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1 Einleitung

1.1 Definition der Pramaturen Pubarche

Der klinisch-deskriptive Begriff Pubarche bezeichnet das Auftreten von Pubesbehaarung, die
von Axillarbehaarung begleitet sein kann. Dieser Prozess wird als pramatur betrachtet, wenn
er bei Madchen vor dem achten, bei Jungen vor dem neunten Lebensjahr auftritt (27). Im
Durchschnitt tritt das Stadium PH2 nach Marshall und Tanner (51) im Alter von 11,69 + 1,21
Jahren auf. In der normalen Pubertatsentwicklung steht die Pubarche bei Madchen in zeitli-
chem Zusammenhang mit der Brustentwicklung, der Umwandlung der Vaginalschleimhaut
und der Menarche, bei Jungen mit der Entwicklung von Penis, Skrotum und Testes, sowie bei
beiden Geschlechtern mit dem pubertdaren Wachstumsspurt (51, 34). Die meisten Autoren
unterscheiden zwischen typischer und atypischer Pramaturer Pubarche. Bei der typischen
kodnnen neben der Pubesbehaarung auch Axillarbehaarung und adulter Schweissgeruch vor-
liegen. Unterschiedliche Meinungen herrschen bezuglich der Frage, ob leichte zystische Akne
oder fettendes Kopfhaar als atypisch anzusehen ist. Eine sicher atypische Form liegt bei Ver-
grosserung der Klitoris, der kleinen Labien bzw. des Penis vor (2, 73). Das Hodenvolumen
bei Jungen bzw. die Brustdriisen bei Madchen sind definitionsgeméss prapubertéar (73). Ein
leichter Knochenaltervorsprung findet sich sehr oft. Die Prdmature Pubarche tritt normaler-
weise zwischen dem dritten und achten Lebensjahr auf, bei Madchen h&ufiger als bei Jungen
(73). Die isolierte Pramature Pubarche ist neben der Pramaturen Thelarche, der vorzeitigen
Brustentwicklung, die haufigste Form eines verfriihten Auftretens von Pubertdtsmerkmalen
(70, 63). Es findet sich zumeist dunkles, kréftiges und gelegentlich gekrauseltes Haar, bei
Médchen auf den Labia majora oder zusétzlich auf dem Mons pubis, bei Jungen an der Penis-
basis. Der Befund ist bei den Kindern entweder stationar oder nur langsam progredient (63).
Das Auftreten von Pubesbehaarung geschieht durch Stimulation der androgensensitiven Haar-
follikel. (71)

Der Pubarche liegt die Reifung der Nebennierenrinde, Adrenarche genannt, zugrunde.

Die meisten Kinder mit Pramaturer Pubarche zeigen erh6hte Serum-Spiegel an basalem De-
hydroepiandrosteron (DHEA) und Dehydroepiandrosteron-Sulfat (DHAS), Androstendion
und in einigen Studien auch Testosteron. Die Androgen-Spiegel sind durch Administration
von Adrenocorticotropem Hormon (ACTH) zu stimulieren, durch Dexamethason zu suppri-

mieren, was auf eine adrenale Herkunft schliessen l&sst. Der Serum-Spiegel des Luteinisie-
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renden Hormons (LH) und die LH-Antwort auf Stimulation mit Luteinisierendes-Hormon-

Releasing-Hormon (LHRH) werden dagegen als normal beschrieben. (63)

1.2 Physiologie der Adrenarche

Die Nebenniere ist als paarige endokrine Driise am oberen Pol der Nieren lokalisiert. Die
Rinde ist mesodermaler Herkunft, nach Anordnung der Zellen lassen sich histologisch drei
fliessend ineinander bergehende Zonen erkennen. Die schmale dussere Zona glomerulosa
besteht aus Zellballen und knduelartig gewundenen Zellstrangen, hier werden vor allem Mine-
ralocorticoide gebildet. Im breiten mittleren Rindenabschnitt, der Zona fasciculata, sind gros-
se polygonale helle Zellen, die hauptsachlich Glucocorticoide bilden, zu radidren Strdngen
angeordnet. Netzférmig verbundene Zellen, die Androgene sezernieren, sind in der innen ge-
legenen Zona reticularis zu finden. (66)

Eine Zona reticularis wird erst ab einem Alter von vier Jahren histologisch sichtbar. (12)

In die Steroidgenese sind vier P450-Enzyme involviert, die entsprechenden Gene sind in
Klammern aufgefiihrt: das mitochondriale P450scc mit 20,22-Desmolase-Aktivitat
(CYP11A). Das ebenfalls mitochondriale P450c11 mit 11-Hydroxylase-, 18-Hydroxylase-
und 18-Methyloxydase-Aktivitat (CYP11B). Das P450c17 im endoplasmatischen Reticulum,
das die 17a-Hydroxylase- und die 17,20-Lyase-Aktivitaten katalysiert (CYP17). Das
P450c21, welches bei Glucocorticoiden und Mineralocorticoiden die 21-Hydroxylaseaktivitat
katalysiert (CYP21). Alle diese Enzyme haben hdchstwahrscheinlich eine tunnelartige Struk-
tur, welche einen gerichteten Fluss der Steroide entlang der Membranen der Mitochondrien
und des endoplasmatischen Reticulums bedingen, die fiir die Regulation der Synthese als
wichtig erachtet wird. Ausserdem ist ein Nicht-P450-Enzym an der Steroidsynthese beteiligt,
die 3R3-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (33HSD), die auch Isomerase-Aktivitat hat. (53)

1984 untersuchten Dickerman et al. direkt die Steroidkonzentrationen in Nebennieren-
praparaten und konnten dabei Unterschiede in der Konzentration einzelner Steroide und damit
in der Aktivitat einzelner Enzyme in den drei Zonen im Entwicklungsverlauf nachweisen. Die
Aktivitat der einzelnen Enzyme der Steroidgenese ist dieser Arbeit zufolge vor allem von der
intrazelluldren Konzentration an Steroiden und nicht von einer extrazellularen Stimulation
abhangig. Es konnte ein Gradient der intraadrenalen Steroidkonzentrationen durch den adre-
nalen Kortex hindurch und signifikante Anderungen dieser Konzentrationen im Laufe der
Entwicklung festgestellt werden. Eine wesentliche Rolle scheint dabei auch die zentripetale
Durchblutung des Kortex zu spielen. Das mittlere Gewicht der Nebenniere nimmt im S&ug-

lingsalter kontinuierlich ab und nimmt ab einem Alter von einem Jahr parallel zum Korper-
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wachstum zu. Die Entwicklung der Nebennierenrindendicke verlauft ebenfalls dazu parallel.
Die Aktivitat der adrenalen 3R3-Hydroxysteroid-Dehydrogenase ist bei Geburt niedrig, nimmt

im Kleinkinalter schnell zu und fallt wéhrend der Adoleszenz und dem Erwachsenenalter wie-

Abbildung 1: Adrenale Synthesewege der Steroide. Die kursiv gesetzen Schritte finden in den Testes
bzw. Ovarien statt.
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der ab (47). Das Muster der 21-Hydroxylaseaktivitat verlauft entgegengesetzt dazu mit einem
signifikanten Anstieg wahrend der Adrenarche. Dieser Anstieg ist auf die dussere Schicht des
Kortex beschrankt. Eine &hnliche Zunahme wahrend der Adrenarche wurde fiir die 17,20-
Desmolaseaktivitat gefunden. Da dieser Anstieg nicht mit einem merklichen Anstieg der 17-
Hydroxylaseaktivitat einhergeht, obwohl beide Reaktionen von demselben Cytochrom-P-450-
Enzym katalysiert werden, gehen Dickerman et al. davon aus, dass die Steroide eher die Akti-
vitat der vorhandenen Enzymsysteme beeinflussen, als die Synthese neuer Cytochrome Uber
vermehrte Transkription zu induzieren.

Die Wirkung von ACTH besteht hauptsachlich in einer globalen Zunahme der Steroidgenese
und nicht in der Beeinflussung einzelner Enzymsysteme. (12) Vier Hauptmechanismen der
ACTH-Wirkung auf die Steroidsynthese werden unterschieden: erstens erhéht ACTH (ber die
Stimulation der Cholesterinesterase die Verfugbarkeit an freiem Cholesterin. Zweitens er-
leichtert ACTH den Cholesterintransport in die Mitochondrien. Drittens fordert ACTH die
Bindung von Cholesterin an das P450c11, und viertens stimuliert ACTH die Freisetzung von
neu synthetisiertem Pregnenolon. Alle diese Schritte sind ganz am Anfang der Synthesewege
zu finden und wirken innerhalb von Minuten. Als Langzeiteffekt ist ACTH fir die Aufrecht-
erhaltung einer normalen Konzentration an P450c11 verantwortlich. (53)

Von einigen Autoren wurde die Existenz eines separaten, androgenstimulierenden Hormons,
das die Cortisolsynthese unbeeinflusst liesse, angenommen. Es wurde sogar von einer Ar-

beitsgruppe ein entsprechendes Peptidhormon identifiziert. (64) Allerdings konnten diese Er-
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gebnisse in anderen Studien nicht bestétigt werden und ein Zusammenhang mit der Initiierung
der Adrenarche ist fiir das beschriebene Peptid nicht wahrscheinlich (28). Allerdings haben
einige Hormone einen direkten Einfluss auf die Steroidsyntheseenzyme, darunter z. B. Insu-
lin-like growth factor | (IGF-I) und IGF-II, die die Aktivitat der 17R-Hydroxylase und der 33-
HSD verstérken. (44)

Adrenarche ist der Begriff, der die reifungsbedingte Zunahme der adrenalen Androgenpro-
duktion kennzeichnet, die bei Madchen und Jungen zwischen dem sechsten und achten Le-
bensjahr stattfindet, ungeféhr zwei Jahre vor dem Beginn der Gonadenreifung und der Puber-
tat (Gonadarche) (70, 27). Das Antwortmuster auf die hypophysare Stimulation mit ACTH
andert sich: Es werden zunehmend die 17-Ketosteroide DHEA und DHAS gebildet (70, 27).
Die Zunahme der Serumkonzentration von DHAS spiegelt normalerweise den Prozess der
Adrenarche wieder (70). Grundlage dieser Entwicklung scheint eine Aktivitdtszunahme der
17,20-Lyase, und in geringerem Masse auch der 17a-Hydroxylase, zu sein (76, 12). Miller hat
1988 gezeigt, dass beim Menschen die adrenale 17,20-Lyase und die 17a-Hydroxylase zwei
Aktivitatsformen eines einzigen Enzyms, des P450c17 sind, welches den A®-Sytheseweg be-
vorzugt (53).

Rich et al. haben eine zeitgleiche Abnahme der 3R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Aktivitat
gefunden. (68)

Mit etwa sechs Jahren beginnt der Serum-Spiegel an DHAS von einem Nadir um 10 pg/dl aus
anzusteigen, mit etwa acht Jahren ubersteigen die Werte bei Jungen die der Madchen. Mit elf
Jahren betragt der DHAS-Spiegel bei Jungen im Durchschnitt 120 pg/dl und steigt im Laufe
der Pubertat auf einen Durchschnittswert von 317 pg/dl bei erwachsenen Mannern an. Bei
weiblichen Personen betragen die Werte ab dem elften Lebensjahr etwa die Halfte der be-
schriebenen Werte. Pubesbehaarung tritt bei interindividuell sehr variablen DHAS-Werten
auf, in der Regel bei tber 40 pg/dl. (71, 27)

Die Urinausscheidung von 17-Ketosteroiden nimmt dramatisch zu (86, 27). Uber eine etwaige
vermehrte Bildung des Zona-fascilculata-Produkts Androstendion herrschen verschiedene
Meinungen, es scheint aber im Rahmen der Adrenarche im Serum erst spat anzusteigen (27,
47).

Allerdings ist die Rolle von DHAS bei der Induktion der Pubesbehaarung umstritten, da auch
die Applikation hoher DHAS-Dosen bei Kindern mit verspateter Adrenarche die Ausbildung
von Scham- oder Achselbehaarung nicht induzieren konnte (16).

Worauf jedoch die Initiierung der beschriebenen Veradnderungen beruht, ist noch nicht gesi-
chert. VVon einigen Autoren wird angenommen, dass Leptin als Indikator fur die Fettmasse
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und IGF-1 fir die Grosse und fettfreie Kérpermasse eine Schlusselrolle spielen. Diese Media-
toren sollen bei Erreichen einer bestimmten Korpermasse die Zunahme der adrenalen Andro-
gensekretion mediieren. Der Leptinrezeptor konnte in der Nebennierenrinde bereits nachge-
wiesen werden. Aber auch der Weg der zerebralen Information Uber die Korpermasse mit
nachfolgender Aktivierung der hypophyséren, adrenalen und gonadalen Achse ist denkbar.
(67,45, 7)

1.3 Pramature Adrenarche

Die Androgen-Spiegel der Patienten mit Pramaturer Pubarche erreichen Werte, die sonst im
Pubertétsstadium 2 nach Tanner liegen (73).

Die grosse interindividuelle Varianz der DHAS-Spiegel bei Auftreten von Pubesbehaarung,
sowohl bei normalen Personen als auch bei Patienten mit Pramaturer Pubarche, kann als An-
haltspunkt die These einer vermehrten Androgenempfindlichkeit der Haarfollikel bei Patien-
ten mit Praématurer Pubarche unterstutzen. (71, 36)

Es besteht nun aber die Frage, ob die Pramature Pubarche Folge einer normalen, aber eben
verfrihten Adrenarche ist oder ob ein Enzymdefekt vorliegt, durch den Hormonwerte wie bei
der physiologischen Adrenarche schon in einem friiheren Lebensalter auftreten (70).Von eini-
gen Autoren wird ein 3BHSD-Mangel als Ursache erhohter DHEA und 17-
Hydroxypregnenolon-Spiegel nach ACTH-Stimulation angesehen (89). Bei erwachsenen
Frauen mit Hirsutismus, die ein &hnliches Antwortmuster auf ACTH-Stimulation aufwiesen,
ergab ein ovarieller Stimulationstest jedoch einen Uberhohten Anstieg von 17-
Hydroxyprogesteron (17-OHP) und Androstendion. Dies spricht gegen einen Enzymdefekt
und weisst eher auf eine Dysregulation der ovariellen 17a-Hydroxylase- und 17,20-Lyase hin,
die wahrscheinlich dem Syndrom der Polyzystischen Ovarien (PCOS) zugrundeliegt. In Ana-
logie hierzu kénnte auch bei Kindern mit Prdmaturer Pubarche von einer Dysregulation der
17a-Hydroxylase- und 17,20-Lyase in der Nebennierenrinde ausgegangen werden. (70)
Andererseits wurde von vielen Autoren immer wieder ein heterozygoter Mangel an 21-
Hydroxylase als Ursache fiir die erhdhten 17-OHP-Spiegel diskutiert. Grundlage dieser Dis-
kussion ist die Beobachtung, dass Patienten mit Prématurer Pubarche haufig ein Antwortmus-
ter besonders von 17-OHP auf ACTH-Stimulation aufweisen, die dem von obligat heterozy-
goten Angehdrigen von Patienten mit Adrenogenitalem Syndrom (AGS) gleicht. (19, 39) Al-
lerdings ist besonders bei Patienten mit hispanischer Ethnie sehr haufig beschrieben worden,

dass das Late-onset-AGS durch die Pradmature Pubarche erstmals aufféallt und diese homozy-
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gote Form des Enzymmangels in diesen Landern eine h&ufige Ursache der Pramaturen Pubar-
che ist. (23, 31)

1.4 Genetik des 21-Hydroxylase-Mangels

Das Adrenogenitale Syndrom ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, die zu tber
95% auf Mutationen im CYP21-Gen beruht. Die zwei wesentlichen Formen sind zum einen
die salzverlierende Form (englisch: salt wasting = SW), bei der die 21-Hydroxylaseaktivitét
komplett fehlt. Die Aldosteronsynthese ist somit nicht méglich. Zusatzlich wird durch den
blockierten Syntheseweg eine grosse Menge an Androgenen sezerniert, was zur pranatalen
Virilisierung des dusseren Genitales bei Madchen fiihrt. Zum anderen gibt es die einfach viri-
lisierende Form (englisch: simple virilizing = SV), bei der eine ausreichende Restaktivitat zur
Aldosteronsynthese vorhanden ist. Mildere Formen des 21-Hydroxylase-Mangels fallen oft
erst durch Prdmature Pubarche oder Wachstumsbeschleunigung im Kindesalter bzw. durch
Menstruationsunregelmassigkeiten, Hirsutismus oder Unfruchtbarkeit im Erwachsenenalter
auf und werden als nicht-klassisches AGS (englisch: Non-classical-congenital adrenal hy-
perplasia = NC-CAH) oder Late-onset-AGS bezeichnet. Die Diagnose des AGS beruht im
Wesentlichen auf der Bestimmung des 17-Hydroxyprogesterons im Serum im Rahmen des
Neugeborenenscreenings. (94)

Genaue Héaufigkeiten sind nur fir die klassischen Formen des AGS bekannt. In Miinchen be-
tragt die Haufigkeit nach einer Veroffentlichung aus dem Jahre 1985 1:7000. Die Heterozygo-
tenhaufigkeit berechnet sich demnach nach der Hardy-Weinberg-Regel als 1:37 (26). Fur die
nicht-klassische Form ist aufgrund der oft oligosymptomatischen Klinik und der erst spéat ein-
setzenden und milderen Hyperandrogendmie keine genaue Haufigkeit bekannt. Nach einigen
Studien ist sie der wahrscheinlich haufigste autosomal-rezessiv vererbte Gendefekt. Einige
Bevolkerungsgruppen sind besonders hédufig betroffen: bei den Ashkenazi Juden 1:27, bei
Hispaniern und Jugoslaven 1:50-1:60, bei den Italienern 1:300. Bei den anderen Kaukasiern
betragt die Haufigkeit fur NC-CAH etwa 1:1000. Die Haufigkeit der Heterozygotie nach Har-
dy-Weinberg ist demnach fur NC-CAH 1:16. (85) Wenn Heterozygotie fiir 21-Hydroxylase-
Mangel als Ursache der Pramaturen Pubarche angenommen wird, missten folglich signifikant

mehr Heterozygote unter den Patienten mit Prdmaturer Pubarche gefunden werden.

Das CYP21-Gen liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 inmitten der HLA-Region und
wird eng mit den HLA-Genen gekoppelt vererbt (94). Zum Beispiel haben Personen mit
Bw47 ein 50fach erhohtes Risiko, AGS-Carrier zu sein, solche mit B14 ein 250faches Risiko,
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Carrier fir NC-CAH zu sein. Auch kénnen bestimmte HLA-Typen verschiedenen Krankheits-
formen zugeordnet werden, so ist HLA Bw47 mit der SW-Form, B5 mit der SV-Form und
B14 mit der NC-Form assoziiert. (26)

Das CYP21-Gen umfasst 3447 bp und ist in zehn Exons und neun Introns unterteilt, die co-
dierende DNA umfasst 2 kb und die abgeleitete Aminosauresequenz ergibt ein Protein mit
494 Aminosduren und einem Molekulargewicht von 55 000 d (52). Das Pseudogen CYP21P
liegt in der gleichen Region. CYP21 und CYP21P zeigen ca. 98% Homologie in den Exons
und ca. 96 % in den Introns. (25)

Als Ursache, dass CYP21P ein Pseudogen ist, liegen die folgenden Unterschiede vor: eine 8
bp Deletion in Exon 3 und eine 1 bp Insertion in Codon 306, Exon 7, was jeweils zu Ver-
schiebung des Leserastern mit Stoppcodon fihrt.

Ein einzelner Basenaustausch C—T in Codon 318, Exon 8, resultiert ebenfalls in einem
Stoppcodon. Diese Mutationen bewirken, dass kein funktionelles Protein synthetisiert werden
kann.

In der 5°- und 3°- flankierenden Region beider Gene befinden sich zwei identische Taql-
Restriktionsstellen, die 3,7 kb voneinander entfernt sind. Durch eine zusétzliche Tagl-
Restriktionsstelle in der 5°-flankierenden Region des CYP21P-Gens (211 bp ,,upstream** des
ATG Initialcodons) ergeben sich in genomischen Blots Fragmente unterschiedlicher Grosse
fur CYP21 (3,7 kb) und CYP21P (3,2 kb).

Die meisten der AGS-bedingenden Mutationen sind durch Gentransfer zwischen dem
CYP21P- und dem CYP21-Gen bei falscher Paarung in der Meiose entstanden. Dies wird oft
als Genkonversion bezeichnet. Punktmutationen sind hauptséchlich innerhalb einer betroffe-
nen Familie zu finden. Zumeist werden die Mutationen von zwei heterozygoten Elternteilen
auf die Kinder Ubertragen. 65-75% der Patienten sind daher compound heterozygot (42). Nur
etwa 1% der Mutationen entstehen de novo. (93,94) In der Arbeit von Krone et al. von 1998
waren Deletionen, grosse Konversionen und die von uns untersuchten Punktmutationen fur
98,9% der Mutationen der untersuchten 182 Allele verantwortlich (43).

Die klinische Expression des AGS korreliert mit der weniger schwerwiegenden Mutation, d.h.
mit der Restaktivitat der 21-Hydroxylase. (42)

Drei Mutationen kommen besonders haufig bei der NC-Form vor: Val282Leu im Exon 7 als
haufigste (85), Pro454Ser im Exon 10 (91) und Pro31Leu im Exon 1 (90, 91, 8). Diese Muta-
tionen beeintrachtigen die sekundare Struktur des 21-OH-Enzyms, welches in vitro eine Rest-
aktivitat von 20-60% aufweist (90, 8).
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1.5 Historischer Uberblick Giber die Forschung zur Pramaturen
Pubarche

Obwohl bereits zuvor in einigen Lehrbuchern der Padiatrie und padiatrischen Endokrinologie
(86, 97) die Existenz einer Pramaturen Adrenarche und Pubarche erwéhnt wurde, wurde 1952
von Silverman et. al. die erste systematische Untersuchung an Patienten mit isoliert aufgetre-
tener Pubesbehaarung durchgefiihrt (81). Es handelte sich um 27 Mé&dchen, bei denen die Pu-
barche vor dem achten Lebensjahr aufgetreten war und um einen Jungen, bei dem dies mit
8,25 Jahren der Fall war. An Befunden war eine Akzeleration des Knochenalters um ein bis
vier Jahre aufgefallen. Allerdings wurde in der Verlaufsbeobachtung keine Tendenz zum vor-
zeitigen Epiphysenschluss mit konsekutivem Kleinwuchs festgestellt. Als wichtigste Diffe-
rentialdiagnosen wurden adrenale Tumore und das Adrenogenitale Syndrom gesehen, welche
durch Abwesenheit von Zeichen exzessiver Androgensekretion wie Virilisierung und Klito-
risvergrosserung, Akne, Hirsutismus, erhohte Muskelmasse und stark beschleunigtes Wachs-
tum sowie die Messung von 17-Ketosteroiden im Urin ausgeschlossen wurde. Allerdings
wurde eine gering erhdhte adrenale Androgensekretion als Ursache der Pubarche angenom-
men, deren Ursache aber ungeklart blieb, ebenso wie die Tatsache, dass hauptsédchlich Mad-

chen betroffen sind.

Seit der Erstbeschreibung der Pramaturen Pubarche wurde eine erhéhte adrenale Androgen-
produktion als Ursache vermutet. Conly et al. verglichen 1967 die 17-Ketosteroid-
ausscheidung im Urin sowie die Plasmakonzentrationen und Ausscheidung einzelner Andro-
gene bei 16 prapubertdren Kontrollpersonen, sieben Mé&dchen mit Praématurer Pubarche und
sechs Kindern mit Adrenogenitalem Syndrom. Sie fanden bei den Madchen mit Pramaturer
Pubarche eine normale Exkretion der 17-Ketosteroide im Urin, aber eine selektiv erhthte
Ausscheidung androgen wirksamer Steroide. Bei einer Patientin wurde eine Suppression der
Androgenexkretion im Urin durch Dexamethason nachgewiesen, was als weiterer Hinweis fir

einen adrenalen Ursprung der Androgene gewertet wurde. (11)

In der Folgezeit etablierte sich die Bestimmung der 17-Ketosteroidausscheidung im Urin als
Untersuchungsmethode der Wahl bei Patienten mit vorzeitiger Pubesbehaarung oder Zeichen
der Virilisierung. Allerdings konnte von August et al. gezeigt werden, das auch eine starke
Erhéhung der Plasma-Androgene nur einen minimalen Anstieg der 17-Ketosteroide im Urin

zur Folge haben kann.
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August et al. haben dann auch 1975 bei einer Gruppe von 18 Patienten mit Pramaturer Pubar-
che, davon 16 Méadchen und zwei Jungen, die Androgen-Konzentrationen im Plasma mit de-
nen einer Kontrollgruppe von neun Médchen und 23 Jungen verglichen. Es fanden sich keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede. Deswegen waren die beiden Gruppen vergleichbar. Die
Untersucher fanden lediglich signifikant htéhere Androstendion-Spiegel bei den Patienten mit
Pramaturer Pubarche. Die 17-Hydroxyprogesteron-Spiegel unterschieden sich dagegen nicht
signifikant. Daraus schlossen die Autoren, dass ein 21-Hydroxylase-Mangel keine haufige
Ursache fir die Prémature Pubarche sein kdnne. Allerdings erstreckte sich diese Annahme vor
allem auf das Adrenogenitale Syndrom. Eine milde Form des Enzymmangels hielten sie fir
maoglich. (2)

Eine weitere gross angelegte Studie wurde 1976 von Korth-Schutz et al. durchgefiihrt: Bei 85
Méadchen und 101 Jungen wurde durch Messungen von Testosteron, testosterondhnlichen
Substanzen, Dihydrotestosteron, DHEA und Androstendion das normale Entwicklungsmuster
der Androgensekretion im Bezug zum jeweiligen Pubertatsstadium nach Tanner bestimmt.
Die wesentlichen neuen Ergebnisse waren: Erstens gebe es nur fiir Testosteron und Dihydro-
testosteron Geschlechtsunterschiede. Zweitens stiege DHEA als einziges Androgen schon vor
Pubertatsbeginn an, was als Beweis dafur gewertet wurde, dass die Adrenarche schon vor der
Gonadarche beginne. Von den Autoren wurde weiterhin eine Gruppe von 22 Médchen mit
Prématurer Pubarche untersucht. Bei dieser fanden sich signifikant hohere Konzentrationen an
Testosteron, Dihydrotestosteron, Androstendion und DHEA im Vergleich zu gleichaltrigen
prapubertdren Kindern. Sie waren aber vergleichbar zu denen der Gruppe mit Tanner-
Stadium 2.

