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1. Einleitung

1.1. Kollagen

Kollagen ist ein bei Menschen und Tier vorkommendes Strukturprotein der
extrazellularen Matrix. Im menschlichen Kdrper ist Kollagen mit Uber 30 % Anteil
am Gesamtgewicht aller Proteine das am h&ufigsten vorkommende EiweiB. Es ist
organischer Bestandteil von Knochen und Zahnen und der wesentliche Bestandteil
von Sehnen, Béandern und Haut. Kollagenfasern besitzen eine enorme
Zugfestigkeit und sind nicht dehnbar. Seinen Namen erhielt das Kollagen (aus
dem Griechischen: Leim erzeugend) urspringlich aufgrund seiner friheren
Nutzung als Knochenleim im Holzhandwerk.

Kollagen besteht aus helikalen Peptidketten (auch a-Ketten genannt), die eine
linksgéngige Helix aufweisen. Drei dieser Helices, welche untereinander
Wasserstoffbriicken (sog. H-Brlicken) ausbilden kénnen, umschlingen einander zu
einer rechtsgangigen  Superhelix.  Auffallend an der  Primarstruktur
(Aminosauresequenz) des Kollagens ist, dass jede dritte Aminosaure Glycin ist.
Diese haufig vorkommende Primarstruktur der a-Ketten setzt sich aus repetitiven
G-x-y-Einheiten (Prolin-Hydroxyprolin-Glycin) zusammen.

Die Aminosaure Prolin ist sehr haufig an Position x zu finden, wahrend 4-
Hydroxyprolin an Position y lokalisiert ist. Hierdurch wird die Rotation der
Polypeptidkette begrenzt. Jede a-Kette kann in Abhangigkeit des Kollagen-Typs
aus 600 bis 3000 Aminosauren (AS) zusammengesetzt sein [Eriksen et al., 2006;
Myllyharju et al., 2001; Prockop et al., 1995; Kivirikko et al., 1993].

Zurzeit sind 28 verschiedene Kollagentypen bekannt (Typ | bis XXVIII). Zusatzlich
sind mindestens 10 weitere Proteine mit Kollagen-dhnlichen Doméanen zu
verzeichnen. Die Kollagene werden in verschiedene Untergruppen unterteilt. Die
wichtigsten Kollagentypen zeigt Tabelle 1.1. [Eriksen et al., 2006; Myllyharju et al.,
2001; Prockop et al., 1995; Kivirikko et al., 1993].



Typ
|

Il

M
vV
Vv
Vi
VI
VI
IX
X
Xl
Xl
XVII
XIX

Vorkommen

Knochen, Haut, Sehnen, Bander, Hornhaut, innere Organe
Knochen, Zwischenwirbelscheiben

BlutgefaBe, Skelettmuskulatur

Basalmembran

Knochen, Haut, Sehnen, Bander, Hornhaut, innere Organe
Bindegewebe

Verankerung von Epithelien aus Basalmembran und Stroma
Descemet Membran

Knorpel, Corpus vitreum

Wachstumszone Knorpel

Knochen, Haut, Sehnen, Bander, Hornhaut, innere Organe
Embryonale Haut, embryonale Sehnen

Assoziation mit Hemidesmosomen von Plattenepithelien der Epidermis
Fetale Haut, fetale Sehnen

Tab. 1.1.: Die haufigsten Kollagentypen

Kollagen Typ |, das zu den fibrilldaren Kollagen-Typen gerechnet wird, kommt in

allen Geweben vor, am haufigsten jedoch in Haut und Knochen, aber auch in

Sehnen und der Hornhaut des Auges (Kornea). Es reprasentiert das haufigste

extrazelluldare Protein im Subkutangewebe. Synthetisiert wird Kollagen Typ |

insbesondere von Fibroblasten, Osteoblasten und Myofibroblasten [Chenu et al.,
1990; Rossert et al., 2000, Eriksen et al., 2006; Myllyharju et al., 2001; Prockop et
al., 1995; Kivirikko et al., 1993].

Abb. 1.1.: Kollagen-Tripelhelix



Das Kollagen Typ | Tripelhelixmolekil besteht aus zwei Alpha 1- und einer Alpha
2-Proteinkette, welche von unterschiedlichen Genen, COLIA1 (Collagen Typ |-
alpha-1) und COLIA2 (Collagen Typ l-alpha-2), kodiert werden. Lokalisiert sind
diese Genorte auf Chromosom 17 und 7 [Rossert et al., 2000].

Die sie bildenden drei Kollagen-Polypeptidketten sind im Falle von Kollagen Typ |
die linksgangigen a-Ketten, [a1(l)]2a2(l)], die sich zu einer rechtshandigen
Tripelhelix umeinander winden.

Das Gen der al-Kette von Kollagen Typ | besteht aus 50 Exons (kodierenden
Genen), von denen Uber die Hélfte eine Lange von 54 Basenpaaren oder das
zwei- bis dreifache dieser Lange besitzen. Sie kodieren die Sequenz (G-x-y) 6
oder ein Vielfaches davon. Einzelne Kollagen-Polypeptidketten werden am rauhen
endoplasmatischen  Retikulum  hergestellt und in das Lumen des
endoplasmatischen Retikulums transportiert. Dabei liegen sie in Form groBerer
Vorlaufermolekile, den Pro-a-Ketten, vor, die mit N- und C-terminalen
Propeptiden versehen sind. Im endoplasmatischen Retikulum werden an einzelne
Prolin- und Lysin-Reste OH-Gruppen angehangt (Hydroxylierung). Durch
Ausbildung von Disulfidbindungen zwischen den C-terminalen Propeptiden wird
die Tripelhelixbildung eingeleitet [Eriksen et al., 2006; Myllyharju et al., 2001;
Prockop et al., 1995; Kivirikko et al., 1993; Chamson et al., 1995].

Drei Pro-a-Ketten formieren dabei Uber Wasserstoffbriicken ein dreistréangiges
Helixmolekil, das Prokollagen. Die fibrillaren Kollagene werden in dieser Form
aus der Zelle entlassen. Die Abgabe der Molekulle in den extrazellularen Raum
erfolgt durch Exozytose, mittels sekretorischer Vesikel. Unmittelbar nach der
Abgabe aus der Zelle werden die Propeptide mit Hilfe von Prokollagen-Peptidasen
abgespalten. AnschlieBend lagern sich einzelne Kollagen-Moleklle zu Kollagen-
Fibrillen zusammen (Fibrillogenese). In einem weiteren Schritt kommt es dann zur
Ausbildung der Kollagenfasern, wobei die Quervernetzung an bestimmten Lysin-
und Hydroxylysinresten erfolgt. Vitamin C (Ascorbinsdure) ist ein wichtiger Co-
Faktor bei der Hydroxylierung der Aminosauren Prolin und Lysin. Bei fehlender
Hydroxylierung werden nur fehlerhafte Kollagenmoleklle gebildet, die ihrer
Funktion als Strukturprotein nicht nachkommen kénnen. Hierbei ist anzumerken,
dass nahezu alle Symptome der Ascorbinsdure-Mangelerkrankung Skorbut auf die
fehlerhafte Biosynthese des Kollagens zurtckzufthren sind [Cohn et al., 1990].



In den Fibrillen sind benachbarte Kollagenmolekile nicht bindig angeordnet,
sondern um 67 nm, d.h. um etwa ein Finftel ihrer Lange, gegeneinander versetzt.
Diese Anordnung hat zur Folge, dass auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen
von Metall-kontrastierten Kollagenfibrillen eine Querstreifung zu sehen ist. Es
entsteht ein charakteristisches Banderungsmuster, das sich alle 67 nm (234
Aminosauren) wiederholt und als D-Periode bezeichnet wird. Dadurch werden die
a-Ketten in vier homologe Bereiche D1-D4 unterteilt. Die in einer D-Einheit
auftretenden Banden werden mit a-e bezeichnet [Chamson et al., 1995].

Die Kollagen-Fibrillen sind geordnete Polymere, die im ausgereiften Gewebe viele
Mikrometer lang werden kénnen. Sie sind oft zu gréBeren, kabelartigen Blindeln,
den Kollagenfasern, zusammengefasst. Bei Sehnen betragen die Kollagen Typ |
Fibrillendurchmesser 50-500 nm, in der Haut 40-100 nm und in der Kornea 25 nm.
Die Fibrilogenese des Kollagens wird oftmals durch kleine leucinreiche
Proteoglycane reguliert, so dass in den entsprechenden Geweben Fibrillen mit
definiertem Durchmesser und definierter Anordnung entstehen kdnnen [Eriksen et
al., 2006; Myllyharju et al., 2001; Prockop et al., 1995; Kivirikko et al., 1993].

1.1.1. COLIA1-SP1-Polymorphismus (Collagen-l-alpha-1-SP1-
Polymorphismus)

Ein diploider Organismus besitzt von jedem Gen (z.B. fir die Blutgruppe) zwei
Kopien, im Regelfall eines von jedem Elternteil. Sind diese beiden Gene eines
Individuums fir ein bestimmtes Merkmal gleich, bezeichnet man das Erbgut,
bezogen auf dieses Merkmal, als reinerbig oder homozygot. Fiir viele Gene
existieren mehrere Varianten. An gleicher Stelle im Erbgut kann bei einem
Individuum die Erbinformation fur z.B. braune Haare, bei einem anderen
Individuum fUr blonde Haare gespeichert sein. Die unterschiedlichen Genvarianten
nennt man als Allele. Das Vorhandensein zweier gleicher Allele in einem Genom
bezeichnet man daher als homozygot, wahrend das Auftreten zweier
verschiedener Allele als heterozygot bezeichnet wird.

Als Polymorphismus bezeichnet man das Auftreten einer Genvariante (d.h. eines
Allels) in einer Population. Definitionsgemal muss die Auftretenshaufigkeit der
Genvariante gréBer als 1 % sein, anderenfalls wird von einer Mutation

gesprochen.



Es lassen sich 3 Arten von  Polymorphismen  unterscheiden:
Einzelnukleotidpolymorphismen (Single Nucleotid Polymorphism, SNP), Insertion-
und Deletionspolymorphismen und Multiplikationen.

Die haufigsten Polymorphismusformen sind die Einzelnukleotidpolymorphismen
(SNP), bei denen es zum Austausch eines Nukleotids im DNA-Molekil kommt. Es
wird von einem SNP auf 200-1000 Basenpaare im menschlichen Genom
ausgegangen. Liegt der SNP im kodierenden Bereich einer Gen-Sequenz, kann
das einen Aminosaureaustausch im resultierenden Protein zur Folge haben. Da
aber viele Aminosauren von mehreren Basentripletts kodiert werden, hat nicht
jeder Basenaustausch in der DNA zwingend einen Aminosdureaustausch im
Protein zur Folge [Zhao et al., 2006; ZblIner et al., 2000; Reich et al., 2000].

Einer dieser Polymorphismen des COLIA1-Gens wurden schon in zahlreichen
vorangegangenen Studien beschrieben [Kann et al., 2002; Willing et al., 1994;
Nuytinck et al., 2000; Gensure et al., 2005]. Es handelt sich hierbei um einen
Single Nucleotid Polymorphism (SNP), welcher an der Bindestelle des ubiquitar
auftretenden Transskriptionsfaktor spezific protein 1 (SP1) liegt. Diese
Genvariabilitdt befindet sich auf Position ex2-348 als erste Base der SP1-
Bindungsstelle im ersten Intron des COLIA1-Gens auf Genlocus 17921. Wie
bereits von Kann et al. 2002 in Untersuchungen zur Knochendichte bei
postmenopausalen Frauen beschrieben, lassen sich bei dem COLIA1-SP1-
Polymorphismus 3 unterschiedliche Genvariationen je nach Basenanordnung
nachweisen. Die in dem COLIA1-SP1-Polymorphismus vorkommenden Basen
Guanin und Thymin lagern sich je nach Polymorphismus unterschiedlich
zueinander und kdnnen damit entweder den homozygoten Genotypen GG (zwei
Guanin-Allele), den homozygoten Genotypen TT (zwei Thymin-Allele) oder den
heterozygoten Genotypen GT (Allel Thymin und Guanin) ausbilden.

Andere Punktmutationen auf dem COLIA1-Gen wurden bei Auspragung von
Osteogenesis imperfecta [Willing et al., 1994] und dem Ehler-Danlos-Syndrom
[Nuytinck et al., 2000; Chamson et al., 1995] beschrieben.

2005 wurde eine Studie veréffentlicht, die eine COLIA1-Genmutation als zugrunde
liegende Ursache einer autosomal dominanten Form von infantiler kortikaler
Hyperostosis (Caffey-Silvermann-Syndrom, charakterisiert durch unregelmaBige
Periostverdickungen im ossaren Diaphysenbereich mit dolenter
Weichteilschwellung) detektierte [Gensure et al., 2005].
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Auch die infiltrativ wachsenden Hauttumoren Dermatofibrosarkoma protuberans
und Riesenzellfibroblastom werden durch ein chromosomales Rearrangement
genetisch determiniert, bei dem es zu einer Fusion des COLIA1-Gens mit dem
Gen der B-Kette des plateted-derived growth factors kommt [O’Brien et al., 1998].
In Bezug auf die Assoziation des COLIA1-SP1-Polymorphismus mit Osteoporose
konnte in Gel-Elektrophoreseuntersuchungen gezeigt werden, dass das T-Allel im
Vergleich zum G-Allel eine héhere Affinitdt zu dem SP1 Bindeprotein aufweist
[Mann et al., 2001]. Diese Tatsache war verbunden mit einer gréBeren Anzahl von
T-Allel-Transkripten in  unverbundenen DNA-Strangen, extrahiert aus
Knochenmaterial von Individuen, die einen heterozygoten Genotypen (GT) des
COLIA1-SP1-Polymorphismus aufwiesen [Mann et al., 2001]. Analysen der
Collagen-Proteinproduktion zeigten eine verstarkte Produktion von COLIA1-Ketten
relativ zur Produktion der COLIA2-Ketten in Osteoblasten von GT-heterozygoten
Genotypen im Vergleich zu den GG-homozygoten Genotypen. Dies fihrte zu einer
relativen Uberexpression von COLIA1-mRNA im Vergleich zu COLIA2-mRNA in
Osteoblasten [Mann et al., 2001].

Die Normalverteilung der Allele des COLIA1-SP1-Polymorphismus in der
gesunden europaischen Bevllkerung liegt fur das homozygote Allel G (GG) bei
ca. 64,5 %, fur das heterozygote Allel GT (GT) bei 29,8 % und fir das homozygote
Allel T (TT) bei 5,6 % (Tab. 1.2.) [Kann et al., 2002; Nguyen et al., 2005; Ralston
et al., 2006].

Die Patienten aller hier angeflhrten Studien stammen aus Europa. Das Kollektiv,
welches Kann et al. 2002 analysierten, stammte aus Holland. Ralston et al.
rekrutierten flr seine Studie 2006 Patienten aus verschiedenen europaischen
Landern. Das Untersuchungskollektiv von Nguyen et al. 2005 wurde Uberwiegend

aus dem kaukasischem Raum zusammengestellt.



Literatur n (%) GG (%) GT (%) TT (%)

Kann et al. 740 (100) 477 (64,5) 233 (31,4) 30 (4)
Nguyen et

al.. 677(100) 433 (63,9) 210 (31) 34 (5)
Ralston et

al. 248 (100) 160 (64,5) 74 (29,8) 14 (5,6)

Tab. 1.2.: Allel-Verteilung des COLIA1-SP1-Polymorphismus in der
Normalbevélkerung [Kann et al., 2002; Nguyen et al., 2005; Ralston et al., 2006]

Die Beeinflussung des Knochenstoffwechsels durch das COLIA1-Gen und den
COLIA1-SP1-Polymorphismus wurde in zahlreichen Studien belegt [Kann et al.,
2002; Nguyen et al., 2005; Ralston et al., 2006; Willing et al., 1994; Nuytinck et al.,
2000; Bornstein et al., 1987; Grant et al., 1996].

Im Rahmen einer groBen Multicenter Studie mit 20.786 untersuchten Patienten
wurde eine Assoziation des COLIA1-SP1-Polymorphismus mit der Knochendichte
(bone mineral density, BMD) der Lendenwirbelsaule und des Oberschenkelhalses
beschrieben [Ralston et al., 2006]. Dieser beschriebene COLIA1-SP1-Genotyp
abhéngige Einfluss auf den BMD der Patienten wurde in einer weiteren Studie
[Saitta et al., 2000] als wesentlicher Faktor fir die Knochenelastizitat und damit
assoziierte Frakturhaufigkeit beschrieben [Kann et al., 2002].

