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ZUSAMMENFASSUNG

Die Reifung der Zona reticularis der Nebennieren-Rinden (NNR) und ihrer Androgen-Sekretion vor der Pubertét
unterscheidet sich bei Menschen und héheren Primaten von der NNR-Reifung anderer Species, z.B. der Nager.
Die Sekretion der NNR-Androgene leitet die Pubertatsentwicklung ein. Die NNR-Androgene erlangen
medizinische Bedeutung dadurch, dass sie bei Frauen zu Hirsutismus und Fertilitatsstérungen fihren kénnen.
Neben diesen Symptomen stellen sie einen Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Polycystischen-Ovar-
Syndroms (PCOS) dar, das ungefahr 7 % der pramenopausalen Frauen betrifft. Lange Zeit war nicht bekannt,
wie die Differenzierung der Zona reticularis beim Menschen reguliert wird. Sicher ist ACTH bei weitem das
bedeutsamste Ubergeordnete Hormon fiir die globale adrenocorticale Differenzierung und Funktion. Weitere
Faktoren sind speziell fiir die Androgensekretion verantwortlich, aber nicht genau definiert. Nun wurde zunachst
in zellbiologischen Experimenten belegt, dass die ACTH-Wirkung durch ein Spezies-spezifisches Muster von
Wachstumsfaktoren autokrin moduliert wird und so die postnatale Entwicklung der Nebenniere steuern kann.
Die vorliegenden Untersuchungen an menschlichen NNR-Zellen von Kindern und Erwachsenen in Primarkultur
zeigen erstmals, dass IGF-I und IGF-II differenzierte Funktionen dieser Zellen aufrecht erhalten. IGF-1 und,
mehr noch, IGF-I| steigern die Steroid-Biosynthese und ACTH-Ansprechbarkeit, und sie férdern die Bildung von
Androstendion, einem deltas-Androgen der Zona reticularis. Dartiberhinaus bewirkt Insulin in physiologischen
sowie in micromolaren Konzentrationen den IGFs dhnliche Anderungen der Steroidsynthese. In
Querschnittsuntersuchungen an gesunden Kindern vor der Pubertét sowie Kindern mit einfacher Adipositas
konnte gezeigt werden, dass die Kdrperzusammensetzung mit den NNR-Androgenen zusammenhéngt. Uber
die Mediatoren IGF-I, Insulin und Leptin wird offensichtlich der NNR der Zustand von Gewicht und Wachstum
des Kindes signalisiert, auch bei pathologischer Kérperzusammensetzung, wie dem Prader-Willi-Syndrom.
Waéhrend die Adipositas die Androgen-Bildung steigern kann, ist sie jedoch selbst nicht der kausale Faktor einer
vorzeitigen Nebennierenrindenreifung. Der Pramaturen Pubarche kénnen in 5 - 10 % der untersuchten
weiblichen Population ein nicht-klassisches AGS oder NNR-Tumoren zugrunde liegen. Bei den verbleibenden
Kindern besteht eine eigentlich harmlose Reifungsbeschleunigung mit normaler Wachstumsprognose.
Betrachtet man diese Kinder mit idiopatischer Pramaturer Adrenarche jedoch genauer, so finden sich zwei
Untergruppen mit langfristigen Risiken: erstens zeigen Kinder mit einer sogenannte manifesten Heterozygotie
fur einen 21-Hydroxylase-Defekt Auffélligkeiten des Wachstums, die eine Endgréssenreduktion bewirken
koénnten, und zweitens wird bei Jugendlichen mit einer Uberstimulierbarkeit der NNR diese ,Exaggerated
Adrenarche" fiir ein nachfolgendes PCOS verantwortlich gemacht. Schliesslich scheint es vor dem Hintergrund
der sich epidemieartig ausbreitenden Zunahme des Ubergewichts im Kindesalter angezeigt, den Bezug dieser
NNR-Stérungen zur Adipositas und der Hyperinsulindmie weiter zu kléaren.

Schlagworte:
Nebennierenrinden-Androgene, DHEAS, Androstendion, Adrenarche, Pramature Adrenarche, IGF-1, IGF-II,

Insulin



ADRENAL ANDROGENS: EXAMINATION OF THEIR NORMAL AND
PATHOLOGICAL REGULATION DURING CHILDHOOD.

Abstract

The prepubertal maturation of the zona reticularis of the adrenal cortex and its androgen secretion in man and
higher primates differs from other species, e.g. rodents. The secretion of adrenal androgens induces the
pubertal development. The importance of adrenal androgens is derived from them being the cause for hirsutism
and fertility disorders in women. In addition they represent a risk factor for the development of the polycystic
ovary syndrome (PCOS), that affects about 7% of all pre-menopausal women. The regulation of the
differentiation of the zona reticularis was unknown for a long time. However, ACTH is by far the most important
hormone to regulate the global adrenocortical differentiation and function. In addition, other yet undefined
factors are specifically responsible for the secretion of adrenal androgens. The cell-biological experiments
presented here demonstrate that the effects of ACTH can be modulated in an autocrine manner by a species-
specific pattern of growth factors so as to allow for the control of the postnatal development of the adrenal
gland. The present investigations in human adrenocortical cells of children and adults in primary culture show
for the first time that IGF-1 and IGF-1I maintain the differentiated function of these cells. IGF-I and to an even
greater extent IGF-II enhance the biosynthesis of steroids and ACTH-responsiveness, and they promote the
production of androstenedione, a deltas-androgen of the zona reticularis. Moreover, insulin, in physiological as
well as in micromolar concentrations, induces changes in steroid production similar to the IGFs. In cross-
sectional studies of healthy pre-pubertal children and children with simple obesity, it was shown that body
composition is associated with adrenal androgens. Mediated by IGF-I, insulin and leptin, body composition
apparently signals the child’s state of weight and growth to the adrenals, even in patients with abnormal body
composition, e.g. the Prader-Willi syndrome. While obesity may enhance androgen production, it is not the
direct causal factor to induce premature adrenal maturation. In 5-10% of the female population investigated,
premature pubarche is caused by non-classical adrenal hyperplasia or an adrenocortical tumour. In the
remaining children, there is merely a harmless acceleration of maturation with normal growth prediction. A
closer look at the children with idiopathic premature adrenarche, however, reveals two subgroups with long-term
risks: First, children with a so called manifest heterozygosity of a 21-hydroxylase-defect show growth
abnormalities, possibly reducing final height. Second, in adolescents with enhanced stimulation of the adrenal
cortex, this ‘exaggerated adrenarche’ is held responsible for the subsequent development of PCOS. Finally, with
regard to the rapidly spreading epidemic of overweight in children, it seems essential to study into greater depth

the relationship between these adrenal dysfunctions and obesity or hyperinsulinism.

Keywords:
Adrenal Androgens, DHEAS, Androstenedione, adrenarche, premature adrenarche, IGF-1, IGF-II, insulin
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1Einleitung

1.1 Altersabhéngigkeit von Nebennierenrinden-Morphologie und Funktion

Die menschliche Nebenniere (NN) ist ein komplex aufgebautes Organ, dessen Zonen unterschiedliche Herkunft
und Funktionen aufweisen: als erster NN-Anteil entsteht die fetale Zone in der 4. Gestationswoche aus
Mesothel-Zellen und produziert in utero grosse Mengen von NNR-Androgenen, insbesondere des
Dehydroepiandrosteron (DHEA) und seines Sulfates DHEAS. Sie erreicht ihre maximale Grésse nach dem 4.
Gestationsmonat und bildet sich postpartal in den ersten vier Lebensmonaten zuriick [66]. Aus der adulten Zone
der fetalen NNR, die nach der 5. Gestationswoche aus Mesenchymzellen entsteht; entwickelt sich zunéchst die
Zona fasciculata. Sie bildet hauptséchlich Glukokortikoide, welche zur Stressreaktion und Energiebereitstellung

beitragen. Aussen, an der Bowmannschen Kapsel, die dem Mesonehphros entstammt, haften die Zellen der
Zona glomerulosa an, welche Aldosteron produzieren und an der Regulation des Salz-Wasser-Haushaltes
beteiligt sind. Das Mark wird nach der 6. Gestationswoche aus von extern einwandernden Zellen des
Neuralrohres gebildet [74], und ist aufgrund der Bildung von Katecholaminen befahigt, auf akuten Stress zu
antworten.

Die anschliessende Zona reticularis, die an der braunen Farbung durch das Lipofuscin in den sekundéren
Lysosomen leicht erkennbar ist, bildet sich frihestens im 3. Lebensjahr aus [66] und ist fur die Synthese der
NNR-Androgene verantwortlich. Diese stehen im Zentrum der vorliegenden Arbeit.

......

. II“I

lGeburt
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Abb. 1. Lebenskurve der Nebennicrenrinde (nach: BARGMANN, 1956, aus:
LasHArT, 1971). A.Z. und L.Z. = AuBen- und Innenzone der fetalen Rinde.
Z. gl. = Zona glomerulosa; Z. f. = Zona fasciculata; Z. r. = Zona reticularis.

Abbildung 1: Involution der fetalen NNR. Die gedachte Ordinate zeigt
die relative Breite der Zonen an.

Bei Geburt wiegen beide NN zusammen ca. 10 g. Auch bei Erwachsenen liegt das NN-Gewicht in diesem

Bereich, die NN kdnnen aber proportional zur fettfreien Kérpermasse noch grosser werden [66]. Die NNR ist

altersspezifischen Veranderungen der androgenbildenden Zonen unterworfen. Wahrend die Glukokortikoid-

Regulation von der friihen Kindheit bis ins Alter gleich bleibt [341], unterliegt die Bildung adrenaler Androgene

altersabhéngigen Verénderungen. Nach dem 3. Lebensjahr werden Androgene zunéchst aus einzelnen Inseln

in der Zona reticularis gebildet. Diese konfluieren ab dem 6. Lebensjahr und leiten die Pubertatsentwicklung ein.

Nach dem 7. Lebensjahr werden die wichtigsten NNR-Androgene, Dehydroepiandrosteron (DHEA) und sein

Sulfat vermehrt und ohne Geschlechtsunterschied gebildet, und steigen wahrend der Pubertét bis zum 20.-30.

Lebensjahr an [59, 70, 166]. Erst nach dem 15. Lebensjahr liegen die Werte bei Mannern hoher [70]. Gleichartig

10



verhéalt sich Androstendion, es steigt aber spater und in deutlich geringerem Ausmass an [70, 166, 298]. Die
NNR-Androgene sinken danach mit zunehmenden Alter ab (Adrenopause, Review in [4]), ebenso wie die Zona
reticularis an Breite abnimmt [248]. Androgene werden in jeder Phase durch ACTH stimuliert, doch nimmt ihre
Stimulierbarkeit in Relation zu Cortisol nach dem 7. Lebensjahr zu [70], und in der Seneszenz ab [4, 128].

Cholesterin Dehydroepiandrosteron Androstendionon

©

O

o) off

Abbildung 2: Strukturformeln des Cholesterin-Grundgeriistes und der NNR-Androgene
Dehydroepiandrosteron (DHEA) und Androstendion, als Beispiele fiir je ein deltas-Steroid,
bzw. deltas-Steroid. Die markierten Gruppen sind Ziele der Hydroxylasen und Reduktasen der

Androgen-Biosynthese

1.2 Bedeutung der NNR-Androgene

Androgene sind definiert als Substanzen, die eine Virilisierung des Genitale bewirken. Sie werden unter
hypothalamisch-hypophyséarer Kontrolle gebildet: durch LH-Stimulation in den Gonaden, und unter Einfluss des
ACTH in den NNR. Die Biosynthese aller Steroidhormone unterliegt komplexen Kaskaden von Enzymschritten
[251]. Die Gene dieser Enzyme wurden im letzten Jahrzehnt kloniert und lokalisiert [230, 308], ebenso wie die
Struktur zahlreicher weiterer Proteine und Coenzyme identifiziert wurde, die den Ablauf der einzelnen
Enzymreaktionen in zonen- bzw. zellspezifischer Weise regulieren (vgl. Kapitel 1.3).

Das quantitativ bedeutsamste NNR-Androgen ist das lipophile DHEA (Abbildung 2), und seine hydrophile
Speicherform DHEA-Sulfat. DHEA wird auch als ,Mutter-Hormon" bezeichnet, weil es eine Schliisselposition in
der Sexualsteroid-Synthese innehat, und die meisten Wirkungen indirekt tiber seine periphere Konversion zu
Testosteron oder Ostrogenen erklarbar sind (Reviews in [8, 175]). Als Zwischenstufe entsteht Androstendion,
welches ebenfalls als NNR-Androgen betrachtet wird, obwohl es physiologisch wahrscheinlich Giberwiegend
extraadrenal gebildet wird (s. Abschnitt 1.3.3). Bekanntlich wirken NNR-Androgene schwéacher als Testostron;
ihnen ist vor und in der Pubertét eine Bedeutung fir Wachstum und Sexualbehaarung beigemessen worden.
Aber, obwohl die erste Beschreibung von DHEA durch A. Butenandt bereits 1934 erfolgte, wurde seine
Bedeutung erst in den der letzten Dekade genauer erfasst. Grundsatzlich kann DHEA als Marker
physiologischer Reifungsvorgéange gelten [91]: z.B. ist es intrauterin mit dem fetalen Wohlergehen assoziiert.

Die Wirkweise im Kindesalter wird durch Behandlungsversuche mit DHEA und seiner offenbar von Geschlecht
und Alter geprégte Konversion zu aktiven Sexualsteroiden widergespiegelt. Bei Kindern mit konstitutioneller
Entwicklungsverzdgerung konnte die Erhéhung der DHEA/S-Spiegel durch DHEA-Enanthat-Injektionen keinen
Wachstumschub erzielen [299], und die 2-jahrige Behandlung von Kindern mit NNR- oder Hypophysen-
Insuffizienz mit DHEAS in physiologischer Dosis (10 mg/d) zeigte keine Wirkung, abgesehen von einer
transienten Brustdriisenschwellung bei 2 Madchen [91]. Ein Einfluss von NNR-Androgenen auf die Aufnahme

der gonadalen Funktion, die "Reifung des Gonadostaten", konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden [89].
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Wie Sklar [300] darlegte, verlaufen gonadale Entwicklung und Adrenarche grundsétzlich unabhangig
voneinander. Sind allerdings die NNR-Androgene anhaltend und massiv erhoht, wie beim unbehandelten AGS
oder NNR-Tumor, so kénnen sie zur vorzeitigen zentral ausgeldsten Gonadenaktivierung fiihren [331]. In vitro
wirken Androgene stimulierend auf die Wachstumsfuge. In vivo gilt jedoch nur als gesichert, dass massiv
erhdhte NNR-Androgene, wie beim schlecht behandelten AGS, zur Beschleunigung von Wachstum und
Knochenreifung fihren (Review in [62]). Bei Madchen soll hier insbesondere die Erh6hung der Androstendion-
Spiegel und ihre Aromatisierung zu Ostrogenen eine Rolle spielen [62].

Erst in den letzten Jahren beginnt sich anhand kontrollierter, randomisierter Studien abzuzeichnen, wie DHEA
tatsachlich wirkt (Review [9]). Doch schon lange vor den nachweisbaren Effekten wurden DHEA und DHEAS
als Jungbrunnen bezeichnet [26]. Zum einen beruht dies auf ihrer Rolle als Schutzfaktor vor Mamma-Ca und
vor Mortalitat an kardiovaskuléren Erkrankungen [251], wie sie aus epidemiologischen Untersuchungen
hervorgeht. Zum anderen wirkt DHEA im ZNS als “Neurosteroid” (s.u. und Review in [95]). Eine Verbesserung
der Stimmung, der Libido, des Wohlbefindens und der Ausdauer durch DHEA ist jedoch nur bei NNR-
Insuffizienz oder psychischer Erkrankung eindeutig erwiesen. Bislang liegt nur bei Frauen mit NNR-Insuffizienz
eine gesicherte Indikation fir die DHEA-Therapie vor [9, 242].

Die Besonderheit der NNR-Androgene liegt in folgenden Befunden:

1. Sie werden — bei jungen Erwachsenen - in grosser Menge gebildet (Abb. 2, 3) [90, 251]. Direkt aus
der NNR stammen dabei 60 bis 90 % der taglichen Produktion von DHEA (ca. 10 mg) und mindestens
40 % der Produktion von DHEAS (ca. 15 mg/Tag) sowie von Androstendion ( ca. 2,5 mg/Tag); der
Uiberwiegende Anteil von DHEAS und Androstendion wird beim Erwachsenen in Peripherie und
Gonaden gebildet.

2. Die eigene Wirkung von DHEA, DHEAS und Androstendion am Androgenrezeptor ist nicht von
Bedeutung (Review in [8]). Sie werden namlich in den Zielgeweben u.a. zu Testosteron und
Dihydrotestosteron konvertiert und damit aktiviert, oder anderweitig umgewandelt [186] (s. Abschnitt
1.3.3).

3. Dieses Prinzip der extragonadalen Sexualsteroidbildung ist nur beim héheren Primaten mdglich [186].
4. Im Fettgewebe reichern sich bedeutende Mengen von DHEA und Androstendion an [64].

5. Die Konzentration von DHEA und DHEAS im Gehirn ist héher als im Serum. DHEA/S kann dort
synthetisiert und direkt als sogenanntes ,Neurosteroid“ wirksamen werden [26, 95].

Daraus geht hervor, dass die Beurteilung der NNR-Androgen-Regulation und Wirkung auf einfache Weise,
anhand von Serumspiegeln, nur naherungsweise mdoglich ist.



1.3 NNR-Androgen-Synthese und Metabolisierung
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Abbildung 3: Steroidsyntheseschema der NNR. Umrahmt sind die Gene, welche die verschiedenen

Enzyme kodieren. CYP = Gen eines Cytochrom p450-Enzyms

1.3.1  Zonen- und Organ spezifische Androgen-Synthese beim Menschen:

Die physiologische Steroidsekretion ist offenbar vom intakten Aufbau der NNR-Zonen abhéngig (Abb.4). Zum

einen ist jeder Zonen-spezifische Zelltyp individuell mit Enzymen und Coenzymen ausgestattet, so dass er nur

ein charakteristisches Steroidmuster herstellen kann. Nach Endoh & Hornsby [84] sind altersabhangige

physiologische Veranderungen der NNR-Androgensekretion nicht durch Anderung der differenzierten Funktion

einer ,Ursprungszelle”, sondern durch eine Zu- bzw. Abnahme der Reticularis-Zellzahl zu erklaren. Zum

anderen ist offensichtlich der intakte architektonische Aufbau Voraussetzung fir dieses spezifische Muster der

Steroidproduktion [66, 124]. Bedingt durch den zentripetalen Blutfluss der NNR bildet sich ein Steroid-

Konzentrations-Gradient; marknah ist Cortisol in der Zona Reticularis hochkonzentriert. Cortisol bewirkt wohl als
Pseudosubstrat eine Abnahme der 113- und 21-Hydroxylase-Aktivitat [52, 67, 127]. Daher kann Cortisol in

dieser Zone kaum gebildet werden [127], obwohl die CYP11B1- und CYP21-Proteine dort nachweisbar sind
[54]. Allein dieser Aufbau der NNR erlaubt die bevorzugte Androgensynthese in der Zona reticularis, so dass

gemass Anderson die Existenz eines uibergeordneten ,Cortical Androgen Stimulating Hormone" (CASH) nicht

postuliert werden muss [5].
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Abbildung 4: Mikroskopischer Aufbau der
Nebenniere.  Schnitte  durch  die
Nebenniere eines 6-monatigen
Sauglings (links) und eines méannlichen
Erwachsenen (rechts, vgl. Abb. 5). Die
Zona reticularis ist beim Erwachsenen
gut ausgebildet, nicht aber beim
Saugling. [W. Bloom, D. W. Fawcett:
Textbook of Histology, ed. 9. WoB.
Saunders Co., Philadelphia, 1986, S.
461].

14



Androgene werden in der Zona reticularis des Menschen vorwiegend aus Pregnenolon und 17-
Hydroxypregnenolon, also tber den delta-5-en-Weg, hergestellt (Abb. 3). In dieser friihen Phase der
Steroidsynthese ist der Transport von Cholesterin tiber den wassrigen Raum in der Mitochondrien-Membran an
die innere Seite durch das ACTH-stimulierbare Protein ,STAR" (Steroidogenic Acute Regulatory Protein) der
geschwindgkeitsbestimmende Schritt [308]. Wichtigster und geschwindgkeitsbestimmender Schritt zur Synthese
des DHEA ist die bifunktionale Aktivitat des CYP17-Proteins [50]: Zunéchst wird 17-Hydroxy-Pregnenolon
gebildet mittels der 17-Hydroxylase-Aktivitat des p450c17-Enzyms, und dann das C19-Steroid DHEA, mittels
der 17,20-Lyase-Aktivitat des durch das gleiche Gen codierten Enzyms. DHEA kann in der NNR zu DHEAS
sulfatiert werden [291], oder, in geringem Mass, zu delta4-Androstendion mittels 3R3-HSD umgewandelt werden.
Der sogenannte delta-4-Weg, die Konversion von 17-Hydroxy-Progesteron zu Androstendion, wird in der Zona
reticularis seltener beschritten: das menschliche P450c17-Enzym wandelt delta-5-Vorstufen wie 17-Hydroxy-
Pregnenolon (17-OH-Preg.) effizienter in Androgene um als das delta 4-Homolog 17-Hydroxyprogesteron (17-
OHP). Dies hangt mit der Lokalisation des Coenzyms Cytchrom b5 in der Zona reticularis zusammen, wie
untenstehend ausgefiihrt [156, 219]. In den Reticulariszellen kann Androstendion physiologisch nur minimal
gebildet werden [128], weil sie relativ wenig 33-HSD [50, 84, 219, 312] exprimieren. Zudem wird Androstendion
in der NNR bevorzugt zum 11-Hydroxyandrostendion hydroxyliert [203]. Es missen mit dem zentripetalen
Blutfluss sehr grosse Mengen an delta-4 Vorstufen angeboten werden, damit nennenswerte Mengen

Androstendion sezerniert werden kénnen.

- S —

Abbildung 5: Immunzytochemische Lokalisierung a) des Cytochrom b5 und b) der 33-HSD in der NNR des
erwachsenen Rhesusaffen. Die Zona Glomerulosa (ZG), Faszikulata (ZF) und Retikularis (ZR) sowie die
Medulla (M) und Medullarvenen (*) sind in den eingefiigten Verkleinerungen angegeben. Corticomedullare
Grenze mitttels Pfeil bezeichnet. Eine Expression ist als rote zytoplasmatische Farbung sichtbar. Die 33-HSD-

Farbung ist in der Retikularis nur sehr gering zu finden (Pfeilspitzen, in b). [219].

Dies ist ja beim 21-Hydroxylase-Mangel der Fall durch das Uberangebot an 17-Hydroxyprogesteron (vgl.
Abbildung 3). In pathologischen Situationen, wie bei hirsuten Frauen, wurde die Sekretion von Androstendion
nach ACTH-Stimulus in der NN-Vene gemessen [130], so dass es bei Hyperandrogenamie sicher in der NNR
gebildet werden kann. In der Zona Fasciculata, im Ovar und im Hoden wird DHEA normalerweise nicht
sezerniert. Dort wandelt die Typ II-33-HSD Pregnenolon und DHEA weiter um in aktive Hormone wie Cortisol,
Progesteron und Ostrogene oder Testosteron [8, 222].
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1.3.2  Enzymaktivitdt und Regulation durch Coenzymkonzentration

Die Synthese der Androgene wird Organ-spezifisch gesteuert. Dies wird durch die lokale Bildung von
spezifischen Coenzymen erzielt, die die bifunktionale Aktivitat des p450c17-Enzyms regulieren [50].
Dementsprechend wird Cytochrom b5 ausschliesslich in der Zona reticularis der NNR hdherer Primaten
exprimiert (s. Abb 5, 6) [219, 312], wahrend in den Hoden besonders viel NADPH-p450-Reduktase zu finden ist
[50]. Cytochrom b5 ist ein Elektronendonorsystem, welches die Aktivitat der 17/20-Lyase proportional zur
Bereitstellung seiner Reduktionséaquivalente steigert (Abb. 3, 6) [156]. Dadurch kann vermehrt DHEA gebildet
werden, obwohl dasselbe Enzym in Abwesenheit eines Elektronendonors als 17-Hydroxylase wirken kdnnte. In
den Hoden bewirkt die NADPH-p450-Reduktase [30, 100], dass eine Giberwiegende Androgenbildung erfolgt.

reﬁe

Misieneaensemanatt

Abbildung 6: Verstarkung der 17/20 Lyase-Aktivitat durch die Redoxpartner Cytochrom b5 und
NADPH p450-Oxidoreduktase. Auch die posttranslationelle Phosphorylierung (P) steigert auf
ungeklarte Weise die 17/20 Lyase-Aktivitat [30, 100, 176].

1.3.3  Metabolisierung in NNR und Peripherie

Die Sulfatierung des DHEA zu DHEAS (Abb. 3) erfolgt extraadrenal oder auch sogleich in der Zona reticularis
[312]. Sie verhindert die weitergehende Aktivierung durch die 33-HSD sowie die metabolische Clearance und
vergrdssert so den Androgen-Vorrat. Dagegen fithren andere enzymatische Umwandlungen zur Steigerung der
Androgen-Wirkung: In den letzten Jahren wurde bewiesen, dass die sexualsteroid-aktivierenden Enzyme
(Sulfatase, 3R-Hydroxysteroide-Dehydrogenase/5-en-4en-Isomerase, 173- Hydroxysteroid-Dehydrogenase und
50-Reduktase, Abb. 7) in zahlreichen Geweben exprimiert werden, z.B. in Fettgewebe, Muskulatur und
lymphatischen Organen [221]. Sie entwickeln dort DHEA/S zu Androstendion, Testosteron oder
Dihydrotestosteron weiter (Literatur in [185]). DHEA kann zu Ostrogenen aromatisiert und in den einzelnen
Geweben spezifisch reguliert [252] werden, oder wird letztlich peripher inaktiviert (Sulfotransferase, 5R-
Reduktase, 30-HSD [90]); wie jedoch die Gen-Expression und Aktivitat der Enzyme in der Zielzelle reguliert

werden, ist nicht genau bekannt [283]
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Abbildung 7: Periphere Metabolisierung. S = Sulfat.

Damit unterliegen Regulation und Wirkung der adrenalen Androgene eigenen, lokalen Prinzipien. Die Erkenntnis,
dass die Wirksamkeit der NNR-Androgene durch ihre periphere Metabolisierung bedingt, und nicht an
Blutspiegeln ablesbar ist, begriindete den Begriff der ,Intrakrinologie”. Im Gegensatz zur ,Endokrinologie”
beschreibt jener, dass Hormone aus ihren Vorstufen innerhalb derselben Zelle hergestellt und wirksam werden

[184].

1.4 Regulation der NNR-Androgenbildung — bisheriger Kenntnisstand

1.4.1  Regulationsprinzip

Die Glucocorticoid-Sekretion wird rasch, mit angemessen hoher Kapazitét, und eindeutig stringent reguliert, um
der vitalen Bedeutung der adéaquaten Reaktion auf Stress gerecht zu werden. Dagegen dient die Sekretion der

NNR-Androgene eher der Vorratshaltung fiir Sexualsteroide und, durch die neuroendokrine Wirkung des DHEA,

der Verbesserung der Lebensqualitat. Die NNR-Androgen-Regulation ist dementsprechend sehr komplex

organisiert. Folgende Prinzipien lassen sich bisher erkennen und dienen als Grundlage fur die durchgefiihrten in

vitro- und in vivo-Untersuchungen:

1. Die Zell-spezifische Enzym- und Coenzym-Ausstattung begrenzt die Synthese auf bestimmte Steroide

in den verschiedenen Zonen (s. Kapitel 1.3.).

2. Ein Ubergeordnetes Hormon, z.B. ACTH oder ein anderes Proopiomelanocortin (POMC)-

Spaltprodukt, reguliert die NNR-Androgen-Sekretion (s. Abschnitt 1.4.2.).

3. Die qualitative Antwort der NNR-Zellen auf eine gleichbleibende ACTH-Sekretion &ndert sich im Laufe
des Lebens [278] und kdnnte durch NNR-intrinsische Mechanismen, wie lokale Wachstumsfaktoren,

bewirkt werden [259] (s. Abschnitte 1.4.3. und 1.4.4.).

4. Die Morphogenese der Zona reticularis an sich ist Voraussetzung fur die Androgen-Synthese [128,
248], wie oben erwahnt (1.3.1.), und auch diese wird durch lokale Faktoren (s. Abschnitt 1.4.4.)

ermdglicht.
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Vorwiegend die in 3. genannten Mechanismen sollen in vitro gepriift werden, insbesondere die Wirkungen der
Insulin-&hnlichen Wachstumsfaktoren auf die Sekretion von NNR-Androgenen. Die unterschiedlichen
Wirkprinzipien seien zunéchst jedoch erlautert.

ZNS - Cortex
Hypothalamus

endogene Opiate?

POMC-Derivate

Prolaktin "CASH"?

Katecholamine Nebennieren -Mark

. " - K A Y .
Steroide —m= Reticularis Fasciculata Glomerulosa -Rinde
Wachstumsfaktoren: l

TGFR,
IGF I/l —— Androgene Gluicocorticoide Mineralocorticoide

Abbildung 8: Schematische Darstellung der NNR-Androgen-Regulation. CHRH = Corticotrophes
Hormon-Releasing-Hormon; POMC = Proopiomelanocortin; CASH = Cortical Androgen
Stimulating Hormone; TGFp=Transforming Growth Factor beta;

IGF-I/Il = Insulin Like Growth —Factor | oder II.

1.4.2  Regulation durch hypophysér-hypothalamische Hormone

Verschiedene hypothalamische und hypophysére Hormone wurden auf ihre NNR-Androgen-stimulierende
Wirkung hin untersucht (Abb. 8).

Unter experimentellen Bedingungen konnte fur das Corticotrophin-Releasing-Hormon (CRH) eine direkte Wirkung

auf die die DHEA/S-Bildung in fetalen NNR-Zellen gesichert werden [42, 249, 303], in vivo hat CRH wohl eher
permissiven Charakter, wie die unten naher beschriebene ACTH-Wirkung [107, 133, 134].

Prolaktin wird nur in supraphysiologischen Konzentrationen zum NNR-Androgen-stimulierenden Hormon. [111,
122], Review in [175, 176]. Es gibt keine Hinweise auf eine DHEAS-Regulation durch Prolaktin in
physiologischen Situationen [114, 164].

Fir die physiologische Regulation der NNR-Androgen-Sekretion sind im Wesentlichen ACTH und vielleicht auch
POMC-Spaltprodukte von Bedeutung.

1421 ACTH

Neben anderen Faktoren ist ACTH ein notwendiger, aber nicht hinreichender Stimulator der NNR-
Androgenbildung (s. Abb. 8). Zum einen zeigen Kinder mit ACTH-Resistenz eine verzdgert Adrenarche und
erniedrigte DHEAS-Spiegel [325], und eine 6-wdchige ACTH-Therapie von Kleinkindern steigert neben den
Cortisol-Serum-Spiegeln auch die von Androstendion und DHEAS [320]. Zum anderen weisen zahlreiche
klinische Beobachtungen und Experimente auf eine Glukokortikoid-unabh&ngige Regulation der Androgene
beispielsweise im Stress hin [175]; dabei beruht die relative DHEA-Abnahme darauf, dass ACTH die 33-HSD-
und 17-Hydroxylase-Aktivitat bzw. Expression stimuliert, und damit die Bildung von Cortisol mehr als DHEA
steigert [334]. Des weiteren haben hypohphysektomierte und gonadektomierte Schimpansen, die adaquat mit
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ACTH und anderen Hormonen ausser DHEA substituiert wurden, haben eine normale Cortisol-, aber verringerte
DHEA-Sekretion [3].

