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State of the Art Saliva-Hormonanalyse

Kurzfassung: Speichelanalysen kénnen Hormo-
ne, aber auch Drogen- und Medikamenten-Mo-
nitoring, parodontale Entziindungsparameter und
humane, virale oder mikrobielle Nukleinséuren
(DNA) umfassen. In dieser Ubersichtsarbeit wird
auf Praanalytik, Nachweis-Techniken und Beispie-
le u.a. aus der Steroidanalyse eingegangen, die
derzeit am weitesten entwickelt ist und vielerorts
bereits Eingang in die medizinische Routine findet.

B. Obermayer-Pietsch, J. Miinzker

Schliisselwdrter: Speichel, Saliva, Steroide,
Analytik, Labormethoden

Abstract: State of the art: Saliva analy-
sis. Saliva analyses are widely used for hor-
mone measurements, but also for drug and ther-
apy monitoring, periodontal inflammation and hu-

man, viral or microbial nucleic acid (DNA) detec-
tion. In this review, we focus on preanalytics, and
measurement techniques. Clinical applications of
steroid hormone analyses are presented with re-
gard to practical use. J Klin Endokrinol Stoffw
2017; 10 (1): 9-11.

Keywords: Saliva, steroids, analytics, lab me-
thods

Abkiirzungen: CI — Confidence Interval/Konfidenzintervall, DNA — Desoxyribonukleinsidure, ELISA — Enzyme-linked Im-
munosorbent Assay, ESE — European Society of Endocrinology, IgA — Immunglobulin A, MS — Massenspektrometrie, PCOS

— Polycystisches Ovarsyndrom, SHBG — Sexualhormon-bindendes Globulin

Einleitung

Speichel (lat. ,,saliva“) — den wir alle aus vielen Begegnun-
gen vom Baby bis zum Greisenalter kennen — ist eine vernach-
lassigte Matrix fiir Hormonanalysen bei klinischen Fragestel-
lungen. ,,Saliva, Spucke, Speichel, Sabber, Geifer...“ kommt
in zahlreichen sprachlichen Synonymen und Bedeutungen vor
und ist in vieler Weise Teil unseres Alltags und in vielen My-
then und Geschichten, selten aber in einer klinischen Frage-
stellung vertreten. Dabei sollte Speichel als Informationsmate-
rial zu hormonellen Veridnderungen in unserem medizinischen
Denken aus vielen guten Griinden mehr Zuwendung erfahren.

Saliva als Matrix

Gemeint ist mit ,,Speichel* nahezu ausschlieflich der Mund-
speichel, das Sekret der Bauch-,,Speichel“-Driise wird nicht ex-
plizit so genannt, obwohl der Wortstamm noch vorhanden ist.

Saliva wird von den Parotis-Driisen produziert, aber auch von
den submentalen und sublingualen Speicheldriisen gebildet —
der Speichelfluss ist die ,,Salivation — und kann wissrig-
diinnfliissig (,,serds*) oder schleimig-zihfliissig (mukds) sein.

Pro Tag sezerniert ein Erwachsener zwischen 0,6 und 1,5 Li-
ter Speichel. Die ,,Basalsekretion® ohne Nahrungsaufnahme
betrigt etwa 0,5 Liter pro Tag, davon sind iiber 99 % Was-
ser und nur etwa 0,5 % geloste Molekiile, u.a. Mucine (Gly-
koproteine) oder die a-Amylase, ein erstes Verdauungsenzym
fiir Kohlenhydrate. Haptocorrine ermoglichen zusammen mit
dem Intrinsic-Faktor die Absorption von Vitamin B12. Weite-
re Substanzen sind Blutgruppenproteine und Antikorper, Im-
munglobulin A (IgA), Mineralstoffe wie Kalzium-Ionen (fiir
den Zahnschmelz!) und Elektrolyte, aber auch Lysozym, Lak-
toferrin und Histatin mit seiner antibakteriellen Wirkung, das
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Abbildung 1: Altes Schild zu Saliva im 6ffentlichen Raum (Foto B. Obermayer-Pietsch)

auch die Wundheilung fordert. Kiirzlich ist ein stark schmerz-
stillendes humanes Opiorphin im Speichel nachgewiesen wor-
den, das moglicherweise den Abbau korpereigener Opiate
hemmt, die an der Schmerzwahrnehmung beteiligt sind [1].

