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1. Einleitung

Die Parameter 17a-Hydroxyprogesteron (17-OHP), Androstendion und Testosteron
im Plasma beschreiben nur unzureichend die Therapieeinstellung beim
Adrenogenitalen Syndrom (AGS). Insbesondere findet das hochpotente Androgen
Dihydrotestosteron (DHT) bei der AGS-Diagnostik bisher kaum Bericksichtigung.
Dieses kann sowohl tber Testosteron (klassischer Syntheseweg) als auch Uber den
sogenannten Backdoorpathway (BP) unter Umgehung der klassischen Androgene
entstehen (Abbildung 1) (2).

1.1 Adrenogenitales Syndrom (AGS)

Bei der autosomal rezessiv vererbten Krankheit AGS handelt es sich um eine Sto-
rung der Hormonbildung in der Nebenniere, die nach verschiedenen Enzymdefekten
unterschieden wird (2). 90% der AGS-Patientinnen und -Patienten leiden an einem
Defekt im CYP21A2 Gen, der zu einem 21-Hydroxylasemangel (21-OHD) fihrt, auf
welchen sich im Folgenden konzentriert wurde. Das CYP21A2 Gen kodiert in der
Nebennierenrinde fir das Enzym Steroid-21-Hydroxylase. Anhand der Restaktivitat
des Enzyms wird der 21-Hydroxylasemangel in ,salt wasting®, ,simple virilising“ und
»honclassic* unterschieden (3).

Das Enzym sorgt dafir, dass 17-OHP zu 11-Deoxycortisol (Glukokortikoidsyn-
these) und Progesteron zu Desoxycorticosteron (Mineralokortikoidsynthese) konver-
tiert wird (Abbildung 1). Ist dieses Enzym jedoch defekt, werden Cortisol und teilwei-
se auch Aldosteron vermindert synthetisiert. Hierbei kommt es durch den Feedback-
Ruckkopplungsmechanismus der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
Achse zur verstarkten Ausschittung von Corticotropinreleasing Hormon (CRH) aus
dem Hypothalamus und Adrenocortikotropen Hormon (ACTH) aus der Hypophyse.
Die Folgen der damit verbundenen Uberstimulation der Nebenniere sind neben einer
Nebennierenhyperplasie und einer Akkumulation von 21-Desoxycortisol und 17-OHP
auch eine vermehrte adrenale Androgensynthese mit verstarkter Virilisierung (4 - 6).
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Abbildung 1: Flussdiagramm 21-OHD aus Turcu et al. (1)

Flussdiagramm der Synthesewege der Nebennierenrindenhormone Aldosteron, Cortisol und Testosteron beim 21-OHD aus
Cholesterol mit der Darstellung des klassischen Weges und des BP zu DHT. Eine Produktion von Aldosteron und Cortisol ist
aufgrund des 21 Hydroxylasemangels nicht méglich. Uber das durch die Uberstimulation der Nebennierenrinde iiberproduzierte
17-OH-Pregnenolon und 17-OHP kann die Synthese von Testosteron bzw. DHT Uber den klassischen Weg weiterhin erfolgen.
Dabei kann DHT aber auch aus 17-OHP unter Umgehung des Testosterons durch den BP entstehen.

Die Symptome sind stark abh&éngig vom Schweregrad beziehungsweise von
der Mutation der Erkrankung. Zum Beispiel kann das AGS mit oder ohne Salzverlust
(einer Elektrolytentgleisung mit erhohter Kalium- und verminderter Natrium- und
Chloridkonzentration im Plasma in Verbindung mit einer metabolischen Azidose mit
Trinkschwéache und Erbrechen) auftreten. Neben postnataler Gedeihstérung, Trink-
schwache, Erbrechen, Gewichtsverlust, Blutdruckerniedrigung bis hin zu Schock und
Koma fallen M&dchen vor allem durch vorgeburtliche Vermannlichung (Virilisierung)
des aul3eren Genitals auf (5 - 7). Der Virilisierungsgrad des aul3eren Genitals wird in
funf Stadien nach Prader klassifiziert (8). Das Genital von neugeborenen Jungen er-
scheint zunéchst normal, wobei ein postnatal hyperpigmentiertes Skrotum Hinweise
auf ein AGS sein kann (5 - 7). Im Verlauf kommt es durch die vermehrten Androgene
zur Pseudopubertas praecox, zu Hirsutismus, zur vorzeitigen Genitalbehaarung, zum
rasanten Wachstum mit vorzeitigem Wachstumsende, zu Akne, zum vorzeitigen
Stimmbruch oder Amenorrhoe. Zusatzlich kdnnen durch den Mangel an Aldosteron
und Cortisol weitere Symptome wie Hyponatriamie und Dehydrierung bis zum

Schock hinzukommen (5, 6).



AGS-Patientinnen und -Patienten fallen in der Regel durch erhdohte 17-OHP-
Werte im Rahmen des erweiterten Neugeborenenscreenings nach zwei bis drei Le-
benstagen oder bei der zweiten Vorsorgeuntersuchung U2 auf (9, 10). Das nicht-
klassische AGS mit bis zu 50% Restaktivitat der Enzyme in der Nebennierenrinde
und seltenere Enzymstdrungen werden im Screening nicht sicher erkannt (10).

In der laborchemischen Blutuntersuchung weisen 17-OHP, Progesteron, An-
drostendion, 21-Desoxycortisol und teilweise auch Testosteron erhdhte Werte auf,
woraufhin der Verdacht einer AGS-Erkrankung durch eine genetische Untersuchung
bestétigt werden kann (3, 11, 6). DHT findet in der AGS-Diagnostik bisher keine Be-
ricksichtigung. Insbesondere ist nicht bekannt, ob die Konzentration des peripher
wirksamen, hochpotenten Androgens beim 21-OHD uberhaupt erhoht ist.

Die Therapie besteht aus der Substitution der fehlenden Hormone durch Hy-
drocortison und Fluoro-Hydrocortison und damit der Durchbrechung der vermehrten
ACTH-Produktion durch den negativen Feedback-Rickkopplungsmechanismus. Als
laborchemisches Therapieziel wird die Normalisierung der Glukokortikoid-, Mineralo-
kortikoid- sowie der Androgenplasmakonzentration angestrebt. Zuséatzlich sollen Kli-
nisch eine Salzverlustkrise verhindert und das Wachstum sowie die Pubertét bezie-

hungsweise die Fertilitat nicht beeintrachtigt werden (5, 6).

1.2 A5-Pathway

Beim klassischen Androgensyntheseweg in der Nebenniere wird aus Cholesterol
Uber Pregnenolon durch die 17a-Hydroxylase 17-OH-Pregnenolon, welches darauf-
hin durch die 17,20-Lyase zu Dehydroepiandrosteron (DHEA) umgesetzt wird. Dabei
ist 17-OH-Pregnenolon das Hauptsubstrat fur die 17,20-Lyase (12, 13). DHEA wird
durch die 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 zu Androstendion verstoffwech-
selt, welches tber 17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen Typ 3 (173-HSD3) zu Tes-
tosteron umgewandelt wird. Testosteron wird durch eine 5a-Reduktase vermittelte
Reaktion zum aktiven DHT. Testosteron und DHT sind die wichtigsten bekannten
naturlichen Agonisten am Androgenrezeptor. Alle anderen naturlichen Androgene
wie DHEA oder Androstendion wirken indirekt durch die Umwandlung zu Testosteron
oder DHT (14).

1.3 Dihydrotestosteron (DHT)
DHT entsteht im klassischen Weg als Metabolit von Testosteron, welches durch die
5a-Reduktase NADPH-abhangig zu DHT umgewandelt wird. Das Enzym 5a-

3



Reduktase Typ 2 ist vor allem in der Haut, der Leber, im Fettgewebe, in Blutzellen
und den Ovarien beziehungsweise Hoden und der Prostata exprimiert (15, 16). Zu-
sammen mit Testosteron und Estradiol gehért DHT zu den drei hauptséachlichen Se-
xualhormonen im méannlichen Organismus (17). Die androgene Potenz entfaltet DHT,
indem es an den intrazellularen Androgenrezeptor bindet. Aufgrund einer hdheren
Affinitat zum Androgenrezeptor ist die androgene Potenz drei- bis zehnmal hoher als
die von Testosteron, obwohl die Plasmakonzentration von DHT circa 1/10 der
Testosteronkonzentration beim Mann und s bis ¥ der Testosteronkonzentration bei
der Frau betragt (16, 18). Im Blut zirkulierendes DHT scheint von geringerer Bedeu-
tung fur die intrazellulare DHT-Konzentration zu sein als die Umwandlung des zirku-
lierenden Testosterons (19). Mendonca et al. (20) zeigten, dass die Reduktion von
Testosteron zu DHT unabdingbar fur die normale fetale Entwicklung der mannlichen
Geschlechtsorgane (Penis, Hoden, Prostata) ist. AuRerdem hat die DHT-
Konzentration einen Einfluss auf die Spermienproduktion, die Ausbildung sekundarer
Geschlechtsmerkmale, den Muskelaufbau und die Fettspeicher. Erniedrigte Plasma-
konzentrationen fuhren dementsprechend unter anderem zu Hypogonadismus und
verspateter  Pubertdt im  mannlichen  Organismus (16, 15). DHT-
Konzentrationsbestimmung  (erhéhte  Plasmakonzentrationen) oder  T/DHT-
Verhéltnisse haben heute eine Bedeutung im Therapiemonitoring der benignen Pros-
tatahyperplasie und des Prostatakarzinoms (21) sowie in der Diagnostik des

polyzystischen Ovarsyndroms (22), jedoch nicht in der AGS-Diagnostik.

1.4 Backdoorpathway (BP)

Die Originalarbeiten ,The marsupial model for male phenotypic development® (23)
und ,5a-androstane-3a,178-diol is formed in tammar wallaby pouch young testes by
a pathway involving 5a-pregnane-3a,17a-diol-20-one as a key intermediate“ (24) von
Wilson et al. und ,The backdoorpathway to DHT* (25) von Auchus zeigen mit dem
BP einen neuen, alternativen Syntheseweg zu DHT unter Umgehung des klassi-

schen Hormons Testosteron im Tammar Wallaby, einer Kanguru-Art aus Australien.
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Abbildung 2: Biosynthese zu DHT: klassischer und alternativer Weg aus Fukami et al. (26)

Flussdiagramm der DHT-Biosynthese Uber den klassischen Weg und den BP aus Cholesterol. Die Pfeile zwischen den Hormo-
nen beziehungsweise Steroiden zeigen die Reaktionsrichtungen und die benétigten Enzyme und Coenzyme an.

Der alternative Weg zu DHT fuhrt, wie in Abbildung 2 (26) gezeigt, ausgehend
von 17-OH-Pregnenolon durch die 3B-HSD Typ 2 (HSD3B2 Gen) zu 17a-
Hydroxyprogesteron (17-OHP). 17-OHP wird von der 5a-Reduktase Typl (SRD5A1
Gen) zu 17-OH-Dihydroprogesteron (5a-Pregnane-17a-ol-3,20-dione) und dieses
wiederum durch die 3a-HSD-Typ 1 und 3 (AKR1C2/4 Gen) zu 17a-
Hydroxyallopregnanolon reduziert. Im Anschluss konvertiert die 17,20-Lyase
(CYP17A1) 17a-Hydroxyallopregnanolon zu Androsteron (27). Der nachste durch die
17B-HSD Typ3 vermittelte Schritt fuhrt zu Androstandiol, das hauptsachlich vom
Tammar Wallaby sezernierte Androgen (23). Androstandiol wird im peripheren Ziel-
gewebe durch die 3a-HSD-Typ 3 (AKR1C2) zu DHT oxidiert (28). Die Besonderheit
im Gegensatz zum Syntheseweg Uber Testosteron ist, dass Androstandiol nicht nur
zu DHT umgewandelt, sondern DHT, wie in Abbildung 3 gezeigt, wieder zu Andro-
standiol reduziert werden kann. Dies impliziert, dass Androstandiol als inaktiver Spei-

cher fur nicht bendtigtes, aktives DHT fungieren kann (29).
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Abbildung 3: Androstandiol zu DHT aus Penning et al. (29)

Androstandiol kann sowohl zu DHT oxidiert und DHT wiederum zu Androstandiol reduziert werden.

Die menschliche Enzymausstattung (siehe Abbildung 4) kann diese alternativen
Konvertierungen ebenfalls ermoglichen, sodass der BP auch eine Bedeutung im hu-
manen DHT-Syntheseweg spielen kann (25, 26, 30). Die Gene HSD3B2, SRD5A1/2,
AKR1C2/4, Cypl7A1 und HSD17B3 werden ubiquitar exprimiert und kommen vor
allem in den Hoden, der Prostata, dem Uterus, den Ovarien, den Nebennieren und
der Haut vor (siehe auch Anhang Expressionsdaten der BP-Steroide) (26, 31).

Enzymes
Protein/gene Enzyme Short name
AKRI1C2 3o-hydroxysteroid dehydrogenase type 3 30-HSD-3
AKR1C4 3a-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 30-HSD-1
AKR1C3/HSD17B5 3o-hydroxysteroid dehydrogenase type 30-HSD-2/17B-HSD-5
2/17B-hydroxysteroid dehydrogenase type 5
RODH/HSD17B6 Retinol dehydrogenase/17f-hydroxysteroid RODH/17B-HSD-6
dehydrogenase type 6
HSD17B3 17B-hydroxysteroid dehydrogenase type 3 17p-HSD-3
SRD5A1 5a-reductase type 1 5o-reductase-1
SRD5A2 5a-reductase type 2 5a-reductase-2
CYP11A1 cholesterol side chain cleavage
CYP17A1 17o-hydroxylase, 17/20 lyase
CYP19A1 aromatase
CYP21A2 21-hydroxylase pR1-OH
POR cytochrome P450 oxidoreductase

Abbildung 4: Enzyme des BPs aus Fukami et al. (26)
Die Tabelle enthélt die in der DHT-Biosynthese bendétigten Enzyme und Coenzyme. In der linken Spalte werden die entspre-

chenden Gene beziehungsweise Proteine aufgelistet. In der zweiten und dritten Spalte folgen Name und Abkurzung des jeweili-
gen Enzyms.

Wie Nesa Marti et al. (32) veroffentlichten, werden niedrigere Genexpressionen der
BP-Steroide im Ovar im Vergleich zu den Hoden oder den Nebennieren gemessen.
Flick et al. (28) untersuchten diese Steroide im Zusammenhang mit Untervirilisierung
und die Bedeutung erniedrigter Werte fir die fetale mannliche Geschlechtsentwick-
lung in einem Kollektiv von 46, XY Disorders of Sexual Development (DSD)-

Patienten. Humane Feten mit einer Mutation im Enzym 3a-Hydroxysteroid-
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Dehydrogenase Typ 3 (3a-HSD-3; Gen AKR1C2), welches im alternativen Pfad 17-
Hydroxy-Dihydroprogesteron (17-OH-DHP) zu 17-Hydroxy-Allopregnanolon reduziert
und Androstandiol zu DHT oxidiert, leiden an verminderter sexueller Differenzierung
beziehungsweise untervirilisierten auReren Geschlechtsmerkmalen und das, obwohl
DHT auch durch den klassischen Weg ber Testosteron hergestellt werden kann.
Dies lasst den Schluss zu, dass bei den betroffenen Patienten die Funktion des DHT
aus dem alternativen Weg als Hormon fehlt, der BP eine Rolle in der normalen, vor
allem fetalen, Geschlechtsentwicklung spielen kdonnte und die Aktivitdt des Gens
AKR1C2 bedeutend zu sein scheint (26, 28). Darlber hinaus sind die Expressionen
der Gene SRD5A1 und AKR1C2 in den fetalen Hoden im Vergleich zu Erwachsenen
signifikant erhéht, AKR1C2 ist zusatzlich signifikant erhoht in der fetalen im Vergleich
zur adulten Nebenniere (33, 28).