1422 CASH und andere POMC-Derivate

Neben ACTH wurden verschiedene Proopiomelanocortin (POMC)-Spaltprodukte, z.B. o-MSH [19] als
Stimulatoren der NNR-Androgensynthese dargestellt, meist mit widerspriichlichen Ergebnissen. Erst kiirzlich
erhielten die alten Arbeiten zur adrenalen Wirkung von POMC-Spaltprodukten dadurch eine neue Beachtung,
dass eine adrenale Serin-Phosphatase isoliert wurde, die in der Nebenniere pro-y-MSH spaltet [32], in y-MSH
und N-POMC, welche die Steroidogenese bzw. Mitose der NNR stimulieren. Dagegen erwies sich ein von
Parker [250] als CASH beschriebenes Peptid aus dem N-Terminalen Bereich des POMC in anderen
Arbeitsgruppen an humanen adulten und fetalen NNR-Zellen als wirkungslos [260].

Fir R-Endorphin, ein C-terminales POMC-Spaltprodukt und opiodes Hormon, wurde eine Steigerung der ACTH-
stimulierten NNR-Androgensynthese in humanen NNR-Zellen beschrieben [48]. Zudem zeigt es in der Kindheit
und Vorpubertat einen parallelen Anstieg zum DHEA/S [101]. Beta-Endorphin soll auch bei Adipositas erhéht
sein, ebenso wie die NNR-Androgen-Spiegel [29, 102]. Dennoch geben experimentelle Untersuchungen alles in
allem keine sicheren Hinweise auf eine spezifische und physiologische Regulation der DHEA-Synthese durch
Opiate [73, 74]

1.4.3  NNR-Regulation durch nicht-hypophysére Faktoren

Bekanntlich wird die NNR-Steroid-Synthese wird durch das Renin-Angiotensin-System reguliert, welches extra-
und intraadrenal lokalisiert ist. Es ist wesentlich fiir die Aldosteron-Sekretion der Zona glomerulosa
verantwortlich, kann aber auch die Cortisolsynthese stimulieren, wie in humanen Fasciculata-Retikularis-Zellen
gezeigt wurde [197]; es spielt fur die Androgen-Sekretion nur bei Enzymdefekten, z.B. dem 21-
Hydroxylasemangel, eine Rolle, wenn sich die Vorstufen anschoppen, z. B. 17-OHP, und daraus Androgene
synthetisiert werden [238]. Von grdsserer Bedeutung fiir die NNR-Androgen-Synthese sind die im folgenden
erwahnten Hormone bzw. Leptin.

1.43.1 Insulin

Insulin nimmt gewiss wesentlich Einfluss auf die adrenale Androgenbildung. Die Befunde an bovinen NNR-Zellen
zeigen jedoch, dass die Androgen-Synthese durch verschiedene Insulinkonzentrationen gegensatzlich reguliert
wird [167]. Sicher besitzt die menschliche NNR Insulinrezeptoren in &quimolarer Menge wie IGF-Typl-
Rezeptoren [265], aber nicht in der Zona fasciculata; tber den genauen Wirkmechanismus des Insulins in
humanene NNR-Zellen — Giber eigene Rezeptoren oder IGF-Rezeptoren (s. Kapitel 1.4.4.1.) — war aber bisher
nicht viel bekannt. Beim Menschen erscheinen die verschiedenen Wirkungen des Insulins auf die NNR-
Androgene aufgrund ihrer Abhangigkeit von Konzentration, Geschlecht und Alter widerspriichlich, und sollen
hier nur als Phanomene aufgezeigt werden:

Klar ist, dass bei Frauen Insulin-Infusionen die Androstendion-Spiegel mehr als die Cortisol-Spiegel erhéhen
[310]. Ahnlich findet sich bei Frauen mit Polycystischem-Ovar-Syndrom oder Adipositas, neben verschiedenen
Auspragungen von Hyperinsulindmie und Insulinresistenz, eine Erh6hung von NNR-Androgenen [150, 252], und
DHEAS korreliert positiv mit Insulin-Spiegeln (Ubersicht in [236]). Es war bisher unklar, ob diese Wirkungen
direkt tiber Insulin, oder Gber die Erhthung der IGF-I — Bioaktivitat erfolgen ([223] & Review in [132]). Auch bei
Kindern mit Adipositas wirken offenbar Insulinresistenz und Hyperinsulinamie [61, 63] mit an der beobachteten
NNR-Androgen-Erh6hung oder Pramaturen Adrenarche (s. Kapitel 1.6.) [244].

Dagegen weisen gesunde erwachsene Manner mit [314] oder ohne Ubergewicht nach medikamentds induzierter
Hyperinsulindmie eine Erniedrigung von DHEA/S auf [236], bedingt durch die erhdhte Metabolisierung dieser
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Steroide [194, 237]. Ferner kann DHEA/S auch bei Frauen erniedrigt sein, wenn sie einen Typ-2-Diabetes
haben [333], oder extrem ibergewichtig sind [60].

1.4.3.2  Leptin und Adipositas

NNR-Androgene sind erhoht bei Kindern mit Adipositas [102, 266]); sie wurden fir deren prapubertare
Wachstumsbeschleunigung verantwortlich gemacht [61]. Leptin, das in Fettzellen produzierte Peptid, konnte
diese beobachteten Veranderungen hervorrufen, da sein Rezeptor in der NNR exprimiert wird. In einer
humanen NNR-Tumorzellinie stimuliert Leptin in physiologischen Konzentrationen spezifisch und dosisabhéngig
die 17/20-Lyase-Aktivitat des Cytochrom P45017-Enzyms [31]. In héheren, unphysiologischen, Dosen verringert
es die gesamte ACTH-stimulierte NNR-Steroid-Sekretion durch Hemmung auf der Ebene der Transkription und
Protein- Synthese der P450c17- und STAR- Enzyme. [45, 112, 269]. Klinische Untersuchungen fehlen, um die
Glltigkeit dieser in vitro-Befunde in vivo zu bestétigen.

1.4.3.3  Einfluss anderer Steroide auf die Enzymaktivitat

Von den zirkulierenden Steroidhormonen nimmt nicht nur Cortisol selbst Einfluss auf die Enzyymaktivitaten der
Zona reticularis [52, 67, 127], wie oben beschrieben (1.3.1.). Unter Behandlung mit Testosteron nehmen die
Breite und Androgen-Sekretion der Zona reticularis zu bei mannlichen und weiblichen Hamstern, wahrend sie
unter Ostradiol-Therapie bei mannlichen Hamstern abnehmen [217, 339]. Bei Frauen konnten verschiedene
Untersuchungen belegen, dass Testosteron, vor allem in sehr hohen Dosen, die gesamte ACTH- stimulierte
adrenale Steroidsekretion steigert [17, 86, 267].

ACTH und weitere POMC-Spaltprodukte, gonadale Steroidhormone sowie Leptin bilden extraadrenale
Steuerelemente, die in ihrer Bedeutung fiir die adrenale Steroidsynthese des Menschen und hinsichtlich Alters-
und Konzentrations-Abhangigkeit noch nicht vollstandig analysiert sind [240, 276] (Abb.8).

1.4.4 Intraadrenale Regulation

1.4.4.1  Neuroendokrine und parakrine Regulation adrenocorticaler Zellen

In den letzten Jahren mehrten sich Befunde, die das klassische Konzept der endokrinen Regulation der
hormonbildenden Organe allein durch ibergeordnete Hormone in Frage stellten. So wurden auch fiir die NNR
Regulationsmechanismen aufgedeckt, die in der Nebenniere selbst lokalisiert sind.

Die vollstandige Kontrolle der NNR-Funktion schliesst die Regulation der Blutzufuhr, die Innervation und die
parakrine zelluléare Interaktion ein. Zudem sind Mark und Rinde der NN morphologisch und funktionell vernetzt:
Bornstein [35] und Mitarbeiter konnten zeigen, dass sowohl chromaffine Zellen die Rinde durchsetzen, als auch
Rinden-Inseln das Mark. In den chromaffinen Zellen werden nicht nur Katecholamine, sondern auch andere
Neurotransmitter wie Serontonin und eine Fille von Neuropeptiden gebildet oder gespeichert und sezerniert,
wie das zuvor erwahnten CRH und Cytokine, Wachstumsfaktoren und vasoaktive Substanzen. Diese
intraadrenal gebildeten Faktoren kénnen differenziert auf die Steroid-Sekretion wirken. Die Befunde wurden
kirzlich in mehreren Arbeiten zusammengefasst [35, 36, 74, 176]. Aber ob diesen lokalen Substanzen eine
physiologische parakrine Bedeutung fiir die NNR-Androgensynthese zukommt, ist ungewiss.

1.44.2 IGF-I und -II

Klinische Beobachtungen wiesen schon seit langem auf eine Bedeutung von Wachstumshormon (= Growth
hormone, GH) oder Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren (IGFs) fur die steroidbildenden Organe hin. Es wurde
von mehreren Autoren hervorgehoben, dass zum Beispielsind bei ,,echtem isoliertem Wachstumshormon-
Mangel“ die DHEAS-Spiegel erniedrigt sind [49] und oft erst unter GH-Therapie ein DHEAS-Anstieg [284], bzw.
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die adrenale und gonadale Reifung erfolgen [313]. Zum anderen ergab sich aus Beobachtungen an Madchen
mit Anorexia nervosa [329] ein Zusammenhang zwischen Kdrpergewicht, IGFs und NNR-Androgenbildung.
Dennoch war in alteren Untersuchungen an Kindern und Jugendlichen kein Zusammenhang zwischen IGF-I -
und DHEAS-Spiegeln festzustellen, ebensowenig wie fur Insulin [302]. Eine Erklarung fir diesen fehlenden
Nachweis kénnte darin liegen, dass sich die biologische Aktivitéat der IGFs in der Zielzelle aufgrund der
Modulation durch Bindungsproteine nur schwer erfassen lasst [27, 87]. Zudem &hnelt die Wirkung der IGFs
naturgemass der des Insulins, da sowohl diese Peptide, als auch die Insulin- und Typ-1-IGF- Rezeptoren
wesentliche Struktur-Homologien aufweisen, und Kreuzreaktionen stattfinden. Da Insulin in hohen
Konzentrationen seinerseits die hepatische IGF-I - Bildung stimuliert, und die Bioverfiigbarkeit des IGF-I tiber
die Senkung des IGFBP1 erhoht, sind die Wechselwirkungen in vivo komplex [196, 204].

Insulin
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IGF-I IGF-II

Insulin receptor

l IGF-I rece[itor IGF-1I-M-6-PR
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Abbildung 9: Schema der IGF- und Insulin- Kreuzreaktion an den Rezeptoren [196]

Neben den gut dokumentierten wachstumsférdernden Eigenschaften der Insulin-ahnlichen Wachtumsfaktoren
(IGF's) wird zunehmend ihre Bedeutung fir die zelluléare Differenzierung erkannt. In vitro wurde gezeigt, dass
sie in steroidbildenden Organen eine endokrine, parakrine und autokrine Rolle fiir den Erhalt differenzierter
Zellfunktionen spielen, z.B. in den Gonaden [2, 20, 288], oder in der bovinen NNR (s.u.). In einem Regelkreis
verstarken oder modulieren sich wechselseitig organspezifische Stimulatoren, wie FSH, hCG, ACTH,
Steroidhormone, wie Ostradiol, Testosteron, Cortisol, und Wachstumsfaktoren, wie IGF-I und -Il. IGF-I stimuliert
an bovinen NNR-Zellen die ACTH-Rezeptorzahl [256], die Aktivitat der Second-Messenger-Systeme [189] und
die Aktivitat bzw. mRNA-Expression der Steroidenzyme 3R-HSD, CYP21 sowie CYP11B [255]. Zugleich bilden
ACTH-inkubierte bovine NNR-Zellen selbst IGF-I und IGF-Bindungsproteine [257], und die Zahl der adrenalen
IGF-Rezeptoren wird durch ACTH und Angiotensin Il gesteigert [212].

Erste Ergebnisse an adulten humanen NNR-Zellen sprachen dafiir, dass IGF-I nicht nur die 33-HSD, 11- und 21-
Hydroxylase stimuliert (Review in [259]), sondern auch die 17-Hydroxylase, und damit die Bildung reifer
Steroide insgesamt [264]. Zudem besitzt auch die humane NNR IGF-I - Rezeptoren, vorwiegend in der Zona
reticularis [265].
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Die fetale NNR enthalt immunhistologisch IGF-1 - und -1I- Peptid und ihre Bindungsproteine [123], wahrend dies
von adulten NNR noch nicht bekannt war. Die mRNA-Expression von IGF- | [225] und IGF-II [108, 147, 211],
konnte bislang nur in intaktem Gewebe adulter NNR gezeigt werden, nicht aber ihre Regulation in NNR-
Zellkulturen [108, 147, 211]. In fetalen NNR-Zellen dagegen wird die IGF-Il mRNA erheblich exprimiert [118]
[145] und durch ACTH reguliert [225], parallel zu dem Enzym P450scc [146, 318]; IGF-II steigert die fetale
Steroidbiosynthese [318], und insbesondere die DHEAS-Produktion [226, 227]. Uber die Expression von IGF-|
mRNA in fetalen NNR gibt es positive und negative Befunde [118, 317]. Wahrend die IGF-I — Bedeutung
postnatal bekannt und wichtig ist, und IGF-II als fetaler Wachstumsfaktor gilt, fehlen detaillierte Kenntnisse tiber
physiologische Funktionen von IGF-Il jenseits der Fetalperiode (Review in [290]).

145 TGFR1

Andere Wachstumsfaktoren, wie das in NNR-Zellen exprimierte TGFR1, leisten einen Beitrag zur differenzierten
NNR-Funktion, indem sie eine im wesentlichen dem IGF entgegengerichtete Wirkung hervorrufen [198]. TGFR
ist in menschlichen Fasciculata-Reticularis-Zellen ein potenter Inhibitor aller differenzierten Funktionen. Es
hemmt die mRNA-Expression der 17-Hydroxylase und stimuliert die Expression der 3R-HSD, woraus eine
gedrosselte DHEA-Bildung folgt [198]. Es ist damit der einzige Wachstumsfaktor, der diese Enzyme
gegensinnig reguliert und selbst durch ACTH gehemmt wird. Um einen relativen DHEA-Anstieg gegentiber
Cortisol zu erzielen, wie wahrend der Adrenarche (s. Kapitel 1.5.), muss eine Abnahme eine Abnahme der
3R-HSD und damit der TGFR3-Expression postuliert werden.

1.46  Zusammenfassung des bisherigen Kenntisstandes zur Regulation der NNR-Androgene

Kurz zusammengefasst lasst sich die Steuerung der NNR-Androgene postulieren aus einem Zusammenwirken
von zellularer Enzym- und Coenzym-Ausstattung und lokalen Wachstumsfaktoren, sowie durch die mit der
besonderen Vaskularisierung anstromenden Steroide, unter permissiver Kontrolle von ACTH und weiteren
POMC-Derivaten. Zirkulierende Hormone, z.B. Insulin, und Zytokine, z.B. Leptin, die die
Kdrperzusammensetzung signalisieren, kdnnen wahrscheinlich die NNR-Androgen-Bildung modulieren. Diese
Hypothesen sind in vivo noch nicht umfassend gepruft.

1.5 Adrenarche

Die allmahliche morphologische und funktionelle Reifung der Zona reticularis, die vor bzw. unabhéngig von der
Reifung der Gonaden erfolgt [246, 300], wird als Adrenarche bezeichnet, und leitet die menschliche
Pubertatsentwicklung ein. In einem sehr langsamen, seit friiher Kindheit zu beobachtenden Prozess [246] treten
ab dem 7. Lebensjahr infolge der vermehrten DHEA- und DHEAS-Sekretion sowie der peripheren
Metabolisierung zu aktiven Androgenen die Sebum-Sekretion, die sekundare Geschlechtsbehaarung und der
Schweissdriisengeruch auf. Es ist aber noch nicht wissenschaftlich belegt [275], ob auch unter physiologischen
Bedingungen die wahrend der Adrenarche sezernierten Androgene so stark auf Skelettreifung und
Wachstumsgeschwindigkeit wirken, dass sie den prapubertaren Wachstumsschub (mid-growth spurt) erzeugen,
der im Alter von 7 Jahren beobachtet werden kann [97, 231].

Die Veranderungen der androgenbildenden Nebennieren-Zonen, namlich neben der Adrenarche auch die
Involution der fetalen NNR, stellen beim Menschen einzigartige Vorgange dar, deren Regulationsmechanismen
nur in Ausschnitten bekannt sind. Vorbedingung fiir die Adrenarche ist eine normale ACTH-Sekretion [325] (s.
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Kapitel 1.4.2.2.). Zudem nahm man friiher an, dass auch wahrend der Adrenarche die Anderung von
Enzymaktivitdten Grundlage fiir die Androgenbildung sei [278, 292], und dass diese durch die besondere
Architektur der NNR moduliert werden kénnten [5]. Die physiologisch ablaufende Adrenarche ist jedoch nicht
auf die Regulation bzw. Blockierung der Aktivitdtsdnderung eines vorhandenen Enzyms zuriickzufihren,
sondern auf die Expression spezifischer Gene in einem Zelltyp, bzw. die Differenzierung dieses Zelltyps [84,
219, 312]. Auch Unterschiede in der molekularen Struktur der Enzyme bei verschiedenen Primaten scheinen
nicht fiir die Adrenarche verantwortlich zu sein [10]. In Einklang mit den morphologischen Anderungen ist die
Adrenarche gekennzeichnet durch die Abnahme der 33-HSD-Expression in den Reticularis-Zellen; diese
weisen vor dem Alter von 5 - 8 Jahren eine hohe 3R-HSD-Expression auf, und, nach der Differenzierung, mit
zunehmendem Alter eine niedrige [58, 98, 99]. Im gleichen Alter nimmt in der Zona reticularis der
immunhistochemisch nachweisbare Gehalt der DHEA-Sulfotransferase und des Cytochrom b5, welches die
17,20-Lyase-Funktion begiinstigt, zu [312] (Abb. 5). Als Resultat steigt vor allem die adrenale DHEAS-Bildung
an.

Der Antrieb fur die Differenzierung der Zona reticularis entsteht nach neueren Untersuchungen am ehesten aus
dem Wachstum zuzuordnenden Vorgangen. Es mehren sich die Hinweise, dass priméar Wachstum und
Kdrperzusammensetzung sich é&ndern, und in Korrelation dazu die Adrenarche folgt [274]. In Analogie dazu gilt
beziiglich der weibliche Pubertatsentwicklung seit langer Zeit, dass das Erreichen einer kritischen Kérpermasse
Vorbedingung ist fir das Eintreten der Menarche (Somatostat-Theorie) [96]. Vor kurzem wurde gezeigt, dass
die Entwicklung der gonadalen Aktivitat vom vorangehenden Ansteigen der Botenstoffe IGF-I [311] und Leptin
[218, 311] abhé&ngt. Bisher ist jedoch nicht erwiesen, ob die Somatostat-Hypothese auch fur die Adrenarche
zutrifft.

1.6 Pramature Adrenarche

1.6.1 Definition

Die isolierte Schambehaarung, mit oder ohne Axillarbehaarung und Kérpergeruch, vor dem vollendeten 8.
Lebensjahr bei Madchen und dem vollendeten 9. Lebensjahr bei Jungen, Préamature Pubarche genannt, wird
als Pramature Adrenarche (PA) bezeichnet, wenn sie bedingt ist durch die vorzeitige Sekretion der NNR-
Androgene. Da die Androgene zunéchst ausschliesslich aus der NNR stammen [165, 224], sind bei Madchen
die Brustdriisen nicht vergréssert und bei Jungen das Hodenvolumen kleiner als 3 ml. Nur die zeitliche
Steuerung der Androgen-Sekretion ist vorverlegt [261]. Die Hohe der NNR-Androgenspiegel Ubersteigt
normalerweise die dem Behaarungsstadium entsprechenden Werte nicht [166]. Im amerikanischen Sprachraum
wird weiter differenziert: bei der typischen PA sind neben der geringen Androgenisierung nur eine massige
Wachstumsbeschleunigung und Skelettalter-Akkzeleraion zu beobachten, die dem Langenalter entsprechen
[287]. Klinische Zeichen fur eine atypische PA sind die Virilisierung, wie die Vergrosserung des Genitale, oder
eine Ubermassige Skelettalterakzeleration (> 2 Jahre), die dann auf eine pathologische Ursache hinweisen, wie
untenstehend besprochen. Grundsétzlich erfolgt nach der typischen PA die weitere gonadale
Pubertatsentwicklung altersentsprechend [106, 144], manchmal etwas verfriiht [261]. Die PA tritt bei Madchen 5
- 6 mal haufiger auf als bei Jungen (Reviews in [21] und [241]), und findet sich oft bei Adipositas [280] oder
ZNS-Erkrankungen (Review in [132]). Von einer verstarkten oder ,Exaggerated* Adrenarche spricht man, wenn

DHEAS massiv, Uber das Pubertétsstadium hinaus, erhoht ist, ebenso wie andere ACTH-stimulierte 5-en-
Steroid-Vorlaufer, z.B. 17-Hydroxy-Pregnenolon, aber auch Cortisol [213]. Man geht hier von einer Insuffizienz
der 3R3-HSD-Aktivitat und einer iibermassigen Stimulation der 17/20 Lyase aus [205]. Bei erwachsenen Frauen
wird diese Konstellation auch als funktionelle adrenale Hyperandrogenamie, FAH, bezeichnet [282].
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1.6.2 Vorkommen

Da das Alter bei physiologischem Beginn der Pubarche ethnisch unterschiedlich ist, erscheint die Inzidenz der
Pramaturen Adrenarche in manchen Bevolkerungsgruppen erhéht. Die Diagnosestellung der PA sollte demnach
die ethnische Herkunft berticksichtigen, Populations-abhéngige Referenzdaten existieren jedoch nicht. In einer
US-amerikanischen Studie an 17077 Madchen, beispielsweise, fand sich im Alter von 6 Jahren eine
Schambehaarung bei 6,5 % der schwarzen Madchen, und nur bei 1,4 % der caucasischen (Review in [132]).
Daher ergibt sich ein hoher Anteil an Kindern mit PA in schwarzen sowie in hispanischen Bevoélkerungsgruppen
in den USA. In Europa scheint, gemessen an der Zahl der Beobachtungen, die Inzidenz der PA in den
Mittelmeerlandern [21, 56, 106, 144] hoher als in den Ubrigen européischen Regionen zu sein [162, 261, 319],
obwohl es keine vergleichenden Daten gibt. In Berlin lag zwischen 1980 und 1990 der Anteil der Patienten mit
PA oder Hirsutismus bei ca. 0,4 % aller pro Jahr in der endokrinologischen Sprechstunde vorgestellten
Patienten, so dass die Pravalenz dieser Storung in der allgemeinen Population im betreffenden Alter noch weit
niedriger sein muss. In einer vorangehenden Studie hatten wir an 33 Kindern mit idiopathischer PA, verglichen
mit 50 Kindern ohne endokrine Erkrankungen, gefunden, dass ungefahr 55 % der Kinder mit PA deutscher
Abstammung waren, im Vergleich zu 83 % in der Kontrollgruppe. Der Anteil der tirkischen, slawischen oder
mediterranen Kinder in der Gruppe der PA war relativ grésser als in der Kontrollgruppe [173]. Daher kénnten
Ursachen, Haufigkeit und Prognose der PA in der Berliner gemischten mitteleuropéischen Population anders als
in den von anderen Autoren untersuchten Populationen sein.

1.6.3  Ursachen und Diagnostik

Tabelle 1: Ursachen erhdhter NNR-Androgene im Kindesalter (verandert nach [104])

Priméar adrenale Genese

Pramature Adrenarche

Adrenale Tumoren (Adenome, Carcinome)

Cushing-Syndrom

ACTH-Ubersekretion

Adrenogenitales Syndrom

Cushing-Krankheit

Glucocorticoid-Resistenz (Cortisol T, ACTH T,
normaler circadianer Rhythmus)

Exogen

Androgene

Anabole Steroide

Eine Diagnostik bei PA dient dem Ausschluss primérer Stérungen (Tabelle 1), und vor allem bei atypischer PA
der Suche nach NNR- Tumoren und Enzymdefekten, die einer entsprechenden operativen Therapie bzw.
Substitution mit Hydrocortison bedirfen. Ein schwerer, bzw. klassischer NNR-Enzymdefekt wiirde sich bei
Madchen schon bei Geburt erkennen lassen, und nicht als PA, wahrend er sich bei Jungen gegebenenfalls
auch noch spater im Kindesalter durch eine vorzeitige Schambehaarung manifestiert. Vorwiegend zwei
Enzymdefekte kdnnen sich als PA ohne perinatale Virilisierung und Intersexualitét prasentieren und zum nicht-
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klassischen bzw. spatmanifesten Adrenogenitalem Syndrom (AGS) fiihren, der 21-Hydroxylasemangel (21-OH-
Mangel) und der 3R-HSD-Mangel. Dagegen wurde der 11R3-Hydroxylasemangel nur ein mal als Ursache der
isolierten PA beschrieben [295] und ist hier nicht weiter beriicksichtigt. Die Diagnosestellung des 21-OH-
Mangels erfolgt durch die Bestimmung der erhdhten Vorstufe 17-OHP; es gibt seit mehr als 10 Jahren recht
einheitliche Grenzwerte und Nomogramme aus verschiedenen Studien: Hinweisend fir ein nicht-klassisches
AGS sind die ACTH-stimulierten Werte des 17-OHP tber 10 ng/ml [192, 239], meist sind auch schon die
basalen Werte deutlich erhoht tiber 1,5 ng/ml, aber es gibt ohne Stimulation Uberschneidungen mit
heterozygoten Merkmalstragern, Gesunden und Frauen mit PCOS (s. Methoden, Kapitel 5).

Die Diagnosestellung des 3R-HSD-Mangels [233, 247, 262, 316] war vor der Anwendung der Molekulardiagnostik
umestritten [16], und nach strengen Kriterien definiert als 17-OH-Preg. >6 SD tUber dem mittleren Normwert.
Letztlich wiesen Patienten mit sogenanntem nicht-klassischem 3R-HSD-Mangel (17-OH-Preg. >2 SD uber der
Norm [214]) keine Defekte in den codierenden Regionen des 3R-HSD-Gens auf. Tatsachlich haben Patienten
mit spater Manifestation bei molekulargenetischn gesichertem 3R-HSD-Mangel exzessiv erhéht 17-OH-Preg
Werte, die mehr als 30 SD (!!) Gber der Norm liegen [214]. Bei den friher fehldiagnostizieren Patienten scheint
daher eher eine ,Exaggerated” Adrenarche vorzuliegen.

Als weitere Besonderheit wurden bereits frither biochemische Hinweise prasentiert, dass heterozygote Ubertrager
des 21-Hydroxylase-Mangels gehauft unter einer PA leiden kdnnten [162]. Bereits 1978 wurden von Zachmann
ungewohnlich ausgeprégte klinische und/oder biochemische Befunde bei obligat heterozygoten Eltern von
Kindern mit AGS beobachtet [335]. In einer anderen Studie mit fir den 21-Hydroylase-Defekt heterozygoten
Frauen konnte aber keine erhdhte Prévalenz der hyperandrogenamischen Stérungen gefunden werden [160].
Nun haben aber kirzlich molekulargenetische Untersuchungen in amerikanischen und mediterranen
Populationen [56, 330] bestétigt, dass eine erhdhte Frequenz der heterozygoten 21-OH-Gendefekte bei PA
vorliegt, im Vergleich zu Kontroll-Populationen. Es wurde noch nicht bestétigt, dass diese Befunde auch in der
mitteleuropéischen Bevolkerung zu erheben sind, da ja die Frequenz des 21-Hydroxylase-Gendefektes
unterschiedlich in verschiedenen Populationen ist.

1.6.4  Prognose

Fir das Kind mit Pramaturer Adrenarche ist die Prognose dieser Stérung wichtig, und davon wiederum hangt der
Aufwand ab, mit dem initial eine invasive oder apparative Diagnostik betrieben werden muss. In zwei
mediterranen Populationen wurde gezeigt, dass die Endgrésse und das Menarchealter durch die PA nicht
beeintrachtigt sind [106, 144]. Allerdings kann bei bis zu 45% dieser Madchen mit PA spéater ein Polyzystisches
Ovar-Syndrom entstehen [138]. Das PCOS ist definiert als Hyperandrogendmie mit Anovulation, begleitet von
Hirsutismus und Zyklusstdrungen sowie metabolischen Auffalligkeiten unterschiedlicher Auspragung [65].
Leider fehlen in mitteleuropéischen Populationen grossere Studien, die klinische Zeichen und
Differentialdiagnosen sowie die zugehdrigen Prognosen und Therapieindikationen untersuchen.
Gleichermassen gibt es selbst dazu keine Untersuchungen, ob und wann bei Patienten mit milden
Enzymdefekten, bei manifesten Heterozygoten oder Patienten mit ,Exaggerated” Adrenarche eine Therapie
indiziert ist. Verwendet wurden bisher in Einzelféllen u.a. Dexamethason [319]), Hydrocortison [262] oder
Cyproteron-Acetat [120], ohne dass die Effekte auf Endgrdosse und Fertilitdt dokumentiert sind. Bei typischer PA
scheint jedoch aufgrund der giinstigen Prognose eine Therapie ist nicht notwendig [287].

Uneinigkeit besteht also in folgenden Punkten: 1. Wie gross soll der diagnostische Aufwand bei typischer PA
sein?, 2. in wie weit kann eine Heterozygotie firr einen Enymdefekt der 21-Hydroxylase Symptome der PA
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verursachen, und 3. handelt es sich bei der ,Exaggerated” Adrenarche (s. Kapitel 1.6.1.) um eine klinisch
abgrenzbare Entitat?

1.6.5  Adipositas und Einfluss auf die Adrenarche

Wie oben erwéahnt, kann die Adipositas bei Kindern von einer pramaturen Adrenarche begleitet sein [102, 266].
Ob dabei IGF-I [216, 324], Leptin [31, 105]., Insulin [139, 168, 244] oder weitere mit der Adipositas
zusammenhangende Faktoren Ausloser der Hyperandrogenamie sind, ist unbekannt. Uber die
epidemiologische Bedeutung dieses funktionellen Zusammenhanges und die Hohe sowie das Muster der NNR-
Androgenspiegel bei Gibergewichtigen Kindern gibt es keine Untersuchungen. Dessen ungeachtet wird die

Pramature Adrenarche haufiger auftreten, aufgrund der Zunahme der Adipositas-Préavalenz im letzten Jahrzehnt

auch in Deutschland [154, 158, 169, 190]. Wahrend 1995-97 bei 5 - 7-jahrigen Vorschulkindern die Pravalenz
des Ubergewichtes (Body Mass Index (BMI, in kg/m?) > 90. Perzentile) zwischen 12 und 18,5 % betrug [154,
190], lag sie fur altere Schulkinder deutlich héher, zwischen 20 und 27 % [158, 169].

