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1 Einleitung

Cortisol ist ein facettenreiches Hormon mit vielfaltigen Funktionen. Grundsatzlich
reguliert das lebenswichtige Hormon den Energieumsatz des Koérpers mit zirkadianer
Adaptation der Leistungsfahigkeit. In Belastungssituationen mobilisiert es
Energiereserven, fuhrt zu einer vermehrten Abwehrbereitschaft und verandert die
Immunantwort (Olivera-Figueroa, Juster, Morin-Major, Marin, & Lupien, 2015).
Dementsprechend beeinflussen viele Faktoren die Cortisolproduktion im Korper.
Erkrankungen, die mit erhdhten oder erniedrigten Cortisolspiegeln einhergehen, haben
trotz aktueller Therapiemoglichkeiten eine bis zu flnffach erhdhte Mortalitatsrate im
Vergleich zur Allgemeinbevoélkerung (Charmandari, Nicolaides, & Chrousos, 2014;
Nieman et al.,, 2015; Quinkler et al., 2013). Die tageszeitlichen Schwankungen
erschweren bei Verdacht auf Stérung der Cortisolproduktion die biochemische
Diagnostik sowie ein adaquates Therapiemonitoring (Pruessner, Kirschbaum,
Meinlschmid, & Hellhammer, 2003). Daher sollte ein verlasslicher Parameter fur eine
funktionierende Cortisolproduktion gefunden werden. Da sich das Hormon in Haar und
Fingernagel einlagert, konnte eine Cortisolbestimmung in den Kopfhaaren oder
Fingernageln eine zuverlassige, wenig invasive und zeitlich umfassende Diagnostik

liefern (D'Anna-Hernandez, Ross, Natvig, & Laudenslager, 2011).

1.1 Das Hormon Cortisol

1.1.1 Chemische Eigenschaften der Substanz Cortisol

Cortisol ist ein Steroidhormon mit einem charakteristischen starren Sterangrundgerust.
Cortisol ist lipophil und in Wasser schwer I6slich. Durch den relativ hohen Schmelzpunkt
bei 212—-213 Grad Celsius liegt es bei Raumtemperatur als Feststoff vor und nimmt leicht
kristalline Form an. Cortisol ist ein kdrpereigenes Hormon, kann jedoch synthetisch
hergestellt werden. Von Cortison, das auch physiologisch im menschlichen Korper
vorliegt, unterscheidet sich Cortisol durch eine Alkoholgruppe anstelle der Ketogruppe

an Position 11, siehe Abbildung 1.

OH

HO 0

@)
Abbildung 1: Chemische Struktur von Cortisol.
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1.1.2 Stoffwechsel des Hormons Cortisol im menschlichen Korper

Cortisol ist ein Glucocorticoid, das in der Nebennierenrinde produziert und sezerniert
wird. Aus Cholesterin wird Pregnenolon und Progesteron gebildet, daraus wird durch
dreifache Hydroxylierung Cortisol synthetisiert. In anderen Geweben koénnen aus
Pregnenolon dem Cortisol ahnliche Hormone, wie Dehydroepiandrosteron (DHEA),

Testosteron und Estradiol, entstehen (Taves, Gomez-Sanchez, & Soma, 2011).

Die Synthese und Sekretion des Cortisols wird Uber einen hypothalamisch-hypophysar-
adrenalen Regelkreislauf gesteuert, der in Abbildung 2 dargestellt ist. Pulsatil und
vermehrt auf Stressreize hin wird im Hypothalamus Corticotropin-releasing-
Hormon (CRH)  ausgeschittet, das in den corticotropen Zellen des
Hypophysenvorderlappens die Synthese und Ausschittung des Adrenocorticotropen
Hormons (ACTH) férdert. Dieses wiederum Ubt seine Wirkung in der Zona fasciculata
der Nebennierenrinde aus, in der die Glucocorticoide synthetisiert werden (Lightman et
al., 2008; Young, Abelson, & Lightman, 2004). Uber einen negativen Feedback-
Mechanismus hemmen Glucocorticoide die Ausschittung von ACTH und CRH, welches
selbst von ACTH gehemmt wird (Papadopoulos & Cleare, 2011). Die morgendliche
Erhdhung der CRH-Konzentration fihrt zu den normalerweise hdchsten
Cortisolserumspiegeln in den frithen Morgenstunden kurz nach dem Aufwachen
(Hellman et al., 1970).

Korperlicher und psychischer Stress Zirkadianer Rhythmus
CRH
¥
l / ACTH
Negative
Ruckkopplung ‘

\ Cortisol

Abbildung 2: Schema der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (in
Anlehnung an Maidana, Bruno, & Mesch, 2013).
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Die Cortisolwirkung wird durch den Glucocorticoidrezeptor (GR) vermittelt, an den das
Hormon im Zytosol bindet, um dann gemeinsam in den Zellkern eingeschleust zu
werden. Durch Bindung an Enhancer-Elemente wird die Gentranskription beeinflusst. Je
nach Gewebe existieren verschiedene Isoformen des GR mit jeweils anderer Funktion
(Oakley & Cidlowski, 2013). Wesentlich fur die Wirkung scheint weiterhin die
Beeinflussung anderer Transkriptionsfaktoren zu sein, wie der Antagonismus zu
Nuclear-Factor-kappa-light-Chain-Enhancer (NFkB) (Galon et al., 2002; Knudsen,
Dinarello, & Strom, 1987). Freies Cortisol kann an den strukturell &hnlichen
Mineralocorticoidrezeptor binden und aktiviert ihn bereits in geringer Konzentration
(Gomez-Sanchez & Gomez-Sanchez, 2014). Cortisol ist jedoch im Blut zu Gber 95 % an
Proteine gebunden, unter anderem an das Corticosteroid-binding-Globulin (CBG), auch

Transcortin genannt, und an Albumin (Lightman et al., 2008).

Die Wirkung des Cortisols im Stoffwechsel dient vor allem der Mobilisation von
Energiereserven. Glucose wird durch vermehrte Gluconeogenese, Lipolyse und
Proteinolyse bereitgestellt (Juszczak & Stankiewicz, 2018; Kratschmar et al., 2011). Ein
verminderter Knochenaufbau flihrt effektiv zu Knochenabbau. Im Sinne einer Adaptation
des Korpers an Stress steigt unter Cortisoleinfluss die Sensitivitat der Adrenozeptoren
fur Katecholamine, mit einer folgenden Erh6hung des Blutdrucks. Im Vergleich zu den
Katecholaminen zeigt das Cortisolsystem eine verlangsamte und verlangerte Reaktion
auf einen Stressstimulus (Geiger, Pitts, Feldkamp, Kirschbaum, & Wolf, 2015). Cortisol
zeigt eine komplexe immunmodulatorische Wirkung, die mit einer verminderten
Lymphozytenproliferation und Leukozytenadhasion einhergeht (de Waal, 1994; Guyre,
Bodwell, & Munck, 1984).

Zur Inaktivierung wird Cortisol im Koérper durch das Enzym 11B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase-2 zu Cortison oxidiert. Die 11p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-1
katalysiert die Reduktion. Die Enzyme werden in verschiedenen Korperzellen in
unterschiedlicher Konzentration exprimiert. So erfolgt zum Beispiel an Nierenzellen die
uberwiegende Inaktivierung durch Oxidation. Die Aktivierung des
Mineralocorticoidrezeptors durch Cortisol anstelle seines eigentlichen Liganden
Aldosteron wird so vermindert. In der Haut wird das Vorhandensein der 11(3-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase-1 bei der topischen Anwendung von
Hydrocortisoncremes ausgenutzt, durch die Cortison erst in seine aktive Form

umgewandelt wird (Classen-Houben et al., 2009; Kratschmar et al., 2011).
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1.1.3 Einlagerung von Cortisol in Haar und Fingernagel

Haare wachsen ungefahr einen Zentimeter pro Monat, auch wenn es dabei genetische
und altersabhangige Unterschiede gibt (Loussouarn, El Rawadi, & Genain, 2005; Luo et
al., 2012). Das Haarwachstum vollzieht sich in drei Phasen, wobei nur in der ersten, zwei
bis drei Jahre dauernden, anagenen Phase das Haar ca. einen Zentimeter pro Monat
wachst. Hierbei wird der Haarfollikel durch Blut aus umliegenden Kapillaren mit
Nahrstoffen versorgt. In Blut geldste Substanzen wie Cortisol kdnnen in dieser Zeit in
den sich verlangernden Haarschaft eingelagert werden. Die zweite katagene Phase
leitet Uber zur Ruhephase durch Keratisierung und beginnende Ablésung von der
Papille. In der zwei- bis dreimonatigen telogenen Phase wachst das Haar nicht mehr und
kann relativ leicht abgelost werden. Das Wachstum des neuen Haares beginnt in der
dermalen Papille und 16st das alte Haar aus seiner Verankerung. Rund 85 % aller Haare
befinden sich normalerweise im Wachstum (Bost, 1992). Hinterhauptshaare zeigen
dabei die geringste Wachstumsvarietat zwischen verschiedenen Strahnen (Sauve,
Koren, Walsh, Tokmakejian, & Van Uum, 2007).

Cortisol befindet sich physiologischerweise im Haar, obwohl der genaue Mechanismus
noch unbekannt ist (D'Anna-Hernandez et al., 2011). Eine Einlagerung durch Diffusion
des Cortisols aus den umliegenden Kapillaren ist vornehmlich anzunehmen (Cone,
1996; Russell, Koren, Rieder, & Van Uum, 2012). Bemerkenswert ist, dass isolierte
menschliche Haarfollikel bei Stimulation durch CRH und ACTH relevante Mengen
Cortisol  synthetisieren kénnen. CRH moduliert in vitro Haarwachstum,
Keratinozytenproliferation und Melaninproduktion (lto et al., 2005). Damit spiegelt der
Cortisolspiegel im Haar also nicht allein den Serumspiegel wider, sondern auch die
direkte Produktion am Haarbalg (Raul, Cirimele, Ludes, & Kintz, 2004). Cortisol lasst
sich in Schweil® nachweisen, dennoch geht eine vermehrte Schweil3produktion nicht mit
einer Erhéhung der Haarcortisolkonzentration einher (Grass et al., 2015). Da Cortisol ein
lipophiles Molekdl ist, ist eine Anlagerung an Carrier-Molekile ahnlich wie Drogen an
das Farbpigment Melanin denkbar, damit lieRe sich auch eine erhéhte Konzentration in
dunkleren Haaren erklaren (Cone, 1996; Kintz, Cirimele, & Ludes, 2000). Einflisse auf

die Einlagerung von Cortisol im Haar sind in Abbildung 3 zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 3: Einflisse auf die Einlagerung von Cortisol im Haar (in Anlehnung an
Gow, Thomson, Rieder, Van Uum, & Koren, 2010).
Steroidhormone  lassen sich auch in  Fingerndgeln nachweisen. Der
Einlagerungsmechanismus scheint vornehmlich passive Diffusion durch Kapillaren am
Nagelbett in die Nagelmatrix zu sein (Higashi et al., 2016; Warnock et al., 2010). Auch

hier sind Umwelteinflisse zu beachten.

1.2 Erkrankungen des Cortisolstoffwechsels

Eine Stérung des Cortisolhaushalts kann vielfaltige Ursachen besitzen, dennoch zeigt
sie sich grundsatzlich in einer der zwei Auspragungen: Hypocortisolismus oder

Hypercortisolismus.

1.2.1 Hypocortisolismus durch Nebenniereninsuffizienz

Eine Nebenniereninsuffizienz kann auf eine primare Schadigung der Nebennierenrinde
zurickgehen (Morbus Addison), sekundar durch eine verminderte ACTH-Ausschuttung
in der Hypophyse bedingt sein oder tertiar durch eine verminderte CRH-Sekretion des
Hypothalamus. Die iatrogen verursachte Stérung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse durch Glucocorticoidgabe ist die haufigste Ursache. Von den
endogenen Erkrankungen, die in Europa mit einer Inzidenz von funf pro eine Million und
einer Pravalenz von ca. 100 pro eine Million Einwohner auftreten, ist die
Autoimmunadrenalitis mit mehr als 80 % die weiteste verbreitete Form. Auch
Infektionserkrankungen  wie  Tuberkulose  kdénnen  zu einer  primaren
Nebenniereninsuffizienz fihren (Honegger et al., 2015; Quinkler et al., 2013). Bei den
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zentralen Formen sind oft Hirntumore oder ihre Therapie sowie Infektionen und Unfalle
die Ausloser. Charakteristisch ist ein Hypocortisolismus, der je nach Ursache mit einer
ACTH-Erhéhung (primare  Nebenniereninsuffizienz) oder ACTH-Erniedrigung

(sekundare und tertiare Nebenniereninsuffizienz) einhergeht (Charmandari et al., 2014).

Das klinische Bild ist von Antriebslosigkeit, Gewichtsverlust und Dehydratation gepragt,
das sich in Stresssituationen bis zu einer lebensbedrohlichen Addisonkrise aggravieren
kann (Murray et al., 2017). Ein charakteristischer Hinweis bei priméarer
Nebenniereninsuffizienz ist eine Hyperpigmentation der Haut. Verschiedene Tests
kénnen zur Bestimmung der Cortisol- und ACTH-Produktion im Kérper genutzt werden.
Je nach Auspragung des Krankheitsbildes muss allerdings noch vor einer
abschlielenden Diagnostik durch Hydrocortisonsubstitution therapiert werden
(Charmandari et al., 2014). Der haufige Mineralocorticoidmangel kann durch Messung
des Plasmaspiegels von Renin und Aldosteron aufgedeckt werden und wird mit
Fludrocortison therapiert. Bei primarer Nebenniereninsuffizienz gibt die Hyponatridmie
haufig einen Hinweis auf die Erkrankung, die Bestimmung von Autoantikdrpern gegen
Enzyme der Hormonproduktion bestatigt dann den Verdacht. Auch ein
Sexualhormonmangel sollte abgeklart und ggf. z. B. mit DHEA substituiert werden. Die
Aufklarung Uber potentiell lebensbedrohliche Situationen aufgrund von erhéhtem
Cortisolbedarf sollte erfolgen und ein Notfallausweis ausgestellt werden (Bornstein et al.,
2016).

Zur Hydrocortisonsubstitution kommen verschiedene Medikamente zum Einsatz, die
sich in ihrer spezifischen Wirksamkeit am Glucocorticoid- bzw. Mineralocorticoidrezeptor
unterscheiden (Murray et al., 2017). Das zunachst entwickelte Cortisonacetat zeigt dabei
gluco- und mineralocorticoide Rezeptorwirkungen. Das haufig eingesetzte
Hydrocortison entspricht in seiner Wirkung am ehesten dem physiologischen Cortisol
(Bornstein et al., 2016; Colburn, DiSanto, Stubbs, Monovich, & DeSante, 1980;
Heazelwood, Galligan, Cannell, Bochner, & Mortimer, 1984). Beide werden zwei bis
dreimal taglich oral eingenommen. Um die Pharmakokinetik besser an die
physiologischen Ablaufe anzupassen, wurde ein Dual-release-Praparat auf den Markt
gebracht unter dem Handelsnamen Plenadren® (Johannsson et al., 2012). Mit ca. 6-fach
glucocorticoider Potenz im Vergleich zu Hydrocortison wirkt Prednisolon, das nicht
standardmaf3ig zur Substitution eingesetzt wird. Dexamethason besitzt eine ca. 30-fach
glucocorticoide Potenz und wird in der Endokrinologie vornehmlich diagnostisch
eingesetzt (Caldato, Fernandes, & Kater, 2004; Quinkler et al., 2013). In der topischen,
inhalativen und oralen immunsuppressiven Anwendung gibt es eine ganze Bandbreite

verschiedener Medikamente, die in ihrer Starke und Aufnahmeféhigkeit optimiert
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wurden. Alle diese Cortisonpraparate kénnen systemische Effekte haben und eine
Substitutionstherapie beeinflussen, auch wenn sie nicht zu diesem Zweck eingesetzt

werden.

1.2.2 Hypercortisolismus bei Cushing-Syndrom

Das Cushing-Syndrom beschreibt das klinische Bild eines Hypercortisolismus, also einer
inadaquat hohen Cortisolsekretion mit aufgehobener Tag-Nacht-Rhythmik. In Europa
gibt es jahrlich zwei bis drei Neuerkrankte pro eine Million Einwohner, die
Krankheitspravalenz liegt zwischen 30 und 60 Personen (Nieman et al., 2008). Meist ist
das Cushing-Syndrom iatrogen verursacht und Folge einer langandauernden und hoch
dosierten Glucocorticoidtherapie, zum Beispiel im Rahmen von
Autoimmunerkrankungen. Mit 70 % ist die haufigste endogene Ursache ein ACTH-
produzierendes Adenom zentral in der Hypophyse, Morbus Cushing genannt. In 10 %
der Falle liegt eine ektope ACTH-Sekretion vor, meist paraneoplastisch bei
Bronchialkarzinomen oder Karzinoiden. 15-20 % der Falle des Hypercortisolismus sind
adrenaler Genese und beziehen sich auf eine vermehrte Cortisolproduktion meist im
Rahmen von Tumoren der Nebennierenrinde. Diese ACTH-unabhangige Form wird
primarer Hypercortisolismus genannt (Deutschbein & Fassnacht, 2015). Selten ist das
zyklische Cushing-Syndrom, bei dem eine Ubermafige Cortisolsekretion intermittierend
auftritt (Manenschijn et al., 2012).

Kennzeichen des Cushing-Syndroms ist eine Umverteilung des Korperfettes mit
Stammfettsucht,  Stiernacken und  Vollmondgesicht.  Arterielle  Hypertonie,
Insulinresistenz, Dyslipidamie sowie Osteoporose sind haufige, eher unspezifische
Symptome. Vermehrte Hamatome, Striae rubrae, Muskelatrophie sowie psychische

Veranderungen sind richtungsweisend (Labeur et al., 2006; Nieman et al., 2008).

Die Therapie besteht je nach Atiologie meist aus einer operativen Resektion des
Gewebes mit erhdhter Hormonproduktion und sich ggf. anschlielender
Substitutionstherapie mit Glucocorticoiden, die teilweise Uber Jahre durchgefuhrt
werden muss. Beim Morbus Cushing ist das Mittel der Wahl die transsphenoidale
Resektion des Hypophysenadenoms (Beauregard, Dickstein, & Lacroix, 2002). Das
adrenale Cushing wird durch uni- oder bilaterale Adrenalektomie therapiert. Bei
Inoperabilitat kann eine medikamentdse Therapie mit adrenostatischen Substanzen wie
Ketoconazol oder Zytostatika wie Mitotan eingeleitet werden und gleichzeitig eine
Cortisolsubstitution notwendig machen (Fleseriu & Petersenn, 2015). Die
symptomatische Therapie des Bluthochdrucks, des Diabetes mellitus, der

Hyperkoagulabiliat und der Osteoporose ist von wesentlicher Bedeutung. Insbesondere
7
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unbehandelt geht das Cushing-Syndrom mit einer stark erhéhten Mortalitat einher, die

sich vor allem in einem erhdhten kardiovaskularen Risiko zeigt (Dekkers et al., 2013).

1.2.3 Metabolisches Syndrom

Auch wenn die Genese des metabolischen Syndroms mit hyperkalorischer Ernahrung
und Bewegungsmangel eine andere ist, gibt es dennoch in der klinischen Auspragung
Uberschneidungen mit dem Cushing-Syndrom. Die Betroffenen sind adipds und kénnen
an einem erhdhten Blutdruck, einer Dyslipidamie und einem gestorten
Glucosestoffwechsel leiden. Bei Adipositas kann sogar ein milder Hypercortisolismus
bestehen (Kuehl et al., 2015). Die Diagnosestellung eines Cushing-Syndroms dauert
haufig lange Zeit, weil zunachst von dem wesentlich haufigeren metabolischen Syndrom
ausgegangen wird (Nieman et al., 2008). Populationsbasierte Erhebungen gehen von

einer Pravalenz von uber 20 % aus (Schipf et al., 2010).

Die International Diabetes Federation hat 2005 einen Konsensus zu diagnostischen
Kriterien des metabolischen Syndroms erarbeitet, wobei als Hauptkriterium die
stammbetonte Adipositas mit einem BMI > 30 kg/m? oder einem Bauchumfang von
> 94 cm bei Mannern bzw. 80 cm bei Frauen gilt. Dazu kommen mindestens zwei der
folgenden Kriterien: erhdhte Triglyceridwerte > 150 mg/dl, erniedrigtes HDL-Cholesterin
< 40 mg/dl (Manner) bzw. < 50 mg/dl (Frauen), arterielle Hypertonie: systolisch >
130 mmHg oder diastolisch >85mmHg und erhéhte Nuchternglucosewerte
von > 100 mg/dl bzw. 5,6 mmol/I (Alberti, Zimmet, & Shaw, 2006).

Das metabolische Syndrom umfasst wesentliche kardiovaskulare Risikofaktoren und ist
mit einer erhdéhten kardiovaskularen Mortalitat assoziiert (Ju, Lee, & Kim, 2017). Dies ist
die haufigste Todesursache in der westlichen Welt. Ein tieferes Verstandnis der
Pathomechanismen und die Entwicklung spezifischer Therapien haben also einen

grof3en Einfluss auf die Gesundheit weiter Teile der Bevdlkerung.

1.2.4 Aktuelle klinische Diagnostik der Storungen des
Cortisolhaushalts

Da ein akuter Hypocortisolismus ein lebensbedrohliches Krankheitsbild ist, sollte hier bei
schwer erkrankten Patienten und hinreichendem Verdacht eine schnelle Diagnostik
eingeleitet werden. Bei Verdacht auf Cushing-Syndrom sollte zunachst das Augenmerk
auf klinische Hinweise gelegt werden im Rahmen einer griindlichen Anamnese und
kérperlichen Untersuchung. Erst wenn ein berechtigter Verdacht besteht und eine
exogene Cortisolzufuhr ausgeschlossen werden kann, sollte mit diagnostischen Tests
begonnen werden. Hierfir stehen eine Reihe von Verfahren zur Messung von Elektrolyt-

und Hormonkonzentrationen in verschiedenen Korperflissigkeiten wie Blut, Speichel
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und Urin zur Verfigung. Aufgrund der physiologischerweise schwankenden
Hormonkonzentrationen und stressbedingten Cortisolerh6hung zeigen die meisten
Tests eine geringe Sensitivitdt und Spezifitat (Alwani et al., 2014). Um einen besseren
zeitlichen Verlauf zu erhalten, werden daher wiederholte Messungen an einem Tag oder
in einem bestimmten Zeitraum vorgenommen (Pruessner et al., 2003). Dies ist jedoch
umstandlich und erfordert eine grofRe Zuverlassigkeit des Patienten. Die Funktion der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse kann durch Stimulationstests nach
Gabe verschiedener Hormone geprift werden. Die Anzahl der diagnostischen
Méoglichkeiten weist bereits darauf hin, dass sich noch kein Test als ideal erwiesen hat.
Je nach klinischer Symptomatik sollten weitere Tests durchgeflhrt oder zu einem
spateren Zeitpunkt wiederholt werden (Charmandari et al., 2014). Erst bei Nachweis der
Stérung in der Hormonproduktion sollte mittels Bildgebung oder invasiver Diagnostik
nach der Ursache gesucht werden (Bornstein et al., 2016; Gilbert & Lim, 2008).

Bei der Interpretation der Ergebnisse und Festlegung der diagnostischen Grenzwerte ist
zu beachten, dass der Cortisolgehalt des Blutes abhangig ist von verschiedenen
Faktoren. Besonders relevant ist dabei, dass Bluttests nicht nur das aktive freie Cortisol
messen, sondern auch das an Transportproteine gebundene Cortisol. Die Konzentration
des CBG wird durch Einnahme oraler Kontrazeptiva stark erhéht und damit der
gemessene Cortisolspiegel im Blut. Bei Patienten mit Nephrotischem Syndrom oder
Lebererkrankungen kann Albumin, an das Cortisol — wenn auch in geringerem Mal3e —
bindet, verringert sein, und damit der gemessene Cortisolwert. Eine gesteigerte
Synthese von Cortisol wird durch Stress ausgeldst, daher erhéhen z. B. Operationen
und schwere Erkrankungen, aber auch Schwangerschaften den Cortisolgehalt im Blut.
Bei Verdacht auf eine insuffiziente Synthese muss beachtet werden, dass
Erkrankungen, die intensivmedizinische Therapien erfordern, meist mit einer geringeren
Synthese von CBG und Albumin einhergehen, also auch mit einer geringeren
Gesamtmenge Cortisol im Blut (Husebye et al., 2014). Besonderes Augenmerk sollte
dabei auf mogliche medikamentdse Inhibition adrenaler Enzyme wie Mitotan,
Ketoconazol und Etomidat gelegt werden. Die Cytochrom-P-450-Induktion
verschiedener Medikamente wie Phenytoin, Carbamazepin, Johanneskraut, Thyroxin
oder Rifampicin kann eine verstarkte Verstoffwechslung von Cortisol und Dexamethason

verursachen (Bornstein et al., 2016; Nieman et al., 2008).

Ein weiterer wesentlicher Faktor, der die Bestimmung des Cortisols und anderer
Hormone beeinflusst, ist die Methode der Probenaufbereitung und die genaue
Konfiguration der Assays, wodurch sich groe Unterschiede in Genauigkeit und

Messrahmen ergeben. Bei Messungen basierend auf Antikérpern wie Radio-immuno-
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Assay (RIA), Chemilumeneszence-immuno-Assay (CLIA) oder Enzyme-linked-
immunosorbent-Assay (ELISA) koénnen Kreuzreaktivitdten mit Metaboliten oder
ahnlichen Medikamenten die Messgenauigkeit beeintrachtigen. Daher finden
massenspektrometrische Verfahren eine immer weitere Verbreitung, bei denen die
Bestimmung eines definierten Substrates sicherer gelingt und sogar mehrere Substrate
gleichzeitig bestimmt werden konnen. Dies wird von einer allmahlich zunehmenden
KostenverhaltnismaRigkeit begunstigt. Bei diesen Verfahren treten allerdings
Interaktionen mit Medikamenten wie Carbamazepin oder Fenofibraten auf.
Interessanterweise  ergeben  sich  zwischen den  immunologischen  und
massenspektrometrischen Methoden grol3e Unterschiede in der Héhe des detektierten
Cortisols, mit bis zu 40 % geringeren Werten durch die Massenspektrometrie (MS)
(Deutschbein & Petersenn, 2013; Lin, Wu, Machacek, Jiang, & Kao, 1997; Nieman et
al., 2008).

In letzter Zeit wurde verstarkt eine Vereinheitlichung und Uberpriifung der
diagnostischen Aussagekraft der verschiedenen Tests gesucht, so gibt es eine Reihe
von Veroffentlichungen, die die Anwendbarkeit von Testverfahren untersucht haben
(Alwani et al., 2014; Arnaldi et al., 2003; Deutschbein et al., 2012; Elamin et al., 2008).
Zusammenfassend ergab sich die Leitlinie zur Diagnostik und Behandlung der primaren
Nebenniereninsuffizienz 2016 und die Leitlinie der Endokrinen Gesellschaft zur
Diagnostik des Cushing-Syndroms 2008 (Bornstein et al., 2016; Nieman et al., 2008).

1.2.4.1 Diagnostik bei Verdacht auf Nebenniereninsuffizienz

Die aktuellen Leitlinien empfehlen einen diagnostischen Algorithmus bei Verdacht auf
Nebenniereninsuffizienz (Bornstein et al., 2016; Michels & Michels, 2014). Hierbei soll
bei klinischem Verdacht zunachst eine laborchemische Bestatigung der Erniedrigung

des Cortisolspiegels im Serum oder ein Funktionstest erfolgen, siehe Abbildung 4.
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Diagnostischer Algorithmus bei Verdacht auf Nebenniereninsuffizienz

Zeichen oder Symptome einer Nebenniereninsuffizienz

v

Bestimmung
— Basis Stoffwechsellabor
— morgendliches Serum-Cortisol

l ,,

Ergebnisse nicht mit Cortisol 4
Nebennieren- Kalium <> oder T
insuffizienz vereinbar Natrium <> oder {
Alternative Diagnose? ACTH Stimulationstest:

— Gabe von 250 ug ACTH
— Bestimmung basales
ACTH, Cortisol nach 30

und 60 min
i v i
Physiologische Cortisol 4 Cortisol
Ergebnisse ACTH T ACTH |
Alternative Diagnose? Primare Sekundare
Nebenniereninsuffizienz Nebenniereninsuffizienz

v

Identifikation der Ursache
— Messung von 21-Hydroxylase-
Antikoérpern
— CT der Nebenniere

Abbildung 4: Algorithmus bei Verdacht auf Nebenniereninsuffizienz (in Anlehnung an
Michels & Michels, 2014).
Zur Diagnostik einer Nebenniereninsuffizienz ist der ACTH-Kurztest, auch ACTH-
Stimulationstest genannt, der diagnostische Goldstandard. Fir ihn werden 250 pug von
meist synthetisch hergestelltem ACTH oder ACTH-Analoga intravends verabreicht und
anschlielend die Cortisolspiegel im Blut nach 30 bzw. 60 Minuten gemessen. Die
Testprotokolle selbst unterscheiden sich teilweise, fur die Vorteile der jeweiligen
Verwendung gibt es jedoch wenig Evidenz. Die Grenzwerte zur Diagnose einer
Nebenniereninsuffizienz sind abhangig von der Messmethode und insbesondere von

dem verwendeten Antikdrper bei Immunoassays. Sie liegen jedoch ungefahr bei
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18 ug/dl. Die Sensitivitat des hier beschriebenen Kurztests fir die Diagnose einer
primaren Nebenniereninsuffizienz ist mit 92 % (Konfidenzintervall = 81-97 %)
beschrieben. Die gemessene Cortisolkonzentration ist durch die vorhergehende
Stimulation nicht tageszeitabhangig. Es kann bei Patienten in kritischem
Allgemeinzustand von einem ACTH-Kurztest abgesehen werden, der nach der zunachst
dringlichen Substitution im spateren Verlauf durchgefiihrt werden muss. Bei der
Interpretation mussen jedoch allgemeine Faktoren bertcksichtigt werden, die den

Cortisolspiegel im Blut verandern, wie die CBG-Konzentration (Bornstein et al., 2016).

Zur Diagnosestellung in lebensbedrohlichen Situationen oder als Screeningtest kann die
Messung des ACTH-Spiegels mdglichst verbunden mit der morgendlichen
Cortisolbestimmung im Blut ausreichen, denn die Therapie sollte schnellstmdglich
eingeleitet werden. Hierbei gilt fir Cortisol ein Grenzwert von 5 pg/dl bei einer ACTH-
Konzentration zweifach Uber dem Referenzintervall des verwendeten Assays fir die
Diagnose einer primaren Nebenniereninsuffizienz. Im Unterschied dazu ist bei der
sekundaren bzw. tertidren Nebenniereninsuffizienz der ACTH-Spiegel (grenzwertig)
erniedrigt (Charmandari et al., 2014). Jedoch sollte immer ein ACTH-Kurztest
nachfolgen (Bornstein et al., 2016). Schwierig macht die Interpretation allerdings, dass
der morgendliche Serumcortisolspiegel einer gesunden Referenzpopulation mit 4—
20 pg/dl in einem ahnlichen Bereich liegt wie der Cut-off (Charmandari et al., 2014; EI-
Farhan et al., 2013; Endert, Ouwehand, Fliers, Prummel, & Wiersinga, 2005). So wurden
in der Literatur Werte zwischen 10 ug/dl und 20 ug/dl verwendet, um eine
Nebenniereninsuffizienz sicher ausschlieen zu kdnnen (Erturk, Jaffe, & Barkan, 1998;
Michels & Michels, 2014; Schmidt, Lahner, Mann, & Petersenn, 2003). Eine weitere
Form der Bestimmung der Cortisolkonzentration im Korper ist die Messung des
Cortisols im Speichel. Dies hat sich in letzter Zeit als Alternative entwickelt und wird
meist im Rahmen der Basalratenbestimmung oder bei Stimulationstest anstelle der
Cortisolbestimmung im Blut verwendet. Wohingegen die Cortisolbestimmung im Urin
zur Diagnostik der Nebenniereninsuffizienz nicht eingesetzt wird (Charmandari et al.,
2014).

