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Abstract

1. Abstract

1.1. Abstract deutsch

Einleitung: Das Prader-Willi-Syndrom ist eine seltene genetische Erkrankung. Sie wird
verursacht durch das Fehlen der Expression von vaterlicherseits vererbten Genen auf
Chromosom 15g11.2-q13. Patienten mit Prader-Willi-Syndrom haben mit circa 3% eine erhohte
Mortalitat, einerseits im Rahmen der mit Adipositas einhergehenden Erkrankungen, andererseits
im Rahmen von Infekten. In den letzten Jahren wurde mit einer Diagnostik mittels Metapyron-
Test eine hohe Rate (60%) zentraler Nebennierenrindeninsuffizienz bei Kindern mit Prader-
Willi-Syndrom vermutet. Andere Nebennierenrindenfunktions-Testungen konnten diese hohe
Zahl nicht bestatigen. Patienten mit Prader-Willi-Syndrom haben hdufig eine Pramature
Adrenarche. Dies kann ebenfalls ein Hinweis flr eine Stérung der Nebennierenrindenfunktion
sein.

Methodik: Wir flihrten eine Nebennierenrindenfunktionstestung mittels Cortisol-Tagesprofil aus
dem Speichel und Metapyron-Test bei 11 Kindern mit Prader-Willi-Syndrom durch. Zudem
erfolgte eine Mulitsteroidanalyse aus dem kapillaren und vendsen Vollblut bei 13 Kindern.
Ergebnisse: Im Cortisol-Tagesprofil aus dem Speichel war bei 8 von 11 Kindern eine
Tagesrhythmik im Cortisol-Tagesprofil erkennbar, jedoch hatten insgesamt 7 von 11 Kindern
trotzdem zu hohe néchtliche Cortisolspiegel. Keines der 11 Kinder, bei denen der Metapyron-
Test durchgefiihrt wurde, zeigte eine inadaquate ACTH-Antwort.

In der Multisteroidanalyse fur 17-OH-Pregnenolon liegen bei 11 von 13 Kindern (84,6%) die
Werte deutlich oberhalb des Referenzbereichs und zwar sowohl in der jeweiligen Altersgruppe,
als auch bezogen auf das jeweilige Tanner Stadium.

Alle Médchen unserer Gruppe zeigten deutlich erhdhte Dihydrotestosteron-Werte, sowohl auf
das Alter, als auch auf das Tanner-Stadium bezogen. Auch die Jungen haben grotenteils erhéhte
Dihydrotestosteron-Werte, sowohl auf ihr Alter (4 von 6 = 66,7%), als auch auf ihr Tanner-
Stadium (5 von 6 = 83,3%) bezogen.

Die Umwandlung von 17-OH-Pregnenolon und Dihydrotestosteron wird von der 33-
Hydroxysteroid Dehydrogenase katalysiert.

Schlussfolgerung: Die zu hohen nachtlichen Cortisol-Werte im Speichel kdnnten ein Hinweis

darauf sein, dass die circadiane Rhythmik bei Kindern mit Prader-Willi-Syndrom gestort ist.
Die hohe Rate an zentraler Nebennierenrindeninsuffizienz konnte in unserer Kohorte auch

mittels Metapyron-Test nicht bestatigt werden. Die hohe Rate positiver Ergebnisse in friiheren
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Studien konnte daran liegen, dass der Metapyron-Test ein sehr storanfalliger Nebennierenrinden-
Funktionstest ist.

Die jeweilige Relation von 17-OH-Pregnenolon zu 17-OH-Progesteron und von 17-OH-
Pregnenolon zu Cortisol spiegelt die Enzymaktivitat der 33-Hydroxysteroiddehydrogenase
wieder. Sie entspricht bei Kindern mit Prader-Willi-Syndrom ungefahr der Enzymaktiviét von
Kindern mit einem genetischen Defekt der 33-Hydroxysteroid Dehydrogenase. Auch die
erhdhten Dihydrotestosteron-Werte kénnen ein Hinweis auf eine gestorte Funktion der 3i3-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase sein. Eine verminderte Aktivitat der 3R-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase wiirde das haufige Auftreten einer pramaturen Adrenarche bei Kindern mit
Prader-Willi-Syndrom erklaren. Ob ein wirklicher Funktionsverlust des Enzyms (z.B. durch
einen fehlerhaften Aufbau des Enzyms) bei Prader-Willi-Syndrom vorliegt, oder ob die Aktivitat

des Enzyms herunterreguliert ist, sollte in weiteren Studien evaluiert werden.

1.2. Abstract english

Introduction: Prader-Willi syndrome is a rare genetic disorder in which the region q11.2-q13 of
paternal chromosome 15 is deleted or unexpressed. It has a high annual death rate (3%). In the
last years a high rate of central adrenal insufficiency (60%) in children with Prader-Willi
syndrome has been detected by metyrapone test. Other tests of the adrenal axis did not confirm
such a high rate of central adrenal insufficiency. Another sign of disturbance of the function of
the adrenal cortex in children with Prader-Willi syndrome is the high rate of premature pubarche.
Methods: We performed salivary cortisol profiles and metyrapone tests in 11 children and
analysis of adrenal steroids in capillary and venous blood in 13 children to analyse and describe
the function of adrenal glands in children with Prader-Willi syndrome.

Results: The diurnal salivary cortisol profile showed in 8 of 11 cases a circadian rhythm, but in 7
of 11 cases to high levels of cortisol in the night. All of the 11 children with metyrapone test had
a normal ACTH-response. In the analysis of steroids 11 of 13 children (=84,6%) had elevated
levels of 17-OH-pregnenolon. All female patients had elevated levels of dihydrotestosterone for
age and Tanner stage. Male patients also had elevated levels of dihydrotestosteron for age (4 of 6
= 66,7%), and also for Tanner stage (5 of 6 = 83,3%). Both steroids are substrates of 3R3-
hydroxysteroid dehydrogenase.

Conclusions: Elevated cortisol levels in the night might be a result of a disturbed circadian

rhythm in children with Prader-Wille syndrome.
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We could not confirm the high rate of central adrenal insufficiency in children with Prader-Willi
syndrome with metyrapone test. The metyrapone test is very susceptible, which might be an
explanation for the high rate of positive tests in previous reports.

The ratio of 17-OH-pregnenolone to 17-OH-progesterone and cortisol is a scale for the
enzymatic activity of 3(3-hydroxysteroid dehydrogenase. The ratio in children with Prader-Willi
syndrome is almost as high as in children with genetic 3R-hydroxysteroid dehydrogenase
deficiency. The high levels of dihydrotestosterone could also be a result of decreased activity of
3R-hydroxysteroid dehydrogenase. This could be an explanation for the high rate of premature
adrenarche in children with Prader-Willi syndrome. Further studies should analyse if a genetic
loss of function or a down regulation of 33-hydroxysteroid dehydrogenase can be the reason for

decreased activity.
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2. Einleitung
2.1. Prader-Willi-Syndrom

2.1.1 Definition und Pravalenz

Prader-Willi-Syndrom (PWS) ist eine komplexe genetische Erkrankung, die eine Prévalenz von
ca. 1/30000 bis 1/10000 hat. Sie wird verursacht durch das Fehlen der Expression von
vaterlicherseits vererbten Genen auf Chromosom 15q11.2-q13.! Dies ist entweder durch die
Deletion dieser Region auf dem véterlichen Chromosom, eine maternale uniparenterale Disomie,
einen Imprinting Defekt der paternalen Region 15911.2-q13 oder selten durch eine Mutation
einzelner Gene in diesem Gebiet bedingt.?

Das Prader-Willi-Syndrom ist gekennzeichnet durch ein charakteristisches Bild von typischen
Dysmorphie-Zeichen, kognitiven, endokrinen und Verhaltensauffélligkeiten, die interindividuell
sehr unterschiedlich stark ausgeprégt sein konnen. Besonders typisch ist eine muskulare
Hypotonie, und anfangs eine Gedeihstorung, spater eine Adipositas durch Hyperphagie, eine

Entwicklungsverzogerung, Kleinwuchs und Hypogonadismus.*

2.1.2 Klinische Charakteristika und Entwicklung

Schon vor der Geburt kénnen betroffene Kinder durch eine muskulare Hypotonie auffallen, die
sich in verminderten fetalen Bewegungen im Mutterleib, eine abnormale fetale Position bei
Geburt und eine schwierige Geburt duRert. Kurz nach der Geburt fallen vor allem ein durch die
muskulé&re Hypotonie verursachtes schwaches Schreien, Lethargie, Trinkschwéche und
Gedeihstorung auf. Diese ist in der Regel so ausgepragt, dass eine supportive Ernahrung tber
eine Magensonde notwendig ist. Die muskulére Hypotonie ist ein so charakteristisches Merkmal,
dass alle Neugeborenen mit ungeklarter persistierender Hypotonie auf ein Prader-Willi-Syndrom
getestet werden sollten. Die Hypotonie ist zentralen Ursprungs.®

Der Hypogonadismus manifestiert sich bei beiden Geschlechtern durch ein hypoplastisches
Genital. In der weiteren Entwicklung féllt eine inkomplette Pubertatsentwicklung auf. Fast alle
Patienten mit Prader-Willi-Syndrom sind infertil, bei Frauen treten jedoch in seltenen Féllen
Schwangerschaften auf*>.

Bei mé&nnlichen S&uglingen besteht ein einseitiger oder beidseitiger Maldescensus testis. Zudem
fallt vor allem ein hypoplastisches Skrotum auf, das klein und auch in der weiteren Entwicklung
hypopigmentiert bleibt.® Bei Frauen sind Labien und Klitoris hypoplastisch.’

Bei beiden Geschlechtern tritt hdufig eine prdmature Pubarche (friihzeitige Schambehaarung)

auf.®
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Die Pubertatsentwicklung beginnt verspéatet und verlduft inkomplett. Bei Frauen tritt die
Menarche meist verspatet auf oder gar nicht. Wenn sie auftritt, kommt es haufig zur
Oligomenorrhé. Bei Mannern kommt es nur zu einer geringen Stimmtonveranderung, Bartwuchs
und Képerbehaarung bleiben sparlich.®

Hierbei scheint bei beiden Geschlechtern eine kombinierte zentrale und periphere Genese zu
Grunde zu liegen, mit einer gonadalen Insuffizienz sowie einer hypothalamischen
Regulationsstorung. Dies wird daraus geschlossen, dass die Spiegel des follikelstimulierenden
Hormons (FSH) und des luteinisierenden Hormons (LH) trotz zu niedriger Testosteron- und
Estrogen-Level normal oder niedrig sind. Zudem ist Inhibin B, das in den Sertolizellen bzw.
Granulosazellen gebildet wird und als Marker der Spermienzahl und des Follikelvorrats dient,
bei beiden Geschlechtern abnorm niedrig.5 %12

Viele Kinder mit Prader-Willi-Syndrom leiden unter Skoliose und Hiiftdysplasie.*

Hé&ufig tritt auch eine Hypopigmentierung (helle Haare, Iris und Haut) auf, insbesondere bei
durch eine Deletion verursachtem Prader-Willi-Syndrom.!

Die motorische und sprachliche Entwicklung ist verzdgert. Meilensteine in den ersten
Lebensmonaten und Jahren werden nach etwa der doppelten der normalen Zeit erreicht. Die
kognitive Entwicklungsverzdgerung wird im Schulalter offensichtlich. Die meisten Menschen
mit Prader-Willi-Syndrom haben eine leichte mentale Retardierung. Es treten verschiedene
Lernschwierigkeiten auf, insbesondere eine verzogerte und schwierige sprachliche Entwicklung.®
Die meisten Erwachsenen sind auf Grund der verschiedenen kognitiven Defizite und
Verhaltensstérungen nicht selbststandig, sondern auf eine Aufsicht und Hilfe zum Beispiel durch
betreutes Wohnen angewiesen.!

Das fiir das Prader-Willi-Syndrom typische Ubergewicht entsteht vor allem durch eine
Hyperphagie in Kombination mit einem vermindertem Aktivitatslevel und einem vermindertem
Kalorienverbrauch bei einem durch eine veranderte Korperzusammensetzung bedingt
erniedrigtem Grundumsatz.®® Die Hyperphagie beginnt in der Regel in der Kindheit und ist
vermutlich hypothalamischen Ursprungs. Sie ist bedingt durch ein fehlendes Sattigungsgefiinl. 14
Nach Miller et al.*> werden vier Ernahrungsphasen bei Prader-Willi-Syndrom unterschieden.
Phase 0 ist gekennzeichnet durch verminderte fetale Bewegungen und ein niedrigeres
Geburtsgewicht als gesunde Geschwister. In der Phase 1a, die von Geburt bis zum 9.
Lebensmonat reicht, fallt die muskuldre Hypotonie mit Trinkschwéche auf, die haufig eine
supportive Ernahrung notwendig macht. In der Phase 1b (9. — 25. Lebensmonat) sistiert die
Trinkschwache und es kommt zu einem normalem Wachstum. AnschlieRend kommt es zu einer

Gewichtszunahme ohne gesteigerten Appetit, dies ist Phase 2a (2,1 — 4,5 Jahre), der
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Kalorienbedarf liegt bei 60-80% der Empfehlung fur gleichschwere nicht betroffene Kinder. In
der Phase 2b kommt es zu einer Gewichts- und Appetitzunahme (4,5 — 8 Jahre), eine
Nahrungsmittel-Restriktion ist notwendig. Phase 3 (8 Jahre — Erwachsenenalter) zeichnet sich
durch Hyperphagie und fehlendes Sattigungsgefiihl aus, die Gedanken kreisen stdndig um Essen.
In der Phase 4, die die wenigsten Erwachsenen erreichen, kommt es zu einer Verbesserung des
Sattigungsgefihls und der Selbstkontrolle.