Eine Uberproduktion im BP scheint auch eine Beteiligung an der Entstehung
von Erkrankungen mit erhohten Androgenen, zum Beispiel dem AGS, zu haben.
Christakoudi et al. (7) gehen davon aus, dass bei Patientinnen und Patienten mit
AGS eine Uberproduktion der BP-Steroide in utero zur Induktion fetaler von 5a-
Reduktase abhéangiger Stoffwechselwege flihrt. AuBerdem haben Kamrath et al. (30)
die BP-Steroide im Urin mittels Massenspektrometrie gemessen und dabei erhéhte
Werte beim 21-OHD diskutiert.

1.5 Adrenogenitales Syndrom und der Backdoorpathway

Beim Tammar Wallaby ist CYP17Al fir den A5-Pathway nicht exprimiert. Die Syn-
these des DHTs verlauft hier also hauptsachlich Gber den BP aus 17-OHP (26). Beim
Krankheitsbild des 21-OHD wird der A5-Pathway zwar bestritten, allerdings fiihrt es
aufgrund der ACTH-Uberproduktion zur Erhéhung von 17-OHP. Da 17-OHP ein bes-
seres Substrat der 5a-Reduktase als Testosteron (34) und 17-OH-Allopregnanolon
ein besseres Substrat flur die 17,20-Lyasereaktion der CYP17A1 als 17-OHP ist (35),
kann das akkumulierte 17-OHP bei 21-OHD-Patientinnen und -Patienten wie beim
Tammar Wallaby tber den alternativen Weg zusatzlich zur Synthese tber den klas-
sischen Weg zu DHT umgebaut werden (27) und kdnnte damit pathophysiologisch

zum Krankheitsbild des AGS, insbesondere zum Ausmal} der Virilisierung, beitragen.

1.6 Fragestellung
Der Phéanotyp des 21-OHD wird gepragt von einer vermehrten Androgensynthese.

DHT ist dabei sowohl das Endprodukt des klassischen als auch des BP. Zunéchst
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galt es zu klaren, ob 21-OHD-Patientinnen und -Patienten neben erhthten Werten
von 17-OHP, Progesteron, Androstendion, 21-Desoxycortisol und teilweise Testos-
teron Uberhaupt erh6hte DHT-Werte im Plasma aufweisen.

Da die menschliche Enzymausstattung alle dem BP zugeordneten Aktivitaten
besitzt, stellte sich die Frage, ob sich die Steroide des BPs neben dem Urin (30)
auch im Serum beziehungsweise Plasma eines Kontrollkollektives nachweisen las-
sen. Da hierfur aktuell keine etablierte Methode existiert, war ein Teilziel dieser Arbeit
eine neue LC-MS/MS basierte Methode zur parallelen Bestimmung von Androstan-
diol und Androsteron zu entwickeln.

Des Weiteren sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob die BP-
Steroidkonzentrationen im Plasma beim 21-OHD- im Vergleich zum Kontrollkollektiv
erhodht sind und somit zu erhéhten Androgenen, insbesondere zu eventuell erhéhtem
DHT, beitragen kénnen. AbschlieBend galt es, die Frage zu beantworten, ob BP-
Steroide mit klinischen Parametern sowie anderen Hormonen der Androgensynthese

korrelieren.



2. Material und Methodik

Im Folgenden werden die Steroide Androsteron (5a-Androstan-3a-ol-17-one bezie-
hungsweise 3a-Hydroxy-5a-androstan-17-one) und Androstandiol (5a-Androstan-3[3-
17B-diol beziehungsweise 3(,17p-Dihydroxy-5a-androstane) analysiert. Es handelt
sich um eine retrospektive Untersuchung mittels Massenspektrometrie.

Androsteron hat ein Molekulargewicht von 290,44 g/mol, Androstandiol wiegt
292,46 g/mol. Beide Steroide sind im Handel verfiigbar und weisen eine gute Stabili-
tat fir die Messung im Plasma auf. Als interner Standard wird ein funffach deuterier-
tes Androstandiol (5p-Androstan-3a,173-diol-2,2,3,4,4-d5) verwendet, bei dem funf
H-Atome durch funf Deuterium-Atome ersetzt wurden und das Molekul somit um 5

g/mol schwerer ist.

Androsteron Androstandiol 5B-Androstan-3a,17p3-
diol-2,2,3,4,4-d5

OH

H
Abbildung 5: Strukturformel Androsteron, Androstandiol, interner Standard

2.1 Patienten

Laut Ethikkommission-Schreiben vom 20.09.2016 (siehe Anhang) bestehen keine
berufsethischen oder berufsrechtlichen Bedenken gegen die Untersuchung der Ste-
roidbiosynthese per Massenspektrometrie aus Restmaterial ehemals diagnostischer
Proben des Kinderendokrinologischen Labors einschlief3lich biometrischer Auswer-
tung bei Kindern, Jugendlichen und Erwachsenen (AZ D 531/16). Nach Abfrage der
Daten wurden diese fur den weiteren Verlauf anonymisiert.

Es wurden 105 Proben (mannlich: N= 62, weiblich: N= 43) der Klinik fur Kin-
der- und Jugendmedizin |, Bereich P&adiatrische Endokrinologie, Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Kiel mit nicht bestatigtem Verdacht auf Klein-
wuchs als Kontrollgruppe festgelegt und retrospektiv aus Restmaterial gemessen.
Die Patientinnen und Patienten des Kontrollkollektivs (36) mussten IGF1-Werte gro-
Ber der 25. Perzentile und einen Testosteronwert im Referenzbereich aufweisen (37).

Das Alter der Jungen betragt wenige Tage bis achtzehn Jahre und bei den Madchen
9



wenige Tage bis zwanzig Jahre. Die Kontrollproben wurden aus den Jahren 2013 bis
2015 zusammengestellt.

Das 21-OHD-Kollektiv umfasst 17 Serum-/Plasmaproben von 6 Jungen und
11 Madchen jinger als vier Wochen mit erstmals diagnostiziertem AGS durch 21-
Hydroxylasemangel (late onset-AGS ausgenommen) und AGS-Patientinnen und -
Patienten infolge eines 21-OHDs unter Therapie mit je ein bis sechs Serum-/ Plas-
maproben zu unterschiedlichen Therapiezeitpunkten, sodass insgesamt 101 Thera-
piezeitpunktproben (méannlich: N= 65 Therapiezeitpunktproben, weiblich: N= 36 The-
rapiezeitpunktproben) gemessen werden konnten. Das Alter der Jungen unter The-
rapie betragt wenige Tage bis 19 Jahre und bei den Madchen ein Jahr bis 17 Jahre.
Die Proben wurden zwischen den Jahren 2009 bis 2014 gesammelt und bei -20°C
gelagert. 34 Patientinnen und Patienten (mannlich: N= 19, weiblich: N= 15) fielen in
diesem Therapiekollektiv mit Konzentrationen fur Androstendion und 17-OHP-Werte
Uber dem altersentsprechenden Normwert trotz Therapie auf (unzureichend kontrol-
lierte Hyperandrogenamie) und wurden somit als laborchemisch ungentigend einge-

stellte Patientinnen und Patienten definiert.

Tabelle 1: Probanden pro Kohorte

Anzahl Jungen Madchen Summe
Kontrollen (K) 62 43 105
Neudiagnosen (ND) 6 11 17
21-OHD
21-OHD Patienten unter 65 36 101
Therapie (P)
Davon ungenugend einge- 19 15
stellte (seP)

Zusatzlich zu den Serumproben wurden ebenfalls Urinproben von zwdlf The-
rapiepatientinnen und -patienten (acht Jungen und vier Madchen) an ihren zur Verfi-
gung stehenden Therapiezeitpunkten untersucht, sodass 28 Urinproben gemessen

werden konnten.

2.2 Massenspektrometrie
Die Massenspektrometrie (38, 39) ist ein technisches Verfahren zur Analyse der

Masse von Molekilen und Atomen. Die Methode liefert aufgrund der chemischen
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Bestandteile, der Masse und des Fragmentierungsmusters der Probe Informationen
sowohl Uber die qualitative als auch quantitative Zusammensetzung einer Probe.

Zur Analyse wurde ein Ultra Performance Liquid Chromatography Tandem
Massenspektrometer (UPLC-MS/MS) Quattro Premier XE triple quadrupole von Wa-
ters genutzt (11). Wie in Abbildung 6 gezeigt, besteht das Gerat aus einem Einlass-
system, einer lonenquelle, einem Analysator (Quadropol) und einem Detektor.

Dem Einlasssystem ist eine Flussig-Chromatographie-Einheit vorgeschaltet.
Hier erfolgt die Trennung der Analyten durch die unterschiedliche Affinitat und Vertei-
lung zwischen einer mobilen und stationdren Phase (38). Zur lonisation der Probe
wird eine Elektrosprayionisation (ESI-Probe) verwendet, wodurch positiv geladene

Mikrotropfchen fir die Analyse im Quadropol zur Verfiigung stehen.

Analysator
m/z-Separation Fragmentierung m/z-Separation
MS 1 | Kollisions- | MS 2 |
zelle
lonenquelle
b “« Detektor
LESI
lonisation Signalempfang

Einlasssystem Auswertung

Einbringen der Probe

Abbildung 6: Prinzip der Massenspektrometrie

Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau eines Massenspektrometers. Dem Einlasssystem folgt eine lonenquelle, da-
raufhin ein Analysator aus zwei Masse-zu-Ladungsseparationen und einer Kollisionsquelle und schlussendlich ein Detektor. Die
detektierten Signale werden anschlieBend mit einem Computerprogramm ausgewertet.

Im Quadropol wird zunachst das Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z-
Separation) des Muttermolekils vor der Fragmentierung analysiert. Das Muttermole-
kul wird daraufhin mit Argon in der Kollisionszelle beschossen und zerféllt in ein fur

das Molekull typisches Fragmentierungsmuster. AnschlieRend wird nun das Masse-
11



zu-Ladungsverhéltnis der Fragmente untersucht (38). Als Detektor dient ein Sekun-

darelektronenvervielfacher (Photomultiplier).

2.2.1 Eintunen

Um eine neue Methode zu etablieren, missen die Fragmentierungsmuster der Sub-
stanzen bestimmt werden. Fir die Steroide Androstandiol, Androsteron und den in-
ternen Standard (5B-Androstan-3a,17p-diol-2,2,3,4,4-d5) wurden im Rahmen der
Doktorarbeit jeweils zwei Masseniibergange beobachtet. Als Massentbergang ist in
diesem Zusammenhang der Zerfall des Ausgangsmolekils mit einer bestimmten
Masse in seine Fragmente mit einer geringeren Masse zu verstehen. Fur Androstan-
diol waren das die Ubergange 275 g/mol zu 257 g/mol und 275 g/mol zu 120 g/mol
und fur Androsteron die Ubergange 291 g/mol zu 255 g/mol und 291 g/mol zu 273
g/mol.

MRM
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1007 84524

%
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Abbildung 7: Eintuneergebnis Androstandiol und Androsteron
Abbildung 7 zeigt beispielhaft die Peaks der Fragmente fur Androstandiol fir die Massenlbergange 275 g/mol zu 257 g/mol und
zu 120 g/mol und fir Androsteron fir die Massentibergange 291 g/mol zu 273 g/mol und zu 255 g/mol. Die Y-Achse ist auf den

héchsten Peak in Prozent normiert. Auf der X-Achse ist die Zeit dargestellt. Zu sehen sind jeweils die Molekilmasse der ent-
sprechenden Fragmente beziehungsweise Masseniibergange zu einer bestimmten Zeit.

2.2.2 Auswertung
Die Auswertung der Daten fand mit der MassLynx 4.1 Software und die Quantifizie-

rung mit der TargetLynx Software (Waters, Milford, MA) statt.
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2.3 Probenverarbeitung

Die Methoden zur Analyse von Androstandiol und Androsteron aus dem Plasma
wurde am Beispiel einer Methode zur Messung von Steroiden des
Kinderendokrinologischen Labors der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin | des
UKSH, Campus Kiel im Rahmen dieser Doktorarbeit eigenstandig entwickelt und
durchgefthrt (11, 36). Es wurde eine Standardkurve der Konzentrationen 0,1 nmoll/l,
1 nmol/l, 5 nmol/l, 10 nmol/l, 50 nmol/l, 200 nmol/l und 200 nmol/l fir Androstandiol
und Androsteron mitgefihrt.

Fur die Methode wurden 100 pl Plasma beziehungsweise Standard (1:10 mit
Stripp-Plasma verdinnt) benotigt. Die Probe beziehungsweise der Standard wurde
mit 10 pl funffach deuteriertem Standard (5B-Androstan-3a,173-diol-2,2,3,4,4-d5) und
100 pl 5% Phosphorsaure gemischt und finf Minuten bei 14.000 Umdrehungen zent-
rifugiert. Zur Festphasenextraktion (solid phase extraction (SPE)) der Hormone be-
ziehungsweise der Steroide wurde eine MAX-Elutionsplatte (Waters Corporation,
Milford, MA, USA) an eine Vakuumpumpe angeschlossen. Die Saulen der Elu-
tionsplatte wurden mit 200 ul Methanol konditioniert und anschlieRend mit 200 pl
Wasser equilibriert. Daraufhin wurde die Platte mit der vorbereiteten Probe beladen.
Es folgten zwei Waschschritte zunachst mit 200 pl 5% Ammoniak in Wasser und da-
nach mit 200 pl 10% Methanol. Die Elution wurde zweimal mit 30 pl Isopropanol voll-
zogen. Zu den eluierten Proben wurde direkt, nicht mehr Gber die Saule, 200 ul Was-
ser gegeben, woraufhin die Platte verschweil3t wurde. Im Anschluss wurde die Platte
in den Plattenschacht des Massenspektrometers gestellt und die enthaltenen Proben
konnten gemessen werden. Die Probenvorbereitung ist somit schnell durchzufuhren
und bendtigt nur ein geringes Probenvolumen. Parallel dazu wurden die Steroidkon-
zentrationen fur DHT, Testosteron, Androstendion, 17-OHP, Cortison und 21-

Desoxycortison massenspektrometrisch in den Proben mit bestimmt (11, 36).

2.4 Intra- und Interassayvarianz

Durch die Messung von zehn Standardproben in abnehmenden Konzentrationsbe-
reichen wurde die Prazision in Form von einer Intraassayvarianz innerhalb eines Lau-
fes und Interassayvarianz in verschiedenen Laufen sowie die Nachweisgrenzen fur
die einzelnen Hormone vom kinderendokrinologischen Forschungslabor durch die
MTA Frau Tanja Stampe anhand der entwickelten Methode bestimmt. Die Werte sind

im Anhang unter 7.1. dargestellt.
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Tabelle 2: Nachweisgrenzen der gemessenen Hormone beziehungsweise Steroide in nmol/l

Nachweis- 17- Andro- Testo- Andro- Andro-
grenzen DHEA OHP stendion steron DHT standiol steron
nmol/l 0,0442 |0,0188 0,03821 0,02042 |0,0104 0,12193 0,06089

2.5 Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung und die Entwicklung der graphischen Darstellungen er-

folgten durch das Programm ,R* (40) und Microsoft Excel 2007. Enthaltene Flussdia-

gramme wurden mit Microsoft Power Point 2007 erstellt.

