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Zusammenfassung

Der basale Cortisolspiegel ist oft wahrend der Einnahme von oralen Kontrazeptiva
erhoht. Die Diagnose  eines Hyperkortisolismus bei Frauen mit
Kontrazeptivaeinnahme stellt eine Herausforderung dar, da die Validitat des
Dexamethason-Hemmtests (DST) unter diesen Bedingungen noch nicht ausreichend
evaluiert worden ist. Aus diesem Grunde untersuchten wir die basalen
Cortisolspiegel, Cortisolspiegel nach dem Dexamethasonhemmtest und das freie
Cortisol im Urin (UFC) wahrend und nach Absetzen der Kontrazeptiva.

Wir fuhrten eine retrospektive Analyse mit Patientinnen die Ethinylestradiol in Form
von Kontrazeptiva (Ostrogen-Gestagen-Praparate) oder andere Hormonpréparate
einnahmen (Studiengruppe) und sich einem DST unterzogen hatten, durch. Die
Patientinnen waren 16 — 57 Jahre alt. Griinde flr die Hyperkortisolismusdiagnostik
waren Akne, Gewichtszunahme, Haarausfall, Hirsuitismus, erhohter Blutdruck, Striae
rubrae und der Verdacht auf ein polyzystisches Ovarialsyndrom (PCOS). Folgende
Werte wurden fur die Studiengruppe erfasst und mit den Werten einer Kontrollgruppe
(Frauen ohne Ethinylestradioleinnahme) verglichen: basaler Cortisolspiegel,
Cortisolspiegel nach Dexamethason, SHBG-Spiegel (Sexualhormon-bindendes
Globulin), ACTH-Spiegel (Adrenocorticotropes Hormon). Zusatzlich erfassten wir das
UFC in der Studiengruppe.

In der Studiengruppe waren sowohl der basale Cortisolspiegel als auch der
Cortisolspiegel nach Dexamethason-Gabe Uber den Normwert und dosisabhangig
von der Ethinylestradioldosierung erhoht.

Zwei Drittel der Patientinnen der Studiengruppe hatten eine normale Suppression
des Cortisols nach Dexamethason-Gabe (Grenzwert <1,8 ug/dl). Ungefahr ein Drittel
der Patientinnen der Studiengruppe zeigte eine inadaquate Suppression; aus dieser
Gruppe bekamen 11 Patientinnen einen Dexamethasonhemmtest nach Absetzen der
oralen Kontrazeption flr zwei Monate. Alle hatten dann eine normale Suppression
des Cortisols im DST. Bei 30 % der Patientinnen der Studiengruppe wurde ein
erhohter UFC-Spiegel gemessen (Schwellenwert 80 ug/24h). Dies weist darauf hin,
dass Ostrogene nicht nur den basalen, sondern auch den freien Cortisolspiegel
erhdhen kénnen, weshalb die UFC-Bestimmung bei Kontrazeptivaeinnahme nur mit

Einschrankung geeignet ist.



Summary

Serum cortisol levels are often elevated during treatment with oral contraceptives
(OC). The biochemical diagnosis of hypercortisolism in women on OC is challenging,
because the validity of the dexamethasone suppression test (DST) has not yet been
sufficiently evaluated. Therefore, we determined basal cortisol concentrations,
cortisol after the DST in blood and free urinary cortisol levels (UFC) during OC
treatment. We conducted a retrospective study with female patients who were
receiving ethinylestradiol as oral contraception or other estrogen preparations and
underwent a DST compared to a control group without OC administration. The
patients were 16 - 57 years old. In the individuals analysed, the diagnostic work-up of
hypercortisolism was triggered by the following clinical conditions: acne, weight gain,
hair loss, hirsutism, high blood pressure, red striae, and clinical suspicion of
polycystic ovary syndrome (PCOS). We determined following sample data of the
study group and compared them to those of the control group: basal serum cortisol
and serum cortisol concentrations after the DST, as a surrogate parameter to
cortisol-binding protein (CGB), the concentrations of sex hormone-binding globulin
(SHBG) and plasma adrenocorticotropic hormone concentrations (ACTH).
Furthermore, we acquired free urinary cortisol concentrations in the study group.

In the study group, both basal cortisol concentrations and cortisol concentrations
after the DST were elevated in a dose-dependent manner. Two thirds of the patients
on OC had a normal suppression of cortisol after the DST (cut-off <1,8 pg/dl). About
one-third of the patients showed an inadequate suppression of cortisol after the DST.
11 patients within the study group had a re-evaluation of the DST after
discontinuation of OC. All of them showed normal suppression of cortisol after the
DST. In addition, free urinary cortisol excretion was measured in patients with
inadequate suppression of cortisol. Elevated cortisol excretion in urine was found in
as many as 30 % of the patients (cut-off threshold of <80 ug/24h).

Our data are not only consistent with a dose-dependent effect of ethinylestradiol
intake on the basal cortisol concentration, but also with elevated free urinary cortisol
concentrations in women on OC. From our results, it can be concluded that UFC is of

limited diagnostic value for hypercortisolism in women receiving oral contraceptives.
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1. Einleitung

1.1 Physiologie der Hypothalamus-Hypophyse-Nebennierenrinden-Achse

(HPA-Achse)

Der Hypothalamus liegt an der Basis des Dienzephalons und gilt als
neuroendokrine Schaltstelle. Er unterliegt Einflussen von Neurotransmittern des
limbischen Systems, der GroBhirnrinde und der Formatio reticularis. Durch
bidirektionale neuronale Verbindungen mit der Neurohypophyse und humorale
Kontrolle der Adenohypophyse kontrolliert er vitale Korperfunktionen wie das
Wachstum, die Homoostase der Osmolaritat und der Energiebilanz, sowie
Sexualfunktionen und -verhalten. Héhere Hirnfunktionen werden ebenfalls
beeinflusst, z.B. Schlaf-Wach-Rhythmus und Aufmerksamkeit. Adeno- und
Neurohypophyse sind unterschiedlichen embryonalen Ursprungs. Die
Adenohypophyse geht entwicklungsgeschichtlich aus der Rathke-Tasche
hervor, die dem epidermalen, epithelialen Teil entstammt und produziert die
Peptidhormone Adrenocorticotropes Hormon (ACTH), Prolaktin, Somatotropes
Hormon (STH) und die Glykoproteinhormone Thyreoidea-stimulierendes
Hormon (TSH), Follikelstimulierendes Hormon (FSH) und Luteinisierdenes
Hormon (LH). ACTH stimuliert in der Nebennierenrinde die Synthese von
Glukokortikoiden, Mineralkortikoiden und androgenen Steroidhormonen. STH
ist essentiell fur das Langenwachstum, TSH steuert die Schilddrisenfunktion,
durch Prolaktin wird die Milchbiosynthese stimuliert. LH und FSH steueren die
Gonadenfunktion. Die glandotropen Hormone TSH, ACTH, LH und FSH werden
uber Feedbackmechanismen durch die Hormone ihrer peripheren Driusen
kontrolliert. Die Neurohypophyse ist dagegen embryologisch Teil des Gehirns.
Sie ist eine Erweiterung des ventralen Hypothalamus und produziert das
antidiuretische Hormon (ADH) und Oxytocin. Die wichtigste Funktion des ADH
ist die Ruckresorption von Wasser Uber die V2-Vasopressinrezeptoren am
Sammelrohr der Niere. Zusatzlich werden ADH auch zentralnervése Funktionen
zugeschrieben, wie Einfluss auf die Temperaturregulation, Trinkverhalten und
Gedachtnis.  Oxytocin  fuhrt wahrend des  Geburtsvorganges zu
Uteruskontraktionen und in der Laktationsphase zur Ejektion von Milch (Klinke
et al., 2005, S. 519 - 524).



Zur Regulation der Adenohypophyse werden im Hypothalamus Releasing- und
Inhibitinghormone gebildet: Thyreotropin-Releasing-Hormon (TRH),
Gonadotropin-Releasing-Hormon  (GnRH), = Somatostatin,  Corticotropin-
Releasing-Hormone (CRH). TRH stimuliert die Bildung und Ausschuttung von
TSH in der Schilddrise, Somatostatin hemmt die Sekretion von STH, Prolaktin,
ACTH und GnRH stimulieren die Sekretion der Gonadotropine LH und FSH.
Zusammen mit dem ADH, Angiotensin Il und dem vasoaktiven intestinalen
Peptid (VIP) stimuliert CRH die Ausschuttung des ACTH (Schmidt et al., 2007,
S. 486; Klinke et al., 2005, S. 519 - 524).

1.2 Cortisol-bindendes Globulin (CBG)

CBG oder Transcortin wird v.a. in der Leber produziert, ist ein Plasma -
Glykoprotein und ein wichtiger Steroidhormonbinder im Blut. Es besteht aus
383 Aminosauren, hat ein Molekulargewicht von rund 52000 Dalton und besteht
zu 26 - 29 % aus Kohlenhydraten. Seine Affinitat zum Cortisol ist mit einer
Assoziationskonstante (Kass) von 3 x 10”7 M bei 37°C viel hoher als die des
Albumins. CGB bindet auch Progesteron, Testosteron und Estradiol.
Progesteron wird am starksten gebunden (Kass =9 x 107 M), starker sogar als
Cortisol. Testosteron (Kass = 1,4 x 10° M") und Estradiol (Kass = 2 x 10* M)
binden nur maRig. Die Plasmakonzentration von CGB betragt rund 40 mg/L, in
der Schwangerschaft steigt sie auf 70 mg/L. Durch die Bindung an den
Plasmarezeptoren sind nur 1 — 3 % der Glukokortikoide frei im Blut verfligbar.
Dexamethason und andere synthetische Glukokortikoide kdnnen nicht an CBG
gebunden werden (Trager, 1977, S. 219 - 220; Hammond et al., 1991).

Estradiol erhdht die CBG-Konzentration durch Steigerung der CBG-Biosynthese
in der Leber (Trager, 1977, S. 220; Ansseau et al., 1993; Sandberg et al., 1964;
Brien, 1981). Des Weiteren erhdht Mitotan (Zytostatikum) die Expression und
Sekretion von CBG (und SHBG) durch einen Ostrogen-a-Rezeptor-abhangigen
Mechanismus (Gagliardi et al., 2010; Nader et al., 2006).

Es gibt auRerdem Hinweise, dass CBG wahrend der Schwangerschaft nicht nur
in der Leber, sondern auch in der Plazenta produziert wird (Misao et al., 1999).
Eine transdermale Ostrogenapplikation scheint keine messbare Erhéhung des
CBG zu verursachen (Qureshi et al., 2007), was am ehesten eine Folge der

niedrigen Dosierung ist. Sechs Wochen nach Beendigung einer



Ostrogentherapie normalisierten sich die zuvor erhdhten CBG-Werte
(Perogramvos et al., 2010).

Polytrauma, septischer Schock, Operationen am offenen Herzen, schwere
Verbrennungen, Sepsis, sowie schnelle Gewichtsabnahme aufgrund
hypokalorischer Ernahrung konnten eine Abnahme der CBG-Konzentration
bewirken. CBG wirkt also als ein Cortisolreservoir bei erhéhtem Cortisolbedarf,
aber auch als Puffer bei zu starker Cortisolanflutung (Beishuizen und Vermes,
2001; Tinnikov et al., 1996; Bernier et al., 1998; Yanovski et al., 1993; Gagliardi
et al., 2010).