Weitere Studien beschaftigten sich mit den regulierenden Elementen auf die
Promoter Region des COLIA1-Gens, die die Transskriptionskontrolle der Kollagen
Produktion in normalen und von generalisierter Sklerose betroffenen Fibroblasten
beeinflussen [Hitraya et al., 1998].

1.1.2. Der COLIA1-SP1-Polymorphismus und die individuell
unterschiedliche Ansprechbarkeit auf subkutan applizierte
Substanzen

Die extrazellulare Bindegewebsmatrix der Haut und der Knochen besteht
Uberwiegend aus Kollagen Typ I. Der Zusammenhang zwischen Hautdicke und
Knochendichte wurde von Whitmore et al. anschaulich beschrieben [Whitmore et
al., 1998].



Chappard et al. postulierten 1991 einen gemeinsamen genetischen Mechanismus
bei der Alters-bedingten Haut- und Knochendegeneration [Chappard et al., 1991].
So zeigten sie eine statistisch signifikante Korrelation zwischen vertebralem und
femoralem BMD, sowie der jeweiligen Hautdicke [Chappard et al., 1991].
Robinson et al. beschrieben die Korrelation dieser zwei Parameter (Hautdicke und
Knochendichte) bei Patienten mit Morbus Crohn [Robinson et al., 1997].

Whitmore et al. benannten verschiedene Einflussfaktoren auf die Knochendichte
und auf die Hautdicke, wie z.B. Koffein, koérperliches Training,
Schilddriisenhormonsubstitutionstherapie, Therapie mit Glukokortikoiden oder
Ostrogenen. Zur Méglichkeit der Beeinflussung der Hautdicke durch genetische
Faktoren wurden jedoch in dieser Arbeit keine Aussagen gemacht [Whitmore et
al., 1998].

Der Einfluss der COLIA1-Gens auf die systemische Sklerose, eine
Bindegewebserkrankung, die mit einer exzessiven Produktion von Komponenten
von Kollagen einhergeht, sowie auf die Knochendichte, fihrt zu der These, dass
der COLIA1-SP1-Polymorphismus auch einen Effekt auf die mechanischen und
biologischen Eigenschaften des Kollagen Typ I-haltigen Subkutangewebes haben
kénnte.

Eine Anzahl renommierter Forscher hat sich seit 2006 [loannidis JP et al., 2006]
zur Aufgabe gemacht, diese zahlreichen Daten tber Genvariabilitdten und deren
potentielle Auswirkungen auf die Entstehung von Erkrankungen zu sammeln und
ein zentrales Netzwerk zur Verwaltung dieser Daten aufzubauen.

Individuelle Unterschiede in der Ansprechbarkeit auf subkutan applizierte
Substanzen (z.B. Medikamente oder Hormone) sind bis jetzt noch nicht vollstédndig
verstanden.

Bei der Beeinflussung der Absorption subkutan applizierter Substanzen werden
verschiedene, zum Teil bereits genannte, exogene Einflussfaktoren (z.B.
Koffeingenuss, korperliches Training usw.) diskutiert. Bei der Absorption von
subkutan appliziertem Insulin wurden z.B. der lokale Blutfluss an der
Injektionsstelle, die Injektionslokalisation, Raum- und Ko&rpertemperatur,
kérperliche Betatigung, Dicke von Haut und Subkutangewebe, lokale Massage,
subkutane Flussigkeitseinlagerungen, Insulintypen, Injektionstechnik,
Raucheranamnese und weitere Faktoren als beeinflussend beschrieben
[Hildebrandt, 1991; Sindelka et al., 1994].
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Inwieweit jedoch genetische Faktoren die Absorption bzw. Bioverfugbarkeit
subkutan applizierter Substanzen durch Anderung von mechanischen und
biologischen Eigenschaften und/oder der Dicke des Subkutangewebes

beeinflussen, wurde bis jetzt nicht untersucht.

Aus diesem Grund beschéftigt sich diese Studie mit dem mdglichen Effekt des
COLIA1-SP1-Polymorphismus auf die bendtigte Dosis von subkutan injiziertem
hGH (human Growth Hormone) bei GH-defizienten adulten Patienten bis zum

Erreichen alters- und geschlechtsspezifischer IGF-1-Serumwerten.

1.2 Das humane Wachstumshormon (Growth hormone = GH)

1.2.1. Molekularbiologie

GH ist ein einkettiges, aus 191 Aminosauren (AS) ohne Zuckerreste aufgebautes
Peptidhormon, welches Uber 2 Disufidbriicken (Cys53-Cys165; Cys182-Cys189) in
seine Tertidrstruktur gefaltet ist. Diese besteht aus 4 o-Helices, die antiparallel
angeordnet sind. Wachstumshormon ist das Produkt des GH-1 (GH-N)-Gens,
welches zusammen mit Genen flr humanes Chorionsomatomammotropin (hCS)
und dem nur in der Placenta exprimierten GH-2 (GH-V)-Gen auf dem langen Arm
des Chromosoms 17 lokalisiert ist.

Neben GH mit einem Molekulargewicht von 22 kDA (Kilo Dalton) entsteht durch
alternatives Splicing eine Proteinvariante von 20 kDA, dem die Aminosauren 32-
46 der 22-kDA-Form fehlen. Darlber hinaus existieren im Blut in geringen
Konzentrationen, jedoch individuell variierend, weitere GH-Varianten und
Oligomere mit unterschiedlicher biologischer Aktivitat.

Die Expression des GH-1-Gens ist fast ausschlieBlich auf die somatotropen Zellen
der Adenohypophyse beschrankt, welche ca. 90 % ihrer Zellmasse ausmachen
[Nawroth et al., 2001]. In den groBen Granula (350-500 nm) dieser Zellart werden
4-6 mg GH gespeichert, was etwa 3-5 % des Driisentrockengewichts entspricht.
Die tagliche GH-Produktionsrate betragt nur einen kleinen Teil dieser Menge, etwa
400 ug pro Tag. Wegen der hohen Speziesspezifitat ist beim Menschen
therapeutisch nur humanes GH wirksam (hGH) [Kossiakoff et al., 2004; Wieland et
al., 1998; Behncken et al., 1999; Wells et al., 1993; de Vos et al., 1992].
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1.2.2. Regulation der GH-Sekretion

Die spontane GH-Sekretion ist charakterisiert durch Phasen kurzzeitiger
Ausschittungen in die Zirkulation und langeren Phasen der Sekretionsruhe, in
denen die GH-Konzentration im Serum unter 1 pg/l absinkt. Die Halbwertszeit des
GH in der Zirkulation betragt etwa 20 Minuten. Die Sekretionsepisoden erfolgen
ca. alle 3 Stunden [Nawroth et al., 2001]. Bei den erhdhten GH-Spiegeln wahrend
der Nacht handelt es sich um Schlaf-assoziierte Sekretionsschiibe, die in den
Schlafstadien 3 und 4 (Slow-wave-EEG) auftreten und sich mit dem Schlaf parallel
verschieben lassen [Wieland et al., 1998].

In der Regel wird mehr GH (ca. 2/3) in der Schlafphase, als wahrend des
Wachseins sezerniert. Die GH-Sekretion ist im Sauglingsalter und in der Pubertat
am hoéchsten. Im Erwachsenenalter sinkt die GH-Sekretion bis ins Senium hin ab
(Abb. 1.2.) [Nawroth et al., 2001].
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Abb. 1.2.: Tagliche GH-Sekretion in Abhangigkeit vom Alter [Nawroth et al., 2001]
In der Adoleszenz betragt die GH-Sekretion etwa 60 pug/kg KG/24 h, im jungen

Erwachsenenalter etwa 17 ug/kg KG/24 h. Die GH-Sekretion ist bei Frauen
geringflgig héher als bei Mannern [Nawroth et al., 2001].

10



Die Synthese und Sekretion von GH wird vordringlich durch die Balance zwischen
GH-Releasing-Hormone (GHRH, Syn. Somatokrinin) und Somatostatin (GH-
Release-Inhibiting-Hormon, GHRIH) reguliert [Smith et al., 1997]. Auch das
Peptidhormon Ghrelin stimuliert an spezifischen GH-Rezeptoren in der Hypophyse
die Ausschiittung von GH [Kojima et al., 1999].

Somatokrinin (Syn. GHRH)

Somatokrinin ist ein Peptidhormon von 44 AS Lange, dessen Produktion
vorzugsweise im Nucleus arcuatus des Hypothalamus erfolgt. Axone sind von dort
zur Eminentia mediana gerichtet. Somatokrinin wirkt nach Bindung an einen
spezifischen G-Protein gekoppelten Zelloberflachenrezeptor Uber eine cAMP
vermittelte intrazellulare Signalkaskade. Dies fuhrt zu einer Steigerung der GH-
Produktion und —Sekretion [Nawroth et al., 2001].

Somatostatin (Syn. GHRIH)

Somatostatin ist ein Peptidhormon von 14 AS Lange, dessen Produktion
vorzugsweise von Neuronen im Bereich der anterioren periventrikuldren Region
des Hypothalamus erfolgt. Axone von dort sind zur Eminentia mediana
regulatorisch gerichtet. Die Bindung von Somatostatin an spezifische Rezeptoren
bewirkt ein Hemmung der Adenylatcyclaseaktivitat und eine Verminderung der
intrazellularen Kalziumkonzentration, welches zu einer Verminderung der GH-
Sekretion fuhrt [Smith et al., 1997; Nawroth et al., 2001].

Ghrelin

Ghrelin ist ein Peptidhormon von 28 AS Lange, welches tberwiegend im Epithel
des Magenfundus, jedoch auch in der Hypophyse und im Hypothalamus,
synthetisiert wird. Nach Abspaltung einiger Aminosauren und damit Uberfiihrung
in seine aktive Form fungiert das Hormon als endogener Ligand fir einen
Rezeptor (GHS-Rezeptor, Growth Hormone Secretagogue Rezeptor), der die
Freisetzung von GH im Hungerzustand oder bei Schlafmangel stimuliert [Kojima et
al., 1999; Garcia et al., 2005].
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Regulationsmechanismen

Die Wirkung von GHRH, Ghrelin und Somatostatin ergibt sich aus der teils
pulsatilen, teils tonischen Natur ihrer Sekretion. Auf hypothalamisch-hypophysarer
Ebene sind Rickkopplungsmechanismen (,short loop®) wirksam (so steigert die
Sekretion von GH z. B. die Freisetzung von Somatostatin), welche die GH-
Sekretion beeinflussen. Ein komplexes und bisher noch nicht vollstandig
verstandenes System von Neurotransmittern im Hypothalamus beeinflusst die
Sekretion von GHRH, Ghrelin und Somatostatin [Nawroth et al., 2001]. So ist
bekannt, dass Agonisten des a-Rezeptors sowie dopaminerge und serotoninerge
Agonisten die GH-Sekretion ebenso stimulieren, wie Stress, Hypoglykamie,
Schlaf- und Proteinmangel, wahrend B-adrenerge Agonisten, Hyperglykdmie und
erhbhte freie Fettsauren im Blut die GH-Sekretion inhibieren [Spinas et al., 2002,
Kojima et al., 1999]. Die pulsatile Natur der GH-Sekretion beruht auf der
Interaktion dieses Regulationsnetzwerks auf verschiedenen anatomischen und
funktionellen Ebenen [Kossiakoff et al., 2004; Wieland et al., 1998; Behncken et
al., 1999; Wells et al., 1993; de Vos et al., 1992].

1.2.3. Insulin-like-Growth-Faktor (IGF)

Die Wirkungen des GH sind entweder direkt oder werden indirekt durch den
Insulin-like-Growth-Faktor-1 (IGF-1) vermittelt. IGF-1 ist ein einkettiges Peptid (70
AS), welches ebenso wie das IGF-2 dem Proinsulin strukturell sehr &hnlich ist. Es
wird durch ein Gen, welches auf dem langen Arm von Chromosom 12 lokalisiert
ist, kodiert. Anders als das GH mit hoher Speziesspezifitdt ist das IGF-1
verschiedener Spezies sehr homolog. Das GH-abhéngige IGF-1 der Zirkulation
stammt Uberwiegend aus der Leber. Die IGF-Produktion findet aber auch in vielen
anderen Geweben statt. IGF-1 bindet an einen membranstandigen Rezeptor (Typ-
1 IGF-R), der wie der Insulin-Rezeptor aus einem Heterodimer mit 2 o- und 2 j3-
Ketten besteht. Dieser ist in die intrazellulare Signalkaskade mittels einer

rezeptoreigenen Tyrosinkinase angekoppelt [Nawroth et al., 2001].
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Regulation des IGF-Systems

Das IGF-System ist auBerordentlich komplex reguliert. Die Konzentration des IGF-
1 im Blut h&ngt unter anderem sowohl von der GH-Sekretion, als auch von
nutritiven Faktoren und der Leberfunktion ab. |IGF-1-Konzentrationen in der
Zirkulation und die Sekretion von GH stehen mittels positivem oder negativem
Feedback in einem Rickkopplungsverhalinis zueinander [Nawroth et al., 2001].

IGF-Bindungsproteine

IGF zirkulieren an Bindungsproteine (IGFBP) assoziiert. Es sind derzeit 6
Bindungsproteine (IGFBP 1-6) fur IGF bekannt, welche in ihrer chemischen
Struktur grundsatzlich &hnlich sind. Unterschiede ergeben sich hinsichtlich ihrer
GroBe, ihrem préferenziellen Bindungsverhalten fir IGF-1 oder IGF-2, ihrer
Fahigkeit, proteolytisch gespalten bzw. phosphoriliert werden zu kénnen, ihrer
Expression in Geweben, ihrer Konzentration in Kérperfllissigkeiten, ihrer Fahigkeit
an Strukturproteine zu binden, ihre Regulation durch Hormone u.a.m.

IGFBP verlangern die Halbwertszeit der IGF-Proteine, die in ,freier* Form nur
wenige Minuten betragt, auf ca. 12 Minuten und spielen fur die Prasentation von
IGF an ihren Rezeptoren in verschiedenen Geweben eine zentrale Rolle. In der
Zirkulation erscheint IGF-1 (und IGF-2) vordringlich an IGFBP-3 (53 kDA)
gebunden (bindrer Komplex) und formt mit ALS (acid-labile-subunit, 85 kDA) eine
ternaren Komplex (150 kDA). IGFBP-3 und ALS werden abhangig von GH in der
Leber gebildet. Der terndre Komplex kann die Zirkulation nicht verlassen und stellt
die einzige Depotform fur die IGFs dar, flr die kein intrazelluldares Reservoir
existiert [Nawroth et al., 2001].

1.24. Wirkmechanismus und metabolischer Einfluss von GH

Der erste Schritt der GH-Wirkung ist die spezifische Bindung an einen
Membranrezeptor (GH-R), welcher zur Superfamilie der Zytokinrezeptoren gehort.
Das Rezeptorprotein besteht aus einer extrazellularen (247 AS), einer
transmembranen (24 AS) sowie einer intrazellularen Doméane (397 AS), welche
mit der intrazelluldren Signalkaskade gekoppelt ist. Die Interaktion von GH mit

dem Rezeptor erfolgt in 2 Schritten.
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Zunéachst bindet GH mit einer hochaffinen Bindungsstelle an die auBere Doméane
eines Rezeptormolekils. Dann assoziiert sich ein zweites Rezeptormolekdl mit
einer anderen Bindungsstelle des bereits ligierten GH-Molekils. Wenn diese
Dimerisierung zweier GH-Rezeptoren erfolgt ist, wird die intrazellulare
Signalkaskade aktiviert. Die Rezeptor-Dimerisierung aktiviert die assoziierte
Tyrosinkinase JAK2 und fahrt zur Tyrosin-Phosphorilierung des Rezeptors. Die
extrazellulare Domane des Rezeptors, ein einstrangiges Glykoprotein (60 kDA),
kann im Menschen durch Proteolyse abgespalten werden und zirkuliert als
hochaffines Bindungsprotein fir GH (GH-BP) im Serum. Man nimmt an, dass die
Konzentration des GH-BP in der Zirkulation den Rezeptorstatus eines Individuums
reflektiert. Etwa 15-35 % des zirkulierenden GH sind an GH-BP gebunden. Die
physiologische Bedeutung der GH-Bindung an GH-BP, durch welche die
Halbwertszeit von GH verlangert wird, ist noch nicht vollkommen geklart. Da die
GH-Bindung an GH-BP reversibel ist, mag GH-BP fiir den Transport von GH zu
Zielgeweben eine Rolle spielen [Kossiakoff et al., 2004; Wieland et al., 1998;
Behncken et al., 1999; Wells et al., 1993; de Vos et al., 1992].

