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Die Messung des freien Speichel-Cortisols vor
und nach intravenöser Stimulation mit
Corticotropin-Releasing Hormon.*
Der Einf luß basaler Cortisolspiegel auf die
Stimulierbarkeit
Measurement of free Salivary Cortisol before and after Stimulation with Corticotropin-
Releasing Hormone. The Influence of basal Cortisol levels on the response to CRH
U. Krause, A. Feichtinger«, M. Nink, H. Lehnert, J. Beyer
III. Medizinische Klinik - Endokrinologie - der Universität Mainz

Zusammenfassung:
Der CRH-Test hat in der Diagnostik von Störungen der Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse zunehmend an
Bedeutung gewonnen. In der vorliegenden Arbeit berichten wir über unsere Untersuchungen zur Messung
des freien Speichel-Cortisols vor und nach Stimulation mit 100 ug hCRH an 30 gesunden Probanden. Die Sti-
mulationen erfolgten morgens um 8.00 Uhr. 14 Probanden wurden ein zweites Mal um 17.00 Uhr untersucht.
Die morgendliche Testung führte zu einem Anstieg der Serum-Cortisolwerte von durchschnittlich 16,9 ± 4,6
ug/dl auf 19,7 ± 4,3 ug/dl (23% Anstieg). Speichel-Cortisol stieg von 0,49 ± 0,17 ug/dl auf 0,75 ± 0,33 ug/dl
(77% Anstieg). Die abendliche Stimulation führte zu einem Anstieg des Serum-Cortisols von durchschnittlich
9,46 ± 3,1 ug/dl auf 19,4 ± 2,3 ug/dl (125% Anstieg), während Speichel-Cortisol von 0,19 ± 0,12 auf 0,65 ± 0,14
ug/dl (378% Anstieg) erhöht wurde. Die abendliche Durchführung des CRH-Tests mit Messung des Speichel-
Cortisols ergab somit den höchsten Anstieg der Meßwerte. Die Speichelgewinnung ist einfach und kann auch
vom Patienten alleine durchgeführt werden. Organisatorische Schwierigkeiten, wie sie bei der abendlichen Te-
stung auftreten können, werden damit umgangen.
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Summary:
The CRH-stimulation test has gained increasing importance in the -diagnosis of disturbances of the pituitary-
adrenal axis. In our present paper we report on our studies on the measurement of free salivary cortisol be-
fore and after Stimulation with 100 ug hCRH in 30 healthy volunteers. The stimulations were carried out at
8.00 in the morning. 14 volunteers were studied on a second occasion at 17.00 h. The morning tests led to a
mean increase of serum cortisol from 16.9 ±4.6 ug/dl to 19.7 ± 4.3 ug/dl (23% increase). Salivary cortisol
rose from 0.49 ± 0.17 ug/dl to 0.75 ± 0.33 ug/dl (77% increase). The evening tests resulted in a mean eleva-
tion of serum cortisol from 9.46 ± 3.1 ug/dl to 19.4 ± 2.3 ug/dl (125% increase) whereas salivary cortisol le-
vels were raised from 0.19 ± 0.12 to 0.65 ± 0.14 ug/dl (378% increase): Performing CRH-tests in the evening
and measuring salivary cortisol levels thus resulted in the highest increases of measured cortisol values.
Sampling of saliva is simple and can be carried out by the patient himself. Organizational problems that may
arise when conducting tests in the evening can thus be solved.
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Einführung
Die Existenz eines hypothalamischen Faktors, der die Hy-
pophysen-Nebennierenrinden-Achse stimuliert, wurde
bereits 1948 von Harris et al. (1) postuliert. Vale et al. (2)
gelang 1981 die Extraktion, Reindarstellung und Struktur-
aufklärung von ovinem Corticotropin-Releasing-Hormon
(oCRH). Es handelt sich dabei um ein Peptid-Hormon mit
einer Kettenlänge von 41 Aminosäuren. Shibahara et al.
(3) konnten 1983 aus clonierter DNA die Struktur des
menschlichen CRH (hCRH) herleiten. Sie unterscheidet

