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Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen

aHT Arterielle Hypertonie

ATC-Code Anatomisch-Therapeutisch-Chemisches Klassifikationssystem
B Regressionskoeffizient

BMI Body Mass Index

Cl Konfidenzintervall

PCOS Polyzystisches Ovarialsyndrom

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
RR Relatives Risiko

SD Standardabweichung

SHBG Sexualhormon-bindendes Globulin
SHIP Study of Health in Pomerania

WHO World Health Organization

20-HETE 20-Hydroxyeicosatetraensaure



1. Einleitung

1.1.  Arterielle Hypertonie

Als arterielle Hypertonie (aHT) gilt laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
ein systolischer Blutdruck von = 140 mmHg oder ein diastolischer Blutdruck von
>90 mmHg". Atiologisch wird die aHT in die primare (essentielle) sowie sekundare
aHT eingeteilt. Die Entstehung der primaren aHT, die ca. 95% aller Hypertonien
ausmacht, ist bis heute nicht endgultig geklart und wird weiterhin kontrovers disku-
tiert. Neben einer genetischen Pradisposition sollen Faktoren wie der Kochsalz-
konsum, das sympathische Nervensystem, das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS), Adipositas, sowie verschiedene renale und vaskulare Faktoren
an der multifaktoriellen Pathogenese beteiligt sein. Die sekundare aHT lasst sich
je nach zugrundeliegender Ursache weiter in renale, endokrine, kardiovaskulare
und neurogene aHT unterteilen?. Unbehandelt fiihrt die aHT bei den Betroffenen
zu Folgeveranderungen und Komplikationen wie der Atherosklerose der Koronar-
oder Zerebralarterien, der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit, der Links-
herzinsuffizienz, der Arteriolosklerose der Nierengefalde oder hypertonen Massen-

blutungen??.

Laut WHO Gesundheitsreport 2012 lassen sich weltweit 13% aller Todesfalle
durch erhohten Blutdruck und dessen Kklinische Komplikationen erklaren®. In
Deutschland liegt die Pravalenz der aHT in der Altersgruppe der 35-64-Jahrigen
bei circa 55% und ist damit im internationalen Vergleich mit anderen europaischen
Staaten oder den USA als hoch einzustufen®. Dariiber hinaus l&sst sich in der
Bundesrepublik ein Nord-Sud Gefalle beobachten, wobei die Pravalenz der aHT in
Vorpommern mit 57% bei Mannern und 32% bei Frauen bundesweit am hdéchsten

ist®.

1.2. Testosteron

Das mannliche Sexualhormon Testosteron gehoért wie seine Prakursoren zu der
Gruppe der lipophilen Steroidhormone, welche ausgehend vom Cholesterin syn-
thetisiert werden. Bei Mannern sind die Leydig-Zellen des Hodens Hauptprodukti-

onsort des Testosterons, wohingegen das Sexualhormon bei Frauen in verschie-



denen Geweben produziert wird. So entstammen jeweils ca. 25% des im Blut zir-
kulierenden Testosterons bei pramenopausalen Frauen den Ovarien bzw. der
Zona reticularis der Nebennierenrinde und etwa 50% entstehen aus der Umwand-
lung von Testosteron-Prakursoren wie Androstendion, Dehydroepiandrosteron und
Dehydroepiandrosteron-Sulfat in peripheren Geweben. Postmenopausal andert
sich die prozentuale Verteilung der Testosteronproduktion leicht aufgrund der al-
tersbedingten Atrophie von Ovar und Nebennierenrinde’. Bei Frauen sinkt die
Testosteron Serumkonzentration mit zunehmendem Alter stetigs. Die Sekretion
von Testosteron aus den Ovarien wird durch das luteinisierende Hormon gefordert
und durch Estrogene gehemmt. Die Ausschuttung von Testosteron aus der
Nebennierenrinde wird durch das Adrenocorticotrope Hormon positiv und durch

Cortisol negativ reguliert’.

Im Blut wird Testosteron zu ca. 66% an das Sexualhormon-bindende Globulin
(SHBG) gebunden transportiert, 33% sind unspezifisch an Albumin gebunden.
Etwa ein bis zwei Prozent des Gesamttestosterons, das sogenannte freie Testos-

teron, wird ungebunden transportiert’.

Da die durchschnittlichen, absoluten Testosteron Serumkonzentrationen bei Frau-
en mit etwa 0,8 nmol/I® im Vergleich zu denen der Manner (ca. 25 nmoI/I)9 sehr
niedrig sind, bedarf es einer genauen Messmethode, um bei diesen niedrigen
Konzentrationen verlassliche Messergebnisse zu erhalten. Die Ublicherweise ver-
wendeten, auf Immunoassays basierenden Verfahren, zeigen im Bereich dieser
aullerst niedrigen Sexualhormonkonzentrationen teilweise erhebliche Messunge-
nauigkeiten. So differieren mittels Immunassays gewonnene Sexualhormonmes-
sungen im Vergleich zum aktuellen Goldstandard, der Tandem-

Massenspektrometrie, um bis zu 40%'°.

1.3. Assoziation zwischen Testosteron und arterieller Hypertonie

Da die aHT zu den bedeutendsten Risikofaktoren kardiovaskularer Erkrankungen

zahit""12

, wird in wissenschaftlichen Arbeiten neben anderen mdglichen Ursachen
auch die potentielle Rolle von Androgenen bei der Entstehung der aHT diskutiert”.

Bei der Blutdruckregulation steht die nach einer direkten Testosteronapplikation zu



beobachtende Vasodilatation im Gegensatz zu dem durch Testosteron induzierten
Langzeiteffekt einer Vasokonstriktion'. Die Mechanismen der durch Testosteron
induzierten Vasodilatation sind nicht abschlieRend geklart. Sie scheinen jedoch
nicht Rezeptor-vermittelt zu sein, sondern auf direkten Effekten wie induzierter
Stickstoffmonoxid Synthese und Beeinflussung der lonenkanale von vaskularen
Muskelzellen zu beruhen™. Die langfristig resultierende Vasokonstriktion kann
durch die durch  Testosteron induzierte  Synthese  verschiedener
vasokonstriktorischer Autakoide erklart werden'. Zusatzlich zu den vaskuléren
Effekten bewirkt Testosteron bei Kardiomyozyten, welche regelhaft
Testosteronrezeptoren exprimieren, eine Hypertrophie. Des Weiteren bewirken
Androgene Veranderungen in renalen Blutdruckregulationsmechanismen und
nehmen Einfluss auf das RAAS. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die
Auswirkungen des Testosterons auf den Blutdruck und dessen Regulation zwar
vielfaltig, aber bislang noch nicht vollstandig verstanden sind™.

Bei Mannern haben Beobachtungstudien eine inverse Assoziation zwischen der
Testosteron Serumkonzentration und der Hohe des Blutdrucks belegen kénnen.
Auch zeigten Manner mit niedrigen Testosteron Serumkonzentrationen ein erhdh-
tes Risiko einer inzidenten aHT'®.

Bei Frauen hingegen gibt es zu dieser Fragestellung bis heute ausschliellich

Querschnittstudien'®:17:18.19.20.21,22,23,24

und Studien, deren Forschungsschwerpunkt
primar nicht auf der Assoziation zwischen Sexualhormonen und Blutdruck liegt,
sondern auf anderen Zusammenhangen, wie beispielsweise jenen zwischen And-
rogenen und Erkrankungen wie dem metabolischen Syndrom???*. Bisherige Stu-
dien konnten jedoch keine eindeutigen Ergebnisse liefern, da neben einigen posi-
tiven'”?"%* Zusammenhangen zwischen der Testosteron Serumkonzentration und

aHT auch von ergebnislosen Untersuchungen berichtet wurde®.

Die komplexe Regulation zwischen Testosteron und Blutdruck spiegelt sich in wei-
teren Untersuchungen wider, welche vermuten lassen, dass die Starke des Zu-
sammenhanges zwischen der Testosteron Serumkonzentration und dem Blut-
druck der Frau vom jeweiligen absoluten Blutdruck abhangig ist. So postulierten

Khatibi et al., dass bei normotensiven Frauen eine inverse Assoziation zwischen



der Testosteron Serumkonzentration und dem Blutdruck vorliegt, bei
hypertensiven Frauen hingegen eine positive Assoziation®*.

Aufgrund dieser widerspriichlichen Ergebnisse und des geduRerten Bedarfs’ an
grolien Beobachtungsstudien zur Untersuchung der Assoziation zwischen Andro-
genen und Blutdruck bei Frauen, ist es das Ziel der vorliegenden Arbeit den Zu-
sammenhang zwischen der Testosteron Serumkonzentration und dem Blutdruck
sowohl im Quer- als auch im Langsschnitt bei 1428 Frauen im Alter von 20 bis 80
Jahren zu analysieren. Des Weiteren soll die Assoziation des Prakursors
Androstendion sowie des SHBG untersucht werden. Um verlassliche Messergeb-
nisse der Testosteron Serumkonzentrationen fur die Analysen zu erhalten, wurde
der heutige Goldstandard'®, die Tandem-Massenspektrometrie, zur Konzentrati-
onsbestimmung genutzt. Die zu erwartenden Ergebnisse dieser Studie sind die
ersten, welche sich auf kurzlich ermittelte Referenzwerte flr altersspezifische Tes-

tosteron Serumkonzentrationen bei Frauen stiitzen®.



2. Methoden

21. Studiendesign und Studienpopulation

Die zu analysierenden Daten wurden im Rahmen der Study of Health in
Pomerania (SHIP), einer bevolkerungsbasierten Kohortenstudie, gewonnen, deren
Ziel neben der Abschatzung der Pravalenz verbreiteter Volkserkrankungen und
deren Risikofaktoren auch die Erhebung populationsbezogener Gesundheitsdaten
ist. Im Jahr 1996 wurde aus den insgesamt 212157 Einwohnern der Studienregion
Nord-Ostvorpommern eine umfassende Zufallsstichprobe von 7008 Frauen und
Manner im Alter von 20-79 Jahren gezogen. Hierzu wurden mit Hilfe der Einwoh-
nermeldeamter in Greifswald, Stralsund und Anklam, in 12 weiteren Stadten und
Gemeinden mit mehr als 1500 Einwohnern und in 17 Orten mit weniger als 1500
Einwohnern zufallig Bewohner mit deutscher Staatsangehorigkeit, stratifiziert nach
Alter und Geschlecht, ausgewahlt. In der Folge erhielten die zufallig Ausgewahlten
maximal drei schriftliche Einladungen. Bei Nichtbeantwortung dieser wurden die
Teilnehmer und Teilnehmerinnen telefonisch oder schlussendlich personlich kon-
taktiert”>. Von den 6265 in Frage kommenden Personen nahmen zwischen 1997
und 2001 2116 Manner und 2192 Frauen an den SHIP-0 Baseline-
Untersuchungen teil (Responserate: 68,8%). Diese beinhaltete neben einer medi-
zinischen und zahnmedizinischen Untersuchung auch einen Gesundheits- und
Risikofaktor-bezogenen Fragebogen sowie ein computergestutztes, gesundheits-
bezogenes Interview. Detailliertere Ausfuhrungen zu Studiendesign, Studienpopu-

lation und Studienregion sind in friiheren Publikationen zu finden®2°.