Einige Studien konnten erhéhte Ghrelin-Serumspiegel bei Patienten mit Prader-Willi-Syndrom
im Vergleich zu gleichaltrigen und BMI-angepassten Kontrollen zeigen.*52° Ghrelin wird vor
allem von den Belegzellen im Magenfundus und in geringerer Menge auch von g-Zellen im
Pankreas produziert und hat einen Appetit-anregenden Effekt durch Modulation Appetit-
regulierender Signaltransduktionswege im Hypothalamus.?’ Eine pharmakologische Reduktion
des Ghrelin-Spiegels durch eine Infusion mit einem Somatostatin-Analogon bei Patienten mit
Prader-Willi-Syndrom hatte jedoch keinen Effekt auf Gewicht, Essverhalten oder Appetit.212
Zudem zeigten sich die Ghrelin-Spiegel bereits im Sduglinsalter, das durch Trinkschwéche
gekennzeichnet ist, erhoht, also vor dem Einsetzen der Hyperphagie, so dass es unwahrscheinlich
erscheint, dass Ghrelin alleine fiir die Hyperphagie bei Prader-Willi-Syndrom verantwortlich
ist.24

Kleinwuchs ist ein weiteres charakteristisches Merkmal, das fast immer auftritt, wenn keine
Wachstumshormon-Therapie durchgefihrt wird. Die erwartete EndgroRie liegt dann fiir Frauen
bei ca. 148 cm und fiir Manner bei ca. 155 cm.! Wihrend nicht von Prader-Willi-Syndrom
betroffene adipdse Kinder eine verminderte Wachstumshormon (GH)-Ausschittung mit jedoch
normalen Serumspiegeln von Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) und einer normalen GréRe
haben, haben Kinder mit PWS niedrige GH- und IGF-1 Spiegel und sind zu klein, so dass ein
tatsachlicher Wachstumshormon-Mangel angenommen wird. 2528 Eine Substitutionstherapie
verbessert nicht nur die EndgréRRe, sondern hat unter anderem auch positive Effekte auf Body
mass index (BMI), Korpermassenkomposition, Muskelmasse, Kopfumfang, motorische und
kognitive Fahigkeiten.?®

Héufig sind auch Verhaltensauffalligkeiten, seltener psychatrische Stérungen. Diese beginnen in
der frihen Kindheit. Typisch sind Stimmungsschwankungen, Sturheit, zwanghafte Wesensziige
und Schwierigkeiten, Routineabliufe zu andern.®® Auch Aufmerksamkeitsdefizite und
Hyperaktivitat kommen vor.°

Bei ca. 25% aller Patienten besteht eine zentrale Hypothyreose.31:3

Atemstorungen treten h&ufig bei Prader-Willi-Syndrom auf. Einerseits kommt es vermehrt zu

obstruktiven Atemstorungen, begunstigt durch eine muskuldre Hypotonie und Adipositas,
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andererseits besteht oft auch eine zentrale Atemstorung, mit Sauerstoffsattigungsabfallen vor
allem nachts. Auch hier wird eine hypothalamische Funktionsstérung als ursachlich
angenommen.®

Stérungen in der Schlafarchitektur mit einer reduzierten REM-Latenz sowie Stérungen der
Korpertemperatur-Regulation beruhen wahrscheinlich auf einer hypothalamischen Stérung.34*
Verschiedene Studien erbrachten sehr unterschiedliche Ergebnisse beziiglich einer moglichen
zentralen Nebennierenrindeninsuffizienz, hier wurde mit unterschiedlichen Tests zur Evaluation
der adrenalen Funktion eine Insuffizienzrate zwischen 0% und 60% angegeben. Dies wird

Gegenstand dieser Arbeit sein.

2.1.3 Atiologie

Das klinische Erscheinungsbild beruht darauf, dass die Expression der Gene in der Region
15011.2-q13 des vaterlich vererbten Chromosoms nicht stattfindet. Dies kann verschiedene
Ursachen haben. Am haufigsten ist die Deletion dieser Region auf dem véterlichen Chromosom
(65-75%). Die meisten Deletionen lassen sich dem Typ | oder 11 zuordnen, wobei die Typ |
Deletion groRer ist. Die Gene, die in der Typ | Deletion mitbetroffen sind, jedoch nicht in der
Typ 11 Deletion, werden im Gehirn exprimiert. Andere Deletionen kommen nicht haufig vor und
sind unterschiedlich groR.

Die zweithdufigste Ursache ist eine maternale uniparenterale Disomie (UPD) (20-30%), dann
folgt ein Imprinting Defekt der paternalen Region 15gq11.2-q13 (2-5%). Selten kommt eine
Mutation einzelner Gene in diesem Gebiet vor.>%

In der Genotyp-Phanotyp-Korrelation zeigen Patienten mit Typ | Deletion haufig mehr
Verhaltensauffalligkeiten und niedrigere Intelligenzquotienten als Patienten mit Typ Il Deletion.
Andere Deletionen fiihren haufig zu einem atypischen klinischen Erscheinungsbild. Individuen
mit UPD haben hdufig einen héheren Intelligenzquotienten, bessere soziale Kompetenzen und
eine groRere Aufmerksamkeitsspanne als Patienten mit Deletion, zudem sind sie seltener
hypopigmentiert und die typischen Gesichtsziige sind weniger ausgepragt, jedoch neigen sie eher

zu Psychosen und autistischem Verhalten. 3%

2.1.4 Morbiditat und Mortalitat

Das Prader-Willi-Syndrom ist mit einer erhohten Morbiditat und Mortalitat verkniipft.

Ein wesentlicher Punkt der Morbiditat stellt das Ubergewicht und das metabolische Syndrom mit
seinen Folgeerkrankungen dar, unter dem viele Menschen mit Prader-Willi-Syndrom leiden.®

10



Einleitung

Das Ubergewicht begiinstigt zudem eine obstruktive Schlafapnoe und kardiorespiratorische
Insuffizienz.®®

Operationen wegen Hodenhochstand, Hernien und Skoliose miissen haufig durchgeftihrt werden,
die Anésthesie ist bei Prader-Willi-Syndrom auf Grund der Begleiterkrankungen und der haufig
ausgepragten Adipositas schwierig.®

Die Mortalitat ist mit circa 3% pro Jahr sehr hoch.*® Auch wenn man die Mortalitat mit der von
Patienten mit mentaler Retardierung oder Ubergewicht ohne Prader-Willi-Syndrom vergleicht,
ist diese bei Prader-Willi-Syndrom erhoht.*!

Viele der Todesfélle geschehen Uberraschend, und eine hohe Anzahl bleibt ungeklart.
Respiratorische Probleme stellen wohl mit 61% der Falle eine der h&ufigsten Todesursachen dar,
auf Grund einer respiratorischen Insuffizienz in Kombination mit Infekten der oberen
Atemwege.*?

Je nach Alter sind die Ursachen kritischer Krankheit und Tod unterschiedlich hdufig. Im
Kindesalter treten vor allem pl6tzliche Todesfélle wahrend respiratorischer Infekte auf, mit
Temperaturdysregulation im Sinne von fehlendem oder zu hohem Fieber. Bei Erwachsenen
stehen die Komplikationen des Ubergewichts im Vordergrund. 344

In Zusammenhang mit dem Beginn einer GH-Therapie wurde von einigen unerwarteten
Todesfallen berichtet, h&ufig in den ersten Monaten nach Therapiebeginn. Die Daten hierzu sind
widersprichlich. Bei den Todesfallen handelte es sich haufig um Personen mit einer bereits
vorher bestehenden kardiovaskuléren oder respiratorischen Erkrankung auf Grund von
Ubergewicht.*>*#” Es wurde aber auch von einigen plétzlichen Todesfallen nur auf Grund
respiratorischer Probleme (insbesondere Schlafbezogener Atemstorungen) berichtet.*® Eine
andere Studie zeigte jedoch keinen Unterschied in der Mortalitat von PWS mit oder ohne GH-
Therapie.*® Andere Studien zeigten verbesserte Ventilation und Oxygenierung wahrend des
Tages und wahrend des Schlafes nach Beginn einer Therapie mit GH.%05!

Eine Evaluation schlafbezogener Atemstorungen ist vor und nach Beginn einer GH-Therapie

empfohlen.>

2.2. Nebennierenrindenfunktion

2.2.1 Steroidhormonproduktion der Nebennierenrinde

Die Ausschittung von Cortisol in der Nebennierenrinde wird durch die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrindenachse reguliert. Im Hypothalamus wird Corticotropin releasing
hormone (CRH) gebildet, das die Produktion von Adrenocorticotropin (ACTH) in der

11
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Adenohypophyse anregt. ACTH fiihrt zu einer vermehrten Ausschiittung von Cortisol in der
Nebennierenrinde®® (s. Abbildung 2).

Die Nebenniere ist eine paarig angelegte endokrine Driise am oberen Pol der Nieren und besteht
aus der Nebennierenrinde und dem Nebennierenmark. Die Nebennierenrinde ist mesodermalen
Ursprungs. Histologisch lassen sich im Erwachsenenalter drei unterschiedliche ineinander
ubergehende Zonen erkennen.

In der duBeren Zona glomerulosa werden vor allem Mineralokortikoide gebildet. Im mittleren
Rindenabschnitt, der Zona fasciculata, werden hauptséchlich Glukokortikoide gebildet.

Innen ist die Zona reticularis gelegen. Hier werden vor allem Androgene (DHEA, DHEAS,
Androstendion) gebildet.

Diese Zone wird erst ab einem Alter von circa vier Jahren histologisch sichtbar.>*

In der Fetalzeit sind die Nebennieren vergleichsweise zu ihrer spateren proportionalen GréRe
sehr grol3. Sie sind in dieser Zeit fast so gro3 wie die Nieren. Der GroRteil der Nebennierenrinde
wird in dieser Zeit von der innen gelegenen Fetalzone gebildet. Diese bildet sich in den ersten
Monaten nach Geburt zurlick. AulRen gelegen befindet sich die Permanente Zone. Dazwischen
liegt die Transitional-Zone.>

Eine schematische Abbildung der Steroidhormonsynthese findet sich im Kapitel Dikussion —
Steroidhormonanalyse.

In der Fetalzeit kann bis zur 23. Gestationswoche in der fetalen Nebennierenrinde Cortisol nicht
aus Cholesterol oder Pregnenolon synthetisiert werden, da das Enzym 3p-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase | nur wéahrend einer sehr kurzen Zeit im ersten Trimester und dann erst nach der
23. Gestationswoche exprimiert wird.>® Stattdessen entsteht vor allem DHEAS, das als Estrogen
Perkursor in der Plazenta dient. Das Progesteron, das in der Plazenta gebildet wird, kann von der
fetalen Nebennierenrinde jedoch in Cortisol umgewandelt werden, da Progesteron ein Metabolit
ist, der bereits hinter dem 3R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Schritt liegt.>’

Da sich nach der Geburt die fetale Zone zuriick bildet, sind die adrenalen Androgenspiegel
wahrend der friihen Kindheit sehr niedrig. Wéhrend der so genannten Adrenarche nimmt die
17,20-Lyase-Aktivitat durch verschiedene Regulationsmechanismen zu wahrend die Aktivitét
der 3R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase abnimmt.>®° Dies geschieht vor allem in der innersten
Schicht der Nebennierenrinde und fuhrt zu dem morphologischem Erscheinen der Zona
reticularis. Es kommt zur vermehrten Produktion von DHEA und DHEAS.®°
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Abbildung 1: Konzentrationslevel von DHEAS und Cortisol in der menschlichen Fetalzone und der
postnatalen Nebennierenrinde (Grafik aus White et al.®t)

Es wird vermutet, dass eine hohe Konzentration von Corticosteron und Cortisol in der innersten
Schicht der Nebennierenrinde zu einer kompetitiven Hemmung der 33-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase fiihrt.8? ACTH-Stimulation fiinrt physiologischerweise zu einer Erhéhung der
Konzentration von Cortisol in der innersten Schicht der Nebennierenrinde.®® Auch eine
Hochdosis-Behandlung mit ACTH bei Kindern mit West-Syndrom flhrt zu einer Erhéhung der
DHEA- und DHEAS-Serum-Level %

Ein genetischer 33-Hydroxysteroiddehydrogenase — Mangel flhrt auch zu einer Erhéhung der
DHEA- und DHEAS-Serum-Level. Es handelt sich eine sehr seltene autsomal-rezessive Form
von kongenitaler adrenaler Hyperplasie, die verschieden stark ausgepragt sein kann (siehe auch

Diskussion: Enzymaktivitat der 3R-Hydroxysteroiddehydrogenase).%

2.2.2 Pubarche und Adrenarche

Der Begriff Adrenarche bezeichnet den morphologischen und funktionellen Wandel der
Nebennierenrinde, der zu einer vermehrten Produktion von adrenalen Androgenen flhrt (s.0.).
Dies geschieht typischerweise im Alter von 5 bis 8 Jahren.®® Klinische Konsequenz ist mit
einiger Latenz die Pubarche.

Der Begriff Pubarche bezeichnet das Auftreten der Pubesbehaarung. Diese kann von dem
Auftreten von Axillarbehaarung begleitet sein. Auch andere Zeichen einer Androgen-Aktivitat
kdnnen auftreten, zum Beispiel adulter Korpergeruch, eine gesteigerte Talgproduktion von Haar
und Haut, das Auftreten von Kommedonen und Akne, und eine leicht gesteigerte
Wachstumsgeschwindigkeit.6” In Tanners urspriinglicher Veréffentlichung wird beschrieben,
dass die Pubarche im Alter von 11,69 + 1,21 Jahren bei Mé&dchen und 13,44 + 1,09 Jahren bei

Jungen auftritt.%8%° In neueren Studien ist das Alter bei Beginn der Pubarche etwas nach unten
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korrigiert: auf 10,54 + 1,67 Jahren bei kaukasischen Madchen und das Alter von 9 — 13,5 Jahren
bei kaukasischen Jungen.’® Tritt die Pubarche bei Méadchen vor dem achten und bei Jungen vor
dem neunten Lebensjahr auf, wird sie als pramatur bezeichnet, wobei der Begriff prdmature
Adrenarche und pramature Pubarche in der Literatur synonym verwendet werden.’>"2 Allerdings
gibt es auch Hinweise darauf, dass das Erscheinen von Pubesbehaarung bei kaukasischen
Madchen ab dem Alter von 7 Jahren und bei afrikanischen Méadchen ab dem Alter von 6 Jahren
als normal gelten kann.”

Bei der pramaturen Pubarche sind das Hodenvolumen bei Jungen bzw. die Brustentwicklung bei
Madchen definitionsgemaR prapubertar. Auch Steroidhormon-produzierende Tumoren und
kongenitale adrenale Hyperplasie auf Grund von Enzymdefekten der Cortisolsynthese miissen
ausgeschlossen sein.®

Die pramature Pubarche tritt in der Regel zwischen dem dritten und achten Lebensjahr auf, und
kommt bei Madchen sehr viel haufiger vor.™

Das Auftreten der Pubarche geschieht durch die Aktivierung Androgen-sensitiver Haarfollikel.”
Die Androgene werden in der Nebennierenrinde produziert, man spricht von der Reifung der
Nebennierenrinde, der Adrenarche. Der genaue Ausldser der Adrenarche ist bislang unbekannt.
Bei Kindern, die keine ACTH-Wirkung haben, zum Beispiel bei ACTH-Resistenz (familiare
Glucocorticoid Defizienz), Hypopituitarismus oder auch bei Kindern mit Glucocorticoid-
Behandlung in ACTH-supprimierenden Dosierungen bleibt die Adrenarche aus.”* Hieraus lasst
sich schlieRen, dass fur den Prozess der Adrenarche eine basale Stimulation durch ACTH
notwendig ist.

Bei Kindern mit Pramaturer Adrenarche findet man erhohte DHEA-, DHEAS- und
Androstendion-Spiegel im Serum.”® Diese sind erhéht fiir das prapubertare chronologische Alter,
jedoch normal hoch fiir Tanner-Pubertits-Stadium 11-111.8

Dabei werden wahrend der pramaturen Pubarche bei Auftreten der Pubesbehaarung individuell
sehr unterschiedlich hohe DHEAS-Werte gemessen, was dafur spricht, dass auch die
Empfindlichkeit der Androgenrezeptoren im Zielgewebe (z.B. den Haarfollikeln) eine Rolle bei
Auftreten der Pubarche spielt.”>:"

Bei der Suche nach der Ursache von pramaturer Adrenarche und Pubarche fanden sich
zahlreiche Mutationen und genetische Polymorphismen, alle bisherigen Untersuchungen
beziehen sich jedoch auf kleine Gruppen von Kindern. Bestimmte Verédnderungen im Gen des
Androgen-Rezeptors flihren zu einer erhdhten Sensibilitat fir Androgene und kénnen so zu einer
pramaturen Adrenarche fiihren.””"® Auch Polymorphismen in Genen des Insulin und IGF-I-

Systems zeigten eine hoheres Auftreten bei Kindern mit prdmaturer Pubarche als bei
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Kontrollen.” Zudem wurden Kinder mit Pramaturer Pubarche/ Adrenarche auch immer wieder
auf nicht klassische Formen der kongenitalen adrenalen Hyperplasie getestet. Kongenitale
adrenale Hyperplasien beruhen auf verschiedenen genetischen Defekten der Enzyme der
Steroidhormonsynthese. Hierdurch kommt es zu einem Aufstau friiher Metabolite der
Steroidhormonsynthese, die dann vermehrt zu adrenalen Androgenen umgewandelt werden.
Kongenitale adrenale Hyperplasien scheinen jedoch im Allgemeinen eine sehr seltene Ursache
flir eine pramature Pubarche zu sein, insbesondere seit dem die Diagnose nicht mehr allein
aufgrund der Hohe der Steroidhormonwerte gestellt wird, sondern durch genetische Analysen,
steht fest, dass dies seltener die Ursache ist, als vorher angenommen.&°

Unter den kongenitalen adrenalen Hyperplasien kommen wohl relativ haufig heterozygote
Mutationen im CYP21-Gen vor.8! Selten besteht als Ursache ein 11p-Hydroxylase-Defizit, und

extrem selten ein 3R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Defizit.%2
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2.2.3 Nebennierenfunktionstests

Einleitung

Zur Testung der Nebennierenfunktion (Glukokortikoid-Synthese) sind verschiedene Tests etabliert.