Signifikanzen wurden anhand eines t-Testes und Korrelationen mit dem Pear-

son Koeffizienten r ermittelt. Das statistische Signifikanzniveau wurde dabei auf klei-

ner 0,05 festgelegt. Dabei sind p-Werte kleiner 0,05 schwach, kleiner 0,005 mittel

und kleiner 0,0005 stark signifikant. Beim Korrelationskoeffizient r gilt, dass bei Wer-

ten groRRer 0,1 ein geringer, bei Werten grofl3er 0,3 ein mittlerer und bei Werten gro-

Ber 0,5 ein hoher Zusammenhang besteht (41). Zeigt der p-Wert der Korrelation ein

Signifikanzniveau kleiner 0,05, ist davon auszugehen, dass der Zusammenhang

nicht zufallig ist.
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3. Ergebnisse

Erste Messungen zeigten, dass die Steroide des BPs sowohl bei den Kontrollen als
auch bei den Neudiagnosen- und Therapieproben von Patientinnen und Patienten
mit 21-OHD im Serum/Plasma mit der neuen Methode messbar waren. Neben An-
drostandiol und Androsteron wurden parallel DHT, Testosteron, Androstendion, 17-
OHP, Cortison und 21-Desoxycortisol mit bestimmt. Abbildung 8 zeigt eine Ubersicht
Uber die Ergebnisse der Hormone nach Madchen und Jungen getrennt fur die Kon-
trollen, die Neudiagnosen und die Therapiepatientinnen und -patienten in Folge eines
21-OHDs. Zusatzlich werden die Proben in Abbildung 8 beziiglich ihres Alters in pra-
pubertare (Méadchen vor dem achten Lebensjahr, Jungen vor dem neunten Lebens-
jahr) und pubertdre Proben (Madchen nach dem achten Lebensjahr, Jungen nach
dem neunten Lebensjahr) unterteilt und separat betrachtet. Die Steroid- beziehungs-
weise Hormonkonzentrationswerte werden in Abbildung 8, 11,12 und 15 mit ihren
logarithmierten Werten dargestellt, weil sich die stark unterschiedlichen Zahlen so
Ubersichtlicher vergleichen lassen, da der Logarithmus fur grof3e Zahlen viel langsa-
mer steigt als die Zahl selbst.

Im Folgenden werden die Messergebnisse als Boxplot dargestellt und darauf-
hin Korrelationen zwischen den BP-Steroiden und klinischen Daten sowie anderen
Hormonen Uberprift. Dabei wurden alle Messungen mit einbezogen. Die Mal3einheit
ist nmol/l. Werte unterhalb der Nachweisgrenze flossen mit 0,01 nmol/l in die Analyse

mit ein.
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Abbildung 8: Ubersicht Ergebnisse

Hormone/Steroide der verschiedenen Kohorten dargestellt auf der x-Achse mit ihren jeweiligen logarithmierten Konzentrationen
auf der y-Achse der 21-OHD-Neudiagnosen (orange), der 21-OHD-Patienten unter Therapie (gelb) und der Kontrollgruppe
(gruin), getrennt nach Madchen und Jungen und pra - und postpubertér als Box-Plot dargestellt. Die Mediane der Werte sind als
Strich im Box-Plot dargestellt. Zwischen der oberen und unteren Begrenzung der Box befinden sich die mittleren 50% der Wer-
te. Im Bereich der Antennen befinden sich die minimalen beziehungsweise maximalen Werte.

3.1 DHT
Zunéachst sollte geprift werden, ob 21-OHD-Patientinnen und —Patienten tGberhaupt
erhohte DHT-Werte im Vergleich zum Kontrollkollektiv aufweisen.

Bei 21-OHD-Patientinnen und -Patienten lassen sich sowohl fir die Madchen
(p-Wert <0,0001) als auch fur die Jungen (p-Wert 0,0060) signifikant hohere Plasma-
konzentrationen fir DHT messen als bei den Kontrollpatientinnen und -patienten. Die
DHT-Plasmakonzentrationen der Madchen sind signifikant niedriger als die der Jun-
gen sowohl im Kontroll- (p-Wert 0,0463) als auch im 21-OHD-Kollektiv (p-Wert
0,0060).
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Tabelle 3: Ergebnisse DHT

Vergleich Kontrollen
und 21-OHD

DHT

nmol/l

p-Werte

Kollektiv

Geschlecht

MW

Min

Max

Gesamtkollektiv,

prapubertar

pubertar

Kontrollen

Jungen

0,56

0,01

2,34

21-OHD

Jungen

0,86

0,01

7,40

0,0060

<0,0001

0,9416

Kontrollen

Madchen

0,17

0,01

0,93

21-OHD

Madchen

0,55

0,01

1,83

<0,0001

0,0002

0,0038

Vergleich der DHT-Konzentrationen in nmol/l (y-Achse) je nach Alter in Jahren (x-Achse) zwischen Patientinnen und Patienten
der 21-OHD-Therapiegruppe (gelb) und der Kontrollgruppe (griin), fir Jungen und Médchen getrennt dargestellt. Der Mittelwert

2.0

1.5

1.0

DHT [nmol/L]

1.0

0.5

0.0

wird jeweils als Linie dargestellt.

Teilt man die Kollektive nach dem Alter in prapubertdre und pubertéare Gruppen auf,
unterscheiden sich die DHT-Plasmakonzentrationen der weiblichen Kontrollen so-
wohl prapubertér (p-Wert 0,0002) als auch pubertar (p-Wert 0,0038) signifikant von

21-OHD unter Therapie @ Kontroligruppe

5

10

Alter in Jahren
Abbildung 9: Vergleich DHT-Konzentration der Kontrollen mit den 21-OHD-Patienten

denen der weiblichen 21-OHD-Patientinnen.
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Die DHT-Plasmakonzentrationen der mannlichen prapubertaren 21-OHD-
Patienten zeigen sich signifikant héher (p-Wert <0,0001) als die des préapubertéren
Kontrollkollektives. Mit Beginn der Pubertdt gleichen sich die DHT-
Plasmakonzentrationen der Patientengruppe an die des Kontrollkollektives an (p-
Wert 0,9416).

Mit zunehmendem Alter der ménnlichen Kontrollprobanden steigt die DHT-
Plasmakonzentration an (r= 0,59). Die Korrelation zwischen Alter und DHT-
Plasmakonzentration verliert bei der mannlichen Therapiegruppe ihren Zusammen-

hang.

3.2 Backdoorpathway Steroide

Der Mittelwert der Plasmakonzentration fiir Androstandiol betragt altersunabhéngig
bei den Kontrollmadchen 2,52 nmol/l und bei den Kontrolljungen 1,83 nmol/l. Der Mit-
telwert der Androsteron-Plasmakonzentration ist bei den Kontrollmadchen 0,55
nmol/l und bei den Kontrolljungen 0,95 nmol/l.

Die Gesamtheit aller 21-OHD-Patientinnen und -Patienten weisen fur die An-
drostandiol-Plasmakonzentration einen Mittelwert von 3,82 nmol/l bei den Madchen
und 3,71 nmol/l bei den Jungen und fur Androsteron-Plasmakonzentration einen Mit-
telwert von 3,93 nmol/l bei den Madchen und 2,82 nmol/l bei den Jungen auf (siehe
Tabelle 4).

Tabelle 4: Ergebnisse Androstandiol und Androsteron, alle Altersgruppen

Vergleich Kontrollen Androstandiol Androsteron
und 21-OHD nmol/l nmol/l

Kollektiv | Geschlecht| MW | Min Max |p-Wert| MW Min | Max |p-Wert

Kontrollen | Jungen | 1,83 0,12 6,84 |0,0003| 0,95 0,06 4,48 |0,5649

21-OHD Jungen | 3,71 0,12 14,43 2,82 0,06 | 96,26

Kontrollen |Madchen| 2,52 0,12 13,07 |0,3019( 0,55 0,06 1,92 |0,6457

21-OHD |Madchen| 3,82 0,12 21,31 3,93 0,01 | 83,18
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3.2.1 Geschlechtsunterschied

Vergleicht man die Jungen- mit der jeweiligen Méadchenkohorte, gibt es keine signifi-
kanten Unterschiede fur Androstandiol (Kontrollen: p-Wert 0,1508, 21-OHD: p-Wert
0,5765) oder Androsteron (Kontrollen: p-Wert 0,3591, 21-OHD: p-Wert 0,81), weder
insgesamt noch in der Aufteilung in die einzelnen Alters- und Patientinnen- und Pa-

tientengruppen.

3.2.2 Vergleich der Kontrollkohorte mit der 21-Hydroxylasemangel-Kohorte (21-
OHD)

Wie in Tabelle 4 und in der Abbildung 10 dargestellt, unterscheiden sich die Andros-
tandiol-Plasmakonzentrationen der méannlichen Kontrollproben von denen der mann-
lichen 21-OHD-Proben signifikant (p-Wert 0,0003) voneinander. Die Androstandiol-
Plasmakonzentrationen der mannlichen 21-OHD-Patienten sind signifikant héher als
die des mannlichen Kontrollkollektivs. Bei den Madchen ergibt sich kein signifikanter
Unterschied der Androstandiol-Plasmakonzentrationen der weiblichen Kontrollproben
verglichen mit den weiblichen 21-OHD-Proben (p-Wert 0,3019).

Die Plasmakonzentrationen von Androsteron sind weder bei den Jungen noch
bei den Madchen signifikant unterschiedlich zwischen dem Kontroll- und dem 21-
OHD-Kollektiv.

Bei keinem Kaollektiv gibt es eine Korrelation zwischen dem Alter und den BP-
Steroiden. Das Alter korreliert bei den Kontrollen allerdings signifikant mit den Hor-
monen des klassischen Weges DHT (mannlich: r= 0,59; weiblich: r= 0,49), Testoste-
ron (mannlich: r= 0,51; weiblich: r= 0,76), Androstendion (mannlich: r= 0,63; weiblich:
r=0,79) und 17-OHP (mannlich: r= 0,53; weiblich: r= 0,51). Das heil3t, dass die Hor-
monkonzentrationen mit dem Alter ansteigen.

Im Therapiekollektiv ist diese Altersabhangigkeit der genannten Hormone so-

wohl bei den Madchen als auch bei den Jungen nicht mehr nachweisbar.
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Abbildung 10: Vergleich Androstandiol- und Androsteronkonzentration der Kontrollen mit den
21-OHD-Patientinnen und -Patienten

Vergleich der Androstandiol- und Androsteron-Konzentration in nmol/l (y-Achse) je nach Alter in Jahren (x-Achse) zwischen
Patientinnen und Patienten der 21-OHD-Therapiegruppe (gelb) und der Kontrollgruppe (grin), fir Jungen und Madchen ge-
trennt dargestellt. Der Mittelwert wird jeweils als Linie im Punktdiagramm dargestellt.
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3.2.3 Vergleich von Neudiagnosen und Kontrollpatientinnen und -patienten be-
ziehungsweise 21-OHD-Patientinnen und -Patienten unter Therapie
In Abbildung 11 sind die Plasmakonzentrationen der Steroide Androstandiol und An-
drosteron sowie des Hormons DHT fir die Kontrollen und die Patientinnen und Pati-
enten mit erstmals diagnostiziertem AGS durch 21-Hydroxylasemangel aufgetragen.
Fur eine bessere Ubersichtlichkeit wurden die logarithmierten Werte verwendet.
Vergleicht man die Patientinnen und Patienten mit neudiagnostiziertem 21-
OHD mit den Kontrollen wie in Abbildung 11, fallen neben den schon unter 3.1 be-
schriebenen signifikant erhbéhten DHT-Plasmakonzentrationen ebenfalls die signifi-
kant erhohten Androsteron-Plasmakonzentrationen der Patientinnen und Patienten
mit 21-OHD Neudiagnose auf (p-Wert 0,0027). Die Androstandiol-
Plasmakonzentrationen der 21-OHD Neudiagnosen und des Kontrollkollektives wei-

chen dabei nicht signifikant voneinander ab (p-Wert 0,2616).

Tabelle 5: Vergleich von Neudiagnosen und Patienten unter Therapie

Neudiagnosen (ND) zu Jungen Madchen
Therapiepatienten (P)
Mittelwert in nmol/I ND P ND P
Androstandiol 1,22 3,94 3,20 4,00
Androsteron 25,36 0,740 14,67 0,65

Unter Therapie fallen die Mittelwerte der Androsteron-Plasmakonzentration
sowohl fir das weibliche als auch fir das ménnliche Neudiagnosenkollektiv deutlich
ab. Bei der Androstandiol-Plasmakonzentration steigt der Mittelwert der Neudiagno-

sen unter Therapie leicht an (siehe Tabelle 5).
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Abbildung 11:Vergleich der logarithmierten Androstandiol-, Androsteron- und DHT-
Konzentrationen des Kontrollkollektives und der 21-OHD-Neudiagnosen

Vergleich der logarithmierten Androstandiol-, Androsteron- und DHT-Konzentration auf der y-Achse des Kontrollkollektives
(griin) mit den 21-OHD-Neudiagnosen (orange) als Box-Plot dargestellt. Der Median der Werte ist als Strich im Box-Plot darge-
stellt. Zwischen der oberen und unteren Begrenzung der Box befinden sich die mittleren 50% der Werte. Im Bereich der Anten-
nen befinden sich die minimalen beziehungsweise maximalen Werte.

3.2.4 Vergleich von gut und laborchemisch ungeniigend eingestellten 21-OHD-
Patientinnen und -Patienten

Es muss einen signifikanten Unterschied zwischen gut und laborchemisch ungenu-
gend eingestellten (unzureichend kontrollierte Hyperandrogendmie) Therapiepatien-
tinnen und -patienten geben, damit sich die Messung der BP-Steroide als potentieller
Verlaufsparameter eignet.

Bei den Therapiepatientinnen und -patienten des Kollektivs fielen 34 (19 Jun-
gen und 15 Madchen) Proben mit Uber die altersentsprechenden Normwerte erhdh-
ten Konzentrationen fur 17-OHP und Androstendion auf, die als laborchemisch un-
gentgend eingestellte Patientinnen und Patienten definiert wurden.

Die Abbildung 12 vergleicht dabei alle Hormone beziehungsweise Steroide der
21-OHD-Patientinnen und -Patienten mit erhdhtem 17-OHP und Androstendion und
den restlichen 21-OHD-Patientinnen und -Patienten unter Therapie mit normalen 17-
OHP-Plasmakonzentrationen pré- und postpubertar nach Geschlechtern getrennt.

Fur die Madchen und die Jungen insgesamt ergeben sich unabhangig vom Al-
ter signifikant hohere Androstandiol-Plasmakonzentration zwischen den schlecht ein-
gestellten und den restlichen 21-OHD-Patientinnen und -Patienten unter Therapie (p-
Wert 0,0137). Ebenso zeigt sich eine signifikante Abweichung zwischen den schlecht

eingestellten Patientinnen und Patienten und den Kontrollen (p-Wert <0,0001).
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Neben Androstandiol sind insgesamt altersunabhangig auch die Werte fir
DHT im Kollektiv der Patientinnen und Patienten mit erhohten 17-OHP-
Plasmakonzentrationen im Vergleich zum restlichen Patientenkollektiv unter Therapie
nochmals erhéht (p-Wert 0,01806).