FiUr die Analysen zur Assoziation von Testosteron und Blutdruck bei Frauen wur-
den von den 2192 verfugbaren Studienteilnehmerinnen jene mit einer geschatzten
glomerulédren Filtrationsrate von < 30ml/min/1,73m? (n=4), Schwangere (n=18),
Frauen mit einer Serumprolaktinkonzentration von > 100 pg/L (n=93),
ovarektomierte Frauen (n=44), Probandinnen mit fehlenden Sexualhormondaten
(n=489) oder fehlenden Kovariablen (n=12) ausgeschlossen. Aulierdem wurden
nach Angabe der in den letzten sieben Tagen eingenommenen Medikamente wei-
tere 61 Frauen, welche Testosteron-5a-Reduktaseinhibitoren, Sexualhormonanta-

gonisten, Ketoconazol, Spironolacton, Glukokortikoide, anabole Steroide oder



Opiate einnahmen, sowie Frauen unter Chemotherapie von den Analysen ausge-

nommen.

Fir das Funf-dahres Follow-up (SHIP-1) wurden die Studienteilnehmerinnen zwi-
schen 2002 und 2006 erneut untersucht. Somit standen flr Langsschnittanalysen

die Daten von 1124 Frauen zur Verfugung.

2.2. Datenerhebung

Informationen zu Geschlecht, Alter, Alkoholkonsum, Schwangerschaft, gynakolo-
gischen Operationen (einschliel3lich Ovarektomie und/oder Hysterektomie) und
der Einnahme von Medikamenten wurden in einem computergestitzten Interview
erfragt. Die Studienteilnehmerinnen wurden in Gruppen von Nichtraucherinnen,
frihere Raucherinnen und jetzige Raucherinnen eingeteilt. Der durchschnittliche
tagliche Alkoholkonsum wurde mittels der jeweiligen getrankespezifischen

Ethanolgehalte errechnet?’

. Um als korperlich aktiv eingestuft zu werden, musste
eine Mindesttrainingszeit von einer Stunde pro Woche gegeben sein. Fur die Ein-
teilung der Frauen in pra- und postmenopausal wurde nach einer schon friher in
der SHIP-Kohorte verwendeten Definition verfahren: alle Frauen jinger als 40
Jahre und Frauen zwischen 40 und 60 Jahren mit selbstberichtetem Menstruati-
onszyklus wurden als pramenopausal klassifiziert. Frauen Gber 60 Jahre und die-
jenigen Frauen zwischen 40 und 60 Jahren ohne selbstberichteten Menstruations-
zyklus wurden als postmenopausal eingestuft?®?°. Sowohl die Einnahme oraler
Kontrazeptiva als auch eine Hormontherapie wurden anhand der Codes des Ana-
tomisch-Therapeutisch-Chemischen Klassifikationssystems (ATC) klassifiziert®.
Die Berechnung des Body Mass Index (BMI) erfolgte aus den erhobenen
anthropometrischen Daten zu Korpergewicht in Kilogramm (kg) und der Korper-

groRe in Metern (m) mittels der Formel kg/m?.

Die Messung des systolischen und diastolischen Blutdrucks erfolgte nach einer
mindestens funfminttigen Ruhepause dreimal im Abstand von drei Minuten am
rechten Arm der sitzenden Probandinnen. Hierzu wurde ein digitales

oszillometrisches Blutdruckmessgerat verwendet (HEM-705CP, Omron Corporati-



on, Tokyo, Japan). Der Mittelwert aus der zweiten und dritten Messung diente in
der Folge fur die Analysen.

Die aHT wurde definiert anhand des Gebrauches von antihypertensiver Medikati-
on (ATC Codes C02, C03, C04, C07, C08, C09) oder anhand der gemessenen
Blutdruckwerte wobei eine aHT gemaly der WHO-Definition bei Werten von systo-
lischem oder diastolischem Blutdruck von = 140 mmHg bzw. 90 mmHg vorlag®**',
Die Differenz der Mittelwerte von systolischem und diastolischem Blutdruck ergab
den Pulsdruck'. Ein pravalenter Typ 2 Diabetes mellitus wurde anhand von
Selbstangaben, dem Gebrauch antidiabetischer Medikation (ATC Code A10) in-
nerhalb der letzten sieben Tage und/oder einer HbA. Konzentration von > 6,5%
erhoben.

Kardiovaskulare Erkrankungen wurden anhand einer Summe von Einzelpunkten
klassifiziert, welche die Diagnosen einer peripheren arteriellen Verschlusskrank-
heit, einer Herzinsuffizienz, eines Koronarsyndroms, eines Herzinfarkts und/oder

eines Schlaganfalls beinhalteten.

2.3. Laboranalysen

Zur Bestimmung der Sexualhormonkonzentrationen erfolgte zwischen 8:00 Uhr
und 19:00 Uhr eine nicht-ntchterne Blutentnahme aus der Vena cubitalis mediana
am supinierten Unterarm der Probandinnen. Kleine Anteile des entnommen Se-
rums wurden in der Folge bei -80°C gelagert, um fir weitere Analysen zur Verfu-
gung zu stehen. Die Messungen der Testosteron Serumkonzentration und der
Androstendion Serumkonzentration wurden zwischen Dezember 2010 und Marz
2011 im Institut fur Klinische Chemie des Universitatskrankenhauses von South
Manchester (Manchester, UK) durchgefuhrt. Hierzu wurden Teilproben der Seren
mit Hilfe eines auf eine Flissigchromatographie folgenden Tandem-
Massenspektrometrischen Verfahrens untersucht, welches eine zuverlassige Rou-

t*2. Die Standardkurve war bis zu einer Konzentration von

tinemethode darstell
50,0 nmol/L linear, die untere Messgrenze lag bei 0,25 nmol/L. Die intra- und in-
terassay Variationskoeffizienten lagen sowohl fur die Testosteron als auch
Androstendion Serumkonzetrationen zwischen 0,3 und 35 nmol/L jeweils unter-

halb von zehn Prozent.



SHBG-Konzentrationen wurden aus tiefgefrorenen Serumproben mittels eines
Advia Centaur (Siemens, Eschborn, Germany) bestimmt, wobei der interassay
Variationskoeffizient 6,6% bei einer Konzentration von 27,1 nmol/L, 7,6% bei einer
Konzentration von 48,2 nmol/L und 7,7% bei einer Konzentration von 52,3 nmol/L
betrug. Mittels der gemessenen SHBG- und Testosteron Serumkonzentration
wurde das freie Testosteron bei einer Standard-Albuminkonzentration von 4,3

—a++B

g/dL, anhand folgender Formel®® berechnet: (””’“”) = "= _mita = SHBG (””’“’“) .
L iy L

23,43 — Testosteron (”T“), b = a® + (423,43 « Testosteron {”T“)) und ¢ = 2
«23,43 « 10°.

2.4. Statistische Methoden

Kategoriale Daten wurden in Prozent angegeben und kontinuierliche Daten als
Mittelwert (SD) oder Median (Q1, Q3). Nach der logarithmischen Transformation
der Sexualhormonkonzentrationen wurden Assoziationen von Testosteron, SHBG,
freiem Testosteron und Androstendion mit Blutdruck sowohl im Querschnitt als
auch im Langsschnitt untersucht. Hierzu wurden alters- und multivariabel-
adjustierte lineare Regressionsmodelle mit robusten Standardfehlern implemen-
tiert**. Die multivariaten Regressionsmodelle beinhalteten Adjustierungen fur die
Kovariablen Alter, BMI, Rauchverhalten, korperliche Aktivitat, Alkoholkonsum, Typ
2 Diabetes mellitus und kardiovaskulare Erkrankungen. Die Regressionsmodelle
fur die Langsschnittanalysen wurden zusatzlich fur den SHIP-0 Ausgangswert des

Blutdrucks der jeweiligen Probandin adjustiert.

Die Ergebnisse wurden als Regressionskoeffizienten () zusammen mit der jewei-
ligen Standardabweichung (SD) dargestellt. Um den Zusammenhang zwischen
Testosteron, SHBG, freiem Testosteron und Androstendion mit pravalenter als
auch inzidenter aHT 2zu untersuchen, wurden die kontinuierlichen Serum-
Sexualhormonkonzentrationen in altersspezifische Quartile kategorisiert. In der
Folge wurden alters- und multivariabel-adjustierte Poisson-Regressionsmodelle
mit robusten Standardfehlern durchgefuhrt, um relative Risiken und dazugehdrige
95% Konfidenzintervalle zu ermitteln. Als Referenzkategorie diente das vierte

Quartil. Analysen zur inzidenten aHT wurden nur bei Frauen durchgefuhrt, die zu

10



Beginn der Studie noch keine manifeste aHT aufwiesen. Zur Ermittlung eines
Trends wurden die altersspezifischen Quartile der Serum-
Sexualhormonkonzentrationen als kontinuierliche Variable in die Poisson-
Regressionsmodelle eingeschlossen. Alle Analysemodelle wurden zusatzlich nach

dem menopausalen Status stratifiziert.

Aufgrund der geringen Anzahl (n=79) postmenopausaler Frauen mit medikamen-
toser Hormontherapie entschlossen wir uns keine weitere Stratifikation anhand

dieser Subgruppe durchzuflhren.

Um die Validitat der Studienergebnisse zu gewahrleisten, wurden verschiedene
Sensitivitatsanalysen durchgefihrt. In einer Subpopulation von 1099 Frauen, wel-
che keine blutdrucksenkenden Medikamente einnahmen, wurden die Analysen
wiederholt, um so einen potentiellen Effekt antihypertensiver Medikation bewerten
zu kénnen. Um die Unabhangigkeit der Assoziation zwischen der Testosteron Se-
rumkonzentration und dem Blutdruck zu validieren, wurden die multivariablen Ana-
lysemodelle zusatzlich fur die SHBG-Konzentrationen adjustiert. Des Weiteren
wurden die Analysen nach Ausschluss von 393 Frauen, die orale Kontrazeptiva
einnahmen oder eine Hormontherapie erhielten, erneut durchgefuhrt. Es wurde
aullerdem eine statistische Gewichtung auf Grundlage der Studienteilnahme
durchgefuhrt, um potenzielle Verzerrungen durch Nichtteilnahme zu berucksichti-

gen®.

Zusatzlich wurden die multivariablen Regressionsmodelle fir die Blutentnahmezeit
adjustiert, um den potenziellen Effekt der tageszeitlich bedingten Schwankungen
der Sexualhormonmesswerte bewerten zu konnen. P-Werte < 0,05 wurden als
statistisch signifikant bewertet. Alle Analysen wurden mithilfe der Statistiksoftware
Stata 11.0 (Stata Corp., College Station, TX, USA) durchgeflhrt.

