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ECFP enhanced cyan fluorescent protein
ER Endoplasmatisches Retikulum
Fn-II1 Fibronektin III

GH Wachstumshormon

HC Kopfumfang

IGF-I Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor
IGF1R IGF-I Rezeptor

IGFBP3 IGF binding protein 3

IR Insulinrezeptor

M1 IGF1R frithes Monomer

M2 IGF1R spates Monomer

MFI mittlere Fluoreszenzintensitat
rhGH rekombinantes humanes Wachstumshormon
SD Standartabweichung

SDS SD Score

SGA small for gestational age

V¢, vector-only Kontrolle

WT Wildtyp

YFP yellow fluorescent protein
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Referat

Untersuchungen haben gezeigt, dass unterdurchschnittlich leichte Neugeborene fiir zahlreiche
Erkrankungen ein erhohtes Risiko tragen. Beschrieben ist unter anderem das vermehrte
Auftreten psychosozialer Probleme sowie metabolischer und kardiovaskularer Spatfolgen.
Inzwischen sind zahlreiche mogliche Ursachen einer intrauterinen und postnatalen
Wachstumsretardierung beschrieben worden. Unter diesen Ursachen finden sich auch
genetische Veranderungen von Proteinen der endokrinologischen Wachstumsregulierung. So
wurden Mutationen im GH1 Gen, in Entwicklungsgenen von GH produzierenden Zellen, im IGF-I
Gen und schliefilich auch im IGF-I Rezeptor Gen identifiziert. Mutationen im letztgenannten Gen
stellen den neuesten Forschungszweig dar und wurden bisher weltweit bei lediglich 19
Patienten festgestellt.

Mit dieser Arbeit wird ein weiterer Patient mit einer heterozygoten IGF-I Rezeptormutation
beschrieben. Neben einer ausfiihrlichen Kklinischen Beschreibung war die Analyse der
Kausalzusammenhinge von Mutation und klinischem Bild Hauptziel dieser Studie. Uber eine
ausgepragte intrauterine und postnatale Wachstumsretardierung hinaus préasentierte die
betroffene Patientin eine mentale Entwicklungsverzégerung. Durch verschiedene
molekularbiologische Methoden konnte eine gestorte intrazellulire Prozessierung des
veranderten Rezeptorproteins nachgewiesen werden. Beobachtet wurde eine fehlende
Zelloberflachenexpression  aufgrund einer Retention von Rezeptorvorstufen im
Endoplasmatischen Retikulum. Damit wurde ein neuer Mechanismus der IGF-I Resistenz

beschrieben.
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3.1 Diagnose: Small for gestational age

Im Jahr 1989 veroffentlichte David Barker im Fachjournal The Lancet einen
aufsehenerregenden Artikel (1). Er wies nach, dass niedriges Geburtsgewicht und das Risiko
fiir ischamische Herzerkrankungen im Erwachsenenalter in signifikantem Zusammenhang
stehen. Mit Hilfe seiner Daten postulierte er eine Theorie, die heute als ,Barker Hypothese*
bezeichnet wird. Nach dieser Hypothese kénnen typische Erkrankungen des Alters durch
eine gestorte Fetalentwicklung verursacht werden. Inzwischen wurden zahlreiche weitere
Arbeiten iiber die kurz- und langfristigen Folgen reduzierter Geburtslange und/oder
reduzierten Geburtsgewichts veroffentlicht. Ungliicklicherweise ist die Vergleichbarkeit der
Studien aufgrund unterschiedlicher Kriterien der Patientenselektion nur bedingt gegeben.
Zum Teil werden Patienten unterhalb der zehnten, der fiinften oder der dritten Perzentile
fiir Geburtslange und/oder Geburtsgewicht als small for gestational age (SGA) bezeichnet. In
anderen Studien wird der SGA-Terminus etwas enger mit mindestens -2 SDS (Standard
Deviation Score) fiir Geburtsldange und/oder Geburtsgewicht definiert. Die letztgenannte
Verwendung scheint sich inzwischen allgemein durchzusetzen und wird auch offiziell, z.B.
von den International Societies of Pediatric Endocrinology und der Growth Hormone Research
Society, empfohlen (2). Kritisiert wird an dieser Definition jedoch die Verwendung eines
Begriffs flir zwei verschiedene Sachverhalte, ndmlich fiir zu niedriges Gewicht und fiir zu
geringe Korperliange (3). Moglicherweise wird hier in Zukunft eine sprachliche
Differenzierung erfolgen. Trotz der eingeschrankten Vergleichbarkeit der Studienliteratur
lasst sich aus vielen Arbeiten ein genereller Trend herauslesen. Nicht nur fiir ischamische
Herzerkrankungen, sondern auch fiir zahlreiche weitere Krankheiten tragen SGA-Patienten
bzw. Patienten mit geringem Geburtsgewicht ein erhohtes Risiko (4). Schon im
Neugeborenenalter findet sich eine erhdhte perinatale Mortalitat und Morbiditat (5, 6). So
ist niedriges Geburtsgewicht mit einem vermehrten Auftreten von plotzlichem Kindstod
verbunden (7). Studien an unterdurchschnittlich leichten Frithgeborenen zeigen aufierdem
ein signifikant erhohtes Risiko, ein Atemnotsyndrom oder eine nekrotisierende
Enterokolitis zu entwickeln (6). Niedriges Geburtsgewicht erhéht zudem den Anteil
glykierten Hamoglobins und fiihrt haufiger zu Nierenentwicklungsstérungen (8, 9).

Interessanterweise scheint nicht nur das absolute Geburtsgewicht, sondern insbesondere
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sein Verhdltnis zur Korpergrofie eine wichtige Rolle zu spielen. Neugeborene mit niedrigem
Ponderal-Index haben bei gleichem Gewicht ein hoheres Morbiditatsrisiko (5).

Auch in der Kindheit sind die negativen Folgen eines niedrigen Geburtsgewichts bzw. einer
SGA-Geburt fiir die Betroffenen nachweisbar. Eine Studie mit 7.086 im Helsinki University
Central Hospital geborenen Kindern zeigt eine inverse Korrelation zwischen Geburtslange
bzw. Geburtsgewicht und der Inzidenz fiir Diabetes Mellitus Typ II (10). Eine Untersuchung
an 477 indischen Kindern =zeigt eine positive Korrelation zwischen geringem
Geburtsgewicht und erhohtem systolischen Blutdruck bzw. Cholesterinspiegel (11). In
anderen Studien zeigen Patienten mit intrauteriner Wachstumsverzdogerung bereits im
Kindesalter Anzeichen partieller Insulinresistenz (12, 13). Dieser allgemeine
Zusammenhang von niedrigem Geburtsgewicht und erhéhter Morbiditit im Kindesalter
findet sich auch in Studien tiber SGA-Patienten. In vielen Altersgruppen werden erhdhte
Insulin- und Glukosespiegel beschrieben (11, 14). In einer finnischen Studie zeigen etwa die
Halfte der SGA-Kinder im Alter von 12 Jahren einen Gesamt-Serumcholesterinspiegel wie
das hochste Quartil der Kontrollkohorte (15). Neben metabolischen und kardiovaskuldren
Storungen scheinen auch psychosoziale Auffilligkeiten bei Kindern mit SGA-Geburt
vermehrt aufzutreten. Beschrieben sind neurologische Beeintrachtigungen, kognitive
Entwicklungsverzogerungen und geringerer akademischer Erfolg im Vergleich zur
Normalpopulation (16-19).

Die Auswirkungen eines niedrigen Geburtsgewichts auf Erkrankungen im Jugend- und
Erwachsenenalter wurden bereits sehr frith erkannt. Schon eine Studie aus dem Jahr 1976
zeigt bei Manner, die wahrend des II. Weltkrieges einer Nahrungsrestriktion in utero
ausgesetzt waren, eine erhohte Adipositasprivalenz (20). Eine grofe Ubersichtsarbeit mit
insgesamt 66.000 Patienten zeigt, dass Geburtsgewicht und Blutdruck bei Kindern und
Erwachsenen invers korrelieren (21). Obwohl die Starke der Korrelation moéglicherweise
durch Studien- und Statistikfehler iiberschitzt wurde, wird dieser Zusammenhang heute
allgemein anerkannt (22). Mehrere grofie Studien =zeigen darliber hinaus einen
Zusammenhang zwischen sinkendem Geburtsgewicht und steigendem Risiko fiir
kardiovaskuldre Morbiditdt und Mortalitit (1, 23-26). Niedriges Geburtsgewicht ist
aufderdem mit schlechterer Lungenfunktion, gestorter Glukosetoleranz, Diabetes Mellitus
Typ II und Nierenfunktionsstérungen bis hin zur Niereninsuffizienz assoziiert (1, 27-32).
Jugendliche und erwachsene SGA-Patienten zeigen ein vermehrtes Vorkommen von
Insulinresistenz, erhohten LDL- und erniedrigten HDL-Cholesterinwerten, Hypertonie und
Fertilitatsstorungen (33-36). Auch die kognitive und akademische Leistungsfahigkeit vieler

SGA-Patienten ist reduziert (37, 38). Dies mag eine Ursache dafiir sein, dass die Betroffenen
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gehduft gering qualifizierte Berufe mit niedrigen Einkommen ausiiben (19).
Interessanterweise zeigt die gleiche Studie, dass SGA-Patienten trotzdem eine der
Normalpopulation vergleichbare Lebenszufriedenheit erreichen kénnen.