Zwolf dieser Madchen konnten im Langzeitverlauf beobachtet werden, wobei sich zwar eine
Fluktuation der Androgen-Spiegel, besonders von DHEA zeigte, aber keine Zunahme im
Verlauf.

Die Schlussfolgerung, die aus dieser Beobachtung gezogen wurde, war, dass es bei der Pré-
maturen Pubarche zu einer verfrihten Reifung der Nebennierenrinde k&me, die sich aber in

ihrer Funktion im Verlauf normal entwickle. (40)

Es bestand also seit jeher die Frage, ob es sich bei der Pramaturen Pubarche um eine fuktio-
nelle Variante oder um einen Enzymdefekt handelte, z. B. im Sinne eines heterozygoten 21-
Hydroxylasedefekts.
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Im Rahmen von Studien zur genetischen Beratung wurden 1977 von Gutai et al. Eltern von
Kindern mit AGS untersucht, die also obligat heterozygot fur AGS waren. Bei dem durchge-
fihrten ACTH-Test wurde bei zehn von vierzehn Personen ein Progesteron- und 17-
Hydroxyprogesteron-Anstieg gefunden, der tiber zwei Standardabweichungen (SD) tiber dem
Mittelwert der 16 Kontrollpersonen lag. Das heisst nur in 71% der Falle war bei sicherer He-
terozygotie fur AGS das ACTH-Testergebnis auffallig. (22)

Im gleichen Zusammenhang wurden 1979 von Weil et. al. 71 Eltern von AGS-Patienten so-
wie 60 adulte Kontrollpersonen mittels ACTH-Test untersucht. Es wurde bei einer 17-OHP-
Konzentration, die zwei Standardabweichungen tber dem Mittel der Kontrollgruppe lag, eine
Heterozygotie fur AGS angenommen. Im Rahmen dieser Studie konnte festgestellt werden,
dass bei Frauen der 17-OHP-Anstieg nach ACTH-Administration nach Dexamethason-
Suppression am Vorabend aufgrund der einheitlicheren basalen Sekretion des adrenalen Kor-
tex sensitiver wurde. Dieses Verfahren konnte sich aber in der praktischen Durchfiihrung der
ACTH-Tests nicht durchsetzen. Als weitere Bedingung wurde ein Testzeitpunkt in der friihen
Follikelphase des Mentruationszyklus bei Frauen angesehen (Tag 3-8), da hier die ovarielle
Androgensekretion sehr niedrig ist und die Androgene im Serum deswegen hauptséachlich
adrenalen Ursprungs sind. (95)

Ausserdem wurde die enge Kopplung mit dem HLA-System als diagnostische Mdglichkeit
erkannt. Allerdings ist diese nur nutzbar, wenn bereits mindestens ein AGS-Fall in der Fami-

lie bekannt ist.

In einer Ubersichtsarbeit zeigte Pang 1981 als mdgliche Ursachen der Pramaturen Pubarche
entweder eine verfriiht beginnende Reifung der hypothalamisch-hypophysér-adrenocorticalen
Achse oder eine verénderte Antwort des adrenalen Kortex auf ACTH auf. (63)

Rosenfield et. al. fihrten 1982 die einzige Untersuchung durch, bei der nur Jungen mit Prama-
turer Pubarche einbezogen wurden. Funf Patienten hatten erhéhte basale DHAS-Spiegel, vier
hatten altersentsprechende Werte. Alle Patienten hatten entweder zerebrale Beeintréchtigun-
gen oder waren adipos. Dies legt eine von der bei den Madchen, bei denen eine idiopathische
Pramature Pubarche viel haufiger auftritt, unterschiedliche Pathogenese nahe. Die Testoste-
ron-Spiegel und das Knochenalter der Patienten waren altersentsprechend und das Muster der
Steroidantwort auf ACTH entsprach eher dem der Adrenarche als dem bei 21-Hydroxylase-

Mangel, d.h. es wurden fiir das Alter erhéhte DHAS-Konzentrationen gefunden sowie norma-
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le 17-OHP-Spiegel. Das interessanteste Ergebnis dieser Studie war die Beobachtung, dass
eine breite Variabilitdt der DHAS-Spiegel bei Auftreten von Pubesbehaarung sowohl bei den
Patienten als auch bei den 33 Kontrollpersonen vorlag, die eine interindividuell sehr unter-
schiedliche Sensitivitat der Haarfollikel nahelegt. (71)

New et al. haben 1983 in einer gross angelegten Studie 29 ACTH-Tests an Patienten mit
klassischem AGS, 51 an Patienten mit der nicht-klassischen Form, 255 an Heterozygoten bei-
der Formen und 104 an Normalpersonen durchgefihrt. Anhand der Ergebnisse konnten Refe-
renzwerte in Form von Nomogrammen festgelegt werden, nach denen die verschiedenen
Gruppen eindeutig zu unterscheiden seien. Der Mittelwert fir 17-OHP nach 60 min. betrug
flr die Heterozygoten 639 + 255 ng/dl, fir die Kontrollpopulation 351 + 221 ng/dl. In den
Nomogrammen wurde die Beziehung zwischen basalen und stimulierten Werten dargestellt.
Dabei zeigte sich eine signifikante Uberlappung zwischen der Normalbevolkerung und den
obligat Heterozygoten. Die Autoren versuchten dies mit der hohen Heterozygotenfrequenz in
der Normalbevolkerung zu erklaren, die fir das klassische AGS ca. 1:35 betréagt, fir die
nichtklassische Form aber noch sehr viel hoher eingeschétzt wird. Die Autoren gingen also
davon aus, dass es eine 17-OHP-Antwort auf ACTH gebe, die typisch fur Heterozygote sei.
(60)

Mit den zunehmenden Mdglichkeiten der genetischen Diagnostik wurde erkannt, dass das 21-
Hydroxylase-Gen eng mit der HLA-Region gekoppelt ist. So konnte das HLA-Muster von
AGS-Patienten und ihren Familienangehérigen untersucht werden, wobei auffiel, dass be-
stimmte HLA-Muster, die in der Allgemeinbevélkerung selten sind, bei AGS-Patienten haufig
sind. Hieraus kann sowohl bei asymptomatischen Familienangehdrigen, als auch bei Personen
der Allgemeinbevélkerung eine hohe Wahrscheinlichkeit einer Heterozygotie fir AGS abge-
leitet werden. Dies trifft insbesondere fir HLA B14 und Bw47 zu, die praktisch ausschliess-
lich im Zusammenhang mit AGS-Genen gefunden wurden. Ausserdem auch fur das HLA-
Antigen B5(w51), das in der Normalbevolkerung ausserordentlich selten ist. Eine entspre-
chende Untersuchung wurde 1985 von Holler et al. an 157 Patienten mit AGS und 333 Ver-
wandten von AGS-Patienten aus 134 deutschen Familien durchgefiihrt, bei der auch die Er-
gebnisse der HLA-Analyse mit den Ergebnissen eines ACTH-Tests korreliert wurden. Eine
Koinzidenz zwischen den Ergebnissen der HLA-Analyse und dem ACTH-Test wurde in 80%
der Falle gefunden. Dabei wurde eine signifikant hthere 17-OHP-Antwort bei Heterozygoten
der SW-Form als bei denen der SV-Form gefunden. (26)
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Ebenfalls 1985 erschien eine Arbeit von Granoff et al., die 15 Patienten mit Pramaturer Pu-
barche sowie 20 gesunde Kinder mittels ACTH-Test untersuchte. Die 17-OHP-Antwort auf
ACTH war bei den zehn Madchen mit Prdmaturer Pubarche signifikant unterschiedlich von
der der Kontrollgruppe und im gleichen Bereich zu finden wie die von fiinf obligat Heterozy-
goten fir AGS, die ebenfalls getestet wurden. Im Unterschied dazu wies keiner der fiinf Jun-
gen mit Pramaturer Pubarche eine erhéhte 17-OHP-Antwort auf. Dadurch sahen die Autoren
die schon von Rosenfield 1982 aufgestellte These einer unterschiedlichen Pathogenese der
Pramaturen Pubarche bei Mé&dchen und Jungen bestétigt. Bei M&dchen wurde von einem mil-
den adrenalen Steroidsynthesedefekt ausgegangen. Bei sieben der zehn Patientinnen wurde
das Knochenalter bestimmt, welches bei allen im Bereich des chronologischen Alters lag. Als
problematisch sahen die Autoren dieser Studie an, dass Madchen mit Pradmaturer Pubarche
zwar eine 17-OHP-Antwort auf ACTH haben, die der von obligat Heterozygoten fiir AGS
gleicht, dass aber die obligat heterozygoten Mitter von Kindern mit AGS keine Anamnese

mit Pramaturer Pubarche haben. (19)

Bei Patientinnen mit Acne vulgaris und Hirsutismus stellte sich seit jeher die Frage, ob die
Androgene adrenalen oder ovariellen Ursprungs seien. 1986 wurden von Lucky et al. ACTH-
Tests an 31 jungen Frauen mit Zeichen erhdhter Androgen-Spiegel in Form von Akne
und/oder Hirsutismus durchgefiihrt. Zum Vergleich wurden Tests an 14 gesunden Frauen he-
rangezogen. 58% der Frauen hatten erh6hte Antworten zumindest eines Steroids. Neun (29%)
der Patientinnen wiesen ein Antwortmuster auf, das einer milden Form des AGS oder einer
Heterozygotie entsprach: Vier flr 21-Hydroxylase-Mangel, zwei fir 11R-Hydroxylase-
Mangel, drei fur 3R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Mangel. Neun (29%) weitere hatten ein
Muster, welches eine relativ insuffiziente 3[3-Hydroxysteroid-Dehydrogenaseaktivitat mit
relativer Hyperaktivitat der 17,20-Lyase ohne Beeintrachtigung der Cortisolsekretion naheleg-
te. Dies bezeichneten die Autoren als ,,exaggerierte Adrenarche®, in der Annahme einer Ana-
logie zur funktionellen Adrenarche mit Hyperplasie der Zona reticularis, nur eben in einem
spateren Lebensalter. Warum diese Patientinnen eine so stark Androgen-produzierende Ne-
benniere haben sollten, blieb unklar. Insgesamt hatten 45% der Patientinnen mit isolierter
Akne eine abnorme Antwort auf ACTH, dagegen 71% der Patientinnen mit Akne und Hirsu-
tismus. Die Autoren schlossen daraus, dass in ungefahr der Hélfte der Falle (58%) von Hype-
randrogenismus mit Akne und/oder Hirsutismus, eine adrenale Komponente gefunden werden
kann. (49)
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Kaplowitz et al. waren 1986 die ersten, die einen zuséatzlichen Effekt des Hyperandrogenis-
mus bei Prdmaturer Adrenarche beschrieben: den adulten Schweissgeruch, den sie bei 23 der
von ihnen untersuchten 24 vorwiegend schwarzen Médchen mit Prématurer Pubarche fanden,
aber nur bei einer der 17 normalen Kontrollpersonen. Diese Studie zeigte einen erhéhten Mit-
telwert fir DHAS bei den untersuchten Patientinnen. Allerdings wurde eine breite Uberlap-
pung mit den gesunden Kontrollen festgestellt. Die DHAS-Spiegel lagen in dem Bereich, der
fur das Tanner-Stadium 2 als normal gilt. (36)

Die wichtigste Arbeit, auf die unsere Studie eingeht, ist die Untersuchung von Knorr et al. im
Dr. von Haunerschen Kinderspital aus dem Jahre 1986. Damals wurde eine Vielzahl von Pa-
tienten mit verschiedenen klinischen Zeichen des Hyperandrogenismus einem ACTH-Test
unterzogen, davon 89 Patienten mit Hirsutismus, 75 mit Pramaturer Pubarche, 37 mit friihem
Pubertatsbeginn und 22 mit Pubertas praecox. Hirsutismus wurde hier als Tanner-Stadium 6
bei postmenarchalen Madchen definiert. Es wurde mit den ACTH-Tests untersucht, wieviele
der genannten Patienten heterozygote Carrier fur 21-Hydroxylase-Mangel sein konnten. Dazu
wurden ACTH-stimulierte 17-OHP-Werte, die mehr als zwei Standardabweichungen Gber
dem Durchschnitt der untersuchten Kontrollgruppe lagen, als pathologisch und hinweisend
auf 21-Hydroxylase-Mangel gewertet. VVon den untersuchten obligat heterozygoten Angehéri-
gen von AGS-Patienten fiel der ACTH-Test bei weiblichen Heterozygoten fir die SV-Form
in 71% pathologisch aus, bei denen fir die SW-Form in 86% der Falle.

In der Allgemeinbevolkerung ist ein derartiges Testergebnis per definitionem in weniger als
2% der Félle zu erwarten. In der Kontrollgruppe mit 168 Personen zeigten nur zwei Personen
stimulierte 17-OHP-Werte, die tber der so ermittelten Grenze von 260 ng/dl lagen. In der
genannten Arbeit hatten 33% der hirsuten Patienten, 41% derer mit Pramaturer Pubarche und
27% derer mit friher Pubertat eine 17-OHP-Antwort auf ACTH, die derjenigen von obligat
Heterozygoten glich. Dagegen zeigten nur 17% der Patienten mit Pubertas praecox ein ab-
normes Testergebnis. Daraus schlossen Knorr et al., dass Heterozygotie fur 21-Hydroxylase-
Mangel eine Hauptrolle in der Pathogenese dieser Stérungen spiele. Allerdings waren die ba-
salen 17-OHP-Werte bei keinem der untersuchten Patienten erhtht, sodass die Frage, wie es
unter physiologischen Bedingungen zu den genannten klinischen Symptomen komme, unge-
klart blieb. Desweiteren war unklar, warum nur 20-40% der Patienten einen pathologischen
ACTH-Test hatten, wahrend die anderen, die sich klinisch nicht unterschieden, normale Test-
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ergebnisse aufwiesen. Deswegen wurde von Knorr et al. eine heterogene Genese dieser Syn-

drome angenommen. (39)

Ein Jahr spater wurde von Temeck et al. in einer sehr &hnlichen, weniger umfangreichen Stu-
die eine noch hohere Inzidenz an Enzymdefekten gefunden. VVon 23 Patienten mit Pramaturer
Pubarche, davon 19 Madchen und vier Jungen, hatten 30% in einem ACTH-Test 17-OHP-
Werte, die im Vergleich mit den Nomogrammen von New et al. auf eine nicht-klassische
Form des 21-Hydroxylase-Mangels schliessen liessen. Bei 13% wurde anhand der 17-
Hydroxypregnenolon- und DHEA-Werte sowie des 17-Hydroxypregnenolon/17-OHP-
Verhaltnisses ein milder 33-Hydroxysteroid-Dehydrogenasedefekt angenommen. Bei 57% der
Patienten wurde kein Enzymdefekt gefunden, und es wurde eine idiopathische Pramature Pu-
barche angenommen. Von diesen Patienten hatte nur ein Madchen eine typisch heterozygote
Antwort auf ACTH-Stimulation. Das Knochenalter war bei den Patienten mit nachgewiese-
nem Enzymdefekt tendenziell weiter fortgeschritten. Es gab aber keinen Unterschied im Alter
der Pubarche. Bei nur einem dieser Patienten kam es zum Forschreiten der Schambehaarung,
bei den anderen zu einem Wachstumsspurt, weswegen 57% dieser Patienten mit Glucocorti-
coiden behandelt wurden.

Die Ergebnisse dieser Studie liessen erneut eine intensivere Diagnostik mit ACTH-Test und
eine engmaschigere Beobachtung von Patienten mit Pramaturer Pubarche notwendig erschei-
nen, da die 43% Patienten mit einem Enzymdefekt sich bei Diagnosestellung klinisch nicht
von den Ubrigen unterschieden und erst im Verlauf aufféllig wurden. Allerdings lag die hohe
Inzidenz homozygoter Enzymdefekte wohl hauptsachlich an der ethnischen Zugehdrigkeit der
Patienten mit den entdeckten Enzymdefekten, da 43% Ashkenazi Juden, 43% Hispanier und
14% Italiener waren, also aus den ethnischen Gruppen mit der hochsten Frequenz an nicht-
klassischem 21-Hydroxylase-Mangel stammten. Ausserdem nahmen die Autoren aufgrund
der Tatsache, dass sie unter den Patienten mit Pradmaturer Pubarche nur einen heterozygoten
Carrier gefunden hatten, an, dass dieser Umstand pathogenetisch nicht relevant sei. Eine gros-
se Bedeutung wurde dem bei einigen Patienten gefundenen 3R-HSD-Mangel zugemessen.
Dies konnte durch weitere Studien allerdings nicht bestatigt werden. (89)

Weiterhin wurde aber der 21-Hydroxylase-Mangel als Ursache fiir klinischen Hyperandro-
genismus erforscht. VVor allem der Late-onset-Form des AGS wurde eine zunehmende Bedeu-
tung zugemessen. Zum Beispiel untersuchten Azziz et al. 164 Frauen mit Hirsutismus

und/oder hyperandrogener Oligomenorrhoe sowie 21 gesunde Kontrollpersonen mit ACTH-
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Tests. 7,9% der Patientinnen wiesen ein abnormes Ergebnis des ACTH-Tests auf, 2,4% hatten
17-OHP-Werte, die 3-20fach Uber der 95ten Perzentile lagen und somit als NC-AGS diagnos-
tiziert wurden. 5,5% hatten 17-OHP-Werte, die weniger als dreifach ber der 95ten Perzentile
lagen und als leichte Form des 21-Hydroxylase-Mangels eingestuft wurden. Da zum Beispiel
Patientinnen mit PCOS Klinisch von denjenigen mit adrenalem Hyperandrogenismus nicht zu
unterscheiden seien, schlugen die Autoren dieser Studie ein abgestuftes VVorgehen bei Kklini-
schen Zeichen des Hyperandrogenismus vor: zuerst eine Bestimmung des basalen 17-OHP-
Spiegels; sollte dieser unter 200 ng/dl liegen, sei ein Enzymdefekt praktisch ausgeschlossen.
Ldage er darlber, wére ein ACTH-Test zur Diagnosestellung notwendig. (4)

Im gleichen Jahr untersuchten Morris et al. eine Gruppe von 31 Patienten mit Pramaturer Pu-
barche, davon 28 Mé&dchen und drei Jungen, mit einem ACTH-Test. Zusétzlich wurden 18
prapubertdre und zwolf pubertdre Kontrollpersonen getestet. Nach den Nomogrammen von
New et al., die als Referenz herangezogen wurden, hatte keiner der Patienten ein NC-AGS.
Allerdings waren einige Patienten mit Pramaturer Pubarche aus der Studie ausgeschlossen
worden, da sie das Einschlusskriterium nicht erfullten, das eine isolierte Pubarche ohne ande-
re Zeichen erhohter Androgen-Spiegel forderte. Zum Beispiel wurde eine Patientin aufgrund
zystischer Akne ausgeschlossen, die im ACTH-Test eindeutig ein NC-AGS hatte. Acht Mad-
chen mit Prématurer Pubarche hatten stimulierte 17-OHP-Werte, die mehr als zwei Standard-
abweichungen tber den Mittelwerten der Kontrollgruppen lagen. Die Mdoglichkeit einer Hete-
rozyotie fir AGS bei diesen Patientinnen wurde von den Autoren zwar erwéhnt, aber keine
Klinische Konsequenz ausser einer weiteren Beobachtung zur Friiherkennung von moglichem
postpubertdaren Hyperandrogenismus gezogen. 11R-Hydroxysteroiddehydrogenase-Mangel
und 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase-Mangel konnten bei den untersuchten Patienten ausge-
schlossen werden. Die Patienten mit Pradmaturer Pubarche hatten nach ACTH-Stimulation
DHEA- und 17-Hydroxypregnenolon-Werte sowie eine 17-OHP/17-Hydroxypregnenolon-
Ratio, die der der pubertaren Kinder entsprachen. Lediglich die Androstendion-Spiegel waren
mit denen der prépubertaren Kinder vergleichbar. Morris et al. empfahlen aufgrund ihrer Er-
gebnisse, nur bei Vorliegen einer atypischen Prdmaturen Pubarche einen ACTH-Test durch-
zufiihren, d.h. bei Virilisierung, Wachstumsbeschleunigung oder bei einem um mehr als zwei

Standardabweichungen fortgeschrittenen Knochenalter. (54)

1990 wurde von Oberfield et al. eine Studie mit ACTH-Tests an 34 hispanischen und schwar-

zen Patienten mit Pramaturer Pubarche durchgefiihrt, bei der keiner Hinweise auf einen 21-
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Hydroxylase- oder 11R-Hydroxylase-Mangel hatte. Dagegen bestand bei vier Patienten (12%)
auf der Basis einer 170HP/17-Hydroxypregnenolon-Ratio Gber zwei Standardabweichungen
der Tanner-2-Kontrollgruppe der Verdacht eines 3R-HSD-Mangels. Diese Patienten unter-
schieden sich klinisch nicht von den anderen. Allerdings konnte dieser Verdacht bei wieder-
holten Tests nur bei zwei Patienten bestétigt werden. Welche Bedeutung diese Ergebnisse
hatten, ob erstens der 3R3-HSD-Mangel als mdgliche Ursache bei allen Patienten mit Pramatu-
rer Pubarche ausgeschlossen werden sollte und zweitens, welche Rolle die ethnische Zugeho-
rigkeit héatte, blieb unklar. (61)

Auch bei anderen klinischen Auspragungen von Hyperandrogenismus, zum Beispiel bei Hir-
sutismus, blieb die Frage der ovariellen oder adrenalen Herkunft der Androgene bestehen. In
einer 1990 veroffentlichten Arbeit von Siegel et al. iber ACTH-Tests bei 31 hirsuten Frauen
wurde ein erstaunlich hoher Anteil von 61% der Patientinnen mit Hinweisen auf milde Defek-
te der Steroidsynthese beschrieben. 13 Patientinnen (42%) zeigten Hinweise auf einen 3[3-
HSD-Mangel, funf Patientinnen (16%) auf einen 21-Hydroxylase-Mangel und eine Patientin
(3%) auf einen 11R-Hydroxylase-Mangel. Nur zwdlf Patientinnen (39%) hatten Ergebnisse im
ACTH-Test, die alle innerhalb von zwei Standardabweichungen der gesunden Kontrollperso-
nen lagen. Die Autoren unterstrichen daher die Notwendigkeit des ACTH-Tests auch bei die-
sen Patientinnen, da adrenale Enzymdefekte auch bei Hirsutismus anscheinend haufiger seien
als bisher angenommen wurde. Die Autoren trafen aber leider keine Aussagen, welche thera-
peutische Konsequenz sich aus dem Nachweis solch milder Enzymdefekte ergeben kdnnte.
(79)

1991 wurden von Lashanski et al. erstmals alters-, geschlechts- und entwicklungsabhangige
Normwerte flr adrenale Steroide nach ACTH-Stimulation verdffentlicht, die durch ACTH-
Tests an 102 gesunden Kindern ermittelt worden waren. Die wichtigsten Gruppen aber, die
prapubertaren und frihpubertdren Kinder, unterschieden sich in den Hormonwerten nicht von
denjenigen, die in friheren Studien zu Patienten mit Prdmaturer Pubarche bei gesunden Kon-
trollpersonen ermittelt worden waren.