Tabelle 1: Nebennierenfunktionstests

Neben-
nierentests

Insulin-Toleranztest
(|TT)83,84

Metapyron-Test8-87

Low Dose-Synacthen-Test
(niedrig Dosis ACTH-
Kurztest)®8 (LDST)

Standard Dose-Synacthen-
Test (Standard Dosis ACTH-
Kurztest)®% (HDST)

Funktions- | Mit Hilfe von Insulin wird eine | Metapyron inhibiert reversibel | Synthetisch hergestelltes Synthetisch hergestelltes
prinzip Hypoglykamie erzeugt. Die die 11B-Hydroxylase der ACTH (Synacthen) wird ACTH (Synacthen) wird
Stress-Antwort des Korpers Nebennierenrinde und hemmt | intravends oder intramuskuldr | intravends oder intramuskulér
besteht in einer gesteigerten dadurch die Konversion von verabreicht. Dies flhrt zu einer | verabreicht. Dies fiihrt zu einer
ACTH- und Cortisol- 11-Deoxycortisol zu Cortisol. | Stimulation der Stimulation der
Ausschuttung. Durch den Wegfall der Cortisolproduktion. Cortisolproduktion.
Feedback-Hemmung kommt es | Ist die Nebennierenrinde zum | Ist die Nebennierenrinde zum
beim Gesunden zu einem Beispiel bei Atrophie durch Beispiel bei Atrophie durch
maximalen ACTH-Anstieg, langer fehlende physiologische | langer fehlende physiologische
woraus eine Steigerung der 11- | ACTH-Stimulation nicht in der | ACTH-Stimulation nicht in der
Deoxycortisolsynthese folgt. Lage genugend Cortisol zu Lage genugend Cortisol zu
produzieren kommt es zu produzieren kommt es zu
niedrigeren Cortisolwerten niedrigeren Cortisolwerten
nach Stimulation. nach Stimulation.
Durch- Es wird Insulin (0,15 IE/kQ) Es erfolgt die Gabe von 30 Der basale Cortisolspiegel wird | Der basale Cortisolspiegel wird
flihrung intravends verabreicht und so | mg/kg Korpergewicht bestimmt, danach erfolgt die bestimmt, danach erfolgt die

eine Hypoglykdmie
hervorgerufen (Plasma
Glukose <2,2 mmol/l).

Metapyron (Metopirone®) p.o.
um 23:00 Uhr.

Am nachsten Morgen um
08:00 Uhr erfolgt die
Blutentahme zur Bestimmung
von ACTH und Cortisol.

Nach der letzten Blutentnahme
um 8.00 Uhr wird eine

Gabe von 1ug Synacthen, nach
30 oder 60 min erfolgt die
Bestimmung des
Cortisolspiegels.

Gabe von 250ug Synacthen,
nach 30 oder 60 min erfolgt die
Bestimmung des
Cortisolspiegels.
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Neben-
nierentests

Insulin-Toleranztest
(|TT)83,84

Metapyron-Test8-87

Low Dose-Synacthen-Test
(niedrig Dosis ACTH-
Kurztest)®8 (LDST)

Standard Dose-Synacthen-
Test (Standard Dosis ACTH-
Kurztest)® (HDST)

einmalige Dosis Hydrocortison
(30mg) verabreicht.

Auswer- Cortisol > 500 — 600 nmol/I Cortisol <200 nmol/I Cortisol > 500 nmol/Il Cortisol > 400 - 700 nmol/I
tung (Angabe unterschiedlicher Cut- | (erfolgreiche (Angabe unterschiedlicher Cut-
off-Werte) Konversionshemmung), 11- off-Werte)
Deoxycortisol > 130 - 200
nmol/l, ACTH > 33 pmol/I
Nachteil - auf Grund der moglichen -schlechte Verfligbarkeit von - eine sekundare - eine sekundare
Nebenwirkungen einer Metapyron Nebennierenrindeninsuffizienz | Nebennierenrindeninsuffizienz
Hypoglykamie gibt es -Metapyron schmeckt extrem kann erst diagnostiziert kann erst diagnostiziert
zahlreiche Kontraindikationen: | bitter, was vor allem bei werden, wenn sie bereits zu werden, wenn sie bereits zu
Epilepsie, kardiovaskulare und | Kindern Probleme bereiten einer einer
cerebrovaskulare kann Nebennierenrindenatrophie Nebennierenrindenatrophie
Erkrankungen -es besteht das potentielle gefuhrt hat, so dass eine gefiihrt hat, so dass eine
Risiko einer Addison-Krise partielle sekundare partielle sekundére
Nebennierenrindeninsuffizienz | Nebennierenrindeninsuffizienz
moglicherweise nicht erkannt | moglicherweise nicht erkannt
wird wird
Vorteil - der Test gilt als Goldstandard | - der Test gilt nach dem ITT - geringes - geringes

der Nebennierenfunktionstest,
da er eine hohe Sensitivitat und
Spezifitat hat

- der Stimulus der
Cortsiolproduktion, die
Hypoglykémie, kommt
physiologischem Stress am
néchsten

als sensitivster Test zur
Diagnose einer
Nebennierenrindeninsuffizienz
ohne das hohe
Nebenwirkungsprofil des ITT

Nebenwirkungsprofil

Nebenwirkungsprofil
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Abbildung 2: Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Regulationsachse mit Angriffspunkten der
verschiedenen Funktionstests (Grafik nach Hiller-Sturmhéfel et al.®)

2.3. Aktueller Forschungsstand zur Nebennierenrindenfunktion bei PWS
Da bei Kindern mit Prader-Willi-Syndrom viele Stérungen auf Hypophysen-Hypothalamus-
Ebene bestehen, wie zum Beispiel eine verminderte Ausschittung von GH, aber auch LH/FSH,
haufig auch eine zentrale Hypothyreose, eine gestorte Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus,
der Appetit-Regulation und eine gestorte Temperatur-Regulation liegt der Schluss nahe, dass
auch eine zentrale Nebennierenrindeninsuffizienz bestehen kénnte. Zudem besteht bei Prader-
Willi-Syndrom eine erhéhte Mortalitat von 3% pro Jahr, die teilweise in einem Zusammenhang
mit milden Infekten steht.

Erstmals beschrieb Forssman et al. 1964 eine reduzierte Urinexkretion von 17-Hydroxy- und 17-
Ketosteroiden nach ACTH-Stimulation bei einem Kind mit der klinischen Diagnose eines

Prader-Willi-Syndroms.
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19609 fihrten Rudd et al. bei 6 Kindern mit klinisch diagnostiziertem Prader-Willi-Syndrom
einen nicht standardisierten Kurz-ACTH-Test (4 Stunden) durch. Hier zeigte sich bei 4 Kindern
eine verminderte Cortisol-Antwort im Vergleich mit der Cortisol-Antwort gesunder junger,
kleinwchsiger und adipdser Kontrollen. 2 der 6 Kinder mit Prader-Willi-Syndrom lagen
auflerhalb des 95% Konfidenzintervalls und wurden mit einem prolongiertem ACTH-Test (3
Tage) getestet. Dabei wurde die 17-Hydroxy- und 17-Ketosteroid-Exkretion im Urin gemessen,
die deutlich reduziert war.%

2004 beschreiben Stevenson et al. eine Reihe von unerwarteten Todesféllen bei Prader-Willi-
Syndrom, in den durchgefiihrten Autopsien haben 3 von 4 Patienten ein zu geringes Gewicht der
Nebennieren entsprechend ihrer KérpergroRe.®

De Lind van Wijngaarden et al. testete im Jahr 2008 Kinder mit Prader-Willi-Syndrom auf eine
zentrale Nebennierenrindeninsuffizienz. Sie entschieden sich hierbei fir den Metapyron-Test,
der neben dem Insulin-Toleranz-Test als Goldstandard zur Testung auf eine
Nebennierenrindeninsuffizienz gilt. Hierbei maf3en sie bei 25 Kindern mit Prader-Willi-Syndrom
die ACTH-Ausschittung und das 11-Deoxycortisol. 60% der Kinder hatten eine ACTH-
Konzentration am nachsten Morgen, die unter dem Cut-Off-Wert von 33 pmol/l bzw. 150 pg/ml
lag. Bemerkenswerter Weise hatten 7 von 11 Kindern mit zu niedrigem ACTH-Anstieg einen
11-Deoxycortisol-Anstieg unter 200 nmol/l, woraus die Autoren schlossen, dass hier bereits eine
Nebennierenrindenatrophie vorliegen konnte, was jedoch auch ein Hinweis auf eine
unzureichende Blockade der Cortisol-Synthese durch das Metapyron sein kdnnte, insbesondere
da diese Kinder morgens hohere Cortisol-Werte aufwiesen, als die, deren ACTH-Wert morgens
uber dem Cut-off-Wert lag.

Die Speichelcortisol-Profile und morgendlichen Cortisol-Peak-Werte aller Kinder lagen im
Normbereich, so dass de Lind van Wijngaarden et al. vermuteten, dass es sich lediglich um eine
»partielle® zentrale Nebennierenrindeninsuffizienz handelt, die nur in Situationen mit erhohtem
Cortisol-Bedarf klinisch relevant wird.%

2009 veroffentlichte die Gruppe um de Lind van Wijngaarden et al. eine Studie, in der Kinder
mit Prader-Willi-Syndrom, bei denen mit Hilfe des Metapyron-Tests eine zentrale
Nebennierenrindeninsuffizienz diagnostiziert worden war, wahrend des Schlafs einen héheren
zentralen Apnoe Index zeigten und tendenziell eine niedrigere minimale periphere
Sauerstoffsattigung in der Nacht erreichten. Hierin vermuten die Autoren einen Grund fiir die
hohe Mortalitat. %

Butler et al. veroffentlichten 2009 eine Studie, in der die morgendlichem Cortisol-Werte von 63

Kindern und Erwachsenen mit PWS mit denen von gesunden, adipdsen Kontrollen verglichen.
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Hier gab es keine signifikanten Unterschiede in den Cortisol-Konzentrationen der beiden
Gruppen. Patienten mit Prader-Willi-Syndrom, die jinger als 3 Jahre waren, hatten signifikant
niedrigere Cortisol-Konzentrationen als die, die &lter als 3 Jahre waren. Die Cortisol-
Konzentration korrelierte bei den Patienten mit Prader-Willi-Syndrom positiv mit dem Alter.%’
2010 veroffentlichten Connel et al. Daten, in denen sie retrospektiv
Nebennierenrindenfunktionstest auswerteten. VVon 25 Kindern mit Prader-Willi-Syndrom hatten
6 einen Standard-Dosis-ACTH-Test erhalten, 4 einen niedrig-dosierten ACTH-Test, 15 einen
Insulin-Toleranz-Test, der als Goldstandard zur Diagnostik einer Nebennierenrinden-Insuffizienz
gilt. Nur ein Patient von den 25 hatte einen Cortisol-Wert unter dem Cut-off-Wert von 500
nmol/l (479 nmol/l, getestet durch ITT). Dieser Patient war sehr adipds (BMI 49) und starb im
Alter von 26 Jahren an einer Sepsis auf Grund einer Hautinfektion.%®

Nyunt et al. veroffentlichten 2010 eine Studie, in der 41 Kinder mit Prader-Willi-Syndrom in
verschiedenen Zentren in Australasien mittels niedrig-dosiertem ACTH-Test auf eine
Nebennierenrindeninsuffizienz getestet wurden. Keines der Kinder hatte nach 30 Minuten eine
Cortisol-Konzentration unter dem Cut-off-Wert von 500 nmol/I.%

2011 veroffentlichten Farholt et al. eine Studie, in der 57 Kinder und Erwachsene mit Prader-
Willi-Syndrom mittels Standard-Dosis-ACTH-Test und 8 Patienten mittels Insulin-Toleranz-Test
auf eine Nebenniereninsuffizienz getestet wurden. Im Standard-Dosis ACTH-Test hatte nur ein
Patient eine stimulierte Cortisol-Konzentration unter dem cut-off-Wert von 500 nmol/l (474
nmol/l). In dem daraufhin durchgefuhrten Insulin-Toleranz-Test zeigte der Patient einen
normalen Cortisol-Spitzenwert. Auch die 7 anderen Patienten hatten eine normale Cortisol-
Ausschittung im Insulin-Toleranz-Test. Bei 4 Kindern wurde zudem wahrend akuter
Erkrankung ein basaler Cortisol-Wert bestimmt. Dieser lag zwischen 680 — 1372 nmol/1.1%°
Corrias et al. veroffentlichten 2012 eine Studie, in der bei 84 Kinder mit Prader-Willi-Syndrom
der basale Cortisol-Spiegel bestimmt wurde und die mittels niedrig-dosiertem ACTH-Test
getestet wurden. 12 (14,3%) der Patienten hatten einen Cortisol-Wert unter dem Cut-off-Wert
von 500 nmol/l. Diese Kinder hatten verglichen mit den Kindern mit einer Cortisol-Antwort tiber
dem cut-off-Wert auch niedrigere basale Cortisol-Spiegel. Die Kinder mit auffalligem niedrig-
dosiertem ACTH-Test wurden dann einem Standard-Dosis ACTH-Test unterzogen. Hier zeigten
4 der 12 Patienten weiterhin eine zu niedrige Cortisol-Antwort (4,8% der gesamten Kohorte).
Patienten mit Deletion auf Chromosom 15 hatten signifikant niedrigere Spitzen-Cortisol-Werte
nach ACTH-Testung als Patienten mit UPD.*!