* Teil einer Dissertation von A. F., Mainz 1991

138 Lab.med, 15: 138(1991)

sich von der des oCRH durch den Austausch von sieben
Aminosäuren. Die intravenöse Applikation von syntheti-
schem CRH beider Spezies führt zu einer Stimulation der
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (4, 5, 6). Es
kommt dabei zu einer dosisabhängigen Stimulation von
ACTH, ß-Endorphin und Cortisol (7). Es konnte gezeigt
werden, daß eine einmalige intravenöse Gabe von 100 ug
CRH genügt, um beim Gesunden die Cortisolsekretion
nahezu maximal anzuregen. In dieser Dosierung werden
nur geringe Nebenwirkungen beobachtet. Bei einem Teil
der Probanden läßt sich ein Flush beobachten (5, 6), der
sich thermographisch bei allen Untersuchten nachweisen
läßt (8). Alle Probanden zeigen eine vertiefte Atmung (9),
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die von einigen subjektiv als „Atemnot" empfunden wird
(6). In Dosierungen über 200 ug wurden vereinzelt Blut-
druckabfälle beschrieben (10). Insgesamt ist CRH jedoch
gut verträglich (11). Es wurde daher von verschiedenen
Autoren vorgeschlagen, die Substanz als Diagnostikum
bei unterschiedlichen Störungen der Hypophysen-Neben-
nierenrinden-Achse zu benutzen (12, 13,14, 15). Sie hat in
der Folge den mit erheblichen unangenehmen Nebenwirr
kungen behafteten Lysin-Vasopressin-Test ersetzen kön-
nen (16). Darüber hinaus ist der CRH-Test heute in der kli-
nischen Diagnostik von Störungen der Hypophysen-Ne-
bennierenrinden-Achse eine sinnvolle Ergänzung zum In-
sulin-Hypoglykämie-Test und zum Dexamethason-Test
geworden.

Als wichtigster Meßparameter wird heute im allge-
meinen der Anstieg des Serum-Cortisote zur Beurteilung
des Testausfalles herangezogen. Cortisol ist im Serum
unter nicht stimulierten Bedingungen überwiegend an
Transcortin gebunden (17). Die Bindungskapazität des
Transcortins ist jedoch beschränkt. Nach Stimulation der
Cortisolsekretion wird die Bindungskapazität des
Transportproteins leicht überschritten. Ein erhöhter An-
teil von freiem, nicht an Transcortin gebundenem Corti-
sol ist dann die Folge (18). Nach Stimulation ist daher ein
stärkerer Anstieg des freien Cortisols als des Gesamt-
Cortisols zu erwarten. Daher, und weil nur das freie Corti-
sol biologisch aktiv ist, wäre die Messung des freien
Serum-Cortisols der des Gesamtcortisols vorzuziehen.
Methodische Probleme und hoher Arbeitsaufwand ste-
hen bisher jedoch einer breiten Anwendung der Mes-
sung des freien Cortisols im Serum entgegen.

Umfangreiche Untersuchungen anderer Autoren haben
gezeigt, daß im Speichel gemessenes Cortisol eine gute
Korrelation mit dem freien Serum-Cortisol zeigt (18, 19,
20, 21, 22). Es konnte ferner gezeigt werden, daß Cortisol
durch Diffusion aus dem Serum in den Speichel gelangt
und daß die Speichelflußrate keinen Einfluß auf die Kon-
zentration von Cortisol im Speichel ausübt (23). Anders
als im Serum ist Cortisol im Speichel an keine Transport-
proteine gebunden. Speichelcortisol erscheint deshalb
als ein guter Parameter für die Cortisolsekretion. Wir un-
tersuchten deshalb in der vorliegenden Studie, ob Spei-
chel-Cortisol als Meßparameter für die Beurteilung eines
CRH-Testes geeignet ist oder Vorteile gegenüber der Mes-
sung von Serum-Cortisol* bietet. Da die Cortisolsekretion
einer circadianen Rhythmik unterliegt, sollte auch die ta-

geszeitliche Abhängigkeit der Meßwerte berücksichtigt
werden.