Fur Androsteron lasst sich keine signifikante Differenz zwischen den Kontroll-
patientinnen und -patienten oder den gut und den schlecht eingestellten Patientinnen
und Patienten feststellen (p-Wert 0,8135).

- 21-OHD unter Therapie mit Hyperandrogenamie E 21-OHD unter Therapie ohne Hyperandrogenamie
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Abbildung 12: Vergleich von Steroiden/Hormonen von 21-OHD-Patienten unter Therapie
Vergleich zwischen den logarithmierten Steroid- beziehungsweise Hormonkonzentrationen auf der y-Achse von 21-OHD-
Patientinnen und -patienten mit normwertigem 17-OHP- und Androstendion-Konzentrationen unter Therapie (gelb) und erhéh-
ten 17-OHP- und Androstendion-Konzentrationen trotz Therapie (orange) getrennt nach Geschlecht und pré- und postpubertar
als Box-Plot dargestellt. Der Median der Werte ist als Strich im Box-Plot dargestellt. Zwischen der oberen und unteren Begren-
zung der Box befinden sich die mittleren 50% der Werte. Im Bereich der Antennen befinden sich die minimalen beziehungswei-
se maximalen Werte.

3.2.5 Urin

Auch im Urin sind die beiden BP-Steroide mit der entwickelten Methode detektierbar.
Es wurden insgesamt 28 Urinproben von Patientinnen und Patienten mit 21-OHD
unter Therapie zusammen mit ihren entsprechenden Blutproben analysiert. Im Unter-
schied zu der Serummethode wurden ein interner Standard fiir Urinmessungen (17-
OHP D8) und eine WAX Platte von Waters verwendet. Ansonsten gestaltete sich die

Probenvorbereitung und Messung gleich.
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Bei den gemessenen Urinproben lassen sich keine signifikanten Unterschiede
oder Zusammenhénge zwischen den Konzentrationen der Blutprobe und der dazu-
gehorigen Urine fur Androstandiol (p-Wert 0,0587, r = -0,3615) und Androsteron (p-
Wert 0,9950, r = -0,001) feststellen.

3.3 Korrelation zwischen BP und klinischen Daten

Tabelle 6: Probandinnen und Probanden pro Kohorte klinische Daten

Klinische Daten Neudiagnosen unter Therapie Kontrollen

Jungen |Madchen |Jungen|Madchen |Jungen |Madchen

Perzentile Wachstums-

n.a. na. |22/65| 7/36 | iGE @ NS

geschwindigkeit

Perzentile BMI 1/6 3/11 |58/65| 31/36 |58/62 | 42/43
Mutationsanalytik
6/6 9/11 |35/65| 12/36 n.a. n.a.
CYP21A2

Knochenalter n.a. n.a. 10/ 65 - - -

Daten zu klinischen Befunden bei 21-OHD-Patientinnen und Patienten bei Erstdiagnose, 21-OHD unter Therapie sowie Kontrol-
len unter Beriicksichtigung des Geschlechts. Angegeben ist die Anzahl der Patientinnen und Patienten, von denen Daten vor-
liegen (n.a. = nicht anwendbar).

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen der Héhe
der BP-Steroidkonzentration im Plasma und ausgewéhlten klinischen Parametern
besteht. Existiert eine Korrelation zwischen den BP-Steroiden und klinischen Para-
metern bei den Patientinnen und Patienten beziehungsweise Kontrollen, kénnte die
Messung der BP-Steroide als eine mdgliche Beurteilung der Therapieeinstellung dis-
kutiert werden.

Fiur die Perzentile der Wachstumsgeschwindigkeit (cm/Jahr) in Prozent, die
Body-Mal3-Index (BMI)-Perzentile in Prozent und die Genetik waren ausreichend In-

formation retrospektiv zu ermitteln.

3.3.1 Wachstumsgeschwindigkeit

Das Krankheitsbild des AGS entwickelt sich je nach Schweregrad der Mutation und
hat dementsprechend unterschiedliche Phanotypen. Ein schlecht eingestelltes AGS
geht mit der Beschleunigung der Wachstumsgeschwindigkeit einher. Mit der Korrela-
tion der BP-Steroide und der Perzentile der Wachstumsgeschwindigkeit soll ein Zu-

sammenhang der selbigen untersucht werden. Dazu wurde die Perzentile der
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Wachstumsgeschwindigkeit (cm/Jahr) in Prozent mit den Androstandiol- bezie-
hungsweise Androsteronplasmakonzentrationen in nmol/l verglichen.

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen Androstandiol oder Andros-
teron und der Wachstumsgeschwindigkeitsperzentile (%) in allen Gruppen und Ge-
schlechtern erhoben werden. Abbildung 13 zeigt jedoch den Trend in der Gruppe der
21-OHD-Patientinnen und -Patienten: Je hoher die Androstandiolwerte sind, desto

groRRer ist die Wachstumsgeschwindigkeitsperzentile.

o

Androstandiol [nmol/L]

0 25 50 75 100
Wachstumsgeschwindigkeitsperzentile [%]

Abbildung 13: Korrelation der Wachstumsgeschwindigkeitsperzentile und Androstandiol

Korrelation der Androstandiolkonzentration in nmol/l auf der y-Achse und der Wachstumsgeschwindigkeitsperzentile [%] in
Prozent auf der x-Achse als Punktdiagramm. Die Linie markiert den Mittelwert.

3.3.2 Body-Mal3-Index (BMI)
Da Fettgewebe hormonaktiv ist, sollte untersucht werden, ob ein erhéhter BMI einen
Beitrag zu erhdhten BP-Steroiden leistet. Dazu wurde die BMI-Perzentile in Prozent
mit den Androstandiol- beziehungsweise Androsteronplasmakonzentrationen in
nmol/l korreliert.

Die Androstandiol- und die Androsteronplasmakonzentration weisen weder
beim Kontroll- noch beim 21-OHD-Kollektiv eine signifikante Korrelation mit der BMI

Perzentile auf. Dies gilt sowohl fur die Madchen als auch fur die Jungen.
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3.3.3 CYP21A2-Genotyp

gene del/conv
A8 bp

E6 cluster
F306 +t
Q318X
R356W

intron 2
splice site

Disease severity

21-hydroxylase defic
Mutation group Null A B C
CAH form SW SwW SV NC

Abbildung 14: Genotyp-Phanotyp-Korrelation von CYP21A2-Mutationen bei 21-OHD aus Nils
Krone et al. (3)

Einteilung der Mutationen, die zum 21-OHD fiihren, anhand der Restaktivitat des mutierten Enzyms im Vergleich zum Wildtyp-
enzym. Je geringer die Restaktivitat ist, desto gravierender ist der Phénotyp des 21-OHD. Die Gruppen 0 und A haben eine
maximale Restaktivitdt von 1% und préasentieren sich klinisch mit einem Salzverlust (SW = salt wasting). Die Gruppe B impo-
niert klinisch mit einer Virilisierung ohne Salzverlust und wird als ,simple virilising“ (SV) definiert. Das nicht klassische AGS (NC
= ,nonclassic*) hat eine Restaktivitat von bis zu 50% und féllt klinisch gar nicht oder erst im Verlauf des Lebens auf.

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob der Schweregrad der Mutation des 21-
OHD einen Einfluss auf die HOhe der BP-Steroide hat. Das heil3t, ob die BP-
Steroidplasmakonzentrationen ansteigen, je gravierender die Schwere der Mutation
ist.

Dafur wurden die Mutationen der Patientinnen und Patienten dieser Studie,
die einen 21-OHD zur Folge haben, am Beispiel von Krone et al. (2009) in Gruppen
anhand ihrer Restaktivitat eingeteilt (3). Die Gruppen 0 und A haben maximal 1%
Restaktivitat des mutierten Enzyms im Vergleich mit einem Wildtypenzym und somit
neben der hohen Androgenkonzentration auch noch einen gravierenden Salzverlust
zur Folge (SW = salt wasting, salzverlierendes AGS). Mutationen, die lediglich zur
Virilisierung fihren, werden in die Gruppe B (SV = simple virilising, einfach
virilisierendes AGS) eingeteilt. Die ,nonclassic*-Gruppe C (NC = nicht klassisches
AGS) beinhaltet Mutationen mit bis zu 50% Restaktivitat des mutierten Enzyms (sie-
he Abbildung 14).

In dieser Untersuchung wurden nur Patientinnen und Patienten mit Neudiag-
nosen (late onset Patienten ausgenommen) betrachtet. In Abbildung 15 wurden die
logarithmierten Plasmakonzentrationen von Androstandiol und Androsteron der un-

terschiedlichen Mutationsgruppen aufgetragen.
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Es konnte fur Androstandiol weder bei den Jungen noch bei den Madchen ei-
ne signifikante Korrelation zwischen dem Schweregrad der Mutation und den
Androstandiolkonzentrationen nachgewiesen werden.

Bei Androsteron allerdings existiert ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Androsteronkonzentration und der Mutationsgruppe sowohl bei den Jungen (p-
Wert 0,0072 und r= -0,8648) als auch bei den Madchen (p-Wert 0,0105 und r=
-0,7765). Je niedriger die Restaktivitat der Nebennierenrinde ist, desto signifikant

héher sind die Androsteronplasmakonzentrationen.

Schwere der Erkrankung ~f Nul B A0-1% & B1-5% > C 30-50%

100 ++ ++

0.1

log [Konzentration der Hormone]
IR

Androstandiol
Androsteron

Abbildung 15: Logarithmierte Androstandiol- und Androsteronkonzentration aufgeteilt nach
Schweregrad der Mutation

Vergleich der logarithmierten Androstandiol- und Androsteronkonzentration aufgeteilt nach Schweregrad der Mutation nach Nils
Krone et al. ,Genetics of congenital adrenal hyperplasia“ (2009) in Gruppen anhand ihrer Restaktivitét eingeteilt. Die Gruppen 0
(Sternchen) und A (Kastchen) haben maximal 1% Restaktivitdt der Nebennierenrinde mit Salzverlust, die Gruppe B (Dreieck)
zwischen 1-5% und die Gruppe C (x) zwischen 30-50% Restaktivitat.

3.4 Korrelation zwischen Steroiden beziehungsweise Hormonen

Zurzeit stellt die laborchemische Bestimmung der Hormonkonzentrationen aus dem
klassischen Weg eine Méglichkeit dar, die Therapieeinstellung des 21-OHD zu kon-
trollieren. Die parallele Untersuchung der Hormone des klassischen Weges erbrachte
die fur das 21-OHD typischen, signifikanten Erhéhungen von Androstendion, 17-OHP
und 21-Desoxycortisol von AGS-Patientinnen und Patienten im Vergleich zum Kont-

rollkollektiv (Anhang 7.3). Testosteron kann, muss dabei aber nicht erhdht sein (11).
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Die Tabelle 7 zeigt die Korrelationskoeffizienten der einzelnen Hormone des klassi-

schen Weges und des BPs geschlechtsspezifisch im jeweiligen Kollektiv.

Tabelle 7: Korrelationskoeffizient r der Hormone beziehungsweise Steroide aus klassischem

und alternativem Weg fur das mannliche (a) und weibliche (b) Kontroll- und das ménnliche (c)
und weibliche (d) 21-OHD-Kollektiv

a) Jungen Kontrollkollektiv
Korrelation Andros- | Androste- | Testosteron | Androstendion 17-OHP 21-
r tandiol ron Desoxycortisol
Androstandiol 1,00 -0,02 -0,04 -0,04 -0,11 0,13
Androsteron -0,02 1,00 0,35 0,47 0,35 0,15
DHT -0,05 0,41 0,69 0,55 0,47 0,35
Testosteron -0,04 0,35 1,00 0,66 0,52 0,34
Androstendion -0,04 0,47 0,66 1,00 0,79 0,22
17-OHP -0,11 0,35 0,52 0,79 1,00 0,26
21- 0,13 0,15 0,34 0,22 0,26 1,00
Desoxycortisol
b) Micddchen Kontrollkollektiv
Korrelation Andros- | Androste- | Testosteron | Androstendion 17-OHP 21-
r tandiol ron Desoxycortisol
Androstandiol 1,00 0,44 0,17 0,22 0 -
Androsteron 0,44 1,00 0 0 0 -
DHT 0,31 0,15 0,61 0,75 0,54 -
Testosteron 0,17 0 1,00 0,88 0,61 -
Androstendion 0,22 0 0,88 1,00 0,73 -
17-OHP 0 0 0,61 0,73 1,00 -
) Jungen 21-OHD-Kollektiv
Korrelation Andros- Androste- Testosteron | Androstendion 17-OHP 21-
r tandiol ron Desoxycortisol
Androstandiol 1,00 -0,16 -0,09 -0,12 0,01 0,22
Androsteron -0,16 1,00 0,69 0,76 0,41 0,24
DHT -0,12 0,50 0,62 0,80 0,37 0,44
Testosteron -0,09 0,69 1,00 0,73 0,53 0,38
Androstendion -0,12 0,76 0,73 1,00 0,72 0,59
17-OHP 0,01 0,41 0,53 0,72 1,00 0,68
21- 0,22 0,24 0,38 0,59 0,68 1,00
Desoxycortisol
d) Mcdidchen 21-OHD-Kollektiv
Korrelation Andros- | Androste- | Testosteron | Androstendion 17-OHP 21-Desoxycortisol
r tandiol ron
Androstandiol 1,00 -0,01 0,00 0,00 0,32 0,15
Androsteron -0,01 1,00 0,92 0,97 0,16 -0,02
DHT -0,15 0,05 0,07 0,01 -0,11 -0,06
Testosteron 0,00 0,92 1,00 0,95 0,30 0,03
Androstendion 0,00 0,97 0,95 1,00 0,25 0,04
17-OHP 0,32 0,16 0,30 0,25 1,00 0,64
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3.4.1 Androstandiol

Die Androstandiolplasmakonzentration korreliert weder beim Kontroll- noch beim 21-
OHD-Kollektiv oder nur schwach mit den Hormonkonzentrationen von Testosteron,
Androstendion, 17-OHP, 21-Desoxycortisol und DHT. Dies gilt fir beide Geschlech-

ter.

3.4.2 Androsteron

Im weiblichen Kontrollkollektiv bestehen keine Zusammenhange zwischen der An-
drosteronplasmakonzentration und den Hormonen Testosteron, Androstendion, 17-
OHP, 21-Desoxycortisol und DHT. Bei den mannlichen Kontrollproben zeigen sich
dagegen signifikante Zusammenhange zwischen Androsteron und den Hormonen
des klassischen Weges aul3er 21-Desoxycortisol. Je hoher die Androsteronplasma-
konzentrationen sind, desto héher sind auch die Konzentrationen fur Testosteron,
Androstendion, 17-OHP und DHT.

Die Korrelationen zwischen Androsteron und Testosteron (mannlich: r= 0,69
und weiblich: r= 0,92) sowie Androsteron und Androstendion (méannlich: r= 0,76 und
weiblich: r= 0,97) ist bei beiden Geschlechtern im 21-OHD-Kollektiv signifikant. Je
héher also die Testosteron- und Androstendionkonzentrationen sind, desto hoher
sind die Androsteronkonzentrationen. Bei den erkrankten Jungen kommen zusatzlich
signifikant hohe Androsteronkonzentrationen neben erhéhten Konzentrationen von
17-OHP (r=0,41) und DHT (r= 0,50) vor.

