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HINWEIS ZUM TEXT:
In der folgenden Arbeit wird zu Gunsten der besseren Lesbarkeit ausschlieBlich die
ménnliche Schreibform verwendet. Sie bezieht sich jeweils auf Personen jeglichen Ge-

schlechts.



1 EINLEITUNG

1.1 DAS ADRENOGENITALE SYNDROM
1.1.1 DEFINITION UND KLASSIFIZIERUNG

Das Adrenogenitale Syndrom (AGS) ist eine autosomal rezessiv vererbte Stoffwech-
selerkrankung. Es umfasst eine Gruppe von Enzymdefekten der Steroidsynthese in der
Nebennierenrinde. Dabei kommt es durch Mutation in einem von sieben Enzymen der
Cortisolbiosynthese zu einer verminderten Produktion von Cortisol (Nimkarn et al.,
1993; New, 1994; Speiser & White, 2003). Zudem kann es zu einer vermehrten oder
verminderten Produktion von Mineralocorticoiden und Androgenen kommen (Pang,

1997a; Merke & Bornstein, 2005; Nimkarn et al., 2011; Auchus & Arlt, 2013).

Bei etwa 90-95 Prozent der Patienten mit AGS ist der Grund fiir die Erkrankung ein
Mangel des Enzyms 21-Hydroxylase (White & Speiser, 2000). In fiinf bis acht Prozent
der Fille liegt ein Defekt der 113-Hydroxylase vor (Nimkarn & New, 2008). In seltenen
Fillen betreffen die Mutationen Gene, die fiir das StAR-Protein (Steroidogenic Acute
Regulatory Protein), die 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase, die 17o-Hydroxylase oder
die P450-Oxidoreduktase kodieren (Pang, 1997a; Arlt et al., 2004; Krone et al., 2007,
Hauffa & Hiort, 2011).

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit den Harnsteroidmetaboliten des AGS bei
21-Hydroxylase-Mangel. Im Folgenden werden deshalb die biochemischen Grundlagen
dieses hdufigsten Enzymdefekts des Adrenogenitalen Syndroms beschrieben. In dieser
Arbeit meint der Begriff AGS stets das Adrenogenitale Syndrom bei 21-Hydroxylase-
Mangel.

Das AGS bei 21-Hydroxylase-Mangel ldsst sich klinisch in drei Erscheinungsformen
einteilen. Diese unterscheiden sich in Zeitpunkt des Auftretens sowie der Auspragung
der Symptome, stellen aber letztlich ein Kontinuum dar. Die klinisch schwerwiegendste
Form, das AGS mit Salzverlustsyndrom, umfasst eine Storung der Cortisolsynthese mit

einer konsekutiv erhohten Androgenproduktion und Virilisierung, und Stérung der Al-
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dosteronsynthese. Beim einfach virilisierenden AGS ist die Mineralocorticoidhomdosta-
se hingegen nicht von der Storung betroffen. Diese zwei ersten Formen treten in der
Neonatalperiode auf und werden unter dem Begriff des klassischen AGS zusammenge-
fasst (Speiser & White, 2003). Das AGS mit Salzverlust tritt dabei mit 75 % haufiger
auf, als die einfach virilisierende Form ohne Salzverlust (25%) (van der Kamp & Wit,
2004). Thnen gegeniiber steht die nicht-klassische Form des AGS. Sie zeichnet sich
durch einen deutlich milderen klinischen Verlauf mit spiter auftretenden Symptomen
oder vollstindiger Asymptomatik aus (Speiser & White, 2003). Da sich Symptome héu-
fig erst im spiten Kindesalter sowie pri- oder postpubertdr zeigen, wird diese Form als
late-onset oder bei Ausbleiben von Symptomen als kryptisches AGS bezeichnet (Kohn
et al., 1982).

1.1.2 BIOCHEMIE DER STEROIDHORMONSYNTHESE

Die Steroidhormonbiosynthese zeichnet sich durch eine komplexe Abfolge von Hydro-

xylierungen und Reduktionen aus (Honour, 1997).

Die Steroidhormonbiosynthese beginnt mit dem Membranlipid Cholesterin, einem Mo-

lekiil mit 27 Kohlenstoffatomen (Abb.1).

Abbildung 1. Strukturformel des Cholesterins. Das Molekiil besteht aus 27 Kohlenstoffatomen
(C27H460).




Cholesterin wird mit Hilfe des StAR Proteins von der dufleren zur inneren Membran der
Mitochondrien gebracht (Abb. 2) (Stocco & Clark, 1996), und von dort durch das P450-
Side-Chain-Cleavage Enzyme (P450scc, CYP11A1l) verstoffwechselt (Clark et al.,
1994). Die StAR-Synthese wird durch das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) beein-
flusst (White & Speiser, 2000).

Durch P450scc erfolgt die Umsetzung von Cholesterin zu Pregnenolon (White, 1994).
Die Steroidsynthese spaltet sich an dieser Stelle in einen Pfad der Cortisol- und Andro-

genproduktion und einen Pfad der Aldosteronproduktion auf.

Bei der Cortisolsynthese ist der ndchste Stoffwechselschritt die Umwandlung von Preg-
nenolon zu 17-Hydroxypregnenolon. Dies wird durch die 17a-Hydroxylase-Aktivitit
der 17a-Hydroxylase/17,20-Lyase (CYP17A1) katalysiert und findet in der Zona fasci-
culata der Nebennierenrinde statt (Yanase et al., 1991). AnschlieBend entsteht 17-
Hydroxyprogesteron (170HP) nach Umsetzung von 17-Hydroxypregnenolon durch die
3B-Hydroxysteroiddehydrogenase (HSD3B2). Im nichsten Schritt setzt die 21-
Hydroxylase (CYP21A2) 17-Hydroxyprogesteron zu 11-Desoxycortisol um, das danach
Substrat fiir die 11p3-Hydroxylase Typ 1 (CYP11B1) ist. Es entsteht Cortisol (White &
Speiser, 2000). 17-Hydroxyprogesteron (170HP) kann an der 11B-Hydroxylase Typ 1
ebenfalls zu 21-Desoxycortisol (21DF) metabolisiert werden und spielt beim Adrenoge-

nitalen Syndrom eine wichtige Rolle (Kamrath et al., 2016).

Im Aldosteronsyntheseweg wird in der Zona glomerulosa Pregnenolon ebenfalls von
der 3pB-Hydroxysteroiddehydrogenase zu Progesteron umgesetzt (Rhéaume et al., 1991).
Auch fiir die Mineralocorticoidsynthese ist die 21-Hydroxylase von grofler Bedeutung,
da sie anschlieend die Reaktion von Progesteron zu 11-Desoxycorticosteron kataly-
siert. Im Weiteren ermdoglicht die Aldosteronsynthase (11B-Hydroxylase Typ 2,
CYPI11B2) die Reaktion von 11-Desoxycorticosteron zu Corticosteron. Anschlieend
wird durch die Aldosteronsynthase zundchst Corticosteron zu 18-Hydroxycorticosteron

und dieses schlieBlich zu Aldosteron umgesetzt (White, 1994).



Im Stoffwechsel der Androgene sind mehrere Synthesepfade beschrieben. Sie finden in
der Nebennierenrinde in der Zona reticularis statt und gehen ebenfalls vom Pregnenolon
aus. Man unterscheidet einen A5-Syntheseweg von einem A4-Syntheseweg. Dabei er-
folgt die Benennung des jeweiligen Weges abhingig davon, ob bei dem von Pregneno-
lon ausgehenden Molekiil eine Doppelbindung zwischen Kohlenstoffatom 5 und 6 (AS),
oder Kohlenstoffatom 4 und 5 (A4) vorliegt (Miller & Auchus, 2011).

Im AS5-Syntheseweg katalysiert die 17,20-Lyase-Aktivitit von CYP17A1 die Umset-
zung von 17-Hydroxypregnenolon zu Dehydroepiandrosteron (DHEA). 17-
Hydroxypregnenolon ist, wie oben beschrieben, nach 17o-Hydroxylierung durch die
17a-Hydroxylase-Aktivitdt von CYP17A1 entstanden. Im Anschluss bewirkt wiederum
die 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase (HSD3B2) die Umwandlung zu Androstendion
(A4) (White & Speiser, 2000).

Im A4-Syntheseweg entsteht 4-Androstendion (A4, Androstendion) nach Uberfiihrung
aus 17-Hydroxyprogesteron (Kamrath et al., 2013). Im Weiteren findet die Umwand-
lung von Androstendion zu Testosteron durch die 17B-Reduktase Typ 5
(HSD17B5/AKR1C3) statt (Turcu et al., 2014), um danach von der Sa-Reduktase Typ 2

(SRD5A2) in extradrenalem Gewebe zum wirksamen Dihydrotestosteron umgesetzt zu

werden (Turcu & Auchus, 2017b).

DHEA, sowie Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEA-S), das durch die Sulfotransferase
aus DHEA entsteht, und Androstendion (A4) gelten als schwache Androgene der Ne-
bennierenrinde, da sie als Vorstufen fiir die wirksameren Androgene Testosteron (T) und

Dihydrotestosteron (DHT) dienen (Wilson, 2001; Sharifi & Auchus, 2012).

In Androgensynthese und —metabolismus wird ergdnzend zu den oben beschriebenen
Syntheseschritten aktuell eine Gruppe von 11-oxygenierten-C19-Steroiden (110xC19)
diskutiert (siche Abb.2). Dies sind Androgene, die wie DHEA, DHEA-S und A4, eben-
falls aus 19 Kohlenstoffatomen bestehen. Die Gruppe umfasst neben 11[3-
Hydroxyandrostendion (110HA4), und 11-Ketoandrostendion (11KA4), das 11pB-
Hydroxytestosteron (11OHT) und 11B-Ketotestosteron (11KT) (Turcu & Auchus,

2017b). Sie entstehen aus Androstendion und Testosteron (Dorfman, 1954; Turcu &



Auchus, 2017b). Obwohl schon in den 1950-er Jahren bekannt (Pretorius et al., 2016
nach Jeanloz, 1953; Dorfman, 1954; Touchstone et al., 1955; Goldzieher & Beering,
1969), riickte das 11B-Hydroxyandrostendion, als schwaches Androgen der Nebennie-
renrinde erst in den letzten Jahren erneut in den Fokus adrenaler Steroidforschung (Rege
et al., 2013). 11pB-Hydroxyandrostendion kann zu 11-Ketotestosteron und weiter zu 11-
Ketodihydrotestosteron (11KTDHT) metabolisiert werden. Bedeutsamer Weise konnte
nachgewiesen werden, dass die beiden letztgenannten Steroide eine dhnliche Wirksam-
keit wie Testosteron und Dihydrotestosteron am menschlichen Androgenrezeptor besit-
zen (Storbeck et al., 2013). Besonders fiir androgenabhingige Erkrankungen wie den
kastrationsresistenten Prostatakrebs, das Polyzyklische Ovarialsyndrom sowie fiir das

Adrenogenitale Syndrom scheinen sie von grofiter pathogenetischer Relevanz zu sein

(Turcu & Auchus, 2017b).

Zusitzlich kommen weitere alternative Androgensynthesewege beim Menschen vor,
insbesondere, wenn sich 170HP aufgrund von Enzymdefekten, wie dem 21-
Hydroxylase-Mangel beim AGS, anstauen (Auchus, 2004; Kamrath et al., 2013).

Der sogenannte Backdoorpathway erlaubt die Synthese von Dihydrotestosteron nach
S5a- und 3a-Reduktion von 17-Hydroxyprogesteron tiber 17-Hydroxyallopregnanolon.
Im Detail betrachtet entsteht aus 17-Hydroxyprogesteron mittels Sa-Reduktase 17o-
Hydroxydihydroprogesteron, das im Anschluss iiber die 3a-Hydroxysteroiddehydro-
genase Typ 3 zu 17a-Hydroxyallopregnanolon reduziert wird.

Hieraus kann anschlieBend durch die 17,20-Lyase-Aktivitit von CYP17A1 wiederum
Androsteron und durch die 173-Hydroxysteroiddehydrogenase schlieBlich Androstandi-
ol entstehen, das in peripheren Geweben durch die 3a-Hydroxysteroiddehydrogenase

zum wirksamen Dihydrotestosteron umgewandelt wird (Auchus, 2004; Kamrath et al.,

2013).
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Die Cortisolsynthese wird iiber die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
reguliert. Die Bildung von Glucocorticoiden wird tiber ACTH aus der Adenohypophyse
stimuliert. ACTH ist abhéngig von der Sekretion von Corticotropin-Releasing Hormon
(CRH) aus dem Hypothalamus (Itoi et al., 1998) und der Sekretion von Vasopressin
(Antidiuretisches Hormon, ADH) (Scott & Dinan, 1998). Das Glucocorticoidlevel steigt
physiologischerweise bei metabolischem, physikalischem oder emotionalem Stress an.
Cortisol steht iiber eine negative Riickkopplung mit ACTH und CRH in Verbindung
(White & Speiser, 2000).

1.1.3 METABOLISMUS DER STEROIDHORMONE

Die Steroidhormone werden in Leber und Niere verstoffwechselt (Honour, 1997); dabei
bleibt der polyzyklische Carbonring der Steroidhormone erhalten (Wudy & Hartmann,
2004). Die Metaboliten werden in der Leber mit Glucuronid- und Sulfatresten konjun-
giert und anschlieBend {iber die Niere, und zu kleinerem Anteil iliber die Faeces, ausge-
schieden (Worsinger, 2001 nach Gower, 1984). Sie konnen im Urin zum Beispiel mit
der Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) simultan in einem Analysever-
fahren nachgewiesen werden. Werden die Mengen aus einem 24-Stunden-Sammelurin
bestimmt, erhdlt man Tagesausscheidungsraten (quantitatives Harnsteroidmetabolom)

(Wudy & Hartmann, 2004; Wudy et al., 2018).

Der Katabolismus am Steroidgeriist wurde detailliert von Worsinger 2001 beschrieben:
Es finden iiberwiegend vier biochemische enzymatische Umwandlungen am Steroidge-
rist statt. Hiufig findet eine Reduktion der Doppelbindung bei C4 mit Reduktion der
Keto-Gruppe bei C; statt. Es kann zur Reduktion der Keto-Gruppe bei Czo kommen.
Zudem kann die 17p-Hydroxyl-Gruppe oxidiert werden. Weitere Hydroxylierungsreak-
tionen am Steroidgeriist sind moglich (Worsinger, 2001).

Zum genauen Verstdndnis wird der Katabolismus der in dieser Arbeit gemessenen wich-

tigsten Metaboliten im Folgenden nach Worsinger 2001 skizziert.



Pregnenolon kann zu Pregnendiol (5PD, 5-Pregnen-3f3,20a.-diol) metabolisiert werden,
indem es zur Reduktion der Keto-Gruppe an Cy durch die 20a-
Hydroxysteroiddehydrogenase kommt. Alternativ kann es iiber Progesteron zu Pregnan-

diol (PD, 5B-Pregnan-3a,20a-diol) metabolisiert werden.

Am Progesteron finden zahlreiche weitere katabole Reaktionen statt, die hier der Uber-
sicht halber nicht im Detail dargestellt werden. Die nach Gower 1984 relevanteste, ist
die Reaktion zum Pregnandiol (PD) iiber 5B-Pregnan-3a-ol-20-on mittels So-/5B-
Reduktase, sowie 3a-/3B3-Ketoreduktase und 20a-/20B-Ketoreduktase (Worsinger, 2001
nach Gower, 1984; Dorfman & Ungar, 1965).

Im Katabolismus des 11-Desoxycorticosterons entsteht unter anderem durch die 5f-
Reduktase und anschlieBender Reduktion der Keto-Gruppe bei C; durch die 3f3-
Ketoreduktase Tetrahydro-Desoxycortisosteron (TH-DOC, 5B-Pregnan-3a,21-diol-20-
on). Weitere katabole Reaktionen sind moglich, die aus Griinden der Ubersicht nicht

dargestellt werden (Worsinger, 2001 nach Gower, 1984).

Nach Worsinger 2001 durchlduft Corticosteron ebenfalls zahlreiche katabole Reaktio-
nen. Aus Corticosteron entsteht durch die Aktivitit der Sa-/5B-Reduktase und 3o-/3f3-
Ketoreduktase Allotetrahydro-Corticosteron (Allo-THB, 5a-THB, 5a-Pregnan-
3a,11P3,21-triol-20-on), sowie Tetrahydro-Corticosteron (THB, 5B-Pregnan-3a,11(3,21-
triol-20-on). Aus 11-Dehydrocorticosteron, das iiber die 11B-
Hydroxysteroiddehydrogenase mit Corticosteron in einem Gleichgewicht steht, entsteht
durch die 5B-Reduktase und 3a-Ketoreduktase Tetrahydro-Derivat (THA, 5B-Pregnan-
3a,21-diol-11,20-dion) (Worsinger, 2001 nach Gower, 1984).

17-Hydroxy-Pregnenolon wird, wie Pregnenolon, iiber die 200-/20B-Ketoreduktase
katabolisiert. Es entsteht unter anderem Pregnentriol-17a0 (P5T-17a, 5-Pregnen-
3B,17a,20a-triol). Des Weiteren kann 17-Hydroxy-Pregnenolon iiber die 17,20-Lyase
zu Dehydroepiandrosteron (DHEA, 5-Androsten-33-ol-17-on) verstoffwechselt werden
(Worsinger, 2001 nach Gower, 1984).



Aus 17-Hydroxyprogesteron gehen mittels Sa-/5p-Reduktase, sowie 3o-/33-
Ketoreduktase 17a-Hydroxypregnanolon (17HP, 5B-Pregnan-3a,17a-diol-20-on), be-
ziehungsweise 17a-Hydroxyallopregnanolon (5a17HP, Sa-Pregnan-3a,17a-diol-20-on)
hervor. AnschlieBend erfolgt durch die 20a-/20B-Ketoreduktase die Umsetzung neben
anderen Pregnantriolen zu Pregnantriol (PT, 5B-Pregnan-3a,17a,20a-triol), das diag-
nostisch als spezifischer Metabolit des 17-Hydroxyprogesterons von Bedeutung ist
(Worsinger, 2001 nach Gower, 1984). 17-Hydroxyprogesteron kann weiter zu 21-
Desoxycortisol umgesetzt werden, das schlieBlich zu Pregnantriolon (PTO, 5B-Pregnan-
3a,17a,20a-triol-11-on) abgebaut wird. Dieser Mechanismus ist beim AGS durch 21-
Hydroxylase-Mangel von Bedeutung (Kamrath et al., 2016; Kamrath et al., 2017b).

Auch das 11-Desoxycortisol wird auf vielfiltige Weise abgebaut. Wiederum kommt es
beispielsweise zur Reduktion durch die 5Sa-/5B-Reduktase und 3a-/3p-Ketoreduktase.
Es entstehen Tetrahydro-11-Desoxycortisol (THS, 5p-Pregnan-3a,17a,21-triol-20-on),
sowie Allo-Tetrahydro-11-Desoxycortisol (Allo-THS, 5a-Pregnan-3a.,17a,21-triol-20-
on). Hieraus konnen iiber die 17,20-Lyase-Aktivitdt Androsteron (AN, So-Androstan-
3a-0l-17-on) und Etiocholanolon (ET, 5B-Androstan-3a-ol-17-on) hervorgehen. Durch
direkte Umwandlung der 17,20-Lyase an 11-Desoxycortisol entsteht 4-Androstendion
(A4) (Worsinger, 2001). Der Beitrag von Glucocorticoiden und ihren Vorstufen zur
Androgensynthese ist jedoch gering. Weitere katabole Reaktionen sind moglich, die hier

nicht im Detail erwéhnt sind (vgl. jeweils Worsinger, 2001).

Der Katabolismus von DHEA, 4-Androstendion und Testosteron ist komplex und wird
in dieser Arbeit in Ausziigen dargestellt.

Nach Worsinger kann Dehydroepiandrosteron (DHEA) als direkter Metabolit im Urin
analysiert werden. Zudem konnen 4-Androstendion und Testosteron hervorgehen, die zu
Androsteron und Etiocholanolon (AN und ET) metabolisiert werden. DHEA kann au-
Berdem zu 17B-Androstendiol (A5-3[3,17B; 5-Androsten-3[3,17p3-diol), beziehungsweise
17a-Androstendiol (A5-33,17a; 5-Androsten-3f3,17a-diol) umgesetzt werden.

