfläche hinausragt, bestehen. Der Haarschaft ist dabei aus drei 

morphologischen Schichten aufgebaut (Abbildung B-2). Die äußerste Schuppenschicht wird 

als Cuticula bezeichnet. Die Zellen sind dachziegelartig übereinander angeordnet und bilden 

dadurch eine ca. 4 µm dicke Schutzschicht. Sie ist verantwortlich für die äußere 

Erscheinungsform des Haares, z.B. für den Glanz und die Struktur. Die darunterliegende 

Faserschicht, Cortex, besteht aus parallel angeordneten Proteinfasern, welche die Dicke und 

die Farbe des Haares bestimmen. Als innerste Schicht schließt sich das Mark, Medulla, an. 

Dieses besteht aus weniger dicht gepackten Zellen und kann Lufteinschlüsse beinhalten. 

(Mußhoff 2004, Birbeck and Mercer 1957c, Birbeck and Mercer 1957b, Birbeck and Mercer 

1957a, Puccinelli, Caputo and Ceccarelli 1967) 

 

 

 

Abbildung B-2: Schematische Darstellung des Haaraufbaus. (nach (Mußhoff 2004)) 
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In der Wachstumszone des Haarfollikels kommt es zur Zellteilung und die Bildung des 

Haares beginnt. Während der Wachstumsphase nimmt das Volumen der Zellen zu und es 

kommt anschließend in der Keratinisierungszone zur Synthese von Melanin, dem 

Haarpigment. Außerdem kommt es zur Verhornung der Zellen und Fibrillen bilden sich aus. 

In der darauffolgenden Aushärtungszone wird der Zellkern eliminiert und eine Dehydration 

erfolgt, wodurch die Zellen absterben. Nach Benetzung des Haarschaftes mit Sebum, dem 

Sekret der Talgdrüsen, tritt das Haar durch die Hautoberfläche hinaus. (Mußhoff 2004, 

Pötsch 2004) 

Außerhalb der Hautoberfläche durchläuft das Haar einen Wachstumszyklus, welcher sich 

aus drei Wachstumsphasen, der Anagenphase, der Katagenphase und der Telegenphase, 

zusammensetzt. (Abbildung B-3) Der Wachstumszyklus verläuft dabei asynchron und variiert 

mit den Körperregionen. Bei Kopfhaaren befinden sich 85 - 90 % in der anagenen Phase, 7 -

 9 % in der telogenen Phase und 1 - 3 % in der Katagenphase. (Van Scott, Reinertson and 

Steinmuller 1957, Pötsch 2004) In der Anagenphase wächst das Haar für 5 - 7 Jahre 

durchschnittlich 1 cm pro Monat. Die angegebene Wachstumsrate der Kopfhaare schwankt 

dabei zwischen 0,28 mm/Tag und 0,57 mm/Tag (Thieme and Sachs 2007, Sachs 1995, 

Kosuge et al. 1998) und ist abhängig von individuellen Einflüssen, wie z.B. Geschlecht, Alter 

und Medikamenteneinnahme. In der anschließenden Katagenphase (meist nur wenige 

Wochen) kommt es zur Einstellung der Keratinisierung und zur Kontraktion des Follikels. 

Danach ruht das Haar in der Telogenphase für ca. sechs Monate, bevor es von einem neuen 

Haar aus der Wurzel geschoben wird und ausfällt. (Mußhoff 2004, Kintz 2004) An anderen 

Körperstellen, wie der Arm-, Bein oder Ohrbehaarung ist der Zyklus meist verkürzt und der 

Anteil an telogenen Haaren erhöht. (Saitoh, Uzuka and Sakamoto 1970)  

 

Abbildung B-3: schematische Darstellung des Lebenszyklus eines Haares mit Anagen-, 

Katagen- und Telogenphase (modifizierte Darstellung nach (Randall 2004)) 
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Die Inkorporation von Substanzen in das Haar kann auf zwei Wegen erfolgen. Zum einen 

kann eine systematische Exposition während des Keratinisierungsprozesses in der 

Wachstumsphase dazu führen, dass Stoffe, welche über die Blutkapillare oder über das 

Flüssigkeitssystem der Haut zu den Haarwurzeln gelangen, von diesen aufgenommen und in 

das Haar eingelagert werden. Zum anderen kann das bereits fertig keratinisierte Haar durch 

den äußeren Kontakt mit Flüssigkeiten oder Gasen Substanzen aufnehmen. (Henderson 

1993, Pötsch 2004, Kintz 2004) (Abbildung B-4) 

 

Abbildung B-4: Inkorporationsmechanismen: Die Einlagerung von Substanzen ins Haar kann 

über verschiedene Wege erfolgen. Die direkte Einlagerung aus dem Blut stellt für viele 

Substanzen die Hauptquelle der Inkorporation dar. Jedoch müssen auch die Einflüsse der 

Haut, der Drüsensekrete und von äußeren Kontaminationen beachtet werden. (modifizierte 

Darstellung nach (Henderson 1993)) 

 

Für den Einbau von Substanzen aus der Blutlaufbahn ist es wichtig, dass die Stoffe einen 

pH-Gradienten zwischen dem Blut (pH 7,4) und dem Haarfollikel (pH 3 - 5) passieren 

müssen. Dies führt dazu, dass basische Stoffe eine höhere Membranpermeabilität aufweisen 

als saure oder neutrale Stoffe. Für Steroide, welche eher unpolar sind, sind die lipophilen 

Eigenschaften für die erfolgreiche Diffusion aus dem Blut in die Haarmatrix entscheidend. 

Weiterhin können Schweiß und Sebum als Inkorporationsquellen in Frage kommen, denn 

auch in ihnen sind Substanzen wie beispielsweise Steroide enthalten. Fehlerhafte 

Analysenergebnisse, welche nicht die physiologischen Bedingungen widerspiegeln, können 

durch Substanzein-/-anlagerungen aus externen Verunreinigungen verursacht werden. 

Möglichkeiten einer Kontamination bestehen z.B. durch den Kontakt mit Feststoffen/Stäuben, 
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Rauch/Gas und Lösungen/Sekrete und sind besonders für den Drogennachweis im Haar zu 

beachten.  

 

Für die qualitative und quantitative Ausprägung der Inkorporation von Substanzen in das 

Haarmaterial sind somit die folgenden Faktoren entscheidend: 

 Substanzeigenschaften (Lipophilie, Basizität und Melaninaffinität) 

 Konzentrationen im Blut/Sebum/Schweiß  

 Pharmakokinetik (Plasmaproteinbindung, Metabolismus) 

 Haarbeschaffenheit und Körperregion 

 Umwelteinflüsse wie z.B. kosmetische Behandlungen 

 

Die Verwendung von Haaren als Untersuchungsmedium bietet gegenüber den anderen 

Materialien, wie Blut, Speichel und Urin, den Vorteil, dass Aussagen über einen längeren 

Zeitraum getroffen werden können. Bedingt durch das Wachstum der Haare und die relativ 

stabile Inkorporation von Substanzen, können diese auch Wochen und Monate nach ihrer 

Einlagerung nachgewiesen werden. Weiterhin ist es von Vorteil, dass hauptsächlich die 

Ausgangssubstanzen und nicht die Metaboliten eingelagert werden, auch dadurch sind 

spezifischer Aussagen möglich. Ein Vorteil aber gleichzeitig auch ein Nachteil ist es, dass die 

Haarkonzentrationen Durchschnittswerte darstellen. Vorteilhaft ist, dass sie dadurch 

unbeeinflusst von tageszeitlichen Schwankungen, wie z.B. bei Cortisol, sind. Nachteilig ist, 

dass spontane Ereignisse, wie eine Einzeldosis eines Medikaments oder eine akut erhöhte 

Cortisolkonzentration, in den meisten Fällen nicht nachweisbar sind. 

 

B.2.3.2 Corticosteroide in Haaren 

Der Inkorporationsmechanismus der Corticosteroide in den Haarschaft ist nicht vollständig 

aufgeklärt. Das Modell der Cortisolinkorporation geht davon aus, dass die Einlagerung aus 

dem Blut in den Haarschaft während des Haarwachstums die Hauptquelle darstellt. Somit 

spiegelt jeder Zentimeter Haar die durchschnittliche Plasmakonzentration für einen Monat 

wider. Jedoch werden auch Schweiß und Sebum als mögliche Einlagerungswege diskutiert. 

Russel et al. (2014) bestimmten als erste die Cortisolkonzentrationen im Schweiß und 

untersuchten eine mögliche Beeinflussung der Haarcortisolkonzentration (HCC) durch den 

Kontakt mit Schweiß. Die Cortisolkonzentrationen im Schweiß lagen bei 74,6 ± 41,5 ng/mL 

(8,2 - 141,7 ng/ml), wobei die höchsten Werte morgens und die niedrigsten Werte abends 
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gemessen wurden. Die Schweißkonzentrationen korrelierten mit den mitbestimmten 

Speichelwerten. Was darauf hindeutet, dass auch der Schweiß nur die nicht-

proteingebundenen Anteile des Blutes widerspiegelt. Weiterhin konnten sie zeigen, dass ein 

Kontakt von Haar mit cortisolhaltigen Lösungen (phosphatgepufferte Salzlösung als 

Schweißimitat, in vitro) zu einer Steigerung der Cortisolwerte führt, welche abhängig von der 

Kontaktzeit ist und mit einem Waschschritt nicht eliminiert werden kann. (Russell et al. 2014) 

Entgegen dieser Studie zeigten Grass et al. 2015, dass akuter Schweiß nicht zu 

Veränderungen der HCC  führt. In zwei Studien, bei welchen starkes Schwitzen induziert 

wurde (Sport und Sauna), konnten sie nachweisen, dass HCC nicht durch das aktive 

Schwitzen beeinflusst wird. (Grass et al. 2015) 

Corticosteroide wie auch andere Steroidhormone weisen keine Melaninaffinität auf und 

werden somit nicht fest an das Haarpigment gebunden. Dadurch sind sie anfällig für so 

genannte Auswaschvorgänge. Dies bedeutet, dass es nach der Einlagerung der Substanz in 

das Haar zu einer kontinuierlichen Reduzierung der Konzentration kommt, da äußere 

Einflüsse auf das Haar wirken. Dazu gehören kosmetische Haarbehandlungen (z.B. 

Waschen, Färben, Trocknen, Haarprodukte (Hamel et al. 2011, Li et al. 2011, Hoffman et al. 

2014) aber auch Umwelteinflüsse wie UV-Strahlungen (Li et al. 2011). Der Auswascheffekt 

für Cortisol wurde unter anderem bei (D'Anna-Hernandez et al. 2011, Dettenborn et al. 2010, 

Kirschbaum et al. 2009, Gao et al. 2010, Zhang et al. 2013, Noppe, 2015) beobachtet, 

jedoch nicht bei (Manenschijn et al. 2011, Thomson et al. 2010). Eine systematische 

Untersuchung führten Li et al. (2011) durch. Die Arbeitsgruppe untersuchte das Auswasch-

verhalten von Cortisol in Abhängigkeit von der Waschzeit, der verwendeten Waschlösung 

und der Temperatur des Wassers. Mit zunehmender Länge des Waschvorganges und 

steigender Temperatur des Wassers sinkt die nachweisbare Cortisolkonzentration 

signifikant. Beispielsweise beträgt die Verlustrate für einen Waschvorgang von 16 h mit 

Wasser bei 40 °C 61,9 ± 9,0 %, bei 65 °C 79,7 ± 9,3 % und bei 80 °C 91,2 ± 4,6 %. Für den 

Waschvorgang mit Shampoozusatz (4 h, 40 °C) kann die Arbeitsgruppe einen 

Substanzverlust von 75,5 ± 27,4 % nachweisen. Weiterhin untersuchen sie die Wirkung von 

ultravioletter (UV) Strahlung auf die Cortisolkonzentration im Haar. Die neun stündige 

Bestrahlung von 12 Haarproben mit UV-Licht (254 nm) führt zu einem durchschnittlichen 

Konzentrationsverlust von 26,5 ± 20,9 %. (Li et al. 2011) Auch Hoffmann et al. (2014) 

zeigten, dass es zu einer signifikante Reduzierung der Cortisolkonzentration nach 15 bzw. 

30 Waschzyklen sowie nach Bleichen und semipermanenten Färbungen kommt. (Hamel et 

al. 2011, Li et al. 2011, Hoffman et al. 2014) Somit kann gesagt werden, dass die 

Anwendung von kosmetischen Behandlungen sowie die Wirkung von Umwelteinflüssen dazu 

führen, dass die eingelagerten Cortisolkonzentrationen während der Haaralterung 

abnehmen. Dieser Aspekt muss bei der Interpretation von retrospektiven Analysen über 
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mehrere Haarsegmente hinweg beachtet werden. Eine systematische Untersuchung dazu 

wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgeführt und 2013 veröffentlicht. 

(Krumbholz et al. 2013)  

Studien zu Corticosteroiden in Haaren begannen im Jahr 2000, als Cirimele et al. klinische 

und forensische Haarproben auf zehn verschiedene endogene und synthetische Corticoide 

mittels HPLC analysieren. Dabei konnte die Arbeitsgruppe Prednison in den Haarproben von 

Patienten, welche damit nach einer Nierentransplantation behandelt wurden, nachweisen. 

Ebenso war der Nachweis von Beclomethason nach einer Asthmabehandlung erfolgreich. 

(Cirimele et al. 2000)  

Der Nachweis des endogen produzierten GCs Cortisol rückte in den letzten Jahrzehnten 

immer mehr in den Vordergrund, dabei können die Forschungsarbeiten drei 

unterschiedlichen Kategorien zugeordnet werden: i) Cushing's Syndrom, ii) Überwachung 

von Hormonersatztherapien und iii) chronischer Stress. (Wester and van Rossum 2015) 

Manenschijn et al. (2012) und Thomson et al. (2010) nutzten die Haaranalyse für die 

Diagnostik des Cushing's Syndrom. CS-Patienten zeigten dabei signifikant erhöhte HCC im 

Vergleich zu Kontrollprobanden (399 pg/mg vs. 27 pg/mg bzw. 679 pg/mg vs. 116 pg/mg). 

(Manenschijn et al. 2012, Thomson et al. 2010) Bei retrospektiven Untersuchungen über den 

Haarstrang hinweg, konnten erhöhte Konzentrationen klinischen Ereignissen, wie einem 

zyklisch auftretenden CS, zu geordnet werden. (Manenschijn et al. 2012) Auch die 

Überwachung von Hormonsubstitutionstherapien wird mit Hilfe von Haaruntersuchungen 

durchgeführt. Dabei wurden bereits Studien bei erwachsenen NNR-Insuffizientpatienten und 

bei Kindern durchgeführt. (Staufenbiel et al. 2015a, Gow et al. 2011, Noppe et al. 2014) 

Auffällig bei diesen Studien ist, dass die NNR-Insuffizient-Patienten signifikant höhere HCC 

aufweisen als Kontrollgruppen. Bei den Kindern wurden für das proximale Haarsegment (0-

3 cm) HCC von 13,3 pg/mg (10,3 - 17,2 pg/mg) für Patienten und für die Kontrollen von 

8,2 pg/mg (5,9 - 11,3 pg/mg) bestimmt. (Noppe et al. 2014) Diese Ergebnisse widersprechen 

der Theorie der Hormonersatztherapie, denn diese soll die endogenen Bedingungen 

bestmöglich emulieren. Ob die erhaltenen Ergebnisse eine mögliche Übertherapie mit 

Hydrocortison widerspiegeln, oder ob andere individuelle endogene Parameter dazu führen, 

dass Cortisol während einer Hormonersatztherapie qualitativ und/oder quantitativ anders in 

das Haar eingebaut wird als bei gesunden Probenden, ist dabei fraglich.  

Wie bereits im Absatz B.1.2.2 beschrieben zeigt Cortisol eine stressinduzierte Veränderung 

seiner Biosynthese. Im Fall von chronischem Stress ist bekannt, dass die Cortisolproduktion 

dauerhaft erhöht ist und somit als diagnostisches Hilfsmittel genutzt werden kann. Eine 

Einzelbeprobung bzw. das Sammeln von Proben (Blut, Urin oder Speichel) über einen Tag 

ist für die Diagnose oft nicht ausreichend. Deshalb werden auch hier Haaruntersuchungen 
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durchgeführt, um retrospektive Aussagen treffen zu können. Verschiedene Studien konnten 

bereits zeigen, dass erhöhte Cortisolkonzentrationen mit Stress und Depressionen korreliert 

sind. ((Yamada et al. 2007, Van Uum et al. 2008, Dettenborn et al. 2010, Karlen 2011, 

Dettenborn et al. 2012, Wei et al. 2015); Reviews: (Russell et al. 2012, Staufenbiel et al. 

2013))  

Auch eine Schwangerschaft wird als chronische Stressbelastung diskutiert. Dabei handelt es 

sich nicht nur um eine psychische sondern auch um eine physische Belastung, welche eine 

Stressantwort hervorruft. Blutuntersuchungen haben gezeigt, dass es zu einer gesteigerten 

Biosynthese von Cortisol während der Schwangerschaft besonders im dritten Trimester 

kommt. (Abou-Samra et al. 1984, Mastorakos and Ilias 2000, Carr et al. 1981, Smith, Nolan 

and Jubiz 1980) Weiterhin steigt der Anteil an freiem Cortisol im Verlauf der 

Schwangerschaft an. (Abou-Samra et al. 1984, Smith et al. 1980) Die Konzentrationen sind 

in Tabelle B-4 wiedergegeben. 

 

Tabelle B-4: Literaturwerte: Veränderung der Blutkonzentrationen von Cortisol im Verlauf einer 

Schwangerschaft 

 
Schwangerschafts-

status 

Gesamtcortisol  

(Carr et al. 1981) 

Gesamtcortisol 

(Smith et al. 1980) 

Freies Cortisol 

(Smith et al. 1980) 

1. Trimester 149 ± 34 ng/ml 130 ± 27 ng/ml 12 ± 3 ng/ml 

2. Trimester 352 ± 90 ng/ml 210 ± 15 ng/ml 16 ± 2 ng/ml 

3. Trimester 706 ± 148 ng/ml 267 ± 42 ng/ml 24 ± 5 ng/ml 

 

 

Diese Untersuchungsergebnisse wurden als Ausgangspunkt genutzt, um auch Cortisol in 

Haaren während/nach einer Schwangerschaft nachzuweisen. (Kalra et al. 2007, Kramer et 

al. 2009, Kirschbaum et al. 2009, D'Anna-Hernandez et al. 2011, Krumbholz et al. 2013, 

Braig et al. 2015) Die mittels immunchemischen Verfahren bestimmten Cortisolwerte für das 

letzte Schwangerschaftstrimester liegen zwischen 40 pg/mg und 50 pg/mg. D'Anna-

Hernandez et al. (2011) zeigen in einer viermaligen Beprobung (15 Schwangerschaftswoche 

(SSW), 26 SSW, 36 SSW und 3 Monate nach Entbindung) derselben Probanden, dass die 

Cortisolkonzentration im Verlauf der Schwangerschaft ansteigt und dann postpartum wieder 

absinkt. (D'Anna-Hernandez et al. 2011) Braig et al. (2015) wiesen in den Haarproben von 

768 Frauen, welche direkt nach der Entbindung entnommen wurden, Cortisolkonzentrationen 

zwischen 0,3 pg/mg und 80,3 pg/mg (9,4 ± 10,6 pg/mg) für das proximale Haarsegment 

nach. (Braig et al. 2015) Die monatliche Veränderung der Cortisol- und Cortison-
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konzentration im Verlauf einer Schwangerschaft wurde im Rahmen der vorliegenden 

Dissertation in zwei Follow-up-Studien untersucht und die Ergebnisse der ersten Studie 2013 

veröffentlicht. (Krumbholz et al. 2013) 

Die mittels immunchemischen Verfahren bestimmten Cortisolkonzentrationen liegen stets 

über denen, welche mittels Flüssigchromatographie (LC)-Tandemmassenspektrometrie 

(MS/MS) bestimmt werden. Im Jahr 2015 wurden von Russel et al. und von Slominski et al. 

zwei Studien veröffentlich, welche sich damit beschäftigten. (Russell et al. 2015, Slominski, 

Rovnaghi and Anand 2015) In einem Ringversuch zeigen Russel et al., dass die 

Cortisolkonzentrationen, welche mittels LC-MS/MS bestimmt werden, eine hohe Korrelation 

mit den immunchemisch bestimmten aufweisen (r2 zwischen 0,88 und 0,97; P<0,0001). Für 

Forschungsgruppen, welche ausschließlich immunchemische Verfahren für die Cortisol-

bestimmung verwenden, wäre es somit möglich, speziell für ihren Assay einen 

Umrechnungsfaktor zu bestimmen, um ihre Werte mit LC-MS/MS-Werten vergleichen zu 

können. Die Cortisolkonzentrationen unterscheiden sich dabei für jede Methode und die 

immunchemisch bestimmten Konzentrationen liegen ausnahmslos höher als die LC-MS/MS-

Werte. (Russell et al. 2015) Slominski et al. (2015) bestätigten diese Ergebnisse speziell für 

ihren verwendeten Immunoassay. Ein Nachteil der immunchemischen Verfahren stellen 

immer noch die möglichen Kreuzreaktionen (abhängig von den verwendeten Assays) mit 

anderen Steroiden dar. Dadurch können die gemessenen Konzentrationen fehlerbelastet 

sein. Besonders bei Situationen, welche zu großen hormonellen Veränderungen führen, wie 

eine Schwangerschaft, kann es zu Fehlinterpretationen kommen. Während einer 

Schwangerschaft steigt z.B. die Konzentration von Progesteron im Blut kontinuierlich an. 

Diese lässt schlussfolgern, dass Progesteron auch verstärkt in das Haar eingelagert wird. 

Cortisolimmunoassays weisen unterschiedlich stark ausgeprägte Kreuzreaktionen mit 

Progesteron auf (0,5 - 7,5 %), was zu einer fälschlichen Erhöhung der gemessenen 

Cortisolkonzentration führt. Ein weiterer Nachteil der immunchemischen Verfahren ist, dass 

zusätzliche Analyten wie Metaboliten qualitativ und quantitativ nicht mitbestimmt werden 

können. Dies ist aber mit einer massenspektrometrischen Bestimmung möglich. Hier stellt 

die Parallelbestimmung von Cortison als inaktiver Metabolit des Cortisols keine Schwierigkeit 

dar. Aus diesen Gründen ist für die letzten fünf Jahre festzustellen, dass immer mehr 

Forschungsgruppen von den immunchemischen Verfahren auf die Detektion mittels LC-

MS/MS-Methodik umsteigen. In der folgenden Tabelle B-5 sind Referenzwerte der 

endogenen Corticosteroidkonzentrationen aus verschiedenen Studien der letzten Jahre 

zusammengefasst. 
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Tabelle B-5: Literaturwerte: Referenzdaten für die endogenen Haarkonzentrationen der GC 

Cortisol und Cortison im proximalem Haarsegment (n.u.: nicht untersucht) 

 

Literatur Haarsegment Methode Cortisol (pg/mg) Cortison (pg/mg) 

Raul et al. 