Eine Fallbeschreibung wurde 2012 von Barbara et al. veroffentlicht, in der ein 16-jahriger Junge

mit Prader-Willi-Syndrom wahrend einer Wirbels&ulen-Operation unter einer persistierenden,
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schweren arteriellen Hypotonie litt, die sich erst unter einer Hydrokortison-Gabe besserte. Eine
Nebennierenrindeninsuffizienz war vorher nicht bekannt, und der Patient war bisher
dahingehend asymptomatisch.%

2013 veroffentlichten Grugni et al. eine Studie, in der 53 Erwachsene mit Prader-Willi-Syndrom
mittels niedrig-dosiertem ACTH-Test evaluiert wurden. 8 Patienten zeigten einen Cortisolanstieg
unter 500 nmol/l, von denen wurden 6 mittels Standard-Dosis ACTH-Test tberpruft (3 hatten
weiterhin eine Cortisol-Antwort unter 500 nmol/l), bei einem wurde der niedrig-dosierte ACTH-
Test wiederholt (wieder mit einer Cortisol-Antwort unter 500 nmol/l), einer verweigerte eine
weitere Diagnostik. Insgesamt konnte durch ein erneutes Testen also die Diagnose einer

Nebennierenrindeninsuffizienz bei 4 Patienten bestatigt werden (7,5% der gesamten Kohorte).1%

2.4. Fragestellungen

Es gibt verschiedene Hinweise auf eine Stérung der Nebennierenrindenfunktion bei PWS.
Verschiedene Studien haben nahegelegt, dass eine partielle zentrale
Nebennierenrindeninsuffizienz mit einer unzureichenden Cortisolsynthese in Stresssituationen
bestehen konnte. Kinder mit PWS haben zudem sehr viel haufiger als Kinder ohne PWS eine
pramature Pubarche.

Die bisherigen Veroffentlichungen beztglich einer zentralen Nebennierenrindeninsuffizienz bei
PWS haben widerspruchliche Ergebnisse erbracht.

Dies wirft Fragen beztiglich der Indikation fiir eine moglicherweise nebenwirkungsreiche
Steroidsubstitutions-Therapie bei PWS auf.

Zudem stellt sich die Frage des Mechanismus der pramaturen Adrenarche bei Kindern mit PWS.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zum einen, die Nebennierenrindenfunktion bei Kindern mit
PWS zu testen und so die Grundlage zur Indikation einer Steroidhormonsubstitutions-Therapie
zu Uberprufen. Und falls Steroide substituiert werden sollten, dann kontinuierlich, oder nur in
Stresssituationen? Welche Probleme ergeben sich, wenn man sich fir eine Substitution in
Stresssituationen bei Prader-Willi-Syndrom entscheidet?

Zum anderen ist es das Ziel, einen Teil der Atiologie des klinischen Erscheinungsbildes bei
Prader-Willi-Syndrom besser zu verstehen.

Da die Adrenarche auch bei Gesunden einem noch wenig verstandenem Mechanismus folgt,
konnen Erkenntnisse zur Entstehung der pramaturen Adrenarche bei Prader-Willi-Syndrom
eventuell auch zu Erkenntnissen des Mechanismus der Adrenarche im Allgemeinen fiihren.

Der Arbeit liegen folgende Fragestellungen zu Grunde:

21



Einleitung

2.4.1. Leiden Kinder mit Prader-Willi-Syndrom unter einer (,,partiellen)
Nebennierenrindeninsuffizienz?

Zeigt das Cortisol-Tagesprofil aus dem Speichel Auffalligkeiten?

Kann man die hohe Anzahl von 60% Nebennierenrindeninsuffizienz bei Kindern mit Prader-
Willi-Syndrom mittels Metapyron-Test bestatigen?

Welche klinischen Konsequenzen ergeben sich aus den Erkenntnissen des Metapyron-Tests?

2.4.2 Welche klinischen und serologischen Auffalligkeiten gehen mit einer
pramaturen Adrenarche und Pubarche einher?

Wieviele Kinder mit Prader-Willi-Syndrom haben eine prdmature Adrenarche und Pubarche?
Gibt es serologische oder klinische Faktoren, die mit der Wahrscheinlichkeit einer pramaturen
Adrenarche oder Pubarche korrelieren?

Besteht ein Zusammenhang zwischen pramaturer Adrenarche und Pubarche und der

Nebennierenrindenfunktion?

2.4.3 Zeigen Kinder mit Prader-Willi-Syndrom ein verandertes Multisteroid-
Hormonprofil im Vergleich zu Kindern ohne Prader-Willi-Syndrom?

Besteht bei Kindern mir Prader-Willi-Syndrom ein Hinweis auf eine Stérung der peripheren
Synthese von Nebennierenrindenhormonen?

Finden sich veranderte Aktivitaten der Enzyme der Steroidgenese im Vergleich zu Kindern ohne
Prader-Willi-Syndrom?

Lassen sich Veranderungen im Multisteroid-Hormonprofil und in den Aktivitdten der Enzyme
feststellen, die Aufschluss Uber die Ursache der pramaturen Adrenarche bei Kindern mit Pader-

Willi-Syndrom und tiber die Adrenarche im Allgemeinen geben kénnen?
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3. Patienten und Methoden

3.1. Studienablauf und Probandenauswahl

Die vorliegende Studie wurde im Rahmen eines klinisch indizierten Hormontests zur
Nebennierenrindenfunktion zum Teil als klinisch prospektive Studie, zum Teil als retrospektive
Studie in der Padiatrischen Endokrinologie der Charité Berlin durchgefihrt.

Vor Beginn der Studie wurde die Zustimmung der Ethikkommission Charité Berlin eingeholt.
Allen Familien der in der Padiatrischen Endokrinologie der Charité Berlin behandelten Kinder
mit Prader-Willi-Syndrom wurde die Durchfiihrung eines Metapyron-Tests, sowie eines
Speichel-Cortisol-Tagesprofils angeboten. Im Rahmen dieser klinisch indizierten Tests wurde
bei vorliegender Einverstandniserklarung wéhrend der Blutentnahmen jeweils eine geringe
Menge Blut fur die Multisteroidhormon-Analyse verwendet.

Die Testung der Nebennierenrindenfunktion wurde im Rahmen eines zweitdgigen stationdren
Aufenthalts durchgefiihrt. Es wurde zur Erfassung der Funktion der Cortisolproduktion ein
Speichel-Cortisol-Tagesprofil durchgefuhrt. Zudem wurden zur weiteren Charakterisierung der
Nebennierenrindenfunktion klinische Merkmale (z.B. Tanner-Stadien, Blutdruck,
Krankheitshaufigkeit, Ultraschalluntersuchung der Nebennieren) erhoben.

Zur genauen Aussage, ob eine partielle zentrale Nebennierenrindeninsuffizienz vorliegt, fihrten
wir einen Metapyron-Test durch.

Es erfolgte die Erstellung eines Steroidhormonprofils fir jeden Studienteilnehmer vor und
wahrend des Metapyron-Tests.

Zudem wurden weitere endokrinologische Parameter bestimmt (z.B. GH, IGF, TSH).

Eine Testung der Nebennierenrindenfunktion wurde allen im Sozial Padiatrischen Zentrum des
Virchow Klinikums der Charité betreuten Kindern mit genetisch gesichertem Prader-Willi-
Syndrom und deren Eltern angeboten.

Das primare Ziel der Studie ist die KI&arung der Frage, ob bei Kindern mit Prader-Willi-Syndrom
eine zentrale partielle Nebennierenrindeninsuffizienz vorliegt, die eine Cortisol-Substitution
notig machen wurde, sowie ob eine Storung der peripheren Nebennierenrindenfunktion
(Cortisol-Synthese) besteht.
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3.1.1 Einschlusskriterien

Um in die Studie aufgenommen zu werden, mussten die folgenden Kriterien sémtlich erfillt
sein:

1. Unterschrift der Einwilligungserklarung durch die Eltern / Erziehungsberechtigten und
Einwilligung der Studienteilnehmer/in

2. Kinder und Jugendliche im Alter zwischen 1 und 20 Jahren

3. Diagnose Prader-Willi-Syndrom

3.1.2 Ausschlusskriterien

Jedes der folgenden Kriterien fiihrte zum Ausschluss aus der Studie

1. Teilnahme an einer klinischen Studie oder Einnahme eines experimentellen Medikamentes
innerhalb der letzten 30 Tage vor Einschluss in die Studie

2. Patienten/innen, die zu dem Prifarzt oder dem an der Studiendurchfuihrung beteiligten
Personal im selben Zentrum in einem Verwandtschafts- oder Abhéngigkeitsverhéltnis stehen

3. schwere chronische Erkrankungen, die nicht mit der geplanten Diagnostik vereinbar sind, wie
z.B. eine schwere Leber- oder Nierenerkrankung, Gerinnungsstérungen, systemischen

Infektionen

3.1.3 Abbruch- und Aussetzungskriterien
Bei einzelnen Versuchspersonen:
1. Nebennierenraumforderung

2. nicht ordnungsgemalie Einnahme der Metapyron-Kapseln

3.1.4 Anamnese und klinische Untersuchung

In der Eingangsuntersuchung wurde im Rahmen der klinischen Diagnostik eine Eigen- und
Sozialanamnese erhoben. Zudem wurde gezielt nach Zeichen einer
Nebennierenrindeninsuffizienz gefragt. Alle Angaben wurden in den CRF-Bdgen dokumentiert.
Bei der allgemeinen padiatrischen klinischen Untersuchung erfolgte unter anderem die
Bestimmung des Pubertatsstadiums nach Tanner®®®°. Die KdrpergréRe wurde mit Hilfe eines an
der Wand angebrachten Stadiometers nach Keller (MeRgenauigkeit: 0,1 cm) ermittelt und das
Korpergewicht wurde mittels einer elektronischen Waage (Soehnle, Digitalanzeige;
Mel3genauigkeit: 0,1 kg) ermittelt, und der BMI aus diesen Werten berechnet (Quotient aus
Korpergewicht und Korperlange zum Quadrat [kg/m?]). Es wurden alters- und

geschlechtsspezifische Perzentilen nach Kromeyer-Hauschild zur Beurteilung herangezogen, um
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die physiologischen Unterschiede der prozentualen Korperfettmasse in Abhangigkeit von Alter
und Geschlecht zu berticksichtigen.1%

Die statistische KenngroRe SDSyws (Standard Deviation Scores) wurde ermittelt. Sie
verdeutlicht, wieviel ein individueller BMI-Wert unter (negativer Wert) bzw. tber (positiver
Wert) dem alters- und geschlechtsspezifischen BMI-Median liegt. Dieser Wert erlaubt einen
individuellen BMI-Wert noch genauer in die Referenzgruppe einzuordnen. Es wurden der
Taillen- und Hiftumfang gemessen. Der Blutdruck wurde mit Hilfe einer passenden

Blutdruckmanschette manuell ermittelt (Mittel aus drei Messungen).

3.2. Cortisol-Tagesprofil aus dem Speichel

Die Uberpriifung, ob die circardiane Rhythmik der Ausschiittung von Cortisol erhalten ist,
erfolgte durch die Bestimmung des Cortisols im Speichel zu verschiedenen Tageszeitpunkten
(07:00, 10:00, 12:00, 18:00, 23:00 Uhr). Dabei wurden von den Probanden wiederholt im Laufe
von 16 Stunden Speichelproben gewonnen, indem Wattetrdger gekaut und in speziellen
Speichelrohrchen asserviert wurden. 10108

Die so gewonnen Konzentrations-Werte wurden mit den Laborinternen Referenzwerten

verglichen, aber auch der individuelle Verlauf der Konzentrationen betrachtet.

3.3. Metapyron-Test

Es erfolgte die Blutentnahme zur Bestimmung von ACTH und nach Maglichkeit Cortisol um
23:00 Uhr. Danach erfolgt die Gabe von 30 mg/kg Kérpergewicht Metapyron (Metopirone®)
p.o. um 23:00 Uhr.

Am néchsten Morgen um 08:00 Uhr erfolgte die Blutentahme zur Bestimmung von ACTH und
Cortisol.

Je nach Rucklaufigkeit einer liegenden Venenverweilkanile erfolgten zusatzliche
Blutentnahmen mit Bestimmung von ACTH und Cortisol um 4:00 und 6:00 Uhr.

Nach der letzten Blutentnahme um 8.00 Uhr wurde eine einmalige Dosis Hydrocortison (30 mg)
verabreicht.

Wahrend des Metapyron Tests wurden Puls und Sauerstoff-Sattigung kontinuierlich gemessen,
und der Blutdruck alle 30 Minuten. Der Blutzucker wurde durch eine kapillare Blutentnahme
alle zwei Stunden gemessen.

Bei einer Pulssteigerung um 30% oder mehr, oder einem Blutdruckabfall um 10% oder mehr

sollte der Blutdruck alle 15 Minuten kontrolliert werden.
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Funktionsprinzip des Metapyrontests:

Metapyron inhibiert reversibel die 11B-Hydroxylase der Nebennierenrinde und hemmt dadurch
die Konversion von 11-Deoxycortisol zu Cortisol. Durch den Wegfall der Feedback-Hemmung
kommt es beim Gesunden zu einem maximalen ACTH-Anstieg, woraus eine Steigerung der 11-

Deoxycortisolsynthese folgt.

Elypothalamuﬂ
+0 CRH

I:Hypophyse:l

+G ACTH -\-
Nebennierenrinde e
Cholesterol

<>

11-Deoxycortisol
Metapyron—|0 11R-Hydroxylase

Cortisol

('

\.

Abbildung 3: Funktionsweise Metapyron

3.4. Nebennierenrindenhormonbestimmung im kapillaren sowie vendsen

Blut anhand von Trockenblutkarten

Durch die Bestimmung der Nebennierenrindenhormone, ihrer Synthese-Zwischenstufen und
Metabolite (17-OH-Progesteron [17-OHP], 11-Deoxycorticosteron [DOC], Androstendion,
Testosteron, Dihydrotestosteron [DHT], Cortisol, 11-Deoxycortisol, 21-Deoxycortisol,
Corticosteron, 17-OH-Pregnenolon [17-OH-Preg]) wird ein Steroidhormonprofil aus
Trockenblutkarten erstellt.

Es wird zundchst die Gleichwertigkeit der Bestimmung der Steroidhormone aus dem vengdsen
und dem kapillaren Blut demonstriert und zwar anhand von zwei zum gleichen Zeitpunkt
erstellten Steroidhormonprofilen.

Es erfolgt die Erstellung eines Nebennierenrindenhormonprofils im Tagesverlauf aus dem
kapillaren Blut.

Dann wird ein Steroidhormonprofil wahrend des Metapyron-Tests erstellt.
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3.4.1 HPLC System und Tandem Massenspektrometer

In der HPLC (high pressure liquid chromatography) findet zunéchst eine Auftrennnung des
Stoffgemisches mittels eines Laufmittels (mobile Phase) durch unterschiedliche
Wanderungsgeschwindigkeiten (Retentionszeiten) der einzelnen Analyten durch eine Trennséule
(stationére Phase) statt. Im Anschluss erfolgt die Fraktionsanalyse durch die Tandem-
Massenspektrometrie. Hierbei erhédlt man eine qualitative und quantitative Analyse der
enthaltenen Substanzen.

Die Analyse wurde durch Frau Dr. Nele Alder-Baerens durchgefiihrt. Eine Veroffentlichung ist

in Vorbereitung. Die wichtigsten Daten zu lhrer Arbeit werden hier kurz zusammengefasst:

Chemikalien und Reagenzien
D2-Cortisol und D8-17-OHP wurden von Dr. Ehrensdorfer GmbH in Deutschland bezogen, 17-

OH-Pregnenolon von Steraloids Inc in den USA und alle anderen Steroide (17-OH-Progesteron,
11-Deoxycorticosteron, Cortisol, 11-Deoxycortisol, 21-Deoxycortisol, Androstendion,
Testosteron und Dihydrotestosteron) von Sigma-Aldrich in Deutschland. Aceton und Acetonitril
kamen von J.T.Baker in den Niederlanden. Methanséure und Methanol in HLPC-Qualitét
wurden von Fluka in Deutschland bezogen und Steroid-freies Serum von MP Biomedicals in
Deutschland.