11



3. Ergebnisse

Die Tabelle | zeigt die Charakteristika sowohl der gesamten Studienpopulation als
auch fur die beiden Subgruppen pra- und postmenopausaler Frauen zu Beginn
der Datenerhebung. Dabei betrug der Anteil pramenopausaler Frauen an der ge-
samten Studienpopulation 54,4%. Pramenopausale Frauen zeigten im Vergleich
zu postmenopausalen Frauen ein vorteilhafteres kardiovaskulares Risikoprofil mit
niedrigeren Blutdruckwerten und einer geringeren Pravalenz von aHT, Typ 2 Dia-

betes mellitus und kardiovaskularen Erkrankungen.

Tabelle I: SHIP-0 Charakteristika der Studienpopulation.

. Primenopausale Postmenopausale
. Gesamtpopulation
Variable Frauen Frauen
(n=1428) (n=777) (n = 651)
Alter in Jahren 48,8 (16,1) 36,8 (9,4) 63,1 (9,2)
Body Mass Index, kg/m?* 27,0 (5,4) 25,4 (5,1) 29,0 (5,2)
Taillenumfang, cm 83,1 (13,4) 78,2 (11,9) 89,0 (12,7)

Testosteron, nmol/L
SHBG, nmol/LL
Freies Testosteron, nmol/L

Androstendion, pmol/L

0,76 (0,55, 1,05)
83,6 (58,7, 125,1)

0,007 (0,004, 0,01)
1,69 (1,13, 2,58)

0,82 (0,60, 1,13)
98,6 (67,2, 157,6)

0,006 (0,004, 0,01)
2,30 (1,59, 3,24)

0,66 (0,49, 0,94)
71,0 (48,8, 98,3)
0,007 (0,005, 0,011)
1,25 (0,93, 1,69)

Raucherinnen, % 28,3 38,2 16,4
Alkoholkonsum, g/Tag 2,5(0,0,7,5) 2,7 (0,0, 8,7) 0,0 (0,0, 5,0)
Korperliche Aktivitit, % 43,4 51,7 33,3
Orale Kontrazeption, % 18,7 34,1 0,3
Hormontherapie, % 9,0 6.4 12,1
Diastolischer Blutdruck, mmHg 81,4 (10,7) 78,8 (9,6) 84,5 (11,0)
Systolischer Blutdruck, mmHg 130,1 (21,4) 120,4 (11,0) 141,7 (21,4)
Pulsdruck, mmHg 48,7 (15,2) 41,6 (9,5) 57,2 (16,3)
Antihypertensive Medikation, % 19,9 43 35,3
Arterielle Hypertonie, % 38,5 18,0 63,0
Typ 2 Diabetes mellitus, % 8,1 1,0 16,5
Kardiovaskulire Erkrankungen, % 16,5 7,1 27,8

Die Daten sind Prozentsitze, Mittelwerte (SD) oder Mediane (Q1, Q3). SHBG, Sexualhormon-bindendes

Globulin

Die Einnahme oraler Kontrazeptiva wurde anhand des Anatomisch-Therapeutisch-Chemischen (ATC) Klas-
sifikationscodes GO3 A und die Hormontherapie anhand der ATC Codes G03C, GO3D oder GO3F definiert.
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Tabelle II: Querschnitt-und Langsschnittassoziationen von Sexualhormonkonzentrationen mit Blutdruck bei Frauen.

Alle Frauen

Primenopausale Frauen

Postmenopausale Frauen

(n=1428) m="777) (n=651)
ittt Syl puaruk | Diptaiher St g | Pitolieher Sl puanc
Querschnittanalysen
T Model 1 1,27 (0,61)* 3,63 (1,10)* 2,36 (0,74)* 0,57 (0,70) -0,07 (1,13) -0,64 (0,68) 3,68 (0,97)* 7,51 (1,83)* 3,83 (1,23)*
Model 2 0,92 (0,60) 3,22 (1,10)* 2,30 (0,74)* 0,03 (0,64) -0,79 (1,04) -0,82 (0,68) 3,33 (0,98)* 7,11 (1,85)* 3,77 (1,25)*
SHBG Model 1 -1,47 (0,50)* -1,93 (0,83)* -0,46 (0,55) -0,62 (0,56) -0,12 (0,89) 0,49 (0,55) -1,31 (0,98) -5,63 (1,70)* -4,32 (1,10)*
Model 2 -0,09 (0,52) 0,60 (0,85) 0,69 (0,58) 1,04 (0,52)* 2,55 (0,85)* 1,51 (0,56)* -0,73 (1,12) -3,66 (1,88) -2,93 (1,22)*
Freies T Model 1 1,52 (0,42)* 2,91 (0,70)* 1,39 (0,47)* 0,51 (0,46) -0,19 (0,72) -0,70 (0,46) 3,26 (0,78)* 8,10 (1,38)* 4,84 (0,93)*
Model 2 0,53 (0,43) 1,33 (0,73) 0,80 (0,50) -0,74 (0,43) -2,18 (0,70)* -1,44 (0,48)* 2,86 (0,85)* 7,08 (1,48)* 4,22 (0,99)*
ASD Model 1 0,17 (0,59) 1,22 (1,02) 1,04 (0,71) -1,00 (0,68) -3,07 (1,08)* -2,10 (0,65)* 3,61 (1,01)* 7,68 (1,85)* 4,07 (1,34)*
Model 2 0,47(0,59) 1,78 (1,02) 1,31 (0,72) -0,57 (0,65) -2,30 (1,03)* -1,74 (0,66)* 3,47 (1,01)* 7,55 (1,87)* 4,08 (1,34)*
Lingsschnittanalysen
T Model 1 0,04 (0,53) 2,17 (0,95)* 2,06 (0,65)* 0,74 (0,66) 1,50 (0,96) 0,73 (0,65) 0,21 (0,83) 3,40 (1,67)* 3,05 (1,16)*
Model 2 0,07 (0,54) 2,35 (0,96)* 2,23 (0,66)* 0,54 (0,66) 1,27 (0,97) 0,71 (0,67) 0,31 (0,86) 3,46 (1,64)* 3,08 (1,12)*
SHBG Model 1 0,10 (0,41) 0,16 (0,71) 0,16 (0,49) -0,12 (0,48) -0,66 (0,71) -0,53 (0,46) 0,92 (0,75) 1,28 (1,59) 0,66 (1,12)
Model 2 0,26 (0,43) 0,82 (0,75) 0,52 (0,50) 0,07 (0,49) -0,24 (0,75) -0,25 (0,49) 1,03 (0,82) 1,26 (1,76) 1,61 (1,23)
Freies T Model 1 -0,02 (0,37) 1,05 (0,62) 0,96 (0,43)* 0,40 (0,41) 1,09 (0,60) 0,66 (0,42) -0,32 (0,66) 1,67 (1,33) 1,72 (0,94)
Model 2 -0,10 (0,39) 0,85 (0,64) 0,94 (0,45)* 0,21 (0,42) 0,76 (0,62) 0,49 (0,45) -0,26 (0,71) 1,35 (1,39) 1,53 (0,98)
ASD Model 1 0,66 (0,52) 1,74 (0,89)* 1,17 (0,59)* 1,15 (0,61) 1,21 (0,93) -0,06 (0,62) 0,84 (0,90) 3,51 (1,75)* 2,67 (1,19)*
Model 2 0,75 (0,53) 2,17 (0,91)* 1,46 (0,62)* 0,97 (0,62) 1,08 (0,95) -0,05 (0,65) 1,08 (0,91) 4,05 (1,78)* 2,95 (1,20)*

T, Testosteron; SHBG, Sexualhormon-bindendes Globulin; Freies T, freies Testosteron; ASD, Androstendion.
Model 1 ist altersadjustiert.
Model 2 ist adjustiert fiir Alter, Body Mass Index, Rauchverhalten, korperliche Aktivitit, Alkoholkonsum, Typ 2 Diabetes mellitus und kardiovaskulére Erkrankungen.
Die vorliegenden Daten zeigen den Regressionskoeffizienten pro Standardabweichung Erhdhung fiir die jeweiligen Sexualhormonkonzentrationen mit p < 0,05 markiert

als *.

Léangsschnittanalysen mit Follow-up Blutdruck als abhéngige Variable wurden zusétzlich fiir den Ausgangsblutdruck adjustiert.
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Lineare Regressionsmodelle zeigten im Querschnitt eine positive Assoziation zwi-
schen der Testosteron Serumkonzentration und systolischem Blutdruck in der Ge-
samtpopulation (B pro SD Erhéhung: 3,22, SD: 1,10) sowie Pulsdruck (B pro SD
Erhdhung: 2,30, SD: 0,74) (Tabelle 11).

Die weitere Stratifizierung nach dem menopausalen Status zeigte nur in der Grup-
pe der postmenopausalen Frauen eine weiterhin statistisch signifikante positive
Assoziation (diastolischer Blutdruck: B pro SD Erhéhung: 3,33, SD: 0,98; systoli-
scher Blutdruck: B pro SD Erhdéhung: 7,11, SD: 1,85; und Pulsdruck: 8 pro SD Er-
héhung: 3,77, SD: 1,25) (Tabelle I1). Ahnlich der Testosteron Serumkonzentration,
zeigte sich ebenfalls eine positive Assoziation zwischen dem freiem Testosteron
und systolischem bzw. diastolischem Blutdruck bei postmenopausalen Frauen.
Des Weiteren war auch Androstendion positiv assoziiert mit diastolischem bzw.

systolischem Blutdruck in der Subgruppe postmenopausaler Frauen.

Die multivariabel-adjustierten Langsschnittanalysen zeigten eine positive Assozia-
tion zwischen den Ausgangskonzentrationen von Testosteron und Androstendion
und dem Follow-up Blutdruck (Testosteron:  pro SD Erhéhung: 2,35, SD: 0,96;
Androstendion: 3: 2,17, SD: 0,91) sowie Pulsdruck (Testosteron: f pro SD Erho-
hung: 2,23, SD: 0,66; Androstendion: B: 1,46, SD: 0,62) in der gesamten Studien-
population und in der postmenopausalen Subgruppe (Tabelle II).

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigten multivariabel-adjustierte
Poisson-Regressionsmodelle, dass niedrigere Testosteron Serumkonzentrationen
mit einer niedrigeren Pravalenz der aHT, sowohl in der Gesamtpopulation (Q1 vs.
Q4: relatives Risiko (RR), 0,79; 95% CI, 0,67 — 0,94), als auch in der prameno-
pausalen (Q1 vs. Q4: RR, 0,61; 95% ClI, 0,40 — 0,94) und postmenopausalen (Q1
vs. Q4: RR, 0,82; 95% CI, 0,70 — 0,97) Untergruppe zusammenhingen (Tabelle
[l1). AuRerdem konnte festgestellt werden, dass bei postmenopausalen Frauen
niedrigere SHBG-Konzentrationen mit pravalenter aHT assoziiert waren (Q1 vs.
Q4: RR, 1,27; 95% ClI, 1,06 — 1,53). Hingegen zeigten Frauen mit freiem Testoste-
ron im untersten Quartil ein erniedrigtes Risiko fur die pravalente aHT (Q1 vs. Q4:
RR, 0,76; 95% ClI, 0,64 — 0,91) (Tabelle IlI).