Es ist auch der Metabolismus von DHEA zu 16a-Hydroxy-DHEA (16a-OH-DHEA; 5-
Androsten-3f3,160-diol-17-on) mittels 16a-Hydroxylase moglich. Anschlieend kann
dies durch die 17-Ketoreduktase zu 16a-Androstentriol (A5T-16a; 5-Androsten-

3B,16a,17B-triol) umgesetzt werden (Worsinger, 2001 nach Dorfman und Unger, 1965).
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Es ist beschrieben, dass 4-Androstendion, wie bereits genannt, nach Umsetzung durch
die 17,20-Lyase aus 17-Hydroxyprogesteron, oder als Metabolit von DHEA entsteht.
Zum groften Teil wird 4-Androstendion zu Androsteron und Etiocholanolon (AN und
ET) umgesetzt. Des Weiteren kann es zu Epitestosteron oder Testosteron verstoffwech-
selt werden. Zudem ist eine 6B-Hydroxylierung oder die Hydroxylierung an Ci9 mog-
lich. Auch Testosteron kann zu AN oder ET metabolisiert und ausgeschieden werden

(Worsinger, 2001).

Die oben genannte Gruppe von 11-oxygenierten C19-Steroiden wird zum grofBten Teil
zu 11-Hydroxyandrosteron (110HAN) metabolisiert und im Urin ausgeschieden
(Kamrath et al., 2017 nach Goldzieher & Beering, 1969).

Cortison und Cortisol, die iiber die 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase miteinander im
Gleichgewicht stehen, werden zu vier Metaboliten umgewandelt. Mittels Sa-Reduktase
und 5B-Reduktase und 3o-Hydroxylase entstehen Tetrahydro-Cortisol (THF, 5p3-
Pregnan-3a,11PB,17a,21-tetrol-20-on) und Tetrahydro-Cortison (THE, 5B-Pregnan-
3a,17a,21-triol-11,20-dion), sowie die Isomere Allo-Tetrahydrocortisol (SaTHF, Sa-
Pregnan-3a,11B,17a,21-tetrol-20-on) und Allo-Tetrahydrocortison (SaTHE, 5a-
Pregnan-3a,17a,21-triol-11,20-dion) (Worsinger, 2001 nach Gower, 1984). Weitere,
mengenmafig weniger bedeutsame, katabole Reaktionen sind auch hier mdglich
(Worsinger, 2001).

Die vier obengenannten Metaboliten THF, THE, 5a-THF und 50-THE konnen weiter
zu a- und B-Cortol, sowie a- und B-Cortolon (als entsprechende 11-Keto-Produkte)
metabolisiert werden. Dies geschieht mithilfe der 20a-/20B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase. Es konnen des Weiteren Cortol- und Cortolonsdure entstehen, wenn
eine kleinere Gruppe der Cortole und Cortolone an der Alkoholgruppe eine Car-

boxylgruppe bildet (Wdrsinger, 2001 nach Gower, 1984).
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1.1.4 PATHOPHYSIOLOGIE

Der 21-Hydroxylase-Mangel ist bedingt durch eine Mutation im CYP21A2-Gen (White
et al.,1984; Nordenstrom et al., 2005). Die 21-Hydroxylase (CYP21A2) ist ein Cy-
tochrom-P450-Enzym und katalysiert beim Gesunden in der Nebennierenrinde die Um-
setzung von 17-Hydroxyprogesteron zu 11-Desoxycortisol der Cortisolsynthese, sowie
die Umwandlung von Progesteron zu 11-Desoxycorticosteron in der Mineralocorticoid-
synthese (Speiser et al., 2010). Bei einem Enzymdefekt der 21-Hydroxylase beim AGS
kommt es daher zum einen zu einer Einschrankung der Cortisolsynthese. Durch den
Wegfall von Cortisol und des damit verbundenen negativen Feedbackmechanismus ent-
steht zum anderen eine erhdhte Produktion von CRH und ACTH in Hypothalamus und
Adenohypophyse. In Folge kommt es zur Hyperplasie der Nebennierenrinde und zur
vermehrten Transkription von an der Steroidhormonsynthese beteiligten Enzymen.
Konsekutiv kommt es zum Aufstau von Hormonvorldufersteroiden, insbesondere von
170HP (Krone et al., 2007; Kamrath et al., 2013).

Die Hormonvorstufen werden anschlieBend vermehrt dem Syntheseweg der Androgene
zugefiihrt, der durch den Enzymdefekt nicht direkt betroffen ist. Es kommt zur tiberma-

Bigen Produktion von aktiven Androgenen (Speiser & White, 2003).

1.1.5 EPIDEMIOLOGIE

Die Privalenz des klassischen AGS aufgrund aller bekannten Enzymdefekte liegt fiir die
meisten Bevolkerungsgruppen bei 1:10000 bis 1:20000 (Speiser et al., 2010). Bei-
spielsweise wird die Privalenz des klassischen AGS fiir Europa mit 1:14970, fiir die
USA mit 1:15981 und fiir Japan mit 1:19111 (van der Kamp et al., 2004 nach Pang,
2003) angegeben.

Ein Review von Pang 1997 fasste diverse Publikationen der Jahre bis 1995 zusammen
und verwies auf hohe Inzidenzraten fiir Saudi Arabien (1:5000), und niedrige fiir Neu-
seeland (1:23000) (Pang and Shook, 1997b). Die hochste Privalenz wurde bislang bei
den Yupik Inuit in Alaska mit 1:280 gefunden (Pang et al., 1985). In den meisten Popu-
lationen tritt die nicht-klassische (late-onset) Form wesentlich hdufiger auf als die klas-
sische Form; in einer Untersuchung von Speiser et al., 1985 in ca. 1 von 8000 Geburten

(Speiser et al., 1985).
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Nach Einfiihrung des Neonatalscreenings zeigten Studien eine etwa gleichhohe Erkran-
kungsrate der Geschlechter (Balsamo et al., 1996; Thil’en et al., 1998; Brosnan et al.,
1999; White & Speiser, 2000).

Etwa 65-75% der Patienten mit AGS sind compound-heterozygot fiir die Erkrankung,
das heiflt, zwei unterschiedliche Mutationen des gleichen Gens kdnnen nachgewiesen
werden. Der Genotyp spielt eine Rolle bei der phanotypischen Auspragung der Erkran-
kung (Wedell et al., 1994; Ezquieta et al., 1995; Krone et al., 2000; New et al., 2013).

1.1.6 SYMPTOME

Die Auspragung der Symptome beim Adrenogenitalen Syndrom durch 21-Hydroxylase-
Mangel ist abhéngig von der Art der Mutation im CYP21A2-Gen (Merke & Bornstein
2005; New et al. 2013).

Beim klassischen AGS mit Salzverlust, bei dem die Enzymaktivitidt unter 2% der
normalen Funktion liegt (Parsa & New, 2016), kommt es schon in der Fetalzeit zu
gleichzeitigem Cortisol- und Aldosteronmangel (Pang, 1997a; Speiser & White, 2003).
Parallel dazu entwickelt sich aufgrund nicht umgesetzter Vorstufen ein Uberschuss von
Androgenen. Bei betroffenen Jungen wird die Geschlechtsdifferenzierung wéhrend der
Schwangerschaft durch diesen Uberschuss von Androgenen der Nebennierenrinde im
Vergleich mit betroffenen Méadchen nur mild beeinflusst. Bei Geburt zeigen sie gele-
gentlich ein leicht hyperpigmentiertes Skrotum oder einen vergroBerten Penis (Speiser
& White, 2003). Bei Médchen spielen die Androgene auch schon prénatal eine wichtige
Rolle. Die Nebennierenrinden beginnen mit der pathologischen Androgenproduktion in
einer entscheidenden Phase der Geschlechtsentwicklung - ndmlich bei der Bildung von
Vaginal- und Urethralrohre. Ab der siebten Gestationswoche finden sich bei den Unge-
borenen erhdhte systemische Androgenkonzentrationen (Speiser & White, 2003). Es
kommt zu Klitorishypertrophie und Fusion der Schamlippen (Pang, 1997a; White &
Speiser, 2000; Speiser & White, 2003; Merke & Bornstein, 2005). Eine gingige klini-
sche Einteilung erfolgt dabei nach Prader, und zeigt die unterschiedlichen Schweregrade
der Virilisierung bei weiblichen Neugeborenen (Prader, 1954). Prader Stufe 1 beschreibt
eine einfache Klitorishypertrophie, Prader Stufe 5 die komplette Virilisierung mit einem

langstreckigen urogenitalen Situs und kompletter Verbindung der Labien (Prader &
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Gurtner, 1955). Das innere Genitale der betroffenen Médchen entspricht dem genetisch
weiblichen Phénotyp (Speiser et al., 2010).

Aufgrund des Aldosteronmangels manifestiert sich das AGS mit Salzverlust auBerdem
bei beiden Geschlechtern meistens ein bis drei Wochen nach der Geburt durch Elektro-
lytstorungen und Dehydratation im Rahmen einer Salzverlustkrise (Pang, 1997a),
(Merke & Bornstein, 2005). Das fehlende Aldosteron bedingt eine Hyperkalidmie und
einen exzessiven Natriumverlust liber die Nieren und fiihrt so zu Hypovoldmie und Hy-
perrenindmie. Erbrechen, Lethargie und Gewichtsverlust sind die Folge. Bei Jungen
manifestierte sich die Salzverlustkrise vor Einfiihrung des Neonatalscreenings haufiger,
da die Krankheit wegen des unauffilligen Genitales bei Geburt noch unerkannt geblie-
ben war (Merke & Bornstein, 2005). Der Grad der Virilisierung korreliert nicht unbe-
dingt mit der Stirke des Salzverlustes (Krone et al., 2000).

Der Cortisolmangel hat ebenfalls schwerwiegende Folgen. Es kommt unbehandelt zu
Herzschwéche, vaskuldren Regulationsproblemen und einer verminderten glomeruldren
Filtrationsrate. Auch die Sekretion von ADH kann erhoéht sein (Lamberts et al., 1997;
Speiser & White, 2003). Cortisol ist ebenfalls verantwortlich fiir die regelrechte Funkti-
on des Nebennierenmarks. Es kann durch den Cortisolmangel konsekutiv zu einer ver-
minderten Produktion von Katecholaminen kommen. Es wird nicht mehr ausreichend
Adrenalin gebildet. Dies kann einen hyponatridmischen Schock noch verstirken (Merke
et al., 2000).

Zudem haben die Cortisolvorstufen Progesteron und 17-Hydroxyprogesteron, die sich
in der Steroidsynthese vor dem Enzymdefekt anreichern, eine mineralocorticoid-
antagonistische Wirkung und vergréfern den Salzmangel zusitzlich (Speiser & White,

2003; Oclkers, 1996).

Das etwas schwicher ausgeprigte klassische AGS ohne Salzverlust, wird auch als
einfach virilisierendes AGS bezeichnet. Es kommt ebenfalls zu einem signifikanten
Mangel an Cortisol und einer exzessiven Uberproduktion von Androgenen in der Ne-
bennierenrinde (Speiser & White, 2003). Méddchen zeigen hiufig bei Geburt ein virili-
siertes externes Genitale. Allerdings ist die Aldosteronsynthese minimal betroffen, so-
dass die Kinder nicht an den Folgen eines Salzverlustes leiden (Kuhnle et al., 1981;
Pang, 1997a). Dennoch konnen sich auch bei diesen Patienten eine erhohte Plasma-

reninaktivitit oder eine direkte Hyperrenindmie zeigen (Riepe & Sippell, 2007).
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Bei Jungen wird diese Form des AGS héufig zunichst iibersehen. Pubertas praecox,
eine verminderte KorpergroBBe aufgrund zu schnellen Wachstums in der Kindheit und
Jugend und der damit verfriiht einsetzende Schluss der Epiphysenfugen der langen Ro6h-

renknochen, konnen die Folge sein (Pang, 1997a; Speiser & White, 2003).

Beim nicht-klassischen AGS handelt es sich um eine leichtere Form der Erkrankung
mit 20-50% Enzymaktivitit (Tusie-Luna et al. 1990). Patienten zeigen hédufig erst im
Laufe ihres Lebens unterschiedlich stark ausgepridgte Symptome (Kohn et al., 1982b;
Temeck et al., 1987). Es kommt meistens zu einem leichten Cortisolmangel. Der weni-
ger stark ausgepridgte Androgeniiberschuss zeigt sich in der Kindheit durch vorzeitige
Schambehaarung (premature Pubarche) oder Akne, verstirktes Korperwachstum oder
eine méBige Klitorishypertrophie (Miller and Levine, 1987; Temeck et al., 1987; Pang,
1997a). Im Erwachsenenalter kann es zu Infertilitdt oder Menstruationsstorungen, Akne
und Hirsutismus kommen (Moran et al., 2000; Reichman et al., 2014).

Bei einigen erwachsenen Patienten manifestieren sich trotz biochemischer AGS-
Verdnderungen auch spéter keine Symptome des Hyperandrogenismus. Diese Variante
wird als kryptisches oder asymptomatisches AGS bezeichnet (Azziz, Dewailly &
Owerbach, 1994; Pang, 1997a).

Symptomatische Patienten mit AGS werden mit Glucocorticoiden und gegebenenfalls
mit Fludrocortison behandelt. Bei nicht oder inaddquat behandelten heranwachsenden
Patienten droht eine Pubertas praeccox mit stark beschleunigtem Kdorperwachstum. Die
Patienten sind als Kinder groBer im Vergleich zu gleichaltrigen Gesunden. Im Erwach-
senenalter bleiben sie aber aufgrund des verfrithten Schlusses der Epiphysenfugen deut-
lich unter der Durchschnittsgrofle zuriick. Aulerdem schreitet die Virilisierung des Ge-
nitales voran. Bei Jungen werden dennoch zu kleine Hoden beobachtet, da der
Androgentiberschuss aus der Nebenniere entstammt und dies die Gonadotropinfreiset-
zung inhibiert (White & Speiser, 2000; Speiser & White, 2003).

Verminderte Fruchtbarkeit durch anovulatorische Zyklen, Oligomenorrhé oder Amenor-
tho bei Frauen und Azoospermie durch die Entwicklung von testikuldren adrenalen
Resttumoren bei Minnern konnen in Adoleszenz und im Erwachsenenalter auftreten
(Speiser & White, 2003; Krone et al., 2007; Claahsen-van der Grinten, Hermus & Otten,
2009).

Doch auch addquat behandelte Menschen mit AGS bleiben im Durchschnitt unter ihrer
genetischen ZielgroBe. Die durchschnittliche Endgrofle von Patienten mit AGS lag in
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einer Metaanalyse aus dem Jahr 2001 1,37 Standardabweichungen (SD) unterhalb des
Populationsdurchschnitts (Eugster et al., 2001).

In weiteren Studien konnten beim Adrenogenitalen Syndrom durchschnittliche Endgro-
Ben von -1,65+1,2 SD (Cabrera, Vogiatzi & New, 2001), -1,49+0,34 SD
(Premawardhana et al., 1997) oder -1,8+£1,06 SD (Grigorescu-Sido et al., 2003) gemes-

sen werden.

1.1.7 DIAGNOSTIK

Die Diagnose eines Adrenogenitalen Syndroms kann prinzipiell mittels genetischer und
invasiver Diagnostik prinatal oder mit Hilfe von unterschiedlichen Hormonanalyseme-
thoden im Rahmen klinischer Diagnostik nach der Geburt gestellt werden (Kulle et al.,
2017). In den ersten Tagen postnatal erfolgt eine Neugeborenenscreeninguntersuchung
auf das AGS.

Ist die Erkrankung in einer Familie bekannt, kann prénatal zur genetischen Analyse des
Ungeborenen ab der 9. Schwangerschaftswoche eine Chorionzottenbiopsie oder ab der
15. Schwangerschaftswoche eine Amniozentese erfolgen (Frasier et al., 1975; Speiser et
al., 1990; Wudy et al., 1999). Die Chorionzottenbiopsie wird bevorzugt, da sie einen
fritheren Erkenntnisgewinn ermdoglicht. In experimentellem Rahmen ist bei positivem
Befund schon wihrend der Schwangerschaft eine Glucocorticoidtherapie der Mutter
moglich. Damit soll die Virilisierung des kindlichen Genitales verhindert werden
(Speiser et al., 1990). Bei noch nicht ausreichend gesicherter Datenlage und Kenntnis
iiber Wirkung und Nebenwirkung dieser Behandlung, wird dieses Verfahren in den ak-
tuellen deutschen pédiatrischen Leitlinien jedoch nicht empfohlen (AWMF AGS, 2010).
Beide obengenannten Diagnostikverfahren birgen ein Risiko fiir Fehlentwicklungen des
Fetus (Amniozentese 0,1% / Chorionzottenbiopsie 0,2%) (Evans & Wapner, 2005;
Akolekar et al., 2015). Neuere Analyseverfahren ermdglichen die Genotypbestimmung
aus miitterlichem Blut schon in der sechsten Schwangerschaftswoche, und stellen damit
eine attraktive, bislang aber noch nicht in der Routinediagnostik etablierte, Alternative
zur bisherigen Diagnostik dar (Costa et al., 2001; New et al., 2014; Tardy-Guidollet et
al., 2014; Parsa and New, 2016).

Gleich nach der Geburt beurteilt die Arztin oder der Arzt beim Neugeborenen die Ent-

wicklung des Genitales — bei betroffenen Méadchen mit klassischem AGS mit Salzver-
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lust féllt in vielen Féllen ein virilisiertes Genitale auf. Durch die Einfiihrung eines Ne-
onatalscreenings konnte die Zeit bis zur Diagnosestellung reduziert werden (Therrell et
al., 1998). Dies fiihrt zu verminderter Mortalitdt und Morbiditit, da aufgrund der frithen
Diagnose schwerwiegende Folgen fiir Kinder mit Salzverlustsyndrom abgewendet wer-
den konnen (White & Speiser, 2000).

Erstmals wurde ein Screening in Alaska 1977 erprobt; mittlerweile ist es in vielen Lén-
dern der Welt flichendeckend eingefiihrt worden (van der Kamp HJ, 2004). Im Blut
konnen bei AGS Patienten erhohte 17-Hydroxyprogesteronwerte nachgewiesen werden
(Barnes and Atherden, 1972; Youssefnejadian & David, 1975). Das Screening findet
zwischen der 36. und 72. Lebensstunde statt (AWMF AGS, 2010). Fiir das klassische
AGS mit Salzverlust ist die Sensitivitdt hoch, beim einfach-virilisierenden AGS und
dem nicht-klassischem AGS gelingt jedoch nicht immer der Nachweis der Erkrankung.
Falsch positive Befunde sind hdufig (Pang, 1993; van der Kamp HJ, 2004; Parsa &
New, 2016). Dies gilt insbesondere flir Frithgeborene, bei denen der positive Vorhersa-
gewert bei nur 0,4%, im Gegensatz zu 30,1% bei reifen Neugeborenen lag (Coulm et
al., 2012). Ursache ist eine Unreife der Nebenniere mit verminderter 113-Hydroxylase-
Aktivitit (Kamrath et al., 2014).

Die Harnsteroidanalyse mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie erlaubt in
diesen Fillen mittels Spontanurin eine genaue und sichere Diagnosebestitigung (Wudy
et al., 2000; Homma et al., 2004; Kamrath et al., 2016; Wudy et al., 2018).

Treten Symptome im Rahmen des nicht-klassischen AGS erst spéter bei Patienten auf,
besteht die Diagnostik aus Erkennen der klinischen Symptome und spezifischer Hor-
monanalyse beispielsweise mit Nachweis erhdhter 17-Hydroxyprogesteron-
metabolitwerte in Urin oder Blutplasma. Eine Genanalyse kann sich anschlieBen (Joint

ESPE/LWPES CAH working Group, 2002).

1.1.8 THERAPIE
Medikamentdse Therapie

Das Adrenogentiale Syndrom wird mit Glucocorticoiden behandelt, um den Cortisol-
spiegel zu normalisieren, die erhohte ACTH Produktion zu drosseln und die adrenale
Androgensynthese ausreichend zu unterdriicken. Dabei stehen Hydrocortison (HC),

Dexamethason oder Prednisolon zur Verfiigung. Im Kindesalter wird zumeist Hydrocor-
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tison in drei Einzeldosen iiber den Tag hin verabreicht. Hydrocortison findet bei Heran-
wachsenden vor allem Verwendung, da es mit kiirzerer Halbwertszeit ein giinstigeres
Nebenwirkungsprofil insbesondere in Hinblick auf die Wachstumsentwicklung gegen-
iiber potenteren, linger wirksamen Glucocorticoiden zeigt (Speiser et al., 2010 nach
Bonfig et al., 2007). Die empfohlene Tagesdosis des Hydrocortisons liegt bei 10-
15mg/m? Korperoberfliche (AWMEF AGS, 2010). Beim klassischen AGS sollte zusitz-
lich die Substitution der fehlenden Mineralocorticoide mit Fludrocortison erfolgen

(Joint ESPE/LWPES CAH working Group, 2002).