Als wichtige neue Erkenntnis dieser Studie kann aber die Tatsache gewertet werden, dass die
Autoren bei Méadchen im Vergleich zu Jungen erhdhte 17-OH-Pregnenolon/17-OHP- und
DHEA/AnNdrostendion-Verhaltnisse in der Kindheit und in der spaten Pubertédt fanden, die fir
eine erniedrigte 3R3-HSD-Aktivitat bei den Madchen spricht. Da geschlechtsspezifische Unter-

schiede dieser Hormonwerte bis dahin unbekannt waren, erwogen die Autoren die Méglich-
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keit, dass ein milder 33-HSD-Mangel bei Madchen mit Pramaturer Pubarche eventuell zu

haufig diagnostiziert worden sein kénnte. (47)

Ein Zusammenhang der Atiologie der Pramaturen Pubarche mit Ubergewicht wurde von eini-
gen Endokrinologen vermutet, konnte aber nicht bestatigt werden. Jabbar et al. untersuchten
1991 22 Patienten mit Pramaturer Pubarche, von denen zehn bergewichtig waren. Wéhrend
bei allen normalgewichtigen Patienten ein normales Knochenalter vorlag, war das Knochenal-
ter bei sechs der Ubergewichtigen Patienten akzeleriert. Ausserdem wurde im ACTH-Test bei
einem der Ubergewichtigen Patienten ein heterozygoter 21-Hydroxylase-Mangel und bei ei-
nem ein 3R-HSD-Mangel gefunden, diese beiden Patienten unterschieden sich aber in Bezug
auf die Knochenalterakzeleration nicht von den (brigen Ubergewichtigen Patienten. Die ge-
ringe Patientenzahl und die mangelnde Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Stu-

dien lasst aber der vermuteten Bedeutung des Ubergewichts keine Relevanz zukommen. (35)

Die Inzidenz von 21-Hydroxylase-Mangel in hetero- und homozygoter Ausspragung unter
Patienten mit Prdmaturer Pubarche schwankte in den verschiedenen Untersuchungen weiter-
hin stark. Zum Beispiel fanden Hawkins et al. 1992 unter 46 Madchen mit Pramaturer Pubar-
che 15% mit im ACTH-Test diagnostiziertem NC-AGS. Diese Madchen unterschieden sich
Klinisch in keinster Weise von den (brigen Patientinnen. Ausserdem wiesen 54% der Patien-
tinnen ACTH-Antworten auf, die typisch fir Heterozygotie fir AGS waren. VVon den Autoren
wurden zusatzlich altere Patientinnen mit Hirsutismus und Oligomennorrhoe untersucht, von
denen 16% ein NC-AGS und 64% stimulierten Hormonwerte im Referenzbereich fir Hetero-
zygotie aufwiesen. Es erschien daher mdglich, dass eine Prdmature Pubarche im Kindesalter
das Risiko fur Hyperandrogenismus im friihen Erwachsenenalter mit Hirsutismus und Oligo-
mennorrhoe erhohe, allerdings konnten keine préadiktiven Parameter evaluiert werden, sodass
ein Follow-up von Patientinnen mit Pramaturer Pubarche, insbesondere derer mit abnormem
ACTH-Test, zur friihzeitigen Erkennung von weiterbestehendem Hyperandrogenismus notig
ware. (23)

Siegel et al. veroffentlichten 1992 eine Studie tber ACTH-Tests an 69 Patienten mit Prama-
turer Pubarche. 16% der Patienten hatten eine atypische Pradmature Pubarche mit Vergrdsse-
rung von Klitoris bzw. Penis. VVon diesen wiesen 46% Defekte der Steroidsynthese auf. Dage-
gen fanden sich bei den Patienten mit typischer Pramaturer Pubarche nur bei 12% der Patien-

ten hormonelle Auffélligkeiten. Von den zehn Patienten (14%) mit verminderter 21-
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Hydroxylaseaktivitat hatten acht normale basale Hormonwerte, ebenso wie zwei Patienten mit
3RHSD-Mangel. Ein ACTH-Test war hier diagnostisch wegweisend. Den Autoren war die
Diagnostik dieser mitunter auch nur leichten Steroidsynthesedefekte besonders wichtig auf-
grund der Vermutung des damit verbundenen Risikos eines Kleinwuchses und Hirsutismus,
sowie spater auftretenden Problemen wie Mensesunregelmassigkeiten, Infertilitdt und PCOS.
(78)

Ibanez et al. fuhrten 1992 die erste prospektive Studie Uber den natlrlichen Verlauf, insbe-
sondere der Pubertatsentwicklung, und die erreichte Endgrdsse bei 127 Patientinnen mit Pra-
maturer Pubarche durch. Durch ACTH-Test war bei allen ein 21-Hydroxylase-Mangel ausge-
schlossen worden. Daher wurden in dieser Studie nur Patientinnen mit sogenannter idiopathi-
scher Pramaturer Pubarche erfasst. Akzeleriertes Knochenalter und ein Grosswuchs wurden
regelhaft bei Diagnosestellung gefunden. Im Verlauf normalisierten sich diese Befunde aber
wieder, die Patientinnen erreichten im Durchschnitt eine Endgrdsse im Rahmen der Prognose
bei Diagnosestellung, die im Mittel Gber der mittleren Elterngrésse lag. Auch die Menarche
trat bei den untersuchten Patientinnen nicht eher als beim Bevolkerungsdurchschnitt ein. Al-
lerdings stellten die Autoren eine erhdhte Inzidenz von Hirsutismus und Syndrom der poly-
zystischen Ovarien im Erwachsenenalter fest. Eine Verlaufsbeobachtung wird von den Auto-

ren deshalb bei allen Patienten mit Pramaturer Pubarche empfohlen. (33)

Ebenfalls von Ibanez, die in den Folgejahren zur fiihrenden Autorin auf dem Gebiet der Pra-
maturen Pubarche avancierte, wurde 1993 untersucht, wie hoch die Inzidenz an funtionellem
ovariellen Hyperandrogenismus (FOH) bei postpubertaren Médchen nach Pramaturer Pubar-
che sei. Dazu wurden Stimulationstests mit dem GnRH-Agonisten Leuprolidacetat durchge-
fuhrt. Ausserdem wurde untersucht, ob irgendein biochemischer Parameter zum Zeitpunkt der
Diagnose der Pramaturen Pubarche existierte, der zur Pradiktion des spateren FOH herange-
zogen werden konnte. VVon den 35 untersuchten Patientinnen zeigten 16 (46%) Hirsutismus,
Oligomenorrhoe und erhohtes basales Testosteron und/oder Androstendion. Die Gonadotro-
pin-Antwort auf den GnRH-Agonisten unterschied sich bei diesen Patientinnen nicht von den
ubrigen. Lediglich der 17-OHP-Spiegel nach Stimulation mit Leuprolidacetat war bei ihnen
signifikant hoher als bei den anderen. Es war auch keine Uberlappung zwischen den verschie-

denen Gruppen festzustellen.
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Obwohl erhéhte poststimulatorische 17-OHP-Werte haufiger bei Patientinnen mit erhéhtem
DHAS und Androstendion zum Zeitpunkt der Diagnose auftraten, konnte kein klarer préadikti-
ver Parameter fur die Entwicklung von FOH identifiziert werden. (32)

Uber die Frage, ob alle Patienten mit Pramaturer Pubarche, insbesondere die zumeist betrof-
fenen Madchen, einem ACTH-Test unterzogen werden sollten, bestand international weiter-
hin Uneinigkeit. Auch die Inzidenz an adrenalen Enzymdefekten, besonders in homozygoter
Auspragung, differierte sehr stark in den verschiedenen Veroffentlichungen. Balducci et al.
fuhrten 1994 eine weitere Studie an 171 Patienten mit Pramaturer Pubarche durch, bei denen
sie ACTH-Tests durchfiihrten und die sie nach den Nomogrammen von New et al. genotypi-
sierten.

5,8% hatten demnach einen homozygoten 21-Hydroxylase-Mangel, d.h. ein nicht-klassisches
AGS, 6,2% einen 3R3-HSD-Mangel und 11% hatten eine 17-OHP-Antwort im Bereich der
Heterozygotie fiir 21-Hydroxylase-Mangel. Diese im Vergleich zu Granoff et al. (19), Knorr
et al. (39) und Hawkins et al. (23) niedrige Inzidenz wurde von den Autoren auf die Einbezie-
hung basaler Hormonwerte zuriickgefuhrt. Balducci et al. nahmen eine zu hdufige Diagnose
einer Heterozygotie bei den anderen genannten Autoren an.

Eine weitere Fragestellung der Studie bestand darin, ob sich die Patienten beziiglich der Kno-
chenalterakzeleration unterschiedlich verhielten. Von den Patienten mit nicht-klassischem
AGS hatten 80% ein Knochenalter tber zwei Standardabweichungen flr das chronologische
Alter, von den Patienten mit 33-HSD-Mangel 71,4%, von den Heterozygoten 58% und von
den Ubrigen Patienten 32,6%. Daraus schlossen die Autoren, dass eine Knochenalterakzelera-
tion nicht zur Unterscheidung von Patienten mit Enzymdefekten von den Patienten mit funk-
tioneller Ursache der Pramaturen Pubarche beitrage. Die Patienten mit nicht-klassischem
AGS waren ausserdem die einzigen, die schon auffallige basale Hormonwerte aufwiesen.
Balducci et al. hielten bei typischer Pramaturer Pubarche aufgrund der therapeutischen Rele-
vanz die Durchfiihrung eines ACTH-Tests nur bei bei Patienten mit auffalligen basalen Hor-
mon-Spiegeln oder stark beschleunigtem Knochenalter fur notwendig, da diese eventuell eine

Steroidtherapie bendtigen konnten. (5)

Eine weitere Studie mit sehr ahnlicher Fragestellung wurde 1995 von Ibanez et al. veroffent-
licht. Von 55 mit ACTH-Test untersuchten Patienten wiesen vier (7%) ein nicht-klassisches
AGS auf, von diesen hatten drei schon basal erhthte 17-OHP-Werte, einer hatte ein normales

basales 17-OHP. Ausserdem wurde bei elf (20%) der Patienten aufgrund der entweder basal
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oder poststimulatorisch tiber zwei Standardabweichungen erhohten 17-OHP-Werte eine Hete-
rozygotie fur AGS vermutet. Die Autoren hielten aber einen ACTH-Test in der Diagnostik
einer Heterozygotie bei Kindern mit typischer Pramaturer Pubarche fiir nicht verlasslich und
eine molekulargenetische Diagnostik fir notwendig. (31)

Bei Frauen mit funktionellem ovariellen Hyperandrogenismus wurde eine Assoziation zwi-
schen Hyperandrogenismus und Insulinresistenz bereits 1987 beschrieben (13). Ibanez et al.
waren 1996 die ersten, die bei postpubertdren Mé&dchen nach Pramaturer Pubarche die Stoff-
wechsellage mit Hilfe eines tblichen oralen Glucosetoleranztests untersuchten. Zuvor waren
die Patientinnen in zwei Gruppen eingeteilt worden: Gruppe 1 mit erhéhter 17-OHP-Antwort
auf Stimulation mit dem GnRH-Agonisten Leuprolidacetat, Hirsutismus und Oligomennorhoe
durch einen FOH. Gruppe 2 mit normalem GnRH-Test und unauffélliger Klinik. Alle Patien-
tinnen hatten einen normalen BMI. VVon den Patientinnen der Gruppe 1 mit FOH wiesen 37%,
von denen der Gruppe 2 27% einen mittleren Seruminsulin-Spiegel (MSI) auf, der deutlich
Uber der oberen Normgrenze von 83,3 mU/l lag. Der MSI korrelierte sowohl mit dem 17-
OHP-Wert im ovariellen Stimulationstest als auch mit den freien Androgen-Spiegeln. Somit
sahen die Autoren einen weiteren Grund fir eine konsequente Nachuntersuchung von Patien-
tinnen mit Prdmaturer Pubarche nicht allein in der moglichen Entwicklung eines FOH, son-
dern auch in einer damit einhergehenden Insulinresistenz. Auch wenn eine direkte Reduktion
der Insulinwirkung durch Androgene hypothetisiert wurde, ist der Zusammenhang dieser Er-
scheinungen weiterhin ungeklért. (30)

Uber den 3R-HSD-Mangel als mégliche Ursache der Pramaturen Pubarche herrschten eben-
falls sehr unterschiedliche Meinungen. Da die hormonellen Kriterien nicht klar definiert sind,
wurden auch in den unterschiedlichen Studien sehr differierende Inzidenzen gefunden. Sak-
kal-Alkaddour et al. verdffentlichten 1996 die erste Untersuchung an 15 Patienten mit Prama-
turer Pubarche, bei der sowohl ACTH-Tests als auch eine Mutationsanalyse der 3R-HSD-
Gene durchgefuhrt worden waren. Dabei konnte bei keinem der Kinder eine Mutation eines
3R-HSD-Gens gefunden werden, obwohl die Serumwerte fur 17-Hydroxypregnenolon und
DHEA sowie das Verhaltnis 17-Hydroxypregnenolon/Cortisol bei allen Patienten um 2,2-17
SD hoher als bei den Kontrollpatienten lag und einige Autoren somit bereits die Diagnose
eines 3R-HSD-Mangels gestellt hatten. Von Patienten mit AGS aufgrund eines 3R-HSD-
Defekts ist bekannt, dass die genannten Hormonwerte zwischen 36 und 46 SD uber dem Mit-

tel der Normalbevélkerung im entsprechenden Tanner-Stadium liegen. Weiterhin konnte fest-
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gestellt werden, dass obligat heterozygote Carrier fur 3R-HSD-Mutationen kein derartig ab-
normes Testergebnis aufwiesen. Damit konnte eine Heterozygotie als Ursache der leicht er-
hohten Hormonwerte ausgeschlossen werden. Die Autoren spekulierten daher, dass die Ursa-
che in einer gestorten Regulation der 33-HSD-Aktivitat liegen misse. Beweise hierfiir wurden
allerdings nicht erbracht. (75)

Von Knochenhauer et al. wurde 1997 eine Gruppe weiblicher obligat heterozygoter Carrier
far AGS mit einer Kontrollgruppe beziiglich basaler und ACTH-stimulierter Androgen-
Spiegel verglichen. Die prdmenopausalen Heterozygoten wiesen hohere absolute und freie
Testosteron-Spiegel auf, sowie erniedrigte Konzentrationen an geschlechtshormonbindendem
Globulin. Kein Unterschied bestand in den basalen Spiegeln an DHEAS, Androstendion und
17-OHP. Die Heterozygoten hatten erwartungsgemass ein hoheres poststimulatorisches 17-
OHP und eine hohere Differenz zwischen pra- und poststimulatorischem 17-OHP. Dagegen
konnte fir die Androstendion-Antwort auf ACTH kein Unterschied zwischen den beiden
Gruppen gefunden werden. Alle Heterozygoten wurden im Hinblick auf frihere und aktuelle
Zeichen eines Hyperandrogenismus wie Hirsutismus, Oligomenorrhoe mit Zyklen tber 35
Tagen, sowie Testosteron-, Androstendion- und DHAS-Spiegel Uber der 95. Perzentile der
Kontrollgruppe evaluiert. Wenn zwei der drei genannten Kriterien vorlagen, wurde eine funk-
tioneller Androgenexzess (FAE) diagnostiziert. Dies war bei 10,5% der Carrier der Fall. Bei
einer angenommenen Inzidenz von 5-20% fir FAE in der allgemeinen Bevélkerung waren die
heterozygoten Carrier fur AGS nicht tberdurchschnittlich haufig betroffen. Deswegen konsta-
tierten die Autoren, dass trotz der nachgewiesenen erhdhten Testosteron-Spiegel bei den He-

terozygoten kein erhoéhtes Risiko fur klinisch apparenten Hyperandrogenismus bestiinde. (38)

Blanché et al. untersuchten 1997 bei einer Patientenpopulation mit Hyperandrogenismus das
CYP21-Gen, bei der im ACTH-Test erhohte 17-OHP- und 21-Desoxycortisolwerte gemessen
worden waren. 68% der untersuchten Allele wiesen die NC-Mutation Val282Leu auf, 7% die
ebenfalls NC-Mutation Pro454Ser. Mutationen, die mit klassischen AGS-Formen assoziiert
sind, wurden in 21% der Allele gefunden. Bei 65% der Patienten wurden NC-Mutationen
nachgewiesen, bei 22% Mutationen der klassischen Formen, von letzteren war knapp die
Hélfte compound heterozygot mit einer NC-Mutation im anderen Allel. Die Autoren empfah-
len daher eine genetische Beratung dieser Individuen, insbesondere vor einer geplanten
Schwangerschaft. (8)
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Ab 1997 wurde die Rolle des neu entdeckten Fettgewebshormons Leptin fur die Pubertats-
entwicklung untersucht. Garcia-Mayor et al. stellten 1997 fest, dass sowohl bei Madchen als
auch bei Jungen das Leptin vor den Geschlechtshormonen anstiege. Die Leptin-Spiegel seien
bei Jungen immer niedriger als bei Mé&dchen, ndhmen aber bei Jungen bis zu einem Alter von
ungefahr zehn Jahren zu um dann mit dem Anstieg des Testosterons abzufallen. Das wurde
dadurch erklart, dass bei Madchen nicht nur eine bestimmte Korperfettmasse zur Initiierung
der Pubertét notwendig sei, sondern auch die Aufrechterhaltung der Gonadenfunktion nur bei
ausreichendem Fettvorrat moglich sei. Bei Jungen hingegen sei eine bestimmte Kérpermasse
nur zum Anstoss der Pubertatsvorgédnge notwendig. Danach sei die Entwicklung unabhéngig
vom BMI. Die Autoren schlossen aus diesen Beobachtungen, dass Leptin einen permissiven
Effekt in der Pubertatsinitiierung habe. (17)

Desgleichen konnte von Gill et al. 1999 gezeigt werden, dass bei Jungen mit konstitutioneller
Entwicklungsverzégerung ein im Altersvergleich erniedrigter Leptin-Spiegel fir den BMI
vorliegt. Aus den Ergebnissen dieser Studie war ersichtlich, dass die fehlende Erhéhung des
Leptin-Spiegels vor der Pubertdt bei Jungen mit verzogerter Pubertatsentwicklung assoziiert
ist. (18)

Ibanez et al. waren 1998 die ersten, die Langzeitfolgen nach Pramaturer Pubarche jenseits von
Klinischen Zeichen des Hyperandrogenismus wie Hirsutismus oder Menstruations-
unregelmaéssigkeiten hypothesisierten. Sie untersuchten in einer grossen Studie an 81 Mad-
chen mit ehemaliger Pramaturer Pubarche, ob diese ein kardiovaskulares Risikoprofil mit
Hyperinsulindmie und Dyslipiddmie aufwiesen. Die untersuchten Patientinnen wiesen in allen
Alterstufen im Vergleich zu den gleichaltrigen Kontrollpersonen erhdhte Serum-Spiegel an
Insulin, Triglyceriden und VLDL auf, sowie erniedrigte Konzentrationen an geschlechtshor-
monbindendem Globulin. Die Autoren sahen in diesen Beobachtungen einen Hinweis, dass
die Risikofaktoren flr kardiovaskuldre Erkrankungen schon im Kindesalter begénnen. Der
angenommene pathophysiologische Mechanismus ware eine Stimulation der Proliferation von
glatten Gefassmuskelzellen durch Insulin und vermehrte Kollagensynthese in der Gefasswand
mit nachfolgender Ablagerung von Lipidplaques. Ein weiterer Grund eines engmaschigen
Follow-Ups bei Patienten mit Pramaturer Pubarche war durch diese Beobachtungen gegeben.
(28)
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Bei Frauen mit PCOS wurde von Legro et al. 1998 ein Parameter gesucht, der ohne einen
Glucosetoleranztest eine Aussage Uber das Ausmass der Insulinresistenz ermdglichen wirde.
Die beste Korrelation ergab sich fiir die nichterne Glucose/Insulin-Ratio. Diese eignet sich
folglich als Screening-Untersuchung zur Aufdeckung einer moglichen Insulinresistenz und
zur annaherenden Einschétzung der Schwere derselben, um (ber die Notwendigkeit einer the-

rapeutische Intervention zu entscheiden. (48)

2002 wurde eine Studie von Teixeira et al. veroffentlicht, die das Verhaltnis der Morphologie
der Ovarien mit Insulin, IGF-1 und dessen Bindungsproteinen (IGFBP) und Serumandrogenen
bei Pramaturer Pubarche untersucht. Bei Patientinnen mit microzystischen Ovarien waren die
Serum-Spiegel von Androstendion und DHAS hdéher als bei den Patientinnen mit normaler
Morphologie der Ovarien. Die Testosteron-Spiegel unterschieden sich dagegen nicht. Die
niichternen Insulin-Spiegel korrelierten negativ mit den DHAS-Spiegeln. IGF-1 Kkorrelierte
dagegen positiv mit den DHAS- und Androstendion-Spiegeln. Bei 44% der Patientinnen
konnte eine Insulinresistenz festgestellt werden. Dies war aber unabhéngig von der Struktur
der Ovarien. Die Autoren konnten folglich eine Interaktion zwischen dem Insulin-1GF-I-
IGFBP- System und den adrenalen Androgenen nachweisen. Welches Ausmass diese Interak-
tion habe und welche Einfllsse die Androgene auf den Insulinstoffwechsel und die ovarielle

Entwicklung nehmen, bleibt vorerst Gegenstand der Forschung. (88)

Ebenfalls 2002 erschien eine sehr interessante Studie von L Allemand et al.. Da bei Kindern
mit Adipositas die adrenalen Androgene im Serum erhéht sind, wurde von den Autoren unter-
sucht, ob etwa Leptin, dass von den Fettzellen produziert wird, einen Einfluss auf die adrenale
Hormonproduktion habe. Denn umgekehrt war beobachtet worden, dass Leptin-Mangel neben
Hyperphagie und erniedrigtem Sympathikotonus auch Hypogonadismus verursachen kann.
Der Zusammenhang zwischen dem Erreichen einer bestimmten Kdrpermasse und dem Ein-
setzen der Adrenarche kdnnte auch Uber eine Mediation durch Leptin mit beeinflusst werden,
zumal in der Nebennierenrinde der Leptinrezeptor vorhanden ist. Ausserdem konnte in vitro
gezeigt werden, dass Leptin einen dosisabhéngigen Einfluss auf die 17, 20-Lyaseaktivitat des
Cytochrom P450c17 hat (7). L Allemand et al. fanden eine signifikante Korrelation zwischen
Leptin bzw. BMI und DHAS-Spiegeln. In ihrer Gruppe von Patienten mit Pramaturer Pubar-
che, die ebenfalls untersucht wurde, war der BMI im Durchschnitt eineinhalbfach erhoht. Bei
diesen Patienten war das Leptin fir den BMI nicht erhéht und kann daher nicht als Ursache
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der Pramaturen Pubarche aufgrund einer friihzeitig erhohten adrenalen Androgenproduktion
angeschuldigt werden. Auch korrelierten in dieser Gruppe die Androgene nicht mit dem BMI.
Als weitere Beobachtung beschrieben die Autoren, dass DHAS hauptsachlich mit Leptin und
dem BMI zusammenhangt, Androstendion dagegen hauptsachlich mit IGF-I und dem BMI.
Es kann angenommen werden, dass Leptin mit der Korperfettmasse korreliert, IGF-1 mit der
Grosse und der fettfreien Korpermasse.

Insgesamt legt diese Studie nahe, dass in der normalen Entwicklung Leptin und IGF-I einen
stimulierenden Einfluss auf die Initiierung der Adrenarche haben, dass aber die Pathogenese
der Prdmaturen Pubarche von diesen zwei Hormonen unabhéngig ist (45).

1.6 Aktueller Stand der Forschung

2000 fand in Toronto, Canada, ein Symposium zur Entwicklung von Androgenexzess statt.
Mit 4-7% betroffener Frauen im gebéarfahigen Alter stellt Hyperandrogenismus, insbesondere
das PCOS, eines der haufigsten endokrinologischen Probleme dar. Ein erhohtes Risiko fir
die Entwicklung von metabolischen Komplikationen wie Typ-II-Diabetes, arterielle Hyperto-
nie, Dyslipidamie und moglicher kardiovaskularer Erkrankungen erfordert eine genaue Ursa-
chenforschung zur Evaluation moglicher behandelbarer Ursachen. 21-Hydroxylase-Mangel ist
bei 1-8% der betroffenen Frauen fiir den Hyperandrogenismus verantwortlich. Als Risikofak-
toren flir die Entwicklung eines Hyperandrogenismus im Erwachsenenalter gelten fetale
Wachstumsretardierung und Pramature Pubarche. Auch der BMI und seine Zunahme nimmt
auf die adrenale Androgensekretion Einfluss. (3) Bereits im Kindesalter haben Méadchen mit
Prématurer Pubarche eine erhohte Inzidenz von im pelvinen Ultraschall nachweisbaren poly-
cystischen Ovarien. (9) Ausserdem gibt es Hinweise, dass die iberméssige adrenocorticale
Hormonantwort bei Patienten mit Pramaturer Pubarche bei denjenigen mit polycystischen

Ovarien besonders ausgepragt ist. (88)

In einer 2001 vorgestellten Arbeit mit 52 Madchen mit Pramaturer Pubarche war das Ge-
burtsgewicht dieser Patientinnen signifikant niedriger als das der Kontrollpersonen. Ausser-
dem unterschritt das Geburtsgewicht derjenigen Patienten, bei denen eine reduzierte Insulin-

sensitivitat festgestellt werden konnte, das Gewicht derer mit normaler Insulinsensitvitét. (72)

In einigen Studien wurde eine erhéhte Inzidenz der Pramaturen Pubarche unter Kindern mit

zerebralen Schadigungen mit einem Geschlechtsverhéltnis von 1:1 gefunden (73, 27). Patien-



Kapitel 1: Einleitung 25

ten mit Pramaturer Pubarche haben aber nicht Uberdurchschnittlich oft Entwicklungs- oder
Verhaltensauffalligkeiten. (72)

Auch Gewichtszunahme und Ubergewicht scheinen unter Umsténden préadisponierende Fak-

toren zu sein, allerdings ist der Grossteil der Patienten normalgewichtig (27).

Unter ansonsten gesunden Patienten sind von der Pramaturen Pubarche, ebenso wie von der
Pubertas praecox, Madchen sehr viel hdufiger als Jungen betroffen, mit einem Geschlechts-
verhéltnis von fast 10:1, wofUr es bislang noch keine Erklarung gibt. (72)

Die Inzidenz an Enzymdefekten variiert zwischen den verschiedenen Studien sehr breit, zwi-
schen 0 und 40%, was unter anderem an der oft nur auf hormonellen Daten basierenden Diag-
nose liegt. Desweiteren unterscheiden sich die Patientenkollektive durch unterschiedliche
Einschlusskriterien in den einzelnen Studien und durch die unterschiedlichen Inzidenzen in
den verschiedenen ethnischen Gruppen, vor allem fir das nicht-klassische AGS, stark. Eine
genaue Prognose Uber die Wahrscheinlichkeit eines vorliegenden Enzymdefekts kann anhand
von Hormonstimulationstests zum momentanen Zeitpunkt nicht getroffen werden. (27) Da in
der Studie von Ibanez et al. einer von vier Patienten mit einem nicht-klassischen AGS norma-
le basale 17-OHP-Werte aufwies, ist ein ACTH-Test sicherlich zum Ausschluss eines homo-
zygoten 21-Hydroxylase-Mangels sinnvoll. (31) Ob allerdings die sichere Diagnose einer He-
terozygotie mit einem ACTH-Test moglich ist, ist weiterhin zweifelhaft. Die vorliegende Ar-
beit beschaftigt sich deshalb mit der Verlasslichkeit des ACTH-Tests durch Korrelation der

Testergebnisse mit der molekularbiologischen Mutationsanalyse.

Circa die Halfte der Mé&dchen, die eine Prdmature Pubarche erleben, haben postpubertér eine
mehr oder minder schwere Auspragung des funktionellen ovariellen Hyperandrogenismus,
davon einige im Rahmen des PCOS. Die Folgen sind Hirsutismus, Oligomenorrhoe und er-
hohte Testosteron- und/oder Androstendion-Spiegel. (32, 30, 27) Diese Gefahr scheint aber
besonders bei Mé&dchen vorzuliegen, die keinen Enzymdefekt aufweisen und bei denen folg-
lich von einer Dysregulation des P450c17-Enzyms auszugehen ist, da dieses Enzym in Ne-
bennieren und Ovarien gleichen Ursprungs ist. (27)

Besonders wichtig erscheint daher die zukiinftige Erforschung der Regulation der Aktivitat
dieses Enzyms (3).
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Um das Risiko der Entwicklung eines PCOS abzuschétzen, ist besonders die Familien-
anamnese hilfreich. 35-40% der Mdtter und Schwestern von Patienten mit PCOS haben eben-
falls ein PCOS. Die Vererbung ist mdglicherweise multifaktoriell, &hnlich wie bei Diabetes
mellitus Typ I1. (3)

Hyperinsulindmie ist ein mitverursachender Faktor des PCOS. Ausserdem erhéht Insulin die
biologische Verfligbarkeit von IGF-1, welcher ebenfalls zur Stimulation der ovariellen Ste-
roidsynthese beitragt. Bei M&dchen mit Prdmaturer Pubarche ist auch wéhrend der spéteren
Entwicklung h&ufig eine Hyperinsulindmie im Glucosetoleranztest nachzuweisen. Noch leich-
ter kann dies mit der nlichtern gemessenen Glucose/Insulin-Ratio festgestellt werden. Diese
veranderte Stoffwechsellage kann zum Typ-lI-Diabetes schon in der dritten Lebensdekade
fuhren. (27) Nach vorlaufigen Daten von Ibanez konnte eine Behandlung mit Insulinsensiti-
zern dieses Risiko moglicherweise veringern, da durch wiederhergestellte Insulinsensitivitét
die Serumandrogen-Spiegel sinken. (3)

Teixeira et al. fanden bei ihrer Untersuchung an 23 Madchen mit Pramaturer Pubarche bei

44% eine Insulinresistenz (88).