Die Pravalenz der manifesten aHT stieg im Laufe des rund funf-jahrigen Beobach-

tungszeitraums von Beginn 38,5% leicht auf 40,5% an.
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Bei 705 Frauen mit verfugbaren Follow-up Daten und negativer aHT Diagnose zu
Studienbeginn  konnte eine Assoziation zwischen niedrigen SHBG-
Konzentrationen und erhéhtem Risiko einer inzidenter aHT gezeigt werden (Q1 vs.
Q4: RR, 1,73; 95% CI, 1,10 — 2,75). Sensitivitatsanalysen, bei denen Frauen mit
antihypertensiver Medikation ausgeschlossen wurden, bestatigten diese Assozia-
tion von niedrigen SHBG-Konzentrationen mit erhohter aHT Inzidenz in der Ge-
samtpopulation (Q1 vs. Q4: multivariable-adjustiert RR: 1,74; 95% CI, 1,04 —
2,92). AuRerdem konnten wir feststellen, dass niedrigere Testosteron Serumkon-
zentration mit einer Erniedrigung der Inzidenz der aHT bei postmenopausalen
Frauen einhergingen (Q1 vs. Q4: multivariabel-adjustiert RR: 0,43, 95% CI: 0,19 —
0,99).

Weitere Sensitivitatsanalysen wie die Gewichtung der Ergebnisse mittels der Stu-
dienteilnahmewahrscheinlichkeit, sowie zusatzliche Adjustierung fur den Blutent-

nahme Zeitpunkt, zeigten keinen Effekt hinsichtlich der Signifikanz der Ergebnisse.
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Tabelle Ill: Assoziation der Sexualhormonausgangskonzentrationen mit prévalenter und inzidenter arterieller Hypertonie

Testosteron Sexualhormon-bindendes Globulin Freies Testosteron Androstendion
Pravalente Inzidente Privalente Inzidente Pravalente Inzidente Pravalente Inzidente
aHT aHT aHT aHT aHT aHT aHT aHT

Relatives Risiko (95% Konfidenzintervall)

Alle Frauen

Alters-adjustiertes Modell

< zsth

25-50™"

50-75™

> 75th
Trend

0,76 (0,64, 0,89)*
0,97 (0,83, 1,13)
0,98 (0,85, 1,15)
Ref.
0,001

0,90 (0,56, 1,43)

1,15 (0,71, 1,86)

1,24 (0,77, 2,00)
Ref.
0,497

1,43 (1,21, 1,69)*
1,22 (1,03, 1,45)*
1,09 (0,90, 1,30)
Ref.
<0,001

2,03 (1,31, 3,15)*

0,97 (0,58, 1,64)

1,14 (0,71, 1,84)
Ref.
0,007

0,71 (0,60, 0,85)*
0,82 (0,71, 0,96)*
1,01 (0,88, 1,17)
Ref.
<0,001

0,72 (0,44, 1,17)

0,81 (0,50, 1,32)

1,41 (0,90, 2,22)
Ref.
0,029

0,90 (0,77, 1,06)

0,92 (0,79, 1,07)

1,00 (0,86, 1,16)
Ref.
0,131

0,76 (0,47, 1,21)

0,88 (0,55, 1,39)

0,88 (0,55, 1,41)
Ref.
0,260

Alle Frauen

Multivariabel-adjustiertes Modell

< zsth

25-50™"

50-75™

> 75th
Trend

0,79 (0,67; 0,94)*
0,97 (0,83, 1,13)
1,03 (0,89, 1,20)
Ref.
0,005

0,92 (0,58, 1,47)

1,14 (0,71, 1,86)

1,19 (0,74, 1,92)
Ref.
0,632

1,10 (0,93, 1,31)

1,04 (0,87, 1,24)

0,96 (0,80, 1,15)
Ref.
0,150

1,73 (1,10, 2,75)*

0,87 (0,52, 1,47)

1,08 (0,67, 1,75)
Ref.
0,064

0,84 (0,71, 1,00)

0,92 (0,79, 1,07)

1,07 (0,93, 1,24)
Ref.
0,017

0,84 (0,54, 1,41)

0,88 (0,56, 1,48)

1,44 (0,94, 2,31)
Ref.
0,142

0,90 (0,77, 1,06)

0,92 (0,79, 1,07)

1,00 (0,86, 1,16)
Ref.
0,042

0,73 (0,45, 1,19)

0,84 (0,52, 1,32)

0,82 (0,51, 1,31)
Ref.
0,247

Primenopausale Frauen

< 25th

25-50™

50-75™

> 75th
Trend

0,61 (0,40, 0,94)*
0,84 (0,59, 1,22)
1,00 (0,70, 1,44)
Ref.
0,015

1,42 (0,66, 3,06)

1,42 (0,61, 3,28)

1,70 (0,78, 3,72)
Ref.
0,515

0,79 (0,55, 1,15)

0,75 (0,50, 1,14)

0,79 (0,53, 1,19)
Ref.
0,246

1,96 (1,02, 3,79)*

0,74 (0,32, 1,69)

1,04 (0,52, 2,09)
Ref.
0,102

1,11 (0,73, 1,67)

0,99 (0,67, 1,48)

1,09 (0,75, 1,58)
Ref.
0,769

1,28 (0,64, 2,64)

1,00 (0,46, 2,16)

1,83 (0,92, 3,63)
Ref.
0,968

0,77 (0,50, 1,17)

1,04 (0,70, 1,55)

1,02 (0,68, 1,52)
Ref.
0,227

0,91 (0,46, 1,80)

1,15 (0,57, 2,30)

0,74 (0,35, 1,57)
Ref.
0,905

Postmenopausale Frauen

< 25th

25-50™"

50-75™

> 75th
Trend

0,82 (0,70, 0,97)*

0,96 (0,83, 1,12)

1,00 (0,86, 1,16)
Ref.
0,018

0,63 (0,35, 1,16)

0,95 (0,52, 1,72)

0,81 (0,43, 1,53)
Ref.
0,180

1,27 (1,06, 1,53)*
1,25 (1,04, 1,50)*
1,10 (0,90, 1,34)
Ref.
0,003

1,56 (0,81, 3,00)

1,08 (0,56, 2,09)

1,04 (0,54, 2,00)
Ref.
0,234

0,76 (0,64, 0,91)*
0,89 (0,76, 1,04)
1,07 (0,94, 1,22)
Ref.
<0,001

0,56 (0,29, 1,08)

0,77 (0,41, 1,44)

1,15 (0,62, 2,13)
Ref.
0,037

0,87 (0,74, 1,01)

0,81 (0,69, 0,94)*

0,94 (0,81, 1,09)
Ref.
0,024

0,54 (0,27, 1,05)

0,64 (0,34, 1,21)

0,80 (0,43, 1,49)
Ref.
0,054

Das multivariabel-adjustierte Modell wurde adjustiert fiir Alter, Body Mass Index, Rauchverhalten, korperliche Aktivitit, Typ 2 Diabetes mellitus, kardiovaskuldre Er-
krankungen und Alkoholkonsum. aHT, arterielle Hypertonie.

*p < 0,05.
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4. Diskussion

Durch die vorliegende Auswertung der Daten der grof3en, populations-basierten
Beobachtungsstudie SHIP konnten wir in Querschnitts- und Langsschnittanalysen
eine konsistente positive Assoziation zwischen Testosteron, Blutdruck und aHT
bei Frauen beobachten. Zusatzlich zeigte sich, dass niedrige Testosteron Serum-
konzentrationen protektiv auf pravalente aHT wirken, wohingegen niedrige SHBG-
Konzentrationen mit einer erhdhten Inzidenz aHT assoziiert waren. Weitere
Stratifizierungen nach dem menopausalen Status der Frauen zeigten ahnliche Er-

gebnisse in der Subgruppe post- und pramenopausaler Frauen.

Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen mehrere vorangegangene Querschnitt-
studien, die ebenfalls die Assoziation zwischen der Testosteron Serumkonzentra-
tion und dem Blutdruck bei Frauen untersuchten'’?°?". Eine bereits im Zeitraum
von 1988-1990 in Wisconsin durchgefihrte Studie mit 253 postmenopausalen
Frauen postulierte eine positive Korrelation zwischen der Testosteron Serumkon-
zentration und systolischem sowie diastolischem Blutdruck®'. Weitere Studien
konnten diese Ergebnisse in der Folge bestétigen”’zo. Im Gegensatz hierzu konn-
ten andere Querschnittstudien in ihren Analysen jedoch keine oder nur inkonsis-
tente Assoziationen zwischen der Testosteron Serumkonzentration und dem Blut-

druck feststellen”:'6:1936

Die bis dato groRte Studie von Khatibi et al. zu der Assoziation zwischen Testoste-
ron und Blutdruck stammt aus dem Jahr 2007 und wurde an 6893 schwedischen
Frauen durchgefuhrt. In der Gesamtpopulation dieser Studie konnte allerdings
keine Beziehung zwischen Testosteron Serumkonzentrationen und Blutdruck
nachgewiesen werden, Analysen einer Subgruppe von Frauen mit
antihypertensiver Medikation zeigten hingegen eine positive Korrelation zwischen
der Testosteron Serumkonzentration und dem Blutdruck. Bei den normotensiven
Studienteilnehmerinnen konnten die Autoren eine inverse Assoziation nachwei-
sen. Jedoch wurde in den durchgefuhrten Analysen von Khatibi et al. nicht fur
kardiovaskulare Erkrankungen oder Diabetes mellitus adjustiert. Interessanterwei-
se wurden in dieser schwedischen Studie unseren Ergebnissen ahnliche Assozia-
tionen zwischen den SHBG-Konzentrationen und dem Blutdruck sowie
Androstendion und Blutdruck gefunden®. Erst kiirzlich verdffentliche Studien
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konnten ebenfalls beweisen, dass niedrige SHBG-Konzentrationen mit einem er-

hohten Risiko fiir aHT assoziiert waren8,

Einige Studien, deren Schwerpunkt auf der Assoziation zwischen Blutdruck und
manifester aHT lag, zeigten, dass die Testosteron Serumkonzentrationen bei
Frauen mit aHT héher waren als bei denen ohne aHT'®%. Analysen der Daten aus
der 344 Frauen umfassenden Cardiovascular Health Study konnten hingegen kei-
ne Korrelation zwischen Testosteron Serumkonzentrationen und pravalenter aHT
nachweisen?®®. Diese bisherigen Studien waren jedoch aufgrund ihres Designs als
Querschnittstudien, ihrer kleinen Studiengroflen und der zur Sexualhormonkon-
zentrationsbestimmung genutzten auf Immunoassays basierenden Methoden in
ihrer Aussagekraft eingeschrénkt4°. Besonders die letztgenannten Immunoassays
bieten nur eine eingeschrankte Messgenauigkeit sowie Spezifitat und fihren daher
zu Verzerrungen und potentiell falsch negativen oder falsch positiven Ergebnis-
sen. Gerade im Testosteron Serumkonzentrationsbereich unterhalb von 3,47
nmol/L, wie er bei Frauen zu finden ist®, konnen die Messergebnisse von
Immunassays und massenspektrometrischen Messverfahren, die den heutigen

Goldstandard darstellen, um bis zu 40% voneinander abweichen'®

Zum Zeitpunkt der Veroffentlichung ist die vorliegende Studie die erste Langs-
schnittstudie, welche die Assoziation zwischen Androgenen und Blutdruck sowie
inzidenter aHT bei pra- und postmenopausalen Frauen aus der normalen Bevolke-
rung untersucht. Die Ergebnisse aus den Querschnittanalysen konnten durch die
Auswertung der funf Jahres Follow-up Daten bestatigt werden und so zeigte sich
in den Langsschnittanalysen ebenfalls eine positive Assoziation zwischen der Tes-
tosteron Serumkonzentration und dem Blutdruck sowohl in der Gesamtpopulation
als auch in der postmenopausalen Subgruppe. Zusatzlich waren niedrige SHBG-

Konzentrationen mit einem erhohten Risiko von inzidenter aHT assoziiert.