Therapiemonitoring

Zur Vermeidung von lebensbedrohlicher Salzverlustkrise und weiteren Symptomen des
AGS bei 21-Hydroxylase-Mangel wie Virilisierung und Pubertas praecox ist eine The-
rapieliberwachung essentiell. Der Blick auf die Serum- und Plasmaelektrolyte, Serum-
kreatinin, Blutgasanalyse und die Natriumexkretion im Urin gehdren ebenso zum The-
rapiemonitoring, wie die Kontrolle der Hormonmetaboliten im Serum, Speichel oder im
Urin (Joint ESPE/LWPES CAH working Group, 2002).

In drei- bis viermonatigen Abstinden sollten korperliche Symptome wie GroBe und
Wachstumsgeschwindigkeit der Patienten kontrolliert werden. Ergdnzend kann auch das
Knochenalter der Patienten mittels Rontgenuntersuchung iiberpriift werden. Neben den
klinischen Parametern hat sich die Erhebung von biochemischen Analysen der Hormone
etabliert. Als Serummarker im Blut dienen vor allem 170HP, Androstendion und Tes-
tosteron (Dauber, Kellogg and Majzoub, 2010).

Die Marker im Blut unterliegen tageszeitlichen Schwankungen, da sowohl die Cortisol-
level eine zirkadiane Rhythmik aufweisen, als auch die externe Glucocorticoidtherapie
bei Kindern mit AGS die Serumprobe beeinflussen kann (Frisch et al., 1981;
Charmandari et al., 2001). In dem iiber 24 Stunden lang gesammelten Urin finden sich
diese zirkadianen Unterschiede nicht. Die Analyse der Hormonmetaboliten im 24-
Stunden-Sammelurin erfolgt mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (Wudy,

Hartmann and Homoki, 2000).
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1.2 SCHWERE DER ERKRANKUNG UND WICHTIGKEIT DES UNTERSUCHTEN

ZUSAMMENHANGS

In der Zusammenschau obengenannter Symptome ist ersichtlich, dass das Adrenogeni-
tale Syndrom durch 21-Hydroxylase-Mangel eine ernsthafte Stoffwechselerkrankung
mit weitreichenden biochemischen und anatomischen Folgen fiir den Organismus ist.
Trotz fortgeschrittener Screeningprogramme und umfangreichen Wissens tiber Krank-
heitsverlauf und Therapieoptionen bleibt die Behandlung des AGS bei 21-Hydroxylase-
Mangel schwierig (Han et al., 2014). Die Therapieeinstellung mit Glucocorticoiden
gleicht einem Balanceakt zwischen Hyperandrogenismus und Stoffwechselentgleisung
auf der einen, und Gefahr eines Cushing-Syndroms durch Hypercortisolismus auf der
anderen Seite (White & Speiser, 2000). Trotz erster Therapieansidtze mit Cortison be-
reits in den 1950er Jahren (Bartter et al., 1951; Wilkins et al., 1951) und beachtlicher
Fortschritte in der Therapie von Kindern mit AGS, ist die Suche nach einem objektiven,
spezifischen und moglichst genauem Therapiemonitoring weiterhin Gegenstand aktuel-

ler Forschung.

RegelmiBige korperliche Untersuchungen und Dokumentation der Wachstumskurven
ergdnzen die Analyse des Hormonstatus im Vergleich von erkrankten mit gesunden
Kindern. Nur erfahrenden pédiatrischen Endokrinologen gelingt unter Zusammenschau
der obigen Befunde eine ausreichende Gesamtbeurteilung der Hormonhomdostase. Da-
bei stellt ein normales Wachstum der betroffenen Kinder ein wichtiges Therapieziel der
behandelnden Arzte dar (Muthusamy et al., 2010). Aktuellen empirischen Studien ge-
lingt es Zusammenhinge zwischen Wachstumswerten von AGS-Kindern mit verschrie-
bener Hormonsubstitution aufzuzeigen (Bonfig et al., 2009). Studien, die diese Parame-
ter mit Tagesausscheidungsmengen von Hormonmetaboliten in Verbindung setzen

fehlen hingegen weitgehend.
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2 ZIELSETZUNG

Die medikamentdse Therapie des Adrenogenitalen Syndroms soll betroffenen Kindern
ein symptomarmes Leben, ein normales Wachstum sowie im Weiteren eine normale
Fertilitdt ermoglichen. Dabei kommt der Frage ,.Ist das Kind gut eingestellt?* in der
klinischen Praxis die herausragende Bedeutung zu. Eine griindliche Therapieiiberwa-
chung ist notwendig, um frithzeitig Symptome der Erkrankung zu verhindern (Joint
ESPE/LWPES CAH working Group 2002). Prizise biochemische Richtlinien, die dem
behandelnden Arzt erlauben ein Kind im Vergleich mit anderen erkrankten Altersgenos-

sen zu beurteilen fehlen weitgehend.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, in einer retrospektiven Datenauswertung moglichst
genaue Einsichten in die Wachstumsentwicklungen von behandelten Kindern mit klassi-
schem AGS sowie ihrer Hormoneinstellung zu erhalten, um in Zukunft diese fiir eine
fundierte Therapieiiberwachung und -optimierung des Adrenogenitalen Syndroms bei

21-Hydroxylase-Mangel (21-hydroxylase-deficiency = 21-OHD) nutzen zu konnen.

Von grundlegendem Interesse war bei dieser Untersuchung deshalb folgende Uberle-
gung: Wie lésst sich das Harnsteroidmetabolom der behandelten Kinder mit AGS durch
21-Hydroxylase-Mangel charakterisieren und welche Riickschliisse konnen daraus fiir

das Therapiemonitoring gezogen werden?
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3 METHODIK UND MATERIAL

3.1 STUDIENDESIGN

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Datenauswertung.

Im ersten Teil dieser Studie (Studienteil I) erfolgte die Charakterisierung der Wachs-
tumsparameter, wie Grofle und BMI, sowie der im Urin messbaren Steroidmetaboliten
von Kindern mit klassischem Adrenogenitalem Syndrom durch 21-Hydroxylase-
Mangel. Dabei gelang es aus den Analyseergebnissen Referenzwerte fiir einige Harnste-
roidmetaboliten bei Kindern mit AGS bei 21-Hydroxylase-Mangel unter Therapie mit
Hydrocortison und Fludrocortison zu erstellen. In einem zweiten Studienteil (Studienteil
IT) wurden sogenannte Z-Scores (auch als SDS-Werte bezeichnet) einiger Metaboliten
erstellt, um die Harnsteroidmetaboliten in Bezug auf Alter und Geschlecht mit einer
gesunden Gruppe von Kindern und untereinander bei erkrankten Kindern vergleichen zu
konnen. Die Analyseergebnisse unterstiitzen neueste Entwicklungen im Bereich der
Steroidforschung und kdnnen in Zukunft einen wichtigen Beitrag zur Therapieoptimie-
rung des klassischen Adrenogenitalen Syndroms bei 21-Hydroxylase-Mangel leisten.

Ebenso tragen sie zum Verstindnis der Pathophysiologie der Androgensynthese bei.

Die quantitative und qualitative Urinsteroidmetabolomanalyse erfolgte im Labor fiir
translationale pédiatrisch-endokrinologische Hormonanalytik, Leiter Prof. Dr. Stefan
Wudy, am Zentrum fiir Kinderheilkunde und Jugendmedizin der Justus-Liebig-
Universitit GieBen. Zur Analyse der Urinsteroidmetaboliten von Kindern mit klassi-
schem 21-OHD Adrenogenitalem Syndrom mit Salzverlust wurde ein grofStmogliches
Patientenkollektiv von Kindern mit dem Diagnosecode ,AGS’ im Patientenregister des
Labors gesucht. Die fiir die Untersuchung erforderlichen Daten stammten aus dem oben
genannten Steroid- und Peptidlabor des Universitdtsklinikums GieBen. Die Namen der
Kinder waren bei Arbeitsbeginn fiir die Studie bereits von der Laborleitung anonymi-
siert worden. Alle anonymisierten Daten der Kinder wurden in einer Datenbank regis-
triert. Die Datenbank wurde in Microsoft® Excel® 2011 erstellt und verwaltet. Im An-
schluss fand die statistische Auswertung mit dem Statistikprogramm R (R Core Team, R

Version 2016) statt.
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3.2 ETHIKKOMMISSION

Die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultit der Justus-Liebig-Universitit Gie-
Ben stimmte der Verwendung bereits vorliegender Daten des Labors fiir translationale
padiatrisch-endokrinologische Hormonanalytik am Zentrum fiir Kinderheilkunde und
Jugendmedizin der Justus-Liebig-Universitit Giefen im Rahmen unserer retrospektiven

Datenerhebung am 23.04.2013 zu. Das Aktenzeichen lautet 84/13.

3.3 ERHEBUNG DER DATEN

Ein erster Schritt dieser Arbeit bestand darin, nur die Kinder mit der {ibergeordneten
Diagnose Adrenogenitales Syndrom aus der Gruppe aller behandelten Kinder des La-
bors herauszusuchen. Dies war zu Beginn der Studie bereits durch die Laborleitung ge-
schehen. Die Patientennamen wurden von Mitarbeitern des Steroid- und Peptidlabors in
der Datenbank anonymisiert. Die Zuordnung mehrerer Patientenuntersuchungen zu ei-
nem Patienten war zu Beginn der Studie nur noch mittels der zugeteilten Patienten-
nummer moglich. Der Zeitraum der retrospektiven Datenanalyse wurde auf Januar 2003
bis Dezember 2013 festgelegt.

Im zweiten Schritt wurden zwei Datenbereiche der Patienten mit AGS ausgewihlt: Zum
einen wurden die Wachstumsparameter GroBe und Gewicht, sowie die Dosierungen von
Hydrocortison und Fludrocortison der Kinder erhoben. Zum anderen wurden die Ergeb-
nisse der Urinsteroidmetabolomanalysen der fiir die Studie ausgesuchten Patienten se-
lektiert.

Im Folgenden sollen die einzelnen Schritte der Datenerhebung im Detail dargestellt und
erlautert werden. Nach einem ersten gemeinsamen Teil wird sowohl im Abschnitt Me-
thodik als auch bei den Ergebnissen zundchst jeweils Studienteil I und anschlieend
Studienteil II dargestellt. Der zweite Studienteil nimmt in Fragestellung und Ausarbei-

tung auf den ersten Studienteil direkten Bezug.
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3.3.1 PROBENGEWINNUNG

Um Fehler bei der Sammlung des Urins und konsekutiv in spiterer Analyse zu vermei-
den, erhalten die Eltern und Patienten eine Anleitung zur Urinsammlung. Es ist darauf
zu achten, dass die Sammlung morgens und erst nach dem ersten Morgenurin beginnt.
Die Sammlung des Urins endet nach 24 Stunden am folgenden Tag inklusive des ersten
Morgenurins. Alle gesammelten Urinmengen werden mit Zeitangabe und Mengenanga-

be dokumentiert.

3.3.2 GASCHROMATOGRAPHIE-MASSENSPEKTROMETRIE

Die Untersuchung der Harnsteroide fand im Steroidlabor mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) statt. Im Folgenden ist die Methode nach Wudy und
Hartmann (2004) und Wudy et al. (2018) zusammenfassend beschrieben.

Die Gaschromatographie-Massenspektrometrie ist eine Untersuchungsmethode, mit
deren Hilfe die Enzymerkrankungen der Nebennierenrinde diagnostiziert werden kon-
nen. Sie dient unteranderem dazu, Steroide zu analysieren, die als Metaboliten von
Hormonen iiber den Harn ausgeschieden werden. Die Analyse von Harnsteroiden ist
nicht invasiv, da die Proben entweder aus einer Spontanurinprobe oder aus einer 24-
Stunden-Sammelurinprobe gewonnen werden konnen. Mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie wird ein breitgefichertes Steroidprofil der abgebauten Hormone
erstellt und ldsst in ihrer Konstellation umfassende Riickschliisse auf zahlreiche Erkran-
kungen der Steroidsynthese der Nebennierenrinden zu. Dabei reicht ein Spontanurin
eines Patienten hdufig aus, um eine Diagnose zu stellen, wihrend die Analyse eines 24-
Stunden-Sammmelurins quantitativ die Metaboliten analysiert und die Grundlage der
Therapietiberwachung von Erkrankungen der Nebennierenrinde bildet. Der Vorteil der
Harnsteroidanalyse mit Gaschromatographie-Massenspektrometrie gegeniiber anderen
Verfahren der Hormonanalyse liegt nach Wudy und Hartmann darin, dass die Sammlung
des Urins iiber den ganzen Tag erfolgt und die zirkadianen Schwankungen des Hormon-
haushaltes integriert. Tageszeitabhingige Probenentnahmen, wie beispielsweise die
Analyse von Hormonmetaboliten im Blutserum nach morgendlicher Entnahme, bilden
héufig nicht den genauen Hormonstatus eines Patienten ab (Wudy & Hartmann, 2004;

Wudy et al., 2018).
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Beim klassischen Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel sind vor allem
die Erhohung der 170HP-Metaboliten 17a-Hydroxypregnanolon (17HP), Pregnantriol
(PT), sowie des 21-Desoxycortisolmetaboliten Pregnantriolon (PTO) im Hormonprofil
ausschlaggebend fiir die Diagnosestellung (Shackleton, 1976; Homoki et al., 1992;
Wudy & Hartmann, 2004).

Die Steroidhormonanalyse erfolgt wie von Wudy und Hartmann 2004 beschrieben und
wird im Folgenden im Detail dargestellt. Zur Analyse der Steroidhormone aus den 24-
Stunden-Sammelurinen werden 5 ml der Proben entnommen und mittels Festphasenex-
traktion werden die Steroidhormone aus den Urinen extrahiert. Der eingetrocknete Ex-
trakt wird in Acetatpuffer aufgenommen und anschlieend enzymatisch hydrolisiert. Im
néchsten Schritt werden die freigesetzten Steroide wieder extrahiert, der Extrakt einge-
trocknet und in 1 ml Methanol geldst. Eine Standardmischung (5a-Androstan-3a,17a-
diol, Stigmasterol und Cholesterin Butyrat) wird der Probe hinzugefiigt und Methylo-
xim-Trimethylsilylether-Derivate hergestellt. Der derivatisierte Extrakt wird mittels
Gelchromatographie aufgereinigt, das Eluat eingedampft und in
Isooctan/Pyridin/Hexamethyldisilazan (98/1/1 Vol%) aufgenommen. 1 pL der Losung
wird mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) analysiert. Das GC-
MS besteht aus einem Agilent 7683 Autoinjektor, auf einem Agilent 6890 Serie GC, der
mit einem Agilent 5973 N massenselektiven Detektor gekoppelt ist. Helium dient als
mobile Phase fiir die GC. Im Anschluss an die GC-MS Analyse werden die erhaltenen
Peaks der Analyten mit den Peaks der Standards ins Verhiltnis gesetzt und mit-
tels Kalibrierkurven die Konzentrationen der Steroidhormone berechnet. Die Konzent-
rationen fiir die Steroidhormone werden in pg/Tag angegeben (nach Wudy & Hartmann,

2004).
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3.3.3 HARNSTEROIDPROFIL

Exemplarisch ist in Abbildung 3 auf folgender Seite eine Harnsteroidmetabolomanaly-
se, wie sie im Steroid- und Peptidlabor erstellt wird (nach Wudy & Hartmann, 2004),
dargestellt: Im oberen Abschnitt ist das Profil eines siebenjdhrigen prapubertiren gesun-
den Jungen gezeigt, im unteren Abschnitt das eines an 21-Hydroxylase-Mangel erkrank-

ten neunjéhrigen Jungen.
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Abbildung 3. Beispiel einer Harnsteroidmetabolomanalyse eines gesunden sieben Jahre alten
Jungen (oben) und eines an 21-OHD erkrankten neun Jahre alten Jungen (unten) (modifiziert
nach Wudy & Hartmann, 2004). Abkiirzungen der Harnmetaboliten des Cortisols: THE = Tet-
rahydrocortison, THF = Tetrahydrocortisol, 5a-THF = 5a-Tetrahydrocortisol, a- und p-CL =
a- und p-Cortolon, p-C = [-Cortol. Abkiirzungen der Harnmetaboliten des 170OHP: PT =
Pregnantriol, 17HP = 17a-Hydroxypregnanolon, und des 21-Desoxycortisol: Ptone = PTO =
Pregnantriolon. Im Hormonprofil des gesunden Jungen zeigt sich die Dominanz der Glucocor-
ticoidmetaboliten (THE, THF, 5aTHF, a-Cortol, B-Cortol, a-Cortolon, B-Cortolon), wdhrend
im Hormonprofil des an 21-OHD erkrankten Jungen die 170OHP-Metaboliten (17HP, PT, PTO)

deutlich erhoht gemessen werden.
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Fiir die Auswertung der Metaboliten benutzten wir die absoluten Werte, die in pg/Tag

angegeben sind.

Mittels GC-MS wurden in unserem Labor folgende Metaboliten gemessen:
Fiir das Cortisol sieben Cortisolmetaboliten:
e Sa-Tetrahydrocortisol (SaTHF; Sa-Pregnan-3a,113,17a,21-tetrol-20-on)
e Tetrahydrocortisol (THF; 53-Pregnan-3a,11f3,170.,21-tetrol-20-on)
e Tetrahydrocortison (THE; 53-Pregnan-3a,17a,21-triol-11,20-dion)
e o-Cortol (5B-Pregnan-3a,11B,17a,20a,21-pentol)
e [(-Cortol (5B-Pregnan-3a,11p3,170c.,2083,21-pentol)
e o-Cortolon (5B-Pregnan-3a,17a,20a,2 1-tetrol-11-on)
e [(-Cortolon (5B-Pregnan-3a,17a,203,21-tetrol-11-on)

Die sieben Metaboliten wurden zudem summiert (X Cortisolmetaboliten) und représen-
tieren die tigliche Cortisolmetabolitenexkretion (nach Wudy et al., 2007).

Die Enzymaktivitit der 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase, die Cortisol zu Cortison
inaktiviert, zeigte sich in dem Verhiltnis von (SaTHF+THF)/THE. Das Verhiltnis von
SaTHF/THF spiegelte die Aktivitit der Sa-Reduktase zur 5B-Reduktase wider (nach
Wudy et al., 2007) .

Fiir 17a-Hydroxyprogesteron wurden drei Metaboliten gemessen:
e 17a-Hydroxypregnanolon (17HP; 5B8-Pregnan-3a.,170a-diol-20-on)
e 17a-Hydroxyallopregnanolon (5a17HP; Sa-Pregnan-3a,17a-diol-20-on)
e Pregnantriol (PT; 5B-Pregnan-3a,17a,200.-triol)
Fiir 21-Desoxycortisol (21DF) wurde ein Metabolit gemessen:
e Pregnantriolon (PTO; 5B-Pregnan-3a.,17a,20c-triol-11-on)

Die drei 170HP-Metaboliten und PTO wurden als 170HP-Metaboliten addiert
(Z 170HP-Metaboliten) (nach Wudy et al., 2000; Krone et al., 2010).
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AuBerdem wurden acht Androgenmetaboliten gemessen:
e Androsteron (AN; 5Sa-Androstan- 3a-o0l-17-on)
e Etiocholanolon (ET; 58-Androstan-3a-ol-17- on)
e 11B-Hydroxyandrosteron (110OHAN; 5a-Androstan- 3a,11B3-diol-17-on)
e 17B-Androstendiol (A5-3f3,17p; 5-Androsten-3[3,17p3-diol)
e 17a-Androstendiol (A5-3f3,17a; 5-Androsten-3f3,17a-diol)
e Dehydroepiandrosteron (DHEA; 5-Androsten-3f3-ol-17-on)
e l6a-Hydroxy-DHEA (16a-OH-DHEA; 5-Androsten-3f3,16a-diol-17-on)
e 16a-Androstentriol (A5T-16a; 5-Androsten-3f3,16a,17p3-triol)

Die fiinf letztgenannten Metaboliten wurden zusammengefasst als Summe der DHEA-
Metaboliten berechnet (X DHEA-Metaboliten) (nach Remer et al., 2005).
11B-Hydroxyandrosteron ist der Metabolit des 11p-Hydroxyandrostendion und entsteht
nach 11B-Hydroxylierung aus Androstendion (Goldzieher & Beering, 1969; Swart &
Storbeck, 2015). 11B-Hydroxyandrostendion dient als Vorstufe von 11-Ketotestosteron
und 11-Ketodihydrotestosteron. Beides sind aktive Androgene (Storbeck et al., 2013;
Swart & Storbeck, 2015; Pretorius et al., 2016).