Die kausalen Zusammenhange zwischen SGA-Geburt und negativen Langzeitfolgen sind bis
heute nicht befriedigend aufgeklart. Die urspriingliche ,Barker Hypothese“ geht von einer
Anpassung des Fetus an eine in utero herrschende Mangelsituation aus. Diese Anpassung
stellt postnatal - in Kombination mit einem gesteigerten Energieangebot - eine
Maladaptation dar und fithrt zu Folgeerkrankungen (39). Alternativ dazu ist in neuerer Zeit
eine common-cause Hypothese fiir Kleinwuchs und erhohte Morbiditat postuliert worden.
Nach dieser These sind beide Phidnomene unabhidngig voneinander auf bestimmte
Genvarianten zurlckzufithren (14, 40). Selbstverstidndlich gibt es inzwischen auch
Versuche, beide Ansitze in Einklang zu bringen und ein Zusammenspiel von Umwelt und
Genetik als Ursache zu identifizieren (41).

Die unklare Atiologie der schwerwiegenden langfristigen Folgen des SGA-Phinotyps
verweist auf einen enormen Forschungsbedarf auf diesem Gebiet. Epidemiologische
Befunde verdeutlichen die Gréfdenordnung des Problems. Etwa 5-8% aller Neugeborenen
werden jedes Jahr mit der Diagnose SGA geboren (42, 43). Damit sind allein in der BRD im
Jahr 2008 etwa 34.000 bis 54.500 Neugeborene zur Geburt zu klein und/oder zu leicht
gewesen (44). Bei einem hohen Prozentsatz der Patienten kann keine eindeutige Ursache
fiir den Kleinwuchs identifiziert werden (45). Im Allgemeinen scheinen genetische Faktoren
einen Einfluss von bis zu 80% auf das Geburtsgewicht zu haben (46). Bekannt sind zudem
eine grofde Anzahl fetaler, miitterlicher, plazentarer und demographischer Risikofaktoren
(47). Dass im Einzelfall trotzdem oft keine Ursache gefunden werden kann zeigt, dass
insbesondere im Sinne einer optimalen friithzeitigen Behandlung weitere Forschungsarbeit

notwendig ist.

3.2 Die Bedeutung des Aufholwachstums

Die meisten sonst gesunden SGA-Patienten zeigen nach der Geburt ein rasches
Aufholwachstum. Auch abhdngig von der Begriffsdefinition erreichen bereits nach 6
Monaten 71%, nach einem Jahr 81-87%, nach zwei Jahren 85-87% und nach 18 Jahren
sogar 92% den Normbereich (42, 43, 48). Patienten, die nach dem ersten Lebensjahr noch
unterhalb der Norm liegen, haben also ein etwa 50-prozentiges Risiko, dauerhaft zu klein
und/oder zu leicht zu bleiben. In absoluten Zahlen verbleiben damit in der BRD aus dem

Jahr 2008, bei einer vorsichtig geschitzten SGA-Inzidenz von 5%, noch etwa 2.700 Patienten
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ohne Aufholwachstum. Im Vergleich beispielsweise zu Patienten mit nachgewiesenem
Wachstumshormonmangel, d.h. bei einer geschitzten Pravalenz von 1/5.600 etwa 129
Patienten aus demselben Jahr, ist dies ein gewaltiges Kollektiv (49).

Nachdem die Bedeutung der Geburtslinge und insbesondere des Geburtsgewichts fiir
Morbiditdt und Mortalitit erkannt wurde, riickte verstiarkt die Rolle der postnatalen
Grofden- und Gewichtsentwicklung in den wissenschaftlichen Fokus. Hintergrund war unter
anderem die Fragestellung, ob durch ausreichendes Aufholwachstum die Folgerisiken einer
SGA-Geburt positiv beeinflusst werden konnen. Wie der SGA-Begriff wird allerdings auch
der Terminus Aufholwachstum (catch-up growth) in der Studienliteratur nicht einheitlich
verwendet. Zumeist wird mit Aufholwachstum jede signifikante Perzentilenverschiebung
der auxologischen Parameter eines Patienten bezeichnet. Die Betroffenen haben damit eine
hohere Grofien- bzw. Gewichts-Zunahmegeschwindigkeit als der Median der
Vergleichsgruppe. Dementgegen wird in einigen Studien mit SGA-Patienten das Erreichen
des Grofien- und/oder Gewichtsnormbereichs als Aufholwachstum bezeichnet (42, 48). Ein
Patient zeigt nach dieser Definition Aufholwachstum, wenn er die 3. Groéfien- oder
Gewichtsperzentile bzw. -2 Grofden- oder Gewichts-SDS tiberschritten hat. In allen Studien
bleibt die elternbezogene, individuell errechnete Zielgrofie meist unberiicksichtigt (47).

Trotz der unterschiedlichen Kriterien lasst sich aus den Studien ein vorsichtiger Trend
herauslesen. Starkes Wachstum von kleinen und leichten Neugeborenen hat negative
metabolische Konsequenzen, aber positive Auswirkungen auf die psychosoziale
Entwicklung. Eine ganze Reihe von Studien zeigt, dass Aufholwachstum mit erhohter
Inzidenz des metabolischen Syndroms, Insulinresistenz, Diabetes Mellitus Typ II und
Fettstoffwechselstorungen assoziiert ist (50). Untersucht wird in diesen Studien stets der
Effekt des natiirlichen Aufholwachstums, d.h. ohne medikamentose Intervention. Damit ist
ausgeschlossen, dass es sich um metabolische Therapienebenwirkungen handelt, wie sie
beispielsweise bei der Gabe von Wachstumshormon (GH) beschrieben werden (51). Die
bereits erwahnte finnische Studie an 7.086 Patienten zeigt ein steigendes Risiko fiir
Diabetes Mellitus Typ II, je starker die Grofien-, Gewichts-, oder BMI-Zunahme zwischen
dem 7. und 15. Lebensjahr ausfallt (10). In dieser Kohorte tragen zudem Patienten mit dem
niedrigsten Ponderal-Index zur Geburt und dem groéfdten BMI zum Messzeitpunkt von 11
Jahren das hochste Risiko, eine koronare Herzerkrankung zu entwickeln (26). Eine andere
Studie errechnet das hochste kardiovaskuldre Todesrisiko fiir Frauen mit dem niedrigsten
Geburtsgewicht und hochsten Gewicht im 1. Lebensjahr (23). Mdnnern hingegen tragen in
derselben Studie das hochste Risiko bei niedrigem Geburtsgewicht und ebenfalls niedrigem

Gewicht im 1. Lebensjahr. Bei einer Kohorte von 477 indischen Kindern zeigen die Kinder
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mit dem niedrigsten Geburtsgewicht und dem hochsten Gewicht zum Messzeitpunkt von 8
Jahren die starksten Zeichen fiir Insulinresistenz, den héchsten systolischen Blutdruck und
das hochste Serum-Cholesterin (11). Eine Studie aus Bristol an 842 zuféllig aus allen
Neugeborenen ausgewdahlten Probanden zeigt, dass Kinder mit Aufholwachstum zur Geburt
besonders klein, leicht und diinn sind (52). Im Alter von zwei und fiinf Jahren hingegen sind
diese Kinder nicht nur signifikant grofier, sondern auch signifikant schwerer als der
Altersdurchschnitt und weisen einen hoheren BMI auf. Hinweise auf mdgliche negative
metabolische Folgen des Aufholwachstums finden sich auch in Studien iiber SGA-Patienten.
Bereits bei Einjdhrigen ist eine Korrelation zwischen Gewichts-Aufholwachstum und
Zeichen der Insulinresistenz nachweisbar, ohne dass die Patienten iibergewichtig sein
miissen. Auferdem findet sich ein Zusammenhang zwischen Grofden-Aufholwachstum und
Insulinsekretion, der allerdings statistisch nicht signifikant ist (13, 53). Im Gegensatz dazu
zeigt die eingangs erwdhnte Studie von Barker einen positiven Effekt des Aufholwachstums
(1). Nach seinen Daten reduziert Gewichts-Auftholwachstum im ersten Lebensjahr das
Risiko fiir ischdmische Herzerkrankungen. Eine andere Studie zeigt bei 12-jahrigen SGA-
Patienten einen Vorteil des Aufholwachstums fiir die Gesamt-Cholesterinspiegel (15). Eine
grofde Studie weist zudem einen positiven Effekt auf den systolischen Blutdruck und den
BMI nach (35).