Der Insulin-Hypoglykamie-Test ist der Goldstandard, um weitere Auskunft Gber die
Ursache der Nebenniereninsuffizienz zu erhalten. Dafir wird dem niichternen Patienten
ca. 0,15 IE/kg Koérpergewicht Insulin i.v. als Bolus gegeben. Dadurch tritt eine
Hypoglykamie ein, dabei werden die Blutzuckerwerte alle funf Minuten gemessen sowie
alle 15 Minuten der Cortisolgehalt des Blutes. Zusatzlich kann das Wachstumshormon
(engl. growth hormon) und ACTH bestimmt werden. Bei der ACTH-Bestimmung ist die

Praanalytik durch Eiskuhlung anspruchsvoller und durch eine grof3e Variabilitat begrenzt
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in seiner Aussagekraft (Erturk et al., 1998). Dabei gilt ein Cortisol-Peak < 18 pg/d| als
pathologisch, je nach Hohe des ACTH-Anstiegs lasst sich eine Aussage Uber die
Ursache — primar oder zentral — treffen. Da eine Hypoglykdmie potentiell
lebensbedrohlich sein kann, darf dieser Test nicht bei Patienten mit zerebro- oder
kardiovaskularen Erkrankungen oder Epilepsie durchgefiihrt werden (Charmandari et
al., 2014; Schmidt et al., 2003; Stalla, Losa, Oeckler, Muller, & von Werder, 1988).

Der ACTH-Langtest kann auch zur Unterscheidung zwischen priméarer und zentraler
Nebenniereninsuffizienz herangezogen werden. Hierfur wird Gber 8 Stunden 250 pg
ACTH intravends verabreicht. Kann durch die davor und danach gemessenen
Cortisolwerte in Blut und Urin eine Stimulierbarkeit der Nebennierenrinde festgestellt

werden, ist die Ursache zentral. Auch hier gibt es unterschiedliche Testprotokolle.

Durch einen CRH-Stimulationstest kann zwischen einer sekundaren und tertidren
Form der Nebenniereninsuffizienz unterschieden werden. Hierfur wird 1 yg/kg CRH
intravenos appliziert und die Serum-Cortisol- und Plasma-ACTH-Spiegel zwei Stunden
lang mehrfach gemessen. Patienten mit einer verminderten Biosynthese von CRH durch
eine Stérung des Hypothalamus haben einen starken Anstieg von Cortisol und ACTH.
Dies bleibt bei der sekundaren Nebenniereninsuffizienz mit Stérung der Hypophyse aus
(Charmandari et al., 2014).

In seltenen Fallen kann eine Bildgebung von Kopf oder Nebennieren Hinweise auf die
Ursache geben. Bei haufigem Vorkommen von Inzidentalomen sollte jedoch nicht allein

wegen einer auffalligen Bildgebung die Diagnose gestellt werden.

1.2.4.2 Diagnostik bei Verdacht auf Cushing-Syndrom
Zur Diagnostik bei Verdacht auf Cushing-Syndrom wird in der Regel zunachst ein
orientierender Test durchgefihrt. Danach sollte ein Bestatigungstest erfolgen und

anschlielend die Ursache untersucht werden, siehe Abbildung 5.
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Diagnostischer Algorithmus bei Verdacht auf Cushing-Syndrom

Zeichen oder Symptome eines Cushing-Syndroms

v

Ausschluss exogener Steroidzufuhr

¢\> Endokrino-
logisches

Durchfiuihrung eines der drei Tests

Konsil?
Sammel-Urin (>2 Tests) Hemmtest im Speichel (>2 Tests)

v
Cortisol T

Unauffallig ¢
Ausschluss physiologischer

Cushing-Syndrom Ursachen des Hypercortisolismus
unwahrscheinlich ¢

Endokrinologisches Konsil

v

Durchfuhrung eines oder zwei weiterer der oben genannten Tests
Mégliche Alternativen:
Dexamethason-CRH-Test, Cortisolbestimmung im Serum um Mitternacht,
l&ngerer niedrigdosierter Dexamethason-Hemmtest

l ,, l

Unauffallig Pathologisch Widerspruchlich
Cushing-Syndrom Cushing-Syndrom Weiterfiihrende
unwahrscheinlich Diagnostik

Abbildung 5: Diagnostischer Algorithmus bei Verdacht auf Cushing-Syndrom (in
Anlehnung an Nieman et al., 2008).
Ein orientierender Test kann die Bestimmung des freien Cortisols im 24-h-Sammel-
Urin sein. Dazu wird jeweils der Urin eines ganzen Tages bis zum nachsten Morgenurin
gesammelt. Durch die Bestimmung allein des freien Cortisols kommt es nicht zu
Messfehlern durch proteingebundenes Cortisol wie im Blut. Allerdings ist die
Bestimmung abhangig von der Nierenfunktion. Ab einer Kreatinin-Clearance < 60 ml/min
kann es zu falsch niedrigen Werten kommen. Eine erhdhte Flussigkeitsaufnahme
(> 5 I/d) erhdht den Cortisolwert im Urin. Zur Verbesserung der diagnostischen Qualitat

sollte die Sammlung an mindestens zwei Tagen erfolgen. Da der Test stark abhangig
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von der Compliance der Patienten ist, sollte eine genaue Aufklarung und detaillierte
Anleitung erfolgen. Korrekt durchgefuhrt zeigt dieser Test eine hohe Sensitivitat und
Spezifitat (Deutschbein et al., 2011; Maidana et al., 2013; Popp, 2018).

Ein weiterer orientierender Test ist die spat abendliche Cortisolkonzentration im
Speichel, wobei um Mitternacht (oder beim Zubettgehen) tber ein Wattestabchen oder
ein kleines Gefal® Speichel gesammelt wird. Die Cortisolkonzentrationen im Speichel
zeigen eine gute Korrelation mit den Blutkonzentrationen und sind bei Gesunden
normalerweise < 145 ng/dl. Durch die recht problemlose und kostenglnstige
Durchfihrbarkeit, kann dieser Test zur Aufdeckung eines zyklischen Cushing-Syndroms
mehrfach angewendet werden (Deutschbein et al., 2012; Deutschbein et al., 2009;
Nieman et al., 2008; Trifonova, Gantenbein, Turner, & Muller, 2013).

Als weiterer Test kann ein kurzer niedrigdosierter Dexamethason-Hemmtest
erfolgen. Dieser wird durch die Einnahme von 1 mg Dexamethason am Abend um
23 Uhr eingeleitet, am nachsten Morgen zwischen acht und neun Uhr wird dann der
Cortisolspiegel im Blut gemessen. Sollte der Cortisolspiegel erniedrigt sein, weist dies
auf eine hypophyséare Ursache hin. Falls sich keine Suppression des Cortisols zeigen
lasst, handelt es sich meist um eine ektope Ursache. Mit einem Cut-off bei 1,8 ug/dl
weist der Test bei einer hohen Sensitivitat eine niedrige Spezifitat auf (Deutschbein et
al., 2009; Nieman et al., 2008; Popp, 2018).

Auch ein langerer niedrigdosierter Dexamethason-Hemmtest bietet sich mit einer
héheren Spezifitat an, allerdings, je nach Studie, mit geringerer Sensitivitat. 48 Stunden
lang wird 0,5 mg Dexamethason alle sechs Stunden eingenommen (insgesamt also 2
mg taglich) mit Beginn um neun Uhr morgens. Am darauffolgenden Tag wird Cortisol im
Serum um neun Uhr gemessen. Je nach Autor ergeben sich Unterschiede im Protokoll
und in den Grenzwerten (Newell-Price, Bertagna, Grossman, & Nieman, 2006; Nieman
et al., 2008).

Die Bestimmung des freien Cortisols im Urin und der niedrig dosierte Dexamethason-
Hemmtest scheinen am ehesten ein Cushing-Syndrom detektieren zu kénnen. Fur einen
Ausschluss der Diagnose in nicht vorselektiertem Patientenkollektiv scheinen diese wie
die anderen genannten Tests nur begrenzt anwendbar zu sein (Elamin et al., 2008). Bei
Hinweisen auf pathologische Testergebnisse sollte immer noch ein zweiter Test
durchgefuhrt werden und der Patient in eine endokrinologische Behandlung verwiesen
werden. Fur die zweite Testung kann ein anderer der oben beschriebenen Tests
angewendet werden oder einer der beiden nachfolgenden Tests (Guignat & Bertherat,

2010).
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Die Bestimmung des Cortisols im Serum um Mitternacht gibt Anhalt fir ein Cushing-
Syndrom, falls der Wert nicht das physiologische nachtliche Absinken zeigt, sondern
weiterhin erhdht bleibt. Allerdings muss dieser Test in stationdrem Umfeld erfolgen, da

die Blutentnahme beim schlafenden Patienten erfolgen soll.

Durch einen kombinierten Dexamethason-CRH-Test soll die Testscharfe verbessert
werden. Das Testprotokoll ahnelt dem langeren niedrigdosierten Dexamethason-
Hemmtest, allerdings erfolgt hier zwei Stunden nach der letzten Dexamethason-Gabe
eine einmalige intraven6se CRH-Gabe. Die Cortisolmessung erfolgt nach 15 Minuten.
Bei Gesunden wird die Cortisolausschuttung unterdriickt. Patienten mit Morbus Cushing
zeigen so haufiger eine Erhéhung des Cortisol- und des ACTH-Wertes als bei alleiniger
Dexamethason-Gabe. Allerdings ist auch hier die Spezifitdt und Sensitivitat
unterschiedlich je nach Studie (Alwani et al., 2014; Nieman et al., 2008).

Erhartet sich der Verdacht auf einen Hypercortisolismus durch Ubereinstimmende
pathologische Ergebnisse hilft bei der Ursachenforschung der Blick auf den ACTH-
Spiegel im Blut. Hierbei ist die Praanalytik anspruchsvoll, denn die Bestimmung
erfordert die Blutabnahme in ein geklhltes EDTA-Rohrchen, das weiterhin gekuhlt im
Labor sofort analysiert werden sollte. Die Verwendung von hochsensiblen Assays ist
besonders wichtig, um ACTH nachweisen zu kénnen und die Konzentration adaquat
bestimmen zu kénnen. Falls ACTH dennoch nicht nachweisbar sein sollte (< 10 pg/ml),
Cortisol aber erhéht ist, spricht dies fur ein adrenales Cushing-Syndrom. Allerdings kann
der ACTH-Spiegel in manchen Fallen nicht vollstdndig unterdrickt und der
Cortisolspiegel zeitweise normal sein. ACTH-Spiegel tber 20 pg/ml sprechen fir eine
ACTH-abhangige Ursache. Ein hoéherer ACTH-Spiegel spricht flr eine ektope
Produktion, allerdings gibt es hier Uberlappungen mit hypophysérem Cushing-Syndrom.
Bei dazwischen liegenden Werten muss ein weiterer Test vorgenommen werden
(Arnaldi et al., 2003; Nieman et al., 2008; Raff & Carroll, 2015).

Ein weiterer Test ist der hoherdosierte Dexamethason-Hemmtest. Die Sekretion der
meisten hypophysaren Adenome ist durch hohe Dexamethasondosen noch
unterdriickbar, im Gegensatz dazu sind ektope Tumore meist unabhangig von den
Rickkopplungsmechanismen. Auch in adrenalem Cushing-Syndrom findet keine
Unterdriickung der Cortisolsekretion statt, da sie bereits unabhangig von den stark
erniedrigten ACTH-Spiegeln sind. Wiederum sind die beschriebenen Testprotokolle
nicht einheitlich, doch mit keinem kann eine vollstdndige Diskrimination zwischen
Morbus Cushing und ektoper Cortisolproduktion erreicht werden (maximale Sensitivitat
80 %). Unter den beschriebenen Tests ist ein zweitagiger oraler hoch dosierter

Dexamethasontest (2mg alle 6 Stunden), eine einmalige orale 8 mg
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Dexamethasongabe und eine einmalige intravendse 4—7 mg Dexamethasongabe vor
Mitternacht. Die Bestimmung des Cortisolspiegels erfolgt in Plasma oder Urin und wird

vor, wahrend und nach der Dexamethasongabe bestimmt (Arnaldi et al., 2003).

Der im Zusammenhang mit einer verminderten Cortisolproduktion beschriebene
Corticotropin-Stimulationstest kann auch zur Unterscheidung zwischen adrenalem
und hypophysarem Cushing dienen. Die Durchfihrung erfolgt analog. Bei der
Interpretation spricht keine oder eine geringe Cortisol- oder ACTH-Antwort auf den CRH-
Stimulus fir eine adrenale Genese. Die meisten hypophysaren, aber auch wenige
ektope, ACTH-produzierende Tumore verstarken auf den CRH-Stimulus hin ihre
sekretorische Aktivitat (Arnaldi et al., 2003).

Wenn nun also durch die Hormonbestimmung und Stimulationstests ein eindeutiger
Verdacht auf die Ursache des Hypercortisolismus gegeben ist, sollte eine zielgerichtete
Bildgebung der Hypophyse oder der Nebennieren erfolgen. Dabei ist jedoch zu
beachten, dass ca. 10 % der Bevdlkerung ein Inzidentalom in der Hypophyse aufweisen
(Labeur et al., 2006). Zur Sicherung der Diagnose kann bei ansonsten nicht
zielfGhrender Diagnostik eine spezielle Blutentnahme mit ACTH-Bestimmung bei einer
Sinus-Petrosus-Katheterisierung in spezialisierten Zentren erfolgen. Bei V.a. eine
ektope ACTH-Produktion sollte ein Computertomogramm oder
Magnetresonanztomogramm von Hals, Thorax oder Abdomen erfolgen (Arnaldi et al.,
2003; Schéaffler, 2015).

1.2.4.3 Diagnostische Verfahren unter Hydrocortisonsubstitution

Das Therapiemonitoring bei Substitution mit Hydrocortisonpraparaten ist vielgestaltig.
Zur Bestimmung der adaquaten Hydrocortisondosierung konnte sich noch kein
einfaches Verfahren durchsetzen. Einige Autoren verzichten auf ACTH-Konzentrations-
Bestimmungen und passen die Dosis nach klinischen Kriterien an, wie Gewicht,
Blutdruck und Stimmung (Bornstein et al., 2016). Betroffenen Patienten bereitet ihre
Medikation jedoch Schwierigkeiten, so geben einige sogar an sie zu hassen. Hierdurch
ist die Lebensqualitat reduziert (Tiemensma et al., 2014). Zu den Mdglichkeiten ein
Rezidiv im Falle eines Hypercortisolismus moglichst frihzeitig erkennen zu kénnen,
zahlen die biochemischen Tests, die auch zur Primardiagnostik angewendet werden. So
sind die Messung des nachtlichen Cortisolspiegels im Speichel, die Messung des freien
Cortisols im Sammelurin oder ein niedrigdosierter Dexamethason-Hemmtest daflr
geeignet, problematisch ist dabei jedoch, dass die Substitution ggf. kurzzeitig abgesetzt

werden muss (Findling et al., 2016).
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1.3 Aktueller Stand der Forschung zur Nachweisbarkeit von
Cortisol im Haar

Wahrend Haaranalysen schon langere Zeit vor allem zur qualitativen Detektion
kdérperfremder Substanzen in Drogen- oder Dopingscreenings genutzt werden (Gaillard,
Vayssette, & Pepin, 2000; Raul et al., 2004), zeigt sich in den letzten Jahren ein
besonderes Augenmerk auf quantitativen Analysen korpereigener Substanzen zum
besseren Verstandnis pathophysiologischer Zusammenhange (Cassani & Spiehler,
1993; Meyer & Novak, 2012; Russell et al., 2012; Stalder & Kirschbaum, 2012; Wennig,
2000).

Verschiedenen kleinere Studien zeigen, dass Cortisol im Haar nachweisbar ist und die
koérpereigene Cortisolsekretion Uber einen langeren Zeitraum hinweg widerspiegelt
(Manenschijn et al., 2012; Thomson et al., 2010; Wester et al., 2017). Die Starke des
Zusammenhangs zwischen den Haarproben und den korrespondierenden jeweiligen
Speichel-, Blut- oder Urinproben nimmt mit der Anzahl der zueinander in Beziehung
stehenden Proben zu (D'Anna-Hernandez et al., 2011; Herane Vives et al., 2015;
Iglesias et al., 2015; Short et al., 2016; Stalder & Kirschbaum, 2012; van Holland, Frings-
Dresen, & Sluiter, 2012; Xie et al., 2011).

Zunachst wurde Haarcortisol vor allem in Studien zu Stress gemessen (Bates, Salsberry,
& Ford, 2017; Gow et al., 2010; Sauve et al., 2007; Stalder & Kirschbaum, 2012). Spater
wurden weitere Erkrankungen wie Angststérungen (Luo et al., 2012; Steudte et al.,
2011), Depression (Staufenbiel, Penninx, de Rijke, van den Akker, & van Rossum, 2015;
Wei et al., 2015), Ubergewicht und kardiovaskulare Erkrankungen (Manenschijn, Koper,

Lamberts, & van Rossum, 2011) in einzelnen kleineren Studien untersucht.

Um 2012 erschienen verschiedene Metaanalysen, die zum einen den Zusammenhang
von Haarcortisol mit psychiatrischen oder somatischen Erkrankungen naher
beleuchteten und zum anderen die Methoden der Haaranalysen selbst
zusammenfassten und kritisch hinterfragten (Meyer & Novak, 2012; Russell et al., 2012;
Stalder & Kirschbaum, 2012; Staufenbiel, Penninx, Spijker, Elzinga, & van Rossum,
2013). Um eine groRere Vergleichbarkeit zu ermoglichen wurden vereinzelt
Ringversuche  verschiedener Laboratorien und  Vergleiche verschiedener
Messmethoden wie ELISA und Massenspektrometrie unternommen (Russell et al.,
2015; R. Slominski, Rovnaghi, & Anand, 2015). 2016 verdffentlichte Abell Daten eines
grofRen Kollektivs. Im Rahmen der Whitehall 1l Studie wurde bei Gber 3000 britischen
Beamten zusammen mit anderen Parametern der Haarcortisolspiegel bestimmt (Abell et

al., 2016). Immer mehr Zusammenfassungen und grofiere epidemiologische Studien
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konnten verdffentlicht werden (Herane Vives et al., 2015; Staufenbiel, Penninx, et al.,
2015; Wester & van Rossum, 2015; Wosu, Valdimarsdottir, Shields, Williams, &
Williams, 2013).

Zunehmend ricken endokrinologische Erkrankungen mit Veradnderungen des
Cortisolspiegels in den Vordergrund (Manenschijn et al., 2012; Thomson et al., 2010;
Wester et al., 2017). Auch der Zusammenhang der endogenen Cortisolproduktion mit
dem metabolischen Syndrom ist Gegenstand der Forschung (Constantinopoulos et al.,
2015; Kuehl et al., 2015; Stalder et al., 2013).

1.4 Einflussfaktoren des Haarcortisolspiegels in der
Literatur

In der Literatur wurden verschiedene Faktoren, die einen Einfluss auf die Konzentration
des Cortisols im Haar haben kénnten, untersucht und beschrieben. Weder stimmten die

Ergebnisse immer Uberein, noch wurden dieselben Parameter erhoben.

Frauen scheinen, ebenso wie jlingere Personen, einen geringeren Haarcortisolspiegel
aufzuweisen als Manner (Abell et al., 2016; Staufenbiel, Penninx, et al., 2015), wobei die
Einnahme von oralen Kontrazeptiva dies zusatzlich beeinflusst (Staufenbiel, Penninx, et
al., 2015). Dies wurde zuvor bereits fur Cortisol im Speichel bestatigt (Martens,
Lemmens, Adam, & Westerterp-Plantenga, 2012). Sowohl Haarwachstum als auch
Haarfarbe weisen interindividuelle wie ethnische Unterschiede auf, bei denen sich
teilweise eine Auswirkung auf den Haarcortisolspiegel zeigen lie3 (Loussouarn et al.,
2005; Luo et al., 2012; Staufenbiel, Penninx, et al., 2015).

Recht eindeutig zeigt sich der Einfluss von gréBeren mit Stress verbundenen
Lebensereignissen oder Erkrankungen, die eine Erhéhung des Haarcortisolspiegels mit
nachfolgender Erniedrigung bewirken (Grassi-Oliveira et al., 2012; Karlen, Ludvigsson,
Frostell, Theodorsson, & Faresjo, 2011; Steudte et al., 2011).

Weitere Faktoren, denen ein Einfluss auf den Cortisolgehalt im Haar zugerechnet wurde,
waren Alkohol und Nikotinkonsum (Braig et al., 2015; Dettenborn, Tietze, Kirschbaum,
& Stalder, 2012) sowie physische Aktivitat (Staufenbiel, Penninx, et al., 2015) und
Parameter des metabolischen Syndroms wie Ubergewicht und hoher Blutdruck (Braig et
al., 2015; Kuehl et al., 2015).

Der Cortisolgehalt im Haar, unabhangig vom individuellen systemischen Cortisolspiegel,
wird durch Haarfarben und eine langere Lagerung der Proben verringert (Hoffman,

Karban, Benitez, Goodteacher, & Laudenslager, 2014). Auch Haarwaschen und Seife
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verringern den messbaren Cortisolgehalt im Haar (Hamel et al., 2011). Widerspruchliche
Angaben werden zu jahreszeitliche Schwankungen gemacht, Abell fand im Sommer
verringerte Werte (Abell et al., 2016) und Staufenbiel im Winter (Staufenbiel, Penninx, et
al., 2015). Die Haarcortisolkonzentration nimmt vom Haaransatz bis zu den Spitzen

normalerweise stetig ab (Dettenborn, Tietze, Bruckner, & Kirschbaum, 2010).

Daruber hinaus gibt es Zusammenhange, die Uber den Einzelnen hinausgehen. So
beeinflusst der mdtterliche Bildungsgrad den kindlichen Stress, der sich im
Haarcortisolspiegel des Kindes widerspiegelt (Bosma et al., 2015; Vaghri et al., 2013).
Bei niederlandischen Grundschulkindern korrelierten sogar die Postleitzahlen im Sinne

soziodkonomischer Unterschiede mit dem Haarcortisolspiegel (Vliegenthart et al., 2016).

Die Messung des Haarcortisols in verschiedenen Laboren erfolgte auf verschiedene
Arten und erbrachte unterschiedliche Messbereiche. Grundsatzlich wurden entweder
immunologische Methoden verwendet, wie Electro-chemiluminescence-immuno-Assay
(Wei et al., 2015), Chemiluminescence-immuno-Assay (Dettenborn et al., 2012), Radio-
immuno-Assay (Karlen et al., 2011) und ELISA (Xiang, Sunesara, Rehm, & Marshall,
2016), oder Massenspektrometrie (Abell et al., 2016; Noppe, de Rijke, Dorst, van den
Akker, & van Rossum, 2015). Die Vorbereitung der Haarproben, ob pulverisiert oder
geschnitten, beeinflusste den Haarcortisolspiegel (Herane Vives et al., 2015). Meistens
wurde allein Cortisol bestimmt, aber auch Cortison zeigte sich in einigen Studien als

aussagekraftiger Parameter (Kuehl et al., 2015; Stalder & Kirschbaum, 2012).

1.5 Aktueller Stand der Forschung zur Nachweisbarkeit von
Cortisol im Fingernagel

Bisher wurden wenige Versuche verdffentlicht, Cortisol in Fingerndgeln zu messen.
Bereits 2010 wurde DHEA und Cortisol in Fingernageln mittels antikbrperbasierter
Methoden gemessen, allerdings erschien dabei DHEA zuverlassiger zu messen (Russell
et al, 2012; Warnock et al., 2010). Mit der zunehmenden Verbreitung von
Massenspektrometern konnten zahlreichere und gréRBer angelegte Studien damit
durchgefuhrt werden (Ben Khelil et al., 2011; Binz et al., 2018; Higashi et al., 2016;
Voegel et al., 2018). Hierbei zeigten sich wiederum psychiatrische Kohortenstudien als
aussagekraftig. Von Vorteil ist, dass Fingernagelschneiden in den meisten Kulturen als
weniger belastend empfunden wird als die Entnahme von Haarstrdhnen. Genauere
Analysen der Einflisse auf den Cortisolspiegel in Fingernageln stehen allerdings noch
aus (Doan, DeYoung, Fuller-Rowell, Liu, & Meyer, 2018; Herane-Vives et al., 2018;
Izawa et al., 2015).
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1.6 Zielsetzung

In Zusammenschau der aktuellen Literatur zeigt sich die Messung des Cortisolspiegels
in Haar und Fingernagel als vielversprechender Parameter zur Diagnostik bei

endokrinologischen Erkrankungen, die den Cortisolhaushalt betreffen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Etablierung dieser kurzlich beschriebenen
Methode zur Cortisolbestimmung im Rahmen der endokrinologischen klinischen
Forschung, die Erprobung alternativer Bestimmungsmadglichkeiten des Cortisolspiegels
und die Implementierung der Haarcortisolmessung in die klinische Routine. Es wurden
verschiedene Messprotokolle miteinander verglichen, ihre Praktikabilitat Gberpruft und
mogliche beeinflussende Variablen des Haarcortisolspiegels untersucht. Dabei konnte
auf bereits verodffentlichte Erfahrungen aus groRen Kohortenstudien oder
Einzelfallbeschreibungen zurlickgegriffen werden. Der Fokus der Arbeit liegt auf der
Notwendigkeit der Etablierung von Einflussfaktoren, laborinternen Referenzwerten

sowie der externen Validierung.

Erganzend wird im Rahmen einer monozentrischen, nicht-interventionellen Studie ein
Vergleich des Haarcortisolspiegels zwischen einem Kollektiv gesunder Probanden und
einem Kollektiv von Patienten mit Stérungen des Cortisolstoffwechsels gezogen. Damit
wird die Anwendbarkeit der Methode in der klinischen Routine hinsichtlich ihrer
diagnostischen  Aussagefahigkeit zum  Vorliegen einer Erkrankung des
Cortisolstoffwechsels, insbesondere zur Feststellung der Krankheitsaktivitat bei
Hypercortisolismus und zur Angemessenheit der Hydrocortisonsubstitution bei

Nebenniereninsuffizienz auf individueller Ebene eingeschatzt.
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2 Methodik
2.1 Ethische Aspekte

Vor Studienbeginn wurde die Erklarung der Ubereinstimmung der Studie mit der
Deklaration von Helsinki abgegeben und die zustandige Ethikkomission erkannte ihr am
29.12.2015 die ethisch-rechtliche Unbedenklichkeit zu. Die Studie wurde an
erwachsenen Probanden und Patienten durchgefuhrt, deren schriftliche Einwilligung
nach Aufklarung vorlag. Die Teilnahme an der Studie war freiwillig. Die Probanden
erhielten eine Aufwandsentschadigung in Héhe von zehn Euro. Alle Daten wurden direkt
nach der Erhebung anonymisiert und einer zufélligen Identifikationsnummer zugeordnet.
Die Patienten wurden im Rahmen der nationalen Datenbank NeoExNet (Exzellenz-

Netzwerk fur neuroendokrine Tumoren) rekrutiert.

2.2 Zusammensetzung der Studienkohorte

Zunachst wurden gesunde Probanden gesucht per Annonce auf der Website des Max-
Planck-Instituts flr Psychiatrie, Uber das Onlineportal der Medizinischen Fakultat der
Technischen Universitdt Minchen und Uber neue soziale Medien und Online-
Plattformen. Dabei waren Haare am Hinterkopf kirzer als drei Zentimeter sowie eine

systemische Cortisolbehandlung innerhalb des letzten Monats Ausschlusskriterien.

Weiterhin konnte auf Studiendaten sowie Haarproben von Patienten mit Stérungen des
Cortisolhaushaltes, vornehmlich Morbus Cushing und Nebenniereninsuffizienz,
zuruckgegriffen werden, die sich in Behandlung der endokrinologischen Ambulanz des
Max-Planck-Instituts ~ fur Psychiatrie befanden und ihr Einverstandnis zur
Studienteilnahme im Rahmen des Exzellenz-Netzwerkes fir neuroendokrine Tumoren

gegeben hatten.

2.2.1 Probandenkollektiv

An der Studie nahmen 112 gesunde Personen teil. Ein Proband wurde wegen
Medikamenteneinnahme nicht bei den weiteren Analysen aufgeflhrt, da eine
Veranderung des Cortisolhaushalts nicht ausgeschlossen werden kann. Die Sammlung
der Haarproben und die Erhebung der Daten fand im Zeitraum vom 05.01.2016 bis
22.08.2016 statt.

2.2.2 Patientenkollektiv

Von 63 Patienten der endokrinologischen Ambulanz des Max-Planck-Instituts fir

Psychiatrie in Mlinchen konnten Haarstrdhnen von z.T. verschiedenen Zeitpunkten und

23



Methodik

klinische Routineparameter verwendet werden. Die Haarproben stammten aus dem
Zeitraum vom 18.09.2013 bis 06.04.2016. Bei neun Patienten, die sich in der
endokrinologischen Ambulanz  vorgestellt hatten, konnte nach eingehender
Untersuchung die Verdachtsdiagnose Cushing-Syndrom wieder verworfen werden. So
wurden sie zur Gruppe der gesunden Probanden gezahlt. Die meisten Haarstrahnen
wurden zur Untersuchung der Einflussfaktoren auf den Haarcortisolspiegel verwendet.
Strahnen von 3 Patienten wurden ausschlie3lich fur methodologische Untersuchungen

verwendet.

2.3 Erhebung der Parameter

2.3.1 Datenerhebung durch Fragebodgen

Die gesunden Probanden fillten verschiedene Fragebdgen aus, um mdgliche
Einflussfaktoren auf den Haarcortisolspiegel zu erfassen. Ein eigens fir diesen Zweck
entworfener Fragebogen beinhaltete Alter und Geschlecht, Medikamenteneinnahme,
Rauch- und Trinkverhalten, Fragen zu Haar- und Fingernagelbehandlungen sowie bei

Frauen Angaben zur hormonellen Verhutung.

Weiterhin ~ wurden  standardisierte =~ Fragebogen zu  Personlichkeit  und
neuropsychiatrischen Aspekten verwendet. Der Spielberger State-Trait-Angstinventar,
kurz STAI, besteht aus zwei Fragebégen mit je 20 Punkten zu Geflhlen. Der erste
Fragebogen misst die momentane Angst, der zweite das Angstgefihl im Allgemeinen.
Dabei werden sowohl positive wie negative Aspekte angesprochen, die dann
entsprechend ausgewertet werden. Jede Skala ergibt Ergebniswerte zwischen 20 und
80 Punkten, wobei Werte zwischen 20 und 40 Punkten ein normales Angstverhalten
nahelegen, als Cut-off gelten 50 Punkte zu einem Ubermafigen Angstempfinden
(Iglesias et al., 2015).