Aufgrund fehlender vorheriger Beobachtungsstudien bietet sich ein Vergleich der
gefundenen Ergebnisse mit patientenbasierten Studien an. Studien mit Schwer-
punkt auf der Wirkung von endogenen Androgenen zeigen, dass Frauen mit
Hyperandrogenamie ein signifikant erhohtes Risiko haben, an aHT zu erkranken*'.
Bei Patientinnen mit dem Krankheitsbild des Polyzystischen Ovarialsyndroms

(PCOS) lasst sich eine signifikant positive und vom BMI unabhangige Assoziation
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zwischen Testosteron Serumkonzentration und Blutdruck beobachten*?. Bei Frau
zu Mann Transsexualismus fuhrt eine Supplementation mit exogenem Testosteron
neben weiteren kardiovaskularen Nebenwirkungen auch zu einer Erhohung des
Blutdruckes®®. Die positive Assoziation zwischen Testosteron und Blutdruck wird
weiterhin  von der Tatsache unterstutzt, dass supraphysiologische
Testosterongaben bei weiblichen Athletinnen und Bodybuilderinnen kardiovaskula-
re Nebenwirkungen aufweisen kénnen**.

Ergebnisse aus Tierstudien legen einen dosisabhangingen Effekt von Testosteron

134546474849 g4 zeigten Experimente, bei denen weibliche

auf den Blutdruck nahe
Ratten Uber mehrere Wochen Gaben von 5a-Dihydrotestosteron, einem potenten
Androgen, erhielten, dass der Blutdruck dosisabhingig stieg*®*. Die genauen
Wirkmechanismen von Androgenen auf den Blutdruck bleiben weiterhin unklar

und sind noch immer Forschungsgegenstand.

Bisherige Erklarungsansatze der blutdrucksteigernden Wirkung des Testosterons
beinhalten den langfristigen vasokonstriktorischen Effekt des Hormones, der durch
die Testosteron-vermittelte Verstarkung der Noradrenalin-Synthese und eine Er-
hohung der Produktion vasokonstriktorischer Autakoide wie Thromboxan A, Neu-
ropeptid Y und Endothelin 1 bedingt zu sein scheint und der die nach
Testosteronapplikation direkt zu beobachtende Vasodilatation zu Uberwiegen

scheint'.

Eine SchlUsselrolle in der von Testosteron vermittelten Wirkung auf den Blutdruck
kommt der 20-Hydroxyeicosatetraensaure (20-HETE) zu, einem vom Cytochrom
P450 synthetisierten w-hydroxylierten Metaboliten der Arachidonsaure. In Tierstu-
dien konnte nachgewiesen werden, dass die exogene Androgengabe die 20-
HETE Produktion erhéht und dass die Erhéhung der vaskularen 20-HETE Produk-
tion bei hypertensiven Mausen durch eine Androgen-bedingte Expressionssteige-
rung der Cytochrom P450 Enzyme bedingt war.

Obwonhl die renale 20-HETE Wirkung durch eine Steigerung der Diurese eher
antihypertensiv ist, scheinen die Wirkmechanismen der 20-HETE auf die Gefalie,
zu denen unter anderem die Sensibilisierung von glatter vaskularer Muskulatur fur
konstriktorische Stimuli und die Erhéhung der Offnungswahrscheinlichkeit der L-

Typ Ca*" Kanale der glatten Muskulatur zéhlen, den insgesamt prohypertensiven
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Effekt dieses Metaboliten zu erklaren. 20-HETE vermindert zudem die Produktion
des Vasodilatators Stickstoffmonoxid und wirkt so vasokonstriktorisch.

Zusatzlich zu den oben genannten Wirkungen ist als Erklarungsansatz fir die
blutdrucksteigernde Wirkung des Testosterons der Effekt der 20-HETE auf das
RAAS zu betrachten. So induziert 20-HETE vaskulare und renale Angiotensin-
Konversionsenzyme, was in der Folge durch eine Aktivierung des RAAS eine
Steigerung des Blutdrucks zur Folge haben kénnte. Das RAAS nimmt in der Blut-
druckregulation eine SchlUsselrolle ein. Zu den Effektoren dieses Systems zahit
Angiotensin |l, das uber verschiedene Mechanismen wie Erhohung des
Sympathikotonus, Vasokonstriktion und Produktion sowie Freisetzung von
Aldosteron zu einer Erhéhung des Blutdrucks fiihrt*. Interessanterweise konnte
nachgewiesen werden, dass die Gabe von Testosteron bei ovarektomierten Rat-

ten die Plasma-Renin-Aktivitat dosisabhéngig steigert™.

Da bei Mannern eine inverse Assoziation zwischen der Testosteron Serumkon-
zentration und dem Blutdruck zu beobachten ist, scheinen bei Frauen die oben
genannten prohypertensiven Mechanismen der Testosteronwirkung gegenuber
jenen Wirkmechanismen zu Uberwiegen, welche die Assoziation bei Mannern be-

dingen’®*°.

Die vorliegende Studie hat verschiedene Starken aufzuweisen. Sie ist die erste
Langsschnittstudie, welche die Assoziation zwischen der Testosteron Serumkon-
zentration und dem Blutdruck untersucht und hierbei Daten einer grof3en populati-
onsbasierten Stichprobe von Frauen nutzt. Durch die gewonnen Ergebnisse kon-
nen altere Ergebnisse aus Querschnittstudien gestutzt und zugleich neue Er-
kenntnisse gewonnen werden. AuRerdem beziehen sich die Ergebnisse unserer
Analysen auf die erst kurzlich etablierten altersspezifischen Referenzwerte flr
Testosteron Serumkonzentrationen bei Frauen, welche mittels Tandem-
Massenspektrometrie bestimmt wurden. Die durchgeflhrten Sensitivitatsanalysen
sichern die Validitat der Ergebnisse.

Potentielle Limitationen und Schwachstellen der Studie schlieRen die fehlende
Diagnostik von Patientinnen auf PCOS ein. Da das Studiendesign die Bestimmung

der Estradiol Serumkonzentration nicht vorsah, kann die potentielle Bedeutung
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des Estradiols (und damit die Bedeutung der Aromatisierung des Testosterons)
sowie der potentielle Effekt des Verhaltnisses von Testosteron zu Estradiol flr den
Blutdruck nicht beurteilt werden. Die Generalisierbarkeit unserer Ergebnisse ist

aufgrund der kaukasischen Studienpopulation nicht gegeben.

21



5. Ausblick

Die vorliegende Beobachtungsstudie hilft aufgrund der durchgeflhrten Langs-
schnittanalysen Zusammenhange zwischen dem Sexualhormon Testosteron und

dessen Wirkung auf den Blutdruck bei der Frau besser zu verstehen.

Die beobachtete positive Assoziation zwischen der Testosteron Serumkonzentra-
tion und dem Blutdruck ist unabhangig von den wichtigsten Kovariablen. Weiterhin
wird diese Assoziation durch die Beobachtung gestutzt, dass niedrige Testosteron
Serumkonzentrationen bei der Frau mit einer geringeren Pravalenz der aHT ver-

knUpft sind.

Da diese Ergebnisse jedoch aus einer Beobachtungsstudie gewonnen wurden,
konnen die gezeigten Zusammenhange nicht mit einer kausalen Beziehung
gleichgesetzt werden®'. Daher stiitzen die gewonnenen Ergebnisse in Bezug auf
erhohten Blutdruck bzw. aHT eher eine Rolle des Testosterons als Risikomarker,
statt als Risikofaktor. Um die Kausalitat der gezeigten Assoziationen weiter zu
uberprifen, sind randomisierte, kontrollierte, klinische Studien bei Frauen mit ent-
sprechender Androgenersatztherapie notwendig” Hierbei miissen jedoch potenti-
elle Nebenwirkungen der Androgentherapie wie beispielweise der Hirsutismus®2

beachtet und gegenuber dem Nutzen einer solchen Therapie abgewogen werden.
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6. Zusammenfassung

Die aHT stellt einen der wichtigsten Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankun-
gen dar. Der Einfluss der Androgene auf den Blutdruck bei Frauen ist durch bishe-
rige Studien, welche die Assoziation zwischen der Testosteron Serumkonzentrati-
on und dem Blutdruck bei Frauen untersuchten, aufgrund von widersprtchlichen

Ergebnissen noch unzureichend geklart.

Daher war es Ziel dieser Studie, die Assoziation von Testosteron, Androstendion,
freiem Testosteron, Sexualhormon-bindendem Globulin und Blutdruck bei Frauen
sowohl im Quer- als erstmals auch im Langsschnitt zu untersuchen. Grundlagen
fur die Analysen waren die Daten von 1428 Teilnehmerinnen der Study of Health
in Pomerania (SHIP), einer bevolkerungsbasierten Studie, die seit 1996 in der
Studienregion Nord-Ostvorpommern durchgefuhrt wird. Um Assoziationen feststel-
len zu kénnen, wurden multivariate Regressionsmodelle sowohl an der Gesamt-

population als auch an pra- und postmenopausalen Untergruppen durchgefihrt.

In der Gesamtpopulation war die Testosteron Serumkonzentration im Querschnitt
betrachtet positiv mit Blutdruck assoziiert, allerdings bedingt durch die starke As-
soziation in der postmenopausalen Subgruppe. Langsschnittanalysen konnten die
im Querschnitt festgestellten Assoziationen bestatigen. Weiterhin waren im
Langsschnitt niedrigere Testosteron Serumkonzentrationen mit einem erniedrigten
Risiko von pravalenter aHT vergesellschaftet. Niedrige SHBG-Konzentrationen
waren mit erhdhtem Risiko von pravalenter aHT in der postmenopausalen Unter-
gruppe und einem erhohtem Risiko von inzidenter aHT in der Gesamtpopulation
assoziiert.