Obwohl die Datenlage nicht eindeutig ist, zeigt sich zusammengenommen, dass
Aufholwachstum potentiell metabolische und kardiovaskuldre Spatfolgen nach sich ziehen
kann. Von einigen Autoren wird daher ein vorsichtigen Umgang mit hochkalorischer
Sauglingsnahrung bzw. relative Nahrungsrestriktion bei SGA-Neugeborenen empfohlen (54,
55). Neben diesen negativen Auswirkungen gibt es auf der anderen Seite Hinweise auf
mogliche Vorteile des Aufholwachstums fiir die psychosoziale Entwicklung der Betroffenen.
Eine schwedische Studie an iiber 9.000 mannlichen SGA-Patienten stellte einen positiven
Effekt des Langenaufholwachstums auf die Leistungsfahigkeit in Intelligenztests fest (56).
Eine andere Studie zeigt eine solche Leistungssteigerung bei iiberdurchschnittlicher
Zunahme des Kopfumfangs (57). Insgesamt gilt Kleinwuchs als ein Risikofaktor fiir
psychosoziale Probleme (58, 59). Die enorme soziale Bedeutung der Korpergrofie lasst sich
inzwischen auch durch soziologische Studien belegen. In Grofdbritannien und den USA
beispielsweise steigt das monatliche Einkommen mit steigender Korpergrofde pro Zoll um
etwa 1,4-2,9% (60). Dieser Trend lasst sich bereits anhand der Kérpergrofie von einjahrigen
Kindern feststellen. Pro 2 cm Grofienzuwachs im ersten Lebensjahr steigt das Einkommen
50 Jahre spater um ca. 3,5% (61). Eine Berechnung im Journal of Political Economy kommt

sogar zu dem Schluss, dass sich eine Wachstumshormontherapie fiir Kleinwiichsige schon

12
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aus diesen oOkonomischen Gesichtspunkten auszahlt (62). Im Durchschnitt sind die
Therapiekosten fiir die Behandlung geringer, als der Zuwachs an Einkommen durch die

hohere Korpergrofie.

All diese Beobachtungen machen die Komplexitit und Bedeutsamkeit des intrauterinen
und frithkindlichen Wachstums deutlich. Die Diagnose SGA hat fiir die Betroffenen bis ins
hohe Alter nachweisbare Auswirkungen. Nach aktueller Studienlage empfiehlt es sich
trotzdem nicht, ein Aufholwachstum der Patienten um jeden Preis zu erzwingen. Hier sind
optimale Konzepte der postnatalen Erndhrung dringend geboten (63). Zudem ist ein
tiefgreifenderes Verstindnis der menschlichen Wachstumsprozesse und maoglicher
Storungen unbedingt erforderlich. Nur so kdnnen zukiinftig Folgeerkrankungen verhindert

und therapeutische Interventionsstrategien erarbeitet werden.

3.3 Genetische Ursachen pra- und postnataler Wachstumsstérungen

Auch wenn die konkreten Ursachen intrauteriner Wachstumsretardierungen im Einzelfall
oft unklar sind, konnten in der Vergangenheit doch zahlreiche vermeidbare bzw.
therapeutisch beeinflussbare Risikofaktoren identifiziert werden (47). Zusitzlich sind in
den letzten Jahren vermehrt mogliche genetische Ursachen des Kleinwuchses entdeckt
worden. Die Behandlung dieser Patienten, die im Moment noch keiner kausalen Therapie
zugefiihrt werden konnen, stellt fiir die Medizin eine besondere Herausforderung dar.
Betroffene erhalten unter Umstdnden iiber lange Zeitrdume hoch komplex wirkende
Hormonpraparate. Dies erfordert eine intensive Priifung der Wirksamkeit sowie der kurz-
und langfristige Nebenwirkungen der entsprechenden Medikamente.

Aus endokrinologischer Sicht spielt die GH/IGF-I Achse fiir die Regulation des
menschlichen Wachstums eine herausragende Rolle. Mdégliche genetische Defekte sind
inzwischen auf allen Ebenen dieser Achse beschrieben worden. Schon seit vielen
Jahrzehnten ist bekannt, dass Mangel an funktionalem hypophysdrem GH eine mogliche
Kleinwuchsursache sein kann. Bereits 1958 wurde eine erste erfolgreiche
Substitutionstherapie mit menschlichem GH von Maurice Raben durchgefiihrt (64). In
neuerer Zeit konnten als mogliche genetische Ursachen eines GH Mangels Mutationen im GH
Releasing Hormone Rezeptor Gen, im GH1 Gen und in Entwicklungsgenen von GH
produzierenden Zellen identifiziert werden (65-69). Neugeborene mit GH Mangel werden
klinisch vor allem durch Hypoglykdmien, Icterus prolongatus, Mikrophallus und

craniofaziale Mittellinienveranderungen auffallig (70). Eine ausgepragte
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Wachstumsverzogerung wird bei den meisten allerdings erst gegen Ende des ersten
Lebensjahres bemerkt (71). Eine mogliche Erklarung dieses Phidnomens ist der bedeutende
Anteil des IGF-1 am prdnatalen Wachstum und seine GH unabhangige Sekretion in utero (72,
73). GH Mangel fiihrt so im Wesentlichen erst postnatal zu einem sekundaren IGF-I Mangel
und zu Wachstumsverzogerungen. Spater konnen Patienten mit GH Mangel auch durch
phénotypische Besonderheiten auffillig werden. Beschrieben sind eine hervortretende Stirn
und ein abgeflachter Nasenriicken bei insgesamt kindlicher Gesichtsform (Puppengesicht)
(74).

Nur acht Jahre nach der ersten erfolgreiche GH Substitutionstherapie entdeckte Zvi Laron
1966 einen GH Rezeptordefekt bei drei kleinwiichsigen Patienten mit Anzeichen von GH
Defizienz und hohen GH Spiegeln (75). In den darauffolgenden 40 Jahren kamen tiber 250
weitere Patientenbeschreibungen hinzu. Der klinische Phénotyp eines inaktiven GH
Rezeptors wird heute nach seinem Entdecker als Laron-Syndrom bezeichnet (76). Patienten
mit dieser Erkrankung sind zur Geburt klein und erreichen im Erwachsenenalter Endgréfien
von ca. 95-140 cm. Die Betroffenen neigen zu einem adipdsen Kérperbau mit diinnen
Knochen und unterentwickelter Muskulatur. Typisch ist die Form des Kopfes mit eher
geringem Umfang, hervorspringender Stirn, Sattelnase, Sonnenuntergangsphdnomen der
Augen, schmalem Kinn und sparlichem Haarwuchs. Bei beiden Geschlechtern findet sich
auferdem Hypogonadismus und Hypogenitalismus. Die Gesichtsknochen sind dartiber
hinaus in der Regel unterentwickelt, es kommt zu Zahnfehlbildungen und verzogerter
motorischer Entwicklung.

Zur Abschatzung der Auswirkungen genetischer Mutationen auf der IGF-I Ebene erfolgten
1993 zuerst Studien an Knockout-Mdusen. Homozygote Tiere zeigten ein um etwa 40%
reduziertes Geburtsgewicht gegeniiber dem Wildtyp und eine erhdhte perinatale Mortalitat.
Heterozygote Mause hingegen zeigten keine oder nur geringfiigige
Wachstumsretardierungen (77, 78). Im Jahr 1996 schliefilich wurde erstmals ein 15-
jahriger Patient mit absolutem IGF-I Mangel aufgrund einer homozygoten Partialdeletion
des IGF-1 Gens beschrieben (79). Neun Jahre spéter folgte eine weitere Publikation iiber
einen extrem kleinwiichsigen Patienten mit einem verdnderten IGF-I Gen. Bei diesem hatte
eine durch Blutsverwandtschaft der Eltern homozygot iibertragene Punktmutationen des
Gens zu einem inaktiven Hormon gefiihrt (80). In beiden Féllen verursachte der totale
Aktivitatsverlust des IGF-I hohe GH-Spiegel, schwere intrauterine und postnatale
Wachstumsretardierungen, Mikrozephalie, mentale Retardierung und Taubheit. Im Jahr
2009 folgte die Beschreibung einer weiteren homozygoten Mutation, die eine reduzierte