2004 

0-2 cm LC-MS/MS 19,0  (5,2-91,0) 70,0  (12,0-163,0) 

     

Gao et al. 

2010 

0-1 cm HPLC-FLU 11,8 ± 6,0 (3,3-24,8) n.u. 

 
     

Stalder & 

Kirschbaum 

2012 

0-3 cm LC-MS/MS M: 5,5 (1,4-77,0) 

W: 5,2 (1,1-70,6) 

M: 21,1 (2,7-109,8) 

W: 18,3 (5,4-108,0) 

     

Gao et al. 

2013 

0-3 cm LC-MS/MS 7.1 (1,6-17,6) 25,2 (6,1-52,7) 

     

Zhang et al. 

2013 

0-1 cm LC-MS/MS 14,2 ± 8,6  

 

52,9 ± 26,7  

 
     

Chen et al. 

2013 

0-1 cm LC-MS/MS 5,1 (2,0-27,8) 62,1 (18,9-189,2) 

     

Kuehl et al. 

2015 

0-3 cm LC-MS/MS M: 6,1 ± 1,4  

W: 3,3 ± 0,7 

M: 28,8 ± 4,9  

W: 14,6 ± 2,1  
     

Grass et al. 

2015 

0-2 cm LC-MS/MS ca. 3,0  

(abgeschätzt aus der 

Abbildung) 

Studie I: 9,5 ± 5,3  

Studie II: 9,3 ± 7,4 

     

Staufenbiel 

et al. 2015b 

0-3 cm LC-MS/MS M: 3,6 (2,4-7,9 ) 

W: 2,9 (2,1-5,2) 

M: 11,6 (8,5-18,3) 

W: 10,2 (7,0-14,3) 

     

Quinete et 

al. 2015 

0-3 cm LC-MS
3
 12,7 ± 14,0 (1,9-72,2) 41,6 ± 42,0 (5,7-202,0) 

     

Sauve et al. 

2007 

nicht 

angegeben 

ELISA 46,1 (17,7-153,2) n.u. 

     

Thomson et 

al. 2010 

0-1 cm EIA 116,0 ± 54,0 (26,0-204,0) n.u. 

     

Gow et al. 

2011 

0-2 cm EIA 184,7 (57,7-1479,0) n.u. 

     

Wei et al. 

2015 

0-1 cm ECLIA 4890,0 ± 1584,0  

(13,53 ± 4,37 pmol/mg) 

n.u. 

     

Staufenbiel 

et al. 2015a 

0-3 cm ELISA 10,1  (3,5-17,8) n.u. 
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C  Materialien und Methoden 

C.1 Chemikalien und Geräte 

C.1.1 Chemikalien 

AccoGENE ®, 10 x PBS, Lonza, Rockland, ME, USA 

Acetonitril, gradient grade, J.T.Baker, Deventer, Niederlande 

Ammoniak (25%), reinst zur Analyse, Th.Geyer, Renningen, Deutschland 

Ammoniumacetat, NH4AC, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure, 99,5 %, Th.Geyer, Renningen, Deutschland 

Ethylenglycol, reinst zur Analyse, J.T. Baker, Deventer, Niederlande 

Kaliumcarbonat, K2CO3, Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Methyl-tert-Butyl-Ether, MTBE, reinst zur Analyse, Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Methanol, MeOH, reinst zur Analyse, J.T.Baker, Deventer, Niederlande 

Natiumhydrogencarbonat, NaHCO3, J.T.Baker, Deventer, Niederlande 

Reinstwasser, gradient grade, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland 

 

C.1.2 Referenzsubstanzen 

Cortison, Sigma, St.Louis, MO, USA 

Cortisol, Merck, Darmstadt, Deutschland 

Cortisol-d4, CIL, Andover, MA, USA 

Dexamethason, Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Fludrocortison, Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Prednisolon, LGC, Teddington, UK 

Prednison, LGC, Teddington, UK 
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C.1.3 Lösungen und Puffer 

SPE-Waschlösung: 

Basisches Methanol (MeOH / 2%ige NH4OH-Lösung [v:v 40:60]) 

 

SPE-Elutionslösung: 

Methanol / Wasser (v:v 90:10) 

 

Carbonat-Festpuffer (pH = 9): 

Der Festpuffer besteht aus einem Gemisch von 84 g NaHCO3 und 138 g K2CO3. 

 

LC-Puffer: 

Puffer A2 (Wasser/Acetonitril (v:v 95:5), 2 mmol NH4AC, 0,1 % Essigsäure) 

Puffer B2 (Wasser/Acetonitril (v:v 5:95), 2 mmol NH4Ac, 0,1 % Essigsäure) 

 

PBS-phosphatgepufferte Salzlösung: 

Verdünnung von AccoGENE® 1:10 mit Reinstwasser 

Zusammensetzung AccoGENE®: 0.017 M KH2PO4; 0.05 M Na2HPO4; 1,5 M NaCl; pH = 7,4 

 

 

C.1.4 HPLC-MS/MS-System 

Für die HPLC-MS/MS-Analysen wurde der Flüssigchromatograph 1200 Series (Agilent 

Technologies) mit online Degasser, binärer Pumpe, beheizbarem Säulenofen und 

Autosampler, sowie das Massenspektrometer Q-Trap 5500 (AB Sciex) verwendet. Die 

Auswertung erfolgte mit der Software Analyst 1.5.1 von AB Sciex.  

Geräteparameter HPLC 

Vorsäule:   Zorbax Eclipse XDB-C8; 2.1 mm * 12.5 mm; 5 µm 

Säule:     

 Haare:   Thermo Hypersil Gold C18; 2.1 mm * 100 mm; 3 µm 

 Speichel/Plasma: Thermo Hypersil Gold C18; 2.1 mm * 50 mm; 3 µm  

  

Solvent A:   Puffer A2 

Solvent B:   Puffer B2 

Fließgeschwindigkeit:  0,3 ml/min 
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Linearer Gradient -3 min 90 % Puffer A2 / 10 % Puffer B2 

 1 min 90 % Puffer A2 / 10 % Puffer B2 

 3 min 0 % Puffer A2 / 100 % Puffer B2 

 7 min 0 % Puffer A2 / 100 % Puffer B2 

 8 min 90 % Puffer A2 / 10 % Puffer B2 

 

Säulentemperatur:  25 °C 

Injektionsvolumen:  2 µl (Speichel/Plasma) bzw. 5 µl (Haar) 

  

Geräteparameter MS 

Ionisation:   ESI, positiv 

Quellentemperatur:  550 °C 

 

 

C.1.5 Geräte zur Probenvorbereitung 

Analysenwaage, RC210D,Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Kolbenhubpipetten, Labsystem, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Metallblockthermostat, Evaporator, Liebisch, Bielefeld, Deutschland 

Pipettierautomat, Aspec XL4, Gilson, Middleton, USA 

Reagenzglasschüttler/Vortexer, Reax2000, Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland 

Schwingmühle, MM 301, Retsch, Haan, Deutschland 

Tischzentrifuge, Centrifuge 5702, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Tischzentrifuge, Centrifuge 5430, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Überkopfschüttler, Reax 2, Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland 

Ultraschallbad, Sonorex Super 10P, Bandelin, Berlin, Deutschland 
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C.2 Studienprotokolle 

C.2.1 Bestimmung der Plasmaproteinbindung der Corticosteroide  

Projektbeschreibung 

Untersuchungen von GCs im Blut, Speichel und Haar haben gezeigt, dass die beiden 

endogenen Glucocorticoide in unterschiedlichen Verhältnissen zueinander in diesen Matrizes 

vorliegen. Meist wird hier mit einer Metabolisierung von F zu E beim Übergang aus dem Blut 

in die jeweilige Matrix argumentiert. Die Plasmaproteinbindungen der GCs bleiben dabei 

unberücksichtigt. Um ihren Einfluss auf die Verhältnisverschiebung zu überprüfen, wurden 

Plasmaproben im Rahmen eines vom Bundesinstitut für Sport geförderten Projektes 

(Projektnummer: IIA1-070302/14, Ethikvotum:1777/07) gewonnen. Die Probandenbetreuung, 

die Durchführung der Experimente sowie die Probennahme erfolgten an der Technischen 

Universität München in Zusammenarbeit mit dem Institut für Pathologie. 

 

Das Projekt kann in vier Teilexperimente untergliedert werden.  

 1.Experiment: Bestimmung der Basalwerte an vier Zeitpunkten (obot) 

 2.Experiment: Bestimmung der Werte nach physischer Beanspruchung (1 h  

   Intensivtraining am Fahrradergometer, 5 h nach Experimentbeginn, 

   sprich 13:00 Uhr; mbot) 

 3.Experiment: Bestimmung der Werte nach Testosteronapplikation (transdermal via 

   Testosteronpflaster (TESTOPATCH ® 2,4 mg/24 h, Pierre Fabre  

   Pharma, Freiburg, Deutschland), appliziert zum Zeitpunkt t=0 h; obmt) 

4.Experiment: Bestimmung der Werte nach physischer Beanspruchung (siehe mbot) 

   und Testosteronapplikation (siehe obmt) (mbmt) 

 

Während der Experimente wurden von jedem Probanden Serumproben und Speichelproben 

entnommen (Tabelle C-1). Da Blankproben (obot) für alle Tageszeiten zur Verfügung 

standen, war jeder Proband seine eigene Kontrolle. 
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Tabelle C-1: Speichel-und Serumproben der Probanden während der vier o.a. Experimente 

(durchnummerierte Proben) mit den dazugehörigen Entnahmezeiten 

 

Probenentnahmezeit nach 

Experimentbeginn 
Tageszeit 

Experiment 

obot mbot obmt mbmt 

0h 08:00 Uhr 1 5 12 19 

3h 11:00 Uhr 2 6 13 20 

6h 14:00 Uhr 3 7 14 21 

9h 17:00 Uhr 4 8 15 22 

24h 08:00 Uhr  9 16 23 

48h 08:00 Uhr  10 17 24 

72h 08:00 Uhr  11 18 25 

 

 

Probanden, Probenentnahme und Bereitstellung 

Bei den Probanden handelt es sich um neun männliche Freizeitsportler (30 ± 8 Jahre), 

welche freiwillig an diesem vierstufigen Projekt teilnahmen. Die Blutabnahme erfolgte am 

liegenden Probanden mit Standardblutabnahmesystemen (Vacuette ® Serum Z Clot 

Activator, Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich). Nach einer Gerinnungsphase von 

45 min wurden die Blutserumröhrchen zentrifugiert (25 °C, 2020 g, 30 min). Das gewonnene 

Serum wurde aliquotiert und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert. 

Die Speichelentnahme erfolgte über die direkte Probengewinnung mittels Sali Tubes® (DRG 

Instruments GmbH, Marburg, Deutschland). Die Proben wurden bis zu Bearbeitung bei  

-20 °C gelagert. 

 

C.2.2 Speichelstudie: Corticosteroide im Speichel  

Projektbeschreibung 

Die Speichelanalytik bietet die Möglichkeit, die biologisch aktiven Substanzanteile im Körper 

beurteilen zu können, ohne eine invasive Probenentnahme vorzunehmen. Dies ist für den 

Nachweis von Glucocorticosteroiden von Vorteil, da die Auswirkungen einer akuten 

Stresssituation bedingt durch die Probenentnahme vermindert werden. Im Rahmen dieses 

Projektes sollte das Potential von Speichelproben für die Differenzierung zwischen einer 

legalen und einer verbotenen Anwendung von GCs überprüft werden. Für den Sport ist der 

Gebrauch von GCs durch die Richtlinien der WADA reguliert. Die orale, rektale, 

intramuskuläre und intravenöse Anwendung von GCs während eines Wettkampfes ist 
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verboten. Mit den Routineanalysen im Urin ist es jedoch nur unzureichend möglich 

Differenzierung vorzunehmen. Als Ausgangshypothese steht die Behauptung, dass sich die 

Konzentrationen der GCs bzw. deren Verhältnisse zueinander im Speichel unterscheiden, 

wenn die GCs endogen produziert bzw. oral eingenommen werden. Dieses Forschungs-

projekt wurde von der US-Antidopingagentur (Partnership for clean competition) unterstützt 

und finanziert. 

 

Probanden und Probenbereitstellung 

Im Rahmen einer Zusammenarbeit mit dem Klinikum der Ludwig Maximilians Universität 

(LMU) München, Bereich Endokrinologie, wurden Speichelproben von AGS-Patienten sowie 

von Kontrollprobanden untersucht.  

Für die Patientengruppe wurden 82 männliche Probanden rekrutieren, welche einer 

Dauermedikation mit GCs unterliegen. Die Proben wurden von den Patienten an fünf 

Abnahmezeitpunkten (ca. 6, 10, 16, 20 und 24 Uhr) selbstständig gesammelt, um ein 

Tagesprofil zu erstellen. Die Speichelproben wurden mit Hilfe des Salivetten® Speichel-

entnahmesystems gewonnen, von der LMU München aliquotiert, hinsichtlich ihrer Medikation 

und der Abnahmezeit anonymisiert und bis zur Bearbeitung bei -20 °C gelagert. 

Als Kontrollgruppe wurden 59 gesunden Probanden ausgewählt, von welchen je eine 

Speichelprobe am Morgen (ca. 08:00 Uhr) und am Abend (ca. 20:00 Uhr) genommen wurde. 

Die Kontrollgruppe setzte sich aus 25 weiblichen (36 ± 17 Jahre) und 34 männlichen (30 ± 16 

Jahre) Probenden zusammen. Diese mittels Salivetten® gewonnenen Proben wurden ohne 

weitere Bearbeitung von der LMU tiefgefroren und für die Analyse bereitgestellt. 

 

C.2.3 Haarstudie: Endogene Glucocorticosteroide im Haar 

Projektbeschreibung: 

Untersuchungen von Corticosteroiden in Haaren haben gezeigt, dass die Konzentrationen 

der endogenen GCs im Haar entgegengesetzt den Blutkonzentrationen sind. Die 

Nachweisbarkeit von GCs ist von unterschiedlichen Parametern, wie physischen, 

physikalischen und chemischen Veränderungen, beeinflusst. In einer Vorstudie wurde 

gezeigt, dass die endogenen Corticosteroidkonzentrationen entlang des Haarschaftes 

abnehmen. Die durchschnittliche Abnahme zwischen benachbarten Segmenten (je 3 cm) lag 

bei 42,8 % (3,1-84,1%) für Cortison und 48,3 % (8,8-72,8 %) für Cortisol. An Hand der 

einmaligen Probenentnahme bei diesen Probanden konnte keine eindeutige Aussage über 
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die Ursache dieser Reduzierung getroffen werden. (Krumbholz 2012) Ziel dieser Studie war 

es deshalb, den Einfluss dieser Faktoren mit Hilfe mehrmaliger Probenentnahmen zu 

untersuchen und für eine Bewertung von proximalen Segmentkonzentrationen Referenz-

bereiche festzulegt. Teile dieser Studie wurden bereits veröffentlicht. (Krumbholz et al. 2013) 

 

Proband und Probennahme 

Im Rahmen der Zusammenarbeit mit der Endokrinologie der Ludwig-Maximilians-Universität 

in München wurden gesunde Kontrollprobanden rekrutiert, welchen je eine Haarprobe 

entnommen wurden. Insgesamt wurden 94 Probanden beprobt, davon 45 weibliche im Alter 

von 34,7 ± 18,1 Jahren und 49 männliche Probanden (32,0 ± 15,3 Jahre). 

Weiterhin wurde im Rahmen einer Follow-up-Studie einer Probandin (weiblich, 35 Jahre) 

über einen Zeitraum von 10 Monaten monatlich eine Haarprobe entnommen. Die 

Probenentnahme begann am 10.09.2011. Zu diesem Zeitpunkt befand sich die Probandin in 

der 6. SSW. Weitere Proben wurden in der 12, 17, 21, 25, 30, 34 und 38. SSW sowie 1, 5 

und 9 Wochen nach der Entbindung (pp) gewonnen. Die letzte Probenentnahme erfolgte am 

06.07.2012. Nach einer Selbstauskunft veränderte die Probandin während dieser Zeit weder 

ihr Haarwaschverhalten, noch verwendete Haarprodukte. Es wurde keine permanenten 

Haarbehandlung (Färbung, Bleichung etc.) durchgeführt.  

 

C.2.4 Schwangerschaftsstudie: Korrelation von Haar, Speichel und Plasma 

Während einer weiteren Follow-up-Studie wurden von einer Probandin (27 Jahre) sowohl 

Haar- als auch Speichel- und Serumproben zu äquivalenten Zeitpunkten gesammelt. Aus 

den Ergebnissen sollten zusammenführende Erkenntnisse für die drei vorrausgehenden 

Studie gewonnen werden. Um möglichst hohe endogene Variationen zu erzielen, erfolgte die 

Studie im Rahmen einer Schwangerschaft. Eine Auflistung der Proben ist in Tabelle C-2 

zusammengestellt.  

Nach einer Selbstauskunft veränderte die Probandin während dieser Zeit weder ihr 

Haarwaschverhalten, noch verwendete Haarprodukte. Es wurde auch keine Haarbehandlung 

(Färbung, Bleichung etc.) durchgeführt. Am 29.01.2014 wurde die Resthaarsträhne (ca. 

1,5 cm), welche nach der ersten Probenentnahme (30.12.2013) am Hinterkopf verblieb (ca. 

0,5 cm) sowie bereits nachgewachsen war, gebleicht. Diese Markierung wurde genutzt, um 

die Wachstumsrate des Haares bestimmen zu können. Aus diesem Grund wurde die Länge 

dieser Strähne bei jeder neuen Probennahme gemessen.  
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Die Plasmaproben wurden im Rahmen von Routineuntersuchungen während der 

Schwangerschaft gewonnen. Die Proben wurden zeitnah (innerhalb von 30 min) zentrifugiert, 

das Plasma abgenommen, aliquotiert und bis zur Bearbeitung bei -20 °C gelagert.  

Die Speichelproben wurden mit dem Salivetten®-System ca. 10 min vor der Blutentnahme 

gewonnen (außer SSW 16+5). Sie wurden ebenfalls zentrifugiert, aliquotiert und bis zur 

Bearbeitung bei -20 °C gelagert. Weiterhin wurden im 2. Trimester (17. SSW und 23. SSW), 

im 3 Trimester (29. SSW und 33. SSW) sowie 13 Monate postpartum Speicheltagesprofile 

gesammelt.  

 

Tabelle C-2: Zusammenstellung der gesammelten Haar-, Speichel- und Plasmaproben während 

und nach der Schwangerschaft der Probandin. Es ist das Datum und die Uhrzeit der 

Probenentnahme mit dem dazugehörigen Schwangerschaftsstatus aufgelistet.  

  

Datum 

Länge der 

gefärbten 

Haarsträhne 

Entnahmezeit 

Nr. Entnahme Plasma Speichel 

0 Vor der SS - - ./. ./. 

1 SSW 07+4 30.12.2013 - ./. ./. 

2 SSW 12+0 30.01.2014 Ca. 1,5 cm 08:00 Uhr 07:50 Uhr 

3 SSW 16+5 04.03.2014 Ca. 2,5 cm 11:00 Uhr 07:30 Uhr 

4 SSW 20+1 28.03.2014 Ca. 3,5 cm 07:30 Uhr 07:20 Uhr 

5 SSW 24+1 25.04.2014 Ca. 4,5 cm 07:15 Uhr 07:05 Uhr 

6 SSW 29+5 03.06.2014 Ca. 6,0 cm 07:30 Uhr 07:20 Uhr 

7 SSW 33+5 01.07.2014 Ca. 7,0 cm 07:30 Uhr 07:20 Uhr 

8 SSW 37+6 30.07.2014 Ca. 8,0 cm 08:00 Uhr 07:50 Uhr 

9 2 Wochen pp 29.08.2014 Ca. 9,0 cm ./. 07:30 Uhr 

10 6,5 Wochen pp 30.09.2014 Ca. 10,0 cm ./. 08:00 Uhr 

11 12 Wochen pp 05.11.2014 Ca. 11,5 cm 08:00 Uhr 07:30 Uhr 

12 6 Monate pp 05.02.2015 Ca. 14,5 cm 08:00 Uhr 07:50 Uhr 

13 13 Monate pp 16.09.2015 Ca. 22,0 cm 08:00 Uhr 07:40 Uhr 
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C.3 Probenvorbereitung 

C.3.1 Aufarbeitung der Plasmaproben 

C.3.1.1 Bestimmung der freien Steroidkonzentrationen 

Für die Bestimmung der freien Steroidkonzentrationen im Plasma musste die Ultrafiltrations-

methode an die aktuelle Fragestellung angepasst werden. Dies erfolgte mit den Schritten: 

„Prekonditionierung des Filters“, „Waschen des Filterrückstandes“, „Auswahl der 

Filterporengröße“ und „Verdünnen des Plasmas“. Die Beschreibungen dieser Schritte sowie 

deren Ergebnisse sind im Anhang 1 aufgeführt.  

Als optimale Methode etablierte sich die Ultrafiltration mit 30 kDa-Filter (Amicon® Ultra-0,5, 

MerckMillipore, Darmstadt, Deutschland). Nach einer Prekonditionierung mittels 0,5 ml 

phosphatgepufferter Salzlösung (PBS, 15 min, 37 °C, 6500 rpm) wurden 250 µl Plasma zur 

Äquilibrierung (37 °C, 15 min) auf den Filter aufgetragen. Die Ultrafiltration wurde für 40 min 

bei 37 °C und 6500 rpm durchgeführt. Vom erhaltenen Filtrat wurden 125 µl entnommen und 

250 µl PBS sowie interner Standard (IS) d4-Cortisol (d4-F) = 2,5 ng zugegeben. Nach pH-

Werteinstellung (pH = 9, ca. 20 mg Carbonat-Festpuffer) wurden die Proben mittels Methyl-

tert-Butyl-Ether (MTBE, 2 x 2,5 ml, 15 min) extrahiert. Nach anschließender Zentrifugation 

(3500 rpm, 10 min) wurden die Etherphasen abgetrennt, vereinigt und nach Zugabe von 

30 µl Ethylenglycol unter Stickstoffstrom bei 60 °C eingedampft. 

 

C.3.1.2 Bestimmung der Gesamtsteroidkonzentration 

Für die Bestimmung der Gesamtkonzentrationen der GCs im Plasma wurde eine Flüssig-

Flüssig-Extraktion mittels MTBE durchgeführt. Dafür wurde ein Aliquot (250 µl) der 

Plasmaproben mit 250 µl PBS verdünnt und nach Zusatz von d4-F (2,5 ng) extrahiert. Die 

Etherextraktion erfolgte nach Einstellung des pH-Wertes auf 9 (Zugabe von ca. 20 mg 

Carbonat-Festpuffer) zweimalig mit je 2,5 ml MTBE für je 15 min im Überkopfschüttler. 