Obwohl die genauen Wirkmechanismen der Beeinflussung des Blutdruckes durch
Testosteron noch nicht abschliel3end geklart sind, scheinen Androgene bei Frauen
eine Steigerung des Blutdrucks zu bewirken. Die Kausalitdt dieser Beziehung
muss noch uberpruft werden und daher kann Testosteron zum jetzigen Zeitpunkt
nur als Risikomarker und nicht als Risikofaktor fur erhohten Blutdruck und aHT

bezeichnet werden.
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ABSTRACT

Background: The association between sex hormones and blood pressure (BP) in women has been investigat-
ed mostly in cross-sectional studies yielding inconsistent results.

Methods: Data from 1,428 women from the population-based Study of Health in Pomerania were used. As-
sociations of total testosterone, androstenedione, sex hormone-binding globulin (SHBG), and free testos-
terone concentrations with BP and hypertension were analyzed in multivariable cross-sectional and longitudi-
nal regression models in the full sample and stratified by menopausal status.

Results: A positive association between total testosterone (TT) and BP was revealed in the full sample [sys-
tolic blood pressure (SBP): B per standard deviation (SD) increase: 3.22; pulse pressure (PP): B per SD in-
crease: 2.30] and among postmenopausal women [diastolic blood pressure (DBP): B per SD increase: 3.33;
SBP: B per SD increase: 7.11; PP: B per SD increase: 3.77]. Longitudinal analyses also showed a positive
association between baseline total testosterone and follow-up BP. Furthermore, low total testosterone concen-
trations were associated with a decreased risk of prevalent hypertension in all women [relative risk (RR)
quartile 1 (Q1) vs. Q4, 0.79; 95% CI, 0.67 — 0.94]. Low SHBG was associated with prevalent hypertension in
postmenopausal women (RR, 1.27; 95%CI, 1.06 — 1.53) and with incident hypertension in the full sample
(RR, 1.73; 95%CI, 1.10 — 2.75).

Conclusions: The present population-based study is the first to show a consistent positive association be-
tween total testosterone and BP in both, cross-sectional and longitudinal analyses; suggesting high total tes-

tosterone as a risk marker of increased BP as well as prevalent hypertension in women.

Abbreviations: 95% CI, 95% confidence interval; ASD, androstenedione; ATC, Anatomical Therapeutic
Chemical Classification Index; BP, blood pressure; CVD, cardiovascular disease; LC-MS/MS, liquid
chromatographytandem mass spectrometry; PP, pulse pressure; RR, relative risk; SHBG, sex hormone-

binding globulin; SHIP, Study of Health in Pomerania
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INTRODUCTION

As hypertension and elevated blood pressure (BP) are major risk factors for cardiovascular disease (CVD) (1,
2), recent research focussed on the potential role of sex hormones in blood pressure regulation (3). Testoster-
one is known to have variable effects on BP. Thus this sex hormone may activate pathways involved in both
vasodilatation and vasoconstriction. Moreover, testosterone induces cardiac hypertrophy, proliferation of
cardiac myocytes, and changes in renal BP regulation mechanisms (4). Circulating levels of testosterone
differ profoundly between the sexes and are subject to changes throughout life. The exact physiologic role of
male sex hormones in women is currently poorly understood (3). Epidemiological data in men suggest that
total testosterone (TT) is inversely associated with BP (5) The available studies in women are exclusively of
cross-sectional design (6-15) and focus on secondary endpoints such as metabolic syndrome or CVD (12,
13). While some studies (7, 11, 15) reported a positive association of TT with the metabolic syndrome or
CVD, another study could not confirm this correlation (13).

Other results showing an inverse association of serum testosterone concentrations in women with normal BP
levels and a positive association in women with high BP suggest that the effect of testosterone on BP might
depend on the actual BP level (14). In view of the inconsistent findings regarding the association of TT with
BP in women, a recent meta-analysis demanded for further research in large-scale observational cohort stud-
ies (3). Therefore, our aim was to investigate not only cross-sectional, but also longitudinal associations of
TT and sex hormone-binding globulin (SHBG) with BP in a population-based sample of women. Additional-
ly, we analyzed the prohormone androstenedione (ASD), which is the most common sex hormone precursor
in women and plays an important role in the biosynthesis of testosterone. Of note, this is the first outcome
study on the role of testosterone as a potential cardiovascular risk marker in women to substantially build on

recently established age-specific reference ranges (16).

METHODS

Study Population

Data from the Study of Health in Pomerania (SHIP), a population-based cohort study in north-eastern Ger-
many, were used. Details of the study design, recruitment, and procedures have been published previously
(17). In brief, the net sample drawn for the SHIP comprised 6,265 eligible individuals (3,160 women) with
German citizenship and main residency in the study area, whereof 4,308 (2,192 women) aged 20 to 80 years

finally participated between 1997 and 2001 in the baseline study (response 68.8%). Written informed consent
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was obtained from each participant, and the study protocol is consistent with the principles of the Declaration
of Helsinki and was approved by the Ethics Committee of the University of Greifswald. We excluded women
with (overlap exists): estimated glomerular filtration rate (¢GFR) <30 mL/min/1.73m? (n = 4), pregnancy (n
= 18), serum prolactin concentrations >100 pg/L (n = 93), self-reported bilateral oophorectomy (n = 44),
missing sex hormone data (n = 489), and missing covariate or outcome data (n = 12). Furthermore, all pre-
scribed drugs taken in the last seven days were recorded based on the medication packages or, if not availa-
ble, on self-statement and categorized based on the Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) classification
index. Thus, we excluded another 61 women who received testosterone 5Sa reductase inhibitors, sex hormone
antagonists, ketoconazol, spironolactone, glucocorticoids, anabolic steroids, opiates, or chemotherapy, yield-
ing a final study population of 1,428 women with complete data. At the five-year follow-up, female baseline
participants were re-examined between 2002 and 2006. For the longitudinal analyses, complete BP meas-

urements at baseline and follow-up were available for 1,124 women.

Measures

A computer-assisted personal interview was conducted to assess information about sex, age, alcohol con-
sumption, pregnancy, gynecological surgery (including bilateral oophorectomy and/or hysterectomy), and
medication use. Smoking habits were assessed by dividing women into categories of current, former, and
never-smokers. Mean daily alcohol consumption was calculated using beverage-specific pure ethanol volume
proportions (18). Women who participated in physical training for at least one hour a week were classified as
being physically active. Menopausal status (pre- and postmenopausal) was defined according to a previously
established definition from our cohort: premenopausal: all women <40 years of age and between 40 — 60
years who reported menstrual cycle; postmenopausal: all women >60 years of age and all women between 40
— 60 years who reported no menstrual cycle (19, 20). Assessment of oral contraceptive (GO3A) and hormone
therapy (G03C, GO3D, or GO3F) was based on ATC codes (16). Anthropometric measurements were taken,
and body mass index (BMI) was calculated from the body weight in kilogram and height in meters according

to the formula: kg / m?.

After a resting period of at least five minutes, systolic (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) were meas-
ured three times on the right arm of seated subjects by use of an oscillometric digital blood pressure monitor

(HEM-705CP, Omron Corporation, Tokyo, Japan). The interval between the readings was three minutes. The
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mean of the second and third measurements was calculated and used for the present analyses. Hypertension
was defined as SBP or DBP of >140 mmHg or >90 mmHg, respectively, or use of antihypertensive medica-
tion (ATC codes C02, C03, C04, C07, C08, C09) (21, 22). Pulse pressure (PP) was defined as the difference
between mean SBP and DBP (5). Type 2 diabetes mellitus was defined based on self-reported physician’s
diagnosis, use of antidiabetic medication (ATC code A10) in the last seven days, and/or HbAlc concentra-
tions >6.5%. CVD was defined based on a summative score comprising diagnosis of angina pectoris, periph-

eral artery disease, heart failure, stroke, and/or myocardial infarction.

We previously established age-specific reference ranges for concentrations of TT and ASD including a de-
tailed description of the performed measurements (16). In brief, a blood sample was drawn from the cubital
vein in the supine position between 8:00 a.m. — 7:00 p.m., and serum aliquots were prepared for storage at -
80°C. Measurements of serum TT and ASD concentrations were carried out between December 2010 and
March 2011 in the Department of Clinical Chemistry at the University Hospital of South Manchester (Man-
chester, UK) from frozen aliquots using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
with a validated routine method (23). The standard curve was linear to 50.0 nmol/L, the lower limit of quanti-
tation was 0.25 nmol/L, and intra- and inter-assay coefficients of variation were <10% for both TT and ASD
over the range 0.3 — 35 nmol/L. Sex hormone-binding globulin (SHBG) concentrations were measured from
frozen serum aliquots using a Advia Centaur (Siemens, Eschborn, Germany) with an inter-assay coefficient
of variation of 6.6% at the 27.1 nmol/L level, 7.6% at the 48.2 nmol/L level, and 7.7% at the 52.3 nmol/L

level. Measured TT and SHBG concentrations were used to calculate free T as previously described [free T

(nmol/L) = ((-a+~/b )/c)/10” with a=SHBG (nmol/L) -TT (nmol/L) +23.43, b=a’+(4*23 43*TT (nmol/L))]

and c=2*23.43*10° for a standard average albumin concentration of 4.3 g/dL (24).

Statistical Analysis

Categorical data are given as percentage; continuous data are given as mean (standard deviation) or median
(p25™, p75™). We used the natural logarithmic transformation of the continuous sex hormone levels to exam-
ine cross-sectional and longitudinal associations of TT, SHBG, free T and ASD with BP in age- and multi-
variable-adjusted generalized linear regression models with Gaussian distribution, identity link function, and
robust standard errors (25). Multivariable regression models were adjusted for age, BMI, smoking, physical

activity, alcohol consumption, type 2 diabetes mellitus, and CVD. Longitudinal regression models, analyzing
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follow-up BP as outcome, were additionally adjusted for baseline BP. Results are presented as regression
coefficients () together with their standard deviation (SD). To assess the association of baseline TT, SHBG,
free T and ASD with prevalent and incident hypertension, sex hormone concentrations were categorized into
age-specific (in each 10-year age group) quartiles. We implemented age- and multivariable-adjusted general-
ized linear regression models with Poisson distribution, log link function, and robust standard errors to report
the relative risk (RR) and 95% confidence interval (95% CI) by sex hormone quartiles (reference: Q4). Inci-
dence analyses restricted the sample to women without prevalent baseline hypertension. P for trend test was
conducted by including sex hormone quartiles as an ordinal score into the Poisson regression models. All
models were additionally stratified by menopausal status. Given the low number of postmenopausal women
using hormone therapy (n = 79), we decided due to reasons of statistical power to not further stratify analyses

in postmenopausal women by hormone therapy use.

Several separate sensitivity analyses were performed. To assess the association between TT and BP inde-
pendent of SHBG, we additionally adjusted the according multivariable models for continuous SHBG con-
centrations. We repeated our analyses after the exclusion of 393 women indicative of oral contraceptive
and/or hormone therapy use. To evaluate the potential impact of antihypertensive medication, we also repeat-
ed our analyses in 1,099 women without any medication. Furthermore, longitudinal regression models were
weighted by the inverse of participating in the follow-up to account for possible non-response bias introduced
by drop-out (26). Finally, we additionally adjusted multivariable regression models for blood sampling time
to assess the potential impact of daytime-dependent measurement variability on the results. Two-sided prob-
ability values <0.05 were considered statistically significant. This manuscript was written in accordance with
the STROBE statement, giving guidelines for reporting of observational studies (27). All the statistical anal-

yses were performed with Stata 11.0 (Stata Corp., College Station, TX, USA).