Affinitdt des Hormons an seinen Rezeptor zur Folge hatte (81). Der entsprechende Patient
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zeigte allerdings neben starker Wachstumsretardierung aufgrund vermuteter hormoneller
Restaktivitit nur eine milde mentale Retardierung und eine normaler Hoérfahigkeit. Als
bisher unklar muss die Bedeutung einer 2003 entdeckten homozygoten Mutation im
Poly(A) Schwanz des IGF-I Gens eingeschitzt werden (82). Da die Mutation bei 100
Kontrollprobanden nicht gefunden werden konnte, wurde sie zundchst als Ursache des
Kleinwuchses angesehen. Spater wurde dieselbe Mutation in einer anderen Studie, sowohl
heterozygot als auch homozygot, bei etwa 3% der Probanden identifiziert (83). In dieser
zweiten Studie zeigten jedoch selbst homozygote Trager keine Auffilligkeiten gegeniiber
dem Wildtyp. Uber den Kleinwuchs, die mentale Retardierung und die verminderte
Horfahigkeit hinaus ist das klinische Bild eines ausgepragten IGF-I Mangels inkonsistent. Als
teilweise gemeinsame Merkmale werden lediglich Klinodaktylie und Mikrognathie
beschrieben. Insbesondere bei heterozygoten Patienten sind die Erscheinungsformen
variabel. Obwohl einige Patienten eine normale Grofie aufweisen, finden sich bei anderen,
entgegen den Studien an Knockout-Mausen, zum Teil erhebliche Wachstumsretardierungen
bis zu -4,6 Groflen-SDS (79, 80, 84). Im Jahr 2003 wurde rekombinantes GH in der
Europdischen Union fiir Patienten ohne Aufholwachstum zugelassen. Da priméarer IGF-I
Mangel jedoch nur sehr begrenzt durch GH behandelbar ist, wird die Gabe von IGF-I als
therapeutische Option diskutiert (85). Im Jahr 2007 wurde in der EU erstmals ein Praparat
mit rekombinantem IGF-I fiir Patienten mit schwerem primarem IGF-I Mangel zugelassen.
Nachdem der Mangel an funktionalem IGF-I als eine mogliche Kleinwuchsursache erkannt
wurde, folgten Studien iiber die Auswirkungen eines Defekts des IGF-I Rezeptors (IGF1R).
Homozygote Knockout-Mduse starben zur Geburt an Atemversagen und zeigten gegentiber
dem Wildtyp ein um 55% reduziertes Geburtsgewicht (77). Ein vollstandiger
Funktionsverlust des IGF1R erscheint daher wesentlich schwerwiegender als ein
vollstindiger Funktionsverlust des IGF-1. Heterozygote Mause hingegen zeigten zur Geburt
einen wildtypahnlichen Phanotyp und entwickelten teilweise postnatal eine milde
Wachstumsretardierung (86). Die ersten Patienten mit funktional relevanten IGF1R
Mutationen wurden 2003 in den USA und in einer Kohorte des Leipziger CrescNet Registers
gefunden (87). Dieser Arbeit folgten bisher sechs weitere Veroffentlichungen mit insgesamt
19 identifizierten Personen (87-92). Damit konnte bewiesen werden, dass Mutationen auf
allen Ebenen der GH/IGF-I Achse fiir Kleinwuchs verantwortlich sein kénnen. Bei der
Mehrheit der IGF1R Mutationstrager fanden sich hohe IGF-I Spiegel zwischen -0,8 SD bis
+2,9 SDS im Vergleich zur Altersnorm. Die IGFBP3 Spiegel waren sowohl normal, als auch
erhoht oder erniedrigt. Die Geburtslinge variierte zwischen -58 und 0,3 SDS, das

Geburtsgewicht zwischen -3,5 und -1,5 SDS. Alle Patienten =zeigten hdochstens
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unvollstindiges Aufholwachstum mit Endgréfien zwischen -5,0 und -1,6 SDS. Phanotypisch
wurden nur bei einigen Patienten leichte Auffilligkeiten beschrieben. Interessanterweise
lagen die Ergebnisse von verschiedenen Intelligenztests zwar meist unter 100, in einem Fall

aber tiber dem Durchschnitt bei 134.

Das menschliche Wachstum ist ein hochkomplexer Prozess, dessen Bedeutung weit iiber
die blofde soziale Relevanz der Korpergrofie hinausgeht. Zahlreiche Risikofaktoren und
mogliche Ursachen einer Storung dieses Prozesses konnten bisher entdeckt werden. Die
hier durchgefiihrte Studie schliefdt sich der neuesten Forschungsentwicklung an und
beschreibt eine neue IGF1R Mutation. Damit wird ein weiterer Fall eines bisher nur bei sehr
wenigen Patienten beschriebenen Krankheitsbildes vorgelegt. Von besonderer Bedeutung
ist zusatzlich die erstmalig als Krankheitsursache identifizierte intrazelluldre
Prozessierungsstorung des Rezeptorproteins. Dadurch konnte ein bisher unbekannter

Mechanismus der IGF-I Resistenz entdeckt werden.
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A Heterozygous Mutation of the Insulin-Like Growth
Factor-l Receptor Causes Retention of the Nascent
Protein in the Endoplasmic Reticulum and Results in
Intrauterine and Postnatal Growth Retardation

Tillmann Wallborn, Stefan Wuller, Jirgen Klammt, Tassilo Kruis, Jurgen Kratzsch,
Gabriele Schmidt, Marina Schlicke, Eva Mdller, Hildegard Schmitz van de Leur,
Wieland Kiess, and Roland Pfaffle

University Hospital for Children and Adolescents (TW., J.KI, T.K., M.S., EIM., W.K., R.P.), University of
Leipzig, 04103 Leipzig, Germany; University Hospital Aachen (S.W.), Department for Paediatric and
Adolescent Medicine, 52074 Aachen, Germany; Institute of Laboratory Medicine, Clinical Chemistry,
and Molecular Diagnostics (J.Kr.), University of Leipzig, 04103 Leipzig, Germany; Sozialpadiatrisches
Zentrum Garmisch-Partenkirchen (G.S.), 82467 Garmisch-Partenkirchen, Germany; and Institute for
Biochemistry, University Hospital Aachen (H.5.v.d.L.), 52074 Aachen, Germany

Background: Mutations in the IGF-I receptor (IGF1R) gene can be responsible for intrauterine and

postnatal growth disorders.

Objective: Here we report on a novel mutation in the /GF1R gene in a female patient. The aim of
our study was to analyze the functional impact of this mutation.

Patient: At birth, the girl's length was 47 cm [—1.82 so score (SDS)], and her weight was 2250 g
(—2.26 SDS). Clinical examination revealed microcephaly and retarded cognitive development. She
showed no postnatal catch-up growth but had relatively high IGF-I levels (+1.83 to +2.17 SDS).

Results: Denaturing HPLC screening and direct DNA sequencing disclosed a heterozygous missense
mutation resulting in an amino acid exchange from valine to glutamic acid at position 599 (V599E-
IGF1R). Using various cell systems, we found that the V599E-IGF1R mutant was not tyrosine phos-
phorylated and had an impaired downstream signaling in the presence of IGF-I. Flow cytometry and
live cell confocal laser scanning microscopy revealed a lack of cell surface expression due to an
extensive retention of V599E-IGF1R proteins within the endoplasmic reticulum.

Conclusion: The V599E-IGF1R mutation interferes with the receptor’s trafficking path, thereby
abrogating proreceptor processing and plasma membrane localization. Diminished cell surface
receptor density solely expressed from the patient's wild-type allele is supposed to lead to insuf-
ficient IGF-1 signaling. We hypothesize that this mechanism results in intrauterine and postnatal
growth retardation of the affected patient. The reported retention of the nascent IGF1R in the
endoplasmic reticulum presents a novel mechanism of IGF-I resistance. (J Clin Endocrinol Metab 95:

2316-2324, 2010)

he 1IGF-I receptor (IGF1R) is a tetrameric («2/B2)
T transmembrane tyrosine kinase. It is a member of the
insulin receptor (IR) family consisting of the IGFIR, the
IR, and the IR-related receptor. The IGFIR and the IR
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show the same domain structure with a sequence homol-
ogy of approximately 60% (1). Both receptors can bind
IGF-1, IGF-II, and insulin (2, 3). The affinity for IGF-II