Der Beck-Depressions-Inventar-Il (BDI-II) wurde verwendet, um depressive Symptome
zu detektieren. Der Fragebogen enthalt 21 Gruppen von Fragen Uuber den
Gemutszustand in den letzten zwei Wochen mit einem Grad der Auspragung von jeweils
0 bis 3. Bei einer Spanne von 0-63 Punkten liegt bei 13 Punkten der Cut-off zu einer
milden Depression. ((AWMF), 2015; Hautzinger, Bailer, Worall, & Keller, 1994; Olivera-
Figueroa et al., 2015).

2.3.2 Korperliche Untersuchung

Eine korperliche Untersuchung zu Grofle, Gewicht, Blutdruck, Puls, HUft- und
Taillenumfang wurde durchgefiihrt. Zur Berechnung des Body-Mass-Index (BMI) wurde

zum einen das Gewicht, das durch eine geeichte Waage der Ambulanz des Max-Planck-
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Instituts fur Psychiatrie (Body Composition Analyzer BC-418 MA Tanita Corporation,
Tokyo) bestimmt wurde, verwendet, und zum anderen die Gré3e der Probanden, die
mithilfe einer Messlatte Dr. Keller | (Ldngenmefitechnik GmbH Limbach-o.) ermittelt
wurde. Der Blutdruck wurde mit einer Blutdruckmanschette auskultatorisch manuell und
der Puls palpatorisch ermittelt. Mit einem Malband wurde an der starksten Stelle Gber
der Hufte der Huftumfang und zwei Zentimeter unterhalb der Rippen waagrecht der

Taillenumfang gemessen.

Bei den Patienten konnte weiterhin auf Laborwerte zurickgegriffen werden. Eine
Einordnung des Blutfettgehalts wurde im Serum uber die Hohe der Triglyceridwerte
in mg/dl vorgenommen. Die Bestimmung der y-GT in U/l als ein Leberenzym gab
Auskunft Uber die Leberfunktion. Uber den HbA1c-Wert in % aus dem EDTA-Plasma
lied sich eine Aussage Uber die Blutzuckerkonzentrationen der letzten sechs Wochen

treffen.

Die Substitutionsdosis einer modglichen Hydrocortisontherapie und das verwendete
Praparat, wie etwa sofort wirksames Hydrocortison oder das dual-release Praparat

Plenadren® wurde den Aufzeichnungen der Patientenakte entnommen.

Von einigen gesunden Probanden wurden Speichelproben zur DNA-Untersuchung

entnommen, diese wurden jedoch fur diese Studie noch nicht ausgewertet.

2.3.3 Entnahme der Haarstrahnen

Da am Hinterkopf das Haarwachstum am regelmafigsten ist und somit ein ungefahres
Wachstum von einem Zentimeter pro Monat angenommen werden kann, wurden zwei
Haarstrahnen von dort entnommen (Sauve et al., 2007; Wennig, 2000). Dazu wurden
zunachst mit einem Faden die im Durchmesser 2-3 mm dicken Haarstrahnen abgeteilt
und dann mit einer Friseurschere direkt am Haaransatz abgeschnitten. Zur
Aufbewahrung wurden die Haarstrahnen in Aluminiumfolie eingeschlagen, bis zur
weiteren Verwendung bei Raumtemperatur gelagert und vor Feuchtigkeit und

Sonnenlicht geschitzt.

2.3.4 Entnahme der Fingernagel

Die Fingernagel wurden mit einer haushaltsublichen Nagelschere so nah wie moglich
am Hyponychium von den Probanden selbst abgeschnitten und ebenfalls in
Aluminiumfolie aufbewahrt. Verwendet wurden diejenigen Nagelstlicke, die zusammen

mindestens 5 mg wogen, um genugend Material fUr die Messungen zu erhalten.
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2.4 Probenaufbereitung

2.4.1 Aufbereitung der Materialien

Bei allen Haarproben wurde der zu messende Anteil der Haarstrdhne mit einer
handelsublichen Haarschere abgeschnitten. Fir die meisten Versuche wurden die
ersten 30 mm Haare verwendet, die je nach Strahnendicke zwischen 10 und 80 mg Haar
enthielten. Bei methodologischen Untersuchungen wurden teilweise auch langere

Haarstrahnen verwendet. Die Haare wurden nicht gewaschen.

Der grofite Teil der Proben wurde mit einer Retsch Schwingmihle MM400 in einem
Mahlbecher gemahlen. Mithilfe des YSTP-01 Stat-Pen lonisierungsstabes (Sartorius)
konnten 10 mg Haar auf der Analysenwaage New Classic MS von Mettler Toledo
abgewogen werden. Dieser Teil wurde mit A bezeichnet. Ein kleinerer Teil wurde
alkalisch hydrolysiert. Dies wurde Teil B genannt. AnschlieRend wurde bei allen
Haarproben das Cortisol mit Methanol (Sigma 494437) extrahiert. Der Cortisolgehalt der
Proben wurde immunologisch (Teil C) und teilweise massenspektrometrisch (Teil D)
bestimmt. Massenspektrometrische Analysen wurden zum einen im Genome Analysis
Center des Helmholtz Zentrums Minchen und zum anderen im Labor der Klinischen

Chemie des Max-Planck-Instituts flur Psychiatrie durchgefuhrt.

Die Fingernagel wurden analog Teil B aufbereitet, allerdings stand dabei weniger
Material zu Verfugung, so dass 5 mg Fingernagel verwendet wurden. Die Methoden sind

in Abbildung 6 in einer Ubersicht dargestellt und werden im Folgenden genauer erlautert.

Haare Fingernagel
v . v
A - Pulverisierung B - Hydrolyse
. > ’
C - ELISA D - Massenspektrometrie

Abbildung 6: Ubersicht der verwendeten Methoden zur Cortisolbestimmung.
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2.4.2 Pulverisierung (Teil A)

30 mm Haare vom Haaransatz wurden ohne weitere Vorbehandlung mithilfe des Stat-
Pen lonisierungsstabes in einen 25 ml fassenden Mahlbecher eingefullt und mit einer
Stahlkugel von 15 mm Durchmesser durch die Retsch Schwingmihle MM 400
funf Minuten lang bei 30 Hz fein gemahlen. Von den gemahlenen Proben wurden 10 mg
auf der Analysenwaage New Classic MS von Mettler Toledo abgewogen und in ein
Polystyrol-(PS)-Spitzrohrchen gegeben. Die verbleibende Haarmenge wurde flr
eventuelle Nachmessungen und weitere Versuche in verschlossenen PS-Spitzréhrchen
im Kuhlschrank gelagert. In Vorversuchen zeigte PS gunstigere Eigenschaften fur die
Wiederfindung zugesetzten Hydrocortisons als Polypropylen oder Glas. In den mit
Stopfen verschlossenen PS-Spitzrohrchen wurde fir die Extraktion das Cortisol mit 1 ml
100 % Methanol (Sigma 494437) Uber 24 Stunden bei Raumtemperatur im Haake
Buchler Instruments Evapotec Vortex Evaporator 4322000 auf Stufe 2 geschuttelt. Nach
10-minutiger Zentrifugation durch die Heraeus Multifuge 4KR mit 4000 upm wurde der
Uberstand abpipettiert bzw. abgegossen. Das Haarpellet am Boden wurde verworfen.
Der Uberstand wurde in einem neuen PS-Spitzrohrchen (iber weitere mindestens
24 Stunden bei Raumtemperatur evaporiert bis zur vollstdndigen Trocknung der
Cortisollésung. Danach wurden die Proben entweder sofort weiterverarbeitet oder mit

Stopfen verschlossen lichtgeschitzt bei 6 °C gelagert.

2.4.3 Alkalische Hydrolyse (Teil B)

Die geschnittenen und abgewogenen Proben wurden in ein PS-Spitzréhrchen gegeben
und mit 400 ul 1-molarer Kalilauge bei 54 °C 30 Minuten lang inkubiert. Durch eine
anschlieftende Zentrifugation (4000 upm, 5 min) wurde sichergestellt, dass das gesamte
Material von der Lauge bedeckt war, danach wurde die Inkubation weitere 18 Stunden
bei 54 °C fortgesetzt. Die Neutralisation erfolgte mit 67 yl 3-molarer Schwefelsaure.
AnschlieRend wurde das Cortisol mit 1 ml 100 % Methanol (Sigma 494437) herausgeldst
und der Uberstand nach Zentrifugation durch die Heraeus Multifuge 4KR bei wiederum
4000 upm fiir finf Minuten abpipettiert bzw. abgegossen, der Uberstand Uber weitere
mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur bzw. im SpeedVac evaporiert und das
Cortisol luftgetrocknet. Danach wurden die Proben wiederum entweder sofort

weiterverarbeitet oder mit Stopfen verschlossen lichtgeschitzt bei 6 °C gelagert.

2.4.4 Messung mit ELISA (Teil C)

Das verwendete ELISA DetectX® Cortisol Enzyme Immunoassay Kit stammte von Arbor
Assays und kann dazu verwendet werden, den Cortisolgehalt in getrockneten Fazes,

Speichel, Urin, Serum, Plasma und Gewebeproben zu messen.
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Die Bestimmung des Cortisolgehalts bei dem verwendeten Kit beruhte auf einer
Antikorper-Antikdrper-Reaktion. Der ELISA zeigte diese immunologische Reaktion mit
einem Farbumschlag an, der indirekt proportional der in der Probe enthaltenen
Cortisolmenge entsprach. Durch verschiedene Cortisolstandards, die bei jeder Platte

mitgemessen wurden, konnte eine Standardkurve zur Umrechnung erstellt werden.

Zur Vorbereitung wurde das getrocknete Haarextrakt aus den Teilen A bzw. B wieder in
250 pl Assay-Puffer gelést, zehn Minuten im Evaporator bei Zimmertemperatur

geschuttelt und anschliefend zehn Minuten bei 4000 upm zentrifugiert.

Die cortisolhaltigen Standards und verwendeten Wasch- bzw. Assay-Puffer wurden nach
Vorschrift des ELISA-Kits vorbereitet. Zunachst wurden je 50 ul der cortisolhaltigen
Proben bzw. Standards sowie 25 pl des Cortisol-Peroxidase-Konjugates mit einer
Mehrkanalpipette Multipette von Eppendorf auf eine mit Anti-Maus-IgG-Antikdrper
beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert. Die Reaktion begann nach Zugabe von 25 pl
eines gegen Cortisol gerichteten Ziegen-Anti-Maus-Antikorpers wiederum mit
Mehrkanalpipette in alle Kavitaten. Nach einer Stunde Schutteln mit Duomax 1030 von
Heidolph bei Raumtemperatur wurden die ungebundenen Substrate viermal mit 300 pl
Waschpuffer mithilfe einer Mehrkanalpipette abgewaschen und danach mit einem
Papierhandtuch vorsichtig abgetrocknet. Durch Zugabe von 100 ul des Substrates der
Peroxidase (TMB) konnte eine Lichtreaktion ausgeldst werden. Nach 30-minutiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 pl einer Stopp-
Lésung beendet. Direkt im Anschluss wurde die optische Dichte im Photometer
Dynatech MR 5000 Microplate Reader bei 450 nm vermessen. Die Reaktion des ELISA
ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt.

Bei allen Proben und Standards wurde der cortisolhaltige Uberstand als Doppelwert im
ELISA gemessen und die Ergebnisse gemittelt. AnschlielRend wurde mit Microsoft Office
Excel 2016 die in den Proben enthaltene Cortisolmenge berechnet und auf die

Haarmenge umgerechnet.
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1. Mikrotiterplatte 2. Zugabe von 3. Zugabe 4. Zugabe 5. Zugabe 6. Farb-
mit Anti-Maus-  cortisolhaltigen  von Cortisol-  von Anti- von umschlag
Anti-kérper- Proben und Peroxidase-  Cortisol- Peroxidase- bei Bindung
Antikérpern Standards Konjugat Antikdrpern Substrat

TMB *

TMB

Peroxidase
Peroxidase
Peroxidase

Cortisol
Cortisol
Cortisol
Cortisol

Cortisol

Cortisol

N

Abbildung 7: Schema der Reaktion des ELISA.

2.4.5 Validierung der Messmethode des Haarcortisols mit ELISA

In der Literatur wurden verschiedene Methoden beschrieben, mit denen der
Haarcortisolspiegel gemessen wurde. Nach Vorversuchen und aufgrund der Erfahrung
mit &hnlichen Messmethoden wurde der ELISA DetectX® Cortisol Enzyme Immunoassay
Kit von Arbor Assays verwendet. Diese Methode ist zur Messung des Cortisolgehalts in
verschiedenen Medien wie Blut und Speichel bereits validiert. Die Validierung der
Messung des Haarcortisols im Rahmen dieser Studie wurde zu Beginn durchgefuhrt.
Durch mehrfache Messungen mit Referenzproben wurde die Messgenauigkeit intern
uberpruft. Auf die weiterfuhrenden externen Vergleiche mit Massenspektrometrie und

Chemielumineszenz durch andere Labore wird im Verlauf genauer eingegangen.

Die Genauigkeit der Messungen wurde auf zweifache Art Uberprift. Zur Aufdeckung

systematischer Messfehler wurde die Wiederfindung bei Proben mit einem festgesetzten
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Cortisolgehalt analysiert. Zur Aufklarung zufalliger Messabweichungen wurde die

Streuung bei Wiederholungsmessungen untersucht.

2.4.5.1 Richtigkeit anhand von Wiederfindungsraten

Die Uberpriifung der Wiederfindung wurden durchgefiihrt mit Zugabe von definierten
Mengen Hydrocortison von Sigma (H0888-1G) zu in Methanol gelésten Haaren mit
niedrigem Cortisolgehalt sowie mit Zugabe von definierten Mengen Hydrocortison zu
100 % Methanol ohne Haare. Die Messungen fanden zu vier verschiedenen
Messzeitpunkten von Oktober 2015 bis Marz 2016 statt. Alle Proben wurden weiter

analysiert wie bei Teil A und Teil C beschrieben.

Anhand einer Verdinnungsreihe wurden Messpunkte von 4000 pg, 2000 pg, 1000 pg,
500 pg, 250 pg, 125 pg bis 62,5 pg Hydrocortison/ml Lésungsmittel abgedeckt. Bei
Messung ohne Haare konnte der unterste Wert teilweise nicht bestimmt werden, da ohne
den zusatzlichen Cortisolgehalt der Haare die untere Nachweisgrenze, die sich aus der

Eichkurve des ELISA ergibt, unterschritten wurde.

Mathematisch wurde bei Messungen mit Haaren der mitbestimmte Cortisolgehalt und
bei Messungen ohne Haare der Leerwert der Methanollésung - falls messbar -
subtrahiert. Die Wiederfindung lag in einem Bereich zwischen 3 % und 243 % bei
Hydrocortison in Haaren geldst (siehe Abbildung 8) und zwischen 56 % und 123 % bei
Lésung nur in Methanol (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 8: Vergleich des zugesetzten und gemessenen Cortisols in Haaren.
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Abbildung 9: Vergleich des zugesetzten und gemessenen Cortisols in
Methanoll6sung.

2.4.5.2 Prazision anhand von Messwiederholungen

Mittels Messwiederholungen sollte nun eine zufallige Streuung der Messwerte Uberpruft
werden. Zunachst wurden dieselben Haare auf derselben Platte zum gleichen Zeitpunkt
wiederholt gemessen. Dafur wurde dieselbe Stréhne eines Probanden verwendet, von
dieser 5-mal 10 mg abgewogen und nach Protokoll A und C weiterbehandelt. Davon
wurden jeweils zwei Proben an verschiedenen Stellen gemessen. Fir jedes dieser
Probenpaare berechnet ergibt sich ein Variationskoeffizient (CV) von 2,9 % — 9,7 %,
allerdings fur alle zehn Proben gemeinsam berechnet ergibt sich ein CV von 69 % (siehe
Tabelle 1).

Tabelle 1: Anordnung der Wiederholungsmessungen auf der Platte.

Reihe 1 Reihe 2 CVv
Spalte 1 7,0 - -
Spalte 2 10,8 12,0 7,0 %
Spalte 3 10,9 9,7 8,6 %
Spalte 4 36,2 34,7 29%
Spalte 5 12,7 11,1 9,7 %

Zur Uberprifung der Variabilitat wurden jeweils zwei Messungen verglichen und (iber
deren Mittelwert (M) sowie Standardabweichung (SD) ein Korrelationskoeffizient

bestimmt. Dies wurde bei 13 Probanden von derselben Strahne durchgefihrt und so
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Korrelationskoeffizienten von 19,9 £ 21,0 % berechnet. In Abbildung 10 ist der Vergleich

grafisch dargestellt.
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Abbildung 10: Messvergleich bei Verwendung derselben Haarstrahne (n=13).

AuRerdem wurden bei 26 Probanden zwei verschiedene Strahnen, die zum selben

Zeitpunkt abgenommen worden waren, gemessen (Abbildung 11). Hier ergab sich ein
CV von 55,3 + 37,4 %.
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Abbildung 11: Messvergleich bei verschiedenen Haarstrahnen derselben Probanden
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2.4.5.3 Sensitivitat, Spezifitat und Kreuzreaktivitat

Laut Hersteller erreicht der ELISA eine vergleichsweise hohe Sensitivitat, angegeben
mit 17,3 pg/ml. Dies entspricht 0,4 pg/mg Haar. Die untere Nachweisgrenze liegt bei
1,2 pg/mg Haar, ein Wert, der fur eine ungefahre mittlere Cortisolmenge von 20 pg/mg
Haar eines gesunden Menschen, wie sie in anderen Publikationen beschrieben wird,
angemessen ist. Die Intra- und Inter-Assay-Variabilitat liegen laut Arbor Assays bei 5,6—
14,7 %, bzw. 7,2-10,9 %.

Die Kreuzreaktivitat des DetectX® Arbor Assay Cortisol Enzyme Immunoassay Kit laut
Arbor Assays ist bei kdrpereigenen Hormonen recht gering: Cortison mit 1,2 %, bei
Progesteron < 0,1 % und bei Ostradiol < 0,1 %. Fiir synthetische Glucocorticoide gibt es

relevante Kreuzreaktivitaten: Dexamethason 18,8 % und Prednisolon 7,8 %.

2.4.5.4 Messbereich

Durch die Eichkurve des ELISA ergibt sich ein Messbereich von 100 bis 3200 pg Cortisol
pro Milliliter L6sungsmittel. Durch Verwendung von 10 mg Haar auf 250 pl Assay-Puffer
ergibt sich ein Messbereich von 2,5-80 pg Cortisol pro mg Haar. Alle Probanden
konnten innerhalb dieses Messbereiches gemessen werden. Bei den Patienten mit
vermehrter Cortisolsynthese wurden zur Erfassung des Cortisolgehalts der Haare die

mit Assay-Puffer geldsten Cortisolextrakte teilweise noch 1:10 verdlnnt.

2.4.5.5 Robustheit

Ein wichtiger Parameter zur Validierung einer Messmethode ist die Robustheit, die die
Genauigkeit auch noch bei hoher Probenvariabilitdt oder Variation physikalischer
Parameter wdhrend des Messvorgangs oder der Lagerung der Proben beschreibt. Hier
kénnen sowohl Licht, Hitze, Feuchtigkeit, Sdure oder Laugen und Oxidierung einen
Einfluss haben. In diesem Zusammenhang konnten wir verschiedene Haarproben
derselben Probanden vergleichen (Abbildung 12). Die erste Strahne wurde wenige
Wochen nach Sammlung gemessen. Die zweite Strahne wurde nach Versendung per
Post nach einem halben Jahr gemessen, im Rahmen des Ringversuchs mit der
Technischen Universitat Dresden allerdings auch mit leicht verandertem Protokoll. Dabei

konnte nur eine geringere Menge Haarcortisol nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Inter-Assay-Variabilitdt. Zwei Strahnen derselben Probanden nach
sechs Monaten (n=15).

2.4.6 Messung mit Massenspektrometrie (Teil D)

Die Steroidhormonanalytik mittels Massenspektrometrie wurde von zwei verschiedenen
Laboren durchgeflhrt, zum einen im Genome Analysis Center des Helmholtz Zentrums
Munchen und zum anderen in der Abteilung der Klinischen Chemie des Max-Planck-

Instituts fur Psychiatrie.

2.4.6.1 Messung mit Massenspektrometrie am Genome Analysis
Center des Helmholtz Zentrums Munchen

Durch die Metabolomics-Plattform des Genome Analysis Center des Helmholtz
Zentrums Manchen wurden 19 verschiedene Steroide mittels einer erweiterten Version
des AbsoluteIDQTM Stero17 Kit und Flissigchromatographie mit Elektrospray-
Massenspektrometrie-Kopplung (LC-ESI-MS/MS) quantifiziert. Fur die Bestimmung des
Haarcortisols relevant waren vor allem Cortisol und Cortison. Die Identifikation und
Quantifizierung der chemischen Verbindungen basierten auf Scheduled-multiple-
Reaction-Monitoring-Measurements (sMRM). Die Probenvorbereitung und Messungen
mit Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS) wurden
wie im Manual UM-STERO17 des Herstellers beschrieben durchgefuhrt. Fur die
Methode des AbsolutelDQTM Stero17 Kit konnte die Ubereinstimmung mit der EMEA-
Richtlinie Guideline on bioanalytical method validation (European Medicines Agency,
2011) gezeigt werden, die den Nachweis der Reproduzierbarkeit innerhalb eines
gewissen Fehlerbereichs beinhaltet. Analytische Charakteristika wie Limit-of-Detection
(LOD), Lower-and-upper-Limit-of-Quantification (LLOQ und ULOQ), Spezifitat,
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Linearitat, Prazision, Genauigkeit, Reproduzierbarkeit und Stabilitdt wurden durch

Biocrates experimentell bestimmt und sind im Handbuch AS-STERO17 beschrieben.

Die Methode wurde folgendermalRen im Labor gehandhabt: Die Haarproben wurden
nach Pulverisierung und Methanolextraktion als getrockneter Uberstand dem Labor im
Helmholtz Zentrum zugestellt und dort lyophilisiert. Alle Proben wurden bis zu ihrer
Aufbereitung fur die Messungen bei -80 °C gelagert. Im Metabolomics-Labor wurde jede
Probe mit 50 pl Methanol/Wasser (50/50 v/v) wieder aufgefllt und fir 15 Minuten mittels
Reagenzglasschuttler gemischt. Nach Zugabe von 450 pl destilliertem Wasser und
erneutem Schitteln wurden die Proben fur zehn Minuten bei 3880 x g zentrifugiert. Die
sich ergebende Methanolkonzentration betrug nun 5 %. Der gesamte Uberstand (500 pl)

samt sehr kleiner Schwebeteilchen wurde fir die Steroidmessung benutzt.

Far die Messungen wurden 400 pl destilliertes Wasser in jede Kavitat einer 2-ml-96-well-
Mikrotiterplatte pipettiert. AulRer fir den Leerwert wurden jeweils 20 ul des internen
Standards dazugemischt. Danach wurden 250yl jeweils fir Leerwert-,
Kalibrationsstandard- und Qualitatskontrollproben und 500 pyl der Proben mit
Haarextrakt in die respektiven Kavitaten pipettiert. Der Inhalt wurde von robotergeflihrten
Pipetten aspiriert und vermischt. Wahrenddessen wurde die Solid-Phase-Extraction-
Plate (SPE-Platte) des Kits nacheinander mit 1 ml Dichloromethan, 1 ml Acetonitril, 1 ml
Methanol und 1 ml destilliertem Wasser vorbereitet. Bei allen SPE-Reinigungsschritten
(Vorbereitung, Waschen, Trocknen und Elution) wurden die Flussigkeiten unter
Stickstoffuberdruck in die Kavitaten gedrickt. Nach der Vorbereitung wurden die
vermischten Proben auf die SPE-Platte langsam durch Schwerkraft getropft. Die SPE-
Platte wurde mit 500 yl Wasser gewaschen und fir eine Stunde unter
Stickstoffbegasung getrocknet (58 psi). Die Steroide wurden danach in zwei Schritten
gelost. Zuerst zweimal nacheinander jeweils mit 500 pl Dichloromethan gel6st und 20
Minuten bei 45 psi getrocknet und danach mit 600 pl Acetonitril auf eine andere Platte
gegeben. Die erste Dichloromethanfraktion wurde in 50 yl Methanol-Wasser-Gemisch
(25775 viv) geldst und die Platte verschlossen. Um die Ldslichkeit zu beglinstigen, wurde
die Platte fur eine Minute in ein Ultraschallbad gelegt und danach funf Minuten lang bei
600 rpm geschittelt. Die zweite Actonitrilfraktion wurde in 400 pyl Wasser geldst und
danach wie die erste Fraktion behandelt. Beide Platten wurden bei 50 x g zentrifugiert
und in einen gekuhlten Autosampler (10 °C) fur die LC-MS/MS-Messungen gelegt. Die
LC-Trennung der beiden Fraktionen wurde durchgefiihrt mittels 470 ml destilliertem
Wasser mit dem Inhalt der drei Ampullen des Kits als mobile Phase A bzw. einem
Acetonitril/Methanol/Wasser Gemisch v/v/v 85/10/5 als mobile Phase B. Die Steroide

wurden auf der High-Performance-liquid-Chromatography-(HPLC-)Saule fir das
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AbsoluteIDQTM Stero17 Kit getrennt, zusammen mit der Vorsaule des SecurityGuard
Cartridge C18 4 x 2 mm (fur HPLC, Phenomenex Cat No. AJ0-4286). Alle L6sungsmittel,

die fir die Probenvorbereitung und Messung benutzt wurden, waren in HPLC-Qualitat.

Die Proben wurden mit einem Hamilton Microlab STARTM robot (Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz, Switzerland) und einem Waters Positive Pressure-96 Processor (Waters
GmbH, Eschborn, Germany) gehandhabt, sowie weiterer Ublicher Laborausstattung.
Massenspektrometrische Messungen wurden in einem QTRAP 5500 ftriple quadrupole
system (Sciex Deutschland GmbH, Darmstadt, Germany) mit einem 1260 Series HPLC
(Agilent Technologies Deutschland GmbH, Bdblingen, Germany) und einem HTC PAL
Autosampler (CTC Analytics, Zwingen, Switzerland) gesteuert durch die Analyst
1.6.2. Software durchgefiuihrt. Die Berechnung der Daten zur Quantifizierung der
Metabolitkonzentrationen und der Qualitatsprifung wurde mit der Software MultiQuant
3.0.1 (Sciex) und MetIDQ™ durchgefuhrt, dies ist ein Teil des AbsoluteIDQTM Stero17
Kits. Die Konzentrationen der Metabolite wurde mithilfe der internen Standardproben

berechnet und in nM oder ng/ml angegeben.

2.4.6.2 Messung mit Massenspektrometrie am Max-Planck-Institut
fur Psychiatrie

Im Labor der Klinischen Chemie am Max-Planck-Institut fir Psychiatrie wurden durch
die Core Unit Analytics and Mass Spectrometry zu zwei Zeitpunkten Messungen mit

Massenspektrometrie durchgefihrt.

Zunachst wurden Messungen mittels ELISA und Massenspektrometrie verglichen.
Hierzu wurden die Proben wie unter A beschrieben vorbereitet, allerdings wurden 30 mg
Haar abgemessen. Fur den spateren Vergleich von Hydrolyse, Pulverisierung, ELISA
und Massenspektrometrie wurden von zehn Probanden und fiinf Strahnen einer
Kontrollperson je 80 mg Haare zur Halfte nach Teil A und zur anderen Halfte nach Teil
B vorbereitet. Die Proben zur Hydrolyse wurden in Reagenzglasern vorbereitet. Nach
Methanolextraktion und Trocknung wurde der Uberstand jeweils in 2 ml Eppendorf-
Tubes (Eppendorf, Deutschland) in Methanol gelést. Die Trocknung erfolgte im
SpeedVac. Die Kontrollhaare wurden mit Cortison- bzw. Cortisol-Standard nach
Verdunnungsreihe versetzt. Vor der Extraktion wurden noch 10 ul markiertes Cortison
(Cortison-D8), Testosteron-D3 sowie DHEA-Sulfat-D6 dazugegeben und als interner

Standard verwendet.

Die Analyse wurde mit einem Acquity UPLC (Waters, Eschborn, Deutschland)
Flussigkeits-Chromatographen durchgefihrt, der mit der Elektrospray-lonisations-

Quelle des QTRAP 5500 Triple Quadrupole Massenspektrometer (Sciex, Darmstadt,
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Deutschland) verbunden war. Alle Proben wurden mit Oasis HLB Platten (Waters,
Eschborn, Deutschland) vorbereitet. Die Chromatographie wurde durch einen
Elutionsgradienten erreicht in einer ACE Excel C18-PFP 2um Saule (2.1 x 150 mm,
Advanced Chromatography Technologies Ltd, Aberdeen, Scotland) bei einem Fluss von
0.3 ml/min und 40 °C. Die Zusammensetzung des Ldsungsmittels A war Wasser mit
Isopropylalkohol und Ammoniumformiat. Das Lésungsmittel B war Acetonitril mit
Ammoniumformiat. Die gesamte Laufzeit waren 20 Minuten und das Injektionsvolumen
war 1 pul. Die lonenquelle wurde mit einer positiven Spannung bei 400 °C betrieben und
das Multiple Reaction Monitoring (MRM) mit kollisionsinduzierter Dissoziation (CID)

unter Stickstoff-Begasung durchgefihrt.

2.5 Statistische Analysen

Zur statistischen Auswertung wurde eine Datenbank in Excel von Microsoft Office 2016
erstellt und mithilfe von IBM SPSS Statistics 24 berechnet. Dabei wurden
demographische Daten und medizinische Parameter, insbesondere der Cortisolgehalt
der Haare, miteinander verglichen. Fehlende Daten wurden als ‘nicht bekannt’
bezeichnet und bei der statistischen Auswertung nicht berlcksichtigt, auler es war aus
dem Kontext klar erkennbar, dass eine negative Aussage gemeint war. Es wurde auf
statistische Signifikanz untersucht, wobei ein p-Wert < 0,05 als signifikant erachtet

wurde.