RESULTS

Table 1 presents the baseline characteristics for the full study sample and according to menopausal status.
Premenopausal women constituted 54.4% of the sample and showed a more favorable cardiovascular risk
factor profile including lower BP values and prevalence of hypertension, type 2 diabetes mellitus, and CVD,

than postmenopausal women.
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Cross-sectional multivariable linear regression models revealed a positive association of TT with SBP (B per
SD increase: 3.22, SD: 1.10 and PP (B per SD increase: 2.30, SD: 0.74) in the total sample (Table 2). After
stratification for menopausal status, the positive association between TT and BP remained statistically signif-
icant in postmenopausal women (DBP: B per SD increase: 3.33, SD: 0.98; SBP:  per SD increase: 7.11, SD:
1.85; and PP: B per SD increase: 3.77, SD: 1.25), but not in premenopausal women (Table 2). Similarly, free
T showed a positive association with DBP in all women, as well as with SBP and DBP among postmenopau-
sal women. ASD also showed consistent positive associations with DBP and SBP in postmenopausal women
(Table 2). Longitudinal multivariable linear regression models revealed a positive associations of baseline TT
and ASD with follow-up SBP (TT: B per SD increase: 2.35, SD: 0.96; ASD: B: 2.17, SD: 0.91) and PP (TT: B
per SD increase: 2.23, SD: 0.66; ASD: B: 1.46, SD: 0.62) in the full sample as well as in post-menopausal

women only (Table 2).

Conversely, multivariable-adjusted Poisson regression models showed lower TT concentrations to be linked
to lower prevalence of hypertension in the full sample (Q1 vs. Q4: RR, 0.79; 95% CI, 0.67 — 0.94) as well as
in premenopausal (Q1 vs. Q4: RR, 0.61; 95% CI, 0.40 — 0.94) and in postmenopausal women (Q1 vs. Q4:
RR, 0.82; 95% CI, 0.70 — 0.97) with a significant trend noted across TT quartiles (p <0.05). Furthermore,
stratified analyses among postmenopausal women revealed that low SHBG was associated with prevalent
hypertension (Q1 vs. Q4: RR, 1.27; 95% CI, 1.06 — 1.53) and low free T showed a protective effect (Q1 vs.

Q4: RR, 0.76; 95% CI, 0.64 — 0.91) after adjustment for age and other confounders (Table 3).

Over the 5.1-year (median) follow-up period, the prevalence of hypertension showed only a slight increase
from 38.5% in the baseline sample to 40.5% in the follow-up sample. Multivariable Poisson regression mod-
els showed an association of low SHBG with an increased risk of incident hypertension (Q1 vs. Q4: RR,
1.73; 95% CI, 1.10 — 2.75) in 705 women free of baseline hypertension and with available follow-up data.
Sensitivity analyses excluding individuals using antihypertensive medication confirmed the association of
low SHBG with incident hypertension (Q1 vs. Q4: multivariable-adjusted RR: 1.74; 95% CI, 1.04 — 2.92) in
the full sample and revealed that low TT was associated with a lower risk of incident hypertension in post-
menopausal women (Q1 vs. Q4: multivariable-adjusted RR: 0.43, 95% CI: 0.19 — 0.99). The overall effect
size and level of significance for the association between TT and BP remained unchanged after SHBG was

entered into the multivariable models. Also the exclusion of women using oral contraceptives or hormone
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therapy did not substantially alter the revealed estimates. Further sensitivity analyses including drop-out
weights and adjustment for blood sampling time also showed no impact on the overall estimates and an un-

changed level of significance (data not shown).

DISCUSSION

Using data from a large population-based sample of women, we observed a positive and independent associa-
tion of TT with BP. This association was consistent in cross-sectional and longitudinal analyses. In addition,
low TT concentrations were protective of prevalent hypertension, whereas low SHBG concentrations were
associated with an increased risk of incident hypertension. Further stratification by menopausal status yielded
largely similar results among pre- and postmenopausal women.

The present findings are in line with several previous cross-sectional studies investigating the association
between TT concentrations and BP in women (7, 10, 11). An early study among 253 postmenopausal women
reporting a positive correlation of TT with SBP and DBP (11) was confirmed by subsequent studies (7, 10).
In contrast, other cross-sectional studies failed to show an association between TT and BP or yielded incon-
sistent results (3, 6, 9, 28). Using data from 6,893 Swedish women, the largest cross-sectional study to date
found no correlation between T and BP, although subgroup analyses among women using antihypertensive
medication showed a positive correlation. Interestingly, this study observed similar associations of SHBG

and ASD with BP, respectively (14).

Assessing hypertension as a clinical endpoint, several studies found higher TT concentrations in women with
essential hypertension than in normotensive women (8, 15). In contrast, data from the Cardiovascular Health
Study showed no correlation between TT and prevalent hypertension (13). However, these previous studies
were limited by their cross-sectional design, small-scale study samples, and conventional immunoassays-
based sex hormone measurements (29). Especially with regard to the latter, immunoassays-based TT assess-
ment offers only limited precision and specificity, thereby leading to measurement bias and potential false
negative or false positive results in epidemiological outcome studies. Notably, when measuring TT concen-
trations below 100 ng/dL (3.47 nmol/L), the results between immunoassay and mass spectrometry-based

assays can differ up to 40% (30).
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To our knowledge, the present study is the first to investigate longitudinal associations between sex hor-
mones, BP, and incident hypertension in women from the general population. Harvesting five-year follow-up
data we observed, consistent with previous cross-sectional results, a positive relationship between TT and BP
in the full sample, as well as among post-menopausal women. Furthermore, low SHBG concentrations were
associated with an increased risk of incident hypertension. Lacking previous observational studies, our find-
ings are in line with patient-based data focusing on endogenous androgen levels suggesting that
hyperandrogenic women with high TT concentrations have a higher risk of elevated BP (31). Also in female
patients suffering from polycystic ovary syndrome, which is often associated with hyperandrogenemia, a
significant positive correlation between TT and BP was observed even when adjusted for BMI (32). On the
other hand, exogenous testosterone supplementation in female-to-male transsexuals led to a significant in-
crease in BP and cardiovascular side effects (33). This notion is further supported by the observed increase in
BP and general adverse cardiovascular effects following supraphysiologic testosterone doses in doping of
female athletes and body builders (34). On contrary, supplementation with physiological doses of exogenous
testosterone in postmenopausal women did not alter BP (34, 35), suggesting dose-dependent effects of TT on

BP.

Furthermore, findings from experimental and animal studies support a dose-dependent effect of TT on BP (4,
36-40). The administration of 5Sa-dihydrotestosterone, a potent androgen, to female rats increased BP in a
dose-dependent manner (37, 39). However, exact mechanisms are still subject of research and potential ex-
planations relate to the upregulation of norepinephrine synthesis, an increase of autacoids such as angioten-
sin II and endothelins, as well as an induction of several pro-hypertensive mechanisms in the kidney (4).
Moreover, 20-hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE), the cytochrome P450 (CYP)-derived ®-
hydroxylated metabolite of arachidonic acid, is suggested to play a crucial role. Animal studies showed that
exogenous androgens increase 20-HETE production and that the increased vascular 20-HETE production
found in mice with elevated BP was caused by elevated expression of CYP driven by androgens. 20-HETE’s
various effects on BP include not only sensitizing smooth muscle cells to constrictor stimuli through protein
kinase C, but also increasing the conductance of L-type Ca®" channels in vascular smooth muscle cells and
the enhancement of the conductance of vascular transient receptor potential canonical 6 channels thus leading
to an amplification in myogenic tone. Also the endothelium-dependent vasorelaxation is impaired by 20-

HETE. Additionally, this eicosanoid, whose synthesis is known to take place in vascular smooth muscle
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cells, causes endothelial dysfunction and induces vascular and renal angiotensin I-converting enzyme and
thereby might promote high BP through the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS), which is a key
regulator of BP. Angiotensin II, the final effector of the RAAS, increases BP through vasoconstriction, in-
creasing sympathetic tone and the production and release of aldosterone from the adrenal glands (36). In
women, those prohypertensive mechanisms seem to outweigh not only potential pathways responsible for the
inverse association between TT and BP observed in men but also the observed vasodilatation following the

acute administration of testosterone (5, 41).

Strengths & Limitations

The present study has several strengths. It is the first longitudinal observational study to investigate the asso-
ciation between TT and BP using data from a large-scale population-based sample of women from the gen-
eral population. Thereby, we were able to confirm and extent previous results of cross-sectional studies.
Furthermore, the present findings substantially built on recently established age-specific reference ranges for
TT concentrations measured by LS-MS/MS. Finally, comprehensive sensitivity analyses were conducted to
assess the validity of our findings. Potential limitations of our study include the lacking assessment of poly-
cystic ovary syndrome and estradiol to investigate its influence on BP and the role of aromatization on the
investigated association of sex hormones with BP, respectively. Thus, we were also not able to assess the
impact of the testosterone-to-estradiol ratio, relative to absolute levels for these sex hormones, and in relation
to BP (42). Furthermore, the generalizability of our findings is limited due to the exclusively Caucasian study

sample.

Conclusions & Perspectives

The observed positive association of TT with BP in women is independent of other major confounders and
supported by the protective effect of low TT on prevalent hypertension. Thus we consider TT to be a risk
marker for hypertension in women. Despite this observational evidence, epidemiological research does not
allow any causal inferences (43). Therefore randomized controlled trials of testosterone supplementation in
women receiving androgen replacement therapy are needed to further investigate potential causal mecha-

nisms (3).
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Table 1: Baseline characteristics of the study population

Variable

Pre-menopausal

Post-menopausal

All women women women

(n=1,428) (=777 (n = 651)
Age, years 48.8 (16.1) 36.8 (9.4) 63.1(9.2)
Body Mass Index, kg/m? 27.0 (5.4) 25.4(5.1) 29.0 (5.2)
Waist Circumference, cm 83.1(13.4) 78.2(11.9) 89.0 (12.7)

Serum Total Testosterone, nmol/L
Serum SHBG, nmol/L
Serum Free Testosterone, nmol/L

Serum Androstenedione, pmol/L

0.76 (0.55, 1.05)
83.6 (58.7, 125.1)
0.007 (0.004, 0.010)
1.69 (1.13, 2.58)

0.82 (0.60, 1.13)
98.6 (67.2, 157.6)
0.006 (0.004, 0.010)
2.30 (1.59, 3.24)

0.66 (0.49, 0.94)
71.0 (48.8, 98.3)
0.007 (0.005, 0.011)
1.25 (0.93, 1.69)

Current Smoking, % 28.3 38.2 16.4
Alcohol Consumption, g/day 2.5(0.0,7.5) 2.7 (0.0, 8.7) 0.0 (0.0, 5.0)
Physically Active, % 43.4 51.7 333
Oral Contraceptive Use, % 18.7 34.1 0.3
Hormone Therapy, % 9.0 6.4 12.1
Diastolic Blood Pressure, mmHg 81.4 (10.7) 78.8 (9.6) 84.5 (11.0)
Systolic Blood Pressure, mmHg 130.1 (21.4) 120.4 (11.0) 141.7 (21.4)
Pulse Pressure, mmHg 48.7 (15.2) 41.6 (9.5) 57.2(16.3)
Antihypertensive Medication, % 19.9 43 353
Hypertension, % 38.5 18.0 63.0
Type 2 Diabetes Mellitus, % 8.1 1.0 16.5
Metabolic syndrome, % 21.7 10.0 35.7
Cardiovascular Disease, % 16.5 7.1 27.8

Data are percentages, mean (SD), or median (Q1, Q3).