Anschließend wurden die Proben zentrifugiert (3500 rpm, 10 min), die Etherphasen 

abgetrennt, vereinigt und nach Zugabe von 30 µl Ethylenglycol unter Stickstoffstrom bei 

60 °C eingedampft. 
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C.3.2 Aufarbeitung der Speichelproben 

Mit Ausnahme der bereits aliquotierten Patientenproben wurden die Speichelproben noch im 

Probenentnahmeröhrchen (Salivetten) befindlich zur Verfügung gestellt. Für die Gewinnung 

des Speichels wurden diese bzw. die Speichelaliquote über Nacht bei 5 °C aufgetaut und 

anschließend zentrifugiert (15 min, 3500 rpm). Von allen Proben wurde ein 250 µl-Aliquot für 

die weitere Bearbeitung verwendet. Diese wurden mit 250 µl Reinstwasser verdünnt und 

nach Zugabe des IS d4-F (500 pg) erfolgte die Abtrennung der Steroide aus der 

Speichelmatrix bei pH 9 (Zugabe von ca. 20 mg Carbonat-Festpuffer) durch eine Flüssig-

Flüssig-Extraktion mit MTBE (2,5 ml, 15 min). Nach der Zentrifugation (5 min, 3500 rpm) 

wurde die organische Phase abgenommen und der Extraktionsschritt wiederholt. Die beiden 

erhaltenen Etherfraktionen wurden vereinigt und nach Zugabe von Ethylenglycol (30 µl) unter 

Stickstoffstrom bei 60 °C eingedampft. 

 

C.3.3 Aufarbeitung von Haarproben 

Die Aufarbeitung der Haarproben erfolgte nach der 2012 am Institut für Dopinganalytik und 

Sportbiochemie etablierten und validierten Methode zur Bestimmung von Corticosteroiden in 

Haaren. (Krumbholz et al. 2013)  

Die Probenentnahme erfolgte den Richtlinien der Gesellschaft für Toxikologische und 

Forensische Chemie (GTFCh) und Society of Hair Testing entsprechend am Hinterkopf der 

Probanden (vertex posterior). Es wurde eine ca. bleistiftdicke Haarsträhne kopfhautnah 

entnommen und bis zur Analyse in Aluminiumfolie gewickelt, trocken bei RT gelagert. Für die 

Bearbeitung der Proben wurden diese in die zu untersuchenden Abschnitte segmentiert und 

anschließend mittels Schere zerkleinert (Länge < 1 mm). Die Segmentierung erfolgte dabei 

problemorientiert. Die Schwangerschaftsproben wurden in 2-cm-Segmente und die Kontroll-

Proben in 3-cm-Segmente geschnitten. 

Soweit vorhanden wurden 50 mg Haarmaterial eingewogen. Nach Zugabe von d4-F = 2,5 ng 

wurde die Methanolextraktion (2,5 ml, 4 h, 50 °C, Ultraschallbad) durchgeführt. Nach der 

Zentrifugation wurde die Methanolphase abgenommen und nach Zugabe von 30 µl 

Ethylenglycol unter Stickstoffstrom bei 60 °C eingedampft. Die Rückstände wurden mit 

0,5 ml Reinstwasser aufgenommen und mittels Festphasenextraktion (SPE) gereinigt. Dies 

erfolgte teilautomatisch am Pipettierautomaten. Die Konditionierung der SPE-Kartuschen 

(BondElut Plexa, 3 ml, 60 mg, Agilent) erfolgte mit Methanol (3 ml) und Reinstwasser (1 ml). 

Nach dem Auftragen der Probe wurde mit 3 ml SPE-Waschlösung gewaschen um 

nichtbindende Matrixbestandteile zu entfernen. Die Elution der Analyten erfolgte mit 3 ml der 
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SPE-Elutionslösung und nach erneuter Zugabe von Ethylenglycol (30 µl) wurden die SPE-

Eluate unter N2-Strom bei 60 °C eingedampft. 

 

C.3.4 Kalibrierung 

C.3.4.1 Plasmaproben 

Da kein GC-freies Plasma existiert, wurde eine Lösungsmittelkalibrierung mit PBS (500 µl) 

angewandt (Tabelle C-3). Die Kalibrierungsproben sowie eine Plasma-QC-Probe wurden 

äquivalent zu den Probenserien mittels Ultrafiltration und Etherextraktion aufgearbeitet. 

 

Tabelle C-3: Kalibrierungsproben zur quantitativen Bestimmung von F und E im Ultrafiltrat (UF) 

und Etherextrakt (EE) 

 

Probe 

Analytkonzentration 

(ng/ml) für UF 

Analytkonzentration 

(ng/ml) für EE 

F E F E 

Blank 0,0 0,0 0 0 

Cal 1 0,8 0,2 8 2 

Cal 2 2,0 0,5 20 5 

Cal 3 4,0 1,0 40 10 

Cal 4 8,0 2,0 80 20 

Cal 5 20,0 5,0 200 50 

Cal 6 40,0 10,0 400 100 

 

 

C.3.4.2 Speichelproben 

Für jedes Probenbatch wurden eine Qualitätskontrollprobe, zwei Blankproben und sechs 

Kalibrierungsproben mitgeführt. Diese umfassten, abhängig von der Fragestellung, sowohl 

die endogenen Steroide Cortisol (F) und Cortison (E) als auch die synthetischen 

Corticosteroide Prednison (PN), Prednisolon (PLN), Dexamethason (D) und Fludrocortison 

(FLU). Die jeweiligen Konzentrationen sind in der Tabelle C-4 wiedergegeben. Die 

Kalibrierungen wurden im wässrigen Medium (500 µl Reinstwasser) durchgeführt. Lagen die 

analysierten Konzentrationen von einzelnen Proben deutlich über diesem Kalibrierbereich, 

so wurde eine alternative Kalibrierung, fallspezifisch, durchgeführt. Konzentrationen 

zwischen Limit Of Detection (LOD) und Limit Of Quantification (LOQ) wurden semiquanitativ 

bestimmt. 
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Tabelle C-4: Kalibrierungsproben für die Bestimmung der Steroidkonzentrationen im Speichel  

 

Probe 
Analytkonzentration (ng/ml) 

E F  PN/PLN/D/FLU 

Blank 0,0 0,0  0,0 

Cal 1 0,2 0,1  0,2 

Cal 2 0,5 0,25  0,5 

Cal 3 1,0 0,5  0,8 

Cal 4 2,0 1,0  1,0 

Cal 5 5,0 2,5  2,0 

Cal 6 20 10  5,0 

Cal 7 50 25  10 

 

 

C.3.4.3 Haarproben 

Für jede Probenaufarbeitungsserie wurde sowohl eine Matrixkalibrierung als auch eine 

Lösungsmittelkalibrierung mitgeführt. Als Blankhaarmatrix wurde der Haarspitzenschnitt 

einer 54-jährigen Probandin verwendet, in welchem auf Grund der langjährigen 

Haarbleichung keine endogenen Steroidhormone (E, F) nachweisbar waren. Die 

Kalibrierpunkte wurden den zu erwartenden Konzentrationsbereichen (2 - 50 pg/mg) 

angepasst. Lagen die quantifizierten Konzentrationen oberhalb des Bereiches wurde eine 

weitere Kalibrierreihe aufgearbeitet. Konzentrationen zwischen LOD und LOQ wurden 

semiquantitativ bestimmt.  
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C.4 Messung der Proben mit HPLC-MS/MS 

Für die qualitative und quantitative Bestimmung der Steroidkonzentrationen in den Proben 

wurden diese mittels HPLC-MS/MS analysiert (Geräteparameter: siehe Kapitel C.1.4). Dafür 

erfolgte die Wiederaufnahme der Proben mit 30 µl LC-Puffer A2. Einen Überblick über die 

substanzspezifischen Parameter gibt die Tabelle C-5. 

 

Tabelle C-5: Übersicht zu den LC-MS/MS-Parametern der Zielanalyten. Bei den angegebenen 

MRM-Übergängen (Multiple-Reaction-Monitoring, Q1 zu Q3) dient der erste der Quantifizierung 

und der zweite der Identifizierung. 

 

Analyt tR (min) 
MS/MS-Parameter 

Q1 (Da) DP (V) Q3 (Da) CE (eV) 

Cortisol (F) 3,73 363,2 90 309 24 

    267 27 
      

Cortison (E) 3,75 361,2 55 163 33 

    121 43 
      

Dexamethason (D) 3,86 393,2 120 355 16 

    373 13 
      

Fludrocortison (FLU) 3,74 381,2 160 325 29 

    343 30 
      

Prednison (PN) 3,72 359,2 35 171 35 

    147 43 
      

Prednisolon (PLN) 3,72 361,2 41 343 15 

    147 31 
      
      

d4-Cortisol (d4-F) 3,73 367,2 85 121 31 
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C.5 Validierung der Analysenmethoden 

Entsprechend der Richtlinien der GTFCh wurde an drei Tagen eine Doppelbestimmung der 

Validierungspunkte durchgeführt. Die Methoden wurden bezüglich ihrer Sensitivität (LOD, 

LOQ), ihrer Linearität, ihrer Intraday- und Interday-Stabilität und ihrer Wiederfindungsrate 

ausgewertet. Die Konzentrationsniveaus der einzelnen Analyten sowie das verwendete 

Matrixmaterial sind in Tabelle C-6 aufgeführt. 

Da für die Erstellung der Validierungsreihen im Speichel und im Plasma kein natürliches 

Blankmaterial zur Verfügung stand, wurden Alternativen verwendet, deren Anwendbarkeit im 

Rahmen von Voruntersuchungen getestet wurde.   

 

Tabelle C-6: Zusammenfassung der Validierungsparameter bzgl. der verwendeten Matrizes und 

der Kalibrierungsbereiche für die GCs 

 

 Haar Speichel Plasma/ UF Plasma/ EE 

Matrix „Blankhaar“  

(w 54 J.) 

Reinstwasser PBS PBS 

Cortison 2-100 pg/mg 0,5-50 ng/ml 0,2-10 ng/ml 2-100 ng/ml 

Cortisol 2-100 pg/mg 0,25-25 ng/ml 0,8-40 ng/ml 8-400 ng/ml 

 

 

C.6 Statistische Auswertung 

Für die statistischen Auswertungen der erhaltenen Daten wurde die Software SPSS 21 

genutzt. Als Signifikanzniveau α wurde, wenn nicht anders angegeben, α = 0,05 gewählt. Da 

es sich bei den einzelnen Parametern meist um nicht normalverteilte Daten handelte, wurden 

Nicht-Parametertests für Gruppenvergleiche angewandt. Lagen paarweise verbundene  

Daten vor, so wurde der Wilcoxon-Test (W-Test) verwendet. War dies nicht der Fall, wurde 

der Mann-Whitney-U-Test (MW-U-Test) durchgeführt. Die Vergleiche erfolgten stets mit den 

Einzelwerten der jeweiligen Probanden und nicht mit den Mittelwerten oder Medianen. Die 

Korrelationen zwischen den unterschiedlichen Matrizes bzw. zwischen den Analyten wurden 

mittels Spearman-Korrelation überprüft. 
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D  Ergebnisse und Diskussion 

D.1 Validierungsergebnisse 

Um statistisch sichere Ergebnisse zu erzielen wurden die Untersuchungsmethoden 

hinsichtlich ihrer quantitativen Bestimmungsgrenzen (LOD, LOQ), Intraday- und Interday-

Stabilitäten und der Wiederfindung (Wf) validiert. Die erhaltenen Ergebnisse für die einzelnen 

Untersuchungsmatrizes sind in der Tabelle D-1 zusammengefasst. 

 

Tabelle D-1: Parameter für die quantitative Bestimmung von Cortiol und Cortison im Haar, 

Speichel und Plasma (L = linear) 

 
LOD LOQ Regression 

Intraday 

CV (%) 

Interday 

Bias (%) 
Wf (%) 

Haar       

Cortisol 1,6 pg/mg 3,1 pg/mg L; 0,998 7,1 8,7 88 

Cortison 2,1 pg/mg 3,7 pg/mg L; 0,998 7,0 7,6 105 

       

Speichel       

Cortisol 0,08 ng/ml 0,16 ng/ml L; 0,999 6,1 -1,8 96 

Cortison 0,09 ng/ml 0,15 ng/ml L; 0,999 7,5 -3,6 93 

       

Plasma/UF       

Cortisol 0,11 ng/ml 0,30 ng/ml L; 0,997 9,3 7,9 79 

Cortison 0,12 ng/ml 0,25 ng/ml L; 0,998 6,9 8,1 82 

       

Plasma/EE       

Cortisol 2,13 ng/ml 3,24 ng/ml L; 0,993 2,7 3,9 97 

Cortison 0,54 ng/ml 1,81 ng/ml L; 0,995 4,1 4,6 102 
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D.2 Plasmaproteinbindung der endogenen Glucocorticoide  

Wie alle Steroidhormone binden auch die GCs an Plasmaproteine um im Körper transportiert 

zu werden. Als Bindungspartner stehen das CBG und das Albumin zur Verfügung. Für 

Cortisol wird die Plasmaproteinbindung mit ca. 96 % angegeben, d.h. nur 4 % der gesamten 

Cortisolkonzentration liegen frei, nicht-proteingebunden im Plasma vor und sind somit 

biologisch aktiv und können von den Zellen aufgenommen werden. Bisherige 

Untersuchungen geben keinen Aufschluss über die Plasmaproteinbindung für Cortison. 

Deshalb war es das Ziel dieser Arbeit, diese zu bestimmen und Faktoren zu untersuchen, 

welche Einfluss auf die Intensität der Proteinbindung der GCs haben können. 

 

D.2.1 Absolute Hormonkonzentration der Corticosteroide 

Im Rahmen dieses Projektes wurden Serumproben von neun männlichen Probanden 

hinsichtlich ihrer Gesamtkonzentration an GCs sowie den nicht-proteingebundenen Anteilen 

untersucht. Die Hormonkonzentration der GCs sowie die daraus berechneten PPB und 

Analytverhältnisse Cortisol/Cortison in den einzelnen Untersuchungsmedien sind in der 

Tabelle in Anhang 2 wiedergegeben. Grundsätzlich betrachtet zeigen sich für alle 

Konzentrationen sowie für die PPB und Analytverhältnisse große interindividuelle 

Streubreiten.  

 

D.2.2 Basalkonzentrationen und Plasmaproteinbindung der GCs 

Für die Bestimmung der Basalkonzentrationen der GCs im Plasma werden die Proben 

verwendet, welche im Experiment 1 (obot) gewonnen wurden. Da diese an vier Zeitpunkten 

genommen wurden, kann der Einfluss der tageszeitabhängigen zyklischen Sekretion der 

Corticosteroide dargestellt werden. Tabelle D-2 gibt die gemittelten Konzentrationen sowie 

das Analytverhältnis wieder.  

 

 

 

 

 



ERGEBNISSE UND DISKUSSION  

47 
 

Tabelle D-2: Gesamtkonzentrationen, freier Anteil und Analytverhältnis der GCs in 

Abhängigkeit von der Tageszeit.  

 

Probenentnahmezeit 08:00 Uhr 11:00 Uhr 14:00 Uhr 17:00 Uhr  

freier, nicht-proteingebundener Anteil 

Cortison (ng/ml) 5,9 ± 2,3 3,9 ± 1,0 3,6 ± 0,8 2,8 ± 1,1 

Cortisol (ng/ml) 9,1 ± 5,8 3,0 ± 1,2 2,6 ± 1,1 2,0 ± 1,0 

Cortisol/Cortison 1,4 ± 0,6 0,8 ± 0,3 0,7 ± 0,2 0,7 ± 0,1 

Gesamtkonzentration 

Cortison (ng/ml) 25,1 ± 11,5 24,1 ± 7,6 24,4 ± 4,6 20,8 ± 9,7 

Cortisol (ng/ml) 125,1 ± 81,9 72,5 ± 26,7 84,1 ± 28,1 67,3 ± 38,7 

Cortisol/Cortison 4,9 ± 1,5 3,1 ± 0,6 3,4± 0,9 3,2 ± 0,6 

 

Für die Cortisolkonzentrationen sind signifikante Unterschiede (Abnahmen) nur zwischen 

den ersten beiden Probenentnahmezeiten zu erkennen (W-Test: P(UF) = 0,008; 

P(EE) = 0,021). Zwischen den weiteren Proben liegen keine signifikanten Unterschiede vor. 

Die Cortisonkonzentrationen unterscheiden sich nur in den freien Anteilen der ersten beiden 

Entnahmezeiten signifikant (W-Test: P(UF) = 0,021).  

Weiterhin ist zu erkennen, dass die Konzentrationen für E tageszeitlich weniger schwanken 

als für F. Die Absolutkonzentration an freiem E sinkt zwischen 8 Uhr und 17 Uhr um 

50,7 ± 9,2% ab, wohingegen sich die freie F-Konzentration um 71,9 ± 16,2% reduziert. Für 

die Gesamtkonzentrationen sind Abnahmen von 23,3 ± 10,8% (E) bzw. 47,5 ± 16,1% (F) 

nachzuweisen. Die Konzentrationen der GCs korrelieren dabei schwach bis mäßig (Anhang 

3) und lassen sich mit den Gleichungen der Formel D-1 beschreiben. 

 

Formel D-1: Beschreibung der Korrelationen der GCS und der Matrizes untereinander 

 

 

 

 

 

 

 

[𝐸𝑓𝑟𝑒𝑖] = 0,086 × [𝐸𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡] + 2,037
𝑛𝑔

𝑚𝑙
 

[𝐹𝑓𝑟𝑒𝑖] = 0,055 × [𝐹𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡] − 0,589
𝑛𝑔

𝑚𝑙
 

[𝐹𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡] = 4,969 × [𝐸𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡] − 30,003𝑛𝑔

𝑚𝑙
  

[𝐹𝑓𝑟𝑒𝑖] = 2,635 × [𝐸𝑓𝑟𝑒𝑖] − 4,08
𝑛𝑔

𝑚𝑙
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An Hand der Konzentrationen der freien GCs und den Gesamtkonzentrationen lässt sich die 

Plasmaproteinbindung nach der Formel D-2 berechnen. 

 

Formel D-2: Gleichung zur Berechnung der Plasmaproteinbindung der Corticosteroide 

 

𝑃𝑃𝐵(𝐴) =
([𝐴𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡] − [𝐴𝑓𝑟𝑒𝑖])

[𝐴𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡]
 × 100% 

[Afrei ]= Konzentration im Ultrafiltrat; [Agesamt ]= Konzentration im Etherextrakt 

 

 

Tabelle D-3: durchschnittliche PPB der GCs in Abhängigkeit von der Tageszeit 

 

Probenentnahmezeit 08:00 Uhr 11:00 Uhr 14:00 Uhr 17:00 Uhr  

PPB Cortison (%) 75,5 ± 8,6 82,6 ± 5,6 84,3 ± 5,3 84,8 ± 6,5 

PPB Cortisol (%) 92,8 ± 3,2 95,3 ± 2,5 96,6 ± 1,5 96,8 ± 1,3 

 

 

Der Vergleich der Plasmaproteinbindungen der GCs (Tabelle D-3) zeigt, dass es zu einem 

leichten Anstieg der gebundenen Anteile im Verlaufe des Tages kommt. Jedoch ist dieser 

nur für den direkten Vergleich der ersten beiden Probenentnahmezeiten signifikant (W-Test: 

P(E) = 0,008; P(F) = 0,015). Zwischen den einzelnen Probanden unterscheiden sich die 

plasmaproteingebundenen Anteile nicht signifikant voneinander, wobei Proband 3 immer den 

geringsten Startwert aufweist.  

Die Ergebnisse für Cortisol bestätigen bisherige Forschungen, dass F mit durchschnittlich 

96 % proteingebunden im Plasma vorliegt. Die PPB von Cortison wurde erstmals bestimmt 

und liegt bei durchschnittlich 85 % und ist somit geringer als für F. Dadurch gleichen sich die 

Analytverhältnisse F zu E von ca. 3:1 im Gesamtanteil auf ca. 1:1 für die freien Anteile an. 

Somit stehen für den Übergang in andere Medien vergleichbare Konzentration von F und E 

im Plasma zur Verfügung. Ob und wie sich die Plasmaproteinbindungen der GCs 

beeinflussen lassen, wurde mit den Experimenten 2-4 untersucht und wird in den folgenden 

Abschnitten diskutiert. 
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D.2.3 Veränderungen der Plasmakonzentrationen und Proteinbindung der 

Glucocorticosteroide durch exogenen Einflüsse 

Die endogene Produktion der GCs verläuft in einem zirkadianen Rhythmus und ist von 

unterschiedlichen Faktoren, wie dem Alter, dem Gesundheitszustand und Hormonspiegel, 

abhängig. Im Rahmen dieser Arbeit wurde getestet, wie sich die GC-Produktion und die PPB 

verändern, wenn eine physische Beanspruchung stattfindet oder ein Eingriff in den 

Hormonhaushalt via transdermale Testosteronapplikation durchgeführt wird.  

Um den Einfluss von exogenen Parametern eindeutiger beurteilen zu können, ist es 

notwendig, den Faktor der tageszeitlichen Schwankungen aus der Betrachtung heraus 

zurechnen. Aus diesem Grund werden in den folgenden Abschnitten die relativen 

Veränderungen der Konzentrationen sowie der PPB im Vergleich zu den Basalwerten 

betrachtet. Dazu werden die prozentualen Relationen zu den entsprechenden Zeitkontrollen 

(obot) berechnet (Formel D-3). Als Bezugsgrundlage für die erhobenen Werte nach 24 h, 

48 h und 72 h dienen die Basalwerte bei t = 0 h, da diese zur gleichen Uhrzeit (08:00 Uhr) 

entnommen wurden. Bei den in den Diagrammen gekennzeichneten Daten (*) liegen 

signifikante Unterschiede (P < 0,05) zwischen den Basalwerten und denen der jeweiligen 

Experimente vor.  

 

Formel D-3: Bestimmung der relativen Veränderungen der Experimentdaten zu den 

Basalwerten  

𝑟𝑒𝑙. 𝑉𝑒𝑟ä𝑛𝑑𝑒𝑟𝑢𝑛𝑔 (%) =
[𝐴𝐸𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡]

[𝐴𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙]
∗ 100% 
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D.2.3.1 Physische Belastung via Fahrrad-Ergometer 

Für die Auswertung dieses Experiments muss beachtet werden, dass die Gesamt-

konzentrationen (absolut) der GCs über denen des Basalexperiments liegen. Wohingegen 

die freien Anteile unter den Basalwerten liegen. Dies deutet darauf hin, dass unterschiedliche 

Stressbelastungen abseits des jeweiligen Experimentes (z.B. familiär oder beruflich) 

vorliegen, was die Konzentrationen unabhängig vom eigentlichen Experiment erhöht oder 

vermindert. 