Externes Kontroll-Material

Trockenblut-Testmaterial zur Qualitatskontrolle der 17-OHP-Bestimmung wurden vom
Neugeborenen Screening Qualitatssicherungsprogramm vom Center for Disease Control in
Atlanta, GA bezogen.

HPLC System und Tandem Massenspektrometer
Das HPLC System (Shimadzu, Deutschland) ist ausgestattet mit einem CBM-20A Controller,

zwei UFLC LC-20AD Pumpen, die eine interne Flussigkeits-Entgaser-Einheit enthalten und
einen CTO-20AC Kolumnen-Heizer. Nachdem die Probe die Kolumne durchlaufen hat, gelangt
die Probe sofort in die angeschlossene Turbo Spray ESI Quelle des triple quadruple QTrap4000
Tandem-Massenspektrometers (Apllied Biosystems, MDS Sciex, Deutschland). Alle
Komponenten wurden von der Analyst Software 1.5 (Applied Biosystems, MDS Analtical

Technologies, Deutschland) kontrolliert.

27



Patienten und Methoden

Liearitét
Die lineare Korrelation zwischen Steroidkonzentration und Signalintensitat wurde mittels
wiederholter Analyse der Trockenblut-Kalibratoren-Proben bewertet. Die

Regressionskoeffizienten (R2) waren groRer als 0,99.

Sensitivitat

Die Nachweisgrenze (limit of detection ,,LOD”) und die Bestimmungsgrenze (limit of
quantification ,,LOQ‘) wurden mit Hilfe der Gleichungen nach DIN32645 mittels
Kalibriergerade bestimmt.

Prézision und Wiedererkennung

Methoden-Prazision und Wiedererkennung wurden mittels Trockenblut-Proben mit zwei
verschiedenen Konzentrationen ermittelt (62,5 nM und 312,5 nM fur Cortisol und 17-OH-
Pregnenolon und 25 und 125 nM fiir alle anderen Steroide). Die intraassay
Variationskoeffizienten lagen zwischen 4,6 und 12,4%, und die interassay
Variationskoeffizienten zwischen 3,1 und 9,6%. Die Wiedererkennung lag bei allen Steroiden im

Konfidenzintervall und zwar zwischen 91,8 und 106,7%.

Qualitatskontrolle

Vor jeder Probenanalyse wurde durch eine Injektion eines Steroid-Stammldsungsmixes, der alle
nicht deuterisierten Steroide in einer Konzentration von 500 nM enthélt, das fehlerfreie Arbeiten
des HPLC-Systems und der HPLC-S&ule bestatigt.

Internes und externes Kontrollmaterial lag innerhalb des Konfidenzintervalls.

Zusétzlich bestatigt die vierteljahrlich Teilnahme am Leistungstest der CDC Atlanta, Newborn
Screening Quality Assurance Program, Second Tier LC-MS/MS for CAH, die Genauigkeit
unserer Messdaten.

3.5. Labor
Die Laborwerte wurden anhand der in Deutschland fiir Kinder und Jugendlich tblichen
Standards beurteilt.
Das Labor Berlin hat die biochemische Analyse folgender Stoffe vorgenommen:
- ACTH im Plasma durch ein Chemilumineszenzassay

- Cortisol im Serum durch ein Elektro Chemilumineszenz Immuno-Assay
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- Cortisol im Speichel durch ein Enzyme Linked Immunosorbent Assay

- DHEAS im Serum durch ein Enzyme Linked Immunosorbent Assay

- Androstendion durch ein Radioimmunoassay

- 11-Deoxycortisol im EDTA durch ein Radioimmunoassay

- 17-a-Hydroxyprogesteron durch ein Radioimmunoassay

- Testosteron, Ostradiol durch jeweils ein Elektro Chemilumineszenz Immuno-Assay

- GH durch ein Elektro Chemilumineszenz Immuno-Assay

- IGF-1 im Serum durch ein Chemilumineszenzassay

- IGF-BP-3 durch ein Chemilumineszenzassay

- HbAZlc durch Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

- R-HOMA: Insulin durch ein Elektro Chemilumineszenz Immuno-Assay, Glukose durch
photometrische Bestimmung

- TSH durch ein Elektro Chemilumineszenz Immuno-Assay

- fT3, fT4 durch ein Elektro Chemilumineszenz Immuno-Assay

3.6. Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgt mit Hilfe des Statistikprogramm SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) Ausgabe 21.0 fur Windows.

Die deskriptive Auswertung der Daten erfolgte mittels Haufigkeiten und Kreuztabellen.

Bei kontinuierlichen, normalverteilten Daten dienten als Mal3e die Mittelwerte und
Standardfehler (MW £ SD) und bei kontinuierlichen, nicht normalverteilten oder ordinal
skalierten Daten der Median und erstes und drittes Quartil (MD (1.-3. Quartil)). Flr jeden
Parameter wurde die Normalverteilung mittels Histogramm und mittels des Shapiro-Wilk-Tests
gepruft (hohe Teststarke auch bei kleinen Stichproben).

Die Mittelwerte normalverteilter Variablen wurden mit Hilfe des t-Tests fur unabhangige
Stichproben verglichen, bei nicht normalverteilten Variablen wurden die Verteilung und die
Mediane mittels des U-Test nach Mann-Whitney und des Mediantests fiir unabhangige
Stichproben verglichen. Zum Priifen kategorialer Variablen wurde der Chi-Quadrat-Test
verwendet (Berechnung nach Pearson oder Mantel-Haenszel).

Als signifikant wurden Testunterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit a (Fehler 1. Art)
von 5% oder weniger (< 0,05) eingestuft.

Um die Korrelation zwischen intervallskalierten Variablen zu untersuchen, wurde der

Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet. Es erfolgte zudem eine Regressionsanalyse.
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4. Ergebnisse

Der Ergebnisteil der Studie ist in einen Teil mit den Ergebnissen des Cortisol-Tagesprofils aus
dem Speichel, dem Metapyron-Tests, einen Teil mit den Ergebnissen zu den Untersuchungen zur
pramaturen Pubarche und einen Teil mit den Ergebnissen der Steroidhormon-Analyse aus den
Trockenblutkarten gegliedert.

Es wurde allen Kindern mit PWS (N=19) und ihren Eltern die Durchftihrung des klinisch
indizierten Metapyron-Tests empfohlen. Sechs Patienten und ihre Eltern lehnten die
Durchfiihrung eines Metapyron-Tests ab.

Bei einem Jungen wurde der Metapyron-Test aufgrund einer danach sonografisch detektierten
Raumforderung der Nebennierenrinde nicht in die Auswertung mit einbezogen (diese wurde am
ehesten als Adenom eingestuft und wird verlaufskontrolliert). Da es sich jedoch um einen Nicht-
Hormon-produzierendem Tumor handelt, erfolgte auch hier eine Multisteroidanalyse.

Von den initial 12 Kindern, bei denen der Metapyron-Test durchgefuhrt wurde, musste ein
Méadchen vom Metapyron-Test ausgeschlossen werden, da es die Metapyron-Kapseln sofort
wieder erbrochen hat. Dieses Mé&dchen wurde zu der Gruppe hinzugerechnet, bei welcher der
Metapyron-Test nicht durchgefuhrt wurde. Bei diesem Madchen erfolgte jedoch auch eine
Multisteroidhormonanalyse um 08:00 Uhr.

Es folgt die Darstellung der Gruppe, bei der der Metapyron-Test durchgefiihrt wurde, und der
Gruppe, bei der kein Metapyron-Test durchgefiihrt bzw. die ausgeschlossen wurden, sowie der
Vergleich der beiden Gruppen. Zudem erfolgt die Darstellung der gesamten Kohorte.

Zwischen der Gruppe mit Kindern, bei denen der Metapyron-Test durchgefiihrt wurde, und der
Gruppe mit Kindern, bei welchen er auf Grund einer Ablehnung nicht durchgefiihrt wurde,
ergaben sich keine signifkanten Unterschiede in der Geschlechterverteilung, dem Alter, BMI,
BMI-SDS, dem basalen Cortisol, R-HOMA, BP-3, IGF-I, IGF-I-SDS, den Pubertatsstadien nach
Tanner, dem Alter bei Beginn der Pubarche und Adrenarche und der Haufigkeit einer
pramaturen Pubarche und Adrenarche.

Bei einem Jungen hatte zwar bereits die Pubarche begonnen, es fanden sich jedoch keine
Aufzeichnung mehr dazu in welchem Alter, da er erst nach Pubertétsbeginn in der Padiatrischen

Endokrinologie der Charité Berlin behandelt wurde.
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Tabelle 2: Kohortenbeschreibung

Metapyron- Metapyron-Test nicht p- Gesamte
Parameter Test durchgefiihrt/ausgeschlossen Wert  Kohorte
durchgefihrt  N=8 N=19
N=11
Geschlecht
mannlich 6 (54,5%) 4 (50,0%) 1,000 10 (52,6%)
weiblich 5 (45,5%) 4 (50,0%) 9 (47,4%)
Alter (Jahre)* 10,2 (£3,9) 8,93 (%5,26) 0,553 9,66 (+4,43)
BMI (kg/m2)* 22,43 (£5,93) 20,41 (+4,57) 0,434 21,58
(£5,34)
BMI-SDS* 1,29 (£1,31) 1,14 (£1,19) 0,800 1,22 (+1,23)
basales Cortisol 7,00 (6,63 — 7,49 (5,72 -9,62) 1,000 7,07 (5,95 -
durchschnittlich 9,4) 9,4)
(Hg/dl)**
R-HOMA* 1,32 (x0,47) 1,76 (x1,06) 0,299 1,52 (+0,79)
BP-3 (ug/ml)* 3,13 (0,72) 3,16 (£0,76) 0,920 3,14 (x0,71)
IGF-I (ng/ml)* 391,20 363,00 (£269,44) 0,808 378,67
(£214,50) (£233,37)
IGF-1-SDS* 1,30 (x 1,37) 1,34 (x 1,13) 0,954 1,32 (+1,23)
Pubertatsstadium 0,253
nach Tanner P
Pl 2 (18,2%) 4 (50%) 6 (31,6%)
PILPII 8 (72,8%) 2 (25%) 10 (52,7%)
PIV 1 (9,1%) 2 (25%) 3 (15,8%)
Pubertétsstadium 0,296
nach Tanner B/G
BI/GI 7 (63,6%) 6 (75%) 13 (68,4%)
BII/GII-BII/GIII 4 (36,4%) 1 (12,5%) 5 (26,3%)
BIV/GIV 0 (0%) 1 (12,5%) 1 (5,3%)
Pramature 419 (44,4%) 2/3 (66,7%) 1,000 6/12
Pubarche *** (50,0%)
Alter Beginn 8,61 (+0,84) 7,97 (£3,23) 0,762 8,46 (x1,58)
Pubarche (Jahre)*  [N=9] [N=3] [N=12]
Pramature 6/9 (66,7%) 3/3 (100,0%) 0,509 9/12
Adrenarche*** (75,0%)
Sexhormontherapie 0/11 (0%) 1/8 (12,5%) 0,412 1/19 (5,3%)
L-Thyroxin- 0/11 (0%) 3/8 (37,5%) 0,058 3/19
Therapie (15,8%)
GH-Therapie 10/11 (90,9%), 8/8 (100,0%) 1,000 18/19
1/11 (9,1%) (94,7%),
nicht mehr 1/19 (/5,3%)
nicht mehr

*Angaben als Mittelwert + Standardabweichung (MW z SD); Range bzw. ** Median (1.-3. Quartil)
(Range) *** unter denen, deren Adrenarche bereits eingesetzt hat, bzw. den Madchen > 8 Jahren, den Jungen > 9
Jahren
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4.1. Cortisol-Tagesprofil aus dem Speichel

Im Cortisol Tagesprofil zeigten 8 von 11 Kindern eine erkennbare circadiane Rhythmik im
Tagesverlauf mit morgendlichem Peak des Cortisol-Spiegels. 4 von diesen 8 Kindern zeigten
jedoch eine fehlende néchtliche Absenkung des Cortisols und eines einen deutlich zu hohen
Cortisol-Spiegel nachts.

Eine nicht erkennbare Tagesrhythmik zeigte sich bei 3 von 11 Kindern. Von diesen hatten 2
deutlich zu hohe Cortisolspiegel nachts. Insgesamt zeigen also 7 von 11 Kindern einen zu hohen
Cortisol-Spiegel nachts.

Die Referenzwerte stammen aus dem Labor Berlin und sind bezogen auf das Alter und die

Tageszeit.*?’
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Abbildung 4: Cortisol-Tagesprofil aus dem Speichel

4.2. Metapyrontest
Von den initial 12 Kindern, bei denen der Metapyron-Test durchgefiihrt wurde, musste ein
Médchen vom Metapyron-Test ausgeschlossen werden, da es die Metapyron-Kapseln wieder

erbrochen hat. Dieses Madchen wurde zu der Gruppe hinzugerechnet, bei denen der Metapyron-
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Test nicht durchgefiihrt wurde. In der Grafik sieht man als K_6 den fehlenden ACTH-Anstieg
und die fehlende Cortisolsynthese-Hemmung dieses Médchens.

Der Junge, der Aufgrund seiner Nebennierenraumforderung im Nachhinein ausgeschlossen
wurde, hatte einen normalen Verlauf von ACTH und Cortisol unter dem Metapyron-Test.

Ein Junge, bei dem der Metapyron-Test durchgeftihrt wurde, hatte um 08:00 Uhr einen ACTH-
Wert knapp unter dem Cut-off-Wert von 150 pg/ml, ndmlich 142 pg/ml. Zu diesem Zeitpunkt hat
er jedoch schon den zweithdchsten Cortisol-Wert der Gruppe (7,2 pg/dl), der bereits im unteren
Normbereich liegt, so dass wir nicht von einer zentralen oder peripheren
Nebennierenrindeninsuffizienz ausgehen (K_12).

Ansonsten hatten alle Kinder einen ACTH-Wert um 08:00 Uhr morgens, der tiber dem Cut-off-
Wert von 150 pg/ml lag.
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Abbildung 5: ACTH-Konzentration wahrend des Metapyron-Test

K_6: das Madchen, das die Metapyron-Kapseln wieder erbrochen hat
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Abbildung 6: Cortisol-Konzentration wahrend des Metapyron-Test

K_6: das Madchen, das die Metapyron-Kapseln wieder erbrochen hat

4.3. Pramature Pubarche und Adrenarche

In dieser Arbeit wurde zwischen einer Pramaturen Pubarche und einer pramaturen Adrenarche
differenziert. Als prdmature Pubarche wurde ein Einsetzen der Schambehaarung vor dem 8.
Lebensjahr bei Mé&dchen und vor dem 9. Lebensjahr bei Jungen gewertet.

Als pramature Adrenarche wurde ein fir das Alter erhohter DHEAS-Serum-Spiegel vor dem
Alter von 8 bzw. 9 Jahren gewertet.

In der gesamten Kohorte wurde ausgewertet, welche Kinder eine Prémature Pubarche hatten,
und welche Parameter und Charakteristika damit vergesellschaftet waren.

Von den insgesamt 19 Kindern der Kohorte hatte bei 13 Kindern schon die Pubarche begonnen
(siehe Tabelle 2). Bei einem Jungen fanden sich jedoch keine Aufzeichnung mehr dazu, in
welchem Alter die Pubarche begonnen hatte, da er erst nach Pubertatsbeginn in der Padiatrischen
Endokrinologie der Charité Berlin behandelt wurde, so dass die Daten zur Pubarche bei

insgesamt 12 Kindern ausgewertet werden konnten.
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Unter diesen hatten insgesamt 6 Kinder eine prdmature Pubarche (50%), und sogar 9 von 12 eine
pramature Adrenarche (75%). Madchen und Jungen hatten in unserer Kohorte gleich hdufig eine
pramature Pubarche.