Die metabolischen GH-Wirkungen kdnnen schematisch in direkte und indirekte
sowie sofortige und mit Verzégerung auftretende Wirkungen eingeteilt werden
[Nawroth et al., 2001; Moeller, 1993; Jorgensen et al., 2005 a]. Die Effekte sind
komplex, da sie von der metabolischen Grundsituation und dem hormonellen
Milieu abhangig sind. In Tabelle 1.3. [Nawroth et al., 2001] sind die GH- und IGF-

1-Wirkungen gegenlberstellend zusammengefasst:

GH IGF-1
IGF-1 1 GH |
IGFBP-1 1 IGFBP-3 |
Insulin 1 Insulin |
Insulin-Sensitivitat | Insulin-Sensitivitat 1
Glukose 1 Glukose |
Glukose-Toleranz |
Lipolyse 1 Lipolyse!

Tab. 1.3.: Metabolische Wirkungen von GH und IGF-1 [Nawroth et al., 2001]
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GH und der Glukosestoffwechsel

Dem insgesamt als insulinantagonistisch anzusehenden direkten Effekt von GH
steht der indirekte insulindhnliche Effekt des GH-abhangigen IGF-1 entgegen.
Beim GH-Mangel ist die NUchternglukose vermindert; insbesondere Kinder neigen
zu einer Hypoglykdmie. Gleichzeitig besteht eine verminderte Insulinsekretion,
eine erhdhte Insulintoleranz und eine verminderte Gluckosetoleranz. Die
endogene (hepatische) Glukoseproduktion ist vermindert. Diese Veranderungen
sind nach Substitution von GH reversibel, wobei sowohl die endogen
Glukoseproduktion als auch die Glukoseverwertung gesteigert sind [Nawroth et
al., 2001; Jargensen et al., 2005 a+b; Yuen et al., 2006].

GH und der Fettstoffwechsel

Ein direkter Effekt von GH besteht auf den Stoffwechsel von Adipozyten. GH
stimuliert die Proliferation von Vorlauferzellen der Adipozyten, wahrend IGF-1
diese Zelllinie in einem héheren Entwicklungsstadium stimuliert. Diese Hypothese
zur Entwicklungsstand-abhangigen Modulation von GH und IGF-1 wurde von
Green et al. [Green et al., 1985] als ,dual effector theory® am Beispiel der
Adipozytenproliferation beschrieben. Die Gabe von GH induziert einen durch
Lipolyse bedingten Anstieg der freien Fettsauren (FFA) im Blut. Gleichzeitig
stimuliert GH die Lipoproteinlipase (LPL), welche die Aufnahme von FFA im
Gewebe und die Lipidoxidation in Bezug auf die Fettmasse des Kérpers férdert. In
der Situation des Fastens, in der GH erhéht und IGF-1 sowie Insulin vermindert
sind, werden dadurch vermehrt Fettdepots abgebaut und ein Proteinabbau
vermindert. Die Wirkungen von GH auf das Fettgewebe sind regional im Kdrper
unterschiedlich. In der Situation des GH-Mangels kommt es, insbesondere beim
Erwachsenen, zu einer abdominellen Fettgewebsvermehrung, die unter GH-Gabe
rasch reversibel ist. Insbesondere beim Erwachsenen mit GH-Mangel ist das Low-
density-Lipoprotein (LDL)-Cholesterin vermehrt [Nawroth et al., 2001; Jargensen
et al., 2005 a+b; Yuen et al., 2006].

GH und der renale Wasser- und Elektrolythaushalt

Sowohl die genaue Rolle des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), als
auch die Bedeutung von atrialem natriuretischen Peptid (ANP) und
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Prostaglandinen im Zusammenwirken mit GH sind derzeit Gegenstand der
Forschung [Dimke et al., 2007; Hansen et al., 2001].

GH fuhrt als Akutwirkung, wahrscheinlich durch eine Aktivierung des RAAS
[Dimke et al., 2007; Hansen et al., 2001], zu einer vermehrten Wasser- und
Elektrolytrickresorption in den Nierentubuli und damit verminderten renalen
Ausscheidung.

Dimke et al. beschreibt in einer aktuellen Studie [Dimke et al., 2007] die
unterschiedlichen akuten und chronischen Effekte von hGH auf die renale
Wasser- und Elektrolytexkretion. Eine akute hGH-Substitution bei vormals GH-
defizienten Patienten flhrte im untersuchten Kollektiv zu einer verminderten
renalen Wasser- und Elektrolytexkretion, wobei die chronischen Effekte einer
hGH-Therapie einen komplexeren Wirkmechanismus (mit primédren und
sekundaren Einflussfaktoren) und eher einen kompensatorischen Effekt auf den
Salz- und Wasserhaushalt aufwiesen [Dimke et al., 2007].

HGH steigert zudem die glomerulare Filtrationrate (GFR), eine Wirkung, die
wahrscheinlich durch IGF-1 moduliert wird. Es ist noch nicht endgultig geklart, ob
die Flissigkeitsretention Ursache oder Folge der erhéhten GFR ist [Nawroth et al.,
2001].

Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass die Effekte von GH auf den
Salz-Wasser-Haushalt multifaktoriell sind. Klinisch bedeutsame Wirkungen sind
beim Erwachsenen starker ausgepragt [Dimke et al., 2007; Hansen et al., 2001;
Nawroth et al., 2001].

GH und Knochen

Verschiedene Hormone, wie Schilddrisenhormone, Sexualhormone und
Glukokortikoide, sind zusammen mit dem GH fir das postpartale
Langenwachstum verantwortlich. Das GH wird hierbei als wichtigster Regulator
des Knochenstoffwechsels betrachtet. Es stimuliert unter anderem das Wachstum
des Epiphysenknorpels durch Proliferation der Chondrozyten [Mohan et al., 1991;
Okasaki et al., 1995; Wong et al., 1990].

Zur Erklarung der Wirkungsweise wurde 1985 die Somatomedin-These durch
Green et al. zur ,dual effector theory“ erganzt [Green et al., 1985], welche den
Einfluss von GH und IGF-1 auf die verschiedenen Entwicklungsstufen von
Adipozyten darlegt. Wahrend das GH die Vorstufe der Praadipozyten stimuliert,
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beeinflusst IGF-1 erst die spatere Entwicklung der Adipozyten [Mohan et al., 1991;
Okasaki et al., 1995; Wong et al., 1990].

Isakson et al. [Isakson et al., 1987] untersuchten die Effekte der ,dual effector
theory“ auch am Modell der Wachstumsfuge. Sie nahmen an, dass die
proliferative Wirkung des GH auf die Chondrozyten des Stratum germinativums
vor allem durch eine Induktion der lokalen IGF-2-Synthese vermittelt wird.
Gleichzeitig stimuliert das GH die lokale Proliferation von IGF-1, das vor allem die
Hypertrophie der Knorpelzellen in der Zone des Saulenknorpels bewirkt.

Der Knochenaufbau wird Uber 2 verschiedene Wege stimuliert: via einer direkien
Interaktion mit GH-Rezeptoren auf Osteoblasten und Gber Stimulation der IGF-1-
Produktion in Leber und Skelett. GH stimuliert jedoch nicht nur die Proliferation der
Osteoblasten auf direktem Weg, sondern auch deren Differenzierung in
phénotypische Funktionen, wie z.B. alkalische Phosphatase (AP), Osteocalcin und
Typ1 Kollagen [Ohlsson et al., 1998; Ernst et al., 1988; Slootweg MC, 1993;
Kassem et al., 1993; Slootweg et al., 1988; Morel et al., 1993; Chenu et al., 1990].
Im Gegensatz zur GH-abhangigen IGF-Konzentration in der Zirkulation wird die
IGF-1-Produktion im Knochen jedoch auch noch von anderen Faktoren wie z.B.
Kortisol oder Parathormon beeinflusst [Slowin et al., 1996; Canalis et al., 1989].
Die Bioaktivitdt von IGF in Knochengewebe wird von verschiedenen |IGFBPs,
hauptsachlich von IGFBP-3 und-4, moduliert. Einige der GH-Wirkungen am
Knochen scheinen durch die lokale Regulation der IGFBP-Produktion in
Osteoblasten bestimmt zu werden [Hayden et al., 1995]. Doch auch humane
Osteoklasten exprimieren funktionelle |GF-Rezeptoren [Green et al., 1985].
Sowohl IGF-1 als auch Interleukin-6 sind GH-reguliert an der
Osteoklastenformation  beteiligt, welche sowohl inhibitorische als auch
stimulierende Mechanismen aufweist [Ohlsson et al., 1998], offensichtlich
abhangig von Kulturdifferenzierungen.

In einer Studie von Wilhelm et al. wurde der Effekt einer therapeutischen
Substitution von hGH auf Knochenstoffwechsel, Knochendichte und
Knochenqualitat bei Wachstumshormon-defizienten Patienten Uber den
Beobachtungszeitraum von 7 Jahren untersucht [Wilhelm et al., 2004]. Als
Parameter des Knochenstoffwechsels wurden der osteoanabole Marker PICP
(carboxyterminales Propeptid des Typ-I-Prokollagens) und der osteokatabole
Marker ICTP (“type | collagen carboxyterminal cross-linked telopeptide”) im Serum
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untersucht. Die Knochendichte wurde an der Lendenwirbelsdule mittels Dual-
Photonen-Absorptiometrie  und am  Unterarm  mittels  Single-Photonen-
Absorptiometrie gemessen. Als ein von der Knochendichte unabhangiger
Parameter der Knochenqualitdt wurde die apparente phalangeale
Ultraschalltransmissionsgeschwindigkeit bestimmt. Nach einem initial diskreten
Verlust an Knochendichte im 1. Therapiejahr konnte in dieser Studie 2004 ein
langfristiger Anstieg der Knochendichte unter hGH-Therapie mit Ausbildung eines
stabilen Plateaus nach 5 Jahren gezeigt werden [Wilhelm et al., 2004].

GH und Haut

Die menschliche Haut und deren Anhangsgebilde exprimieren GH-Rezeptoren
und sind daher auch direktes GH-Zielorgane. Bei Patienten mit einer GH-Defizienz
zeigt sich eine diinne und trockene Haut. Verschiedene Studien [Tanriverdi et al.,
2006; Borlu et al., 2007] haben den Einfluss von hGH im Rahmen einer
Substitutionstherapie bei GH-defizienten Patienten auf die Hautbeschaffenheit
beschrieben. So lieB sich ein deutlich verminderter Hauttalggehalt an der Stirn und
einen verminderte dermale Hydratation an Stirn und Unterarm bei den betroffenen
Patienten mit einer GH-Defizienz nachweisen. Nach 6 Monaten substituierender
Therapie mit hGH kam es zu einem statistisch signifikanten Anstieg des
Hauttalggehaltes an der Stirn, jedoch zu keiner Beeinflussung der Hydratation der
Haut an Unterarm und Stirn [Tanriverdi et al., 2006; Borlu et al., 2007].
Ben-Shlomo et al. [Ben-Shlomo et al., 2006] beschrieben in ihrer Studie den
Einfluss des GH auf die Haut und Hautanhangsgebilde bei Patienten mit einem
GH-Uberschuss im Rahmen einer Akromegalieerkrankung. So beschrieben die
Autoren eine teigige, aufgedunsene Hautbeschaffenheit, ausgel6st durch eine
verstarkte Akkumulation von dermalen Glykosaminoglykanen und
Flussigkeitseinlagerungen bei den betroffenen Patienten. Lokalisiert waren diese
Veranderungen verstarkt im Gesichtsbereich sowie an Handen und FiBen. Zudem
lieBen sich eine sehr o&lige Haut, Hypertrichosis sowie eine vermehrte
SchweiBneigung als gemeinsame Merkmale des Krankheitsbildes beobachten. Als
auffallend waren auch eine erhdhte Pravalenz flr das erythrosquamdse dermale
Erscheinungsbild einer Psoriasis vulgaris und verstarkte Hautpigmentierungen zu
verzeichnen [Ben-Shlomo et al., 2006].
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Auch Ferguson et al. beschrieben in ihrer Studie eine massive Zunahme der
Hautdicke bei Patienten mit einem GH-Uberschuss im Rahmen einer
Akromegalieerkrankung, die sich  unter erfolgreicher  Therapie der
Grunderkrankung zurlckbildete [Ferguson et al., 1983].

Gerade diese beiden Extremdarstellungen der GH-Defizienz [Tanriverdi et al.,
2006; Borlu et al., 2007] gegeniiber dem GH-Uberschuss [Ben-Shlomo et al.,
2006; Ferguson et al., 1983] und ihre Konsequenzen auf die Haut zeigen die
Vielféltigkeit und Komplexitat des metabolischen Einflusses von GH auf, der bis
heute noch nicht vollstandig verstanden ist.

1.2.5. Ursachen und Klinik des GH-Mangels beim Erwachsenen

Haufige Ursachen des GH-Mangels beim Erwachsenen sind zusammenfassend in
Tabelle 1.4. [Nawroth et al., 2001; Pfaffle et al., 2000] dargestellt:
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Angeborener GH-Mangel

1. Idiopathisch

2. Fehlanlage der Hypophyse

Hypophysenaplasie

Hypohysenhypoplasie

Mittelliniendefekte des Gehirns

3. Genetisch bedingt

- Isolated Growth hormone deficiency (GHD):
Mikromutationen im GH- und/oder GHRH-Rezeptor
- Combined pituitary hormone deficiencies (CPHD):
Pit-1-, Prop-1-, HesX1-Gendefekte

4. Pranatale Infektionen

Erworbener GH-Mangel

1. Tumoren von Hypophyse und /oder Hypothalamus
2. Sekundéar nach

Trauma

Infektion

ZNS-Bestrahlung

Funktioneller GH-Mangel

1. Psychosoziale Deprivation

2. Bioinaktives GH

3. GH-Resistenz

GH-Rezeptor-Defekt (Laron-Syndrom)
Post-GH-Rezeptordefekt

Genetisch bedingte IGF-1-Synthesestérung
Erworbene GH-Resistenz (Hepatopathie,

Katabolismus, Uramie)

Tab. 1.4.: Ursachen des GH-Mangels [Nawroth et al., 2001; Pféaffle et al., 2000]
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In der nachfolgend angeflihrten Tabelle 1.5. ist vereinfacht die Klinik beim adulten
GH-Mangel dargestellt [Nawroth et al., 2001].

Vermehrtes Kérperfett

Veranderte Korperfettverteilung (Abdomen > Peripherie)
Verminderte Muskelmasse

Verminderte Muskelkraft

Verminderte Herzleistung

Verminderte Knochendichte

LDL-Cholesterin > HDL-Cholesterin

Verminderte Leistungsfahigkeit

Soziale Isolation

Tab. 1.5.: Syndrom des GH-Mangels beim Erwachsenen [Nawroth et al., 2001]

Das klinische Gesamtbild entspricht demjenigen eines pramaturen
Alterungsprozesses. Muskelmasse und kérperliche Leistungsfahigkeit sind
vermindert, die Fettmasse ist erhéht. Es stellt sich eine Osteopenie ein. Die
Patienten sind adynam, zeigen eine verminderte berufliche Leistungsfahigkeit und
tendieren zur sozialen Isolierung. Hypercholesterindmie (hauptsachlich Erh6hung
des LDL-Cholesterins [Jargensen et al., 2005]) und Artherosklerose sind mit einer
erhéhten kardiovaskularen Morbiditdt verbunden. Bei Patienten mit GH-Mangel
schon seit der Kindheit und GH-Substitution bis zum Ende des Wachstums sind
die Symptome meist starker ausgepragt als bei Patienten, die den GH-Mangel erst
im Erwachsenenalter erworben haben [Rosén et al., 1990].

1.2.6. Diagnose und Therapieindikation des GH-Mangels

Bei Patienten mit nachgewiesener Hypothalamus-Hypophysen-Erkrankung, nach
kranialer Bestrahlung, traumatischer Hirnschadingung oder bei klinischem
Verdacht sollte eine Abklarung hinsichtlich eines GH-Mangels erfolgen [Lugner A,

2007; Consensus guidelines for diagnosis and treatment of adults with growth
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hormon deficiency I, 1998; Consensus guidelines for diagnosis and treatment of
adults with growth hormon deficiency II, 2007].

Da zahlreiche Faktoren die Konzentration des basalen GH und des IGF-1
beeinflussen (Body Mass Index, Stress, Alter, Geschlecht, Arzneimittel,
Krankheiten), sind beide Parameter allein fiir die Diagnose der GH-Defizienz nicht
uneingeschrankt geeignet. Bei Erwachsenen sollte die Diagnose daher mittels
dynamischer Untersuchungen erfolgen. Diese Untersuchungen sollte durchgefihrt
werden, wahrend die Patienten bereits einen stabilen und adaquaten
Hormonersatz fur andere Hormondefizite erhalten [Lugner A, 2007].