Interessanterweise wurde auch bei Kindern mit der hypothalamisch-hypophyséaren Insuffizienz bei Prader-Willi-
Syndrom (PWS) eine vorzeitige Adrenarche beobachtet (Ubersicht in [172]). Das Prader-Willi-Syndrom ist eine
neurogenetische Erkrankung, die die haufigste Form der syndromalen Adipositas darstellt. Der adipdse
Phanotyp entwickelt sich nach einer anfanglichen Gedeihstérung bei ausgepragter Muskelhypotonie und
mentaler Retardierung erst ab dem 4. Lebensjahr und ist mit verschiedenen hypothalamischen Stérungen
verbunden, Wachstumshormoninsuffizienz [77] und Hypogonadismus [117] wurden dokumentiert. Unerwartet
fand man trotz der grundsatzlich verzdgerten gonadalen Entwicklung recht haufig eine frihe inkomplette
Pubertatsentwicklung in Form einer vorzeitigen Schambehaarung [37, 172]. Bisher wurde nicht gepriift, ob die
vorzeitige Pubarche Folge der hypothalamischen Stérung ist, oder sekundar durch die Adipositas selbst oder
die mit ihr zusammenhangenden metabolischen oder endokrinen Veréanderungen bedingt ist. Wahrend bei
Kindern mit einfacher Adipositas die Spiegel von IGF-I und Insulin erhéht sind, finden sich bei Kindern mit PWS
aufgrund des hypothalmischen Wachstumshormonmangels eher niedrige IGF-1 und Insulin-Konzentrationen
[80, 207].
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1.7 Fragestellung

Die Uiberschiessende Androgenproduktion stellt ein hdufiges endokrinologisches Problem erwachsener Frauen
dar, und soll ihren Ursprung bereits in der peripubertdren Reifung haben. Die Pathogenese der
Hyperandrogenamie konnten weder bei Kindern, noch bei Erwachsenen ganz geklart werden. Um Aufschluss
Uiber die physiologischen und pathologischen Grundlagen der Androgen-Sekretion der Nebennierenrinden zu
erhalten, wurden in vitro und in vivo Untersuchungen zu folgenden Fragestellungen durchgefuhrt:

1. Mit der vorliegenden in-vitro-Untersuchung sollten erstmals NNR-Zellen in Priméarkultur von Kindern und
Erwachsenen untersucht werden, mit der Frage, welche Wirkung die Wachstumsfaktoren IGF-I und -1l auf die
Steroidsynthese haben, im Vergleich zu ihnen nahestehenden Hormonen wie Wachstumshormon und
Insulin. Vor Beginn der voliegenden Untersuchungen waren die meisten Arbeiten zur NNR-Androgen-
Regulation an nicht-humanen in-vitro-Modellen durchgefiihrt worden. Oft wurden auch NNR-Tumor-Zellinien
verwendet, die jedoch in ihrer Gen-Regulation und Enzymausstattung nicht physiologisch sind. Gleichfalls
kdénnen fetale NNR-Zellen nicht verwendet werden, da die Regulation der Reticularis-Sekretion Alters-
spezifisch ist. Um zu erfassen, ob Wachstumsfaktoren nicht nur endokrin, sondern auch autokrin wirken,
sollte gepruft werden, ob die NNR-Zellen IGF-mRNAs exprimieren, sowie IGF-Peptide und ihre
Bindungsproteine sezernieren. Grundséatzlich ist zu zeigen, ob auch in humanen NNR-Zellen ein lokaler
positiver Regelmechanismus besteht, in dem unter einer stimulierenden ACTH-Wirkung durch die Modulation
aus dem hypothetischen adrenalen IGF-System mehr Androgene als Glukokortikoide gebildet werden.

2. Ein weiteres Ziel war es, zu untersuchen, ob auch in vivo bei Kindern und Jugendlichen die in vitro
beschriebenen verschiedenen Einfliisse auf die NNR-Androgen-Sekretion zu beobachten sind. Dazu wurde
anhand von klinischen Querschnittsstudien geprift, ob Zusammenhange zwischen der Kdrpermasse und
verschiedenen mit ihr verbundenen Hormonen wie IGF-1 und Leptin, einerseits, und den NNR-Androgenen,
andererseits, bestehen. Als Probanden wurden sowohl gesunde Kindern gewahlt, als auch solche, bei denen
eine Erhéhung von Leptin-Spiegeln oder IGF-Wirksamkeit zu erwarten ist, wie z.B. adipdse Kinder. Als
besondere Gruppe wurden Kinder mit hypothalamischem Defekt bei Prader-Willi Syndrom einbezogen. Da
auch bei dieser Form der syndromalen Adipositas eine Androgen-Erhéhung beschrieben wurde, war es ein
weiteres Ziel zu untersuchen, ob und wie weit diese Hyperandrogendmie mit Adipositas-induzierten
metabolischen und endokrinen Veranderungen im Zusammenhang steht.

3. Die Ursachen einer verfrihten Adrenarche sollen erstmalig in einer gemischten mitteleuropéaischen
Population erfasst, sowie die Einflussfaktoren und die Prognosen kritisch betrachtet werden. Wie haufig wird
die PA durch Enzymdefekte oder Tumoren ausgeltdst? Lassen sich die Diagnosen einer symptomatischen
PA durch besondere klinische Merkmale erkennen? Finden sich in der Gruppe der sogenannten
Jidiopathischen PA" noch weitere Untergruppen, wie die ,Exaggerated Adrenarche”, und wie lassen sie sich
klinisch und biochemisch beschreiben? In einer longitudinalen Untersuchung an Kindern mit PA sollte auch
geprift werden, ob Wachstum und Pubertats-Entwicklung normal verlaufen, insbesondere ob in den
verschiedenen Subgruppen Unterschiede des Wachstums und der Endgrdsse sowie der Entwicklung eines
postmenarchalen Hyperandrogenismus zu finden sind. Auch bei Kindern mit idiopathischer PA galt es zu
prufen, ob die erhdhte Androgen-Sekretion mit einer Adipositas bzw. der Kérpermasse, oder deren Mediator,
Leptin, zusammenhangt.
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2In vitro-Untersuchungen: Einfluss von Wachstumsfaktoren und Hormonen auf
die Steroidsekretion von humanen NNR-Zellen in Primarkultur
(Publikationen 1 [180] und 11 [179])

2.1 Methoden

2.1.1  Primérzellkultur unter chemisch definierten Bedingungen

Der menschlichen Nebennieren stammten von Transplantations-Spendern, Kindern und Erwachsenen. Die
Einwilligung des Ethik-Kommittees der Virchow-Klinikums, Humboldt-Universitét, Berlin, wurde erteilt. Da ja die
Patienten meist im Rahmen der intensivmedizinischen Behandlung Steroide erhalten hatten, wurde die
Primarzellkultur, und nicht die Zell- oder Gewebesuspension, gewahlt, um die Zellfunktion unter definierten
Bedingungen frei von in vivo-Einfliissen zu untersuchen. Ferner bestiinde in Subkulturen oder bei
Tumorzellinien die Gefahr des Verlustes bestimmter Steroid-Enzyme, z.B. der 11R- oder 21-Hydroxylase, wie
dies auch der Fall in Kulturen ohne Antioxidantien ist.

Ferner sollte nicht nur die akute Steroidsekretion, sondern auch die Regulation der mRNA- Expression der
Steroidsynthese-Gene zu erfasst werden.

Die zellbiologischen Methoden sind im Detail in den bereits publizierten Arbeiten der Arbeitsgruppe Saez
beschrieben [180, 199, 255] und in der Ubersicht (Abb. 10) schematisch dargestellt.

Nach Transport des Gewebes in eisgekihlter 0,9% NaCl wurden die NNR mit einigen Modifikationen, wie bei
Penhoat 1988 angegeben, makroskopisch prépariert und ihre Zona reticularis und fasciculata in Trypsin und in
Kollagenase dispergiert sowie nach Waschen und Filtration in 12-Loch-Schalen ausgesat (0,3 - 1,5 x 10°
Zellen/ml in 4 sz)_ Adhésion in HamsF12 und DME-Medium zu gleichen Teilen, 10% fetalem Kalbsserum, mit
Antibiotika, Vitamin C 0,1 mmol/L, Transferrin 1,25 nmol/L und Insulin 0, 86 pmol/L, wéhrend der ersten 16-48
h. Dann Ersatz des Mediums durch das beschriebene Medium, aber ohne Kalbsserum und Insulin, und
Inkubation unter untenstehenden Bedingungen. Pro Bedingung wurde jeder Versuch mit mindestens 4
verschiedenen NNR-Praparationen als Triplikat durchgefiihrt. Inkubationsdauer 2-4 Tage unter 5% CO,, 37°C;
Mediumwechsel alle 24 h. Im Medium, welches nach Zentrifugation aliquotiert und bei —20°C eingefroren wurde,

Bestimmung von Steroiden bzw. IGFs und IGFBPs.
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1. Prdparation

NN von Nierentransplantaten in kalter Elektrolytlésung
(Verarbeitung innerhalb von 10 Stunden), ‘ /

Makroskopische Dissektion der Fasciculata und Reticularis ~
von Kapsel und Mark.

Waschen / g

2. Dispersion
1.Trypsin; 2. Collagenase+DNAse, @

Reaktionsstop und Waschen in 10 % Pferdeserum
Sedimentation 100 x g

Filtern Gber Gaze und Nylon. %

Zellz&hlung, Viabilitatsprifung (Trypanblau) mikroskopisch. ’

3. Aussaat: 0.5 x 108 Zellen / 1 ml in 12-Loch-Schalen,
Adhésion 16 h in Ham’s F12 / DME-Medium mit 10 %
Fetalem Kalbsserum, Transferrin, Vitamin C, Antibiotika’./

4. Serumfreie Inkubation 72 - 96 h: Kontrolle ohne Hormone
IGF1 [200 ng/ml], Kabi
IGF 2 [200 ng/ml], Lilly
Insulin [5 ug/ml], Sigma
ACTH [10 nM], Synacthen Ciba
WWaschen
5. Akute Stimulation ACTH [1 nM], 2h .~

S~
6. Kultur - Ende: Zellen/ Medium

Zellzahlung ~ RNA,T -200C

Extraktion mit GTC, 3H-RIA fir Cortisol,
CsTFA-Ultrazentrifugation Androstendion, DHEA

7. Northern Blotting
- 10-20 ug Gesamt-RNA, Auftrennung im Formaldehyd-Gel, mit Ethidiumbromid
- Kapillartransfer auf Nylon-Filter [Hybond-N, Amersham]
- Hybridisierung mit P32-dCTP- / "™ Negativ-Photo [Polaroid Typ 55]
markierten [Multiprime, Amersham] cDNAs: (28S, 18S-Banden)
ACTH-Receptor (Saez)
p4so scc (Waterman)
p4so 17o< (Waterman)
3R-HSD (Luu-The)

8. Autoradiographie (1-21 d)

9. Densitometrie (LaserScan, Hirschmann):
Schétzung der spezifischen mRNA-Menge,  bezogen auf Gesamt-RNA (28S)

Abbildung 10: Schema der Primarzellkultur, s. Text. * Kabi = Pfizer. GTC = Guanidium-Thiocyanat.
CsTFA = Casium-Trifluoro-azetat-Gradient. 3H-RIA = Radioimmuno-Assay mit Tritium-markiertem
Hormon-Tracer. P32-dCTP = Phosphor-markierte Nucleinaure.
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Adhésion Langzeitinkubation akute
Stimulation

IGF1 200 ng/ml
IGF2 200 ng/ml
Ins.5000 ng/ml
HGH 100 ng/ml
w ACTH 10 nM

W

4 AN L Aﬂ j

ySerum OhFe Serum [' '
3

-1 0 1 2
Tage

ACTH 1nM
2h

Abbildung 11: Behandlungsschema der humanen Fasciculata-Reticularis-Zellen.
Offener Pfeil = Mediumwechsel, W = Waschvorgang, geschlossener Pfeil = Zugabe der
genannten Hormone. im Ubrigen s. Text.

Abb. 11 zeigt die Hormonbehandlung: Diese wurde erst nach mehrmaligem Waschen der Zellen fur mindestens 4
Stunden zum Entfernen der Serum-Bestandteile begonnen. Zur Langzeitbehandlung wurden jeweils einzeln die
fur die IGF-Bildung in maximal wirksam zu erwartenden Konzentrationen folgender Hormone eingesetzt, deren
Dosis-Wirkungs-Beziehungen zuvor an bovinen NNR-Zellen getestet worden waren:

Insulin (I, Sigma) 5 pg/ml = 860 nmol/L, fir die Wirkung am IGF-Rezeptor, Synacthen® (ACTHi.24, Ciba, Wehr)
10 nmol/L, recombinantes humanes Wachstumshormon (Growth Hormone, GH, Novo Nordisk, Mainz) 100
ng/mL = 4,7 pmol/L, recombinantes humanes IGF-I (IGF-I, Pfizer, Erlangen), meist 50 ng/mL = 6,55 nmol/L oder
recombinantes humanes IGF-Il (IGF-II, Lilly Bad Homburg), wie IGF-I. Kontrollzellen wurden ohne Hormon
inkubiert (C).

Um den Einfluss dieses ,Priming” auf die akute ACTH-stimulierte Steroidsekretion zu erfassen, wurden die
gebundenen Peptide durch Inkubation mit Medium ohne Serum- und Hormonzusétze entfernt, meist nach 4
Tagen Vorinkubation. Dann erfolgte die akute Stimulation mit ACTH 1 nmol/L oder mit Steroid-Prékursoren
5x10° mol/L, iiber 2 Stunden. Reaktionsstopp auf Eis, Abheben und Asservieren des Mediums wie oben. Die
Zellen wurden nach Ablésen durch Trypsin gezahlt, oder zur RNA-Extraktion weiterverarbeitet.

2.1.2  Qualitative und quantitative Zellauswertung

In Stichproben konnten iber 95 % der Zellen als steroidsynthetisierende Zellen identifiziert werden, die
histochemisch fur das Enzym 3R3-HSD-positiv waren. Wie aus Voruntersuchungen hervorgeht, sind weniger als
10 % Glomerulosa-Zellen enthalten [197]. Die Zellen aus 3 Proben jeder Inkubationsbedingung wurden mit
Trypan-Blau lichtmikroskopisch in der Neubauer-Kammer gezahlt. Die Viabilitat

lag immer tiber 85 %. Da die NNR-Zellen zur Aggregat-Bildung neigen (Abb. 12), wurden sie nach Ldsen aus der
Kulturschale (durch Trypsin-EDTA) mittels Passage durch eine 20G-Kanile suspendiert. Trotz serumfreier
Hormon-Inkubation zeigte sich unter Behandlung mit IGF-I, 1l und Insulin ein méassiges Zellwachstum auf 126,2,
103,0 bzw. 129,0 % im Vergleich zu hormonfrei inkubierten Kontrollen, als Ausdruck der mitogenen Wirkung
dieser Peptide, nicht aber durch ACTH in vitro (Abb. 12). Die Proteinsynthese nahm unter IGFI, IGFII, Insulin
und ACTH gering zu (auf 118, 110, 121 bzw. 113 % der Kontroll-Zellen).
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Abbildung 12:
Humane adulte Reticularis-Fasciculata-Zellen am 4. Tag der Kultur,

Oben: Kontrollzellen, granulierte Zellen mit Auslaufern und Aggregaten,
Miite: 3 Tage mit ACTH 10™° M behandelte, eher kontra-hierte und runden Zellen,
Unten: 3 Tage mit 50 ng IGF-I/ml behandelte Zellen, verstarke Aggregatbildung.
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2.1.3  Steroidhormonbestimmungen

Das Zellkultur-Medium wurde original oder verdinnt direkt in den Routine-*H-Radioimmunoassay fir Cortisol,
DHEA und Androstendion (Tritium-markierte Steroide von Amersham, Braunschweig) eingesetzt wie zuvor
beschrieben [294]. Jede Probe wurde durch zusétzliche 1:2 und 1:4-Verdiinnung in verschiedenen Bereichen
der Standardkurve abgelesen, so dass eine Verdrangung durch kreuzreagierende Substanzen erkennbar
wurde. Bekannte Kreuzreaktionen der Antiseren (Steranti, St. Albans, UK) waren: Anti-DHEA-Kreuzreaktion zu
Pregnenolon 3 %, sonst - wie fiir Anti-Cortisol - <1 % fir alle getesteten Steroide. Anti-Androstendion (Dr. S.
Lewicka, Heidelberg) zeigte Kreuzreaktionen lediglich mit Androgen-Metaboliten, nicht aber mit
Steroidvorstufen, so dass die Fragestellung hinsichtlich der Stimulation der Androgensynthese mit diesem
Assay beantwortet werden konnte. Alle Bedingungen einer Praparation wurden im selben Assay gemessen und
die Ergebnisse auf 5x10° Zellen bezogen.

2.14 IGF- Bestimmungen

IGF-I - RIA nach saurer Athanol-Extraktion: Da die Bindungsproteine im IGF-RIA interferieren, miissen sie durch
saure Athanol-Fallung (Acetessigsaure 2,175 mol/L in reinem Athanol) weitgehend entfernt werden [40]. Wie
aus Vorarbeiten hervorgeht, ist mit Interferenz durch nicht vollstandig entferntes IGF-Bindungsprotein-3 durch
dessen geringen Gehalt im Medium nicht zu rechnen. Der lyophilisierte Extrakt von 1 ml Medium wurde in einen
Doppel-Antikdrper-RIA eingesetzt [44]: Standard mit recombinantem humanem IGF-I (Pharmacia, Erlangen),
1253.|GF-I (markiert von Herrn Dr. E. Schmidt, BioTez, Berlin-Buch), polyklonaler IGF-I-spezifischer Antikorper
[235], Ziegen anti-Kaninchen-1gG (Pasteur, Leimen).

IGF-II wurde direkt im konditionierten Zellkultur-Medium mit einem spezifischen, IGF-I-geblockten RIA

(Mediagnost, Tubingen) bestimmt.

2.1.5 IGF-Bindungsprotein-Nachweis

Qualitative Analyse der IGF-Bindungsproteine nach Anreicherung aus 2 ml Zellkultur-Medium durch Ultrafiltration
(Centricon Filter, Ausschlussgrésse 10000 Da, Millipore, Eschborn) oder durch saure Athanolfallung aus dem
Niederschlag. Proteinauftrennung 45-20 kDa in einer Na-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(11 % SDS-PAGE), unter nicht-reduzierenden Bedingungen [257]. Elektroblot (Biometra Fastblot, Gottingen)
der aufgetrennten Proteine auf Nitrocellulose-Filter (0,45 um, Schleicher und Schiill, Dassel). Blockierung der
unspezifischen Bindungen mit fettarmer Trockenmilch. Identifizierung der Bindungsproteine durch Inkubation
mit *2°J-markiertem IGF-I (Dr. E. Schmidt, BioTez, Berlin-Buch) und Nachweis durch Autoradiographie nach 1-8
Stunden auf Hyperfilm MP (Amersham, Braunschweig). Semiquantitative Auswertung mittels Densitometrie
(Hirschmann Laser Densitometer). Bestatigung und Quantifizierung der Ergebnisse durch Bestimmung von

IGFBP-1- und —BP-3 im RIA (Mediagnost, Tibingen) im Medium und im Ultrafiltrat.

2.1.6  Gesamt-RNA Extraktion und —Bestimmung

Die Zellen, soweit nicht fiir die Zellzéhlung benétigt, wurden in Guanidium-Thiocyanat geerntet und lysiert, und
die Gesamt-RNA mittels kommerziellem Versuchssystem (Pharmacia, Freiburg) nach Ultrazentrifugation im
Casium-Trifluoroazetat-Gradienten extrahiert. Die RNA-Menge wurde photometrisch bei 260 nm gemessen und
die Reinheit im 1,2 % Agarose-Gel mit Ethidium-Bromid gepruft.
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2.1.7  Nachweis spezifischer mMRNA im Northern Blot

10 — 20 pg RNA wurden auf ein 1 % Agarose—Gel mit 10% Formaldehyd geladen und, nach Auftrennung bei 100
V, durch Kapillarwirkung in 20 x SSC auf eine Nylon-Membran transferiert (Hybond-N, Amersham,
Braunschweig). Die gleichmassige Beladung mit RNA wurde durch Densitometrie (Hirschmann Laser
Densitometer) der Foto-Negative (Kodak Typ 55 Film) von den Ethidium-Bromid geféarbten Membranen gepruft.
Unterschiede in der RNA — Beladung konnten um die entsprechenden Werte firr die 28s-RNA korrigiert werden.
Die Prahybridisierung und Hybridisierung wurden in 50 % Formamid, 5x SSC, mit 5x Denhardts Reagens, 10 %
Dextransulfat, 0,5 % SDS und denaturierter Lachssperma-DNA mit bzw. ohne Hefe-RNA durchgefiihrt, nach
Uiblichen Methoden und wie in [197, 199] angegeben. Folgende Sonden wurden eingesetzt: Humane plazentare
3R-HSD cDNA [215], bovine P45017¢. cDNA [340], bovine P450scc cDNA [153], ein die gesamte kodierende
Sequenz des humanen ACTH-Receptors enthaltendes 955bp-cDNA-Fragment [199], Ea-IGF-I cDNA [151] und
IGF-ll-variant-cDNA [152]. Alle die cDNA-Sonden enthaltenden Vektoren wurden freundlicherweise von den
Autoren zur Verfigung gestellt und im Institut fir Humangenetik, Humboldt.Universitat, Berlin, G. Gutschmid
und Dr. M. Digweed, transformiert und amplifiziert. Die Inserts wurden durch Random Priming markiert mittels
Phosphor-markierter Nucleinaure (P**dCTP, Multiprime Kit, Amersham, Braunschweig).

2.1.8  Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse sind auf die Zellzahl bezogen und als Mittelwert mit Standardfehler des Mittels angegeben ( x +
SEM). Die Steroidsynthese-Ergebnisse sind als Vielfaches der entsprechenden Kontrolle jeder Praparation
dargestellt. Unterschiede zwischen den Inkubationsbedingungen sind mit dem gepaarten nicht-parametrischen
Wilcoxon Rangsummentest berechnet und als signifikant definiert bei einem p < 0,05.
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2.2 Ergebnisse

2.2.1  Endokrine Regulation der Steroidsynthese (Publikation | [180] )

[% Kontrolle]

3000 X+SEM , :
2000 _D Cortisol ]
| DHEA ]
1000 Androstendion i
800 |
600 1
400 + |
200 * ok ¥ % |
o l ) . = | | H { |
IGF1 IGF2 HGH
Kontrolie Langzeit-Inkubation

Cortisol = 37884688 ng/24h
DHEA = 65+21 ng/24h
AD - 221+33 ng/24h

Abbildung 13: Steroidsekretion humaner NNR-Zellen wahrend Langzeit-Behandlung mit verschiedenen
Hormonen. Am 2. Kulturtag wurden die Zellen ohne Zusétze (Kontrollen, C) oder mit IGF-1, IGF-1I (je 200 ng/ml,
26 nmol/l), Insulin (INS, 5pg/ml, 0,9 pmol/l), Wachstumshormon (HGH, 100 ng/ml, 4,7 pmol/l, nur 4
Experimente) oder ACTH (24 ng/ml, 10 nmol/l) 3 Tage lang behandelt, pro Bedingung als Triplikat, bei
taglichem Mediumwechsel. Die Produktion von DHEA, Androstendion und Cortisol wurde im Medium von 5x10°
Zellen des letzten Kulturtages bestimmt und als % der Kontrollen angegeben. * p<0.05 versus Kontrollen.
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IN AC IGFI C M[kb] IGFlizo C
behandelt vom 2.-6. Kulturtag
mit Insulin 5 pg/ml (0,9 pmol/l), ACTH 10 nmol/l, IGF-I 50 ng/ml (6,6 nmol/l) und IGF-Il in 2 Konzentrationen,
200 und 50 ng/ml ( 26,8 bzw. 6,6 nmol/l), im Vergleich zu Kontrollen (C, Artefakt neben der ,C“-Bande des

ACTH-Rezeptor-Blots). M, Massen-Marker in kilo-Basen.

2.2.1.1  Kontrollen und ACTH-behandelte Zellen

Wie erwartet produzierten die Reticularis-Fasciculata-Zellen — ohne besondere Hormon-Zusétze — hauptsachlich
Cortisol, 10500 pmol / 5x10° Zellen am 4. Tag, das ist das 47-fache der DHEA-Sekretion und das 13-fache der
Androstendion-Sekretion (Abb. 13). Dementsprechend zeigte sich in den Northern Blots (Kontrollen, C, in Abb.
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14) die deutliche m-RNA-Expression der 3R3-HSD, die den Fasciculata-Zellen entstammen muss, ebenso wie
die mRNA-Expression der 17-Hydroxylase und der p450scc mit geringerer Dichte im Northern Blot. Diese
Kontroll-Zellen antworteten auch auf die akute ACTH-Stimulation iberwiegend mit einer Cortisol-Produktion, im
Mittel 2782 pmol / 5x10° Zellen x 2 Stunden, wahrend durchschnittlich nur 132 pmol DHEA und 397 pmol
Androstendion / 5x10° Zellen x 2 Stunden gemessen wurden [180]. Die Wirkung des ACTH beruht auf der
Steigerung der steroidogenen Kapazitat, einerseits durch Erhéhung seiner eigenen Rezeptor -Expression,
andererseits durch Stimulation von Steroid-Synthese-Enzymen, vor allem der Stimulation der 17-Hydroxylase-
Expression (Abb. 14). Die durchschnittlichen Steroid-Produktionsraten von Erwachsenen werden angegeben
mit 10 mg Cortisol, 10 mg DHEA und ca. 2,5 mg Androstendion pro Tag [90]. Das hier benutzte Modell
entspricht somit eher der Fasciculata-Funktion. Die weiteren Untersuchungen sollten prifen, ob durch
verschiedene Behandlungen eine der Reticularis-Funktion &hnliche Steroidproduktion zu erzielen ist.

[Steroide nach ACTH, % Kontrolle]

800 X+SEM
(1 cortisol
DHEA
600 AD I
400 =
200 -
0 L !

Kontrolle Langzeit-Inkubation

Cortisol = 10064209 ng/2h

DHEA = 38:13 ng/2h

AD - 114228 ng/2h

Abbildung 15: Steroidhormon-Antwort auf akute ACTH-Stimulation nach verschiedenen
Vorbehandlungen der humanen NNR-Zellen. Nach Prainkubation, wie in Abb. 13 angegeben,
werden die Zellen 2 Stunden mit ACTH 1 nmol/l stimuliert, und anschliessend die Steroid-
Hormone im Serum bestimmt. Die Ergebnisse sind in Prozent der ACTH-stimulierten nicht

vorbehandelten Kontrollen angegeben. * p<0.05 versus Kontrollen.
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2.2.1.2  Wirkungen von IGF-I

Die Langzeitinkubation mit IGF-I (200 ng/ml) bewirkte im Vergleich zu der mindestens 6-fachen Steigerung der
Steroid-Produktion durch ACTH nur wenig: die DHEA- Bildung wurde 1,3-fach gesteigert, die des
Androstendions 1,5-fach und die des Cortisols1,6-fach (Abb. 13). Die IGF-I-Vorinkubation jedoch zeigte
deutlichere Effekte beziglich der Steroid-Antwort auf ACTH-Stimulation: im Vergleich zu den nicht
vorbehandelten, ACTH-stimulierten Kontrollen wurde vorwiegend die Androstendion-Sekretion gesteigert, um
4,1-fach, und diese lag signifikant héher (p<0.01 bzw. p<0.05) als die ca. 3-fache Zunahme von DHEA und
Cortisol (Abb. 15, [180]). Diese Befunde weisen indirekt auf eine bevorzugte Steigerung der 17-20-Lyase
Aktivitét durch IGF-I hin.

Anhand der Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen IGF-1 und der akuten Steroid-Antwort auf die ACTH-Stimulation
konnte gezeigt werden, dass auch niedrigere, im physiologischen Bereich des freien IGF liegende
Konzentrationen noch wirksam sind (Abb. 16). Die minimale Wirkkonzentration des IGF-I-Priming lag bei
1 ng/ml (0,13 nmol/L), die maximale bei ca. 100 ng/ml (13 nmol/L), wobei sich fiir die Cortisol-Sekretion kein
Wirkungsmaximum ablesen liess.

DHEA [% / Control]
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800 4 | A" IGF-li-pretreatment

600 P I
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%
o«
n
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1000
800 - I
600 .
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Abbildung 16: Wirkung zunehmender Konzentrationen von IGF-I und IGF-II (0,1 — 200 ng/ml) wéhrend der
Vorbehandlung von humanen NNR-Zellen auf die ACTH-stimulierte Steroidsekretion. Vorgehen wie in
Abb. 13 und 15 angegeben in 3 Experimenten fiir IGF-I und 2 Experimenten fur IGF-Il, wobei fur die
héchste Konzentration Werte aus 10 Experimenten einbezogen wurden.
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Die mMRNA-Expression der Steroidenzyme wurde durch IGF-I qualitativ ahnlich wie durch ACTH gesteigert, aber
schwéacher (Abb. 14). Auch IGF-I fihrte am deutlichsten zur Zunahme der 17-Hydroxylase-Expression sowie zur
Steigerung der mRNAs fir die 3R-HSD, den ACTH-Rezeptor und, geringer, der p450scc (Abb. 14). Fir die
beiden Transkripte der humanen ACTH-Rezeptor-mRNA konnte in einer Arbeit von Lebrethon am gleichen
System humaner NNR-Zellen gezeigt werden, dass aus ihrem Anstieg auch eine Zunahme der ACTH-
Rezeptor-Zahl folgt [199]. Daher brauchten die ACTH-Rezeptoren hier nicht weiter zu untersucht werden.

Demgegeniiber wird in bovinen Zellen durch IGF-1 zwar die mRNA fur die 17-Hydroxylase gesteigert, aber nicht
die Aktivitat dieses Enzyms [234]. Es war daher nétig zu bestimmen, welche Enzym-Aktivitat durch die IGF-I-
Vorinkubation verbessert wird. Dazu wurden die gewaschenen Zellen mit den jeweiligen Prakursoren fir die zu
untersuchenden Enzymschritte 2 Stunden inkubiert und die Steroidproduktion anschliessend gemessen. Fiir
IGF-I wurde nur Pregnenolon eingesetzt, dessen Umsatz zu DHEA, AD und Cortisol durch IGF-I-
Vorbehandlung gesteigert wurde um das 2,5-, 3,1 und 3,5-fache [180]. Daraus folgert zumindest eine
Stimulation der 33-HSD durch IGF-1. Da IGF-II hinsichtlich seiner Zell-differenzierenden Wirkung Gber
denselben gleichen Rezeptor, Typ 1, wirkt wie IGF-I, wurden weitere Enzymaktivitdten nur mit IGF-II untersucht,
s. Kapitel 2.2.1.4.

2.2.1.3  Altersabhéngigkeit der IGF-I-Effekte

In Nebennieren &dlterer Jugendlicher und Erwachsener waren Zona fasciculata und reticularis immer gesondert
erkennbar, wurden aber gemeinsam prépariert und inkubiert. Makroskopisch war in Nebennieren von 3 Kindern
(2,5, 9 und 13 Jahre) keine Reticularis zu finden, so dass wahrscheinlich tiberwiegend Fasciculata-Zellen in
Kultur gebracht wurden. In Pilotversuchen wurden die Ergebnisse der ACTH-stimulierten Steroidsekretion nach
IGF-I-Vorbehandlung dieser NNR-Zellen verglichen mit zeitgleich und unter identischen Bedingungen
durchgefiihrten NNR-Zell-Kulturen von 5 Erwachsenen (Alter x = 30,8 Jahre, Tabelle 2). Die Zellen der Kinder

sezernierten relativ mehr Cortisol als die der Erwachsenen und relativ weniger DHEA und Androstendion.