Nichtsdestotrotz ist bei den relativen Betrachtungen ein signifikanter Anstieg der freien 

Cortisol- und Cortisonkonzentrationen in der Probe, welche unmittelbar nach der Belastung 

gewonnen wurde (t = 6 h) zu erkennen. Die zum Basalwert relativen Konzentrations-

veränderungen im Ultrafiltrat verdreifachen sich für Cortisol von 69,5 ± 35,6% (t=0 h) auf 

204,6 ± 126,1% (t=6 h). Für Cortison ist eine Erhöhung um den Faktor 1,5 zu beobachten 

(83,8 ± 35,6 % vs. 126,4 ± 37,8 %). Die Probenpaare 3 h-6 h und 6 h-9 h unterscheiden sich 

signifikant voneinander (W-Test: E (3 h-6 h): P=0,036; E (6 h-9 h): P=0,036; F (3 h-

6 h): P=0,011; F (6 h-9 h): P=0,015)). In der darauffolgenden Probe (t=9 h) sind die 

Konzentrationen wieder auf Basalniveau abgesunken.  

Auch für die Gesamtkonzentration an F ist ein Anstieg, welcher jedoch nicht signifikant ist, 

für die Probe t = 6 h nachzuweisen, wohingegen die E-konzentration nahezu unverändert 

bleibt. Die Plasmaproteinbindungen unterscheiden sich zwischen den Probenent-

nahmezeiten (t = 3/6/9 h) nicht signifikant voneinander, sind aber in den Proben bei t = 6 h 

am geringsten (Abbildung D-1). Dies zeigt, dass für die akute Stressbewältigung nach der 

Beanspruchung mehr freies Cortisol vom Körper zur Verfügung gestellt wird als unter 

normalen Bedingungen.  
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A) Cortison 
 

 
B) Cortisol 

 

 
 

Abbildung D-1: Verlauf der relativen Veränderungen der Konzentrationen und PPB nach einer 

einstündigen physichen Belastung 
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D.2.3.2 Transdermale Testosteronapplikation 

Nach einer transdermalen Testosteronapplikation werden im Vergleich zu den 

Basalkonzentrationen signifikant verringerte freie F- und E-Konzentrationen nachgewiesen. 

Die Gesamtkonzentrationen sind dabei jedoch nahezu unverändert. Was dazu führt, dass die 

PPBs erhöht sind. Die GCs sind während/nach einer Testosteron-applikation stärker an die 

Plasmaproteine gebunden (Abbildung D-2). Für den relativen Verlauf der Konzentrationen im 

Rahmen dieses Experimentes wurden keine signifikanten Veränderungen festgestellt.  

A)  Cortison 

 

B) Cortisol 

 

Abbildung D-2: Verlauf der relativen Veränderungen der Konzentrationen und PPB nach einer 

transdermalen Testosteronapplikation 
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Durch eine Testosteronapplikation wird in den endogenen Steroidhaushalt der Probanden 

eingegriffen, was Auswirkungen auf die Biosynthese der Steroidhormone hat. Cortisol und 

Testosteron sind im Biosyntheseweg über die gleiche Vorläufersubstanz, das 17-OH-

Progesteron, miteinander verbunden. Studien haben gezeigt, dass eine Hormontherapie mit 

Cortisol zu einer inversen negativen Korrelation mit Testosteron führt. (Cumming, Quigley 

and Yen 1983, Bambino and Hsueh 1981) Für eine Behandlung mit Testosteron wurde diese 

inverse Beziehung ebenfalls gezeigt. Eine intramuskuläre Applikation von 

Testosteronenantat (200 mg) führt zu einer signifikanten Absenkung des Cortisols nach 

CHR-Stimulierung. (Rubinow et al. 2005) Es wird davon ausgegangen, dass die beiden 

Aktivierungsachsen, die HPA-Achse und die Hypothalamus-Hypophysen-Keimdrüsen-Achse 

(HPG; Hypothalamic-Pituitary-Gonadal) miteinander interagieren. Die Aktivität der HPA-

Achse scheint dabei von dem Vorhandensein von Sexualhormonen abhängig zu sein. 

Während Östrogene die HPA-Funktion verbessern, wirkt Testosteron hemmend. (Viau 2002, 

Stephens et al. 2016, Handa et al. 1994) Für den Menschen ist es bis jetzt nicht aufgeklärt, 

wie ausgeprägt diese Interaktion stattfindet. Die transdermale Testosteronapplikation scheint 

ebenfalls eine Verringerung der Cortisol- und Cortisonkonzentration zu bewirken, jedoch 

reduzieren sich nur die freien Anteile und die Gesamtkonzentrationen bleiben unverändert.  

 

D.2.3.3 Kombination der Einflussfaktoren 

Bei einer Kombination der beiden Einflussfaktoren, sprich einer transdermalen 

Testosteronapplikation zum Zeitpunkt t = 0 h und einer physischen Belastung zu t = 5 h, führt 

auch zu einer Kombination der erhaltenen Effekte (Abbildung D-3). Zum einen ist der 

signifikante Anstieg der freien Cortisol- und Cortisonkonzentration zum Zeitpunkt t = 6 h 

deutlich zu erkennen (W-Test: E(3 h-6 h): P=0,015; E(6 h-9 h): P=0,028; F(3 h-6 h): P=0,008; 

F(6 h-9 h): P=0,011)). Die Werte für Cortisol vervierfachen sich von 64,9 ± 33,3 % (t=0 h) auf 

210 ± 128,7 % (t=6 h). Bei Cortison kommt es zu einer Verdopplung von 77,3 ± 28,4 % auf 

130 ± 51 %. Auch für die Plasmaproteinbindungen können zu diesen Zeitpunkten geringe, 

aber signifikante Unterschiede nachgewiesen werden (W-Test: E(3 h-6 h): P=0,02);  

F(3 h-6 h): P=0,008; F(6 h-9 h): P=0,015)). Hier kommt es zu Verringerungen der relativ 

gebundenen Anteile von Cortison (113 ± 14 % vs. 100 ± 6 %) und Cortisol (104 ± 3 % vs. 

99 ± 2 %). Zum anderen sind signifikanten Unterschiede der Absolutkonzentrationen zu den 

Basalwerten ersichtlich. Auffällig ist hierbei, dass sich speziell die PPBs und die 

Gesamtkonzentrationen an Cortison unterscheiden.  
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A) Cortison 

 

B) Cortisol 

 

Abbildung D-3: Verlauf der relativen Veränderungen der Konzentrationen und PPB nach einer 

einstündigen physichen Belastung und einer transdermalen Testosteronapplikation 
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D.2.4 Korrelation der Serum- und Speichelkonzentrationen 

Für die Beurteilung von diagnostischen Fragestellungen ist es wichtig, den Akutzustand von 

Hormonkonzentrationen bewerten zu können. Dies lässt sich, wie in den vorherigen 

Abschnitten gezeigt, durch die Untersuchung von Blutproben realisieren. Bei der 

Blutentnahme handelt es sich jedoch um einen invasiven Eingriff, welcher vom einem Arzt 

bzw. geschultem Personal durchgeführt werden muss. Dies bedeutet einen erhöhten 

personellen und zeitlichen Aufwand für alle Studienbeteiligte. Deshalb rückt die nicht 

invasive Methode der Speicheluntersuchung immer weiter in den Vordergrund. Speichel 

stellt das Filtrat des Blutes dar und für viele Substanzen spiegeln die 

Speichelkonzentrationen eine bessere Konzentrations-Wirkungs-Korrelation wider als 

Blutproben, da nur die nicht-proteingebundenen und damit physiologisch aktiven Anteile in 

den Speichel übergehen.  

Um die Verwendung von Speichelproben für den Nachweis der biologisch aktiven Anteile der 

Glucocorticosteroide zu überprüfen, wurden ergänzend zu den Serumproben auch die 

korrespondierenden Speichelproben der Probanden genommen und analysiert. Abbildung 

D-4 gibt die Konzentrationsverläufe der Speichelkonzentrationen der GCs als relative 

Veränderungen zu den Basalwerten wieder. Äquivalent zu den Serumproben ist auch im 

Speichel nach einem 60-minütigen Ausdauertraining am Fahrradergometer ein signifikanter 

Anstieg der Cortison- und Cortisolkonzentrationen (Faktor 1,7 bzw. 2,5) nachzuweisen. Die 

Werte der 6 h-Proben unterscheiden sich signifikant von denen der davor bzw. danach 

gewonnenen Proben (W-Test: mbot: E (3 h-6 h): P=0,036, E (6 h-9 h): P=0,008;  

F (3 h-6 h): P=0,038, F (6 h-9 h): P=0,028; mbmt: E (3 h-6 h): P=0,042, E (6 h-9 h): 

P=0,0368; F (3 h-6 h): P=0,028, F (6 h-9 h): P=0,036).  

Für Cortisol bestätigen diese Ergebnisse bisherige Forschungen. (del Corral et al. 1994, Di 

Luigi et al. 2006, O'Connor and Corrigan 1987, Passelergue, Robert and Lac 1995, Port 

1991, Stupnicki and Obminski 1992) Cortison wurde dabei erstmals berücksichtigt. Eine 

transdermale Testosteronapplikation induziert keine Veränderung der GC-Konzentrationen 

im Speichel. Auch die Absolutkonzentrationen der einzelnen Experimente unterscheiden sich 

nicht signifikant voneinander (Ausnahme t = 6 h bei mbot und mbmt). 
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Abbildung D-4: Verlauf der relativen Veränderungen der Speichelkonzentrationen der 

Corticosteroide während der Studienexperimente 

 

Eine grafische Darstellung der relativen Veränderungen der Corticosteroidkonzentrationen 

im Plasma und im Speichel über den Verlauf der drei Experimente hinweg zeigt Abbildung 

D-5. Besonders in den Nach-Belastungsproben sind die Korrelationen der GCs deutlich zu 

erkennen. Für F steigen die Konzentrationen in allen drei Matrizes an (Speichel: 2,3; 

Plasma(frei): 2,4; Plasma(gesamt): 1,3). Dies verdeutlicht, dass Cortisol für die akute 

Stressreaktion gebildet wird und der Anstieg in allen drei Medien, wenn auch unterschiedlich 

stark ausgeprägt, nachweisbar ist. Für Cortison kann dies nicht beobachtet werden, hier 

erhöhen sich nur die Speichelkonzentrationen sowie die nicht-proteingebundenen Anteile 

(Faktor 2 bzw. 1,5). Die Gesamtkonzentration bleibt unverändert. Eine Erklärung dafür ist, 

dass der Organismus bestrebt ist, die PPB des Cortisols konstant zu halten. Mit der erhöhten 

Cortisolproduktion werden auch mehr Plasmaproteine für die Bindung benötigt. Da Cortison 

als inaktives GC weder im protein-gebundenen noch im freien Zustand eine biologische 

Aktivität ausweist, wird dieses aus seiner PPB verdrängt und die freiwerdenden 

Transportproteine stehen für das Cortisol zur Verfügung. Nach der Stressregulation kommt 

es zu einer Inaktivierung des Cortisols. Dies führt zu einem zeitversetzten Anstieg der 

Gesamtcortisonkonzentration. 
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 A) Cortison 

 

B) Cortisol 

 

Abbildung D-5: Gegenüberstellung der relativen Veränderungen der GC-Konzentrationen der 

einzelnen Probenentnahmezeitpunkten. Die grün hinterlegten Bereiche signalisieren den 

Zeitraum der Testosteronapplikation (24 h ab t = 0 h) und die rot hinterlegten die Belastung via 

Fahrradergometer (1 h ab t = 5 h). 

 

60

80

100

120

140

160

180

200

re
l.
 V

e
rä

n
d
e
ru

n
g
 (

%
) 

Freier Anteil Gesamtanteil Speichel

50

100

150

200

250

re
l.
 V

e
rä

n
d

e
ru

n
g

 (
%

) 

Freier Anteil Gesamtanteil Speichel



ERGEBNISSE UND DISKUSSION  

58 
 

Ein Vergleich der Speichelkonzentrationen mit den Konzentrationen an freien und gesamten 

GCs zeigt, dass signifikante Korrelationen nach Spearman vorliegen, welche sich jedoch in 

ihrer Ausprägung zwischen schwach korreliert (rho ≤ 0,5) bis stark korreliert (0,7 < rho ≤ 0,9) 

unterscheiden (Tabelle D-4).  

 

Tabelle D-4: Spearman-Korrelation (rho) und dazugehörige Signifikanzlevels (P) der absoluten 

Hormonkonzentrationen zwischen Plasma (frei und gesamten) und Speichel 

 

Spearman Efrei Egesamt ESpeichel Ffrei Fgesamt FSpeichel 

Efrei rho 1 0,368 0,572 0,858 0,583 0,663 

 P  0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
        

Egesamt rho 0,368 1 0,263 0,254 0,699 0,234 

 P 0,000  0,000 0,000 0,000 0,001 
        

ESpeichel rho 0,572 0,263 1 0,638 0,513 0,813 

 P 0,000 0,000  0,000 0,000 0,000 
        

Ffrei rho 0,858 0,254 0,638 1 0,691 0,812 

 P 0,000 0,000 0,000  0,000 0,000 
        

Fgesamt rho 0,583 0,699 0,513 0,691 1 0,653 

 P 0,000 0,000 0,000 0,000  0,000 
        

FSpeichel rho 0,663 0,234 0,813 0,812 0,653 1 

 P 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000  

 

 

Der Vergleich der Speichelkonzentrationen und der nicht-proteingebundenen Anteile zeigt, 

dass Cortison überproportional in den Speichel übergeht und dort in Konzentrationen von ca. 

140 % der freien Anteile nachweisbar ist. Entgegengesetzt ist dies beim Cortisol. Hier liegt 

ein unterproportionaler Übergang vor, denn nur ca. 30 % der freien Plasmakonzentrationen 

sind auch im Speichel nachweisbar.  

 

Unterschiedliche Mechanismen sind dabei für die erhöhten Speichelkonzentrationen von E 

verantwortlich. Zum einen spielt die Inaktivierung von F in den Speicheldrüsen durch die dort 

lokalisierte 11β-HSD des Typs 2 eine Rolle. 

In der Peripherie werden die endogenen GCs Cortisol und Cortison durch die zwei Subtypen 

der 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (11β-HSD), welche der Enzymklasse der 

Oxidoreduktasen zugeordnet sind, ineinander umgewandelt (Abbildung D-6). Diese 

Enzymreaktionen dienen somit der Aktivitätsregulation des Cortisols. Die 11β-HSD Typ 1 

arbeitet dabei bidirektional und katalysiert sowohl die Aktivierung von E als auch die 
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Inaktivierung von F. Lokalisiert sind die 11β-HSD Typ 1 hauptsächlich in Leber, Lunge, 

Fettgewebe und Gehirn. Die 11β-HSD Typ 2 katalysiert nur die Inaktivierung des Cortisol 

und ist in den Nieren, der Plazenta, ekkrinen Schweißdrüsen und den Speicheldrüsen 

lokalisiert. (Tannin et al. 1991, Ferrari 2010, Quinkler and Stewart 2003, Edwards et al. 1988, 

Smith et al. 1996) 

 

 

Abbildung D-6: Schematische Darstellung der Enzymreaktionen der 11-HSD 

 

Durch die 11β-HSD des Typs 2 wird bei der Sekretion aus den Speicheldrüsen F zu E 

inaktiviert, was zu einer Verringerung der Cortisol- und zu einem Anstieg der 

Cortisonkonzentration im Speichel führt. Dies kann damit bestätigt werden, dass sich die 

Korrelationen zwischen freiem und gesamtem Cortisol (rho = 0,691) und zwischen 

gesamtem Cortisol und Speichelcortisol (rho = 0,652) unterschieden. Außerdem korrelieren 

die freien Cortisonanteile schwächer mit dem Speichelcortison (rho = 0,572) als das für 

Cortisol der Fall ist (rho = 0,812). Dies zeigt, dass die Speichelkonzentration von E eine 

Summe aus der freien Cortisonkonzentration und dem oxidierten Anteil des freien Cortisols 

im Plasma darstellt. Nichtsdestotrotz korrelieren beide GCs im Speichel stark miteinander 
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(rho = 0,813) und zeigen eine lineare Abhängigkeit (R2 = 0,736). Somit kann gesagt werden, 

dass für diagnostische Zwecke auch Cortison als Marker verwendet werden kann, da dieses 

in höheren Konzentrationen vorliegt und somit besser nachweisbar ist. Perogamvros et al. 

zeigten in ihrer Studie ebenfalls, dass Speichelcortison als Marker für das nicht-

proteingebundene Cortisol im Plasma verwendet werden kann. (Perogamvros et al. 2010) 

Neben einer starken Korrelation zwischen freiem Cortisol und Speichelcortisol zeigten sie, 

dass sich nach einer akuten adrenalen Stimulierung mit ACTH auch das Speichelcortison 

äquivalent zu den freien Anteilen des Cortisols verhält. 

Zum anderen ist die Diffusion von Stoffen aus dem Blut in den Speichel abhängig von der 

Lipophilie der Stoffe. Bedingt durch die unterschiedlichen Substituenten an der C-11-Position 

unterscheiden sich die beiden GCs hinsichtlich ihrer Lipophilie. Cortison mit einer C-11-Keto-

Gruppe ist lipophiler als Cortisol. Dies verdeutlicht sich auch an Hand des Octanol-Wasser-

Verteilungskoeffizenten. Dieser liegt für Cortison bei KOW = 1,81 und für Cortisol bei 

KOW = 1,62. (Hansch, Leo and Hoekman 1995) Somit kann Cortison besser in den Speichel 

diffundieren als Cortisol.  

 

D.3 Corticosteroide im Speichel 

Sowohl endogene als auch synthetische Corticosteroide sind im Speichel nachweisbar und 

werden u.a. für diagnostische Zwecke verwendet. Wie die Ergebnisse des vorherigen 

Projektes verdeutlichen, korrelieren die Speichelkonzentrationen der GCs mit den nicht-

proteingebundenen Anteilen im Blutplasma und können somit für die Bewertung von 

Stresszuständen und Erkrankungen genutzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits 

gezeigt, dass eine physische Beanspruchung zu einem Anstieg der Cortisolkonzentrationen 

führt, da eine akute Stressreaktion aktiviert wird. Eine Testosteronapplikation führt dagegen 

zu einer Verringerung der freien GC-Konzentrationen. In den folgenden Abschnitten werden 

Fragestellungen bzgl. der Konzentrationsverhältnisse der endogenen Corticosteroide sowie 

der Möglichkeit zur Differenzierung zwischen endogener Produktion und oraler Zufuhr näher 

diskutiert. 

 

D.3.1 Endogene Konzentrationen der Corticosteroide 

Für die Bestimmung der Referenzkonzentrationen der GCs wurden 118 Speichelproben von 

Kontrollprobanden analysiert. Die Konzentrationen liegen nicht normalverteilt vor (P < 0,001) 

und es existieren keine signifikanten Unterschiede (MW-U-Test: P(F) = 0,803, P(E) = 0,402) 
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zwischen den Geschlechtern (Tabelle D-5). Deshalb werden diese im Folgenden auch nicht 

mehr unterteilt sondern als Gesamtheit weitergeführt.  

 

Tabelle D-5: GC-Konzentrationen im Speichel: Für beide GCs wurde der zirkadiane Rhythmus 

mit hohen Konzentrationen am Morgen und geringen Konzentrationen am Abend 

nachgewiesen. Die Konzentrationen zeigen dabei keine Geschlechtsabhängigkeit. 

 

 männliche 

Probanden 

weibliche 

Probanden 

Gesamtheit 

    

Anzahl  34 (58 %) 25 (42 %) 59 
    

Speichelcortison (ng/ml) 

Morgens     

   Median (Min-Max) 9,4 (3,4 - 17,2) 10,1 (1,5 - 15,6) 9,6 (1,5 - 17,2) 

   Mittelwert ± SD 9,8 ± 3,2 9,7 ± 3,7 9,8 ± 3,4 
    

Abends    

   Median (Min-Max) 1,5 (0,5 - 5,4) 1,8 (0,6 - 6,8) 2,1 (0,5 - 6,8) 

   Mittelwert ± SD 1,6 ± 0,9 2,1 ± 1,3 1,8 ± 1,1 
    

Speichelcortisol (ng/ml) 

Morgens    

   Median (Min-Max) 2,3 (0,1 - 9,1) 1,9 (0,2 - 4,8) 1,6 (0,1 - 9,1) 

   Mittelwert ± SD 2,6 ± 1,8 2,2 ± 1,3 2,4 ± 1,6 
    

Abends    

   Median (Min-Max) 0,2 (0,1 - 2,8) 0,2 (0,1 - 1,3) 0,2 (0,1 - 2,8) 

   Mittelwert ± SD 0,3 ± 0,5 0,2 ± 0,2 0,3 ± 0,4 

 

Der für die Corticosteroide typische Tagesrhythmus mit hohen Konzentrationen am Morgen 

und niedrigen am Abend kann für beide GCs gezeigt werden, dabei unterscheiden sich die 

Werte signifikant voneinander (MW-U-Test: P(F/E) < 0,001). Interindividuell schwanken diese 

Unterschiede mit einem Faktor 6,6 ± 3,2 für E (Median: 6,1; Spannweite: 1,4 - 8,2) und 

14,4 ± 10,9 für F (Median: 11,8; Spannweite: 1,2 - 57,1). Auch intraindividuell unterscheiden 

sich diese beiden Faktoren, jedoch ist bei allen Probanden die verhältnismäßige 

Konzentrationsabnahme für Cortisol größer als die Reduzierung des Cortisons, was eine 

Abnahme des Cortisol-Cortison-Verhältnisses bewirkt. Die Verhältnisse (F zu E) sinken von 

0,23 (0,08 - 0,71) am Morgen auf 0,12 (0,04 - 0,51) am Abend ab. 

Die Normalwerte von Cortisol und Cortison korrelieren mit einem Spearmanfaktor 

rho = 0,942 (P < 0,001) stark miteinander. Die Charakterisierung dieser Korrelation kann mit 

den Gleichungen der Formel D-4 erfolgen. Unter Berücksichtigung eines 95 %igen 
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Vertrauensintervalls können die Grenzen für noch als normal anzusehende Konzentrations-

werte beschrieben werden.  

 

Formel D-4: Korrelation der Speichelkonzentrationen von Cortisol und Cortison.  