3.4.3 17-Hydroxyprogesteron (17-OHP)

17-OHP Kkorreliert bei den méannlichen und weiblichen Kontrollpatientinnen und
-patienten signifikant sowohl stark mit Testosteron (r= 0,52) als auch mit Androsten-
dion (r= 0,79) und mittelstark mit DHT(r= 0,47), das heil3t, dass die Hormonplasma-
konzentration steigen, sobald die 17-OHP-Konzentration ansteigt.

Im mannlichen 21-OHD Kollektiv lasst sich diese Korrelation fur Testosteron
(r=0,53) und Androstendion (r= 0,72), sowie die mittelstarke fir DHT (r= 0,37) eben-
falls nachweisen. Bei den weiblichen Therapiepatienten besteht der Zusammenhang
zwischen 17-OHP und Testosteron, Androstendion beziehungsweise DHT nicht.

Zusatzlich besteht bei beiden Geschlechtern des Therapiekollektives eine Kor-
relation zwischen 17-OHP und 21-Desoxycortisol. Auch hier fihren erhdohte 17-OHP-

Konzentrationen zu erhéhten 21-Desoxycortisolkonzentrationen.
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3.4.4 Testosteron/ Androstendion
Erhohte Androstendionplasmakonzentrationen sind im Kontrollkollektiv unabh&ngig
vom Geschlecht signifikant mit erhdhten Testosteron- (r= 0,66), 17-OHP- (r= 0,79)
und DHT-Konzentrationen (r= 0,55) korreliert.

Eine signifikante Korrelation im mannlichen 21-OHD-Kollektiv besteht mit DHT
(r= 0,80), Testosteron (r= 0,73), 17-OHP (r= 0,72) und 21-Desoxycortisol (r= 0,59).
Bei den weiblichen 21-OHD-Patientinnen dagegen existiert nur eine signifikante Kor-
relation zwischen Androstendion und Testosteron (r= 0,55).

Testosteron korreliert im Kontrollkollektiv geschlechtsunabhéangig mit DHT (r=
0,69), Androstendion (r= 0,66) und 17-OHP (r= 0,52). Ahnliche Korrelationen beste-
hen im mannlichen 21-OHD-Kaollektiv.

Bei weiblichen 21-OHP-Patientinnen korrelieren nur Testosteron und Andros-
tendion (r= 0,95).

3.4.5 DHT

Weder fur die Jungen noch fur die Madchen des Kontrollkollektives stellt sich ein sig-
nifikanter Zusammenhang zwischen Androstandiol oder Androsteron und DHT ein.
Das heil3t, dass hohe Plasmaspiegel fur Androstandiol und Androsteron nicht signifi-
kant mit erhéhten DHT-Plasmaspiegeln einhergehen.

Bei den mannlichen 21-OHD-Patienten korreliert DHT mit Androsteron (r=
0,50) signifikant, jedoch nicht mit Androstandiol, und auch bei den weiblichen 21-
OHD-Patientinnen lasst sich keine Korrelation zwischen den BP-Steroiden und DHT
messen.

Zusatzlich besteht geschlechtsunabhéngig ein signifikanter Zusammenhang
von DHT mit Testosteron (r= 0,69) und Androstendion (r= 0,55) im Kontrollkollektiv.
Der Plasmaspiegel fur DHT steigt bei erhOhten Testosteron- oder
Androstendionkonzentrationen an. Die Korrelation lasst sich auch bei den mannli-
chen 21-OHD-Patienten flr Testosteron (r= 0,62) und Androstendion (r= 0,80) nach-
weisen. Bei den weiblichen Therapiepatientinnen lasst sich keine signifikante Korre-

lation eruieren.

3.5 Quotient Backdoorpathway zu klassischem Pathway
Um herauszufinden, ob der Anteil der BP-Steroide zur Entstehung von DHT beim
Krankheitsbild des 21-OHD erhéht ist, wurde als Modell ein Quotient zwischen den

Hormonkonzentrationen des klassischen Weges Androstendion und Testosteron so-
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wie den Steroiden des alternativen Pfades Androstandiol und Androsteron verwen-
det, der nach dem Beispiel der Arbeit von Kamrath gebildet wurde (30).

Um einen prozentualen Anteil zu errechnen, wie viel der BP und wie viel der
klassische Weg uber Testosteron (TP) zur DHT-Bildung modellhaft beitragen, wur-
den die Einzelsummen der Konzentrationen der Pathways Androstandiol und An-
drosteron (BP) sowie Androstendion und Testosteron (TP) zu einer Gesamtsumme
addiert. Daraufhin wurden die Einzelsummen der Konzentrationen der Hormonwege

ins Verhaltnis zur Gesamtsumme gesetzt:

prozentualer Anteil (BP) = 100;

BP+TP

In Abbildung 16 ist die prozentuale Verteilung fur den BP im Verhéltnis zum
Alter in Jahren der jeweiligen Kohorte aufgetragen. Bei allen betrachteten Gruppen
existieren Patientinnen und Patienten, bei denen die Hormonproduktion rechnungs-
bedingt hauptséachlich tber einen der beiden Wege beigesteuert wird.

21-OHD unter Therapie @ Kontrollgruppe
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Abbildung 16: prozentualer Anteil klassischer und alternativer Weg an der DHT-Produktion

Prozentualer Anteil des alternativen Weges an der DHT-Produktion (y-Achse) nach dem Alter in Jahren (x-Achse) und getrennt
nach Geschlecht der Kontroll- (grin) und der Patientenkohorte unter Therapie (gelb) dargestellt als Punktdiagramm. Der Mittel-
wert ist als Linie dargestellt. Die Abbildung des klassischen Weges (TP) verlauft antiparallel (hier nicht dargestellt).

Bei der prozentualen Darstellung fallt auf, dass sowohl bei den Kontrollen als
auch bei den Therapiepatientinnen und -patienten der prozentuale Anteil des BPs

nach der Geburt bis zum circa funften Lebensjahr ansteigt. Danach kommt es zum
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Abfall des prozentualen BP-Anteils nach dieser Berechnung. Dabei ist die Abnahme
des BPs in Prozent bei den mannlichen Probanden ab dem circa flinften Lebensjahr
Uber die Pubertéat bis zur Volljahrigkeit stabil, wahrend der prozentuale BP-Anteil der
weiblichen Probandinnen ab dem circa 15. Lebensjahr eher wieder einen Anstieg
erfahrt.

Der prozentuale TP-Anteil verhalt sich nach der verwendeten Berechnungsformel
genau spiegelverkehrt (nicht in der Abbildung dargestellt).
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4. Diskussion

Durch die entwickelte Methode konnten zunachst die DHT- sowie die Androstandiol-
und Androsteronkonzentrationen im Plasma der unterschiedlichen Kollektive gemes-
sen und verglichen werden. Zusatzlich wurden die Korrelationen zwischen BP-
Steroiden und klinischen Parametern beziehungsweise anderen Hormonen der An-
drogensynthese untersucht.

Die Starken der vorliegenden Ausarbeitung liegen vor allem in der validen Un-
tersuchung von Steroid- und Hormonkonzentrationsbestimmung mittels Tandem-
Massenspektrometrie. Die Entwicklung der neuen Methode zur Messung der BP-
Steroide mittels Massenspektrometrie fand in einem Labor statt, in dem das hoch-
sensitive, anerkannte Verfahren zu den Routineanalyseverfahren gehoért. Das Labor
ist in Bezug auf die Massenspektrometrie akkreditiert und die Routinemethode zur
Messung der klassischen Hormone publiziert (11, 36).

Aufgrund der Seltenheit der AGS-Erkrankung ist ein Nachteil dieser Arbeit die gerin-
ge Probenanzahl, vor allem in den einzelnen Altersgruppen. Durch die retrospektive
Analyse besteht eine hohe Heterogenitat der Kollektive, durch die eine hohe Varianz
zu erwarten ist. AuRerdem konnten einige Werte rickwirkend nicht ermittelt werden.
Des Weiteren bleiben durch die retrospektive Betrachtung und die ambulante Be-
handlung der Patientinnen und Patienten die Langzeitverlaufe und Therapieregime
der Therapiepatientinnen und -patienten unsicher. Das Kontrollkollektiv besteht aus
Proben mit nicht bestéatigtem Verdacht auf Kleinwuchs, also laborchemisch gesunden
Kindern, jedoch ist nicht bekannt, ob die Kinder Gber den Verdacht hinaus gesund
waren. Im Folgenden werden die Ergebnisse, ihre Korrelationen und

Signifikanzniveaus aus Kapitel drei naher diskutiert.

4.1 DHT
DHT ist das peripher wirksame Endprodukt der Androgensynthese. Auch beim alter-
nativen Weg ist die Umwandlung von Androstandiol zu DHT der letzte Synthese-
schritt. Findet eine Bildung der BP-Steroide zusatzlich zur testosteronvermittelten
DHT-Synthese statt, misste bei den AGS-Patientinnen und -Patienten auch vermehrt
DHT gefunden werden.

Laut Kamrath et al. (30) kbnnte es bei 21-OHD-Patientinnen und -Patienten
durch erhohte DHT-Werte zu einer verstarkten Virilisierung bei erhohter
Androsteronausscheidung mit dem Urin kommen, obwohl die Zwischenprodukte des

klassischen Weges (DHEA, Testosteron) vollig unauffallig sein kénnen. Es wird ver-
33



mutet, dass ein Teil der Uberproduktion der Androgene dem neuen Syntheseweg
entstammt (30). Wie unter 3.1 beschrieben, wurden hier beim 21-OHD erstmals sig-
nifikant erhohte DHT-Werte im Plasma im Vergleich zum Kontrollkollektiv festgestellt.

Die Madchen mit 21-OHD  zeigen  zwar  niedrigere DHT-
Plasmakonzentrationen als die Jungen, jedoch sind die DHT-Konzentrationen dabei
altersunabhangig im Vergleich zum weiblichen Kontrollkollektiv deutlich erhoht. Die
DHT-Konzentration bleibt also trotz Therapie auf einem erhdhten Konzentrationsni-
veau und kénnte zum Phanotyp der Erkrankung beitragen. Bei unauffalligen Hor-
monkonzentrationen des klassischen Weges konnte das Uberproduzierte DHT aus
dem BP stammen. Die Therapie scheint fir die Normalisierung der DHT-
Plasmakonzentration nicht effizient genug.

Ebenso unterscheiden sich die DHT-Plasmakonzentrationen der ménnlichen
prapubertaren 21-OHD-Patienten signifikant von denen des Kontrollkollektives. Auch
hier kann man eine erhéhte Produktion des DHTs tber den BP trotz Therapie disku-
tieren. Mit Beginn der Pubertét, circa ab dem neunten Lebensjahr, gleichen sich die
DHT-Plasmakonzentrationen an die des Kontrollkollektives an. Das heil3t, dass die
prapubertaren Probanden trotz Therapie erhéhte DHT-Plasmakonzentrationen ha-
ben, die sich erst mit Beginn der Pubertat, also dem Beginn der gonadalen Hormon-
produktion, an die Konzentrationen des Kontrollkollektives angleichen. Welche Rolle
die Pubertat bei der ,Normalisierung® der DHT-Werte spielt, zum Beispiel ob der
klassische Weg eine gréRere Rolle fur die pubertare Entwicklung spielt als der BP,

und ob die einzelnen DHT-Werte nicht trotzdem individuell zu hoch sind, bleibt offen.

4.2 Backdoorpathway Steroide
Die Steroide des BPs sind im Serum beziehungsweise Plasma des Kontrollkollekti-
ves messbar. Der BP ist somit ein natirlich bestrittener Hormonweg des menschli-
chen Korpers, der fir die Geschlechtsentwicklung wichtig sein kann (28). Auch bei
den Neudiagnosen und therapierten 21-OHD-Patientinnen und -Patienten lassen
sich die BP-Steroide messen.

Kamrath et al. wiesen schon erhdohte BP-Steroide beim 21-OHD im Urin nach
(27). Eine zusétzliche DHT-Produktion beim 21-OHD Uber den BP, die zur verstark-

ten Virilisierung beitragt, konnte also aus dem alternativen Pfad stammen.
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4.2.1 Geschlechterunterschied
Vergleicht man die Jungen- mit der jeweiligen Méadchenkohorte, gibt es keine signifi-
kanten Unterschiede fur Androstandiol oder Androsteron, weder insgesamt noch in
der Aufteilung in die einzelnen Alters- und Patientinnen- und Patientengruppen.

Trotz unterschiedlicher Expressionsmuster der Gene HSD3B2, SRD5A1/2,
AKR1C2/4, CYP17A1 und 17BHSD3 im Ovar und den Testes (32) finden sich zwi-
schen Madchen und Jungen weder im Kontroll- noch im Patientinnen- und Patien-

tenkollektiv signifikante Unterschiede.

4.2.2 Vergleich der Kontrollkohorte mit der 21-OHD-Kohorte

Erkennbar ist, dass fur Androstandiol im mannlichen 21-OHD-Kollektiv unter Thera-
pie altersunabhéngig héhere Plasmakonzentrationen vorkommen als im Kontrollkol-
lektiv, was einerseits darauf hinweisen kann, dass der BP bei 21-OHD-Patienten
vermehrt bestritten und auch durch die Therapie nicht vollstdndig ausgeglichen wird.
Auf der anderen Seite beschreiben Penning et al. (29), dass die Umwandlung von
Androstandiol zu DHT in beide Richtungen funktioniert, d.h. dass Androstandiol zu
DHT, aber auch DHT zu Androstandiol umgewandelt werden kann. Das spricht dafur,
dass Androstandiol nicht nur als Vorstufe des DHTSs, sondern auch als Speicherform
bei erhohten DHT-Werten fungieren kann (29). Erhohte
Androstandiolkonzentrationen kdnnten dabei also nicht nur einen starker beschritte-
nen BP anzeigen, sondern kénnten auch auf eine erhdhte Speicherung des beim 21-
OHD erhéhten DHTs hinweisen. Dies wirde auch erklaren, warum zwar die Andros-
tandiol-, aber nicht die Androsteronplasmakonzentration signifikant von denen des
Kontrollkollektivs abweicht.

Bei den Madchen besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den
Androstandiolplasmakonzentrationen der Kontroll- und Patientinnengruppe. Da in
dieser Studie bei den Madchen mit 21-OHD dennoch erhbhte DHT-
Plasmakonzentrationen gemessen werden konnten, sprdche dies eher fir eine
hauptsachliche Produktion aus dem klassischen Weg. Eine weitere Erklarung kann
das geringere Expressionsniveau der BP-Enzyme im Ovar als in den Testes sein
(32).

Mit dem Alter verandert sich die Konzentration der Geschlechtshormone, zum
Beispiel steigt die Testosteronkonzentration vor allem bei Jungen mit Beginn der Pu-
bertat an. Auch die Androstandiolkonzentration der Kontrollgruppe veréndert sich

altersabhangig und steigt zwischen dem nullten und flnften Lebensjahr sowohl bei
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den Madchen aber vor allem bei den Jungen an, um danach auf einem stabilen Ni-
veau zu verbleiben beziehungsweise leicht abzufallen. Dies kann darauf hinweisen,
dass der BP als physiologischer Hormonweg eher in der postnatalen, prapubertéaren
Phase Bedeutung hat und mit Einsetzen der Pubertat durch den klassischen Weg
abgeldst wird. Auch eine pranatale Ansto3ung des Weges ist denkbar (28). Welche
Rolle der BP in der weiteren physiologischen pubertaren Entwicklung spielt, lasst
sich anhand dieser Daten nicht sagen. Eine Korrelation zwischen Androstandiol und
dem Alter besteht weder im Kontroll- noch im Patientinnen- und Patientenkollektiv.