Tabelle 2: Altersabhangigkeit der Steroid-Sekretion aus humanen NNR-Zellen in Priméarkultur:

< 13 Jahre, n=3 19-40 Jahre, n=5
X £s C (ng/5+10° z+2h) | IGF-I (%C) C (ng/5+10° z*2h) | IGF-1 (%C)
Cortisol 1009 £115 156 +20 418 £173 201 140
DHEA 12+ 3 160 +80 3318 181 + 89
Androstendion 31+16 240 +80 66 £30 200 172

Steroidsekretion wahrend 2-stiindiger ACTH-Stimulation (mit ACTH 1 nmol/l), aus Zellen von Kindern
bzw. Erwachsenen. Z = Zellen am 6. bis 9. Kulturtag. C = Steroidsekretion in akut ACTH-stimulierten
, hormon- und serumfrei vorinkubierten Kontrollzellen. IGF = Anderung der ACTH-stimulierten

Steroidantwort nach 72-96 h Vorbehandlung mit IGF-1 50 ng/ml, berechnet als % der Kontrollen in

identischen Experimenten.

IGF-I bewirkte eine Steigerung der Steroidsekretion im Vergleich zu den Kontrollzellen, und zwar bei Kindern -
nur wenig starker als bei Erwachsenen - vorwiegend des Androstendions. Die Steigerung der Androstendion-
Sekretion liegt in der Gréssenordnung, die geeignet wére, die Androgensekretion vom kindlichen auf das

Erwachsenen-Niveau anzuheben.
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2.21.4  Wirkungen des IGF-II

An humanen fetalen Zellen wurde beschrieben, dass IGF-1l einen DHEA-Anstieg bewirkt [227], daher wurde
dieser Wachstumsfaktor auch in den adulten NNR-Zellkulturen untersucht. Die Ergebnisse der
Langzeitinkubation zeigten fir IGF-Il ganz &hnliche Resultate wie fiir IGF-1 (Abb. 13), nur dass die Wirkung auf
die Androstendion-Bildung signifikant grosser war (1,6-facher Anstieg, p<0.05 [180]). Auch die akute
Steroidhormon-Antwort auf ACTH wurde durch IGF-II deutlicher als durch IGF-1 gesteigert (Abb. 15 und Abb.
16) und lag vor allem fir die Androstendion-Bildung signifikant héher (6,9-facher Anstieg, p<0.05).
Offensichtlich bewirkte IGF-1I auch die Bildung der mRNAs des ACTH-Rezeptors und der 33-HSD, vorwiegend
jedoch, und dosisabhéngig, der 17-Hydroxylase (Abb. 14). IGF-1I-Wirkungs-Minimum und Wirkungs-Maximum
lagen im selben Bereich wie fur IGF-I (Abb. 16).

Die zur Bestimmung der Enzym-Aktivitdten durchgefiihrten Experimente mit Einsatz bestimmter Prékursoren
liessen erkennen, dass die Aktivitdten ansteigen, namlich der 3R3-HSD, der 17-Hydroxylase und der 17-20-
Lyase, sowie der 21-Hydroxylase und/oder der 113-Hydroxylase [180]. Zuséatzlich gab es Hinweise, dass auch
IGF-1I bevorzugt die 17-20-Lyase-Aktivitat des p45017a-Enzyms steigert, da die akute Sekretion von

Androstendion signifikant mehr als die von Cortisol verstarkt wurde.

2.2.1.5  Insulin-Wirkungen

Insulin wurde zunéchst in micromolarer Konzentration eingesetzt, in der es als Mitogen in Standard-Zellkulturen
benutzt wird. In dieser Konzentration wirkt es nicht nur tiber seinen eigenen Rezeptor, sondern auch iber den
Typ-1-IGF-Rezeptor [265]. So wirkt es auf die Steroid-Sekretion der NNR-Zellen wie IGF-1 (Abb. 13 - 15), ohne
an Bindungsproteine gebunden und dadurch in seiner Wirksamkeit moduliert zu werden [204]. Allerdings war
die Zunahme der mRNA-Expression der Steroidenzyme weniger deutlich, als bei den IGFs (Abb. 14). Dies
kdnnte an einer zu geringen Zahl der Experimente liegen, oder an einem anderen Wirkprinzip, weil
moglicherweise durch Insulin mehr die Enzymaktivitat als die Enzymmenge gesteigert wird.

Unerwartet zeigte sich in einigen Experimenten zur Dosis-Wirkungs-Beziehung, dass Insulin auch in niedrigen
Dosen ab 0,5 ng/ml einen - wohl tiber den eigenen Rezeptor vermittelten - Effekt auf die ACTH-stimulierte
Steroidsekretion hat. Die Sekretion von DHEA und Androstendion wurde relativ stérker als die von Cortisol
erhdht (Abb. 17). Diese Ergebnisse sind aber noch nicht eindeutig und miissten in weiteren Experimenten
Uberpruft werden. Sie weisen jedoch darauf hin, dass Insulin in physiologischen Konzentrationen tber seinen
eigenen Rezeptor direkt auf die NNR-Steroidsynthese Einfluss nimmt.
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Abbildung 17: Einfluss der Vorinkubation mit Insulin in verschiedenen Konzentrationen auf die ACTH-
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stimulierte Steroid-Sekretion aus humanen NNR-Zellen,

Experimente. Die Kurven stellen die Dosis-Wirkungs-Beziehung je eines Experimentes, gemittelt aus
Triplikaten pro Versuchsbedingung, dar. Die basale Cortisol-Produktion ist mindestens 10 mal héher als die
der Androgene: 583 +435, versus DHEA = 12,2 5,0 und Androstendion = 46,2 +43,3 ng/ 5+¢10° Zellen *2h

( X=SEM).

2.2.1.6

Wachstumshormon-Wirkung

Insulin [ng/mL]

in % der unbehandelten Kontrollen, n=7

Wachstumshormon in einer recht hohen, aber noch physiologischen Dosis von 100 ng/ml zeigte keinen Effekt auf

die NNR-Steroidsynthese (Abb. 13 und 15), und wurde nach den ersten 4 Experimenten nicht mehr eingesetzt.

2.2.2  Autokrines IGF-System der NNR (Publikation Il [179])

2221

Sekretion von IGF-l und Il

Tabelle 3: IGF-Sekretion von humanen adrenocorticalen Zellen (HAC)

Sekretion von

Kontroll- HAC

Behandlung der HAC mit ACTH
10 nmol/L

n [ng/5x10° Zellen x24h] [Vielfaches der Kontrolle]
IGF-I 0-24h 6 0.41 +0.10 2.00+0.13 *
72-96h 8 0.62 +0.17 3.78 +2.84 k #
IGF-Il  0-24h 9 0.91 +0.23 1.59 + 0.25 %
72-96h 10 0.70 + 0.13 1.47 +0.18

* p<0.05 vs Kontrolle; # = p<0.05 IGF-1 vs IGF-Il nach 72h ACTH-Behandlung

Die vorliegenden Experimenten demonstrieren, dass adulte humane NNR-Zellen in Primérkultur geringe Mengen
IGF-I und IGF-II (Tabelle 3) sezernieren, die wahrend des ersten Inkubations-Tages durch ACTH um das 2-
bzw. 1,6-fache stimulierbar sind [179]. Bislang wurde eine 7-fach héhere Sekretion von IGF-Il und seine

positive Regulation durch ACTH nur in humanen fetalen NNR-Zellkulturen gezeigt [146].
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2.2.2.2  Nachweis der IGF- mRNAs

Da bisher die Expression von IGF-I und II-mRNA in Nebennieren von Kindern oder Erwachsenen und ihre
Regulation noch nicht naher gepriift wurden (vgl. Kapitel 1.4.4.3.), sollte dies in NNR-Zellkulturen untersucht
werden. Eine Testserie an Northern Blots, die 25 — 50 pg direkt aus humanem NNR-Gewebe praparierte RNA
enthielten, zeigte, daf} eine IGF-II -Expression in adulten humanen NNR nachweisbar ist (Abb. 18). Die mMRNA-
Spezies von ca. 6,2, 4,8 und 1,6 kb sowie, geringer, 2,0-3,0 kb, dhneln den mit gleicher Sonde in fetalem NNR-
Gewebe [118], bzw. in NNR-Zellen [318] beschriebenen. Mit dieser Sonde sind auch in der humanen Leber
typische RNAs zu finden. Mit der Ea- IGF-I -Sonde dagegen war nicht nur in NNR-Gewebe, sondern auch in der
menschlichen Leber keine IGF-I-Expression nachweisbar, wohl aber in Tumorgewebe. Da die bekannten
Transskripte, Ea- und Eb- IGF-l mMRNA, eine gewebsspezifische Verteilung zeigen, und Ea- IGF-I in NNR und
Leber geringer als Eb- IGF-I exprimiert wird [118], betatigen die negativen Befunde die fehlende Spezifitat der

Sonde fiir die in der Leber zu erwartenden RNA-splice-Produkte.

kb IGF-II M IGF-la
- 9 -
620 - L 4
46 p - 4,4 - wl
- P~
1.6 b 14 —~
-NNR Leber Tum. NNR Leber Tum.

Abbildung 18: Nachweis von IGF-mRNA in Geweben erwachsener Menschen. Hybridisierung von 25 pg RNA
direkt aus NNR-Gewebe (Zona Fasciculata und Reticularis) sowie 50 pg Leber- und Nephroblastom-Gewebe, in
Northern-Blot-Untersuchungen mit der Ea IGF-I- bzw. der IGF-lI-variant-cDNA Sonde [151, 152]. M, Marker in

kiloBasen

Auch aus NNR-Zellkulturen gewonnene mRNA ergab nach 2-tagiger Exposition fur kein IGF ein Signal In
Northern Blots. Mit den in dieser Studie verfiigbaren Sonden waren bislang an kultivierten Zellen nur bei sehr
hoher IGF-mRNA-Expression positive Ergebnise in Northern Blots erzielt worden (pers. Mitteilung von M.
Jansen, [108, 147, 211, 228]). Da zugleich die Ergebnisse der IGF-Peptid-Messung (Tabelle 3) eine geringe
IGF-RNA-Expression nahelegen, missten fiir weitere Untersuchungen in NNR-Zellkulturen empfindlichere

Methoden wie RT-PCR angewandt werden.

2.2.2.3  Spezifische Bindung von IGF-I

In einem Pilotversuch wurde die IGF-I-Bindung an humane NNR-Zellen mit *?*J- IGF-I (markiert mit Chloramin T
von Dr. Schmidt, Biochemisch-Technologisches Zentrum, Berlin-Buch; Spez. Aktiv. 80 MBg/nmol) in Gegenwart
oder Abwesenheit von 10° M unmarkiertem IGF-I untersucht, wie zuvor beschrieben [255]: 5x10° Zellen wurden
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inkubiert mit 7x10° cpm, davon wurden unter Kontrollbedingungen 3547 cpm spezifisch (gesamte minus
unspezifische Bindung) gebunden, und durch 24 h Vorinkubation mit ACTH 10® M auf 5468 cpm gesteigert.
Damit konnte am verwendeten Kultursystem dargestellt werden, da NNR-Zellen IGF-Rezeptoren besitzen, die
wie in bovinen NNR-Zellen durch ACTH reguliert werden.

2224 Sekretion und Bedeutung von IGF-Bindungsproteinen

Die Wirkung der IGFs wird u.a. dadurch komplex, dass seine Bindungsproteine (BP) die Bioverfiigbarkeit der
IGFs beeinflussen. Nun fand sich in den vorliegenden Versuchen, dass adulte humane NNR-Zellen IGFBP-2, -3
und -4 in messbaren Mengen sezernieren, und dass IGFBP-3 und -4 durch IGF-I reguliert werden.

125 125
kDa I-IGF-I - Ligand- Blot Anti-IGFBP-2- IGFBP-3- I-IGF-I
Immunoblot Immuno-| Ligand
kDa blot| blot kDa
— T 69 ~B9
46~ i : R
- § g 46 = ‘ ~48
- — - "~ 36kDa
30 & .
- - - | 30 — —30
21 - .
21 - -21
c ACTH IGF-l IGFII M C ACTH IGFA Control-Medium

Abbildung 19: IGF-Bindungsprotein-Analyse in *%

J-IGF-Liganden-Blots und Immunoblots mit anti-IGFBP-2 und
anti-IGFBP-3, aus konzentriertem Medium von 1x10° Zellen und 24h, nach 3-tagiger Vorbehandlung wie in

Abb. 13 angegeben.

Die im '®J-IGF-I -Liganden-Blot vom NNR-Zellmedium nachweisbaren 4 IGF-I - bindenden Proteinbanden
entsprechen mindestens 3 IGFBPs (Abb. 19), wie mittels insgesamt je 3 Immunoblots aus den identischen
Proben und Auftrennungen gezeigt werden konnte: Die 43-46-kDa-Doppelbande entspricht dem glykolysierten
IGFBP-3, wie in humanem Serum, und das 29 kDa-Protein ist immunologisch ein IGFBP-3-Fragment. Das 36-
kDaProtein ist immunologisch IGFBP-2. Das 24 kDa-Protein wurde dank des Molekulargewichtes als IGFBP-4
erkannt [41, 337]. IGFBP-1, welches ebenfalls der 29kDa-Bande héatte entsprechen kénnen, war weder mittels
ELISA in angereichertem Medium von 1x10° Zellen, noch in 3 Immunoblots mit anti-IGFBP-1 nachweisbar. Das
IGFBP-3-Fragment von 29 kDa scheint in den NNR durch Proteasen zu entstehen und hat eine herabgesetzte
IGF-Bindungsaffinitéat [27, 87]. Die IGFBPs zeigen eine Organ- und Spezies-spezifische Verteilung (Abb. 20); im

humanen NNR-Kulturmedium ist das IGFBP4 am héchsten, im bovinen das IGFBP3.
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Abbildung 20: Spezies- und Organ-Unterschiede der IGFBP-Sekretion im
1253.|GF-Liganden-Blot. Medium von
1x10° NNR-Zellen, bzw. 10p! Plasma.

Mitte: Molekulargewichs-Marker.

Tabelle 4: Sekretion der IGF-Bindungs-Proteine (BP) aus NNR-Zellen, analysiert mittels 125J-IGF-I-Liganden-

Blot und Densitometrie, n = 5 Experimente 0 - 24h und n = 7 Experimente 72 — 96h nach Behandlung mit den

angegebenen Hormonen, oder ohne Zuséatze (Kontrollen), bzw. gemessen im IGFBP-3-RIA, n=12. % =

p<0.05 vs Kontrolle.

Kontrollen Behandlung von HAC mit
ACTH IGF-I IGF-II

Liganden Blot: [10 nmol/L] [200ng/ml] [200ng/ml]
Sekretion von Densitometrie-Einh. Vielfaches/Kontr. Vielfaches/Kontr. Vielfaches/Kontr.
BP43-46 0-24h 43.0 +20.0 290+1.01 2.35+0.75 2.70+2.20
=BP3Gly. 72-96h 165.0 + 72.0 1.03 +0.42 7.92+5.13 % 2.87 +0.36
BP36 0-24h 64.4 +38.8 2.34 +0.97 2.73+2.50 2.76 +2.73
=BP2 72-96h 121.1+ 33.6 2.64 +1.50 6.88+5.21 1.48 +0.21
BP30 0-24h 59.1 +28.5 2.01 +0.63 2.16 + 0.57 2.82+2.39
=BP3Fr. 72-96h 158.0 + 51.4 1.01 +0.36 1.16 +0.41 1.19 +0.41
BP24 0-24h 172.2 +127.0 1.74 +1.02 0.92 +0.01 1.26 +0.31
=BP4  72-96h 416.5 +106.0 0.82 + 0.15 0.30 + 0.10% 0.57 + 0.65
RIA:

Sekretion von ng/5x10° Zellen x24h Vielfaches/Kontr Vielfaches/Kontr. Vielfaches/Kontr
BP-3  48-72h 1.0+ 061 1.18 +0.14 1.90 + 0.17% 2.92 +0.36%

Signifikante Anderungen der IGFBP-Sekretion liessen sich nur durch die Behandlung der NNR-Zellen mit IGF-I
nachweisen (Tabelle 4, Abb. 21): IGFBP-3 wurde sowohl im RIA als auch im Liganden Blot (BP43-46)
gesteigert. Die Sekretion des IGFBP-4 (BP24) dagegen wurde durch IGF-I reduziert.
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Abbildung 21: Regulation der IGFBP-Sekretion von 1x10° humanen NNR-Zellen wihrend der ersten 24 Stunden

unter den angegebenen Bedingungen, analysiert im
1253.|GF-Liganden-Blot.

Eine Behandlung von NNR-Zellen mit einem nicht an IGFBPs bindenden IGF-I —Analogon, des(1-3)-IGF-1 [109],

erzielte keine wesentliche Anderung der IGF-1 -Wirkung (Abb. 22). Dieser Befund spricht gegen eine Bedeutung

der Bindungsproteine, zumindest im vorliegenden in-vitro-System.
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3Beziehungen zwischen NNR-Androgenen und Koérpermasse bei gesunden

und adip6sen Kindern und Jugendlichen (Publikation 111 [181])

3.1 Methoden

Um die Fragen zu beantworten

1. Ist bei Adipositas die Nebennierenrinden-Androgen-Sekretion vor und wahrend der Pubertét erhoht, im
Vergleich zu gleichaltrigen Kontroll-Kindern, und

2. Welchen Zusammenhang gibt es zwischen der Kérpermasse, BMI und Grésse, IGF-1, Leptin einerseits
und DHEAS und Androstendion andererseits,

haben wir eine Querschnitttsstudie an insgesamt 102 Kindern durchgefiihrt. Es wurden 26 prapubertére Adipdse
und 28 pubertére Adipése mit 48 passenden normalgewichtigen Vergleichskindern untersucht (s. Tabelle 5).
Die Adipositas wurde bei den prapubertaren Kindern definiert als ein BMI von tiber 3 SDS (alters- und
geschlechtskorrigierte Standard-Deviation-Scores (SDS), Ziricher Longitudinalstudie [268]) und entsprach
einem Relativgewicht von Gber 120%. Die Pubertéren galten dann als adipés, wenn ihr Gréssen-bezogenes
Relativgewicht 120 % des Sollwertes (Median des Gewichtes pro Grosse) tiberschritt [121]. Diese Definition war
notwendig, weil in dieser Gruppe die Kdrpergréssen extrem unterschiedlich waren (-2,3 bis +3,3 Gréssen-SDS)
und der BMI bei den Klein- oder Hochwiichsigen die Adipositas weniger korrekt anzeigte, als das
Relativgewicht, wie anderenorts beschrieben [220]. Als Vergleichsgruppe wurden Kinder mit frihbehandelter
konnataler Hypothyreose einbezogen, deren normale Entwicklung kirzlich dokumentiert wurde [115], oder
Kinder mit familiarem Hochwuchs. Diese wurden bewusst eingeschlossen, da ja die Adipositas selbst zur
Wachstumsbeschleunigung fuihrt. Jungen und Méadchen wurden gemeinsam ausgewertet, weil ein signifikanter
Geschlechtsunterschied der Hormonspiegel im Mann-Whithney-Test nicht zu finden war.

Grosse, BMI, Pubertatsstadien und Skelettreife wurden mit Standardmethoden bestimmt [113, 268], und, wo
moglich, als SDS angegeben. Freies Leptin, wie kiirzlich beschrieben [126], sowie IGF-I, DHEAS und AD [181]
wurden im RIA ohne Extraktion direkt gemessen. Die Werte waren nicht normalverteilt, und wurden daher mit
Median und Streubreite beschrieben, und fur die weiteren Berechnungen als Logarithmen eingesetzt. Da alters-
und geschlechtsbezogene Normwerte nicht fiir alle Hormone vorhanden waren, diese jedoch signifikant
altersabhéngig sind, musste ihre Alterskorrektur mittels Regressionsanalyse von allen Kindern erfolgen. Dazu
wurden die Residuen genommen, die fir jedes Individuum den Abstand zur Regressionsgraden zwischen dem
Alter und dem untersuchten Parameter angeben. Die so erzielten Werte sind mit dem Suffix ,res”

gekennzeichnet.
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Tabelle 5: Klinische Daten von 102 Kindern mit und ohne Adipositas

Pubertéare Kontrollen

Gruppe Prapubertare Adipose Prapubertére Kontrollen Pubertare Adipose

Gesamt 26 26 28 22

Méadchen 16 17 13 13

Jungen 10 9 15 9

Chronol. Alter 8,5(2,9 — 13,1) 8,0 (2,7 — 11,4) 12,8 (9,1 - 16,1) 12,5 (9,4 — 15,0)
Skelettalter 10,0 (4,0 — 13,8) 8,5 (4,3 —11,5) 12,5 (8,5 — 18,0) 13,4 (10,8 — 15,5)
Pubes Stad. 1 1 3(2-6) 3(2-5)

B oder G Stad. 1 1 3(2-5) 4(1-5)
Grossen-SDS 2,5% (-2,3-4,1) 0,4(-1,9-39)" 0,3***(-2,3 - 3,3) 2,7(0,8-4,4)2
Relativgew. % 149***(120 — 182) 103 (86 — 120) 151***(122 — 222) 96 (78 — 118)
BMI-SDS 5,6*%(3,1 — 9,5) 0,5(-0,9-2,8) 4,9%* (1,9 — 11,9) 0,7 (-1,5-3,4)

B, G = Pubertatsstadium der Brust- bzw- Genitalentwicklung nach Tanner. * und *** p< 0,05, bzw. p<0,001

signifikant verschieden von der Kontrollgruppe. * 7/26 mit Hochwuchs; 2 19/22 mit Hochwuchs

Die Beziehung zwischen NNR-Androgenen, ADes and DHEASes, und den sie erklarenden Variablen, Leptines,
IGF-lres, BMI-SDS und Grdssen-SDS, wurde mit dem Pearson Korrelationskoeffizient angegeben; sein Quadrat
gibt den proportionalen Anteil der erklarenden Variablen an der Variabilitdt der Androgene an. In den
schrittweisen Regressionsmodellen mit 2 erklarenden Variablen wurde der einzelne oder gemeinsame Anteil

der Variablen an der Erklarung der Androgenspiegel untersucht.

3.2 Zusammenhéange zwischen NNR-Androgenen und BMI, IGF-I sowie Leptin bei

prapubertaren Kindern.
Vor der Pubertét war in der Adipositas-Gruppe neben dem Relativgewicht und dem BMI die Kdrpergrosse mit 2,5
SDS signifikant erhéht (Tabelle 5), obgleich auch in der Kontrollgruppe 7 Kinder hochwiichsig waren. Der
Leptin-Spiegel war entsprechend dem BMI (r= 0,71, p<0.0001) bei den Kindern mit Adipositas deutlich erhéht

im Vergleich zur Kontrollgruppe und zum Referenzbereich (Tabelle 6). IGF-I hingegen korrelierte mit der

Korpergrosse (r= 0,61, p<0.001) und lag in der prapubertaren Adipositasgruppe signifikant héher als der Median

der Kontrollen (Tabelle 6).

Die NNR-Androgene DHEAS und Androstendion waren bei den prépubertaren tibergewichtigen Kindern
signifikant erhéht. Androstendion lag bei 2 Kontrollen mit Hochwuchs (iber der Altersnorm, daher war die
Erhdhung dieses Androgens bei den Adipdsen nur signifikant, wenn zur Berechnung die Hochwiichsigen

ausgeschlossen wurden (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Hormon-Serumkonzentrationen der Studiengruppen und Referenzbereiche

Leptin IGF-I DHEAS AD

pmol/l nmol/l umol/l nmol/ml
Prapubertare Adipose
Median 192 26,4* 2,47 1,88(*)
Streubreite 41 — 498 11,1-55,4 0,61-8,1 0,17 -12,6
n= 26 16 23 22
Prapubertare Kontrollen
Median 36,5 17,7 0,48 0,84
Streubreite 12 — 157 7,9-554 0,21-4,54 0,17 — 3,98
n= 26 16 14 13
Normale Referenzwerte
Alter 8-10J, 2-10J, 2-10J, 3-10J,
Median 19,5 17,4 0,61 0,98
Streubreite 10-92 5,1-43,2 0,21-3,4 0,17-2,6
Pubertare Adiptse
Median 268** 34,6* 6,63 4,01
Streubreite 55 —483 14,1 - 69,7 1,06 — 13,6 1,43-14,7
n= 27 17 28 22
Pubertére Kontrollen
Median 85 56,5 4,56 3,39
Streubreite 21-371 27,5-84,0 1,01-12,07 |0,80-5,34
n= 22 15 21 18
Normale Referenzwerte
Alter Erwachs, 11-15 11-15 11-15
Median 64 38,9 3,95 3,62
Streubreite 17-300 12,3-70,7 0,61-8,4 0,42 - 8,13

AD = Androstendion. * p <0.05, ** p< 0.01 signifikanter Unterschied gegentiber Kontrollen; (*) p<0.05

versus Kontrollen ohne Hochwiichsige; n.b. = nicht bestimmt
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Abbildung 23: Streudiagramme préapubertarer Kinder: Korrelationen von Leptin, ohne Alters-Korrektur, mit BMI-
SDS und DHEAS, und von IGF-I mit Grésse und Androstendion. Quadrate = Kontrollen, Dreiecke
=hochwiichsige Kontrollen, Kreise = Adipdse

Welcher Zusammenhang besteht zwischen den Androgenen und den Kovariaten bzw. erklarenden Variablen?
Hierzu haben wir Kontrollen und Adipdse gemeinsam untersuchen kdnnen, nachdem wir Giberprift hatten, dass
die Verteilung der Werte homogen war (s. Streudiagramme ), um ein breiteres Spektrum des BMI zu erhalten.
Vorausgeschickt sei, dass die zuvor berechnete Altersabhangigkeit der meisten Hormone hochsignifikant war.
In der kombinierten prépubertaren Gruppe erklarte das Alter ungefahr zur Halfte die Variabilitat der IGF-I,
DHEAS- und Androstendion- Werte (R? = 48, 55 bzw. 55 %, p< 0.001), aber nur 16 % der Leptin-Varianz (p<
0.001). Im Streudiagramm der Rohwerte (Abbildung 23) sieht man einen schwachen Zusammenhang zwischen
Leptin und DHEAS. Im schrittweisen Regressionsmodell (Tabelle 7) mit den alterskorrigierten Werten erklarte
Leptines 12 % der DHEASes Variabilitéat, jedoch verbesserte die Hinzunahme des BMI-SDS in das Modell die
Erklarung der abhangigen Variablen DHEAS auf 26 %. Da der BMI-SDS bereits allein fiir 26 % der DHEAS ¢s-
Variabilitdt verantwortlich war, kann gefolgert werden, dass Leptin, zumindest teilweise, das vermittelnde Signal
zwischen BMI und der DHEAS-Konzentration darstellt, aber keinen tiber den BMI-SDS hinausgehenden
Zusammenhang hat. Kein anderer Parameter zeigte einen Zusammenhang mit DHEASes. Androstendion
hingegen korrelierte signifikant mit IGF-I1 (Abb. 23, Tabelle 7). Das alterskorrigierte IGF-l,es hatte einen Anteil
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von 15 % an der Erklarung der AD,es-Variabilitét, und durch das Hinzufiigen des BMI-SDS in dieses Modell
wurde die Erklarung auf 28 % gesteigert. Der BMI allein erklarte maximal 15 % des Androstendion-Wertes.
Durch Hinzunahme des BMI in das Modell kommen offensichtlich andere, noch nicht definierte Parameter
hinzu, welche die Hohe des Androstendions mit bestimmen. Alle Gibrigen Parameter (Gréssen-SDS, Leptinyes)
standen nicht in signifikantem Zusammenhang mit Androstendion.

Tabelle 7: Regressionsmodelle in der kombinierten Gruppe der prépubertaren Kontrollen und Adipdsen.

Abhangige l.erklarende | Modell mit x3 2.erklarende Modell mit x; Modell mit x; und x n
Variable Variable frea %R p Variable x; frpea %R p %R p Pa Pe
DHEAS;es Leptinres 0.35 12 * BMI-SDS 0.51 26 k126 bl ns. * 37
DHEAS;es IGF-lres 0.20 4 n.s. |BMI-SDS 0.47 22 * 23 * ns. * 27
DHEAS;es BMI-SDS 0.51 26 ok Grossen-SDS | 0.17 3 n.s. |27 bl ol n.s. 37
ADes Leptinyes 025 6 n.s. |BMI-SDS 0.28 8 ns. |9 ns. ns. ns. 35
ADyes IGF-lres 0.39 15 * BMI-SDS 0.39 15 * 28 * * n.s. 27
ADres BMI-SDS 0.28 8 n.s. |Gréssen-SDS |0.20 4 ns. |11 n.s. ns. ns. 35

res = Residuum des Bezugswertes, s. Kapitel 3.1. x1, X2 = 1. und 2. in das Regressionsmodell eingebrachte
erklarende oder unabhangige Variable,
reea = Pearsons Korrelations-Koeffizient; %R? = Quadrat von rpea in Prozent, gibt den Anteil der Variabilitat der
abhangigen Variablen an, der durch die 1. oder die2. unabhangige Variable erklart wird, oder durch beide
gemeinsam; p =zugehdrige Signifikanz im Fettdruck: *, **, *** = p<0.05, <0.01, < 0.001; n.s. = nicht signifikant;
pxa = Signifikanz durch Einfligen der 1. erklarenden Variablen in das Modell, wenn die 2. schon enthalten war,
pxe = Signifikanz durch Einfligen der 2. erklarenden Variablen in das Modell, wenn die 1. schon enthalten war,

n = Anzahl der fiir die Regressionsanalyse zur Verfiigung stehenden Daten.

3.3 Zusammenhange zwischen NNR-Androgenen und BMI, IGF-1 sowie Leptin bei

pubertéaren Kindern und Jugendlichen.

Die Gruppen der pubertaren Adipdsen und Kontrollen zeigten sehr grosse Streuungen. In der pubertéren
Adipositas-Gruppe war die Kdrpergrosse im Durchschnitt nicht mehr erhéht, sondern, wie in der Literatur
beschrieben [61, 85], mit 0,3 SDS normal (Tabelle 5). Die Kdérpergrésse der Kontrollen war erhéht, so dass trotz
des normalen Relativgewichts der BMI bei einigen Gber 2 SD lag (Tabelle 5), wie in Kapitel 3.1. erlautert.
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der pubertaren Kinder und Jugendlichen:

Korrelationen von Leptin bzw. IGF-I, ohne Alters-Korrektur, mit BMI-SDS bzw. Gréssen-SDS und

DHEAS, durchgezogene Regressionsgerade =

Kontrollgruppe allein. Quadrate = hochwiichsige Kontrollen, Kreise = Adipdse.