depends on IR isoform and receptor composition, but the

Abbreviations: ECFP, Enhanced cyan fluorescent protein; ER, endoplasmic reticulum; Fn,
fibronecting HC, head circumference; IGFBP3, IGF binding protein 3; IGF1R, IGF-I receptor;
IR, insulin receptor; M1, early monomer; M2, late monomer; MFI, mean fluorescence
intensity; rhGH, recombinant human GH; SDS, so score; 5GA, small for gestational age; VO,
vector-only control; WT, wild type; YFP, yellow fluorescent protein.
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IGF1R exerts higher affinity for IGF-I and the IR for in-
sulin. The human IGF1R is transcribed as a single mRNA
from its chromosomal location on 15q26.3 and becomes
translated as a monomeric preproreceptor with a 30-
amino acid signal sequence. Due to limited information on
IGF1R biosynthesis, the IR is often used as a model (1, 4).
Two IGF1R precursors are assembled by disulfide bonds
to a precursor dimer. This step of dimerization is described
for the IR to occur in the endoplasmic reticulum (ER) (5,
6). After dimerization and core glycosylation, the IGF1R
is transported to the Golgi complex where it is cleaved into
a- and B-subunits by the protease furin. This transmem-
brane subtilisin-like protease is mainly located in the
trans-Golgi network and is critical for IGF1R processing
(7, 8). In cells that express a mutated IGF1R with a dis-
rupted furin cleavage site or in cells with a furin deficiency,
only the IGF1R precursor is detectable (7-10). After cleav-
age, the IGF1R is expressed as a tetramer (a-B/3-a) at the
cell surface. Ligand binding induces transautophosphory-
lation and phosphorylation of a wide variety of down-
stream signaling molecules (11, 12). The physiological
role of the IGF-I/IGF1R system is accordingly manifold. It
plays an important role in regulation of cell growth and
metabolism and has been shown to have an impact on
cancer development and life span (1, 13-15). IGF1R null
mutant mice die at birth due to respiratory failure and have
a reduction of size and weight by about 55% compared
with wild-type (WT) newborn mice. Heterozygous knock-
out mice are born with a similar birth weight as their WT
littermates but develop significant growth retardation
(16). Newborn patients with IGF1R mutations have been
described as small for gestational age (SGA) to a variable
degree (13, 17). The birth length varies between —5.8 and
—0.3 sp score (SDS), and the birth weight varies between
—3.5 and —1.5 SDS. All patients reported so far did not
show postnatal catch-up growth, and their height ranged
between —5.0 and —1.6 SDS. Some of these patients
present slight dysmorphic features (like triangular shape
of face or small hands and feet), but others are phenotyp-
ically normal. Information about the impact of the muta-
tions on mental development is inconsistent. In different
developmental tests, their scores varied between 60 and

134 (10, 18).

Patient and Methods

Genetic analysis and endocrine evaluation
Molecular genetic analysis was performed as described pre-
viously (19). Briefly, all coding exons of the IGFIR gene were
amplified by PCR and presereened with HPLC (WAVE; Trans-
genomic, Omaha, NE). PCR products displaying aberrant chro-
matograms were further analyzed by direct sequencing (ABI 310;

19
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Applied Biosystems, Foster City, CA). IGF-I and IGF binding
protein 3 (IGFBP3) levels were measured with either IGF-I and
IGFBP3 chemiluminescence assay for Immulite 2000 (Siemens,
Miinchen, Germany) or IGF-1 and IGFBP3 ELISA (Mediagnost,
Reutlingen, Germany). IGF-1I levels were measured with IGF-11
ELISA Non Extraction (Beckmann Coulter, Fullerton, CA). All
other hormones were analyzed by standard techniques. Written
informed consent for molecular analysis was obtained from the
patient’s parents.

Plasmid construction

The amino acid numbering refers to the mature IGF1R with-
out the 30-amino acid signal peptide. IGFIR WT ¢cDNA was
kindly provided by Dr. R. Furlanetto (previously of the Medical
University of South Carolina, Charleston, SC). At open reading
frame position 1886, the mutation adenine for thymine was in-
troduced into the WT plasmid using QuikChange XL Site-Di-
rected Mutagenesis Kit (Stratagene Co., La Jolla, CA). IGFIR
cDINA constructs were cloned into pcDNA3.1 + plasmids result-
ing in WT and mutant IGF1R (WT-IGF1R and V599E-IGF1R).
These plasmids were used for immunoblotting and flow cyvtom-
etry with the original pcDNA3.1+ plasmid as vector-only con-
trol (VO). For confocal laser scanning microscopy, WT-IGF1R
and VS99E-IGF1R were fused to the NH; terminus of the en-
hanced form of yellow fluorescent protein (YFP), and the tagged
constructs were inserted into pcDNAS/FRT/TO expression vec-
tors (Invitrogen, Carlsbad, CA). Sequence integrity of all plas-
mids was verified by restriction digestion and direct sequencing.
Details concerning the cloning strategy are available on request.

Cell culture and transfection

All cells were cultured in DMEM (Invitrogen) or DMEM F12
with 10% fetal calf serum (PAA Laboratories, Pasching, Austria)
at 37 Cin a humidified atmosphere containing 5% CO,. For R
(IGF1R-deficient mouse fibroblasts) and COS-7 cells, 1% glu-
tamine (PAA Laboratories) was added, and for HEK293 and
HepG2 cells, 100 IU/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin
were added to the medium. R~ and COS-7 cells were seeded on
six-well plates and transiently transfected using Lipofectamine
2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s recommen-
dations. For IGF-1 stimulation experiments, the amount of DNA
was carefully titrated to prevent constitutive autophosphoryla-
tion of the receptor. Transient transfection of HEK293 cells was
carried out with TransIT-LT1 (Mirus Bio Corporation, Madi-
son, WI) essentially as recommended by the distributor. For co-
transfections of plasmids encoding the IGF1R with plasmids en-
coding ER or Golgi markers, the ratio of DNA was 0.6/0.4.
Stably expressing cell lines were created using the pcDNAS/

FRT/TO system in Flp-In. T-REx. —293 cells (Invitrogen).

Immunoblotting

After transfection, cells were washed and scraped into ice-
cold PBS and lysed for 30 min at 4 C using either modified RIPA
buffer [50 mym Tris-HCl (pH 7.4), 1% Nonidet P-40, 0.25%
sodium deoxycholate, 1 mym EDTA, protease inhibitors] or furin
assay buffer [100 my HEPES (pH 7.5), 0.5% Triton X-100, 1
mM CaCl,, 1 mm 2-mercaptoethanol]. Samples were centrifuged
(12,000 % g, 20 min, 4 C), and the protein concentration of the
supernatants was determined with BCA Protein Assay (Thermo
Fisher Scientific Inc., Rockford, IL). Equal amounts of protein
solution were mixed with concentrated Laemmli sample buffer
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[200 mwm Tris-HCI, 40% glycerol, 8% sodium dodecyl sulfate,
8% 2-mercaptoethanol, 0.3% bromophenol blue (pH 6.8)] and
resolved by SDS-PAGE. 2-Mercaptothanol was omitted when
analyses were performed under nonreducing conditions. Pro-
teins were thereafter blotted onto nitrocellulose membranes, and
the membranes were blocked, washed, and incubated with
specific primary antibodies overnight. Anti-phospho-IGFIRS
(Tyr1135/1136), anti-phospho-Akt (Ser473), anti-Akt (Cell Sig-
naling Technology Inc., Danvers, MA), anti-IGF1R« (H-78),
anti-IGFIRB (C-20) (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa
Cruz, CA) or anti-BActin antibodies (Sigma, St. Louis, MO) were
used as primary antibodies. The next day, membranes were
washed and incubated for 1 h with horseradish peroxidase-con-
jugated secondary goat-antirabbit (Thermo Fisher Scientific
Inc.) or goat-antimouse (Dako, Glostrup, Denmark) antibodies.
The secondary antibodies were visualized with SuperSignal West
Pico (Thermo Fisher Scientific Inc.). If necessary, antibody com-
plexes were washed off the membranes using stripping buffer
[2% sodium dodecyl sulfate, 60 mm Tris-base (pH 6.8), 0.8%
2-mercaptoethanol) at 50 C and treated in a second round of
detection as described.

IGF-l-induced IGF1R signaling

Recombinant 1GF-1 was donated by Amersham Pharmacia
Biotech (Uppsala, Sweden). R~ cells were seeded and transfected
as described above. Twenty-four hours after transfection, cells
were washed with PBS and cultured in serum free medium con-
taining 0.2% BSA (Invitrogen) overnight. Thereafter, cells were
incubated with increasing amounts of IGF-I for 15 min at 37 C
in serum free media. Cell lysis was accomplished with modified
RIPA lysis buffer containing 20 mm sodium fluoride and 2 mm
sodium vanadate. Samples were immunoblotted as described
above. Then 50 mum sodium fluoride was added to washing,
blocking, and antibody solution.

Flow cytometry

COS-7 cells were seeded and transfected as described above.
The next day, cells were washed and harvested with PBS con-
raining 0.5 my EDTA and 0.2% BSA. After a second washing
step, equal numbers of cells were incubated for 45 min at 4 C with
phycoerythrin-labeled anti-IGF1R antibodies or phycoerythrin
labeled TgG1 isotype control antibodies (R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN). Samples were washed again and resus-
pended in ice-cold PBS, and 10,000 cells were analyzed using
a Coulter Epics XL flow cytometer (Beckman Coulter Inc.,
Fullerton, CA).

Furin cleavage assay

R cells were seeded and transfected as described above. Thirty-
six hours after transfection, cell lysis was accomplished with
furin assay buffer and 5 U recombinant furin (New England
Biolabs Inc., Ipswich, MA) per 50-ul sample. After centrifuga-
tion, the supernatants were incubated for one additional hour at
30 C. Reaction was stopped by addition of concentrated Lae-
mmli buffer and denaturation by boiling. Samples were analyzed
by immunoblotting as described above.