Probanden und Methodik
Wir untersuchten 30 gesunde Versuchspersonen (20
männlich, 10 weiblich) im Alter von 26,2 ± 6,1 Jahren. Die
Probanden waren 176,3 ± 11,4 cm groß und wogen
durchschnittlich 72,7 ± 13,7 kg. Alle Probanden waren zur
Zeit der Studie frei von offensichtlichen Erkrankungen
und nahmen keine Medikamente ein. Nach umfassender
Aufklärung über den experimentellen Charakter der Stu-
die und über mögliche Nebenwirkungen und Risiken ei-
ner CRH-Applikation erklärten alle ihr Einverständnis zur
Teilnahme.
Die Tests begannen morgens um 8.00 Uhr. 14 Probanden
(5 weiblich, 9 männlich) wurden ein zweites Mal um 17.00
Uhr untersucht. Für die Dauer des Versuchs wurden die
Probanden auf einer Liege gelagert. Eine präkubitale
Vene wurde kanüliert und die Kanüle mit einer minimalen
Infusion mit 0,9%iger Kochsalzlösung offengehalten.
Nach einer SOminütigen Ruhepause wurde Blut für die
Bestimmung von Serum-Cortisol und Speichel für Spei-
chel-Cortisol abgenommen. Die Speichelgewinnung er-
folgt mit Hilfe von Salivetten®. Dazu entnimmt der Pro-
band der Salivette den mit Zitronensäure präparierten
Wattetampon und kaut ihn so lange, bis reger Speichel-
fluß eintritt. Dabei saugt sich der Tampon mit Speichel
voll. Der gefüllte Tampon wird zurück in das Einhängege-
fäß der Salivette verbracht und für 10 Minuten zentrifu-
giert. Der im Übergefäß befindliche klare Speichel kann
nun bis zur Messung des Cortisols eingefroren werden.
Nach Abnahme der Basalwerte erhielten die Patienten je-
weils 100 ug hCRH, gelöst in 1,0 ml 0,9% NaCI mit 0,02%
HCI intravenös als Bolus gespritzt. In Abständen von 15
Minuten wurde bis zur 90. Minute nach hCRH-Applikation
weiteres Serum und Speichel zur Cortisolbestimmung
gewonnen. Die Salivetten waren von Sarstedt (Nüm-
brecht-Rommelsdorf). hCRH (Corticobiss®) wurde von Fa.
Bissendorf Peptide, Hannover, bezogen. Die Messung des
Speichel-Cortisols erfolgte mit einem RIA-Kit der Diagno-
stic Products Corporation (Fa. H. Biermann, Bad Nau-
heim). Zur Messung des Serum Cortisol wurde ein Kit
(Cortisol Bridge) der Fa. Serono, Freiburg, eingesetzt. Die
Intraassay-Varianz war jeweils kleiner als 5% (9,9 ± 0,46
ug/dl, n = 15), die Interassay-Varianz war kleiner als 11 %
(3,8 ± 0,36; 10,9 ± 0,77; 25,1 ± 2,5; n = 10).
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Abb. 1: Anstieg des Serum-Cortisols nach intravenöser Injektion
von WO ug hCRH zu unterschiedlichen Tageszeiten. Dargestellt
sind Mittelwert ± SD.
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Abb. 2: Anstieg des Speichel-Cortisols nach intravenöser Injek-
tion von WO ug hCRH zu unterschiedlichen Tageszeiten. Darge-
stellt sind Mittelwerte ± SD.
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Ergebnisse
7 von 30 Probanden zeigten bei morgendlichem Testbe-
ginn um 8.00 Uhr einen Anstieg des Serum-Cortisols um
mehr als 50% über den Ausgangswert. Wurde Speichel-
Cortisol gemessen, zeigten zur gleichen Zeit 18 Proban-
den einen mehr als 50%igen Anstieg der Cortisolspiegel
über den Ausgangswert. Die Serum-Cortisol-Werte stie-
gen von durchschnittlich 16,9 ± 4,6 ug/dl auf 19,7 ± 4,3
ug/dl (p < 0,005). Die unstimulierten Cortisol-Konzentra-
tionen im Speichel betrugen durchschnittlich weniger als
3% der gleichzeitig im Serum gemessenen Konzentratio-
nen. Speichel-Cortisol stieg bei morgendlicher Testdurch-
führung von 0,487 ± 0,173 ug/dl auf 0,749 ± 0,329 ug/dl
(p < 0,001). Maximale Cortisol-Spiegel wurden im Serum
und im Speichel jeweils 45 Minuten nach Stimulation ge-
messen (Abb. 1).
Von 14 Probanden, die zusätzlich abends um 17.00 Uhr
getestet wurden, zeigten 13 einen Cortisol-Anstieg im
Serum, der den Ausgangswert um mehr als 50% über-
stieg. Ebenfalls 13 von 14 Probanden zeigten einen An-
stieg der Cortisolwerte im Speichel um mehr als 50%.
Während die Serum-Cortisol-Spiegel nach abendlicher
Stimulation mit CRH von 9,46 ± 3,1 ug/dl auf 19,4 ± 2,3
ug/dl anstiegen (p < 0,0001), zeigte sich zur gleichen Zeit
im Speichel ein Anstieg von 0,193 ± 0,117 ug/dl auf 0,646
± 0,142 ug/dl (p < 0,0001). Maximale Cortisolspiegel im
Serum und im Speichel wurden auch bei abendlicher Sti-
mulation jeweils 45 Minuten nach CRH-Injektion erreicht
(Abb. 2). Die unstimulierten Cortisol-Konzentrationen im
Speichel betrugen abends 2% der gleichzeitig im Serum
gemessenen Konzentrationen.
Zwischen der Höhe der Cortisol-Ausgangswerte und de-
ren Stimulierbarkeit durch hCRH bestand ein negativ ex-
ponentieller Zusammenhang: Je höher der Ausgangs-
wert war, desto geringer war der prozentuale Anstieg der
Cortisol-Spiegel, gemessen 45 Minuten nach CRH-Stimu-