Der Mittelwert des Alters bei Beginn der Pubarche betrug 8,46 (£1,58) Jahre. Das mittlere Alter
bei Beginn der Pubarche bei Kindern mit pramaturer Pubarche betrug 7,46 (x1,47) Jahre, bei
Kindern ohne pramature Pubarche 9,46 (x0,96) (p-Wert 0,019).

Kinder mit pramaturer Pubarche hatten alle, wie erwartet, da dieser ja die Adrenarche
vorrausgeht, auch eine pramature Adrenarche. Aber auch Kinder ohne pramature Pubarche
zeigten in 50% der Félle eine pramature Adrenarche, so dass sich zwar eine deutlicher
Unterschied zeigt, dieser aber auf Grund der geringen Fallzahl keine statistische Signifikanz
erreicht (p-Wert: 0,091).

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Kindern mit prdmaturer Pubarche und
mit altersgerechter Pubarche in BMI, BMI-SDS, R-HOMA, IGF-I und IGF-1-SDS. Auch beim
Knochenalter-SDS zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in beiden Gruppen. Kinder mit
pramaturer Pubarche tendierten dazu, hohere IGF-1-SDS-Werte und einen héheren
Knochenalter-SDS zu haben.

Auch zwischen Kindern mit pramaturer Adrenarche und denen mit altersgerechter Adrenarche
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Knochenalter-SDS.

Die bisherige Definition der pramaturen Adrenarche, die auf den gleichen Altersgrenzwerten
beruht, wie die der pramaturen Pubarche erscheint nicht sinnvoll, da die Adrenarche der
Pubarche in der Regel mindestens ein Jahr voraus geht. Konsequenter Weise miisste man die
Altersgrenze flr eine prémature Adrenarche um mindestens ein Jahr auf 7 bzw. 8 Jahre
vorverlegen, die so definierte pramature Adrenarche ist hier ,,Pramature Adrenarche2‘ benannt
und wird durch fur das jeweilige Alter erhéhte DHEAS-Serum-Spiegel vor dem 7. Lebensjahr
bei Méadchen bzw. vor dem 8. Lebensjahr bei Jungen definiert. Mit dieser Korrektur der
Definition kann man bei unseren Patienten einen signifikanten Unterschied sehen: nur Kinder
mit Pramaturer Pubarche haben in der Regel auch eine Pramature Adrenarche (p-Wert: 0,04).
Auch bei der angepassten Definition der pramaturen Adrenarche zeigte sich kein signifikanter
Unterschied im Knochenalter-SDS, jedoch zeigte sich auch hier eine Tendenz zu einem erhdhten

Knochenalter bei pramaturer Adrenarche.
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Tabelle 3: Pramature Pubarche

Ergebnisse

Parameter Pramature Keine Pramature p-Wert
Pubarche Pubarche
N=6 N=6
Geschlecht 1,000
mannlich 3 (50%) 3 (50%)
weiblich 3 (50%) 3 (50%)
Alter bei Beginn der | 7,46 (£1,47) 9,46 (£0,96) 0,019
Pubarche (Jahre)*
BMI* 22,21 (+6,86) 23,68 (x4,17) 0,663
BMI-SDS* 1,41 (£1,61) 1,19 (+0,87) 0,778
R-HOMA* 1,88 (+0,73) 1,58 (+0,82) 0,520
IGF-1* 457,50 (£183,11) 414,20 (+£135,47) 0,672
IGF-1-SDS* 2,05 (+1,08) 1,17 (£1,06) 0,208
Pramature 6/6 (100%) 3/6 (50%) 0,091
Adrenarche
Pramaturer 5/6 (83,3%) 1/6 (16,7%) 0,040
Adrenarche2**
Knochenalter-SDS* | 0,75 (x0,65) 0,17 (£1,20) 0,405
Erhohte DHEAS- 6/6 (100%) 3/6 (50%) 0,091
Level
Tabelle 4: Pramature Adrenarche
Parameter Pramature Keine Pramature p-Wert
Adrenarche Adrenache
N=9 N=3
Knochenalter-SDS* | 0,43 (+0,84) 0,33 (x1,59) 0,901
Parameter Pramature Keine Pramature p-Wert
Adrenarche2** Adrenache2**
N=6 N=6
Knochenalter-SDS* | 0,63 (+0,48) 0,25 (£1,28) 0,537

* Angaben als Mittelwert £ Standardabweichung (MW % SD)
** Pramature Adrenarche2 = Definition durch eine Adrenarche bei Jungen vor dem 8. Lebensjahr, bei
Madchen vor dem 7. Lebensjahr.

4.4.

Steroidhormonanalyse

4.4.1 Demonstration der Gleichwertigkeit der Bestimmung der Steroidhormone

aus dem vendsen und dem kapillaren Blut

Um zu demonstrieren, dass die Konzentrationen der Multisteroide im kapillaren Blut denen im

venosen Blut entsprechen, wurden zu einem Zeitpunkt die Multisteroide sowohl aus dem

venodsen als auch aus dem kapilléren Blut von zwei Patienten bestimmt.
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Hier zeigt sich eine Pearson-Korrelationskoeffizient von 0,979 mit einer einer Signifikanz von p
< 0,001.
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Abbildung 7: Korrelation Steroidhormonbestimmung im venésen und kapillaren Blut

4.4.2 Steroidhormonprofil aus dem Trockenblut vor und wéahrend des
Metapyrontests

Im Steroidhormonprofil vor dem Metapyrontest liegt nur Cortisol in relevanten Konzentrationen
vor. Wird die Cortisolsynthese gehemmt, kommt es zu einem Konzentrationsanstieg aller
Synthesevorstufen. Besonders stark steigen die Konzentrationen der direkten Substrate des

gehemmten Enzyms 11B-Hydroxylase an: 11-Deoxycortisosteron und 11-Deoxycortisol.
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Abbildung 8: Néachtliches Multisteroidprofil eines Patienten ohne vorherige Metapyrongabe
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Abbildung 9: Néchtliches Multisteroidprofil eines Patienten nach Metapyrongabe

38



Ergebnisse

In den folgenden Grafiken sind die Konzentrationsveranderungen von Cortisol, 11-
Deoxycorticosteron und 11-Deoxycortisol im Verlauf der Nacht ohne vorherige Metapyrongabe
und nach vorheriger Metapyrongabe dargestellt. Die Werte der ménnlichen Patienten werden

dabei als blaue Linien dargestellt, die der weibliche Patienten werden rot dargestelit.
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Abbildung 10: Nachtliches Cortisol-Profil aller Patienten ochne Metapyrongabe
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Abbildung 11: Nachtliches Cortisol-Profil aller Patienten nach Metapyrongabe
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Abbildung 12: Nachtliches 11-Deoxycorticosteron-Profil aller Patienten ohne Metapyrongabe
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Abbildung 13: Nachtliches 11-Deoxycorticosteron-Profil aller Patienten nach Metapyrongabe
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Abbildung 14: Nachtliches 11-Deoxycortisol-Profil aller Patienten ohne Metapyrongabe
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Abbildung 15: Nachtliches 11-Deoxycortisol-Profil aller Patienten nach Metapyrongabe
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4.4.3 Steroidhormonlevel um 8:00 Uhr morgens
Die Steroidhormonanalyse wurde bei insgesamt 13 Patienten um 08:00 Uhr morgens
durchgefuhrt. Es ergeben sich signifikante Unterschiede in den Steroihormonleveln der

unterschiedlichen Altersgruppen bei Corticosteron (p=0,05) und Cortisol (p=0,05).

Tabelle 5: Steroidhormonlevel der verschiedenen Altersgruppen

Alter Altersgruppen | p-Wert* | Insgesamt
(Jahre) | N | Median Median | Min Max
170H- 1-6 3 1930 0,135 9,60 2,9 17,8
Preg 7-12 8 |910
13-15 2 1385
17-OHP | 1-6 3 |1,00 0,072 0,80 0,3 2,1
7-12 8 |080
13-15 2 10,60
DOC 1-6 3 10,70 0,424 0,70 0,1 1,3
7-12 8 |0,80
13-15 2 10,60
Corticos | 1-6 3 240 0,050 1,60 0,6 4,2
teron 7-12 8 [1,30
13-15 2 | 2,60
11- 1-6 3 |160 0,519 0,70 0,2 2,3
Deoxyco | 7-12 8 [0,70
rtisol 13-15 2 |045
21- 1-6 3 /0,70 0,424 0,70 0,3 1,6
Deoxyco | 7-12 8 [0,70
rtisol 13-15 2 115
Cortisol | 1-6 3 | 113,00 0,050 77,70 52,2 | 119,0
7-12 8 | 72,00
13-15 2 |87,40

Alle Konzentrationsangaben in nmol/l im Vollblut.

*Signifikanz bei Altersunterschieden?

Da fr die analysierten Multisteroide in unserem Labor bislang keine Referenzwerte fur Kinder
existieren, wurden zum Vergleich verschiedene Verdffentlichungen herbei gezogen. Dafur
mussten um eine Vergleichbarkeit herzustellen, die VVollblutkonzentrationen der Hormone, die
wir bestimmt haben in Plasmakonzentrationen umgerechnet werden. Dies erfolgte mit dem
Umrechnungsfaktor 1/(1-Hkt) mit dem jeweiligen Hamatokritwert des Kindes. Zudem wurde die
Konzentrationsangabe von nmol/l in ng/ml mit dem jeweiligen Steroidhormon zugehérigem
Umrechnungsfaktor umgerechnet.

Fir 17-OHP, 11-Deoxycorticosteron, Cortisol, 11-Deoxycortisol, 21-Deoxycortisol und
Corticosteron wurden die Referenzwerte aus “Implementation of a Liquid Chromatography
Tandem Mass Spectrometry Assay for Eight Adrenal C-21 Steroids and Pediatric Reference
Data” von Alexandra E. Culle et al.1% verwendet, fiir 17-OH-Pregnenolon die Referenzwerte aus

“Development and Performance Evaluation of a Tandem Mass Spectrometry Assay for 4
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Adrenal Steroids“ von Mark M. Kushnir et al.}%°, und zwar zum einen bezogen auf die

verschiedenen Altersgruppen und zum anderen bezogen auf die verschiedenen Tanner-Stadien.

Im angegebenen Referenzbereich liegen jeweils 95% der in beiden Veroffentlichungen

erhobenen Werte.

Keiner der von uns erhobenen Werte liegt unterhalb des Referenzbereichs.
Fur 17-OH-Pregnenolon liegen bei 11 von 13 Kindern (84,6%) die Werten deutlich oberhalb des

Referenzbereichs und zwar sowohl in der jeweiligen Altersgruppe, als auch bezogen auf das

jeweilige Tanner Stadium.
3 von 13 Kindern (23,1%) hatten leicht erhdhte 21-Deoxycortisolwerte.

Tabelle 6: Steroidhormonlevel bezogen auf den Referenzbereich nach Alter

Alter | Altersgrupp | Vergleichsgruppe* Insgesamt AuBerhalb des
en Referenzbereichs
(Jahre) | N| Median Median Referenzbereich | Median | Min Max unterh | oberha
(2,5%- 97,5%) alb Ib
170H | 1-6 34,958 <2,35 5,327 15 6,56 2
-Preg | 7-12 8| 5,013 < 3,87 3,57 | 793 7
13-15 | 2| 7,643 0,25 4,78 564 | 9,64 2
17- 1-6 310,516 0,20 0,06 — 0,58 0,434 043 | 1,12 0 1
OHP | 7-12 80,441 0,25 0,06 - 0,84 0,16 | 0,83
13-15 | 2| 0,332 0,30 0,06 — 1,06 0,28 | 0,38
DOC | 1-6 310,362 0,1 0,06 — 0,56 0,374 0,32 | 0,48 0
7-12 81 0,441 0,09 0,06 — 0,60 0,06 | 0,75 2
13-15 | 2| 0,334 0,09 0,06 — 0,30 0,33 | 0,34
Corti | 1-6 311,339 0,61 0,09-4,11 0,905 033 |162 0 0
coster | 7-12 810,781 0,62 0,09-4,14 0,35 |242
on 13-15 | 2| 1,525 0,66 0,09 -3,38 1,02 | 2,03
11- 1-6 30,893 0,30 0,09-1,25 0,400 0,16 | 1,06 0
Deox | 7-12 8| 0,404 0,20 0,09-1,18 0,11 | 1,33 1
ycorti | 13-15 | 2| 0,258 0,21 0,09-0,97 012 |04
sol
21- 1-6 310,391 0,08 0,04 -0,60 0,400 0,16 | 0,67 0 1
Deox | 7-12 8| 0,404 0,05 0,04 -0,57 0,18 | 0,92 1
ycorti | 13-15 | 2| 0,676 0,06 0,04 -0,50 0,4 0,95 1
sol
Corti | 1-6 3| 63,969 53,25 10,72 -171,21 47,307 39,44 | 69,54 0 0
sol 7-12 8| 44,239 59,88 19,42 — 158,56 30,02 | 64,01
13-15 | 2| 53,194 63,57 23,47 — 187,46 52,22 | 54,17

alle Konzentrationsangaben in ng/ml im Plasma
*17-OH-Preg Referenz Werte aus Kushnir et al.: Development and Performance Evaluation of a
Tandem Mass Spectrometry Assay for 4 Adrenal Steroids'® , restliche Referenzwerte aus Kulle
et al.: Implementation of a liquid chromatography tandem mass spectrometry assay for eight

adrenal C-21 steroids and pediatric reference data'®
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Tabelle 7: 17-OH-Pregnenolon-Level bezogen auf den Referenzbereich nach Tanner-Stadium

Tanner-P Vergleichsgruppe* Insgesamt Aulerhalb des

Referenzbereichs

N| Median Median Referenzbereich | Median Min Max unterh | oberha
(2,5%- 97,5%) alb Ib
170H | | 3| 3,567 <2,35 5,327 1,5 4,96 2
- I 3| 7,226 <3,67 6,56 7,93 3
Preg* | Il 5| 5,013 <45 4,52 9,64 5
v 1|5,64 0,35-4,78 1

alle Konzentrationsangaben in ng/ml im Plasma

*17-OH-Preg Referenz Werte aus Kushnir et al.: Development and Performance Evaluation of a
Tandem Mass Spectrometry Assay for 4 Adrenal Steroids®

Fur die Analyse von Androstendion, Dihydrotestosteron und Testosteron musste ein Junge auf
Grund einer Hormonsubstitutionstherapie mit Testoteron-Pflaster ausgeschlossen werden, so
dass die Werte von 6 Madchen und 6 Jungen mit Prader-Willi-Syndrom ausgewertet werden
konnten.

Referenzwerte fur Androstendion, Testosteron und Dihydrotestosteron wurden aus ,,A Novel
Ultrapressure Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry Method for the Simultaneous
Determination of Androstendione, Testosterone, and Dihydrotestosterone in Pediatric Blood
Samples: Age- and Sex-Specific Reference Data” von A.E. Kulle et al.}*® entnommen. In dieser
Veroffentlichung wurde statt des 95%-Referenzintervalls die gesamte Spannweite der Werte
angegeben. Die Werte wurden fur Madchen und Jungen getrennt ausgewertet. Auffallig ist hier,
dass alle Madchen unserer Gruppe deutlich erhéhte Dihydrotestosteron-Werte haben, und zwar
sowohl auf das Alter, als auch auf das Tanner-Stadium bezogen. Auch die Jungen haben
groRtenteils sowohl auf ihr Alter (4 von 6 = 66,7%), als auch auf ihr Tanner-Stadium (5 von 6 =

83,3%) bezogen, erhdhte Dihydrotestosteron-Werte.