Androsteron ist der Urinmetabolit von Androstendion, Testosteron und 5ao.-

Dihydrotestosteron (Remer et al., 2005).

Die nichste Abbildung auf der folgenden Seite (Abb. 4) zeigt die Steroidsynthese beim

21-Hydroxylase-Mangel und die jeweils gemessenen Harnmetaboliten.

Im Anschluss sind die im Harn messbaren Steroidmetaboliten mit Abkiirzungen, sowie

ihren vollen ausgeschriebenen Namen und ihrer Ausgangssubstanz als Tabelle (Tabelle

1) dargestellt.
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Abkiirzung | Trivialname Systematischer Name Metabolit von
AN Androsteron 5a-Androstan- 3a-0l-17-on Androstendion, Testoste-
ron, Sa-Dihydrotestosteron,
DHEA
ET Etiocholanolon 5B-Androstan-3a-ol-17-on Testosteron, DHEA
DHEA Dehydroepiandrosteron | 5-Androsten-3f-o0l-17-on Dehydroepiandrosteron
16aDHEA 16a-Hydroxy-DHEA 5-Androsten-3f8,160-diol-17- | Dehydroepiandrosteron,
on Dehydroepiandrosteron-
Sulfat
110HAN 11B- 50-Androstan-30,11p-diol- 11B-Hydroxyandrostendion
Hydroxyandrosteron 17-on
110HET 11B- 5B-Androstan-3a,11p-diol-17- | Cortisol
Hydroxyetiocholanolon on
110XOAN 11-oxo-Androsteron 50-Androstan- 3a-ol-11,17- 11-Keto-Androstendion
dion
17BAD 17B-Androstendiol 5-Androsten-3f3,17p-diol Dehydroepiandrosteron
17aAD 17a-Androstendiol 5-Androsten-3f,17a-diol Dehydroepiandrosteron
160AT 160~ Androstentriol 5-Androsten-3f,160,178-triol | Dehydroepiandrosteron
PD Pregnandiol 5B-Pregnan-3a.,20a.-diol Progesteron, 11-
Desoxycorticosteron
5PD Pregnendiol 5-Pregnen-3f3,200.-diol Pregnenolon
17HP 17-Hydroxy- 5B-Pregnan-3a,17a-diol-20- | 17-Hydroxy-Progesteron
Pregnanolon on
Sal17HP S5a-17-Hydroxy- 5a-Pregnan-3a,17a-diol-20- | 17-Hydroxy-Progesteron
Pregnanolon on
PT Pregnantriol 5B-Pregnan-3a,17a,20a-triol | 17-Hydroxy-Progesteron
SPT 5-Pregnentriol 5-Pregnen-3p,17a,20a-triol 17-Hydroxy-Pregnenolon
PTO Pregnantriolon 5B-Pregnan-3a,17a,200- 21-Desoxycortisol
triol-11-on
THDOC Tetrahydrodesoxycorti- 5B-Pregnan-3a.,21-diol-20-on | 11-Desoxycorticosteron
costeron
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Fortsetzung von Seite 29

Abkiirzung | Trivialname Systematischer Name Metabolit von
50THDOC | 5o- 5a-Pregnan-3a,21-diol-20-on | 11-Desoxycorticosteron
Tetrahydrodeoxycorti-
costeron
THS Tetrahydro-11- 5B-Pregnan-3a.,17a,21-triol- 11-Desoxycortisol
Desoxycortisol 20-on
THA Tetrahydro-11- 5B-Pregnan-3a,21-diol-11,20- | Corticosteron
Dehydrocorticosteron dion
5aTHA So-Tetra-11- 5o-Pregnan-3a.,21-diol-11,20- | Corticosteron
Dehydrocorticosteron dion
THB Tetrahydrocorticosteron 5B-Pregnan-3a,11,21-triol- Corticosteron
20-on
5aTHB Sa- 5a-Pregnan-3a.,11,21-triol- Corticosteron
Tetrahydrocorticosteron 20-on
THE Tetrahydrocortison 5B-Pregnan-3a,17a,21-triol- | Cortisol, Cortison
11,20-dion
THF Tetrahydrocortisol 5B-Pregnan-3a,11B,17a,21- | Cortisol
tetrol-20-on
5aTHF Sa-Tetrahydrocortisol 5a-Pregnan-3a,11B,17a,21- Cortisol
tetrol-20-on
a-Cortolon | a-Cortolon 5B-Pregnan-3a,17a,20a,21- | Cortisol, Cortison
tetrol-11-on
pB-Cortolon | B-Cortolon 5B-Pregnan-3a,17a,203,21- Cortisol, Cortison
tetrol-11-on
a-Cortol a~-Cortol 5B-Pregnan- Cortisol
3a,11B,17a,20a,21-pentol
B-Cortol p-Cortol 5B-Pregnan- Cortisol
3a,11B,170,208,21-pentol
63-OH- 6B-Hydroxy-Cortisol 4-Pregnen-6f,1103,170,21- Cortisol
Cortisol tetrol-3,20-dion

Tabelle 1. Harnsteroidmetaboliten mit Abkiirzung, Trivialnamen, systematischem Namen und

Ausgangshormon. Die jeweils in dieser Studie gemessenen Androgenmetaboliten sind in griin,

die 170HP-Metaboliten in blau und die Cortisolmetaboliten in rot hinterlegt. Nach (Krone et

al,, 2010).
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3.3.4 DATENBANK ALLGEMEIN

Alle erhobenen Daten wurden in einer Tabelle in Microsoft® Excel® fiir Mac 2011

eingetragen und gespeichert. Die Tabelle bestand aus den folgenden Spalten:

e Probandennummer

e Alter des Patienten bei Eingang des Untersuchungsmaterials im Labor

e Geschlecht des Patienten

e Art der Urinsammlung (24-Stunden-Sammelurin, Spontanurin oder andere Art
von Sammlung)

e Sammelmenge des Urins in ml

e Gewicht des Patienten in kg (auf 0,1 kg genau)

e GroBe des Patienten in cm (auf 0,1 cm genau)

e Korperoberfliche (KOF) des Patienten in m?

¢ Blutdruckangabe in mm/Hg

e Knochenalter des Patienten

e Hydrocortisondosis als Tagesdosis in mg/m?/d, oder als Einzeldosen wihrend
des Tages in mg

e Fludrocortisondosis in pg/d

e Prednisolon und Dexamethason in mg/d

e Angabe iiber die late-onset Form des AGS

e Prader und Tanner Stadien

e Hodenvolumen
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3.4 STUDIENTEIL I
3.4.1 AUFBEREITUNG DER DATEN I

Pro Patient wurde jeweils nur ein 24-Stunden-Sammelurin jihrlich analysiert, um Uber-
préisentationen einzelner Patienten zu vermeiden.

Die Ausscheidungsraten der Steroidmetaboliten der Kinder wurden auf die Kdrperober-
fliche der Probanden (Body Surface Area = BSA) bezogen. Es ist bekannt, dass die
GroBe der Nebennieren, sowie die damit verbundenen Ausscheidungsraten mit der Kor-
peroberfliche korrelieren (Linder et al., 1990; Rubin & Phillips, 1991; Gomez et al.
1991). Auch die jeweilige Hydrocortisondosis wurde auf die Korperoberfliche bezogen
(Speiser et al., 2010). Die Korperoberfliche wurde mit der Methode nach Mosteller
ermittelt (Mosteller, 1987):

Korpergrofie [cm] x Korpergewicht[kg]
3600

Korperoberfliche [m?] = \[

Zum Teil lagen die Werte der Steroidausscheidung unterhalb der Nachweisgrenze des
jeweiligen Metaboliten. Falls dies der Fall war, benutzten wir folgende minimale Nach-

weisgrenzen in der Berechnung:

e 3,125pg/l fiir Androsteron, Etiocholanolon und 16a-Androstendiol
e 06,25 pg/l fiir 17p-Androstendiol, 17a-Androstendiol und 16a-Hydroxy-DHEA
o 12,5 ng/l fir DHEA.

Den BMI errechneten wir aus der allgemein iiblichen Formel

Korpermasse|k
BM[ = Lorp [kg]

~ Korpergrofle [m2]

Um die GréBe und den BMI der Kinder in der Kohorte mit gesunden Kindern und un-
tereinander vergleichen zu konnen, wurden SDS (Standard Deviation Scores, Stan-
dardabweichungs-Werte, auch als Z-Scores bezeichnet) fiir die GréB3e und den BMI mit
der LMS-Methode nach Cole erstellt (Cole & Green, 1992). Als Referenz von gesunden
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Kindern verwendeten wir die Wachstumsdaten der KiGGS-Studie, einer Langzeitsamm-
lung von Wachstumsdaten des Robert Koch-Instituts zur gesundheitlichen Lage der
Kinder und Jugendlichen in Deutschland (Robert Koch-Institut, (KiGGS), 2010).

Die LMS-Methode wurde in der KiGGS-Studie benutzt, um Zufallsschwankungen der
Perzentilen auszugleichen.

Mittels der Formel

.= (x/M--1)
o (SxL)

SDS

und den in der KiGGS-Studie angegebenen Werten fiir L(Schiefe), M(Median) und
S(Variationskoeftizient) in den unterschiedlichen Altersgruppen bei Jungen und Mad-
chen konnten in der Datenbank dieser Studie die jeweiligen Z-Scores erstellt werden.

Im Ergebnisteil werden diese Z-Scores im ersten Studienteil als SDS-Werte bezeichnet.

3.4.2 EINSCHLUSS- UND AUSSCHLUSSKRITERIEN I

Nach Festlegung des Untersuchungszeitraums und der Auswahl aller Kinder mit der
Diagnose ,AGS’ wurden folgende fiinf Einschlusskriterien der Patienten fiir die Studie
gewihlt:

Alle Kinder waren Patienten mit klassischem Adrenogenitalem Syndrom bei 21-
Hydroxlase-Mangel mit Salzverlust-Syndrom. Die in der Studie inkludierten Kinder
waren mindestens 3 Jahre und hochstens 18 Jahre alt. Die Glucocorticoidsubstitution
erfolgte ausschlieflich mit oral verabreichtem Hydrocortison, das in drei Einzeldosen
iiber den Tag verteilt verabreicht wurde. Es lagen bei allen Patienten vollstindige
Wachstumsangaben zum Untersuchungszeitpunkt der Grofle (in 0,1 cm Intervallen) und
des Gewichts (in 0,1 kg Intervallen) vor. Ebenso gab es von jedem Patienten eine voll-
standige Urinsteroidprofilanalyse mittels GC-MS aus 24-Stunden-Sammelurin im Stero-

idlabor mit Angabe der Sammelmenge in ml.

Die Diagnose 21-Hydroxlase-Mangel bei AGS wurde durch quantitative und qualitative
Urinsteroidprofilanalyse mittels GS-MS (Gaschromatographie-Massenspektrometrie) in
unserem Labor bestétigt (Wudy & Hartmann, 2004).

Wenn die Notwendigkeit der Mineralocorticoid-Substitution (Fludrocortison) in der

Behandlung bestand wurde von einem AGS mit Salzverlust-Syndrom ausgegangen. Die
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untere Altersgrenze der Patienten wurde so gewihlt, dass eine addquate Sammlung von

24-Stunden-Urin moglich war.

Ausschlusskriterien fiir Patienten dieser retrospektiven Datenauswertung waren somit
Patienten mit nicht-klassischem Adrenogenitalem Syndrom, oder klassischem Adreno-
genitalem Syndrom ohne Salzverlust oder ohne 21-Hydroxlase-Mangel. Es wurden alle
Kinder aus der Studie ausgeschlossen, die jiinger als 3 Jahre oder ilter als 18 Jahre wa-
ren. Ebenfalls ausgeschlossen waren Kinder, die Glucocorticoide wie Dexamethason
oder Prednisolon zusitzlich oder anstatt von oral appliziertem Hydrocortison einnah-
men. Bei fehlenden oder inkompletten Wachstumsangaben war kein Studieneinschluss
moglich. Auch fehlende oder nur partielle Urinsteroidprofilanalyse oder eine Samm-

lungsperiode kiirzer als 24 Stunden galten als Ausschlusskriterien.

3.4.3 PATIENTENKOLLEKTIV [

Ausgewihlt wurden fiir den Studienteil I 576 24-Stunden-Urinsteroidprofile von 150
Kindern mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom mit Salzverlust, davon waren 317
Steroidprofile von Jungen und 259 Steroidprofile von Médchen. Bei 86% der Eintrage
(497 von 576) war die Hydrocortisondosis angegeben.

3.5 STUDIENTEIL II
3.5.1 AUFBEREITUNG DER DATEN II

In Studienteil 1T analysierten wir jeweils nur einen Urin pro Patient pro zwei Jahre. Das
Ziel war es, Z-Scores der Metaboliten zu erstellen, um Metaboliten hinsichtlich ihrer
Unterschiede zwischen den Geschlechtern und der Dominanz einiger Metaboliten im
Hormonprofil vergleichen zu kdnnen. Als Referenzwerte dienten Harnsteroidwerte von
gesunden Kindern aus der sogenannten DONALD (Dortmund Nutritional and Anthro-
pometric Longitudinally Designed) Studie — einer breitangelegten Erhebung von alters-
und geschlechtsbezogenen Harnsteroidmetabolitendaten (Remer et al., 2005; Wudy et
al., 2007). Dort wurden die Kinder in Gruppen von zwei Jahren zusammengefasst. Fan-

den wir fiir einen Patienten in unserer Datenbank mehrere Eintrdge in zwei Untersu-
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chungsjahren, wihlten wir denjenigen Eintrag aus, der am ehesten vom Alter in der Mit-
te des Referenzrahmens lag. Z-Scores fiir Grof8e und BMI erstellten wir wiederum nach
der LMS Methode mit den Referenzwerten der KiGGS Studie und die Korperoberfldache
berechneten wir wiederum nach Mosteller, beides wie oben beschrieben (Mosteller,

1987; Robert Koch-Institut, (KiGGS), 2010).

3.5.2 EINSCHLUSS- UND AUSSCHLUSSKRITERIEN II

Die Ein- und Ausschlusskriterien im Studienteil II glichen in den meisten Punkten den-
jenigen aus Studienteil 1. Allerdings unterschieden sie sich in Bezug auf das Alter der
Kinder. Es wurden nur Kinder von genau oder élter als drei bis jiinger als elf Jahren

ausgewdhlt.

3.5.3 PATIENTENKOLLEKTIV II

In Studienteil II analysierten wir 190 Harnsteroidprofile von 99 Patienten (56 Jungen,
43 Médchen) zwischen 3,0 und 10,9 Jahren. 112 Harnsteroidprofile waren von Jungen,
78 von Midchen. Von sieben Kindern wurden jeweils vier Proben verwendet, von 17
Kindern jeweils drei Proben, von 36 Kindern jeweils zwei Proben und von ebenfalls 36

Kindern nur eine Probe.

3.6 STATISTISCHE METHODEN

Studienteil I

Zur Auswertung der Rohdaten wurden die Harnsteroidmetabolitwerte auf die Korper-
oberfliche berechnet und in Microsoft® Excel® fiir Mac 2011 logarithmiert (Logarith-
mus zur Basis 10), da sie einer logarithmierten Normalverteilung folgten. AnschlieBend
wurden sie als Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Die Normalverteilung
wurde mittels Kolmogorov-Smirnov-Test iiberpriift. Die weitere statistische Auswertung
zur Korrelation von Alter und Geschlecht zu den Harnsteroidmetaboliten fand mittels
des Statistikprogramms R (,R’ Version 3.3.0) statt. Dabei wurde ein Linear Mixed
Effect Model benutzt (,R’ Version 3.3.0, R Core Team, 2016; Pinheiro et al. 2016).
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Alter und Geschlecht sowie ihre Interaktion mit den logarithmierten (und auf die Kor-
peroberfliche (KOF) bezogenen) Steroidausscheidungswerten dienten als Fixed Effects.
Mittelwerte der Harnsteroidmetaboliten inklusive des zugehorigen 95% Intervalls wur-
den als Kurven dargestellt (Wickham, 2009). Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch

signifikant gewertet.

Studienteil 11

Die Z-Scores der Harnmetaboliten waren nicht normalverteilt. Wir berechneten sie des-
halb als Median mit Angabe der Quartilenrange. Um die Z-Scores zwischen den Ge-
schlechtern vergleichen zu konnen, verwendeten wir den Mann-Whitney-U-Test, fiir
den Vergleich der Z-Scores in den Androgengruppen untereinander den Kruskal-Wallis-
Test, mit post-hoc Analyse durch den Conover-Iman-Test und die Bonferroni-Holm-
Methode (Conover & Iman 1982; Aickin & Gensler, 1996). Wir nutzten die lineare Re-
gressionsanalyse nach Pearson und die multivariate lineare Regressionsanalyse, um die
tagliche logarithmierte und auf die KOF berechnete Ausscheidung von 11f-
Hydroxyandrosteron (110HAN), dem Hauptmetabolit von 11B-Hydroxyandrostendion
(110HAA4), in Abhéngigkeit von der téglichen logarithmierten und auf die KOF berech-
neten Ausscheidung von dem Androgenmetaboliten Androsteron (AN), den 170HP-
Metaboliten, dem 21-Desoxycortisolmetaboliten Pregnantriolon (PTO), den DHEA-
Metaboliten, den Cortisolmetaboliten und dem Alter darzustellen. 118-
Hydroxyandrosteron diente als abhédngige Variable. Es wurde der Regressions Koeffi-
zient b und das 95% Konfidenz Intervall berechnet. Zudem wurden der nicht standari-
sierte Koeffizient B und der standarisierte Koeffizient 3 berechnet. Wiederum benutzen
wir das Statistikprogramm R (,R’ Version 3.3.0, R Core Team, 2016; Pinheiro et al.
2016). Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 STUDIENTEIL I

Um die statistischen Ergebnisse moglichst verstdndlich darzustellen, verwendeten wir
im Studienteil I Tabellen und Kurvendiagramme. Auf der x-Achse der Diagramme stell-
ten wir das Alter der untersuchen Patienten dar. Auf der y-Achse finden sich die abhén-
gigen Variablen entweder als absolute Einheit, als Standard Deviation Score (SDS/Z-
Scores) oder als Verhéltnis zweier untersuchter Parameter (Ratio). Die Kurvenverldufe
der Jungen sind stets in blau dargestellt, die der Madchen in rot, der Mittelwert ist dabei
als durchgezogene Linie zu erkennen. Die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall des
Mittelwerts aus. Die schwarze Linie markiert in Diagrammen mit Angabe des SDS-
Werts zur Orientierung einen SDS-Wert von 0 — dieser entspricht dem Durchschnitts-
wert gesunder Kinder. Auf der folgenden Seite bildet Tabelle 2 die fiir Studienteil I aus-
gewihlte Kohorte ab.
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Zunichst untersuchten wir die Wachstumsdaten der Kinder. Sie sind in Tabelle 3 ge-
zeigt. In Abbildung 5 und 6 wurden die GroB3e (Kdrperhohe) in absoluten Werten, sowie
die Korperhohen-SDS der Kinder, also die Grofle in Bezug auf ihre gleichaltrige Refe-
renzgruppe in der KiGGS Studie (Robert Koch-Institut (KiGGS), 2010), grafisch darge-
stellt. Die Auswertung ergab, dass sich die Gro3e von Kindern mit klassischem AGS
mit drei Jahren nicht von der GroBe der Referenzpopulation unterschied. Im Anschluss
wuchsen die AGS Kinder im vorpubertidren Alter aber deutlich schneller, als die Kinder
der Referenzgruppe. Bei Jungen war die Wachstumsstorung dabei ausgeprégter, als bei
Maidchen. Jungen erreichten ihren maximalen Korperhohen-SDS-Wert von 0,55 £ 0,95
(Mittelwert + Standardabweichung) im Alter von 10 Jahren, wie Tabelle 3 zeigt. Bei den
Maidchen bestand die maximale Auspriagung des Korperhohen-SDS von 0,21 £ 1,36 mit
bereits 6 Jahren deutlich friiher, dafiir weniger ausgeprigt. Bei beiden Geschlechtern
nahm der Korperhohen-SDS nach dem Maximum im Verlauf kontinuierlich erheblich
ab. Der mittlere Korperhohen-SDS-Wert war bei Midchen erstmals ab ca. 10 Jahren
negativ, bei Jungen spiter, ab ca. 14 Jahren. Die EndgroBe der Kinder lag deutlich unter
dem Durchschnitt von Gleichaltrigen (mit 17 Jahren: -1,10 £ 1,73 bei Jungen und -0,31
+ 1,25 bei Médchen). Wie zuvor die erhohten Korperhohen-SDS-Werte zeigte sich in

unserer Kohorte auch der Gréenverlust deutlicher bei Jungen als bei den Médchen.
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Abbildung 5. Mittlere Kérperhohe (in cm) in Abhdngigkeit des Alters (in Jahren) bei Kindern
mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel unter Therapie mit Hy-
drocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnsteroidprofile von 150 Kindern, 317 Harnstero-
idprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Abbildung 6. Mittlere Korperhohen-SDS in Abhdngigkeit des Alters (in Jahren) bei Kindern mit
klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel unter Therapie mit Hy-
drocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnsteroidprofile von 150 Kindern, 317 Harnstero-
idprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Beim Blick auf die absoluten BMI-Werte, sowie die BMI-SDS-Werte unserer AGS-
Kohorte (Tabelle 3, sowie Abbildungen 7 und 8) fiel auf, dass sie im Vergleich mit nicht
erkrankten Kindern deutlich erhoht waren. Dies zeigte sich sogar schon im Alter von
drei Jahren, als die Grof3e der Kinder sich noch nicht von Gesunden unterschied. Abbil-
dung 8 verdeutlicht, dass die BMI-SDS-Werte vor allem bei Jungen bis zu einem Alter
von 10 Jahren deutlich anstiegen. Danach fielen die Werte zwar ab, blieben aber den-
noch im deutlich positiven Bereich. Bei Médchen zeigten sich die BMI-SDS-Werte in
der Kindheit und im vorpubertdren Alter relativ konstant. Wéhrend der Pubertit fielen
sie ebenfalls ab. Nach der Pubertit glichen sich die BMI-Werte von Jungen und Méad-
chen untereinander in unserer Kohorte an. Bei beiden Geschlechtern kam es im Ver-

gleich mit den gesunden Kindern zu einer Anndherung der BMI-SDS-Werte.
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Abbildung 7. Mittlerer BMI (in kg/m’KOF) in Abhdngigkeit des Alters (in Jahren) bei Kindern
mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel unter Therapie mit Hy-
drocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnsteroidprofile von 150 Kindern, 317 Harnstero-
idprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.

Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Abbildung 8. Mittlere BMI-SDS in Abhdingigkeit des Alters (in Jahren) bei Kindern mit klassi-
schem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel unter Therapie mit Hydrocortison
und Fludrocortison (N=576 Harnsteroidprofile von 150 Kindern, 317 Harnsteroidprofile von
Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Als nichstes untersuchten wir die verschriebene Hydrocortisondosis pro Tag (Tabelle
2). Der Kurvenverlauf ist in Abbildung 9 dargestellt. Die Dosis lag bei weiblichen
Kleinkindern bei circa 12 mg/m?KOF/Tag und bei ménnlichen Kleinkindern bei circa
10 bis 11 mg/m?’KOF/Tag. Mit zunehmendem Alter stieg die Dosis auf circa
15mg/m?KOF/Tag bei Adoleszenten an. In der Korrelationsanalyse zeigte sich eine sig-
nifikante Korrelation fiir das Alter mit der verschriebenen Hydrocortisondosis
(p=0,0002). Das Geschlecht (p=0,26) und auch das Alter und Geschlecht zusammenge-

nommen (p=0,33) waren nicht signifikant mit der verschriebenen Dosis korreliert.

Im Gegensatz zu den verordneten Glucocorticoiden wurde allerdings die auf die Kor-
peroberfliche (KOF) bezogene und logarithmierte Ausscheidung der Summe aller Cor-
tisolmetaboliten vom Alter nicht signifikant beeinflusst (p=0,61). Auch Geschlecht
(p=0,78) und Alter und Geschlecht zusammengenommen (p=0,76) hatten wiederum
keinen signifikanten Einfluss auf die Ausscheidung der Cortisolmetaboliten. Die Aus-

scheidungsraten der Cortisolmetaboliten zeigt Abbildung 10, sowie Tabelle 4.

Die Ausscheidungsraten verhielten sich gegensitzlich bei Jungen und Médchen. Mad-
chen schieden im Alter von circa acht Jahren die geringste Menge an Cortisolmetaboli-
ten aus, wihrend der Hohepunkt der Exkretion im Alter von etwa 12 Jahren erreicht
wurde. Bei Jungen verhielt es sich genau andersherum: Dort wurde eine hohe Ausschei-
dungsrate mit etwa 8 Jahren registriert, wihrend sich mit 12 Jahren eine niedrige Aus-
scheidungsrate der Summe der sieben Cortisolmetaboliten fand. Danach stiegen die

Werte bei Jungen wiederum an.

Das Verhiltnis (Ratio) der Summe der sieben gemessenen Cortisolmetaboliten (X Cor-
tisolmetaboliten) zu dem oral verabreichten Hydrocortison findet sich in der Kurve der
Abbildung 11. Es lag im Mittel bei 0,61 + 0,24 und wurde dabei nicht signifikant von
Alter (p=0,10), Geschlecht (p=0,55) oder der Interaktion von Alter und Geschlecht
(p=0,53) beeinflusst. Der Kurvenverlauf &dhnelt dem der Cortisolmetabolitenausschei-
dung in Abbildung 10, mit dem Unterschied, dass sich das Verhéltnis bei Jungen und
Maidchen in der Pubertét anglich.

46



"(10]03.40))-g ‘U0]01.10)-0 101.40)-g 10110D-0 ‘GH T JHI STHILOS) U2I1JOGDIdUI]OSINLO)) AP JWUING “UOSIAOI0APAYD.IIT
-0¢ =JHIL-VS UOSHA004pAYDLIAL = [ ‘OSIA0004pAYDLI[ =L [ UISUNZINYQY “SUNYIIOMGDPIDPUDIS PUN LDMJILN SID U2qa33up (dapury (5[
= N) [23UD-2SD]AXOIPAE-[ 7 120G SO WdYISISSOIY J1ut AdpUry 42p ((8nL/JON7W/31)3]) u02.LX2U)1]0qDIDUI]OSIA0IULL) DIADIUMYILIDSOT “f 2]]2GND]

OT0'T FLTY'E 8S6°0 F819°C CTCO'T FL9L'T STO'TFEI6T 9€6'0F ITH'E | #PS6'0FSSL'T | 9060 F069T |S96'0F LE6G'T L1
€9L°0 F09S°¢ PILOFI9LT YIL0FLEYT 1780 F LOT'€ L6V'OFL8L'E | €6V'0FE€60C | 9PSOFLEOE |90S°0F9ITEE 91
6€5°0F I8S°¢ G8L'OFO8LT Y6L°0 F 18T 198°0 F 871°¢ LO9OFI69°C | 0SY'0FBI0E | 6190 F006CT |S650FeEC€ Sl
SLYOFOLL'E 961'0 F TV6'C [1S0F686T v87'0 F 6¥¢'¢ [LSOF8SL'E | 0S90F9E0E | 0090 F6S6C |SYSOFIIEE 14!
1020 F¥98°¢ €970 F690°¢ PETO0 F $90°€ 9IT0F Sty'e SLYOF 108 | LTSOFHEO'E | 00S0F966'C |¥SHOFLIEE €l
0C0 F L06'C LYTOF LOT'E LYTOF LOT'E 1170 F 0S¢ 09€0FH08'E | LSEOFO080C | 99€0F900€ |TRE0FISEE 4!
8T 0 F9T8°¢ 9T0FI€0°€E C0S0OFII0°E 66T0F IEV'E S8EOFIEL'E | €ECPOFTCOT | OLFOFI68T |08E0FSECE 11
SECOTFEIOE SSTOTFLITE YOTOFCIT'E SST0F50S°¢ [ECOFPERE | THTOFIE0E | 9610 F980°C | ILTOFIEY € 01
681°0 F 6T8°¢ 81C°0FS90°¢ 61T0F 100°¢ S0T0FSTh'e 89I'0 F688°¢C | ICTTOFCOI'E | ¥6I'0FEOI'E |061°0F ¥8Y'¢C 6
€61'0 F618°¢ SIT0F8TO'E SYTOF 10 S61°0F9IP'€ 6CCOFPPE | LLTOFE60C | 9€TOFOVOE |PPTOF IEV'E 8
I8T°0 F8I8'E €ETO0FTL0E 90T'0 F £€86'C S61°0F €Th'e CCI0OF668C | I61'0F60I'C | €LI'OFELOE |€ST'OFO0S€E L
€91°0 ¥ S¢€8°¢ SECOTFILOE P81°0 F¥10°€ [91°0 F 8TY'¢ IITOFOIRE | ILTOFOCOE | 9€TOFEBOGT |1€CT0FRIH'E 9
T8I0 F9T6°¢ 09C0F961°¢ 981°0 F901°¢ LIT0F60S°¢ OITOFSIL'E | SOTOF666T | 1€TOFSHOT |61T0F6SE°E S
Y910 F TH8'¢E [€T0FC0T°¢E I81'0 FSL6'T SST'OF pev'€ LOT'OF E6L'E | 60T0FLIOE | LETOFOVOT |€0T0FSLEE 14
SSTOTFYEL'E 20€°0 F8Y0°¢C [ST0F€06C 79T°0 F €TE°¢ IPI'0FL69°E | T0TOFSE6T | I81'0F968C | 0SI'0FSLTE ¢

uaIoq uajpoq (Cur)

_erowosnI05 AHL-PS AH.L AHL _erouI[osnI05 AHL-PS AH.L HHL o

WYIPEIA udqoadurin wadunp udqoadurin)

47



mg/m*2/d

16-

14

12

10-

Hydrocortisone dosage

age (ys.)

Abbildung 9. Mittlere Hydrocortisondosis (in mg/m’KOF/Tag) in Abhdngigkeit des Alters (in
Jahren) bei Kindern mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel
unter Therapie mit Hydrocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnsteroidprofile von 150
Kindern, 317 Harnsteroidprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Abbildung 10. Mittlere Cortisolmetabolitenexkretion (in ug/m’KOF/Tag) in Abhingigkeit des
Alters (in Jahren) bei Kindern mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-
Mangel unter Therapie mit Hydrocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnsteroidprofile von
150 Kindern, 317 Harnsteroidprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Abbildung 11. Verhdltnis (Ratio) der summierten Cortisolmetaboliten zu der verordneten Hydro-
cortisondosis in Abhdngigkeit des Alters (in Jahren) bei Kindern mit klassischem Adrenogenita-
len Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel unter Therapie mit Hydrocortison und Fludrocortison
(N = 576 Harnsteroidprofile von 150 Kindern, 317 Harnsteroidprofile von Jungen und 259
Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Im Weiteren untersuchten wir in einem linearen gemischten Model die Korrelation des
BMI-SDS-Werts mit den logarithmierten und auf die Korperoberflaiche bezogenen Cor-
tisolmetaboliten, mit dem Alter, mit dem Geschlecht und der jeweiligen Interaktion die-
ser Parameter (Cortisolmetaboliten x Alter, Cortisolmetaboliten x Geschlecht) bei Kin-
dern unter 10 Jahren. Es zeigten sich bei diesen Kindern signifikante Ergebnisse fiir die
Metaboliten, das Alter und ihre Interaktion mit dem BMI-SDS: Die Signifikanz fiir den
Einfluss der Summe der Cortisolmetaboliten auf den BMI-SDS war p=0.0006, die Sig-
nifikanz fiir den Einfluss des Alters auf den BMI-SDS lag bei p=0,0005 und die Signifi-
kanz fiir den Einfluss der Summe der Cortisolmetaboliten x Alter war p=0,0001. Ohne
Signifikanz war der Einfluss des Geschlechts (p=0.75) und der Einfluss der Summe der
Cortisolmetaboliten x Geschlecht (p=0,80).

Die Aktivitit der So-Reduktase (Abbildung 12), und der 3p-Hydroxy-
steroiddehydrogenase (Abbildung 13) &hnelte bei der untersuchten Kohorte der von
gesunden Kindern nach den Daten von Wudy et al. 2007.
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Abbildung 12. 5a-Reduktase-Aktivitdit (Verhdltnis von (5ca-THF/THF)) in Abhdngigkeit des Al-
ters (in Jahren) bei Kindern mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-
Mangel unter Therapie mit Hydrocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnsteroidprofile von
150 Kindern, 317 Harnsteroidprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Abbildung  13.  11p-Hydroxysteroiddehydrogenase-Aktivitit  (Verhdltnis  von  ((Sa-
THF/THF)/THE)) in Abhdngigkeit des Alters (in Jahren) bei Kindern mit klassischem Adreno-
genitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel unter Therapie mit Hydrocortison und Flu-
drocortison (N=576 Harnsteroidprofile von 150 Kindern, 317 Harnsteroidprofile von Jungen
und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Als néchstes analysierten wir die auf die Korperoberfliche bezogenen Ausscheidungsra-
ten der 17a-Hydroxyprogesteronmetaboliten (Tabelle 5 und Abbildung 14). Bis zu ei-
nem Alter von 13 Jahren zeigten sie in beiden Geschlechtern einen Anstieg. Im weiteren
Verlauf nahmen sie bei Méadchen ab. Bei Jungen hielt sich die Ausscheidungsrate der

170HP-Metaboliten in etwa auf dem gleichen Level.
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Abbildung 14. Mittlere auf die Korperoberfliche bezogenen und logarithmierten 24-Stunden-
Exkretion der summierten 17a-Hydroxyprogesteronmetaboliten (in lg(ug/m’KOF/Tag)) in Ab-
hiingigkeit des Alters (in Jahren) bei Kindern mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-
Hydroxylase-Mangel unter Therapie mit Hydrocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnste-
roidprofile von 150 Kindern, 317 Harnsteroidprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile
von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Bei der Analyse der Androgenmetaboliten (Tabelle 6, Abbildungen 15-19) in der unter-
suchten AGS-Kohorte zeigte sich, dass 11B-Hydroxyandrosteron der dominierende
Androgenmetabolit war. Der Kurvenverlauf dieses Metaboliten ist in Abbildung 15 dar-
gestellt. Bei beiden Geschlechtern kommt es mit zunehmendem Alter zu einem Anstieg
der Metabolitenausscheidung mit einem Maximum von 13 Jahren bei Médchen und 14

Jahren bei Jungen. Danach fallen die Werte ab.

In Abbildung 16 ist der Verlauf der mittleren auf die Korperoberfliche bezogenen und
logarithmierten 24-Stunden-Ausscheidung der summierten DHEA-Metaboliten darge-
stellt. Bei beiden Geschlechtern steigt die Exkretionsrate ab ca. 9 Jahren deutlich an und
findet ihr Maximum mit ca. 15 Jahren. Ab ca. 9 Jahre kommt es bei den Jungen zu ei-
nem starken Anstieg der Ausscheidung der Summe der DHEA-Metaboliten, wihrend
der Anstieg der Ausscheidungsmengen bei den Madchen im Vergleich geringer ausfllt.
Bis zum ca. 9. Lebensjahr findet sich bei beiden Geschlechtern ein etwa identischer An-

stieg der Ausscheidungsmenge.

In den Abbildungen 17 und 18 sind die Verldufe der mittleren auf die Kdrperoberflidche
bezogenen und logarithmierten 24-Stunden-Ausscheidungen von Androsteron und Etio-
cholanolon dargestellt. Die Kurvenverldufe beider Metaboliten sind nahezu identisch:
Es findet sich ein Anstieg sowohl bei Androsteron, als auch bei Etiocholanolon bei Jun-
gen und Médchen bis ca. 11 Jahre. Danach kommt es bei Jungen bei beiden Metaboliten
zu einem etwas ausgeprigteren Anstieg der Exkretion mit Maximum um das 16. Le-
bensjahr, wihrend das Maximum der Exkretion etwas weniger ausgepragt bei Médchen

bei ca. 14 Jahren liegt.

Zusitzlich ist in Abbildung 19 die Summe der auf die mittleren Korperoberflachen be-
zogenen und logarithmierten 24-Stunden-Auscheidungen der Androgenmetaboliten ab-
gebildet. Es findet sich ein dhnliches Bild, wie bei Androstendion und Etiocholanolon.
Die auf die Korperoberfliche berechnete summierte Androgenexkretion stieg progre-
dient bei Jungen und Midchen bis zu einem Alter von etwa 10 bis 11 Jahren, danach
stieg die Ausscheidung bei Jungen deutlicher an als bei Maddchen. Das Maximum lag bei
Jungen bei ca. 16 Jahren, bei den Méidchen lag das Maximum der Kdorperoberfldchen-

adjustierten und logarithmierten Exkretion bei ca. 14 Jahren.
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Abbildung 15. Mittlere auf die Kérperoberfliche bezogene und logarithmierte 24-Stunden-
Exkretion von 11-Hydroxyandrosteron (in lg(ug/m’KOF/Tag)) in Abhdngigkeit des Alters (in
Jahren) bei Kindern mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel
unter Therapie mit Hydrocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnsteroidprofile von 150
Kindern, 317 Harnsteroidprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Abbildung 16. Mittlere auf die Kérperoberfliche bezogene und logarithmierte 24-Stunden-
Exkretion der summierten DHEA-Metaboliten (in lg(ug/m’KOF/Tag)) in Abhdingigkeit des Al-
ters (in Jahren) bei Kindern mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-
Mangel unter Therapie mit Hydrocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnsteroidprofile von
150 Kindern, 317 Harnsteroidprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).
Summe der DHEA-Metaboliten = 17[(-Androstendiol, 17a-Androstendiol, DHEA, 16a-
Hydroxy-DHEA, 16~ Androstentriol

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Abbildung 17. Mittlere auf die Kérperoberfliche bezogene und logarithmierte 24-Stunden-
Exkretion von Androsteron (in lg(ug/m’KOF/Tag)) in Abhdngigkeit des Alters (in Jahren) bei
Kindern mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 2 1-Hydroxylase-Mangel unter Therapie
mit Hydrocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnsteroidprofile von 150 Kindern, 317
Harnsteroidprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Abbildung 18. Mittlere auf die Kérperoberfliche bezogene und logarithmierte 24-Stunden-
Exkretion von Etiocholanolon (in lg(ug/m’KOF/Tag)) in Abhdingigkeit des Alters (in Jahren) bei
Kindern mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel unter Therapie
mit Hydrocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnsteroidprofile von 150 Kindern, 317
Harnsteroidprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Abbildung 19. Mittlere auf die Kérperoberfliche bezogene und logarithmierte 24-Stunden-
Exkretion der summierten Androgenmetaboliten (in lg(ug/m’KOF/Tag)) in Abhdngigkeit des
Alters (in Jahren) bei Kindern mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-
Mangel unter Therapie mit Hydrocortison und Fludrocortison (N = 576 Harnsteroidprofile von
150 Kindern, 317 Harnsteroidprofile von Jungen und 259 Harnsteroidprofile von Mddchen).
Summe der Androgenmetaboliten = Androsteron, Etiocholanolon, 11[-Hydroxyandrosteron,

17 p-Androstendiol, 17 a-Androstendiol, Dehydroepiandrosteron (DHEA), 16ca-Hydroxy-DHEA,

16 a- Androstentriol.

Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt, der Kurvenverlauf der Mddchen in rot.
Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall

des Mittelwerts aus.
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Zusitzlich sind in Abbildung 20 die mittleren logarithmierten 24-Stunden-Extretionen

der Androgenmetaboliten als absolute Werte (in Ig(pg/Tag)) dargestellt, um die hohen

Exkretionswerte zu veranschaulichen und diese mit den Werten gesunder Kinder ver-

gleichen zu konnen.
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Abbildung 20. Mittlere logarithmierte absolute Werte der Androgenmetaboliten (11[-

Hydroxyandrosteron, Summe der DHEA-Metaboliten (17-Androstendiol, 17a-Androstendiol,

DHEA, 16a-Hydroxy-DHEA, 16~ Androstentriol), Androsteron, Summe der Androgenmetabo-

liten (AN, ET, 110HAN, 17p-Androstendiol, 17 a-Androstendiol, DHEA, 16a-Hydroxy-DHEA,

16~ Androstentriol)) in lg(ug/Tag) in Abhdngigkeit des Alters (in Jahren) bei Kindern mit klas-

sischem Adrenogenitalem Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel unter Therapie mit Hydrocorti-

son und Fludrocortison (N = 150 Kinder). Der Kurvenverlauf der Jungen ist in blau dargestellt,

der Kurvenverlauf der Mddchen in rot. Die durchgezogene Linie stellt den Mittelwert dar, die

Schattenbereiche fiillen das 95% Intervall des Mittelwerts aus.
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4.2 STUDIENTEIL 11

Im zweiten Studienabschnitt wurden zusétzlich zu den Z-Scores (SDS-Werten) der Kor-
perhohe und des BMI aus Studienteil I Z-Scores der Harnsteroidmetaboliten erstellt.
Die neue Kohorte bestand aus 99 Patienten (56 Jungen und 43 Médchen) zwischen 3,0
und 10,9 Jahren. Es wurden 190 Harnsteroidprofile analysiert. 112 Harnsteroidprofile
waren von Jungen, 78 von Médchen.