1.3  Sexualhormon-bindendes Globulin (SHBG)

Das SHBG gehort zur pB-Globulin-Fraktion des Plasmas und hat ein
Molekulargewicht von 52000 Dalton. Es bindet Estradiol (Kass = 6 x 102 M-") und
Testosteron (Kass = 1,6 x 10° M'). Die beiden Hormone konkurrieren um
dieselbe Bindungstelle des SHBGs, wobei Testosteron eine hoéhere Affinitat
besitzt. Die Bindung an SHBG ist aul3er der Regulation Uber die Aromatase ein
weiterer Steuerungsmechanismus des Verhaltnisses zwischen Testosteron und
Estradiol auRerhalb der hypophysiaren Regulation. Testosteron verdrangt
Estradiol in erhdhten Plasmakonzentrationen aufgrund seiner hoheren Affinitat
zum SHBG; das frei gewordene Estradiol fordert die SHBG-Bildung und somit
wiederum die eigene Plasmabindung. Derselbe Mechanismus greift auch, wenn
Ostrogene primar steigen: die SHBG-Bildung wird induziert und Ostrogene
werden vermehrt gebunden. An SHBG werden auch andere Steroidhormone
gebunden, z.B. 5a-Dihydrotestosteron, Dehydroepiandrostendion (DHEA),
Androstendion und Ostron. Im Alter steigt die Zahl der androgen-bindenden
Rezeptoren im Plasma an, sodass bei gleichbleibender Testosteronbiosynthese
weniger freie Androgene im Blut zirkulieren. Beim erwachsenen Mann sind
58 % der Androgene an SHBG gebunden; der Rest bindet an Albumin (38 %),
Transcortin (2 - 3 %) und 1 - 2 % bleiben frei im Blut verfigbar. Da Frauen viel
niedrigere Testosteronkonzentrationen im Plasma aufweisen, ist der SHBG-
gebundene Anteil mit 81,1 % viel héher. Ca. 18 % des Testosterons werden bei
der Frau an Albumin gebunden. In der Schwangerschaft steigt der SHBG-
gebundene Testosteronanteil auf 97 % und der freie Teil sinkt auf 0,2 %.

Deswegen bleibt die Androgenkonzentration im Blut auch bei gesteigerter



Androgenproduktion der Ovarien und Nebennierenrinde konstant. Dadurch wird
eine Virilisierung des weiblichen Fetus (und der Mutter) vermieden. Die
Plasmakonzentration des SHBGs liegt bei ca. 2 - 3 mg/L, wobei 107 M
Bindungsstellen zur Verfugung stehen (Trager, 1977, S. 220-221). Bei Frauen
ist die SHBG-Plasmakonzentration doppelt so hoch wie bei Mannern
(Anderson, 1974).

Der SHBG-Spiegel steigt bei einer Ostrogentherapie, mit steigendem Alter,
unter dem Einfluss von Schilddrisenhormon und bei verschiedenen
Lebererkrankungen (z.B. der Leberzirrhose). Die SHBG-Spiegel sinken bei
Adipositas, einer Androgentherapie, wahrend der Pubertat, bei einer
Schilddrisenunterfunktion, bei erhohten Insulinkonzentrationen und beim
Polyzystischen Ovarialsyndrom (PCOS) (Pugeat et al., 1995; Hautanen et al.,
1993; Anderson, 1974; Hacihanefioglu et al., 2013) (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Faktoren, welche die SHBG-Konzentration beeinflussen

Erhéhung des SHBG Erniedrigung des SHBG
Ostrogentherapie Hohe Insulinkonzentrationen
Alter Androgene

Hyperthyreose Adipositas

Verschiedene Lebererkrankungen Pubertat

Schwangerschaft PCOS

Mitotan Hypothyreose

SHBG = Sexualhormon-bindendes Globulin, PCOS = Polyzystisches Ovarialsyndrom

1.4  Orale Kontrazeption

Orale Kontrazeptiva supprimieren die Gonadotropinsekretion und verhindern
dadurch die Ovulation. Der Pearl-Index ist definiert als die Anzahl von
ungeplanten Schwangerschaften pro 100 Frauenjahre unter
Kontrazeptivaeinnahme. Er wird mittels Dividieren der Anzahl der ungeplanten
Schwangerschaften durch die Anzahl der Jahre der Einnahme einer oralen
Kontrazeption berechnet (Trussel et al., 2004; Trussel et al., 2013).

Der Pearl-Index gilt als das MaR fur die Sicherheit von Verhutungsmitteln. Je

niedriger er ist, desto sicherer ist die jeweilige Methode in Bezug auf die



Wabhrscheinlichkeit einer Empfangnis. Neue orale Kontrazeptiva auf dem
amerikanischen Markt haben einen Pearl-Index von 2 - 3 (Gerlinger et al.,
2014).

Die orale Kontrazeption beeinflusst das kardiovaskulare und das hamostatische
System, sowie den Lipid- und Kohlenhydratmetabolismus (Wiegratz und Thaler,
2011). Kontrazeptivaeinnahme bei bestimmten Risikofaktoren kann das
Auftreten von Thromboembolien erhdhen (Wiegratz und Thaler, 2011; Reid et
al., 2010). Frauen mit einer persistierenden Infektion mit Humanen
Papillomviren (HPV), die mit oralen Kontrazeptiva verhuten, haben ein vierfach
erhohtes Risiko, an einem Zervixkarzinom zu erkranken (Moreno et al., 2011).
Andererseits erniedrigt die orale Kontrazeption die kumulative Inzidenz von
Endometrium- und Ovarialkarzinomen um 30 - 50 % (Vessey und Painter,
2006) und vom Kolorektalkarzinom um etwa 20 % (Fernandez et al., 2001,
Bosetti et al., 2009). Das Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken,
scheint durch orale Kontrazeption nicht erhdht zu sein (Marchbanks et al,
2002).

Des Weiteren gibt es Hinweise, dass die orale Kontrazeption eine Wirkung auf
die kognitiven Leistungen der einnehmenden Frauen in den Bereichen verbales
Gedachtnis, assoziatives Lernen und raumliche Aufmerksamkeit haben konnte
(Gogos et al., 2014; Griksiene und Ruksenas, 2011; Maki et al., 2002).

1951 meldete Carl Djerassi das erste fur die orale Kontrazeption geeignete
synthetische Progesteron Norethindron zum Patent an. Die verhitende Wirkung
des Progesterons war schon vorher bekannt, jedoch wurde es oral wegen des
hohen First-Pass-Effektes schnell abgebaut und somit unwirksam gemacht.
Zum ersten Mal wurde die Pille 1957 in den USA zugelassen und zunachst als
"Mittel zur Behebung von Menstruationsstérungen" eingefihrt (Handelsname
"Enovid"). Erst 1960 durfte das Medikament als Kontrazeptionsmittel verkauft
werden (White Junod und Marks, 2002). Seit den 1970er Jahren etablierte sich
die so genannte ,Pille“ auch in Deutschland.

Eine Reprasentativbefragung der Bundeszentrale fur gesundheitliche
Aufklarung im Jahr 2011 erbrachte folgende Ergebnisse: 53 % der befragten
Frauen (18 - 49 Jahre) gaben an, dass sie mit der ,Pille” verhuten, 37 %
verhuten mit Kondomen, der Rest mit anderen Methoden, nennenswert davon

ist nur die Spirale (10 %). Diese erreicht ihren Bedeutungshéhepunkt in der



Altersgruppe 30 - 39 Jahren (Bundeszentrale fur gesundheitliche Aufklarung,
2011).

1.5 Glukokortikoidwirkung

In  der Nebennierenrinde werden  Glukokortikoide (v.a. Cortisol),
Mineralocorticoide (v.a. Aldosteron und 11-Desoxycorticosteron), Androgene
und Ostrogene (DHEA, Androstendion, Androstendiol und Ostron) sowie
Gestagene (Progesteron) synthetisiert (Klinke et al. 2005, S. 538; Trager; 1977,
S. 141).

Glukokortikoide werden innerhalb von 15 - 30 Minuten nach Stimulation durch
ACTH direkt in die Blutbahn freigesetzt. Cortisol betragt ca. 95 % und
Corticosteron 5 % der Glukokortikoidaktivitdt beim Menschen (Klinke et al.,
2005, S. 539). Uber 80 % des Cortisols im Blut sind an CBG gebunden, nur ein
kleiner Teil zirkuliert frei und ist damit biologisch aktiv (Dhillo et al., 2002; Brien,
1981).

Bei Gesunden wird das Cortisol im zirkadianen Rhythmus ausgeschuttet: der
Cortisolspiegel fallt in den Abendstunden und erreicht sein Tiefpunkt um
Mitternacht. Gegen 02:00 Uhr beginnt der Spiegel zu steigen und erreicht sein
Maximum zwischen 05:00 Uhr und 09:00 Uhr (Trainer & Grossman, 1991).

Zu den Hauptwirkungen der Glukokortikoide zahlt die spezifische Stimulation
vieler Enzymsynthesen. Vor allem die Enzyme der Glukoneogenese werden
beeinflusst. Im peripheren Gewebe wird durch die Glukokortikoide die
Glukoseverwertung  gehemmt; diese = Mechanismen  erhdhen  den
Blutzuckerspiegel und kénnen diabetogen wirken. Die Lipolyse wird gesteigert
und die Fettsauresynthese gehemmt. Diese katabolen Wirkungen sind unter
anderem in der Muskulatur, in der Haut und im lymphatischen System
bemerkbar. Die dadurch freiwerdene Aminosauren werden in der Leber fir die
Glucosebildung verwendet. Glukokortikoide wirken membranstabilisierend
(Anwendung beim Schock zur GefaRabdichtung) und lysosomenstabilisierend
(verminderte Prostaglandinfreisetzung). Aul3erdem wirken sie
immunsuppressiv: sie hemmen die Freisetzung der meisten Zytokine und
verringern die Anzahl der Lymphozyten im Blut. Glukokortikoide fuhren zur
Adrenalinsynthese und steigern die Empfindlichkeit der Adrenorezeptoren

gegenuber Katecholaminen und anderen vasokonstriktiven Substanzen.



Glukokortikoide sind auch Mineralokortikoide und haben als solche eine
Wirkung auf den Salz- und Wasserhaushalt: sie fordern die Natrium- und
indirekt die Wasserretention, wobei Kalium vermehrt ausgeschieden wird
(Klinke et al. 2005, S. 540; Trager; 1977, S. 141).

Des Weiteren wird das Verhaltensmuster durch die zentrale Wirkung der
Glukokortikoide auf das Gehirn gepragt. Die Cortisoleffekte im Gehirn werden
uber zwei Rezeptoren vermittelt: einen schnell wirkenden, hochsensiblen
Mineralokortikoidrezeptor und einen langsam wirkenden, weniger sensiblen
Glukokortikoidrezeptor (de Kloet et al., 2005; Arriza 1988, Reul und de Kiloet,
1985). Glukokortikoide kénnen zu gegensatzlichen Stimmungsanderungen
fuhren: Euphorie, Schlafstérungen oder Erregbarkeit (Trager, 1977, S. 141,
151).

Tyrka et al. diskutierten, dass erhohte Cortisolwerte im Blut mit geringer
Neigung zur Suche nach Neuem und hoher Bereitschaft zur
Schadensvermeidung assoziiert sind (Tyrka et al., 2008). CRH ist einer der
hauptsachlichen molekularen Mediatoren des Stresssystems im zentralen
Nervensystem. Chronische Aktivierung des Stresssystems im Gehirn ist mit
vielen psychiatrischen Stérungen, z.B. Depression, Angststérungen und
dissoziativen Stérungen assoziiert, hinzukommen Substanzmissbrauch sowie
Schlafstorungen (Chrousos und Kino, 2009). Es gibt Hinweise, dass die
Verfugbarkeit von Tyrosin und L-Tryptophan im Gehirn durch Glukokortikoide
erniedrigt wird; diese Verfligbarkeit bestimmt wiederum den Serotonin- und
Noradenalinmetabolismus im Gehirn (Maes et al, 1990). Die
Konzentrationsanderungen beider Neurotransmitter scheinen eine Rolle in der
Pathophysiologie von Depression zu spielen (Maes et al., 1992).