Der meist verwendete Stimulationstest zur Detektion von GH-Defizienz bei
Erwachsenen ist der Insulin-Hypoglykdmie-Test. Er ist jedoch bei Patienten mit
bekannten kardiovaskularen Erkrankungen oder Epilepsie kontraindiziert
[Consensus guidelines for diagnosis and treatment of adults with growth hormon
deficiency, 1998; Consensus guidelines for diagnosis and treatment of adults with
growth hormon deficiency I, 2007]. Da diese Erkrankungen bei GH-defizienten
Patienten weit verbreitet sind, hat sich der kombinierte Arginin-GHRH-Test als
Alternativmethode durchgesetzt [Zarkovic et al., 2003; Biller et al., 2002;
Consensus guidelines for diagnosis and treatment of adults with growth hormon
deficiency Il, 2007]. Ein weiterer Vorteil dieser Tests besteht darin, dass sich mit
ihnen GH-Defizienz bei adipdsen und alteren Patienten besser feststellen lasst als
mit anderen Tests [Lugner A, 2007].

Nachfolgend werden der Insulin-Hypoglykédmie-Test und der Arginin-GHRH-Test

kurz im Ablauf vorgestellt:

Insulin-Hypoglykadmie-Test:

Durchfihrung. Vor Beginn des Tests wird eine Blutennahmen zur Erfassung der
Basiswerte durchgefiihrt. Danach werden 0,1 E Human-Insulinkg KG i.v.
appliziert. Infolge werden unten aufgeflihrte Hormone nach 30, 60, 90 und 120
Minuten bestimmt.
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Abnahmezeitpunkt Material untersuchte Parameter
-30 min EDTA-Blut ACTH, Adrenalin (EDTA-Plasma),
Dopamin (EDTA-Plasma)
Serum C-Peptid, Cortisol, Glukose
(Heparin-Plasma), hGH, Prolaktin
Sondermaterial | Glucagon
0 min EDTA-Blut ACTH, Adrenalin (EDTA-Plasma),
Dopamin (EDTA-Plasma),
Noradrenalin (EDTA-Plasma)
Serum C-Peptid, Cortisol, Glukose
(Heparin-Plasma), hGH, IGF-1,
Prolaktin
Sondermaterial | Glucagon
30 min EDTA-Blut ACTH, Adrenalin (EDTA-Plasma),
Dopamin (EDTA-Plasma),
Noradrenalin (EDTA-Plasma),
Normoblasten
Serum C-Peptid, Cortisol, Glukose
(Heparin-Plasma), hGH, Prolaktin
Sondermaterial | Glucagon
60 min EDTA-Blut ACTH, Adrenalin (EDTA-Plasma),
Dopamin (EDTA-Plasma),
Noradrenalin (EDTA-Plasma)
Serum C-Peptid, Cortisol, Glukose
(Heparin-Plasma), hGH, Prolaktin
Sondermaterial | Glucagon
90 min EDTA-Blut ACTH, Adrenalin (EDTA-Plasma),

Dopamin (EDTA-Plasma),
Noradrenalin (EDTA-Plasma)
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Serum C-Peptid, Cortisol, Glukose
(Heparin-Plasma), hGH, Prolaktin

Sondermaterial | Glucagon

120 min EDTA-Blut ACTH, Adrenalin (EDTA-Plasma),
Dopamin (EDTA-Plasma),
Noradrenalin (EDTA-Plasma)

Serum C-Peptid, Cortisol, Glukose
(Heparin-Plasma), hGH, Prolaktin

Sondermaterial | Glucagon

Tab. 1.6. Durchfihrung des Insulin-Hypoglykdmie-Test [Leitlinien Funktionstest
Universitatsklinikum Giessen und Marburg GmbH, Standort Marburg, Klinische

Chemie und Molekulare Diagnostik-Zentrallaboratorium]

Arginin-GHRH-Test:

Hierbei wird erneut vor Testbeginn eine Nuchternblutentnahme durchgefihrt. Auch

wahrend des Tests sollten keine Kohlenhydrate zugefihrt werden. Nach erfolgter
Blutentnahme werden 0,5 g Arginin-HCI-Stammlésung/kg Kérpergewicht
(héchstens 30 g) kontinuierlich Gber 25-30 Minuten intravends appliziert. Zudem
werden als Bolus 1 yg GHRH/kg Képergewicht intravends verabreicht. Es folgen
Blutentnahmen zur Bestimmung unten genannter Hormone nach 30, 60, 90 und
120 Minuten.
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Abnahmezeitpunkt | Material untersuchte
Parameter

-30 min Serum hGH

0 min Serum hGH, IGF-1

30 min Serum hGH

60 min Serum hGH

90 min Serum hGH

120 min Serum hGH

Tab. 1.7.: Durchflhrung des Arginin-GHRH-Test [Leitlinien Funktionstest
Universitatsklinikum Giessen und Marburg GmbH, Standort Marburg, Klinische

Chemie und Molekulare Diagnostik-Zentrallaboratorium]

Der Grenzwert fur die Diagnose einer schweren GH-Defizienz beim Erwachsenen
liegt im Insulin-Hypoglykédmie-Test bei < 3 pg/l messbarem GH-Anstieg nach
Stimulation [Consensus guidelines for diagnosis and treatment of adults with
growth hormon deficiency Il, 2007].
Im Arginin-GHRH-Test variieren die Grenzwerte je nach BMI-Wert der Patienten.
Bei einem BMI-Wert < 25 kg/m? liegt der Grenzwert des erwarteten GH-Anstieges
nach Stimulation bei < 11 ug/l, bei einem BMI-Wert zwischen 25-30 kg/m? bei < 8
pg/l. Liegt ein BMI-Wert > 30 kg/m? vor, betragt der Grenzwert des GH-Peaks < 4
Mg/l [Consensus guidelines for diagnosis and treatment of adults with growth
hormon deficiency I, 2007].
Ein positives Testergebnis in einem der verwendeten Tests reicht zur
Diagnosestellung einer GH-Defizienz aus. Gerade traumatische
Hinrnschadigungen kdénnen jedoch erst nach einer langeren Latenzzeit zu einer
signifikanten GH-Defizienz fUhren und daher unmittelbar nach dem Ereignis
unauffallige Testergebnisse liefern. In diesem Fall ist eine mehrfache
Testwiederholung zur endgultigen Diagnosestellung unverzichtbar. Die
Entwicklung von einer suffizienten GH-Produktion hin zu einer schweren GH-
Defizienz ist oftmals ein langsamer und kontinuierlicher Prozess und erfordert
daher bei Verdacht eine engmaschige Kontrolle. Eine schwere GH-Defizienz ist
eine dringende Behandlungsindikation [Consensus guidelines for diagnosis and
treatment of adults with growth hormon deficiency Il, 2007].
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1.2.7. GH-Substitutionstherapie

Nach Indikationsstellung erfolgt die substituierende Behandlung des
diagnostizierten GH-Mangels mit rekombinantem humanem GH (hGH).

Der GH-Mangel hat bei Behandlungsbeginn in der Regel schon Uber einen
langeren Zeitraum (oft Jahre) bestanden. Ob die durch prolongierten GH-Mangel
entstandenen strukturellen und funktionellen Veranderungen im Organismus durch
eine substituierende GH-Therapie allein voll kompensierbar sind, ist nicht klar. Im
strengen Sinn wirde die GH-Substitutionstherapie bedeuten, dass die Behandlung
die physiologische GH-Sekretion qualitativ und quantitativ imitiert. Dies ist bei der
aus Praktikabilitatsgrinden ublichen  einmal  taglichen  subkutanen
Applikationsform jedoch nicht der Fall. Diese einmalige Applikation fihrt zu einem
Anstieg der GH-Konzentration im Blut mit einem Maximum nach ca. 4 Stunden
und dem Erreichen des Ausgangsniveaus nach ca. 12 Stunden. Andererseits ist
jedoch unklar, ob das natirliche pulsatile Sekretionsmuster fir alle GH-Wirkungen
gleichermaBen von Bedeutung ist. Unter den genannten Einschrankungen
begrenzt sich die Fragestellung nach der richtigen Substitutionstherapie auf die
injizierte Tagesdosis und deren Zeitpunkt. Die abendliche Injektion scheint nicht
nur besonders praktisch zu sein, was der Compliance bei Langzeittherapie zugute
kommt, sondern auch den metabolischen Bedirfnissen des Organismus
weitgehend angemessen zu sein.

Die Ubliche Anfangsdosis bei Erwachsenen liegt bei 0,15-0,3 mg hGH pro Tag.
Danach wird schrittweise, gemessen an alters- und geschlechtsspezifische IGF-1-
Serumkonzentrationen, die erforderliche Erhaltungsdosis fir die Dauertherapie
ermittelt. Diese liegt bei Erwachsenen meist bei 0,15-0,70 mg hGH pro Tag. Nur
selten werden hdhere Dosen bendtigt.

Beobachtete Nebenwirkungen der Therapie wie Odemneigung sowie Muskel- und
Gelenkschmerzen treten insbesondere bei zu hoher Dosierung oder zu schneller
Dosissteigerung auf. Wegen der erhdhten Inzidenz kolorektaler Karzinome und
Schilddrisenkarzinome bei Patienten mit Akromegalie und der zahlreichen
Berichte Uber ein erhdhtes Risiko fir die haufigsten Karzinome (Brust, Dickdarm,
Prostata, Lunge) bei Patienten mit einer hohen GH/IGF-1-Konzentration [Cohen et
al., 2000; Marchisotti et al., 2005] wurde die Inzidenz von Karzinomen sowie die

Rezidivrate von Hypophysentumoren bei Patienten unter GH-Substitutionstherapie
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besonders aufmerksam beobachtet. Bisher wurde jedoch kein Hinweis auf ein
erhdohtes Karzinom- oder Rezidivrisiko gefunden [Jenkins et al., 2006]. Laut
aktueller Datenlage, ist die GH-Substitutionstherapie bei GH-defizienten Patienten
nicht bedenklich [Lugner A, 2007].

Da zur Verlaufsbeobachtung der sich andernden Parameter keine einfachen und
leicht zu wiederholenden MessgroBen, wie in der Therapie von Kindern und
Jugendlichen die Kdérperlange, zur Verflgung stehen, wird die GH-Dosis derzeit
individuell nach den gemessenen |GF-1-Serumkonzentrationen im Blut so
angepasst, dass dieser im Normbereich flr das jeweilige Alter liegt [Nawroth et al.,
2001].

Die Bestimmung der IGF-1-Serumkonzentration sollte in der Anfangsphase der
GH-Substitutionstherapie in 1-2-monatigen Abstanden kontrolliert werden. Nach
Erreichen des individuellen Ziel-IGF-1-Wertes ist eine Spiegelbestimmung in 6-12-
monatigen Abstanden ausreichend. Bei GH-defizienten Patienten, die noch eine
andere Substitutionstherapie erhalten, ist bei jeder Dosisédnderung dieser Therapie
die IGF-1-Serumkonzentration zu kontrollieren [Lugner A, 2007].

Wegen der Komplexitat der GH-Wirkungen, der Dauer der Behandlung, der
relativen Seltenheit des GH-Mangels in allen Altersstufen und der vielen noch
offenen Fragen wird angeraten, betroffene Patienten nur in Zentren mit Erfahrung
und eingebunden in ein Ubergreifendes Qualitatskontrollprogramm zu behandeln
[Nawroth et al., 2001].

Nachfolgend wird kurz das laborchemische Prinzip der IGF-1-Bestimmung zur
GH-Therapiekontrolle dargestellt. Hierbei handelt es sich um ein radio-
immunologisches Verfahren zur Messung von proteingebundenem IGF-1 in der
Blutzirkulation.

Durchfihrung: Abnahme von EDTA-BIut, sofortige Plasmagewinnung, dabei ist
eine Extraktion von IGF-1 zur Trennung von seinen 6 Bindungsproteinen (IGFBP
1-6) sinnvoll.
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Aussage:
- Normalwerte sind methoden-, alters- und geschlechtsabhangig und nicht

standardisiert. Adoleszenten haben Werte, die wie bei der Akromegalie
erhoht sind. Anhaltspunkte: Manner unter 40 Jahren 63-80 pg/l, Frauen
unter 40 Jahren 113-450 ug/l. Erniedrigte IGF-1-Werte treten bei
Mangelerndhrung,  schweren  Allgemeininfektionen, Fasten und
Hypothyreose auf.

- In der Schwangerschaft ist die Interpretation der IGF-1-Werte aufgrund der
stimulierenden Wirkung des in diesem Zustand erhdhten Ostrogenspiegels
problematisch [Reinwein et al, 2002].

Zahlreiche Studien haben eindeutig gezeigt, dass die GH-Therapie die
Korperzusammensetzung verbessert. Die fettfreie Kérpermasse wird erhéht und
die Korperfettmasse gesenkt, wobei das Kdrpergewicht mehr oder weniger stabil
bleibt [Fassbender et al, 2005; Jorgensen et al., 1989; Salomon et al., 1989;
Binnerts et al., 1992; Rosenfalck et al., 2000]. Diese Wirkung ist auch nach einer
Behandlungsdauer von 10 Jahren erhalten [Gibney et al., 1999]. Fassbender et
al., zeigten in lhrer Studie 2005 in diesem Zusammenhang eine signifikante
Senkung pathologisch erhdhter Leptinspiegel unter hGH-Therapie bei GH-
defizienten Patienten als mdgliche Erklarungsursache der Veranderung der
Kdérperzusammensetzung unter hGH-Therapie auf [Fassbender et al., 2005].
AuBerdem wurde in vielen Studien eine Zunahme der Knochenmineralisation
nachgewiesen [Kann et al. 2002; Wilhelm et al., 2004; Binnerts et al., 1992;
Kotzmann et al., 1998; Bex et al., 2002, Fassbender et al., 2005]. Es ist jedoch
darauf hinzuweisen, dass die Knochendichte im ersten Jahr - besonders nach 6
Monaten - deutlich abnehmen kann [Lugner A, 2007; Wilhelm et al., 2004].
Gewdhnlich lasst sich erst im zweiten Behandlungsjahr eine Zunahme der
Knochenmineraldichte beobachten, und diese Wirkung setzt sich im dritten und
vierten Jahr fort [Lugner A, 2007, Fassbender et al., 2005].

Buchfelder et al. legten in einer 5-Jdahres-Beobachtungsstudie 2007 zudem dar,
dass eine suffiziente GH-Substitutionstherapie beim GH-defizienten Patienten zu
keiner signifikanten Zunahme der Rezidiv- oder Progressrate von hormoninaktiven
Hypophysentumoren fuhrt [Buchfelder et al., 2007] und damit, laut aktueller
Studienlage, keine Kontraindikation zur hGH-Therapie darstellt.
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Eine glnstige Wirkung auf das kardiovaskulare Risikoprofil, Lipid- und
Blutzuckerkonzentration, sowie Blutdruck wurde ebenfalls in vielen Studien an
Patienten, die eine GH-Substitutionstherapie erhielten, nachgewiesen [Binnerts et
al., 1992; Rosenfalck et al., 2000; Al-Shoumer et al., 1998; Colao et al., 2001].
Echokardiographische Untersuchungen ergaben eine Korrektur der GH-Defizienz-
bedingten Dysfunktionen (reduzierte linksventrikulare Masse, verminderte
Auswurffraktion, pathologische linksventrikuldre diastolische Fullung) unter
Therapie [Colao et al., 2001; Fassbender et al., 2005]. Zudem liegen Berichte Uber
eine Abnahme der erhéhten Intima-Media-Dicke in der Carotis und Femoralarterie
nach Einleitung einer GH-Substitutionstherapie und Uber eine Normalisierung der
vaskularen Reagibilitat bei GH-defizienten Patienten vor [Colao et al., 2001;
Pfeifer et al, 1999].

Der endgiltige Beweis, dass sich die GH-Therapie nicht nur giinstig auf die
Surrogatparameter auswirkt, sondern bei GH-defizienten Patienten auch die
Lebenserwartung erhéht, steht bis jetzt noch aus [Lugner A, 2007]. Eine
Verbesserung der Lebensqualitdt von GH-defizienten Patienten durch die
Therapie konnte jedoch in zahlreichen Studien nachgewiesen werden
[Fassbender et al., 2005; Burmann et al., 1995; Hernberg-Stahl et al., 2001; Mc
Gauley et al., 1990].