Gleichung (1) = Medianwert;  Gleichung (2) = Untergrenze; Gleichung (3) = Obergrenze 

 

[𝐹] = 0,018
𝑚𝑙

𝑛𝑔
 [𝐸]2 + 0,049[𝐸] + 0,086

𝑛𝑔

𝑚𝑙
    (1) 

    [𝐹] = 0,021
𝑚𝑙

𝑛𝑔
 [𝐸]2 + 0,092[𝐸] + 0,204

𝑛𝑔

𝑚𝑙
   (2) 

 [𝐹] = 0,015
𝑚𝑙

𝑛𝑔
 [𝐸]2 + 0,006[𝐸] − 0,032

𝑛𝑔

𝑚𝑙
   (3) 

 

Die einzelnen Konzentrationspaare der Probanden sowie der ermittelte Bereich für die 

Normalkonzentrationen sind in Abbildung D-7 dargestellt. Die Linien geben den statistisch zu 

erwartenden Bereich wieder, welcher eine Normalkonzentration darstellt. Dabei steht die 

durchgezogene Linie für den Medianwert und die gestrichelten für die Grenzwerte. 

 

Abbildung D-7: Endogene GC-Konzentrationen: Die Konzentrationen am Morgen (schwarze 

Punkte) sind signifikant höher als die Abendkonzentrationen (weiße Punkte).  
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Die endogenen GCs liegen im Speichel in einem Verhältnis von ca. 1:5 (F zu E) vor und 

spiegeln somit nicht das Verhältnis der Gesamtblutkonzentrationen (3:1) wider. Durch die 

unterschiedlich stark ausgeprägten PPB gleicht sich das Konzentrationsverhältnis in den 

freien Anteilen auf ca. 1:1 an. Somit stehen vergleichbare Konzentrationen an F und E für die 

Diffusion in den Speichel zur Verfügung. Dennoch kommt es zu einer weiteren 

Konzentrationsverschiebung zu Gunsten des Cortisons, welcher durch die unterschiedlichen 

Diffusionseigenschaften und die Inaktivierung den Cortisol in den Speicheldrüsen bewirkt 

wird (siehe D.2.4). 

Die Festlegung des Normalbereiches basiert auf die Morgen- und Abendwerte der 

Kontrollprobanden, welche ohne Berücksichtigung der Tageszeit in die Beschreibung des 

Referenzbereiches eingingen. Für die Interpretation von realen Speichelproben ist es jedoch 

essentiell die Entnahmezeit zu kennen und zu berücksichtigen. Denn hohe Cortisol- und 

Cortisonkonzentrationen am Abend sind in jeder Hinsicht auffällig und bedürfen weiteren 

Untersuchungen, auch wenn sie im Normalbereich liegen.  

 

D.3.2 Corticosteroide im Speichel während einer Hormonersatztherapie 

Speziell für den Nachweis von endogenen Substanzen ist es wichtig, eine Methode zu 

entwickeln, mit der es möglich ist, die endogene Produktion von einer exogenen 

Bezugsquelle abzugrenzen. Dies bedeutet, dass überprüft werden muss, ob sich die 

Analytkonzentrationen, deren Verhältnis zueinander oder die zirkadianen Variationen im 

Speichel durch eine exogene Aufnahme verändern und somit eine Differenzierung möglich 

ist. Für die Bestimmung der Corticosteroide im Speichel während einer Langzeittherapie 

standen 408 Proben von 82 AGS-Patienten zur Verfügung. Von diesen konnten jedoch 29 

Proben nicht untersucht werden, da ein zu geringes Probenvolumen (<50 µl) vorhanden war. 

Bei den anderen Proben konnten die Hormonsubstituenten Cortisol (Hydrocortison), 

Prednison und Prednisolon (Decortin H), Dexamethason und Fludrocortison (Astonin H) 

nachgewiesen werden.  

 

D.3.2.1 Endogene Glucocorticosteroide  

Cortisol und/oder Cortison konnte in 136 Speichelproben von 31 AGS-Patienten, welche 

Hydrocortison als Medikament erhalten haben, nachgewiesen werden. Die 

Speichelkonzentrationen sowie das Verhältnis Cortisol zu Cortison sind in Tabelle D-6 

zusammengefasst.  
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Tabelle D-6: Speichelkonzentrationen der endogenen Corticosteroide sowie deren Verhältnis 

zueinander, wenn Hydrocortison als Medikament eingenommen wird. 

 

 Cortison [ng/ml] Cortisol [ng/ml] F/E 

Anzahl  n=134 n=111 n=109 

Median (Min-Max) 1,5 (0,1 - 26,2) 0,6 (0,1 - 662,3) 0,3 (0,1 - 105,5) 

Mittelwert ± SD 3,0 ± 4,1 14,2 ± 75,7 2,2 ± 10,5 

 

In zwei Proben waren sehr hohe Cortisolkonzentrationen (435,9 ng/ml und 662,3 ng/ml) aber 

kein korrespondierendes Cortison nachweisbar, was mutmaßlich durch noch vorhandene 

Medikamentenreste im Mundraum während der Probenentnahme verursacht wurden ist. Da 

auch bei geringeren Konzentrationen nicht ausgeschlossen werden kann, dass Rückstände 

der Medikation im Speichel mit bestimmt werden, kann die Bestimmung des Speichelcortisol 

nach oraler Aufnahme von Hydrocortison fehlerbelastet sein. Die Verwendung des 

Quotienten F/E bzw. von Speichelcortison scheint zuverlässiger, da Cortison als 

Biotransformationsprodukt aus der Peripherie stammt. Weiterhin wurde in 25 Proben von 15 

Patienten nur Cortison (Konzentration zwischen LOD und LOQ) aber kein Cortisol 

nachgewiesen. 

 

 

Abbildung D-8: Nachgewiesene Speichelkonzentrationen der GCs bei AGS-Patienten (schwarze 

Punkte: mit HC; weiße Punkte: mit PLN/PN) im Vergleich zu den Referenz-

konzentrationsbereich der Kontrollprobanden (Linien). 
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Im Vergleich mit der im Absatz D.3.1 formulierten Gleichung zum endogenen 

Referenzbereich der Konzentrationsverhältnisse, liegen nur 45 % der Patientendaten 

innerhalb dieses Bereiches (Abbildung D-8). Die anderen 55 % fallen mit zu hohen 

Cortisolkonzentrationen aus der Funktion heraus und sind somit im Rahmen von 

diagnostischen Untersuchungen auffällig. Obwohl bei den Probanden die Hormon-

ersatztherapie der endogenen Produktion in der Quantität und im zirkadianen Rhythmus 

nachempfunden ist, sind diese Unterschiede nachweisbar. Dies spricht dafür, dass es zu 

einer Veränderung der Biotransformation kommt. Gröschl et al. (2002) zeigten, dass eine 

orale Verabreichung von Cortisol (10 mg) bei Patienten mit gestörter GC-Biosynthese zu 

einem starken Anstieg der Speichelcortisolkonzentration (bis ca. 90 ng/ml) führt, welcher 

innerhalb von vier Stunden auf ein Normalniveau absinkt. Für gesunde Probanden wurden 

Halbwertszeiten von 94,5 min bestimmt. (Groschl et al. 2002) Dies lässt sich dadurch 

erklären, dass es nach der Applikation zu einem Überschuss an F in der Peripherie kommt, 

welcher nicht durch das CBG abgefangen werden kann. Dadurch sind die Konzentrationen 

der nicht-proteingebundenen Anteile im Blut erhöht und somit eine verstärkte Diffusion in den 

Speichel möglich.  

Da Hydrocortison während einer Hormonersatztherapie zwei- bis dreimal täglich 

eingenommen wird, variiert auch die Metabolisierungsrate. Die pulsatile Einnahme führt zu 

einem Überschuss an Cortisol direkt nach der Verabreichung, was zu einer Aktivierung der 

11β-HSD des Typs 2 führt, welches F inaktiviert. Bis zur nächsten Medikation kommt es zu 

einer Gleichgewichtseinstellung zwischen E und F, welche anschließend durch den erneuten 

Überschuss an F wieder gestört wird. Somit ist nach einer externen Zufuhr von F sowohl das 

Gleichgewicht zwischen proteingebundenem und freiem Cortisol als auch der Verhältnis 

zwischen Cortisol und Cortison im Körper gestört. Was zu veränderten Verhältnissen im 

Speichel führt. Für diagnostische Fragestellungen, z.B. für die Aufklärung eines Gebrauchs 

oder Missbrauchs von Hydrocortison, ist es somit hilfreich nicht nur die Cortisolkonzentration 

zu betrachten, sondern auch das Verhältnis zu seinem Metaboliten Cortison. Dies sollte 

besonders dann aufschlussreich sein, wenn Hydrocortison nicht nach dem endogenen 

zirkadianen Rhythmus eingenommen wird. 

Cortisol und Cortison sind auch in 112 bzw. 37 Proben neben den synthetischen GCs PN 

und PLN nachweisbar. Dabei liegen die Konzentrationen für F zwischen 0,1 ng/ml und 

1,6 ng/ml und für E zwischen 0,1 ng/ml und 1,5 ng/ml und fallen ebenfalls aus den 

Referenzbereich heraus (Abbildung D-8). Die Glucocorticosteroide PLN und PN 

unterscheiden sich von F und E lediglich in der C1-C2-Doppelbindung im A-Ring des 

Steroidgrundgerüstes. Durch verschiedene Enzyme können die vier GCs ineinander 

umgewandelt werden. (Abbildung D-9)  
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Die beiden Typen der 11-HSD sind dabei für Aktivierung bzw. Inaktivierung der 

Corticosteroide zuständig und stellen die endogenen Hauptreaktionen dar. Wie bei den 

endogenen GCs gibt es auch bei den synthetischen GCs eine biologisch aktive (PLN) und 

eine inaktive (PN) Form. 

Für die Umwandlung der endogenen in die synthetischen Formen ist die [DELTA]1-Steroid-

Dehydrogenase zuständig. Bei vielen Mikroorganismen konnte eine ∆1-SDH-Aktivität 

nachgewiesen werden. (Charney W and Herzog 1967, Bredehoft et al. 2012) Bisher wurde 

gezeigt, dass die ∆1-SDH für die enzymatische Umwandlung von Testosteron zu Boldenon 

verantwortlich ist (Sgoifo Rossi et al. 2004, Pompa et al. 2006) und auch die GCs als 

Substrate in Frage kommen (Bredehoft et al. 2012, Hayano et al. 1961). Bredehöft et al. 

konnten jedoch in über 700 untersuchten Urinen von Sportlern und Krankenhauspatienten 

keine Bakterien mit ∆1-SDH-Aktivität nachweisen. (Bredehoft et al. 2012) Nichtsdestotrotz ist 

diese Umwandlung möglich und muss bei Interpretationen berücksichtigt werden.  

Die entgegengesetzte Richtung, d.h. die Reduktion der C1-C2-Doppelbindung, wird durch 

eine Steroidhydrogenase katalysiert. Für Ratten wurde gezeigt, dass Cortisol als Metabolit 

aus einer Prednisolonapplikation resultiert. (Vermeulen and Caspi 1958) Für humane 

Urinproben konnte dies nicht nachgewiesen werden. (Vermeulen 1957, Vermeulen 1956, 

Gray et al. 1956) Bei AGS-Patienten ist die Synthese der endogenen GCs vollständig 

gestört. Dennoch sind im Speichel E und F nach einer PLN/PN-Medikation nachweisbar. 

Dies kann durch zwei mögliche Theorien erklärt werden. Zum einen ist eine 

Biotransformation der Medikation mit einer ∆1-Steroid-Hydrogenase-Aktivität nicht 

ausschließbar und bedarf weiterer systematischer Untersuchungen. Zum anderen sind 

Verunreinigungen der Medikamente (PLN/PN) mit den endogenen Analoga F/E denkbar. 

Werden die Medikamente nach den Richtlinien der „Guten Herstellungspraxis“ (Good 

Manufacturing Practice) hergestellt, sind Verschleppungen von 10 ppm oder 0,1 % der 

therapeutischen Dosis tolerierbar. (PIC 2007, Helmlin et al. 2016) 
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Abbildung D-9: enzymatische Umwandlung der GCS PLN (I), F (II), PN (III), E (IV) durch die zwei 

Typen der 11-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (HSD), die ∆𝟏 Steroid-Dehydrogenase (SDH) 

und die „∆𝟏 Steroid-Hydrogenase“ (SH) 

 

D.3.2.2 Synthetische Corticosteroide 

Erfolgt die Hormonersatztherapie der AGS-Patienten nicht mit Hydrocortison sondern mit 

synthetischen GCs, so kommen als Wirkstoffe Prednison, Prednisolon und Dexamethason 

zum Einsatz, welche ebenfalls in den Speichelproben nachweisbar sind. In den 

Speichelproben von 39 Patienten konnte PN und/oder PLN detektiert werden. Weiterhin 

wurde für 20 Patienten DEXA nachgewiesen und 18 Patienten zusätzlich positiv auf FLU als 

Mineralocorticosteroid getestet. Die Konzentrationen sind in Tabelle D-7 zusammengefasst. 

Der Nachweis von synthetischen Corticosteroiden im Speichel bestätigt deren Anwendung 

im Rahmen der Hormonersatztherapie. Bedingt durch ihr höheres Wirkungspotential im 

Vergleich zu F werden die synthetischen Corticosteroide in geringeren Konzentrationen und 

nur ein- bis zweimal täglich eingenommen. (Speiser et al. 2010) Die richtig-positiv oder 

richtig-negativ Bestimmungen für die synthetischen GCs lagen bei 95 %. Lediglich für 

Fludrocortison muss eine hohe Falsch-Negativ-Rate (ca. 45%) beachtet werden. Dies lässt 

sich darin begründen, dass die Medikation mit FLU in einer Einzeldosis mit 0,05 mg bis 

0,1 mg am Abend erfolgt. (Speiser et al. 2010) Da die nächste Probenentnahme erst am 
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darauffolgenden Morgen stattfand, ist davon auszugehen, dass das FLU schon metabolisiert 

und somit nicht mehr im Speichel nachweisbar ist.  

 

Tabelle D-7: Übersicht der nachgewiesenen Speichelkonzentrationen der synthetischen 

Corticosteroide. nPat=Anzahl Patienten; nP=Anzahl Proben; npP=Anzahl positiver Proben 

 

Substanz nPat nP npP Median (Min-Max) Mittelwert ± SD 

PN [ng/ml] 39 190 159 1,2 (0,1-710,2) 7,6 ± 56,9 

PLN [ng/ml] 39 190 143 0,7 (0,1-20,6) 1,3 ± 2,4 

DEXA [ng/ml] 20 98 70 0,2 (0,1-68,2) 3,1 ± 11,8 

FLU [ng/ml] 18 90 25 0,4 (0,1-18,4) 2,4 ± 4,8 

 

Prednison und Prednisolon sind neben F die an häufigstem eingesetzten Wirkstoffe. Von den 

teilnehmenden AGS-Patienten wird PLN von 33 und PN von 6 Probanden eingenommen. Da 

beide Stoffe durch die Enzymaktivität der 11β-HSD ineinander metabolisiert werden, sind sie 

im Speichel nebeneinander nachweisbar. Die Konzentrationen sind dabei unabhängig von 

der Medikation und unterscheiden sich nicht signifikant (MW-Test: P(PN) = 0,422; 

P(PLN) = 0,324). PLN und PN korrelieren stark miteinander (Spearman rho = 0,812). 

(Abbildung D-10) 

 

Abbildung D-10: Korrelation der Speichelkonzentrationen von PLN und PN nach einer 

Medikation mit PLN (schwarze Punkte) und PN (weiße Punkte). 
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Die Metabolisierung des PLNs, dem biologisch aktiven Wirkstoff, zum inaktiven Metaboliten 

PN erfolgt hauptsächlich in der Leber und wird von der 11β-HSD katalysiert. Dieser Vorgang 

ist reversibel und abhängig von der Zeit und der Dosierung der Medikation. Für die 

Interpretation der Speichelkonzentrationen muss die Enzymaktivität der 11β-HSD Typ 2 in 

den Speicheldrüsen und die PPB berücksichtigt werden. (vgl. (Teeninga et al. 2013)) Die 

Diffusionsintensität von PLN und PN in den Speichel wird außerdem von der nicht linearen 

Beziehung der gesamten und der freien Plasma-konzentrationen beeinflusst. (Czock et al. 

2005, Rose, Yurchak and Jusko 1981, Teeninga et al. 2013)  

 

D.4 Haaranalysen - ein retrospektiver Nachweis von 

Glucocorticosteroiden 

Haaranalysen werden seit Jahrzehnten durchgeführt um einen Gebrauch oder Missbrauch 

von Fremdstoffe, wie Drogen, Medikamente, Dopingsubstanzen, über einen längeren 

Zeitraum nachzuweisen. Weiterhin werden sie genutzt um die Produktion von endogenen 

Substanzen zu überwachen und diese für diagnostische Aussagen zu verwenden. Die 

endogenen Corticosteroide, speziell das biologisch aktive Cortisol, sind für die Regulierung 

von Stressreaktionen zuständig. Bei chronischen Stressbelastungen kommt es zu einer 

Hyperaktivität der HPA-Achse, was zu einer dauerhaft erhöhten Sekretion der GCs führt. 

Diese erhöhten Konzentrationen werden in das Haarmaterial während dessen Bildung 

inkorporiert und sind somit über einen längeren Zeitraum retrospektiv nachweisbar. Da die 

Haarkonzentrationen von vielen individuellen Einflüssen abhängig sind, ist es wichtig diese 

zu untersuchen und evtl. Bewertungskriterien für eine aussagekräftige Interpretation von 

Befunden festzulegen. In den nachfolgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der 

Haarstudien vorgestellt und zusammenfassend diskutiert. 

 

D.4.1 Endogene Referenzbereiche für die GCs 

Für die Bestimmung endogener Referenzwerte standen Haarproben von 94 Probanden zur 

Verfügung. Cortison konnte in allen proximalen Haarsegmenten nachgewiesen werden. Für 

Cortisol war der Nachweis nur bei 71 % der männlichen Probanden und 82 % der weiblichen 

Probanden erfolgreich (Tabelle D-8).  
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Tabelle D-8 GC-Konzentrationen der proximalen Haarsegmente 

 Männliche Probanden (n=49) Weibliche Probanden (n=45) 

Cortisol n=35 n=37 

Median (Min-Max) 5,5 pg/mg (1,6 - 31,7 pg/mg) 4,3 pg/mg (1,6 - 30,4 pg/mg) 

Mittelwert ± SD 7,5 ± 5,8 pg/mg 6,9 ± 6,4 pg/mg 

   

Cortison n=49 n=45 

Median (Min-Max) 21,8 pg/mg (7,3 - 97,3 pg/mg) 15,4 pg/mg (3,8 - 101,4 pg/mg) 

Mittelwert ± SD 27,2 ± 18,7 pg/mg 22,6 ± 21,8 pg/mg 

 

Die Konzentrationen zwischen den Geschlechtern unterscheiden sich nicht signifikant (MW-

U-Test: P(E):0,078; P(F):0,234). Die E- und F-Konzentrationen korrelieren mit einem 

Spearman-Faktor rho = 0,890 miteinander. Die Charakterisierung dieser Korrelation kann mit 

den Gleichungen der Formel D-5 erfolgen. Unter Berücksichtigung eines 95%igen 

Vertrauensintervalls können die Grenzen der Konzentrationswerte beschrieben werden. 

 

Formel D-5: Korrelation der Haarkonzentrationen von Cortisol und Cortison.  

(1) = Median; (2) = Untergrenze; (3) = Obergrenze 

 

[𝐹] = 0,252[𝐸] − 0,003
𝑝𝑔

𝑚𝑔
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[𝐹] = 0,281[𝐸] + 1,045
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𝑚𝑔
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Die Glucocorticosteroide liegen in den Haarproben in einem Verhältnis von 1:3 Cortisol zu 

Cortison vor und spiegeln somit weder die wider.  

Für die Nachweisbarkeit von Substanzen im Haar spielen sowohl die Inkorporation als auch 

die Auswaschung eine entscheidende Rolle. Wie im Abschnitt B.2.3.1 dargelegt, sind 

verschiedene Faktoren für die Inkorporation von Substanzen in das Haar verantwortlich. Die 

Inkorporationsrate eines Stoffes ist dabei abhängig von seinen physikalischen und 

chemischen Eigenschaften und seiner Bioverfügbarkeit, welche von den Konzentrationen 

und möglichen Plasmaproteinbindungen bestimmt wird. Die hier dargestellte Bestimmung 

der endogenen Referenzbereiche sowie Literaturdaten (vgl. (Krumbholz et al. 2013, Chen et 

al. 2013, Gao et al. 2013, Grass et al. 2015, Kuehl et al. 2015, Quinete et al. 2015, Raul et 

al. 2004, Stalder and Kirschbaum 2012, Staufenbiel et al. 2015b, Zhang et al. 2013) haben 
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gezeigt, dass Cortison im Haar 3-7 mal höher konzentriert ist als Cortisol und somit die 

Blutverhältnisse (Gesamtkonzentration: 3:1; freie Anteile: 1:1) nicht wiedergegeben werden. 

Diese Verschiebung wird durch die geringfügig differenzierten Substanzeigenschaften 

begünstigen. Die Substituenten in der C11-Position führen zu unterschiedlichen Polaritäten 

der beiden GCs. Cortison ist durch die Ketogruppe unpolarer als Cortisol und da lipophile 

Stoffe besser von den Haarfollikeln aufgenommen und in das Haar eingelagert werden, weist 

Cortison eine leicht erhöhte Inkorporationsrate auf. 

Bislang wurden in Haarfollikeln keine 11β-HSD Typ 2 lokalisiert (Smith et al. 1996). Die 

Inaktivierung von F zu E während der Haarbildung spielt somit keine Rolle für die 

resultierenden Haarkonzentrationen. Die nicht-proteingebundenen Substanzanteile im Blut 

diffundieren in das Haarfollikel und werden, ohne metabolisiert zu werden, in das Haar 

inkorporiert. Auch in den Talgdrüsen sowie in den apokrinen Schweißdrüsen, mit welchen 

das Haar in Kontakt kommt, bevor es aus der Hautoberfläche herauswächst, wurden keine 

11β-HSD Typ 2 lokalisiert. (Smith et al. 1996, Hirasawa et al. 1997) Lediglich in den ekkrinen 

Schweißdrüsen, welche unter anderem an Stirn und Nacken lokalisiert sind, wurden 11β-

HSD des Typs 2 nachgewiesen. Im ekkrinen Schweiß wurden Cortisolkonzentrationen 

zwischen 0,5 und 6 ng/ml nachgewiesen (Grass et al. 2015, Jia et al. 2016, Russell et al. 

2014), was in etwa den nicht-proteingebundenen Anteilen entspricht. Die 

Cortisonkonzentrationen wurden in diesen Arbeiten nicht mitbestimmt. Da aktive 

Schwitzvorgänge jedoch nicht zu einer Erhöhung der Cortisol- und Cortisonkonzentrationen 

führen (Grass et al. 2015), scheinen auch die ekkrinen Schweißdrüsen keinen Einfluss auf 

die Konzentrationsverhältnisse zu haben.  