Auch bei der Manifestation einer Erkrankung des schizophrenen Formenkreises
bei Individuen mit gleicher genetischen Pradisposition scheint es eine
Verbindung mit der Aktivitat der HPA-Achse zu geben (Corcoran et al., 2003).
Es ist bekannt, dass Ostrogene und folglich orale Kontrazeptiva die
Konzentration von CBG im Plasma erhdhen. Dieses erhoht die basal
gemessenen Gesamtcortisolwerte in diesem Kompartiment (Trager, 1977, S.
220; Smith et al., 1980; Sandberg et al., 1964). Dieser dosisabhangige Effekt
beginnt meistens zwei Wochen nach Beginn der Ostrogentherapie (Musa et al.,

1965) und halt bis vier Wochen nach Beendigung der Therapie an (Grant et al.,



1965). Im Gegensatz dazu bleibt das freie Cortisol unbeeinflusst (Smith et al.,

1980). Daher kann die Bestimmung der basalen Cortisolwerte irrefihrend sein.

1.6  Hyperkortisolismus und Cushing-Syndrom

Altere bevolkerungsbasierte Studien berichten tber eine jéhrliche Inzidenz vom
Cushing-Syndrom von weniger als 2: 1 000 000 (Lindholm et al., 2001).

Durch die erhdhte Adipositas-Inzidenz erscheinen mehr und mehr Patienten mit
cushingoiden Phanotyp, was die Differenzierung der Patienten mit einem
metabolischen Syndrom von denen mit Cushing-Syndrom schwieriger macht.
Neue Studien (zitiert von Carroll und Findling, 2010) von Hochrisikogruppen
berichten einen endogenen Hyperkortisolismus bei 0,5 - 1 % der Patienten mit
Bluthochdruck, 6 - 9 % von Patienten mit adrenalen Inzidentalomen, 2 - 3% der
schlecht eingestellten Diabetiker und bis zu 11 % der Patienten mit

Osteoporose und Knochenfrakturen.

Atiologie

Das Cushing-Syndrom kann in exo- und endogene Formen unterteilt werden.
Die haufigste Form ist der exogene Glukokortikoidexzess, verursacht durch die
inadaquate Applikation von Glukokortikoiden (Nieman et al., 2008).
Diesbezuglich ist erwahnenswert, dass auch topische Glukokortikoide zu
klinisch relevanten Erscheinungen flhren koénnen, insbesondere, wenn sie
zusammen mit Ritonavir gegeben werden, da dieses Medikament den Abbau
von Glukokortikoiden Uber CYP3A4 hemmt (Willenberg et al., 2012).

Das endogene Cushing-Syndrom kann ACTH-abhangig und -unabhangig sein.
Ursachen fir die ACTH-abhangige Form kénnen ACTH-bildende Adenome der
Hypophyse (Morbus Cushing), das ektope ACTH-Syndrom (paraneoplastische
ACTH-Bildung) und — sehr selten — eine ektope CRH-Produktion sein. Fur die
ACTH-unabhangige Form sind meistens einseitige, Cortisol-produzierende
Nebennierenrindentumore verantwortlich. In der Mehrzahl finden sich hierbei
Adenome, seltener Karzinome und noch seltener mikronodulare Dysplasien
oder makronodulare Hyperplasien der Nebennieren (Trainer und Grossmann,
1991; Swain et al., 1998; Nieman et al., 2008).



Symptomatik

Obwohl das Cushing-Syndrom in seiner Vollmanifestation unverkennbar ist, ist
das Spektrum der Symptomatik so breit, dass vor allem bei leichteren Fallen die
Diagnosestellung sehr schwierig sein kann. Sehr wenige Symptome, wenn
Uberhaupt, sind spezifisch; manche sind aber charakteristischer als andere.
Besonders kennzeichnend sind hier Striae rubrae, Plethora, die Entstehung von
blauen Flecken ohne adaquates Trauma, eine proximale Muskelschwache und
eine unerklarliche Osteoporose (Schneider et al., 2012).

Viele der durch den Hyperkortisolismus verursachten Symptome sind aber
gleichzeitig sehr haufig in der Allgemeinbevolkerung: Gewichtszunahme bzw.
Adipositas, Diabetes mellitus, Depression, Mudigkeit, Schlafstérungen,
Libidoverlust,  arterielle = Hypertonie und  UnregelmaRigkeiten  des
Menstrualzyklus. Somit entsteht eine Uberlappung in der klinischen
Manifestation bei Patienten mit und ohne Cushing-Syndrom.

Auch eine Hyperaktivitat der HPA-Achse kann ohne ein echtes Cushing-
Syndrom auftreten, sodass es zu Uberlappungen zwischen physiologischen
und pathophysiologischen Ursachen kommt, die mit mildem Hyperkortisolismus
assoziiert sind (Tab. 2). Der Dexamethasonhemmtest (DST) kann pathologisch
ausfallen und das freie Cortisol im Urin (UFC) kann leicht erhoht sein (Nieman,
2015).

Tabelle 2: Physiologischer Hyperkortisolismus (oder Pseudo-Cushing-
Syndrom)

Mit moglichen klinischen Anzeichen eines Cushing-Syndroms
Schwangerschaft

Depression und andere psychiatrische Erkrankungen
Alkoholabhangigkeit

Glukokortikoidresistenz

Adipositas

Schlecht eingestellter Diabetes mellitus

Eher ohne klinische Anzeichen eines Cushing-Syndroms
Physischer Stress (Krankenhausaufenthalt, Operationen, Schmerz)
Malnutrition, Anorexia nervosa

Hypothalamische Amenorrhoe

CBG-Erhdhung

Modifiziert nach Nieman, 2015. CBG = Cortisol-bindendes Globulin



Aufgrund der vielen gemeinsamen Symptome eines PCOS (Zyklusstorungen,
Hyperandrogenamie und Insulinresistenz) und des Hyperkortisolismus sollte bei
betroffenen Patientinnen auch ein Cushing-Syndrom ausgeschlossen werden
(Nieman et al., 2008).

Patienten mit einem Cushing-Syndrom haben eine zweifach erhohte Mortalitat
gegenuber der Allgemeinbevdlkerung (Clayton et al., 2011) und neigen zu
vielen Komorbiditdten wie stammbetonte Adipositas, Osteoporose, arterielle
Hypertonie, Insulinresistenz, Diabetes mellitus, Dyslipidamie und koronare
Herzerkrankung (Pivonello et al., 2005; Petersenn et al., 2014; Etxabe und
Vasquez, 1994). Da eine lange Erkrankungsdauer mit ernsten Komplikationen
assoziiert ist, ist die frihe Diagnosestellung essenziell. Eine effektive
Behandlung verbessert die Lebenserwartung der Patienten (Clayton et al.,
2011).

Diagnostik

Die pulsatile Natur und zirkadiane Variabilitdt von ACTH und Cortisolsekretion
in gesunden Individuen und der Verlust der zirkadianen Rhythmik der
Cortisolsekretion bei Patienten mit einem Cushing-Syndrom fihren dazu, dass
einzelne Stichproben von ACTH und Cortisol im Blut nicht hilfreich fur die
Diagnostik und fur die Evaluation des Therapieerfolgs sind (Clayton et al., 2011;
Trainer und Grossman, 1991).

Deshalb wird von der Endocrine Society eines der folgenden Verfahren fir die
Diagnostik empfohlen: Bestimmung des UFC im 24-h-Urin (mindestens 2
Messungen), spat nachtliche Messung des Speichelcortisols (Late-night
salivary cortisol screening, LNCS, mindestens 2 Messungen), der
niedrigdosierte 1 mg-DST und der langere niedrigdosierte DST (2 mg/d far
48h). Wenn der initiale Test pathologisch auffallt, wird die Durchfihrung eines
Anderen zur Kontrolle empfohlen. In der Schwangerschaft wird eher die
Cortisoldiurese bestimmt, von einem DST wird haufig Abstand genommen
(Nieman, 2008).

Die diagnostische Genauigkeit von in der Vergangenheit empfohlenen
diagnostischen Tests wie zufallige Messungen von Cortisol im Serum,
Bestimmung der 17-Hydroxycorticosteroide (17-OHCS) im Urin, und
Insulintoleranztest ist gering (Crapo, 1979) wahrend es fur den Loperamidtest
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nicht ausreichende Evidenz gibt (Newell-Price et al., 1998). Die Bestimmung
der ACTH-Konzentration im Blut, der CRH-Stimulationstest und der 8 mg-DST
kénnen bei Gesunden und Patienten mit einem Cushing-Syndrom pathologisch
ausfallen, weshalb sie nicht hilfreich in der Diagnosestellung sind (Newell-Price
et al., 1998; Nieman et al., 2008).

Allerdings kénnen die oben erwahnten Screeningtests nicht immer akkurat ein
Cushing-Syndrom von einem Pseudo-Cushing-Syndrom differenzieren
(Yanovski et al., 1993; Newell-Price et al., 1998; Alwani et al., 2014). Deshalb
wurden weitere Tests entwickelt, wie die Bestimmung des Serumcortisols um
Mitternacht (midnight serum cortisol test, MserC) und der Dexamethason-
Corticotropin-Releasing-Hormon-Test (Dex-CRH) (Papanicolaou et al., 1998;
Yanovski et al., 1993; Alwani et al., 2014). Perori Giraldi et al. empfehlen die
Kombination des niedrigdosierten DST mit dem Desmopressintest. Der
Desmopressintest ist fur Patienten mit adrenalem Cushing-Syndrom
ungeeignet, scheint aber hilfreich bei der Diagnostik bei Patienten mit mildem
Hyperkortisolismus und normalen ACTH-Spiegel zu sein. Dies basiert darauf,
dass Desmopressin die ACTH-Ausschuttung bei Patienten mit einem Morbus
Cushing stimuliert, nicht aber bei normalen Individuen mit einem Pseudo-
Cushing-Syndrom (Pecori Giraldi et al., 2007; Moro et al., 2000).

1.7 Die diagnostischen Testverfahren im Einzelnen

Der Dexamethason-Hemmtest (DST)

Dexamethason ist ein synthetisches Glukokortikoid mit einer 80 - 100-fach
starkeren Glukokortikoidwirkung als Hydrocortison (Rivkees, 2010) und hat
keine mineralokortikoide Potenz (Klinke et al., 2005, S. 540). Es wird nicht
durch CBG gebunden (Trager, 1977, S. 220). Zum einen hat es eine grolde
strukturelle Homologie zum Cortisol, sodass es wie Cortisol in den endokrinen
Ruckkopplungs-Mechanismus eingreift und die Ausschittung von ACTH und
damit auch die Freisetzung von Cortisol hemmt. Zum anderen gibt es
eindeutige strukturelle Unterschiede, durch die es nicht im Cortisol-Assay
kreuzreagiert. Auf diesem Prinzip basiert der DST. Beim gesunden Organismus
ist ein signifikanter Abfall (Suppression) des Cortisol-Blutspiegels
nachzuweisen, im Falle eines Cushing-Syndroms aber nicht (Klinke et al., 2005,
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S. 544). Der DST wurde erstmalig von Grant Liddle 1960 beschrieben (Liddle,
1960).

Der DST wird mit einer einmaligen oralen Gabe von 1 mg Dexamethason
durchgefuhrt. Die Applikation erfolgt am Abend zwischen 22:00 Uhr und 23:00
Uhr und die Kontrolle des Blutcortisolspiegels sollte zwischen 08:00 Uhr und
09:00 Uhr frah stattfinden. Cortisolkonzentrationen von <1,8 pg/dl (<50 nmol/l)
werden als normal gewertet. Hohere Werte sind mit einem fehlenden normalen
negativen Feedback bei Patienten mit einem Cushing-Syndrom zu finden. Die
Sensitivitat des DST liegt bei einem Grenzwert von 1,8 pg/dl bei >95 % und die
Spezifitat bei 80 % (Caroll und Findling, 2010; Nieman et al., 2008; Gdrges et
al., 1999). Laut Crapo et al. gibt es bei Gabe von 1,5 mg oder 2 mg
Dexamethason keinen diagnostischen Unterschied (Crapo, 1979; Newell-Preis
et al., 1998).