Von sieben Kindern wurden jeweils vier Proben verwendet, von 17 Kindern jeweils
drei, von 36 Kindern jeweils zwei Proben und von 36 Kindern jeweils eine Probe. Die
Kohorte wurde zundchst in vier Altersgruppen eingeteilt: Altersgruppe 3-4 Jahre, 5-6
Jahre, 7-8 Jahre und 9-10 Jahre.

Im ersten Abschnitt wurden wiederum die Z-Scores fiir Kérperhdhe (Grofle) und BMI
der Kohorte berechnet. Die Werte sind in Tabelle 7 und 8 auf folgender Seite dargestellt.
Die mittleren Kdrperhohen-Z-Scores waren bei beiden Geschlechtern in der ersten Al-
tersgruppe (3—4 Jahre) noch negativ, in den Altersgruppen 5—10 Jahre allerdings positiv.

Die mittleren BMI-Z-Scores waren durchweg positiv in unserer Kohorte.
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Altersgruppe Hydrocor-

in Jahren tisondosis Grolle Z- Gewicht BMI BMI Z-
(MW =+ SD) N | (mg/m*d) | GroBe (cm) Score (kg) (kg/m?) Score
3-4(42 £0.5) |19 114+22 | 1055+7.8 |-0.06+1.44 | 188+39 | 16.7+£1.6 | 0.65+1.16
5-6(6.0+0.5) |[31] 11.8+£22 | 1203+7.2 | 040+£1.37 | 257+£6.2 | 17.5+2.5 ] 0.84+£1.03
7-8(8.0+0.5) [32] 127+2.5 | 133.5+6.1 | 042+£0.95 | 33.7+6.3 | 18.7+£2.6 | 0.86 £0.80
9-10 (9.8+0.5) | 30| 13.3+4.1 1432+74 | 0.33+1.01 | 41.5+83 | 20.1+£29 | 0.76 +£0.71
Tabelle 7. Alter und Wachstumsdaten sowie Hydrocortisondosis bei Jungen mit 21-OHD.

Altersgruppe in Hydrocor-

Jahren tisondosis Grofle Z- Gewicht BMI BMI Z-
(MW =+ SD) N | (mg/m?*/d) | Grofe (cm) Score (kg) (kg/m?) Score
3-4(3.9+£0.5) 171 11,618 | 1025+83 | -0.10+1.37 | 174+3.7 | 16.6+2.6 | 0.34+1.50
5-6 (6.0 £ 0.5) 191 12.7+19 | 1180+7.8 | 0.16 £1.35 | 24.7+6.5 | 17529 | 0.75+1.26
7-8 (7.9 £ 0.5) 19| 123+2.7 | 130.0+79 | 0.15+1.26 | 30.1+7.8 | 17.6+2.7 | 0.37+1.14
9-10 (10.1£04) |23 144+£34 | 1422+£7.7 | 0.03£1.19 | 40.8£9.9 | 19.9+£3.2 | 0.61 £0.86

Tabelle 8. Alter und Wachstumsdaten sowie Hydrocortisondosis bei Mddchen mit 21-OHD.

Tabelle 7 und 8 zeigen die verschriebene Hydrocortisondosis, Grofse, Grofien-Z-Scores, Ge-

wicht, BMI und BMI-Z-Scores bei Kindern mit klassischem Adrenogenitalem Syndrom bei 21-

Hydroxylase-Mangel unter Therapie mit Hydrocortison und Fludrocortison. N = Anzahl der

Harnsteroidprofile von insgesamt 99 Patienten (56 Jungen und 43 Mddchen).
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Im Anschluss wurden die Z-Scores der Metaboliten (als Median, Minimum, Maximum

mit Range, 1. und 3. Quartil) erstellt und zwischen den Geschlechtern verglichen.

Auf den folgenden Seiten stellen Abbildungen 21-24 die Z-Scores als Balkendiagramme
(Boxplots) mittels Median, Minimum, Maximum, der Range, sowie erstem und drittem
Quartil dar. Es sind zudem die signifikanten Unterschiede der Harnsteroide in den vier
Altersgruppen wiedergegeben. Jedes Diagramm zeigt eine Altersgruppe. Die Z-Scores
der Harnsteroidexkretion bei Mddchen sind in rot und bei Jungen in blau abgebildet.
Sie sind auf der y-Achse eingezeichnet; dabei dient die Nulllinie zur Orientierung des Z-
Scores Null. Die horizontalen Linien in den farbig ausgefiillten Kdsten zeigen die Medi-
ane, die Kdsten die Quartile (1. und 3. Quartil). Die vertikalen Linien bilden die Range
der Werte ab. Ausreifser sind als Punkte dargestellt. Die Klammern zeigen die jeweiligen
Unterschiede der p-Werte von den auf der x-Achse genannten Metaboliten zwischen den
Geschlechtern (Klammern von rot zu blau) oder untereinander bei nur einem Ge-

schlecht (Klammern zwischen gleicher Farbe) an.

Als 170HP-Metaboliten gelten 17a-Hydroxypregnanolon und 17a-
Hydroxyallopregnanolon. Als DHEA-Metaboliten sind DHEA, 16a-Hydroxy-DHEA,
17p-Androstendiol, 17a-Androstendiol und 16a-Androstentriol zusammengefasst. Die
Cortisolmetaboliten beinhalten Tetrahydroocortisol, 5 a-Tetrahydrocortisol, Tetrahydro-

cortison, a-Cortol, p-Cortol, a-Cortolon, p-Cortolon. AN = Androsteron, 110HAN =

11 f-Hydroxyandrosteron.

67



Z Score

10-

age group 3-4 ys.

P=0.01
I ]
P=0.01
I |
P =0.04
.
AN 110H-AN DHEA metabolites 170HP metabolites  Cortisol metabolites

Abbildung 21. Z-Scores der Exkretion von AN, 110HAN, DHEA-Metaboliten, 170OHP-
Metaboliten und der Cortisolmetaboliten in der Altersgruppe 3—4 Jahre mit den signifikanten
Unterschiede bei Jungen und Mddchen mit 21-OHD.

Die Balken der Z-Scores der Harnsteroidexkretion bei Mddchen sind in rot und bei Jungen in
blau abgebildet. Sie sind auf der y-Achse eingezeichnet; dabei dient die Nulllinie zur Orientie-
rung des Z-Scores Null. Die horizontalen Linien in den farbig ausgefiillten Kdsten zeigen die
Mediane, die Kdsten die Quartile (1. und 3. Quartil). Die vertikalen Linien bilden die Range der
Werte ab. Ausreifser sind als Punkte dargestellt. Die Klammern zeigen die jeweiligen Unter-
schiede der p-Werte von den auf der x-Achse genannten Metaboliten zwischen den Geschlech-
tern (Klammern von rot zu blau) oder untereinander bei nur einem Geschlecht (Klammern zwi-

schen gleicher Farbe) an.
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Abbildung 22. Z-Scores der Exkretion von AN, 110HAN, DHEA-Metaboliten, 170OHP-
Metaboliten und der Cortisolmetaboliten in der Altersgruppe 5—6 Jahre mit den signifikanten
Unterschiede bei Jungen und Mddchen mit 21-OHD.

Die Balken der Z-Scores der Harnsteroidexkretion bei Mddchen sind in rot und bei Jungen in
blau abgebildet. Sie sind auf der y-Achse eingezeichnet; dabei dient die Nulllinie zur Orientie-
rung des Z-Scores Null. Die horizontalen Linien in den farbig ausgefiillten Kdsten zeigen die
Mediane, die Kdsten die Quartile (1. und 3. Quartil). Die vertikalen Linien bilden die Range der
Werte ab. Ausreifser sind als Punkte dargestellt. Die Klammern zeigen die jeweiligen Unter-
schiede der p-Werte von den auf der x-Achse genannten Metaboliten zwischen den Geschlech-
tern (Klammern von rot zu blau) oder untereinander bei nur einem Geschlecht (Klammern zwi-

schen gleicher Farbe) an.
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Abbildung 23. Z-Scores der Exkretion von AN, 110HAN, DHEA-Metaboliten, 170OHP-
Metaboliten und der Cortisolmetaboliten in der Altersgruppe 7-8 Jahre mit den signifikanten
Unterschiede bei Jungen und Mddchen mit 21-OHD.

Die Balken der Z-Scores der Harnsteroidexkretion bei Mddchen sind in rot und bei Jungen in
blau abgebildet. Sie sind auf der y-Achse eingezeichnet; dabei dient die Nulllinie zur Orientie-
rung des Z-Scores Null. Die horizontalen Linien in den farbig ausgefiillten Kdsten zeigen die
Mediane, die Kdsten die Quartile (1. und 3. Quartil). Die vertikalen Linien bilden die Range der
Werte ab. Ausreifser sind als Punkte dargestellt. Die Klammern zeigen die jeweiligen Unter-
schiede der p-Werte von den auf der x-Achse genannten Metaboliten zwischen den Geschlech-
tern (Klammern von rot zu blau) oder untereinander bei nur einem Geschlecht (Klammern zwi-

schen gleicher Farbe) an.
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Abbildung 24. Z-Scores der Exkretion von AN, 110HAN, DHEA-Metaboliten, 170OHP-
Metaboliten und der Cortisolmetaboliten in der Altersgruppe 9—10 Jahre mit den signifikanten
Unterschiede bei Jungen und Mddchen mit 21-OHD.

Die Balken der Z-Scores der Harnsteroidexkretion bei Mddchen sind in rot und bei Jungen in
blau abgebildet. Sie sind auf der y-Achse eingezeichnet; dabei dient die Nulllinie zur Orientie-
rung des Z-Scores Null. Die horizontalen Linien in den farbig ausgefiillten Kdsten zeigen die
Mediane, die Kdsten die Quartile (1. und 3. Quartil). Die vertikalen Linien bilden die Range der
Werte ab. Ausreifser sind als Punkte dargestellt. Die Klammern zeigen die jeweiligen Unter-
schiede der p-Werte von den auf der x-Achse genannten Metaboliten zwischen den Geschlech-
tern (Klammern von rot zu blau) oder untereinander bei nur einem Geschlecht (Klammern zwi-

schen gleicher Farbe) an.
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Es fiel auf, dass sich in allen Altersgruppen die Z-Scores von AN im mittleren normalen
bis leicht negativen Bereich befanden und die Z-Scores der DHEA Metaboliten deutlich
negative supprimierte Werte zeigten. Die Z-Scores von 110OHAN hingehen présentierten

sich in unserer Studie im positiven Bereich.

Es wurden die Z-Scores zwischen den Geschlechtern verglichen. Hier zeigten sich sig-
nifikante Unterschiede zwischen den Geschlechtern bei den Z-Scores der DHEA-
Metaboliten (DHEA, 160-Hydroxy-DHEA, 17B-Androstendiol, 17a-Androstendiol und
16a-Androstentriol) in folgenden Altersgruppen: 3—4 Jahre (p = 0.04), 7-8 Jahre (p <
0.001), 9-10 Jahre (p < 0.001). Ebenfalls gab es einen signifikanten Unterschied zwi-
schen den Geschlechtern bei den 17a-Hydroxyprogesteron-Metaboliten (17HP und Sa-
17HP) in der Altersgruppe 7—8 Jahre (p = 0.01), 9-10 Jahre (p = 0.03) und bei den Cor-
tisolmetaboliten in der Altersgruppe 9-10 Jahre (p = 0.02). Kein signifikanter Unter-
schied konnte fiir Androsteron oder 11B-Hydroxyandrosteron zwischen den Geschlech-

tern nachgewiesen werden.

9-10 Jahre

Altersgruppe

3-4 Jahre

5-6 Jahre

7-8 Jahre

p-Wert

0,04

nicht signifikant

<0.001

<0.001

Tabelle 9. Unterschied der DHEA-Metaboliten-Z-Scores zwischen den Geschlechtern

Altersgruppe

3-4 Jahre

5-6 Jahre

7-8 Jahre

9-10 Jahre

p-Wert

nicht signifikant

nicht signifikant

0.01

0.03

Tabelle 10. Unterschied der 170HP-Metaboliten-Z-Scores zwischen den Geschlechtern

Altersgruppe

3-4 Jahre

5-6 Jahre

7-8 Jahre

9-10 Jahre

p-Wert

nicht signifikant

nicht signifikant

nicht signifikant

0.02

Tabelle 11. Unterschied der Cortisolmetaboliten-Z-Scores zwischen den Geschlechtern
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Der genaue Blick auf die Unterschiede der Androgenmetaboliten bei jeweils nur einem
Geschlecht zeigte ebenfalls interessante Ergebnisse: Zum einen unterschieden sich bei
Jungen die Z-Scores der drei Androgenmetaboliten Androsteron, 11f-
Hydroxyandrosteron und die DHEA-Metabolitengruppe signifikant untereinander in

allen untersuchten Altersgruppen:

Altersgruppe

3-4 Jahre

5-6 Jahre

7-8 Jahre

9-10 Jahre

p-Wert

0.02

<0.001

<0.001

<0.001

Tabelle 12. Unterschied der Androgenmetaboliten-Z-Scores untereinander bei den Jungen

Bei Médchen zeigte die gleiche Analyse fiir die drei letzten Altersgruppen signifikante

Ergebnisse:
3-4 Jahre 5-6 Jahre 7.8 Jahre 9-10 Jahre
Altersgruppe
. o <0.001
p-Wert nicht signifikant | 0.02 <0.001

Tabelle 13. Unterschied der Androgenmetaboliten-Z-Scores untereinander bei den Mddchen
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Im Einzelnen betrachtet waren die Z-Scores des 11p3-Hydroxyandrosterons (11OHAN)

bei Jungen damit auch in allen Altersgruppen signifikant hoher als die des Androsterons

(AN):
3-4 Jahre 5-6 Jahre 7.8 Jahre 9-10 Jahre
Altersgruppe
0.01 <0.001 <0.001 <0.001
p-Wert

Tabelle 14. Unterschiede zwischen 110OHAN- und AN-Z-Scores bei den Jungen

Bei Médchen ergaben sich wiederum fiir die letzten drei Altersgruppen signifikante Er-

gebnisse:
3-4 Jahre 5-6 Jahre 7.8 Jahre 9-10 Jahre
Altersgruppe
. o <0.001
p-Wert nicht signifikant | 0.02 <0.001

Tabelle 15. Unterschiede zwischen 11 OHAN- und AN-Z-Scores bei den Mddchen

Im Vergleich mit den Z-Scores der DHEA-Metaboliten zeigten sich fiir die Z-Scores des

11B-Hydroxyandrosterons siginifikant erhdhte Werte bei Jungen in drei Altersgruppen

zwischen 5—-10 Jahren:

Altersgruppe

3-4 Jahre

5-6 Jahre

7-8 Jahre

9-10 Jahre

p-Wert

nicht signifikant

<0.001

<0.001

<0.001

Tabelle 16. Unterschiede zwischen 110HAN- und DHEA-Metaboliten-Z-Scores bei den Jungen
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Nur die dlteren zwei Altersgruppen zeigten signifikant hohere Z-Scores fiir 110HAN,
als fiir DHEA bei Médchen:

Al 3-4 Jahre 5-6 Jahre 7.8 Jahre 9-10 Jahre
tersgruppe

p-Wert nicht signifikant | nicht signifikant | <0.001 <0.001

Tabelle 17. Unterschiede zwischen den 110HAN- und DHEA-Metaboliten-Z-Scores bei den
Mddchen

Untereinander unterschieden sich die Z-Scores von Androsteron und der DHEA-
Metaboliten nur bei Jungen in der jlingsten und der dltesten Altersgruppe: 3—4 Jahre
(P=0,01) und 9-10 Jahre (P<0,05). Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass in der Alters-
gruppe von 3-4 Jahren Androsteron niedriger gemessen wird als DHEA, und in der Al-
tersgruppe 9-10 Jahre wegen der supprimierten Adrenarche DHEA niedriger gemessen

wird als Androsteron.

Der Androgenexzess bei Kindern mit 21-OHD geht somit mit der iiberschieenden Ex-
kretion von 110HAN einher. Neben den in den Boxplots dargestellten Z-Scores der
Androgenmetaboliten bestitigte sich diese Erkenntnis in den signifikanten Unterschie-
den von 110HAN mit AN und DHEA in der Mehrzahl der Altersgruppen (Tabelle 14-
17).

Tabelle 18 stellt die absoluten Werte der Androgenausscheidungsmengen und die der
weiteren Metaboliten in ug/m?KOF/Tag dar. Die Ausscheidung von 110HAN iiberstieg
die Ausscheidungsmengen von AN um das Dreifache und veranschaulicht so auch in
dieser Darstellung die Dominanz des 110HAN im Vergleich mit den anderen Andro-

genmetaboliten.

In allen Altersgruppen waren ebenso die Z-Scores der 170HP- und Cortisolmetaboliten
erhoht. Unsere Untersuchung zeigt, dass die Behandlung mit Hydrocortison supra-
physiologisch ist, denn die Ausscheidung der Cortisolmetaboliten ist deutlich erhoht.
Dennoch  kommt es nicht zu einer Normalisierung der 170HP-

Metabolitenausscheidung.
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2
ug/m*KOF/Tag lg(ug/m”KOF/Tag)
(Median (IOR)) (Mittelwert + SD)
1.790 £ 0.63
Androsteron (AN) 100 (23-181)
11B-Hydroxyandrosteron 329 (157-582) 2.406 +0.523
(110HAN)
1.550+£0.281
DHEA-Metaboliten 33 (24-46)
17-Hydroxypregnanolone 491 (86-1138) 2.545+£0.726
(17HP+5c-17HP)
2.343+0.751
Pregnantriolon (PTO) 330 (82-765)
3.809+0.179
Cortisolmetaboliten 6523 (5040-8778)

Tabelle 18. Tagliche Harnsteroidexkretion der Androgenmetaboliten Androsteron (AN) und 11 -
Hydroxyandrosteron (110HAN), der DHEA-Metaboliten (Summe aus DHEA, 16a-Hydroxy-
DHEA, 175-Androstendiol, 170-Androstendiol und 16a-Androstentriol), der 170HP-
Metaboliten (Summe aus 17 a-Hydroxypregnanolon (17HP) und 17 o-Hydroxyallopregnanolon
(5a-17HP)), des 21-Desoxycortisol-Metaboliten Pregnantriol (PTO), sowie der Cortisolmeta-
boliten (Tetrahydroocortisol, 5a-Tetrahydrocortisol, Tetrahydrocortison, a-Cortol, p-Cortol, a-
Cortolon, B-Cortolon) in ug/m’KOF/Tag und lg(ug/m’KOF/Tag). Die Kohorte bestand aus 99
Patienten (56 Jungen und 43 Mddchen) zwischen 3,0 und 10,9 Jahren. Es wurden 190 Harnste-

roidprofile analysiert. 112 Harnsteroidprofile waren von Jungen, 78 von Mddchen.

Abkiirzungen: IQR= Interquartile range = Interquartilsabstand, beinhaltet 50% der mittleren
Werte der Stichprobe; lg = dekadischer Logarithmus;, SD = standard deviation = Standardab-

weichung.
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In einer linearen Korrelationsanalyse nach Pearson untersuchten wir den in Tabelle 19
und Abbildung 25 dargestellten Zusammenhang der Exkretion von 11B-
Hydroxyandrosteron als abhdngige Variable mit der jeweiligen Exkretion des
Androstendion- und Testosteronmetaboliten Androsteron (AN) (Abb. 25A), des 21-
Desoxycorticosteronmetaboliten Pregnantriolon (PTO) (Abb. 25B), der 170HP-
Metaboliten (17a-Hydroxypregnanolon und 17a-Hydroxyallopregnanolon) (Abb. 25C),
der DHEA-Metaboliten (DHEA, 16a-Hydroxy-DHEA, 178-Androstendiol, 17a-
Androstendiol und 16a-Androstentriol) (Abb. 25D), der Cortisolmetaboliten (Tetrahyd-
roocortisol, So-Tetrahydrocortisol, Tetrahydrocortison, a-Cortol, B-Cortol, a-Cortolon,

B-Cortolon) (Abb. 25E) und dem Alter (Abb. 25F) als Einflussvariablen.