lation. Dieser Zusammenhang war bei abendlicher Te-
stung besonders ausgeprägt. Für Serum-Cortisol ergab
sich ein Korrelationskoeffizient von r = 0,86, für Speichel-
Cortisol war r = 0,83. Bei morgendlicher Testung ergab
sich ein weniger enger Zusammenhang. Bei Serum-Corti-
sol war der Korrelationskoeffizient r = 0,51, für Speichel-
Cortisol war r = 0,45 (Abb. 3 u. Abb. 4).

Diskussion
Unsere Untersuchungen zeigen, daß die freien Cortisol-
Spiegel im Speichel nach CRH-Stimulation stärker anstei-
gen als die Serum-Cortisol-Spiegel. Allolio et al. fanden
ähnliches nach Stimulation mit Synacthen® (18). Dieser
Effekt ist bei abendlicher Stimulation stärker ausgeprägt
als morgens. Freies Cortisol zeigte eine stärkere interindi-
viduelle Varianz als Serum-Cortisol. Bei intraindividueller
Betrachtung wurde die Signifikanz der Anstiege nach Sti-
mulation jedoch nicht beeinträchtigt.
Im Serum findet sich bei morgendlicher Durchführung
des Tests nur eine durchschnittliche Stimulation der Cor-
tisol-Spiegel auf 123% vom Ausgangswert (= 100%). Im
Speichel werden die Cortisol-Spiegel auf 177% des Basal-
wertes angehoben. Während abends die Serum-Cortisol-
Werte auf 226% vom Ausgangswert steigen, wird beim
Speichel-Cortisol durchschnittlich ein Anstieg auf 478%
beobachtet.
Die Konzentrationen der jeweils im Serum und im Spei-
chel erreichten Maximalwerte sind morgens und abends
ähnlich. Der abendlich prozentual höhere Anstieg der
Cortisol-Werte im Speichel wie im Serum ist deshalb
durch die zu diesem Zeitpunkt niedrigeren Ausgangs-
werte bedingt. Die abendliche Durchführung des Tests
bringt bei Gesunden in jedem Fall die bessere Stimula-
tion durch CRH. Dies fanden auch verschiedene andere
Autoren (24, 25), während Tsukada et al. (26) und Watabe
et al. (27) keinen Unterschied zwischen den Testergebnis-
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Abb. 3: Abhängigkeit der Stimulierbarkeit des Serum-Cortisols
von der Höhe der Basalwerte. Die gestrichelte Kurve und die
Dreiecke zeigen die Abhängigkeit um 8.00 Uhr, die durchgezo-
gene Kurve und die Punkte repräsentieren die Verhältnisse, um
17.00 Uhr.
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sen morgens und abends fanden. Wir fanden eine nega-
tiv exponentielle Abhängigkeit der Stimulierbarkeit der
Cortisol-Sekretion von der Höhe der Ausgangsspiegel.
Der Kurvenverlauf war dabei jeweils um 17.00 Uhr steiler
als um 8.00 Uhr (Abb. 3 u. Abb. 4). Wenn für die Stimu-
lierbarkeit nur die Höhe der Cortisol-Ausgangswerte aus-
schlaggebend wäre, sollte man nahezu deckungsgleiche
Regressionskurven erwarten. Unsere Ergebnisse lassen
den Schluß zu, daß über die Cortisol-Basalwerte hinaus
auch die Tageszeit die Reagibilität des Systems steuert.
Dies unterstreicht die Notwendigkeit, den CRH-Test unter
streßfrei standardisierten Ruhebedingungen abends
durchzuführen, wenn die Cortisol-Ausgangsspiegel im
circadianen Rhythmus abgesunken sind und die Reagibi-
lität der Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse angeho-
ben ist. Dieser Forderung stehen häufig organisatorische
Schwierigkeiten entgegen. Diese können durch die Mes-
sung des Cortisols im Speichel vermieden werden. Die
Gewinnung der jeweiligen Speichelproben kann von ei-
ner Hilfskraft oder auch vom Patienten selbst vorgenom-
men werden. Dies ist besonders in der Pädiatrie von Be-
deutung, wo belastende Blutentnahmen gerne vermie-
den werden.
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