Tabelle 8: Androstendion-, Testosteron- und Dihydrotestosteron-Werte bezogen auf den
Referenzbereich fir Méadchen nach Alter

Alter | Weiblich Vergleichsgurppe* Aulerhalb des
Referenzbereichs
(Jahre) | N | Median | Median Range unterhalb | oberhalb
Androst | 1-6 0
endion | 7-12 6 | 2,136 0,65-1,43 | 0,1-3,6
13-15 |0
Testoste | 1-6 0
ron 7-12 6 | 0,739 0,19-0,54 | 0,1-1,5 2
13-15 |0
DHT 1-6 0
7-12 6 | 3,417 0,1 0,1-0,8 6 (2,5-
13-15 |0 6,84)
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Tabelle 9: Androstendion-, Testosteron- und Dihydrotestosteron-Werte bezogen auf den
Referenzbereich fir Jungen nach Alter

Alter Mannlich Vergleichsgurppe* Aulerhalb des
Referenzbereichs
(Jahre) | N| Median Median Range unterhalb | oberhalb
Androst | 1-6 3| 1,094 0,1-0,52 0,1-1,5
endion 7-12 112,373 0,4-0,9 0,1-2,5
13-15 2129 1,75 0,1-6,7
Testoste | 1-6 310,968 0,4 0,1-0,9 2(0,968;1,129)
ron 7-12 111,017 0,24-0,75 | 0,1-5,6
13-15 2| 5,397 7,84 0,1-17,6
DHT 1-6 313,871 0,1 0,1-1,3 2 (3,871)
7-12 11 4,068 0,15-0,25 | 0,1-1,9 1
13-15 2| 2,704 0,96 0,1-3,2 1(3,276)

alle Konzentrationsangaben in nmol/l im Plasma

* Referenzwerte aus Kulle et al.: A novel ultrapressure liquid chromatography tandem mass
spectrometry method for the simultaneous determination of androstenedione, testosterone, and
dihydrotestosterone in pediatric blood samples: age- and sex-specific reference data'

Tabelle 10: Androstendion-, Testosteron- und Dihydrotestosteron-Werte bezogen auf den
Referenzbereich flir M&dchen nach Tanner-Stadium

Tanner- | Weiblich Vergleichsgurppe* AuRerhalb des
Stadium Referenzbereichs
N | Median | Median Range unterhalb | oberhalb
Androst | P1 1 |0,635 0,66-0,75 | 0,1-2,7
endion P2 1 | 3,167 1,43 0,3-3,4
P3 4 12136 2,12 0,5-3,4
P4 0
Testoste | P1 1 |0,476 0,24-0,25 | 0,1-15
ron P2 1 10,833 0,39 0,1-1,7
P3 4 11,156 0,6 0,3-1,3 2(1,67)
P4 0
DHT P1 1 2,857 0,1 0,1-1,0 il
P2 1 | 3,167 0,2 0,1-0,5 1
P3 4 | 4,495 0,22 0,1-0,8 4(2,5;6,84;
P4 0 5,32;3,67)
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Tabelle 11: Androstendion-, Testosteron- und Dihydrotestosteron-Werte bezogen auf den
Referenzbereich flr Jungen nach Tanner-Stadium

Tanner- | Mannlich Vergleichsgurppe* AuRerhalb des
Stadium Referenzbereichs
N | Median | Median Range unterhalb | oberhalb
Androst | P1 2 | 0,869 0,35-0,9 0,1-1,8
endion P2 2 1,832 0,9 0,1-2,5
P3 1 ]1,311 15 0,6-3,3
P4 1 | 4,483 2,0 0,1-4,1
Testoste | P1 2 0,643 0,28-2,5 0,1-2,4
ron P2 2 0,992 3,1 0,3-13,3
P3 1 |1311 6,75 1,2-14,2
P4 1 |9,483 10 1-15,8
DHT P1 2 | 217 0,1-0,3 0,1-1,3 1(3,87)
P2 2 | 3,969 04 0,1-1,8 2 (4,07;3,87)
P3 1 ]2131 0,6 0,1-1,9 1
P4 1 | 3,276 0,95 0,1-1,8 1

alle Konzentrationsangaben in nmol/l im Plasma

* Referenzwerte aus Kulle et al.: A novel ultrapressure liquid chromatography tandem mass
spectrometry method for the simultaneous determination of androstenedione, testosterone, and
dihydrotestosterone in pediatric blood samples: age- and sex-specific reference data'

4.4.4 Enzymaktivitaten

Bezieht man die verschiedenen Synthesestufen der Steroidhormone aufeinander, erhélt man
einen Hinweis auf die Enzymaktivitat des Enzyms, das die Umwandlung katalysiert.

Dabei stellt der Quotient aus 17-OH-Pregnenolon und 17-OH-Progesteron sowie 17-OH-
Pregnenolon und Cortisol ein MaR fiir die Aktivitat der 33-Hydroxysteroiddehydrogenase dar.
Der Quotient aus 17-OH-Progesteron und 11-Deoxycortisol stellt ein Mal fir die 21-
Hydroxylase dar. Einen Hinweis auf die Aktivitat der 11R3-Hydroxylase gibt der Quotient aus 11-
Deoxycortisol und Cortisol, ebenso wie der Quotient aus 11-Deoxycorticosteron und
Corticosteron. Der Quotient aus Androstendion und Testosteron gibt einen Hinweis auf die
Aktivitat der 17R3-Hydroxysteroiddehydrogenase.
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Tabelle 12: Relationen der Steroidhormone

Ergebnisse

Verhéltnisse 17-OH- | 17-OH- 17- 11- 11- Androstend
Preg/17- | Preg/Corti | OHP/11- Deoxycortis | Deoxycorticoster | ion/Testoste

OHP sol(umol/l) | Deoxycort | ol/Cortisol on/Corticosteron | ron

isol

2,90 25,66 3,33 ,00 ,23 7,00
10,25 103,40 ,35 ,03 1,17 1,20
38,33 165,23 ,60 ,01 1,00 4,00
16,13 169,51 1,14 ,01 1,30 2,33
25,43 195,18 1,00 ,01 ,33 1,00
22,67 130,27 17 ,03 1,29 1,33
9,60 135,85 2,14 ,01 ,19 3,80
19,80 118,42 2,50 ,00 ,18 A7
5,73 161,05 7,50 ,00 ,29 3,75
13,00 126,39 1,40 ,01 ,03 1,30
15,38 182,22 42 ,03 1,00 1,33
4,43 78,15 1,31 ,01 ,38 57
Median 14,186 133,059 1,228 0,007 0,354 1,333
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5. Diskussion

5.1. Cotisol-Tagesprofil aus dem Speichel

Obwohl 8 von 11 Kindern eine erkennbare Tagesrhythmik der Cortisol-Ausschittung zeigen,
haben doch insgesamt 7 von 11 Kindern einen zu hohen Cortisol-Spiegel nachts. Dies ist
wahrscheinlich vor allem den Umsténden der Probenentnahme geschuldet. Die Kinder befanden
sich zum Zeitpunkt der Probensammlung stationdr im Krankenhaus, also in einer fur sie fremden
Umgebung. Dies kann eine erhohte Cortisol-Ausschiittung erklaren. Fir die nachtliche Probe
wurden die Kinder um 23:00 Uhr geweckt und sollten den Wattetrager kauen. Auch dies kann
die zu hohen néchtlichen Cortisol-Werte erkldren.*1112 Gerade Kinder mit Prader-Willi-
Syndrom haben Schwierigkeiten von der gewohnten taglichen Routine abzuweichen.?
Andererseits wird eine Storung der circadianen Rhythmik durch eine hypothalamische
Funktionsstorung bei Kindern mit Prader-Willi-Syndrom vermutet. Die zu hohen néchtlichen
Cortisol-Spiegel kdnnen auch Ausdruck dieser Funktionsstérung sein.

Ein Gen, das in Prader-Willi-Syndrom inaktiviert ist, ist Magel2. Dieses wird normalerweise im
Hypothalamus exprimiert. Im Mausmodell zeigen M&use mit Magel2-Inaktivierung Adipositas
mit erhdhter Fett- und reduzierter Muskelmasse, Stérungen der Hormonregulation durch den

Hypothalamus, sowie eine Stérung der circadianen Rhythmik.**

5.2. Metapyron-Test und Nebennierenrindeninsuffizienz
Ganz allgemein ergeben sich bei der Diagnose einer Nebennierenrindeninsuffizienz durch einen

postiven Metapyron-Test mehrere Probleme. Zum einen gilt er zwar als einer der sensitivsten
Tests zur Uberpriifung einer zentralen oder peripheren Nebennierenrindeninsuffizienz®, jedoch
wurden die Referenzwerte fir die stimulierte ACTH-Antwort und das 11-Deoxycortisol bei
Erwachsenen ermittelt und es ist nicht auszuschlielRen, dass dieser Test deshalb zu falsch
positiven Ergebnissen bei Kindern fuhrt. Zudem wird der Test als positiv gewertet, wenn eine
unzureichende ACTH-Antwort auf die Hemmung der Cortisol-Synthese vorliegt. Ist gleichzeitig
der 11-Deoxycortisol-Wert niedrig, geht man von einer schon vorliegenden
Nebennierenrindenatrophie aus. Ein niedriger 11-Deoxycortisol-Wert konnte aber auch ein
Hinweis auf eine unzureichende Hemmung der 11p-Hydroxylase sein. Deswegen ist es sinnvoll
ACTH- und 11-Deoxycortisol-Spiegel beim Metapyron-Test nur in Verbindung mit dem
Cortisol-Spiegel zu bewerten, was in den bislang vorliegenden Studien nicht geschehen ist®>%,

jedoch in dieser Publikation erfolgt ist. Ist der Cortisol-Spiegel morgens bereits im (unteren)
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Normbereich, liegt die Vermutung nahe, dass die Cortisol-Synthese durch das Metapyron nicht
ausreichend geblockt wurde und es deswegen zu keinem ausreichenden ACTH- und 11-
Deoxycortisol-Anstieg gekommen ist.

Zudem ist ACTH, dessen Konzentration als Diagnosekriterium im Metapyron-Test verwendet
wird, ein Peptidhormon, das, wenn die Probe nicht zligig gekuhlt und verarbeitet wird, abgebaut
wird. Dadurch konnten sich falsch niedrige Konzentrationen ergeben.

Auch die Durchfuhrung des Metapyron-Tests stellt sich als nicht unproblematisch dar.
Wihrend des Metapyron-Test muss eine kontinuierliche nachtliche Kreislauf-Uberwachung mit
Puls, Sauerstoffsattigung, Atemfrequenz und Blutdruck auf Grund der Gefahr einer Addison-
Krise erfolgen. Zudem besteht die Gefahr einer Hypoglykamie, so dass regelmaliiige
Blutzuckerkontrollen erfolgen sollten.

Wir erhielten das Metapyron in 250 mg Kapseln, deren Inhalt extrem bitter schmeckt.
Gewichtsadaptiert mussten die Kinder zwischen 3 und 8 Kapseln schlucken. Allein aufgrund der
GroRe der Kapseln fiel es vielen Kindern schwer diese im Ganzen zu schlucken. Ein Mé&dchen
zerbal versehentlich eine Kapsel, deren Inhalt so bitter schmeckte, dass sie sich tibergeben
musste und sich weigerte, nochmal eine Kapsel zu schlucken, so dass der Metapyron-Test nicht
durchgefuhrt werden konnte.

Dies alles macht den Metapyron-Test zu einem aufwandigen Test, der sich auf einer
Normalstation nur schwer in den klinischen Alltag integrieren lasst und auch fiir die Patienten

einige Risiken und Unannehmlichkeiten birgt.
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Tabelle 13: Vergleich vorhergehender Studien mit den Ergebnissen dieser Arbeit bzgl. der (partiellen) Nebennierenrindeninsuffizienz

High Prevalence of Central
Adrenal Insufficiency in
Patients with Prader-Willi
Syndrome

de Lind van Wijngaarden RF et
al. 2008

Normal Cortisol Response to High-
Dose Synacthen and Insulin
Tolerance Test in Children and
Adults with Prader-Willi Syndrome
Farholt S et al. 2011

Normal Cortisol Response on
Low-Dose Synacthen (1pg) Test
in Children with Prader Willi
Sydrome

Nyunt O et al. 2010

Padiatrische
Endokrinologie
Charité Berlin

Test - Metapyron-Test - High dose Synacthen test - Low dose Synacthen test - Metapyron-Test
- Cortisol im Speichel beim -ITT - morgendliche ACTH- und - Cortisol-Tagesprofil
Aufwachen, 30 min danach, Cortisol-Plasma-Spiegel aus dem Speichel
14.00 Uhr, 20.00 Uhr - Cortisol Werte bei akuter Krankheit
Patienten- |25 65: 57 HDST, 8 ITT, 4 s-cortisol-Wert |41 11
anzahl
Alter 6,8-13,6 Jahre (Median: 9,7) HDST: 0,5-48 Jahre (MD: 22), ITT: |Median: 7,68(+/-5,23) Jahre MW: 10,2 (£3,9) Jahre
16-36 Jahre (MD: 26), s-Cortisol: 0,7-
4 Jahre
Ergebnis |- 15 Pat.: nicht ausreichender - HDST: alle normal (s- - LDST: alle normal - 1 Pat. ACTH-Wert

ACTH-Anstieg (<33pmol/l)

- 7 von 11 Pat. mit nicht
genligend ACTH: nicht
ausreichender 11-Deoxycortisol-
Anstieg (<200nmol/l)

- Tagesprofil Cortisol im
Speichel normal bei allen
Patienten

cortisol >500nmol/l o. Anstieg grof3er
als 250nmol/1) (3 Pat. in nur einem
Kriterium)

- ITT: alle normal (s.0.)

- Cortisol bei akuter Krankheit: 680-
1372 nmol/l

(cortisol >500nmol/1)

- morgendliche ACTH-Spiegel
15(+/-14) ng/l (Referenzwert 9-50)

- morgendliche Cortisol-Spiegel
223(+/-116) nmol/l (Referenzwert
150-700)

142 pg/ml (cut-off 150
pg/ml) um 08:00 Uhr,
bei allerdings schon

normalem Cortisol-
‘Wert

- 8 von 11 Kindern
erkennbare circadiane
Rhythmik, 7 von 11
Kindern jedoch zu
hohe nichtliche
Cortisolspiegel
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In unserer Kohorte von Kindern mit Prader-Willi-Syndrom hatte keines der 11 Kinder, bei denen
der Metapyron-Test durchgefuhrt wurde, eine Nebennierenrindeninsuffizienz. Ein Kind hatte
einen ACTH-Wert von 142 pg/ml, was knapp unter dem Cut-off-Wert von 150 pg/ml liegt,
jedoch schon einen niedrig normalen Cortisol-Wert, so dass wir von einer unzureichenden
Hemmung der 11R-Hydroxylase ausgehen.