In Tabelle 19 ist der Regressionskoeffizient » mit dem zugehorigen 95% Konfidenzin-
tervall und der Korrelationskoeffizient » mit dem zugehorigen 95% Konfidenzintervall

angegeben.
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b und 95% rund 95% p-Wert
Konfidenzintervall Konfidenzintervall
AN b=0.62 r=20.76 <0.0001
(Metabolit von (95% KI- 0.51-0.73) (95% KI: 0.66-0.83)
A4, Testosteron,
Dihydrotestosteron)
P10 b=0.56 r=0.81 <0.0001
(Metabolit von 21- (95% KI: 0.48-0.65) (95% KI: 0.73-0.87)
Desoxycorticosteron)
170HP-Metaboliten (17 a- b =058 ;=081 < 0.0001
Hydroxypregnanolon + (95% KI: 0.50-0.67) (95% KI: 0.72-0.87)
17
Hydroxyallopregnanolon)
DHEA-Metaboliten b=057 r= 03] 0.002
(DHEA, (95% KI: 0.21-0.92) (95% KI: 0.11-0.47)
160-Hydroxy-DHEA,
17B-Androstendiol,
17a-Androstendiol,
16a-Androstentriol)
Cortisolmetaboliten b=0.50 =017 0.09
(Tetrahydroocortisol, (95% KI: -0.08-1.08) | (95% KI: -0.03-0.36) | (nicht
Sa-Tetrahydrocortisol, signifikant)
Tetrahydrocortison,
a-Cortol, p-Cortol,
a-Cortolon, -Cortolon)
Alter b=0.10 r=035 0.0004
(95% KI: 0.05-0.15) (95% KI: 0.16-0.51)

Tabelle 19. Lineare Korrelationsanalyse nach Pearson. Gezeigt ist in der linearen Korrelations-
analyse nach Pearson der Einfluss der logarithmierten und auf die Korperoberfliche berechne-

ten Harnsteroidexkretion pro Tag von AN (Androsteron), PTO (Pregnantriolon), 170OHP-
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Metaboliten, DHEA-Metaboliten, Cortisolmetaboliten und des Alters auf die Ausscheidung von
1IOHAN (11p-Hydroxyandrosteron) bei Kindern mit 21-OHD. Die Kohorte bestand aus 99
Patienten (56 Jungen und 43 Mddchen) zwischen 3,0 und 10,9 Jahren.

Als 170HP-Metaboliten sind 17a-Hydroxypregnanolon und 17 a-Hydroxyallopregnanolon zu-
sammengefasst, die DHEA-Metaboliten beschreiben die Summe aus DHEA, 16a-hydroxy-
DHEA, 17B-Androstendiol, 17a-Androstendiol und 16a-Androstentriol. Als Cortisolmetaboliten
gelten Tetrahydrocortisol, So-Tetrahydrocortisol, Tetrahydrocortison, a- und p-Cortol, und a-

und p-Cortolon.
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Abbildung 25 A-F. Lineare Regressionsanalyse der logarithmierten und auf die KOF berechne-
ten Harnsteroidexkretion von 110HAN in Abhdngigkeit von AN (A), PTO (B), 170HP-
Metaboliten (17HPs) (C), DHEA-Metaboliten (D), Cortisolmetaboliten (E) und Alter (F). Ab-

kiirzungen: R’ = Determinationskoeffizient, 110HAN= 11 -Hydroxyandrosteron, AN=
Androsteron, 2IDF=  21-Desoxycortisol, ~PTO=  Pregnantriolon, 17HPs= 17a-

Hydroxypregnanolone (17 a-Hydroxypregnanolon und 17a-Hydroxyallopregnanolon), DHEA=
DHEA-Metaboliten = DHEA+160-Hydroxy-DHEA+ 17f-Andro-

stendiol+17a-Androstendiol+16a-Androstentriol.

Dehydroepiandrosteron.
Cortisolmetaboliten =  Tetrahydrocor-

tisol+5a-Tetrahydrocortisol+Tetrahydrocortison+a- und p-Cortol+ a- und S-Cortolon.
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Anschlielend ergidnzten wir unsere Untersuchung um eine multivariate Regressionsana-
lyse. Die Harnsteroidexkretion von 11B-Hydroxyandrosteron (110HAN) stellte dabei
die abhingige Variable dar, wihrend die Harnsteroidexkretionen von Androsteron (AN),
den 17a-Hydroxypregnanolonen (17HPs= 17HP+5a17HP), von Pregnantriolon (PTO)
und der DHEA-Metaboliten (DHEA, 16a-Hydroxy-DHEA, 178-Androstendiol, 17a-
Androstendiol, 16a-Androstentriol) sowie das Alter als mogliche Einflussfaktoren ge-
wihlt wurden. Auch das Alter wurde als Einflussvariable hinzugefiigt. Die Harnstero-

idmetabolitexkretionsraten wurden logarithmiert und auf die KOF berechnet.

In Tabelle 20 sind die Ergebnisse der statistischen Analyse dargestellt. Die multivariate
Regressionsanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des 21-
Desoxycortisolmetaboliten PTO (p=0,0006) und des Androsterons (p=0,0008), dem
Harnsteroidmetaboliten des Androstendions (A4), Testosterons und Dihydrotestoste-
rons, auf die Exkretion von 110HAN. Auch die 170HP-Metaboliten (p=0,04) zeigten
einen schwicheren statistisch signifikanten Einfluss auf 110HAN. Insgesamt ergibt sich
so das Bild von iiber zwei Wege entstehenden 11-oxygenierten-Androgenen bei Kindern
mit klassischem Adrenogenitalem Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel unter Therapie
mit Hydrocortison und Fludrocortison. Zum einen erfolgt die Synthese, wie bereits an-
genommen, iiber Androstendion (Pretorius et al., 2016), zum anderen kann aus unserer
Analyse geschlussfolgert werden, dass die Synthese iiber die direkte 11-Hydroxylierung
von 170HP zu 21-Desoxycortisol erfolgt, das anschlieBend in 11-

Hydroxyandrostendion umgewandelt wird.
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B t-Wert yij p-Wert
AN 0.231 £0.066 | 3.48 0.280 0.0008
[70HP-Metabolite 0.175+0.084 | 2.08 0.243 0.04
21-

0.264+0.075 | 3.53 0.379 0.0006
Desoxycortisolmetabolit
Pregnantriolon (PTO)
DHEA-Metaboliten 0.031+0.107 | -0.29 0.016 0.78
Alter 0.038+0.015 | 2.46 0.133 0.02

Tabelle 20. Multivariate Regressionsanalyse der logarithmierten und auf die Korperoberfld-
che berechneten Harnsteroidexkretion von 11OHAN als abhdingige Variable und der
Harnsteroidexkretion von AN, 170HP-Metaboliten, PTO, der DHEA-Metaboliten und des
Alters als Einflussvariablen (110HAN ~ 170HP-Metaboliten + PTO + DHEA-Metaboliten
+ Alter). B gibt den Regressionskoeffizienten an, [ beschreibt den standardisierten Regres-
sionskoeffizienten, der t-Wert gibt den Quotienten aus Regressionskoeffizient und Standard-

fehler an. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Abkiirzungen: 110HAN = 11 -Hydroxyandrosteron, AN = Androsteron, PTO = Pregnan-
triolon, 170HP = 17 a-Hydroxyprogesteronmetaboliten (17 a-Hydroxypregnanolon+17a-
Hydroxyallopregnanolon), DHEA = Dehydroepiandrosteron, DHEA-Metaboliten =
DHEA+160-Hydroxy-DHEA+ 173-Androstendiol+ 1 7a-Androstendiol+ 1 6a-Androstentriol.

Standardfehler der Residuen: 0.266 bei 93 Freiheitsgraden. R: 0.869; R’: 0.755; Adjustier-
tes R?: 0.742. F-Statistik: 57.33 bei 5 und 93 Freiheitsgraden; f: 3.082; p-Wert: < 2.2e-16.

82




Teile der Ergebnisse dieser Studie wurden vorab in folgenden Publikationen verdffent-

licht:

The urinary steroidome of treated children with classic 21-hydroxylase deficiency.
Kamrath, C.!, Wettstaedt L.!, Boettcher, C., Hartmann, M.F., Wudy, S.A.. Journal
of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 165, pp.396—406. (Online 08/2016,
im Druck 01/2017)

('both authors contributed equally to this work)
und

Androgen excess is due to elevated 11-oxygenated androgens in treated children
with congenital adrenal hyperplasia. Kamrath. C., Wettstaedt, L., Boettcher, C.,
Hartmann, M.F., Wudy, S.A.. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biolo-
2y, 178, pp. 221-228. (Online 12/2017, im Druck 04/2018)
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S  DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden Wachstums- und Gewichtsverldufe von Kindern mit
behandeltem klassischem Adrenogenitalen Syndrom bei 21-Hydroxylase-Mangel und
ihre im Urin ausgeschiedenen Mengen von Harnsteroiden untersucht. Die Analyse der
Harnsteroide fand mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie aus 24-Stunden-
Sammelurinen statt und ergab die Ausscheidungsraten pro Tag. Es handelte sich um eine
retrospektive Datenauswertung. Die Analyse ermdglichte es, Einblicke in das krank-
heitsspezifische Steroidmetabolom von behandelten Kindern mit klassischem Adreno-
genitalen Syndrom zu bekommen. Es wurden Referenzwerte fiir die 24-Stunden-
Harnmetaboliten der Androgene (Androsteron, Etiocholanolon, 11p-Hydroxyandro-
steron, 2>, Dehydroepiandrosteron-Metaboliten), des 17a-Hydroxyprogesterons (17a-
Hydroxypregnanolon,  17a-Hydroxyallopregnanolon,  Pregnantriol, >  17a-
Hydroxyprogesteron-Metaboliten), des 21-Desoxycortisols (Pregnantriolon), sowie des
Cortisols (Tetrahydrocortison, Tetrahydrocortisol, Sa-Tetrahydrocortisol, 2. Cortisolme-
taboliten) bei erkrankten Kindern erstellt (Studienteil I). Im Anschluss erfolgte die Er-
stellung von Z-Scores, die die 24-Stunden-Harnmetabolitausscheidung betroffener Kin-
der in Bezug zu der 24-Stunden-Harnmetabolitausscheidung von gleichaltrigen
Gesunden setzten. Von besonderem Erkenntniswert war die Messung von 11[3-
Hydroxyandrosteron als Metabolit der 11-oxygenierten-Androgene, das fiir das zukiinf-
tige Behandlungsregime beim Adrenogenitalen Syndrom von besonderer Bedeutung

sein konnte.

In der folgenden Diskussion sollen insbesondere methodische Stirken und Schwéchen
hinsichtlich der Verwendung der Gaschromatographie-Massenspektrometrie, der Zu-
sammenstellung des Patientenkollektivs, sowie der Statistik erwdhnt werden. Zudem
werden im Anschluss die Ergebnisse der Harnsteroidanalyse in den internationalen For-
schungskontext eingeordnet. Abschlieend wird die Bedeutung der neuen Erkenntnisse
zum Therapiemonitoring des 21-Hydroxylase-Mangels bei Kindern mit klassischem

Adrenogenitalen Syndrom diskutiert.
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5.1 DISKUSSION DER METHODEN
5.1.1 GASCHROMATOGRAPHIE-MASSENSPEKTROMETRIE

Diese retrospektive Datenerhebung fulte auf den Ergebnissen der Harnsteroidanalysen
bei Kindern mit AGS vom Typ 21-Hydroxylase-Mangel. Die Harnsteroide wurden mit-
tels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) analysiert. Die GC-MS zeigt
hervorragende Ergebnisse in der Diagnostik von Erkrankungen der Steroidbiosynthese
(Wudy & Hartmann, 2004; Krone et al., 2010). Dennoch gibt es im Feld der Steroid-
hormonanalyse weitere Verfahren, die ebenfalls in der Diagnostik und der Therapie-
iiberwachung von Erkrankungen der Steroidbiosynthese in der klinischen Praxis einge-
setzt werden. Dazu zdhlen Immunoassays, die Proben aus Blutplasma nutzen, sowie die
Liquid Chromatographie Tandem Massenspektrometrie (LC-MS/MS) (Krone et al.,
2010; Soldin & Soldin, 2009). Die Griinde fiir den jeweiligen Einsatz von Immunoas-
says, LC-MS/MS oder GC-MS in der Diagnostik sind vielfdltig. Einflussfaktoren der
Entscheidung fiir oder gegen ein Verfahren konnen Verfiigbarkeit und Laborausstattung,
Schnelligkeit der Methode, finanzielle Moglichkeiten sowie spezifische Fragestellungen
zu einzelnen Steroiden sein (Krone et al., 2010). Es soll im Weiteren aber vor allem auf
die Vor- und Nachteile der GC-MS eingegangen werden, um ihre Bedeutung fiir die

Durchfiihrung dieser Studie ersichtlich zu machen.

Die Gaschromatographie-Massenspektrometrie erlaubt einen weitgefacherten Einblick
in den Hormonstatus eines Patienten, da mit nur einer einzigen Probe gleichzeitig zahl-
reiche Steroidmetaboliten gemessen werden konnen. In der Zusammenschau der Aus-
scheidungsmengen der Glucocorticoidmetaboliten, der 170HP-Metaboliten und der
Androgenmetaboliten entsteht so ein genaues Abbild der Hormoneinstellung eines Kin-
des mit AGS. Der Vorteil der Methode liegt unter anderem darin, dass die Probengewin-
nung mittels Urin, im Gegensatz zu der Probenentnahme von Blutserum/-plasma, nicht
invasiv erfolgt (Wudy et al., 2000; Caulfield et al., 2002). Zudem kdnnen Harnmetaboli-
tenausscheidungsmengen analysiert werden, wenn iiber 24 Stunden hinweg gesammelt
wurde. So wird der Hormonstatus eines ganzen Tages abgebildet, und nicht nur der ei-
ner Momentaufnahme wihrend einer Blutuntersuchung. Auerdem liegt die besondere
Stirke der GC-MS darin, Metaboliten nicht selektiv zu analysieren. Es werden auch
Einblicke in Steroidabbauprozesse ermdglicht, die noch nicht im Fokus vorheriger Un-

tersuchungen standen (Wudy et al., 2000; Wudy & Hartmann, 2004; Krone et al., 2010).
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Gerade in der Weiterentwicklung des Therapiemonitorings und der Entdeckung neuer
biochemischer Abbauwege liegen die Vorteile und Stirken der Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (Krone et al., 2010). Andere Methoden, wie die weitverbreiteten
Immunoassays, weisen hdufig eine deutlich geringere Spezifitit der analysierten Steroi-
de auf. Fiir seltener gemessene Steroide, beispielsweise die 11-oxygenierten-Androgene,
welche schlieBlich die Hauptandrogene bei unserem Patientenkollektiv darstellten, sind
keine Immunoassays verfiigbar (Wudy & Hartmann, 2004). In unserer Studie waren die
hohe Spezifitit und die Non-Selektivitit der Methode enorm wichtig, um den Hor-
monstatus von erkrankten Kindern allumfassend beurteilen zu kdnnen. Sie ermoglichte
einen Blick auf Harnmetaboliten, wie das 11B-Hydroxyandrosteron, die bislang noch
nicht als Biomarker fiir das Adrenogenitale Syndrom galten, und gleichzeitig auf die

diagnostisch etablierten Glucocorticoid-, 170OHP- und Androgenmetaboliten.

5.1.2 PATIENTENKOLLEKTIV, DATENBANK UND STATISTIK

Das Patientenkollektiv umfasste im ersten Studienteil 157 Patienten sowie im zweiten
Studienteil 99 Patienten und stellte im Vergleich mit anderen Studien eine relativ um-
fangreiche Kohorte dar. Andere Studien zu Wachstumsanalysen bei Kindern mit klassi-
schem AGS mit Salzverlust schlossen beispielsweise nur 34 Kinder (Van der Kamp et
al., 2002) oder 17 Kinder (Manoli et al., 2002) ein.

Bei der Auswahl der Kohorte wurde darauf geachtet, dass bei jedem Patienten alle In-
formationsfelder ausgefiillt waren, die in der statistischen Auswertung von Relevanz
waren. Bei der Hydrocortisondosis gelang dies nicht fiir jeden Patienten. Nur bei 86%
(N=135) der Patienten aus Studienteil I war die genaue Hydrocortisondosis dokumen-

tiert.
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5.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE
5.2.1 DISKUSSION DER WACHSTUMSDATEN

Zunichst wurden in Studienteil I und Studienteil II die Wachstumsparameter der Kinder
mit behandeltem 21-Hydroxylase-Mangel analysiert. Die in der Kindheit hoheren Kor-
perhéhen-SDS-Werte und im spéteren Jugendalter deutlich niedrigeren Korperh6hen-
SDS-Werte decken sich mit Groenuntersuchungen von AGS-Kindern in anderen Stu-
dien (Jaidskeldinen & Voutilainen, 1997; Eugster et al., 2001; Muirhead et al., 2002).
Van der Kamp ermittelte zum Beispiel fiir Patienten mit Salzverlust AGS einen Endgro-
Ben-SDS-Wert von -1,63 (Van der Kamp et al., 2002), Manoli Werte von -0,57 SDS und
-0,61 SDS fiir ausgewachsene Jungen und Maddchen mit Salzverlust-AGS (Manoli et al.,
2002). Auch in dieser Kohorte zeigte sich die Grofenentwicklung als Resultat der Hy-
perandrogendmie mit dadurch beschleunigtem Wachstum im Kindesalter und dem vor-
zeitigen Schluss der Epiphysenfugen in der Pubertit, wie vorbeschrieben (Pang, 1997a).
Die mittleren BMI-SDS-Werte waren schon ab 3 Jahren bei unserer Kohorte erhéht und
blieben iiber alle Altersgruppen hinweg im positiven Bereich. Vor allem im vorpuberté-
ren Bereich zeigten sich deutlich erhdhte BMI-SDS-Werte, wiahrend es im Pubertits-
und Erwachsenenalter zu einer langsamen Normalisierung der BMI-Werte kam. Die
Ergebnisse glichen bei beiden Geschlechtern und in den unterschiedlichen Altersgrup-
pen denen weiterer Studien (Manoli et al., 2002).

Es ist bekannt, dass Uberbehandlung mit Cortisol beim Adrenogenitalen Syndrom zu
Ubergewicht fiihren kann (Knorr & Hinrichsen de Lienau, 1988).

Die mittleren BMI-SDS-Werte waren auch in unserem Studienteil I mit den Cortisolme-
taboliten korreliert. Die BMI-Erh6hung kann somit als Folge der therapeutisch verord-
neten supraphysiologischen Hydrocortisondosen angenommen werden.

Andere Studien konnten zwischen BMI-Werten und verordneter Hydrocortisondosis
keine direkte signifikante Korrelation aufzeigen (Manoli et al., 2002; Van der Kamp et
al., 2002). Es zeigt sich also die Notwendigkeit der Analyse von 24-Stunden-
Ausscheidungsmengen der Cortisolmetaboliten im Rahmen des klinischen Grofen- und

Gewichtsmanagements beim Adrenogenitalen Syndrom.
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5.2.2 DISKUSSION DES URINMETABOLOMS BEI KINDERN MIT 21-OHD

In der Analyse der Androgenmetaboliten riickte das 11B-Hydroxyandrosteron als Meta-
bolit des 11B-Hydroxyandrostendions in beiden Studienteilen in den Vordergrund, da es
im Vergleich mit Androsteron (als klassischem Metabolit von Androstendion, Testoste-
ron und Sa-Dihydrotestosteron) und den DHEA-Metaboliten die Androgenausschei-
dung dominierte:

Androsteron, Etiocholanolon und die DHEA-Metaboliten wurden deutlich niedriger als
11B-Hydroxyandrosteron bei unserer Kohorte gemessen. Dies zeigte sich zum einen im
absoluten Vergleich der Metaboliten in pg/Tag (Studienteil I). Zum anderen waren die
Z-Scores des 11B-Hydroxyandrosterons in der Kohorte des Studienteils II deutlich er-
hoht, wihrend die Z-Scores der anderen Androgenmetaboliten, Androsteron und der

DHEA-Metaboliten, im normalen oder supprimierten Bereich lagen.

Beim Vergleich der Z-Scores der drei Androgenmetabolitgruppen jeweils bei Jungen
und bei Médchen ergab sich ein signifikanter Unterschied fiir Androsteron, 11p3-
Hydroxyandrosteron und die DHEA-Metaboliten in fast allen Altersgruppen bis 11 Jah-
re (in allen vier Altersgruppen, mit Ausnahme der Méadchen von 3—4 Jahren). Auch im
direkten Vergleich von 11B-Hydroxyandrosteron mit jeweilig Androsteron und DHEA
zeigte sich bei Jungen und Médchen in vielen Altersgruppen eine signifikante Differenz
(keine Signifikanz lediglich in der jeweils jiingsten Altersgruppe und bei Madchen von

5—6 Jahren).