Gesamtgruppe, gestrichelte Regressionsgerade =

Dem BMI als Surroat der Fettmasse entsprechend war bei den Kindern mit Adipositas der Leptin - Spiegel erhoht

im Vergleich zur Kontrollgruppe. IGF-I hingegen war in der Pubertéat bei Adipositas nicht erhéht, im Vergleich

zum Referenzbereich, aber bei den Pubertaren Kontrollen, die mehrheitlich grosswiichsig waren, hoch.
Androstendion lag im oberen Normbereich bei den Adipdsen, und die DHEAS-Werte waren in beiden Gruppen

eher hoch, doch zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

In der pubertaren Gruppe war die Heterogenitét so gross, dass die Regressionen getrennt fiir die Adipdsen und
die Vergleichskinder gerechnet werden mussten (Abbildung 24 und Tabelle 8 a und b). In der Adipositas-
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Gruppe fanden sich keine signifikanten Zusammenhange (Tabelle 8 a).

Tabelle 8: a) Pubertare adipése® Kinder und Jugendliche

Abhangige | 1.erklarende | Modell mit x; 2.erklarende Modell mit x; Modell mit x; und x2 n
Variable Variable x; frrea R p Variable x; frpea %R p %R p Pa  Pxe
DHEASes Leptinyes 0.08 1 n.s. |BMI-SDS 0.31 |10 ns. |10 ns. |ns. ns. |25
DHEASes Grossen-SDS | 0.18 3 n.s. |IGF-lis 0.22 n.s. ns. |ns. ns. |17
ADres Leptinyes -0.08 1 n.s. |BMI-SDS 0.13 n.s. ns. (ns. ns. |22
ADres BMI-SDS 031 9 n.s. |IGF-lis -0.33 |11 ns. |20 ns. |ns. ns. |12
! Die beiden Subgruppen der normalen und der adipdsen Kinder wahrend der Pubertat mussten getrennt berechnet
werden, weil ihre Daten zu heterogen fir eine kombinierte Regressionsanalyse war. Siehe Tabelle 7 fiir weitere
Erklarungen.
Tabelle 8: b) Pubertare Kontroll-Gruppe.
Abhéngige | 1l.erklarende | Modell mit x; 2.erklarende | Modell mit x; Modell mit x; und x» n
Variable Variable x; frrea YR p Variable x; frpea %R p %R p Pa Pe
DHEAS;es BMI-SDS 0.64 41 0.00 | Leptinres 0.39 |15 0.08 |42 0.01 |0.01 ns. |21
DHEASes Grossen-SDS | 0.51 26 0.05 |IGF-lres 0.54 |29 0.04 |29 ns. |ns. 0.05 |15
ADes Leptinyes 022 5 n.s. |BMI-SDS 0.51 |26 0.03 |26 ns. |ns. 0.05 |18
ADes IGF-lres 0.49 24 0.08 |Grossen-SDS |0.31 |10 ns. |28 ns. |ns. ns. |14

Siehe Tabelle 7 fir weitere Erklarungen.

Bei den meist hochwiichsigen Vergleichskindern waren ahnliche Zusammenhéange wie in der Prapubertat zu

beobachten: DHEASes war signifikant mit dem BMI-SDS korreliert und erklarte 41 % seiner Variabilitat; auch

hier anderte sich der Zusammenhang nicht durch Einfiigen von Leptins in das Modell, welches allein 15 %

erklarte. Androstendion,s war gleichfalls zu 26 % durch den BMI-SDS allein erklart, hier gab es jedoch keinen

additiven Effekt mit IGF-I.s, obgleich dieses wie bei den Prapubertéaren recht eng mit Androstendion korreliert

war. Auf Grund der kleinen Fallzahlen waren fur einige Zusammenhange nur Trends (0.1> p >0.05) zu

erkennen (Tabelle 8 b). Obgleich die mehrheitlich hochwiichsige Kontrollgruppe nur einen Teil des normalen

Spektrums reprasentiert, kann an ihr gezeigt werden, dass hohe IGF-1 — und Leptin-Spiegel mit hohen NNR-

Androgenen, zumindest DHEAS, zusammenhangen.
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4Androgenerhdhung trotz hypothalamischen Defektes beim Prader-Labhart-
Willi-Syndrom (Publikation IV [172])

4.1 Methoden

Der Frage zum Zusammenhang zwischen Hyperandrogenamie bei Prader-Labhart-Willi-Syndrom (PWS) und
Adipositas-assoziierten metabolischen und endokrinen Veranderungen wurde an einer Gruppe von 23 Kindern
und Jugendlichen mit PWS im Alter von im Mittel 5,6 Jahren (0,5 — 14,6 Jahren) nachgegangen. Der Nachweis
des typischen Imprinting Defektes des paternalen Chromosoms 15, mit Deletion im Bereich 15q11-13,
uniparentaler maternaler Disomie oder Mutation im Imprinting-Center, bestatigte molekulargenetisch das PWS.
In dieser Gruppe war es auch méglich, longitudinal (0, 12 und 42 Monate) den Einfluss der Wachstumshormon-
Behandlung (8 mg / m? und Woche, entsprechend ca. 0,037 mg / kg und Tag) und der konsekutiv ansteigenden
IGF-I-Spiegel auf die Androgene zu untersuchen [172]. Die Wirkung des Wachstumshormons auf
Kérperzusammensetzung [79], Wachstum [78], Blutfette und Fettverteilung [177] sowie die Insulin-Sekretion
[171] wurde in dieser Gruppe bereits zuvor beschrieben. In dieser Studie wurde grundséatzlich gleich wie in der
Studie an gesunden Kindern vorgegangen (vgl. Kapitel 3.1.), jedoch Gesamt-Leptin [33] statt des freien Leptin
gemessen, und folgende Parameter zwischen 8 und 9 Uhr morgens zusétzlich bestimmt:

e DHEA als drittes Androgen, um die A5-Androgenproduktion unabhéngig von der Sulfatierung zu erfassen,
e Nichtern-Insulin und Glucose,

¢ HOMA-R, das Surrogat der Insulin-Resistenz [225] und

e  Cortisol, um mégliche Anderungen der Glukokortikoid-Achse zu erfassen, sowie

e die Fett- und Magermasse mittels DEXA, wie zuvor beschrieben [79].

Daten von Madchen und Jungen konnten gemeinsam ausgewertet werden, weil die Pubertatsentwicklung, wenn
Uiberhaupt, nicht weiter als bis zum Stadium 2 - 3 vorangeschritten war, und Geschlechtsunterschiede nicht
signifikant waren. Bei Patienten mit PWS ist die Blutentnahme technisch schwierig, und es gelang daher nicht,
fur alle Bestimmungen von jedem Patienten ausreichend Blut zu erhalten. Die Werte wurden anhand der in den
untersuchenden Labors tiblichen alters- und geschlechtsabhéngigen normalen Referenzwerte beurteilt. Die
statistischen Auswertungen und Regressionsanalysen wurden genauso vorgenommen, wie bei den gesunden
Kindern beschrieben (Kapitel 3.1.). Zusatzlich sollte bei PWS der Einfluss der Wachstumshormon-Behandlung
auf die Androgene untersucht werden. Hierbei wurde gepriift, ob der longitudinale Anstieg der Androgene
grosser ist, als die durch das voranschreitende Alter bedingte Steigerung. Dazu wurden auch die 12- und 42-
Monatswerte mit derselben Regressionsgleichung fiir das Alter normalisiert, die bei Therapiebeginn erstellt
worden war, und damit traten nur die Ergebnisse als signifikant in Erscheinung, die von der Altersprogression
abwichen [172].
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4.2 Klinische und hormonelle Parameter bei PWS vor und unter

Wachstumshormontherapie
Eine pramature Pubarche wiesen 1 Madchen mit PWS vor Therapiebeginn und 2 Kinder unter Therapie auf (5,2
bzw. 10,5 %). Die Inzidenz ist héher, wenn die unter 3-jahrigen ausgeschlossen werden, bei denen eine
idiopathische pramature Adrenarche fast nie auftritt (9,1 unbehandelt bzw. 18,2 % behandelt). Wie aus den
Fehlerbreiten in den Diagrammen (Abbildung 25) ersichtlich, lagen viele Werte vor Therapie oberhalb der
Altersnorm, 47 % der DHEAS und 35 % der DHEA-Proben. Der Anteil der erhdhten Werte stieg nach 1 Jahr auf
53 bzw 63 % an, bzw. auf 53 und 72 % nach 3,5 Jahren.

Aus der alterskorrigierten, auf die Regressionsgerade vor Therapie bezogenen Regressionsanalyse ergab sich,
dass nur in Bezug auf DHEA eine signifikante Veranderung durch die Wachstumshormon-Therapie selbst zu
erkennen war. Der DHEAS-Anstieg hingegen ist als altersbedingt zu werten (Tabelle 9 a). Um zu untersuchen,
welche Faktoren die Androgen-Veranderungen zu den 3 Zeitpunkten jeweils erklaren kénnen, wurden weitere
Regressionsanalysen mit den Kovariaten durchgefiihrt (s. 4.3.). Unerwartet fielen die Cortisolspiegel ab
wahrend GH-Therapie, an die untere Normgrenze. Dies spricht entweder fur eine Zunahme der Metabolisierung
des sezernierten Cortisol durch die bekannte GH-induzierte Aktivierung der 11-R-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase Typ Il (11-BHSD-II), die Cortisol zu Cortison inaktiviert [307], oder fiir eine verminderte Cortisol-
Produktion, was wir im Rahmen des vorliegenden Untersuchungsprotokolls nicht prifen konnten.

Tabelle 9: a) NNR-Hormone von Kindern mit PWS (abh&ngige Variablen, Mittelwert + SEM)

an

Referenzbereich® Vor Therapie 12 m GHT 42 m GHT ®

6-9 J. weibl.&mannl. n n n
DHEAS  nmol/L <1460 1630 +500 19 | 2410 +610™ 19 |3340+710™ 14
DHEA nmol/L 07-91 10.2 2.9 17 | 19.6 +4.5% 19 |22.2+35" 15
AD nmol/L 03-17 3.340.83 6 |2.38+0.5 18 |3.3+0.53 15
Cortisol ~ nmol/L | 240 - 690 440 +53 16 | 260 +30™* 18 | 270 +20™ 17

= Referenzbereiche des Instituts fiir Padiatrische Endokrinologie, Basel; ® = keine signifikanten Anderungen zwischen 12
und 42 Monaten unter GH-Therapie; ®# # ##ns. 5 - 9 06, <0.05, <0.01, <0.001 bzw. nicht signifikant, geben an, ob die
Residuen der Hormone bei 12 und 42 Monaten, wenn sie fir das Alter vor Therapie korrigiert wurden, sich signifikant

von den Werten vor Therapie unterscheiden, gepruft im gepaarten t-Test.

Die Kovariaten zeigten einige fiir das PWS typische Normabweichungen [79]. Die Fettmasse war vor Therapie im
Mittel erhéht, auf 3,14 SD, verglichen mit niederlandischen Normwerten [34], und normalisierte sich auf 0,95 SD
und 1,23 SD unter 12 und 42 Monaten GH-Therapie. Die relative Fettmasse blieb aber auch unter Therapie an
der oberen Normgrenze (43,7 %, 29,6 % bzw. 24,3 %), da die Magermasse relativ niedrig war ( -2,95, -1,79
bzw. -1,33 SD). Aufgrund dieser Konstellation, und weil zudem die Korpergrdsse verringert war (-1,92, -0,98
bzw —0,36 SD), zeigte der BMI bei diesen Patienten durchweg Normwerte an (1,2, 1,03 bzw. 1,03 SD und Ab.
25), im Vergleich zu deutschen Referenzen [33]. Die BMI- Abnahme unter Therapie war daher auch nur gering,
aber signifikant (Tabelle 9b). Den anthropometrischen Veréanderungen unter Therapie entsprechend fiel Leptin
signifikant ab, und IGF-I stieg an (Abbildung 25, Tabelle 9 b). Niichtern-Insulin und die Insulinresistenz stiegen
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nur voribergehend signifikant an, und lagen im 4. Therapiejahr wieder wie zu Beginn im unteren Normbereich,

trotz der Uberdurchschnittlich hohen Fettmasse.

Tabelle 9: b) Hormonelle und anthropometrische Kovariaten von Kindern mit PWS (Mittelwert + SEM)

Referenzbereiche Vor Therapie 12 m GHT 42 m GHT §

6-9 J. weibl.&mannl. n n
BMI kg/m 16.55+2.07 [33] 19.1+1.2 23 [18.7 1.4 23 [18.7+0.937
Fettmasse® kg 5.89 +4.3 [82, 83] 13.1+3.25 16 |12.5+4.0" 16 |11.6 +2.0
IGF-I ng/mL | 161 +61 [336, 338] 101 +15 23 | 287 +30™* 22 | 375 +38"
Leptin ng/mL | 2.51+1.16 [33] 13.4+3.4 23 |10.1+4.0" 12 |-
Insulin mU/L  |7.1043.70 [193] 6.18 +1.84 18 |9.26 +1.40™ 19 |5.13+1.00% ™
HOMA-R & 1.48 +0.46 [225] 1.30 +0.39 15 |1.99 +0.33" 13 |1.1240.17"°$

o W O#HL DS Giehe Tabelle 9 a), ¥ = Daten der Kérperzusammensetzung detailliert beschrieben in [79];

T2 Signifikanz der Unterschiede zwischen Residuen nach 42 Monaten und nach 12 Monaten, mit fir das Alter vor

Therapie korrigierten Residuen im gepaarten t-Test berechnet; & = Index der Insulin-Resistenz, HOMA-R = Ins
[mU/L] / 22.5* g “"Gluelmmoll. - ¢ — \werte nach 36 Monaten GH-Therapie.

4.3 Zusammenhange zwischen NNR-Androgenen und Kdrperzusammensetzung, IGF-I,

Insulin sowie Leptin beim PWS

DHEAS.s zeigte vor Therapie eine signifikante Korrelationen zu Insulinges bzw. der Insulinresistenz, HOMA-Res,
aber nicht zu Parametern der Kérpermasse (Tabelle 10), Leptines oder IGF-les. Im multivariaten
Regressionsmodell blieb der Zusammenhang zwischen Insulines und DHEASes weitgehend unverandert
(Tabelle 11), und erklarte nicht signifikant mehr als 34 % der DHEAS-Variabilitat, auch wenn BMles,
Fettmasseres, IGF-lies 0der Leptings hinzugefiigt wurden. HOMA-Res als Surrogat der Insulinresistenz erklarte
allein sogar 42 % des DHEASes, und im multivariaten Modell &nderte sich hier auch nichts durch Einbezug der
vorgenannten Parameter. Dies bedeutet, dass vorwiegend DHEAS, deutlicher als DHEA (Tabelle 10 und 11),
mit der Héhe der Insulin-Spiegel zusammenhéngt.

DHEAes vor Therapie zeigte eine deutliche Korrelation sowohl zu IGF-les als auch zu HOMA-Res, sowie eine
etwas geringere zu Leptines (Tabelle 10 a), und nur einen Trend zu Insulines. Die wichtigste additive Wirkung
ergab sich aus dem multivariaten Regressionsmodell mit IGF-1es und HOMA-Rs (Tabelle 11 a), die allein je ca.
32 % der DHEA-Variabilitat erklarten, und gemeinsam 60 % (p<0.01, n = 13). Auch das multivariate Modell mit
IGF-lies und Insulines war mit 57 % &hnlich signifikant (p<0.004, n = 17). Dies kann bedeuten, dass Insulin und
IGF-I Uber unterschiedliche Mechanismen mit DHEA assoziiert sind. Die anthropometrischen Variablen sowie

weitere Kombinationen der Kovariaten wiesen keinen Zusammenhang mit der DHEA-Variabilitat auf.
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Tabelle 10: a) Korrelationsanalysen bei Kindern mit PWS vor Therapie.

0 Monate DHEASes DHEAes CortisOlres
r p n r p n r p n

BMlres .00 n.s. 19 |33 ns. 17 .39 n.s. 16
Fettmasseres .00 n.s. 14 |22 ns. 14 .40 n.s. 14
IGF-lres .22 n.s. 19 |58 .016 17 .30 n.s. 16
Leptines .20 n.s. 19 |49 .046 17 }.33 n.s. 16
Insulinyes .58 .017 16 |41 .065 17 .28 n.s. 16
HOMA-Ryes .65 .018 13 |57 .045 13 .32 n.s. 13

res = Residuum des Bezugswertes, s. Kapitel 3.1. r = Pearsons Korrelationskoefficient,
p = assoziierte Signifikanz, n = Anzahl der fur die Korrelationanalysen zur Verfiigung
stehenden Werte, n.s. = nicht signifikant.

Tabelle 10: b) Korrelationsanalysen bei Kindern mit PWS nach 12 Monaten GH-Therapie.

12 Months DHEASes DHEAes IADres CortisOlres

r p n r p n r p n o p n
BMlres -.10 n.s. 19 |14 ns. 19 |00 n.s. 18 .22 n.s. 18
Fettmasseres -.10 n.s. 14 |14 ns. 14 |27 ns. 14 |-.48 .082 14
IGF-lres .30 n.s. 18 |10 nss. 18 |51 .036 17 .10 n.s. 17
Leptines .20 n.s. 10 |82 .004 10 |52 .15 9 .28 n.s. 9
Insulinyes .10 n.s. 16 |00 ns. 16 |00 n.s. 15 |40 n.s. 15
HOMA-Ryes .10 n.s. 10 |14 ns. 11 |00 n.s. 10 .23 n.s. 10

Siehe Tabelle 10a) fiir Erlauterungen.

Nach einem Jahr Wachstumshormon-Behandlung (Tabelle 10 b und 11 b) war DHEASes nicht mehr mit einer
unabhéngigen Variablen assoziiert. DHEAs hingegen war nun nur noch mit Leptines (r = 0.82, Tabelle 10 b)
korreliert. Erneut brachte das Hinzufiigen des BMles keine Verbesserung der Erklarung fiir die DHEA es-
Variabilitdt, ebensowenig wie fur die des Insulin.s. Alle anderen Parameter waren ohne Bedeutung. Nun
standen auch genug Androstendion-Werte zur Verfligung, um die Korrelationen zu prifen: IGF-les war mit
Androstendionis korreliert (r = 0,51), nicht aber der BMIs oder die anderen anthropometrischen und
hormonellen Variablen.

Nach 42 Monaten fanden sich keine signifikanten Korrelationen mehr zwischen NNR-Androgenen und
unabhéangigen Variablen.

Der Zusammenhang zwischen Kdrpermasse bzw. Fettmasse und Kovariaten bei den PWS-Patienten war
geringer, als in der Untersuchung an gesunden Kindern gefunden, abgesehen von einer hochsignifikanten
positiven Korrelation zwischen Leptinyes und Fettmasseres (r = 0,85, p < 0,0001 vor Therapie). Bei PWS zeigte
nur HOMA-Res eine Assoziation zu Fett- und Korpermasseres (r = 0.5 jeweils), die aufgrund der kleinen Fallzahl
nur einen Trend zur Signifikanz aufwies [172]. Die Magermasse war zu keinem Zeitpunkt mit den Androgenen
korreliert.

Cortisol war nicht signifikant mit Parametern der Kérperzusammensetzung oder den Hormonvariablen vor oder
wahrend der Behandlung assoziiert.



Tabelle 11: a) Regressionsmodelle bei Kindern mit PWS vor GH-Therapie

Abhangige 1.erklar. Modell mit x; 2.erklar. Modell mit x; Modell mit x; und x2

Variable Variablex; |%R° p n |Variablex; |%R" p n |%R" p pPxa Pxe n
DHEAS;es Insulinyes 34 .017 16 |IGF-les ns. 19 |39 .042 .025 n.s. 16
DHEASes Insulinyes 34 .017 16 |BMlyes ns. 19 |38 .045 .015 n.s. 16
DHEASes HOMA-Rr s |42 .017 13 |Fates ns. 14 |50 .043 .014 ns. 12
DHEAes leptinyes 24 046 17 |IGF-les 33 .016 17 |40 .029 .236 .077 17
DHEA(es Insulinyes 22 (.065 17 |IGF-les 33 .016 17 |57 .004 .011 .006 17

)
DHEAes HOMA-Rres |32 .045 13 |IGF-lres 33 .016 17 |60 .011 .021 .025 13

X1, X2= 1. und 2. In das Regressionsmodell eingebrachte erklarende oder unabhangige Variable,

%R? = Quadrat des Pearsons Korrelations-Koeffizienten rpes in Prozent, gibt den Anteil der Variabilitat der

abhangigen Variablen an, der durch die 1. oder die2. unabhangige Variable erklart wird, oder durch beide

gemeinsam; p =zugehdrige Signifikanz im Fettdruck: *, **, *** = p<0.05, <0.01, < 0.001; n.s. = nicht

signifikant; px = Signifikanz durch Einfigen der 1. erklarenden Variablen in das Modell, wenn die 2. schon

enthalten war, pyx = Signifikanz durch Einfligen der 2. erklarenden Variablen in das Modell, wenn die 1. schon

enthalten war, n = Anzahl der fir die Regressionsanalyse zur Verfiigung stehenden Daten.

Tabelle 11: b) Regressionsmodelle bei Kindern mit PWS nach 12 Monaten GH-Therapie.

Abhéngige 1.erklar. Modell mit x; 2" Expl. Modell mit x, Modell mit x; und x,

Variable Variable x;  %R" p n | Variab. x; %R p n |%R" |p Pa Pe N
DHEAes leptinyes 67 .004 10 |BMlyes 2 ns 19 |74 .008 .004 n.s. 10
DHEAes leptinyes 67 .004 10 |Insulines 0 ns 16 |78 .011 .005 ns. 9
ADres IGF-lres 26 .036 17 | BMlres 0 ns 18 |27 n.s .039 ns. 17

Siehe Tabelle 11a) fiir Erlauterungen.
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5Ursachen und Folgen der Pramaturen Adrenarche (Publikation V [178],
Publikation VI [182] und Publikation Il [181])

5.1 Methoden

Diese retrospektive klinische Studie schloss Daten von 44 Kindern ein, die wegen pramaturer Pubarche zwischen
1980 und 1994 in der Universitats-Kinderklinik vorgestellt wurden, 35 Madchen und 9 Jungen, entsprechend
einem Geschlechtsverhdltnis von 3,9:1 (Tabelle 12) [183, 327, 328]. Bei den Madchen trat die Schambehaarung
im Median im Alter von 6,5 Jahren ein, zwischen 1,33 und 8 Jahren, bei den Jungen im Alter von 8,25 Jahren,
zwischen 0,58 und 9 Jahren. 13 Madchen und 3 Jungen wiesen eine Axillarbehaarung auf, 5 Madchen eine
leichte bis mittelschwere Klitorishypertrophie (0,5 — 1 cm) und 5 Madchen eine Akne. Die Erstuntersuchung
erfolgte bei manchen Kindern erst 1 Jahr nach der Manifestation, daher hatte bei 2 Madchen auch bereits eine
Brustentwicklung begonnen. Die Jungen hatten alle ein prapubertares Hodenvolumen von héchstens 2 ml.
Grosse, Gewicht, BMI, Pubertétsstadium und Stérungen der Geschlechtsentwicklung wurden jeweils bei
Studienbeginn (to), nach 1 Jahr (t1), und nach mindestens 2 Jahren (tz), im Median im Alter von 12,8 Jahren,
bestimmt. Auxologische Parameter wurden als SDS der Ziircher Longitudinalstudie [268] angegeben. Bei
Erstvorstellung wurde die Skelettreife nach Greulich und Pyle [113] ermittelt, und die Endgréssenprognose nach
Bailey und Pinneau [28] errechnet. Bei allen Kindern wurde eine Sonographie der Nebenniere durchgefiihrt, mit
der Tumoren ab ca. 2-3 cm Durchmesser erkannt werden kénnen [270]. Zum Zeitpunkt t, konnte bei 12
Patienten (11 Madchen und 1 Junge) die Endgrisse gemessen, und mit der initialen Prognose und der
Elternzielgrosse verglichen werden. DHEAS, 17-OHP, Androstendion und Testosteron wurden direkt im Serum
mit spezifischen Radioimmunoassays bestimmt, die anderweitig beschrieben sind [181, 182]. Um Enzymdefekte
auszuschliessen wurde ein Synacthen (ACTH;-24) - Kurztest (0,25 mg i.v.) durchgefiihrt, mit Bestimmung des
17-OHP bei 0 und nach 60 Minuten. Bei 11 Kindern mit PA wurde wegen besonders auffallender Symptomatik
(Wachstumsbeschleunigung, Klitorishypertrohie, ,atypische PA*) oder DHEAS-Erhéhung tber das
Pubertatsstadium hinaus eine Saulenchromatograpie mit anschliessendem RIA durchgefihrt zur Bestimmung
von basalem und ACTH-stimuliertem A5-Pregnenolon (Preg) und 17-OH-A5-Pregnenolon (17-OH-Preg) [297].
Hiermit sollte ggf. ein nicht-klassischer 3R-HSD-Mangel diagnostiziert werden, bei dem diese Vorstufen neben
dem DHEAS massiv erhoht wéren.

In dieser Studie bilden Patienten mit erhéhten Preg.- und 17-OH-Preg.- Spiegeln nach ACTH-Gabe eine
Untergruppe, auch wenn die Werte unter dem Bereich fiir einen spatmanifesten 33-HSD-Mangel lagen [327,
328]. Diese uberschiessende NNR-Stimulierbarkeit wird im Folgenden als 3R-HSD-Insuffizienz oder
"Exaggerated Adrenarche” bezeichnet, da sich die A5-Vorstufen Pregneolon, 17-OH-Preg und DHEAS
anstauen (s. Kapitel 1.6.1.). In einigen Abbildungen sind Patienten durch Punkte hervorgehoben, bei denen
nach friilheren Empfehlungen die biochemische Diagnose des nicht-klassischen 3R-HSD-Mangels in Betracht
gezogen worden war, z.B. bei ACTH-stimulierten 17-OH-Preg.-Werten tber 45,1 nmol/l bzw. 15 ng/ml, ca. 3-
fach Uber der 95. Perzentile des Normbereiches [16]. Der nicht-klassische 3R3-HSD-Mangel ist aufgrund der

neueren molekulargenetischen Befunde unter einem Wert von 300 nmol/l praktisch auszuschliessen [214].
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Tabelle 12: Klinische Merkmale von Kindern mit Pramaturer Pubarche geordnet nach
Differentialdiagnosen und Untergruppen.
Diagnose Subgruppe n % vonn=35w | Manifestations- P |P |Crines KlitorisT | Akne
bzw. n=9 m Alter, 2 3 axil- /G >2
Patienten m (Streubreite) lares
Mad- | PA Alle w PA 31 88,6 6,5 (2,6-80) |27 |4 |13 2 2
chen ,hormal“ 13 37 6,25 (4,7-78) |12 8
n=35 Adipos 4% [11,4% 80 (6,0-80) |4 |- |- - -
3R-HSD-Ins. |8 22,8 6,35 (26-80)|5 |3 |- 1 -
21-OHD-Het. |9 2577 6,75 (45-80)|9 |- |2 - 1
LO-21-OHD 2 5 57/73 1 1 2 1 1
Tumor 2 5 1,3/4,0 - 2 - 2 2
Jun- PA Alle m PA 7 78 8,7 (7,5-9,0) |7 - 1 - -
gen ,hormal“ 3 33 8,8 (7,5-9,0) |3 - - - -
n=9 3R-HSD-Ins.  |2° 22° 7,5/8,0° |2 |- - - -
21-OHD-Het. |2 22 8,3/ 8,8 2 |- 1 - -
LO-21-OHD 2 22 0,6/ 5,5 2 |- 1 - -
w = weiblich, m = maénnlich; PA = Pramature Adrenarche; 3B-HSD-Ins. = Insuffizienz der 3R-Hydroxysteroid-

Dehydrogenase-Aktivitat; 21-OHD-Het.= Heterozygotie-Verdacht fiir 21-Hydroxylase-Mangel; LO-21-OHD = Late
onset-AGS bei nicht-klassischem 21-Hydroxylasemangel. * 2 adipdse Madchen haben auch erhéhte 17-OHP-Werte
im ACTH-Test, 1 weiteres Madchen ein erhdhtes 17-OHPreg., und sind auch in den Gruppen 21-OHD-Het bzw. 3R3-

HSD-Ins aufgefiihrt. ° 1 Junge ist gleichzeitig adipds (Pravalenz =14%).

Als Differentialdiagnose der Pramaturen Pubarche wurde die Diagnose eines nicht-klassischen 21-Hydroxylase-
Mangels gestellt, wenn basal oder nach ACTH-Stimulation eine 17-OHP-Konzentration tiber 10 ng/ml (30
nmol/l) gefunden wird [239]; Diese Stdrung wird auch als spatmanifestes oder ,late-onset“ AGS (LO-21-OHD)
bezeichnet. Der Verdacht auf das Vorliegens einer Heterozygotie fur einen 21-Hydroxylase-Mangel wurde bei
stimulierten 17-OHP-Werten zwischen 3 und 10 ng/ml (10-30 nmol/l) gedussert, aber nicht weiter
molekulargenetisch gepriift. Ublicherweise werden besondere klinische Zeichen bei Heterozygotie nicht
erwartet, nun sollte aber geprift werden, ob sich in einer weiteren Untergruppe der PA die sogenannten
~manifesten“ 21-OH-Mangel-Heterozygoten von den anderen Kindern mit wirklich ,idiopathischer PA*

unterscheiden.

In einer nachfolgenden Untersuchung von Kindern mit PA haben wir neben oben genannten Parametern freies
Leptin [126] bestimmt, bei 30 Patienten, 21 Madchen und 9 Jungen, die zwischen 1988 und 1995 in der
Sprechstunde wegen idiopathischer PA (n= 16 Madchen) und/oder Hirsutismus (n=5 weibliche Jugendliche) mit
Anamnese einer PA betreut wurden [181]. Mit den gleichen Regressionsanalysen, wie in Kapitel 3.1.
beschrieben, sollte in dieser Gruppe gepriift werden, ob auch bei PA ein Zusammenhang zwischen BMI

und/oder Leptin und Androgenen besteht.
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5.2 Ergebnisse der Hormonuntersuchungen und Diagnosestellung

Bei der Diagnostik der Pramaturen Pubarche gilt es zunéchst, die symptomatischen Formen zu diagnostizieren.

Dies gelang durch Hormonuntersuchungen; der ACTH-Test und die molekulargenetische Diagnostik bestatigten

Enzymdefekte, sowie die Bildgebung NNR-Tumoren [183, 327, 328].

5.2.1  17-Hydroxy-Progesteron

17-0HP(nmoI/I)pACTH Mﬁdchen 3‘03 nmol/l = 1 ng/m|

160
] =
140 9=
1204~
100 4=
804 .
Diagnose
60 < Tumor
404 A n.c. 21-OH-lase Mangel
@ 3B-HSD Insuffizienz
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2009~ [ ]
+ =R
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Abbildung 26: 17-OHP-Werte 60 min nach Stimulation mit 0,25 mg ACTH, Madchen oben, Jungen unten. Die
altersentsprechende obere Grenze des Normbereiches ist durch eine horizontale Linie angegeben, der Median

durch eine gepunktete Linie. Kinder mit 33-HSD- Insuffizienz sind mit einem Punkt besonders hervorgehoben.
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Bereits die deutlich erhohten Basalwerte des 17-OHP liessen klar erkennen, dass 2 von den Madchen mit

Pramaturer Pubarche, und 2 Jungen, Briider, einen 21-Hydroxylase-Mangel haben (Tabelle 13). Dieser ist wie

untenstehend (Kapitel 5.3.2.) ausgefiihrt nicht-klassisch und wurde molekulargenetisch gesichert. Der ACTH-

Test brachte keine zusétzliche Information bei den Patienten mit nicht-klassischem 21-Hydroxylase-Mangel. Er

diente aber dazu, 8 Madchen und 2 Jungen mit leicht erhéhten stimulierten 17-OHP-Werten zwischen 10 und

30 nmol/l als mdgliche Heterozygote fiir den 21-Hydroxylase-Mangel zu identifizieren (Abb. 26), wobei

selbstverstandlich die molekulargenetische Bestatigung der Heterozygotie in einer weiteren Untersuchung

erfolgen sollte, die hier nicht geplant war. Diese Subgruppe machte 25,7 % aller Madchen mit Pramaturer

Pubarche und 22 % aller Jungen aus. In der européischen Bevélkerung ist mit einer durchschnittlichen

Heterozygotenfrequenz von 1:40 — 1: 60 zu rechnen, es ware also mit nicht mehr als 2 % an erhdhten

stimulierten Werten zu rechnen [162].