Pharmako-6konomische Studien haben auch gezeigt, dass die Patienten nach
Einleitung einer GH-Ersatztherapie weniger medizinische Dienstleistungen
(Arztbesuche, Krankenhausaufenthalte, Krankschreibungen) in  Anspruch
genommen haben [Hernberg-Stahl et al., 2001; Saller et al., 2006]. Somit haufen
sich in den letzten 20 Jahren seit Beginn der GH-Substitutionstherapie die
Hinweise dafir, dass die GH-Defizienz eine starke Beeintrachtigung fir
Gesundheit und Allgemeinbefinden der betroffenen Patienten darstellt und nach
individueller Indikationsstellung mit der entsprechenden Ersatztherapie behandelt
werden sollte [Growth Hormon Research Society, 2000; Lugner A, 2007].
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2. Ziel der Untersuchung

Ein Zusammenhang zwischen der individuellen gemessenen Knochendichte sowie
Knochenelastizitdt und dem COLIA1-SP1-Polymorphismus konnte schon in
vorangegangenen Studien [Kann et al, 2002; Ralston et al., 2006; Hitraya et al.,
1998; Saitta et al., 2000; Chappard et al., 1992; Robinson et al., 1997] mehrfach
gezeigt werden. So konnten Ralston et al. 2006 in einer groBen Multicenterstudie
(n = 20.786) die Assoziation des selteneren TT-Genotypen des COLIA1-SP1-
Polymorphismus mit einer reduzierten Knochendichte und Pradisposition zu
spontanen osteoporotischen Wirbelkdrperfrakturen bei Frauen darlegen [Ralston
et al., 2006].

Knochen und Haut bestehen dberwiegend aus Kollagen Typ 1. Wenn
Veranderungen der Kollagenstruktur im Knochen, assoziiert mit dem COLIA1-
SP1-Polymorphismus, einen beschriebenen nachweisbaren Effekt auf die
Beschaffenheit des Knochens haben, liegt die Fragestellung nahe, ob sich ein
ahnlicher Effekt auch an der Haut nachweisen lasst. Zu dieser Fragestellung
wurden bis jetzt unseres Wissens nach noch keinen Daten verdéffentlicht. Daher
widmet sich diese Studie der Untersuchung eines mdéglichen Zusammenhangs
des jeweils exprimierten Genotyps des COLIA1-SP1-Polymorphismus mit der
individuell bendtigte Dosis von subkutan appliziertem hGH bei GH-defizienten
Patienten.

Weitere Fragestellung dieser Studie war, ob sich eine Assoziation des COLIA1-
SP1-Polymorphismus mit erhobenen klinischen Daten (BMI, KoérpergrdBe,
Kérpergewicht, Alter) und Befunden (atiologisch zugrunde liegende Erkrankung
des GH-Mangels) aufzeigen lasst.

Vor Bearbeitung dieser Fragestellungen musste jedoch untersucht werden, ob die
Verteilung des COLIA1-SP1-Polymorphismus in dem in dieser Studie
untersuchten Patientenkollektiv (Erwachsene mit nachgewiesenem GH-Mangel
unter rekombinanter humaner Wachstumshormontherapie der deutschen KIMS-
Anwendungsbeobachtung) von der Verteilung des COLIA1-SP1-Polymorphismus
in der gesunden europaischen Bevolkerung abweicht oder vergleichbar ist.
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Nachfolgend werden die untersuchten Fragestellungen in bearbeiteter Reihenfolge

dieser Studie noch einmal kurz zusammengefasst:

1. Zeigt sich eine abweichende Verteilung des COLIA1-SP1-Polymorphismus
in dem hier untersuchten Patientenkollektiv im Vergleich zur gesunden
europdischen Bevolkerung in  Konkordanz zum Hardy-Weinberg-

Equilibrium?

2. Besteht eine Assoziation des COLIA1-SP1-Polymorphismus mit klinischen
Daten und Befunden bei den untersuchten Personen?

3. Besteht ein COLIA1-SP1-Polymorphismus-assoziierter Effekt auf die
individuell benétigte hGH-Dosis bei einer subkutan applizierten hGH-
Substitutionstherapie bei GH-defizienten Erwachsenen?

3. Material und Methoden

3.1. Patientenkollektiv

Die deutsche KIMS Pharmacogenetics Study ist eine Unterstudie der Pfizer
International Metabolic Study, welche ca. 10 000 erwachsene Patienten mit GH-
Mangel unterschiedlicher Atiologie beobachtet. Ein iberwiegender Teil dieses
Kollektivs erhalt eine hGH-Substitutionstherapie.

Das in dieser Studie untersuchte Patientenkollektiv stammt aus der deutschen
KIMS Pharmacogenetics Study. Es handelt sich hierbei um eine prospektive
Studie zur Typisierung von Genen der GH-IGF-1-Achse und nachfolgender
Hormonachsen. Ein besonderer Fokus der Untersuchung liegt auf der Korrelation
unterschiedlicher Genotypen mit differierendem Ansprechen auf hGH unter
Therapie und assoziierten Begleiterkrankungen.

Die Genehmigung der deutschen KIMS Pharmacogenetics Study durch eine
lokale Ethik-Kommission sowie schriftliche Einwilligungserklarungen jedes

untersuchten Patienten liegen vor:
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1. Juristisches Gutachten: Gutachten bzgl. Der Zulassung der Errichtung einer
DNA-Datenbank 28.04.2000, Anwaltsburo Straeter, BlrenstraBe 33, 53173

Bonn

2. Positives Ethikvotum der Ethikkommision der Landesarztekammer
Rheinland-Pfalz vom 08.11.2000 des Antrages: “DNA-Bank von Patienten
mit Erkrankungen der Hypophyse in KIMS (KABI-International metabolic

survey)*

3. Positives Ethikvotum des Fachbereichsrates Humanmedizin der Philipps-
Universitat Marburg vom 30.04.2003

Einschlusskriterien der Studie waren die gesicherte Diagnose eines GH-Mangels
bei einem Mindestalter von 18 Jahren (im Durchschnitt 50 = 13 Jahre) und die
Indikation zur Behandlung mit hGH nach gultigen Kriterien. GemaR aktuell gultigen
Leitlinien [Growth Hormon Research Society, 2000] wiesen alle Patienten einen
kombiniert hypophysdaren Hormonmangel mit mindestens einer zusatzlichen
Defizienz einer hypophysaren Achse auf, welche adaquat therapiert wurde.

HGH (in allen Féllen Genotropin®) wurde einmal taglich subkutan injiziert. Die
Menge der tagliche applizierten Substanz variierte in Anpassung an alters- und
geschlechtsspezifische IGF-1-Serumkonzentrationen des jeweiligen Patienten,
welche zentral (Pfizer, Stockholm, Schweden) in einem Labor mit einem Assay
bestimmt wurde.

Dem Einschluss in die Studie musste eine mindestens 12-monatige Therapie mit
hGH vorangegangen sein. Dadurch konnten anféngliche starke IGF-1-
Serumkonzentrations-Schwankungen und Therapieanpassungen in der Studie
minimiert werden. Die Auftitration der erforderlichen hGH-Dosis nach alters- und

geschlechtspezifischen IGF-1-Serumkonzentrationen musste beendet sein.

Von 247 Patienten der deutschen KIMS Pharmacogenetics Study lagen
Blutproben und damit verwertbares DNA-Material vor. Der Genotyp dieser 247
fortlaufend in die Studie aufgenommenen Patienten wurde bestimmt (Kollektiv 1,

siehe unten).
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Die klinischen Daten werden unabhdngig in mehreren deutschen Zentren
gesammelt, die sich an der deutschen KIMS Studie beteiligen (Pfizer International
Metabolic Study). Bei 122 (Kollektiv 2, siehe unten) der 247 auf die Genotypform
des COLIA1-SP1-Polymorphismus analysierten Patienten wurden alle der oben
genannte Einschlusskriterien, einschlieBlich der IGF-1-Auftitration, gemessen an
alters- und geschlechtsspezifische |IGF-1-Serumkonzentrationen, erfiillt und es
konnten die Daten aus der KIMS Datenbank (Pfizer International Metabolic
database) fur das Jahr 2005 verwendet werden:

— Geschlecht (weiblich/mannlich)

— Atiologie des GH-Mangels

— Alter (in Jahren)

—  Gewicht (kg)

— Gr6Be (cm)

— Body Mass Index (BMI) (Gewicht/GrdBe?)

— Dosis des taglich applizierten GH (mg pro Tag)

— Dauer der GH-Therapie (in Monaten)

— IGF-1-Serumkonzentration (ng/ml)

— IGF-1 standard deviation score (SDS)

— Quotient aus IGF 1-Serumkonzentration und applizierter GH-Dosis (IGF-
1/GH) (ng/ml/mg/d)

Einschlusskriterien Patientenkollektiv 1:

— Manifester GH-Mangel

— Indikation zur hGH-Therapie gemas gultigen Leitlinien [Growth Hormon
Research Society, 2000]

— Mindestalter von 18 Jahren

— 12-monatige hGH-Therapie vor Einschluss in Studie

— Einverstandnis zur Teilnahme an Studie

— Beendigung der Auftitration der erforderlichen hGH-Dosis nach alters- und
geschlechtspezifischen IGF-1-Serumwerten

— Vorliegendes DNA-Material
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Einschlusskriterien Patientenkollektiv 2:

Siehe Patientenkollektiv 1, zuséatzlich Vorliegen folgender Daten aus der KIMS
Datenbank (Pfizer International Metabolic database) flir das Jahr 2005:

— Atiologie des GH-Mangels

— Gewicht (kg)

— GrdBe (cm)

— Body Mass Index (BMI) (Gewicht/GrdBe?)

— Dosis des taglich applizierten GH (mg pro Tag)

— Dauer der GH-Therapie (in Monaten)

— IGF-1-Serumkonzentration (ng/ml)

— 1GF-1 standard deviation score (SDS)

— Quotient aus IGF1-Serumkonzentration und applizierter GH-Dosis (IGF-

1/GH) (ng/ml/mg/d)

3.2. Materialien

Technische Geréte oder Hilfsmittel:

— Thermo Stat plus ; Firma Eppendorf, Hamburg

— RM 5 Assistent 348; Firma Labotec, Wiesbaden

— Vortex-Genie®2; Scientific, Wiesbaden

— Centrifuge 5417R; Firma Eppendorf, Hamburg

— Mastercycler gradient; Firma Eppendorf, Hamburg

— Mikrowelle; Firma Exquisit

— EC 3000-90;Firma E-C Apparatus Corporation,

— Savant HG 330 Electrophoretic Gel System

— Herafreeze —80°C; Firma Heraeus Sepatech GmbH

— Video Graphic Printer UP 895-CE; Firma Sony

— Personalcomputer; Firma Max Data 52 x Max

— Universal Hood-SN 75/S; Firma Bio-Rad-Laboratories,
Segrate(Milan),ltalien

— Schutzbrille; Firma Uvex

— Gelschale
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Verbrauchsmaterialien:

Messbecher 600 ml; Firma Schott Duran, Hofheim am Taunus
Messbecher 250 ml; Firma Schott Duran, Hofheim am Taunus
Standarttips 100 pl; Firma Eppendorf, Hamburg

ep.T.l.P.S. Filter 2-100 pl; Firma Eppendorf, Hamburg

ep.T.l.P.S. Filter 50-1000 pl; Firma Eppendorf, Hamburg

ep.T.I.P.S. Standart 50-1000 ul; Firma Eppendorf, Hamburg

ep.T.l.P.S. Filter 2-20 pl; Firma Eppendorf, Hamburg

Safe-Lock Tubes PCR-clean 1,5 ml und 2 ml; Firma Eppendorf, Hamburg
Filterspitzen 1-100 pl, DNA-,RNA-se-Frei, Steril, Firma Ratiolab GmbH
Q-Tips; Firma Elida Fabergé, Hamburg

Edding 3000 und Edding 400, permanent Marker, schwarz

Safe Skin PFE Powder-free Latex-Handschuhe; Firma Kimberly-Clark
Safe Hand Gloves Latex; Firma Intermedia GmbH, Mainz

Rotiprotect Nitril-Handschuhe (Ethidiumbromid-bestéandig); Firma Roth,
Karlsruhe

NobaGlove®-Nitril puderfrei; Firma NOBA Verbandmittel Danz GmbH und
Co KG, Wetter

Kleenex facial tissues; Firma Kimberly-Clark

Chemikalien:

Erylyse: 109,5 g Sucrose (Sacharose; Firma Merck, Darmstadt) in 600 ml
H>O

10 ml Triton-X-100 (Firma Behring)

100 ml 0,5 M Na;EDTA (Firma Roth,Karlsruhe)

auf 1000 ml auffullen

Lysin-Puffer

Protease K-Solution ; Firma Invitrogen ™life technologies
SDS-10 %; Firma Gibco BRL
Chloroform/Trichlormethan; Firma Roth, Karlsruhe
Isoamyl-Alkohol CsH120; Firma Sigma®

Na-Acetat; Firma Calbiochem
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— 100 % Ethanol absolut; Firma Riedel-de-Haen®Laborchemikalien
GmbH&Co

— 70 % Ethanol; Firma Roth, Karlsruhe

— TE™; Firma Roth, Karlsruhe

— PCR-Mix: Red Taq Ready Reaction Mix PCR; Firma Sigma®

— steriles H,O, Aqua iniectabile; Firma Braun-Melsungen-AG, Melsungen

— 10 x und 1x TBE (Trisaminomethan-Borat-Ethyldiamin-Tetraessigsaure)
Firma Gibco BRL

— VDR FOK Primer; (synthesed by GIBCO BRL) Firma Genterprise GmbH,
Mainz
SP1 Forward: 5-TAACTTCTGGACTATTTGCGGACTTTTTGG-3
SP1 Reverse: 5-GTCCAGCCCTCATCCTGGCC-3’

— Restriktionsenzyme MSC1 Ro534L 3,000 U/ml, Recombinant; Firma
Biolabs Inc., New England

— Blue Orange Loading Dye; Firma Promega

— 1 kb DNA-Ladder; Firma Promega

— NuSieve® 3:1 Agarose; Firma FMC-Bio Products, Rockland, Maine, USA

— Ethidiumbromid 1 %-Lsg (10 mg/ml); Firma Roth, Karlsruhe

— Sterilium zur Hande-Desinfektion; Firma Bode

3.3. Methoden

Zur Darstellung des COLIA1-SP1-Polymorphismus der Studienpatienten mussten
wir vorab deren genetisches Material gewinnen. Hierzu wurde aus dem
zugesandtem EDTA-Blut DNA der Patienten isoliert und mittels PCR vervielféltigt.
Danach konnten die unterschiedlichen Genotypen des COLIA1-SP1-
Polymorphismus (GG, GT, GT) mit Hilfe einer Gel-Elektophorese aufgetrennt und
abgelesen werden. Nachfolgend sind die unterschiedlichen Verarbeitungsschritte
kurz in Reihenfolge des Laborablaufes aufgefthrt:
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DNA-Isolierung:

Zell-Lyse:

Schritt 1: Auftauen des tiefgefrorenem EDTA-Blutes der Patienten und
Beschriften von 2 ml Safe-Lock-Eppendorf-Tubes
mit Patientennummern

Schritt 2: 1000 ul Patienten-EDTA-BIut
+1000 pl Erylyse, Lagerung bis zur Benutzung auf Eis
(Zusammensetzung siehe 3.3), jeweils in ein 2 ml Safe-Lock-Gefal
pipettieren

Schritt 3: Inkubation im Thrombostat fir 3 Stunden bei —4°C

Schritt 4: Bei 0°C und 14000 U 10 Minuten lang zentrifugieren

Schritt 5:  Uberstand mit 1000 pl- DNA-Pipette abpipettieren und am Boden
gelegenes Pellet in 1000 pl Erylyse resuspendieren

Schritt 6: Vorgang aus Schritt 5 mind. 3 x wiederholen bis Lés. hellrosa erscheint

Schritt 7: Bei 0°C und 14000 U 10 Minuten lang zentrifugieren

Schritt 8: Uberstand mit 1000 ul DNA-Pipette abpipettieren

Schritt 9: 500 pl Lysinpuffer
+15 ul Protease K
+60 pl SDS-10 % in jedes GefaB zugeben und leicht mischen

Schritt 10: Bei 65°C Uber Nacht inkubieren

Extraktion:

Schritt 1: 500 ul Buffer-Saturated-Phenol pro Probe hinzugeben

Schritt 2: 2 Minuten mischen

Schritt 3: Bei 0°C und 14000 U 10 Minuten lang zentrifugieren

Schritt 4: jeweils 3x 1,5 ml Safe-Lock-Eppendorf-Tubes pro Patientenprobe
mit Patientennummer beschriften

Schritt 5: WeiBlichen Uberstand der Proben in eines der beschrifteten GefaBe
abpipettieren

Schritt 6: 500 yl Chloroform-lsoamyl-Alkohol
(Lagerung bis zur Benutzung auf Eis)
Mischungsverhaltnis: 24:1 ; d.h. 23 ml Chloroform + 1 ml Isoamyl-
Alkohol

Schritt 7: 2 Minuten mischen
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Schritt 8: Bei 0°C und 14000 U 10 Minuten lang zentrifugieren
Schritt 9: weiBlichen Uberstand in jeweils 2. vorbereitetes GefaB abpipettieren

Replikation:
Schritt 1: 60 yl Na-Acetat pro Probe hinzugeben und vorsichtig mischen

Schritt 2: 1000 ul Ethanol absolut 100 % hinzugeben und kraftig schitteln

Schritt 3: In ein vorbereites Gefa jeweils 1000 ul Ethanol 70 % vorlegen

Schritt 4:  Sichtbaren DNA-Faden aus 2. GefaB mit einer sterilen Pipettenspitze
entnehmen und in 3. vorbereitetes Gefa3 mit Ethanol 70 % geben

Schritt 5: Bei 0°C und 14000 U 10 Minuten lang zentrifugieren

Schritt 6: Klaren Uberstand mit 1000 ul DNA-Pipette abpipettieren und verwerfen
evt. Ethanol-Rickstande vorsichtig mit Q-Tips aufnehmen, sodass nur
der sichtbare DNA-Faden im GefaB verbleibt

Schritt 7: 200 pl TE™* hinzugeben

Schritt 8: Bei 37°C 1 Stunde lang im Thrombostaten inkubieren

Schritt 9: siehe Punkt 4.2 Lagerung bei - 80°C

Kryokonservierung der isolierten DNA:

Die, wie in Punkt 4.1 beschrieben, isoliete DNA wurde bei —80°C in einer
Tiefkhltruhe bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Diese TiefkUhltruhe ist
alarmgesichert und gewahrleiste durch Anschluss an ein Notstromaggregat

permanente Temperaturkontrolle.