Mittelwert und Standardabweichung wurden fir kontinuierliche Daten angegeben,
Haufigkeiten und Interquartilsbereiche (IQR) fir kategoriale Daten. Die graphische
Darstellung erfolgte bei kontinuierlichen Daten als Punktdiagramm und bei kategorialen
Variablen meist als Kreisdiagramm. Bei Normalverteilung der kontinuierlichen Daten
wurde zur Uberpriifung eines Unterschiedes zwischen zwei Gruppen ein T-Test
verwendet. Bei nicht normalverteilten Daten wurde ein Mann-Whitney-U-Test verwendet.
Fir Uberpriifung der Unterschiede zwischen mehr als zwei Gruppen wurde bei
ordinalskalierten Variablen der Kruskal-Wallis-Test verwendet, bei intervallskalierten
Daten mit anndhernder Normalverteilung wurde die mehrfaktorielle Varianzanalyse
verwendet und die mehrfaktorielle Varianzanalyse mit Kovariaten. Zur Uberprifung von
Zusammenhangen wurden Korrelationen nach Spearman verwendet, falls es sich um
intervallskalierte Daten handelte. Bei ordinalskalierten Daten wurde auf die
Rangkorrelation nach Pearson zurlckgegriffen. Bei intervallskalierten Daten und
Dummy-kodierten Variablen wurde zur Uberpriifung der Zusammenhénge eine multiple

Regression durchgefihrt. Mithilfe einer Receiver-Operating-Characteristic-Analyse
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(ROC-Analyse) wurden Cut-offWerte zur Uberpriifung der diagnostischen

Anwendbarkeit der Methoden berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Probanden und Patienten

3.1.1 Einteilung der Probanden und Patienten nach
Krankheitsmerkmalen

Fir die Untersuchung der Einflussfaktoren auf den Haarcortisolspiegel konnte auf Daten

von 111 gesunden Probanden, die fur diese Studie rekrutiert worden waren, und von 60

Patienten der endokrinologischen Ambulanz des Max-Planck-Instituts fur Psychiatrie

zuruckgegriffen werden.

Zunachst wurden die Teilnehmer der Studie den verschiedenen Gruppen nach
Parametern der Erkrankung zugeteilt. So wurden diejenigen ohne Stérung des
Cortisolstoffwechsels zusammengefasst, also zum einen die Probanden, bei denen sich
keine Hinweise auf eine Erkrankung oder Einflisse durch Medikamenteneinnahme
ergeben hatten, und zum anderen die Patienten der endokrinologischen Ambulanz, bei
denen eine Stérung des Cortisolstoffwechsels ausgeschlossen werden konnte. Die
verbliebenen  Patienten wurden aufgeteilt in diejenigen mit exogener
Hydrocortisonsubstitution, also z.B. mit primarer Nebenniereninsuffizienz oder
sekundar nach Therapie eines Morbus Cushing, und diejenigen mit einer erhdhten
endogenen Cortisolproduktion, einem Cushing-Syndrom. Die letzteren wurden nach
klinischen Parametern noch weiter unterteilt in diejenigen mit kontrollierter oder aktiver
Krankheitsaktivitat. 5 Patienten hatten mehr als eine Haarprobe in ausreichender Menge
abgegeben. Zudem hatten sich im Verlauf die Krankheitsauspragung und erhobenen
Parameter teilweise geandert, daher wird im Folgenden auf die Anzahl der Haarproben
eingegangen. Zum Beispiel konnte bei einem Patienten im Verlauf die Aktivitat des

Morbus Cushing von aktiv auf kontrolliert eingestuft werden.

Aufgrund der Anzahl der im Zeitraum der Studie behandelten Patienten ergab sich eine
heterogene Stichprobenverteilung. Zur Untersuchung der Einflussfaktoren auf den
Haarcortisolspiegel wurden Haarproben von 118 gesunden Probanden, 38 Patienten mit
Hydrocortisonsubstitution, 16 Patienten mit kontrollierter Krankheitsaktivitat bei Cushing-
Syndrom und funf Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom verwendet. Abbildung 13

zeigt die Verteilung der Haarstrahnen der Probanden und Patienten.
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Abbildung 13: Verteilung der Probanden und Patienten.

Bei den meisten Patienten war der Hypercortisolismus hypophysarer Genese, lediglich
bei einem Patienten mit kontrolliertem Cushing-Syndrom lag eine adrenale Atiologie
zugrunde und ein Patient mit aktivem Cushing-Syndrom hatte eine ektope
Cortisolproduktion. Bei den meisten Patienten (31) lag eine sekundare Ursache der
Nebenniereninsuffizienz ~ vor, acht Patienten litten an einer primaren
Nebenniereninsuffizienz. Die Gruppe der Patienten mit Hydrocortisonsubstitution
unterschied sich in dem verwendeten Substitutionspraparat, dabei nahmen 28 Patienten
zum Zeitpunkt der Haarprobenentnahme sofort wirksames Hydrocortison ein, zehn
Patienten erhielten Plenadren® (Abbildung 14). Beide Praparate enthalten
Hydrocortison, allerdings ist die Wirkstofffreisetzung bei Plenadren® zweistufig.
Zunachst kommt es zu einer schnellen Freisetzung, anschliefend zu einer
verlangsamten. Somit soll mit einer morgendlichen Gabe der physiologische
Cortisolspiegel besser imitiert werden kénnen (Johannsson et al., 2012). Die meisten

Patienten erhielten 20 mg Gesamtdosis Hydrocortison am Tag (siehe Abbildung 15).
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[OHydrocortison
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Abbildung 14: Verteilung der Medikation zur Hydrocortisonsubstitution.
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Abbildung 15: Gesamtdosis der Hydrocortisonsubstitution pro Tag.

3.1.2 Allgemeine Merkmale

Das Geschlechterverhaltnis des gesamten Kollektivs war zugunsten der Frauen
(Abbildung 16). Die beiden groRten Gruppen, die gesunden Probanden und die
Patienten mit Hydrocortisonsubstitution, zeigten einen ahnlichen Frauenanteil von
ungefahr 70 %. 83 gesunde Frauen ergaben einen Anteil von 70,3 % und 29
Patientinnen mit Hydrocortisonsubstitution einen Anteil von 76,3 %. In den anderen
beiden Patientengruppen gab es jeweils einen Mann, allerdings ergab dies bedingt durch
die GruppengréfRe einen Frauenanteil von 80 % (aktives Cushing-Syndrom) und 94 %
(kontrolliertes Cushing-Syndrom). Der Unterschied des Geschlechterverhaltnisses

zwischen den Gruppen war nicht signifikant (y*s)= 4,3; p = 0,234).
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Abbildung 16: Verteilung der Manner und Frauen bei Probanden und Patienten.

Das Durchschnittsalter unterschied sich laut Kruskal-Wallis-Test zwischen den Gruppen
statistisch signifikant (33 = 58,7, p < 0,01). Nach Bonferroni Korrektur zeigten sich die
gesunden Probanden mit 30,6 + 11,1 Jahren jlinger wie jede einzelne Gruppe der
Patienten  (gegenuber den 48,5 + 15,7 Jahre alten Patienten mit
Hydrocortisonsubstitution: z = 6,2; p < 0,01; gegenuber den 49,7 + 12,5 Jahre alten
Patienten mit kontrolliertem Cushing-Syndrom: z = 4,7; p < 0,01; gegenuber den 54,6 +
2,5 Jahre alten Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom: z = 3,4; p <0,005). Die
Altersverteilung ist in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Verteilung des Alters bei Probanden und Patienten.
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Die Angabe Uber hormonelle Verhiutung wurde nur bei den gesunden Probanden
verwendet, da die Anwendung von Geschlechtshormonen bei den Patienten zur
Verhitung oder auch zur Substitution von ebenfalls alterierten Sexualhormonachsen zu
heterogen war. 76 gesunde Frauen machten Angaben uber hormonelle Verhitung.
Diese bestand bei 28 Frauen, siehe Abbildung 18. Laut eigenen Aussagen war keine

Frau schwanger, eine stillte. Finf Frauen waren postmenopausal.

M keine hormonelle
Verhltung

m hormonelle
Verhutung

Abbildung 18: Hormonelle Verhitung bei gesunden Frauen.

Im Probandenkollektiv waren flinf Raucher mit mehr als 14 Zigaretten pro Monat und
funf Personen mit einem Alkoholkonsum an mehr als sechs Tagen pro Monat. 16
Patienten gaben Auskunft Uber ihr Rauchverhalten, davon rauchten zwei mehr als 15
Zigaretten im Monat. Informationen zu Alkoholkonsum lagen bei den Patienten nicht vor.
Die personlichen Merkmale der Probanden und Patienten sind in Tabelle 2
zusammengefasst sowie jeweils die Unterschiede der zentralen Tendenzen zwischen

den Gruppen und ihr Signifikanzniveau.
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Tabelle 2: Allgemeine Merkmale der Probanden und Patienten.

allgemeine keine Hydro- kontrolliertes aktives v’ p-Wert
Merkmale Erkrankung cortison- Cushing- Cushing-
substitution Syndrom Syndrom
Geschlecht
mannlich 29,7 (35) 23,7 (9) 6,3 (1) 20,0 (1) 43 0,234
weiblich 70,3 (83) 76,3 (29) 93,8 (15) 80,0 (4)
hormonelle Verhitung
Nein 40,7 (48)
Ja 23,7 (28)

Alter bei Haarprobe in Jahren
30,6 + 11,1 48,5+ 15,7 49,7 £12,5 546+25 58,7 <0,001
(118) (38) (16) ®)
Rauchen aktuell (Zigaretten pro Monat)

<14 95,7 (110) 100 (2) 88,9 (8) 100 (1) 1,0 0,801
>14 4,3 (5) 11,1 (1)
Alkoholkonsum (Tage pro Monat)
<7 89,8 (106)
>7 4,2 (5)

Die Angaben erfolgten bei kategorialen Variablen jeweils als Mittelwert + Standardabweichung
(absolute Anzahl), bei intervallskalierten Variablen als Median mit Interquartilsrange (absolute
Anzahl) und bei kontinuierlichen Variablen als Prozent (absolute Anzahl).

3.1.3 Psychologische Merkmale

Sowohl Probanden als auch Patienten wurden mit standardisierten Fragebogen auf
psychologische Merkmale des Angstempfindens und der Depression untersucht. Beim
State-Trait-Angstinventar zur Untersuchung des momentanen und allgemeinen
Angstempfindens liegt der Ergebnisbereich der beiden Skalen jeweils zwischen 20 und
80 Punkten. Im vorliegenden Probandenkollektiv ergab sich beim State-Trait-
Angstinventar ein Median des momentanen Angstzustandes (STAI X1) von 33 (IQR: 29—
38) Punkten und der Angst im Allgemeinen (STAI X2) ein Median von 34 (IQR: 29-41)
Punkten. Hohere Ergebnisbereiche zeigten die Patienten. Diejenigen mit aktivem
Cushing-Syndrom (STAI X1: Median = 65, IQR = 33-75; STAI X2: Median = 63,
IQR = 34-72) jeweils hdéhere als diejenigen mit kontrollierter Krankheitsaktivitat
(STAI X1: Median = 48, IQR = 33-57; STAI X2: Median = 50, IQR = 32-60) und diese
wiederum hohere als diejenigen mit Hydrocortisonsubstitution (STAI X1: Median = 45,
IQR = 33-55); STAI X2: Median = 44, IQR = 36-60). Die Verteilung des STAI X1 bei
Probanden und Patienten ist in Abbildung 19 dargestellt, die Verteilung des STAI X2 in
Abbildung 20.
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Abbildung 19: Verteilung des STAI X1 bei Probanden und Patienten.
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Abbildung 20: Verteilung des STAI X2 bei Probanden und Patienten.

Als Cut-off zur Diagnostik eines pathologischen Angstempfindens wird normalerweise
49-50 verwendet (Iglesias et al., 2015), dabei zeigte sich bei den Patienten eine
Tendenz zu vermehrten pathologischen Ergebnissen. Wahrend sechs der 115 gesunden
Personen beim State-Teil bei 50 Punkten oder dartber lagen bzw. funf beim Trait-Tell,
lagen von den acht Patienten mit Nebenniereninsuffizienz zwei (STAI X1) bzw. drei
(STAI X2) uber dem Cut-off. Bei den acht Patienten mit Cushing-Syndrom mit
kontrollierter Krankheitsaktivitat zeigten sich drei (STAI X1) bzw. vier (STAI X2) auffallig,
bei den Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom waren es jeweils drei von vier (STAI X1
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und X2). Ein statistisch signifikanter Unterschied bestand laut Kruskal-Wallis-Test
zwischen den Gruppen (STAI X1: 23 = 13,2; p = 0,004; STAI X2: %3 = 10,8; p = 0,013),
der allerdings bei genauerer Betrachtung der Untergruppen mit Post-Hoc-Tests keine
weitere Differenzierung erlaubte. Dennoch zeigt sich eine klare Tendenz zu gréfkerem
Angstempfinden bei Menschen mit Stérung des Cortisolstoffwechsels und einer

Verstarkung des Angstempfindens mit vermehrter Krankheitsaktivitat.

Der Beck-Depressions-Inventar-Il zur Depressionsdiagnostik hat einen Ergebnisbereich
von 0 bis 63 Punkten. Die Verteilung des BDI Il bei Probanden und Patienten ist in
Abbildung 21 dargestellt. Die Ergebnisse der gesunden Probanden wiesen einen Median
von 4 mit einer IQR von 2 bis 9 auf. Der Median der acht Patienten mit
Hydrocortisonsubstitution lag bei 10 (IQR = 5-22). Neun Patienten mit kontrolliertem
Cushing-Syndrom hatten Punktwerte mit einem Median von 14 und IQR von 1 bis 24,
die vier Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom zeigten einen Median von 29 (IQR =
11-38). Damit unterschieden sich die Gruppen signifikant (y*as = 16,4; p < 0,001). Nach
Bonferroni Korrektur unterschieden sich die gesunden Probanden und die Patienten mit
Cushing-Syndrom mit starker Krankheitsaktivitat mit z = 3,0 auf einem Signifikanzniveau
von p = 0,019.

20

] []keine Erkrankung

[ Hydrocortisonsubstitution

15 _ []kontrolliertes Cushing-Syndrom
[ ]aktives Cushing-Syndrom

10

0 2 4 6 8 10 12 14 17 20 23 30 37
BDI I
Abbildung 21: Verteilung des BDI Il bei Probanden und Patienten.

Anzahl

In Ubereinstimmung mit der S3-Leitlinie/NVL ber Unipolare Depression ergaben sich
bei den gesunden Probanden bei fliinf Personen Hinweise auf eine milde Depression
(14—19 Punkte) und bei dreien auf eine mittlere Depression (20-28 Punkte) ((AWMF),
2015). Zwei Patienten mit Hydrocortisonsubstitution zeigten Hinweise auf eine mittlere
Depression, ein Patient auf eine schwere Depression (ab 29 Punkten). Drei Patienten

mit kontrollietem Cushing-Syndrom zeigten Punktwerte einer milden und zwei
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Punktwerte einer schweren Depression. Bei denjenigen mit aktivem Cushing-Syndrom

ergaben sich eine mittlere und zwei schwere Depression.

Die bei den gesunden Probanden abgefragten belastenden Lebenserfahrungen (15 von
111) wurden bei den Patienten nicht erhoben, allerdings kann in Konkordanz mit den
Ergebnissen der psychologischen Fragebdgen davon ausgegangen werden, dass eine

solche hormonelle Erkrankung selbst eine belastende Lebenserfahrung darstellt.

Weiterhin bestand eine starke Rangkorrelation zwischen den erhobenen psychiatrischen
Parametern als Gesamtheit und in den Gruppen: STAI X1 zu STAI X2 (rs = 0,651;
p <0,001) und BDI Il (rs = 0,552; p <0,001) sowie STAI X2 zu BDI Il (rs = 0,800;
p < 0,001). Dies zeigte sich fur die Untergruppen ahnlich soweit aufgrund der Anzahl der

Angaben eine Aussage mdglich war.

Tabelle 3: Psychologische Merkmale der Probanden und Patienten.

svchologische keine Hydro- kontrolliertes aktives
P >Il\/lerkmgale Erkrankun cortison- Cushing- Cushing- 2@ p-Wert
9 substitution Syndrom Syndrom

STAI X1 33(29-38) 45 (33-55) 48 (33-57) 65 (33-75) 13,2 0,004
(115) (8) (8) (4)

STAI X2 34 (29-41) 44 (36-60) 50 (32-60) 63 (34-72) 10,8 0,013
(115) (8) (8) (4)

BDI Il 4 (2-9) 10 (5-22) 14 (1-24) 29 (11-38) 16,4 0,001
(115) 8) (9) (4)

Belastende Lebenserfahrung

nein 81,4 (96)

ja 12,7 (15)

Die Angaben erfolgten bei kategorialen Variablen jeweils als Mittelwert + Standardabweichung
(absolute Anzahl), bei intervallskalierten Variablen als Median mit Interquartilsrange (absolute
Anzahl) und bei kontinuierlichen Variablen als Prozent (absolute Anzahl).

3.1.4 Merkmale des metabolischen Syndroms

Zu einer orientierenden Einordnung in Bezug auf das metabolische Syndrom erwies sich
bereits der BMI als hilfreich. Die Mittelwerte der Gruppen unterschieden sich hier
signifikant (x*s = 8,8, p = 0,032), wenn auch beim Post-Hoc-Test keine genauere
signifikante Differenzierung moglich war. Die 118 gesunden Probanden hatten in ihrer
Gesamtheit mit 23,9 + 5,4 kg/m? einen geringeren BMI als die Patienten. Die Gruppe der
37 Patienten mit Hydrocortisonsubstitution (BMI = 26,5 + 7,4) und die Gruppe der 16
Patienten mit kontrolliertem Cushing-Syndrom (BMI = 25,4 + 5,8) ahnelten sich dabei.
Einen noch héheren BMI zeigten die funf Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom (BMI
=30,0£7,5).

Die stammbetonte Adipositas lasst sich durch die Messung des Taillenumfangs

differenzieren, von der ab = 80 cm (Frauen) bzw. =94 cm (Manner) gesprochen wird.
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Der Taillenumfang der gesunden Probanden betrug 78,5 + 14,5 cm, bei den Patienten
mit Hydrocortisonsubstitution 86,5 + 16,1 cm, bei den Patienten mit Cushing-Syndrom
mit kontrollierter Krankheitsaktivitat 93,3 + 31,1 cm und bei denen mit aktiver Erkrankung
101,3 £ 17,9 cm. Dabei war laut Kruskal-Wallis-Test ein Unterschied der zentralen
Tendenz der Gruppen signifikant (x*s = 17,5; p = 0,001). Post-Hoc-Tests nach
Bonferroni zeigten, dass sich nur die Gesunden von den Hydrocortisonsubstitutierten
signifikant unterschieden (z = 2,8; p = 0,034). Die Verteilungen des BMI und des

Taillenumfangs bei Probanden und Patienten sind in den Abbildungen 22 und 23

dargestellt.
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Abbildung 22: Verteilung des BMI der Probanden und Patienten.
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Abbildung 23: Verteilung des Taillenumfangs der Probanden und Patienten.

Bei den Patienten der endokrinologischen Ambulanz wurden zusatzlich Laborwerte

erhoben. Hierbei zeigten sich im Kruskal-Wallis-Test keine Unterschiede bezuglich der

50



Ergebnisse

zentralen Tendenz. Auf alle Gruppen verteilt wurden mittlere Triglyceridwerte von 138 +
74 mg/dl gemessen, die y-GT lag bei 25 £ 22 U/l. Der mittlere HbA1c wurde mit
5,3+ 0,4 % bestimmt. Erst ab einem HbA1c Wert > 6,5 % wird ein Diabetes mellitus

diagnostiziert, Werte unter 5,7 % gelten als physiologisch.

Die Prufung der Korrelation nach Pearson ergab, dass sowohl fir die Gesamtheit der
Haarproben als auch fur die Aufteilung nach Erkrankung die meisten Parameter des
metabolischen Syndroms miteinander korrelierten. Fur die Gesamtheit der Proben
korrelierte der BMI zum systolischen Blutdruck (r, = 0,504; p < 0,001), zum diastolischen
Blutdruck (r, = 0,426; p < 0,001) und zum Taillenumfang (r, = 0,785; p < 0,001). Der
systolische Blutdruck wiederum korrelierte stark mit dem diastolischen Blutdruck (rp, =
0,781; p <0,001), mittelstark mit dem Taillenumfang (r, = 0,493; p < 0,001) und schwach
mit dem Hba1c (r, = 0,280; p = 0,038). Die Triglyceridwerte korrelierten mittelstark mit
der Hoéhe der y-GT (r, = 0,323; p = 0,015). Allerdings zeigte sich auch eine mittlere
Korrelation des BMI mit dem BDI Il (r, = 0,282; p = 0,002). Fir die Gesamtheit der Proben
korrelierte auch das Alter mit BMI (r, = 0,359; p < 0,001), dem systolischen Blutdruck (rp
= 0,526; p < 0,001), dem diastolischen Blutdruck (r, = 0,530; p < 0,001), dem
Taillenumfang (r, = 0,451; p < 0,001) und dem HbA1c (r, = 0,424; p < 0,001). Das Alter
korrelierte zudem mit den Ergebnissen der psychologischen Fragebdgen (STAI X2: r, =
0,214; p = 0,022; BDI II: r, = 0,189; p = 0,043). Auch innerhalb der einzelnen Gruppen

zeigte sich ahnliche Korrelationsmuster.

Ein Kruskal-Wallis-Test zeigte, dass sich die zentrale Tendenz der Blutdruckwerte der
Patienten und Probanden untereinander signifikant unterschieden (systolischer
Blutdruck: %3 = 27,1; p < 0,001; diastolischer Blutdruck: %3 = 30,4; p < 0,001). Die
Abbildungen 24 und 25 veranschaulichen dies. Nachfolgende Post-Hoc-Tests ergaben,
dass sich die systolischen Werte der gesunden Probanden von jeder einzelnen Gruppe
der Patienten in ihrer zentralen Tendenz unterschieden (von den Patienten mit
Hydrocortisonsubstitution: z = 2,8; p = 0,028; von den Patienten mit kontrolliertem
Cushing-Syndrom: z = 3,6; p = 0,002; von den Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom:
z=3,5 p = 0,003). Bei den diastolischen Werten unterschieden sich die Gesunden von
den Patienten mit Cushing-Syndrom (kontrolliertes Cushing-Syndrom: z =4,3; p < 0,001;
aktives Cushing-Syndrom: z = 3,3; p = 0,005). In absoluten Werten ausgedrickt lag der
durchschnittliche Blutdruck der gesunden Probanden bei 118/76 mmHg, bei den
Patienten mit Hydrocortisonsubstitution bei 128/81, bei den Patienten mit kontrolliertem
Cushing-Syndrom bei 134/86 und bei den Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom bei
149/95.
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Verteilung des diastolischen Blutdrucks bei Probanden und Patienten.
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Abbildung 25: Verteilung des systolischen Blutdrucks bei Probanden und Patienten.
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Tabelle 4: Merkmale des metabolischen Syndroms der Probanden und Patienten.

Merkmale des keine Hydro- kontrolliertes aktives
metabolischen Erkrankun cortison- Cushing- Cushing- v’ p-Wert
Syndroms 9 substitution Syndrom Syndrom

BMI 239+54 265+74 254 +5,8 30,075 8,8 0,032

[kg/m2] (118) (37) (16) (5)

Taillenumfang  78,5+14,5 86,5+ 16,1 93,3 + 31,1 101,3+17,9 17,5 0,001

[cm] (118) (34) (14) (4)

Blutdruck sys. 118,2+14,2 128,3+19,6 134,4+156 149,0+14,3 27,1 <0,001
[mmHg] (118) (38) (16) 5)

Blutdruck dia. 75,8+9,7 80,9+12,2 875+7,1 95,0+11,2 30,4 <0,001
[mmHg] (118) (38) (16) (5)

Triglyceride 121,2+479 1447+86,6 1155+46,2 2050+320 52 0,155
[mg/dl] (6) (32) (15) (3)

y-GT 39,0+ 31,4 23,1+22,0 22,4 +17,0 30,6+10,1 6,2 0,101

[/ (7) (37) (16) (5)

HbA1c [%] 54+02(5) 53+£05(29) 53+04(16) 55+02(5) 34 0,330

Die Angaben erfolgten bei kategorialen Variablen jeweils als Mittelwert + Standardabweichung
(absolute Anzahl), bei intervallskalierten Variablen als Median mit Interquartilsrange (absolute
Anzahl) und bei kontinuierlichen Variablen als Prozent (absolute Anzahl).

3.1.5 Merkmale der Haare und Haarbehandlungen

Bei den genetischen und verhaltensbedingten Merkmalen der Haare zeigten sich die
Gruppen recht homogen. Allerdings lagen nicht von jedem Patienten alle Angaben vor.
Die Halfte der Probanden hatte eine helle naturliche Haarfarbe (59), die andere Halfte
dunklere Haare (59). 28 Patienten hatten eine helle natlrliche Haarfarbe, 31 eine
dunklere. Locken hatten 28 der gesunden Personen, acht der Patienten. Eine
Haarténung gaben zwolf gesunde Probanden und sieben Patienten an, 19 gesunden
Probanden und elf Patienten farbten sich die Haare. Weitere Haarbehandlungen wie
Aufhellung oder Dauerwelle bejahten vier gesunde Probanden. Bei 21 Patienten lag

keine Information Uber jede Art von Haarbehandlungen vor.

Zwei Drittel der gesunden Probanden (70) wuschen sich viermal pro Woche oder
seltener die Haare, die restlichen 44 haufiger. Vier Patienten wuschen sich ihre Haare
weniger als viermal pro Woche, 32 Patienten wuschen sich die Haare mehr als viermal
pro Woche. Damit unterschieden sich die Gruppen bei einem Chi-Quadrat-Test auf

einem Signifikanzniveau von p = 0,013 mit > = 10,8.
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Tabelle 5: Merkmale der Haare und Haarbehandlung der Probanden und Patienten.

Merkmale keine Hydro- kontrolliertes aktives
der Haare und Erkrankun cortison- Cushing- Cushing- v’ p-Wert
Haarbehandlung 9 substitution Syndrom Syndrom

nattrliche Haarfarbe

hell 50 (59) 44,7 (17) 62,5 (10) 20,0 (1) 3,2 0,366
dunkel 50 (59) 55,3 (21) 37,5 (6) 80,0 (4)

Locken
nein 75,7 (87) 78,3 (18) 66,7 (6) 100 (4) 1,8 0,621
ja 27,4 (28) 21,7 (5) 33,3 (3)

Haarwaschen
<4/Woche 61,4 (70) 95,7 (22) 77,8 (7) 75,0 (3) 10,8 0,013
>4/Woche 38,6 (44) 4,3(1) 22,2 (2) 25,0 (1)

Tdnung
nein 89,6 (103) 79,2 (19) 77,8 (7) 100 (4) 3,3 0,345
ja 10,4 (12) 20,8 (5) 1,1 (2)

Farbung
nein 83,5 (96) 72,0 (18) 77,8 (7) 50 (2) 4,2 0,241
ja 16,5 (19) 28,0 (7) 22,2 (2) 50 (2)

Haarbehandlung?®
nein 96,5 (111) 100 (24) 100 (9) 100 (4) 1,322 0,724
ja 3,5 (4)

Die Angaben erfolgten bei kategorialen Variablen jeweils als Mittelwert + Standardabweichung
(absolute Anzahl), bei intervallskalierten Variablen als Median mit Interquartilsrange (absolute
Anzahl) und bei kontinuierlichen Variablen als Prozent (absolute Anzahl). 2Haarbehandlung
beinhaltet Dauerwelle und Aufhellungen.

3.2 Einflussfaktoren der Cortisolbestimmung im Haar

3.2.1 Verteilung der Messwerte des Haarcortisols
Die gemessenen Cortisolwerte aller Haarproben lagen zwischen 2 und 291 pg/mg Haar.
Der Mittelwert lag bei 19,8 + 28,7pg/mg Haar. Der Median lag bei 13,0 pg/mg Haar bei
einer IQR von 8-18,5 pg/mg Haar. Die Verteilung zeigte eine Schiefe von 6,1 + 0,2 und
eine Kurtosis von 48,5 + 0,4. Sie ist in Abbildung 26 dargestellit.
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Abbildung 26: Verteilung des Haarcortisols bei allen Haarproben.

Zunachst wurde die Verteilung der Messwerte des Cortisolgehalts im Haar graphisch auf
ihre  Ubereinstimmung mit einer GauRschen Normalverteilung UGberprift. Ein
Kolmogorow-Smirnow-Anpassungstest lie® fur die Gesamtheit der Haarproben keine
Normalverteilung annehmen (z=0,280, p<0,001, n=177). Daher wurden die
Haarcortisolwerte logarithmiert, doch auch hier konnte ein Kolmogorow-Smirnow-
Anpassungstest keine Normalverteilung zeigen, obwohl durch eine graphische
Uberpriifung eine ungefahre Normalverteilung noch anzunehmen wére (z = 0,100,
p < 0,001, n=177), siehe Abbildung 27.
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Abbildung 27: Verteilung des logarithmierten Haarcortisols bei allen Haarproben.

Diese Untersuchung wurde sowohl fiir die Gesamtheit der Proben als auch nach den
Erkrankungsgruppen unterteilt durchgefihrt, hier zeigte sich fir die gesunden und die
Patienten mit kontrolliertem und aktivem Cushing-Syndrom eine Annahme der
Normalverteilung fur die logarithmierten Haarcortisolwerte (p =0,079, p =0,200,
p = 0,200), aber nicht fir die Patienten mit Hydrocortisonsubstitution (p = 0,007). Daher
konnte fir die statistischen Tests keine Normalverteilung des Haarcortisolwertes
angenommen werden. Allerdings wurden diejenigen Tests, die gegeniber geringen
Abweichungen von der Normalverteilung robust sind, dennoch durchgefiihrt. In den
anderen Fallen wurde auf nicht parametrische Tests zurlckgegriffen bzw. der
logarithmierte Haarcortisolwert verwendet. Zur Beschreibung der Charakteristika wurde
jedoch wegen der leichteren Verstandlichkeit der Cortisolwert in pg/mg Haar verwendet.
Die Werte wurden als Mittelwert und Standardabweichung fir kontinuierliche Variablen

und in Prozentangaben fur kategoriale Variablen dargestellt.

3.2.2 Einflussfaktoren der Cortisolbestimmung im Haar bei
gesunden Probanden

Anhand der Angaben der gesunden Probanden ist gepruft worden, welche

physiologischen Einflisse es auf den Cortisolspiegel gibt. Dafir wurden fir die

intervallskalierten bzw. ordinalskalierten Variablen Korrelationskoeffizienten nach

Pearson bzw. Spearman berechnet. Bei den 118 gesunden Probanden lief3 sich jedoch

keine statistisch signifikante Korrelation des Haarcortisolspiegels mit einem der

erhobenen Parameter nachweisen. Fir die ordinalen Parameter wurde ein Vergleich der
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zentralen Tendenzen mittels Mann-Whitney-U-Test und die graphische Darstellung

mittels Boxplot durchgefuhrt.

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter, wenn auch schwacher Unterschied zwischen
gefarbten und ungefarbten Haaren (z = -2,341; p = 0,019; r = 0,22; n = 115). Bei einem
Median von 13,5 pg/mg Haar (IQR = 9-21 pg/mg) hatten ungefarbte Haare ein héheren
Cortisolgehalt als gefarbte mit einem Median von 8 pg/mg (IQR = 7-15). Dies ist in
Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Haarcortisol bei gefarbten und ungefarbten Haaren der gesunden
Probanden (ohne Ausreil3er).