Tabelle 13: Basale Hormonwerte von Kindern mit Pramaturer Pubarche

Diagnose |Subgruppe |n |Alter beito 17-OHPpasal DHEAS Testosteron
m Streubr. m Streubreite m Streubreite m Streubreite
Mad- | PA Alle w-PA 31 {725 (46-973)|06 (0,1-1,92) |1500 (753- 0,2 (0,13-0,67)
3334)
chen ,hormal* 13 |7,25 (5,2-8,8)|0,5 (0,1-1,2) 1500 (753 - 0,2 (0,13-0,35)
2769)
n=35 Adipos 4 /8,6 (7,3-9,3) |0,8 (0,58 - 1645 (822- 0,3 (0,2-0,67)
1,92) 2261)
3R-HSD-Ins. |8 |7,1 (46-838) 0,6 (0,18-— 1984 (834 - 0,2 (0,18 -0,67)
0,67) 2965)
21-OHD-Het. |9 |[7,42 (50-923)|06 (0,3-12) |1043 (822- 0,2 (0,13-0,38)
3334)
LO-21-OHD 2 6,4/ 7,9 18,2/ 50,0 4912/ 2703 1,0/ 0,9
Tumor 2 1,8/5,7 5,9/ 6,3 >9999/ 3006 8,4/ 0,86
Jun- PA Alle m-PA 7 189 (8,1-9,7) |0,5 (0,38-— 2029 (865 - 0,2 (0.2-0,26)
0,95) 3126)
gen Lhormal* 3 |94 (9,2-9,7) |0,6 (0,38-— 2029 (865 - 0,2 (0.2-0,24)
0,95) 3126)
n=9 3R-HSD-Ins.® | 2° 8,1/ 8,5° 0,42/ 0,48° 1448/ 0,2/ 0,2°
2067°
21-OHD-Het. |2 8,8/ 8,9 0,38/ 0,9 982/ 2315 0,2/ 0,28
LO-21-OHD 2 0,6/7,3 14,0/ 34,7 416/ 1955 0,2/ 0,71

° 1 Junge ist gleichzeitig adipds. Weitere Erlauterungen s.

522

DHEAS

Tabelle 12 und Text.

Bei Kindern mit Tumoren werden exzessiv hohe DHEAS-Werte gefunden, vgl. Abbildung 27, das Carcinom

sezerniert typischerweise noch mehr als das Adenom. Die Hohe dieser Werte ist bei nicht-extraktiven Assays

sicher auch durch die Kreuzreaktion anderer massiv erhdhter Steroidmedaboliten mit bedingt. Charakteristisch

61




fur die PA ist die Erhéhung des DHEAS (iber die Altersnorm, wie auch hier bei allen Madchen und 7 von 9
Jungen (Abbildung 27, Tabelle 13). Bei den Kindern mit noch im oberen Normbereich liegenden Androgen-
Spiegeln wird eine erhéhte Empfindlichkeit angenommen [281].

DHEAS (nmol/l) Madchen 2,56 nmol/l = 1 ng/mi
14000
T 25600
12000« .
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DHEAS (nmol/l) Jungen
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Abbildung 27: Basale DHEAS-Werte von Madchen (oben) und Jungen (unten). S. Abb 26 fiir weitere
Erlauterungen.

5.2.3  45-Pregnenolon (Preg) und 17-OH-45-Pregnenolon (17-OHPreg)

Bei 11 Kindern mit PA (9 Madchen, 2 Jungen) wurden wegen ausgepragter klinischer Symptomatik, oder deutlich
zu hoher DHEAS-Spiegel weitere A5—Steroide bestimmt. Preg war basal nur bei einem Madchen erhéht, jedoch
nach ACTH-Stimulation bei 4 Madchen und den beiden Jungen (Abb. 28). 17-OHPreg hingegen war basal bei 4
Madchen erhoht, und liess sich bei allen untersuchten Kindern mit Ausnahme eines Madchens tiberschiessend
stimulieren (Abb. 28). Diese Kinder wurden mittels intramuskularer ACTH-Injektion erneut stimuliert und ein
Steroid-Profil im Urin bestimmt. Hier zeigte sich nur bei den 3 Madchen eine erhdhte A5-Steroid-Ausscheidung,

deren ACTH-stimulierte Serumwerte auch mehr als 6 SD erhéht waren (schwarze Punkte in Abb. 28). Bei allen
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Kindern mit tiberschiessender 17-OHPreg-Bildung, die als 3R-HSD-Insuffizienz bezeichnet wurde, sollte im

Folgenden geprift werden, ob hier auch klinisch eine besondere Verlaufsform der PA besteht.

Pregnenolon (nmol/l) 3,18 nmol/l = 1 ng/mli
4
N= .
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17-OH-Pregnenclon (nmol/l) 3,00 nmol/i= 1 ng/mi
70
0o L ]
e [ ]

[
PR N A
A A
A m
e m
A 4
A
04 I
“"A --------------------------------------------------------
o 'l : 5 : 1 1 1
4 6 8 10 1
Alter (Jahren)

Abbildung 28: ACTH-stimulierte Pregnenolon- (oben) und 17-Hydroxy-Pregnenolon-Werte (unten). m =
mannlich. S. Text und Abb. 26 fiir weitere Erlauterungen.

Grundsatzlich waren die 17-hydroxylierten Steroidwerte meist starker stimuliert als die nicht-hydroxylierten, so
dass daraus eine besondere Ansprechbarkeit der 17-Hydroxylase auf ACTH abgeleitet werden kann. Dazu
passt, dass 2 Madchen mit Verdacht auf 3R-HSD-Insuffizienz auch leicht erhéhte 17-OHP-Werte hatten (3,2
und 3,4 ng/ml). Diese Beobachtung wurde von anderen Autoren bei einigen Patienten mit PA gemacht und die
Kombination von niedriger 3R3-HSD-Aktivitat und Uberschiessender 17-Hydroxylase-Stimulation als
.Exaggerated Adrenarche” bezeichnet ([213, 282] vgl. Einleitung 1.6.1.).

5.2.4 Testosteron

Ein erhdhtes Testosteron fand sich bei den Patienten mit NNR-Tumoren, und mit 21-Hydroylase-Mangel, sowie
bei einer extrem adipdsen Patientin mit Verdacht auf 3R3-HSD-Insuffizienz (Tabelle 13). Bei hohen Testosteron-
Spiegel ist eine deutliche Androgenisierung zu erwarten. Sie dienen grundsétzlich als Hinweis auf das Vorliegen
einer syptomatischen PA. Testosteron ist bei pramaturer Adrenarche zur speziellen Differentialdiagnostik jedoch
nicht geeignet.
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5.25 Androstendion

Bei 13 von 31 Madchen und 5 von 9 Jungen mit PA konnte Androstendion bestimmt werden, basal und nach
ACTH-Stimulation, und war durchweg erhéht (Daten nicht gezeigt). Da es nicht in der Gruppe der Kinder mit
Verdacht auf Heterozygotie des 21-OHD gemessen wurde, konnte es fir den Nutzen in der
Differentialdiagnostik nicht bewertet werden. Gleichwohl fiel auf, dass zwei 7- bzw 8 jahrige Madchen mit
Adipositas recht hohe Androstendion-Werte boten, 4,1 bzw. 5.36 nmol/l, die durch ACTH nicht weiter
stimulierbar waren, und auf eine ovarielle oder periphere Herkunft weisen kénnen, wahrend sie bei den

Madchen in der Gruppe der 3BHSD-Ins. gut stimulierbar waren und auf den adrenalen Ursprung deuten.

5.3 Differentialdiagnosen der Pramaturen Pubarche

5.3.1 NNR-Tumoren

Nebennierenkarzinome sind die wichtigste, wenn auch extrem seltene Differentialdiagnose der Préamaturen
Pubarche. Sie manifestieren sich meist wie hier besonders friih, vor dem Alter von 4 Jahren, und mit deutlicher
Virilisierung, wie hier Klitorishypertophie und Akne (Tabelle 12) [183, 327, 328] als atypische PA. In der Gruppe
der Madchen mit Pramaturer Pubarche lag die Tumorinzidenz bei 5%. Die Neigung der NNR-Tumoren zum
weiblichen Geschlecht ist mit 5:1 bei Kleinkindern dokumentiert [209]. Die Skelettreifung kann aufgrund der
Androgenwirkung beschleunigt sein, wie hier (Tabelle 14). Dies ist jedoch nur der Fall, wenn die Cortisol-
Sekretion nicht oder nur massig erhéht ist, da Glucocorticoide die Skelettreife verzogern (wie bei dieser
Patientin: Cortisol basal 11.5 pg/dl, um 20 Uhr 11,7 ug/dl, erhdht). Die Tumoren wurden mittels Sonografie
gefunden, da beide ber 2 cm gross waren, und im Kernspintomogramm bestéatigt. Beim jingeren Madchen
wurde der ca. 8 cm grosse Tumor in toto entfernt, und allein die Grosse spricht beim NNR-Tumor fir Malignitat.
Der Histologie-Befund und diverse Marker bestétigten die Diagnose, und, da keine Metastasen vorhanden
waren, entsprach er dem Stadium 2. Dieses hat nach kompletter Tumorresektion eine gute Prognose [277]. Die
vorzeitige Schambehaarung des alteren Madchens war durch ein knapp 3 cm grosses NNR-Adenom bedingt. In
beiden Fallen zeigten normale NNR-Androgen-Spiegel im postoperativen Verlauf die anhaltende Remission
beider Tumoren an. Die postoperativen Kontrollen des Madchens mit Carcinom bis zum 14. Lebensjahr zeigten,
dass die Pubertat und das Wachstum normal im Rahmen der genetisch zu erwartenden Variabilitat verliefen.

5.3.2  21-Hydroxylase-Mangel (Publikationen V [178, 182] und VI [178, 182])

Die untersuchten Kinder boten das gesamte Spektrum der Manifestationen des nicht-klassischen 21-OH-
Mangels: dieser ist ein sich nach der Geburt (Patient G.G.) bis zum Erwachsenenalter manifestierendes AGS,
welches im Kindesalter mit Symptomen wie Pramature Pubarche (Patient G.S.) oder Klitorishypertrophie
einhergeht (Patientin K.G.), oder im Erwachsenenalter mit Hirsutismus, Zyklusstérungen, wie bei der Patientin
R.A., oder Infertilitat. Nicht unbedingt manifestieren sich die Gendefekte friiher als die idiopathischen Formen
der PA (Patientin R.A.). Klinisch hinweisend kann auch die Skelettreifungsbeschleunigung mit einem
Voranschreiten von tber 2 Jahren sein (SA/CA>1,3, Tabelle 14). Bei den hier beobachteten Patienten fiel
klinisch auf, dass ihre Wachstumsgeschwindigkeit zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht unbedingt erhéht war,
dass aber die Skelettreife in allen Fallen deutlich vorangeschritten war. Daraus entstand eine zum Teil deutliche
Einschrankung der Endgréssenprognose. Diese konnte bei einem Saugling und einem Madchen ohne bekannte
Elterngrésse nicht bestimmt werden (Tabelle 14). Den klinischen Aufféalligkeiten entsprechend lag der

65



Testosteron-Spiegel jenseits des Séglingsalter bei den hier untersuchten nicht-klassischen AGS- Patienten
oberhalb des Bereiches der Kinder mit idiopathischer PA. 17-OHP kann im Neugeborenen-Screening noch
unter der Grenze liegen, die fiir die Diagnose eines klassischen AGS herangezogen wird (G:G: und G:S.,
Tabelle 15), und der Enzymdefekt zeigt sich erst spater.

Tabelle 15: Daten der 4 Patienten mit nicht-klassischem AGS bei 21-Hydroxylase-Mangel (LO-21-OHD) [178].

ID |w/m|Symptome Man.A/17-OHP basal [17-OHP [Ethnische |Matern. Paternale |AGS-
Iter [ >ACTH-stim. | Screen| Abstam- Mutation | Mutation Typ
J.)  |(ng/ml) (ng/ml) |mung

R,A |w PA; Priméare 8,0 70.0 > 82.0 n.b. Serben P30L P30L NC
Amenorrhoe

K,G |w PA; 6,4 18.2>81.0 14 Deutsche G178R* Intron 2, ?/ Viril.-
Klitorishypertrophie A/C655G Salzverl

G,S|m |PA 7,2 36.4 > 57.8 6 Tirken P453S P453S NC

G,Glm |PA 0,6 14.5 ©>50.0 5 " P453S P453S NC

Man. = Manifestation, 17-OHP-Screen. = 17-OHP-Bestimmung im Filterpapier am 5. Lebenstag.
* neue Mutation, funktionelle Charakterisierung noch ausstehend.

Grundsatzlich stimmen die Schweregrade des AGS — mit oder ohne Salzverlust bis hin zum LO-AGS, gut mit dem
Phéanotyp iberein [178, 182]. Daher ist das nicht-klassische AGS meist bedingt durch Punktmutationen. Ein
Southern-Blot zum Erfassen von Deletionen und Konversionen, und auch ein Screening auf bekannte
Mutationen, wie hier bei der Patientin R.A., mittels Allel-spezifischer Oligonucleotid-Hybridisierung [304] reichte
bei diesen leichten Formen nicht aus, um bei allen Patienten die 21-OH-Defekte zu finden. Es mussten
Sequenzierungen durchgefiihrt werden, um die Defekte bei den Patienten G.G. und G.S. sowie [178] die noch
nicht beschriebene Mutation bei der Patientein K.G. zu finden, und letztere musste noch funktionell
charakterisiert werden (Daten nicht gezeigt).

5.4 Charakterisierung der Subgruppen der PA

541 Klinische und biochemische Besonderheiten bei Manifestation

Das Alter bei Manifestation einer PA scheint bei Verdacht auf 3-B-HSD-Insuffizienz etwas niedriger zu liegen, als
bei den tbrigen Formen, und bei den Adipdsen etwas hoher (Tabelle 12). Diese Unterschiede waren jedoch
aufgrund der kleinen Gruppen nicht signifikant. Vorangeschrittene Scham- oder Axillarbehaarung, Akne oder
Klitorishypertrophie traten nicht geh&uft in einer bestimmten Subgruppe auf. Die Hormonwerte (Tabelle 13)
zeigten lediglich einen signifikant héheren DHEAS-
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Abbildung 29:

Relativgewicht (in % vom Langen-Sollgewicht) bei Erstuntersuchung, nach einem Jahr und bei der

Nachuntersuchung der Gesamtgruppe der ,idiopathischen“ PA, Madchen (oben) und Jungen (unten).

Einzelne Patienten aus den Subgruppen sind besonders hervorgehoben.

Medianwert in der Gruppe der 3R-HSD-Insuffizienz im Vergleich zu dem der 21-OHD-Heterozygoten. Dieser
Trend passt zu den vermuteten Abweichungen der Enzymaktivitaten, hohe DHEAS-Spiegel sind firr den 313-
HSD-Mangel [214], und niedrige fiir den 21-Hydroxylase-Mangel beschrieben worden [334].
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5.4.2  Verlauf der auxologischen Parameter

Zur Erstuntersuchung (Altersmedian to=7,2 Jahre) lag das Relativgewicht (Abb. 29) bei Madchen (Median=109%)
wie Jungen (Median=115%) im oberen Normbereich, aber eigentlich adipds (Relativgewicht >120%) waren nur
4 Méadchen und 1 Junge (Anteil an der gesamten PA-Gruppe 11,4 bzw. 14%). Bei der Nachuntersuchung
(Altersmedian t,=12,8 Jahre) befand sich das durchschnittliche Relativgewicht der Madchen noch bei 110% und

der Jungen bei 118%.
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Abbildung 30:

Langen-SDS, bezogen auf das chronologische Alter, bei Erstuntersuchung, nach einem Jahr und bei

der Nachuntersuchung der Gesamtgruppe der ,idiopathischen“ PA, Madchen (oben) und Jungen

(unten). Einzelne Patienten aus den Subgruppen sind besonders hervorgehoben.
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Die Abbildung 30 zeigt, dass die Lange der Madchen (Median=1,23 SD) mehr noch als die der Jungen (Median
=0,8 SD) mit PA im oberen Normbereich liegt. Der Langen-SDS nahm nur bei den Madchen im Verlauf der
Beobachtung leicht ab. Die durchschnittliche Wachstumsgeschwindigkeit lag in der Gesamt-PA-Gruppe der
Madchen im mittleren Normbereich bezogen auf das chronologische Alter, bei den Jungen im oberen (Tabelle
14), und war bei beiden Geschlechtern auch normal bezogen auf die Skelettreife (Median to: 0,5 bzw. 0,35 SD).
Nach 1 Jahr, im Alter von 8,4 Jahren, blieb die Wachstumsgeschwindigkeit der Madchen weitgehend konstant,
und ebenso war ihre Skelettreifungsbeschleunigung, erfasst als Quotient aus Skelettalter geteilt durch
chronologisches Alter, nicht progredient (Tabelle 14). Dadurch blieb die Endgréssenprognose der Madchen
unverandert unter der Elternzielgrésse, aber im Bereich der normalen Streubreite. Bei den Jungen nahm die
Wachstumsgeschwindigkeit, bezogen auf das Chronologische Alter, im 1. Beobachtungsjahr tendenziell zu
(Tabelle 14), da bei 2 Patienten eine gonadale Entwicklung und der Pubertatswachstumsschub einsetzten. Die
initiale Endgréssenprognose lag leicht Uber der Elternzielgrosse, und bei den Jungen war erst im Verlauf der
Beobachtung eine Akzeleration der Skelettreifung festzustellen. Die Diskrepanzen zwischen Jungen und
Madchen lassen sich wie folgt erklaren: Die Jungen waren bei Manifestation und mehr noch bei der
Erstuntersuchung schon nahe dem Alter der physiologischen Pubarche, haben also eine geringere
Reifungsbeschleunigung, und daher sind Wachstums- und Skelettreifungsakzeleration bei ihnen noch zu
beobachten, wahrend sie bei den Madchen schon abgelaufen sind. Fiir alle beschriebenen Veranderungen
liessen sich aufgrund der kleinen Fallzahlen keine Signifikanzen feststellen.

In der Gruppe der Madchen mit Verdacht auf 21-OHD-Heterozygotie zeichneten sich ahnliche Besonderheiten
ab, wie beim LO-21-OHD: die Wachstumsgeschwindigkeit (Mediane) war normal, die Skelettreife deutlicher als
in der Gruppe mit 3-R-HSD-Insuffizienz akzeleriert, und daraus ergab sich eine signifikant schlechtere initiale
Endgréssenprognose als bei Kindern mit Verdacht auf 3R-HSD-Insuffizienz (Tabelle 14). Die 21-OHD-
heterozygoten Madchen fielen jedoch nicht besonders aus der Gesamtgruppe heraus. Im 1. Beobachtungsjahr
verbesserte sich die Wachstumsgeswindigkeit in der Gruppe der 21-OHD-Heterozygoten, wahrend sich in der
Gruppe 3B-HSD-Insuffizienz ein Trend zur Verschlechterung zeigte (Tabelle 14). Interessanterweise fanden
sich die schlechtesten Endgréssenprognosen auch bei den Jungen mit Verdacht auf 21-OHD-Heterozygotie.

Anléasslich der Nachuntersuchung konnte von 12 ehemaligen Patienten die Erwachsenengrdsse bestimmt
werden, 1 Junge und 11 Madchen, von denen eines mit Cyproteron-Actetat (CPA) wegen einer drastischen
Verschlechterung der Endgréssenprognose behandelt worden war. Die Daten dieser beiden Patienten sind in
Abb. 31 hervorgehoben, jedoch nicht im Median enthalten. Der Median der Erwachsenengrdsse der Madchen
betrug 165 cm (0.06 SD, von -2,55 bis 2,37), und lag im Median uber der Elternzielgrésse von 160,5 cm (-0,7
SD, von -1,62 bis 2,35). Die Erwachsenengrdsse hatte sich bei allen Madchen nicht verschlechtert gegentiber
der initialen Prognose (157,5 cm, -1,2 SD, Streubreite -2,98 bis 0,4 SD), ausser bei dem Jungen, der unter
Beobachtung eine deutliche Verschlechterung der Prognose erfuhr, letztlich aber doch mit 175 cm (-0,44 SD)
eine normale Grosse erreichte, und 5 cm unter der initialen Prognose bzw. 4 cm unter der Elternzielgrésse sein
Wachstum abschloss. Die Abbildung 31 zeigt, dass die Endgrossenprognose der 4 Patienten mit 21-OHD-
Heterozygotie sich nicht von den anderen unterschied, und in 2 Fallen unter der EZG (-6,5 cm, Patientin mit
CPA, und -10 cm) sowie in 2 Fallen Uber der EZG (3 bzw. 4 cm) lag. Die eine Patientin mit 33-HSD-Insuffizienz
wies eine Endgrdsse im Bereich der EZG auf. Hinsichtlich der Endgrdsse hat die PA offensichtlich einen
giinstigen Spontanverlauf.
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Abbildung 31: Individueller Vergleich der Grossenprognose bei Erstuntersuchung mit der
Erwachsenengrdsse und der Elternzielgrosse bei 12 Kindern mit PA.
— = Median (ohne Einrechnung des Jungen = m und des behandelten Madchens = CPA,
Cyproteron-Actetat ). Markierung mit — = 21-OHD-Het.; * = 3RHSD-Ins.

5.5 Nachuntersuchung der Madchen mit PA — Unterschiede zwischen den Subgruppen?

Von den 31 Madchen konnten 27 nach 5,5 +4 Jahren bei einem Altersmedian von 13 Jahren nachuntersucht
werden [183, 327, 328]. Drei Madchen aus der Gruppe der idiopathischen PA und eines aus der 21-OHD-Het-
Gruppe wollten nicht mehr untersucht werden. Von den 27 Madchen litten 7 unter Akne, wobei diese Zahl im
Vergleich zur Prévalenz von 90% bei britischen Adoleszentinnen im Alter von 18 Jahren nicht sehr hoch
erscheint [55].

Insgesamt fallt auf, dass die Menarche bereits bei 17 Madchen eingetreten war, obwohl dies vom Menarchealter
der Mutter her nur bei 12 zu erwarten gewesen ware. In der Gesamtgruppe trat die Menarche bei PA um 1 Jahr
friher als vom miitterlichen Menarchealter erwartet ein (p <0.01). Allerdings unterschied sich das Menarchealter
in der Gruppe der 21-OHD-Het. nicht signifikant von dem der Mutter (-0,38 Jahre). Auch gegentiber dem in
Deutschland zu erwartenden Menarchealter von 13 Jahren [57, 129, 254] war der Eintritt der Menarche in allen
Gruppen der Madchen mit PA verfriiht.

Eine Zyklusunregelmé&ssigkeit wiesen insgesamt 5 von 17 postmenarchalen Madchen (29%) im mittleren Alter
von 14,5 Jahren auf. Allerdings ist erst 3 Jahre nach Menarche mit einer Zyklusstabilisierung [6] zu rechnen, so
dass von eine echte Zyklusstérung bei 3 von 10 in Frage kommenden Madchen vorlag (30%). Von diesen
wiederum waren 2 Madchen zugleich adipds. Hieraus kénnte gefolgert werden, dass neben der peripubertéren
Hyperandrogenamie gleichfalls die Adipositas ein wesentlicher Risikofaktor fir die ovarielle Dysfunktion ist, wie
auch anderweitig beschrieben, soweit sie mit einer Hyperinsulindamie einhergeht [71, 72]. Anzahl und Alter der
Patientinnen dieser Nachuntersuchung sind zu gering fiir eine zuverlassige Aussage zu sekundéren Stérungen
der Ovarfunktion.

70



Funf Madchen zeigten eine auffallige Kérperbehaarung, von diesen hatte eine, die 16,1-Jahrige Patientin aus der

3R-HSD-Insuffizienz-Gruppe, zugleich eine Zyklusstérung, und war sehr adipds (BMI 35 kg/m?2). Der Anteil der

hirsuten Madchen lag in der Gesamtgruppe (29%) tber der normalen Hirsutismus-Prévalenz von ca. 7% bei

spanischen bzw. amerikanischen Frauen [12, 161].

Tabelle 16: Klinische Symptome bei 27 nach 5,5 +4 Jahren untersuchten Madchen mit PA

Mediane n Akne | Men. | Men- Alter Men- Alter® Alter® v. Pat. | Zyklus®- | Hir-
(Spannbreite) n/S Mutter Pat. mit Zyklus stérung sut.
oll °
Gesamt-PA 27 |13 7 17/12 | 13,0 12,0 14,5 5 5
(5,8 - 20,8) | [26%)] (10,0 - (9,5-135) | (10,8- [29%)] [29
17,0) 20,8) %]
Subgruppen:
,hormal“ 10 [ 13,9 3 8/6 13,0 11,8 14,6 2 2
(8,4 - (11,0 - (10,3 - (12,7 -
20,8) 17,0) 13,5) 20,8)
Adipts 4* 14,3 1 3/2 12,5 11,0 16,1/15,1 2* 1*
(11,8 - (12,0 - (9,5 - 12,0)
16,1) 13,0)
3R-HSD-Ins. 8* 10,2 1 2/0 12,5/ 16,0 9,5/10,8 16,1/ 10,8 1* 2*
(5,8 -
16,1)
21-OHD-Het. 8* 13,9 2 6/6 13,0 12,5 15,0 1 1
(8,8 - (12,0 - (11,0 - (13,0 -
20,8) 13,0) 13,0) 20,8)

* = 2 adip6se Madchen hatten auch erhdhte 17-OHP-Werte im ACTH-Test, und 1 weiteres Madchen ein erhéhtes 17-
OHPreg., und sind auch in den Gruppen 21-OHD-Het bzw. 3R-HSD-Ins aufgefuhrt.. Men. = Menarche; ° = Nur bei 12
der 27 nachuntersuchten Madchen war seitens des miitterlichen Menarchealters eine Menarche zu erwarten, aber

schon bei 17 eingetreten. Alle mit ° bezeichneten Angaben und [der relative Anteil an Symptomtragerinnen] beziehen

sich auf diese 17 postmenarchalen Madchen.

Keine der Storungen trat in einer der Subgruppen deutlich gehauft auf, jedoch war die Zahl der Beobachtungen

recht niedrig. Fur die prospektive Erkennung, welches Madchen eine postmenarchale Stérung entwickeln wird,

gab es keine Charakteristika. Weder das Menarchealter, noch die Androgenspiegel bei Manifestation

unterschieden sich bei den 8 Madchen mit Zyklusstérungen und/oder Hirsutismus vom Rest der Gruppe

5.6 Einfluss von Adipositas und Leptin bei PA (Publikation 1l [181])

Zur Frage, ob die PA durch eine Adipositas beeinflusst wird, oder durch Leptin, oder durch beide Faktoren, wurde

ein Gruppe von 30 Kindern im Alter von 9 Jahren, 21 Madchen und 9 Jungen mit einer Anamnese einer PA

untersucht (Tabelle17) [181].
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Tabelle 17: Daten der Patienten mit Pramaturer Adrenarche (PA) oder Hirsutismus nach PA und einer

passenden Kontroligruppe®, Mediane (Streubreite)

DHEAS [umol/l]
n=
AD [nmol/]

n=

6,18** (0,59 — 14,6)
29

4,05# (1,05 - 14,7)
16

3,08 (0,29 — 9,50)
29

2,06 (0,17 — 6,35)
19

PA und Hirsutismus® Kontrollgruppe® Referenzwerte
Gesamtzahl (Madchen) 30 (21) 30 (21) -
Chronologisches Alter 9.1(5.0-17.1) 9.3 (5.1-15.0) 8-10
Skelettalter 10.5 (5.0 - 18.0) 10.0 (5.0 - 15.0) -
P Stadium 3**(2 - 6) 1(1-5) -
B oder G Stadium 1(1-5) 1(1-5) -
Grossen-SDS 0.7(-2.1-5.2) 1.1(-1.9-4.4) -
Relativgewicht [%] 114 (71 — 181) 104 (78 — 124)
BMI-SDS 1.5(-2.9-8.1) 1.8(-1.0-7.2) -
Leptin [pmol/l] 48 (12 - 733) 54 (12 — 431) 19,5 (10 - 92)

0,62 (0,21 — 3,4)

0,98 (0,17 — 2,6)

113/30 Kinder mit Brust- oder Genital-Stadium >2, und Kontrollen passend gewabhlt fir Geschlecht, BMI und

Knochenalter. P, B, G= Tanner —Stadien fiir Schambehaarung, Brust- oder Genital-Entwicklung. * p<0.05,

** n<0.01, ** p<0.001 signifikanter Unterschied versus Kontrollgruppe im Student’s t-Test. # p<0.05

signifikanter Unterschied versus Kontrollgruppe im nicht-parametrischen Mann-Whitney-Test

Die 9 Jungen wiesen zum Zeitpunkt der Untersuchung einen Altersmedian von 9,9 Jahren auf, von 7,7 bis 12,6

Jahren, und 6 von ihnen wiesen ein Relativgewicht Giber 120% auf, d.h. 66% waren Ubergewichtig. Von den 8

Madchen ohne Brustentwicklung (Alter 7,7 Jahre, Streubreite 5 — 10 Jahre) war nur eines adipds (12,5%),

wahrend von den 13 pubertaren Madchen im Alter von 10,9 Jahren (Streubreite 6,9 — 17,1 Jahre) 5 adipds

waren (39%). Dementsprechend lag das mediane Relativgewicht recht hoch mit 114%, ebenso wie der BMI (1,5
SD, Tabelle 17). Um fiir die Effekte der Adipositas zu kontrollieren, wurde die Vergleichsgruppe fir Geschlecht,
Alter und BMI passend gewahlt. Von den klinischen Parametern lag nur das Stadium der Schambehaarung in
der PA-Gruppe signifikant hther. Die Leptin-Spiegel streuten dem Gewicht entsprechend und befanden sich im
oberen Normbereich. Es war kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festzustellen, was darauf
hinweist, dass Leptin mit der PA nicht klar zusammenhéangt. DHEAS und Androstendion waren in der PA-
Gruppe signifikant erhéht. Nun wurde der Zusammenhang zwischen Kérpermasse und Androgenspiegeln
gepruft, mittels multipler Regressionsanalyse. Die Kovariaten BMI und Leptin waren in der PA-Gruppe ebenso
gut wie bei den Vergleichskindern korreliert (r= 0,71, p<0.001). Zwischen den alterskorrigierten Residuen
DHEASes oder Androstendion.s und BMI-SDS, Leptines oder Grossen-SDS waren keine Zusammenhéange zu
finden, einzeln oder in verschiedenen Kombinationen. Lediglich fand sich eine Korrelation zwischen DHEASes
und Gréssen-SDS (r = 0,42, p<0,05), offenbar als Folge der Steigerung des Langenwachstums durch die
Androgene . Auch in der Untergruppe der 17 ,prapubertéaren” Jungen und Madchen mit PA fanden sich keine
signifikanten Verknipfungen (Tabelle 18).
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Tabelle 18: Regressionsanalysen mit den DHEAS-Werten der 17 prapubertaren Kinder mit PA.