Replikation der isolierten DNA mittels PCR:
Pra-PCR:
Vorbereitungen:

— Zentrifuge auf 0°C vorkihlen

— Thrombostaten auf 37 °C vorheizen

— Cycler einstellen: Deckel (Lid) auf 105°C, Block (Incubate) auf 94°C
einstellen

— PCR-ReaktionsgefaBe mit Patientennummer beschriften

— Reagenzien auftauen

— 1 Negativkontrolle (Mix ohne DNA) und 1 Positivkontrolle (gutes PCR-
Ergebnis in vorrangegangenen Durchlaufen) beschriften
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Herstellen des PCR-Mix:
12,5 yl REDTaq Ready Mix
2 ul Forward Primer
5-TAACTTCTGGACTATTTGCGGACTTTTTGG-3’
2 ul Reverse Primer
5-GTCCAGCCCTCATCCTGGCC-3’
10 pl isolierte DNA
6,5 ul steriles H2O
insgesamt 27 ul in jeweils ein beschriftetes PCR-Reaktionsgefaf pipettieren.

Jedes PCR-ReaktionsgefaBB gut verschlieBen und im vorgeheizten Cycler
inkubieren.
Einstellung des Thermocyclers:
Aufheizen des Cyclers auf 96 °C fur 5 Minuten

— Temperaturabfolge: 94°C—60°C— 72°C flr jeweils

40 Sekunden

— Wiederholung der Temperaturabfolge tGber 35 Cyclen

— 72°C uber 5 Minuten

— Lagerung der PCR-Produkte im Cycler bei 4°C

Digestion:

Vorbereitung:

Auftauen von Restriktionsenzymen, Puffer, Leiter-DNA, Ladepuffer und Aqua dest.

steril

Schritt 1: Restriktionslésung herstellen und fur 29 Proben (5 Proben als Reserve
im Uberschuss herstellen) berechnen:
Pro Probe:1,8 pl NE Buffer 4
+ 1 pl MSCI Restriktionsenzyme in 0,2 ml Eppendorfhiitchen mischen
Gesamtmenge + Uberschuss: 52,2 ul Puffer + 29 ul Restriktionsenzyme

Schritt 2: 2,8 ul herstellte Restriktionslésung (pro DNA-Probe) zum PCR-Mix
hinzugeben

Schritt 3:  Inkubation im Thrombostaten bei 37 °C fiir 30 Minuten
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Gel-Elektrophorese der replizierten DNA:

Vorbereitung:

Schritt 1: Flachen desinfizieren

Schritt 2: Gelkammer zusammenstecken

Schritt 3: Herstellung der Leiter-DNA:
5 ul Leiter-DNA
+ 2,5 yl Lade-Puffer
+ 7,5 yl Aqua dest., steril

Gel-Herstellung:

Schritt 1: 3 g NuSieve 3:1 Agarose + 100 ml 1x TBE + 5 ul Ethidiumbromid in
Erlenmeyerkolben mischen

Schritt 2: Erwarmung in der Mikrowelle bis Flussigkeit klar ist

Schritt 3: Mehrmals kurz aufkochen, danach etwas abkiihlen lassen

Schritt 4: Luftblasenfrei in die vorbereitete Gelkammer gieBBen

Schritt 5: K&mme in die Gelkammer stecken

Schritt 6: Gel ca. 30 Minuten lang ausharten lassen

Schritt 7:  Gel in der Gelwanne in das Elektophorese-Bad geben und mit 1x TBE-
Flussigkeit bedecken (FlUssigkeitsspiegel mind. 1 cm Utber Gel)

Gel Belequng:

Belegung des Gels von links nach rechts in der Reihenfolge:

7 Jl Leiter-DNA — jeweils 7 yl PCR-Produkt der Patientenproben — 7 pl Positiv-
Kontrolle — 7 pl Negativ-Kontrolle —7 pl Leiter-DNA

Gel-Elektrophorese:

Die Produkte aus der PCR wurden nun in dem horizontalen 1%igen
ethidiumbromidhaltigen Agarosegel in einer mit Trisaminomethan-Borat-
Ethyldiamin-Tetraessigsaure Puffer geflllten Laufkammer elektrophoretisch
aufgetrennt. Die elektophoretische Auftrennung erfolgte bei 150 Volt und einer
maximalen Stromstarke von 200 mAmpere und 27 Watt fur ca. 50 Minuten. Die
Visualisierung und Dokumentation erfolgte basierend auf der Wechselwirkung von
doppelstrangiger DNA mit Ethidiumbromid und dessen Fluoreszenz unter UV-Licht

bei einer Wellenlange von 312 nm (Abb. 1.3.).
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Abb. 1.3.: Ergebnis der Gel-Elektrophorese der unterschiedlichen Genotypen im

ausgewahlten Beispiel

In der in Abb. 1.3. exemplarisch gezeigten Darstellung der Gel-Elektophorese
zeigt sich 12 mal der Genotyp GG (60% bei 20 verwertbaren Proben, erkennbar
an der einheitlichen Endlinie mit verkirzter Laufstrecke z.B. 2. von rechts nach
Eichlinie), 7 mal der Genotyp GT (35%, erkennbar an der geteilten Endlinie der
zwei Allel-Typen G und T, z. B. 1., 3., 4. von rechts nach Eichlinie) und lediglich 1
mal der Genotyp TT (5%, z.B. 10. von rechts nach Eichlinie).

3.4. Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden erstellt unter Benutzung von SPSS fir
Windows (11.5; SPSS-Inc., Chicago, USA).

Die Verteilung der Genotypen wurde mittels des Hardy-Weinberg Equilibriums
(Chi-Quadrat-Test) mit Hilfe des HWE-Statistikprogrammes untersucht.

Im Falle von nicht normal verteilten Daten (z. B. applizierte GH-Dosis,
Behandlungsdauer, IGF-1/GH-Quotient) wurden als nichtparametrische Tests der
Mann-Whitney-U-Test und die Kruskal-Wallis-Analyse verwendet. Normal verteilte
Daten wurden mithilfe des parametrischen t-Tests fur unverbundene Stichproben
analysiert. Hierbei wurden jeweils Mittelwert und Standardabweichung der Daten
berechnet. Zur Berechnung von Korrelationen diente der Koeffizient nach

Spearman. Ein p-Wert von <0.05 wurde als signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1. Verteilung des COLIA1-SP1-Polymorphismus im Patientenkollektiv
im Vergleich zur gesunden europaischen Bevélkerung

Die COLIA1-SP1-Polymorphismus-Genotyp Frequenzen der untersuchten 247
Patienten unterliegen dem Hardy-Weinberg Equilibrium (p=0,337). So wurden bei
158 Patienten des Untersuchungskollektives der homozygote Genotyp GG
(entspricht 64 % der Anzahl der untersuchten Patienten), bei 76 Patienten der
heterozygote Genotyp GT (entspricht 30,7 % der Anzahl der untersuchten
Patienten) und bei 13 Patienten der homozygote Genotyp TT (entspricht 5,3 % der
Anzahl der untersuchten Patienten) generiert.

Die Allel-Frequenz fiir das G-Allel betragt 79,4 %, fir das T-Allel 20,6 %.

Quelle n (%) GG (%) GT (%) TT (%)
Kollektiv 1 247 (100) 158 (64) 76 (30,7) 13 (5,3)
Kann et al. 740 (100) 477 (64,5) 233 (31,4) 30 (4)
Nguyen et

al. 677(100) 433 (63,9) 210 (31) 34 (5)
Ralston et
al. 248 (100) 160 (64,5) 74 (29,8) 14 (5,6)

Tab. 1.8.: Verteilung der Genotypen im gesamten Untersuchungskollektiv
(Kollektiv 1) gegenlber der Normalbevélkerung [Kann et al., 2002, Ralston et al.,
2006; Nguyen et al., 2005]

In diesem Patientenkollektiv zeigte sich eine vergleichbare Verteilung der COLIA1-
SP1-Polymorphismus-Genotypen (GG; GT, TT) im eingeschlossenen
Patientenkollektiv zu vorangegangenen Studien [Kann et al., 2002, Ralston et al.,
2006; Nguyen et al., 2005]. Die Patienten aller hier angefiuihrten Studien stammen
aus Europa. Das Kollektiv, welches Kann et al. 2002 analysierten, stammte aus
Holland. Ralston et al. rekrutierten fir seine Studie 2006 Patienten aus
verschiedenen europaischen Landern. Das Untersuchungskollektiv von Nguyen et
al. 2005 wurde Uberwiegend aus dem kaukasischem Raum zusammengestellt.
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Zur weiteren statistischen Analyse erfullten jedoch nur von 122 der 247 typisierten
Patienten die Einschlusskriterien (siehe Punkt 5) und konnten alle notwendigen

Daten nachweisen.

Die Genotyp Frequenzen dieser 122 Patienten liegen grenzwertig auBerhalb des
Hardy-Weinberg Equilibriums (p=0,048). Der GG-Genotyp findet sich hier in 77
Fallen (63,1 %), der TT-Genotyp in 10 Fallen (8,2 %) und der GT-Genotyp in 35
der 122 untersuchten Patienten (28,7 %). Die Allel-Frequenz in dieser Gruppe
betragt 77,5 % fir das G-Allel und 22,5 % fur das T-Allel.

Die Genotypverteilung und die Haufigkeiten der ermittelten Allel-Frequenzen im
untersuchten  Patientenkollektiv ~ (Kollektiv ~ 2)  entspricht  anerkannten
verodffentlichten Studien [Kann et al., 2002; Ralston et al., 2006; Nguyen et al.,
2005].

Quelle n (%) GG (%) GT (%) TT (%)
Kollektiv 2 122 (100) 77 (63,1) 35 (28,7) 10 (8,2)
Kann et al. 740 (100) 477 (64,5) 233 (31,4) 30 (4)
Nguyen et

al. 677(100) 433 (63,9) 210 (31) 34 (5)
Ralston et
al. 248 (100) 160 (64,5) 74 (29,8) 14 (5,6)

Tab. 1.9.: Verteilung der Genotypen des fortfUhrend analysierten
Patientenkollektivs (Kollektiv 2) gegentber der Normalbevdlkerung [Kann et al.,
2002; Ralston et al., 2006; Nguyen et al., 2005]

4.2. Assoziation mit klinischen Befunden

Die  unterschiedlichen  Atiologien des Wachstumshormonmangels im
Gesamtkollektiv und in den unterschiedlichen COLIA1-SP1-Polymorphismus-
Genotypgruppen zeigt Tabelle 1.10..
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COLIA1-SP1-Genotypen

Atiologie Gesamt GG GT TT p-Wert*
n (%) 122 (100) 77 (63,1) 36 (28,7) 10 (8,2) 0.107*
Adenom 72 (59,0) 40 (51,9) 25 (71,4) 7 (70,0)
Kraniopharyngeom 17 (13,9) 12 (15,6) 4 (11,4) 1(10,0)

Idiopathisch / Angeboren 10 (8,2) 8 (10,4) 2 (5,7)

Sheehan Syndrom 5 (4,1) 3(3,9) 1(2,9) 1(10,0)

Trauma 4 (3,3) 2 (2,6) 2 (5,7)

Andere Atiologien** 14 (11,5) 12 (15,6) 1(2,9) (10,0)

Tabellen-Legende:

* p-Wert fir unterschiedliche COLIA1-SP1-Genotypen (Kruskal-Wallis)

**Andere Atiologien:

- GG: Clivus Chordom, Empty Sella, Enzephalitis, Epidermoidzyste, Hamartom, intra/-suprasellarer
Abszess, lympozytare Hypophysitis (n=2), Rathke Zyste (n=2), unbekannt (n=2)

- GT: Rathke Zyste

- TT: Bestrahlung

Tab. 1.10.: Atiologien des GH-Mangels bei 122 Patienten in Abhangigkeit von

ihren COLIA1-SP1-Polymorphismus-Genotypen

Hierbei zeigte sich bei 59 % aller 122 untersuchten Patienten
Hypophysenadenome als ursachliche Erkrankung des GH-Mangels. Selektiert auf
die verschiedenen Genotypen des COLIA1-SP1-Polymorphismus betrachtet, liegt
der errechnete Prozentsatz eines Adenoms als ursachliche Erkrankung teilweise
noch héher (GT 71,4 %, TT 70,0 %). Tumoren aller Art zusammengefasst (in
diesem Kollektiv Hypohysenadenome und Craniopharyngiome) waren urséchlich
in 72,9 % der untersuchten Falle fir den GH-Mangel.

Als zweithaufigste Atiologie nach Tumoren jeder Art ist eine angeborene oder
idiopathische Genese zu benennen. Seltenere Ursachen des GH-Mangels waren
die postpartale Nekrose des Hypohpysenvorderlappens im Rahmen eines
Sheehan-Syndroms (Gesamt 4,1 %, GG-Genotypen 4,1 %, bei GT 3,9 % und bei
TT 10 %, jedoch bei einer Stickzahl von 10) und die traumatische Genese
(Gesamt 3,3 %, GG 2,6 %, GT 5,7 %, TT keine).

Beim Vergleich der atiologischen Grunderkrankung des GH-Mangels bei den
verschiedenen COLIA1-SP1-Polymorphismen (GG vs. GT vs. TT) zeigte sich im
untersuchten Kollektiv jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,107)
in der Ursachenzusammensetzung (Tab. 1.10.).
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Allgemeine Patientenmerkmale, wie Alter, Geschlecht, Gewicht, Gr6B8e und BMI
des kompletten Kollektivs, sowie unterteilt nach einzelnen Genotypen, sind in
Tabelle 1.11. dargestellt.

Es zeigten sich hier in keinem der genannten Merkmale signifikante Unterschiede
zwischen den COLIA1-SP1-Polymorphismus-Genotypen.

Es lag ein nahezu ausgeglichenes Geschlechterverhaltnis vor (Manner 54,1 %,
Frauen 45,9 %). Das Durchschnittsalter der in dieser Studie eingeschlossenen
Patienten lag bei 50 + 13 Jahren. Sowohl Gr6éBe, als auch Kérpergewicht lagen im
europaischen Normbereich dieser Altersgruppe (KoérpergréBe 169,9 £ 9 cm mit
p=0.065, Korpergewicht 84,7 + 16,9 kg, p=0,139 mit einem durchschnittlichen
BMI-Wert der Patienten von 29,3 kg/ms3, p=0,885) [Ohlsson et al., 1998; Kromeyer-
Hauschild et al., 2007; Glaesmer et al., 2002].