Bei 72 der 94 Haarproben wurden auf Grund der verfügbaren Haarlänge mehrere 

Haarsegmente à 3 cm analysiert. Die Konzentrationsprofile entlang der Haarsträhnen 

zeigen, dass die GC-Konzentrationen stetig und signifikant (P<0,001) abnehmen. Zwischen 

dem ersten und dem zweiten Segment reduzieren sich die Cortisonwerte um durchschnittlich 

46,5 ± 19,5 % (2,1 - 87,4 %) und die Cortisolwerte um 34,9 ± 20,0 % (2,4 - 82 %). Zwischen 

dem zweiten und dem dritten Segment liegen die Werte bei 43,5 ± 16,7 % bzw. 

25,6 ± 13,3 %. Die einzelnen Konzentrationspaare (n = 128) der untersuchten Haarsegmente 

der Probanden sowie der ermittelte Bereich für die Normalkonzentrationen der proximalen 

Segmente sind in Abbildung D-11 dargestellt. Die GC-Konzentrationen der Probanden 

streuen interindividuell stark und fallen mit zunehmenden Haaralter immer mehr aus dem 

Referenzbereich heraus. Welchen Einfluss die beiden konkurrierenden Mechanismen, 

Inkorporation und Auswaschung, auf die nachweisbaren GC-Konzentrationen haben, sollen 

die nachfolgenden Ergebnisse verdeutlichen.  
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Abbildung D-11: Korrelation der Haarkonzentrationen der GCs. Dargestellt sind die 

Konzentrationspaare der einzelnen Haarsegmente sowie die Gleichungen zur Beschreibung 

des Referenzbereiches des proximalen Segments. Seg 1 = 0-3 cm; Seg 2 = 3-6 cm; Seg 3 = 6-9 

cm 

 

D.4.2 Veränderung der Konzentrationen während der Schwangerschaft  

Da es sich bei den Glucocorticosteroiden im stressinduzierte Hormone handelt, stellt sich die 

Frage, wie verändert sich ihre Produktion, wenn der Körper einer chronischen Stresssituation 

unterlegen ist. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe einer follow-up-Studie die 

Möglichkeit untersucht, Glucocorticoide als endogenen Stressmarker zu verwenden. In der 

Haar-Studie wurde erstmals Cortisol und sein biologisch inaktiver Metabolit Cortison parallel 

in Haarproben während einer Schwangerschaft bestimmt. Im Vergleich zu anderen 

Forschungsarbeiten (D'Anna-Hernandez et al. 2011, Kalra et al. 2007, Kirschbaum et al. 

2009) liegt die Besonderheit dieses Projektes darin, dass der Probandin monatlich 

Haarproben entnommen wurden. So sind Veränderungen in den Haarkonzentrationen im 

Verlauf der Schwangerschaft und der ersten Zeit postpartum kontinuierlich nachweisbar. 

Die nachgewiesenen Cortisol- und Cortisonkonzentrationen der einzelnen Haarsegmente 

sowie deren Charakteristika bzgl. Probenentnahmezeit und Wachstumszeit sind in Tabelle 

D-9 wiedergegeben. Bei der Angabe der Wachstumszeit wird von einer durchschnittlichen 
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Wachstumsrate von 1 cm pro Monat ausgegangen. Außerdem wird das Alter des 

Resthaares (Verbleib unterhalb der Kopfhaut und Reststrähne bis zur Schnittkante) mit ca. 2 

Wochen kalkuliert. 

 

Tabelle D-9: Cortisol- und Cortisonkonzentrationen der einzelnen Haarsegmente (je 2 cm) der 

Proben, welche während der Schwangerschaft genommen wurden. Die Konzentrationen 

nehmen entlang des Haarschaftes ab, im Fortlauf der Schwangerschaft jedoch zu. 

 

Probe Entnahme Segment Wachstumszeit 
Einwaage 

[mg] 

Cortisol 

[pg/mg] 

Cortison 

[pg/mg] 

1 6. SSW 1 07./08.2011 57,7 5.1 14.6 

10.09.2011 2 05./06.2011 71,5 3.9 11.1 

 3 03./04.2011 63,7 2.9 6.9 

 4 01./02.2011 59,3 < LOD  5.5 

       

2 12. SSW 1 08./09.2011 47,3 4.5 19.7 

11.10.2011 2 06./07.2011 46,2 3.8 11.9 

 3 04./05.2011 46,6 3.2 6.0 

 4 02./03.2011 40,0 < LOD  5.4 

       

3 17. SSW 1 09./10.2011 38,8 6.2 20.0 

15.11.2011 2 07./08.2011 42,5 4.6 10.8 

 3 05./06.2011 38,4 2.8 7.5 

 4 03./04.2011 34,8 1.9 4.7 

 

4 21. SSW 1 10./11.2011 64,5 5.2 19.8 

12.12.2011 2 08./09.2011 50,4 2.1 10.8 

 3 06./07.2011 46,0 < LOD  7.0 

 4 04./05.2011 46,5 < LOD  4.0 

       

5 25. SSW 1 11./12.2011 42,6 6.0 23.1 

12.01.2012 2 09./10.2011 35,7 4.5 13.2 

 3 07./08.2011 30,1 3.4 8.4 

 4 05./06.2011 32,2 < LOD  7.1 

       

6 30. SSW 1 01.2012/12.2011 53,0 6.9 24.8 

15.02.2012 2 10./11.2011 51,8 4.8 17.3 

 3 08./09.2011 41,7 4.1 9.3 

 4 06./07.2011 47,1 < LOD  5.7 

       

7 34. SSW 1 01./02.2012 48,4 7.4 29.6 

12.02.2012 2 11./12.2011 43,3 4.5 16.6 

 3 09./10.2011 39,3 3.6 9.8 

 4 07./08.2011 38,9 < LOD  5.5 
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Fortführung Tabelle D-9 

Probe Entnahme Segment Wachstumszeit 
Einwaage 

[mg] 

Cortisol 

[pg/mg] 

Cortison 

[pg/mg] 

8 38. SSW 1 02./03.2012 43,1 4.9 30.6 

10.04.2012 2 01.2012/12.2011 41,8 4.3 22.5 

 3 10./11.2011 39,1 3.1 13.6 

 4 08./09.2011 38,3  < LOD  9.4 

       

9 1 Woche pp 1 03./04.2012 50,6 8.7 39.6 

09.05.2012 2 01./02.2012 55,6 6.1 22.1 

 3 11./12.2011 76,2 4.0 13.8 

 4 09./10.2011 47,1 < LOD  7.6 

       

10 5 Wochen pp. 1 04./05.2012 79,4 13.4 45.7 

07.06.2012 2 02./03.2012 75,2 7.0 28.7 

 3 01.2012/12.2011 50,6 5.3 17.4 

 4 10./11.2011 50,8 < LOD  10.2 

 5 08./09.2011 55,3 < LOD  7.5 

       

11 9 Wochen pp. 1 05./06.2012 37,8 8.8 27.6 

06.07.2012 2 03./04.2012 32,9 7.3 24.8 

 3 01./02.2012 40,4 3.8 16.8 

 4 11./12.2011 34,8 < LOD  9.0 

 5 09./10.2011 38,6 < LOD  6.8 

 

 

Der psychische und physische Einfluss, welchen die Schwangerschaft auf die 

Konzentrationen im Haar hat, lässt sich mit einem Vergleich der proximalen Haarsegmente 

zeigen (Abbildung D-12). Im Verlauf der Schwangerschaft kommt es zu einem stetigen 

Anstieg der Corticosteroidkonzentrationen im Haar, was auf eine gesteigerte Produktion und 

somit eine vermehrte Inkorporation in das Haar zurückzuführen ist. Das 

Konzentrationsmaximum (Cortisol: 13,4 pg/mg und Cortison: 45,7 pg/mg) wird in Probe 10 

erreicht. Diese wurde 5 Wochen nach der Entbindung entnommen und spiegelt somit den 

letzten Schwangerschaftsmonat und die ersten 4 Wochen postpartum (April/Mai 2012) wider. 

Die Corticosteroidkonzentrationen sinken nach der Entbindung wieder ab (proximales 

Segment der Probe 9 Wochen pp, welches die ersten beiden Monate nach der Entbindung 

reflektiert). Die Ausgangshypothese wird angenommen und vorhandene Forschungen 

(D'Anna-Hernandez et al. 2011) bestätigt. 
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Abbildung D-12: Verlauf der Corticosteroidkonzentrationen in den proximalen Segmenten. Die 

Konzentrationen steigen im Verlauf der Schwangerschaft stetig an, erreichen ihr Maximum in 

Probe 10 und fallen anschließend wieder ab. 

 

Für die einzelnen Haarproben kann gezeigt werden, dass die Konzentrationen entlang des 

Haarstranges abnehmen. Dabei reduzieren sich die Konzentrationen zwischen zwei 

benachbarten Segmenten um 32,5 ± 13,8 % für F und um 35,4 ± 10,1 % für E. 

Ein Vergleich der Konzentrationen von Haarsegmenten, welche im selben Zeitraum 

gewachsen aber zu unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen wurden, gibt Aufschluss über 

den Auswascheffekt. In Abbildung D-13 ist dies beispielhaft für das Haarsegment gezeigt, 

welches im September und Oktober 2011 (ca. 2-3 Schwangerschaftsmonat) gewachsen ist. 

Anhand dieser Daten wird verdeutlicht, dass die Corticosteroidkonzentrationen für diese 

Probandin im Haar innerhalb von 4 Monaten auf die Hälfte der ursprünglich eingelagerten 

Konzentration absinken.  
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Abbildung D-13: Nachweisbare GC-Konzentrationen in Abhängigkeit vom Alter des 

untersuchten Haarsegments. An Hand der kontinuierlich abfallenden Konzentrationen mit 

zunehmenden Alter des Haarsegments ist der Auswascheffekt deutlich zu erkennen. Die 

Fehlerbalken zeigen mögliche Indifferenzen im Bezug auf das Haaralter, da die Wachstums-rate 

für diese Probandin nicht bestimmt wurde. Es wird von einem durchschnittlichen Wachstum 

von 1 cm/Monat (Spannweite: 0,8 - 1,5 cm/Monat) ausgegangen. 

 

Die GCs sind bedingt durch ihre geringe Melanienaffinität nicht fest an das Haarpigment 

gebunden und dadurch Kandidaten, welche einer potentiellen Auswaschung unterliegen. 

Umwelteinflüsse und individuelle Parameter, wie die Frequenz von Haarwäschen und die 

Anwendung von Pflegeprodukten, bewirken, dass sich die Konzentrationen verringern. 

Abfallende Konzentrationsprofile entlang des Haares wurden bereits von verschieden 

Arbeitsgruppen nachgewiesen. (D'Anna-Hernandez et al. 2011, Dettenborn et al. 2010, Gao 

et al. 2010, Kirschbaum et al. 2009, Noppe et al. 2015, Zhang et al. 2013) Forschungs-

gruppen, bei denen dies nicht beobachtet wurde, argumentieren damit, dass es bedingt 

durch die Probenvorbereitung (Waschen des Haares zur Dekontamination) zu diesem 

Phänomen kommt. (Etwel et al. 2014, Manenschijn et al. 2011, Manenschijn et al. 2012, 

Thomson et al. 2010) Diese Theorie wird im Rahmen dieser Arbeit widerlegt, da die 

Probenaufarbeitung keinen Dekontaminationsschritt enthält und dennoch die 

Konzentrationsprofile nachweisbar sind. Außerdem wurde durch die mehrmalige Beprobung 

gezeigt, dass die Corticosteroidkonzentrationen mit zunehmendem Alter des Haares 
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abnehmen. Damit wurden systematische in vitro Untersuchungen bestätigt. (Hamel et al. 

2011, Hoffman et al. 2014, Li et al. 2011)  

Für eine Beurteilung von individuellen Veränderungen der Haarkonzentrationen der 

Corticosteroide, z.B. bedingt durch eine Erkrankung oder eine Stresssituation, ist es 

essentiell eine mehrmalige (min. zweimalige) Probenentnahme durchzuführen. Dadurch 

können Konzentrationen direkt verglichen und individuelle Parameter, wie die  

Wachstumsgeschwindigkeit berücksichtigt werden.  

 

 

D.5 Einfluss der Plasmaproteinbindung auf die Haar- und 

Speichelkonzentrationen 

In der abschließenden Studie wurden alle drei Matrizes der vorherigen Untersuchungen 

zusammengeführt und gesamtheitlich analytisch betrachtet. Die im Rahmen einer 

Schwangerschaft gewonnenen Plasma-, Speichel- und Haarproben wurden hinsichtlich ihrer 

GC-Konzentrationen und möglicher Korrelationen untereinander ausgewertet. 

 

D.5.1 Plasmaanalysen 

In den 10 Plasmaproben, welche während der Schwangerschaft sowie postpartum 

entnommen wurden, wurden die freien Anteile sowie die Gesamtkonzentrationen der 

Corticosteroide bestimmt. Die Konzentrationen sowie die daraus berechneten 

Plasmaproteinbindungen und die Analytverhältnisse sind in Tabelle D-10 zusammengefasst. 

Die Probenabnahme erfolgte dabei zwischen 07:15 Uhr und 08:00 Uhr, mit Ausnahme der 

Probe P_3, welche erst 11:00 Uhr entnommen wurde. Dies wird auch durch die geringeren 

Konzentrationen sowie der verminderte Analytverhältnis deutlich. 
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Tabelle D-10: Zusammenstellung der Gesamtkonzentrationen (cg) der Corticosteroide, deren 

freien Anteile (cf) und PPB und des Analytverhältnisses der analysieren Plasmaproben 

Nr. Entnahme 

Cortisol Cortison F/E 

cg 

[ng/ml] 

cf 

[ng/ml] 

PPB 

[%] 

cg 

[ng/ml] 

cf 

[ng/ml] 

PPB 

[%] 
g f 

P_0 ./.         

P_1 ./.         

P_2 13. SSW 84,0 3,4 96,0 13,4 1,8 86,3 6,2 1,9 

P_3 17. SSW 28,6 0,7 97,6 8,0 1,6 79,9 3,6 0,4 

P_4 21. SSW 106,0 2,7 97,4 16,1 2,1 86,8 6,6 1,3 

P_5 25. SSW 173,0 3,2 97,9 21,3 3,3 84,5 8,1 1,1 

P_6 30. SSW 177,0 3,9 97,3 35,1 6,6 81,3 5,0 0,7 

P_7 34. SSW 183,0 5,2 97,1 41,3 8,1 80,5 4,4 0,7 

P_8 38. SSW 221,0 8,3 96,2 47,6 9,2 80,7 4,6 0,9 

P_9 ./.         

P_10 ./.         

P_11 12 W pp 136,0 3,1 97,7 29,4 5,3 81,9 4,6 0,6 

P_12 6 M pp 98,7 2,4 97,6 22,4 3,2 85,8 4,4 0,7 

P_13 13 M pp 91,3 1,7 98,1 18,9 2,9 84,7 4,8 0,6 

 

 

Sowohl die Gesamtkonzentrationen als auch die freien, nicht-proteingebundenen Anteile der 

GCs steigen im Verlauf der Schwangerschaft kontinuierlich an, bevor sie nach der 

Entbindung wieder auf das Ausgangsniveau absinken (Abbildung D-14). Dabei erhöht sich 

die Gesamtkonzentration von Cortisol auf das 2,6 - fache und das freie Cortisol auf das 2,4 -

 fache. Die Cortisonkonzentrationen steigen mit dem Faktor 3,5 (gesamt) und 5 (frei) an. Die 

Gesamtkonzentrationen korrelieren stark mit den freien Anteilen (Spearman: E: 0,988; 

F: 0,818). Auch die GC-Konzentrationen der jeweiligen Matrizes untereinander (Spearman: 

frei: 0,770; gesamt: 0,915) korrelieren stark. 
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A) Gesamtkonzentrationen  

 

 

B) freien Steroidanteile  

 

Abbildung D-14: Verlaufsprofile der freien und der gesamten Corticosteroidkonzentrationen im 

Plasma 

 

Die dauerhafte Aktivierung der HPA-Achse führt zu einer anhaltenden Stimulierung der 

Cortisolproduktion durch das ACTH. Was gleichzeitig eine gesteigerte Inaktivierung und 

somit einen Anstieg der Cortisonkonzentrationen (frei und gesamt) bewirkt. Dieses Ergebnis 
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ergänzt die Forschungsergebnisse von Perogamvros et al. (2010). In ihrer Studie führte eine 

akute Stimulierung mittels ACTH zu keiner Erhöhung des freien Cortisons (Gesamtcortison 

wurde nicht bestimmt). Was die Forschungsgruppe dazu bewegte, die freie 

Cortisonkonzentration als eine Konstante (ca. 15 nmol/l = 5,4 ng/ml) anzusehen. 

(Perogamvros et al. 2010) Für die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchte 

anhaltende/chronische Stimulierung wurde gezeigt, dass die freien Cortisonkonzentrationen 

intraindividuell streuen, dem zirkadianen Rhythmus unterliegen und durch akute und 

chronische Stressreaktionen veränderbar sind. Somit können sie nicht als Konstante 

betrachtet werden.  

 

D.5.2 Speicheluntersuchungen 

Die Speichelanalysen wurden unter zwei Gesichtspunkten durchgeführt. Zum einen soll ein 

Vergleich mit den zeitgleich entnommenen Haar- und Blutproben eine mögliche Korrelation 

verdeutlichen. Zum anderen sollen die fünf gesammelten Tagesprofile zeigen, ob es zu einer 

Veränderung der Corticosteroidkonzentrationen, deren Tagesverlauf und/oder deren 

Verhältnis zueinander während der Schwangerschaft kommt. 

Die Analyse der Corticosteroide im Speichel während einer chronischen Aktivierung der 

HPA-Achse im Rahmen einer Schwangerschaft zeigt ebenfalls einen kontinuierlichen 

Anstiegt beider Analytkonzentrationen. Die Konzentrationen der GCs sowie deren Verhältnis 

zueinander in den Speichelproben SP_0 bis SP_13 sind in Tabelle D-11 zusammengefasst. 

 

Tabelle D-11: Corticosteroidkonzentrationen in den Speichelproben 

Nummer Entnahme Cortisol [ng/ml] Cortison [ng/ml] F/E 

SP_0 ./.    

SP_1 ./.    

SP_2 13. SSW 3,74 8,78 0,43 

SP_3 17. SSW 3,79 9,95 0,38 

SP_4 21. SSW 4,01 9,74 0,41 

SP_5 25. SSW 4,15 10,20 0,41 

SP_6 30. SSW 4,65 11,51 0,40 

SP_7 34. SSW 4,74 12,12 0,39 

SP_8 38. SSW 6,05 18,12 0,33 

SP_9 2 W pp 3,89 12,41 0,31 

SP_10 6,5 W pp 3,76 10,60 0,35 

SP_11 12 W pp 3,42 8,91 0,38 

SP_12 6 M pp 3,12 8,64 0,36 

SP_13 13 M pp 2,96 8,47 0,35 
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Die Konzentrationen korrelieren stark miteinander (Spearman: rho = 0,853) und ein Anstieg 

der Konzentrationen (E: Faktor 2,1, F: Faktor 1,6) mit Verlauf der Schwangerschaft ist 

deutlich zu erkennen (Abbildung D-15). Nach der Entbindung fallen die Konzentrationen 

beider GCs wieder auf ihr Ausgangsniveau ab. Ein Vergleich mit den Blutkonzentrationen 

(gesamt und frei, Abschnitt D.5.1) zeigt, dass das Speichelcortisol stark mit dem Blutcortisol 

(Spearman: rho(frei) = 0,782; rho(gesamt) = 0,770) korreliert aber nicht mit dem Blutcortison. 

Die Speichelkonzentrationen von E korrelieren dagegen stark mit den freien E-Anteilen 

(Spearman: rho = 0,648) sowie mit dem Cortisol im Blut (Spearman: rho(frei) = 0,721; 

rho(gesamt) = 0,770) aber nicht mit der gesamten Cortisonkonzentration (P = 0,074). 

 

 

Abbildung D-15: Veränderung der E- und F-Konzentrationen in den morgendlichen 

Speichelproben (zwischen 07:00 Uhr und 08:00 Uhr) während der Schwangerschaft 

 

Für den Vergleich der Tagesprofile während der unterschiedlichen Stadien der 

Schwangerschaft wurden je acht Speichelproben gesammelt. Die erste Probe des Tages 

wurde dabei 30 min nach dem Erwachen genommen. Weitere Probenentnahmen erfolgten 

60 min, 120 min und 360 min nach dem Erwachen sowie gegen 12, 15, 18 und 22 Uhr. Die 

genauen Entnahmezeiten sowie die dazu gehörigen Konzentrationen sind im Anhang 34 zu 

finden. Abbildung D-16 zeigt die Konzentrationsprofile der Proben. 
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A) Cortisol 

 

B) Cortison 

 

Abbildung D-16: Veränderung der GC-Tagesprofile im Speichel während/nach der 

Schwangerschaft 

 

Ein Anstieg der morgendlichen Konzentrationen der Corticosteroide in der Probe A+30 min 

ist mit zunehmendem Fortschreiten der Schwangerschaft deutlich zu erkennen. Im Verlauf 

des Tages gleichen sich die Profile an und die Nachmittag- und Abendproben weisen keine 

Unterschiede zwischen den einzelnen Probenentnahmetagen auf. Diese Untersuchungen 

zeigen, wie wichtig es ist, CAR in morgendlichen Proben zu berücksichtigen. Da CAR 

stressabhängig ist, muss für die Interpretation von morgendlichen GC-Konzentrationen das 

Stadium des „CAR-Prozesses“ berücksichtigt werden. 
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D.5.3 Haaranalysen 

Da auch Haarproben den biologisch aktiven Anteil von Stoffen im Blut widerspiegeln und 

gleichzeitig eine retrospektive Aussage ermöglichen, wurden für diese Korrelationsstudie 

auch Haarproben der Probandin analysiert. 

Für die Probandin wurde die individuelle Wachstumsrate an Hand der Länge einer 

markierten Haarsträhne bestimmt. Während der sieben Monate der Schwangerschaft ist das 

Haar 7,5 cm gewachsen, was einer durchschnittlichen Rate von 1,07 cm/Monat entspricht. In 

den folgenden 12,5 Monaten (29.08.2014 - 16.09.2015) ist das Haar 13 cm gewachsen, was 

einer Wachstumsrate von 1,04 cm/Monat entspricht. Da Unsicherheiten bei der Messung mit 

± 0,2 cm berücksichtigt werden müssen, kann von einer Wachstumsrate von 1 cm/Monat 

ausgegangen werden. Außerdem wird das Alter des Resthaares (Verbleib unterhalb der 

Kopfhaut und Reststrähne bis zur Schnittkante) mit ca. 2 Wochen kalkuliert. 