Die 21-OHD-Patientinnen und -Patienten zeigen im Vergleich zur Kontroll-
gruppe bereits in den ersten Lebenstagen hdhere Plasmakonzentrationen fur An-
drostandiol und befinden sich stetig auf einem hoheren Niveau.

Die Androsteronplasmakonzentration zeigt bei beiden Geschlechtern keine signifi-
kante Erhohung bei den 21-OHD-Patientinnen und -Patienten im Vergleich zum
Kontrollkollektiv. Bei der Aufschliisselung des Therapie- und Kontrollkollektives nach
dem Alter undulieren die Werte der Madchen ungeféahr um den gleichen niedrigen
Mittelwert und bleiben altersunabhéngig auf einem Konzentrationsniveau. Bei den
mannlichen Kontrollproben verbleibt die Androsteronkonzentration zunachst bis zum
circa zehnten Lebensjahr auf einem niedrigen Niveau. Mit Beginn der Pubertat
kommt es zu einer deutlichen Steigerung der Androsteronwerte. Es besteht also ein
Trend, dass die Androsteronkonzentration mit steigendem Alter vor allem mit der Pu-
bertat eher zunimmt, es lasst sich allerdings keine starke Korrelation mit dem Alter
feststellen.

Der fehlende Unterschied beziglich des Androsterons zwischen dem Kontroll-
und Therapiekollektiv I&sst eine nicht lineare Umwandlung von Androsteron zu An-
drostandiol vermuten. Auch eine Biosynthese durch andere Hormonwege, zum Bei-
spiel durch Androstendion, ist denkbar (26). Durch die therapiebedingte Senkung der
Hormone des klassischen Weges, vor allem 17-OHP, scheint so eine gréf3ere Anna-

herung der Androsteronkonzentration an das Kontrollkollektiv moglich zu sein.

4.2.3 Vergleich von Neudiagnosen und Kontrollpatientinnen und -patienten be-
ziehungsweise 21-OHD-Patientinnen und -Patienten unter Therapie

Bei Androsteron unterscheiden sich die Patientinnen und Patienten mit Neudiagno-
sen signifikant von den Therapiepatientinnen und -patienten und von den Kontrollen.

Hierbei fallen die im Vergleich zu den Kontrollen und Therapiepatientinnen und -
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patienten extrem hoéheren Werte der Patientinnen und Patienten mit Neudiagnose
eines 21-OHD auf.

Kamrath et al. (30) konnten in ihrer Arbeit 2012 herausfinden, dass Patientin-
nen und Patienten mit 21-OHD deutlich mehr Androsteron mit dem Urin ausscheiden.
Nach Meinung dieser Autoren kann Androsteron zwar auch aus DHEA, Androstendi-
on und Testosteron synthetisiert werden, jedoch nicht in der vorliegenden Menge
(30). Die zusatzliche Produktion von Androsteron aus dem BP kann die extrem er-
hohten Werte unserer Patientinnen und Patienten mit Neudiagnosen erkléaren. Auch
eine grol3ere pranatale Rolle des Androsterons, die frih postnatal an Bedeutung ver-
liert, ist moglich, jedoch durch die vorliegenden Daten nicht zu attestieren.

Die Plasmakonzentrationen der Therapiepatientinnen und -patienten &hneln
wieder denen des Kontrollkollektives, was darauf schlie3en lasst, dass die Androste-
ronplasmakonzentration der Patientinnen und Patienten unter Therapie im Vergleich
mit Patientinnen und Patienten mit neudiagnostiziertem 21-OHD durch die Therapie
stark supprimiert wird; starker als der Einfluss der Therapie auf Androstandiol.

Bei den Patientinnen und Patienten mit Neudiagnose eines 21-OHD konnten
zwar hohere Androstandiolplasmakonzentrationen als bei den Kontrollen gemessen
werden, jedoch ist dieser Unterschied nicht signifikant. Dartber hinaus fallen bei den
Neudiagnosen im Vergleich zu den 21-OHD-Patientinnen und -Patienten unter The-
rapie niedrigere Plasmakonzentrationen fur Androstandiol auf. Eine erhdhte
Androstandiolplasmakonzentration scheint also nicht sicher funktionell mit dem 21-
OHD zu korrelieren oder der BP scheint noch insuffizient zu sein. Die Umwandlung
von extrem erhdhtem Androsteron zu Androstandiol findet dabei nicht linear statt.

4.2.4 Vergleich von gut und laborchemisch ungentgend eingestellten 21-OHD-
Patientinnen und -Patienten

Der Vergleich der Therapiepatientinnen und -patienten (P) und der von uns definier-
ten laborchemisch schlecht eingestellten Patientinnen und Patienten (seP) verdeut-
licht, dass vor allem die Quantifizierung von Androstandiol eine mégliche Ergénzung
zur Einschatzung des Therapieansprechens liefert, denn es zeigt sich, dass bei den
schlecht eingestellten  Patientinnen und  Patienten  signifikant  hdhere
Androstandiolplasmakonzentrationen vorkommen als bei den Ubrigen Therapiepati-

entinnen und -patienten.
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Der Abfall der Androstandiolplasmakonzentration mit dem Alter ist bei den
schlecht eingestellten Patientinnen und Patienten nicht so wie beim Kontrollkollektiv
zu beobachten.

Die mangelnde Suppression von Androstandiol durch die Therapie kann dabei
bedeuten, dass die TherapiemalBhahmen auf der einen Seite nicht suffizient genug
sind oder auf der anderen Seite die Medikamente nicht ordnungsgemaf’ eingenom-
men wurden.

Androsteron dagegen zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen seP
und P. Wie bereits unter 4.2.3 beschrieben, fallen die Androsteronplasmakonzentra-
tionen durch die Therapie der Patientinnen und Patienten mit Neudiagnose im Ver-
gleich zu Therapiepatientinnen und -patienten stark ab. Dies kann auch die Hypothe-
se von Kamrath et al. unterstitzen, dass Androsteron nicht nur aus dem BP entsteht
(30).

Bei der Therapiefuihrung des 21-OHD orientiert man sich derzeit an jahrlichen
Rontgenkontrollen der linken Hand sowie der Bestimmung der Androstendion- und
Testosteronwerte aus dem Blut. Die Messung der BP-Steroide kdnnte einen Beitrag
zur Einschatzung der Therapieeinstellung unabhangig von den Rdntgenbildern lie-
fern, auch wenn fir die Frage, ob die BP-Steroide als Verlaufsparameter der Thera-
piegute ausreichen, prospektive Studien durchgefuhrt werden mussten.

4.2.5 Urin
Kamrath et al. (2012) haben die BP-Steroide im Urin eines 21-OHD-Kollektives ge-
messen und bei den AGS-Patientinnen und -Patienten erhdhte Konzentrationen im
Urin nachgewiesen (30). Auch bei den hier verwendeten Urinproben sind die beiden
BP-Steroide mit der entwickelten Methode detektierbar. Beim Vergleich der Urin- mit
den jeweiligen Blutproben zum gleichen Therapiezeitpunkt lassen sich allerdings kei-
ne signifikanten Zusammenhange zwischen den Werten der Blutprobe und der da-
zugehorigen Urinprobe feststellen. Mégliche Ursachen fir den mangelnden Zusam-
menhang kdnnen eine héhere Empfindlichkeit der BP-Steroidkonzentrationen im Urin
oder der Einfluss von mehr Storfaktoren sein. Aufféllig ist dabei auch, dass die
Androsteronwerte hoher als die Androstandiolwerte im Urin der Patientinnen und Pa-
tienten und demnach genau gegenteilig zu den Blutwerten sind.

Der Vergleich zwischen dem Kontrollkollektiv und den 21-OHD-Patientinnen
und -Patienten konnte nicht durchgefiihrt werden, da retrospektiv keine Urinproben

zum Blutabnahmezeitpunkt der Kontrollpatientinnen und -patienten vorlagen.
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4.3 Korrelation zwischen BP und klinischen Daten

Die Untersuchung der BP-Steroide und der klinischen Daten erfolgte, um mogliche
Zusammenhéange des BP und den Phéanotypen im Kontroll- und Therapiekollektiv
nachzuweisen.

Neben dem Alter, der Wachstums- und BMI-Perzentile, dem Knochenalter und
der Genetik ist auch eine Korrelation der BP-Steroide mit den Prader- oder Tanner-
Stadien denkbar. Aufgrund der retrospektiven Aktenlage auch in Bezug auf die Kont-
rollpatientinnen und -patienten waren nicht genug Prader- beziehungsweise Tanner-

Stadien ermittelbar.

4.3.1 Wachstumsgeschwindigkeit

Eine gute Therapieeinstellung sollte eine altersentsprechende Entwicklung ermégli-
chen. Durch die hohe Androgenkonzentration wachsen die AGS-Patientinnen und
-Patienten zu frih und zu schnell, sodass ihr Knochenalter zum biologischen Alter
akzeleriert. Die linke Hand der AGS-Patientinnen und -Patienten der Kinder- und Ju-
gendmedizin | am UKSH Campus Kiel wird aus diesem Grund zur Uberpriifung der
Abweichung einmal im Jahr gerontgt. Jedoch lie3en sich retrospektiv die gewunsch-
ten Knochenalter nur in einigen wenigen Fallen ermitteln. Zudem ist es fur die Analy-
se problematisch, dass fir eine Patientin beziehungsweise einen Patienten in einem
Jahr zwar mehrere Messungen von Blutproben zu unterschiedlichen Therapiezeit-
punkten, jedoch nur ein Knochenalter pro Jahr existieren. Die Frage, welcher Hor-
monwert mit dem Knochenalter der Patientin beziehungsweise des Patienten in Zu-
sammenhang gebracht werden soll, scheint demzufolge berechtigt. Des Weiteren
weichen die gefundenen Knochenalter bis auf eine Ausnahme maximal sechs Mona-
te vom tatsachlichen Alter ab, was in der Regel auf eine gute Therapieeinstellung
hinweist, zumal die Interpretation des Alters anhand der Rontgenbilder auch vom
Untersucher abhangig ist.

Aus diesem Grund wurde nicht das Knochenalter, sondern die Perzentile der
Wachstumsgeschwindigkeit (cm/Jahr) in Prozent der Patientinnen und Patienten un-
ter Therapie mit Androstandiol und Androsteron korreliert. Bei den Neudiagnosen
fehlen aussagekraftige Informationen zum Kérpergewicht, beziehungsweise ist ein
Wachstumswert aufgrund des Alters kleiner als vier Wochen nicht moglich, sodass
diese nicht mit in die Untersuchung eingebunden werden konnten.

Die Werte fur die Perzentile der Wachstumsgeschwindigkeit (cm/Jahr) in Pro-

zent der Patientinnen und Patienten unter Therapie lagen zu den jeweiligen Analyse-
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zeitpunkten der Blutproben vor. Geschlechts- und kollektivunabhangig lieRen sich
zwar keine starken Korrelationen fir beide Steroide zeigen, jedoch besteht fur An-
drostandiol ein positiver Trend. Das heil3t, dass die Wachstumsgeschwindigkeitsper-
zentilen der Patientinnen und Patienten umso hoher sind, je hoher die Androstan-
diolwerte sind. Pettersson et al. berichten, dass Androstandiol ein Agonist am
Ostradiol B-Rezeptor ist und eine Rolle im Wachstumsprozess spielen kann (42). Die
erhohten Androstandiolwerte des mannlichen Patientenkollektivs konnten also zum
Wachstum beitragen. Dies passt auch zu den unter 4.2.4 nochmals erhéhten
Androstandiolkonzentrationen der schlecht eingestellten Patientinnen und Patienten,
bei denen, neben stark erhohten Androstendion und 17 OHP-Werten, auch ein ver-
frihtes, beschleunigtes Wachstum erwartet wird. Beim Kontrollkollektiv waren zwar
die BMI-Werte bekannt, jedoch besteht die Kontrollgruppe durch die retrograde Ana-
lyse aus einem Kollektiv nicht bestatigter Kleinwuchspatientinnen und -patienten und
ist somit fur ihre Altersgruppe eher zu klein, sodass der Parameter Wachstumsge-
schwindigkeitsperzentile im Kontrollkollektiv nicht valide erscheint und somit kein gu-

ter Vergleich mit dem Kontrollkollektiv durchgefihrt wurde.

4.3.2 BMI
Auch das Fettgewebe produziert eine Vielzahl an Hormonen im menschlichen Kor-

per. Reinehr et al. (43) zeigten bei Ubergewichtigen prapubertaren Kindern signifikant
hohere Androgene (DHEAS, Androstendion und Testosteron) als bei normalgewich-
tigen Kontrollen. Zudem kam es nach Gewichtsverlust der Patientinnen und Patien-
ten auch zur signifikanten Normalisierung von Androstendion und Testosteron im
Vergleich zu den weiterhin tbergewichtigen Patientinnen und Patienten (43). Des-
wegen muss ausgeschlossen werden, ob die BP-Steroide vor allem bei 21-OHD-
Patientinnen und -Patienten mit hohem BMI vorkommen, also ob das Fettgewebe
eine maligebliche Beteiligung an der Produktion der BP-Steroide zeigt. Zur Analyse,
ob die gemessenen BP-Steroidkonzentrationen mit dem Kdrpergewicht der Patien-
tinnen und Patienten korrelieren, wurde die Perzentile des BMI gewahlt. Es wurden
die Perzentilen des BMI herangezogen und nicht der reine BMI, um den Einfluss des
Alters auszuschlieBen. Bei erh6htem BMI der Patientinnen und Patienten unter The-
rapie muss ebenfalls Uber eine eventuelle Uberdosierung des Hydrocortisons disku-
tiert werden. Da bei den Messdaten keine starken Korrelationen der BMI-
Perzentilenwerte existieren, ist eine Uberwiegende Produktion der BP-Steroide aus
dem Fettgewebe somit unwahrscheinlich.
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4.3.3 CYP21A2-Genotyp

Trotz der niedrigen Anzahl an Patientinnen und Patienten zeigen sich hohere BP-
Steroide bei einer geringeren Restaktivitat der 21-Hydroxylase beziehungsweise ei-
ner schwerwiegenderen Mutation. Dieser Trend ist bei Androsteron am deutlichsten.
Je weniger 170H-Progesteron zu 11-Deoxycortisol und 21-Desoxycortisol zu Cortisol
durch die 21-Hydoxylase konvertiert wird, desto mehr wird der BP bestritten, was die
Hypothese unterstitzt, dass der BP bei 21-OHD biochemisch aktiv ist.