In der Basalsekretion liegt der pH-Wert bei 6,5 bis 6,9, kann
aber nach Stimulation deutlich ansteigen, da dann die Natrium-
Riickresorption aus dem Plasma-isotonen Speichel geringer ist.

Speichel enthidlt neben den genannten Signalmolekiilen aber
auch Steroide [2, 3]. Fettlosliche Steroide wie Testosteron und
Androstendion kénnen frei durch die Kapillaren der Driisen
aus dem einschichtigen Epithel diffundieren, wo sie eine freie
Hormonfraktion ohne Bindung an Transporteiweil3e, z. B. Al-
bumin oder das Sexualhormon-bindende Globulin (SHBG),
bilden (,,Freie-Hormon-Hypothese®). Das macht sie fiir die
klinischen Untersuchungen, aber auch fiir die Forschung be-
sonders interessant [4]. Messtechniken fiir Saliva-Steroide
sind weit gediehen.

Saliva-Abnahmetechniken und Praana-
lytik

Die Analyse von Speichel-Steroiden ist nicht zuletzt aufgrund
dieser ,.freien” Hormone geradezu ideal vor allem fiir Frage-
stellungen mit Androgen-Messungen bei Frauen und Ménnern
(etwa beim polycystischen Ovar-Syndrom oder beim Hypogo-
nadismus). Sie besticht durch die einfache Materialgewinnung
mittels passivem Speichelfluss oder iiber verschiedene Sam-
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Tabelle 1: Information zur Gewinnung von Speichelproben
fur Patientinnen und Patienten — Information zum Sam-
meln von Speichel/Saliva

— Speichel, ev. durch kurzen (max. 8 cm) Trinkhalm erleichtert, in
das spezielle Probengefal geben.

— Speichel vor dem Z&hneputzen oder friihestens 10 Minuten
danach sammeln.

— Speichel friihestens 15 Minuten nach dem Essen oder Trinken
sammeln (notfalls Mund mit Leitungswasser spulen und 2 Mi-
nuten warten).

— Maéglichst 3 Speichelproben im Abstand von ca. 15 Minuten
sammeln.

— Rotlich gefarbte Proben verwerfen, da Blutbeimengungen zu
falschen Ergebnissen fiihren. Nach dem Sptilen des Probenge-
falkes mit Leitungswasser neue farblose Speichelprobe neh-
men.

— Speichelproben zur Steroidhormonanalyse kdnnen gelagert
werden:

O 5 Tage bei Raumtemperatur
O 10 Tage bei 2-8 °C
O (ber einen langeren Zeitraum bei —20 °C

— Speichelproben flr andere Analysen (Alpha-Amylase, Mikro-
biom etc.) bitte nach Riicksprache abnehmen und verwahren
(ev. rasche Verarbeitung notwendig)!

meltechniken ohne medizinische Hilfe und ohne das Aufsu-
chen einer medizinischen Umgebung.

Aufgrund von rezenten Publikationen muss aber bei der
Sammlung von Saliva-Material durch technische Systeme ge-
legentlich von Interferenzen mit den verwendeten Materialien
ausgegangen werden, wodurch die meisten Zentren einen ein-
fachen, unstimulierten, rein passiven Speichelfluss von min-
destens 2 ml in 3—4 ml grofle Polypropylen-Rohrchen durch-
fiihren und empfehlen [4—6]. Eine Stimulation konnte unter
Umstidnden Blutbeimengungen und andere Kontaminationen
auslosen, die mit der Assaytechnik interferieren konnte. Es
hingt allerdings immer von der konkreten Fragestellung ab,
welches Abnahmesystem im speziellen Fall gewihlt werden
soll — eine Entscheidung, die Zuweiser mit dem entsprechen-
den Speziallabor vorbesprechen sollten. Dabei konnen sowohl
Spezialrohrchen, als auch spezielle Zusitze notwendig sein —
etwa, um Drogentests vornehmen zu konnen.