Ein Vorhandensein von Acanthosis nigricans ist ebenfalls im Zusammenhang mit Pramaturer
Pubarche und Hyperinsulinismus beschrieben und scheint das Risiko eines spateren FOH wei-
ter zu erhohen. (72)

Ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko konnte durch die erhdhten Insulinkonzentrationen sowie

das ungunstige Lipidprofil bestehen. (29)

VVon Sopher et al. wurde 2001 erstmals eine Studie zum Androgeneffekt auf den Knochenbau
bei Kindern mit Prdmaturer Pubarche publiziert. Es stellte sich ein erhohter Mineralsalzgehalt
des Knochens und eine erhohte Knochendichte bei Madchen mit Pramaturer Pubarche im
Vergleich zu den Médchen der Kontrollgruppe heraus. Diese Beobachtung war unabhéngig
von einer moglichen Knochenalterakzelation. Allerdings wurde in dieser Studie die Knochen-
dichte mit DXA bestimmt, die Daten sind daher nicht direkt mit den Ergebnissen unserer Ar-
beit vergleichbar. Als Ursache der erhéhten Knochendichte wurde aufgrund von in vitro-
Studien angenommen, dass DHEA eine direkte stimulierende Wirkung auf die Osteoblasten
ausubt. Im Gegensatz zu Testosteron haben die adrenalen Androgene aber keinen Effekt auf
die Muskelmasse. Es ist nicht klar, in welchem Masse z. B. IGF-1 zu dieser Wirkung beitragt.
(82)
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2 Fragestellung

2.1 Wieviele der Patienten mit Pramaturer Pubarche sind tatsachlich
heterozygote Carrier fur CYP21-Mutationen?

Da die angegebenen Zahlen zur Heterozygotenhdufigkeit fir CYP21-Mutationen bei Pramatu-
rer Pubarche in der Literatur zwischen 0 und 40% stark schwanken, ist eine genaue H&ufigkeit
dieser Mutationen unter unseren Patienten mit Pramaturer Pubarche nicht bekannt.

Auch ziehen die meisten Studien Nomogramme der Hormonwerte im ACTH-Test als Grund-
lage der Diagnose heran, weswegen die Aussagekraftigkeit dieser Untersuchungen beschrankt
ist. Nachdem in unserem Labor eine einfache und schnelle direkte Mutationsanalyse des
CYP21-Gens mit der Cycle-Sequenzierung moglich wurde, stellte sich uns die Frage, wievie-
le der Patienten mit Pramaturer Pubarche, die in unserer endokrinologischen Abteilung des
Dr. von Haunerschen Kinderspitals betreut werden, tatsachlich heterozygote Carrier von

CYP21-Mutationen waéren.

2.2 Wie verlasslich ist der ACTH-Test in der Diagnostik der
Heterozygotie?

In gross angelegten Studien an Verwandten von AGS-Patienten konnte eine hohe Wahr-
scheinlichkeit fur Heterozygotie fir AGS gefunden werden, wenn der 17-OHP-Anstieg im
ACTH-Test 260 ng/dl tberstieg. Dabei war der Anstieg bei Heterozygoten fur die SW-Form
noch héher als fiir die SV-Form, wobei allerdings eine grosse Uberlappung zwischen diesen
Gruppen zu finden war. (26)

Die enorme Schwankungsbreite der Inzidenz an nicht-klassischem AGS und Heterozygotie
fur AGS unter den Patienten mit Pradmaturer Pubarche in den verschiedenen Studien war fir
uns der Anlass, an unserer Patientengruppe sowohl einen ACTH-Test durchzufuihren, als auch
das CYP21-Gen auf Mutationen hin zu untersuchen und die molekularbiologischen Ergebnis-
se mit den hormonellen zu korrelieren. Damit sollte die Frage beantwortet werden, ob der
Grenzwert von 260 ng/dl des 17-OHP-Anstiegs 60 Minuten nach ACTH-Stimulation, der bei
Verwandten von Patienten mit AGS eine Heterozygotie nachweisen kann, auf Patienten mit
Pramaturer Pubarche bertragbar ist. Sollte dies der Fall sein, misste bei den Patienten, die
einen 17-OHP-Anstieg Uber 260 ng/dl zeigten, auch eine Mutation im CYP21-Gen nachzu-

weisen sein.
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2.3 Inwieweit unterscheiden sich Patienten mit normalem ACTH-Test

von denjenigen mit gesteigerter 17-OHP-Antwort?
Wie in der Einleitung ausgefihrt, sind bei Patienten mit Pramaturer Pubarche einige Beglei-
terscheinungen und Folgeerkrankungen aufgrund des mehr oder weniger stark ausgepragten
Hyperandrogenismus geh&uft beobachtet worden. Wir haben uns zur Aufgabe gestellt, die
Ergebnisse des ACTH-Tests mit den klinischen Untersuchungsergebnissen, besonders den
Zeichen des Hyperandrogenismus und den Stoffwechselparametern zu korrelieren und he-
rauszufinden, ob zwischen Patienten mit gesteigerter 17-OHP-Antwort und solchen mit Ant-
worten im Normbereich Unterschiede bestehen, die deswegen die Durchfuhrung eines ACTH-
Tests zur Risikoeinschatzung rechtfertigen.

2.4 Welche Auffalligkeiten zeigt unsere Patientengruppe?

Da einige Autoren durch grossangelegte Studien, besonders Ibanez et al., bereits einige Auf-
falligkeiten bei Patienten mit Pramaturer Pubarche nachweisen konnten, die friher nicht be-
kannt waren, haben wir zusétzlich untersucht, in welchen Punkten unsere Patientengruppe
diese Ergebnisse bestatigen kann und ob sich neue Hinweise auf Moglichkeiten ergeben, Fol-

geerscheinungen des Hyperandrogenismus friihzeitig zu erkennen.
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patientenrekrutierung

Im Zeitraum von Januar 1993 bis August 2000 wurde im Dr. von Haunerschen Kinderspital
bei 68 Patienten die Diagnose einer isolierten Prdmaturen Pubarche gestellt, darunter 60 Mé&d-
chen und acht Jungen. Alle Eltern dieser Patienten wurden im August 2000 angeschrieben
und um eine Vorstellung der Kinder im Rahmen der vorliegenden Studie gebeten. In dem
Brief wurden die Eltern tber das geplante Untersuchungsprogramm informiert, das neben der
korperlichen Untersuchung den ACTH-Test und die Knochendichtemessung einschliessen
sollte. Die Familien von 13 Mé&dchen waren unbekannt verzogen, die Gbrigen Eltern wurden
telefonisch kontaktiert. Die Eltern von 22 Patienten, darunter drei Jungen, lehnten eine die
Studienteilnahme ab, mit den anderen wurden Termine zwischen 28.09.2000 und 10.11.2000
von 8.00 Uhr bis 10.00 Uhr vereinbart. Finf Patienten, davon ein Junge, sind nicht zum ver-
einbarten Termin erschienen.

An der Studie teilgenommen haben 28 Patienten, davon 24 Mé&dchen und vier Jungen. Unter

den Jungen war ein dizygotes Zwillingspaar.

Tabelle 1:  Studienteilnahme
Patienten mit
Pramaturer unbekannt abgelehnt nicht teilgenommen
Pubarche verzogen gekommen
insgesamt 68 13 22 5 28
Anteil 100 % 19 % 32 % 7% 41 %
Madchen 60 13 19 4 24
Jungen 8 0 3 1 4
3.2 Anamnese

Vor Ankunft der Patienten wurden folgende Daten aus der Patientenakte im Studienprotokoll
festgehalten: Schwangerschaftsdauer, Geburtsgewicht, Geburtslange, Alter bei Pubarche, Al-
ter bei Erstvorstellung in der Klinik, Hohe, Gewicht und Knochenalter bei dieser Erstvorstel-
lung, Héhe von Vater und Mutter sowie Alter der Mutter bei ihrer Menarche. Genau wurden
auch das PH-Stadium bei Diagnose sowie weitere klinische Zeichen erhohter Serumandroge-
ne wie Axillarbehaarung, Akne oder adulter Schweissgeruch dokumentiert.

Die Patienten, bzw. ihre Eltern, wurden am Untersuchungstag nach ihrem Gesundheitszustand
und zurtickliegenden schwereren Krankheiten oder Verletzungen befragt, sowie je nach Alter

nach beschleunigtem Wachstum, Gewichtsschwankungen, nach der Pubertatsentwicklung
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bzw. bei prapubertdren Patienten nach Veranderung der Pubesbehaarung. Es wurde nach stark
fettenden Haaren und nach Pickeln oder Akne gefragt und deren eventuelle dermatologische
Behandlung. Bei Madchen nach der Menarche wurde eine Zyklusanamnese erhoben, nach der
Einnahme von oralen Antikonzeptiva und dem Datum der letzen Regelblutung gefragt. Re-
gelmassige Medikamenteneinnahme und insbesondere eine zuriickliegende antiandrogene

Behandlung wurden ebenfalls erfragt.

3.3 Korperliche Untersuchung

3.3.1 Internistische Untersuchung

Bei allen Patienten wurden eine Auskultation von Herz und Lunge, sowie eine Untersuchung
des Abdomens durchgefiihrt, desweiteren eine Racheninspektion und ein palpatorischer Aus-
schluss vergrosserter Lymphknoten, um einen gegenwartig guten und infektfreien Status zu
attestieren.

3.3.2 Auxologie

Die Korperhohe wurde barfuss mit dem digitalen Ulmer Stadiometer gemessen, die Messge-
nauigkeit betrug hier 0,1 cm.

Die Patienten wurden anschliessend, mit Unterwésche bekleidet, mit einer digitalen Waage
der Firma Seca gewogen, die Genauigkeit betrug hier 0,1 kg.

Der Standard Deviation Score (SDS) fur die Hohe und den Body Mass Index, sowie das Ge-
wicht fur die Hohe in Prozent, wurden mit dem Genotropin Auxology Calculator berechnet.
Fur die Hohe und das Gewicht sind hier die Daten von Prader et al .von 1989 (65) als Refe-
renzwerte gespeichert, fir den Body Mass Index die von Cole et al. 1998 publizierten Werte.
(10)

3.3.3 Erhebung des Pubertatsstatus

Die Stadien der Pubesbehaarung (PH) sowie der Brustentwicklung (B) bei Madchen und der
Genitalentwicklung (G) bei Jungen wurden nach Marshall und Tanner bestimmt (51, 34). Als
direkter Vergleich wurden die Abbildungen im Klinikleitfaden P&diatrie, 5. Aufl., herangezo-
gen (34). Das Hodenvolumen der Jungen wurde orchidometrisch bestimmt.
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3.34 Haut

Die Haut am gesamten Korper wurde genau inspiziert, besonders im Hinblick auf Seborrhoe
und Acne vulgaris. Die Befunde wurden in drei Schweregrade eingeteilt, leichte, kleinfolliku-
lare Akne, meist an der Stirn lokalisiert, wurde als 1 gewertet, eine Ausbreitung auf die talg-
drisenreiche Haut von Gesicht, Brust und Ricken als 2, schwere papulopustulése Akne in
grossflachiger Auspréagung als 3.

Es wurde ausserdem auf adulten Schweissgeruch in der Axilla geachtet und in 3 Ausprégun-
gen eingestuft, 0 als nicht vorhanden, 1 als leicht vorhanden und 2 als stark ausgepragt. Bei

Anwendung von Deodorant wurde die Einteilung auf anamnestische Angaben gesttzt.

3.35 Behaarungsscore

Zur Quantifizierung der Korperbehaarung wurde die von Gryngarten et al. im Jahr 2000 pub-
lizierte Scoringmethode angewendet. Hierbei werden acht Korperstellen beurteilt: der Haar-
ansatz, der Bereich zwischen den Augenbrauen, die Oberlippe, die préaurikuldre Region, der
Nacken, die Présakralregion, Arme und Beine. Die verstarkte Behaarung einer dieser Stellen
wird von 1 (leicht) bis 3 (schwer) eingeteilt, die Zahlen werden zu einem Score addiert. Ein
Score Uber 7 bei prapubertaren Kindern wird als Hypertrichose gewertet (21).

Die Methode von Gryngarten et al. wurde anstelle des etablierten und detaillierteren Scoring-
systems von Ferriman und Gallwey (15) gewéhlt, weil sie im klinischen Gebrauch sehr ein-
fach anzuwenden ist und die dltere Methode fur die Beurteilung von Hypertrichose bei er-
wachsenen Frauen konzipiert wurde. Gryngarten et al. dagegen wenden ihre Methode vor
allem zur Beurteilung bei Kindern vor der Pubertdt an. So kann sie auch bei Patienten mit
Pramaturer Pubarche gut im Rahmen der Suche nach Effekten verfriiht erhdhter Serumandro-
gene benutzt werden.

Die Axillarbehaarung wurde zur Beurteilung in 4 Grade eingeteilt: 0 (nicht vorhanden), 1
(leicht), 2 (normal) und 3 (verstarkt).

3.4 Apparative Untersuchungen

34.1 Blutdruckmessung

Der Blutdruck wurde bei allen Patienten im Sitzen oszillometrisch gemessen, mit dem Gerat

Dinamap® pro 200 der Firma Critikon. Die Genauigkeit betrug 1 mmHg.
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Als Referenzwerte wurden die der Task Force on Blood Pressure Control in Children von
1987 herangezogen (87), die noch immer die umfassendste Zusammenfassung grosser Stu-

dien darstellt.

3.4.2 Knochendichtemessung

Die Knochendichte wurde mit peripherer quantitativer Computertomographie (pQCT) gemes-
sen. Das verwendete Geréat war der Stratec XCT-2000 pQCT™ der Firma Stratec, Pforzheim.
Der Scanner arbeitet mit niedrig-energetischer Rontgenstrahlung von 38 keV. Die Strahlendo-
sis fur eine einzelne Messung betrégt damit ungeféhr 0,3 mSyv, d.h. eine effektive Dosis fir
den Unterarm von 0,1 mSv. Eine Kalibrierung mit dem vom Hersteller mitgelieferten Phan-
tom wurde nach jeweils zehn Messungen durchgefuhrt.

Zuerst wurde die Lange des nicht-dominanten Unterarms an der Ulna gemessen und der Un-
terarm in dem Scanner positioniert. Anschliessend wurde eine coronare Ubersichtaufnahme
des proximalen Handgelenks gemacht und die Stelle, die 4% der gemessenen Ulnaldange von
der radialen Gelenkflache aus am Radius entspricht, eingestellt. Falls allerdings die Wachs-
tumsfuge in diesem Bereich lag, und somit eine erhdhte Mineraldichte zu erwarten war, wur-
de die Schnittebene etwas weiter distal gewéhlt. Durch die distale Messung bei 4 % kann die
Gesamtdichte bestimmt werden, die als mittlere Dichte der Querschnittsflache bei einer
Schwelle von 280 mg/cm?® definiert ist. Ausserdem enthalt der Knochen hier metaphysare
Spongiosa, was die Bestimmung der trabekuldren Dichte erlaubt. Diese wurde als mittlere
Dichte der zentralen Querschnittsflache (45% des gesamten Querschnitts) definiert. Eine
zweite Messung wurde an der Stelle des Radius, die 65% der Ulnalange vom der radialen
Gelenkflache aus entspricht, durchgefiihrt. Durch diese diaphysale Messung bei 65 % konnte
die Kortikalisdichte bestimmt werden. Die Schwelle, bei der kortikale Knochensubstanz i-
dentifiziert wurde, betrug 710 mg/ cm?®. (57) Die Stelle am Radius, die 65% der Ulnarlange
von der radialen Gelenkflache entfernt liegt, wurde einerseits gewahlt, weil an dieser Stelle
die Biegebeanspruchung gross ist und die Kortikalis somit kréaftig ausgebildet ist, andererseits
auch, weil in dieser Region die Unterarmmuskeln den gréssten Umfang und die grosste Quer-
schnittsflache haben. Mit Hilfe der vom Hersteller mitgelieferten Software, Version 5.40,
kann so anhand der unterschiedlichen Dichte von Knochen, Muskel und Fett zusétzlich die
Muskelflache berechnet werden.

Als Referenzdaten wurden fur die distale Messung die Untersuchungen von Neu et al. (57)

herangezogen, fur die proximale Messung diejenigen von Schoenau et al. (77).
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3.4.3 Knochenalterbestimmung

Nach der Methode von Greulich und Pyle wurde eine Rontgenaufnahme der linken Hand mit
den Bildern im Atlas verglichen. Als Knochenalter oder biologisches Alter gilt dasjenige, mit
dessen Atlasbild das Rontgenbild des Patienten am ehesten Gbereinstimmt. Fir die zwischen
den im Atlas abgebildeten Reifungsstufen sind im Atlas Tabellen angegeben, sodass das Kno-
chenalter moglichst genau bestimmt werden kann. Ein Knochenalter von weniger als zwolf
Monaten vor oder nach dem chronologischen Alter wird als normal angesehen (20).

Anhand des Knochenalters konnte die prognostische Endlange mit Hilfe der Tabellen von

Bayley und Pinneau (6) geschéatzt werden.

3.5 Labor

3.5.1 Allgemeines Labor

Vor dem ACTH-Test wurden aus der liegenden Kaniile (siehe unten) Blutproben in verschie-

dene Réhrchen entnommen und die in Tabelle 2 genannten Werte bestimmt.

Tabelle 2: Allgemeines Labor

1,2mlin EDTA kleines Blutbild und maschinelles Differetialblutbild, HbA;c

2 ml in Lithium-Heparinat | Elektrolyte, Eiweiss, Albumin, Harnstoff, Kreatinin, Cholesterin, GOT,
GPT, AP

1,2 ml in Natrium-Fluorid | Glucose und Lactat

1,2 ml fur Serum TSH und fT4

5 ml flr Serum Insulin, C-Peptid und Leptin

Ausserdem wurden 7,5 ml Blut in ein EDTA-RGhrchen fir die DNA-Extraktion entnommen.
Aus der Glucosekonzentration und dem Insulin-Spiegel wurde die Glucose/Insulin-Ratio be-
rechnet. Nach Legro et al. liegt bei Werten unter 4,5 mg/dl : uE/ml eine Insulinresistenz nahe.
Dieser Grenzwert wurde durch Vergleich einer Kontrollgruppe mit Patientinnen mit PCOS
gewonnen, bei denen auch ein oraler Glucosetoleranztest durchgefuhrt wurde. Dieser Grenz-
wert der Glucose/Insulin-Ratio hat in der genannten Studie eine Sensitivitat von 95%, eine
Spezifitat von 84%, einen positiven pradiktiven Wert von 87% und einen negativen pradikti-
ven Wert von 94% gezeigt. (48)

Leider sind fir Kinder derzeit noch keine Referenzwerte fiir Leptin vorhanden. In einer Studie
mit Kindern mit Prdmaturer Pubarche von I'Allemand et al. hat sich aber mittlerweile eine
Korrelation mit dem SDS-BMI gezeigt, ausserdem eine Korrelation mit dem Serum DHAS-
Spiegel. Wir wollten herausfinden, ob in unserer altersméssig heterogenen Gruppe diese Kor-

relationen ebenfalls nachweisbar seien. (45)
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35.2 ACTH-Test

Der Test wurde bei allen Patienten im Sitzen durchgefiihrt und zwischen 8.00 h und 10.00 h
begonnen. Die Patienten waren grosstenteils nicht niichtern. In eine Vena cubitalis wurde eine
Venenverweilkanile gelegt und zuerst die oben genannten Blutproben entnommen. Dann
wurden 5 ml Blut fur die basalen Hormonbestimmungen aus dem Serum abgenommen. An-
schliessend wurden 250 pg ACTH ( 0,25 ml Synacthen, Ciba-Geigy, Schweiz) langsam Uber
ca. eine Minute injiziert. Danach wurde mit physiologischer NaCl-Ldsung nachgespult und
die Kanule mit verdunnter Heparinldsung (200 IE in 2 ml) geblockt. Sechzig Minuten nach
der ACTH-Injektion wurde erst die Heparinlésung sowie ca. 2 ml Blut abgezogen. Danach
wurden weitere 5 ml Blut zur Bestimmung der stimulierten Hormonwerte im Serum entnom-

men, die Kantle wurde dann entfernt.

3.5.3 Hormonbestimmungen

Die Hormonbestimmungen wurden im Labor der endokrinologischen Abteilung des Dr. von
Haunerschen Kinderspitals durchgefiihrt. Tabellarisch sind die beniitzen Assays und die la-
borinternen Daten zu Prézision und Reproduzierbarkeit angegeben.

Tabelle 3 : Ausschliesslich basal bestimmte Hormone

Intraassay variance | Interassay variance
Hormon Testverfahren Firma = Prazision =Reproduzier-
barkeit
n==6 n=38
LH X =10,1 mU/ml X =9,4 mU/ml
immunenzymo- Biochem, SD = 0,3 mU/mi SD = 0,63 mU/ml
metrisches Assay mit Freiburg VK =3,0% VK =6,7%
monoklonalen Anti- n==6 n=8
FSH | korpern und Magnet- x=232mU/ml | x=211mU/ml
trenntechnik SD=0,8mU/ml | SD=1,75mU/ml
VK =3,4% VK =8,3 %
Immuno- n==6 n=9
IGF-1 Enzyme Amplified diagnostic X = 99,6 ng/ml x = 134,1 ng/ml
Sensitivity Immuno Systems Ltd. SD =9,2 ng/ml SD =11,9 ng/ml
Assay Boldon, VK=92% VK =8,9%
(EASIA) Gross-
britannien
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Tabelle 4: Sowohl basal als auch nach ACTH-Stimulation bestimmte Steroidhormone

Intraassay variance Interassay variance
Hormon Testverfahren Firma = Prézision =Reproduzierbarkeit
Diagnostic n==6 n=28
17-OHP Radioimmunoassay | Systems Labo- X = 94,2 ng/dl x = 96,5 ng/dl
(RIA) ratories, Sins- SD = 7,0 ng/dl SD = 14,9 ng/dI
heim VK =74% VK =154 %
Fluoreszenz- n==6 n=12
Cortisol polarisations- ABBOT, x = 16,4 pg/dl x = 16,4 pg/d
Immunoassay Wiesbaden SD =0,3 pg/dl SD =1,1 pg/dl
(FPIA) VK=1,3% VK =6,7%
immunenzymo- n==6 n=7
DHEAS metrisches Assay mit | Biochem, Frei- x = 104,8 ug/dl x =108,9 pg/dl
monoklonalen Antikor- burg SD =5,9 pg/dl SD = 11,3 pg/dl
pern und Magnettrenn- VK =5,6 % VK =10,4 %
technik
Diagnostic n==6 n=7
Andro- Radioimmunoassay Systems Labo- x = 126,5 ng/dI x = 110,9 ng/dl
stendion (RIA) ratories, Sins- SD = 6,9 ng/dI SD = 10,0 ng/di
heim VK =55% VK =9,0%
Immuno- n==6 n==6
Testo- Enzyme Amplified diagnostic x = 187,6 ng/dI x = 148,8 ng/d|
steron Sensitivity Immuno Systems Ltd. SD = 10,6 ng/dI SD =18,9 ng/dI
Assay Boldon, VK =57 % VK=12,7%
(EASIA) Gross-
britannien

Als Referenzwerte wurden die Pediatric Steroid Profiles der Firma Endocrine Sciences, Tar-

zana, Kalifornien herangezogen.

3.6 Material und Methoden der DNA-Analyse
3.6.1 Material
36.1.1 Hersteller

Die verwendeten Chemikalien wurden in p.a.-Qualitat von folgenden Herstellern bezogen:

Bio-Rad (Mdinchen), Biozym Diagnostik (Hess. Oldendorf), Boehringer Mannheim (Mann-
heim), Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Serva Feinbiochemica (Heidelberg),
Sigma (Deisenhofen) und Pharmacia (Freiburg). Es wurde die Agarose Biozym agarose DNA
der Firma Biozym Diagnostik verwendet. Die Tag DNA Polymerase und die Restriktionsen-
zyme stammen von Boehringer Mannheim. Die Nukleosidtriphosphate wurden von Pharma-
cia geliefert. Die Proteinase K wurde von Sigma bezogen. Das Qiaquick PCR Purification Kit
wurde von Qiagen (Hilden) bezogen. Als Synthesekit wurden das Expand™ Long Template

PCR System der Firma Boehringer Mannheim verwendet. Das dRhodamine Terminator Cycle
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Sequencing Ready Reaction Kit stammte von Perkin-Elmer. Die Primer wurden von der Fir-
ma MWG-Biotech (Ebersberg) sythetisiert. Es wurde der 1 kb DNA ladder Langenstandard
von Gibco BRL verwendet.

3.6.1.2 Material fir die DNA-Praparation

e Erythrozytenlysepuffer

NH,CI 150 mM 8,29 g
KHCO; 10 mM 1,009
Na,EDTA 0,1 mM 0,037 g
— ad 1000 ml H2Opigest ; ph 7,4 mit NaOH/HCI einstellen
— autoklavieren
e Ethanol 100 %
e Ethanol 70 %
e NaCl5M
e Proteinase K-Puffer
Tris/Cl ph 7,5 1M 5 ml
EDTA 05M 2 mi
NaCl 5M 3ml
— ad 1000 ml H2Opjgest
— autoklavieren
e Proteinase K
e SDS
| Na-Dodecylsulfat | 200 g
— ad 1000 ml H2Opjgest
3.6.1.3 Material fur PCR und Cycle-Sequenzierung
e Agarose: Biozym agarose DNA
e Auftragspuffer 5% fiir die Agarosegel- Elektrophorese
Ficoll 400 254 25 %
Bromphenolblau 0,025 ¢ 0,25 %

e DNA Pol Mix




Kapitel 3: Patienten und Methoden

dNTP-Mix
H2Oidest 60 pl
dATP 100 mM 10 pl
dTTP 100 mM 10 pl
dGTP 100 mM 10 pl
dCTP 100 mM 10 ul

— Endkonzentration der Desoxynukleotidtriphosphate 400 uM
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
EcoRlI

Ethanol 100 %

Ethanol 70 %

Ethidiumbromid 1 % (10 mg/ ml)

Natriumacetat 3 M

Primer
Primer | 5 Sequenz 3" | 5 -Bindung | Sense Tm
AGS-F | GCATAT AGAGCATGGCTG TG -679 + 60 °C
AGS-R | CCTTCT CTG CCA GCG ATG TC 2818 - 64 °C
AGS-2R | ACC AGC CTG GGC AGC ATAGC 466 - 66 °C
AGS-4R | TGG GCC TGA GGG GCT GTG AG 1054 - 68 °C
AGS-6R | ATC ACT GGC TGT GGG CCG AG 1455 - 68 °C
AGS-7R | CCA CCG CCC TGG CCAGGT TG 1834 - 70 °C
AGS-9R | GCCTCC ACCACATTT TCA CG 2387 - 62 °C
Puffer 3
Tris-HCI 500 mM
pH 9,2 (25 °C)
(NH4),SO, 160 mM
MgCl, 22,5 mM
DMSO 20 %
Tween® 1%
Puffer H

QIAquick PCR Purification Kit
10 x Reaktionspuffer

Taql
10 x TBE Puffer
Tris/Cl 840 mM 5109
Borsaure 900 mM 2759
Na,EDTA 20 mM 37,29

— ad 5000 ml HoOpigest

— Autoklavieren
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3.6.2 Praparation der genomischen DNA aus EDTA-Blut

Die genomische DNA wurde aus Leukozyten nach der von Miller et al. (52) beschriebenen
Methode prapariert. Daflir standen 7,5 ml EDTA-BIut zu Verfligung.