Es gibt unterschiedliche Grinde, warum es bei einem DST zu verfalschten
Ergebnissen kommen kann. Bei Frauen, die Ostrogene (z.B. in Form oraler
Kontrazeptiva) nehmen, kann es zu einer CBG-Erhdhung kommen, die
nachfolgend zu einer Erhohung des basalen Cortisols fuhren kann. Dadurch
kann es zu abnormen Ergebnissen im DST kommen (Nickelsen et al., 1989;
Nieman, 2015). AuRerdem erhohen Substanzen wie z.B. Phenytoin,
Phenobarbital, Carbamazepin, Rifampicin und Alkohol Uber eine Induktion des
CYP3A4-Systems die Dexamethason-Clearance. Sie kdnnen somit zu
erniedrigten Serumspiegeln von Dexamethason flhren. Auch eine gestorte
Resorption von Dexamethason kann zu niedrigen Serumspiegeln fihren. Durch
einen niedrigen Dexamethason-Spiegel kann es zu falsch positiven
Ergebnissen beim DST kommen (siehe Tabelle 3). Deswegen ist es sinnvoll,
bei bestimmten Patienten (z.B. Patienten mit Antikonvulsivaeinnahme) sowohl
den Cortisol- als auch den Dexamethason-Spiegel im Blut zu bestimmen, um
sicherzustellen, dass der erwartete Spiegel im Blut erreicht wurde (Carroll und
Findling, 2010; Kyriazopoulou und Vagenakis, 1992; Meikle, 1982).
Andererseits kdénnen CYP3A4-Hemmer den Abbau glukokortikoid-aktiver
Substanzen derart hemmen, dass bei Zufuhr exogener Substanzen falsch

niedrige endogene Cortisolspiegel resultieren (Bernecker et al., 2012).
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Das freie Cortisol im Urin (UFC)

Eine analytische Methode, welche die tatsachlich freie Cortisolkonzentrationen
reflektieren soll, ist die Messung des Urincortisols (gesammelt uber 24
Stunden). Etwa 10 % des Cortisols im Blut ist frei (ungebunden) und somit
biologisch aktiv. Obwohl der Grofdteil davon in den renalen Tubulussystem
zurlckresorbiert wird, wird circa 1 % unverandert im Urin ausgeschieden.
Deshalb entspricht die Messung des UFC einer indirekten Bestimmung vom im
Blut zirkulierenden, freien Cortisol unbeeinflusst von der CBG-Konzentration
(Trainer und Grossmann, 1991; Newell-Preis et al., 1998). Die Messung scheint
aulRerdem weitgehend unabhangig vom Koérpergewicht zu sein (Streeten et al.,
1969). Das UFC ist der Bestimmung der 17-OHCS uberlegen, weil Letztere oft
zu falsch positiven oder negativen Ergebnissen fuhrt, sodass die 17-OHCS-
Messung in der klinischen Diagnostik heutzutage kaum noch verwendet wird.
Die Bestimmung von 17-OHCS erfasst sowohl Cortisolmetabolite als auch
Cortisol im Urin (Nieman et al., 2008).

Der Referenzbereich fur UFC hangt vom Typ des benutzten Assays ab.
Messungen mit Immunoassays (Referenzbereich <80 — 120 ug/24h oder <220
— 330 nmol/24h) sind von einigen Cortisolmetaboliten und manchen
synthetischen  Glucocorticoiden  beeinflusst, wahrend Messungen mit
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) die Unterscheidung von
vielen Cortisolmetaboliten im Urin erlauben (Grenzwerte: <50 ug/24h oder <138
nmol/24h). HPLC oder die Gaschromatographie  gekoppelt mit
Massenspektrometrie liefern die beste Spezifitat fur die UFC-Messungen und
ersetzen deshalb zunehmend die alteren Immunassay-Methoden (Castro und
Moreira, 2007; Turpeinen et al., 1997).

Ein Nachteil der UFC-Methode ist die niedrige Sensitivitat, die sich in Studien
zwischen 45 % und 71 % bewegt, wahrend die Spezifitdt annahernd 100%
betragt. Der Grund hierfir ist wahrscheinlich die relativ konstante
Cortisolsekretionsrate mit einem relativen Anstieg um Mitternacht bei Patienten
mit Cushing-Syndrom. Dieser ist zwar signifikant, erhdht jedoch den 24h-
Cortisolwert nicht wesentlich, weil das meiste Cortisol in der Zeit zwischen
04:00 Uhr und 12:00 Uhr sezerniert wird. Die Sensitivitat und Spezifitat variieren
auch aufgrund der unterschiedlichen cut-off Werte, die in den Studien
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verwendet werden (Carroll und Findling 2010; Papanicolaou et al., 2002;
Gorges et al., 1999).

Die meisten Medikamente interferieren nicht mit der UFC-Messung. Eine
Ausnahme stellen Fenofibrat und Carbamazepin dar (Tab. 3), die bei der
Messung mit HPLC einen falsch erhohten Cortisolspiegel verursachen (Carroll
und Findling, 2010; Meikle et al., 2003; Findling et al., 1998). Des Weiteren
konnen UFC-Messungen aufgrund von Niereninsuffizienz oder inkorrekter
Sammlung des 24-Stunden-Urins ungenau sein (Elias et al., 2014). Liegt die
glomerulare Filtrationsrate bei <30 ml/min kann das UFC trotz erhOhter
Cortisolproduktion normal ausfallen (Castro und Moreira, 2007).

Ein weiterer Nachteil der UFC-Methode ist die Tatsache, dass es abhangig vom
angewendeten Assay bei Patienten mit einem milden Cushing-Syndrom zu
einer normalen oder erhdhten UFC-Konzentration kommen kann. Die Erklarung
daflr ist die Kreuzreaktivitat mit Cortisolprakursoren und -metaboliten bei
manchen Assays, nicht aber bei der HPLC oder der Tandem-
Massenspektrometrie (Raff, 2013; Elias et al., 2014; Nieman 2015).

Das Speichelcortisol

Einige Studien konnten zeigen, dass die Bestimmung der Cortisolkonzentration
im Speichel eine zuverlassige Methode sowohl fur den basalen Wert (Umeda et
al., 1981), als auch fur den Wert im DST ist (Gozansky et al., 2005). Dieser
Wert reprasentiert den Spiegel des freien Cortisols im Blut, d.h. er ist CBG-
unabhangig (Gozansky et al., 2005) und wird oft fur die Diagnostik des
Cushing-Syndroms empfohlen (Nieman et al., 2008). Er ist aul3erdem
unabhangig vom Alter, der Speichelflussrate oder dem Rauchen von Zigaretten
(Caroll & Findling, 2010; Read et al., 1990; Cherek et al., 1982). Weitere
Vorteile dieser Methode stellen die Nichtinvasivitat und die Applikation bei nicht-
standardisierenden Bedingungen (ambulante Patienten) dar. Es sind mehrere
Messungen im Laufe eines Tages mdglich, ohne den Alltag des Patienten zu
beeinflussen.

Da die zirkadiane Rhythmik des Cortisolsspiegels bei Cushing-Patienten
aufgehoben ist (v.a. mitternachtlich Gbersteigt der Cortisolspiegel den normalen
Nadir), empfiehlt es sich, ein LNCS durchzufuhren. Dieses hat eine hohere
Sensitivitat (92 %) fur die Diagnostik des Cushing-Syndroms als die UFC-
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Methode (s. oben). Die Spezifitat des Speichelkortisols betragt 96 %. Castro et
al. fanden in deren Studie eine ahnliche Sensitivitat und Spezifitat fur den 1 mg-
DST und das LNCS (Castro et al., 1999).

Es gibt allerdings auch andere Grunde, welche die zirkadiane Rhythmik des
Cortisolspiegels aufheben, wie z.B. Schichtarbeit (veranderter Tag-Nacht-
Rhythmus). Psychische Erkrankungen, Schwangerschaft (im 3. Trimenon) und
schlecht eingestellter Diabetes Mellitus sind mit erhohten nachtlichen
Cortisolwerten assoziiert. In solchen Fallen ist der Test mit besonderer Vorsicht
zu interpretieren (Keller et al., 2006; de Weerth und Buitelaar, 2005; Liu et al.,
2005; Carroll und Findling, 2010).

1.8  Glukokortikoidresistenz

Glukokortikoide vermitteln ihre Wirkung durch den Glukokortikoid-Rezeptor
(hGR, human Glucocorticoid Receptor). Die hGR-a-Isoform ist die
vorherrschende, ubiquitdre Form, an der Glukokortikoide bevorzugt binden
kénnen. Uber die physiologische Signifikanz der hGR-B-Isoform ist wenig
bekannt (Pujols et al., 2001; Oakley et al., 1999).

Die Glukokortikoidresistenz ist eine seltene Krankheit mit generalisierter,
partieller Resistenz aller Zielgewebe gegenuber Glukokortikoiden. Durch die
kompensatorische  Erhdhung des ACTH-Spiegels werden vermehrt
Mineralokortikoide und/oder Androgene produziert, auflerdem kommt es zu
einer Erhdhung des UFC ohne die klinischen Zeichen eines Hyperkortisolismus.
Die klinische Manifestation des Syndroms ist breit und variiert zwischen
fehlender Symptomatik und ausgepragter Androgenisierung, Erschopfung
und/oder Mineralokortikoidiberschuss. Die Glukokortikoidresistenz wird durch
Mutationen im hGR-Gen, auch genannt NR3C1 (nuclear receptor subfamily 3,
group C, member 1) hervorgerufen, wodurch die Glukokortikoid-
Signaltransduktion und das Ansprechen der Gewebe auf Glukokortikoide
beeintrachtigt werden. Die Therapie erfolgt durch Verordnung von hohen Dosen
synthetischer Glukokortikoide wie Dexamethason (1 - 3 mg/d) (Chrousos et al.,
1993; Charmandari et al., 2008).
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Tabelle 3: Medikamente, die mit den Tests zur Diagnostik eines Cushing-
Syndroms interferieren konnen

Medikamente, die den Dexamethasonmetabolismus beschleunigen (Induktion
von CYP3A4)

Phenobarbital

Phenytoin

Carbamazepin

Primidon

Rifampicin

Rifapentin

Ethosuximid

Pioglitazon

Medikamente, die den Dexamethasonmetabolismus hemmen (Inhibition von
CYP3A4)

Aprepitant / Fosaprepitant

Itraconazol

Ritonavir

Fluoxetin

Diltiazem

Cimetidin

Medikamente, die CBG erhdhen

Ostrogene

Mitotan

Medikamente, die zu einer Erhohung des UFC fuhren konnen

Carbamazepin

Fenofibrat (HPLC)

Bestimmte synthetische Glukokortikoide (Kreuzreaktivitat in Immunoassays)

Substanzen, die das Enzym 11B8-HSD2 hemmen (Lakritze, Carbenoxolone)

Modifiziert nach Nieman, 2008. CBG = Cortisol-bindendes Globulin, UFC = freies Urincortisol,
HPLC = Hochleistungsfliissigkeitschromatographie, 118-HSD2 = 11 —Hydroxysteroid-

Dehydrogenase, Isoform 2
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2. Ziele der Arbeit

Der DST ist ein Standardtest, womit ein Hyperkortisolismus augeschlossen

werden kann (Nieman et al., 2008). Trotz seiner langen Geschichte ist dieser
bei Frauen mit Einnahme oraler Kontrazeptiva wenig validiert (Nickelsen et al.,
1989). Es existieren Hinweise, dass die Suppression des Cortisols im Serum
und im Urin wahrend der Schwangerschaft verfalscht ist (Odagiri et al., 1988;
Lindsay und Nieman, 2005; Vilar et al., 2007). Allerdings existiert keine
Untersuchung, die diesen Umstand bei Frauen mit Kontrazeptivaeinnahme
systematisch analysiert (Paschali et al, 2013).

Bisherige Studien zeigten, dass der Cortisolspiegel im Serum bei Frauen unter
oraler Kontrazeption oft erhoht ist (Simankova et al., 2008; Maes et al., 1992;
Wild et al., 1982; Smith et al., 1980, Grant et al., 1965) und dass der DST falsch
positive Ergebnisse liefern kann (Perogamvros et al., 2010; Nickelsen et al.
1989).