Die Konzentrationen der untersuchten Haarsegmente sind im Anhang 5 zu finden. Die 

Konzentrationen sowie die Analytverhältnisse sind in Tabelle D-12 wiedergegeben. 

Äquivalent zu den Ergebnissen der Haar-Studie (siehe D.4) wurden in den proximalen 

Haarsegmenten ansteigende GC-Konzentrationen für den Verlauf der Schwangerschaft 

ermittelt (Abbildung D-17). Die höchsten Konzentrationen sind in der Haarprobe zu finden, 

welche 7 Wochen nach der Entbindung genommen wurde. Diese spiegelt ca. den Zeitraum 

der letzten beiden SSW sowie der ersten 6 Wochen postpartum wider. Vergleichend mit den 

Werten von vor der Schwangerschaft stieg die Cortisolkonzentration um den Faktor 5,4 und 

die Cortisonkonzentration um den Faktor 3,4 an. 

Tabelle D-12: Corticosteroidkonzentrationen der proximalen Haarsegmente 

Nummer Entnahme Cortisol [pg/mg] Cortison [pg/mg] F/E 

H_0 Vor SS < LOD 8,5  

H_1 8. SSW 1,6 8,8 0,18 

H_2 13. SSW 1,8 10,5 0,17 

H_3 17. SSW 1,9 11,3 0,17 

H_4 21. SSW 2,0 11,7 0,17 

H_5 25. SSW 2,1 12,9 0,16 

H_6 30. SSW 2,2 13,8 0,16 

H_7 34. SSW 2,3 16,3 0,14 

H_8 38. SSW 2,4 16,9 0,14 

H_9 2 W pp 4,6 24,3 0,19 

H_10 7 W pp 8,6 29,0 0,30 

H_11 12 W pp 6,4 25,5 0,25 

H_12 6 M pp 2,1 9,3 0,23 

H_13 13 M pp 1,8 8,2 0,22 
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Abbildung D-17: Veränderung der Haarkonzentrationen bedingt durch die chronische 

Stressbelastung während der Schwangerschaft 

 

Wie die Untersuchung der Plasmaproben gezeigt hat, steigen die Konzentrationen von 

Cortisol im Verlauf einer Schwangerschaft kontinuierlich ansteigen (vgl. (Carr et al. 1981, 

Smith et al. 1980)). Da gleichzeitig auch die CBG-Konzentration zunimmt (Ho et al. 2007, 

Lentjes et al. 1993, Meulenberg et al. 1987, Musa et al. 1967, Scott, McGarrigle and Lachelin 

1990), bleibt der Anteil der Plasmaproteinbindung für das Cortisol stabil bei 96 %. Dies führt 

dazu, dass sich die Konzentrationen an freiem und gesamtem Cortisol proportional 

zueinander verändern. Anders ist dies beim Cortison. Auch hier steigen die Konzentrationen 

kontinuierlich an. Die PPB des Cortisons liegt aber anfangs bei ca. 85 % und sinkt im Verlauf 

der Schwangerschaft auf 80 % ab. Eine mögliche Erklärung ist die Verdrängung des 

Cortisons aus seinen Proteinbindungen. CBG und Albumin geben das schwächer 

gebundene Cortison frei um die steigenden Konzentrationen des Cortisols auszugleichen. 

Dies führt dazu, dass die freien Anteile prozentual mehr ansteigen als die 

Gesamtkonzentration und somit Cortison verstärkt in das Haar eingelagert wird. Die 

Cortisonhaarkonzentration steigt dadurch schneller an als die Cortisolkonzentration, was ein 

Abfall des F/E-Verhältnisses bewirkt. 
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Weiterhin ist ein Konzentrationsgefälle entlang des Haarschaftes zu erkennen. Die 

Konzentrationen für Cortisol zwischen benachbarten Haarsegmenten sinken um 22,8 % 

(11,1 % - 75,6 %) und für Cortison um 35 % (12,7 % - 60,1 %). Ein Vergleich eines 

Wachstumsabschnittes zu unterschiedlichen Probenentnahmezeiten zeigt eine Reduzierung 

der ursprünglich eingelagerten Cortisonkonzentration von 16,1 ± 5,6 % je 2-cm-

Haarsegment. Dies entspricht einer durchschnittlichen Halbwertszeit von 5 Monaten. Für 

Cortisol liegt dies bei 12,2 ± 3,3 % je 2-cm-Haarsegment und ca. 6 Monaten Halbwertszeit 

(Anhang 6). Wodurch der Auswascheffekt wieder verdeutlicht wird. 

Abbildung D-18 zeigt die Konzentrationsverläufe des Cortisons (Cortisol siehe Anhang 7) 

entlang der Haarsträhne der Proben H_11, H_12 und H_13. Diese Proben wurden 12 

Wochen, 6 Monate bzw. 13 Monate nach der Entbindung genommen. Auffallend bei der 

Probe H_12 (6 Monate pp) ist der Konzentrationspeak im Haarsegment 3 (4-6 cm, max. Alter 

der Haarprobe: 6 Monate). Dieses Segment spiegelt den Wachstumszeitraum August/ 

September 2014 wider und somit die Zeit der höchsten Inkorporationsrate (Konzentration zur 

Einlagerung E: 29 pg/mg; F: 8,6 pg/mg). Dieses Haarsegment unterlag ebenfalls dem 

Auswascheffekt, aber bedingt durch die signifikant erhöhte Ausgangskonzentration ist die 

verstärkte Inkorporation auch 6 Monate später noch zu erkennen. Nach der viermonatigen 

Wachstumsphase sind noch 56 % des ursprünglich eingelagerten Cortisons und 35 % des 

Cortisol nachweisbar.  

 

 

Abbildung D-18: Verlauf der Cortisonkonzentrationen entlang der Haarsträhne der Proben 

H_11, H_12 und H_13, welche 12 Wochen, 6 Monate und 13 Monate postpartum entnommen 

wurden. 
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Bei dieser Probe ist somit das Gegenspiel von Einlagerung und Auswaschung deutlich zu 

erkennen. Beide gegenläufige Prozesse müssen somit bei retrospektiven Bewertungen 

berücksichtigt werden. Kommt es zu einer verstärkten Inkorporation ist es von der Intensität 

des Auswascheffektes abhängig, ob dies auch bei retrospektiven Betrachtungen 

nachweisbar ist. Im Fall der Haarprobe H-12 kann die gesteigerte Inkorporation während der 

letzten Schwangerschaftsperiode auch sechs Monate nachher noch nachgewiesen werden. 

Derselbe Effekt wurde auch von Kirschbaum et al. (2009) beobachtet. Bei Müttern von 3-4 

Monate alten Kindern waren die Cortisolkonzentrationen des 2. Segments (Widerspiegelung 

des 3. Schwangerschaftstrimesters) höher als die Werte im proximalen Segment. Bei 

Müttern mit älteren Kindern (6 bzw. 9 Monate) war dies nicht mehr zu beobachten. 

(Kirschbaum et al. 2009) Im Gegensatz dazu konnten Manenschijn et al. (2012) gesteigerte 

Inkorporationen bedingt durch ein cyclisch auftretendes Cushings Syndrom auch 6 - 24 

Monate danach retrospektiv nachweisen, da sie keinen Auswascheffekt in denen von ihnen 

untersuchten Proben beobachtet haben. (Manenschijn et al. 2012) Die systematische 

Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit beweist jedoch, dass die Corticosteroide 

Auswaschprozessen unterliegen, welche dazu führen, dass sich die Konzentrationen 

reduzieren und retrospektive Aussagen nur begrenzt möglich sind.  
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E  Zusammenfassung 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Antworten auf die Ausgangsfrage: 

„Wie hoch ist der Anteil der Plasmaproteinbindung der GCs im Blut und welche 

Rückschlüsse lassen sich daraus auf die Konzentrationsverschiebung innerhalb der 

einzelnen Matrizes ziehen?“ 

zu finden. Basierend darauf wurden die einzelnen Teilprojekte ausgewählt und durchgeführt.  

Sowohl Plasmaproben als auch Speichel- und Haarproben wurden hinsichtlich ihrer GC-

Konzentrationen analysiert. Die Untersuchung von Kontrollproben ermöglichte es, 

Referenzwerte unter Normalbedingungen zu erheben. Die Ergebnisse aus allen Projekten 

ergaben, dass die beiden endogen GCs Cortisol und Cortison in unterschiedlichen 

Konzentrationsverhältnissen in den Analysenmedien vorkommen: 

 

 Plasma: Gesamtkonzentration F:E  ca. 3:1 

   freie Konzentrationen F:E  ca. 1:1 

 Speichel: F:E     ca. 1:5 

 Haar:  F:E     ca. 1:3 

 

Diese Ergebnisse bestätigen Forschungsergebnisse anderer Gruppen. Vogeser et al. 

berichteten ein Verhältnis im Serum von 5:1, Perogamvros et al. von 1:5 im morgendlichen 

Speichel und McWhinney et al. von 4:1 im Plasma und 1:7 im Speichel. (McWhinney et al. 

2010, Perogamvros et al. 2009, Vogeser, Zachoval and Jacob 2001) Für Haarunter-

suchungen wurden Verhältnisse zwischen 1:3 und 1:5 berichtet.(Chen et al. 2013, Gao et al. 

2013, Grass et al. 2015, Kuehl et al. 2015, Stalder and Kirschbaum 2012, Zhang et al. 2013) 

Begründet wurden diese Beobachtungen bisher mit der Metabolisierung des Cortisols zum 

Cortison während der Inkorporation in das Haar bzw. während der Diffusion in den Speichel, 

was zu einer Umkehrung der Konzentrationsverhältnisse führe. Ziel der vorliegenden Arbeit 

war es, den Beitrag der Plasmaproteinbindung zu dieser Verhältnisverschiebung zu 

bestimmen.  

Die Bestimmung der PPB beider endogener GCs hat gezeigt, dass Cortisol mit ca. 96 % 

stärker an die Transportproteine CBG und Albumin bindet als Cortison mit ca. 85 %. Dies 

führt dazu, dass sich die freien, nicht-proteingebundenen Konzentrationen angleichen und es 

zu einer Verhältnisverschiebung von Cortisol zu Cortison von 3:1 auf 1:1 kommt. Somit 

stehen vergleichbare Konzentrationen für die Inkorporation ins Haar bzw. die Diffusion in den 
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Speichel zur Verfügung. Es konnte gezeigt werden, dass die freien Plasmakonzentrationen 

beider GC stark mit den Speichelkonzentrationen korrelieren, Cortisol aber unterproportional 

und Cortison überproportional vom Plasma in den Speichel übergeht. Was mit zwei weiteren 

Mechanismen, welche während der Diffusion eine Rolle spielen, der Lipophilie und der 

Inaktivierung durch lokale Enzymreaktionen, erklärt werden kann.  

Weiterhin wurde gezeigt, dass sich die Tagesrhythmik der GC-Produktion im Speichel 

abbilden lässt und eine starke Korrelation zwischen Cortison und Cortisol vorliegt. Mit Hilfe 

einer Grenzfunktion können endogene Referenzkonzentrationen definiert und Messdaten 

eingeordnet werden. Unter anderem wurde gezeigt, dass eine Hormonersatztherapie mit 

Hydrocortison zu einer Verschiebung der Metabolisierung und der PPB führt und somit ein 

Gebrauch/Missbrauch von GCs durch abweichende Konzentrationsverhältnisse nachweisbar 

ist. Speicheluntersuchungen während einer chronischen Stresssituation (Schwangerschaft) 

zeigen, dass die GC-Produktion stetig ansteigt und sich besonders die CAR-Werte 

unterscheiden.  

Um die tageszeitlichen und stressbedingten Schwankungen der GC-Produktion 

auszublenden und eine längere Zeitspanne zu betrachten, wurden zusätzlich Haarproben 

analysiert. In diesen wurde ein kontinuierlicher Anstieg der GCs in den proximalen 

Haarsegmenten nachgewiesen, was auf eine kontinuierlich erhöhte Inkorporation während 

der chronischen Stresssituation schließen lässt. Außerdem wurde gezeigt, dass die 

Haarkonzentrationen dem Auswascheffekt unterliegen und die nachweisbaren 

Konzentrationen geringer werden, je älter das Haar wird. Schlussfolgernd kann gesagt 

werden, dass beide Mechanismen (Einlagerung und Auswaschung) konkurrieren und 

deshalb Referenzdaten nur für das proximale Segment erhoben werden können. Danach 

sind die Auswirkungen der individuellen Einflüsse nicht mehr allgemeingültig kalkulierbar und 

nur noch intraindividuelle Vergleiche nach mehrmaliger Beprobung aussagekräftig. Sind die 

Effekte der verstärkten Inkorporation größer als die Auswaschung, lassen sich diese auch 

Monate später erkennen. 

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Plasmaproteinbindung der GCs zur 

Verhältnisverschiebung der Konzentrationen im Blut, Speichel und Haar beiträgt. Etwa 50 % 

des beobachteten Effekts kann der PPB zugeordnet werden. Weitere Quellen sind die 

unterschiedliche Lipophilie der GCs und die enzymatische Umwandlung, welche im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit jedoch nicht „quantitativ“ betrachtet wurden. Die enzymatische 

Inaktivierung wurde bis dato als Hauptreaktion für die Konzentrationsverschiebung diskutiert. 

Mit der aktuellen Arbeit wurde dies widerlegt, und die PPB als Hauptquelle identifiziert. 
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Anhang 

 

Anhang 1: Anpassung der Ultrafiltration 

 

Für die Optimierung der Ultrafiltration wurden, wenn nicht anders angegeben, matrixlose 

Proben verwendet. Dabei lagen die GCs Cortisol und Cortison, entsprechend der zu 

erwartenden Konzentration, mit 5 ng/ml und 20 ng/ml in phosphatgepufferte Salzlösung 

(PBS) vor. Während der folgenden Optimierungsschritte wurden Ultrafiltrationskartuschen 

mit einem Größenausschluss von 30 kDa (Amicon® Ultra-0,5, MerckMillipore, Darmstadt, 

Deutschland) verwendet.  

- Prekonditionierung der Filter 

Nach Herstellerangaben könne das Plasma direkt auf die Ultrafiltrationskartuschen 

aufgetragen werden. Eine vorherige Konditionierung könne jedoch die Ergebnisse positiv 

bzgl. der Wiederfindungsraten beeinflussen. (Merckmillipore 21.06.2016) Um diesen Einfluss 

zu überprüfen, wurden drei verschiedene Konditionierungsschritte durchgeführt. Getestet 

wurden die Verwendung von Reinstwasser (0,5 ml), von PBS (0,5 ml) und einer Abfolge von 

Reinstwasser (0,5 ml) - Natronlauge (0,1 N; 0,5 ml) - Reinstwasser (0,5 ml). Vergleichend 

dazu wurde eine Ultrafiltration ohne vorherige Konditionierung durchgeführt. Die Prekondi-

tionierung erfolgte, ebenso wie die Ultrafiltration, bei 37 °C und 6500 rpm für 15 min. 
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Anhand des oben dargestellten Diagrammes kann gezeigt werden, dass die höchsten 

Wiederfindungsraten der GCs nach einer Prekonditionierung der UF-Kartusche mit PBS 

erzielt wurde. Die Prekonditionierung führt zu einer Benetzung des Filtermaterials wodurch 

weniger Analyten zurückgehalten und höhere Nachweisraten erzielt werden.   

 

- Waschen des Rückstandes 

Ebenso könne sich ein Waschen des Redundanten positiv auswirken. (Merckmillipore 

21.06.2016) Dafür wurden unterschiedliche Waschschritte des Rückstands im Filter nach 

erfolgter Ultrafiltration getestet. Zum einen wurde 1x bzw. 2x mit PBS (0,5 ml) gewaschen, 

zum anderen wurde Reinstwasser (je 0,5 ml) dafür verwendet. 

 

 

Wird nach der Ultrafiltration ein Waschschritt der „beladenen“ UF-Kartusche durchgeführt, so 

werden höhere Wiederfindungsraten für die GCs erzielt. Dies zeigt, dass Analyten aus dem 

Filtermaterial gewaschen werden. Da es bei Plasmaproben durch den Waschschritt jedoch 

zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen proteingebundenen und freien Analyten 

kommt, ist davon auszugehen, dass die erhöhten Konzentrationen nicht nur aus dem 

Spülvorgang des Filtermaterial resultieren, sondern auch Analyten aus der PPB verdrängt 

werden. Somit wird der Waschschritt für die Aufarbeitung der Realproben nicht durchgeführt. 
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- Verdünnen des Plasmas 

Für diesen Versuch wurde eine Real-Plasmaprobe (je 500 µl; männlich, 53 Jahre) 1:1, 1:5 

und 1:10 mit PBS verdünnt. Weiterhin wurde die unverdünnte Probe sowie reines PBS als 

Negativprobe aufgearbeitet. Die Ultrafiltration von je 500µl erfolgte nach vorheriger 

Konditionierung (0,5 ml PBS, 37°C, 15 min, 6500 rpm) mit einem 30 kDa-Filtersystem bei 

37 °C und 6500 rpm für 40 Minuten.  

 

 

Mit zunehmender Verdünnungsrate des Plasmas steigt der nachweisbare Anteil an freien, 

nicht-proteingebundenen GCs an. Dies zeigt, dass es zu einer Verschiebung des 

Gleichgewichtes zwischen gebundenen und freien GCs kommt und die GCs aus ihren 

Plasmaproteinbindungen freigesetzt werden. Da dies die Ergebnisse bzgl. der Bestimmung 

der PPB verfälscht, wird das Plasma im Folgenden unverdünnt auf die Filtrationskartuschen 

aufgetragen.  
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Anhang 2: nachgewiesene absolute Hormonkonzentrationen in den einzelnen Untersuchungs-

medien und die daraus berechneten Analytverhältnisse sowie die Plasmaproteinbindungen, 

angegeben als Mediane mit Spannweite. 

A) freies Cortison im Plasma (ng/ml) 

Zeit/Dauer 8 Uhr/0h 11 Uhr/3h 14 Uhr/6h 17 Uhr/9h 8 Uhr/24h 8 Uhr/48h 8 Uhr/72h 

obot 5,1 

(2,3-9,9) 

3,9 

(2,2-5,2) 

3,5 

(2,2-4,5) 

3,1 

(1,1-4,6) 
   

mbot 
4,6 

(1,8-8,7) 

3,2 

(1,3-5,5) 

3,9 

(2,2-7,4) 

2,3 

(1,1-4,6) 

4,9 

(2,2-8,7) 

4,9 

(1,9-7,1) 

4,3 

(3,0-7,6) 

obmt 
4,3 

(2,8-11,5) 

2,8 

(1,7-4,6) 

2,4 

(1,1-4,9) 

2,5 

(0,9-5,0) 

4,7 

(1,6-8,1) 

3,5 

(2,6-5,9) 

4,5 

(2,2-11,8) 

mbmt 
3,8 

(1,7-7,5) 

2,8 

(1,3-5,1) 

4,9 

(1,5-7,2) 

1,6 

(1,1-4,7) 

3,3 

(2,3-7,3) 

5,7 

(2,5-12,2) 

4,3 

(2,0-7,3) 

        

B) freies Cortisol im Plasma (ng/ml) 

Zeit/Dauer 8 Uhr/0h 11 Uhr/3h 14 Uhr/6h 17 Uhr/9h 8 Uhr/24h 8 Uhr/48h 8 Uhr/72h 

obot 
7,5 

(1,8-18,1) 

3,0 

(1,5-5,6) 

2,3 

(1,5-4,2) 

1,9 

(0,7-4,0) 
   

mbot 
6,9 

(1,1-15,3) 

1,9 

(0,5-4,1) 

5,0 

(1,5-12,3) 

1,7 

(0,5-4,5) 

5,5 

(0,9-12,7) 

6,3 

(1,2-11,3) 

5,9 

(1,6-14,0) 

obmt 
4,8 

(2,2-10,4) 

1,6 

(0,8-5,7) 

1,5 

(0,5-3,4) 

1,5 

(0,4-3,5) 

5,4 

(1,3-13,4) 

5,7 

(1,4-12,5) 

5,3 

(1,2-8,9) 

mbmt 
4,4 

(1,3-9,0) 

1,7 

(0,4-7,5) 

4,6 

(0,5-13,7) 

1,0 

(0,4-2,9) 

6,3 

(1,6-11,2) 

5,5 

(1,2-13,2) 

4,8 

(1,8-13,5) 

        

C) berechnetes Analytverhältnis Cortisol/Cortison der freien Anteile 

Zeit/Dauer 8 Uhr/0h 11 Uhr/3h 14 Uhr/6h 17 Uhr/9h 8 Uhr/24h 8 Uhr/48h 8 Uhr/72h 

obot 
1,6 

(0,6-2,3) 

0,7 

(0,5-1,4) 

0,7 

(0,5-1,1) 

0,7 

(0,5-0,9) 
   

mbot 
1,8 

(0,6-2,2) 

0,6 

(0,4-1,0) 

1,1 

(0,5-1,9) 

0,7 

(0,4-1,3) 

1,1 

(0,4-2,1) 

1,3 

(0,6-1,9) 

1,2 

(0,5-2,1) 

obmt 
0,9 

(0,7-2,0) 

0,6 

(0,4-2,1) 

0,5 

(0,4-1,0) 

0,6 

(0,4-1,8) 

1,2 

(0,7-1,9) 

1,2 

(0,5-3,5) 

1,2 

(0,5-1,5) 

mbmt 
1,1 

(0,6-2,1) 

0,6 

(0,3-1,6) 

1,0 

(0,3-1,,9) 

0,5 

(0,3-0,9) 

1,3 

(0,7-2,4) 

1,0 

(0,4-2,2) 

1,1 

(0,7-2,0) 
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Fortsetzung Anhang 2 

D) gesamtes Cortison im Plasma (ng/ml) 

Zeit/Dauer 8 Uhr/0h 11 Uhr/3h 14 Uhr/6h 17 Uhr/9h 8 Uhr/24h 8 Uhr/48h 8 Uhr/72h 

obot 
20,4 

(17,9-56,6) 

23,3 

(12,5-39,1) 

22,6 

(18,3-31,1) 

18,1 

(13,2-45,8) 
   

mbot 
22,6 

(17,5-76,6) 

21,1 

(16,4-49,7) 

23,6 

(20,3-58,8) 

20,5 

(13,5-47,8) 

32,1 

(16,5-63,6) 

27,2 

(20,7-69,8) 

26,6 

(19,1-59,5) 

obmt 
24,2 

(13,8-75,1) 

29,0 

(20,7-36,4) 

23,2 

(10,0-54,3) 

17,1 

(11,0-29,3) 

25,7 

(13,5-63,1) 

25,0 

(19,0-69,5) 

25,9 

(19,1-96,0) 

mbmt 
26,2 

(18,9-69,3) 

30,7 

(17,4-44,1) 