3.6.2.1 Lysierung der Erythrozyten

Die 7,5 ml EDTA-BIlut wurden in ein steriles 50 ml Réhrchen tberfihrt, mit Erythrozyten-
Lysepuffer auf ein Endvolumen von 50 ml aufgefillt und durch sanftes Wenden gemischt.
Bei Raumtemperatur wurde die Zellsuspension bis zur vollstdndigen Lyse der Erythrozyten
inkubiert, die durch eine lackartige Rotfarbung zu erkennen ist.

Anschliessend wurden die Leukozyten bei 1000 U/min bei Raumtemperatur abzentrifugiert
und der Uberstand mit den lysierten Erythrozyten dekantiert. Das Pellet wurde in Erythrozy-
ten-Lysepuffer resuspendiert und der Lyse- und Zentrifugationsschritt zweimal wiederholt.

3.6.2.2 Lysierung der Leukozyten und Proteinase K-Verdau des Zell-Lysats

Das Pellet wurde in 1 ml Proteinase K-Puffer aufgenommen, anschliessend mit 5 pl Proteina-
se K und 50 ul SDS 20% versetzt und tber Nacht bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.

Das Detergenz SDS wurde zur Zerstérung der leukozytéren Zellmembran zugesetzt, die Pro-
teinase K zur Verdauung der vorhandenen Proteine, speziell der Histone, wodurch die geno-

mische DNA aus ihrer Verpackung gelost wurde.

3.6.2.3 Aussalzung der Proteine, Fallen, Waschen und Loésen der DNA

Nach der Proteolyse durch die Proteinase K wurden die Proteine durch Zugabe von 300 pl 5
M NaCl-Losung denaturiert und maximal 15 sec auf dem Vortex durchmischt. Es folgte eine
zehnminutige Abzentrifugation der Proteine bei 5000 U/min und das Dekantieren des DNA-
haltigen Uberstands in ein neues, steriles 50 ml Rohrchen.

Unter Zugabe von 2 bis 2 % Volumina 100%igem Ethanol und mehrmaligem, vorsichtigem
Kippen des Rohrchens fiel die DNA als weisser Faden aus. Dieser konnte mit einer sterilen
Pipettenspitze aufgenommen und in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefass mit Schraubverschluss
Uberfiihrt werden, das mit 200 pl 70%igem Ethanol gefullt war, um die DNA zu waschen. Der
Ethanol wurde anschliessend abgenommen. Nach einstindigem Verdampfen des restlichen
Alkohols wurde die genomische DNA in TE-Puffer geldst. Zur vollstandigen Lésung der
DNA blieben die Proben iber Nacht bei Raumtemperatur stehen und wurden anschliessend
bei 4 °C im Kihlschrank gelagert.
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3.6.2.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA besitzt ein Absorbtionsmaximum bei 260 nm, was zur Bestimmung ihrer Konzent-
ration durch spektralphotometrische Messung ausgenutzt wurde. Dazu wurde die in TE-Puffer
geloste DNA 1:100 in H,Opigest Verdiinnt und durchmischt. Die DNA-Konzentration wurde
bei einer Wellenlange von A = 260 nm in einer Quarzkivette photometrisch gegen HyOpigest
gemessen.

Die DNA-Konzentration wurde mittels folgender Formel berechnet:

E260 ® € # VF = DNA-Konzentration in pg/pl

Ezs0:  Extinktion bei 260 nm
€ Extinktionskoeffizient (flir DNA: 50)

VF:  Verdinnungsfaktor, hier 100
Der optischen Dichte (OD) von 1 entspricht bei 260 nm somit eine Konzentration von 50
pug/ml DNA.
Zur Qualitatsuberprifung der Praparation musste ausserdem der Gehalt an Proteinen be-
stimmt werden. Da das Absorbtionsmaximum von Proteinen im Unterschied zur DNA bei
280 nm liegt, konnte aus dem Quotienten ODyg / OD>gp der Reinheitsgrad der DNA abgelei-
tet werden. Dieser Quotient liegt fur reine DNA bei 1,8.

3.6.3 Amplifikation und Sequenzierung des CYP21-Gens

Bei den 9 Patienten, bei denen ein abnormer ACTH-Test vorlag (Gruppe 2), wurde das
CYP21-Gen mit der von Krone et al. publizierten Methode auf die zehn haufigsten Mutatio-
nen, die bei Patienten mit Adrenogenitalem Syndrom vorkommen, untersucht (43). Dazu
wurde das CYP21-Gen mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) nach Mullis et al. (56,

74) amplifiziert. Anschliessend wurde eine Tag-Cycle-Sequenzierung durchgefihrt.

3.6.3.1 Quantitativer restriktionsenzymatischer Verdau

Vor der Amplifikation des CYP21-Gens wurde die genomische DNA in einem quantitativen
Restriktionsverdau mit Taql zerlegt. Dazu wurden 10 pg genomische DNA mit dem mitgelie-
ferten 10 x Reaktionspuffer und 3 U/ pl Taqgl in einem VVolumen von 10 pl fur zwei Stunden
bei 65 °C inkubiert. Um eine quantitative Verdauung zu erreichen, wurden nochmals 3 U/ pl
Enzym mit HyOpigest Und 10 X Reaktionspuffer hinzugegeben und die DNA bei 65 °C Uber
Nacht verdaut.

Das Ergebnis wurde auf einem 1%igen TBE-Gel ausgewertet.
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3.6.3.2 PCR-Amplifikation

Fur die Amplifikation des CYP21-Gens wurde das Expand™ Long Template PCR System
verwendet. Dieses System ist fir die Amplifikation langer PCR-Produkte konzipiert worden.
Es besteht aus einer Mischung von Tag und Pwo DNA-Polymerase (DNA Pol Mix). Durch
die Exonukleaseaktivitat der Pwo wird die Fehlerrate bei der Amplifikation vermindert.

Die PCR wurde in folgendem Reaktionsansatz in einem Gesamtvolumen von 50 ul durchge-
fuhrt:

Puffer 3 5ul
dNTP-Mix 2 ul
AGS-F 50 ng/ pl 1pl
AGS-R 50 ng/ pl 1l
DNA Pol Mix 25U 1pl
quantitativ verdaute 200 ng X ul
gDNA
H2Opidest ad 50 pl

Der Ansatz wurde unter folgenden Bedingungen inkubiert:

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Anfangsdenaturierung 94 °C 5 min 1X
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 53 °C 30 sec 30 x
Extension 68 °C 3 min
Auffillreaktion 68 °C 7 min 1x

Nach der Amplifikation wurde das PCR-Produkt in einem EcoRI-Verdau kontrolliert. Es
wurden 10 pl PCR-Produkt mit 2 pl des mitgelieferten Puffers H, 1 pl EcoRIl und 7 pl
H2Opidest 1 h bei 37 °C inkubiert und anschliessend auf einem 1%igen TBE-Gel aufgetrennt.
Dazu wurde der 10 x TBE-Puffer 1 : 10 verdinnt und zu 2000 ml des verdiinnten Puffers 60
ul des 1%igen Ethidiumbromids zugegeben, was einer Endkonzentration an Ethidiumbromid
von 0,3 pg/ml entspricht. Fur das Agarosegel wurde 1 g Agarose in 100 ml ethidiumbromid-
haltigem TBE-Puffer durch Kochen aufgeldst und nach ausreichender Abkuhlung in einen
Geltréger gegossen. Das Gel wurde mit TBE-Puffer tberschichtet. Jeweils 10 ul der PCR-
Produkte wurden mit 2 pl Auftragspuffer versetzt und in die Geltaschen eingebracht. Der Gel-
lauf erfolgte bei einer Spannung von 100 mV uber 30-60 min. Das Ergebnis wurde unter UV-
Licht fotografiert.

Vor der direkten DNA-Sequenzierung wurden die PCR-Produkte mit dem QIlAquick PCR
Purifikation Kit nach Protokoll des Herstellers gereinigt, anschliessend wurden sie ein weite-

res Mal auf einem 1%igen TBE-Gel kontrolliert.
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3.6.3.3 Cycle-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde mit der ABI Dye Terminator Technik mit nested Primern
durchgefiihrt. Bei dieser Kettenabbruchmethode wird die Tag-DNA-Polymerase benutzt. Die
Markierung erfolgt durch Einbau von fluoreszenzmarkierten ddNTPs (Dye-Terminatoren) am
3'Ende der DNA-Vorlage. Bei der automatischen Sequenzierung werden die fluoreszenz-
markierten DNA-Fragmente wéhrend ihrer Auftrennung tber ein Polyacrylamid-Gel durch
einen Laser angeregt und direkt online detektiert. Das emittierte Signal wird von dem ange-
schlossenen Computer zu einem Signal verrechnet.

In der Cycle-Sequenzierungs-PCR wurden ca. 200 ng DNA (PCR-Produkt) eingesetzt, fol-
gende Primer wurden in einer Konzentration von 50 ng/ul verwendet:

AGS-2R, AGS-4R, AGS-6R, AGS-7R, AGS-9R und AGS-R.

Die PCR wurde in einem Gesamtvolumen von 10 pl folgendermassen durchgeftihrt:

dRhodamine 4 ul
Terminator Cycle
Sequencing Ready

Reaction Kit
Primer 50 ng/ul 1ul
DNA 200 ng/ul X Wl
H2Opidest ad 10 pl

Der Ansatz wurde unter folgenden Reaktionsbedingungen inkubiert:

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 94 °C 15 sec
Annealing 55°C 15 sec 25 X
Extension 60 °C 4 min

Da die Dye Terminatoren nicht vollstandig eingebaut wurden, musste man diese nach der
Sequenzierungsreaktion aus dem Ansatz entfernen, um ein unspezifisches Fluoreszenzsignal
in der Elektrophorese zu vermeiden. Die Reinigung erfolgte mit der Ethanol-Prézipitations-
methode. Hierzu wurden in einem 1,5 ml grossen Eppendorf-Reaktionsgefass 5 ul PCR-
Produkt mit 12,5 pl 100%igem Ethanol und 0,5 pl 3 M Natriumacetat versetzt und 30 min
zentrifugiert. Die Flissigkeit wurde vorsichtig, ohne die Spitze des Gefdsses zu beruhren,
abgenommen und es wurden 100 pl 70%iger Ethanol zugegeben. Die Gefasse wurden weitere
15 min zentrifugiert, die Flissigkeit wie beschrieben abgenommen und die Restfeuchtigkeit
Uber Nacht im Warmeschrank bei 37 °C verdampft.

Die Geféasse wurden verschlossen an die Firma Medigenomix GmbH (Martinsried) geschickt,
wo die Sequenzierungsprodukte auf einem ABI PRISM 377 DNA Sequencer elektro-
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phoretisch aufgetrennt wurden. Die DNA-Sequenzen wurden von Dr. N. Krone auf einem

Power Macintosh mit der ABI PRISM Sequence Navigator ver. 1.0.1 Software ausgewertet.

3.6.4 Darstellung von Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen (RFLP)

Die RFLP-Analyse diente der Suche nach einer grossen Deletion bzw. grossen Genkonversi-
on des CYP21-Gens. Diese Untersuchung wurde bei 27 Patienten von Dr. E. Keller nach der
in ihrer Dissertation zum Erwerb des Doktorgrades der Humanbiologie beschriebenen Metho-
de im Labor fiir Immungenetik der Kinderpoliklinik durchgefiihrt. (37)

3.64.1 Restriktionsenzymatischer Verdau der genomischen DNA

Mit Hilfe der Restriktionsenzyme Tagl, EcoRI und Bgl 1l wurde die genomische DNA in de-
finierte Fragmente zerlegt. Anschliessend wurde der Verdau auf einem Agarosegel kontrol-
liert. War der Verdau komplett, wurde die Reaktion durch Zugabe von EDTA gestoppt, der
Reaktionsansatz auf ein Volumen von ca. 20 pl eingeengt, mit succrosehaltigem Blaumarker

versetzt und eine Agarosegel-Elektrophorese durchgefiihrt.

3.6.4.2 Gelelektrophorese

In einer Gelkammer mit ethidiumbromidhaltigem Agarosegel wurden die DNA-Fragmente
elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden die DNA-Proben unter TEA-Puffer neben einem
Langenstandard aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 30 Volt
uber einen Zeitraum von 38 h bis 40 h. Der Gellauf wurde anschliessend unter UV-Licht kon-
trolliert und fotografiert. Die gespaltene DNA sollte als durchgehender Schlier zu erkennen
sein, die Laufstrecke bestimmter Markerbanden dienten als Mass daftr, ob die nachzuweisen-

den DNA-Fragmente weit genug aufgetrennt wurden.

3.6.4.3 Southern Blotting

Um die aufgetrennten DNA-Restriktionsfragmente analysieren zu kdénnen, wurden sie auf
eine Nylonmembran transferiert, d. h. geblotted (83).

Das Gel wurde zundchst mit einer HCI-L6ésung zur Depurinierung der DNA behandelt, wo-
durch der Transfer grosserer DNA-Fragmente erleichtert werden sollte. Danach wurde das
Gel gewaschen und mit einer NaOH-Losung zur Denaturierung der DNA behandelt. Die U-
bertragung der nun einzelstrangigen DNA erfolgte durch einfache Diffusion (50). Mittels Pa-
pierbriicken wurde der Transferpuffer durch das Gel und die Membran in die trockene obere

Papierschicht gesaugt, wobei die DNA aus dem Gel gel6dst und an die Nylonmembran gebun-
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den wurde. Dadurch ergab sich auf der Membran ein genaues Abbild des DNA-Fragment-
Musters auf dem Gel. Die Membran wurde zur Entfernung von Agaroseresten gewaschen und
anschliessend getrocknet. Eine starkere Bindung der DNA an die Membran wurde durch UV-

Bestrahlung erzielt.

3.6.4.4 Hybridisierung mit sequenzspezifischen DNA-Sonden

Bei der Hybridisierung binden radioaktiv markierte, sequenzspezifische DNA-Sonden an
komplementdre DNA-Sequenzen auf der Membran. Die Hybridisierungsprodukte kdnnen
durch Autoradiographie sichtbar gemacht werden. Es wurden Sonden fur das CYP21-Gen
(enthalt bis auf die ersten 15 bp die gesamte codierende Sequenz des CYP21-Gens, sowie 3°
flankierende Sequenzen), sowie fur das C4-Gen (spezifisch fur das 5° Ende beider C4-Gene
C4A und C4B) eingesetzt. Hierbei handelte es sich um die Sonden, die auch im Rahmen des
10. Internationalen Histokompatibilitatsworkshops 1987 verwendet wurden.

Die DNA-Sonden wurden nach Denaturierung durch Kochen mit Hilfe der ,,Hexamer-
Zufallsprimer“-Methode (14) radioaktiv markiert. Die radioaktive Markierung mit P*? wurde
durch Messung der spezifischen Aktivitat im Szintillationsz&hler bestimmt. VVor der Hybridi-
sierung wurde die Membran in Prahybridisierungslosung inkubiert. Dazu musste die Memb-
ran in eine Folie eingeschweisst und die Lésung luftblasenfrei eingefullt werden. Wahrend der
Préhybridisierung wurden die Stellen auf der Membran, die unspezifisch DNA banden, mit
Lachssperma-DNA, SDS und Komponenten der Denhardt-Losung abgesattigt.

Zur Hybridisierung wurde die Préhybridisierung durch Hybridisierungslésung ersetzt und die
radioaktiv markierte DNA-Sonde zugesetzt, die vorher durch Kochen und Abkiihlen denatu-
riert wurde. Nach der Inkubation wurde die Membran zur Entfernung tberschissiger Radio-
aktivitat gewaschen und anschliessend getrocknet. Zur Detektion der Hybridisierungsprodukte
wurde die Membran in eine diinne Folie eingeschweisst und zusammen mit einem Rontgen-
film in einer Rontgenfilmkassette zwischen zwei Verstarkerfolien tiber Nacht bei —80 °C ex-
poniert. Je nach Starke des Uber Nacht erreichten Signals wurde die Membran fir weitere drei

bis zehn Tage exponiert.

3.6.5 Mutationsanalyse mittels Oligonukleotid-Hybridisierung

Von Dr. E. Keller wurden bei 27 Patienten ebenfalls eine Analyse der zehn haufigsten oben
aufgefiihrten Punktmutationen durch PCR und Oligonukleotid-Hybridisierung durchgefihrt.
Dazu wurden vier CYP21-spezifische PCR-Fragmente amplifiziert.
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Fragment 5) Primer 3
Fragment 1: Pl: TGGAACTGG TGG AAG CTC CGG*
Exon 1 bis Exon 3 P2: AGC AGG GAG TAG TCT CCC AAG*
Fragment 2: P3: CTGTCC TTG GGA GAC TAC TCC?
Exon 3 bis Exon 8 P4: GCT CGG GCT TTC CTC ACT CAT®
Fragment 3: P3: CTGTCCTTG GGA GAC TAC TCC*
Exon 3 bis Exon 10° P11: GGA GCA ATA AAG GAG AAACTG A°
Fragment 4: PM: GTG GTG CTG AAC TCC AA°
Exon 2 bis Exon 6 PCr: GCA TCT CCA CGA TGT GA’

% nach Speiser et al. (84)

®: zur Identifikation der Pro453Ser Mutation in Exon 10
°: nach Wedell et al. (92)

% nach Owerbach et al. (62)

Die PCR wurde in einem Reaktionsansatz mit einem Volumen von 50 ul durchgefiihrt, der 25
pmol Primer, 20 nmol dNTPs, 2,5 U Taq Polymerase, Puffer (10 mM Tris/ HCI pH 8,3, 50
mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,01% Gelatine) und 0,5- 1ug DNA enthielt. Fir die Amplifikation
der Fragmente 2 und 3 wurde ausserdem 1% DMSO dazugegeben.

Es wurde eine Zweistufen-PCR mit folgenden Reaktionsbedingungen durchgefiihrt:

Fur Fragment 1 und 2

Schritt Temperatur Zeit Zyklen

Anfangsdenaturierung 94 °C 10 min 1x
Denaturierung 94 °C 1 min

Annealing 63 °C 30 sec 5Xx
Extension 72°C 2 min
Denaturierung 94 °C 1 min

Annealing 59 °C 30 sec 30 x
Extension 72 °C 2 min

Fur Fragment 3 wurden 5 Zyklen mit einer Annealingtemperatur von 58 °C und 30 Zyklen
mit einer Annealingtemperatur von 54 °C durchgefihrt, fir Fragment 4 8 Zyklen bei 58 °C
und 25 Zyklen bei 54 °C.

Die PCR-Produkte wurden auf Nylonmembranen gebracht und mit Digoxigenin-markierten
Oligonukleotiden hybridisiert, die mit mutierten und normalen Sequenzen im CYP21-Gen
korrespondieren. Die Technik der Hybridisierung und anschliessenden Chemilumineszenz-
detektion wurde nach Nevinny-Stickel et al. durchgefihrt (58,59).
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Verwendete Oligonukleotide:

Bezeichnung® 5 Sequenz 3 Spezifitat
30A° CCACCTCCTGCCTCTTG P30L Exon 1
308° CCACCTCCCGCCTCTTG

SpIA(ING)” AGC CCC CAG CTC CTCCT
SpIB(INA)P AGC CCC CAACTCCTCCT splice site, Intron 2
SpIB(INC)P AGC CCC CAC CTC CTC CT
DelA° GAG CAG TAG TCT CCC AAG GAC 8bp Deletion, Exon 3
DelB° GGG AGT AGT CTC CCA AGG AC
172A GCAGCATCAACTGTTACCT 1172N, Exon 4
172B GCAGCATCATCTGTTACCT
234-239A° CTGCTTCTCCTCGTT GTGGTC Cluster Punkt-
234-239B° CTG CAT CTC CAC GAT GTG ATC mutationen, Exon 6
281A° AAG GGC ACTTGC ACA TG V281L Exon 7
281B° AAG GGC ACGTGC ACATG
307A° GTG AAG CAA AAA AAA CCA CG T Insertion, Exon 7
307B GTGGTTTTTTTG CTT CAC CA
318A° AGC GAC TGT AGG AGG AG Q318 Stop, Exon 8
318B" AGC GAC TGC AGG AGG AG
356A GCGCCTGTGGCCCGTT R356W, Exon 8
356B GCG CCTGCGGCCCGTT
453Ser CGC TGC TGC CCT CCG GG P453S, Exon 10
453Pro CGC TGC TGT CCT CCG GG

a: ein A zeigt die Zugehdrigkeit zum Pseudogen CYP21P an (auch als CYP21A bezeichnet),
ein B die Herkunft vom funktionellen CYP21-Gen (auch CYP21B genannt). (25, 96, 69).
nach Helmberg et al. (24)

nach Mornet et al. (55)

nach Amor et al. (1)

nach Owerbach et al. (62)

[l o O o

3.7 Statistische Methoden

Aufgrund der kleinen Patientenzahl konnte nicht von einer Normalverteilung der Ergebnisse
ausgegangen werden. Trotzdem wurden die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen zusétz-
lich zur nicht-parametrischen Darstellung in Mittelwerten und Standardabweichungen ange-
geben, um einen besseren Vergleich mit anderen Studien zu ermdglichen.

Die statistische Datenanalyse wurde aber ausschliesslich mit nicht-parametrischen Tests
durchgefiihrt. Um Unterschiede der zwei Gruppen zu untersuchen wurde der Mann-Withney-
U-Test angewendet, fiir deren graphische Darstellung wurden Box-Plots gewdéhlt. Der Median
ist als Strich in der Box dargestellt, in der Box liegen Werte innerhalb der 25. und 75. Perzen-
tile. Langs ist durch einen Strich der Bereich von eineinhalb Perzentilenabstdnden dargestellt,
der abschliessende Querstrich stellt den letzten Wert dar, der noch in diesem Bereich liegt, der
Langsstrich kann daher auch kirzer als der eineinhalbfache Interperzentilenabstand sein. Aus-
reisser sind Werte, die mehr als anderthalb (Kreise) bzw. drei (Sternchen) Boxlangen von der

oberen bzw. unteren Boxkanten entfernt sind.
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Zur Untersuchung von Korrelationen wurde der Spearman-Korrelationstest benutzt, bei dem
die graphische Darstellung durch einfache Streudiagramme erfolgt.

Mit dem T-Test flr einfache Stichproben wurde untersucht, ob sich die standardisierten Daten
der gesamten Patienten im Mittel von O unterscheiden, d. h. ob sie von der Norm abweichen.
Hier wurden Histogramme zur graphischen Veranschaulichung gewéhlt. Bei diesen wurde auf
der x-Achse der SDS aufgetragen, auf der y-Achse die Anzahl der Patienten, so dass eine
Abweichung von der Gauss schen Normalkurve auf den ersten Blick ersichtlich ist.

Fur die statistische Auswertung wurde mit SPSS fir Windows, Version 10.1, gearbeitet.
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen sind im folgenden in Mittelwerten und Stan-
dardabweichungen angegeben, die vollstandige Tabelle der Rohdaten sowie der standardisier-
ten Einzeldaten ist im Anhang zu finden. Die Patienten sind in der Tabelle nach steigendem
17-OHP-Anstieg im ACTH-Test angeordnet, d. h. Patient 1 hatte den niedrigsten, Patient 28
den hdchsten 17-OHP-Anstieg. Da einige Daten nicht bei allen Patienten ermittelt werden

konnten, ist die jeweilige Anzahl der vorliegenden Werte in Klammern angegeben.

4.1 Definition der zwei Gruppen

Nach der von Knorr et al. festgelegten Grenze des 17-OHP-Anstiegs von 260 ng/dl 60 min
nach ACTH- Stimulation wurden die Patienten der vorliegenden Studie in zwei Gruppen ein-
geteilt: Gruppe 1 umfasst alle Patienten, die mit ihrem 17-OHP-Anstieg im Normbereich von
Mittelwert + 2 SD gesunder Probanden liegen, d. h. unter 260 ng/dl. Diese Gruppe enthélt 19
Patienten, Patient 1 bis 19. In Gruppe 2 wurden alle Patienten eingeteilt, die mit ihrem 17-
OHP-Anstieg tber 260 ng/dl lagen, das waren 9 Patienten, Patient 20 bis 28. (39)

4.2 Anamnestische Daten

4.2.1 Geburtsanamnese

In der Gruppe 1 (n=14) fanden sich vier Fruhgeburten, darunter die Zwillinge, die in der 35.
SSW zur Welt kamen. In Gruppe 2 (n=9) fand sich dagegen keine Friihgeburt.
Insgesamt war nur einer der Zwillinge aus Gruppe 1 ,,small for gestational age* (SGA), d. h.

er lag mit dem Geburtsgewicht unter der 10. Perzentile. (46).
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4.2.2

Status bei Erstdiagnose

Tabelle 5: Auxologische Daten bei Erstvorstellung ®

SDS Hoéhe SDS mittlere SDS Héhe Knochenalter- | SDS prognosti-
familidre Ziel- | bezogen auf vorsprung sche Endlange
grosse Knochenalter (Verhéltnis
CA/BA")
Gesamt 0,47 +1,13 0,0+0,9 -0,62 +0,94 1,13 40,10 -0,43 +1,08
(n=28) (n=28) (n=21) (n=21) (n=16)
Gruppe 1 0,74 +1,01 0,1+0,9 -0,49 +0,88 1,14 +0,10 -0,14 40,83
(n=19) (n=19) (n=15) (n=15) (n=10)
Gruppe 2 -0,08 +1,17 -0,3+0,6 -1,21 +0,83 1,12 +0,07 -0,92 +1,25
(n=9) (n=9) (n=6) (n=6) (n=6)

% alle Werte als Mittelwerte +SD

® CA = chronological age, BA = bone age

Nach Tabelle 5 schienen die Patienten der Gruppe 1 eher grosser als die der Gruppe 2 gewe-
sen zu sein, ein Eindruck, der sich noch verstarkt, wenn die Standardisierung nach dem Kno-
chenalter, das heisst nach dem biologischen Alter erfolgt, auch wenn in beiden Gruppen das
Knochenalter in &hnlichem Ausmass akzeleriert war. Der Unterschied war nicht signifikant,

die Tendenz ist aber aus den Abbildungen 2 und 3 zu ersehen.