Wichtig ist jedoch zu erwahnen, dass altere Studien vor allem in den 1980er
Jahren durchgeflihrt wurden — also in einer Zeit, in der andere Grenzwerte fir
Cortisol im DST angewendet wurden. Nickelsen et al. berichten von falsch
positiven Ergebnissen bei 6 von 19 Frauen mit Kontrazeptivaeinnahme bei
einem Grenzwert von 3 pg/dl (0,03 mg - 0,05 mg Ethinylestradiol) (Nickelsen et
al. 1989).

Domisse et al. fanden bei fast allen untersuchten Patienten eine adaquate
Suppression des Cortisols im DST unter Kontrazeptivaecinnahme (Dosis
0,05 mg oder 0,08 mg Mestranol) bei einem Grenzwert von 5 ug/dl (Domisse et
al., 1985) und Ansseau et al. fanden ebenso keinen signifikanten Einfluss von
Kontrazeptiva (Dosis 30 pg oder 50 pg Ethinylestradiol) auf den DST
(Grenzwert 5 ug/dl) (Ansseau et al., 1993). Pharmakokinetisch entsprechen
0,05 mg Mestranol 0,035 mg Ethinylestradiol; physiologisch variiert Mestranol
zwischen 50 und 100 % der Aktivitat von Ethinylestradiol (Goldzieher und
Brody, 1990).

Desweiteren wurden die Ostrogenkonzentrationen in keiner dieser Studien
speziell berucksichtigt und es gibt wenige longitudinale Untersuchungen zu
diesem Thema, die einen Vergleich der Serumcortisolwerte vor und nach
Absetzen der Pille erlauben wurden. Auch das UFC im gesammelten 24h-Urin
ist bis dato noch nicht in diesem Kontext untersucht worden (Paschali et al,
2013).
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Viele Frauen, die zur Abklarung eines Hyperkortisolismus vorgestellt werden,
nehmen orale Kontrazeption ein. In der Literatur finden sich jedoch keine
systematisch erhobenen Daten zur Validitdt des DST in diesem Setting. Aus
diesem Grund stellten wir die Frage, ob der DST bei Frauen mit
Ostrogentherapie ein valides Screening-Werkzeug darstellt.  Hierfir
untersuchten wir die Cortisolsuppression im DST bei Frauen mit
unterschiedlichen Ethinylestradioldosierungen vor und nach Absetzen der

oralen Kontrazeption.
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3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign

In einem retrospektiven Design wurden Patientendaten und Blutwerte aus
Archivakten des Universitatsklinikums Dusseldorf und der endokrinologischen
Gemeinschaftspraxis Dr. Lippe, Dr. West und Dr. Fritzen DUsseldorf erhoben.
Die Blutentnahmen, aus denen die von uns erhobenen Blutwerte stammen,
waren im Rahmen der klinischen Versorgung durchgefuhrt worden. Zusatzliche
Analysen wurden nicht veranlasst, sondern lediglich Befunde aus der klinischen
Routine gesammelt und ausgewertet.

Einschlusskriterium war fur die Kontrollgruppe ein durchgefuhrter DST und far
die Studiengruppe ein wahrend der Einnahme eines oralen Kontrazeptivums
durchgefuhrter DST. Als Ausschlusskriterium galt ein bekanntes Cushing-
Syndrom.

Die Studie wird von der Ethikkommission Dusseldorf unter der laufenden
Nummer 4624 geflhrt.

3.2 Patientenkollektiv

Die retrospektiv erhobenen Patientendaten umfassen Ergebnisse im Zeitraum
von 01.01.2004 - 31.12.2010.

Es wurden zwei Gruppen von Patientinnen gebildet:

In der ersten Gruppe (als Studiengruppe bezeichnet) wurden zunachst 69
Patientininnen eingeschlossen, die Kontrazeptiva oder andere
Hormonpraparate zum Zeitpunkt der Vorstellung in unserer Klinik oder in der
endokrinologischen Praxis eingenommen haben. Bei 63 dieser Frauen waren
die Daten hinsichtlich des DST (1 mg) vollstandig.

Die zweite Gruppe (Kontroligruppe, n = 19) bestand aus Patientinnen mit
ahnlichen klinischen Merkmalen wie die Frauen der Studiengruppe, die in
unserer Klinik oder der endokrinologischen Praxis vorstellig waren und keine
Kontrazeptiva oder andere Hormonpraparate eingenommen haben.

Die Patientinnen beider Gruppen waren 16 - 57 Jahre alt.
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3.3 Methoden

Bei den Patientinnen beider Gruppen wurden im Rahmen einer stationaren
Behandlung oder einer ambulanten (Folge-) Untersuchung unterschiedliche

Laborwerte erhoben und ein DST durchgefuhrt.

FUr unsere Studie analysierten wir folgende Parameter aus den Patientenakten:

e basales Cortisol im Serum

e basales ACTH im Plasma

e Cortisol im Serum nach Dexamethason-Gabe

e SHBG im Serum (als Surrogatparameter fir das CBG; erhoben bei den
Patientinnen der Studiengruppe)

e UFC (erhoben bei den Patientinnen der Studiengruppe)

Des Weiteren wurden fur beide Gruppen anthropometrische Daten wie Alter,
Body-Mass-Index (BMI) sowie systolischer und diastolischer Blutdruck, die
Hauptdiagnose, der Name des Hormonpraparates und der Outcome nach
einem Follow-up (nach zwei bis funf Jahren) eruiert.

Der DST ist in unserer Klinik wurde mit einer einmaligen Gabe von 1 mg
Dexamethason oral durchgefihrt. Die Applikation erfolgte am Abend zwischen
22:00 Uhr und 23:00 Uhr und die Messung geschah am nachsten morgen
nuchtern zwischen 08:00 Uhr und 09:00 Uhr.

Als Grenzwert flur den Cortisolspiegel nach Dexamethason wurde 1,8 ug/dl
gesetzt (Sensitivitat von >95 % und Spezifitat von 80 %).

Bei einer Subgruppe der Studiengruppe wurde der DST nach 2-monatiger

Ostrogenpause wiederholt (n = 11).

Berechnunqgen

Folgende Blutspiegel der beiden Gruppen wurden miteinander verglichen:
basales ACTH im Plasma, Cortisol im Serum, SHBG und Cortisol im Serum
nach Dexamethason-Gabe. Des Weiteren wurde das Alter, der BMI und die
systolische und diastolische Blutdruckwerte von beiden Patientinnen-Gruppen

miteinander verglichen.
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Wir teilten die Frauen der Studiengruppe nach der Ethinylestradiolkonzentration
pro Tag (0,01 mg, 0,02 mg, 0,03 mg und 0,035 mg) in Subgruppen auf und
verglichen die Blutspiegel von basalem Cortisol, Cortisol nach Dexamethason-
Gabe, SHBG, ACTH im Blut und UFC aller Subgruppen untereinander.
Desweiteren verglichen wir o.g. Werte der Subgruppen jeweils mit denen der
Kontrollgruppe.

Bei einer weiteren Subgruppe der Studiengruppe (n = 11), in welcher der DST
nach zweimonatiger Ostrogenpause wiederholt wurde, verglichen wir die

jeweiligen Cortisolwerte nach Dexamethason-Gabe miteinander.

3.4 Quantifizierung von Cortisol, Adrenocorticotropem Hormon (ACTH),

Sexualhormon-bindendem Globulin (SHBG) im Blut und vom freien
Cortisol im Urin (UFC)

Die Cortisolkonzentrationen im Blut wurden mit einem immunometrischen
Chemilumineszenz Assay bestimmt (Elecsys, Roche, Mannheim, Germany) mit
einer Nachweisgrenze zwischen 0,018 pg/dl und 63 pg/dl und intra- und
interassay Koeffizienten von maximal 1,6 % (Referenzbereich 6,2 - 19,4 ug/dl).
Um das UFC zu bestimmen wurde cobas® assay von Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany, gemaf der Anweisungen des Herstellers benutzt. Dies ist
ein Assay mit Extraktion unter Verwendung von Dichlormethan.

Der ACTH-Spiegel wurde mit einem Electrochemiluminescence-Immunoassay
(Elecsys, Roche, Switzerland) mit einer Nachweisgrenze von 1,0 pg/ml, intra-
und interassay Koeffizienten von maximal 5,4 % bestimmt.

Als Ersatzparameter zum CGB nahmen wir die SHBG Konzentrationen, die mit
einer Festphase, Sandwich immunometrischen Chemilumineszenz Assay
(IMMULITE 2000 SHBG, Siemens Healthcare, Germany) und mit einer
Kalibrationsrate bis 180 nmol/l (Referenzbereich fur nichtschwangere Frauen 18
- 144 nmol/l) und eine analytische Sensitivitat von 0,02 nmol/l bestimmt wurden.

Die Blutproben sind morgens (07:00 - 10:00 Uhr) abgenommen worden.
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3.5 Statistik

Die statistische Analyse wurde mit dem Programm GraphPad Prism Version
5.01 (2007) der GraphPad Software, Inc. durchgeflhrt.

Mittels t-Test (ungepaart) wurden Alter, basales Cortisol, Cortisol nach
Dexamethason, SHBG, systolischer und diastolischer Blutdruck in beiden
Gruppen miteinander verglichen.

Fir folgende Vergleiche zwischen Kontrollgruppe und die jeweils
unterschiedlichen Ostrogenkonzentrationen innerhalb der Studiengruppe wurde
der One-Way ANOVA Test mit Bonferroni post hoc benutzt: basales Cortisol,
ACTH und UFC.

Da bei dem Vergleich zwischen Kontrollgruppe und den jeweils
unterschiedlichen Ostrogenkonzentrationen innerhalb der Studiengruppe fur
SHBG und Cortisol nach Dexamethason keine Normalverteilung vorlag, wurde
bei diesen Berechnungen der Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Dunn’s post hoc
Test, durchgefuhrt.

Die Cortisolwerte nach Dexamethason-Gabe vor und nach Absetzen der
Kontrazeption wurden mit dem t-Test (gepaart) verglichen.

Eine statistische Signifikanz wurde bei einem Konfidenzintervall von 95 % bei
einem p-Wert von <0,05 angenommen. Die angegebenen Werte sind die
durchschnittlichen Werte + Standardfehler (mean * SE).
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4. Ergebnisse

4.1 Anthropometrische Daten und Blutdruck

Bezuglich des Alters der Patientinnen gab es bei den beiden Gruppen keine
signifikanten Unterschiede (Kontrollgruppe: 33,05 + 2,84; Studiengruppe: 29,94

+ 1,24 Jahre, p=0,33) (Abb. 1).
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Abb. 1: Es gab keinen statistisch signifikanten Altersunterschied bei

den Frauen beider Gruppen (Kontrolle = Kontrollgruppe; EE2 =

Frauen mit Ethinylestradioleinnahme, Studiengruppe).

23



Das Gewicht bzw. der (BMI, kg/m?) der Frauen beider Gruppen unterschied
sich signifikant: die Frauen der Kontrollgruppe waren adipds, wahrend die
Frauen der Studiengruppe Ubergewichtig waren (Kontrollgruppe: 34,89 + 2,34;
Studiengruppe: 28,05 + 1,23 kg/m?, p=0,021) (Abb. 2).
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Abb. 2: Der BMI der Frauen beider Gruppen unterschied sich
signifikant (Kontrolle = Kontrollgruppe; EE2 = Frauen mit
Ethinylestradioleinnahme, Studiengruppe; BMI = Body-Mass-Index).

Der mittlere Blutdruck aller Patientinnen war normal und lag in der
Studiengruppe etwas niedriger als in der Kontrollgruppe.