3.2.3 Einflussfaktoren der Cortisolbestimmung bei allen Haarproben

Die Prufung der zentralen Tendenzen des Haarcortisols in den Gruppen nach
Erkrankung konnte mittels Kruskal-Wallis-Tests keine Hinweise auf signifikante
Unterschiede erbringen (Hs = 1,956; p = 0,582; Abbildung 29). Um einen Einfluss nicht
zu Ubersehen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgefuhrt mit den
logarithmierten Haarcortisolwerten, doch hier konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede der Mittelwerte des logarithmierten Haarcortisols nach Erkrankungsgruppe
gezeigt werden (F 3173 = 1,196; p = 0,313; Abbildung 30). Dabei zeigten die gesunden
Probanden einen Haarcortisolspiegel von 17,6 + 17,5 pg/mg, ahnlich dem der Patienten
mit kontrolliertem Cushing-Syndrom mit 12,6 + 7,6 pg/mg und diejenigen mit hoher
Krankheitsaktivitat mit 19,4 + 14,0 pg/mg. Die Patienten mit Hydrocortisonsubstitution

lagen etwas hdéher und vor allem in einem breiteren Bereich mit 29,9 + 52,6 pg/mg.
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Abbildung 29: Vergleich des Haarcortisols der Probanden und Patienten (ohne
Ausreil3er).
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Abbildung 30: Vergleich des logarithmierten Haarcortisols der Probanden und
Patienten.
Es wurden in einer weiteren Untersuchung alle Haarproben zur Uberpriifung eines
Einflusses bertcksichtigt. Es zeigte sich uUber alle Haarproben hinweg eine schwache
Korrelation des Haarcortisols zum diastolischen Blutdruck (r,=0,167; p = 0,027). Die
Hohe des diastolischen Blutdruckes lief3 Rickschlisse auf den Haarcortisolspiegel zu
(F 1,175 = 5,006, p = 0,027). Mit 1 mmHg héherem Blutdruck sank der Haarcortisolwert

um 0,433 pg/mg. So konnten 2,2 % der Streuung des Haarcortisols Uber den
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diastolischen Blutdruck vorhergesagt werden. Der Zusammenhang des Haarcortisols mit

dem diastolischen Blutdruck ist in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: Zusammenhang des Haarcortisols mit dem diastolischen Blutdruck der
Probanden und Patienten.

Unter Berlcksichtigung aller Haarproben zeigte sich im Mann-Whitney-U-Test ein
statistisch signifikanter Unterschied des Haarcortisolspiegels mit der Farbung des
Haares (z=-2,585, p=0,010). Nicht gefarbte Haare wiesen einen hd&heren
Haarcortisolspiegel auf (Median = 14,0 pg/mg; IQR = 9-23 pg/mg) als gefarbte (Median
= 8,5pg/mg; IQR = 7-15pg/mgq). Dies zeigt Abbildung 32. Die Effektstarke nach Cohen
(1992) lag bei r = 0,021 und entsprach einem geringen Effekt.
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Abbildung 32: Haarcortisol der gefarbten und ungefarbten Haare bei Probanden und
Patienten (ohne Ausreil3er).

3.2.4 Einflussfaktoren der Cortisolbestimmung im Haar bei Patienten
mit Hydrocortisonsubstitution

Bei den anschlieRenden Analysen nach Untergruppen korrelierte der Haarcortisolwert
bei Patienten mit Hydrocortisonsubstitution stark gleichsinnig mit den Ergebnissen in den
psychologischen Fragebdgen Uber das momentane (rs = 0,849) und allgemeine
Angsterleben (rs = 0,855) sowie Uber Ergebnissen des BDI (rs = 0,758). Es ergaben sich
p-Werte von 0,007 bis 0,029. Die Regressionsmodelle waren signifikant (p = 0,030; p =
0,010; p = 0,004). Sie sind in den Abbildungen 33-35 veranschaulicht.
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Abbildung 33: Zusammenhang des Haarcortisols und des STAI X1 bei Patienten mit

Hydrocortisonsubstitution.
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Abbildung 34: Zusammenhang des Haarcortisols und des STAI X2 bei Patienten mit

Hydrocortisonsubstitution.
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Abbildung 35: Zusammenhang des Haarcortisols und des BDI Il bei Patienten mit
Hydrocortisonsubstitution.
Auch die Substitutionsdosis Cortisol pro Tag in mg verhielt sich gleichsinnig zu dem
Haarcortisolspiegel und korrelierte mittelstark mit einem Rangkorrelationskoeffizienten
Spearmans rho von 0,342 und einem p-Wert von 0,036. Allerdings war das
Regressionsmodell nicht signifikant. Der Zusammenhang des Haarcortisols und der

Substitutionsdosis ist in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Zusammenhang des Haarcortisols und der Substitutionsdosis.

Ein Mann-Whitney-U-Test konnte keine Unterschiede bezlglich der Verteilung des
Haarcortisols durch die unterschiedlichen Substitutionspraparate zeigen (U = 169,5;
p = 0,334).

Auch bei alleiniger Betrachtung der Patienten mit Hydrocortisonsubstitution zeigte sich
eine gleichsinnige Korrelation zwischen dem diastolischen und dem systolischen
Blutdruck mit dem Haarcortisolspiegel (r,=0,479; p = 0,002, r, - 0,336; p = 0,039).

3.2.5 Einflussfaktoren der Cortisolbestimmung im Haar bei Patienten
mit kontrolliertem Cushing-Syndrom

Bei Patienten mit kontrolliertem Cushing-Syndrom zeigte sich ein statistischer

Zusammenhang zwischen den Triglyceridwerten im Blut und dem Haarcortisolspiegel (rs

= 0,522; p = 0,046), wobei bei héheren Triglyceridspiegeln das Cortisol im Haar sank.,

dargestellt in Abbildung 37. Das Regressionsmodell war nicht signifikant.
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Abbildung 37: Zusammenhang des Haarcortisols und der Triglyceridwerte bei
Patienten mit kontrolliertem Cushing-Syndrom.

3.2.6 Einflussfaktoren der Cortisolbestimmung im Haar bei Patienten
mit aktivem Cushing-Syndrom

Die vier Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom zeigten eine absolute Rangkorrelation

zwischen STAI X2 bzw. BDI Il und dem Haarcortisolspiegel, allerdings ist diese aufgrund

der geringen Fallzahl als nicht aussagekraftig einzuschatzen.

3.2.7 Zusammenhang der Einflussfaktoren der Cortisolbestimmung
im Haar
Um eine adaquatere Vorhersage auf den Haarcortisolwert bei Kenntnis verschiedener

Parameter treffen zu kénnen, wurde eine multiple Regressionsanalyse erstellt.

Zunachst wurde die Uberpriifung der Voraussetzungen durchgefiihrt. Dafiir wurde eine
Streumatrix angefertigt fur alle Variablen, partielle Regressionsdiagramme sowie
Diagramm der standardisierten Residuen. Es kann ein linearer Zusammenhang
zwischen den Variablen angenommen werden (Gauss-Markov-Annahme 1). Die Daten
entstammen einer Zufallsstichprobe (Gauss-Markov-Annahme 2) und die Auspragungen
der unabhangigen Variablen sind nicht konstant (Gauss-Markov-Annahme 4), ebenso
hat ihr Fehlerwert ungefahr einen Erwartungswert von 0 (Gauss-Markov-Annahme 3).
Die Unabhangigkeit und Normalverteilung der Fehlerwerte kann graphisch nur

annaherungsweise angenommen werden. Die Homoskedastizitat (Gauss-Markov-
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Annahme 5), kann wenn auch nicht vollstandig, dennoch annaherungsweise

angenommen werden.

Die Regressionsanalyse wurde mit schrittweisem Variableneinschluss und paarweisem
Fallausschluss der erhobenen Parameter durchgefihrt. Wiederum wurden zunachst nur
die gesunden Probanden betrachtet, wobei sich keine statistisch signifikanten
Zusammenhange zeigen lieRen. Bei Hinzunahme aller Haarproben unter Dummy-
Kodierung der Erkrankungsgruppen sowie wiederum paarweisem Fallausschluss zeigte
eine multiple Regressionsanalyse, dass nur der diastolische Blutdruck und die
Hydrocortisonsubstitution einen signifikanten Einfluss auf die Streuung des
Haarcortisols hatten, F (2,122) = 4,557, p = 0,012, n = 124. Abbildung 38 veranschaulicht
den Einfluss des diastolischen Blutdrucks in Abhangigkeit von der
Hydrocortisonsubstitution auf den Haarcortisolspiegel. Steigt die
Hydrocortisonsubstitution um ein Milligramm pro Tag, steigt auch das Cortisol im Haar
um 14pg/mg an. Steigt der diastolische Blutdruck um 1 mmHg, sinkt das Cortisol im Haar
um 0,5 pg/mg. Allerdings wurden gemeinsam nur 5,4 % der Streuung des Haarcortisols
durch diese zwei unabhangigen Variablen erklart. Fir dieses Modell wurden Parameter
ausgeschlossen, die zu viele fehlende Werte aufwiesen. Eingeschlossen wurden
gesunde Probanden, Patienten mit Hydrocortisonsubstitution, mit kontrolliertem und
aktivem Cushing-Syndrom, Alter, BMI, systolischer und diastolischer Blutdruck,
Taillenumfang, Geschlecht, natirliche Haarfarbe, Locken, Haufigkeit der Haarwaschen,
Ténung und Farbung der Haare, Ergebnisse aus STAI und BDI Il sowie aktuelles

Rauchen.
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Abbildung 38: Einfluss des diastolischen Blutdrucks und der Hydrocortisonsubstitution
auf den Haarcortisolspiegel.
Um Haupteffekte und Interaktionseffekte genauer betrachten zu kénnen, wurde eine
mehrfaktorielle Varianzanalyse mit Kovariaten durchgefuhrt. Zunachst wurden dafur
wiederum die Voraussetzungen geprift, die teilweise mit der Regressionsanalyse
Ubereinstimmten. Eine Unabhangigkeit der Gruppen lag vor. Eine Normalverteilung der
abhangigen Variablen innerhalb jeder der Gruppen lag nur ndherungsweise vor, wegen
der Gruppengrofe kann diese Voraussetzung dennoch angenommen werden. Obwohl
ein Levene-Test fir Homogenitat der Varianzen des Haarcortisols mit F 15,133 = 8,870 und
p < 0,001 keinen Ausschluss der Heterogenitat der Varianzen zuliel3, wurde trotzdem
die Analyse durchgefiihrt, da die Gruppengrofie recht grol3 war. Dennoch konnte eine

Verzerrung des F-Tests nicht ganz ausgeschlossen werden.

Aufgrund theoretischer Uberlegungen zur Relevanz wurden folgende unabhangige
Faktoren ausgewanhlt: Erkrankung, Geschlecht, nattrliche Haarfarbe und Farbung. Mit
einzig BMI als Kovariate zeigte dieses Gesamtmodell einen signifikanten
Zusammenhang der Faktoren mit dem Haarcortisolspiegel (F 19,132 = 3,624, p < 0,001,
partielles n? = 0,343, n = 152, korrigiertes R? = 0,248, siehe Tabelle 6). Mit diesem Modell
konnten 25 % der Streuung um den Gesamtmittelwert der Haarcortisolwerte erklart
werden. BMI selbst zeigte keinen statistisch signifikanten Zusammenhang mit dem
Haarcortisolspiegel (F 1,132 = 0,008, p = 0,927). Auch bei keinem der Faktoren lie} sich

ein signifikanter Haupteffekt auf den Haarcortisolspiegel nachweisen. Ohne
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Berucksichtigung der Kovariate BMI wurden durch Bonferroni korrigierte Post-hoc-Tests
signifikante Unterschiede zwischen den gesunden Probanden (Haarcortisol: 17,81 +
17,67 pg/mg) und den Patienten mit Hydrocortisonsubstitution (Haarcortisol: 36,68 +
63,42 pg/mg) erkennbar.

Interaktionseffekte zeigten sich statistisch signifikant fir die Erkrankung bei naturlicher
Haarfarbe (F 2132 = 6,095, p = 0,003) und Farbung (F 2132 = 4,952, p = 0,008) sowie
miteinander (F2,132 = 5,486, p = 0,005). So enthielte dunklere Haaren eher einen héheren
Cortisolgehalt, bei Patienten mit Hydrocortisonsubstitution hatten jedoch diejenigen mit
helleren Haaren hoéhere Haarcortisolspiegel. Ebenso lie® sich in gefarbten Haaren
weniger Cortisol nachweisen, nur bei den Patienten mit kontrolliertem Cushing-Syndrom
war es umgedreht. Die Effektstarken waren fur die Interaktionen zwischen Erkrankung
und naturlicher Haarfarbe (f = 0,3), zwischen Erkrankung und Haarfarbung (f = 0,27) und
zwischen Erkrankung, Haarfarbe und Haarfarbung (f = 0,29) nach Cohen (1992) als

mittel einzustufen. Die Abbildungen 39 und 40 verdeutlichen die Interaktionseffekte.
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Abbildung 39: Profildiagramm fir Haarcortisol und natirlicher Haarfarbe mit
getrennten Linien fUr Probanden und Patienten, Berechnung der Kovariate im Modell
mit BMI = 24,21 kg/m?.
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Abbildung 40: Profildiagramm flr Haarcortisol und Haarfarbung mit getrennten Linien
fur Probanden und Patienten. Berechnung der Kovariate im Modell mit
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Tabelle 6: Auszug der Zwischensubjekteffekte der mehrfaktoriellen Varianzanalyse mit

Kovariaten.
. Part. Effekt-
Quelle QL\J/icrirr]a_lt_surTlrlne df I\Q/Igﬁrgfer F Sig. Eta- starke
yp Quadrat f
Korrigiertes Modell 48375,386a 19 2546,073 3,624 ,000 ,343 0,72
Konstanter Term 2302,733 1 2302,733 3,277 ,073 ,024 0,16
BMI 5,861 1 5861 ,008 ,927 ,000 0,00
Gruppe 3099,639 3 1033,213 1,470 ,226 ,032 0,18
Geschlecht 1806,205 1 1806,205 2,571 ,111  ,019 0,14
Naturliche Haarfarbe 806,960 1 806,960 1,148 ,286 ,009 0,10
Haarfarbung 2418,292 1 2418,292 3,442 ,066 ,025 0,16
Gruppe * Geschlecht 2360,601 1 2360,601 3,360 ,069 ,025 0,16
Gruppe * natlrliche 8565,117 2 4282,558 6,095 ,003 ,085 0,30
Haarfarbe
Gruppe * Farbung 6958,319 2 3479,159 4,952 ,008 ,070 0,27
Geschlecht * 1335,503 1 1335503 1,901 ,170 ,014 0,12
natirliche Haarfarbe
Geschlecht * ,000 0 . : : ,000 0,00
Farbung
Naturliche Haarfarbe 2514,842 1 2514,842 3,579 ,061 ,026 0,16
* Farbung
Gruppe * Geschlecht 444277 1 444277 ,632 ,428 ,005 0,07
* natlrliche
Haarfarbe
Gruppe * Geschlecht ,000 0 . : : ,000 0,00
* Farbung
Gruppe * natirliche 7710,020 2 3855,010 5,486 ,005 ,077 0,29
Haarfarbe * Farbung
Geschlecht * ,000 0 . : : ,000 0,00
natirliche Haarfarbe
* Farbung
Gruppe * Geschlecht ,000 0 . : : ,000 0,00
* natlrliche
Haarfarbe * Farbung
Fehler 92748,818 132 702,643
Gesamt 207027,000 152
Korrigierte 141124,204 151
Gesamtvariation

R-Quadrat = 0,343 (korrigiertes R-Quadrat = 0,248)
Abhangige Variable: Haarcortisol (pg/mg).

3.3 Anwendbarkeit zur Diagnostik bei Storungen des
Cortisolstoffwechsels

Um eine mogliche Anwendbarkeit der Messung des Haarcortisolspiegels zur Diagnostik
bei Stérungen des Cortisolstoffwechsels zu Uberprifen, wurden die Patienten mit einem
floriden Cushing-Syndrom der Gruppe der gesunden Probanden gegenubergestellt. Ein
T-Test zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Patienten mit

floridem Cushing-Syndrom und den gesunden Probanden (t = 0,228, p = 0,820).
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Bei einer Receiver-Operating-Characteristics-Analyse (ROC-Analyse) ergab sich, dass
bei einem mittels Youden Index identifizierten optimalen Cut-off von 9,5 pg/mg eine
Sensitivitat von 100 % und eine Spezifitat von 35 % erreicht werden konnte. Allerdings
war das Ergebnis nicht signifikant (p = 0,442) und die GruppengréRen waren sehr
unterschiedlich. Die  Flache unter der Kurve (AUC) betrug 0,602
(95 % Konfidenzintervall = 0,415-0,788) und ist in Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Ergebnisse der ROC Analysen: Die Achsen geben die
Wahrscheinlichkeit wieder, dass Patienten mit Cushing-Syndrom von Nicht-Erkrankten
unterschieden werden konnen.

Die Mittelwerte und Standardabweichungen der Gruppen zeigten, dass es einen grof3en
Uberschneidungsbereich gab. Denn die Haarkonzentrationen der gesunden Probanden
lagen schon im Mittel Uber dem Cut-off mit 17,6 £ 17,5 pg/mg. Viele Patienten mit

aktivem Hypercortisolismus, im Mittel 19,4 + 14,0 pg/mg, lagen weit darunter.

Da keine Patienten mit Verdacht auf Nebenniereninsuffizienz in die Studie
eingeschlossen worden waren, kann uber die Anwendbarkeit auf die Diagnose einer

Nebenniereninsuffizienz keine Aussage getroffen werden.

3.4 Anwendbarkeit zur Beurteilung eines
Therapieansprechens

Ein weiterer untersuchter Aspekt war die Anwendung der Messung des

Haarcortisolspiegels in der klinischen Routine zur Uberpriifung der Therapie.

3.4.1 Uberpriifung der Hydrocortisonsubstitution

Zur Uberprifung der Hydrocortisonsubstitution wurde der Cortisolgehalt im Haar der

Patienten mit Hydrocortisonsubstitution mit dem der gesunden Probanden verglichen.
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Ein asymptotischer Mann-Whitney-U-Test zeigte keinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen (z = 0,661, p = 0,508). Die gesunden
Probanden wiesen einen Haarcortisolspiegel von 17,6 + 17,5 pg/mg auf. Die Patienten

mit Hydrocortisonsubstitution lagen mit 29,9 + 52,6 pg/mg hoher.

Eine ROC-Kurve zeigte wiederum ohne statistische Signifikanz (p = 0,509), dass bei
einem Cut-off von 36,5 pg/mg bei einer Sensitivitat von 18 % eine Spezifitat von 93 %
vorliegt. Bei einem Cut-off von 23,5 pg/mg ware es bereits eine Sensitivitat von 28 %,
bei einer Spezifitdt von 81 %. Die in Abbildung 42 dargestellte Flache unter der Kurve
(AUC) betrug 0,536 (95 % Konfidenzintervall = 0,428-0,643).
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Abbildung 42: Ergebnisse der ROC Analysen: Die Achsen geben die
Wahrscheinlichkeit wieder, dass Patienten mit Hydrocortisonsubstitution von Nicht-
Substituierten unterschieden werden kénnen.

3.4.2 Uberprifung des Therapieansprechens bei Hypercortisolismus

Um das Therapieansprechen bei Hypercortisolismus zu Uberprifen, wurden die
Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom den Patienten mit kontrolliertem
Hypercortisolismus gegenlbergestellt. Ein exakter Mann-Whitney-U-Test zeigte, dass
sich die Mittelwerte der beiden Gruppen nicht signifikant voneinander unterscheiden
lieBen (z = -1,244, p = 0,240). In absoluten Zahlen ausgedrickt hatten Patienten mit
kontrolliertem Cushing-Syndrom mit 12,6 + 7,6 pg/mg tendenziell eine niedrigere
Cortisolkonzentration im Haar als diejenigen mit hoher Krankheitsaktivitat mit 19,4 + 14,0
pg/mg. Eine ROC-Analyse zeigte, dass ein geeigneter Grenzwert als Hinweis auf eine
notige Verbesserung der Therapie bei 9,5 lag. Die in Abbildung 43 dargestellte AUC
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betrug 0,687 (95 % Konfidenzintervall = 0,443-0,932) und ist. Diese Analyse war
statistisch nicht signifikant (p = 0,087).
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Abbildung 43: Ergebnisse der ROC Analysen: Die Achsen geben die

Wahrscheinlichkeit wieder, dass Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom von
Patienten mit kontrollierter Krankheitsaktivitat unterschieden werden kénnen.

3.5 Vergleich verschiedener Methoden

Zur Validierung der verwendeten Methode einerseits und zur Einordnung in bereits
etablierte diagnostische Verfahren andererseits wurde die Messung des

Haarcortisolspiegels mit verschiedenen Messmethoden verglichen.

3.5.1 Vergleich der Extraktion durch alkalische Hydrolyse mit
Pulverisierung

Verschiedene Methoden zur Vorbereitung der Haare auf die Extraktion wurden
verglichen. Zum einen wurden die Haare, wie bereits in der Literatur beschrieben, mit
einer Kugelmuhle gemahlen, zum anderen wurde eine neue Anwendung durch
alkalische Hydrolyse der Haare versucht. Das Cortisol wurde im Anschluss mit ELISA
gemessen. Hierbei zeigte sich jedoch keine adaquate Korrelation der beiden
Messungen, siehe Abbildung 44. Bei genauerem Betrachten scheint zum einen durch
alkalische Hydrolyse weniger Cortisol im Haar nachweisbar zu sein und zum anderen

scheint diese Methode weniger empfindlich flir héhere Werte zu sein.
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Abbildung 44: Korrelation der Cortisolspiegel der pulverisierten und der hydrolysierten
Haare.

Ein Vergleich des Cortisolgehalts nach Hydrolyse und Pulverisierung wurde auch mittels

Steroidmessung durch Massenspektrometrie versucht, allerdings konnte bei den Proben

nach Hydrolyse weder Cortisol noch Cortison massenspektrometrisch bestimmt werden.

3.5.2 Vergleich der Messung mittels Massenspektrometrie zu ELISA

Die durch Massenspektrometrie und ELISA gemessenen Cortisolmengen im Haar
wurden mehrfach verglichen. Hierbei wurden massenspektrometrisch nicht nur Cortisol,
sondern auch andere Steroidhormone bestimmt. Da bei den anderen Hormonen, wie
Aldosteron, Androstendion, Corticosteron, DHEA, Ostrogen, Progesteron und
Testosteron, allerdings aufgrund der biochemischen Eigenschaften davon ausgegangen
werden kann, dass sie die Messungen des ELISA nicht verfélschen, wurde nur fur

Cortisol und Cortison eine Korrelation Gberpruft.

Es zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation der Cortisolwerte bei der Messung
mit ELISA und mit Massenspektrometrie des Max-Planck-Instituts fir Psychiatrie (MPI)
(rp, = 0,971, p <0,001; Abbildung 45). Bei der Uberpriifung der Korrelation bei der
Messung von Cortisolwerten im ELISA und der Summe aus Cortisol und Cortison bei
der Massenspektrometrie ergab sich sogar ein leicht héherer Wert (r, = 0,977, p <0,001;
Abbildung 46). Mit den Cortisonmessungen in der Massenspektrometrie korrelierte der
Cortisolwert aus dem ELISA (r, = —0,949, p < 0,001; Abbildung 47).
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Abbildung 45: Zusammenhang des gemessenen Cortisols mittels ELISA und mittels
Massenspektrometrie (MPI).
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Abbildung 46: Zusammenhang des gemessenen Cortisols mittels ELISA und des
gemessenen Cortisols und Cortisons mittels Massenspektrometrie (MPI).
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Abbildung 47: Zusammenhang des gemessenen Cortisols mittels ELISA und des
gemessenen Cortisons mittels Massenspektrometrie (MPI).

Beim Vergleich der Messungen des Haarcortisols mit ELISA mit denen mittels
Massenspektrometrie von Cortisol und Cortison am Helmholtz Zentrum Minchen (HZM)
konnten nicht bei allen Proben der Cortisol- und Cortisonspiegel bestimmt werden. Es
zeigte sich hier eine negative, nicht signifikante Korrelation des gemessenen Cortisols
im ELISA zum gemessenen Cortisol mittels Massenspektrometrie von r,= -0,210
(p = 0,790; Abbildung 48), allerdings korrelierte signifikant der Cortisolwert im ELISA
zum Cortison mittels Massenspektrometrie (r, = 0,950, p < 0,001; Abbildung 49).
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: Zusammenhang des gemessenen Haarcortisols mittels ELISA und
mittels Massenspektrometrie (HZM).
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Abbildung 49: Zusammenhang des gemessenen Cortisols mittels ELISA und des
gemessenen Cortisons mittels Massenspektrometrie (HZM).

Ein Vergleich der Ergebnisse der beiden Massenspektrometer zeigten bei Cortison eine
gute Ubereinstimmung (r, = 0,995, p < 0,001; Abbildung 50), bei Cortisol fiel sie geringer
aus (r,= 0,819, p = 0,090; Abbildung 51).
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Abbildung 50: Zusammenhang des gemessenen Cortisons mittels
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Abbildung 51: Zusammenhang des gemessenen Haarcortisols mittels

Massenspektrometrie (HZM und MPI).
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3.5.3 Korrelation des Haarcortisolgehalts mit den Cortisolwerten in
Fingernageln

Fur die Korrelation des Cortisolgehalts zwischen Haaren und Fingernageln wurden zum
einen pulverisierte Haarproben und zum anderen hydrolysierte Haarproben verwendet.
Die Fingernagelproben wurden ausschlief3lich hydrolysiert. Der Cortisolgehalt aller Haar-
und Fingernagelproben wurden anschliefend mit dem ELISA bestimmt. Bei der
Messung des Cortisolgehalts in Fingernageln von zehn Probanden konnte bei finf von
ihnen der Cortisolgehalt quantifiziet werden. Der Cortisolgehalt in den
Fingernagelproben der Probanden wurde mit dem Cortisolgehalt ihrer hydrolysierten und
pulverisierten Haarproben verglichen, dargestellt in der Abbildung 52 und 53. Die
Cortisolkonzentrationen bei den funf messbaren Fingernagelproben lagen dabei unter
den in Haaren gemessenen Werten. Hierbei zeigte sich jedoch kein einheitlicher
Zusammenhang bei schwachem bzw. mittlerem Effekt (R? linear = 0,091, r = 0,301 fur
hydrolysierte Haare und R? linear = 0,084, r = 0,3290 fiir pulverisierte Haare). Da die
Messungen der Haarstrdhnen nicht miteinander korrelieren und da die Fallzahl sehr

gering ist, kann keine abschlieRende Wertung getroffen werden.

o
|
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|
[ )

y=0,13x + 2,04
B e R2linear =0,091
* r=0,301

Cortisol in hydrolysierten
Fingernageln (pg/mg)

) 1 I 1 J
10 15 20

Cortisol in hydrolysierten Haaren (pg/mg)

Abbildung 52: Korrelation der Cortisolspiegel der hydrolysierten Haare und
hydrolysierten Fingernagel.
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Abbildung 53: Korrelation der Cortisolspiegel der pulverisierten Haare und
hydrolysierten Fingernagel.

3.5.4 Ringversuch mit der Technischen Universitat Dresden

Weiterhin wurde flir einen Ringversuch mit der Technischen Universitat Dresden
Haarcortisol bei 15 Haarstrahnen bestimmt. Dafur wurden die mit Alufolie geschitzten
Proben nach Dresden postalisch versendet. Dort wurden die ersten drei Zentimeter aller
Strahnen gemahlen und nach dem dortigen Protokoll mittels Chemielumineszenz
gemessen. AnschlieRend wurden die verbleibenden gemahlenen Haare zurlick nach
Munchen geschickt und mittels Pulverisierung, Methanolextraktion und ELISA nach
vorbeschriebenem Protokoll gemessen. Dabei zeigte sich bei einem Bestimmtheitsmal}

R? = 0,6125 eine lineare Regression mit einer Steigung von 0,1267, vgl. Abbildung 54.
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Abbildung 54: Ringversuch zwischen Max-Planck-Institut Minchen und TU Dresden.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

Auf der Suche nach einer einfach zu handhabenden Methode, den Cortisolspiegel im
Korper einschatzen zu kdnnen, erwies sich die Messung des Haarcortisols als ein
innovativer Ansatz. In der endokrinologischen Ambulanz des Max-Planck-Instituts
konnte ihre prinzipielle methodische Anwendung bei Patienten gezeigt werden. Dazu
wurden in der Literatur beschriebene Protokolle der Pulverisierung und
Methanolextraktion miteinander verglichen und an die lokalen Gegebenheiten
angepasst (Stalder et al., 2012). Die verwendete Methode konnte einfach gehandhabt
werden, war nicht invasiv und praktikabel. Weiterhin wurde eine neue Methode zur
Cortisolbestimmung im Haar durch alkalische Hydrolyse erprobt. Eine Uberpriifung der
Korrelation mit anderen bereits validierten Methoden zur Cortisolbestimmung aus z. B.
Blut oder Speichel fehlt jedoch (Herane Vives et al., 2015; Short et al., 2016). Bedeutsam
ist, dass die Methode durch Messung mittels Massenspektrometrie und durch ein

externes Labor validiert wurde.

4.1.1 Cortisolbestimmung im Haar nach Pulverisierung und
Methanolextraktion

Die Grof3zahl der Haarproben der Studie wurden zunachst pulverisiert und mit Methanol
extrahiert. Dieses Vorgehen orientiert sich an der Mehrzahl der verdffentlichten
Protokolle zur Extraktion des Haarcortisols (Russell et al., 2015). Die verdffentlichten
Ergebnisse von Haarcortisolanalysen stammen groftenteils aus funf Laboren, aus
Dresden/Deutschland, Denver/Colorado, Nanjing/China, Rotterdam/Niederlande und
Western Ontario/Kanada (Stalder et al., 2017).

Die Haare wurden in einigen Laboren als erstes in Isopropanol gewaschen, um eine
Kontamination durch auf3erliches Cortisol aus Schweild zu verringern. Im Protokoll der
Gruppe aus Rotterdam wurde auf diesen Schritt verzichtet. Es wurden zwar leicht
erhohte Cortisolwerte dadurch diskutiert, allerdings ist der Mittelwert aus Kanada noch
hoéher (46.1 pg/mg verglichen zu der vorliegenden Studie mit 17,6 mg/pg), obwohl die
Haare dort gewaschen werden (Abell et al., 2016; Hodes et al., 2017; Manenschijn et
al., 2011; Manenschijn et al., 2012; Manenschijn et al., 2013; Russell et al., 2015).

AnschlieRend werden die Haare meist gemahlen, wie es auch in dieser Studie
durchgeflihrt wurde. Es ist anzunehmen, dass das Mahlen zu einer Verringerung des
Cortisolgehalts fuhrt (Hodes et al., 2017; R. Slominski et al., 2015). Dabei ist dies im

vorliegenden Protokoll ein schwer einzuschatzender Parameter, da die Haare erst nach
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dem Mahlen abgewogen wurden. Daher kdnnten Unterschiede der nicht bestimmten
urspringlichen Menge durch proportional unterschiedliche Mahlgrade den messbaren
Cortisolspiegel verandern. Andere Labore, wie in Rotterdam und an der Western
University in Kanada, schneiden die Haare klein, ohne sie zu mahlen (Russell et al.,
2015). Die Vorbereitung der Proben durch Mahlen ist sehr zeitaufwandig, daher ware fir

weitere Versuche die alleinige Zerkleinerung in Erwagung zu ziehen.