In der Zwischenzeit gab es auch andere Veroffentlichungen, in denen mittels niedrig und hoch
dosiertem ACTH-Test'%11 auch keine Nebennierenrindeninsuffizienz bei Kindern mit Prader-
Willi-Syndrom festgestellt werden konnte. Bei diesen Ergebnissen stellte sich die Frage, ob dies
an der unterschiedlichen Art der Testung liegt. Jedoch passen unsere Ergebnisse trotz der
gleichen Methode wie bei De Lind van Wijngaarden et al*®®, namlich der Testung mittels
Metapyron-Test, nun auch besser zu den Testergebnissen der Gruppen, die den ACTH-Test
durchgefuhrt haben.

In der Studie von De Lind van Wijngaarden et al. 2008 hatten zwar 60% (15 von 25) der Kinder
bei dem Metapyron-Test eine ACTH-Konzentration am néchsten Morgen, die unter dem Cut-
Off-Wert von 33 pmol/l bzw. 150 pg/ml lag, jedoch hatten auch 7 von 11 Kindern mit zu
niedrigem ACTH-Anstieg einen 11-Deoxycortisol-Anstieg unter 200 nmol/Il, was ein Hinweis
auf eine unzureichende Blockade der Cortisol-Synthese durch das Metapyron sein kénnte,
insbesondere da diese Kinder morgens héhere Cortisol-Werte aufwiesen, als die, deren ACTH-
Wert morgens Uber dem Cut-off-Wert lag. Eine Nebennierenrindenatrophie erscheint zudem bei
normalem Cortisol-Tagesprofil im Speichel unwahrscheinlich.1%®

Eine andere Frage ergibt sich in der Studie von De Lind van Wijngaarden et al. 2008 dadurch,
dass zunéchst bei 15 von 25 Kindern ein nicht ausreichender ACTH-Wert nach Metapyron-Gabe
beschrieben wird, und dann bei 7 von 11 Kindern mit nicht ausreichendem ACTH-Wert auch
niedrige 11-Deoxycortisol-Werte beschrieben werden. Dabei fehlen 4 Kinder in der Angabe mit
zu niedrigem ACTH-Wert nach Metapyron-Testung.

Angesichts der beschriebenen Probleme des Metapyron-Tests sollte eine Diagnostik einer
Nebennierenrindeninsuffizienz bei Kindern mit Prader-Willi-Syndrom nur bei klinischem
Verdacht auf eine Nebennierenrindeninsuffizienz durchgefuhrt werden.

Der ACTH-Test scheint zur Diagnostik einer partiellen Nebennierenrindeninsuffizienz nicht
geeignet. Dieser ist generell zwar unkomplizierter durchfiihrbar, und dies insbesondere bei
Kindern, da diese dabei keine Tabletten schlucken missen. Jedoch kann mittels ACTH-Test eine
»partielle” zentrale Nebenniereninsuffizienz wahrscheinlich nicht detektiert werden, da es hier

grundsatzlich eine ausreichende ACTH-Ausschittung gibt, so dass es zu keiner
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Nebennierenrindenatrophie kommt. Die ACTH-Ausschiittung wére im Falle der partiellen
Nebennierenrindeninsuffizienz nur bei gesteigertem Bedarf relativ zu gering. Aufgrund der
fehlenden Nebennierenrindenatrophie wiirde in diesem Fall im ACTH-Test eine normale
Cortisol-Antwort zu Stande kommen, im Metapyron-Test jedoch eine nicht ausreichende ACTH-
Ausschittung auffallen.

Hierbei handelt es sich jedoch nur um theoretische Uberlegungen, bislang wurde noch nicht
gezeigt, dass ein positiver Metapyron-Test mit einer erhéhten Rate an akuter
Nebennierenrindeninsuffizienz bei Stress oder einer erhdhten Mortalitét einhergeht.

Es ergibt sich die Frage, wie mit einem auffalligem Testergebnis beim Metapyron-Test
umgegangen werden soll, insbesondere bei der sogenannten ,,partiellen*
Nebennierenrindeninsuffizienz, bei der spontan abgenommene Cortisol-Werte im Normbereich
liegen. Ist eine Cortisol-Substitution im Alltag notwendig? Oder nur bei Stress?

Bei Kindern mit Prader-Willi-Syndrom ergeben sich hieraus noch mehr Probleme. Sie haben
haufig verminderte Krankheitszeichen, z.B. kein Fieber, so dass hier die Identifikation einer
Stresssituation nochmals schwieriger ist. Zudem leiden viele Kinder mit Prader-Willi-Syndrom
unter Ubergewicht, das sich unter einer Substitutionstherapie mit Cortisol aggravieren konnte,
was in die Risiko-Nutzen-Abwagung miteinbezogen werden sollte.

Da cine zentrale ,,partielle” Nebennierenrindeninsuffizienz bei Kindern mit Prader-Willi-
Syndrom jedoch in verschiedenen Veroffentlichungen nachgewiesen wurde, sollte bei schweren
Erkrankungen und wahrend Operationen bei Hypoglykamien und unerklarlichen arteriellen
Hypotonien die Indikation fir eine Steroidhormonsubstitution schnell und groRzgig gestellt

werden.

5.3. Pramature Adrenarche und Pubarche

Der bisherige Begriff der pramaturen Adrenarche, der bisher synonym zum Begriff der
pramaturen Pubarche verwendet wurde, sollte neu definiert werden. Auch ohne das klinische
Zeichen der Pubesbehaarung kénnen erhohte DHEAS-Serumwerte bezogen auf Geschlecht und
Alter bei prapubertéren Kindern gemessen werden. Treten diese mindestens 1 Jahr vor der
definierten Altersgrenze flr eine pramature Pubarche (also vor dem 7. Lebensjahr bei Méadchen,
oder dem 8. Lebensjahr bei Jungen) auf, kann man unabhéngig davon, ob es im weiteren Verlauf
auch zu einer prdmaturen Pubarche kommt, oder nicht, von einer prdmaturen Adrenarche

sprechen.
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Definiert man eine pramaturen Adrenarche durch erhohte DHEAS-Werten vor dem 8. bzw. 9.
Lebensjahr, also auf den gleichen Altersgrenzwerten wie bei der prdmaturen Pubarche, I&sst sich
eine pramature Pubarche anhand einer pramaturen Adrenarche schlechter voraussagen. Dies
zeigt sich auch in unseren Daten, in denen zwar alle Kinder mit pramaturer Pubarche eine
pramature Adrenarche haben, jedoch auch 50% der Kinder, die die Pubarche erst nach dem
Altersgrenzwert von 8 bzw. 9 Jahren entwickeln definitionsgemal eine pramature Adrenarche
haben.

Setzt man die Altersgrenze flr eine pramature Adrenarche auf 7 bzw. 8 Jahre, lasst sich die

Entwicklung einer prdmaturen Pubarche besser voraussagen.

5.4. Steroidhormonanalyse

In der Mulitsteroidhormonanalyse hatten 11 von 13 Kindern mit Prader-Willi-Syndrom, sowohl
Jungen als auch Madchen, bezogen auf ihr Alter, als auch bezogen auf ihr Tanner-Stadium
erhdhte 17-OH-Pregnenolonwerte. Zudem hatten alle M&dchen und fast alle Jungen, bezogen auf

ihr Alter und auf ihr Tanner-Stadium, erhohte Dihydrotestosteron-Werte.

5.4.1 Enzymaktivitat der 3[3-Hydroxysteroiddehydrogenase

Die Relation von 17-OH-Pregnenolon zu 17-OH-Progesteron und die Relation von 17-OH-
Pregnenolon zu Cortisol und damit die Enzymaktivitat der 33-Hydroxysteroiddehydrogenase
wird hier mit den Daten aus ,,Refining Hormonal Diagnosis of Type II 33-Hydroxysteroid
Dehydrogenase Deficiency in Patients with Premature Pubarche and Hirsutism Based on
HSD3B2 Genotyping® von Livia M. Mermejo et al.% verglichen.

Dabei wurden in dieser Veroffentlichung drei verschieden Gruppen festgelegt: eine
Kontrollgruppe von Kindern, die sich altersentsprechend im Tannerstadium P I1-111 befinden,
eine Gruppe von Kindern im Tannerstadium P I1-111 bei pramaturer Pubarche und einer Gruppe
von Kindern im Tannerstadium P [1-111 mit Mutationen im HSD3B2-Gen. Diese Gruppen haben
sehr kleine Fallzahlen. Interessanterweise befinden sich die Quotienten von 17-OH-Preg/17-
OHP und 17-OH-Preg/Cortisol(umol/l) bei den Kindern mit Prader-Willi-Syndrom in unserer
Untersuchung nahezu in dem Bereich, in dem auch die der Kinder mit Mutationen im Bereich
des HSD3B2-Gens liegen.
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Tabelle 14: Enzymaktivitat der 33-Hydroxysteroiddehydrogenase

Verhaltnisse 17-OH-Preg/17-OHP 17-OH-Preg/Cortisol(umol/l)
Median (n=12) 14,186 (2,90 — 38,33) 133,059 (25,66 — 195,18)
Median Tanner I1-111 (n=8) 14,186 163,139

Median Tanner I1-111 29+%272 8,1+6,0

controls*(n=7)

Controls PP, Genotype 35+7,0 30,5+ 54,5

normal*(n=6)

3BHSD genotype proven*(n=3) | 23+ 16 192 +874,1

*Werte aus Mermejo et al.: Refining hormonal diagnosis of type 11 3beta-hydroxysteroid
dehydrogenase deficiency in patients with premature pubarche and hirsutism based on HSD3B2
genotyping®, gelb markiert die Ergebnisse unserer Untersuchungen

Auch bei Kindern ohne Nachweis einer Mutation mit idiopathischer pramaturer Pubarche zeigten
sich in dieser Publikation erhohte Quotienten im Vergleich zu Kontrollen im Tanner-Stadium 11 -
11, jedoch nicht so hoch wie in unserer Kohorte.%® Auch absolut zeigten sich die 17-
Hydroxypregnenolon-Werte unserer Prader-Willi-Kinder bezogen auf veroffentlichte

Referenzwerte deutlich erhoht.
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Abbildung 16: Steroidogenese (Grafik aus Simard et al.®)

3R-HSD= 3R-Hydroxysteroid Dehydrogenase, P450c21= 21-Hydroxylase, P450c17=17-
Hydroxylase/ 17,20- Lyase, P450c11= 11-Hydroxylase, P450c18= Enzym, dass die 11-
Hydroxylierung katalisiert und weitere Schritte der Aldsosteron-Synthese, 17-HSD= 17-

Hydroxysteroid Dehydrogenase, P450aro= Aromatase

Bei genetischem 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase — Mangel handelt es sich eine sehr seltene

autosomal-rezessive Form von kongenitaler adrenaler Hyperplasie, die verschieden stark

ausgepragt sein kann. Sowohl die adrenale als auch die gonadale Steroidogenese sind

eingeschrankt. Verursacht wird die Erkrankung durch verschiedene homozygote oder

compound-heterozygote Mutationen im Gen HSD3B2. In den am schwersten betroffenen Féllen

tritt durch eine fehlende Synthese von Aldosteron ein Salzverlustsyndrom bei beiden
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Geschlechtern auf, &hnlich wie beim 21-Hydroxylase-Mangel, zudem kommt es zu einer
inkompletten Entwicklung des duBeren Genitals in genetisch mannlichen Sauglingen.!®

Bei der weniger ausgepragten Form mit einer residualen Aktivitat der 3[3-
Hydroxysteroiddehydrogenase kommt es zu einer Pramaturen Pubarche, Hypogonadismus in
beiden Geschlechtern und/ oder Hirsutismus und Zyklusstérungen bei Frauen.®®

Pramature Pubarche und Hypogonadismus in beiden Geschlechtern ist auch ein haufig
auftretendes Merkmal bei Prader-Willi-Syndrom.

Ein Verdacht auf einen genetischen 3R-Hydroxysteroiddehydrogenase-Mangel kann durch eine
hormonelle Diagnostik gestellt werden. Basales und ACTH-stimuliertes 17-OH-Pregnenolon
sind deutlich erhdht, zudem sind die Relationen von 17-OH-Preg/17-OHP und 17-OH-
Preg/Cortisol signifikant erhéht, vor und nach ACTH-Stimulation.%

Interessanterweise ergab sich in unseren Daten kein Zusammenhang zwischen pramaturer
Pubarche oder Adrenarche bzw. Alter bei Pubarche und der errechneten Enzymaktivitat. Dies
spricht dafur, dass bei vielen Kindern mit Prader-Willi-Syndrom eine verminderte Aktivitat der
3B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ Il vorliegt, aber auch von anderen Faktoren abhéngig ist,
ob sich dies klinisch manifestiert.

In diesem Zusammenhang sicherlich auch interessant wére eine zusétzliche Analyse von DHEA
und Androstendion, um zu sehen, ob auch dieser Quotient erhoht ist, da auch die Umwandlung
von DHEA in Androstendion von der 3-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ Il katalysiert wird.
Auch der Abbau von Dihydrotestosteron zu 3R-Diol wird durch die 3R-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase katalisiert.!'® In unserer Mulitsteroidanalyse hatten fast alle Kinder mit Prader-
Willi-Syndrom, sowohl Jungen als auch Madchen, bezogen auf ihr Alter, als auch bezogen auf
ihr Tanner-Stadium erhéhte Dihydrotestosteron-Werte, was ein weiterer Hinweis auf eine
verminderte Aktivitéat der 33-Hydroxysteroid-Dehydrogenase sein kdnnte.

Ob die erniedrigte Aktivitat der 3p-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ Il bei Prader-Willi-
Syndrom an einer ,,zu frithen* Herabregulation des Enzyms wie in der Adrenarche liegt, oder an
einer verminderten Aktivitat aufgrund eines Enzymdefekts, diese Frage bleibt offen. Ein direkter
Defekt des Gens HSD3B2, das die 33-Hydroysteroiddehydrogenase Typ Il verschlisselt,
erscheint unwahrscheinlich, da dieses beim Menschen auf Chromosom 1 liegt.*!” Durchaus
denkbar ware jedoch, dass ein Gen fur einen Transkriptionsfaktor, der flr die Transkription des
Gens HSD3B2 benétigt wird, auf Chromosom 15q 11.2 -13 liegt.

Eine Diagnostik mittels Bestimmung von basalem und ACTH-stimuliertem 17-OH-Pregnenolon
bei Kindern mit Prader-Willi-Syndrom und Vergleich zu Werten bei genetischem 3[3-

Hydroxysteroiddehydrogenase — Mangel ware sicherlich aufschlussreich und wirde die
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Hypothese einer deutlich eingeschrankten Funktion der 33-Hydroxysteroiddehydrogenase bei

Kindern mit Prader-Willi-Syndrom weiter untersuchen.

5.4.2 Steroidhormonananlyse aus dem Trockenblut

Letztendlich hat die vorliegende Studie nur eine sehr geringe Probenzahl, fir Multisteroidlevel
bei Kindern existiert bislang keine eigene Referenzdatenbank. Die Ergebnisse sollten anhand
einer groReren Kohorte mit nach Maglichkeit eigenen Referenzwerten bestatigt werden.

Auch die Gleichwertigkeit einer Analyse aus dem Vollblut zu einer Analyse aus Plasma oder
Serum sollte nochmals mit einer gréf3eren Zahl an Werten bestétigt werden. Wurde dies
gelingen, ware dies ein Fortschritt in der Analyse von Steroidhormonen. Bei Sauglingen und
Kindern wirde fur eine genaue Analyse der Funktionalitit der Nebennierenrinde ein kapilléarer

Tropfen Blut ausreichen.
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