Confocal live cell laser scanning microscopy
Confocal laser scanning microscopy was performed as live

cell imaging. HEK293 cells were seeded on poly-L-lysine-coated

coverslips, transiently transfected the next day, and analyzed
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another 1630 h later. Flp-In. T-REx. —293 cells were seeded on
coated coverslips, induced with tetracycline the next day, and
analyzed 12 h later. Therefore, cells were transferred into a live
cell chamber providing cell culture conditions (37 C and 5%
CO,) and phenol red free medium. Microscopy was carried out
usinga Zeiss LSM 510 Meta confocal laser-scanning microscope
and a X63 water-corrected immersion objective with a numer-
ical aperture of 1.2 (C-Apochromat 63x/1.2w) (Carl Zeiss Mi-
crolmaging GmbH, Gottingen, Germany). Trypan blue (Se-
romed, Berlin, Germany) at a concentration of 0.015% was used
to stain the membrane. Colocalization analysis was performed
using enhanced cyan fluorescent protein (ECFP)-tagged markers
for ER and Golgi (pECFP-ER, pECFP-Golgi) (Clontech, Moun-
tain View, CA). Excitation and detection of fluorescence was
optimized for each fluorophore. The thickness of optical slices
was kept at less than 0.8 pm.

Results

Patient

The girl from Southern Germany was born with intra-
uterine growth retardation [height 47 cm, —1.82 height-
SDS; weight 2250 g, —2.26 weight-SDS; head circumfer-
ence (HC) 30 cm, < 3rd percentile] after a normal
pregnancy (40th gestational week) as the first child of non-
consanguineous parents. She presented with missing
catch-up growth and a reduced HC [age 9.02 yr, height
122.9 cm (—2.10 height-SDS), weight 26.2 kg (+0.38
weight-SDS), HC 48 c¢m (<3rd percentile)] (Fig. 1, A and
B). Growth velocity was in the lower normal range before
recombinant human GH (rhGH) therapy (average, —1.81
SDS) (20). Her father is of normal height (178 cm), but her
mother was also born SGA (height 46 cm, —2.27 height-
SDS; weight 2250 g, —2.26 weight-SDS; HC 32 em, <3rd
percentile) and has a final height of 147 cm (—3.30 height-
SDS). According to Greulich-Pyle, the girl’s bone age was
retarded by 1.83 yr at the age of 7.83 yr. TSH, free T, free
T,, transglutaminase IgA, aspartate aminotransferase,
alanine aminotransferase, yGTP, estradiol, LH, FSH, pro-
lactin, leptin, and adiponectin were within the normal
range. HbA | levels were 5.7, 5.9, and 6.0% on three oc-
casions (normal, 4.3-5.8%); however, an oral glucose tol-
erance test was normal. Electroencephalogram, electro-
cardiogram, audiometry, and brain imaging (magnetic
resonance imaging) were unsuspicious. The patient suffers
from an attention deficit hyperactivity disorder and pre-
sents a developmental retardation compared with a peer
group (—2.0SDS in Kaufman Assessment Battery for Chil-
dren). IGF-I levels were high (+1.83 to +2.17 SDS), and
IGFBP3 levels were in the upper normal range (Fig. 1, A
and C). At the age of 7.42 yr, GH therapy was initiated
with doses between 0.031 and 0.036 mg/kg-d leading to a
marginal improvementin growth velocity (Fig. 1A). IGF-11
was measured (1281 ng/ml), but validated pediatric ref-
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FIG. 1. Clinical and endocrinelogical data of the affected patient. A, IGF-I-SDS, height-SDS,
BMI-SDS, growth chart, and weight chart of the patient. On the growth chart, 97th, 50th,
and 3rd percentiles (Krohmeyer-Hauschild) are indicated. The shaded area depicts target
height calculated from parent'’s height. Black arrow indicates start of rhGH therapy. B, HC
chart of the patient. C, Table with endocrinological data of the patient.

erence values were not available (21). Compared with a

4. ORIGINALPUBLIKATION

jcem.endojournals.org 2319

Direct sequencing revealed a heterozy-
gous mutation in position 1886 of the
open reading frame with a transversion
from thymine to adenine resulting in an
amino acid exchange from valine 599 to
glutamic acid (V599E). The patient’s
mother was identified as carrier of the
mutation.

IGF-lI-induced IGF1R signaling
IGF-I-induced phosphorylation was
investigated to analyze the signal trans-
duction ability of the V599E-IGF1R.
WT-IGF1R transfected R~ cells revealed
adose-dependentincrease in the phos-
phorylation of the B-subunit of IGF1R
and PkB/Akt as downstream effector
in the presence of IGF-IL. In contrast, in
V599E-IGF1R transfected cells, no phos-
phorylation of IGF1R B-subunit or Akt
above background was detectable (Fig,.
2, A and B). At high IGF-I concentra-
tions (100 nm), weak bands are visible
in the V599E-IGF1R and vector-only

cohort of healthy blood donors from Leipzig that showed
an age-independent scatter of IGF-II values, the patient’s
level wasnormal (+1.17 SDS; donorsolder than 20 yr,n =
153). The karyotype of the patient was normal (46, XX).
Because the patient meets the criteria of an IGF1R muta-

samples, most probably due to activation of the endog-
enous IR at supraphysiological IGF-I doses and cross-re-
activity of the antibody used in this assay. In control ex-
periments, which were performed to ensure equal
expression of WT and mutant plasmids, the B-subunit of
the V599E-IGF1R was not detectable.

tion screening project at our hospital (—2.00 height-SDS
or —2.00 weight-SDS at birth, no catch-up growth, and
normal/elevated IGF-I levels), molecular genetic analysis
of all coding exons of the IGFIR gene was performed.
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IGFIR- ¥ i "
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FIG. 2. IGF-l-induced phosphorylation of IGF1R and downstream signal proteins (Akt). A,
Immunoblotting of WT-IGF1R (WT), V599E-IGF1R (V599E), and vector-only transfected cells after
stimulation with indicated amounts of IGF-I for 15 min. Immunoblotting was performed with
primary antibodies against phospho-IGF1R (top), IGF1R B-subunit (second from top), phospho-Akt
(third from top), and Akt (bottom). Arrows on the left indicate phosphorylated IGF1R B-subunit
(97 kDa), IGF1R precursor (200 kDa), IGF1R B-subunit (97 kDa), phosphorylated Akt (60 kDa), and
Akt (60 kDa). Bars on the right indicate molecular mass standard downward from top: 100, 250,
150, 100, 37, and 37 kDa. B, Densitometric quantification of phosphorylated WT-IGF1R after
stimulation. Results are calculated from three independent experiments as percentage of total
activation (100 nm) with sem.

21

Expression of IGF1R subunits
Protein expression of the V599E-IGF1R was analyzed

by immunoblotting. As expected, the
IGF1R a@-subunit (130 kDa) (data not
shown), the IGF1R B-subunit (97 kDa),
and the IGF1R precursor (200 kDa)
were detectable in WT-IGFIR trans-
fected cells under reducing conditions.
In contrast, V599E-IGF1R transfected
R cells presented only the IGFIR pre-
cursor.  V599E-IGFIR  transfected
COS-7 cells presented no IGF1R B-sub-
unit above background (Fig. 3). These
findings were independent from the
amount of transfected DNA and time of
cell lysis after transfection (12, 24, and
36 h; data not shown).

IGF1R cell surface expression

Cell surface expression of the IGF1R
was determined by means of flow cy-
tometry using COS-7 cells. The mean
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FIG. 3. Immunaoblotting of R~ and COS-7 cells against IGF1R B-
subunit (upper blots) or BActin (fower biots). Cells are transfected with
WT-IGF1R (WT), V599E-IGF1R (V599E), or VO with indicated amounts
of DNA per 2 ml medium. Arrows on the left indicate IGF1R precursor
(200 kDa), IGF1R B-subunit (97 kDa), and BActin (42 kDa). Bars on the
right indicate molecular mass standard downward from top: 250, 150,
100, and 37 kDa.

fluorescence intensity (MFI) was measured to assess the
IGF1R expressed at the cell surface (Fig. 4). MFI of
VS99E-IGF1R transfected cells (42.60 MFI + 5.96 sem)
was significantly reduced compared with the WT-
IGF1R transfected cells (117.03 MFI = 11.02 sem) (P <
0.01). Comparing the MFT of V599E-IGF1R with vector-
only transfected cells (28.03 MFI + 3,32 sem) revealed
no significant difference (P > 0.05).