Abhangige | 1l.erklarende Modell mit x; 2.erklarende Modell mit x, Modell mit x; und x2 n
Variable! Variable x; rre@d %R p | Variable x2 frpea %R p |[%R° p  pa  px
DHEASres | Leptinges 0.17 6 n.s | BMI-SDS 0.14 2 ns |6 ns ns. ns. |17
DHEASres | BMI-SDS 0.14 2 n.s | Grossen-SDS | 0.33 11 ns |11 ns ns. ns. |17
! Fir die Untersuchung des Androstendion gab es in dieser Untergruppe zu wenig Daten.

X1, X2= 1. und 2. in das Regressionsmodell eingebrachte erklarende oder unabhéngige Variable, rpea =

Pearsons Korrelations-Koeffizient, %R? = Quadrat von rPea in Prozent, gibt den Anteil der Variabilitat der
abhangigen Variablen an, der durch die 1. oder die2. unabhéngige Variable erklart wird, oder durch beide

gemeinsam, p =zugehdrige Signifikanz:, n.s. = nicht signifikant. px; = Signifikanz durch Einfligen der 1.

erklarenden Variablen in das Modell, wenn die 2. schon enthalten ist, pxz = Signifikanz durch Einfligen der 2.

erklarenden Variablen in das Modell, wenn die 1. schon enthalten ist n= Anzahl der fir die

Regressionsanalyse zur Verfiigung stehenden Daten.
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6Diskussion

6.1 In-vitro-Untersuchungen

6.1.1  Hormonwirkungen auf die adrenale Androgenbildung

Die in-vitro-Untersuchungen konnten zeigen, unter welchen definierten Bedingungen humane NNR —Zellen in
Kultur in der Lage sind, aufgrund einer IGF- oder Insulin- Wirkung vermehrt Androgene zu bilden (Kapitel
2.2.1.). Grundsétzlich bewirken IGF-I und -l eine signifikante Zunahme der Basalsekretion von Androgenen und
Cortisol in humanen NNR-Zellen Uber die Stimulation der mRNA-Expression von Steroidenzymen, der 17-
Hydroxylase und der 3R-HSD. IGF-I und -II steigern daneben die Kapazitat der Steroidhormon-Antwort auf
akute ACTH- Stimulation, weil sie die Bildung der ACTH-Rezeptoren fordern. Sie andern die Antwort auf ACTH,
indem die Androstendion-Bildung starker als die Glukokortikoidsekretion stimuliert wird. Die IGF-induzierte
bevorzugte Bildung von Androgenen ist am ehesten bedingt durch eine post-translationelle Steigerung der 17-
20-Lyase-Aktivitat. Eine Gberwiegende Zunahme der DHEA-Bildung konnte jedoch durch IGFs nicht bewirkt
werden, so dass die 3R-HSD nicht gehemmt wird, und damit die fir die Adrenarche typische
Enzymkonstellation nicht hergestellt werden kann.

Gleichfalls neu war die Beobachtung, dass IGF-II in humanen NNR-Zellen starker als IGF-I wirkt, besonders auf
die Androstendion-Bildung. Spater wurde dies ebenfalls von anderen Untersuchern bestatigt [93], und auf die
Sekretion von Bindungsproteinen zuriickgefiihrt [92], die IGF-I mit héherer Affinitat binden, und dadurch seine
Wirkung senken. Dass dies im angewandten System keine wesentliche Rolle spielt, zeigten die untenstehend
diskutierten Experimente zum autokrinen IGF-System in der NNR. Auch gibt es keine Evidenz dafir, dass IGF-II
zusatzlich Uber den Typ-2-Rezeptor wirkt [93], der in NNR-Zellen exprimiert werden kann [147, 326], und
moglicherweise metabolische Wirkungen hat [157].

Insulin zeigt &hnliche Wirkungen wie die IGFs, nicht nur ich hohen Konzentrationen, die am IGF-Typ 1-Rezeptor
kreuzreagieren, sondern auch in am eigenen Rezeptor wirksamen physiologischen Konzentrationen. Die
Ergebnisse von anderen Untersuchern erwiesen spater gleichfalls, dass Insulin die 33-HSD- und 17-
Hydroxylase-Bildung steigert [168]. Allerdings kann damit auch Insulin allein nicht die typische
Enzymkonstellation der Reticularis-Zelle induzieren und fiir die Adrenarche verantwortlich sein.

Wachstumshormon wies in den vorliegenden Experimenten keine direkte Wirkung auf die Steroidsynthese auf,
kdnnte aber in vivo Uber eine Erhdhung der zirkulierenden IGF-Spiegel wirken. Direkte Wirkungen von
Wachstumshormon wurden an humanen NNR bislang nicht beschrieben [229]. Mit sensitiven
molekularbiologischen Methoden wurden Wachstumshormon-Rezeptoren in normalen humanen NNR gefunden
[206], jedoch ist ihre Bedeutung nicht bekannt.

6.1.2  Bedeutung des autokrinen adrenalen IGF-Systems

Die vorliegenden Ergebnisse haben erstmals gezeigt, dass in NNR-Zellen von Menschen IGF-I sezerniert und
durch ACTH stimuliert wird (Kapitel 2.2.2.). Wie IGF-II wird IGF-I in geringen Mengen von humanen adulten
NNR-Zellen sezerniert, was zuvor nur von fetalen NNR und NNR-Tumoren bekannt war [146, 147, 227, 228].
Erstaunlich ist, dass die mMRNA von IGF-Il in gesundem NNR-Gewebe vom Erwachsenen betrachtlich exprimiert
wird. Diese Befunde lassen darauf schliessen, dass IGF-II nicht nur, wie bisher angenommen, ein fetaler
Wachstumsfaktor ist, sondern auch in der postnatalen Umwandlung und Funktion der Nebennieren-Rinden eine
Rolle spielen kénnte. Ein kausaler Zusammenhang zwischen postnatalem IGF-II-Absinken und der Involution
der fetalen NNR-Zone wurde bereits postuliert [146]. Eine solche physiologische Rolle ist jedoch noch nicht
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belegt. Hingegen gilt der Einflu} der ungehemmten IGF-11-Wirkung auf die NNR-Tumorgenese als gesichert
[108, 147, 211], sowohl bei sporadischen Tumoren, die eine somatische IGF-1I-Mutation zeigen kénnen, als
auch bei familiaren bzw. genetisch bedingten NNR-Tumoren und IGF-1I-Gendefekt, wie z.B. beim Beckwith-
Wiedemann Syndrom [272].

In den humanen NNR-Zellkulturen werden IGFBP-2, -3 und -4 gebildet. In nachfolgenden anderen Arbeiten
wurde die mMRNA-Expression und Sekretion von IGFBP-1 bis -6 in Gewebe [145, 148] und in Zellkulturen von
adulten humanen NNR beschrieben [92]. Die lokal sezernierten Bindungsproteine werden in den vorliegenden
Experimenten durch ACTH nicht konsistent reguliert, aber durch IGF-I. IGFBP-3 wird durch IGF-I stimuliert.
Dieser Befund bestéatigt Beobachtungen an Patienten mit Wachstumshormon-Rezeptor-Defekt, deren IGFBP-3
nach 1-jahriger IGF-I-Behandlung ansteigt [155]. Die Sekretion des IGFBP-4 (BP24) wird durch IGF-I reduziert.
Der fehlende Einfluss des ACTH auf die IGFBP-Sekretion der NNR wurde auch von anderen Arbeitsgruppen
beschrieben [53, 145, 148]. Die lokal sezernierten Bindungsproteine scheinen dagegen gemass unserer
Pilotstudie fir die Wirkung des IGF keine wesentliche Bedeutung zu haben, wohl aber gibt es Hinweise auf
lokale Proteasen, welche die Bindungsaffinitat durch Fragmentierung der Proteine senken [27, 87], und dadurch
die Bioverfligbarkeit der IGFs in der NNR zu steigern vermdgen. Insgesamt erklaren die Ergebnisse der NNR-
Zellkulturen, wie erhdhte zirkulierende IGF-Spiegel zur Steigerung der NNR-Steroidsynthese beitragen kénnen,
insbesondere des Androstendions. Dagegen scheint das autokrin/parakrine System der NNR von geringerer
Bedeutung zu sein, als von anderen Geweben, wie den Gonaden, oder anderen Spezies, wie dem Rind,
bekannt. Dennoch konnten wir Anhalt dafir gewinnen, dass nicht nur zirkulierendes, sondern auch lokal
gebildetes IGF—I oder -l die Wirkung von ACTH auf die Steroidsynthese modulieren kann. Grundsétzlich sind
die IGFs fiir die Aufrechterhaltung der differenzierten adrenocorticalen Funktion notwendig. Dieses adrenale
IGF-System ist integriert in ein komplexes regulatorisches System von Peptid-Faktoren, die in Spezies-
spezifischer Weise zur Differenzierung der NNR-Zellfunktion beitragen [258].

6.2 IGFsim Modell der Steuerung der adrenalen Androgenbildung beim Menschen

Die Tabelle 19 stellt die in der Einleitung erlauterten bisher erhobenen Mechanismen der adrenalen
Androgenbildung und Reticularis-Funktion zusammen. Ziel der eigenen Untersuchungen war es, die Rolle der
IGFs und des Insulins in diesem System in vitro zu beschreiben, und auf die Funktion in vivo zu Ubertragen. Die
in-vitro Ergebnisse konnten erstmals darlegen, auf welchen Mechanismen haufig beobachtete Zusammenhénge
[132] zwischen metabolischen Auffalligkeiten und dem Krankheitsbild der adrenalen Hyperandrogenamie, wie
bei pramaturer Adrenarche und Hirsutismus, beruhen. Unter Beriicksichtigung anderer Studien an adipdsen
oder schlanken Patienten mit Insulinresistenz [13, 139] kann gefolgert werden, dass durch eine Insulinerh6hung
einerseits die IGFBP-1-Spiegel sinken, was die Bioverfligbarkeit des IGF-I erhéht [27] und IGF-spezifische
Effekte auf die Steroidsynthese der NNR hervorruft [23, 244, 321]. Andererseits kann sich die Insulinerh6hung
auch direkt an der NNR auswirken (Kapitel 2.2.1.5. und [168]): Uiber die Zunahme der Steroidsyntheseenzyme
3R-HSD und 17-Hydroxylase wird die Steroidsekretion gesteigert, besonders aber die Androstendion-Bildung.
Die in dieser und anderen Studien gezeigten in-vitro-Effekte von IGF und Insulin bestétigen die Hypothese,
dass die Hyperandrogenamie bei Frauen, die haufig mit Hyperinsulindmie einhergeht, durch eine
Uiberschiessende Bildung 17-hydroxylierter Steroide nach ACTH-Stimulation infolge einer Insulin- und / oder
IGF-Wirkung entsteht (Review in [75]). Obgleich unter physiologischen Bedingungen die NNR wenig
Androstendion sezerniert (Kapitel 1.3.), kann somit unter unphysiologischen Bedingungen eine vermehrte
adrenale Androstendionbildung erfolgen.
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Tabelle 19: Mechanismen der adrenalen Androgenbildung. Ubersicht der Befunde
anderer Autoren (vgl. Kapitel 1) und der eigenen Ergebnisse (vgl. Kapitel 2)

Betroffene Schritte Bedeutung Positive Regulatoren
1.  Hemmung der 3R3-HSD-Expression Physiologisch 222, TGFR!;
Pathologisch Gendefekte
2.  Steigerung der 17/20-Lyase-Aktivitat Physiologisch.  Cyt.b5, IGF, Insulin, Leptin
Pathologisch Insulin (selten Gendefekte)
3.  Abnahme der CYP21-Expression / -Aktivitat Physiologisch ~ Pseudosubstrathemmung

Pathologisch Gendefekte

4. Reticularis-Differenzierung und -Wachstum Physiologisch ~ ACTH & Kombination von
Wachstumsfaktoren &
Durchblutung

5. NNR-Tumoren Pathologisch Anderungen wie in 1-4
und weitere Gendefekte

Auf diese Weise ist fiir alle Zustande, die mit hohem IGF-I einhergehen, oder seiner erhdhten Bioverfligbarkeit,
eine Hyperandrogenamie zu erklaren. Dazu gehdren auch Therapien mit unphysiologisch hohen
Wachstumshormon-Dosen, sofern sie zu hohen IGF-I-Spiegeln fiihren, wie dies eine Untersuchung an
Madchen mit Turner-Syndrom bestétigte [22]. Unter 6-monatiger Therapie mit Wachstumshormon zu
Grossenverbesserung wurde gezeigt, dass sich IGF-1im Serum verdoppelt, DHEAS signifikant 1,4-fach
ansteigt, und dass unter ACTH-Stimulation im Wesentlichen die Sekretion der deltas-Steroide 17-Pregnenolon
und DHEA zunimmt, im Vergleich zu altersgleichen Madchen ohne eingeschrankte Ovarialfuntkon. Auch in vivo
nimmt demnach bei IGF-Anstieg die 17-20 Lyase-Aktivitat mehr als die 3R-HSD zu.

Uber die Modulation der Steroidsynthese hinaus wirken sich auch die mitogenen Effekte der IGF’s und des
Insulins auf die NNR aus. Dies zu untersuchen war zwar nicht Ziel der Studie, konnte aber in den NNR-
Zellkulturen auch beobachtet werden (Kapitel 2.1.2.). Unter diesem Aspekt ist hervorzuheben, dass bei
Erwachsenen ein Zusammenhang zwischen dem Hyperinsulinismus bei metabolischem Syndrom (Syndrom X)
und NN-Inzidentalomen beschrieben wurde [273]. Desgleichen konnten wir in einer Pilotstudie an Jugendlichen
zeigen, dass bei ausgepragter Adipositas und Hyperandrogenamie Vergrosserungen und Knoten der NNR
kernspintomograpisch zu beobachten waren [174], die im Verlauf zuriickgingen. Hiervon waren gerade die
Patienten betroffen, deren Pramature Adrenarche wir als ,Exaggerated Adrenarche” einstuften. Diese wird
ihrerseits auch als Folge eines Hyperinsulinismus gedeutet (Kapitel 6.6.2.2.).

Die physiologische Adrenarche lasst sich indessen nur durch ein Zusammenwirken der IGFs und von Insulin mit
anderen Faktoren erkléren, s. Tabelle 19, die in den in-vivo-Untersuchungen weiter gepruft werden sollten.

6.3 Zusammenhange zwischen Kdrperzusammensetzung und Androgenspiegeln
IGF-I hangt seiner Natur gemass eng mit der Kérpergrésse, und auf diese Weise auch mit der Magermasse
zusammen [243]. Leptin dagegen ist ein Produkt der Fettzellen, und spiegelt die Fettmasse wider [33, 279]. Vor
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der Pubertat sind bei Adipositas die Nebennierenrinden-Androgene erhéht [103, 181, 266]. Dies wurde in der
vorliegenden Untersuchung bestétigt; neu sind die Befunde, dass vor Einsetzen der gonadalen Aktivitéat der BMI
mit der NNR-Androgen-Sekretion korreliert [181]. In Bezug auf DHEAS kann Leptin eines der vermittelnden
Signale sein, und es spiegelt wohl die Fettmasse wider. Die Androstendion-Spiegel korrelieren dagegen nicht
nur mit dem BMI, sondern zeigen daruber hinaus eine zusatzliche Assozitation mit IGF-1. Es ist anzunehmen,
dass vorwiegend die Grosse bzw. Magermasse durch IGF-I signalisiert wird (Abbildung 32).

Waéhrend der Pubertét bestehen bei normalgewichtigen Kontrollen die Korrelationen wie in der Prapubertét weiter.
Bei Pubertaren mit Adipositas dagegen ist die Erhtéhung der adrenalen Androgene weniger deutlich und ochne
Zusammenhang zu BMI, Leptin und IGF-1. Demnach andert sich die positive Korrelation zwischen Kérpermasse
und NNR-Androgenen in der Pubertét [181]. Dies kann Folge der gonadalen Steroidsekretion und ihrer
unabhangigen Wirkungen auf die untersuchten Kovariaten sein: Ostrogene steigern die IGF-I- Spiegel [46, 51],
und Testosteron senkt die Leptin-Konzentrationen [323]. Da es sich um eine Querschnittstudie handelt, kann
naturgemass Uber die Sequenz der Beobachtungen keine Aussage gemacht werden. Dank anderer
longitudinaler Untersuchungen kann man davon ausgehen, dass tatséchlich erst Wachstum bzw. die IGF-
Spiegel ansteigen, und konsekutiv die NNR-Androgene [274, 275]. Dies bestatigt den Einfluss der in vitro
gezeigte Stimulation der NNR-Androgene durch IGF-1 auch auf die Adrenarche. Eine vergleichbare Sequenz
wurde fur den Leptin-Anstieg und den Beginn der Hodenfunktion gezeigt [218]. Des weiteren bezeugen &hnliche
longitudinale Untersuchungen an Primaten, dass die Kérpermasse und mit ihr verbundene Signale, Leptin und
IGF-I, ansteigen, und die Pubertatsentwicklung férdern [311]. Erhdhte IGF- und Insulinspiegel korrelieren mit
den NNR-Androgenen, auch in anderen Studien, in denen Madchen und Frauen mit Polycystischem-Ovar-
Syndrom [321] oder Adipositas untersucht wurden [216, 324]. Die Entwicklung eines PCOS aus einer adrenalen
Hperandrogenamie wird in Kapitel 6.7.3. erdrtert. Warum finden andere Untersucher keinen oder einen
negativen Zusammenhang zwischen NNR-Androgenen und IGF-I bzw. Insulin, selbst bei préapubertaren Kindern
nicht [116, 315]? Zum einen wurden in beiden Studien die Effekte von Alter und Gewicht auf IGF-I und die NNR-
Androgene nicht beriicksichtigt. Es ist aber eine Korrektur fur diese Variablen notwendig, um einen signifikanten
Zusammenhang zwischen IGF-I und DHEAS bzw. Androstendion zu erkennen, wie in dieser Studie belegt (Abb.
23 und Tabelle 7). Zum anderen kann es sein, dass die beobachteten positiven Zusammenhéange tatsachlich
nur fir Madchen relevant sind, und nicht fir Jungen, ahnlich wie es fir die geschlechtsabhéngige Insulinwirkung
auf DHEAS bei Erwachsenen gezeigt wurde [150, 236]. Der Anteil an Jungen war in meiner Untersuchung zu

klein, um signifikante Geschlechtsunterschiede ablesen zu kdnnen.

Fett
—> |leptin ! —» DHEA/S I
Mager-
masse /
Grosse
—> IGF-I T - Androstendion !
BMI

Abbildung 32: Schematische Darstellung der potentiellen Einflisse der Kérperzusammensetzung auf die NNR-
Androgene
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Leptin zeigte hier [181] wie in anderen Untersuchungen an Kindern mit PA und Frauen [43, 137] positive
Korrelationen mit zirkulierenden Androgenen, die jedoch nicht tiber die Effekte des BMI auf die Androgene
hinausgingen. Wahrend in vivo ein direkter Zusammenhang zwischen DHEA/S und Leptin gefunden wurde
(Kapitel 3 und 4), erwies sich in vitro, dass hohe Konzentrationen von Leptin (100-1000 ng/ml) die
Steroidsynthese hemmen, Uber eine Suppression der CYP17-Expression [112], und dass niedrigere
Konzentrationen die DHEA-Bildung steigern [31]. Auf diese Weise kénnen scheinbar widerspriichliche
Ergebnisse zustande kommen: wéhrend bei geringerer Adipositas mit entsprechenden Leptinspiegeln positive
Zusammenhange zwischen NNR-Funktion und Leptin zu finden sind, wie hier, kdnnen bei ausserordentlich
hohen Leptinspiegeln, wie sie vorwiegend bei extremer Adipositas und eher im Erwachsenenalter gefunden

werden, negative Korrelationen entstehen.

Grundsatzlich gilt daher fur die Mediatoren der Kérpermasse, Leptin, IGF-1 und auch Insulin, dass die bei
Erwachsenen beobachteten meist negativen Korrelationen mit den NNR-Androgenen nicht auf Kinder
Uibertragen werden kdnnen. Andererseits scheint die beobachtete Regulation von NNR-Androgenen in
Abhangigkeit von IGF-I, Leptin und Adipositas nur vor der Pubertat zu bestehen, weil nach Einsetzen der
Gonadenfunktion die Mediatoren der Kérpermasse zuséatzlich von den Gonadenhormonen beeinflusst werden.

Die Insulin-Effekte bestehen hingegen weiterhin, wie untenstehend besprochen.

6.4 Das Prader-Willi-Syndrom als Modell der NNR-Androgen-Regulation Gber Mediatoren

der Kdrperzusammensetzung

Auch beim Prader-Willi-Syndrom ist die Erhéhung der NNR-Androgene mit Hormonen verkniipft, die von der
Kérperzusammensetzung und dem Wachstum abhangen, namlich Leptin, Insulin und IGF-I (Kapitel 4, [172]).
Leptin korreliert beim PWS sehr gut mit der erh6hten Fettmasse. Ein Bezug besteht vorwiegend zwischen
Leptin und DHEA und scheint auf der Induktion der DHEA-Synthese zu beruhen, wenn man die in vitro-
Ergebnisse zugrunde legt [31].

Je hoher die Insulinspiegel vor Therapie, und je grosser die Insulinresistenz, desto héher sind die DHEAS-, aber
auch die DHEA-Spiegel. Diese Beobachtung gleicht der bei Pramaturer Adrenarche [132, 321]. Gleichwohl
liegen Insulin und IGF-1-Spiegel trotz der erhéhten Fettmasse bei PWS eher niedriger [76, 80, 208], als bei der
einfachen Adipositas [61, 63]. Offenbar findet die in vitro beschriebene Regulation bei niedrigeren Insulin-
Spiegeln statt, weil durch den begleitenden Wachstumshormonmangel die Sensitivitat gegentiber Insulin erhéht
ist.

Daruiberhinaus liess sich ein ganz neuer Aspekt aus den Beobachtungen bei PWS gewinnen: Die
Hyperinsulindmie scheint spezifisch DHEAS, mehr als DHEA, zu erhdhen, und damit den Pool an DHEAS zu
vergrdssern. Moglicherweise reguliert Insulin die Sulfotransferase positiv. Hierzu gibt es gleichartige
Beobachtungen an einer kleinen Zahl von in vitro NNR-Versuchen [125], sowie an db-Méausen [202]. Vermutlich
fuhrt die Hyperinsulindmie bei Insulinresistenz zur Aktivierung der ras-Kinasen und zur Induktion weiterer Gene,
zu denen auch die Sulfotransferase gehéren kdnnte, wéhrend die Resistenz nur die Glucose-Homdostase
betrifft, und Uber den Pls-Weg lauft [170].

IGF-I hingegen erklart massgeblich die Spiegel des DHEA und Androstendion, &hnlich wie bei den Gesunden und
Adip6sen in dieser und in anderer Studien [110, 324]. IGF-I scheint hinsichtlich der DHEA-Synthese einen von
Insulin unabhangigen, additiven Effekt zu haben, wie aus der multivariaten Regressionsanalyse hervorgeht.
Diese Beobachtung bestatigt die in vitro-Versuche, die zeigen, dass offenbar sowohl IGFs, als auch Insulin in

78



an ihren eigenen Rezeptoren wirksamen Konzentrationen Effekte auf die Steroidbiosynthese hervorrufen. Aus
der longitudinalen Therapiebeobachtung bei PWS lasst sich ein Giber den Altersanstieg hinausgehender Anstieg
des DHEA beobachten, der auf die Erh6hung der IGF-Spiegel unter Behandlung mit Wachstumshormon und
die konsekutive Steigerung der Steroidsynthese zuriickzufiihren sein kdnnte. Allerdings korrelieren unter
Wachstumshormon-Therapie nur noch Leptin mit DHEA, sowie IGF-I mit Androstendion. Weitere zuvor
untersuchten Zusammenhange zwischen den Androgenen und den Variablen der Kérperzusammensetzung
werden verdeckt, weil wahrscheinlich der direkte Einfluss des Wachstumshormons auf den zellularen
Metabolismus einerseits [285, 293], und auf die Insulinsensitivitat andererseits [210] die an den Serumspiegeln
ablesbaren IGF- und Insulin-Effekte tberspielt.

Die bei Gesunden beobachteten Zusammenhéange zwischen BMI und Androgenen bestehen nicht bei PWS.
Dafiir scheint die bei diesen Patienten pathologisch zugunsten der Fettmasse verschobene
Kdrperzusammensetzung verantwortlich sein [79]. Aus der fehlenden direkten Korrelation zwischen Fett- bzw.
Magermasse und Androgenen bei PWS kann abgeleitet werden, dass die Androgenspiegel wesentlich von den
Mediatoren der Kérpermasse abhangen, wie Insulin, Leptin und IGF-1, und weniger von der
Kérperzusammensetzung selbst. Die Fehlregulation der Kérperzusammensetzung beim PWS ist vermutlich
durch einen hypothalamischen Defekt bedingt, aber diese noch unbekannte Variable konnte in der vorliegenden
Untersuchung nicht mit berticksichtigt werden. Dadurch kann indessen der fehlende direkte Zusammenhang
zwischen Koérperzusammensetzung und Androgenen begriindet werden.

6.5 Steuerung der physiologischen Adrenarche

Die physiologische Adrenarche lasst sich nicht durch einen einfachen Steuerungsvorgang erklaren.
Morphologsich und funktionell ist die Reifung der Zona Reticularis ein langsamer Prozess, der zahlreiche
Informationen integriert (s. Tabelle 19). Die Adrenarche ist massgeblich mit Wachstum und Gedeihen
verbunden, wie aus longitudinalen klinischen Untersuchungen hervorgeht [246, 274]. Die vorliegenden in-vivo-
Untersuchungen konnten erstmals zeigen [181], dass die Androgenspiegel mit sezernierten Wachstumsfaktoren
zusammenhangen. Eigene und andere Ergebnissen bestétigen die Somatostat-Hypothese auch fiir die
Adrenarche, indem vor Einsetzen der gonadalen Aktivitat IGF-1 meist mit Androstendion korreliert, und somit
den Zustand des Langenwachstums widerspiegelt [243], wahrend Leptin mit DHEAS korreliert ist, und die
Fettmasse signalisiert [33, 279]. Beide Faktoren kénnen sowohl lokal auf die steroidbildenden Organe, als auch
hypophysér-hypothalamisch wirken, und auf den Verlauf der adrenalen bzw. gonadalen Reifung Einfluss
nehmen. Aus den invitro-Untersuchungen kann gefolgert werden, dass Insulin und IGFs die sekretorische
Kapazitat der NNR fordern und vorwiegend die A4-Steroid-Produktion und Abspaltung der Seitenkette an C17
vermitteln, was aber nicht das typische Sekretionsmuster der Adrenarche mit hohem DHEA/S erklart. Es
mussten zahlreiche in vitro untersuchte Faktoren zusammenwirken, um die Steroidsynthese so zu regulieren,
dass das Sekretionmuster der Adrenarche zu erkléren ist [258] (Tabelle 19). Alle gegenwartigen Hypothesen [4,
128, 286, 306] und die eigenen Untersuchungen vereinigend kann angenommen werden, dass die Adrenarche
ein lokal gesteuerte Prozess ist, dessen Voraussetzung das Wachstum der Zona Reticularis ist. Dass IGFs und
Insulin Mitogene fiir die NNR-Zelle sind, wurde hier und in zahlreichen anderen Untersuchungen belegt. Jedoch
ist keine Studie bekannt, die den Einfluss von IGFs und Insulin speziell auf das Reticularis-Wachstum

beschrieben hat.

Eine Regulation der physiologischen Adrenarche durch einen hypothalamisch-hypophyséaren Faktor ist nach
derzeitigem Wissensstand unwahrscheinlich, und mit einfachen Methoden bisher nicht nachweisbar gewesen

79



(s. Kapitel 1.4.2. und [278]). Allenfalls in pathologischen Zustéanden wird eine pramature Adrenarche durch

zentrale Prozesse ausgeldst, wie bei Hydrocephalus oder Glucocorticoid-Resistenz [309] beschrieben.

6.6 Ursachen der Pramaturen Pubarche

Die Pramature Pubarche stellt eine Manifestationsform der Hyperandrogenamie von Kindern zwischen dem
Neugeborenen- und Pubertatsalter dar. Herkémmlich lassen sich 2 klassische Differentialdiagnosen von der
idiopathischen Pramaturen Adrenarche abgrenzen, Nebennieren- oder Ovarial-Tumoren und Enzymdefekte,
deren oben (Kapitel 5.3.) beschriebene Haufigkeit und Besonderheiten in der Berliner Population nachfolgend

diskutiert werden.

6.6.1  Organische und genetische Defekte als Ursache der Pramaturen Pubarche

6.6.1.1  Tumoren

Nebennierenrinden-Tumoren betrafen in der vorliegenden Untersuchung einen Anteil von 5 % aller Madchen mit
Pramaturer Pubarche, und keinen Jungen. NNR-Tumoren treten bei Madchen im Kleinkindesalter 5 mal
haufiger als bei Jungen auf, wahrend sich im Adoleszentenalter die Geschlechtsverteilung angleicht (1:1) [209].
Dennoch muss auch bei Jungen mit Pramaturer Pubarche nach einem Tumor gesucht werden, da wir wie
andere Autoren zeigen konnten, dass die idiopathische PA bei Jungen tber 4 mal seltener als bei Madchen
vorkommt (Reviews in [21, 132, 241]), wahrend die Pravalenz der symptomatischen Pramaturen Pubarche bei
Jungen etwas erhoht ist (Kapitel 5.1.). Die Diagnose eines Carcinoms kann eine sehr schlechte Prognose
bedeuten, so dass jeder NNR-Tumor, der bei Kindern ab einer Grésse von 2,5 cm Carcinom-verdachtig ist [39],
baldmdglichst operativ entfernt werden muss. Die Sonographie der NNR gehort zu jeder Diagnostik der
Pramaturen Pubarche, und zwar um so dringlicher, je jinger das Kind ist, je deutlicher Zeichen der
Hyperandrogenamie sind und um so ,bizarrer* das Muster und ausgepréagter die Sekretion der Androgene sich
darstellen [163]. Die in der vorliegenden Studie und in anderen Populationen beschriebenen Verlaufe [277]
weisen darauf hin, dass ein systematisches Tumorscreening bei atypischer Pramaturer Pubarche bzw. frih-
manifester oder rasch progredienter PA, und eine unmittelbare Therapie fir die Kinder mit diesen Tumoren
nicht nur ein Uberleben, sondern normales Wachstum und Entwicklung sichern kénnen.