Der systolische Blutdruck war in der Studiengruppe signifikant niedriger als in
der Kontrollgruppe (Kontrollgruppe: 134,6 + 5,21; Studiengruppe: 123,2 + 2,1
mmHg, p=0,022). Der diastolische Blutdruck war signifikant niedriger in der
Studiengruppe: (Kontrollgruppe: 83,5 % 3,08; Studiengruppe: 77,4 + 1,34
mmHg, p=0,045) (Abb. 3, 4).
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Systolischer Blutdruck
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Abb. 3: Der systolische Blutdruck war signifikant niedriger bei
Kontrazeptivaeinnahme (Kontrolle = Kontrollgruppe; EE2 = Frauen mit
Ethinylestradioleinnahme, Studiengruppe).
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Abb. 4: Der diastolische Blutdruck war signifikant niedriger bei
Kontrazeptivaeinnahme (Kontrolle = Kontrollgruppe; EE2 = Frauen mit
Ethinylestradioleinnahme, Studiengruppe).
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Die haufigste Indikation fur die Durchfuhrung des DST war die
Hyperkortisolamie gefolgt von der Hyperandrogenamie und Gewichtszunahme.
Andere Grunde waren arterielle Hypertonie, V.a. Hyperaldosteronismus, PCOS-
Diagnostik, Akne, Alopezie bzw. Haarausfall, Hirsuitismus, Striae cutis,
Hyperprolaktinamie und Odeme.

Die Patientinnen der Studiengruppe haben Ostrogenpraparate (zum Teil
Ostrogen-Gestagenpraparate) mit  folgenden  Ostrogenkonzentrationen
eingenommen: 0,01 mg, 0,02 mg, 0,03 mg sowie 0,035 mg Ethinylestradiol pro
Tag. Die meisten Frauen haben Valette (0,03 mg Ethinylestradiol)
eingenommen. Die zweithaufigste Pille war Diane 35 (0,035 mg
Ethinylestradiol). Deutlich weniger Frauen hatten Ostrogenpraparate mit 0,02
mg Ethinylestradiol oder 0,01 mg Ethinylestradiol in Form von
Ostrogenpflastern oder Vaginalringen benutzt (s. Tabelle 3).

Folgende Gestagene waren in den Ostrogen-Gestagen-Préparaten enthalten:
Cyproteronacetat (Diane 35, Bella Hexal, Juliette), Norgestimat (Cilest),
Chlomadinon (Belara), Dienogest (Valette, Lafemme), Drospirenon (Yasmin,
Yasminelle, Aida), Levonorgestrel (Monostep), Gestamenstrol (Esticia),

Desogestrel (Lamuna 20, Lovelle).
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Tabelle 4: Eingenommene Kontrazeptiva und Griinde, die zur Diagnostik
fiihrten

Frauen ohne Frauen mit
orale oraler
Kontrazeption Kontrazeption
(Kontrollgruppe) (Studiengruppe)
Eingenommenes orales Kontrazeptivum n n
Inhalt 0,035 mg Ethinylestradiol - 13
(Diane 35, Cilest, BellaHexal, Juliette)
Inhalt 0,03 mg Ethinylestradiol - 18
(Belara, Valette, Yasmin, Monostep,
Esticia)
Inhalt 0,02 mg Ethinylestradiol - 5
(Yasminelle, Aida, Lafemme, Lamuna 20,
Lovelle)
Inhalt 0,01 mg Ethinylestradiol - 4
(Presomen, Fem7ContiPflaster, Nuvaring)
Diagnose/Grunde fur Diagnostik n n
(Mehrfachnennung maoglich)
Arterielle Hypertonie inklusive V.a. 5 6
Hyperaldosteronismus
Adipositas/Gewichtszunahme 3 10
PCOS 4 3
Hyperandrogenamie/AGS 2 11
Hirsuitismus 1 2
Sekundare Amenorrhoe inklusive 1 4
Hyperprolaktindmie
Alopezie 1 3
V.a. Hyperkortisolismus/M. Cushing 1 24

n = Patientinnenzahl, ACTH = Adrenocorticotropes Hormon, SHBG =
Sexhormonbindendes Globulin, DST = Dexamethason Hemmtest, PCOS =
Polyzystisches Ovarialsyndrom, AGS = Androgenitales Syndrom
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4.2 Der Effekt von Ethinylestradiol auf den basalen Cortisolspiegel im Blut

Entsprechend alteren Analysen stellten wir ebenso fest, dass Ethinylestradiol
den basalen Cortisolspiegel im Blut erhdht. 69,6 % der Frauen unserer Studie
mit Kontrazeptivaeinnahme hatten einen erhdhten basalen Cortisolspiegel
(Referenzbereich 6,2 — 19,4 ug/dl). In der Kontrollgruppe hatte nur 1 der 19
Frauen einen leicht erhdhten basalen Cortisolspiegel.

Erhielten die Patientinnen ein Kontrazeptivum, so war die basale Konzentration
des Cortisols im Blut etwa doppelt so hoch wie ohne (11,59 + 1,15 vs. 23,5
1,15 pg/dl, p<0,0001) (Abb. 5).

Basales Cortisol
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Abb. 5: Signifikanter Unterschied im basalen Cortisolspiegel zwischen
den beiden Gruppen (Kontrolle = Kontrollgruppe; EE2 = Frauen mit
Ethinylestradioleinnahme, Studiengruppe).
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Um den Effekt der Ethinylestradioldosierung auf den basalen Cortisolspiegel zu
untersuchen teilten wir die Frauen je nach Inhalt des Hormonpraparates
(0,01 mg, 0,02 mg, 0,03 mg und 0,035 mg Ethinylestradiol) in vier Subgruppen
ein. Wir verglichen die basalen Cortisolspiegel dieser Subgruppen

a) mit dem basalen Cortisolspiegel der Kontrollgruppe (Abb. 6)

b) untereinander (Abb. 7)
Bei beiden Vergleichen konnte ein dosisabhangiger Effekt von Ethinylestradiol

auf den basalen Cortisolspiegel im Blut festgestellt werden (Abb. 6, 7).

Basales Cortisol bei unterschiedlichen
Ethinylestradiolkonzentrationen
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Abb. 6: Signifikante Unterschiede im basalen Cortisolspiegel bei
unterschiedlichen Ethinylestradiolkonzentrationen in der

Studiengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kontrolle =
Kontrollgruppe).
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Basales Cortisol bei unterschiedlichen
Ethinylestradiolkonzentrationen
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Abb. 7: Signifikante Unterschiede im basalen Cortisolspiegel in
Abhangigkeit von den unterschiedlichen Ethinylestradiol-
konzentrationen innerhalb der Studiengruppe (Kontrolle =
Kontrollgruppe).

Wie auf der Abbildung 6 gezeigt, fuhrte die Einnahme von Uber 0,02 mg
Ethinylestradiol zu einem signifikanten Anstieg des basalen Cortisolspiegels
verglichen mit der Kontrollgruppe (Kontrolle vs. 0,02 mg, p<0,05; Kontrolle vs.
0,03 mg, p<0,001; Kontrolle vs. 0,035 mg, p<0,001).

Auch beim Vergleich zwischen den unterschiedlichen
Ethinylestradioldosierungen innerhalb der Studiengruppe gab es signifikante
Unterschiede mit steigender Signifikanz (0,01 vs. 0,02 mg, p<0,05; 0,01 vs.
0,03 mg, p<0,01 und 0,01 vs. 0,035 mg, p<0,001). Das spricht flr eine
dosisabhangige Erhéhung des basalen Cortisols durch Ethinylestradiol (Abb. 7).
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Als Surrogatparameter fur CBG analysierten wir die uns zur VerflUgung
stehenden SHBG-Werte. Abbildung 8 zeigt, dass der SHBG-Spiegel durch die
Kontrazeptivaeinnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht ist
(56,13 £ 19,95 vs. 143,9 + 10,0 nmol/l, p=0,0004). Der SHBG-Wert war bei

68 % der Frauen mit Kontrazeptivaeinnahme erhoht (erhoht bei 23 Frauen,

insgesamt 34 verflUgbare SHBG-Werte). Der Referenzbereich flr nicht-

schwangere Frauen betrug 18 - 144 nmol/l.
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Abb. 8: Der SHBG-Spiegel im Serum ist bei Kontrazeptivaeinnahme
im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht (Kontrolle =
Kontroligruppe, EE2 = Frauen mit Ethinylestradioleinnahme,
Studiengruppe, SHBG = Sexualhormon-bindendes Globulin).
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Eine dosisabhangige Erhohung des SHBG ist in der Abbildung 9 ab der Dosis
0,02 mg zu erkennen, mit einer statistischen Signifikanz im Vergleich zur
Kontrollgruppe ab 0,03 mg Ethinylestradiol (p<0,01). Dieser Effekt spiegelt sich
auch im Cortisolwert im Serum wider, der ab 0,02 mg Ethinylestradiol signifikant
erhoht ist (Abb. 6). Fir die Ostrogendosierung 0,01 mg lag uns leider nur bei
einer Patientin der SHBG Wert vor, sodass keine statistische Analyse mdglich

war.
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Abb. 9: Der SHBG-Spiegel im Serum ist bei einer
Ethinylestradioldosis von 0,03 mg im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erhéht (Kontrolle = Kontrollgruppe, SHBG = Sexualhormon-
bindendes Globulin).
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4.3 Der Effekt von Ethinylestradiol auf die Ergebnisse des Dexamethason-

Hemmtestes (DST)

Wie auf der Abbildung 10 deutlich zu erkennen ist, war der Cortisolspiegel im
Blut nach dem 1 mg-DST bei Frauen mit Kontrazeptivaeinnahme im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant erhoht (0,74 + 0,1 vs. 1,97 = 0,18 ug/dI,
p<0,0001).

Den Grenzwert im DST setzten wir bei einem Cortisolwert von 1,8 pg/dl. 37 %
der Patientinnen mit Kontrazeptivaeinnahme zeigten eine inadaquate
Suppression des Cortisols, wahrend fast alle Frauen der Kontrollgruppe eine
normale Suppression zeigten (Abb. 10). Eine Frau aus der Kontrollgruppe hatte

einen leicht erhdhten Cortisolwert nach dem DST (2 pg/dl).

Cortisol im DST
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Abb. 10: Signifikant erhéhter Cortisolspiegel im 1 mg-DST bei
Kontrazeptivaeinnahme (Kontrolle = Kontrollgruppe; EE2 = Frauen mit
Ethinylestradioleinnahme, Studiengruppe; DST = Dexamethason-
hemmtest).
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Daruber hinaus fanden wir einen eindeutigen dosisabhangigen Effekt von
Ethinylestradiol auf den Cortisolspiegel nach Dexamethason-Gabe (Abb. 11).
Bei den unterschiedlichen Ethinylestradioldosierungen gab es im Vergleich aller
Paare untereinander sowie gegenuber der Kontrollgruppe signifikante
Unterschiede nur bei den Paaren Kontrollgruppe vs. 0,03 mg (p<0,01) und
Kontrollgruppe vs. 0,035 mg (p<0,05) (Abb. 11).
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Abb. 11: Statistisch signifikante, dosisabhangige Wirkung der
Kontrazeptivaeinnahme auf den Cortisolspiegel im 1 mg-DST ab
0,03 mg Ethinylestradiol (Kontrolle = Kontrollgruppe; DST =
Dexamethasonhemmtest).
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Bei einer Subgruppe (n=11) der Studiengruppe mit initial inadaquater
Cortisolsuppression im DST unter oraler Kontrazeption (mittlerer Cortisolspiegel
im DST 3,72 + 0,36 pg/dl), wurde ein zweiter DST zwei Monate nach dem
ersten DST sowie nach Absetzen der oralen Kontrazeption durchgefuhrt. Alle
Frauen zeigten eine normale Suppression nach Gabe von 1 mg Dexamethason
(mittlerer Cortisolspiegel im DST 0,9 £ 0,16 pg/dl). Der Unterschied war mit
einem p-Wert von <0,0001 statistisch signifikant (Abb. 12).
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Abb. 12: Signifikant niedrigerer Cortisolspiegel im 1 mg-DST nach
Absetzen der oralen Kontrazeption (EE2 = Frauen mit
Ethinylestradioleinnahme; post EE2 = nach Absetzen der oralen
Kontrazeption, DST = Dexamethasonhemmtest).
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4.4 Der Effekt von Ethinylestradiol auf das freie Cortisol im Urin (UFC)

Die Menge des im Urin ausgeschiedenen Cortisols soll den biologisch aktiven
freien Cortisolspiegel reprasentieren. Wir sind daher davon ausgegangen, dass
das UFC von der Ostrogeneinnahme nicht beeinflusst wird und benutzten UFC
als zusatzliches Hilfsmittel fir die Diagnostik des Hyperkortisolismus unter
Kontrazeptivaeinnahme. Allerdings konnte bei 30 % der Patientinnen mit
Kontrazeptivaeinnahme (7 aus 21 uns verfugbaren UFC-Werten) ein erhohter
UFC-Wert gemessen werden (Schwellenwert 80 ug/24h, gepunktete Linie in der
Abbildung 13). Der mittlere UFC-Wert aller Patientininnen mit
Kontrazeptivaeinnahme betrug 72,10 £ 7,57 ug/24h.