Ein kritischer Schritt der Extraktion ist die Trennung des cortisolhaltigen Uberstandes
von den Haaren nach Methanolgabe, da es zu einer Eintribung durch restliche
Haarpartikel kommen kénnte. Daher wird im Labor in Dresden 1,5 ml Methanol
dazugegeben, um letztendlich 1 ml abzupipettieren. Alle anderen Labore verwenden
1 ml Methanol. Ein wesentlicher Unterschied des in der vorliegenden Studie
verwendeten Protokolls zu den anderen ist die fehlende Evaporation, denn im
Gegensatz zur Trocknung bei Raumtemperatur werden die Proben in anderen Laboren
meist unter Stickstofffluss und erhéhten Temperaturen (38 °C bis 60 °C) getrocknet
(Russell et al., 2015). Durch Unterschiede in Luftfeuchtigkeit, Temperatur und Helligkeit
veranderte sich die Trocknungszeit und kann vermutlich einen Teil der Inter-Assay-
Variabilitat der vorliegenden Studie erklaren. Insbesondere da die Proben nicht
lichtgeschutzt getrocknet wurden, kann mit langerer Trocknungsdauer eine verminderte

Messbarkeit des Cortisols einhergehen (Meyer & Novak, 2012).

4.1.2 Cortisolbestimmung nach alkalischer Hydrolyse

Zur Bestimmung des Cortisolspiegels im Haar ist die Verwendung einer alkalischen
Hydrolyse bisher nicht beschrieben worden. Allerdings konnte der Cortisolwert
massenspektrometrisch nicht bestimmt werden, auch wenn DHEA und Testosteron
gemessen werden konnten. Bei Messung mit ELISA zeigte sich im Vergleich zur
Pulverisierung eine geringe Ubereinstimmung und eine geringe Sensitivitat bei hoheren
Konzentrationen. Die Methode ist ungleich aufwandiger als Pulverisierung und durch die
Saure- und Basentitrierung anfallig fur Stdérungen, dennoch kann sie eine gute
Erganzung zu anderen Methoden sein. Weitere Versuche zu Validierung und

Wiederfindung werden bendétigt, um die bisherigen Ergebnisse zu Uberprifen.

4.1.3 Cortisolbestimmung mit ELISA

Trotz der Heterogenitat der verwendeten antikdrperbasierten Messungen ahneln sich
die Ergebnisse der unterschiedlichen Labore. So verwendet die Dresdner Gruppe
beispielsweise Chemolumineszenz. Nach Vorversuchen wurde der DetectX® Arbor
Assay Cortisol Enzyme Immunoassay Kit ausgewahlt, obwohl er fir die Analyse von

Haaren noch nicht validiert war.
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Die Kreuzreaktivitat laut Arbor Assays ist bei korpereigenen Hormonen recht gering:
Cortison mit 1.2 %, bei Progesteron < 0,1 % und bei Ostradiol < 0.1 %. Fiir synthetische
Glucocorticoide gibt es relevante Kreuzreaktivitaten: Dexamethason 18.8 % und
Prednisolon 7.8 %. Vergleichsweise liegen die Kreuzreaktivitaten anderer Antikorper in
einem ahnlichen Bereich mit Cortison von Roche Cobas Assay bei 0,3 % , von Alpco bei
6.2 % , von IBL International, LIA bei 4.49 %, von DRG International bei 3.00 %, von
Salimetrics bei 0.130 % (lglesias et al., 2015; Russell et al., 2015).

4.1.4 Cortisolbestimmung mit Massenspektrometrie

Diese Studie zeichnet sich durch mehrfache Vergleiche von Cortisolbestimmungen im
Haar durch ELISA und Massenspektrometrie an verschiedenen Standorten aus. Dabei
konnten die Ergebnisse anderer Studien validiert werden, dass massenspektrometrisch
ein geringerer Cortisolgehalt gemessen wird als mittels ELISA bei guter Korrelation
zueinander (Kirschbaum et al., 2009; Russell et al., 2015; Stalder et al., 2017). Doch
zeigten sich die massenspektrometrischen Messungen beider Standorte stéranfallig. Es
ist anzunehmen, dass Teile der Haarmatrix die Cortisolbestimmung stéren. Obwohl
Messungen mittels Massenspektrometrie generell genauer sind, zeigte sich der ELISA
zuverlassiger, besser reproduzierbar, gunstiger, leichter verfigbar und mit einer fur
klinische Anwendung ausreichenden Spezifitat (Gow et al., 2010; Kirschbaum, Tietze,
Skoluda, & Dettenborn, 2009; Staufenbiel et al., 2013).

4.1.5 Validierung der Cortisolbestimmung im Haar mittels
Pulverisierung und ELISA

Die Wiederfindungsrate anhand von zugesetztem Hydrocortison zu Haaren wies eine
hohe Ungenauigkeit auf (3-243 %), die sich bei alleiniger Verwendung von
Methanollésung bereits besserte (56—123 %). Eine mdgliche Erklarung ist, dass das
zugesetzte Hydrocortison zusammen mit den Haaren in anderer Weise mit den
Antikdrpern des ELISA reagiert als das im Haar enthaltene. Da die Messungen mit
endogenem Cortisol ohne Zusatz plausibel und auf andere Art und Weise validiert
werden konnten, wurde trotz der fehlerhaften Wiederfindung zugesetzten Cortisols die
Methode weitergefuhrt. Die positiveren Angaben des Herstellers zu Wiederfindung und
Variabilitat (5,6—14,7 %) unterstitzten diese Einschatzung ("DetectX®Cortisol Enzyme

Immunoassay Kit," 2016).

Die Versuche zur Validierung der Methode anhand von Wiederholungsmessungen
zeigten, dass besonders die Schritte vor dem ELISA eine erhdhte Variabilitat aufweisen.
Funf Probenpaare, die an unterschiedlichen Stellen der ELISA-Platte gemessen wurden,

aber gemeinsam extrahiert wurden, zeigten einen Variationskoeffizient von 10 %. Zehn
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Proben derselben Strahne aber zweimal extrahiert zeigen bereits eine Variabilitat im
Bereich von 7,0-36,2 pg/mg mit einem Variationskoeffizienten von 69 % auf. Bei
weiteren Wiederholungsmessungen mit 13 Haarstrahnen an unterschiedlichen Tagen
wurden bei denselben Strahnen Korrelationskoeffizienten von 19,9 + 21,0 % berechnet.
Bei 26 Strahnen derselben Probanden, zum selben Zeitpunkt, aber von der anderen
Seite des Hinterkopfes entnommen, ergaben sich bereits Korrelationskoeffizienten von
55,3 + 37,4 %. Dabei gilt, dass der physiologische Cortisolgehalt der Haare auch nahe
an der Nachweisgrenze des ELISA von 1,2 pg/mg Haar liegen kann, daher kann es dort
vermehrt zu Messungenauigkeiten kommen. Andere Autoren konnten eine Intra- und
Inter-Assay-Variabilitdt von 8.8 % und 3.7 % zeigen (Gao et al., 2013; Kuehl et al., 2015).

Es zeigten sich gute Ubereinstimmungen der mit ELISA bestimmten Cortisolwerte zu
den Ergebnissen anderer Labore. Der in der vorliegenden Studie gemessene Mittelwert
der gesunden Probanden ist 17,6 + 17,5 pg/mg Haar. Der Cortisolmittelwert gesunder
Probanden betrug in der Koren Gruppe aus Kanada 46,1 pg/mg, 29,72 pg/mg in der
niederlandischen Van Rossum Gruppe, 27 pg/mg in der von Laudenslager in den USA
gefihrten Gruppe und 20 pg/mg in der Kirschbaum Gruppe aus Dresden (Albar, Russell,
Koren, Rieder, & van Umm, 2013).

4.1.6 Cortisolbestimmung im Fingernagel

Die Bestimmung des Cortisols in Fingernageln mittels Hydrolyse ist eine bisher nicht
beschriebene Methode, durch die eine mechanische Zerkleinerung der Fingernagel
umgangen werden kann. Es konnte in der Halfte der Proben Cortisol durch ELISA
quantifiziert werden. Es ist anzunehmen, dass der Cortisolgehalt bei den nicht
bestimmbaren Proben zu niedrig war. Daher sollte flr zukinftige Analysen mehr
Probenmaterial verwendet werden. Eine Moglichkeit besteht darin, die Probanden
bereits vor Probenabgabe aufzufordern, einen oder mehrere ihrer Fingernagel ca. zwei
Wochen lang wachsen zu lassen. Aufgrund der geringen Fallzahl konnte keine
verlassliche Korrelation zu den Cortisolwerten im Haar bestimmt werden. Seit kurzem
gibt es Berichte Uber Messungen von Cortisol oder anderen Steroidhormonen in
Fingernageln. Hierbei wurden verschiedene Protokolle und Messverfahren wie
Massenspektrometrie und RIA verwendet. Dabei erwies sich Cortisol als im Nagel
nachweisbar. Die genaue Quantifizierung mittels ELISA scheint der Quantifizierung
mittels Massenspektrometrie unterlegen zu sein (Higashi et al., 2016; Izawa et al., 2015;
Veronesi et al., 2015; Warnock et al., 2010).
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4.1.7 Ringversuch mit der Technischen Universitat Dresden

Zur externen Validierung wurde der Cortisolgehalt in 15 Haarstréhnen an der
Technischen Universitdt Dresden und im Labor der endokrinologischen Ambulanz des
Max-Planck-Instituts fir Psychiatrie bestimmt. Dabei zeigte sich eine Korrelation der
Ergebnisse. Die am Max-Planck-Institut fur Psychiatrie bestimmten Cortisol-
konzentrationen waren geringer als die zuvor bestimmten Werte bei denselben
Personen. Es ist zu vermuten, dass dies auf eine mangelnde Robustheit bei der
Lagerung der Proben hinweist. Die Proben wurden per Post verschickt. Es ist
anzunehmen, dass sie dabei Kalte und UV-Strahlung ausgesetzt waren. Zudem wurden
die Proben nach dem Dresdner Protokoll vorbereitet, also mit Isopropanol gewaschen,

was den messbaren Cortisolgehalt vermutlich senkt (Hodes et al., 2017).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Probanden- und Patientenkollektiv

Die Einteilung der in die Studie eingeschlossenen Patienten der endokrinologischen
Ambulanz des Max-Planck-Instituts flr Psychiatrie nach Erkrankungsgruppen erfolgte
durch Diagnostik gemaR der Leitlinien der Endokrinologischen Gesellschaft und je nach
Auspragung der Krankheitsaktivitat, die eine Annahme Uber die HOhe des
Haarcortisolspiegels zulie3 (Nieman et al., 2008). So wurden 38 Patienten mit
Nebenniereninsuffizienz und 21 Patienten mit Cushing-Syndrom eingeschlossen.
Gerade bei Aufteilung der Patienten mit Cushing-Syndrom in niedrige und hohe
Krankheitsaktivitat stie® die Studie an statistische Grenzen, da die Aussagekraft und
Vergleichbarkeit einer Gruppe mit nur finf Patienten eingeschrankt sind. Mit einem
ahnlichen Erhebungszeitraum und mit einer ahnlichen Anzahl an Patienten gibt es noch
weitere Studien, die kirzlich verdffentlicht wurden. In einer endokrinologischen
Ambulanz in Rotterdam wurden Daten von 43 Patienten mit Cushing-Syndrom erhoben,
von 35 Patienten, bei denen ein Cushing-Syndrom ausgeschlossen werden konnte und
von zusatzlich 174 gesunden Kontrollen. In dieser Studie zeigte sich die Messung des
Haarcortisols bei einem Cut-off von 31,1 pg/mg mit einer Sensitivitat von 93% und einer
Spezifitdt von 90% geeignet, zwischen Patienten mit Cushing-Syndrom und gesunden
Probanden zu unterscheiden (Wester et al., 2017). In den USA wurden 30 Kinder mit
Cushing-Syndrom mit sechs Kindern verglichen, bei denen ein Cushing-Syndrom
ausgeschlossen werden konnte. Hierbei zeigte sich bei den Patienten mit Cushing-
Syndrom ein héherer Cortisolgehalt als bei den gesunden Kontrollen. Bei statistisch nicht
signifikanten Ergebnissen schlossen die Autoren jedoch, weitere Studien zur Diagnostik
bei Cushing-Syndrom seien notwendig (Hodes et al., 2017). In Nordamerika wurden 93
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Patienten mit Nebenniereninsuffizienz und 62 gesunde Kontrollen untersucht. Dabei
wiesen nur Manner signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit
Nebenniereninsuffizienz und gesunden Kontrollen auf, bei Frauen waren die
Unterschiede nicht statistisch signifikant. Zudem korrelierte der Haarcortisolgehalt bei
Patienten mit Hydrocortisonsubstitution mit der Substitutionsdosis des Hydrocortisons
(Gow, Koren, Rieder, & Van Uum, 2011). Wiederum in Rotterdam wurden 54 Kinder
unter Hydrocortisonsubstitution mit ebenso vielen gesunden Kontrollen verglichen.
Dabei wiesen die Patienten mit Hydrocortisonsubstitution héhere Haarcortisolwerte auf
als die gesunden Kontrollen (13,3 zu 8,2 pg/mg, p= 0,02). Die Haarcortisolwerte konnten
13% der Unterschiede des BMI und 29% der Unterschiede des Taillenumfangs zwischen
Patienten und gesunden Kontrollen erklaren (Noppe, van Rossum, Vliegenthart, Koper,
& van den Akker, 2014). In der Literatur wurde bis jetzt jedoch kein Vergleich zwischen
unterschiedlichen Freisetzungsformen des Hydrocortisons, wie schnell wirksames
Hydrocortison und Plenadren® beschrieben. Ein neuer Studienansatz ist auch die

Einteilung der Krankheitsaktivitat bei Cushing-Syndrom in aktiv und kontrolliert.

Im vorliegenden Kollektiv konnte kein Unterschied zwischen der Verteilung des
Haarcortisolspiegels zwischen Probanden und Patienten gezeigt werden. Auch wenn
eine héhere Patientenzahl bessere Aussagen zuliel3e, zeigt doch der Vergleich mit den
anderen Studien, dass die geringe Inzidenz der Erkrankungen des Cortisolstoffwechsels
dies erschwert. Umso dringlicher ist jedoch die Fortfihrung der Entnahme der
Haarproben bei Patienten, die sich mit Verdacht auf Stérung des Cortisolstoffwechsels
vorstellen oder endokrinologisch behandelt werden, um genauere Aussagen Uber die

Eignung dieses Verfahrens flur Diagnostik und Therapiemonitoring treffen zu kénnen.

Zu den Schwachen der Studie gehort die Grofle und Homogenitat des
Referenzkollektivs. Die Probanden sind durchschnittlich jinger und weisen anteilig mehr
Frauen als im Bundesdurchschnitt auf. Dabei ist zu berlcksichtigen, dass bei alteren
Mannern haufig weniger Kopfhaar zur Probe genommen werden kann, die Verteilung
also die durchschnittliche Haarverteilung wiederspiegelt. Mit fortgeschrittenem
Lebensalter steigt das allgemeine Erkrankungsrisiko, daher sind gesunde Menschen
statistisch junger. Bei zuklnftigen Studien ist darauf zu achten, vermehrt altere
Menschen einzubeziehen. So wurden beispielsweise Mitglieder des Haushalts von
Erkrankten gebeten, an Studien teilzunehmen (Gow et al., 2011). Zur Identifizierung von
moglichen Einflussfaktoren des Haarcortisols wurden in der Literatur bereits sehr grof3e
Kohortenstudien durchgefiihrt, beispielsweise mit iber 3000 Probanden in der Whitehall
Il Studie (Abell et al., 2016). Um mit einer statistischen Power von 0,8 auf einem

Signifikanzniveau von o = 0,05 einen Unterschied des Haarcortisolspiegels zwischen
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Mannern und Frauen unter Annahme der in der vorliegenden Studie gemessenen
Unterschiede von 22,9 bzw. 20,3 pg/mg Haar zu erhalten, missten 2228 Personen

untersucht werden.

Wenn die Gruppen auch eine heterogene Verteilung einiger Parameter aufwiesen, ist
dies bei genauerer Betrachtung haufig Konsequenz einer Erkrankung. So zeigen die
Patienten vermehrt pathologische Eigenschaften des metabolischen Syndroms, ist doch
dies gerade Kennzeichen des Cushing-Syndroms und weist auf die Schwierigkeiten
einer adaquaten Hydrocortisonsubstitution hin. Die Unterschiede in den
psychologischen Parametern betonen die Dringlichkeit einer adaquaten Diagnostik und
Therapie. Da die Ergebnisse der verschiedenen Fragebbdgen zu psychologischen
Parametern miteinander korrelieren, koénnte bei zukinftigen Analysen fur eine

erleichterte Compliance einer der verwendeten Fragebogen ausgewahit werden.

Durch fehlende Werte und Parameter, die teils im Rahmen der klinischen Routine und
nur teils explizit fur diese Studie erhoben wurden, wie die Blutwerte und genauere
Charakterisierung der Lebensgewohnheiten der Patienten, wurde die Aussagekraft der

vorliegenden Studie gemindert.

4.2.2 Einflisse auf den Haarcortisolspiegel

Anhand der Haarproben und der dazu erhobenen Daten konnten Einflisse
verschiedener Parameter auf den Haarcortisolspiegel festgestellt werden. Allerdings war
nur durch Haarfarben das Haarcortisol so stark vermindert, dass dieser Effekt bei
Betrachtung aller Haarproben alleine statistisch signifikant war (z =-2,585, p = 0,010).
Sogar bei einer Erkrankung des Cortisolstoffwechsels konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten gefunden werden, auch wenn
diejenigen mit Hydrocortisonsubstitution tendenziell einen héheren Mittelwert aufweisen
wie die anderen Gruppen (Hs = 1,956, p = 0,582).

Eine mehrfaktorielle Varianzanalyse mit BMI als Kovariate konnte jedoch Haupteffekte
durch Erkrankung, Geschlecht, nattirliche Haarfarbe und Farbung nachweisen (F 19,132 =
3,624, p < 0,001, partielles n? = 0,343, n = 152, korrigiertes R? = 0,248). Dieses Modell
kann 25 % der Streuung der Mittelwerte erklaren. Bei genauer Betrachtung zeigten sich
nur die Haarcortisolwerte der gesunden Probanden und der Patienten mit

Hydrocortisonsubstitution als statistisch signifikant unterschiedlich.

Diese Unterschiede der Haarcortisolwerte verweisen zum einen auf unterschiedliche
systemische Cortisolwerte (Aanderud & Myking, 1981; Nickelsen, Schulz, & Demisch,

1983; Scott, Donald, & Espiner, 1978). Zum anderen ist anzunehmen, dass es durch die
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Erkrankungen zu einer veranderten lokalen Ausschuttung kommt. So konnte gezeigt
werden, dass die Neusynthese von Cortisol in der Haut stattfinden kann (Ito et al., 2005;
A. T. Slominski, Manna, & Tuckey, 2014; Tiganescu, Walker, Hardy, Mayes, & Stewart,
2011). Eine Umwandlung von Cortisol zu Cortison und umgekehrt findet in der Haut und
an Haarwurzeln statt und ist abhangig von Feedback-Mechanismen (Hodes et al., 2017;
Smith et al., 1996; Tiganescu et al., 2011). Ob die erhdhten Werte des Haarcortisols
eher einen systemischen oder eher einen lokalen Ursprung haben, konnte durch die
vorliegende Studie nicht geklart werden. Dennoch scheinen verschiedene Organe
unterschiedlich sensitiv auf Cortisol zu reagieren, denn auch wenn die Patienten nach
klinischen Kriterien adaquat substituiert waren, unterschieden sich doch die
gemessenen Haarcortisolwerte von denen Gesunder. Aullerdem Korrelierten die
Substitutionsdosen mit dem Haarcortisol nach Rangen (rs=0,342, p = 0,036).
Méoglicherweise wird Uberproportional viel Cortisol bei erhéhten Serumkonzentrationen
im Haar abgelagert. Diesen Verdacht bestarkt, dass die Patientin mit einer
Haarcortisolkonzentration von anndhernd 300 pg/mg zuvor eine Addisonkrise hatte, die
mit Gabe von mehr als 100 mg Hydrocortison in einem kurzen Zeitraum behandelt
wurde. Dies weist auf eine Limitation der vorliegenden Daten hin, da die
Substitutionsdosen nur die tagliche Dosierung wiedergeben, aber nicht die zusatzliche
Cortisoneinnahme in Belastungssituationen bertcksichtigt. Andere Autoren fanden
grundsatzlich eine Assoziation des Haarcortisolspiegels mit der Gesamtdosis
substituierten Cortisols, nicht jedoch mit der einzelnen Maximaldosis, allerdings
schlossen sie Patienten mit Addisonkrise von ihrer Studie aus, da eine veranderte
Einlagerung durch erhéhte Dosen vermutet wurde (Staufenbiel, Andela, et al., 2015).
Bei der Uberpriifung der Normalverteilung der Haarcortisolwerte zeigte sich, dass allein
die Gruppe der Patienten mit Hydrocortisonsubstitution nicht normalverteilte
Haarcortisolwerte aufwies. Dies kann ein Hinweis auf eine unphysiologische Substitution
sein. Einen Unterschied zwischen einer Substitution mit Plenadren® oder Hydrocortison

zeigte sich jedoch nicht.

Weitestgehend konsistent mit den Ergebnissen anderer Studien zeigte sich der Einfluss
des Geschlechts, der mit einer verminderten Cortisolkonzentration bei Frauen
einhergeht (Abell et al., 2016; Dettenborn et al., 2012; Feller et al., 2014; Manenschijn
et al.,, 2013; Stalder et al., 2017; Staufenbiel, Penninx, et al., 2015). In diesem
Zusammenhang konnte allerdings kein Einfluss einer hormonellen Verhutung auf den
Haarcortisolspiegel nachgewiesen werden. Dies ist umso erstaunlicher, da der
Cortisolspiegel im Serum bei hormoneller Verhltung erhoht ist. Dies konnte jedoch nur
in wenigen Studien auch fir den Haarcortisolspiegel gezeigt werden (Dettenborn et al.,
2010; Kuehl et al., 2015; Staufenbiel, Penninx, et al., 2015; Wester et al., 2017).
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In den vorliegenden Daten konnte kein Zusammenhang zwischen dem
Haarcortisolspiegel und dem Alter hergestellt werden. Es ist zu vermuten, dass die
fehlende Anzahl alterer gesunder Probanden ursachlich ist. Besonders bei Studien mit
einer groRen Altersspannweite zeigte sich eine Erhéhung des Haarcortisolspiegels mit
zunehmendem Alter (Dettenborn et al., 2012; Feller et al., 2014; Staufenbiel, Penninx,
et al., 2015).

Auch fir Rauchen und Alkoholkonsum konnte entgegen der Erwartungen und den
Ergebnissen anderer Studien kein Effekt auf den Haarcortisolspiegel nachgewiesen
werden (Braig et al., 2015; Manenschijn et al., 2013; Stalder et al., 2010). Allerdings war

die Anzahl der Raucher und derjenigen mit erhohtem Alkoholkonsum sehr gering.

Das Vorkommen von pathologischen Parametern des metabolischen Syndroms bei
Patienten mit Erkrankungen des Cortisolspiegels war erhdht im Vergleich zu gesunden
Probanden. Allerdings unterschieden sich weder die mittleren Haarcortisolspiegel der
erkrankten Patienten statistisch signifikant von denen der gesunden Probanden oder
untereinander, noch konnte anhand des Haarcortisolspiegels eine Aussage Uber den
Einfluss des metabolischen Syndroms auf die Auspragung einer Erkrankung des
Haarcortisolspiegels getroffen werden. Der diastolische Blutdruck korrelierte negativ mit
dem Haarcortisolspiegel. Der erklarte Einfluss betrug 2,2 % (F 1,175 = 5,006, p = 0,027)
bei allen Proben, allerdings bereits 21 % bei alleiniger Betrachtung der Patienten mit
Hydrocortisonsubstitution (F 137 =10,701, p =0,002). Dies entspricht nicht den
theoretischen Uberlegungen, da ein hoher Cortisolspiegel klinisch eher eine Erhéhung
des Blutdrucks vermuten lasst. Andere Autoren beschreiben zwar eine negative
Korrelation des diastolischen Blutdrucks mit den Ergebnissen des morgendlichen
Serumcortisolspiegels, aber gleichsinnige Veranderungen der Parameter des
metabolischen Syndroms mit dem Haarcortisolspiegel (Feller et al., 2014; Kuehl et al.,
2015; Staufenbiel et al., 2013). Durch das erhdhte kardiovaskulare Risiko bei héheren
Cortisolspiegeln wird dieser Zusammenhang noch bedeutsamer (Manenschijn et al.,
2013; Stalder et al., 2013; Veldhorst et al., 2014; Wester et al., 2014).

Ein Vergleich der Mittelwerte des diastolischen Blutdrucks nach Erkrankung zeigte, dass
sie wie erwartet bei den Patienten hoher sind als bei den Gesunden. So lag der mittlere
Blutdruck der gesunden Probanden unter dem der Patienten mit
Hydrocortisonsubstitution, dieser wiederum unter dem der Patienten mit kontrolliertem
Cushing-Syndrom und dieser wiederum unter dem der Patienten mit aktivem Cushing-
Syndrom. Dennoch scheint der Effekt des Blutdrucks auf den Cortisolspiegel im Haar

nicht so direkt zu sein. Eine Erklarung mag in diesem Fall eine Verzerrung innerhalb der
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Gruppe der Patienten mit Hydrocortisonsubstitution sein. Anscheinend haben besonders
in dieser Gruppe diejenigen mit einer vermehrten Ablagerung des Cortisols im Haar
einen niedrigen Blutdruck. Gerade bei hypotonen Patienten wird mehr Hydrocortison
substituiert. Dies verstarkt also den Verdacht, dass das Cortisol im Haar nicht
proportional zu der Serumcortisolkonzentration eingelagert wird, sondern verstarkt bei

intermittierend hohen Spitzenspiegeln (Staufenbiel, Andela, et al., 2015).

In Bezug auf die Parameter des metabolischen Syndroms zeigte sich bei den Patienten
mit kontrolliertem Cushing-Syndrom, dass der Triglyceridspiegel negativ rangkorreliert
mit dem Haarcortisolspiegel. Hier erscheint diese Korrelation entgegen den
Erwartungen, denn in anderen Studien korrelieren die Parameter des metabolischen
Syndroms mit dem Haarcortisolspiegel (Kuehl et al., 2015; Stalder et al., 2013). Eine
anzunehmende Erklarung ist, dass diese Patienten trotz kontrolliertem Cushing-
Syndrom eine persistierende Fettstoffwechselstérung haben, obwohl sich der

Cortisolspiegel unter Therapie normalisiert hat.

Die Ergebnisse der psychologischen Fragebogen mit einem vermehrten Angst- und
Depressionsempfinden bei Patienten mit Hydrocortisonsubstitution und aktivem
Cushing korrelieren positiv mit dem Haarcortisolspiegel. In der Literatur zeigt sich ein
Effekt von Stress und Belastung auf den Haarcortisolspiegel sehr haufig (Grassi-Oliveira
et al.,, 2012; Karlen et al., 2011; Steudte et al., 2011). Auf die vorliegenden Daten
bezogen zeigt sich hier jedoch entweder, dass die psychologischen Parameter, wie
Angstempfinden, adaquater als andere Parameter erhoben wurden, wie beispielsweise
die Einschatzung der eigenen Haarfarbe, oder dass der Cortisolspiegel im Haar auf
Stress sehr viel sensibler reagiert als auf andere Parameter, wie erhéhten Blutdruck. Die
verwendeten Fragebdgen zu Angst und Depression zeigten in sich eine gute
Ubereinstimmung. Daher kann fiir weitere Studien eine Auswahl getroffen werden.
Belastende Lebenserfahrungen wurden dabei nur bei Gesunden abgefragt, wobei eine
Erkrankung des Cortisolstoffwechsels selbst als belastenden Lebenserfahrung zu
werten ist. Um diese Stresssituationen adaquat darstellen zu kénnen, ware wegen der
Dynamik des Cortisolspiegels, mit initialem Anstieg und anschlieendem Abfall bei
chronischem Stress, nicht nur das Vorhandensein einer belastenden Lebenserfahrung
in den letzten drei Monaten sondern zusatzlich ihr Beginn wesentlich gewesen (Luo et
al., 2012; Miller, Chen, & Zhou, 2007; Stalder et al., 2017). Der Beginn der belastenden
Lebenserfahrung wurde in der vorliegenden Arbeit nicht erfragt, kdnnte aber einen noch
eindeutigeren Zusammenhang aufdecken. Denn obwohl akuter Stress zu einem Anstieg
des Cortisolspiegels im Korper fuhrt, stellt sich auf Dauer eine Erniedrigung ein (Pang et

al.,, 2014). Auch andere Autoren verwendeten diese Fragebdgen, um psychologische
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Parameter zu bestimmen (Iglesias et al., 2015). Selbst aufwandigere Methoden, Stress
zu evaluieren, wie spontane Einschatzung auf situativen Stress in SMS-Nachrichten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten des Tages, konnten keine bessere Korrelation zum

Haarcortisolspiegel erreichen (Gidlow, Randall, Gillman, Silk, & Jones, 2016).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch Haarfarbung weniger
Cortisol nachweisbar ist. Einen Effekt der Haarfarbung zeigten bereits einige andere
Studien (Hamel et al., 2011; Hodes et al., 2017; Hoffman et al., 2014). Kleinere Studien
konnten diesen Effekt nicht nachweisen (Kristensen, Larsen, Olsen, Fahrenkrug, &
Heitmann, 2017). Dabei scheint die genaue Art der Haarbehandlung von Bedeutung zu
sein (Kirschbaum et al., 2009). Die vorliegende Studie konnte keinen Einfluss von
Haartonung auf den Haarcortisolspiegel zeigen. Aussagen zu Haarbehandlungen wie

Dauerwelle sind allerdings aufgrund der geringen Fallzahl (n = 4) nicht sicher zu treffen.

In vielen Studien, nicht nur zur Nachweisbarkeit von Cortisol, sondern generell bei
Haaranalysen, scheinen dunklere Haare eine hdhere Nachweisbarkeit der Substanzen
zu haben als hellere (Dettenborn et al., 2012; Staufenbiel, Penninx, et al., 2015). So soll
Kokain an Melanin binden und daher bei Konsum leichter in dunkleren Haaren
nachweisbar sein (Cone, 1996). Auch in der vorliegenden Studie zeigte sich diese
Tendenz, allerdings nicht bei den Patienten mit Hydrocortisonsubstitution, die einen
gegenteiligen Effekt aufweisen. Dabei konnte allerdings ein anderer Effekt, wie
beispielsweise der einer Substitution, wesentlich starker gewesen sein und so den
Einfluss der Haarfarbe Uiberdeckt haben. Eine mdgliche Schwache der Studie besteht in
der Ungenauigkeit der Angaben zur Haarfarbe, die von den Probanden selbst
eingeschatzt wurde. Zur verbesserten Standardisierung kann eine Vergleichsstrahne

eingefuhrt werden.