4.4 Korrelation zwischen Steroiden beziehungsweise Hormonen

Beim 21-OHD sind unter anderem erhdhte Konzentrationen fir 17-OHP, Androsten-
dion, Testosteron und 21-Desoxycortisol typisch. Soll also ein Grol3teil des sich an-
stauenden 17-OHP in den klassischen Weg mit erhdhten Androstendion- bezie-
hungsweise Testosteronkonzentrationen geleitet werden, durften nur geringe BP-
Steroide vorkommen. Geht man davon aus, dass 17-OHP ein besseres Substrat fur
die 5a-Reduktase (34) ist und dass die Virilisierung der Patienten trotz niedrigem
Testosteron damit durch den BP stattfinden kann, sollten hohe Konzentrationen fur
Androstandiol und Androsteron bei niedrigem Androstendion beziehungsweise Tes-
tosteron zu finden sein. Es koénnten allerdings sowohl erhéhte klassische Hormone
als auch erhohte alternative Steroide vorkommen, da 17-OHP parallel in beide Syn-

thesewege umgewandelt wird.

4.4.1 Androstandiol

Sowohl beim Kontrollkollektiv als auch bei den 21-OHD-Patientinnen und -Patienten
unter Therapie sind keine Korrelationen zwischen Androstandiol und den Hormonen
17-OHP, Androstendion, Testosteron, DHT und 21-Desoxycortisol nachweisbar. An-
drostandiol war bei ansteigenden Konzentrationen von 17-OHP, Androstendion, Tes-
tosteron, DHT oder 21-Desoxycortisol nicht erhoht.

Eine fehlende Korrelation im Kontrollkollektiv kann regelhaft sein. Die Rolle
des BPs in der menschlichen Entwicklung ist nach wie vor ungeklart und kann auch
nur eine unterstitzende sein.

Das 21-OHD-Kollektiv steht unter Therapie. Das heil3t, dass die Patientinnen
und Patienten Hydrocortison und je nach Auspragung auch Fludrocortison einneh-
men, was Einfluss auf die Hormonkonzentration von 17-OHP, Androstendion, Tes-
tosteron und DHT nimmt und somit ein fehlender Zusammenhang zwischen Andros-

tandiol und den A5-Steroiden erklart werden kann. Hierbei scheint der Einfluss der
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Therapieeinstellung auf Androstandiol niedrig zu sein, da die Konzentrationen trotz
Therapie altersunabhangig erhéht bleiben. Eine Produktion entsteht also unabhangig
von der Therapie.

Zusatzlich kénnten ortsabhangig Konzentrationsunterschiede fiir Androstan-
diol gelten, die einen Einfluss auf die Konzentration abhéngig vom Blutabnahmeort
haben, also in der Nahe der Geschlechtsorgane, dem Hauptzielort des DHT (zum
Beispiel der Leiste) hoher sein kdnnten als in der Armbeuge, dem typischen Blutab-
nahmeort.

Ebenfalls sollte Gber einen moglichen zirkadianen Rhythmus fir Androstandiol
wie in der Arbeit von Faiman et al. diskutiert werden (44). Dabei erreichen die Werte
fur FSH, Testosteron und Cortisol am Morgen ihr Maximum und fallen tGber den Tag
ab. Es muss davon ausgegangen werden, dass die Blutentnahmen nicht immer mor-
gens oder zur gleichen Zeit erfolgten, sodass ein Einfluss unterschiedlicher
Entnahmezeiten auf Wertschwankungen bleibt. Ein mdglicher Bias ist auch, ob die
BP-

Steroide einem Tagesrhythmus unterliegen und dementsprechend mit tageszeit-
punktabhangigen Hormonkonzentrationen aus dem klassischen Weg verglichen wer-

den kdnnen.

4.4.2 Androsteron

Androsteron korreliert bei den Jungen beider Kollektive mittelstark bis stark mit den
Hormonen 17-OHP, Androstendion, Testosteron und DHT, was bedeutet, dass die
Androsteronkonzentration bei steigenden A5-Steroiden ebenfalls ansteigt.

Auf der einen Seite unterscheiden sich die Androsteronwerte nicht signifikant
zwischen den Kontrollen und den 21-OHD-Patientinnen und -Patienten. Da sich al-
lerdings bei den Neudiagnosen stark erhdhte Werte nachweisen lassen, l&sst sich
daraus schlieRen, dass die Therapie einen grofReren Einfluss auf die Androsteron-
als auf die Androstandiolwerte hat und sich Kontrollen und 21-OHD-Patientinnen und
-Patienten in ihren Korrelationen deswegen mehr ahneln kénnen.

Auf der anderen Seite erklart sich eine Korrelation zwischen Androsteron und
Androstendion daraus, dass Androsteron aus dem ebenfalls erh6hten Androstendion
entstehen kann (26).

Dagegen korreliert Androsteron bei den weiblichen Kontrollen nicht mit den
A5-Steroiden, jedoch bei den weiblichen 21-OHD-Patientinnen mit Testosteron und

Androstendion, was die Entstehung aus Androstendion einerseits unterstreicht, aber
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andererseits auch auf eine andere Rolle des BPs im weiblichen Organismus hin-

weist.

4.4.3 17-OHP

17-OHP akkumuliert beim Krankheitsbild des 21-OHD, da es durch den Defekt der
21-Hydroxylase nicht in 11-Desoxycortisol umgewandelt wird. Das angehaufte 17-
OHP wird deswegen unter anderem Uber die Umwandlung zu Testosteron oder 21-
Desoxycortisol abgebaut. Da 17-OHP ein gutes Substrat fur die 5a-Reduktase (34)
ist, besteht ebenfalls ein erhdhter Reaktionsdruck in den alternativen Pfad. Daraus
lasst sich postulieren, dass bei erhdhten 17-OHP-Werten auch gestiegene BP-
Steroide vorkommen mussten.

Bei den mannlichen Probanden des Kontroll- und Therapiekollektives korreliert
17-OHP stark mit den Hormonen des klassischen Pfades und mittelstark mit Andros-
teron, jedoch nicht mit Androstandiol. Das heil3t, dass bei erhéhten 17-OHP-Werten
beide Wege zum Abbau der Akkumulation bestritten werden kénnen.

Bei den weiblichen Kontrollprobandinnen korreliert 17-OHP ebenfalls mit den
klassischen Hormonen, was beim weiblichen 21-OHD-Kollektiv nicht mehr nachweis-

bar ist und zeigt, dass hier eine andere Gewichtung der Pfade stattfindet.

Die Korrelation von 17-OHP zu 21-Desoxycortisol im 21-OHD-Kollektiv spie-
gelt die labordiagnostische Komponente wider, indem 17-OHP zwar zu 21-
Desoxycortisol, aber nicht weiter zu Cortisol umgewandelt werden kann. Je niedriger
also die Restaktivitat und je mehr 17-OHP vorhanden ist, desto weniger Cortisol und

desto mehr 21-Desoxycortisol miissen nachzuweisen sein.

4.4.4 Testosteron/Androstendion

Sowohl fur die Madchen als auch fur die Jungen beider Kollektive ist fur Androstan-
diol kein Zusammenhang mit Testosteron oder Androstendion ersichtlich, was zu-
nachst darauf hinweist, dass keine Verbindung der beiden Hormonwege besteht.

Fir das mannliche Kontrollkollektiv und beide Geschlechter der 21-OHD-
Patientinnen und -Patienten gilt jedoch, dass umso mehr Androsteron detektierbar
ist, je mehr Androstendion beziehungsweise Testosteron gemessen wird. Da Andros-
teron auch aus Androstendion entstehen kann (26), kann der vermeintliche Zusam-

menhang zwischen klassischem Weg und BP erklart werden.
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4.4.5 DHT

Da keine Korrelation zwischen den BP-Steroiden und DHT bei den Kontrollen exis-
tiert, ist es moglich, dass nicht alle Steroide des BPs direkt in DHT umgewandelt
werden, es also keinen proportionalen beziehungsweise linearen Zusammenhang
gibt. Penning et al. beschreiben, dass die Umwandlung von Androstandiol zu DHT in
beide Richtungen funktioniert, was den mangelnden Zusammenhang erklaren kann
und dafir spricht, dass Androstandiol nicht nur als Vorstufe des DHTs, sondern auch
als Speicherform fungieren kann (29).

Dazu kommt, dass die Umwandlung der DHT-Vorlaufer in der Peripherie statt-
findet, sodass sich auch hier die Frage stellt, ob der Abnahmeort oder die Abnahme-
uhrzeit der Blutprobe eine Rolle spielen.

Bei den mannlichen 21-OHD-Patienten korreliert Androsteron mit DHT signifi-
kant, bei den Madchen dagegen nicht. Androsteron kommt dabei nicht nur im BP vor,
sondern kann unter anderem auch durch die Umwandlung aus Androstendion ent-
stehen (26). Da bei den 21-OHD-Patientinnen und -Patienten signifikant hohere
Androstendionwerte als bei den Kontrollen gemessen wurden, kann ein Zusammen-
hang im Unterschied zum Kontrollkollektiv durch erhéhte Androsteronproduktion aus
Androstendion entstehen. Dabei haben die weiblichen Patientinnen nochmals signifi-
kant hohere Androstendionwerte als die ménnlichen Patienten, wodurch die Korrela-
tion zwischen Androsteron und DHT wieder an Signifikanz verliert.

Es lasst sich eine starke Korrelation zwischen Testosteron und DHT bei den
mannlichen Patienten nachweisen, also vom direkten DHT-Vorlaufer des klassischen
Syntheseweges. Diese Umwandlung funktioniert nur von Testosteron zu DHT und
lasst auf einen linearen Zusammenhang schlieBen, obwohl auch erhoéhte BP-
Steroide nachzuweisen sind, die zu erhdhten DHT-Werten fuhren kdnnen. Dieser
Zusammenhang besteht bei den weiblichen Patientinnen dagegen nicht. Im Gegen-
satz zu den Jungen haben sie zwar erhéhte DHT- und auch Testosteronwerte, je-
doch keine erhdhten BP-Steroide im Vergleich zum Kontrollkollektiv. Das weist da-
rauf hin, dass die DHT Uberproduktion bei den 21-OHD-Jungen sowohl aus dem
klassischen wie auch aus dem alternativen Pfad stammen kann. Bei den Madchen
gibt es dagegen Hinweise, dass die erh6hten DHT Werte beim 21-OHD vor allem
Uber den klassischen Weg Uber Testosteron produziert werden und der BP eine ge-
ringere Rolle spielt.
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4.5 Quotient Backdoorpathway zu klassischem Pathway
Durch die Ratio am Beispiel von Kamrath (30) soll der Anteil des BPs am Kontrollkol-
lektiv und am Krankheitsbild des 21-OHD besser eingeordnet werden.

Kontroll- und Therapiepatientinnen und -patienten zeigen eine Durchmischung
der prozentual errechneten Synthesewege. Bei allen betrachteten Gruppen existie-
ren Patientinnen und Patienten, bei denen die Hormonproduktion prozentual errech-
net hauptsachlich nur aus einem Weg stammt. Eine fast vollstandige Beteiligung des
BPs nach dieser Berechnung ist also auch im Kontrollkollektiv modellbedingt. Die
hier gewonnenen Erkenntnisse decken sich auch mit der Aussage von Kamrath et
al., dass eine Bestreitung des BPs von der Expression beziehungsweise von der Ak-
tivitat der BP-Enzyme abhangt (27).

Der Unterschied zwischen den Kontroll- und den Therapiepatientinnen und
-patienten spiegelt wider, dass zumindest die mannlichen Probanden sich noch signi-
fikant in ihren Androstandiolwerten unterscheiden. Die Therapie scheint also noch
keinen Angleich der Anteile an die der Kontrollpatientinnen und -patienten zu schaf-
fen. Im Allgemeinen lasst sich feststellen, dass die Entwicklung der BP- und TP-
Anteile bei den mannlichen Probanden beider Gruppen sehr dhnlich verlauft. Bei der
Beobachtung der beiden Kollektive und deren unterschiedlichen prozentualen Syn-
thesepfade im Verhaltnis zum tatsachlichen Alter fallt auf, dass die Bedeutung des
BPs zunachst hoch ist und mit den Jahren abnimmt. Der prozentuale Anteil des TPs
dagegen ist erst sehr gering und nimmt mit dem Alter stark zu. Dies ist auch verein-
bar mit der These von Fluck et al. (28), dass die BP-Steroide vor allem auch eine
Rolle in der pré- und postnatalen Geschlechtsentwicklung spielen.

Der entscheidende Wendepunkt scheint um das circa achte Lebensjahr zu lie-
gen. Hier kommt es zur starken Verschiebung der Verhaltnisse, bis zwischen dem
funfzehnten und achtzehnten Lebensjahr die Maximalwerte fur TP und die Minimal-
werte fir BP erreicht werden. Der prozentuale Anteil des BPs der 21-OHD-
Patientinnen und -patienten unter Therapie ist bei ahnlichem Verlauf niedriger als
beim Kontrollkollektiv. Dies ist rechnungsbedingt und vor allem auf die durch die The-

rapie stark gesenkten Androsteronkonzentrationen zurtickzufthren.

Bei den weiblichen Kollektiven differiert die Entwicklung der prozentualen TP- und
BP-Anteile starker als bei den Jungen. Es kommt zwar auch zu einer prozentualen
Abnahme der BP-Steroide und zu einer prozentualen Zunahme der TP-Hormone mit

dem Alter, jedoch haben die Kontrollen héhere BP-Anteile als die 21-OHD-Madchen.
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Es lasst sich also postulieren, dass der BP eine physiologische Bedeutung vor allem
in der prapubertaren Lebensphase hat, die wahrend der Pubertat stetig abnimmt und
bei den Madchen ausgepragter zu sein scheint als bei den Jungen. Ob der BP-Anteil
auch postnatal hoch ist, lasst sich aufgrund der in diesem Alter fehlenden Kontrollen

nicht ablesen. Auch der Beitrag des BPs zur Pubertét bleibt offen.

4.6 Fazit

Bei den 21-OHD-Patientinnen und -Patienten kommen hohere DHT-Werte als im
Kontrollkollektiv vor. Die Steroide des BPs lassen sich mit der Massenspektrometrie
im Serum/Plasma nachweisen. Sie finden sich sowohl in Messungen des Kontrollkol-
lektives als auch bei AGS-Patientinnen und -Patienten aufgrund eines 21-OHDs. Die
erhohten DHT-Konzentrationen des 21-OHD-Patientinnen- und -Patientenkollektivs
konnen durch die BP-Steroide entstehen.

Dabei sind beim Kollektiv der Neudiagnosen die Androsteronwerte und beim
Therapiekollektiv die Androstandiolwerte signifikant héher im Vergleich zum Kontroll-
kollektiv. Anhand einer prozentualen Betrachtung nimmt die Bedeutung des BPs mit
steigendem Alter ab. Welchen Beitrag dieser jedoch zur Geschlechtsentwicklung bei
den Kontrollen beitragt, bleibt offen. Es ist sowohl mdglich, dass Androsteron und
Androstandiol hauptsachlich aus dem BP entstehen, aber auch, dass Androstandiol
als Speicherform des DHTSs fungiert und Androsteron vorrangig aus dem Uberprodu-
zierten Androstendion produziert wird. Die BP-Steroide sind sowohl alters- als auch
geschlechtsunabhangig. Es kommen bei laborchemisch schlecht eingestellten Pati-
entinnen und Patienten nochmals deutlich hohere Androstandiolwerte vor, sodass
Androstandiol neben 17-OHP, Androstendion und Testosteron ein Monitoring des
Therapieansprechens darstellen kénnte.

Korrelationen zwischen Androsteron und Androstendion, Testosteron bezie-
hungsweise 17-OHP zeigen, dass 17-OHP sowohl Uber den TP als auch den BP
verstoffwechselt wird. Diese Korrelationen fur Androsteron finden sich auch beim Kol-
lektiv unter Therapie wieder, was zeigt, dass die Therapie im Vergleich zu den Neu-
diagnosen eine Annaherung an das Kontrollkollektiv schafft.