Zur Bestatigung des Effektes der oralen Kontrazeption auf das UFC schlossen
wir weitere 8 Frauen aus der gleichen Kohorte (Vorstellung und Diagnostik aus
den gleichen Grunden, Kontrazeptivaeinnahme, Alter 26 - 64 Jahre) in die
Berechnung mit ein. Auch dann ergab sich bei 38 % (11 aus 29 verfuigbaren
Werten) ein erhohter UFC-Wert. Der mittlere UFC-Spiegel betrug 71,11 + 6,06
Mg.
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Abb. 13: Der UFC-Wert war bei 30 % der Frauen mit
Kontrazeptivaeinnahme erhdht (Grenzwert (gepunktete Linie):
80 pg/24h, EE2 = Frauen mit Ethinylestradioleinnahme, UFC = freies
Cortisol im Urin).
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Ein dosisabhangiger Effekt von Ostrogenen auf den UFC-Spiegel konnte trotz
einer sichtbaren Tendenz in diese Richtung nicht nachgewiesen werden.
(Abb. 14). Leider lagen uns keine UFC-Werte bei der Kontrollgruppe vor,
sodass keine statistische Analyse zwischen Kontrollgruppe und Studiengruppe
moglich war. Bei der Dosierung 0,01 mg Ethinylestradiol lag uns nur ein UFC-

Wert vor, weshalb ebenfalls keine statische Analyse durchgefihrt wurde.
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Abb. 14: Der UFC-Wert zeigt eine steigende Tendenz bei hdéheren
Ethinylestradioldosierungen ohne statistische Signifikanz.
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Der basale ACTH-Spiegel scheint auch durch die Kontrazeptivaeinnahme
beeinflusst zu sein, was ein Hinweis auf einen Einfluss der oralen Kontrazeption
auf das freie Cortisol darstellt. Die Frauen der Studiengruppe hatten einen
niedrigeren ACTH-Spiegel im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Unterschied
war allerdings nicht statistisch signifikant (16,11 £ 2,17 vs. 13,16 + 1,21 pg/ml,
p=0,097) (Abb. 15). Der Referenzwert betrug 7,2 - 63 pg/ml.
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Abb. 15: Der ACTH-Spiegel ist bei Kontrazeptivaecinnahme im
Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt (Kontrolle = Kontrollgruppe;
EE2 = Frauen mit Ethinylestradioleinnahme, Studiengruppe; ACTH =

Adrenokortikotropes Hormon).
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Ein Zusammenhang zwischen den unterschiedlichen

Ethinylestradiol-

dosierungen und dem ACTH-Spiegel konnte nicht beobachtet werden

(Abb. 16).

ACTH bei unterschiedlichen
Ethinylestradiolkonzentrationen
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Abb. 16: Es lie sich kein signifikanter Unterschied des ACTH-
Spiegels bei den unterschiedlichen Ethinylestraidioldosierungen

erkennen. (Kontrolle = Kontrollgruppe; ACTH = Adrenokortikotropes
Hormon).
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4.5 Longitudinale Untersuchungen: Follow-up

Zwei bis funf Jahre nach Erstvorstellung fihrten wir ein telefonisches Follow-up
durch. Wir konnten 35 der Patientinnen der Studiengruppe erreichen und
erfragten folgende klinische Charakteristika: Akne, Gewichtszunahme, Striae
rubrae, Hirsuitismus. Keine der Patientinnen mit initial pathologischem DST
entwickelte klinische oder laborchemische Zeichen eines Hyperkortisolismus.
Drei der Patientinnen, die allerdings initial einen normalen DST hatten,
beschwerten sich Gber Gewichtszunahme und Akne.

Bei 22 der Patientinnen der Studiengruppe war zudem eine Wiedervorstellung
in unserer Klinik erfolgt; bei keiner der Patientinnen war ein Morbus Cushing

dokumentiert.
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5. Diskussion

Die Diagnose des Hyperkortisolismus wahrend Kontrazeptivaeinnahme ist
anspruchsvoll (Paschali et al, 2013), unter anderem, weil die darunter haufig
auftretenden Nebenwirkungen (Gewichtszunahme, Flissigkeitsretention) die
Unterscheidung zwischen tatsachlich erkrankten Patienten und falsch-positiven
Testergebnissen erschwert.

Dass die basalen Cortisolwerte in diesen Fallen nicht richtungsweisend sind, ist
gut belegt (Nieman et al., 2008; Perogamvros et al., 2010; Vogeser et al.,
2002). In unserer Studie fanden wir dazu Ubereinstimmend erhohte basale
Cortisolwerte bei etwa zwei Drittel und eine inadaquate Suppression des
Cortisols im DST bei ungefahr einem Drittel der untersuchten Frauen mit
Kontrazeptivaeinnahme.

Interessanterweise ist ein Ethinylestradiol-abhangiger Anstieg des basalen
Serumcortisolspiegels bei Patientinnen unserer Studie mit
Kontrazeptivaeinnahme beobachtet worden. Es ist bemerkenswert, dass in den
bisher durchgefiihrten Studien die Ostrogenkonzentrationen pro Tag, wenn
uberhaupt bekannt, Gber 0,03 mg betrugen (Nickelsen et al., 1989; Domisse et
al., 1985, Ansseau et al, 1993). Im Allgemeinen waren die
Ostrogenkonzentrationen der oralen Kontrazeptiva vor den 1980er Jahren
deutlich hoher als heute und enthielten meist mehr als 0,05 mg Ethinylestradiol
pro Tag (White Junod und Marks, 2002).

Unsere Ergebnisse sprechen fur einen dosisabhangigen Effekt der
Kontrazeptivaeinnahme auf die basalen Cortisolwerte. Wir fanden einen
signifikanten Spiegelunterschied gegenuber der Kontrollgruppe und innerhalb
der Studiengruppe beim Vergleich der Tagesdosen von sowohl 0,01 mg vs.
0,02 mg, 0,01 mg vs. 0,03 mg als auch 0,01 mg vs. 0,035 mg Ethinylestradiol
pro Tag (Abb. 6, 7).

Ebenso konnten wir einen dosisabhangigen Effekt der Kontrazeptivaeinnahme
auf die supprimierte Cortisolwerte (Cortisol nach Dexamethason-Gabe)
feststellen (signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und
Studiengruppe mit jeweils Tagesdosis 0,03 mg und 0,035 mg Ethinylestradiol;
Abb. 11).

Der Groliteil des basalen Cortisolanstiegs ist vermutlich auf die Messung des

hdheren Anteils an gebundenem Cortisol aufgrund der Konzentrationserhéhung
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von CBG zuruckzufuhren und scheint eine maximale Sattigung zu erreichen
(Trainer, 2002; Musa et al., 1965; Doe et al., 1967). Laut Smith et al. ist die
Konzentrationen der CBG-Bindungsstellen im Plasma von Frauen mit
Kontrazeptivaeinnahme fast doppelt so hoch sind wie im Plasma unbehandelter
Frauen, wobei die chemischen Eigenschaften und die Affinitdt fur Cortisol
unverandert bleiben (Smith et al., 1980). Dieser Effekt wird einem Ostrogen-a-
Rezeptor-abhangigen Mechanismus zugeschrieben (Gagliardi et al., 2010;
Nader et al., 2006).

Im Gegensatz dazu fanden Scott et al. bei Einnahme von
Kontrazeptionspraparaten mit weniger als 0,035 mg Ethinylestradiol pro Tag
erhohte CBG-Werte im Blut, jedoch ein normales basales (und ungebundenes)
Cortisol. Dies konnte darauf hinweisen, dass die CBG-Erhohung alleine den
Anstieg des basalen Cortisols bei Frauen mit Kontrazeptivaeinnahme nicht
ausreichend erklaren kann. Auch in der Schwangerschaft kann der Anstieg des
basalen Cortisols nicht allein durch die CBG-Erhéhung erklart werden. Dort
scheint ein ,Zurlcksetzen® (resetting) der Sensitivitat der HPA-Achse flr
Cortisol unter dem Einfluss der steigenden Ostrogenkonzentrationen die
Ursache fur den Anstieg der basalen und freien Cortisolkonzentrationen zu
sein. Das erhdhte ungebundene Cortisol kdnnte das cushingoide Aussehen von
Frauen kurz vor der Entbindung erklaren (Scott et al., 1990; Smith et al., 1980).
In der Plazenta  wird Cortisol durch das Enzym 11B-
Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 2 zu Cortison abgebaut. So wird der Fetus
vor Hyperkortisolamie geschitzt (Trainer, 2002).

Im Gegensatz zur oralen Kontrazeption scheint eine transdermale
Ostrogenapplikation keine Erhéhung des CBG zu verursachen (Qureshi et al.,
2007). Somit ist laut Newell-Price et al. bei transdermaler Ostrogenapplikation
eine Ostrogenpause vor der Durchfihrung eines DSTs nicht unbedingt
notwendig (Newell-Price et al., 1998). In unserer Studie erhielt nur eine
Patientin eine transdermale Ostrogenapplikation, weshalb hier keine Analyse
moglich war.

Da der CBG-Spiegel im Blut nicht Teil unserer Routineanalysen war,
bestimmten wir stattdessen den SHBG-Spiegel, was eine Limitierung unserer
Studie darstellt. Jedoch korreliert der SHBG-Anstieg unter
Kontrazeptivaeinnahme wahrscheinlich mit dem CBG-Anstieg, denn SHBG und
CBG scheinen ahnlich von der oralen Kontrazeption beeinflusst zu werden
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(Jung-Hoffmann et al., 1992; White et al., 2006). Tatsachlich wurde ein bis zu
1,6- bzw. 1,8-facher Anstieg bei SHBG- und CBG-Konzentrationen bei
Kontrazeptivaeinnahme gemessen (Endrikat et al., 2002).

69,6 % der Frauen mit Kontrazeptivaennahme hatten einen erhdhten basalen
Cortisolspiegel (Abb. 5). 37 % der Frauen mit Kontrazeptivaeinnahme zeigten
eine inadaquate Suppression im DST (Cut-off 1,8 ug/dl) (Abb. 10). In der
Gruppe mit der inadaquaten Suppression, prasentierten alle Patientinnen, die
nach Absetzen der oralen Kontrazeption fur 6 Wochen ein erneuter DST
bekamen, eine normale Suppression. Analog dazu entwickelte keine der
Patientinnen klinische Symptome eines Hyperkortisolismus nach einem Follow-
up von 2 - 5 Jahren. Dies weist darauf hin, dass der erste, pathologische DST
auf die orale Kontrazeption zuruckzufihren und demnach ohne pathologische
Signifikanz ist.