Abbildung 2: Unterschied in SDS Hbéhe bei Erstvorstellung
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Abbildung 3: Unterschied in SDS Hbéhe bei Erstvorstellung korrigiert nach Knochenalter
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Die Latenz zwischen dem Auftreten von Schamhaaren, also der Pubarche, und der Diagnose
in der Klinik betrug fur alle Patienten 0,73 +0,77 Jahre, fir Gruppe 1 0,60 +0,74 Jahre und

fir Gruppe 2 1,01 +0,78 Jahre. Hierin wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Gruppen gefunden.

Tabelle 6: Klinische Zeichen des Androgenexzesses

Alter bei Pubar- | vorhandene Axil- | vorhandener adul-
che® (a) larbehaarung” ter Schweissge-

ruch®

Gesamt 6,04 +1,76 10 (=36%) 4 (=14%)
(n=28) (n=28) (n=28)

Gruppe 1 5,81 +1,91 4 (=21%) 3 (=16%)
(n=19) (n=19) (n=19)

Gruppe 2 6,52 +1,26 6 (=67%) 1 (=11%)
(n=9) (n=9) (n=9)

d Mittelwerte +SD
® Anzahl der Patienten mit dem Merkmal

Ein signifikanter Unterschied bestand im Vorhandensein von Axillarbehaarung, die bei Grup-
pe 1 in nur 21% der Falle vorhanden war, bei Gruppe 2 dagegen in 67% der Félle (Z=2,407,
p=0,016). Schweissgeruch wurde in &hnlich niedrigem Prozentsatz der Falle festgestellt.

Auch wenn die Pubarche scheinbar bei Gruppe 1 friher auftrat, so ist doch kein signifikanter

Unterschied vorhanden, Abbildung 4 veranschaulicht dies.
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Abbildung 4: Auftreten der Pubarche
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4.3 Korperliche Untersuchungsbefunde
4.3.1 Internistische Untersuchung

Alle Patienten waren zum Zeitpunkt der Untersuchung bei guter Gesundheit.

4.3.2 Auxologische Daten

Tabelle 7: Auxologische Daten bei Untersuchung

Alter Hohe SDS Héhe SDS BMI SDS-BMI
(a) (cm) prognosti- (kg/m?)
sche End-
lange

Gesamt 11,33+3,46 | 147,85+16,87 0,73+1,19 0,0+0,8 19,31+3,58 | 0,47+1,28

(n=28) (n=28) (n=28) (n=9) (n=28) (n=28)
Gruppe 1 | 11,22+3,37 | 149,95+17,05 | 1,15 +0,92 0,1+0,8 18,88+3,50 | 0,32+1,29

(n=19) (n=19) (n=19) (n=7) (n=19) (n=19)
Gruppe 2 | 11,56+3,63 | 143,43+16,54 | -0,17+1,20 -0,5+0,2 20,22+ 3,78 | 0,79 +1,19

(n=9) (n=9) (n=9) (n=2) (n=9) (n=9)

Die beiden Gruppen zeigten keinen Unterschied in der Altersverteilung. Auch der Body Mass
Index lag bei beiden Gruppen im gleichen Rahmen, die Absolutwerte unterschieden sich in
den beiden Gruppen nicht. Andere Untersuchungen haben einen erhéhten SDS-BMI bei Kin-

dern mit Pramaturer Pubarche gefunden (45). Wir konnten bei unseren Patienten weder bei
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Erstvorstellung noch zum Untersuchungszeitpunkt einen signifikant erhéhten SDS-BMI fest-
stellen.

Auch in der Hohe unterschieden sich die beiden Gruppen nicht signifikant in den Absolutwer-
ten. Allerdings waren die Patienten der Gruppe 2 bezogen auf altersentsprechende Normwer-
te, also im SDS, signifikant kleiner als die der Gruppe 1 (Z=2,830, p=0,005) (Abbildung 5).
Die auf das Knochenalter bezogenen Werte konnten statistisch nicht verwertet werden, da nur
bei strenger Indikation ein Rontgenbild der linken Hand angefertigt wurde und somit nur bei

wenigen Patienten ein Knochenalter bestimmt wurde.

Abbildung 5: SDS Hohe bei Untersuchung
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4.3.3

Pubertatsstatus, Behaarung und Haut

Tabelle 8: Zeichen der Pubertatsentwicklung und des Androgeneinflusses

Alter PH*® Vorhandene |  adulter Behaa- Akne’
@) Axillarbe- Schweiss- | rungsscore®
haarung”* geruch®
Gesamt 2:4(=14%) | 0:6(21%) | 0:7 (25%) | <7:24(86%) | 0: 17 (61%)
(n=28) 3:12(=43%) | 1:7(25%) | 1:8(29%) | >7:4(14%) | 1:6(21%)
11,33 +346 | 4:2(=7%) | 2:8(29%) | 2: 13 (46%) 2: 2 (1%)
5:4(=14%) | 3:7 (25%) 3:3 (11%)
6: 6 (=21%)
Gruppe 1 2:3(=16%) | 0:4(21%) | 0:4(21%) | <7:17(89%) | 0: 12 (63%)
(n=19) 3:7(=37%) | 1:5(26%) | 1:6(32%) | >7:2(11%) | 1:5(26%)
11,22 +3,37 | 4:2(=11%) | 2:6(32%) | 2:9 (47%) 2: 1 (5%)
5:3(=16%) | 3:4(21%) 3: 1 (5%)
6: 4 (=21%)
Gruppe 2 2:1(=11%) | 0:2(22%) | 0:3(33%) | <7:7(78%) | 0:5 (56%)
(n=9) 3:5(=56%) | 1:2(22%) | 1:2(22%) | >7:2 (22%) | 1:1(11%)
1156 +3,63 | 4:0(=0%) | 2:2(22%) | 2: 4 (44%) 2: 1 (11%)
5:1(=11%) | 3:3(33%) 3: 2 (22%)
6: 2 (=22%)

Anzahl der Patienten mit dem jeweiligen PH-Stadium nach Tanner (51)

nicht immer 100%
¢ Einteilung siehe Abschnitt 3.3.5
¢ Einteilung siehe Abschnitt 3.3.4
¢ Erlauterung in Abschnitt 3.3.5

aufgrund der Aufrundung auf ganze Kommastellen ergibt die Summe der Prozentangaben

Aus der Tabelle 8 ist ersichtlich, dass beide Gruppen zum Untersuchungszeitpunkt einen ver-

gleichbaren Altersdurchschnitt aufwiesen.

Bezuglich der klinisch evaluierten Zeichen des

Androgeneinflusses in Form der Pubesbehaarung, der Axillarbehaarung, des adulten

Schweissgeruches, der Kérperbehaarung und vorhandener Akne unterschieden sich die beiden

Gruppen nicht signifikant voneinander.

4.4

44.1

Blutdruck

Apparative Untersuchungsergebnisse

Tabelle 9: Vergleich der arteriellen Blutdruckwerte

RR systolisch SDS RR systolisch | RR diastolisch SDS RR
(mmHg) (mmHg) diastolisch
Gesamt (n=25) 110 + 12 0,67 +0,91 67+9 0,26 + 0,86
Gruppe 1 (n=17) 109 + 10 0,57 +0,74 64 + 8 0,03 +0,76
Gruppe 2 (n=8) 113+ 15 0,80+1,16 72+ 10 0,77 + 0,83
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Die systolischen Blutdruckwerte waren bei beiden Gruppen vergleichbar. Allerdings hatten

die Patienten der Gruppe 2 im Durchschnitt einen signifikant hdheren diastolischen Blut-
druck (Z=1,922, p=0,05). Abbildung 6 veranschaulicht dies.

Abbildung 6: Diastolischer Blutdruck
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Tabelle 10: Ausgewahlte standardisierte Ergebnisse der Knochendichtemessung

SDS Ge- SDS trabe- | SDS kortika- | SDS Korti- | SDS Korti- | SDS Mus-
samtdichte | kuldre Dich- | le Dichte kalisdicke kalisflache kelflache
distal te distal proximal proximal proximal

Gesamt -0,6 +3,1 1,0+17 -0,1+0,9 -0,4+0,7 0,7+1,1 0,3+1,0
(n=22) (n=22) (n=19) (n=19) (n=19) (n=19)

Gruppe 1 -0,7+3,7 09+1,6 -0,1+0,9 -0,4+0,8 09+1,2 03+11
(n=15) (n=15) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

Gruppe 2 -0,2+1,0 12+19 -0,3+0,9 -05+0,6 0,3+0,9 02+1,0
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

4.4.3 Knochenalter

Ein Rontgenbild der linken Hand wurde nur bei Patienten angefertigt, bei denen eine entspre-

chende Indikation vorlag. Diese Indikation war bei beginnender Pubertat und Grosswuchs mit

einem Standard Deviation Score der Héhe von Uber zwei gegeben, sowie bei Patienten in der

Wachstumsphase, bei denen noch nie eine Knochenalterbestimmung durchgefiihrt worden

war und bei vorbekannter Knochenalterakzeleration. In drei Fallen, bei den Patienten 8, 11
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und 13, wurde eine Knochenalterbestimmung zur Prognose der Endlange auf Wunsch durch-

gefiihrt.

Tabelle 11: Knochenalterakzeleration

Verhaltnis BA/CA Differenz BA-CA SDS prognostische
@) Endlénge
Gesamt (n=9) 1,13 + 0,08 1,25+ 0,75 0,0+0,8
Gruppe 1 (n=7) 1,13+ 0,08 1,33 +0,83 0,1+0,8
Gruppe 2 (n=2) 1,11 + 0,02 0,95+ 0,83 -05+0,2

Aus Tabelle 11 ist ersichtlich, dass der Knochenaltervorsprung insgesamt mehr als ein Jahr
betrug, in Gruppe 2 weniger. Weiterhin ist aber zu sehen, das die prognostische Endlange
nicht vom erwarteten Wert abweicht, sodass davon auszugehen ist, dass der Knochenalter-

vorsprung durch einen ebenfalls vorhandenen Wachstumsvorsprung ausgeglichen wird.

45 Labor

451 Allgemeines Labor

Keiner der Patienten wies Blutbildveranderungen auf. Auch die Elektrolyte, Gesamteiweiss
und Albumin, Nierenretentionsparameter und Leberenzyme lagen sdémtlich im Normbereich,
ebenso TSH und fT4.

452 Stoffwechselparameter

Das HbA;c lag im Durchschnitt bei 5,1 + 0,3 % und unterschied sich nicht zwischen den bei-
den Gruppen. Der hochste gemessene Wert war 5,6 %, d. h. alle Patienten hatten normale
HbA;c-Werte.

Tabelle 12: Stoffwechselparameter

Gesamtcholesterin
(mg/dl)

Glucose/Insulin-Ratio
(mg/dl : pE/ml)

Leptin
(ng/ml)

Gesamt 179 + 30 (n=27) 6,6 + 3,5 (n=23) 9,1 +6,8 (n=25)
Gruppe 1 181 + 34 (n=19) 6,8 + 4,0 (n=16) 7,9 +5,7 (n=16)
Gruppe 2 174 + 16 (n=8) 6,2+ 1,8 (n=7) 11,1 + 8,1 (n=9)

Der Gesamtcholesterin-Spiegel lag bei sechs Patienten der Gruppe 1 Gber 200 mg/dl, da aber
eine vollige Nuchternheit nicht gewéhrleistet war, sind diese Spiegel nicht aussagekréftig. Im

Durchschnitt war der Gesamtcholesterin-Spiegel der beiden Gruppen vergleichbar.
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Die Glucose/Insulin-Ratio lag insgesamt bei sieben von 23 Patienten (30%) unter dem
Grenzwert von 4,5 mg/dl : pE/ml, davon funf von 16 der Gruppe 1 (31%), zwei von sieben
der Gruppe 2 (29%), das heisst die beiden Gruppen waren diesbeziglich vergleichbar.

Es bestand keine Korrelation zwischen der Glucose/Insulin-Ratio und dem DHAS-Spiegel,

wie sie von Legro et al. bei Frauen mit PCOS gefunden worden war. (48)

Abbildung 7: fehlende Korrelation zwischen Glucose/Insulin-Ratio und DHAS-Spiegel
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Abbildung 8: Verteilung der Leptinwerte beider Gruppen
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Ein Unterschied der Leptin-Spiegel zwischen den beiden Gruppen ist aus der Tabelle 12 und

aus Abbildung 8 ersichtlich. Dieser errreicht allerdings keine statistische Signifikanz (Z=
0,510, p=0,610).

Abbildung 9: Korrelation des Leptin-Spiegels mit dem BMI
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Abbildung 10: Korrelation des Leptin-Spiegels mit dem SDS-BMI
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Der Leptin-Spiegel korrelierte insgesamt erwartungsgemass mit dem BMI (r=0,958, p <

0,01), (Abbildung 9). Allerdings war eine noch stérker signifikante Korrelation des Leptin-
Spiegels mit dem SDS-BMI nachzuweisen (r= 0,844, p < 0,001) (Abbildung 10).

Abbildung 11: Korrelation des DHAS- Spiegels mit dem Leptin im Serum
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Auch zwischen dem Leptin-Spiegel und dem DHAS-Spiegel nach ACTH-Stimulation bestand

eine signifikante Korrelation (r = 0,424, p < 0,05).

453 ACTH-Test

Die Pediatric Steroid Profiles unterscheiden Kinder im prapubertaren Alter von zwei bis neun

Jahren und Jugendliche im pubertéren Alter von zehn bis 18 Jahren.

Zwolf von 28 (43 %) unserer Patienten waren unter zehn Jahre alt und fielen daher in die pra-

pubertdre Altersklasse, acht von 19 ( 42 %) in der Gruppe 1, vier von neun (44 %) in der

Gruppe 2.

Tabelle 13, Teil 1: Referenzdaten der basalen und stimulierten Hormonwerte

DHAS DHAS Testosteron | Testosteron Andro- Andro-
(mg/dI) (mg/dI) (ng/dI) (ng/dl) stendion stendion
basal stimuliert ® basal stimuliert ® (ng/dl) (ng/dl)
basal stimuliert
prapubertar
Mittelwert 25 31 5 9 32 64
(Streubreite) (5-115) (5-120) (3-9) (3-15) (5-51) (30-144)
pubertér
Mittelwert 128 139 82 89 82 141
Streubreite (32-305) (33-310) (5-310) (5-294) (3-149) (84-257)
# DHAS und Testosteron reagieren normalerweise nicht im ACTH-Test
Tabelle 13, Teil 2: Referenzdaten der basalen und stimulierten Hormonwerte
A Andro- Cortisol Cortisol 17-OHP 17-OHP A 17-OHP
stendion (Hg/dl) (Hg/dI) (ng/dl) (ng/dI) (ng/dl)
(ng/dl) basal stimuliert basal stimuliert
prapubertar
Mittelwert 33 13 29 46 185 139
Streubreite (5-111) (7-20) (22-41) (10-110) (83-280) (30-240)
Pubertar
Mittelwert 59 10 24 58 154 96
Streubreite (9-130) (5-19) (15-33) (14-169) (88-292) (37-216)
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Tabelle 14, Teil 1: Basale und stimulierte Hormonwerte 2 der Patienten in Mittelwert und Standard-
abweichung (Streubreite)

DHAS (pg/dl) | DHAS (ug/dl) | Androstendion | Androstendion | A Androstendi-
basal stimuliert (ng/dl) (ng/dl) on (ng/dl)
basal stimuliert
Gesamt 74 +31 72+31 57 +20 98 + 36 41+ 31
prapubertar (15-116) (19-122) (29-88) (34-179) (0-119)
(n=12)
Gesamt 175 + 94 180 + 102 155 + 80 188 + 90 34+31
pubertar (15-336) (13-336) (44-320) (80-399) (-30-95)
(n=16)
Gruppe 1 62 +31 62 + 33 58 +21 85+ 26 26 +18
prapubertar (15-116) (19-122) (32-88) (34-124) (0-54)
(n=8)
Gruppe 1 174 + 86 174 + 96 157 + 82 192 + 95 35+ 23
pubertar (43-336) (45-363) (85-320) (104-399) (8-79)
(n=11)
Gruppe 2 98 + 15 91+ 14 56+ 20 125 + 43 68+ 34
prapubertér (78-111) (73-104) (29-76) (74-179) (45-119)
(n=4)
Gruppe 2 177 + 122 (15- | 194 + 126 (13- 149 + 86 180 + 86 31+49
pubertar 325) 331) (44-271) (80-287) (-30 - 95)
(n=5)
Tabelle 14, Teil 2: Basale und stimulierte Hormonwerte
Cortisol | Cortisol (ug/dl) [ 17-OHP (ng/dl) | 17-OHP (ng/dl) | A 17-OHP
(mg/dI) stimuliert basal stimuliert (ng/dl)
basal
Gesamt 10,6 +5,0 40,2+29 88 + 56 388 + 170 300 + 173
prapubertar (2,6-20.0) (36,05-45,2) (39-235) (185-791) (137-738)
(n=12)
Gesamt 12,1 +4,2 36,7 +6,5 125+ 84 341 + 169 216 + 147
pubertar (5,7-18,99) (27,3-49,8) (54-409) (169-712) (80-658)
(n=16 )
Gruppe 1 12,2 +5,0 39,2+2.2 102 + 64 305 + 92 203 + 37
prapubertar (4,2 -20) (36,1-42,2) (39-235) (185-464) (137-254)
(n=8)
Gruppe 1 132 +4,1 36,4+74 102 + 28 244 + 61 143 + 56
pubertar (7,3-19,0) (27,3-49,8) (58-157) (169-334) (80-232)
(n=11)
Gruppe 2 72+35 423+3,3 59 + 17 553 + 177 494 + 176
prapubertar (2,6-10,0) (38,2-45,2) (41-81) (396-791) (335-738)
(n=4)
Gruppe 2 9,8+3,9 37,3+45 178 + 139 553 + 128 375+ 164
pubertar (5,7-14,5) (34,4-45,1) (54-409) (438-712) (263-658)
(n=5)

# Da die Nachweisgrenze unserer Testosteronbestimmung bei 15 ng/dl liegt, die prapuber-
taren Grenzwerte aber darunter liegen, war hier die Berechnung von Mittelwerten und

Standardabweichungen nicht maéglich.
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Das basale und stimulierte DHAS war bei zwei Patientinnen der Gruppe 1 (11%) Uber die
normale Streubreite hinaus erhoht, bei den Patientinnen Nr. 10 und 16. Bei der Patientin Nr.
16 lagen die Werte mit 116 und 122 pg/dl nur 1 bzw. 2 pl Gber den Normgrenzen. Bei der
Patientin Nr. 10 dagegen waren die Werte mit 336 und 363 pg/dl deutlich erhoht.

In der Gruppe 2 waren bei einer Patientin (11%), derjenigen mit der Nr. 20, ahnlich hohe ba-

sale ( 325 pg/dl) und stimulierte (331ug/dl) DHAS-Spiegel gemessen worden.

Die Testosteronwerte lagen bei drei prapubertéren Patienten 2-7 ng/dl Gber der Normgrenze
von 9 bzw. 15 ng/dl, was keine klinische Relevanz hat.

Die basalen Androstendion-Spiegel waren bei insgesamt 14 von 28 Patienten (50%) erhoht, in
der Gruppe 1 bei neun von 19 (47%), in der Gruppe 2 bei funf von neun Patienten (56%). Es
bestand hierin also kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Die stimulierten Androstendionwerte waren nur bei zwei Patienten in jeder Gruppe Uber die
Normgrenze erhéht, d.h. bei 11% der Gruppe 1 und bei 22% der Gruppe 2. Alle diese Patien-
ten hatten bereits basal erhdhte Androstendionwerte.

Zwischen den basalen Androstendion-Spiegeln und den IGF-1-Werten ergab sich eine signi-
fikante Korrelation (p<0,01, r = 0,665), dargestellt in Abbildung 12, ebenso zwischen dem
stimulierten Androstendion-Spiegel und dem IGF-1 (p<0,01, r = 0,579), was eine &hnliche
Grafik wie Abbildung 12 ergibt und deswegen nicht dargestellt ist.

Der stimulierte Androstendion-Spiegel Kkorrelierte zusétzlich schwach signifikant mit dem
BMI (p<0,05, r = 0,399).
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Abbildung 12: Korrelation zwischen den basalen Androstendion-Spiegeln und den IGF-1-Werten
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Drei Patienten, einer in Gruppe 1 (Nr. 13, ménnlich) und zwei in Gruppe 2 (Nr. 25, weiblich
und Nr. 29, mannlich) hatten erniedrigte basale Cortisol-Spiegel.

Der einzige signifikante Unterschied der Hormonwerte der beiden Gruppen, abgesehen von
den gruppendefinierenden 17-OHP-Werten, bestand in signifikant niedrigeren basalen Corti-
sol-Spiegeln in der Gruppe 2 (Z=-2,287, p<0,05).

Nach Stimulation lag der Cortisol-Spiegel bei insgesamt 10 Patienten tber der Normgrenze,

was keine Bedeutung hat. Bei allen Patienten stieg das Cortisol nach Stimulation adaquat an.

Das basale 17-OHP war nur bei drei Patienten der Gruppe 1 (16%) und bei zwei der Gruppe 2
(22%) erhoht. Das 17-OHP nach ACTH-Stimulation lag bereits bei 7 Patienten der Gruppe 1
(37%) ausserhalb des Normbereichs, aufgrund unserer Gruppeneinteilung naturlich bei allen
in der Gruppe 2. Das A-17-OHP lag aber nur im Grenzbereich der Gruppen, bei der Patientin
Nr. 19, ausserhalb des Referenzbereichs der Pediatric Steroid Profiles.

Dieser Referenzbereich stimmt also mit dem von Knorr et. al aus dem Jahre 1986 weitgehend
uberein.

Aus den folgenden drei Abbildungen (13, 14 und 15) ist ersichtich, dass sich die beiden
Gruppen im basalen 17-OHP-Spiegel nicht unterscheiden, erst nach ACTH-Stimulation sind
die Unterschiede erkennbar.
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Abbildung 13: 17-OHP basal
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Abbildung 14: 17-OHP 60 min. nach ACTH-Stimulation
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Abbildung 15: 17-OHP Anstieg (Einteilung der beiden Gruppen)
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4.6 Ergebnisse der DNA-Analyse
4.6.1 DNA-Extraktion

In der Abbildung 16 sind samtliche Gellaufe gezeigt, die den quantitativen Tagl-Verdau der
extrahierten und gereinigten genomischen DNA darstellen. Uber den Gelen sind die Patien-
tennummern angegeben. Es ist zu sehen, dass bei einer Patientin, Nr. 19, keine DNA extra-
hiert wurde, auch in der Konzentrationsmessung konnte leider nur Verunreinigung festgestellt
werden. Bei allen anderen Patienten ist die 3,7 kb-Bande dargestellt, die das CYP21-Gen

nachweist.
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Abbildung 16: Tagl verdaute genomische DNA aller Patienten
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4.6.2 Amplifikation des CYP21-Gens

In der folgenden Abbildung 17 ist exemplarisch der EcoRI-Kontrollverdau des PCR-Produkts
einiger Patienten gezeigt. Bei 27 Patienten gelang die Amplifikation des CYP21-Gens.

Abbildung 17: Nachweis des amplifizierten CYP21-Gens im EcoRI-Verdau

28 20 26 10 25 21 2 15 24

4.6.3 Sequenzierung des CYP21-Gens

Bei allen Patienten der Gruppe 2 wurde eine Cycle-Sequenzierung des CYP21-Gens durchge-
fahrt. Es wurde nach den hierzulande zehn h&ufigsten Mutationen im CYP21-Gen (42) ge-
sucht.

Tabelle 15: die zehn haufigsten Mutationen im CYP21-Gen

Exon/Intron Position Mutation
Ex 1 bp 0089 P30L
In2 bp 0655 splice site:

Aod C>G
Ex 3 bp 0708-0715 8 bp Deletion
Ex 4 bp 0999 1172N
Ex 6 bp 1382 VV236E
Ex 6 bp 1385 1237N Cluster
Ex 6 bp 1391 M239K
Ex7 bp 1686 V281L
Ex7 bp 1763 F306 +T
Ex 8 bp 1998 Q 318 Stop
Ex 8 bp 2112 R386W
Ex 10 bp 2583 P453S

Bei keinem der 9 Patienten konnte eine der aufgefiihrten Mutationen gefunden werden.
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4.6.4 RFLP-Darstellung und Oligonukleotid-Hybridisierung

Die Untersuchung auf grosse Deletionen und Genkonversionen mit der RFLP-Analyse mittels
Southern Blots wurde bei 27 Patienten durchgefiihrt. Es wurden bei keinem der Patienten eine
Auffalligkeit der CYP21-Allele gefunden.

Bei der Oligonukleotidhybridisierung zur Suche nach den oben genannten haufigsten Punkt-
mutationen wurde unter 27 Patienten bei einer Patientin, Nr. 7, eine Punktmutation gefunden.
Es handelt sich um die Deletion des Basenpaares 1998, die zu einem Stopcodon fuhrt, das
heisst um die Mutation Q318 Stop. Diese Mutation ist mit insgesamt 4,8% die funfthaufigste
Mutation bei Patienten mit AGS. Sie tritt bei 7,6% der Patienten mit salzverlierendem AGS
und bei 1% mit einfach virilisierendem AGS auf, bei nichtklassischem AGS ist sie nicht ty-
pisch. (41)
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5 Diskussion

5.1 Bestimmung der Heterozygotenhaufigkeit

Nach den Daten von Knorr et al. (39), die zur Definition der Heterozygotenhaufigkeit in un-
serer Abteilung bislang herangezogen wurden, galten von unseren 28 Patienten neun, das sind
32%, als heterozygote Carrier einer Mutation im CYP21-Gen. Diese Anzahl liegt innerhalb
der Streubreite der Haufigkeiten, die in bisherigen Studien mit ACTH-Tests an Patienten mit
Pramaturer Pubarche gefunden wurde, so hatten z. B. Knorr et al. 41% Heterozygote gefun-
den.

In der molekularbiologischen Untersuchung des CYP21-Gens von 27 Patienten haben wir
allerdings nur eine heterozygote Mutation gefunden, bei einer Patientin, die im ACTH-Test
einen 17-OHP-Anstieg von lediglich 137 ng/dl hatte.

Die Heterozygotenhdufigkeit betragt in Minchen wie gesagt ungeféhr 1:37 (26). Dass in der
vorliegenden Untersuchung ein Patient von 27 mit einer Heterozygotie gefunden wurde, ist
somit als im Rahmen der allgemeinen Haufigkeit zu betrachten.