COLIA1-SP1-Polymorphismus-

Genotypen

Anthrop. Merkmale Gesamt GG GT 1T p-Wert*
n (%) 122 (100) 77 (63,1) 36 (28,7) 10 (8,2) 0.048’
Geschlecht 0.117°

- Manner 66 (54,1) 37 (48,4) 21 (60) 8 (80)

- Frauen 56 (45,9) 40 (51,9) 14 (40) 2 (20)
Alter (Jahren) 50,0+ 13,0 492+13,0 52,0+13,6 49,7+11,0 0.571*
Gewicht (kg) 84,7+16,9 829+16,0 86,1+18,8 93,7+147 0.139*
GroBe (cm) 169,9+10,2 166,6 +10,2 170,9+9,9 176,3+9,4 0.065*
BMI (kg/m?) 293+54  291+54 294+58 30,1+47 0.865*

Tabellen-Legende:

Werte (ausgenommen Geschlecht) sind Mittelwerte + Standardabweichung (SD))
" p-Wert (Hardy-Weinberg-Equilibrium)

* p-Wert (Kruskal-Wallis)

¢ p-Wert (One-Way-Anova)

Tab. 1.11.: Anthropometrische Merkmale der Patienten bezogen auf die
unterschiedlichen COLIA1-SP1-Polymorphismus-Genotypen

Diese Ergebnisse erwiesen sich auch als konstant bei der Gegenuberstellung der
GG-homozygoten Genotypen versus einer T-Allel exprimierenden Genotyp
Gruppe, bestehend aus den GT-heterozygoten Genotypen und den TT-
homozygoten Genotypen (Tabelle 1.12.).
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COLIA1-SP1-Polymorphismus-

Genotypen

Anthrop. Merkmale GG-Homozygote GT und TT kombiniert p-Wert*
n (%) 77 (63,1) 45 (36,9)

Geschl. Manner (%),/ Frauen (%) 37 (48,1) / 40 (51,9) 29 (64,4) / 16 (35,6) 0.081*
Alter (Jahren)? 49,2 + 13,0 52,0 + 13,0 0.349’
Gewicht (kg)? 82,9 + 16,0 87,7 + 18,1 0.139’
GroBe (cm)? 166,6 + 10,2 172,1 £10,0 0.069’
BMI (kg/m2)2 29.1+54 29,5 +5,6 0.706’

Tabellen-Legende:
& Mittelwerte + Standardabweichung (SD)
¢ Mediane + Standardfehler

Tab. 1.12.: Anthropometrische Merkmale in Bezug auf die COLIA1-SP1-
Polymorphismus-Genotyp Gruppen (GG-Homozygote vs. GT-Heterozygote plus
TT-homozygote Genotypen)

GH-Therapie bedingte Merkmale in Bezug auf die unterschiedlichen COLIA1-SP1-
Genotypen sind in den Tabellen 1.13. und 1.14. dargestellt. Es zeigten sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede der IGF-1-Serumkonzentration (Gesamt
181,1 + 83,0 ng/mI® mit einem p-Wert von 0,991, GG vs. TT p=0,984), IGF-1-SDS-
Werte (Gesamt 0,5 £ 0,3 mit p=0,731, GG vs. TT p=0,786) und der Dauer der
hGH-Therapie in Monaten zwischen den drei Genotypgruppen (Durchschnitt
Gesamt 64,0 + 2,9 mit p=0,206, GG vs. TT p=0,780).

Bei der Betrachtung der IGF-1/GH-Ratio konnten jedoch statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen des COLIA1-SP1-
Polymorphismus (GG, GT, TT) aufgezeigt werden. Diesen Ergebnissen widmet
sich der nachste Abschnitt dieses Ergebnisteiles (6.3.).
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COLIA1-SP1-
Polymorphismus-

Genotypen
GG vs.

GH-Ther. bez. Merkm. Gesamt GG GT 1T p-Wert* 1T
GH-Therapie Dauer 64,0 + 60,0 + 76,0 + 58,5+  0.206* 0.708°
(Monate) 2,9 3,6 0,4 11,2
hGH-Dosis (mg/Tag)* 0,4+ 0,4+ 0,3+ 0.049* 0.026°

0,02 0,03 0,04 0,2+0,03
IGF-1-Serumkonz. (ng/ml) 1 181,11+ 1804+ 182,7% 180,9+ 0.9912 0.984"

83,0 85,1 89,3 44 2
IGF-1-SDS 1 05+13 04+14 06+12 05+0,7 0.7312 0,786"

503,8+ 460,0+ 568,0 + 842,5 +

IGF-1/GH*® 441 60,1 72,1 101,3 0.05* 0.036°

Tabellen-Legende:

' Mittelwert £ Standardabweichung (SD)
*Median * Standardfehler (SEM)

* p-Wert (Kruskal-Wallis-Test)

°p-Wert (Mann-Whitney-U-Test)

& p-Wert (One-Way-Anova)

“p-Wert (t-Test fir unverbundene Stichproben)

Tab. 1.13.: GH-Therapie bezogene Merkmale in Bezug auf die COLIA1-SP1-

Polymorphismus-Genotypen
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In Tab. 1.14. wurden noch einmal die Genotyp-Gruppen homozygot GG versus
GT und TT kombiniert gegenibergestellt.

COLIA1-SP1-Polmorphismus-

Genotypen
GH-bedingte
Merkmale GG-Homozygote GT und TT kombiniert p-Wert*
n (%) 77 (63,1) 45 (36,9)
Dauer der GH-Therapie
(Monate)® 60,0 + 3,6 71,0+4,9 0.198*
hGH-Dosis (mg/Tag)® 0,4 £0,03 0,2 £0,03 0.026*
IGF-1-Serumkonzentration
(ng/ml)2 180,4 + 85,1 182,3 + 80,1 0.903’
IGF-1-SDS? 0,4+1,4 0,6+1,1 0.441’
IGF-1/GH® 460,0 + 60,1 650,0 + 60,3 0.028*

Tabellen-Legende:
* p-Werte (t-Test fir unverbundene Stichproben)
" p-Werte (Mann-Whitney-U-Test)

Tab. 1.14.: GH-bedingte Merkmale in Bezug auf die COLIA1-SP1-
Polymorphismus-Genotyp Gruppen (GG-Homozygote vs. GT-Heterozygote plus
TT-homozygote Genotypen)

4.3. GH-Therapie assoziierte Merkmale in Abhangigkeit vom COLIA1-
SP1-Polymorphismus-Genotyp

Bei der Analyse der drei Genotypen (GG, GT, TT) mit Hilfe der Kruskal-Wallis-
Analyse zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede in der Menge des
verabreichten hGH (p=0,049) und in der IGF-1/GH-Ratio (p=0,05).

Genauer betrachtet bedeutet dies, dass die GG-homozygoten-Genotypen mit
einer signifikant héheren hGH-Dosis behandelt werden mussten als die TT-
homozyten-Genotypen (GH-Dosis bei den GG-Genotypen 0,4 + 0,03 mg/d
(Mittelwert + Standardabweichung), TT 0,2 + 0,03 mg/d (Mittelwert =
Standardabweichung), p-Wert GG vs. TT p=0,026; Gesamt 0,049; Tab. 1.14.,
sowie graphisch Abbildung 1.4.) bis zum Erreichen der alters- und
geschlechtsspezifischen IGF-1-Serumkonzentration. Die GT-heterozygoten-
Genotypen benétigten eine hGH-Dosis (0,4 + 0,03 mg/d), die zwischen den hGH-
Dosen der GG- und der TT-Genotypen lag.
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Abb. 1.4.: Dosis an injiziertem hGH bei den unterschiedlichen Genotypen

Dementsprechend war die IGF-1/GH-Ratio bei den GG-homozygoten-Genotypen
signifikant niedriger als bei den TT-homozygoten-Genotypen (IGF-1/GH-Ratio
beim GG-Genotypen 480 + 60,1, bei TT-Genotypen 842,5 £ 101,3, p=0,036). Dies
bedeutet, dass die GG-homozygoten-Genotypen eine hdhere Dosis an hGH
bendtigten, um vergleichbare IGF-1-Serumkonzentrationen (gemaB alters- und
geschlechtsspezifischen Normwerten) wie bei den TT-homozygoten-Genotypen zu
erreichen (Abbildung 1.5.). Es zeigten sich hier Werte der GT-heterozygoten-
Genotypen, die zwischen den GG- und TT-homozygoten-Genotypen lagen (IGF-
1/GH-Ratio 588,0 £ 72,1).

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei einer Gegeniberstellung der GG-
homozygoten-Genotypen mit der T-Allel exprimierenden Genotypgruppe (GT, TT)
(Tabelle 1.14.).

49



1500

1000

IGF-1 / GH ratio

500

N= 77 35 10
GG GT TT

COLIA1 Sp1 genotype

Abb. 15.: IGF-1/GH-Ratio bei den unterschiedlichen COLIA1-SP1-
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4.4. Korrelation zwischen anthropometrischen und GH-Therapie

assoziierten Merkmalen

IGF-1-Serumkonzentration, IGF-1-SDS-Werte und die IGF-1/GH-Ratio korrelieren
nicht signifikant mit Geschlecht, Alter, GréBe, Gewicht oder BMI der Patienten
(Korrelationskoeffizient nach Spearman < 0.3).

Die Menge an verabreichtem hGH korrelierte ebenfalls nicht mit Geschlecht,
GréBe, Gewicht oder BMI, stand jedoch in negativer Beziehung zum Alter der
Patienten (Korrelationskoeffizient nach Spearman -0.34, p=0,000). Altere
Patienten benétigten niedrigere Dosen an hGH, wahrscheinlich aufgrund der
physiologisch niedrigeren IGF-1-Serumreferenzwerte mit zunehmendem Alter. Die
Dauer der GH-Therapie zeigte keinen statistisch signifikanten Bezug zu der
applizierten hGH-Menge (p=0,621), der IGF-1 Serumkonzentration (p=0,106), den
IGF-1 SDS-Werten (p=0,933) oder der IGF-1/GH-Ratio (p=0,515).
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5. Diskussion

Die individuelle Ansprechbarkeit auf subkutan applizierte Substanzen und
Hormone ist, nicht zuletzt durch den vielféltigen Einfluss exogener Faktoren, noch
sehr wenig verstanden.

Einer der meist diskutierten exogenen Faktoren in der Fachliteratur beziglich der
Absorption subkutan applizierter Substanzen ist die Dicke des subkutanen
Fettgewebes. So zeigte sich zum Beispiel bei Patienten, die eine kontinuierliche
Peritonealdialyse bendtigen, die Moglichkeit einer Dosisreduktion von taglich
subkutan appliziertem Erythropoetin in  Korrelation mit der individuellen
eingeschrankten  Hautfaltendicke sowie der Applikationsfrequenz  des
Erythrozyten-stimulierenden Medikamentes. Bei Patienten, die eine téagliche
Injektion von Erythropoetin erhielten, wurde die Hautdicke des abdominellen
Gewebes gemessen. Bei Patienten mit einer stark verminderter Hautfaltendicke
(=20 mm im Maximum) konnte die Dosis des Erythropoetins zur Behandlung der
renalen Anamie bei gleicher Hb-Wirksamkeit um 36 + 8 % reduziert werden
[Brahm M, 1999]. In dieser Studie konnte daher der Einfluss der Hautdicke auf die
bendtigte Dosis subkutan applizierter Medikamente bestatigt werden.

Birkebaek et al. beschrieb die Unterschiede der Dicke der Kutis und Subkutis von
Insulin-Injektionsstellen bei Kindern mit Diabetes mellitus Typ |. Dabei stellte er
fest, dass Unwissenheit Uber die Hautdicke an der gewahlien Injektionsstelle fir
das Insulinpraparat mdoglicherweise zu ungewollten Insulinablagerungen im
Gewebe flhren kann [Birkebaeck et al., 1998]. In seiner Studie an 47 Kindern, die
an einem Diabetes mellitus Typ | litten, fUhrte er Ultraschallmessungen an den
verschiedenen Insulin-Injektionsstellen durch. Hierbei zeigte sich interindividuell
sowie individuell an unterschiedlichen Stellen eine teilweise stark abweichende
Gewebsdicke und damit auch Insulindepotbildung nach subkutaner Applikation.
Nach Bestimmung der unterschiedlichen Gewebeeigenschaften mittels Ultraschall
und subkutaner Luftbolusinjektionen zur Kontrolle, konnten, angepasst an das
jeweilige Kind, spezielle Injektionsanleitungen (beziglich Injektionsstelle, sowie
Applikationswinkel, und Nadellange) verfasst werden.
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Die Hautdicke ist abhangig von Geschlecht sowie BMI der untersuchten Person
[Shin et al.,, 2006], ebenso wie von zusatzlichen Faktoren. Dazu zahlen
zurlckliegende Menopause in Jahren, Trainingsstunden pro Woche, Koffein-
Genuss, langer dauernde Therapie mit Schilddrisenhormonen und/oder
Glukokortikoiden [Whitmore et al., 1998].

Die individuelle Hautdicke wird mdglicherweise jedoch auch zusatzlich von
genetischen Faktoren beeinflusst. Zu dieser Fragestellung wurden bis zum
aktuellen Zeitpunkt noch keine Untersuchungen veréffentlicht.

Bevor jedoch ein mdglicher Effekt des COLIA1-SP1-Polymorphismus auf die
Ansprechbarkeit auf subkutan injiziertes hGH, angepasst an die individuelle Dosis
von hGH, titriert durch IGF-1-Serummessungen, diskutiert werden kann, muss der
Einfluss von injiziertem hGH selbst auf Eigenschaften des Subkutangewebes im
Allgemeinen betrachtet werden.

Die menschliche Haut exprimiert GH- [Oakes et al., 1992] und IGF-1-Rezeptoren
[Tavakkol et al., 1992], und ist damit ein direktes GH-Zielorgan.

Gilhar et al. konnten nachweisen, dass monoklonale Antikérper gegen IGF-1 den
Effekt von GH auf die Hautdicke von nackten Mausen inhibieren, die zuvor eine
Transplantation humaner Haut erhalten hatten [Gilhar et al., 1994]. Mit humaner
Haut transplantierte Mause, die mit GH alleine behandelt wurden (ohne
zusatzliche Gabe von Anti-IGF-1), zeigten eine statistisch signifikante Zunahme
der Hautdicke unter der GH-Therapie. Hieraus schlossen Gilhar et al., dass IGF-1
als Regulator der GH-Wirkung, hier am Beispiel der dermalen GH-Wirkung, eine
zentrale Rolle einnimmit.

Ebenso konnte auch durch Nabbarro [Nabbarro JD, 1987] der GH-Einfluss auf die
Dicke des Subkutangewebes nachgewiesen werden. So wurde bei Patienten mit
Akromegalie bei stark erhdhten Serum-GH-Werten eine signifikant vermehrte
Dicke des Subkutangewebes gemessen. Unter erfolgreicher Therapie der
Erkrankung reduzierte sich die Subkutangewebsdicke wieder nachweisbar.
Ahnliche  Ergebnisse in  umgekehrter  Auffalligkeit  konnten  auch
histomorphologisch bei Patienten mit GH-Mangel nachgewiesen werden

[Ferguson et al., 1983]. Hierbei zeigte sich eine reduzierte Dicke des
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Subkutangewebes bei ebenfalls reduziertem kutanen Kollagengehalt [Lange et al.,
2001].

Kinder mit GH-Mangel zeigten signifikant ddnnere, fragilere und weniger
elastische Haut vor Substitutionstherapie mit hGH als gesunde Kinder ohne GH-
Mangel [Abramovici et al., 1983]. Nach einem Jahr Therapie mit hGH stieg die
Hautdicke und Hautfestigkeit bei den behandelten Kindern mit GH-Mangel an, die
Elastizitdt der Haut wurde jedoch nicht beeinflusst. Histomorphologische
Veranderungen der Haut bei Patienten mit GH-Mangel konnten trotz Langzeit-
Therapie mit hGH, im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe, weiterhin
nachgewiesen werden und blieben auch lebenslang bestehen.

Die Feststellung, dass sich nach 6-monatiger hGH-Therapie bei Patienten mit GH-
Mangel eine sonographisch sowie mechanisch nachweisbare Zunahme der
Hautdicke zeigte, deutet daraufhin, dass die Kollagen Typ I-Synthese, stimuliert
durch die applizierte hGH-Therapie, zu einer vermehrten Einlagerung von
Kollagen Typ | in der Haut flhrt [Conte et al., 2000].

Nach dieser Betrachtungsweise konnte die Hautdicke und/oder Haut-Kollagen-
Gehalt bei Patienten mit GH-Mangel von der individuellen Dauer der erhaltenen
GH-Substitutionstherapie abhangig sein.

In der hier bearbeiteten Studie wurde der Effekt der verschiedenen COLIA1-SP1-
Polymorphismus-Genotypen auf die differierenden Mengen an bendtigtem
subkutan appliziertem hGH untersucht, der wahrscheinlich durch Veranderungen
des subkutanen Bindegewebes und der GefaBwandstrukturen vermittelt wird.
Dabei wurde versucht, den allgemeinen physiologischen Effekt von GH auf
Hautstrukturen zu berlcksichtigen, jedoch speziell die Unterschiede zwischen den
Genotypen in den Vordergrund zu stellen.