Cleavage of IGF1R precursors

Furin cleavage assay was performed to investigate the
cleavage ability of mutated IGF1R. Addition of recombi-
nant furin to whole cell lysates of WT-IGF1R-and V599E-
IGF1R transfected cells led to an almost complete diges-
tion of the IGF1R precursor resulting in a strong 3-subunit
band and a diminished precursor band on immunoblot-
ting. Therefore, we conclude that the V599E-IGF1R is not
resistant to furin. The incubation of whole cell lysates of
V3599E-IGF1R transfected cells for 1 h at 37 C without
addition of furin and protease inhibitors presented a faint
IGF1R B-subunit band. This is possibly due to endogenous
furin activity because the receptor mutant precursor be-
comes accessible for the furin enzymes due to artificial

P<0.01
150
2
» 100 A
+
= n.s.
= T —
50 A -

YO V599E WwT

FIG. 4. Cell surface expression of IGF1R measured by means of flow
cytometry. COS-7 cells were transfected with WT-IGF1R (WT), V599E-
IGF1R (V599E), or VO. MFI = sem from three independent experiments.
MFI of WT-IGF1R and V599E-IGF1R or vector-only transfected cells are
significantly different (P < 0.01). MFI of V599E-IGF1R and vector-only
transfected cells are not significantly different (n.s.).
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decompartmentalization under the experimental condi-
tions (Fig. 5).

Expression of disulfide bond IGF1R forms

Due to the lack of the IGFIR B-subunit in V599E-
IGF1R transfected cells, the fate of the nascent mutant
receptor was further analyzed. Under nonreducing con-
ditions, four receptor forms are described for the IR to
occur during maturation: the early monomer (M1, 185
kDa), the late monomer (M2, 200 kDa), the precursor
dimer (380 kDa), and the receptor tetramer (410 kDa) (5).
These four receptor forms of the IR are also described for
the IGF1R (22). Nonreducing immunoblotting of WT-
IGF1R transfected cells 36 h after transfection revealed
one high molecular band (about 400 kDa) and two lower
bands (190 and 200 kDa) (Fig. 6A). This observation was
independent from cell type (COS-7 or R ™) and time of cell
lysis after transfection (immunoblotting 12 h after trans-
fection; data not shown). We assume that the lower bands
correspond with the early and late monomeric form (M1
and M2) of the IGF1R. The high molecular band probably
contains both the precursor dimer and the tetrameric re-
ceptor. These forms are not resolved under the conditions
of our assay. Similarly, in V599E-IGF1R transfected cells,
a high molecular band and two lower bands were detected.
Due to the lack of proreceptor cleavage, the high molec-
ular band probably represents the dimeric but not the tet-
rameric isoform.

Intracellular trafficking of IGF1IR

Live cell confocal microscopy was performed to inves-
tigate the intracellular trafficking of the V599E-IGF1R.
Cell surface, ER, and Golgi dye showed typical cellular
compartments without cross-staining. The missing cellu-
lar uptake of trypan blue to the cytoplasm indicated cell
vitality. The WT-IGF1R was predominantly expressed at
the cell surface visualized by the high colocalization with
trypan blue. Depending on the expression level, a smaller
portion of WT-IGFIR proteins colocalized with ER and
Golgi markers. In contrast, V599E-IGF1R proteins were

WT V599E
s e [ —
IGF1R-
precursor | . - |
IGFIR-
p-subunit - G

FIG. 5. Cleavage assay. R™ cells were transfected with either WT-
IGF1R (WT) or V599E-IGF1R (V599E). Whole cell lysates incubated with
(+) or without (—) recombinant furin for 1 h at 37 C. Immunoblot with
primary antibodies against the IGF1R B-subunit. Arrows on the left
indicate IGF1R precursor (200 kDa) and IGF1R B-subunit (97 kDa). Bars
on right indicate molecular mass standard downward from top: 150
and 100 kDa.
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FIG. 6. Monreducing immunoblotting. 4, R~ and CO5-7 cells were transfected with WT-IGF1R (WT), V599E-IGF1R (V599E), or VO.
Immunoblotting was performed without reducing agents and primary antibodies against IGF1R B-subunit. Arrows on the left indicate IGF1R
tetramer (~420 kDa; T), IGF1R precursor dimer (~380 kDa; D), IGF1R late monomer (~210 kDa; M2), and IGF1R early monomer (~200 kDa; M1).
Bars on right indicate molecular mass standard downward from top: 250 and 200 kDa. B, Model of IGF1R maturation inside the ER and Golgi
apparatus. Figures were modified from Ref. 5. After translation, the disulfide bonds of the M1 form are rearranged to the M2 form. Two M2
forms are assembled to IGF1R precursor dimer (D). Dimer is transported to Golgi and after cleavage reassembled to mature IGFIR (T).

nearly completely retained within the ER. No expression
at the cell surface or within the Golgi compartment could
be detected by microscopy. These distribution patterns are
visualized in transiently transfected HEK 293 cells (Fig. 7,
A and B). They were confirmed in HepG2 cells in transient
expression and in the Flp-In. T-REx. —293 cell system as
inducible system to exclude overexpression artifacts. Fur-
thermore, we transiently expressed V599E-IGFIR in
doxycycline-induced WT-IGF1R cells. The coexpression
of mutant and WT receptor could not abolish the cell
surface expression of WT-IGFIR proteins (data not
shown). In summary, the V599E-IGF1R proteins turned
out to be transport incompetent and completely retained

within the ER.

Discussion

We identified a novel heterozygous IGF1R mutation in a
girl born SGA who showed relatively high serum IGF-1
levels. A hydrophobic amino acid at the position 599 is
highly conserved in human IR, IGF1R, and IR-related re-
ceptor and also in a wide variety of different species (23).
The mutation is located in the extracellular second fi-
bronectin (Fn) IIl domain of the IGF1R. Fn IIl domains are
found in a variety of proteins but frequently in extracel-
lular matrix proteins and cell surface adhesion proteins
(1). IGF1R and IR have three consecutive Fn IIl domains
with an insert sequence containing the furin cleavage site
within the second domain. Fn domains seem to allow pro-
tein-protein interactions and presumably act as spacer el-
ements (1). Recent studies have revealed that the first Fn
1T domain is directly involved in IR ligand binding (24).
Mutations of the second Fn Il domain of IR can also lead
to a massive change of insulin affinity (25). However, the
functional impact of the second Fn domain of IGF1R is not
yet clear. Our patient is heterozygous for the mutation,
like all other SGA patients reported so far with mutations

23

in the IGFIR gene. We performed homozygous experi-
ments to characterize the mutant’s function and heterozy-
gous expression to investigate the influence of the mutant
on the WT receptor’s trafficking. Phosphorylation assays
were performed to characterize the activation and signal
transduction ability of the V599E-IGF1R. Neither phos-
phorylation of IGFIR nor Akt could be detected in the
presence of IGF-1 representing a complete loss of function
of the V599E-IGF1R mutant. Flow cytometry and live cell
confocal laser scanning microscopy revealed a severely
impaired trafficking of the mutant, resulting in an abol-
ished cell surface expression. Additional immunoblotting
under reducing conditions showed only a 200 kDa pre-
cursor form of the V399E-IGF1R. The subunits of the
matured tetrameric receptor, which occur in WT trans-
fected cells after cleavage in the trans-Golgi network, are
not detectable in V599E-IGF1R transfected cells. Because
this absence is independent from time intervals between
transfection and immunoblotting and amount of trans-
fected DNA, we conclude that this deficiency is genuine
and not due to artifacts introduced by the experimental
procedure. Furin cleavage assays suggested that the
V599E-IGF1R is per se not resistant to the protease. Be-
cause furin is mainly located in the trans-Golgi network
and whole cell lysates of V599E-IGFIR transfected cells
do not contain any subunits of cleaved IGF1R, we con-
clude that the V599E-IGF1R does not reach this cellular
compartment. By live cell confocal laser scanning micros-
copy we could identify the mutant as ER-retained. Mem-
brane proteins like the IGF1R are matured within the ER
and the Golgi apparatus and then transported to the cell
membrane. The ER plays an important role in the cellular
quality control, and various chaperones and enzymes are
involved in the sophisticated endoplasmic processing of
membrane proteins (26-28). Endoplasmic retention, ac-
cumulation, and eventual ER-associated degradation of
mutated and misfolded proteins are performed by two
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FIG. 7. Confocal life cell laser scanning microscopy of transfected HEK293 cells. Cells were
transfected with fluorescently tagged WT-IGF1R (WT-IGF1R-YFP) or V599E-IGF1R (V599E-
IGF1R-YFP). Membrane staining and cell vitality control was performed with trypan blue
visualized by its red fluorescence. White bars indicate 10 um. A, Cotransfection with ECFP-
tagged markers for the ER (pECFP-ER). B, Cotransfection with ECFP-tagged markers for the

Golgi apparatus (pECFP-Golgi).

levels within the quality control system. The primary qual-
ity control— based on structural and biophysical fea-
tures—includes chaperones and folding sensors that retain
proteins with a nonnative conformation by binding to
modified or incorrectly exposed protein regions. Distur-
bances of protein glycosylation are causing retention by
this primary control. Mutations of asparagine sites of the
IR are known to lead to ER retention (27, 29, 30). The
secondary quality control is based on specific recognition
mechanisms. So far, such specific control proteins are not
known for the IGF1R, and the V559E mutation leads to
no specific ER retention motifs on the amino acid level
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like the RXR- or KDEL-motifs (28
31). Therefore, we assume that the
V559E-IGF1R mutant is retained by
the primary quality control system of
the ER, which prohibits its furin
cleavage in the Golgi.