Die Hohe der BP-Steroide héangt dabei mit dem Schweregrad der Mutation zu-
sammen. Explizit erhdhte Androstandiolwerte weisen dabei einen Trend mit der
Wachstumsratenperzentile auf, was auf eine Beteiligung an verfrihtem und be-

schleunigtem Wachstum hindeuten kann.
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5. Zusammenfassung

Der Backdoorpathway ist ein alternativer Syntheseweg zum Dihydrotestosteron unter
Umgehung der klassischen Hormone Androstendion und Testosteron im Tammar
Wallaby. Dieser alternative Weg fuhrt von 17-Hydroxy-Pregnenolon Uber die Zwi-
schenschritte 17a-Hydroxyprogesteron, 17a-Hydroxyallopregnanolon, Androsteron
und Androstandiol zum im peripheren Zielgewebe gebildeten Dihydrotestosteron.
Dabei kann Dihydrotestosteron aber auch zuriick zu Androstandiol umgewandelt
werden. Dieser Syntheseweg stellt somit die aktive Form des maénnlichen Ge-
schlechtshormons unter Umgehung von Testosteron her. Beim 21-Hydroxylase-
Mangel liegen erhdhte 17a-Hydroxyprogesteronkonzentrationen vor und es gibt Lite-
raturhinweise zu einem aktiven Backdoorpathway.

Diese Arbeit untersuchte zunachst die Hypothese, dass Patientinnen und Pa-
tienten mit 21-Hydroxylase-Mangel erhoéhte Dihydrotestosteron-Konzentrationen auf-
weisen. Daruber hinaus wurde untersucht, ob sich die Backdoorpathway Steroide
auch im Serum/Plasma des Menschen nachweisen lassen und ob diese beim 21-
Hydroxylase-Mangel erhdht sind. Dazu wurde im Rahmen der Doktorarbeit eigen-
standig eine Analysemethode entwickelt, um die Steroide Androstandiol und Andros-
teron mit Hilfe der Festphasenextraktion und der Tandem Massenspektrometrie im
Serum/Plasma zu messen.

Es wurden 105 Proben (mannlich: N= 62, weiblich: N= 43) der Kinderklinik des
UKSH Kiels mit nicht bestatigtem Verdacht auf Kleinwuchs als Kontrollen festgelegt
und retrospektiv gemessen. Die Patientinnen und Patienten des Kontrollkollektivs
mussten IGF1-Werte Uber der 25. Perzentile und einen Testosteronwert im Refe-
renzbereich haben. Das 21-Hydroxylase-Mangel-Kollektiv umfasste 17 Serum-
/Plasmaproben von Neudiagnosen (mannlich: N= 7, weiblich: N= 10) junger als vier
Wochen und 101 Serum-/Plasmaproben von Patientinnen und -Patienten (mannlich:
N= 65; weiblich: N= 36) mit Adrenogenitalem Syndrom infolge einer 21-Hydroxylase-
Mangels unter Therapie zu unterschiedlichen Therapiezeitpunkten inklusive 34 labor-
chemisch schlecht eingestellten Patientinnen und Patienten mit Hyperandrogenamie.

Zunachst wurde festgestellt, dass 21-Hydroxylase-Mangel-Patientinnen und
-Patienten im Serum/Plasma trotz Therapie signifikant hohere Dihydrotestosteron-
Werte aufwiesen.

Die Steroide des Backdoorpathways lie3en sich sowohl bei den Kontrollen als
auch bei den Neudiagnosen und Therapiepatientinnen und -patienten im Se-
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rum/Plasma nachweisen. Dabei bestand keine Alters- oder Geschlechtsabhangigkeit.
Die méannlichen Patienten unter Therapie wiesen sowohl prapubertar als auch puber-
tar signifikant hohere Konzentrationen fur Androstandiol trotz Therapie im Vergleich
zu den mannlichen Kontrollen auf. Auffallig war ebenfalls, dass bei laborchemisch
schlecht eingestellten Patienten nochmals signifikant héhere Androstandiolwerte im
Vergleich zum Therapiekollektiv vorkamen. Die Daten sprechen dafir, dass Andros-
tandiol sowohl tUber 17a-Hydroxyprogesteron im Backdoorpathway als auch aus Di-
hydrotestosteron selber entsteht. Bei den Madchen war der Unterschied nicht signifi-
kant nachweisbar. Fur Androsteron fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen
Patientinnen und Patienten unter Therapie und den Kontrollen. Allerdings fielen ext-
rem hohe Werte bei den Neudiagnosen im Vergleich zu den Kontrollen und den The-
rapiepatientinnen und -patienten auf. Die erhéhten Konzentrationen von Backdoor-
pathway Steroiden weisen daraufhin, dass die erhohten
Dihydrotestosteronkonzentrationen bei 21-Hydroxylase-Mangel mit einem aktiveren
Backdoorpathway zu erkléaren sein konnten.

Es lie3 sich keine Korrelation zwischen den Backdoorpathway Steroiden der
Kontrollen, der Neudiagnosen und der Therapiepatientinnen und -patienten sowie
deren jeweiligen BMI, deren Wachstumsgeschwindigkeitsperzentie oder Knochenal-
ter feststellen. Erhohte Androstandiolwerte standen beim 21-Hydroxlase-Mangel-
Kollektiv allerdings in einem schwachen Zusammenhang mit einer erhéhten Wachs-
tumsgeschwindigkeitsperzentile, was zu einem verfrihten und beschleunigten
Wachstum beitragen konnte. Nach der Einteilung der 21-Hydroxlase-Mangel-
Patientinnen und -Patienten in Schweregrade anhand der pradiktiven Restaktivitat
aufgrund des CYP21A2-Mutationsstatus zeigten sich bei geringerer Restaktivitat ho-
here Androsteronwerte.

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Arbeit, dass beim
Adrenogenitalen Syndrom durch 21-Hydroxylase-Mangel erhohte
Dihydrotestosteronkonzentrationen vorliegen, und sie sprechen daftr, dass diese
aus einem verstarkt aktiveren Backdoorpathway stammen konnten. Uber diesen Weg
konnte der Backdoorpathway sowohl den klinischen Phéanotyp als auch die individu-
elle Stoffwechselsituation beeinflussen. Die Relevanz der Backdoorpathway Steroide
fur das klinische Management des 21-Hydroxylase-Mangels sollte daher in prospek-

tiven klinischen Studien untersucht werden.
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7. Anhang

7.1 Varianz und Qualitatskontrolle

Intravarianz

MW MW
nmol/l VK % nmol/| VK %
DHEA 75 nmol/l 78 3,6| DHT 75 nmol/l 81,256 6,5
7,5 nmol/l 7,71 7,68 7,5 nmol/l 7,632 5,759
4 nmoll/l 4,367 8,073 4 nmol/l 4,491 5,805
0,75 nmol/l 0,8455| 7,9095 0,75 nmol/l 0,7996| 8,5866
MW MW
nmol/l VK % nmol/| VK %
17-OHP 75 nmol/l 77,86 54| Andro- |75 nmol/l 80,76 6,76
7,5 nmol/l 8,033 7,322 | standiol | 7,5 nmol/l 7,577 4,272
4 nmoll/l 4,505 4,771 4 nmol/l 4,445 9,268
0,75 nmol/l 0,7545( 14,443 0,75 nmol/l 0,7341| 12,1484
MW MW
nmol/l VK % nmol/l VK %
Andro- 75 nmol/| 78,598 4,65| Andro- |75 nmol/l 83,01 6,39
stendion |[7,5 nmol/l 7,916 5,5633| steron |7,5 nmol/l 7,9133 7,989
4 nmol/l 4,339 10,048 4 nmol/l 4,349 6,457
0,75 nmol/l 0,7844( 8,2832 0,75 nmol/l 0,8021| 10,2563
MW
nmol/l VK %
Testosteron | 75 nmol/l 76,46 3,95
7,5 nmol/l 7,5407 4,534
4 nmol/l 4,257 6,027
0,75 nmol/l 0,719 10,6232
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Intervarianz

MW MW
nmol/l VK % nmol/| VK %
DHEA 75 nmol/l 76,53 2,71|DHT 75 nmol/l 74,08 2,87
7,5 nmol/l 7,4 11,3 7,5 nmol/l 7,73 4,2
4 nmol/l 4,418 7,19 4 nmol/l 4,14 9,86
0,75 nmol/l 0,7946| 7,0524 0,75 nmol/l 0,768 11,7227
MW MW
nmol/l VK % nmol/l VK %
17-OHP 75 nmol/l 77,37 2,82 Andro- [ 75 nmol/l 76,6 4
7,5 nmol/l 7,61 3,9 standiol | 7,5 nmol/l 7,95 2,98
4 nmol/l 4.2 9,84 4 nmol/l 4,48 13,29
0,75 nmol/l 0,7148| 10,5711 0,75 nmol/l 0,82]| 5,5902
MW MW
nmol/l VK % nmol/l VK %
Andro- 75 nmol/| 76,63 1,39 Andro- [ 75 nmol/l 78,5 9,32
stendion |[7,5 nmol/l 7,62 6,74| steron [7,5 nmol/l 7,86 9,78
4 nmoll/l 4,33 12,66 4 nmoll/l 4,13 15,97
0,75 nmol/l 0,7468| 18,5562 0,75 nmol/l 0,756 | 12,9511
MW
nmol/l VK %
Testosteron | 75 nmol/l 77,53 4,22
7,5 nmol/| 7,89 6,77
4 nmoll/l 4,73 9,85
0,75 nmol/l 0,7992| 14,1453
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7.2 Expressionsdaten der BP-Enzyme
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[3] HSD3B2 (31)
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[4] SRD5AL1 (31)
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[5] SRD5A2 (31)
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7.3 Messergebnisse der Steroide und Hormone des klassischen Weges

Vergleich der 17-OHP-, Androstendion-, Testosteron- und 21-Desoxycortisol-
Plasmakonzentrationen in nmol/l der Kontrollen und 21-OHD Patientinnen und Patienten
getrennt nach Geschlecht. Die Tabelle zeigt dabei die kleinsten Werte, die gro3ten Werte
und den Mittelwert der Hormonkonzentrationen des klassischen A5-Weges des jeweiligen
Kollektivs. AuRerdem sind die p-Werte zwischen den Kontrollen und den 21-OHD-
Patientinnen und Patienten dargestellt.

Vergleich Kontrollen 17 OHP Testosteron
und 21-OHD nmol/l nmol/l

Kollektiv. | Geschlecht| MW | Min | Max |p-Wert| MW | Min | Max |p-Wert

Kontrollen | Jungen | 0,95 | 0,01 | 4,46 |<0,0001| 6,60 | 0,02 |48,88|0,1885

21-OHD Jungen |112,75/ 0,01 {1193,90 3,39 | 0,02 |31,03

Kontrollen | Madchen | 1,54 | 0,12 | 8,59 |[<0,0001| 0,63 | 0,02 | 2,64 |0,0008

21-OHD Madchen |168,46| 0,01 | 955,84 2,44 | 0,02 |28,50
Vergleich Kontrollen Androstendion 21-Desoxycortisol
und 21-OHD nmol/l nmol/l

Kollektiv |Geschlechtf MW | Min |Max | p-Wert| MW | Min | Max |p-Wert

Kontrollen | Jungen | 0,83 | 0,04 |5,25|0,0003 {0,4615| 0,1 1,8 |<0,0001

21-OHD Jungen | 8,99 | 0,04 [151,4 21,15 0,01 | 195

Kontrollen | Madchen | 1,47 | 0,04 |5,79 |<0,0001| 0,1 0,1 0,1 |<0,0001

21-OHD | Médchen (17,28 | 0,04 (290,1 45 0,05 | 664,1
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Entwicklung einer LC-MS/MS Methode
Backdoorpathway (BP)

Androstandiol (Adiol) im Plasma mit retrospektiver Analyse eines
Referenzkollektivs und einer AGS Kohorte

zur Bestimmung der

Hormone Androsteron (Asteron) und

Kiel University
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E-mail: wulfkristina@hotmail.com

Zusammenfassung:
Backdoorpathway (BP) Steroide sind im kindlichen Plasma des Referenzkollektivs und in der AGS Kohorte (21-Hydroxylasemangel, 21-OHD) messbar.
Beim AGS finden sich insbesondere signifikant erhéhte Androstandiolkonzentrationen. Ebenso ist DHT beim AGS im Plasma hher konzentriert als im

Referenzkollektiv. BP-Steroide kénnten in Zukunftdas AGS-Monitoring erganzen. Hierzu sind klinische Studien erforderlich.

Einleitung:

Die Parameter 17-OH Progesteron (17-OHP),
Testosteron  im beschreiben nur
Therapieeinstellung des 21-OHD AGS. Insbesondere findet das
DHT bei der AGS-Diagnostik
Berucksichtigung. Dieses kann sowohl Gber Testosteron als auch tUber

Androstendion und
Plasma unzureichend die

hochpotente bisher  kaum

den sogenannten BP (Adiol und Asteron) unter Umgehung der
klassischen Androgene entstehen. Eine hohe Affinitdt von 17-OHP zur
5a-Reduktase1 kann zur vermehrten DHT-Bereitstellung bei 21-OHD
uber den BP beitragen.

Ziel:

1. Entwicklung LC-MS/MS-basierten Methode zur

parallelen Bestimmung von Asteron und Adiol im Plasma

einer neuen
2. Nachweis in einem Referenzkollektiv und in einem 21-OHD Kollektiv
3. Korrelation von BP-Steroidkonzentrationen mit klinischen Daten

Kollektiv:
Kohorte:

= Referenzkollektiv (Ref): 68 Kinder (10 Madchen, 58 Jungen);
1-16 Jahre

124 Kinder (49 Méadchen, 75 Jungen);
0-19 Jahre

davon Neudiagnosen (ND): 21 Kinder (12 Madchen, 9 Jungen)

unter Therapie (P): 103 Kinder (37 Madchen, 66 Jungen)

Methode:

Methodenentwicklung:

= AGS mit 21-OHD (AGS):

= 0,1 ml Plasma bzw. Serum

= Interner Standard: 5B-Androstan-3a,173-diol-2,2,3,4,4-d5

= Festphasenextraktion (SPE) und LC-MS/MS-Massenspekirometrie
mit MAX Elutionsplatte (Waters, USA)

Festphasenextraktion (SPE)

= Konditionierung mitMeOH / H20

= Auftragen der Probe

= 2 Waschschritte: 5% NH40OH Lésung / 10% MeOH

= Elution mit Isopropanol

2032 1 2unremrn
(1

so3 §

Ergebnisse I: Werte

BP-Steroide sind sowohl beim Normalkollektiv als auch bei 21-OHD
messbar. 21-OHD Patienten weisen insbesondere erhéhte Androstandiol-
konzentrationen (p 0,0002) auf, beim Androsteron sind die Unterschiede
derzeit weniger deutlich. Fig. 2 stellt nur die mannlichen Patienten dar.
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Fig. 2: Adiol und Asteron; ménnliches Referenzkollektiv und mannliche 21-OHD Patienten im Vergleich nach
Alter

Ergebnisse Il: klinische Daten
Es gibt keine Korrelation zwischen BP-Steroiden und dem Alter, der BMI-
oder der Wachstums-Perzentile.
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