27,4 

(21,5-47,3) 

18,0 

(13,7-68,0) 

27,8 

(19,7-61,4) 

30,4 

(25,1-81,8) 

28,0 

(20,8-64,4) 

        

E) gesamtes Cortisol im Plasma (ng/ml) 

Zeit/Dauer 8 Uhr/0h 11 Uhr/3h 14 Uhr/6h 17 Uhr/9h 8 Uhr/24h 8 Uhr/48h 8 Uhr/72h 

obot 
96,0 

(62,0-344,0) 

60,5 

(44,7-134,5) 

71,5 

(51,1-132,0) 

54,9 

(32,5-169,0) 
   

mbot 
128,7 

(64,8-285,8) 

70,4 

(49,5-133,2) 

118,6 

(61,4-207,8) 

63,5 

(34,3-117,9) 

142,8 

(73,5-312,5) 

119,2 

(80,1-298,3) 

126,2 

(65,9-367,6) 

obmt 
95,4 

(67,4-286,6) 

70,9 

(60,5-153,1) 

55,3 

(32,7-158,5) 

55,0 

(32,8-83,8) 

134,4 

(50,6-249,5) 

130,2 

(48,8-379,3) 

127,9 

(64,3-330,1) 

mbmt 
115,1 

(65,9-212,4) 

68,6 

(40,4-125,6) 

106,5 

(38,3-251,9) 

50,2 

(34,2-217,9) 

109,1 

(87,2-256,3) 

120,8 

(71,4-279,1) 

139,8 

(76,7-244,4) 

        

F) berechnetes Analytverhältnis Cortisol/Cortison der gesamten Anteile 

Zeit/Dauer 8 Uhr/0h 11 Uhr/3h 14 Uhr/6h 17 Uhr/9h 8 Uhr/24h 8 Uhr/48h 8 Uhr/72h 

obot 
5,0 

(2,3-6,9) 

3,4 

(2,1-3,6) 

3,0 

(2,3-5,3) 

3,1 

(2,2-4,1) 
   

mbot 
5,3 

(3,0-8,3) 

3,2 

(2,3-4,2) 

4,6 

(3,0-5,7) 

2,5 

(1,9-3,9) 

5,4 

(2,5-6,7) 

4,3 

(3,3-6,1) 

5,2 

(2,6-6,3) 

obmt 
4,5 

(3,1-6,5) 

2,8 

(2,1-5,3) 

2,9 

(1,9-3,3) 

2,8 

(2,0-5,3) 

4,6 

(3,0-6,1) 

5,2 

(2,2-5,8) 

4,0 

(3,4-5,5) 

mbmt 
4,0 

(2,8-9,0) 

2,3 

(2,0-4,4) 

4,2 

(1,8-5,3) 

2,8 

(1,8-3,4) 

4,2 

(3,2-6,5) 

4,5 

(2,4-6,1) 

4,0 

(2,7-6,3) 

 

G) berechnete Plasmaproteinbindung für Cortison 

Zeit/Dauer 8 Uhr/0h 11 Uhr/3h 14 Uhr/6h 17 Uhr/9h 8 Uhr/24h 8 Uhr/48h 8 Uhr/72h 

obot 75,4 

(55,9-87,1) 

84,1 

(72,7-90,5) 

85,2 

(75,6-92,6) 

84,2 

(71,6-95,9) 
   

mbot 84,2 

(62,2-92,9) 

88,7 

(73,9-94,1) 

81,3 

(71,8-93,5) 

90,0 

(73,8-96,2) 

83,8 

(64,0-95,4) 

86,7 

(73,1-93,0) 

85,0 

(71,1-87,8) 

obmt 84,4 

(71,2-89,4) 

90,9 

(85,1-94,1) 

88,7 

(78,9-95,1) 

87,4 

(78,8-94,3) 

82,4 

(67,6-93,8) 

86,1 

(71,2-95,9) 

86,3 

(78,6-92,7) 

mbmt 85,2 

(76,3-94,3) 

90,4 

(83,1-94,8) 

82,1 

(76,5-93,2) 

91,6 

(84,3-93,1) 

89,7 

(71,8-92,2) 

85,1 

(75,7-91,9) 

86,7 

(70,2-92,8) 
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Fortsetzung Anhang 2 

H) berechnete Plasmaproteinbindung für Cortisol 

Zeit/Dauer 8 Uhr/0h 11 Uhr/3h 14 Uhr/6h 17 Uhr/9h 8 Uhr/24h 8 Uhr/48h 8 Uhr/72h 

obot 
93,7 

(85,7-97,4) 

95,2 

(89,5-98,1) 

96,2 

(93,9-98,7) 

97,0 

(94,1-99,1) 
   

mbot 
96,1 

(87,6-98,3) 

98,3 

(94,1-98,9) 

95,0 

(89,7-98,9) 

97,4 

(91,4-99,1) 

96,3 

(86,7-99,4) 

96,3 

(89,1-98,8) 

96,5 

(89,7-97,6) 

obmt 
96,4 

(90,7-97,9) 

97,6 

(96,3-98,9) 

97,5 

(94,2-99,1) 

97,4 

(95,8-98,8) 

95,7 

(88,6-98,9) 

95,8 

(89,1-98,7) 

96,9 

(93,8-98,9) 

mbmt 
96,3 

(93,1-98,1) 

98,1 

(94,1-99,0) 

95,6 

(90,7-98,8) 

98,5 

(96,2-99,1) 

96,4 

(90,8-98,2) 

96,5 

(92,4-98,5) 

96,2 

(09,4-98,3) 

 

I) Cortison im Speichel (ng/ml) 

Zeit/Dauer 8 Uhr/0h 11 Uhr/3h 14 Uhr/6h 17 Uhr/9h 8 Uhr/24h 8 Uhr/48h 8 Uhr/72h 

obot 
5,63 

(3,31-10,4) 

5,21 

(2,49-7,69) 

3,24 

(2,07-6,44) 

2,94 

(1,4-5,55) 
   

mbot 
7,34 

(5,0-14,9) 

5,12 

(2,48-9,13) 

7,05 

(2,92-14,8) 

3,46 

(0,98-6,0) 

6,58 

(3,0-16,8) 

6,52 

(3,43-16,5) 

7,87 

(2,74-20,2) 

obmt 
6,23 

(3,6-19,3) 

4,55 

(1,78-7,4) 

3,88 

(0,9-8,13) 

3,3 

(1,8-7,0) 

7,42 

(3,88-16,6) 

6,37 

(2,86-14,1) 

6,8 

(3,5-11,2) 

mbmt 
7,07 

(0,6-11,0) 

3,56 

(1,9-13,9) 

7,25 

(2,43-14,0) 

2,01 

(1,55-7,47) 

6,9 

(4,1-14,4) 

7,34 

(4,84-9,9) 

6,7 

(3,0-12,3) 

        

J) Cortisol im Speichel (ng/ml) 

Zeit/Dauer 8 Uhr/0h 11 Uhr/3h 14 Uhr/6h 17 Uhr/9h 8 Uhr/24h 8 Uhr/48h 8 Uhr/72h 

obot 
1,3 

(0,55-2,70) 

0,61 

(0,36-1,03) 

0,55 

(0,20-1,10) 

0,38 

(0,15-0,59) 
   

mbot 
1,58 

(0,73-3,3) 

0,63 

(0,31-1,36) 

1,23 

(0,39-2,30) 

0,42 

(0,15-0,89) 

1,64 

(0,5-3,88) 

1,39 

(0,83-3,46) 

1,24 

(0,69-4,59) 

obmt 
1,1 

(0,93-4,18) 

0,5 

(0,28-1,01) 

0,47 

(0,22-0,74) 

0,43 

(0,21-0,76) 

1,6 

(1,00-3,80) 

1,47 

(0,49-2,84) 

1,71 

(0,74-2,26) 

mbmt 
1,45 

(0,80-2,09) 

0,48 

(0,20-2,37) 

1,63 

(0,26-3,54) 

0,35 

(0,20-0,78) 

1,26 

(0,83-2,62) 

1,31 

(0,74-1,78) 

1,57 

(0,63-2,15) 

        

K) berechnetes Analytverhältnis Cortisol/Cortison im Speichel 

Zeit/Dauer 8 Uhr/0h 11 Uhr/3h 14 Uhr/6h 17 Uhr/9h 8 Uhr/24h 8 Uhr/48h 8 Uhr/72h 

obot 
0,24 

(0,1-0,4) 

0,12 

(0,1-0,2) 

0,13 

(0,1-0,3) 

0,11 

(0,1-0,2) 
   

mbot 
0,20 

(0,1-0,3) 

0,13 

(0,1-0,3) 

0,15 

(0,1-0,3) 

0,09 

(0,1-0,9) 

0,23 

(0,1-0,4) 

0,21 

(0,1-0,4) 

0,25 

(0,1-0,3) 

obmt 
0,24 

(0,1-0,3) 

0,15 

(0,1-0,2) 

0,10 

(0,1-0,3) 

0,11 

(0,1-0,3) 

0,23 

(0,2-0,4) 

0,20 

(0,1-0,6) 

0,19 

(0,1-0,4) 

mbmt 
0,27 

(0,1-2,5) 

0,14 

(0,1-0,2) 

0,21 

(0,1-0,3) 

0,12 

(0,1-0,3) 

0,19 

(0,1-0,3) 

0,18 

(0,1-0,3) 

0,18 

(0,1-0,3) 
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Anhang 3: Spearman-Korrelation der Basalkonzentrationen der Plamsaproben 

 

  E_EE E_UF F_EE F_UF 

E_EE rho 

p-Wert 

1 0,362 

0,030 

0,640 

0,000 

0,342 

0,041 

      

E_UF rho 

p-Wert 

0,362 

0,030 

1 0,405 

0,014 

0,847 

0,000 

      

F_EE rho 

p-Wert 

0,640 

0,000 

0,405 

0,014 

1 0,494 

0,002 

      

F_UF rho 

p-Wert 

0,342 

0,041 

0,847 

0,000 

0,494 

0,002 

1 
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Anhang 4: GC-konzentrationen der Speicheltagesprofile der Schwangerschaftsstudie zur 

Korrelation von PPB, Speichel, Haar 

 

Entnahme Probe Uhrzeit F [ng/ml] E [ng/ml] F/E 

SSW 16+0 Erwachen (A) 05:50 

   27.02.2014 A +30 min 06:20 4,01 10,2 0,39 

 

A+60 min 06:45 2,31 8,45 0,27 

 

A+120 min 07:40 1,83 6,46 0,28 

 

A+360 min 09:20 1,38 2,30 0,60 

 

ca. 12 Uhr 12:40 0,70 1,98 0,34 

 

ca. 15 Uhr 14:40 0,38 3,27 0,12 

 

ca. 18 Uhr 17:45 0,15 1,11 0,14 

 

ca. 22 Uhr 21:40 0,22 0,70 0,31 

      SSW 22+6 Erwachen (A) 05:45 

   16.04.2014 A +30 min 06:10 5,98 14,9 0,40 

 

A+60 min 07:00 3,74 12,1 0,31 

 

A+120 min 07:50 1,98 8,97 0,22 

 

A+360 min 09:20 1,40 7,00 0,20 

 

ca.. 12 Uhr 12:45 0,66 3,43 0,19 

 

ca. 15 Uhr 15:30 0,50 3,63 0,14 

 

ca. 18 Uhr 18:35 0,20 2,83 0,07 

 

ca. 22 Uhr 21:40 0,25 1,66 0,15 

      SSW 28+6 Erwachen (A) 05:55 

   28.05.2014 A +30 min 06:20 6,54 16,80 0,39 

 

A+60 min 06:50 6,31 15,60 0,40 

 

A+120 min 07:40 3,50 10,20 0,34 

 

A+360 min 09:10 1,00 3,14 0,32 

 

ca. 12 Uhr 12:50 1,25 5,12 0,24 

 

ca. 15 Uhr 14:50 0,43 2,70 0,16 

 

ca. 18 Uhr 17:10 0,59 3,10 0,19 

 

ca. 22 Uhr 22:10 0,35 2,31 0,15 

      SSW 33+0 Erwachen (A) 05:15 

   26.06.2014 A +30 min 05:40 7,67 21,30 0,36 

 

A+60 min 06:35 4,79 13,78 0,35 

 

A+120 min 07:40 3,61 11,79 0,31 

 

A+360 min 08:50 2,23 10,30 0,22 

 

ca. 12 Uhr 12:50 1,03 5,29 0,19 

 

ca. 15 Uhr 15:40 0,81 4,63 0,17 

 

ca. 18 Uhr 18:40 0,36 2,52 0,14 

 

ca. 22 Uhr 21:50 0,63 3,64 0,17 

      

      

      



ANHANG   

118 
 

      Fortsetzung Anhang 4 

      Entnahme Probe Uhrzeit F [ng/ml] E [ng/ml] F/E 

13 Mpp Erwachen (A) 05:55 

   20.10.2015 A +30 min 06:30 3,82 14,2 0,27 

 

A+60 min 06:50 3,27 12,6 0,26 

 

A+120 min 07:50 2,96 8,41 0,35 

 

A+360 min 09:10 1,46 7,38 0,20 

 

ca. 12 Uhr 11:50 0,46 3,55 0,13 

 

ca. 15 Uhr 15:00 0,69 4,00 0,17 

 

 

ca. 18 Uhr 18:30 0,38 2,58 0,15 

 

 

ca. 22 Uhr 22:30 0,29 1,63 0,18 
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Anhang 5: Haarkonzentrationen der Corticosteroide in den analysierten Segmenten der 

Schwangerschaftsstudie zur Korrelation von PPB, Speichel, Haar 

 

Probe Entnahme Segment Wachstumszeit Einwaage 
[mg] 

Cortisol 
[pg/mg] 

Cortison 
[pg/mg] 

0 15.09.2013 1 08.-09.2013 50,7 < LOD 8,5 

  
2 06.-07.2013 50,4 < LOD 7,3 

  
3 04.-05.2013 61,9 < LOD 4,7 

  
4 02.-03.2013 64,3 < LOD 2,9 

  
5 12.2012-01.2013 48,2 < LOD < LOD 

       1 SSW 7+4 1 11.-12.2013 52,7 1,6 8,8 

 
30.12.2013 2 09.-10.2013 50,3 < LOD 6,3 

  
3 07.-08.2013 51,1 < LOD 3,3 

  
4 05.-06.2013 51,6 < LOD 2,3 

  
5 03.-04. 2013 50,3 < LOD < LOD 

       2 SSW 12+0 1 12.2013-01.2014 51,9 1,8 10,5 

 
30.01.2014 2 10.-11.2013 49,8 < LOD 7,1 

  
3 08.-09.2013 50,5 < LOD 5,6 

  
4 06.-07.2013 51,3 < LOD 3,0 

  
5 04.-05.2013 51,4 < LOD < LOD 

       3 SSW 16+5 1 01.-02.2014 50,2 1,9 11,3 

 
04.03.2014 2 11.-12.2013 50,7 < LOD 7,0 

  
3 09.-10.2013 50,4 < LOD 4,1 

  
4 07.-08.2013 51,0 < LOD 2,7 

  
5 05.-06.2013 50,4 < LOD < LOD 

       4 SSW 20+1 1 02.-03.2014 51,5 2 11,7 

 
28.03.2014 2 12.2013-01.2014 51,4 1,6 7,8 

  
3 10.-11.2013 50,7 < LOD 5,1 

  
4 08.-09.2013 50,5 < LOD 3,2 

  
5 06.-07.2013 50,8 < LOD 2,4 

       5 SSW 24+1 1 03.-04.2014 51,8 2,1 12,9 

 
25.04.2014 2 01.-02.2014 53,4 1,6 8,4 

  
3 11.-12.2013 49,8 < LOD 4,9 

  
4 09.-10.2013 51,6 < LOD 3,2 

  
5 07.-08.2013 50,7 < LOD 2,1 

       6 29+5 SSW 1 04.-05.2014 50,6 2,2 13,8 

 
03.06.2014 2 02.-03.2014 49,9 1,8 9,5 

  
3 12.2013-01.2014 50,6 1,6 6,1 

  
4 10.-11.2013 49,7 < LOD 3,9 

  
5 08.-09.2013 49,6 < LOD 2,7 
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Fortsetzung Anhang 5 

 Probe Entnahme Segment Wachstumszeit Einwaage 
[mg] 

Cortisol 
[pg/mg] 

Cortison 
[pg/mg] 

7 33+5 SSW 1 05.-06.2014 49,5 2,3 16,3 

 
01.07.2014 2 03.-04.2014 49,7 1,8 10,6 

  
3 01.-02.2014 49,7 < LOD 6,6 

  
4 11.-12.2013 50,3 < LOD 3,9 

  
5 09.-10.2013 52,2 < LOD 2,8 

       8 37+6 SSW 1 06.-07.2014 50,7 2,4 16,9 

 
30.07.2014 2 04.-05.2014 52,4 1,8 11,5 

  
3 02.-03.2014 50,1 1,6 8,2 

  
4 12.2013-01.2014 50,3 < LOD 4,6 

  
5 10.-11.2013 50,9 < LOD 2,8 

       9 2 Woche pp 1 07.-08.2014 51,3 4,6 24,3 

 
29.08.2014 2 05.-06.2014 50,1 1,9 13,0 

  
3 03.-04.2014 49,8 1,6 7,8 

  
4 01.-02.2014 48,6 < LOD 4,9 

  
5 11.-12.2013 52,4 < LOD 2,6 

       10 6,5 Woche pp 1 08.-09.2014 55,4 8,6 29,0 

 
30.09.2014 2 06.-07.2014 51,1 2,1 14,3 

  
3 04.-05.2014 50,4 1,6 9,8 

  
4 02.-03.2014 51,9 < LOD 7,7 

  
5 12.2013-01.2014 50,3 < LOD 3,1 

       11 12 Woche pp 1 09.-10.2014 53,1 6,4 25,5 

 
05.11.2014 2 07.-08.2014 50,3 3,8 19,7 

  
3 05.-06.2014 52,5 1,6 10,5 

  
4 03.-04.2014 51,4 < LOD 6,4 

  
5 01.-02.2014 50,2 < LOD 3,8 

       12 6 Monate pp 1 12.2014-01.2015 48,6 2,1 9,3 

 
05.02.2015 2 10.-11.2014 50,2 1,8 9,0 

  
3 08.-09.2014 51,8 3,0 16,8 

  
4 06.-07.2014 49,7 1,6 7,2 

  
5 04.-05.2014 50,2 < LOD 4,6 

       13 13 Monate pp 1 06.-07.2015 49,3 1,8 8,2 

 
16.09.2015 2 04.-05.2015 51,2 1,6 6,4 

  
3 02.-03.2015 50,6 < LOD 5,4 

  
4 12.2014-01.2015 48,1 < LOD 3,1 

  
5 10.-11.2014 51,6 < LOD 2,7 
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Anhang 6: Veränderung der Cortisolkonzentrationen mit zunehmenden Haaralter. Für diese 

Probandin liegt die Halbwertszeit bei ca. sechs Monaten. 

 

 

 
 

 
Anhang 7: Verlauf der Cortisolkonzentration entlang der Haarsträhne der Proben H_11, H_12 

und H-13. Für die Probe H_12 ist ein Konzentrationspeak im Segment 3 (4-6 cm) zu erkennen. 

 

 

0

2

4

6

8

10

12

0 2 4 6 8 10

C
o

rt
is

o
l 
[p

g
/m

g
] 

maximales Alter des Haarsegments [Monate] 

Jan./Feb. 2014

Nov./Dez.2013

Dez.2013/Jan. 2014

0

2

4

6

8

H_11 H_12 H_13

C
o

rt
is

o
l 
[p

g
/m

g
] 

Haarprobe 

 0-2 cm
 2-4 cm
 4-6 cm
 6-8 cm



VERÖFFENTLICHUNGEN   

122 
 

 

Veröffentlichungen 

 

Publikationen 

„Diagnostic value of concentration profiles of glucocorticosteroids and endocannabinoids in 

hair.” Krumbholz A, Anielski P, Reisch N, Schelling G, Thieme D. Ther Drug Monit. 2013 

Oct; 35(5): 600-7.  

 

„Statistical significance of hair analysis of clenbuterol to discriminate therapeutic use from 

contamination.” Krumbholz A, Anielski P, Gfrerer L, Graw M, Geyer H, Schänzer W, Dvorak 

J, Thieme D. Drug Test Anal. 2014 Nov-Dec; 6(11-12): 1108-16. 

 

„Effect of prenatal steroid treatment on the developing immune system.” Diepenbruck I, Much 

CC, Krumbholz A, Kolster M, Thieme R, Thieme D, Diepenbruck S, Solano ME, Arck PC, 

Tolosa E. J Mol Med (Berl). 2013 Nov; 91(11):1293-302.  

 

„Endocannabinoid concentrations in hair are associated with PTSD symptom severity.” 

Wilker S, Pfeiffer A, Elbert T, Ovuga E, Karabatsiakis A, Krumbholz A, Thieme D, Schelling 

G, Kolassa IT. Psychoneuroendocrinology. 2016 May; 67: 198-206.  

 

 

Tagungsbeiträge 

30. Cologne Workshop on Dope Analysis, Manfred Donike Workshop, Köln (2012) 

Poster:  „Hair analyses of steroids as tool of disease control in patients with congenital 

adrenal hyperplasia" 

Krumbholz A, Anielski P, Reisch N, Thieme D. 

 

32. Cologne Workshop on Dope Analysis, Manfred Donike Workshop, Köln (2014) 

Vortrag: „Is hair analysis of clenbuterol suitable to discriminate therapeutic use from 

contamination?" 

Thieme D, Anielski P, Geyer H, Gfrerer L, Krumbholz A. 

 



 

123 
 

 

Erklärung 

 

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulässige Hilfe Dritter und 

ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe; die aus fremden 

Quellen direkt oder indirekt übernommenen Gedanken sind als solche kenntlich gemacht. 

Die Arbeit wurde bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form 

einer anderen Prüfungsbehörde vorgelegt. 

Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von April 2012 bis Dezember 2016 am Institut für 

Dopinganalytik und Sportbiochemie Kreischa, An-Institut der Technischen Universität 

Dresden unter der wissenschaftlichen Betreuung von Herrn Prof. Dr. Eike Brunner, Professur 

für Bioanalytische Chemie der Technischen Universität Dresden, Fachrichtung Chemie und 

Lebensmittelchemie angefertigt. 

Es haben keine früheren erfolglosen Promotionsverfahren stattgefunden. 

Hiermit erkenne ich die Promotionsordnung der Fakultät Mathematik und 

Naturwissenschaften der Technischen Universität Dresden vom 23. Februar 2011, zuletzt 

geändert durch die Beschlusse des Fakultätsrates vom 16. Juni 2011 und 18. Juni 2014, an. 

 

 

 

Dresden, den                 

Ort, Datum       Aniko Krumbholz geb. Härtling 