Alle Patienten, die in diese Studie eingeschlossen wurden, erhielten eine
substituierende hGH-Therapie fir mindestens 12 Monate vor Einschluss (mittlere
Behandlungsdauer mit hGH war 64 Monate + 2,9 Monate Standardabweichung).

In der Auswertung der gewonnenen Daten zeigte sich keine statistisch signifikante
Beziehung zwischen Dauer der hGH-Therapie und Menge an injiziertem hGH,
IGF-1-Serumkonzentrationen oder den IGF-1-SDS-Werten.
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Subkutanes Gewebe besteht hauptsachlich aus Fettzellen und lockeren
Verbindungen von Kollagen Typ |- Fasern. Unterschiede in der Dicke des
Subkutangewebes sind daher am ehesten durch eine Zunahme von Fettzellen
oder Kollagenfasern bedingt. Die Datenlage dieser Studie erbrachte keine
statistisch signifikante Koharenz zwischen der Menge von injiziertem hGH und
BMI oder Gewicht der untersuchten Patienten.

Biomechanische Eigenschaften der Haut werden signifikant beeinflusst durch das
Lebensalter des Patienten [Whitmore et al., 1998; Smalls et al., 2006; Béni et al.,
2000]. Wahrend des kutanen Alterungsprozesses vermindern sich epidermale,
dermale und subkutane Gewebestrukturen [Boni et al., 2006]. Neben der
Reduktion des Subkutangewebes kommt es auch zu einer Reduktion des
subkutanen Fettgewebes und Verminderung der Kollagenproteinsynthese [Mann
et al., 2001; Smalls et al., 2006].

Die Absorptionskapazitat subkutan applizierter Substanzen andert sich also auch
wahrend des Alterungsprozesses und erreicht im fortgeschrittenen Alter bei
maximaler kutaner Gewebeabnahme ihre Hochstwerte. Die Menge an injiziertem
GH war in dieser Studie signifikant niedriger bei Patienten mit hohem Lebensalter.
Die Menge des applizierten hGH wurde hier jedoch auch an die physiologisch
niedrigeren IGF-1-Serumkonzentration bei alteren Patienten angepasst. Daher ist
unser Resultat bezlglich einer niedrigeren bendtigten GH-Dosis zum Erreichen
einer Ziel-IGF-1-Serumkonzentration vielmehr in dem physiologisch erniedrigten
Hormonspiegeln von IGF-1 und damit leichter erreichbaren Ziel-Serumwerten als
an altersassoziierten Hautveranderungen begrindet. Der Hautkollagengehalt
verringert sich jedoch nachgewiesenermaBen mit zunehmendem Alter und kdénnte
daher unsere Ergebnisse beeinflussen [Boni et al., 2000; Uitto et al., 1998].

In unserer Studie konnte keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der
Menge an appliziertem hGH und dem Geschlecht, der Gr6Be, dem Gewicht oder

errechnetem BMI der Patienten ermittelt werden.

Shin et al. konnte in einer anderen Studie eine Relation von BMI-Wert und
Gewicht der Patienten zur jeweiligen Dicke des Subkutangewebes feststellen
[Shin et al., 20086].

Anhand der bei dieser Studie gewonnenen Daten zeigte sich jedoch ein statistisch
signifikanter ~Zusammenhang zwischen den bestimmten COLIA1-SP1-
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Polymorphismus-Genotypen (GG, GT, TT) und der benétigten Menge an
injiziertem hGH bei erwachsenen Patienten mit GH-Mangel, wahrend die IGF-1-
Serumwerte und die IGF-1-SDS-Werte unter den Genotypen nicht signifikant
differierten. Eine graphische Darstellung dieser Daten zeigt die hdéchsten
bendtigten GH-Dosen bei den Patienten mit dem Genotyp GG, die niedrigsten bei
den TT-Genotypen und eine mittlere bendtigte Dosis bei dem Genotyp GT (IGF-
1/GH-Ratio GG vs. TT p= 0,036, siehe Abb. 1.4.).

Diese Darstellung deutet auf eine mégliche Korrelation der Menge der bendtigten
hGH-Dosis mit der Anzahl der T-Allele des COLIA1-SP1-Polymorphismus hin.

In Bezug auf die Assoziation des COLIA1-SP1-Polymorphismus mit Osteoporose
konnte in Gel-Elektrophoreseuntersuchungen gezeigt werden, dass das T-Allel im
Vergleich zum G-Allel eine héhere Affinitat zu dem SP1 Bindungsprotein aufweist
[Mann et al., 2001]. Diese Tatsache war verbunden mit einer gr6Beren Anzahl von
T-Allel-Transkripten in  unverbundenen DNA-Strdngen, extrahiert aus
Knochenmaterial von Individuen, die einen heterozygoten Genotypen (GT) des
COLIA1-SP1-Polymorphismus aufwiesen [Mann et al., 2001].

Analysen der Kollagen-Proteinproduktion zeigten eine verstarkte Produktion von
COLIA1-Ketten relativ zur Produktion der COLIA2-Ketten in Osteoblasten von GT-
heterozygoten-Genotypen im Vergleich zu den GG-homozygoten-Genotypen. Dies
filhrte zu einer relativen Uberexpression von COLIAT-mRNA im Vergleich zu
COLIA2-mRNA in Osteoblasten [Mann et al., 2001].

Dies hatten auch Stewart. et al. in ihrer Studie [Stewart et al., 2005] bestétigt. Sie
untersuchten dabei in-vitro Osteoblasten die die verschiedenen COLIA1-SP1-
Polymorphismus—Genotypen (GG; GT, TT) exprimieren. Dabei stellten sie eine
statistisch signifikant erniedrigte  Knochenmineralisierung und damit deutlich
erhdhte Brichigkeit bei den Osteoblastenzelllinien fest, die ein oder zwei T-Allele
(GT, TT) exprimierten gegentiber den Osteoblasten mit dem Genotypen GG.

Der Molekularmechanismus, mit dem der COLIA1-SP1-Polymorphismus die
therapeutische Wirkung von injiziertem hGH beeinflusst, ist weiterhin unklar.
Ahnlich wie im Zusammenhang mit dem Einfluss auf die Knochendichte [Mann et
al., 2001] beschrieben, kénnte jedoch durch einen veranderten COLIA1/COLIA2-
Quotienten auch eine mogliche Beeinflussung der mechanischen bzw.
biologischen Eigenschaften des Subkutangewebes vorliegen, der zu veranderten
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Absorptionskapazitaten und Bioverfligbarkeiten subkutan applizierter Substanzen
fihren wirde.

Entsprechend der These, das T-Allel des COLIA1-SP1-Polymorphismus fiihre zu
einer verstarkten Produktion von COLIA1-Ketten gegeniber COLIA2-Ketten mit
der Konsequenz einer verminderten Knochenstabilitdt [Mann et al., 2001], kdnnte
die Existenz von einem (heterozygoter Genotyp) oder zwei (homozygoter
Genotyp) T-Allelen vielleicht ebenso den COLIA1/COLIA2-Quotienten in
Subkutangewebe verandern. Dies kénnte dann zu einer verminderten
Gewebestabilitdt und damit zu einer erhéhten Diffusions-/Absoptionskapazitat fur
injizierte Substanzen flhren. Aufgrund der verbesserten Gewebegangigkeit wirde
dann wiederum eine kleinere benétigte GH-Dosis zur Erreichung einer
therapeutischen IGF-1-Serumwertkonzentration resultieren.

Die molekularen Mechanismen sind jedoch weiterhin unklar. Auch eine
Veréanderung der Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor SP1 in der
Regulatorregion des COLIA1-Gens ware denkbar.

Leider limitiert die begrenzte Anzahl von homozygoten T-Genotypen (10 Patienten
im Untersuchungskollektiv) die statistische Aussagekraft einer zuverlassigen
Wertung der Korrelation zwischen Genotyp und Menge an bendtigter injizierter
GH-Dosis.

Andere Polymorphismen kdnnten bezlglich veranderter Gewebeeigenschaften mit
dem COLIA1-SP1-Polymorphismus interagieren. In der Promotorregion des
COLIA1-Gens konnten verschiedene weitere Polymorphismen identifiziert
werden, die in wechselnden Verbindungen oder in einer festen Beziehung mit dem
COLIA1-SP1-Polymorphismus interagieren und moglicherweise die
Knochenstabilitdt und andere Gentranskriptionen beeinflussen kénnen [Garcia et
al., 2002; Lui et al., 2004].

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Studie ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem jeweiligen COLIA1-SP1-Polymorphismus-
Genotypen (GG, GT, TT) und der individuell benétigten hGH-Dosis bis zum
Erreichen des alters- und geschlechtsspezifischen IGF-1-Serumwertes dargelegt
werden. Mogliche Erklarungsansatze kénnten eine Beeinflussung des
COLIA11/COLIA2-Quotienten im Subkutangewebe mit resultierender Veranderung
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der Diffusions/Absorptions-Kapazitat, oder auch eine Interaktion an der
Bindungsstelle des SP1-Transkriptionsfaktors in der Regulatorregion des COLIA1-
Gens sein.

Aufgrund des kleinen Patientenkollektives in dieser Studie sollten jedoch weitere
molekulargenetische Untersuchungen an groBeren Kollektiven folgen, um die hier
entstandenen Thesen zu verifizieren und mdgliche klinische oder sozio-

6konomische Konsequenzen beurteilen zu kénnen.

6. Zusammenfassung

Der Collagen Typ l-alpha-1-spezific-protein1-Polymorphismus (COLIA1-SP1-
Polymorphismus) ist eine Allel-Variante des Typ | Kollagens auf Position ex2-348.
Es repréasentiert die erste Base der SP1-Bindungsstelle im ersten Intron des
COLIA1 auf Genlocus 17g21. Kollagen Typ | ist hauptsachlich in Knochen, Haut,
Sehnen, Bander, Hornhaut und inneren Organe (insgesamt ca. 90 %) lokalisiert
und ist das im menschlichen Kérper am haufigsten vorkommende Protein. Es
existieren drei bekannte Allel-Varianten dieses Polymorphismus (GG, GT, TT,
gebildet aus den Basen Thymin und Guanin). Die Allel-Verteilung in der
europdischen Normalbevélkerung liegt bei 64,5 % fir die homozygoten GG-
Genotypen, 29,8 % flr die heterozygoten GT-Genotypen und 5,6 % fir die
homozygoten TT-Genotypen.

Das Untersuchungskollektiv dieser Studie bestand zu Beginn zunachst aus 247
adulten Patienten, die einen manifesten Wachstumshormon (GH)-Mangel
aufwiesen und deren DNA hinsichtlich des vorliegenden COLIA1-SP1-
Polymorphismus-Genotypen untersucht wurde. Dieses Kollektiv wurde als
Kollektiv 1 bezeichnet. Jedoch erfuliten nur 122 Personen dieses
Patientenkollektives alle erforderlichen Einschlusskriterien flr diese Studie
(gesicherte Therapieindikation, abgeschlossene Auftitration der erforderlichen
hGH-Dosis nach  der alters- und  geschlechtspezifischen  IGF-1-
Serumkonzentration, Mindestalter von 18 Jahren, Mindesttherapiedauer mit hGH
dber 12 Monate) und wiesen eine vollstandige Datenlage auf. Dieses verkleinerte
Patientenkollektiv wurde als Kollektiv 2 bezeichnet. Das hier untersuchte
Patientenkollektiv stammt aus der deutschen KIMS Pharmacogenetics Study. Es
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handelt sich hierbei um eine prospektive Studie zur Typisierung von Genen der
GH-IGF-1-Achse. Ein besonderer Fokus der Untersuchung liegt auf der
Korrelation unterschiedlicher Genotypen mit differierendem Ansprechen auf hGH
unter Therapie und assoziierten Begleiterkrankungen.

Eine der untersuchten Fragestellungen war, ob die Allel-Verteilung des COLIA1-
SP1-Polymorphismus im gesamten Patientenkollektiv mit der Verteilung in der
Normalbevélkerung lbereinstimmt.

Zur Gentypisierung der Patienten wurde eine DNA-Extraktion aus gewonnenen
Blutproben durchgefihrt. Danach wurden die spezifischen Allel-Sequenzen mittels
PCR repliziert und mit Hilfe einer Gel-Elektrophorese visualisiert.

Hierbei zeigte sich eine der Normalbevélkerung vergleichbare Verteilung der
Genotypen des COLIA1-SP1-Polymorphismus im gesamten
Untersuchungskollektiv (p-Wert 0,337, Kollektiv 1 Hardy-Weinberg-Equilibrium).
Des Weiteren wurde eine mdgliche Assoziation der verschiedenen Genotypen zu
klinischen  Daten  (BMI,  Kérpergewicht,  KdrpergréBe, korrelierende
Grunderkrankungen, Patientenalter) der Patienten untersucht.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang der Genotypen mit spezifischen
klinischen Daten (assoziierte Grunderkrankungen, KérpermaBe, Alter) konnte
hierbei nicht nachgewiesen werden.

Dritte Fragestellung dieser Studie war die Untersuchung eines mdglichen COLIA1-
SP1-Polymorphismus-assoziierten Effektes auf die individuell bendtigte hGH-
Dosis bei subkutan applizierter hGH-Substitutionstherapie bei GH-defizienten
Erwachsenen.

Bei der Betrachtung des verkleinerten Kollektivs mit 122 eingeschlossenen
Patienten (Kollektiv 2) konnte eine Assoziation der bendtigten hGH-Dosis bis zum
Erreichen der alters- und geschlechtsspezifischen IGF-1-Serumkonzentration in
Abhangigkeit vom COLIA1-SP1-Polymorphismus-Genotypen des untersuchten
Individuums beobachtet werden. Je mehr T-Allele der jeweilige Patient exprimierte
(z.B. max. 2 Stlck bei dem homozygoten Genotyp TT), desto geringere Mengen
an subkutan appliziertem hGH waren zum Erreichen der gewlnschten
therapeutischen IGF-1-Serumkonzentration notwendig (p-Wert IGF-1/GH GG vs.
TT 0,036).

Die molekulargenetischen Grundlagen dieser Beobachtungen sind unklar.
Moglicherweise konnte diese Tatsache jedoch durch eine verminderte
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Gewebsstabilitat des Subkutangewebes und damit erhbhte
Substanzdurchlassigkeit bedingt sein, ausgelést durch eine veranderte
Absorptions/Diffusionskapazitat im Rahmen einer T-Allel-bedingten Beeinflussung
des COLIA1/COLIA2-Quotienten in Subkutangewebe. Gleichsam denkbar ware
eine Interaktion an der Bindungsstelle des SP1-Transkriptionsfaktors in der
Regulatorregion des COLIA1-Gens.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie konnten neue Thesen zur
Pharmakogenetik der subkutan applizierten Wachstumshormonsubstitution bei
Hypophysenvorderlappeninsuffizienz dargelegt werden. In Anbetracht des kleinen
Untersuchungskollektivs sollten jedoch weitere Studien folgen, um diese Thesen

zu verifizieren.
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7. Verzeichnis der Abkiirzungen

Abb. Abbildung

abd. abdominell

ACTH Adreno-corticotropes Hormon
ANP Atriales natriuretisches Peptid
AP Alkalische Phosphatase

AS Aminosauren

BMD Bone mineral densitiy

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
cm Zentimeter

COLIA1 Collagen Typ 1-alpha-1

d Tag

DNA Desoxyribonukleinsaure

E Einheit

EEG Elektrisches Enzephalogramm
EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid
et al. und Andere

etc. et cetera

evtl. eventuell

FFA Freie Fettsauren

g Gramm

GFR Glomerulére Filtrationsrate

GH Growth Hormone

GH-BP Growth Hormone-Bindungsproteine
GHRH GH-Releasing-Hormone

GHRIH GH-Release-Inhibiting-Hormone
gof. gegebenenfalls

h Stunde

Hb Hamoglobin

HDL High density Lipoprotein

hGH human Growth Homone

60



Hb Hamoglobin

IGF Insulin-like-Growth-Faktor

IGFBP Insulin-like-Growth-Faktor-
Bindungsproteine

V. intravenos

IE Internationale Einheiten

kDA Kilo Dalton

kg Kilogramm

KG Korpergewicht

LDL Low density Lipoprotein

LPL Lipoproteinlipase

m3 Kubikmeter

mg Milligramm

min Minute

mind. mindestens

mi Milliliter

mRNA messenger Ribonukleinsdure

nm Nanometer

PCR Polymerasekettenreaktion

gm Quadratmeter

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

S.C. subkutan

SDS standard deviation score

SNP single nucleotid polymorphism

sog. So genannt

Syn. Synonym

Tab. Tabelle

Mg Mikrogramm

Ml Mikroliter

uv Ultraviolett

VS. versus

W Watt

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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