Die meisten Studien definieren eine normale Suppression im DST mit einem
Cut-off Cortisolwert von <5 ug/dl (<140 nmol/l). Da manche Patienten mit
Morbus Cushing teilweise doch eine Suppression im DST vorweisen, kann es
bei diesem Cut-off Wert in bis zu 15 % der Falle zu falsch negativen
Ergebnissen kommen (Findling et al., 2004; Nieman et al., 2008). Deshalb wird
empfohlen, einen niedrigeren Cut-off Wert fur die Suppression von Cortisol
nach Dexamethason-Gabe zu benutzen und zwar <1,8 pg/dl (50 nmol/l). So
kann eine Sensitivitat von >95 % erreicht werden (Nieman et al., 2008).
Allerdings muss auch der benutzte Cortisol-Assay eine hohe Sensitivitat haben
(ab 1 pg/dl oder 27,6 nmol/l Cortisol im Plasma) (Castro und Moreira, 2007).

Die Spezifitat wuarde bei einer Erhdhung des Schwellenwerts auf 5 pg/dl auf
>95 % steigen; da man in der Regel Testverfahren mit héherer Sensitivitat
anstrebt, wird davon abgeraten (Nieman et al., 2008; Pecori Giraldi et al.,
2007). Somit erwartet man bei der Schwelle von <1,8 ug/dl auch eine hdhere
Rate von falsch positiven Ergebnissen, die man aber in Kauf zugunsten der
einfachen Ausschlussmaoglichkeit eines endogenen Cushing-Syndroms mit dem
DST bei ambulanten Patienten und der hohen Sensitivitdt nimmt (Newell-Preis
et al., 1998).

Abgesehen von den in der Vergangenheit deutlich hdheren Schwellenwerten im
DST, kénnte die Ostrogenkonzentration in den unterschiedlichen Praparaten
ein weiterer Grund fur die widerspruchlichen Ergebnisse in der Literatur sein. In

der Tat wurde dies in keiner der uns bekannten, vergangenen Studien
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systematisch untersucht. Unsere Daten sprechen fur einen dosisabhangigen
Effekt der Ostrogenkonzentration auf die Cortisolkonzentrationen nach dem
DST.

Das Detektionsproblem des proteingebundenen Cortisols Iasst sich grofdtenteils
durch die Analyse von Speichel- und Urin I6sen, welche die Konzentration des
ungebundenen Cortisols reflektieren sollen. Frihere Berichte (Grant et al.,
1965; Burke, 1969; Baumann, 1983; Yu et al., 1988) fanden keine signifikante
Erhdhung des UFC bei Frauen mit Kontrazeptivaeinnahme. Bei der Studie von
Yu et al. handelte es sich um Praparate mit 0,035 mg Ethinylestradiol pro Tag,
bei den anderen Studien um hoéhere Dosierungen: 0,06 - 0,1 mg Mestranol oder
0,05 - 0,1 mg Ethinylestradiol pro Tag.

Im Gegensatz dazu konnten wir bei Uber 30 % unserer Patientinnen eine
erhohte Cortisoldiurese messen. Es gibt verschiedene Erklarungsmodelle dafur.
Zum einen konnten Glasow et al. Prolaktinrezeptoren in allen Zonen der
Nebennierenrinde nachweisen. Da bekannt ist, dass Estradiol den
Prolaktinspiegel erhdhen kann (Aquino et al., 2016; Neill et al., 1971), lasst sich
eine direkte Wirkung von Prolaktin auf die Steroidbiosynthese der Nebenniere
vermuten (Glasow et al., 1996). Zum anderen konnte gezeigt werden, dass
Estradiol durch Erhéhung der ACTH- und Prolaktinausschittung zu einer
Hypersekretion von Corticosteron in den Nebennierenrindenzellen von Ratten
fuhren kann (Nowak et al., 1995; Lo et al., 2000). Es bleibt noch zu klaren, ob
dies auch fur den Menschen gilt und wenn ja, welche klinische Relevanz dieses
Phanomen besitzt. Eine weitere Erklarung konnte die Hypothese sein, dass es
unter Ostrogentherapie (und in der Schwangerschaft) zu einer Cortisolresistenz
in peripheren Geweben und im zentralen Nervensystem kommt. Dies soll zu
einem ,Resetting“ der HPA-Achse und zu einem hdheren Sollwert fur das
negative Feedback der ACTH-Ausschittung fihren (Baumann, 1993; Nolten et
al., 1980). Dadurch kénnte die Erhdhung des ungebundenen Cortisols erklart
werden.

Sharma et al. untersuchten in einer Studie die ACTH-Konzentrationen bei
postmenopausalen Frauen, die mit Ostrogenen (2 mg Estradiol/die)
vorbehandelt worden waren im Vergleich zu Frauen ohne Ostrogenbehandlung
sowie im Vergleich zu Mannern mit und ohne Testosteronbehandlung. Bei
postmenopausalen Frauen mit Ostrogenbehandlung war die ACTH-
Konzentration niedriger. Die Erhohung des Cortisol-vermittelten negativen
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Feedbacks fur ACTH-Sekretion durch Estradiol konnte eine Ursache darstellen
(Sharma et al., 2014).

In dieser Hinsicht ist es interessant, dass wir eine Tendenz zu einem niedrigen
ACTH-Spiegel bei Patienten unter Kontrazeptivaeinnahme beobachten
konnten. Diese Differenz war nicht statistisch signifikant, konnte aber auf einen
leicht erhdhten Spiegel des freien Cortisols bei Kontrazeptivaeinnahme
hinweisen.

Auch Doe et al. fanden in ihrer Studie signifikant erh6htes ungebundenes
Cortisol morgens (9:00 Uhr) bei Frauen, die 200 ug pro Tag Ethinylestradiol
eingenommen haben und diskutieren ebenso das ,Resetting” der HPA-Achse
als Ursache fur den Spiegelanstieg (Doe et al., 1969). Plager et al. konnten
auch bei mannlichen Patienten unter Ostrogenbehandlung (Stilbestrol) drei- bis
vierfach erhohtes, ungebundenes Plasmacortisol nachweisen (Plager et al.,
1964).

Lindholm und Schulz-Méller fanden Ubereinstimmend dazu morgens und
abends signifikant erhohtes UFC bei Schwangeren und Frauen mit
Kontrazeptivaeinnahme (0,05 mg Ethinylestradiol oder 0,1 mg Mestranol pro
Tag), jeweils im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (Lindholm und Schulz-Mdller,
1973). Die Annahme, dass die Disposition des ungebundenen Cortisols unter
Ostrogentherapie unverandert bleibt, konnten Perogamvros et al. widerlegen.
Sie konnten zeigen, dass die Pharmakokinetik des ungebundenen Cortisols
deutlich durch Ostrogene verandert wird und dass Frauen unter
Ostrogentherapie eine langsamere Clearance und eine langere Halbwertszeit
des ungebundenen Cortisols haben. Diese Effekte konnten sie im
Speichelcortisol und -cortison nachweisen (Perogamvros et al., 2010).

Die veranderte Clearance kdnnte aus dem verminderten Abbau von Cortisol als
Folge der Ostrogengesteuerten Inhibition der 5a-Reduktase in der Leber
resultieren (Perogamvros et al., 2010; Finken et al., 1999). Ein weiterer
denkbarer Mechanismus ist eine 6strogenbedingte Abnahme von IGF-I (Insulin-
like growth factor 1). IGF-1 hemmt die Reaktivierung von Cortison in Cortisol
durch das Enzym 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 1 (Perogamvros et
al., 2010; Moore et al., 1999; Low et al., 1993).

Um den mdglichen direkten Effekt der Ostrogene auf die menschliche
Nebennierenrinde zu erfassen, sind weitere Studien notig. Laut unseren

Ergebnissen jedoch konnen wir darauf schlieRen, dass die Messung des UFC
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kein valides Instrument fur die Hyperkortisolismusdiagnostik wahrend
Ostrogeneinnahme ist.

Gegen die Messung des UFC wahrend Ostrogeneinnahme spricht auch die
Tatsache, dass Patienten mit einem Pseudo-Cushing-Syndrom ebenfalls eine
(wenn auch teilweise milde) Erhdhung des UFC vorweisen. Bei diesen
Patienten wird eher zu einem der anderen diagnostischen Tests als zu dem
UFC geraten (Papanicolaou et al., 1998; Alwani et al., 2014; Nieman, 2015).
Unserer Publikation folgend berichteten Boisseau et al. ebenso Uber eine
Erhdhung des UFC-Spiegels bei Frauen mit Kontrazeptivaeinnahme (Boisseau
et al., 2013). Dies konnte auf die Annahme, dass das Speichelcortisol dem
biologisch aktiven freien Cortisol entspricht und somit den Status der HPA-
achse widerspiegelt (Gozansky et al., 2005; Scott et al., 1990; Simlnkova et al.,
2008) einen Schatten werfen.

Gozansky et al. berichteten aber auch von einer Verbesserung der linearen
Korrelation zwischen Speichel- und Serumbasalcortisol, nachdem man die
Frauen mit Kontrazeptivaeinnahme (oder mit einem aus anderen Griunden
erhdhten CBG) aus den Berechnungen entfernte (Gozansky et al., 2005). Dies
kénnte den Verdacht erharten, dass Ostrogene doch einen Einfluss auf das
Speichelcortisol haben kénnen.

Der Einfluss der Kontrazeptivaeinnahme auf die basalen und stimulierten (1 ug-
ACTH-Test) Serum- und Speichelcortisolspiegel ist auch von Simlnkova et al.
untersucht worden. Da der Speichelcortisolspiegel nach ACTH-Gabe im
Gegenzug zum erhdhten Serumcortisolspiegel unverandert war, kamen sie zu
dem Ergebnis, dass das Speichelcortisol fur die Beurteilung der
Nebennierenfunktion bei Frauen unter Kontrazeptivaeinnahme geeignet ist
(Simankova et al., 2008). Dies belegt auch die Studie von Perogamvros et al.
(Perogamvros et al., 2010).

Die Messung des Speichelcortisols wird jedoch auch durch die Aktivitat der
11B-Hydroxysteroiddexydrogenase in der Parotis beeinflusst, welche Cortisol zu
Cortison umwandelt. Es gibt hierzu Beweise, dass das Speichelcortison besser
mit dem freien Serumcortisol korreliert, als das Speichelcortisol (Perogamvros
et al., 2010).
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6. Schlussfolgerungen

In Ubereinstimmung mit allen bislang publizierten Studien fanden wir heraus,
dass orale Kontrazeption zu einer Erhéhung des basalen Cortisolspiegels flhrt.
Durch den Vergleich der basalen Cortisolspiegel sowie der Cortisolspiegel nach
Dexamethason-Gabe bei unterschiedlichen Ethinylestradioldosierungen
(0,01 mg, 0,02 mg, 0,03 mg, 0,035 mg) konnten wir zeigen, dass dieser Effekt
dosisabhangig ist.

Auch der SHBG-Spiegel zeigte sich bei Kontrazeptivaeinnahme bei 68 % der
Falle erhoht; ebenso dosisabhangig.

Die Durchfuhrung eines DST wahrend der Einnahme von oralen Kontrazeptiva
fUhrte in unserer Studie bei 37 % der Falle zu falsch positiven Ergebnissen im
Vergleich zur Kontrollgruppe.

Das UFC war im Gegensatz zu der bisherigen Literatur durch orale
Kontrazeptiva bei 30 % der Falle erhéht. Dies weist darauf hin, dass Ostrogene
nicht nur den basalen, sondern auch den freien Cortisolspiegel erhdhen
konnen. Deshalb ist die UFC-Bestimmung bei Kontrazeptivaeinnahme nur mit
Einschrankung, beziehungsweise nur zum Ausschluss eines
Hyperkortisolismus geeignet ist.

Da das Speichelcortisol ebenso den freien Cortisolspiegel wiedergibt, konnte
seine Eignung zur Diagnostik bei Frauen mit Kontrazeptiva ebenso in Frage
gestellt werden. Zur Bestatigung dieser Annahme sind weitere Studien
notwendig.

Unsere Empfehlungen bei Patientinnen mit klinischem Verdacht eines
endogenen Hyperkortisolismus sind die grundliche Erhebung der Anamnese
sowie die Unterbrechung der oralen Kontrazeption und darauffolgend die

Evaluation mittels DST.
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