Grundsatzlich ist eine Schwache der Cortisolmessung mittels Haaranalyse an sich
anzumerken, denn die Mechanismen der Inkorporation des Cortisols in das Haar sind
noch nicht vollstandig aufgeklart. Falls das Cortisol an Proteine der Haarmatrix bindet,
ist anzunehmen, dass ein Vergleichssubstrat einen besseren Hinweis auf den
Cortisolspiegel im Korper gibt (Cassani & Spiehler, 1993), denn die Haardichte kann
sehr unterschiedlich sein (Loussouarn et al., 2005). Ahnlich wie bei Urinanalysen haufig
als Referenz die Kreatininmenge angegeben wird, konnte es bei den Haaren das
Melanin sein. Damit kdnnte eine Kontamination durch Haarprodukte leichter aufgedeckt
werden. Allerdings ist zu vermuten, dass die Bildung dieser Proteine abhangig von

Erkrankungen ist. So zeigten in einer Studie beispielsweise die Zinkkonzentrationen im
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Haar, ebenso wie die Cortisolkonzentrationen, erhdhte Stresslevel an (Vaghri et al.,
2013).

In experimentellem Studiendesign konnte gezeigt werden, dass haufige Haarwaschen
insbesondere mit Seife zu niedrigeren Cortisolkonzentrationen im Haar fuhren (Hoffman
et al., 2014). Weitere Studien konnten keinen Einfluss feststellen (Manenschijn et al.,
2011; Stalder & Kirschbaum, 2012) oder einen erniedrigten Haarcortisolspiegel bei
haufigerem Haarwaschen entdecken (Hamel et al., 2011; Stalder et al., 2017;
Staufenbiel, Andela, et al., 2015). In der vorliegenden Studie trat ein gegenteiliger Effekt
auf. Anteilig wuschen sich gesunde Menschen ofter die Haare. Ein anzunehmender
Grund fur haufigeres Haarwaschen kann haufiger intensiver Sport sein. Aufgrund der
Intensitat der korperlichen Aktivitat kann ein erhohter Cortisolspiegel im Haar
angenommen werden. In experimentellen Studien wurde gezeigt, dass Schwitzen
keinen eindeutigen Einfluss auf den Haarcortisolspiegel hat (Grass et al., 2015). Bei
diesen Untersuchungen wurde das Haar mit Isopropanol gewaschen. Die Ergebnisse
kénnen also nur bedingt auf die vorliegende Studie Ubertragen werden. Als eine andere
Erklarungsmdglichkeit fur haufiges Haarewaschen kann ein Hypercortisolismus mit
Hyperhidrose angesehen werden. Die Betroffenen kénnten dadurch einen zwar zur
Ausgangskonzentration vor dem Waschen verminderten, aber dennoch insgesamt
erhéhten Haarcortisolspiegel aufweisen. Es kann auf’erdem davon ausgegangen

werden, dass unterschiedliche Pflegeprodukte den Effekt des Waschens verandern.

Nach dem Haarewaschen oder unabhangig davon aufgetragene Haarprodukte wie Gel
oder Haarschaum lassen durch alkoholische LOsungsmittel eine veranderte
Nachweisbarkeit des Cortisols im Haar vermuten. Einflussfaktoren wie Einwirkzeit und
Menge der Haarprodukte sind retrospektiv meist ungenau erhebbar. Ein Waschschritt
zur Vorbereitung der Proben kann diesen Effekten nicht vollstdndig entgegenwirken.
Denkbar ist zudem, dass eine Verunreinigung der Proben durch die Haarprodukte
stattfand. Dieselbe Menge einer zuvor gegelten Strahne enthielte dann zum Beispiel
etwas mehr Haargel und weniger Haar als die einer unbehandelten Vergleichsstrahne.
Die bei der Verarbeitung der Haarproben festgestellten Unterschiede wie teilweises
Verkleben koénnten ein Hinweis darauf sein. Die Verwendung von Haarpflege- und
Stylingprodukten wurde nicht konsequent und detailliert von den Probanden und
Patienten angegeben, sodass dies nicht nachverfolgt werden kann. In der Literatur
wurden enzymatische Einflussfaktoren auf den Cortisolspiegel im Blut durch Konsum
von SuBholz oder grinem Tee diskutiert. Dies kann bei der Haarcortisolmessung
zusatzlich durch externe Kontamination z. B. durch Shampoo mit Extrakten aus den

betreffenden Stoffen den messbaren Cortisolspiegel verandern (Hintzpeter, Stapelfeld,
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Loerz, Martin, & Maser, 2014; Kratschmar et al., 2011). Da die Wahrscheinlichkeit fur
das Auftreten einer solchen Interaktion nicht sehr grof} ist, misste dies am ehesten
experimentell nachgeprift werden. Falls sich ein deutlicher Einfluss ergibt, sollten
zumindest Patienten, deren Hydrocortisonsubstitutionstherapie mit der Messung des

Haarcortisolspiegels Uberwacht werden soll, Haarprodukte mit diesen Enzymen meiden.

Die vorliegende Studie konnte wichtige Einflussfaktoren auf den Haarcortisolspiegel
identifizieren, wie BMI, Geschlecht, natiurliche Haarfarbe und Farbung. In
Zusammenschau mit den Ergebnissen anderer Studien konnte der Fragebogen fur
Folgestudien weiterentwickelt werden. Der Wichtigkeit der Etablierung lokaler
Referenzbereiche und der Notwendigkeit der statistischen Einordnung der vielen
Einflussfaktoren wurde mit der vorliegenden Arbeit entsprochen. Mit den in der Studie
gesammelten Daten und Haarproben konnen weitere Haaranalysen vorgenommen

werden.

4.2.3 Starken und Schwachen der Anwendbarkeit zur Diagnostik bei
Verdacht auf Cushing-Syndrom
Die aktuelle Diagnostik bei Verdacht auf Stérungen des Cortisolstoffwechsels besteht
aus verschiedenen sich erganzenden und in der Handhabung haufig komplexen Tests.
In diesem Kontext stellt die Verwendung des Haarcortisolspiegels bei einem geeigneten
Grenzwert eine einfache Alternative dar. Die Praanalytik mit der Enthahme mittels
Abschneidens und die lichtgeschitzte Aufbewahrung der Haare bei Raumtemperatur
bedeutet eine Vereinfachung im Vergleich zu den ACTH-Messungen, bei der die
Blutprobe durchgehend gekunhlt und unmittelbar analysiert werden muss. Daher eignen
sich Haarcortisolanalysen nicht nur zur Beobachtung von Patientenkollektiven in der
Psychiatrie und in der Endokrinologie, um ein besseres Verstandnis des Verlaufs und
der Dynamik des Cortisolspiegel zu erreichen, sondern im Zusammenhang einiger
endokrinologischer Erkrankungen auch zur Diagnosestellung (Stieg, Renner, Stalla, &
Kopczak, 2017; Wester et al., 2017). In einer anderen Studie konnte nachgewiesen
werden, dass Erkrankungen einen starkeren Einfluss haben kdnnen als beispielsweise
Haarfarben (Wester et al., 2017). In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch kein alleine
statistisch signifikanter Unterschied der Mittelwerte des Haarcortisols zwischen
Gesunden und Patienten mit Cushing-Syndrom gefunden werden. Daher ist der Cut-off
bei 9,5 pg/mg zwar mit einer ausgezeichneten Sensitivitat von 100 % bei mangelhafter
Spezifitdt von 35 % nicht klinisch anwendbar. Die Schwéache der Studie liegt somit in der
GruppengrofBe der Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom und in dem grof3en
Uberschneidungsbereich des Haarcortisols zwischen Gesunden und Patienten mit

Cushing-Syndrom. Diese Einschrankungen betreffen auch andere Funktionstests, wie
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bei dem Mitternachtscortisol beim schlafenden Patienten, der bei einem Cut-off von
1,8 ug/dl und einer Sensitivitat von 100 % in einer Studie nur eine Spezifitdt von 20 %
aufwies (Nieman et al., 2008; Pecori Giraldi et al., 2007). Andere Tests zeigen aber
durchaus Sensitivitaten und Spezifitaten von ber 90 % (Nieman et al., 2008). Da diese
Testcharakteristika mafRgeblich von der Pretest-Wahrscheinlichkeit abhadngen und je
nach klinischem Bild, Komorbiditaten und Medikation individualisiert werden sollten,
kann die Messung des Haarcortisols zur ergdnzenden Diagnostik herangezogen werden
(Baid et al., 2009). Ein groRer Vorteil der hier vorgestellten Analysemethode besteht in
der Moglichkeit, einen langeren Zeitraum mit nur einer Probenentnahme darstellen zu
kénnen. Bei Verdacht auf Cushing-Syndrom kann eine Haarcortisolbestimmung daher
mit weniger Zeit- und Untersuchungsaufwand zur Sicherung der Diagnose beitragen als
andere Methoden, die nur einen kurzen Zeitpunkt wiederspiegeln kénnen und
dementsprechend haufiger und Uber einen langeren Zeitpunkt durchgefuhrt werden
mussen. Dies gilt in besonderem Male zur Diagnostik des zyklischen Cushing-

Syndroms. (Manenschijn et al., 2012)

Zur Eignung als diagnostisches Mittel in der klinischen Routine mussen noch weitere
Studien mit Haarproben von unbehandelten Patienten mit Verdacht auf Cushing-
Syndrom durchgefiihrt werden, um die Ubereinstimmung mit anderen diagnostischen
Tests und gesicherten Diagnosen zu Uberprifen. Nach Schatzung der Mittelwerte des
Haarcortisols fir Gesunde auf ca. 15+ 15 pg/mg und bei Patienten mit Cushing-
Syndrom auf ca. 25 £ 15 pg/mg ware dazu eine Grofe von 36 Patienten nétig um auf
einem Signifikanzniveau von o = 0,05 eine statistische Power von 0,8 zu erreichen. Dies
entspricht ungefahr dem Studiendesign, das zu Beginn einer Studie aus Bethesda, USA
angenommen wurde (Hodes et al., 2017). Aufgrund der hier vorgestellten Daten missen
allerdings 1481 Personen eingeschlossen werden. Denn die Haarkonzentrationen der
gesunden Probanden lagen im Mittel bei 17,6 + 17,5 pg/mg, die der Patienten mit
aktivem Hypercortisolismus bei 19,4 + 14,0 pg/mg. Dabei ist jedoch eine Schwache der
Studie anzumerken, denn die Haarproben der Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom
konnten nicht ausschlief3lich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung entnommen werden,
sondern teilweise zu einem spateren Zeitpunkt als sie bereits in der endokrinologischen
Ambulanz in Behandlung waren und zumindest von einer teilweisen Reduktion des
Hypercortisolismus auszugehen ist. So zeigte sich in der Studie aus Bethesda, die die
Eignung der Analyse des Haarcortisols zur Diagnostik bei Verdacht auf Cushing-
Syndrom untersuchte, dass der Unterschied des Haarcortisols zwischen den Patienten
mit Cushing-Syndrom mit 266,6 + 738,4 pmol/g und den Patienten, bei denen ein
Cushing-Syndrom ausgeschlossen werden konnte, mit 38,9 + 25,3 pmol/g wesentlich
grolRer war (p = 0.003) (Hodes et al., 2017). Auch in einer Studie aus Rotterdam mit 78
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Patienten und 174 gesunden Kontrollen hatten die Patienten wesentlich hdhere
Haarcortisolspiegel (Patienten mit Cushing-Syndrom: 106,9 pg/mg; Patienten, bei denen
ein Cushing-Syndrom ausgeschlossen werden konnte: 12,7 pg/mg, gesunden
Kontrollen: 8,4 pg/mg; p < 0,001). Durch einen Cut-off von 31,1 pg/mg konnte mit einer
Sensitivitat von 93 % und einer Spezifitdt von 90 % ein Cushing-Syndrom diagnostiziert
werden (Wester et al., 2017).

4.2.4 Starken und Schwachen der Anwendbarkeit bei der Therapie
durch Hydrocortisonsubstitution

Nicht zuletzt aufgrund der hohen Anzahl der Haarproben der Patienten unter
Hydrocortisonsubstitution konnte in der vorliegenden Arbeit im Rahmen einer
mehrfaktoriellen Varianzanalyse mit Kovariaten ein statistisch signifikanter Unterschied
zu den Gesunden aufgedeckt werden (F 19132 = 3,624, p < 0,001, partielles n? = 0,343, n
= 152, korrigiertes R? = 0,248). AuBerdem zeigte sich eine Rangkorrelation des
Haarcortisolspiegels mit der Substitutionsdosis Cortisol pro Tag (rs= 0,342, p = 0,036).

Diese Ergebnisse sind im Einklang mit anderen Studien, die den Einfluss der
Hydrocortisonsubstitution bei Hypocortisolismus Uberprift haben (Gow et al., 2011;
Ibrahim & Van Uum, 2014; Meyer & Novak, 2012; Noppe et al., 2014; Staufenbiel,
Andela, et al., 2015). Dabei ist die Hydrocortisonsubstitution bei Nebenniereninsuffizienz
wesentlich von der externen Gabe von Hydrocortison in Form von Cremes oder
ahnlichem zu unterscheiden. Hier wies die Whitehall Studie nach, dass dies mit einer
Verringerung des Cortisolgehalts in den Haaren einhergeht (Abell et al., 2016). Falls die
zugeflhrten Glucocorticoide sich vom endogenen Cortisol unterscheiden, kann die
Bestimmung des Haarcortisols eine Suppression der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse aufdecken, sowie bei Bestimmung des exogenen Cortisols die

Dosierung beurteilen (Kamps et al., 2014; Wester & van Rossum, 2015).

Bisher wurde noch kein Vergleich zwischen verschiedenen Praparaten der
Hydrocortisonsubstitution anhand des Haarcortisolspiegels verdéffentlicht. In  der
vorliegenden Arbeit wurde ein solcher Vergleich zwischen Hydrocortison und
Plenadren® gezogen, wobei kein signifikanter Unterschied der Verteilung des
Haarcortisols gezeigt werden konnte (U= 169,5; p =0,334). Dabei kann vermutet
werden, dass die relative Heterogenitat der Atiologie des Hypocortisolismus wie auch
die GruppengroRe von nur zehn Patienten mit Plenadren® Substitution die
Vergleichbarkeit einschranken. In anderen Substraten legt ein Vergleich des Effekts der
verschiedenen Freisetzungsformen auf den Cortisolspiegel einen Unterschied nahe. In
weiteren Studien unter Einbeziehung klinischer Parameter und bendtigter
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Notfallmedikamente an einem groReren Patientenkollektiv kann ein Unterschied weiter

untersucht werden (Johannsson et al., 2012).

4.2.5 Starken und Schwachen der Anwendbarkeit auf die Therapie
des Cushing-Syndroms

Den Erfolg einer Therapie des Cushing-Syndroms durch Messung der
Haarcortisolkonzentration einschatzen zu kdnnen ist ein innovativer und neuer Ansatz.
Insbesondere da die Mortalitdt und Morbiditdt eines Cushing-Syndroms mit der
klinischen Aktivitat einhergeht, ist die Uberprifung des Therapieerfolges wesentlich fir
die Lebensqualitdt und das Uberleben der Patienten. Bisher wurde vor allem Uber
Funktionstests und Basalwerte der Hypercortisolismus bestimmt und Uber bekannte
Risikofaktoren des metabolischen Syndroms der Handlungsbedarf eingeschatzt. Die
vorliegende Studie konnte nun zeigen, dass sich anhand des Haarcortisolspiegels ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen der Patienten mit Cushing-
Syndrom mit florider und kontrollierter Krankheitsaktivitat nachweisen lasst. Im Weiteren
sollten die Ergebnisse der vorliegenden Studie an einem gréReren Kollektiv Uberprift
werden. Unter Verwendung der bestimmten Mittelwerte und Standardabweichungen
mussen 67 Patienten untersucht werden um auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05

eine Power von 0,8 zu erreichen.

Von besonderem Interesse ware dabei, ob sich anhand des Haarcortisolspiegels eine
Vorhersage des kardiovaskularen Risikos oder des generellen Therapieerfolges treffen
|asst. Bei alteren Menschen konnte in Studien ein Zusammenhang gezeigt werden
(Manenschijn et al., 2013; Wester & van Rossum, 2015). In der vorliegenden Studie
unterschieden sich die Gruppen statistisch signifikant nur in der Hohe der
Triglyceridwerte. Dabei ist zu beachten, dass im vorliegenden Studiendesign kein

Zeitverlauf der kardiovaskularen Morbiditat dargestellt wurde.

Es ist zu vermuten, dass der Haarcortisolspiegel bei Adipositas als Marker flir kardiales
Risiko eingefuhrt werden kann, auch wenn beim metabolischen Syndrom andere Marker
zur Bestimmung eines Risikos weit verbreitet sind, da die Bestimmung des Haarcortisols
eine umfassendere Einschatzung ermdglichen koénnte (Deutschbein & Fassnacht,
2015). Cortisolbestimmung aus anderen Untersuchungsmaterialien scheint
Ruickschlisse auf eine Assoziation zu kardiovaskuldaren Erkrankungen zuzulassen
(Wosu et al., 2013).

4.2.6 Ausblick

Die vorliegende Studie konnte das Potential einer Etablierung der

Haarcortisolbestimmung am Max-Planck-Institut fur Psychiatrie aufzeigen.
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Die Identifizierung verschiedener Einflussfaktoren ermdglicht die gezieltere Auswahl der
zu bericksichtigenden Faktoren, wie Haarfarbe und Farbung. Weitere Einflusse, wie die
Verwendung von Haarstylingprodukten oder die kurzfristige Einnahme von

hochdosierten Glucocorticoiden, bleiben noch zu klaren.

Die im Rahmen der Studie gesammelten Daten gehen Uber das hier analysierte hinaus,
so koénnen in weiteren Untersuchungen zusatzliche Parameter wie korperliche
Betatigung, Essgewohnheiten oder Stressempfinden untersucht werden. Auch bietet
sich an, anhand der vorhandenen Haarproben den Einfluss langerer Lagerung auf die
Haare hinsichtlich der Analyse von Cortisol zu Uberprifen. Bei einer fortschreitenden
Bedeutung der Individualisierung der Medizin kann anhand der Speichelproben fir DNA-
Analysen der gesunden Probanden das individuelle Genprofil beziglich der 11p3-
Hydroxysteroid-Dehydrogenasen, des Glucocorticoidrezeptors oder anderer am

Cortisolstoffwechsel beteiligter Enzyme untersucht werden (Quax et al., 2013).

Insbesondere die Verwendung der Methode zur Diagnostik bei Verdacht auf (zyklisches)
Cushing-Syndrom und Nebenniereninsuffizienz kann durch ein geeignetes
Studiendesign zunachst als Ergdnzung zu herkdmmlichen diagnostischen Verfahren
dienen, spater moglicherweise als Grundpfeiler der individuellen Diagnostik. Auch als
Therapiemonitoring zur Substitution und zur Bestimmung des kardialen Risikoprofils
zeigte sich die Haarcortisolbestimmung in der vorliegenden Studie als prinzipiell

geeignet. Diese Einschatzung sollte durch Langzeitstudien bestatigt werden.

97



98



5 Zusammenfassung

Das Hormon Cortisol wirkt auf vielfaltige Weise im Korper, entsprechend beeinflussen
viele Faktoren seine Konzentrationen im menschlichen Kérper. Diese physiologischen
Schwankungen erschweren bei Erkrankungen des Cortisolstoffwechsels eine
verlassliche Diagnostik und ein adaquates Therapiemonitoring. Die Cortisolbestimmung
im Haar wurde als aussichtsreiche Alternative zu den bisherigen aufwandigen
Untersuchungen beschrieben. Die vorliegende Arbeit verfolgte zum einen das Ziel, die
Methode der Cortisolmessung im Haar in der klinischen Forschung der
endokrinologischen Ambulanz am Max-Planck-Institut fir Psychiatrie zu etablieren, zum
anderen Einflussfaktoren auf die Cortisolbestimmung im Haar zu identifizieren und
weiterhin die grundsatzliche Eignung der Methode zur Diagnostik und Therapie in der
klinischen Routine zu Uberprifen. Dazu wurden Haarproben von 118 gesunden
Probanden, 38 Patienten mit Hydrocortisonsubstitution, 16 Patienten mit kontrollierter
Krankheitsaktivitat bei Cushing-Syndrom und 5 Patienten mit floridem Cushing-Syndrom
analysiert. Durch Pulverisierung oder alkalische Hydrolyse und Lésung in Methanol
wurde das Cortisol aus den Haaren extrahiert und mittels ELISA oder
Massenspektrometrie gemessen. Es erfolgte die Uberprifung der Messgenauigkeit der
Methoden und ihre externe Validierung. Von den untersuchten Einflussfaktoren zeigte
sich die Haarfarbung statistisch signifikant (z=-2,585, p=0,010). Unter
Berucksichtigung von Erkrankung, Geschlecht, natlrliche Haarfarbe, Farbung und
einzig BMI als Kovariate konnte ein signifikantes Modell formuliert werden
(F 19132 = 3,624, p < 0,001, partielles n? = 0,343, n = 152, korrigiertes R? = 0,248). Hierbei
wiesen Patienten mit Cortisolsubstitution, Manner und Personen mit ungefarbten Haaren
einen hdheren Haarcortisolspiegel auf. Zur Uberpriifung der Diagnostik und Therapie bei
Cushing-Syndrom und zur Einschatzung des Therapieerfolges bei
Hydrocortisonsubstitution, ~ insbesondere  durch  Anwendung  verschiedener
Freisetzungsformen des Hydrocortisons, werden durch die vorliegende Studie
Tendenzen aufgezeigt. Erstmalig wurde der Cortisolgehalt in hydrolysiertem Fingernagel
bestimmt. Dies stellt eine innovative Messmethode dar, deren Potential in weiteren

Studien untersucht werden kann.
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Anlagen

. Fragebogen Uber allgemeine Angaben

. Fragebogen zu Kopfhaar und Fingernagel

. Fragebogen STAI X1 und X2

. Fragebogen BDI II

. Charakteristika der Probanden und Patienten
. Ergebnisse der Versuche zur Wiederfindung

. Ergebnisse der Versuche zu Inter- und Intra-Assay-Variabilitat
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. Ergebnisse der Versuche des Vergleichs zwischen Mahlen und Hydrolyse
9. Ergebnisse der Versuche des Vergleichs zwischen ELISA und Massenspektrometrie
10. Korrelation nach Pearson der intervallskalierten Variablen bei allen Haarproben

11. Korrelation nach Pearson der intervallskalierten Variablen bei Patienten mit
Hydrocortisonsubstitution

12. Korrelation nach Pearson der intervallskalierten Variablen bei Patienten mit
aktivem Cushing-Syndrom

13. Korrelation nach Pearson der intervallskalierten Variablen bei Patienten mit
kontrolliertem Cushing-Syndrom

14. Korrelation nach Pearson der intervallskalierten Variablen bei gesunden
Probanden

15. Korrelation nach Spearman der mindestens rangskalierten Variablen
16. Mann-Whitney-U-Test bei Variablen mit 2 Auspragungen
17. Regressionsanalyse

18. Streumatrix aller Variablen



Anlagen

Allgemeine Angaben

Geschlecht weiblich mannlich

Geburtsdatum (Jahr)

Rauchen (Zutreffendes bitte ankreuzen)

Rauchen Sie zurzeit? ja, taglich
ja, gelegentlich
noch nie geraucht
nein, nicht mehr

Ich habe geraucht von

Medikamente (Zutreffendes bitte ankreuzen)

wieviel

wieviel

Probanden ID:

/Tag

/Tag

bis

wieviel

Nehmen sie regelmaRig Medikamente/Nahrungserganzungsmittel?

nein ja

falls ja, welche?

/Tag

Wie oft haben Sie Alkohol getrunken in den letzten drei Monaten?

Weniger als 1x/Monat 1-2x/Monat 1-2x/\Woche__ 1x/Tag Ofter

Wenn Sie Alkohol getrunken haben, wie viel trinken Sie meistens davon?

Wenn Sie Alkohol getrunken haben, was trinken Sie meistens davon?

Wie oft haben Sie Kaffee getrunken in den letzten drei Monaten?

Weniger als 1x/Monat 1-2x/Monat 1-2x/\Woche__ 1x/Tag Ofter

Wenn Sie Kaffee getrunken haben, wie viele Tassen trinken Sie meistens?

Haben Sie in den letzten drei Monaten eine fiir Sie belastende Lebenserfahrung gemacht? (Tod eines nahen

Verwandten, schwere Erkrankung, Trennung 0.4.) nein

Nur von weiblichen Probanden zu beantworten:

Nehmen Sie die "Pille" oder ein anderes hormonelles Verhiitungsmittel?

nein
Ist der Zyklus regelmaRig (alle 23-35 Tage)? nein
Sind Sie postmenopausal? nein
Sind Sie schwanger? nein

XXii

ja (welche?)

ja, welche (Name?)
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Angaben zur Analyse von Kopfhaar und Fingernagel

Haarprobe (Zutreffendes bitte ankreuzen)

Natirliche Haarfarbe

Naturliche Locken/Wellung nein ja

Anzahl Haarwasche pro Woche

Haarbehandlungen in den vergangenen 3 Monaten:

Toénung nein ja
Farbung/Blondierung nein ja
Dauerwelle nein ja
Glatteisen nein ja

andere nein ja (welche?)

Fingernagelprobe (Zutreffendes bitte ankreuzen)

Hand rechts: Daumen Zeigefinger Mittelfinger Ringfinger kleiner Finger

Hand links: Daumen Zeigefinger Mittelfinger Ringfinger kleiner Finger

Nagelbehandlungen in den vergangenen 3 Monaten:

Nagellack + Nagellackentferner nein ja
Auffillen/Naturnagelverstarkung nein ja
andere nein ja (welche?)

XXiii
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Fragebogen zu Selbstbeschreibung STAI Form X1

Anleitung: Im folgenden Fragebogen finden Sie eine Reihe von ] '
Feststellungen, mit denen man sich selbst beschreiben kann. Bitte ‘
lesen Sie jede Feststellung durch und wahlen Sie aus den vier
Antworten diejenige aus, die angibt, wie Sie sich jetzt d h. in diesem
Moment, fUhlen. Kreuzen Sie bitte bei jeder Feststellung die Zahl unter
der von Ihnen gewahiten Antwort an.

Es gibt keine richtigen oder falschen Antworten. Uberiegen Sie bitte
nicht lange und denken Sie daran, diejenige Antwort auszuwahlen, die
Ihren augenblicklichen Gefiihlszustand am besten beschreibt.

UBERHAUPT NICHT

Ich bin ruhig

Ich fahle mich geborgen
Ich fOhle mich angespannt

Ich bin bekimmert

Ich bin geldst

Ich bin aufgeregt

Ich bin besorgt, dal etwas schiefgehen kdnnte

Ich fUhle mich ausgeruht

Ich bin beunruhigt |

Ich fhle mich wohl |

. Ich fihle mich selbstsicher

Ich bin nervos

Ich bin zappelig

Ich bin verkrampft

Ich bin entspannt

Ich bin zufrieden

Ich bin besorgt

Ich bin Oberreizt

Ich bin froh

Ich bin vergnigt i
Bitte prifen Sie, ob Sie alle Feststellungen zutreffend beantwortet haben!
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Fragebogen zu Selbstbeschreibung STAI Form X2

Anleitung: Im folgenden Fragebogen finden Sie eine Reihe von |
Feststellungen, mit denen man sich selbst beschreiben kann. Bitte
lesen Sie jede Feststellung durch und wahlen Sie aus den vier |
Antworten diejenige aus, die angibt, wie Sie sich im aligemeinen
fohlen. Kreuzen Sie bitte bei jeder Feststellung die Zahl unter der von
Ihnen gewahiten Antwort an.

Es gibt keine richtigen oder falschen Antworten. Uberiegen Sie bitte
nicht lange und denken Sie daran, diejenige Antwort auszuwahlen, die
am besten beschreibt, wie Sie sich im aligemeinen fOhlen. '

21. Ich bin vergnigt

22. Ich werde schnell mide

23. Mir ist zum Weinen zumute

24. Ich glaube, mir geht es schiechter als anderen Leuten

afa|a|a|=]|FasTNE

il v || MANCHMAL

wlw w|lw|w|OFT
alalalal s FAST IMMER

25. Ich verpasse glunstige Gelegenheiten, weil ich mich nicht schnell
genug entscheiden kann

26. Ich fohle mich ausgeruht

27. Ich bin ruhig und gelassen

28. Ich glaube, daB mir meine Schwierigkeiten Gber den Kopf wachsen |

29. Ich mache mir zuviel Gedanken Uber unwichtige Dinge

30. Ich bin glicklich

31. Ich neige dazu, alles schwer zu nehmen

SEE FE_ERE_EEE R

e

. Mir fehlt es an Selbstvertrauen

Ich fahle mich geborgen T

.

Ich mache mir Sorgen (ber mogliches MiBgeschick

Ich fUhle mich niedergeschlagen

Ich bin zufrieden

g|glalg|sls
NINnINDNINDIN DI

WIW W W W w W L w e wvwe
F N YENE R RN R R
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Unwichtige Gedanken gehen mir durch den Kopf und
bedrlicken mich

Enttauschungen nehme ich so schwer, daB ich sie nicht 1,234
vergessen kann

Ich bin ausgeglichen 11213

s|8| &

Ich werde nervbs und unruhig, wenn ich an meine derzeitigen 1
Angelegenheiten denke

Bitte prifen Sie, ob Sie alle Feststellungen zutreffend beantwortet haben!
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BDI

IDNR

Aner

Geschiecht
m I

Datum

Anleitung: Dieser Fragebogen enthalt 21 Gruppen von Aussagen. Bitte lesen Sie jede dieser
Gruppen von Aussagen sorgfltig durch und suchen Sie sich dann in jeder Gruppe eine
Aussage heraus, die am be-sten beschreibt, wie Sie sich in den letzten zwei Wochen,
einschlieBlich heute, gefiihit haben. Kreuzen Sie die Zahl neben der Aussage an, die Sie sich
herausgesucht haben (0, 1, 2 oder 3). Falls in einer Gruppe mehrere Aussagen glei

auf Sie zutreffen, kreuzen Sie die Aussage mit der htheren Zahl an. Achten Sie bitte darauf,
dass Sie in jeder Gruppe nicht mehr als eine Aussage ankreuzen, das gilt auch fir Gruppe 16
(Veranderung der Schiafgewohnheiten) oder Gruppe 18 (Veranderungen des Appetits).

1. Traurigkelt

0
1
2
3

Ich bin nicht traurig
Ich bin oft traurig
Ich bin standig traurig

Ich bin so traurig oder unglicklich, dass

ich es nicht aushalte

2. Pessimismus

0
1

2
3

Ich sehe nicht mutlos in die Zukunft
Ich sehe mutloser in die Zukunft als
sonst

Ich bin mutlos und erwarte nicht, dass
meine Situation besser wird

Ich glaube, dass meine Zukunft hoff-
nungslos ist und nur noch schiechter
wird

le

Ich habe nicht das Gefuhl, fir etwas

bestraft zu sein

Ich habe das GefUhl vielleicht bestraft

2u werden

Ich erwarte, bestraft zu werden
Ich habe das GefUhl, bestraft zu sein

3. Versagensgefiihle

0
1
2
3

Ich fahle mich nicht als Versager

Ich habe haufiger Versagensgeflhle

Wenn ich zuriickblicke, sehe ich eine
Menge Fehischlage

Ich habe das Gefiihl, als Mensch ein

volliger Versager zu sein

7.