Unsere Studie lasst daher die Schlussfolgerung zu, dass ein heterozygoter 21-Hydroxylase-
Mangel keine h&ufige Ursache fir Pramature Pubarche ist, sondern dass bei Patienten mit
typischer Pramaturer Pubarche eine Heterozygotie fir CYP21-Mutationen nicht haufiger als
in der Allgemeinbevdélkerung vorkommt.

Eine von anderen Autoren bereits angenommene, ursachlich aber bislang ungeklarte enzyma-
tische Dysregulation des P450c17 mit 17a-Hydroxylase- und 17,20-Lyase-Aktivitat kdme
daher als alternative Grundlage der Pramaturen Pubarche in Frage. Sie kénnte sowohl die 17-
OHP-Erhohung, als auch das bei 50% der Patienten erhéhte Androstendion erklaren. Warum
allerdings nur einige Patienten mit Pramaturer Pubarche erh6hte Androstendionwerte und eine
pathologische 17-OHP-Antwort im ACTH-Test aufweisen und die Frage, ob die Pathogenese
bei diesen und den Patienten mit normalen Hormon-Spiegeln die gleiche ist, bleibt Gegens-

tand der Forschung.

5.2 Bedeutung des ACTH-Tests bei Pramaturer Pubarche

In unserer Studie hat sich lberhaupt keine Korrelation zwischen dem Ergebnis des ACTH-
Tests und der Mutationsanalyse des CYP21-Gens ergeben. Lediglich eine Patientin aus der
Gruppe 1, die also nach dem Ergebnis des ACTH-Tests als nicht-heterozygot eingestuft wor-
den war, hatte eine in der Oligonukleotidhybridisierung nachweisbare Mutation. Der ACTH-
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Test hatte also sowohl ein falsch negatives Ergebnis als auch neun falsch positive Ergebnisse
geliefert. Er ist daher zur Diagnose der Heterozygotie fir AGS bei Patienten mit typischer
Prématurer Pubarche nicht geeignet. Sollte also zum Beispiel eine genetische Beratung bei
einem bekannten AGS-Fall in der Familie des anderen Partners erwiinscht sein, ist eine mole-
kulargenetische Diagnostik zwingend notwendig. (31)

Wie aber bereits von anderen Untersuchern festgestellt wurde, muss dagegen bei Vorliegen
einer atypischen Pramaturen Pubarche z.B. mit Klitorisvergrésserung, aber auch bei einem
um mehr als zwei Standardabweichungen fortgeschrittenen Knochenalter, mit einem ACTH-
Test ein homozygoter 21-Hydroxylase-Mangel, besonders eine nicht-klassische oder Late-
onset-Form, ausgeschlossen werden. (8) Denn die basalen Hormonwerte kdnnen bei diesen
Patienten im Normbereich liegen. (31, 54) Dies ist besonders im Hinblick auf eine genetische
Beratung wichtig, da sich im Allgemeinen bei ausreichender Restaktivitat der 21-Hydroxylase
keine therapeuthische Konsequenz ergibt.

Aber auch die oben erwéhnte Dysregulation des P450c17-Enzyms kann zu einer patholo-
gischen 17-OHP-Antwort auf ACTH fuhren. Lucky et al. hatten bei Patientinnen mit Akne
und Hirsutismus deswegen bei durchschnittlich 58% eine adrenale Komponente vermutet.
Diese funktionell verédnderte Enzymaktivitét betrifft aber sowohl die Nebenniere als auch die
Ovarien. (49)

Ibanez et al. hatten bei 45% der postpubertaren Méadchen nach Pramaturer Pubarche einen
funktionellen ovariellen Hyperandrogenismus (FOH) gefunden. Sie empfehlen deswegen
neben einem ACTH-Test zur Evaluation eines moglichen Defekts der 21-Hydroxylase oder
der 3R-HSD die Durchfuhrung eines Stimulationstests mit einem GnRH-Agonisten, z.B.
Leuprolidacetat, besonders bei Madchen mit Oligomenorrhoe und Hirsutismus, um auch die
ovarielle Funktion zu Uberprifen. Eine erhohte Aktivitat der 17a-Hydroxylase und 17,20-
Lyase aufgrund einer Dysregulation des CYP17 scheint in der (berwiegenden Zahl der Falle
fir die erhohten poststimulatorischen 17-OHP-Werte und auch die erhohten basalen
Androstendion- und Testosteron-Werte verantwortlich zu sein (Vergleiche Abbildung 1). Die-
ses Enzym wird sowohl in der Nebenniere als auch in den Ovarien durch dasselbe Gen co-
diert. Eine erhohte adrenale Androgenproduktion wahrend der Adrenarche mit der klinischen
Konsequenz der Pramaturen Pubarche und einer spateren ovariellen Uberproduktion an An-
drogenen mit der Folge des FOH ist daher naheliegend. Allerdings konnte bis jetzt kein Pa-
rameter identifiziert werden, mit dem eine solche Entwicklung vorausgesagt oder fur unwahr-

scheinlich erklart werden kann.
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Eine Sonographie der Ovarien zur Erkennung eines PCOS ist deshalb bei allem Madchen
nach Pramaturer Pubarche anzuraten. Allerdings ist der abdominelle Ultraschall mit einer
hohen falsch negativen Rate behaftet, ein transvaginaler Schall ist hier wesentlich ausagekraf-

tiger, bei den zumeist virginen Patientinnen aber nicht zumutbar. (32)

5.3 Vergleich der beiden Gruppen mit normalem und abnormem 17-
OHP-Anstieg

Die Patienten unserer Studie waren anhand des ACTH-Tests in zwei Gruppen eingeteilt wor-
den: Gruppe 1 umfasst 19 Patienten mit normalem 17-OHP-Anstieg, Gruppe 2 neun Patienten
mit Gberhdhtem 17-OHP-Anstieg nach ACTH-Stimulation. Wir haben einen Vergleich aller
gemessenen Daten zwischen den beiden Gruppen durchgefiihrt um herauszufinden, ob der 17-
OHP-Anstieg ein prognostischer Faktor im Bezug auf Begleit- und Folgeerscheinungen des
Androgenexzesses ist, d. h. ob ein ACTH-Test bei Patienten mit Pramaturer Pubarche durch-
zuflihren sei, um Patienten mit erh6htem Risko fur Folgeerkrankungen friihzeitig herauszufil-

tern und engmaschig zu kontrollieren.

5.3.1 Auxologische Daten

Bereits bei Erstdiagnose waren die Patienten der Gruppe 2 mit — 0,08 + 1,17 SDS durch-
schnittlich kleiner als die Patienten der Gruppe 2 mit 0,74 + 1,01 SDS. Der Unterschied war
aber noch nicht signifikant. Bis zum Untersuchungszeitpunkt hatte sich der Unterschied bis
zur Signifikanz vergrossert: die Patienten der Gruppe 2 waren jetzt mit - 0,17 + 1,20 SDS
signifikant kleiner als die Patienten der Gruppe 1 mit 1,15 + 0,92 SDS (Z=2,830, p=0,005)
(Abbildung 5). Es ist daher anzunehmen, dass nicht der Hyperandrogenismus an sich, der ja
in der Gruppe 2 ausgepragter war, zu einem Wachstumsvorsprung fiihrt, sondern dass andere

Faktoren, hier kdme z. B. IGF-1 in Frage, auslésend sind.

5.3.2 Androgene und ihre Effekte

53.2.1 Schweissgeruch und Axillarbehaarung

Bei Diagnosestellung unterschieden sich die beiden Gruppen nicht im Hinblick auf die Hau-
figkeit von festgestelltem adultem Schweissgeruch. Hierzu muss allerdings bemerkt werden,
dass die Feststellung dieses Merkmals natirlich untersucherabhangig ist und ausserdem bei
Verwendung von Deodorant gezielt danach gefragt werden muss.

Dagegen ist die Axillarbehaarung ausreichend objektivierbar. Diese war bei Diagnosestellung
bei Patienten der Gruppe 2 signifikant hdufiger, mehr als dreimal so oft, begleitend festzustel-
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len gewesen. Da angenommen werden kann, dass bei den Patienten, die im ACTH-Test einen
abnorm hohen 17-OHP-Anstieg zeigten, bereits bei Auftreten der Pubarche hdhere Spitzen
der 17-OHP-Spiegel erreicht wurden, liegt ein direkter Einfluss der 17-OHP-Spiegel auf die
Auspragung von Axillarbehaarung zusatzlich zur Pubesbehaarung nahe.

Zum Untersuchungszeitpunkt bestanden beztglich der klinisch evaluierten Zeichen des An-
drogeneinflusses in Form der Pubesbehaarung, der Axillarbehaarung, des adulten Schweissge-
ruches, der Korperbehaarung und vorhandener Akne keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den beiden Gruppen mehr.

5.3.2.2 DHAS

In den durchschnittlichen DHAS-Spiegeln bestand zwischen den beiden Gruppen kein Unter-
schied, d. h. dass die 17-OHP-Erhéhung in der Gruppe 2 bei reduzierter 21-Hydroxylase-
aktivitat im Rahmen der oben vermuteten Dysregulation des P450c17-Enzyms anscheinend

zu keiner vermehrten Umwandlung von 17-OH-Pregnenolon zu DHEA flhrte.

5.3.2.3 Androstendion

Die basalen Androstendion-Spiegel waren bei insgesamt 14 von 28 Patienten (50%) erhoht, in
der Gruppe 1 bei neun von 19 (47%), in der Gruppe 2 bei funf von neun Patienten (56%). Es
bestand hierin also kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Daher
kommt dem Androstendion als VVorstufe potenter Androgene wie Testosteron in der Entwick-
lung eines Hyperandrogenismus wahrscheinlich eine grossere Bedeutung zu als dem DHAS,
welches wie oben erwahnt kaum erhoht war. Warum allerdings bei 50% der Patienten das
Androstendion nicht erhéht war und daher auch weniger klinische Zeichen des Hyperandro-
genismus festzustellen waren und ob diese sich in der Pathogenese der Pramaturen Pubarche
unterscheiden, bleibt ungeklart.

5.3.3 Erhohte diastolische Blutdruckwerte

Die Patienten der Gruppe 2 wiesen signifikant hohere SDS der diastolischen Blutdruckwerte
auf, die allerdings im Rahmen von 0,77 + 0,83 SDS noch nicht als hyperton einzustufen sind.
Die Erhéhung im Vergleich zur Altersnorm ist in dem Rahmen zu sehen, in dem bereits ande-
re Autoren ein verstarktes Risiko diskutieren, das Patienten mit Pramaturer Pubarche haben,
spater ein metabolisches Syndrom zu entwickeln (27, 29). Dazu gehort bekanntermassen auch
die arterielle Hypertonie. Wir konnten allerdings erstmals zeigen, dass Patienten mit abnormer
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17-OHP-Antwort auf ACTH-Stimulation hdhere diastolische Blutdruckwerte haben und daher

ein eventuell hoheres Risiko einer spateren arteriellen Hypertonie.

5.34 Knochendichte

Die beiden Gruppen unterschieden sich in den Ergebnissen der Knochendichtemessung nicht
voneinander. Allerdings zeigten sich im Vergleich zu den Normwerten gesunder Kinder eini-

ge Auffélligkeiten, die unten néher erlautert werden.

5.35 Leptin

Bemerkenswert ist, dass in der Gruppe 2 eine héherer durchschnittlicher Leptin-Spiegel ge-
messen wurde als in der Gruppe 2, da sich die Gruppen im SDS-BMI nicht voneinander un-
terschieden und die Patienten der Gruppe 2 ausserdem signifikant kleiner waren. Es ist also
moglich, dass das Leptin, fur das in der Nebenniere bereits Rezeptoren nachgewiesen werden

konnten, eine mitverursachende Rolle bei den enzymatischen Auffalligkeiten spielt (7).

54 Auffalligkeiten unserer Patientengruppe

54.1 Alter bei Pubarche

Es ergab sich eine schwach signifikante Korrelation des 17-OHP-Anstiegs mit dem Alter bei
Auftreten der Pubarche (r= 0,371, p<0,05). Es kommt also wahrscheinlich bei Patienten mit
pathologischer 17-OHP-Antwort auf ACTH und somit auch sonst z.B. in Stresssituationen
auftretende 17-OHP-Spitzen durch eine intermittierende hormonelle Stimulation der Haar-

follikel friiher zur Pramaturen Pubarche.
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Abbildung 18: Korrelation des 17-OHP-Anstiegs nach ACTH-Stimulation mit dem Alter der Pubarche
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54.2 Geburtsgewicht

Insgesamt lag nur ein Patient von 28 unter der zehnten Perzentile und galt damit als small for
gestational age, bei diesem handelte es sich ausserdem um einen der Zwillinge, den Patienten
Nr. 6. Die in der Literatur zu findende Erniedrigung des Geburtsgewichts bei Patienten mit

Prématurer Pubarche lag bei unseren Patienten nicht vor. (72)

5.4.3 Korpergrosse

Die mittlere familidare Zielgrosse der Patienten lag im Rahmen des Bevolkerungs-
durchschnitts. Bei Erstdiagnose war, wie bei anderen Patientenkollektiven, eine signifikant
uberdurchschnittliche Korperhéhe von 0,47 + 1,16 SDS unserer Patienten aufgefallen
(T=2,172, df=27, p=0,039), wie aus Abbildung 19 ersichtlich.
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Abbildung 19: SDS Kdérperhohe aller Patienten bei Erstvorstellung

SDS Hohe bei Erstvorstellung

Bei Bezugnahme auf das Knochenalter anstelle des chronologischen Alters waren die Patien-
ten allerdings mit — 0,62 + 0,98 SDS signifikant unterdurchschnittlich gross (T=-2,951, df =
20, p = 0,008). So lag auch die prognostische Endlange etwas unter dem Bevélkerungsdurch-
schnitt, jedoch nur bei -0,43 +1,08 SDS, was keine Signifikanz erreicht. Zum Untersuchungs-
zeitpunkt hatte sich der Wachstumsvorsprung weiter zu 0,73 + 1,21 SDS ausgepragt
(T=3,162, df = 27, p =0,004); siehe nachfolgende Abbildung 20.
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Abbildung 20: SDS-Kdérperhohe der Patienten am Untersuchungstag
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Zu diesem Zeitpunkt aber lag bei den 9 Patienten, bei denen ein Knochenalter bestimmt wur-
de, das Mittel der SDS der Hohe bezogen auf das Knochenalter mit 0,11 + 0,82 SDS nicht
ausserhalb der Norm, und auch die prognostische Endléange lag mit 0,0 + 0,8 SDS im Norm-
bereich.

Unsere Ergebnisse bestatigen daher die schon 1952 von Silverman gemachte Beobachtung,
dass trotz der bei den Patienten mit Prdmaturer Pubarche beobachteten Akzeleration des Kno-
chenalters wegen des begleitenden Wachstumsvorsprungs kein spaterer Kleinwuchs zu be-
flirchten ist. (81)

5.4.4 BMI

Vereinzelte andere Untersuchungen haben einen erhéhten SDS-BMI bei Kindern mit Prama-
turer Pubarche gefunden (45). Wir konnten bei unseren Patienten weder bei Erstvorstellung
noch zum Untersuchungszeitpunkt einen signifikant erhohten SDS-BMI feststellen. Wie die
Mehrzahl der bisherigen Studien konnten wir keine Assoziation von erhéhtem Kdrpergewicht
mit der Ausbildung der Prdématuren Pubarche, geschweige denn einen ursachlichen Zusam-

menhang, feststellen.
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545 Knochenalter

Im Gegensatz zu anderen Studien zeigten einige unserer Patienten, bei denen eine Knochen-
alterbestimmung vorgenommen wurde, einen Vorsprung des biologischen Alters gegeniber
dem chronologischen Alter von mehr als einem Jahr, was nicht mehr im Normbereich liegt.
(71) Da dies aber nicht zu einer Beeintrachtigung der prognostischen Endlange mit Klein-

wuchs flhrt, ist es als passagere Erscheinung zu betrachten.

5.4.6 Knochendichte

Von Sopher et al. wurde 2001 die Hypothese untersucht, ob die zirkulierenden Androgene
bei Patienten mit Pramaturer Pubarche einen trophischen Effekt auf die fettfreie Korpermasse
hatten und so auch eine erhdhte Knochendichte verursachten. Da diese Arbeitsgruppe die
Knochendichte mit DXA gemessen hatte, waren die erhobenen Werte leider nicht direkt mit
unseren der pQCT-Messung vergleichbar (82). Wir fanden eine signifikant erhohte distale
trabekulére Dichte von 0,93 + 1,75 SDS (T = 2,565, df = 22, p = 0,018, Abbildung 21).

Abbildung 21: erhohte trabekulére Knochendichte
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Ausserdem war bei unseren Patienten eine signifikant vergrosserte distale Gesamtquer-
schnittsflache von 1,69 + 1,57 SDS festzustellen gewesen (T = 4,311, df = 15, p = 0,001). Die

anderen gemessenen Werte lagen dagegen im Normbereich, insbesondere die Muskelquer-
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schnittsflache. Dies war schon von Sopher et al. beobachtet worden. Unsere Arbeit bestétigt

daher eine erhdhte Knochendichte bei Patienten mit Pramaturer Pubarche. (82)

54.7 Blutdruck

Bei unseren Patienten wurde im Durchschnitt ein signifikant erhohter systolischer Blutdruck
von 0,67 + 0,91 SDS gemessen (T= 3,636, df = 24, p = 0,001, Abbildung 22) Die diastoli-

schen Blutdruckwerte waren dagegen normal.

Abbildung 22: SDS der systolischen Blutdruckwerte der Patienten

8

-1,50 -1,00 -,50 0,00 ,50 1,00 1,50 2,00

SDS systolischer Blutdruck

Diese Einzelmessungen lassen natlrlich keine direkten Rickschlisse auf das Risiko einer
Hypertonieentwicklung zu. Bisher ist noch nicht von einem erhéhten Risiko der Entwicklung
einer arteriellen Hypertonie bei Kindern mit Pramaturer Pubarche berichtet worden. Da aber
die Bedingungen der Studien, die die Kontrollwerte lieferten, sich nicht wesentlich von unse-
ren Untersuchungsbedingungen unterschieden (87), ist, nach meiner Meinung, ein verstarktes
Augenmerk auf den Blutdruck dieser Patienten zu richten und diese nicht-invasive Untersu-
chung in die Kontrolle der Patienten routineméassig miteinzubeziehen. Da andere Risikofakto-
ren fur die Entwicklung einer Arteriosklerose bei Kindern mit Prématurer Pubarche h&ufiger

sind (29), spielt hier die Friherkennung aller potentieller Gefahren eine zentrale Rolle.
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5.4.8 Insulinresistenz und PCOS

Insulinresistenz ist ein starker Pradiktor fir Typ Il Diabetes und kardiovaskuldre Erkrankun-
gen und ist mit Dyslipidamie, besonders Hypertriglyceriddmie assoziiert. Madchen mit Pra-
maturer Pubarche haben nachgewiesenermassen ein erhéhtes Risiko fur die Entwicklung einer
Insulinresistenz. Eine nuchtern gemessene Glucose/Insulin-Ratio unter 4,5 mg/dl : uE/ml st
stark mit einer Insulinresistenz assoziiert. (48) Silfen et al. fanden nur bei adipdsen Patientin-
nen mit Pramaturer Pubarche eine Insulinresistenz. Alle Patientinnen mit normalem BMI wa-
ren in seiner Studie insulinsensitiv. (80) Teixeira et al. fanden bei ihrer Untersuchung an 23
Madchen mit Pramaturer Pubarche bei 44% eine Insulinresistenz unabhangig vom BMI (88).
Auch bei unserer Untersuchung waren die Patienten mit erniedrigter Glucose/Insulin-Ratio
nicht Gbergewichtig. Das kann bedeuten, dass auch bei normalem Koérpergewicht Kinder nach
Pramaturer Pubarche hdufiger eine Insulinresistenz zeigen, die wiederum andere Erkrankun-
gen, neben der Entwicklung eines Typ Il Diabetes im spateren Lebensalter unter anderem das
PCOS, zur Folge haben kann. (30)

Da 30% der von mir untersuchten Patienten, darunter ein Junge, eine Glucose/Insulin-Ratio
aufwiesen, die eine Insulinresistenz nahelegt, ist bei weiblichen Patienten auch bei noch nicht
sonographisch verifizierbarem PCOS die Entwicklung eines derartigen Krankheitsbildes mog-
lich und daher eine enge Kontrolle des Glucosestoffwechsels, der Androgen-Spiegel und der
ovariellen Morphologie zu empfehlen.

Ein pelviner Ultraschall ist bei den Patientinnen auf jeden Fall durchzufuhren, bei denen eine
Ubersteigerte Hormonantwort im ACTH-Test auffallt, da bei ihnen die Wahrscheinlichkeit flr
die Entwicklung oder das Vorliegen von polycystischen Ovarien im Vergleich zu anderen
Patientinnen mit Pramaturer Pubarche erhoht ist (88). Das Risiko fur PCOS ist aber bei allen
Patientinnen mit Prdmaturer Pubarche im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung erhoht, so
dass wir empfehlen, bei allen Patientinnen in gewissen Abstanden eine Sonographie der Ova-
rien durchzufiihren. Die Ergebnisse des ACTH-Tests kénnen daher lediglich einen Anhalts-

punkt fur die notwendige Haufigkeit der Ultraschalluntersuchungen geben (9).

5.4.9 Androgene

5491 DHAS

Da die von mir untersuchten Patienten nicht zum Zeitpunkt der Pubarche, sondern nur in sehr
unterschiedlichen Lebensaltern untersucht werden konnten, ist der zum Untersuchungszeit-

punkt gemessene DHAS-Spiegel wenig aussagekréftig, um eine Pramature Adrenarche als
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Ursache der Pramaturen Pubarche zu verifizieren. Denn bei der Prdmaturen Adrenarche liegt
zwar eine Erhéhung des DHAS-Spiegels zum Zeitpunkt der Pubarche im Altersvergleich vor,
verstérkt sich aber im spéteren Verlauf nicht und gleicht sich mit der Pubertat wieder an alter-
entsprechende Normwerte an.

Die basalen DHAS-Spiegel waren, wie gezeigt, nur bei wenigen Patienten, in beiden Gruppen
bei 11%, erhoht, die aber entsprechende klinische Auffalligkeiten zeigten.

Die deutlich erhohten Werte mit 336 pg/dl basal und 363 pg/dl nach Stimulation der Patientin
Nr. 10 gingen mit folgenden Phanomenen einher: sie hatte den hdchsten Behaarungscore un-
ter den weiblichen Patienten und war mit zehn Punkten deutlich hirsut. Ausserdem hatte sie
das PH-Stadium 6 und leichte Akne, was einen Effekt dieses Androgens nahelegt.

Die Patientin mit der Nummer 20 aus der Gruppe 2, bei der ahnlich hohe basale (325 pg/dl)
und stimulierte (331pg/dl) DHAS-Spiegel gemessen worden waren, zeigte keinen Hirsutis-
mus, aber ebenfalls PH 6 und schwerste Akne.

Da DHAS normalerweise im ACTH-Test nicht ansteigt, ist bei Vorliegen der genannten Zei-
chen des Hyperandrogenismus wie Hypertrichose, Hirsutismus und Akne eine Bestimmung
des basalen DHAS-Spiegels zur Quantifizierung moglich, eine Bestimmung nach ACTH-
Stimulation aber nicht weiterfiihrend, da hiermit nicht zwischen einer adrenalen und ovariel-
len Herkunft unterschieden werden kann.

Wie aus den Abbildungen 22 und 23 ersichtlich, besteht sowohl zwischen dem
Behaarungsscore und dem basalen DHAS-Spiegel eine signifikante Korrelation (r=0,561,
p<0,01), als auch zwischen dem Akne-Schweregrads und dem basalen DHAS-Spiegel
(r=0,658, p<0,001). Daher kann schon allein aus dem Klinischen Schweregrad des
Hyperandrogenismus auf die Hohe des DHAS-Spiegels riickgeschlossen werden. Allerdings
empfehlen wir dennoch eine Bestimmung der Hormon-Spiegel, um andere Ursachen wie zum
Beispiel eine Testosteronerhfhung im Rahmen einer malignen ovariellen oder adrenalen

Erkrankung ausschliessen zu kdnnen.
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Abbildung 22: Korrelation des Behaarungsscores mit dem basalen DHAS-Spiegel
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Abbildung 23: Korrelation des Akne-Schweregrads mit dem basalen DHAS-Spiegel
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Bei der Patientin Nr. 27 lagen die DHAS-Werte unterhalb der normalen Streubreite, was

durch eine Entwicklungsverzogerung zu erklaren ist.
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5.49.2 Androstendion

Bei Kindern mit Pradmaturer Pubarche wurden schon 1972 signifikant hohere Konzentrationen
an Testosteron, Dihydrotestosteron, Androstendion und DHEA im Vergleich gleichaltrigen
prapubertdren Kindern gefunden (40). Aufgrund unserer Messmethode konnten die Testoste-
ron-Spiegel unserer Patienten leider nicht mit denen anderer Kollektive verglichen werden.
Allerdings waren bei insgesamt 50% unserer Patienten die basalen Androstendion-Spiegel
uber die Normgrenze hinaus erhoht. Diese verteilten sich gleichméssig auf die beiden Grup-
pen. Die stimulierten Androstendionwerte waren nur bei zwei Patienten in jeder Gruppe tber
die Normgrenze erhoht, d.h. bei 11% der Gruppe 1 und bei 22% der Gruppe 2. Alle diese Pa-
tienten hatten bereits basal erhdhte Androstendionwerte.

Daher ist festzustellen, dass unabhdngig von den 17-OHP-Werten eine Erhohung des
Androstendions bei der Hélfte der Patienten mit Pramaturer Pubarche auftritt. Androstendion
ist selbst nur schwach androgen wirksam, kann aber peripher zu Testosteron umgewandelt
werden (2). Trotzdem korrelierten sowohl die basalen, als auch die stimulierten Androstendi-
onwerte mit allen Parametern der Androgeneffekte, jeweils mit einer Signifikanz von p <

0,01. Die Korrelationskoeffizienten sind in der folgenden Tabelle 16 aufgefihrt.

Tabelle 16: Korrelation mit basalen und ACTH-stimulierten Androstendion-Spiegeln

Androstendion basal mit Androstendion stimuliert mit
Akne-Klassifikation r=0,758 r=0,630
Behaarungsscore r=0,635 r=0,516
PH-Stadium r=0,798 r=0,820
adultem Schweissgeruch r=0,514 r=0,517
Axillarbehaarung r=0,816 r=0,755

Aus der Tabelle 16 ist ersichtlich, dass der stimulierte Androstendion-Spiegel eine wenig star-
kere Korrelation mit dem PH-Stadium zeigt, allerdings sind insgesamt die Korrelationen mit
den basalen Androstendion-Spiegeln sehr gut und rechtfertigen die Durchfiihrung eines
ACTH-Tests aus diesem Grund nicht.