SHBG, sex hormone-binding globulin.

Oral contraceptive use was defined according to Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) classification code
GO3A and hormone therapy ATC codes GO3C, GO3D, or GO3F.
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Table 2: Cross-sectional and longitudinal associations of sex hormones with blood pressure in women

All women Pre-menopausal Post-menopausal
(n=1,428) (mn=1777) (n=651)
Diastolic BP  Systolic BP Pul::e"ires- Diastolic BP  Systolic BP Pulz:&l:;res- Diastolic BP  Systolic BP Pul::euires-
Cross-sectional analyses
Total T Modell 1.27(0.61)* 3.63(1.10)* 2.36(0.74)* | 0.57 (0.70) -0.07 (1.13) -0.64 (0.68) 3.68(0.97)*  7.51(1.83)*  3.83(1.23)*
Model 2  0.92 (0.60) 3.22 (1.10)*  2.30(0.74)* | 0.03 (0.64) -0.79 (1.04) -0.82 (0.68) 3.33(098)*  7.11(1.85)*  3.77 (1.25)*
SHBG Model 1  -1.47 (0.50)* -1.93 (0.83)* -0.46 (0.55) -0.62 (0.56) -0.12 (0.89) 0.49 (0.55) -1.31 (0.98) -5.63 (1.70)*  -4.32 (1.10)*
Model 2  -0.09 (0.52)  0.60 (0.85) 0.69 (0.58) 1.04 (0.52)* 2.55(0.85)* 1.51 (0.56)* -0.73 (1.12) -3.66 (1.88)  -2.93 (1.22)*
Free T Model 1 1.52(0.42)* 291 (0.70)* 1.39(0.47)* | 0.51 (0.46) -0.19 (0.72) -0.70 (0.46) 3.26 (0.78)*  8.10(1.38)*  4.84(0.93)*
Model 2  0.53 (0.43) 1.33(0.73) 0.80 (0.50) -0.74 (0.43) -2.18(0.70)*  -1.44 (0.48)* | 2.86(0.85)*  7.08 (1.48)*  4.22(0.99)*
ASD Model1 0.17 (0.59) 1.22 (1.02) 1.04 (0.71) -1.00 (0.68) -3.07 (1.08)*  -2.10(0.65)* | 3.61 (1.01)*  7.68 (1.85)*  4.07 (1.34)*
Model 2  0.47 (0.59) 1.78 (1.02) 1.31(0.72) -0.57 (0.65) -2.30 (1.03)*  -1.74 (0.66)* | 3.47 (1.01)*  7.55(1.87)*  4.08 (1.34)*
Longitudinal analyses

Total T Modell 0.04(0.53) 2.17(0.95)*  2.06 (0.65)* | 0.74 (0.66) 1.50 (0.96) 0.73 (0.65) 0.21 (0.83) 3.40(1.67)*  3.05(1.16)*
Model 2  0.07 (0.54) 2.35(0.96)*  2.23(0.66)* | 0.54 (0.66) 1.27 (0.97) 0.71 (0.67) 0.31 (0.86) 3.46 (1.64)*  3.08 (1.12)*

SHBG Model1  0.10(0.41) 0.16 (0.71) 0.16 (0.49) -0.12 (0.48) -0.66 (0.71) -0.53 (0.46) 0.92 (0.75) 1.28 (1.59) 0.66 (1.12)

Model 2 0.26 (0.43) 0.82 (0.75) 0.52 (0.50) 0.07 (0.49) -0.24 (0.75) -0.25 (0.49) 1.03 (0.82) 1.26 (1.76) 1.61 (1.23)

Free T Model1  -0.02 (0.37)  1.05(0.62) 0.96 (0.43)* | 0.40 (0.41) 1.09 (0.60) 0.66 (0.42) -0.32 (0.66) 1.67 (1.33) 1.72 (0.94)

Model 2  -0.10(0.39)  0.85(0.64) 0.94 (0.45)* | 0.21 (0.42) 0.76 (0.62) 0.49 (0.45) -0.26 (0.71) 1.35(1.39) 1.53 (0.98)
ASD Model1  0.66 (0.52) 1.74 (0.89)*  1.17(0.59)* | 1.15(0.61) 1.21 (0.93) -0.06 (0.62) 0.84 (0.90) 3.51(1.75)*%  2.67 (1.19)*
Model 2  0.75 (0.53) 2.17(0.91)*  1.46 (0.62)* | 0.97 (0.62) 1.08 (0.95) 0.05 (0.65) 1.08 (0.91) 4.05 (1.78)*  2.95 (1.20)*

TT, total testosterone; SHBG, sex hormone-binding globulin; free T, free testosterone; ASD, androstenedione; BP, blood pressure.Model 1 is adjusted for age only.Model
2 is adjusted for age, body mass index, smoking status, physical activity, alcohol consumption, type 2 diabetes mellitus, and cardiovascular disease. The presented data
show the regression coefficients per standard deviation increase for the respective sex hormones with p < 0.05 marked as *. Longitudinal analyses assessed follow-up
blood pressure as outcome with the adjustment for baseline blood pressure level.
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Table 3: Association of baseline sex hormones with prevalent and incident hypertension in women

Total Testosterone Sex Hormone-Binding Globulin Free Testosterone Androstenedione
Prevalent Incident Prevalent Incident Prevalent Incident Prevalent Incident
Hypertension Hypertension Hypertension Hypertension Hypertension Hypertension Hypertension Hypertension

Relative risk (95% confidence interval)

All women

Age-adjusted models

<25th
25-50™
50-75™
>75th

P for Trend

0.76 (0.64, 0.89)*
0.97 (0.83, 1.13)
0.98 (0.85, 1.15)
Ref.
0.001

0.90 (0.56, 1.43)

1.15 (0.71, 1.86)

1.24 (0.77, 2.00)
Ref.
0.497

1.43 (1.21, 1.69)*
1.22 (1.03, 1.45)*
1.09 (0.90, 1.30)
Ref.
<0.001

2.03 (1.31, 3.15)*

0.97 (0.58, 1.64)

1.14 (0.71, 1.84)
Ref.
0.007

0.71 (0.60, 0.85)*
0.82 (0.71, 0.96)*
1.01 (0.88, 1.17)
Ref.
<0.001

0.72 (0.44, 1.17)

0.81 (0.50, 1.32)

1.41 (0.90, 2.22)
Ref.
0.029

0.90 (0.77, 1.06)

0.92 (0.79, 1.07)

1.00 (0.86, 1.16)
Ref.
0.131

0.76 (0.47,1.21)

0.88 (0.55, 1.39)

0.88 (0.55, 1.41)
Ref.
0.260

All women

Multivariable-adjusted models

<25th
25-50"
50-75"
>75th

P for Trend

0.79 (0.67; 0.94)*
0.97 (0.83, 1.13)
1.03 (0.89, 1.20)
Ref.
0.005

0.92 (0.58, 1.47)

1.14 (0.71, 1.86)

1.19 (0.74, 1.92)
Ref.
0.632

1.10 (0.93, 1.31)

1.04 (0.87, 1.24)

0.96 (0.80, 1.15)
Ref.
0.150

1.73 (1.10, 2.75)*

0.87 (0.52, 1.47)

1.08 (0.67, 1.75)
Ref.
0.064

0.84 (0.71, 1.00)

0.92 (0.79, 1.07)

1.07 (0.93, 1.24)
Ref.
0.017

0.84 (0.54, 1.41)

0.88 (0.56, 1.48)

1.44 (0.94, 2.31)
Ref.
0.142

0.90 (0.77, 1.06)

0.92 (0.79, 1.07)

1.00 (0.86, 1.16)
Ref.
0.042

0.73 (0.45, 1.19)

0.84 (0.52, 1.32)

0.82 (0.51, 1.31)
Ref.
0.247

Pre-menopausal women

<25th
25-50™
50-75™
>75th

P for Trend

0.61 (0.40, 0.94)*
0.84 (0.59, 1.22)
1.00 (0.70, 1.44)
Ref.
0.015

1.42 (0.66, 3.06)

1.42 (0.61, 3.28)

1.70 (0.78, 3.72)
Ref.
0.515

0.79 (0.55, 1.15)

0.75 (0.50, 1.14)

0.79 (0.53, 1.19)
Ref.
0.246

1.96 (1.02, 3.79)*

0.74 (0.32, 1.69)

1.04 (0.52, 2.09)
Ref.
0.102

1.11 (0.73, 1.67)

0.99 (0.67, 1.48)

1.09 (0.75, 1.58)
Ref.
0.769

1.28 (0.64, 2.64)

1.00 (0.46, 2.16)

1.83 (0.92, 3.63)
Ref.
0.968

0.77 (0.50, 1.17)

1.04 (0.70, 1.55)

1.02 (0.68, 1.52)
Ref.
0.227

0.91 (0.46, 1.80)

1.15 (0.57, 2.30)

0.74 (0.35, 1.57)
Ref.
0.905

Post-menopausal women

<25th
25-50™
50-75™
>75th

P for Trend

0.82 (0.70, 0.97)*
0.96 (0.83, 1.12)
1.00 (0.86, 1.16)
Ref.
0.018

0.63 (0.35, 1.16)

0.95 (0.52, 1.72)

0.81(0.43, 1.53)
Ref.
0.180

1.27 (1.06, 1.53)*
1.25 (1.04, 1.50)*
1.10 (0.90, 1.34)
Ref.
0.003

1.56 (0.81, 3.00)

1.08 (0.56, 2.09)

1.04 (0.54, 2.00)
Ref.
0.234

0.76 (0.64, 0.91)*
0.89 (0.76, 1.04)
1.07 (0.94, 1.22)
Ref.
<0.001

0.56 (0.29, 1.08)

0.77 (0.41, 1.44)

1.15 (0.62, 2.13)
Ref.
0.037

0.87 (0.74, 1.01)
0.81 (0.69, 0.94)*
0.94 (0.81, 1.09)
Ref.
0.024

0.54 (0.27, 1.05)

0.64 (0.34, 1.21)

0.80 (0.43, 1.49)
Ref.
0.054

The multivariable model was adjusted for age, body mass index, smoking status (three categories), physical activity, alcohol consumption, type 2 diabetes mellitus, and
cardiovascular disease.

*p < 0.05
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