Fiir die Speichelsammlung seitens der Patienten haben wir am
Universititsklinikum Graz eine eigene Anleitung (Tabelle 1)
entworfen, die fiir eine Materialgewinnung in héduslicher Um-
gebung auch zugeschickt werden kann und bisher zu hervor-
ragenden Ergebnissen gefiihrt hat.

Alternativ gibt es erweiterte Verfahren, u.a. die Verwendung
von Speichelsammellosung fiir die Entnahme zur spiteren
photometrischen Bestimmung des Speichelanteils, Sammel-
becher, Vakuumrohrchen fiir Labortests und Speichel-Quanti-
fizierungsmaterial fiir die gewonnene Speichelsammelldsung.

Auswahl der Analysenmethode

Nach Anfdngen der Steroidanalytik mit radioimmunologi-
schen Techniken in den 1970er Jahren haben sich fiir die sehr
sensiblen Messungen — die Konzentrationen fiir Speichel-
hormone liegen im Pikomolar-Bereich! — ELISAs (Enzyme-
linked Immunosorbent Assays) und in einigen Laboren Mas-
senspektrometrie (MS) durchgesetzt.

10 JKUN ENDOKRINOL STOFFW 2017; 10 (1)

Enzyme-linked Immunosorbent Assays —
ELISAs fiir Salivasteroide

Entsprechend der Hypothese der freien Hormone sollte die
biologische Aktivitit von Hormonen aufgrund ihrer freien,
ungebundenen Fraktion relevantere Aussagen liefern als die
gesamten, proteingebundenen Anteile [7]. Zahlreiche Anbie-
ter fiir ELISAs haben sich auf ein Spektrum von Steroid- (und
anderen) Hormonen spezialisiert. Vorteil ist hier die nahezu
ubiquitdr durchfiihrbare Technik, bei der gezielt und spezi-
fisch die ungebundene Fraktion der Steroidhormone in der Sa-
liva gemessen wird, auch wenn niedrige Konzentrationen vor-
liegen. Eine genaue Einschitzung der Tests beziiglich Sensi-
tivitdt und Spezifitit (etwa monoklonale vs. polyklonale An-
tikorper u.a.) ist durch die klinische oder wissenschaftliche
Fragestellung und ein erstes Austesten von Assays am ehesten
individuell zu beantworten.

Massenspektrometrie — MIS fiir Salivasteroide
Jiingste Entwicklungen in der Massenspektrometrie haben
nicht nur Serum-Messungen von Steroiden, sondern auch
Techniken fiir die MS-basierte Messung von Salivasteroiden
gezeigt [8]. Die ungebundene Fraktion von Salivasteroiden
kann mittels Massenspektrometrie sehr akkurat und spezi-
fisch bei sehr niedrigen Konzentrationen (etwa bei Frauen und
Kindern) gemessen werden. Aufgrund dieser ausgezeichne-
ten Spezifitit, Akuratesse und niedrigen Variabilitit wurde die
Massenspektrometrie zum Goldstandard der Steroidhormon-
Messung [8]. Allerdings ist diese Technologie an eine spezi-
elle Laborausstattung, spezifische Protokolle und Evaluierun-
gen von giangigen Methoden gebunden.

Praktische Anwendungen und bisherige
Studien

Besonders fiir Sportuntersuchungen im Geldnde oder zirka-
diane, von medizinischen Einrichtungen unabhingige Unter-
suchungen wurden Saliva-Messungen fiir Hormone herange-
zogen. Um aus der Vielfalt der Untersuchungen einige heraus-
zugreifen, sollen im Folgenden einige wichtige Meilensteine
mit Relevanz fiir die klinische Praxis genannt werden.

Steroide

Speichel-Kortisol hat sich bereits in zahlreichen Studien als
zirkadianer Hormonparameter bewéhrt. Auch in der Diagnos-
tik eines Cushing-Syndroms ist die spitabendliche Sammlung
von Speichelkortisol der Messung von freiem Harnkortisol
tiberlegen [9] und wurde entsprechend in die ESE-Guidelines
aufgenommen.