Unsere Studie ergdnzt mit diesen Messungen zur Dominanz des 11B-
Hydroxyandrosterons im Androgenprofil neuere Veroffentlichungen zu den 11-
oxygenierten-Cio-Steroiden:

Storbeck et al. stellten 2013 dar, dass die besondere Rolle des 11B-
Hydroxyandrostendions (110HA4) als Cio-Steroid bei dem kastrationsresistenten Pros-
tatakrebs in den letzten Jahrzehnten unterschitzt wurde. Die Arbeitsgruppe zeigte, wie
11B-Hydroxyandrostendion zu 11-Ketotestosteron und 11-Ketodihydrotestosteron ver-
stoffwechselt wird. Sie verwiesen auf die besondere Bedeutung dieser Erkenntnis, da
11-Ketodihydrotestosteron wiederum als aktives Androgen den Androgenrezeptor direkt

stimuliert, und zwar vergleichbar mit derjenigen Wirkung von Dihydrotestosteron
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(Storbeck et al., 2013). Die Arbeitsgruppe fiihrte 2015 weiter aus, dass 11[3-
Hydroxyandrosteron der hauptsidchliche Harnmetabolit des 11B-Hydroxyandrostendions

ist (Swart & Storbeck, 2015).

Eine weitere aktuelle Studie von Turcu et al. untersuchte die 11-oxygenierten-Cio-
Steroide spezifisch bei erwachsenen Patienten mit 21-Hydroxylase-Mangel. Mittels
Fliissigchromatographie-Tandemmassenspektrometrie konnten im Blutserum von Pati-
enten mit 21-Hydroxylase-Mangel wiederum die vier 11-oxygenierten-Cio-Steroide in
hoher Konzentration nachgewiesen werden. Diese waren bei einer gesunden Kontroll-
gruppe signifikant geringer. Neben 11-Ketoandrostendion, 11B-Hydroxytestosteron und
11-Ketotestosteron war auch die Konzentration des 11p-Hydroxyandrostendion signifi-
kant erhoht (Turcu et al., 2016). Aus ihren Daten schlussfolgerten Turcu et al., dass 11-
Ketotestosteron, das aus 11B-Hydroxyandrostendion entsteht (Storbeck et al., 2013), in
Zukunft ein Biomarker fiir das AGS mit 21-Hydroxylase-Mangel sein kdnnte (Turcu et
al., 2016).

Dabei kommt der iiberwiegend adrenalen Herkunft der 11-oxygenierten-Cio-Steroide
eine zusdtzliche Bedeutung zu (Pretorius et al., 2016). Es gelang der Nachweis, dass die
11-oxygenierten-Cio-Steroide signifikant mit der im CT gemessenen Grofle der Neben-
niere bei Patienten mit klassischem Adrenogenitalen Syndrom assoziiert waren (Turcu

etal., 2017a).

In der Zusammenschau dieser vorliegenden Studie mit den anderen neuesten Erkennt-
nissen zu den 11-oxygenierten-Cio-Steroiden, scheint das 11B-Hydroxyandrosteron als
Metabolit dieser Androgengruppe eine auflerordentlich entscheidende Rolle fiir das
Hormonprofil eines Kindes mit Adrenogenitalem Syndrom durch 21-Hydroxylase-
Mangel einzunehmen. Die in diesen Studien verdffentlichen Daten zeigen erstmals, dass
11-oxygenierte-Cio-Steroide bei pddiatrischen Patienten mit klassischem Adrenogenita-

len Syndrom fiir die Hyperandrogendmie verantwortlich sind.

Auch einer weiteren Arbeitsgruppe gelang mittels LC-MS/MS und GC-MS der Nach-
weis, dass auch beim Polyzystischen Ovarialsyndrom 11-oxygenierte-Cio-Steroide von

immenser Bedeutung sind. Eingeschlossen war hierbei wiederum das 113-
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Hydroxyandrosteron als Metabolit des 11p-Hydroxyandrostendions (O’Reilly et al.,
2016).

Der separate Blick auf die DHEA-Metaboliten ergab, dass sie in unserer Kohorte erheb-
lich supprimiert waren und somit héufig unterhalb der Nachweisgrenze der Gaschroma-
tographie-Massenspektrometrie lagen. Auch die Z-Scores im zweiten Studienabschnitt
zeigten in den sehr jungen Altersgruppen zwar nur minimal von 0 abweichende Werte,
bei etwas dlteren Kindern (7-10 Jahre) lagen sie im Mittel aber im deutlich negativen
Bereich. DHEA steigt im Rahmen der Adrenarche bei gesunden Kindern an (Remer et
al., 2005). Die Suppression verdeutlicht die verminderte Adrenarche und lésst sich auf
die Medikation mit Hydrocortison zuriickfithren. Diese Beobachtung wurde bereits zu-
vor gemacht (Rezvani et al., 1983). Zur Beurteilung des Androgenstatus bei Kindern mit
AGS sind die DHEA-Werte deshalb nicht geeignet. Eine fehlende Korrelation der Z-
Scores von 170HP- und DHEA-Metaboliten in dieser Studie stiitzt die Erkenntnis.

Zusammen betrachtet schieden Middchen und Jungen vor der Pubertit dhnliche Mengen
an Androgenen aus (siche Summe der Androgenmetaboliten in Studienteil I). Trotzdem
war bei den Jungen der AGS Kohorte vor der Pubertédt im Vergleich mit Madchen eine
ausgeprigtere Wachstumsbeschleunigung festzustellen. Dies legt die Vermutung nahe,
dass Jungen mit AGS vor der Pubertét sensitiver auf Androgeneinfliisse reagieren als
Maidchen. Auch die Cortisolmetabolitenausscheidung und die Hydrocortisondosis nah-
men bei den Jungen in der Pubertdt mehr zu als bei Madchen. Es trifft daher nicht zu,
dass die relativ zu Midchen erhohte Androgenausscheidung bei Jungen auf eine gerin-
gere Medikation mit Hydrocortison zuriickzufiihren wére. Wahrscheinlicher ist, dass die
Simultanitat von hoéherer Androgenausscheidung und hdéheren Cortisolmetaboliten be-
ziehungsweise Hydrocortisondosierungen bei Jungen auf eine schlechter zu supprimie-

rende Nebennierenrinde hindeutet.

Unsere Daten ermdglichen ein tieferes Verstindnis der Androgensynthese beim Adreno-
genitalen Syndrom. Bislang wurde fiir den Metabolismus der 11-oxygenierten-Cio-
Steroide angenommen, dass aus DHEA Androstendion (A4) entsteht und dieses wiede-
rum mittels der 11B-Hydroxylaseaktivitit zu 11B-Hydroxyandrostendion umgewandelt
wird (Swart & Storbeck, 2015; Turcu et al., 2016; Turcu & Auchus, 2017b). Dies ist
bereits im Abschnitt Methodik und Material in Abbildung 4 gezeigt. Die Daten dieser
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Studie zeigen nun an, dass ein zusétzlicher Syntheseweg mdoglich scheint. In der multip-
len linearen Regressionsanalyse war neben dem AN auch PTO (als Metabolit des 21-
Desoxycortisols) mit 110HAN korreliert. Es ist somit naheliegend, dass 110HAN als
Metabolit des 110HA4 iiber einen weiteren Weg entsteht; ndmlich iiber 170HP und
21DF. Dies zeigt Abbildung 26 auf der folgenden Seite:
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Die Rolle des 21-Desoxycortisol (21DF) bei Hyperplasie der Nebennierenrinde und
dessen Rolle bei der Synthese von 11B-Hydroxyandrostendion (110HA4) wurde schon
vor iiber 60 Jahren von Jailer et al. vermutet (Jailer et al., 1955). Jailer beobachtete, dass
11B-Hydroxyandrostendion vermehrt ausgeschieden wurde, wenn Probanden zuvor oral
verabreichtes 21-Desoxycortisol eingenommen hatten. Bei oral verabreichtem 17-
Hydroxyprogesteron (170HP) kam es jedoch nicht zu einer vermehrten Ausscheidung
von 11B-Hydroxyandrostendion. Bislang wurde 21-Desoxycortisol beim AGS als diag-
nostischer Marker benutzt (Shackleton, 1976; Wudy et al., 2000). Diese Studie konnte
eine direkte Korrelation von 11B-Hydroxyandrostendion nicht nur mit Androsteron
(AN), dem Metabolit von 4-Androstendion (A4), sondern ebenfalls mit Pregnantriolon

(PTO), dem Harnmetaboliten von 21-Desoxycortisol, nachweisen.

Zusammenfassend ist die Synthese der 11-oxygenierte-Cio-Steroide in der Nebennieren-
rinde bei Kindern mit 21-OHD somit sowohl von 4-Androstendion durch CYP11B1 zu
11B-Hydroxyandrostendion wie vorbekannt denkbar, zum anderen ist der Metabolismus

von 21-Desoxycortisol iiber CYP17A1 zu 11B-Hydroxyandrostendion moglich.

Der sogenannte Backdoorpathway, ein alternativer Androgensyntheseweg, in dem
Dihydrotestosteron nach Sa- und 3a-Reduktion von 17-Hydroxyprogesteron iiber 17-
Hydroxyallopregnanolon entsteht, scheint bei behandelten Kindern mit Adrenogenita-
lem Syndrom durch 21-Hydroxylase-Mangel nicht von Bedeutung zu sein. Androsteron,
das als bekannter Metabolit dieses Synthesewegs gilt (Kamrath et al., 2012), war im
Studienteil II in allen Altersgruppen supprimiert.

Fiir die Glucocorticoidhomoostase von Kindern mit AGS ldsst sich aus unseren Daten
ableiten, dass die Substitutionsmedikation mit Hydrocortison bei Kindern mit AGS su-
praphysiologisch ist, denn die ausgeschiedenen Cortisolmetaboliten der Patienten iiber-
schreiten die Normalwerte von Gesunden (Wudy et al., 2007) deutlich. Bei unseren Pa-
tienten lag die Einnahme von Hydrocortison im Mittel zwischen 12—15 mg/m?/Tag, und
damit in dem von der Endocrine Society Guideline empfohlenen Bereich (Joint
ESPE/LWPES CAH working Group, 2002; Speiser et al., 2010). Die physiologische
Cortisolproduktion der Nebennierenrinde liegt jedoch mit etwa 7 mg/m?/Tag wesentlich
niedriger (Linder et al., 1990). Die BMI-Werte korrelierten mit der Hydrocortisondosie-
rung und den Cortisolmetaboliten. Dies zeigte sich vor allem bei Jungen im vorpuberta-

ren Alter. Die Erkenntnisse zur Einnahme des Hydrocortisons und der BMI-
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Entwicklung bei Kindern mit klassischem AGS decken sich mit einer Vielzahl weiterer
Veroftentlichungen (Bonfig et al., 2009; Speiser et al., 2010; Webb & Krone, 2015),
auch wenn andere Studien keine direkte Korrelation nachweisen konnten (Manoli et al.,

2002; Van der Kamp et al., 2002).
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5.2.3 AUSBLICK

Neue Forschungsentwicklungen zeigen die Bedeutung von 1l-oxygenierten-Cio-
Steroiden sowohl beim AGS durch 21-Hydroxylase-Mangel (Turcu et al., 2016), beim
Polyzystischen Ovarialsyndrom (O’Reilly et al., 2016), und dem kastrationsresistenten
Prostatakrebs (Storbeck et al., 2013). Zukiinftige Studien konnten zeigen, welche Be-
deutung die 11-oxygenierten-Cio-Androgene auch bei anderen Erkrankungen der Stero-
idsynthese, wie verfriiht eintretender Adrenarche oder bei postmenopausalen Frauen,
haben (Turcu & Auchus, 2017b).

Auch diese Studie unterstiitzt mit den Messungen des 11B-Hydroxyandrosterons im
Urin die neuen Erkenntnisse zu 11-oxygenierten-Cio-Steroiden und tragt damit zur Wei-
terentwicklung des Therapiemonitorings beim klassischen AGS bei. Wir konnten erst-
mals nachweisen, dass der Androgenanstieg bei Kindern mit 21-Hydroxylase-Mangel
durch eine erhohte 11B-Hydroxyandrostendion-Ausscheidung bedingt ist. Entscheidend
kann hierbei fiir Kinder mit 21-OHD der neuskizzierte Entstehungsweg des 11p3-
Hydroxyandrosterons iiber 17-Hydroxyprogesteron und 21-Desoxycortisol sein. Weitere
Studien miissen zeigen, inwieweit das 113-Hydroxyandrosteron alters- und geschlechts-

bezogen auch im Blutplasma von Patienten mit 21-OHD nachweisbar ist.

Die hier veroftentlichen Daten konnen bei weiteren Untersuchungen als Referenzwerte
dienen, beispielsweise um medikamentdse Therapieregime bei Patienten mit 21-OHD
(zum Beispiel Hydrocortison versus Dexamethason und Prednisolon bei dlteren Kindern
und Erwachsenen, oder Hydrocortisonpréparate mit verdnderter Wirkstofffreisetzung)
zu vergleichen. Auch fiir zukiinftige Studien zum zeitlichen Therapieregime, beispiels-
weise der Verteilung der Einzeldosen des Hydrocortisons wiahrend des Tages, kdnnen
unsere Referenzwerte hilfreich sein.

Abseits der klinischen Forschung, konnen die hier gezeigten Harnsteroidwerte als Refe-
renzwerte beim Therapiemonitoring des klassischen AGS in der klinischen Praxis niit-
zen. Sie ermoglichen dem behandelnden Kinderendokrinologen das Hormonprofil eines
Kindes mit einer groen Gruppe erkrankter Kinder unter Behandlung zu vergleichen,
um die richtige Medikamentendosierung zu finden. Die Gefahren von Androgenexzess
und Hypercortisolismus konnen so fiir padiatrischen Patienten mit klassischem Adreno-

genitalem Syndrom durch 21-Hydroxylase-Mangel minimiert werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Adrenogenitale Syndrom durch 21-Hydroxylase-Mangel (21-OHD) ist eine
schwerwiegende Steroidhormonerkrankung. Zugrunde liegen Mutationen im
CYP21A2-Gen. Das Symptomspektrum reicht von Virilisierung und Hirsutismus bis hin
zu lebensbedrohlicher Salzverlustkrise mit Erbrechen, Ubelkeit, Hypotonie und Schock.
Wachstumsbeschleunigung im Kindesalter und reduzierte Endgrofle sowie Infertilitit
stellen zusétzliche Gefahren bei insuffizienter Therapie dar. Die Therapie mit Hydrocor-
tison muss sorgsam zwischen Uber- und Unterdosierung ausbalanciert werden. Dabei
drohen gleichzeitig die enormen Folgen eines Hyperandrogenismus bei zu geringer
Hydrocortison-Medikation, sowie die eines Hypercortisolismus und iatrogenem
Cushing-Syndroms bei zu hoher Hydrocortison-Medikation. Bei Kindern und Adoles-
zenten stellt der stetige Wachstumsprozess eine weitere Schwierigkeit bei der Therapie-
einstellung dar. Auch der erh6hte Glucocorticoidbedarf bei Krankheit und Fieber erfor-
dert die Erhohung der Hormondosis. Die medikamentdse Therapie unterliegt einer

staindigen Anpassung. Ein genaues Therapiemonitoring ist unverzichtbar.

Ziel dieser Studie war, Wachstumsdaten und das Urinmetabolom von behandelten Kin-
dern mit 21-Hydroxylase-Mangel zu charakterisieren, um daraus detaillierte Schliisse

fiir die Therapieoptimierung der Erkrankung ziehen zu kdnnen.

Die Harnmetabolomanalyse mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie ermog-
lichte ein genaues Abbild der Konstellation der Cortisol-, 17a-Hydroxyprogesteron-
und Androgenmetaboliten der behandelten Kinder. Die Analyse der groBen Patienten-
kohorte, die Harnmetabolitendaten von Kindern zwischen 3—18 Jahren in einem Zeit-
raum von 10 Jahren (2003-2013) einschloss, liel nach Erstellen von SDS-Werten (Z-
Scores) fundierte Aussagen iiber die Wachstumsentwicklungen und das Urinmetabolom

bei Kindern mit 21-Hydroxylase-Mangel zu.

Von groBiter Relevanz scheint das vermehrte Auftreten von 113-Hydroxyandrosteron, als
Metabolit einer Gruppe von 11-oxygenierten-Androgenen, im Urin der Kinder zu sein.

Es dominierte die Exkretion der Androgenmetaboliten quantitativ und war im Vergleich
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mit gesunden Kindern stark erhoht. Diese Studie ldsst einen Syntheseweg der 11-
oxygenierten-Androgene iiber 21-Desoxycortisol vermuten, der die klassischen Andro-
gene, wie Androstendion, umgeht. 11-oxygenierte-Androgene, die als hochpotente And-
rogene gelten, konnen als dominante Androgene bei erkrankten Kindern angenommen
werden und erlauben neue Einsicht in den Androgenexzess bei Kindern mit klassischem

AGS durch 21-Hydroxylase-Mangel.

Mithilfe der prasentierten alters- und geschlechtsspezifischen Referenzwerte ermdoglicht
die vorliegende Analyse Arzten ihre Patienten im Vergleich mit einer groBen Gruppe
anderer Patienten mit 21-Hydroxylase-Mangel zu beurteilen und hieraus Schliisse fiir
eine fundierte evidenzbasierte Therapieentscheidung ziehen zu konnen. Auch zukiinfti-
ge Studien konnen die vorliegenden Daten als Referenzwerte nutzen und miissen zei-
gen, welche Bedeutung das 11B-Hydroxyandrosteron als Biomarker in der klinischen

Praxis einnehmen kann.
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7 SUMMARY

Congenital adrenal hyperplasia due to 21-hydroxylase deficiency (21-OHD) is a severe
disease in steroid homeostasis. It is caused by mutations in the CYP21A2 gene enco-
ding the 21-hydroxylase enzyme. The variety of symptoms reaches from virilization and
hirsutism to life threatening salt wasting crisis with nausea and vomiting, hypotension
and shock. Acceleration of growth during childhood as well as limited final end height
and infertility are additional major risks if therapy is insufficient. Medical treatment
consists of daily intake of hydrocortisone and fludrocortisone and needs to be balanced
between over- and undertreatment. Hyperandrogenism as well as a hypercortisolism and
iatrogenic Cushing’s syndrome are threatening consequences for the patient when pre-
scribed hydrocortisone dose remains too low or too high. In childhood and during pu-
berty the growth process adds additional challenges in treatment of 21-hydroxylase de-
ficiency. During illness and febrile temperatures increased glucocorticoid dosage is
mandatory. Medical treatment needs to be supervised continuously and needs to be ad-

justed to the patients’ clinical symptoms.

The aim of this study was to characterize growth development and the urinary steroid
metabolome of treated children suffering from 21-OHD in order to optimize treatment

options in future.

Urinary steroid profile analysis by gas chromatography-mass spectrometry provided
insight in glucocorticoid, 17a-hydroxyprogesterone and androgen metabolites. This
study was able to analyse a large cohort of treated children with 21-OHD, consisting of
patients aged 3-18 years, monitored over a time span of ten years (2003-2013). Z-scores
and statistical analysis presented profound knowledge about growth development and

urinary steroid metabolites of paediatric patients with 21-hydroxylase deficiency.

The results suggest that 11B-hydroxyandrosterone, a metabolite of a group of 11-
oxygenated androgens, seems to play a major role in androgen excess of treated chil-
dren. Metabolite levels lay above the normal excretion for 11B3-hydroxyandrosterone of

healthy children and dominated the levels of all other androgen metabolites measured in
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our cohort. Analysis indicates a new synthesis pathway of 11-oxygenated androgens
through 21-deoxycortisol bypassing the so called ‘classical’ androgens, like androsten-
dion. 11-oxygenated androgens are seen to be highly potent androgens and can be con-
sidered to be the dominant androgens in children with 21-OHD. This gives new insight
into androgen excess in paediatric patients with congenital adrenal hyperplasia due to

21-OHD.

We present age- and gender specific reference values of children suffering from 21-
OHD. Physicians will be able to use these reference values to evaluate metabolite levels
of their patients in comparison with a large cohort of also affected children and draw
evidence based conclusion in monitoring and treatment. Studies can use the presented
values as reference for steroid metabolite measurements in future additionally. Further
studies will have to show if 11B-hydroxyandrosterone can serve as a biomarker in clini-

cal daily use.
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P450-Side-Chain-Cleavage-Enzyme
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Pregnenolon

Progesteron

Pregnantriol
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Steroidogenic Acute Regulatory Protein
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Tetrahydrocortisol
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