6.6.1.2  Nicht-klassisches AGS bei NNR-Enzymdefekten

Der nicht-klassische 21-Hydroxylase-Defekt kann eine atypische Adrenarche mit Virilisierung oder deutlicher
Skelettalterakzeleration um mehr als 2 Jahre hervorrufen, wie hier und anderweitig beschrieben (Reviews in
[21, 132, 241]). Die Jungen mit Enzymdefekt hoben sich hier lediglich durch das friihe Manifestationsalter
hervor, was in anderen Studien nicht erwahnt wurde, wéahrend eine friihe Manifestation bei den Madchen mit
LO-21-OHD nicht diagnoseweisend war. Ein nicht-klassischer 21-Hydroxylase-Defekt wurde bei 5 % der
Madchen mit Pramaturer Pubarche und 22 % der Jungen gesichert, bzw. bei 11 % der Jungen, wenn man die
Brider als einen Fall bewertet. Ein nicht-klassischer 3R3-HSD-Mangel dagegen konnte nach aktuellen Kriterien
aufgrund der nur massigen Erhéhung der stimulierten A5-Steroide nicht diagnostiziert werden. Die Pravalenz
des 21-OH-Mangels liegt in den Studien, die wie die vorliegende eine atypische Manifestation der Pramaturen
Pubarche einschliessen, bei 3,4 bis 36 %, und bei denen, die Kinder mit Virilisierung oder massiver
Skelettalterakzeleration ausschliessen, zwischen 0 und 30 %. Ausgehend von den Berliner Daten und denen
einer franzésischen Population [271] ist in Mitteleuropa bei Pramaturer Pubarche am ehesten mit einer
Pravalenz von 5 % -12 % an Kindern mit 21-Hydroxylase-Mangel zu rechnen.

80



Eine Substitution mit Hydrocortison ist bei biochemisch oder molekulargenetisch gesichertem nicht-klassischen
AGS indiziert, sobald klinische Symptome auftreten, wie die vorzeitige Schambehaarung [238]. Wird zufallig,
oder im Neugeborenen-Screening, ein erhéhtes 17-OHP gefunden, und fehlen klinische Symptome selbst bei
molekulargenetisch gesichertem nicht-klassischem AGS, ist zunéchst keine Therapie erforderlich [178, 182].
Hinzu kommt, dass gerade bei mildem AGS der Anteil an neuen Mutationen grosser als bei klassischem AGS
ist, und nur durch Sequenzierung gefunden wiirde sowie funktionell charakterisiert werden misste [188]. Bei
grundlicher Suche sind wahrscheinlich noch haufiger Mutationen zu finden, was jedoch unter Beriicksichtigung
des Kosten/Nutzen-Verhaltnisses nur selten indiziert sein mag. Streng genommen ist die Kenntnis des
Genotyps nur fur die pranatale Diagnostik erforderlich, um bei Kinderwunsch das Risiko fiir ein ungeborenes
Madchen, eine schwere AGS-Form zu entwickeln, mdglichst genau einschéatzen zu kdnnen und zu behandeln.

Wie intensiv ist bei Patienten mit Pramaturer Pubarche nach einem Enzymdefekt mittels ACTH-Test zu suchen?
Viele Autoren empfehlen, den Test immer durchzufiihren, da die Patienten mit nicht-klassischem AGS sich oft
klinisch und anhand der basalen Hormonwerte nicht von denen mit idiopathischer PA unterscheiden lassen
[119, 131], obgleich alle Berliner Kinder mit nicht-klassischem AGS erhéhte Basalwerte des 17-OHP hatten.
Weil aber eine therapeutische Konsequenz aus dem AGS nur gezogen wiirde bei Symptomen der atypischen
Adrenarche, oder lber das Pubertétsstadium hinaus erhéhten Androgenen, gentigt es nach Ansicht der meisten
Autoren, zielgerichtet therapierelevant vorzugehen, und einen ACTH-Test nur dann durchzufiihren, wenn
progrediente Skelettreifungsbeschleunigung, massive Androgenisierungszeichen, Zyklusstérungen oder fir das
Pubertatsstadium erhdhte Spiegel des Testosteron, Androstendion oder DHEAS auftreten [233, 287]. In jedem
Fall bleiben, wenn ein Enzymdefekt oder auch Tumor nicht ausgeschlossen sind, klinische Verlaufs-
untersuchungen solange nétig, bis die Progredienz der Androgenisierung eingeschéatzt werden kann [232]. Sind
solche Kontrollen nicht mdglich, muss die Indikation des ACTH-Testes grossziigiger gestellt werden.

6.6.2  Mdgliche Differentialdiagnosen bei Pramaturer Adrenarche

Nach Ausschluss obengenannter Diagnosen werden die Patienten Ublicherweise als ,idiopathische” PA
klassifiziert. In der untersuchten Berliner Population trifft dies initial auf der 85 % Méadchen zu, und auf 78 % der
Jungen, die wegen Pramaturer Pubarche vorgestellt wurden. Da unklar ist, auf welcher pathophysiologischen
Basis sich die sogenannte idiopathische PA entwickelt, wurden folgende Ursachen geprift (Kapitel 5.4) und
untenstehend diskutiert: die Heterozygotie fir den 21-Hydroxylase-Mangel, die ,Exaggerated Adrenarche bzw.
3R-HSD-Insuffizienz und die Adipositas. Des weiteren wird die Aktivierung von CRH als Ursache der NNR-
Androgen-Sekretion angenommen. In der Arbeitsgruppe um Chrousos wurde aus einer Pilotstudie geschlossen,
dass aufgrund des Zusammentreffens von Pramaturer Adrenarche, erhdhten Cortisol-Spiegeln, angstlich-
depressiver Verhaltensauffalligkeit und Adipositas eine zentrale Aktivierung der NNR-Achse durch CRH-
Hypersekretion vorliegen kdnnte [47]. Ob zusétzlich CRH einen direkten stimulierenden Effekt auf die DHEAS-
Synthese nicht nur wahrend der Fetalperiode [303], sondern auch postpartal aufweist [133, 134], ist ungewiss.

6.6.2.1  Manifestation bei Heterozygotie fur den 21-Hydroxylase-Mangel

Lange Zeit war nicht klar, ob es eine Untergruppe von Kindern gibt, bei denen eine Heterozygotie fir den 21-
Hydroxylase-Mangel sich offensichtlich in der Form einer Prdmaturen Adrenarche zeigt (Diskussion in [21]).
1986 fand Knorr [162] bei 75 Kindern mit Pramaturer Pubarche einen Anteil von 41 % an Kindern mit

Uiberschiessender 17-OHP-Stimulierbarkeit, im Vergleich zu genetisch untersuchten Kontrollen ohne 21-OH-
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Defekt, so dass vermutet wurde, auch der heterozygote Steroidsynthese-Enzymdefekt bei Ubertragern des 21-
Hydroxylase-Mangels kénne zur PA fuhren. Von allen wegen Préamaturer Pubarche untersuchten Berliner
Kindern zeigten geméass Nomogramm 25 % eine Erhéhung der ACTH-stimulierten 17-OHP-Spiegel, wie sie bei
Heterozygoten fiir den 21-Hydroxylase-Mangel charakteristisch, aber nicht beweisend ist. Die Inzidenz der
erhdhten Werte im ACTH-Test liegt damit etwas niedriger, als die kiirzlich angegebene aus den Vereinigten
Staaten [330] und dem Mittelmeerraum [56]. Dort betrug der Anteil der molekulargenetisch gesicherten
Patienten mit Heterozygotie fur den 21-Hydroxylase-Mangel 35 % bzw. 37,5 % der untersuchten Kinder mit PA.
In diesen Studien lag die Pravalenz dann niedriger, wenn man nur die ACTH-Tests betrachtete, da nicht alle,
die einen betroffenen Genotyp aufwiesen, eine pathologische Stimulierbarkeit des 17-OHP erkennen liessen,
sondern nur 50 bis 76,5 % [56, 162, 330]. Wie hoch ist andererseits der Anteil vermeintlich Heterozygoter, die
mittels ACTH-stimuliertem 17-OHP falsch positiv diagnostiziert werden, einzuschétzen? Aufgrund der
Genotypisierung konnte gezeigt werden, dass ungefahr 5 % der weiblichen Individuen mit normalem 21-
Hydroxylase-Gen eine erhdhte 17-OHP-Stimulation aufweisen, und demnach falsch positiv klassifiziert wiirden
[330]. Im tbrigen kdnnte durch Untersuchung spezifischer Steroidmetabolite, 11-Desoxycorticosteron und 21-
Desoxycortisol, die allerdings in dieser Studie nicht vorgesehen waren, die diagnostische Treffsicherheit des
biochemischen Heterozygotentests deutlich verbessert werden [88, 263].

Auch bei hirsuten Frauen ist der Anteil der Ubertragerinnen fiir einen 21-Hydroxylase-Mangel auf 35 % erhoht, im
Vergleich zu 6 % in der untersuchten Allgemeinbevolkerung [330]. Wéahrend weitere Studien die Annahme einer
moglichen klinischen Manifestation der Heterozygotie bestatigen (Review in [188]), steht dem die Untersuchung
an obligat heterozygoten Miittern von Kindern mit AGS gegeniber, die keine erhéhte Pravalenz der
Hyperandrogenamie im Vergleich zur Kontrollgruppe haben [160]. Nun sind prospektive Untersuchungen
hinsichtlich der Bedeutung des 21-OH-Mangel-Carrierstatus fiir den Hirsutismus durchzufihren. Es werden
Faktoren gesucht, die die Hyperandrogenamie bei den Heterozygoten fordern, oder auch vor ihr schiitzen. Zu
ersteren Faktoren gehdren sicher die in dieser Studie untersuchten Variablen, neben Insulin und dem IGF-
System zusatzliche mit der Adipositas assoziierte. Nichtsdestotrotz miissen neben dem Enzymdefekt weitere
Stdrungen der PA zugrunde liegen, da nur ein Teil der PA-Patienten von der Hererozygotie fiir den 21-
Hydroxylase-Defekt betroffen ist.

Es gab bisher noch keine klinische Arbeit in Mitteleuropa, die initiale Unterscheidungsmerkmale und den
Langzeitverlauf der Kinder mit Pramaturer Pubarche untersucht hat. Erstmals konnte hier gezeigt werden
(Kapitel 5.4. und 5.5.), dass die Gruppe der Kinder mit Verdacht auf Heterozygotie des 21-Hydroxylase-Mangels
durch eine schlechtere initiale Wachstumsprognose als die anderen Gruppen gekennzeichnet ist. Die
Skelettreife ist bei diesen Patienten deutlicher als die Wachstumsgeschwindigkeit erhéht, so dass das
verbleibende Wachstumspotential reduziert zu sein scheint. Dennoch ergibt sich aus den vorliegenden
Nachuntersuchungen an einer kleinen Gruppe kein Hinweis darauf, dass die Patienten mit PA als Manifestation
der Heterozygotie fiir einen 21-Hydroxylase-Mangel eine deutlich eingeschrankte Endgrossenprognose haben.
Ferner sind Akne und Hirsutismus, die klinischen Zeichen der Hyperandrogenamie, bei den Adoleszentinnen
dieser Gruppe nicht haufiger in den anderen PA-Subgruppen. Langzeitverlaufe an grésseren Gruppen mit PA
und Heterozygotie fir den 21-Hydroxylasemangel zu untersuchen waére zur weiteren Klarung von notwendig.

6.6.2.2  Exaggerated Adrenarche bzw. 3R3-HSD-Insuffizienz

Patienten mit Pramaturer Pubarche und ,Exaggerated Adrenarche” weisen biochemisch erhohte deltas-Steroide
auf, z.B. DHEAS, ohne dass in den meisten Fallen ein genetischer Defekt der 33-HSD identifiziert werden
konnte [214, 289]. Diese 33-HSD-Insuffizienz wird von einer erhéhten generalisierten NNR-Stimulierbarkeit

nach ACTH-Gabe begleitet, deren Ursache unklar ist (s. Einleitung 1.6.3.), und die nicht mit Ubergewicht
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einhergehen muss. Klinisch fielen in der Berliner Gruppe die betroffenen Patienten durch rasches Wachstum
und eine initial gute Wachstumsprognose auf. Zur Endgrésse kann aufgrund der Daten keine Aussage gemacht
werden. Jedoch ist der Grossen-SDS normal in der mindestens 2-jahrigen Verlaufskontrolle. Oft zeigt sich bei
diesen Kindern gleichzeitig eine beschleunigte gonadale Pubertéatsentwicklung [195]. Dieses Krankheitsbild
scheint bei Erwachsenen in die Funktionelle Adrenale Hyperandrogenamie (FAH) einzumiinden [135, 281], und
hieraus ist die sekundére Entwicklung eines Policystischen Ovar-Syndroms mdglich (s. dazu Kapitel 6.7.3.). Als
Pathogenese noch umstritten sind die Dysregulation der 17-Hydroxylase [15, 94, 282] und die endogene
hypothalamisch-hypophysare Uberstimulation der NNR [191]. Aufgrund neuerer Untersuchungen wird als
Ursache der Funktionellen Adrenalen Hyperandrogenamie eine der NNR innewohnende Regulationsstérung
angenommen, bei der die NNR-Sensitivitéat gegeniiber ACTH deutlich gesteigert ist, ohne dass ACTH selbst
vermehrt gemessen werden muss [14]. Die ACTH-Antwort der NNR-Androgene ist mdglicherweise durch lokale
Wirkung von Insulin oder Insulin-&hnlichen Wachstumsfaktoren verstarkt, die die Kapazitat der NNR-
Steroidsynthese erhdhen [14], wie in der vorliegenden Studie und in anderen klinischen Untersuchungen
gezeigt wurde [244, 321, 322]. Die hier identifizierten und in Kapitel 6.3. diskutierten in vitro-Mechanismen der
Steigerung der Steroidbiosynthese und Mitogenese der NNR kénnten so ihren klinischen Ausdruck finden.

6.6.2.3  Adipositas

Fir eine friihe Manifestation der PA spielt die Adipositas keine wesentliche Rolle, denn bei den prapubertaren
Kindern mit isolierter vorzeitiger Schambehaarung sind nur 11,4 - 12,5 % adipds (s. Kapitel 5.4.). Je jinger also
die Madchen sind, desto weniger haufig ist die PA von einer Adipositas begleitet. Dagegen fallt auf, dass von
den Adoleszentinnen mit Hyperandrogenamie und Anamnese einer PA ein deutlich héherer Anteil adip6s ist,
namlich 39 %. Bei den Jungen manifestiert sich die PA weniger friih, als bei den Madchen, und die Pravalenz
der Adipositas ist bei jenen haufiger (14 — 60 % in den vorliegenden Untersuchungen). Bei Gesunden
korrelieren der BMI und Leptin mit DHEAS oder DHEA, und sind gemeinsam fir bis zu 26 % der DHEA/S-
Varianz verantwortlich, bei PA hingegen ist dies nicht der Fall. Sicher ist die fehlende Korrelation zum Teil
Ausdruck des Selektionseffektes der PA-Studienpopulation. Aber auch wenn in der Studie an 33 Patienten mit
Hyperandrogenamie Leptin fir den BMI korrigiert wird, mit dem es bei PA wie bei Gesunden hervorragend
korreliert, zeigt es keinen Unterschied zwischen PA und Kontrollen (Kapitel 5.6., [181]). Gleichermassen fand
sich in einer anderen Studie keine Korrelation zwischen dem BMI und Androgenen bei PA [47]. Vermutlich ist
das Ubergewicht bei PA nicht Ausléser der Androgenamie. Die Adipositas kann aber bei Kindern mit PA
zusatzlich Einfluss nehmen, und scheint vor allem die Erhéhung der basalen Steroid-Spiegel zubewirken [149].
Die Untersuchungen an Kindern mit PWS, die alle eine zu hohe Fettmasse haben, konnten eine Korrelation
zwischen zirkulierenden Kérpermasse-assoziierten Hormonen und den Androgenen zeigen, aber nicht mit der
Kdrperzusammensetzung an sich (s. Kapitel 6.4, [172]). Andere Untersuchungen an Madchen mit Adipositas
und PA bestatigen, dass ein Hyperinsulinismus und die nachfolgende Steigerung der IGF-I-Aktivitat eine
Korrelation mit der Hyperandrogenamie aufweisen [244, 296]. Nur wenn das Ubergewicht mit einem
Hyperinsulinismus verkniipft ist, folgt die Aktivierung der NNR-Androgene [135, 139], wie auch bei erwachsenen
adipdsen Frauen [72]. Demnach wére die bei Adipositas bestehende Hyperandrogenéamie zu einem Tell
identisch mit dem, was als Exaggerated Adrenarche bezeichnet wird (s. Kapitel 6.6.2.2.).

Daruiber hinaus kdnnte die Adipositas verstarkend auf die Androgenbildung wirken, indem sie die periphere
Metabolisierung zu aktiven Androgenen fordert (vgl. Kapitel 1.3.3.), und auf diese Weise fur Ausmass und
Andauern der Hyperandrogenamie verantwortlich sein. Als Hinweis daftir kann dienen, dass die Androstendion-
Spiegel bei 2 adipdsen Madchen besonders hoch waren, aber diese Hypothese muss an einer grosseren
Patientenzahl geprift werden. Andererseits gibt es auch Hypothesen, dass durch die Hyperandrogenamie
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selbst Insulinresistenz und Adipositas geférdert werden [69, 305]. In der vorliegenden Studie aber war eine
Zunahme des Relativgewichtes wahrend der im Mittel fiinfeinhalb jahrigen Beobachtung nicht zu finden, wie
auch in einer Nachuntersuchung von siiddeutschen Patientinnen nicht [332]. Gleichwohl ist es nicht
ausgeschlossen, dass die Hyperandrogenamie bei Frauen und die Adipositas einen wechselseitigen sich
verstarkenden Effekt haben, der mdglicherweise in einigen Bevolkerungsgruppen, wie Stdeuropaern oder
Schwarzen, starker hervortritt [68].

6.7 Konsequenzen aus der Berliner Nachbeobachtung fiir Diagnostik und Therapie bei PA

Zu drei therapeutisch relevanten klinischen Besonderheiten bei der PA kdnnen wir anhand des natiirlichen
Verlaufes der PA bei Berliner Patienten Stellung nehmen, und daraus Vorschlage fiir das diagnostische und
therapeutische Vorgehen ableiten: Wachstum und Endgrésse, Hirsutismus und Ovarialfunktion.

6.7.1  Wachstum und Endgrésse

In der vorliegenden Studie ist die Kérpergrésse bei Erstuntersuchung schon erhéht und wie die Skelettreifung
nicht zunehmend beschleunigt. Dadurch verbessert sich die initial reduzierte Endgréssenprognose. Tatséchlich
liegt die Endgrésse, die bei 10 Madchen mit PA ohne Therapie gemessen wurde, Gber der ersten Prognose.
Auch andere Studien zeigten, dass die Beschleunigung des Wachstums bei PA friih auftritt, dass es wahrend
der Pubertat zur ausgleichenden Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit und Knochenreifung kommt, und
dass die Endgrosse im Elternzielbereich liegt [106, 144, 328]. Es ist fur finnische Madchen mit PA gezeigt
worden, dass der Wachstumsschub schon im 3. Lebensjahr beobachtet werden kann, deutlich vor Manifestation
der PA [261]. Lediglich scheint es einige Patienten zu geben, deren Skelettreifung rasch voranschreitet, deren
Endgréssenprognose sich verschlechtert, und die moglicherweise einer Therapie bediirfen. In der hier
untersuchten Population fielen die Kinder mit Heterozygotie des 21-Hydroxylase-Defektes durch signifikant
schlechtere Grossenprognosen auf. Eines dieser Madchen wurde wegen der progredienten Skelettreifung mit
Cyproteron-Acetat behandelt, obwohl es keine Studien gibt, die den Erfolg dieser Therapie bei PA hinsichtlich
der Endgréssenverbesserung belegen. Grundsatzlich fehlen auch noch Langzeitstudien, die bestétigen, dass
die Wachstumsprognose bei den manifesten Heterozygoten eingeschrénkt ist, oder dies widerlegen. Bis dahin
kommt der Diagnose der Heterozygotie des 21-Hydroxylase-Defektes nur insofern eine Bedeutung zu, als dass,
neben der genetischen Beratung, eine engmaschige Kontrolle des Wachstums erforderlich ist, um ggf. eine
Therapie einleiten zu kénnen. Ob diese dann besser in einer niedrigdosierten Hydrocortison-Substitution oder

Cyproteron-Actetat-Gabe bestehen soll, ist noch offen

6.7.2 Hirsutismus

Die Hyperandrogenamie der Madchen mit PA scheint bis ins Erwachsenenalter zu persistieren. Grundsétzlich
stellt sich bei Gesunden ab der Pubertat ein individuell recht konstanter Bereich der Androgenspiegel ein, so
dass die Hohe der peripubertaren Androgensekretion wahrend der gesamten Fertilitéts-Periode bestehen bleibt
[7]. Dementsprechend ist das Auftreten des Hirsutismus nach PA auch in unserer Nachuntersuchung mit 29%
deutlich héher, als allgemein bei erwachsenen Frauen zu erwarten, namlich 7% [12, 161]. Auch bei spanischen
Adoleszentinnen nach PA wird der gleiche Anteil an Madchen mit adrenaler Hyperandrogenamie (30%)
gefunden [135]. Leider kann aber wie in unserer Untersuchung auch dort kein Zusammenhang zwischen den
Androgenspiegeln wéhrend der vorzeitigen Adrenarche und denen im Erwachsenenalter gefunden werden.
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Daher hat bei PA die Héhe der DHEAS-Spiegel im Einzelfall keinen préadiktiven Wert fiir die
Hyperandrogenamie, anders, als die obengenannte longitudinale Studie an gesunden Adoleszentinnen
suggeriert [7]. Weiterhin ist weder bei Hirsutismus, noch bei Akne in der Berliner Patientengruppe die Pravalenz
der Patienten mit iiberschiessender 17-OHP-Stimulation erhoht, so dass der Ubertrager-Status des 21-OHD
allein fiir diese Formen der Androgenisierung nicht bedeutend ist, wie auch aus Daten anderer Populationen
gefolgert wurde (Review in [18, 245, 301]). Der Hirsutismus adrenalen Urssprungs scheint somit nach
Ausschluss eines nicht-klassischen AGS in unserer Population keiner weitergehenden Suche nach einem
heterozygoten Enzymdefekt zu bedirfen.

6.7.3 Ovarialfunktion

Bei den Berliner Patientinnen ist das Menarchealter verfriiht, im Vergleich zur Mutter und zur Population, liegt
aber mit 12 Jahren immer noch im Normbereich. Dies wurde bisher nur in der Studie an finnischen Méadchen
beobachtet [261], nicht jedoch bei spanischen [144] und italienischen [106]. Die Bedeutung dieses Befundes ist
noch nicht sicher einzuschéatzen, aber vielleicht nicht véllig harmlos, da es neuerdings Belege dafiir gibt, dass
eine friihe Menarche mit einem erhdhten Risiko fiir Adipositas [187] und fiir Bruskrebs einhergeht [253].

Zum Zeitpunkt der Manifestation zeigen Madchen mit PA keine ovarielle Sekretion [165, 224] und keine
polycystische Ovarien, eine Vergrésserung der Ovarien ist jedoch bereits nachweisbar [25, 38]. Als weitere
Folge der PA kann eine funktionelle ovarielle Hyperandrogenamie eintreten, eine Form des polycstischen Ovar-
Syndroms, und soll bis zu 45% der Jugendlichen mit ehemaliger PA betreffen [132, 135, 138, 140]. Jedoch
scheint in der vorliegenden Untersuchung die Inzidenz des PCOS, gemessen an den Zyklusstérungen bei
Hyperandrogenamie, geringer zu sein, und betragt hochstens 30%. Allerdings ist hier der
Beobachtungszeitpunkt zu friih gewabhlt, in einem Alter, welches tblicherweise noch keinen stabilen Zyklus
erwarten lasst [6]. Ein retrospektiver Zusammenhang zwischen sekundérer ovarieller Stérung und DHEAS-
Spiegeln bei Manifestation lasst sich in der vorliegenden Studie nicht erkennen, wie auch in einer anderen
Untersuchung nicht [119, 138]. Aber in einer spanischen Untersuchung korrelieren hohe initiale DHEAS- und
Androstendion- Spiegel mit spater erhobenen Parametern der funktionellen ovariellen Hyperandrogenéamie
[138, 140]. Experimentelle Daten belegen, dass eine pré- oder postnatale Androgen-Exposition zur Entwicklung
eines Polycystischen Ovar-Syndroms fuhrt [1, 81], weil es durch die Hyperandrogendmie selbst zur Stérung der
Feedback-Regulation, LH-Uberstimulation und ovariellen Androgenbildung sowie Ausbildung zystischer Ovarien
kommt. Diese Konstellation ist auch von Frauen mit Adrenogenitalem Syndrom bekannt [24]. Das Risiko, ein
PCOS zu entwickeln, steigt bei Adipositas oder Stamm-betonter Fettverteilung an, sofern sie mit einer
Insulinresistenz und Hyperinsulindmie einhergehen, da diese in der Genese des PCOS eine wesentliche Rolle
spielen [132]. Die durch Hyperinsulindmie und IGFBP-1-Erniedrigung erhdhte IGF-I-Bioaktivitat (s. Kapitel 6.2.)
steigert nicht nur die NNR-Ansprechbarkeit, sondern zusatzlich auch die Sensitivitat des Ovars gegentiber LH;
dies bewirkt eine Thekazell-Stimulation und verstarkt die Hyperandrogenamie auf der ovariellen Ebene [2].
Diese Auswirkungen liessen sich auch in vivo durch Erhdhung der zirkulierenden IGF-I - Spiegel beobachten:
Bei Frauen mit Laron-Syndrom, der Wachstumshomon-Resistenz, entstand unter Therapie mit IGF-I eine
Hyperandrogenamie und fuhrte zu polycystischen Ovarien [159]. Darliber hinaus weist die familiare Haufung
von erhdéhten DHEAS-Spiegeln bei méannlichen und weiblichen Angehérigen von Frauen mit PCOS auf einen
kausalen genetischen Defekt hin, der aber bislang noch nicht eindeutig identifiziert wurde, weder in den
Steroidsynthese-Genen, noch im Insulin-Rezeptor-Gen [94, 200, 201].

Eine Nachbetreuung der Patientinnen mit PA Uiber den Pubertéatsbeginn hinaus wird angeraten, weniger wegen
des Wachstums, wohl aber wegen des Risikos des Hirsutismus und der gesttérten Ovarfunktion. Dabei ist das
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diagnostische und therapeutische Vorgehen bei Jugendlichen mit einer Anamnese der PA noch gar nicht
geklart. Es wird zwar empfohlen, Madchen mit Pramaturer Adrenarche auf ihr erhéhtes Risiko, Hirsutismus,
Zyklus- oder Fertilitatsstérungen zu entwickeln, hinzuweisen. Insbesondere seien die zu tiberwachen, die eine
familidre Belastung [200, 201], hohe Androgenspiegel [119, 138] oder eine Adipositas mit Hyperinsulindmie
haben [23, 244, 321]. Obgleich Hirsutismus und PCOS so verbreitet sind, gibt es jedoch keine Evidenz dafir,
welche Faktoren bei der einzelnen Patientin mit PA als Pradiktoren fiir die Entwicklung eines PCOS dienen
kdnnen. Ferner gibt es auch keine Kriterien dafur, wann bei Madchen oder Jugendlichen eine Therapie der
Androgen-bedingten Wachstums- und Entwicklungsbeschleunigung indiziert ist. Aus der vorliegenden Studie
und den zitierten Arbeiten geht nur klar hervor, dass bei typischer Pramaturer Adrenarche eine Therapie der
Wachstumsbeschleunigung nicht erforderlich ist (vgl. Kapitel 1.6.4., [287]). Gleichfalls gibt es nur wenige
Untersuchungen zur Therapie der postpubertaren Stérungen. Bei Hirsutismus und Oligomenorrhoe von
Adoleszentinnen wurde kiirzlich die Wirksamkeit des Androgenrezeptorblockers Flutamid gezeigt [136],
hingegen bei Insulinresistenz ist Metformin geeignet [11, 141, 143], oder auch eine Kombination beider
Substanzen [142]. Diese Therapiestudien an Jugendlichen wurden bisher nur mit kleinen Zahlen und nicht

kontrolliert durchgefiihrt. Auch gibt es noch keine prospektive Studien, die nach Pradiktoren des PCOS nach PA

suchen. Somit sind weitere Untersuchungen dazu anzustreben.
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7Schlussfolgerungen und Hypothesen

Am zellbiologischen Modell und in klinischen Untersuchungen konnte die Uber IGF-I, -1l und Insulin vermittelte
Stimulation der NNR-Aktivitat mit iberwiegender Androgenbildung belegt werden. Vor der Pubertét signalisieren
Insulin und die IGFs, gemeinsam mit Leptin, dem Hypothalamus und den steroidbildenden Organen die Korper-
zusammensetzung und erlauben somit die weitere Pubertatsentwicklung, die Adrenarche und die Gonadarche.
Jenseits des Pubertatsbeginns gibt es jedoch keinen Anhalt, dass Leptin die adrenalen Androgene stimuliert.
Diesen Befunden kommt im Rahmen der zunehmenden Adipositasprévalenz auch bei Kindern eine besondere
Bedeutung zu. Der Einfluss von Leptin, IGFs und Insulin fiir die Hyperandrogenamie ist nun vor allem bei
heranwachsenden Madchen mit Adipositas zu klaren, um Untergruppen der Ubergewichtigen herauszufinden,
die ein besonderes Risiko haben, ein PCOS zu entwickeln, und praventive Strategien aufzubauen sowie
effiziente Therapieformen zu priifen.

Die physiologische Reifung der NNR-Androgen-Sekretion ist der wissenschaftlichen Analyse nur schlecht
zugéanglich, da sie Spezies-spezifisch und an den intakten einzigartigen Aufbau der NNR gebunden ist. Ein
hypophsér-hypothalamischer Androgen-bildender Faktor kommt nach derzeitigem Wissensstand fir die
physiologische Steurung der Adrenarche nicht in Frage. Der physiologischen Adrenarche liegt offensichtlich ein
sehr langsamer Wachstums- und Differenzierungsprozess der Reticularis-Zellen zugrunde, der sich Gber
mehrere Jahre erstreckt. Dieser kdnnte in besonderer Weise von der Wirkung des IGF-1 und -Il abhéngen. Die
Bedeutung des IGF-II fir die NNR-Tumorgenese wurde klar belegt, und wird angenommen fiir das NNR-
Wachstum. Der Verlauf der IGF- Blutspiegel wéahrend von der Geburt bis zur Seneszenz ahnelt den
Anderungen der NNR-Morphologie und suggeriert, dass sie sich gut als spezifische Wachstumsfaktoren der
NNR eignen. Dazu kommt, dass ihr Typ 1-IGF-Rezeptor vorwiegend in der Zona Reticularis lokalisiert ist. Die
IGF-I-Spiegel steigen bis zur Pubertét stetig an, wahrend die IGF-II-Spiegel im Blut nach der Geburt einen
Abfall zeigen, der mit der Involution der fetalen NNR zusammenféallt. Am Ende des 1. Lebensjahres nehmen
IGF-I und 1l wieder zu bis auf ein Plateau im Jugendalter; dann sinken sie in der Seneszenz signifikant ab. Da
IGF-II bei Kleinkindern eine schwache Korrelation mit der Fettmasse zeigt, und IGF-I das Langenwachstum
signalisiert, kdnnten sie gut den Zustand des kindlichen Gedeihens an die NNR vermitteln. Daher wére in
morhphologischen Arbeiten zu kléaren, wie die lokalen IGFI- und -lI-Konzentrationen in der NNR mit der
Adrenarche und der Adrenopause in Zusammenhang stehen. Longitudinale biochemische Untersuchungen an
gesunden Kindern sollten untersuchen, wie die NNR-Funktion von zirkulierenden IGF-Spiegeln abhangt.
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