Interessanterweise fand sich in einer prospektiven Kohorten-
studie, der Whitehall II-Studie aus GrofBbritannien, bei 3270
Frauen und Méinnern im Alter von 60,9 Jahren bei einem er-
hohten Abendkortisol eine signifikant erhohte Diabetesnei-
gung (Odds ratio 1,18; 95 % CI, 1,01-1,37) [10]. Dies wurde
auf einen Zusammenhang mit psychosozialen Stressfaktoren
zurlickgefiihrt, die das Risiko fiir Typ-2-Diabetes iiber eine
Stimulation der HPA-Achse ansteigen lassen [11].

Ebenso wiesen Personen mit verdnderter Kortisol-Tagesrhyth-
mik iiber Salivaproben eine erhohte Anfalligkeit fiir Herz-
Kreislauf-Ereignisse und kardiovaskuldre Mortalitit auf [12].



In einer eigenen rezenten Kohortenstudie zu Schlafrhythmus
und Stress (BioPersMed-Kohorte Graz, unpublizierte Daten)
war niedriges Saliva-Kortisol morgens mit verminderter
Schlafqualitit und Einschlafdauer besonders bei Minnern
assoziiert und stellt dadurch einen moglichen nichtinvasiven
Biomarker fiir Schlafqualitit und damit ebenfalls der Stress-
belastung dar.

Speichel-Testosteron

Androgene sind ein spezielles Anwendungsgebiet der Saliva-
Diagnostik, u.a. bei Verdacht auf erhthte Androgene bei Frau-
en. So konnten wir aktuell beim polycystischen Ovar-Syndrom
(Trias aus Oligo-/Anovulation, Hyperandrogendmie/Hirsu-
tismus, polycystischen Ovarien) sowohl signifikant erhoh-
tes Speicher-Testosteron, also auch Speichel-Androstendion
nachweisen, wobei die Ratio aus Testosteron und Androsten-
dion hochsignifikant mit einer schwereren metabolischen Be-
eintrichtigung (u.a. gestorte Glukosetoleranz, Adipositas, Oli-
go-/Anovulation) der PCOS-Patientinnen verbunden war [8].

Auch beim Sport und anderen Wettbewerbssituationen steigt
Testosteron in der Saliva bei Méannern und Frauen (!) an [13],
was iiber Speichelproben nichtinvasiv rasch nachgewiesen
werden kann. Ebenso kann die Verwendung von Dopingmit-
teln oder das Monitoring von Supplementationsbehandlungen
mittels Saliva-Steroiden, z. B. Testosteron, leicht nachgewie-
sen werden [14] und eroffnet damit ein weiteres Arbeitsfeld
fiir Steroidanalysen aus der Saliva.

Andere Hormone

Wichtig in der Forschung des sympathischen Nervensystems
sind u.a. die Alpha-Amylase aus dem Speichel und Chromo-
granin A, die beide als nicht-invasive Marker der Sympathikus-
Aktivitdt verwendet werden [15], weil damit u.a. ein Anstieg
des Adrenalins nach dem Sport nachgewiesen werden kann.

Wie bereits beschrieben, gibt es Hinweise auf ein physiologi-
sches Opioid namens Opiorphin in der Saliva, das im enkepha-
linergen Signalweg dhnliche analgetische Eigenschaften wie
Morphin bei chemischen oder mechanischen Schmerzen hat
und moglicherweise emotional modulierend wirken kann [1].

Interessenkonflikt

Die Autorinnen haben keine Interessenkonflikte.

Relevanz fiir die Praxis

Speichelanalysen zu Hormonen, insbesondere Steroiden,
haben sich in den letzten Jahren technisch weiterentwi-
ckelt. Ihr Vorteil liegt in der einfachen Materialgewinnung
auch auBlerhalb medizinischer Einrichtungen. Analysen
und Interpretation sollten mit dem Labor vorab bespro-
chen werden. In Zukunft werden Saliva-Analysen deutlich
zunehmen, auch das Analysenspektrum konnte sich noch
wesentlich erweitern.
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