Die bei unseren Patienten gefundene Korrelation einerseits zwischen dem DHAS-Spiegel und
dem Leptin im Serum und andererseits zwischen dem Androstendion-Spiegel und dem IGF-1
im Serum bestatigten die Ergebnisse von L Allemand et al., denen ebenfalls aufgefallen war,
dass die DHAS-Werte vor allem mit dem Leptin und den BMI korrelierten, die Androsten-
dionwerte dagegen mit dem IGF-1 und somit der fettfreien Kérpermasse. (45).
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6 Zusammenfassung

Bei 28 Patienten mit Pramaturer Pubarche wurde untersucht, ob eine Heterozygotie fir 21-
Hydroxylase-Mangel als Ursache des symptomatischen Hyperandrogenismus vorlége. Eine
Heterozygotie wurde einerseits nach Knorr et al. (39) angenommen, wenn der 17-OHP-
Spiegel 60 min. nach ACTH-Stimulation 260 ng/dl Uberstieg, was bei neun Patienten (32%)
der Fall war. Andererseits wurde mittels Sequenzierung des CYP21-Gens Uberprift, ob bei
diesen Patienten tatsachlich Mutationen nachweisbar wéren. Bei keinem der neun Patienten
mit pathologischem ACTH-Test konnte eine Mutation gefunden werden. Der ACTH-Test ist
demnach bei Patienten mit Pramaturer Pubarche ungeeignet, eine Heterozygotie fur CYP21-
Mutationen nachzuweisen. Bei einem unserer Patientinnen mit normalem ACTH-Test wurde
eine CYP21-Mutation nachgewiesen, was im Rahmen der Heterozygotenhaufigkeit in der
Normalbevolkerung liegt. Daher ist eine Heterozygotie fiir 21-Hydroxylase-Mangel entgegen
der bisherigen Meinung keine haufige Ursache der Prdmaturen Pubarche. Somit ist eine Dys-
regulation des P450c17-Enzyms wahrscheinlicher, was einer zuklnftigen genaueren Untersu-
chung bedarf.

Ein ACTH-Test ist bei Patienten mit atypischer Prdmaturer Pubarche allerdings unbedingt
notwendig, um ein homozygotes nicht-klassisches oder Late-onset-AGS auszuschliessen.
Unsere Patienten mit erhéhtem 17-OHP-Anstieg unterschieden sich von den anderen durch
haufigere begleitend zur Pubesbehaarung aufgetretene Axillarbehaarung, niedrigere Korper-
hohe, einen héheren diastolischen Blutdruck, einen erhdhten Leptin-Spiegel und einen durch-
schnittlich niedrigeren Cortisol-Spiegel. Der basale 17-OHP-Spiegel war bei diesen Patienten
allerdings normal, erst nach ACTH-Stimulation fiel das erhohte 17-OHP auf.

Dies rechtfertigt aber nicht die Durchfiihrung eines ACTH-Tests bei Patienten mit typischer
Pramaturer Pubarche. Vielmehr ist bei der Untersuchung der Patienten mit Pramaturer Pubar-
che auf die genannten klinischen Aufféalligkeiten zu achten.

Insgesamt konnte bei unseren Patienten im Gegensatz zu anderen Studien kein erhéhter BMI
und auch keine Erniedrigung des Geburtsgewichts festgestellt werden. Haufig wurde ein fort-
geschrittenes Knochenalter festgestellt, was aber aufgrund des gleichzeitig bestehenden
Wachstumsvorsprungs nicht zu einer Beeintrdchtigung der Endlange fiihrt. Ausserdem konnte
eine erhohte trabekuldre Knochendichte nachgewiesen werden. Der schon von anderen Auto-
ren beschriebene Hyperandrogenismus mit seinen Folgeerscheinungen war auch bei unseren
Patienten nachweisbar: bei 50% bestanden basal erh6hte Androstendion-Spiegel, 14% wiesen
eine Hypertrichose, 39% Akne in verschiedenen Schweregraden auf. Auch metabolische Auf-
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falligkeiten von Patienten mit Pramaturer Pubarche bestétigten sich in unserem Kollektiv:
21% zeigten einen erhdhten Gesamtcholesterin-Spiegel, 30% eine pathologische Gluco-
se/Insulin-Ratio als Hinweis auf eine Insulinresistenz. Wir konnten ausserdem erstmals einen
insgesamt erhohten systolischen Blutdruck bei Patienten mit Pramaturer Pubarche messen.

Ich empfehle daher eine konsequente und regelmassige Nachuntersuchung von Patienten mit
Pramaturer Pubarche Uber die Pubertdt hinaus mit besonderer Beachtung klinischer Zeichen
des Hyperandrogenismus wie Akne und Hirsutismus, unter Einschluss von Blutdruckmessung
und Bestimmung von Cholesterin und Glucose/Insulin-Ratio zur Stoffwechselliberwachung
und frihzeitigen Einschatzung des kardiovaskuldren Risikoprofils. Eine Sonographie der O-
varien sollte bei allen Patientinnen aufgrund des durch Hyperandrogenismus und Insulinresis-

tenz erhéhten Risikos eines PCOS zusétzlich in regelméssigen Abstanden erfolgen.
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Anhang - Originaldaten

Pat.-Nr

© 00 N o 0o b~ W N P
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Geschlecht

3 £ £ £ £ £ £ £ £ £ 3 £ g g 2 3 g g 2 2 g2 12 3 2 &g 2 =z 1

Geburts-
Gewicht (g)

3150
2610
4860
2030

3100
3430
3120
2930
2900
3470
2920
3470
3010

SDS Geburts-
Gewicht

-2,18
-0,78
0,67
0,40
1,33
-1,35
0,95

-0,43

3,85
-1,14

-0,82
0,28
-0,12
-0,98
-1,30
0,38
-1,26
0,38
-1,24

Geburtslange
(cm)

(1 (S ) BN 6 ) BN -
a N B W

42
49
51
53
52
48
53

51

56
43

50
48
50
50
50
54
54
50
50

SSW

31
40
37
40

35
40
39
41
40
40
40

40

40
35

41
40
39
40
41
40
41
40
40

Pubarche (a)

6,75
53
0,8

A O 0O W ©

6,1
8,75
7,5
7,5

7,6
6,75
8,5
7,6
6,75

55

Axillarbehaar-

OOI\.)I—\l—\l—\l—‘Ol—\OOI—\l—\OOOOOOOOI—‘OI—‘OOOOungbeiErStvor-

stellung
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AR
g 2 N T o FE: g

Pat.-Nr. %é T:/ % % :_E g -‘CUU %
2 0]
1 0 5,20 0,20 113,1 0,55 0,87 17,8
2 0 5,50 1,00 116,5 0,91 0,53 19,7
3 1 5,78 0,78 115,2 0,18 -0,15 20,4
4 0 5,79 0,04 118,1 0,85 19,5
5 0 7,73 3,23 131,1 1,03 28,5
6 0 7,59 0,59 135,1 1,45 -0,02 30,8
7 0 7,12 0,37 130,7 1,73 0,61 25,3
8 0 5,27 -0,03 121,3 2,46 0,07 24,5
9 0 0,86 0,06 72,5 0,05 8,72
10 0 7,72 0,72 131,1 1,05 26,3
11 0 8,02 0,02 130,1 0,46 -0,52 24,6
12 0 4,21 1,21 113 2,29 0,07 19,1
13 0 8,40 0,40 135,7 0,66 -0,72 42
14 0 6,93 0,93 118,2 -0,74 -2,05 29,8
15 0 5,17 1,17 104,2 -1,60 -2,41 19,6
16 1 6,27 0,17 113,8 -0,85 -0,71 24
17 0 8,90 0,15 139,1 1,22 0,12 42,1
18 0 7,59 0,09 130,1 0,54 -0,86 31,3
19 1 7,76 0,26 134,8 1,79 -0,64 31
20 1 8,21 2,21 130,1 0,22 -1,11 27
21 0 6,14 2,14 124 1,69 -0,20 26,5
22 7,86 0,26 124 -0,65 26,5
23 0 7,37 0,62 123,4 -0,17 22
24 0 9,13 0,63 134,2 -0,01 -1,38 28,5
25 0 7,82 0,22 125 -0,38 -1,55 32,1
26 0 7,25 0,50 128,2 1,03 25,5
27 0 6,58 0,58 107 -2,79 -2,70 15
28 0 7,40 1,90 127,7 0,31 -0,34 38,8
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Pat-Nr.

© 00 N o o b~ W N -

N RN DN N NNNNDNRRR R R R B R PR
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BMI (kg/m?) b. E.

13,9
14,5
15,4
14,0
16,6
16,9
14,8
16,7
16,6
15,3
14,5
15,0
22,8
21,3
18,1
18,5
21,8
18,5
17,1
16,0
17,2
17,2
14,4
15,8
20,5
15,5
13,1
23,8

SDS BMI b. E.

-1,19
-0,67
-0,06
-1,09
0,36
0,74
-0,56
0,74
-0,61
-0,34
-0,88
-0,50
2,65
2,34
1,49
1,54
1,97
1,52
0,59
-0,06
0,97
0,64
-0,85
-0,33
1,88
-0,14
-1,84
3,18

Gewicht fur Hohe (%)
b. E.

92
96
102
92
105
106
94
108
97
97
92
99
143
140
118
122
135
118
107
101
111
111
93
99
132
99
86
153

BA (a) b. E.

)]

5,75

6,83

8,83
55
10

5,75
6,17
10

10

9,5
7,5

10,5
8,83

6,5

Verhaltnis BA/CA
b. E

0,96
1,04
1,04

1,19
1,12
1,30

1,10
1,31
1,19
1,15
1,11
0,98
1,12
1,19
1,29
1,16
1,22

1,15

1,13

0,99
1,08

Differenz BA-CA (a)
b.E

-0,20
0,25
0,22

1,41
0,88
1,56

0,81
1,29
1,60
1,07
0,58
-0,10
1,10
1,41
2,24
1,29
1,36

1,37

1,01

-0,08
0,60

Prognostische Endlan-
ge (cm) b.E

160,00

187,64
165,44

158,47

181,66
157,60

158,06
168,00
180,69
162,80
160,82
169,40

156,78

159,44

144,99
176,63
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: g I
59 | 5 | .5 |[fE|Er_| 8E | n
Pat-Nr.| £ g = = %’ s ’% qg a g 8 NG f}
S5 | 3 |TE |gE|E2T 9L | 8

7)) = = 2 o (D)

3 g 5 2R | &
1 170 182 161,0 169,5 178,0 0,8
2 170 174 157,0 165,5 174,0 0,1
3 -0,80 164 180 157,0 165,5 174,0 0,1
4 170 178 159,0 167,5 176,0 0,5
5 168 170 154,0 162,5 171,0 -0,4
6 1,40 168 185 174,5 183,0 191,5 0,7
7 0,10 170 178 159,0 167,5 176,0 0,5
8 161 177 154,0 162,5 171,0 -0,4
9 167 187 162,0 170,5 179,0 1,0
10 169 175 157,0 165,5 174,0 0,1
11 -1,00 170 170 155,0 163,5 172,0 -0,2
12 167 190 163,5 172,0 180,5 1,2
13 0,50 150 155 150,5 159,0 167,5 2,7
14 -1,20 155 170 147,5 156,0 164,5 -1,5
15 173 185 164,0 172,5 181,0 1,3
16 -1,10 164 173 153,5 162,0 170,5 -0,4
17 0,60 168 180 159,0 167,5 176,0 0,5
18 0,40 168 185 174,5 183,0 191,5 0,7
19 -0,30 166 179 157,5 166,0 174,5 0,2
20 -0,60 166 180 158,0 166,5 175,0 0,3
21 0,80 157 190 158,5 167,0 175,5 0,4
22 151 175 148,0 156,5 165,0 -1,4
23 162 180 156,0 164,5 173,0 0,0
24 -1,30 156 190 158,0 166,5 175,0 0,3
25 -0,90 159,5 176 152,8 161,3 169,8 -0,6
26 162 170 151,0 159,5 168,0 -0,9
27 -3,30 164 178 156,0 164,5 173,0 0,0
28 -0,20 162 167 162,5 171,0 179,5 -1,0
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Menarche Mutter
(@

12
12
13
11,5
10
12,5
11
12
14
13,5
12
12
12
15,5
13
14
10
12
13,5
12
14
12,5
15
12
11
13
14,5

(@)

Menarche Patient

11
12

11,5

12

12

12
12

13

Alter (a) bei Un-
tersuchung

H
P
[ee]
g

12,73
12,95
11,26
11,44
10,71
8,64
13,11
5,33
18,54
9,14
19,97
9,83
11,64
9,12
7,14
9,97
10,71
9,04
15,28
18,77
11,59
8,35
14,60
8,86
8,25
10,53
7,81

Hohe (cm) b. U.

153,4
165,1
160,3
158,1
150,0
158,7
139,4
170,6
112,0
168,7
137,5
183,2
143,5
145,6
139,0
120,4
146,3
155,0
142,2
163,9
166,6
146,6
129,1
161,3
132,8
134,8
124,2
131,6

SDS Héhe b. U.

O w kP O 6 b booprprPr bobo wo o oNE NO P o P o
U w P O b b = W kR o N DGO WO R o N O R O W © N o o
o J o O H o mw N W N 0N H P PH;AIADD®OO®DO RO DO W R O

SDS Hoéhe b. U.
korrigiert nach BA

0,72
0,47

1,37

-0,16

-1,24

0,91

-0,35

-1,00
0,23

Gewicht (kg) b. U.

32,5
29,8
48,4
45,2
35,5
66,8
67,2
43,5
24,3
54,5
38,2
31,3
23,4
40
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14,5 -1,92 0 3 1 1 3 5
21,0 0,88 0 4 2 2 5 6
19,7 0,39 3 3 3 2 5 5
14,8 -1,57 1 4 1 1 2 4
17,6 -0,05 0 2 2 2 3 4
19,1 1,04 1 3 2 2 3
14,9 -0,75 0 3 1 2 1 2
19,3 0,17 2 2 3 0 4 6
13,2 -1,87 0 2 0 0 1 2
22,5 0,39 1 10 3 2 5 6
15,0 -0,83 0 2 0 0 1 3
21,0 -0,26 0 13 3 2 5 6
23,8 2,49 0 2 0 0 3
25,9 2,28 1 2 1 1 2 5
16,8 0,18 0 3 0 2 2 3
20,6 2,06 0 2 2 1 1 2
22,6 1,93 0 2 2 2 2 3
18,8 0,93 1 3 2 1 3
17,6 0,53 0 2 1 1 1 3
24,9 1,46 3 4 3 2 5 6
24,2 0,91 3 9 3 2 5 6
20,2 0,90 1 6 2 1 2 3
14,6 -0,92 0 2 1 0 1 3
20,9 0,45 2 9 3 2 5 5
21,7 1,95 0 2 1 1 2 3
17,2 0,56 0 2 2 2 1 3
15,2 -1,07 0 3 0 0 1 3
23,1 2,89 0 2 0 0 2
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12,5
11,5

15

10

12,5

10,63

11

10

1,11
1,01

1,14

1,09

1,27

1,07

1,22

1,13
1,09

1,24
0,06

1,89

0,86

2,67

0,66

1,96

1,14
0,75

1715
164,1

173,0

159,5

177,4

164,4

161,0

160,4
163,0

1,2
-0,1

14

-0,7
-0,3
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55 |3 s T |3 s
2 E E X~ % E jii X g % g g
Pat-Nr. -é 3 § § S x 8 5 8 5 :% %
2 X n o D D T © o & = @
g2 |4 52 | % @ = g
(%\ © wn é’ n |
1 110 0,49 75 1,04 151 5,4 1,7
2 111 0,30 53 -1,45 213 5 0,9
3 123 1,35 69 0,20 153 4,7 1,5
4 115 0,94 64 -0,05 150 5 1,2
5 114 0,85 72 0,74 174 4,6 1,1
6 119 1,63 63 -0,06 242 5,2 2,1
7 120 2,11 70 0,89 150 5 1,8
8 136 5,2 3,4
9 83 -1,05 50 -0,74 193 5,4 2,8
10 112 0,18 62 -0,52 138 4,8 0,8
11 98 -0,20 52 -1,05 169 5,3 2,8
12 119 0,83 72 0,44 178 1,8
13 107 0,62 68 0,54 212 5,2 1,7
14 119 1,25 78 1,34 184 53 1,5
15 99 -0,11 54 -0,85 218 5,2 2,5
16 98 0,16 61 0,13 230 4
17 102 0,17 66 0,32 148 51
18 104 0,20 59 -0,48 239 5,4 1,5
19 164 5,3 2,9
20 123 1,36 73 0,67 170 4,8 1,6
21 128 1,65 74 0,63
22 109 0,40 57 -0,74 188 4,4 1,6
23 113 1,43 66 0,50 146 5,2 1,5
24 128 1,71 91 2,21 179 4,7 1,1
25 81 -1,68 63 0,20 150 5,6 1
26 189 51 1
27 103 0,11 76 1,30 186 4,2
28 120 2,13 75 1,40 186 5 1,6
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89
86
83
80
80
102
67
84
82
77
86
84
100
85
79
89
85
103
102
84

86
85
74
78
73
61
69

14
17
14,1
10,4
14,5
16,6

9,8
10,2
14,1

7,6
36,4

33

4,5
68,1
19,7

8,5

20,6

12,7
15
111

7,7
16,1
9,9

6,1
4,9
5,7
7,7
7,0
4,0

8,4
75
6.1

11,1
2,7
2,6

17,6
13
4,3

12,1

4,1

6,8
5,7
6,7

9,5
3,8
7,0

2,5
2,2
2,8
1,3
2,2
0,8

2,3
2,5
2,1
1.8
5,2
31
0,6

1,7

14

1,8

3,1

2,7

11

3,1
14

9,9

5,2
8,9
1,6
7,4
0,7
10

10,5
11,5
24,4
3,6
9,1
12,6
7,5

16,2
19,4
7,2
0,6

18,4
4,9
2,6

24,7

2,64
2,55
2,26
1,66
2,07
2,01
1,67
1,85
2,79
1,65
1,69
0,7
1,47
2,91
2,33
3,36
4,86
1,16
15
3,27

24
1,47

1,97
2,25
0,77
1,15

1,6
1,2
1,2
1,3
1,3
11
11
11
1,2
1,2
1,2
1,3
14
11
1,2
1,2

1,2
1,2
1,2

1,3

15
11
1,4
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(Ip/6u)
UoIpuUdISOIPUY-V

ualnwns (1p/bu)

uolIpualSoIpUY

[eseq (|p/6u)
uolpualsolpuy

ualnwns (1p/bu)

u0la]s0lso |

[eseq (|p/6u)
u0lJ1a1S01Sa |

ualnw

-ns (1p/6r) sSyHa

es

-eq (Jp/6r) syHa

Pat.Nr.

19
42

104
149
291

n

8

<15

<15

45

43

107
274
96
92
116
60
136
32
237
63
320
35
155
67
81

49

49

148
242
146

169
238
164
134
265
59

17
31

56

29
21
<15
<15
<15

127

128

138
90

26
<15

36

134
275
61

22
30
57

19
<15

193
34
297
89

50
<15

46
<15

75

95

19
363
34
246
74
133
35
122
62
106
87
331
295
177
101
156
73
87

15
336
58

60
26
79
54

38

31
<15

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

17
63
<15

399
89

46
<15

230
76
132
34
116
51

163
104
81

34
<15
<15
<15

32
<15
<15
<15
<15
<15

37

35

72

37
111
88
271
192
117
60
119
60
76
44
29

12
36

123
124
241
287

18
20
49

105
84
325
269
124
111
154
78
94
15
107

-30

33
26
<15
<15

95

33
<15
<15

114
120
176
179
125
80

22
23
24
25
26
27
28

60
57

119
49

32

19
16
<15
<15
<15

21
<15
<15
<15

36

13
104

45

74
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Pat-Nr.

Cortisol (ug/dl)
basal

18,99
11,3
13,2
13,5

9,4
18,9
7,09

7,3

14
17,6
10,2
14,8
4,19

8,1

12,82

20
14,7

11,98

14,89
14,5
11,5
11,6

9,7

5,8

2,6

10

5,7

6,6

Cortisol (ug/dl)
stimuliert

w
i
o))

27,3
29,6
33,52
27,9
49,8
39,76
32,3
42
46
40
36,7
37,53
36,8
42,16
37,8
38,4
43,3
36,05
37
34,4
35,5
44,8
34,7
41
45,2
45,1
38,2

17-OHP (ng/dl)
basal

o O
o

133
103
58
120
48
97
70
157
64
108
39
74
108
235
124
83
128
409
199
118
61
109
41
81
54
53

17-OHP (ng/dl)
stimuliert

178
169
223
194
174
249
185
261
246
334
244
312
244
279
322
464
355
315
382
672
467
438
396
477
444
581
712
791

A-17-OHP
(ng/dl)

8
83
90
91
116
129
137
164
176
177
180
204
205
205
214
229
231
232
254
263
268
320
335
368
403
500
658
738

o

LH (mU/ml)

<0,5

<0,5
15
<0,5
<0,5
<0,5
<0,5
<0,5
1,8
4,7
1,2
<0,5
11
<0,5
<0,5
15
<0,5

FSH (mU/ml)

NN R RRe
P W o N ®

<0,5
1,1
3,5
<0,5
3,2
0,8
4,7
<0,5
2,4
0,8
0,8
0,6
<0,5
0,8
1,3
0,6
2,9

2,8
0,7
1,3
14
<0,5
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< € e 2 o
Pat-Nr.| & S 2 E @ S g 5 8 L= 2 s
o S 85 |E35 | 83 | 3¢ c 2
L n O o 2 c (O] s © 5
°e | &2 | 4 2 82 | &5
% & % = N
1 218 284,4 0,09 304,0 1,72 229,00 1,06
2 375 373,1 2,00 368,3 1,97 299,90 3,22
3 244 254,2 -1,05 285,0 0,45 142,20 -1,71
4 180 248,6 -0,90 334,0 208,90 0,50
5 171 241 -1,11 208,00 0,47
6 235 339,2 1,49 309,0 1,73 279,40 2,67
7 174
8 408 240,4 -0,66 0,75 187,20 -1,78
9 83 0,86 -0,25
10 174 305,2 0,68 323,0 0,67 168,90 -0,75
11 165 301,6 0,85 268,5 3,34 234,60 2,11
12 186 264,8 -2,15 460,3 3,94 161,70 -0,95
13 124
14 268 253,9 -0,75 191,30 0,01
15 227 285,9 0,13 2495 231,80 1,56
16 154 312,7 0,60 185,0 0,70 257,80 2,17
17 169 264,4 -0,85 321,0 5,44 217,30 1,36
18 220 300,4 2,27 342,8 2,64 300,40 3,28
19 125
20 248 278,4 -0,66 298,3 0,04 167,90 -0,48
21 203 353,4 -0,35 324,3 0,70 192,30 -0,08
22 200 240,4 -1,13 187,20 -0,11
23 137 330,7 2,17 209,3 0,97 315,10 5,61
24 223 282 -0,57 387,0 200,50 0,86
25 183 339,2 309,0 279,40
26 184 274,3 -0,40 460,3 -0,50 215,10 1,27
27 188
28 154 298,1 -0,23 251,5 2,50 251,90 1,43
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v T © B o = £ o 2
A ©° O o [ O £ = o ® o~ =
Pat-Nr.| o & s a o 9 SE o3 5 G = g i,
ic|fc |22 |32 |fE|z8 ) 3¢ | 2
= 0 = | Y c 3 S
25 |83 | £E |3 |88 |5 = 2
n (7))
1 100840  -0,34 1,75 -0,23 60,00 0,82 1572,80 -1,71
2 967,40 -1,48 1,82 -0,62 76,80 0,99 3193,50 1,62
3 1086,10 1,04 1,93 0,41 64,80 0,24 2355,00 -0,34
4
5 1029,00 0,22 1,60 -0,61 49,30 -0,15 2121,00 -0,20
6 1001,30  -0,64 1,32 -1,78 45,50 -0,81 2466,50 0,60
.
8 1024,40 1,44 2,03 0,22 76,30 0,96 2890,00 0,91
9
10 1094,70  -1,46 1,95 -1,39 74,50 0,35 2774,00 -0,15
11 1016,80  -0,59 1,81 0,37 41,00 -0,25 1750,00 -0,23
12 1146,30 0,46 2,39 -0,09 91,50 2,05 2756,30 -0,20
13
14 998,80 -0,60 2,07 0,57 70,50 1,77 2265,70 0,20
15
16
17 1060,10 1,12 1,98 0,85 63,80 2,60 2570,50 2,84
18 998,40 -0,72 1,41 -1,41 47,00 -0,63 2257,70 -0,01
19
20 103590  -0,89 2,19 -0,55 72,30 0,26 2933,00 0,73
21 1153,50 0,72 2,44 0,07 83,80 1,28 3099,70 0,75
22 1024,40 0,09 2,03 0,48 61,50 0,95 2134,00 -0,17
23 970,00 -0,68 1,31 -1,05 42,30 -0,09 1689,50 -0,43
24 1088,60 -0,16 2,17 0,61 64,30 -0,63 2569,50 -0,42
25 1001,30 1,32
26 986,10 -0,36 1,21 -1,33 32,50 -1,31 1531,80 -1,05
27
28 1001,10 0,58 1,25 -0,64 38,30 0,16 2048,50 2,01
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Lebenslauf
Name: Daniela Susanne Schenk
Geburtsdatum/-ort; 11.12.1975 in Roth
Adresse: Forstenrieder Allee 193
81476 Miinchen
Familienstand: verheiratet
Schulausbildung
1982-1995 an der Rudolf-Steiner-Schule Nurnberg
30.06.1995 Abitur am Hans-Sachs-Gymnasium Nirnberg
Au Pair
07-12/1995 Genf, Schweiz
Studium

03/ 1996-01/1997 Deutsch und Franzgsisch an der Albert-Ludwigs-Universitét Freiburg
seit 03/1997-04/2003 Humanmedizin an der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

23.03.1999 Arztliche Vorpriifung

23.03.2000 Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

10.04.2002 Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

15.04.2002- 24.01.2003 Praktisches Jahr in den Fachern Innere Medizin, Kinderchirurgie und
Padiatrie

09.04.2003 Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Tatigkeiten

01.08.2003-30.11.2003 Kinderklinik der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
als Arztin im Praktikum

01.12.2003-30.09.2004 Kinderklinik der Technischen Universitat Miinchen
als Arztin im Praktikum

Seit 01.10.2004 Kinderklinik der Technischen Universitat Miinchen
als Assistenzarztin