1
2
3

Selbstablehnung
0 Ich halte von mir genauso viel wie

Ich habe Vertrauen in mich verioren
Ich bin von mir entt3uscht
Ich lehne mich vollig ab

4. Verlust von Freude

0
1
2
3

Ich kann die Dinge genauso gut
genieen wie friher

Ich kann die Dinge nicht mehr so
geniellen wie friher

Dinge, die mir friher Freude gemacht
haben, kann ich kaum mehr genieBen
Dinge, die mir friher Freude gemacht
haben, kann ich (berhaupt nicht mehr
genielen

8. Selbstvorwiirfe
Ich kritisiere oder tadle mich nicht

0
1

2
3

mehr als sonst

Ich bin mir gegendber kritischer als

sonst

Ich kritisiere mich fOr all meine Mangel
Ich gebe mir die Schuld fur alles
Schiimme, was passiert

1

3

Ich denke nicht daran, mir etwas

anzutun

Ich denke manchmal an Selbstmord,
aber ich wiirde es nicht tun
2 ldmt_bdienidimm

mbringen
Ich wirde mich umbringen, wenn ich

_____die Gelsgenhest dazu hatte

5. Sch
0

1

uldgefiihle

Ich habe keine besonderen

efuhle

Ich habe oft Schuldgefihle wegen
Dingen, die ich getan habe oder hatte
tun sollen

Ich habe die meiste Zeit Schu

Ich habe stéindig Schuldgefihle

10. Weinen
Ich weine nicht ofter als frlher

Ich weine jetzt mehr als friher

Ich weine beim geringsten Anlass

Ich mbchte germn weinen, aber ich kann

WN-O

nicht

XXVi

Bitte wenden
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11. Unruhe
0 Ich bin nicht unruhiger als sonst
1 Ich bin unruhiger als sonst
2 Ich bin so unruhig, dass es mir schwer
falit, stilizusitzen
3 Ich bin so unruhig, dass ich mich standig
oder etwas tun muss

17. Reizbarkeit

Ich bin nicht reizbarer als sonst
ich bin reizbarer ais sonst

Ich bin viel reizbarer als sonst

Ich fUhle mich davernd gereizt

WN a0

12. Interessenverlust

0 Ich habe das Interesse an anderen Men-
schen oder an Téatigkeiten nicht verioren

1 Ich habe weniger Interesse an anderen
Menschen oder an Dingen als sonst

2 Ich habe das Interesse an anderen
Menschen oder an Dingen zum groBten
Teil verloren

3 Es fallt mir schwer, mich Oberhaupt for

______lirgend etwas zu interessieren

18. Verdnderungen des Appetits
0 Mein Appetit hat sich nicht verandert
1a Mein Appetit ist etwas schiechter als
sonst
1b Mein Appetit ist etwas groBer als sonst
2a Mein Appetit ist viel schlechter als sonst
2b Mein Appetit ist viel groBer als sonst
3a Ich habe Uberhaupt keinen Appetit
3b Ich habe standig HeiBhunger

13. Entschlussunfihigkeit

0 Ich bin so entschlussfreudig wie immer

1 Es fallt mir schwerer als sonst,
Entscheidungen zu treffen

2 Ich habe viel groBere Schwierigkeiten als
sonst Entscheidungen zu treffen

3 Ich habe Mihe, (berhaupt
Entscheldungen zu treffen

19. Konzentrationsschwierigkeiten

0 Ich kann mich so gut konzentrieren wie
immer

1 Ich kann mich nicht mehr so gut
konzentrieren wie sonst

2 Es falt mir schwer, mich langere Zeit auf
irgend etwas zu konzentrieren

3 Ich kann mich Gberhaupt nicht mehr
konzentrieren

14. Wertlosigkeit
Ich fOhle mich nicht wertios

- o

20. ErmOdung oder Erschdpfung
0 Ich fOhle mich nicht mOder oder

Ich halte mich fur weniger wertvoll und erschopfter als sonst
nitzlich als sonst ige 1 lzmmwmmmu
2 Verglichen mit andern Menschen fihle sonst
wmhwmwm 2 For viele Dinge, die ich Oblicherweise
3 Ich fuhle mich vollig wertios tue, bin ich zu mide oder erschpht
3 Ich bin so mide oder erschopft, dass ich
fast nichts mehr tun kann
16. Energieverlust _ 21. Verlust an sexuellem Interesse
0 Ich habe so viel Energie wie immer 0 Mein Interesse an Sexualitat hat sich in
1 Ich habe weniger Energie als sonst letzter Zeit nicht verandert
2 |ch habe so wenig Energle, dass ich 1 Ich interessiere mich weniger flr
kaum noch etwas schaffe Sexualitat als froher
3 Ich habe keine Energie mehr, um 2 Ich interessiere mich jetzt viel weniger
Oberhaupt noch etwas zu tun for Sexualitat
3 Ich habe das Interesse an Sexualitat
Vvollig verioren
16. Verinderungen der Schlafgewohnheiten
0 Meine Schiafgewohnheiten haben sich
nicht veréndert
1a Ich schlafe etwas mehr als sonst
1b Ich schiafe etwas weniger als sonst
2a Ich schiafe viel mehr als sonst Summe See 1
2b Ich schiafe viel weniger als sonst
3a Ich schiafe fast den ganzen Tag
3b Ich wache 1-2 Stunden friher auf als
gewdhnlich und kann dann nicht mehr
einschlafen Summe Sefte 2 gu-nSclno
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Charakteristika der Probanden und Patienten
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Ergebnisse der Versuche zur Wiederfindung

Proben- Mess-  zugesetzt gemessen
material zeitpunkte HC pg/ml HC pg/ml
Haare 1 1 0 1006
Haare 1 1 1000 2648
Haare 1 1 2000 3046
nur Methanol 1 0 384
nur Methanol 1 2000 2841
nur Methanol 1 1000 1521
Haare 2 2 0 191
Haare 2 2 100 364
Haare 2 2 1000 1537
Haare 2 2 1000 2104
Haare 2 2 500 1359
Haare 2 2 250 712
Haare 2 2 125 495
Haare 2 2 63 481
Haare 2 2 0 177
Haare 2 3 100 253
Haare 2 3 1000 503
Haare 2 3 2000 998
Haare 2 3 1000 524
Haare 2 3 500 341
Haare 2 3 250 232
Haare 2 3 125 181
Haare 2 3 63 221
Haare 2 3 400 287
Haare 2 3 4000 2067
Haare 2 3 4000 2343
Haare 2 3 2000 2315
Haare 2 3 1000 682
Haare 2 3 500 394
Haare 2 3 250 199
nur Methanol 4 250 164
nur Methanol 4 500 309
nur Methanol 4 1000 691
nur Methanol 4 2000 1118

XXXi



Anlagen

Ergebnisse der Versuche zu Inter- und Intra-Assay-Variabilitat

Vergleich

XXXii
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50
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179

O~NO O WN =

54

63
67
68
82
84
85
86
89
93
95
105

Cortisol Cortisol
ID Messdatum pg/mg Haar Messdatum pg/mg Haar

44,9 03.08.16 29,3
69,1 03.08.16 53,6
35,2 03.08.16 37,3
59,7 03.08.16 18,5
13,2 03.08.16 19,8
14,9 03.08.16 18,8
54 03.08.16 22,4
3,9 03.08.16 23,5
8,3 03.08.16 17,6
25,4 03.08.16 24,0
14,2 03.08.16 17,8
12,9 03.08.16 26,4
55 03.08.16 16,0
10,0 03.08.16 18,8
17,3 03.08.16 18,2
8,0 03.08.16 17,0
21,8 14.10.16 3,0
2,7 14.10.16 3,0
12,9 14.10.16 2,9
8,5 14.10.16 2,5
18,5 14.10.16 3,2
7.4 14.10.16 5,6
17,6 14.10.16 2,8
24,2 14.10.16 2,9
16,5 14.10.16 3,6
13,9 14.10.16 3,5
5,8 22.03.16 5,2
19,3 06.04.16 8,9
23,2 22.03.16 7,1
27,3 21.04.16 40,1
16,4 21.04.16 17,8
13,5 21.04.16 17,2
15,6 21.04.16 18,4
30,7 21.04.16 36,2
17,3 21.04.16 18,5
18,5 21.04.16 20,1
15,5 21.04.16 18,3
32,2 21.04.16 36,2
39,7 21.04.16 53,1
11,4 17.10.16 1,9
14,3 17.10.16 1,6
13,7 17.10.16 1,6
43 17.10.16 1,2
3,9 17.10.16 0,7
10,5 17.10.16 1,4
6,0 17.10.16 0,6
58 17.10.16 0,8
19,3 17.10.16 0,7
8,6 17.10.16 3,5
13,3 17.10.16 0,9
8,2 17.10.16 1,3
10,2 17.10.16 0,2
18,4 17.10.16 1,5

29.02.16
29.02.16
29.02.16
29.02.16
29.02.16
29.02.16
29.02.16
29.02.16
29.02.16
29.02.16
07.03.16
07.03.16
22.03.16
06.04.16
06.04.16
06.04.16
29.02.16
29.02.16
22.03.16
07.03.16
07.03.16
07.03.16
22.03.16
22.03.16
22.03.16
06.04.16
07.03.16
22.03.16
07.03.16
06.04.16
06.04.16
06.04.16
06.04.16
06.04.16
06.04.16
06.04.16
06.04.16
06.04.16
06.04.16
29.02.16
29.02.16
29.02.16
29.02.16
07.04.16
07.03.16
07.03.16
07.03.16
22.03.16
07.03.16
07.03.16
07.03.16
22.03.16
06.04.16

selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selber Proband
selbe Stréhne
selbe Strahne
selbe Strahne
selbe Strahne
selbe Strahne
selbe Stréhne
selbe Strahne
selbe Strahne
selbe Strahne
selbe Strahne
selbe Stréhne
selbe Strahne
selbe Strahne
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll
anderes Protokoll



Anlagen

54
57

67
68
82
84
85
86
89
93
95
105

06.04.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16
01.09.16

31,9
3,20
4,29
4,03
3,40
2,24
7,79
1,64
2,30
2,23
20,80
8,53
1,91
2,39
4,27
3.85

17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16
17.10.16

anderes Protokoll

anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor
anderes Labor

Ergebnisse der Versuche des Vergleichs zwischen Mahlen und Hydrolyse

Cortisol pg/mg Cortisol pg/mg

pulverisiertes

hydrolysiertes Cortisol pg/mg

ID Haar Haar Fingernagel
49 29,3 15,9 2,8
50 53,6 10,3
60 37,3 12,4 4,2
65 18,5 15,5
69 19,8 9,4
71 18,8 13,6
73 22,4 16,9 2,9
74 23,5 31,0
76 17,6 22,1
77 24,0 6,9
91 17,8 10,5
96 26,4 34,0

101 16,0 10,8 3.9
13 18,8 18,8 6,4
16 18,2 9,2
22 17,0 12,5

Ergebnisse der Versuche des Vergleichs zwischen ELISA und Massenspektrometrie

Cortisol Cortisol Cortison Cortisol Cortison

pg/mg Haar pg/mg Haar pg/mg Haar pg/mg Haar pg/mg Haar

Probe  (ELISA) (MSMPI)  (MSMPI) (MSHZM) (MSHZM)
1 20 7 14 15 11
2 14 2 4 5
3 21 17 6 6
4 7 2 3 2
5 234 6 301 4
6 22 12 16 54 19
7 8 3 7 6
8 15 8 18 18
9 60 51 54 67 60
10 17 15 13 190 16
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Korrelationen nach Pearson der intervallskalierten Variablen bei allen Haarproben

5 3 . O - g o -
2 2 1S x c x € o kel — X
55 5 38 o $8sffs: £ - 5 %
S5E 55 58 = B22EE2REL- 23 2% F X
c8 Sf 28 2 FtEzfEfF5 8B B o 4
Haarcortisol r 1 0,769 -0,02 -0,04 -0,113 -0,167 0,01 0,097 0,164 0,008 -0,211
[pg/mg] p 0 0,781 0,639 0,133 0,027 0,898 0,562 0,227 0,948 0,122
N 177 177 177 176 177 177 170 38 56 65 55
Log. r 0,769 1 -0,01 -0,04 -0,057 -0,108 0,047 0,284 0,145 0,091 -0,122
Haarcortisol p 0 0,896 0,576 0,451 0,152 0,541 0,084 0,286 0,47 0,374
N 177 177 177 176 177 177 170 38 56 65 55
Alter bei r -0,021 -0,01 1 0,359 0,526 0,53 0,451 -0,108 0,202 0,029 0,424
Haarprobe p 0,781 0,896 0 0 0 0 0,517 0,135 0,817 0,001
N 177 177 177 176 177 177 170 38 56 65 55
BMI [kg/m*2] r -0,036 -0,042 0,359 1 0,504 0,426 0,785 -0,045 0,206 0,212 0,233
p 0,639 0,576 0 0 0 0 0,791 0,131 0,092 0,09
N 176 176 176 176 176 176 170 37 55 64 54
Blutdruck r -0,113 -0,057 0,526 0,504 1 0,781 0,532 -0,124 0,05 0,098 0,28
systolisch p 0,133 0,451 0 0 0 0 0,46 0,716 0,44 0,038
[mmHg] N 177 177 177 176 177 177 170 38 56 65 55
Blutdruck r -0,167 -0,108 0,53 0,426 0,781 1 0,493 -0,18 0,089 0,142 0,209
diastolisch p 0,027 0,152 0 0 0 0 0,281 0,512 0,259 0,125
[mmHg] N 177 177 177 176 177 177 170 38 56 65 55
Taillen- r 0,01 0,047 0,451 0,785 0,532 0,493 1 0,082 0,164 0,171 0,138
umfang p 0,898 0,541 0 0 0 0 0,643 0,26 0,198 0,349
[cm] N 170 170 170 170 170 170 170 34 49 58 48
Dosis/Tag r 0,097 0,284 -0,11 -0,05 -0,124 -0,18 0,082 1 0,045 0,688 0,038
[mg] p 0,562 0,084 0,517 0,791 0,46 0,281 0,643 0,809 0 0,843
N 38 38 38 37 38 38 34 38 32 37 29
Triglyceride r 0,164 0,145 0,202 0,206 0,05 0,089 0,164 0,045 1 0,323 0,207
[mg/dl] p 0,227 0,286 0,135 0,131 0,716 0,512 0,26 0,809 0,015 0,153
N 56 56 56 55 56 56 49 32 56 56 49
gGT [U/l r 0,008 0,091 0,029 0,212 0,098 0,142 0,171 0,688 0,323 1 0,207
p 0,948 047 0,817 0,092 0,44 0,259 0,198 0 0,015 0,129
N 65 65 65 64 65 65 58 37 56 65 55
HbA1c [%] r -0,211 -0,122 0,424 0,233 0,28 0,209 0,138 0,038 0,207 0,207 1
p 0,122 0,374 0,001 0,09 0,038 0,125 0,349 0,843 0,153 0,129
N 55 55 55 54 55 55 48 29 49 55 55

r = Korrelationskoeffezient nach Pearson
p = Signifikanz (2-seitig)

N = Anzahl
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Korrelation nach Pearson der intervallskalierten Variablen bei Patienten mit
Hydrocortisonsubstitution

8 8 B x c x5 “E =] 8 —_ §
§5 5 3¢ & 358% 32% 2F £ 8= S5 o
cE o 55 2B ST it 85 g5 5% £ 2
£F8 Sf 2 28 BZERSE f2 8E fE § %
Haarcortisol 1 0,833 -0274 -0,156 -0,336 -0,479 -0,161 0,097 0,177 0,045 -0,225
[pg/mg] p 0 0,096 0,357 0039 0,002 0,364 0,562 0,332 0,791 0,242
N 38 38 38 37 38 38 34 38 32 37 29
Log. r 0,833 1 0,2 -0,178 -0,277 -0,391 0,114 0,284 0,205 0,176 -0,145
Haarcortisol , ¢ 0,229 0,291 0,092 0,015 0,523 0,084 0,259 0,297 0,454
N 38 38 38 37 38 38 34 38 32 37 29
Alter bei ro-0,274 0,2 1 0,217 0,502 0,482 0,408 -0,108 0,141 -0,068 0,556
Haarprobe 0,006 0,229 0,198 0,001 0,002 0,017 0517 044 0,691 0,002
N 38 38 38 37 38 38 34 38 32 37 29
BMI [kg/m*2] r -0,156 -0,178 0,217 1 0,48 0,388 0,893 -0,045 0,292 0,225 0,193
p 0357 0,291 0,198 0,003 0,018 0 0791 0,41 0,187 0,326
N 37 37 37 37 37 37 34 37 31 36 28
Blutdruck  r -0,336 -0,277 0,502 0,48 1 0,731 0,602 -0,124 0,087 -0,002 0,215
systolisch 0,039 0,092 0,001 0,003 0 0 0,46 0,635 0,991 0,263
[mmHg] N 38 38 38 37 38 38 34 38 32 37 29
Blutdruck  r -0,479 -0,391 0,482 0,388 0,731 1 0,513 -0,18 0,093 0,022 0,192
diastolisch  , 0,002 0,015 0,002 0,018 0 0,002 0,281 0,613 0,899 0,319
[mmHg] N 38 38 38 37 38 38 34 38 32 37 29
Taillen- r -0,161 0,114 0,408 0,893 0,602 0,513 1 0,082 0434 0,237 0,355
umfang p 0364 05523 0,017 0 0 0,002 0,643 0,021 0,184 0,081
[em] N 34 34 34 34 34 34 34 34 28 33 25
Dosis/Tag r 0,097 0,284 -0,108 -0,045 -0,124 -0,18 0,082 1 0,045 0,688 0,038
[mg] p 0562 0,084 0,517 0791 046 0,281 0,643 0,809 0 0,843
N 38 38 38 37 38 38 34 38 32 37 29
Triglyceride r 0,177 0,205 0,141 0,292 0,087 0,093 0,434 0,045 1 0285 0,273
[mg/dI] p 0332 0,259 0,44 0,11 0,635 0,613 0,021 0,809 0,114 0,177
N 32 32 32 31 32 32 28 32 32 32 26
gGT[UN  r 0,045 0,176 -0,068 0,225 -0,002 0,022 0,237 0,688 0,285 1 0,226
p 0791 0,297 0,691 0,187 0,991 0,899 0,184 0 0,114 0,238
N 37 37 37 36 37 37 33 37 32 37 29
HbA1c[%] r -0,225 -0,145 0,556 0,193 0,215 0,192 0,355 0,038 0,273 0,226 1
p 0242 0,454 0,002 0,326 0,263 0,319 0,081 0,843 0,177 0,238
N 29 29 29 28 29 29 25 29 26 29 29

r = Korrelationskoeffezient nach Pearson
p = Signifikanz (2-seitig)

N = Anzahl
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Korrelation nach Pearson der intervallskalierten Variablen bei Patienten mit aktivem
Cushing-Syndrom

25 ¢ .8 _ 55 5§ E- 2= = K

§= 28_ 28 S5 5BESRE 52 °PE G 3

I o JI o <I M Mmoot MTE - © = o o) T

Haarcortisol ¢ 1 0,985 0,25 -0,377 0,723 0,637 0,122 -0,422 0,76 -0,7

[pg/mg] p 0,002 0,686 0,532 0,167 0,248 0,878 0,723 0,136 0,19

N 5 5 5 5 5 5 4 3 5 5

Log. r 0,985 1 0,142 -0,466 0,621 0,52 0,033 -0,45 0,654 -0,68

Haarcortisol , 0,002 0,82 0,429 0,264 0,369 0,967 0,703 0,231 0,211

N 5 5 5 5 5 5 4 3 5 5

Alter bei r -025 -0,142 1 0,675 -0,501 -0,668 -0,98 -0,998 -0,78 0,691

Haarprobe , 0686 0,82 0,211 0,39 0,218 0,023 0,041 0,117 0,196

N 5 5 5 5 5 5 4 3 5 5

BMI [kg/m*2] r -0,377 -0,466 -0,675 1 0,19 0,002 0,847 ,997* 0,241 0,3

p 05532 0,429 0,211 0,759 0,997 0,153 0,049 0,696 0,628

N 5 5 5 5 5 5 4 3 5 5

Blutdruck  r 0,723 0,621 -0,501 -0,19 1 0,976 0,305 0,519 0,815 -0,39

systolisch 0,167 0,264 0,39 0,759 0,004 0,695 0,653 0,093 0,514

[mmHg] N 5 5 5 5 5 5 4 3 5 5

Blutdruck r 0,637 0,52 -0,668 0,002 0,976 1 0,581 0,735 0,86 -0,46

diastolisch 0248 0,369 0,218 0,997 0,004 0,419 0,474 0,061 0,44

[mmHg] N 5 5 5 5 5 5 4 3 5 5

Taillen- r 0122 0,033 -0,977 0,847 0,305 0,581 1 1 0,709 -0,75

umfang p 0878 0,967 0,023 0,153 0,695 0,419 ) 0,291 0,253

[em] N 4 4 4 4 4 4 4 2 4 4

Triglyceride r -0,422 0,45 0,998 0,997 0,519 0,735 1 1 0,976 -0,68

[mg/dl] p 0,723 0,703 0,041 0,049 0,653 0,474 . 0,141 0,526

N 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3

gGT [U/] r 0,76 0,654 -0,784 0,241 0,815 0,86 0,709 0,976 1 0,81

p 0136 0,231 0,117 0,696 0,093 0,061 0,291 0,141 0,1

N 5 5 5 5 5 5 4 3 5 5

HbA1c[%] r -0,698 -0,676 0,691 -0,297 -0,392 -0,456 -0,75 -0,678 -0,81 1
p 019 0,211 0,196 0,628 0,514 0,44 0,253 0,526 0,1

N 5 5 5 5 5 5 4 3 5 5

r = Korrelationskoeffezient nach Pearson
p = Signifikanz (2-seitig)

N = Anzahl
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Korrelation nach Pearson der intervallskalierten Variablen bei Patienten mit
kontrolliertem Cushing-Syndrom

£ ¢ st & 855885 5% ¥z 5 2
S5 .8 28 f £S5 e 58 L£v = 2
§2 98_ 2§ S5 5BE SRE T2 PE &L 3
T o 0TI o <T M= Mot MBS E @ = o o T
Haarcortisol 1 0,913 -0,16 -0,196 -0,215 -0,287 0,036 -0,391 -0,24 -0,09
[pg/mg] p 0 0,553 0,467 0,424 0,281 0,903 0,15 0,372 0,749
N 16 16 16 16 16 16 14 15 16 16
Log. r 0,913 1 0,193 -0,141 -0,053 -0,267 0,103 -0,436 -0,13 0,049
Haarcortisol , ¢ 0,474 0,603 0,846 0,317 0,727 0,105 0,638 0,858
N 16 16 16 16 16 16 14 15 16 16
Alter bei r -0,16 -0,193 1 0,352 0,002 0,176 -0,4 0,533 0,626 0,187
Haarprobe |, 0,553 0,474 0,182 0,993 0,515 0,154 0,041 0,009 0,489
N 16 16 16 16 16 16 14 15 16 16
BMI [kg/m"2] r 0,196 -0,141 -0,352 1 0,489 0,488 0,546 -0,001 0,005 0,473
p 0,467 0,603 0,182 0,054 0,055 0,043 0,998 0,986 0,064
N 16 16 16 16 16 16 14 15 16 16
Blutdruck  r -0,215 -0,053 0,002 0,489 1 0,605 0,096 -0,104 -0,07 0,363
systolisch 0424 0846 0,993 0,054 0,013 0,745 0,713 0,802 0,167
[mmHg] N 16 16 16 16 16 16 14 15 16 16
Blutdruck  r -0,287 -0,267 0,176 0,488 0,605 1 0,497 0,229 0,068 0,17
diastolisch 0281 0,317 0,515 0,055 0,013 0,071 0,411 0,802 0,528
[mmHg] N 16 16 16 16 16 16 14 15 16 16
Taillen- r 0,036 0,103 -0,402 0,546 0,096 0,497 1 0,108 -0,02 -0,09
umfang p 0,903 0,727 0,154 0,043 0,745 0,071 0,725 0,947 0,756
[em] N 14 14 14 14 14 14 14 13 14 14
Triglyceride r -0,391 -0,436 0,533 -0,001 -0,104 0,229 -0,11 1 0,516 0,088
[mg/dI] p 015 0,105 0,041 0,998 0,713 0411 0,725 0,049 0,756
N 15 15 15 15 15 15 13 15 15 15
gGT [uN] r 0,239 -0,128 0,626 0,005 -0,068 0,068 -0,02 0516 1 0,169
p 0,372 0,638 0,009 0,986 0,802 0,802 0,947 0,049 0,531
N 16 16 16 16 16 16 14 15 16 16
HbA1c[%] r -0,087 0,049 0,187 0,473 0,363 0,17 -0,09 0,088 0,169 1
p 0,749 0,858 0,489 0,064 0,167 0,528 0,756 0,756 0,531
N 16 16 16 16 16 16 14 15 16 16

r = Korrelationskoeffezient nach Pearson
p = Signifikanz (2-seitig)

N = Anzahl
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Korrelation nach Pearson der intervallskalierten Variablen bei gesunden Probanden

5 5, ¥ - g . -
2 2 _ 0 £ x X G € o — X
53 § 22 2 3235w 2 8= S o
S5 98 5% =z ZYEZBE2E 3o b I
P8 Sf £ & mpfmsElfS FE 0§ £
Haarcortisol r 1,000 0,850 0,109 0,051 0,032 0,066 0,121 0,565 0,482 0,100
[pg/mgl  p 0,000 0,242 0,584 0,734 0,478 0,193 0,243 0,273 0,873
N 118 118 118 118 118 118 118 6 7 5
Log. r 0,850 1,000 0,053 0,016 0011 0,003 0085 0517 0428 0,164
Haarcortisol p 0,000 0,571 0,863 0,905 0975 0,360 0,294 0,338 0,792
N 118 118 118 118 118 118 118 6 7 5
Alterbei  r 0,109 0,053 1,000 0,467 0414 0443 0,589 -0,139 0,016 0,570
Haarprobe p 0,242 0,571 0,000 0,000 0,000 0000 0,793 0,974 0,316
N 118 118 118 118 118 118 118 6 7 5
BMI [kg/m*2] r 0,051 0,016 0,467 1,000 0495 0,406 0,870 -0,201 -0,174 -0,743
p 0584 0,863 0,000 0,000 0,000 0,000 0,702 0,710 0,150
N 118 118 118 118 118 118 118 6 7 5
Blutdruck r 0,032 0,011 0414 0495 1,000 0751 0542 0,042 0,296 0,491
systolisch ~ p 0,734 0,905 0,000 0,000 0,000 0,000 0,937 0,520 0,401
[nmHg] N 118 118 118 118 118 118 118 6 7 5000
Blutdruck r 0,066 0,003 0,443 0,406 0,751 1,000 0428 0,701 0,761 0,356
diastolisch p 0,478 0975 0,000 0,000 0,000 0,000 0,121 0,047 0,556
[nmHg] N 118 118 118 118 118 118 118 6 7 5
Tailen-  r 0,121 0085 0,589 0870 0,542 0428 1,000 -0,162 0,124 0,159
umfang  p 0,193 0,360 0,000 0,000 0,000 0,000 0,759 0,792 0,799
[om] N 118 118 118 118 118 118 118 6 7 5
Triglyceride r 0,565 0,517 -0,139 -0,201 0,042 0,701 -0,162 1,000 0,930 -0,122
[mg/d] p 0243 0,294 0793 0,702 0,937 0,121 0,759 0,007 0,846
N 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5
gGT[U r 0482 0428 0016 -0,174 0296 0,761 0,124 0,930 1,000 0,168
p 0273 0338 0974 0710 0520 0,047 0,792 0,007 0,788
N 77 71 7 77 7 6 7 5
HbA1c[%] r 0,100 0,164 0,570 -0,743 0,491 0,356 0,159 -0,122 0,168 1,000
p 0873 0792 0,316 0,150 0401 0556 0,799 0,846 0,788
N 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

r = Korrelationskoeffezient nach Pearson

p = Signifikanz (2-seitig)

N = Anzahl
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Korrelation nach Spearman der mindestens rangkorrelierten Variablen

2 2
53 6 X X
§E 55 = < =
£28 32 5 0 2
Haarcortisol r, 1  ,999** 0,103 0,058 0,016
[pg/mg] [ 0 0235 0,503 0,852
N 177 177 135 135 136
Log. r, ,999* 1 0,099 0,053 0,012
Haarcortisol |, 0 . 0,251 0,539 0,892
N 177 177 135 135 136
STAIX1  r, 0,103 0,099 1 651 ,552**
p 0235 0251 . 0 0
N 135 135 135 135 135
STAIX2  r, 0,058 0,053 ,651** 1 ,800**
p 0503 0539 0 ) 0
N 135 135 135 135 135
BDI I r, 0,016 0,012 ,552**  ,800* 1
p 0852 0892 0 0 .
N 136 136 135 135 136

** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).
p = Signifikanz (2-seitig)

rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho

N = Anzahl

Mann-Whitney-U-Test bei Variablen mit 2 Auspragungen

Median Median
Cortisol Cortisol
pg/mg Haar z p pg/mg Haar z p
alle gesunde

Haarproben Probanden
Geschlecht
mannlich 11 -0,507 0,612 11 -0,206 0,836
weiblich 13 13
natlrliche Haarfarbe
hell 13 -0,703 0,482 13 -1 317
dunkler 13 13
Locken
nein 13 -0,245 0,807 13 -0,421 0,674
ja 13 13
Haarwaschen pro Woche
<4=0 13 -0,815 0,415 13 -0,557 0,578
>4=1 15 15
Ténung
nein 13 0,516 0,606 13 0,87 0,384
ja 12 12
Farbung
nein 14 -2,585 0,01 14 -2,341 0,19
ja 8,5 8,5
Haarbehandlung (Dauerwelle, Aufhellung)
nein 13 -0,68 0,497 13 -734 0,463
ja 15 15

z = Koeffizient des Mann-Whitney-U-Tests
p = asymptotische Signifikanz (2-seitig)
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Regressionsanalyse

95%-Konfidenzintervalle von B

B Untergrenze Obergrenze Beta p

Konstante 55,55 19,91 91,19 0,003
Cortisonsubstitution 14,34 2,20 26,48 0,21 0,021
diastolischer Blutdruck -0,49 -0,95 -0,04 -0,19 0,032
(korrigiertes R-Quadrat = 0,054)
Ausgeschlossene Variablen

Beta In T p
keine Erkrankung -0,06 -0,45 0,655
CS kontrolliert 0,00 0,03 0,973
CS aktiv 0,07 0,77 0,445
Alter bei Haarprobe -0,01 -0,06 0,955
BMI [kg/m2] 0,02 0,19 0,853
Blutdruck systolisch 0,00 0,00 0,998
Taillenumfang 0,10 1,01 0,316
Geschlecht -0,06 -0,71 0,479
natlrliche Haarfarbe -0,03 -0,36 0,718
Locken -0,06 -0,64 0,524
Haarwaschen pro Woche 0,07 0,77 0,445
Ténung -0,07 -0,83 0,409
Farbung -0,15 -1,69 0,093
STAI X1 -0,03 -0,38 0,702
STAI X2 -0,07 -0,79 0,434
BDI Il -0,07 -0,75 0,455
Rauchen aktuell 0,04 0,39 0,695

Abhéangige Variable: Haarcortisol [pg/mg]
EinfluRvariablen im Modell: (Konstante), Cortisonsubstituierte, Blutdruck diastolisch [mmHg]
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Streumatrix aller Variablen
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