Three different types of IR have been
observed inside the ER during matura-
tion (5). The receptor is translated as an
early monomeric form (M1) and rear-
ranged to a late monomeric form (M2),
and two M2 forms are assembled to a
precursor dimer (D). There is evidence
that the IGFIR undergoes similar
maturation (22). Characterizing the
V599E-IGF1R, we were able to detect
all three receptor forms. Because the re-
ceptor proteins are retained within the
ER, we conclude that the dimerization
of the IGF1R precursor also occurs in
the ER as previously described for the
IR. Moreover, this occurrence of all
ER-associated proreceptor forms in-
dicates unhampered disulfide bond-
mediated proreceptor processing of
VS599E-IGF1R.

Only a few cases of IGF1R mutations
in humans have been described (10, 17,
18, 22, 32-34). Intrauterine and post-
natal growth retardation without com-
plete postnatal catch-up growth is the
central feature of all patients. Auxologi-
cal data of our patient were berween
—2.83 and —1.82 SDS for height, be-
tween —2.57 and +1.57 SDS for body
mass index, and between —3.28 and
—2.34 SDS for HC. With respect to
these data, our patient always had pro-
portionate growth retardation. Patients

merge

with terminal deletion of chromosome

15 and a complete loss of the IGFIR
and adjacent genes present growth retardation and mul-
tiple dysmorphic signs (35-37). Patients with IGF1R mu-
tations, however, were reported with only mild (like tri-
angular shape of face or small hands and feet) or no
dysmorphic signs. Similarly, our patient has no distinct
anomalies. Apart from two cases, the bone age of all de-
scribed patients with IGF1R mutations was found to be
delayed like in our patient. Developmental tests in affected
patients revealed heterogeneous results. Our patient
showed a mental retardation that could be explained by
the influence of the GH/IGF-I axis on cognitive function
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(38). An important clinical question is the interaction of
disturbed IGF-Isignaling and glucose homeostasis. HbA
levels of the patient described in this study were in the
upper normal range or slightly elevated (5.7-6.0%), but
an oral glucose tolerance test was unsuspicious. In sum-
mary, the clinical symptoms of our patient were compa-
rable to those of other patients with IGF1R mutations,
which have been shown to cause defect ligand binding,
incomplete proreceptor processing, or impaired receptor
autophosphorylation. The symptoms observed in our pa-
tient can be explained by the IGF1R haploinsufficiency
due to ER retention of the protein expressed from the
mutated allele. Because coexpression of mutant and WT
receptor did not lead to an abolishment of the WT cell
surface expression, we conclude that the growth retarda-
tion is due to a quantitative reduction of functional IGF1R
at the cell surface and the lack of receptor maturation and
plasma membrane trafficking. ER retention of the imma-
ture receptor has been identified for the first time as the
underlying pathomechanism of IGF-I resistance. A de-
tailed clinical evaluation of additional patients combined
with an in-depth molecular analysis possibly will tell us
whether certain types of IGF1R mutations are associated
with or predispose to specific comorbidities such as de-
velopmental delay as observed in our patient. Further
studies on larger patient populations of patients with
IGF1R defects also should enable us to evaluate the ben-
efits and risks of the therapeutic intervention with thGH
in this special subgroup of SGA patients with IGF-I resis-
tance and demonstrate options to avoid comorbidities or
alleviate their effects.
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5.1 Screeningprojekt IGF1R Mutationen

Im Jahr 2003 wurde unter Mitarbeit des Forschungslabors der Kinderklinik Leipzig erstmals
eine IGF1IR Mutation als Ursache eines intrauterinen Kleinwuchses mit IGF-I Resistenz
beschrieben (87). Zur Identifikation weiterer Mutationen wurden auffillige SGA-Patienten auf
Verdanderungen des IGF1R Gens untersucht (Geburtslange und/oder Geburtsgewicht < 2,0 SDS,
Korpergrofle mit 3 Jahren oder alter < -2,0 SDS, IGF-I Spiegel > -0,5 SDS). Die Auswahl der
Patienten erfolgte zum Teil liber die auxologische Sprechstunde der Klinik und Poliklinik fir
Kinder und Jugendliche der Universitit Leipzig. Zusatzlich wurden Patienten tiber das in Leipzig
beheimatete Netzwerk =zur Fritherkennung von Stérungen der Wachstums- und
Gewichtsentwicklung (CrescNet gGmbH) sowie durch nationale und internationale
Kooperationen rekrutiert. Ausschlusskriterien fiir die Aufnahme in die Studie waren die

Diagnose eines syndromischen oder organisch bedingten Kleinwuchses.

27



5. ZUSAMMENFASSUNG DER ARBEIT

Die in dieser Studie beschriebene Patientin wurde klinisch durch hohe IGF-I Spiegel (bis +2,17
SDS) bei einer ausgepragten intrauterinen und postnatalen Wachstumsretardierung auffallig. Sie
hatte zur Geburt eine Korperldnge von 47 cm (-1,82 SDS), ein Kérpergewicht von 2250 g (-2,26
SDS) und einen Kopfumfang von 30 cm (< 3. Perzentile). Postnatal zeigte sie kein
Aufholwachstum und erreichte schlieflich zu Beginn dieser Studie im Alter von 9,02 Jahren eine
Korpergrofie von 122,9 cm (-2,10 SDS), ein Korpergewicht von 26,2 kg (+0,38 SDS) und einen
Kopfumfang von 48 cm (< 3. Perzentile). Eine Knochenalterbestimmung nach Greulich und Pyle
im chronologischen Alter von 7,83 Jahren zeigte eine Entwicklungsverzogerung von 1,83 Jahren.

Bei einigen Patienten mit IGF1R Mutationen wurde ein vermehrtes Auftreten von Diabetes
Mellitus Typ II beobachtet (88). Mogliche Ursachen sind die molekularstrukturellen
Ahnlichkeiten von IGF-I und Insulin bzw. der entsprechenden Rezeptoren und eine
nachweisbare Interaktion beider Systeme. Bei der hier beschriebenen Patientin zeigte ein oraler
Glukosetoleranztest jedoch keine Auffilligkeiten. HbA;. Werte waren grenzwertig normal
zwischen 5,7 und 6,0% (normal 4,3-5,8%). Weitere paraklinische Tests wie Elektrokardio-
graphie, Elektroenzephalographie, Audiometrie, Schidel-Magnetresonanztomographie und
Blutuntersuchungen (TSH, fT3, fT4, Transglutaminase IgA, ALAT, ASAT, yGT, Estradiol, LH, FSH
und Prolaktin) waren unauffillig. Diagnostiziert wurde eine Aufmerksamkeitsdefizit/
Hyperaktivitdatsstorung. Ein Intelligenztest zeigte eine starke Entwicklungsverzogerung (-2,0
SDS in Kaufmann Assessment Battery for Children). Eine im Alter von 7,42 Jahren initiierte
Wachstumshormontherapie erbrachte nur eine marginale Erhohung der
Wachstumsgeschwindigkeit.

Zur weiteren Diagnostik wurden durch Amplifikation genomischer DNA der Patientin PCR
Fragmente des IGF1R gewonnen. Diese wurden mittels Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie auf Sequenzabweichungen untersucht und Bruchstiicke mit auffalligem Elutionsmuster
sequenziert. Dabei wurde eine heterozygote Punktmutation in Position 1886 des offenen
Leserahmens gefunden. Diese Mutation hat einen Aminosdureaustausch in Position 599 des
IGF1R Proteins von Valin zu Glutaminsdure zur Folge (V599E-IGF1R). Position 599 befindet sich
in der extrazelluldren zweiten Fibronektin III (FN-III) Doméne des Rezeptors. FN-III Dominen
finden sich in einer grofden Anzahl verschiedener Proteine, insbesondere in extrazellularen
Matrixproteinen wie Kollagen und Fibronektin (93). Hauptsachlich vermitteln diese Domanen
Protein-Protein Interaktionen und fungieren als Platzhalter zur korrekten Positionierung
funktionell relevanter Proteinregionen. Innerhalb des IGF1R und des Insulinrezeptors (IR) sind
jeweils drei aufeinanderfolgende FN-III Doméanen integriert. Die zweite Domane wird von einer
Zwischensequenz unterbrochen, in der sich eine Schnittstelle fiir die Protease Furin befindet.

Die Bedeutung der FN-III Doméanen des IGF1R ist bisher unbekannt. Studien am IR deuten eine
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mogliche Involvierung dieser Regionen in die Ligandenbindung an (94). Interessanterweise
zeigt ein Interspeziesvergleich der Mutationsposition sowohl fiir den IGF1R als auch fiir den IR
und den IR-related Rezeptor einen hohen Konservierungsgrad (95). Bei einem breiten Spektrum
von Lebewesen finden sich an der entsprechenden Position die hydrophoben und pH neutralen
Aminosiuren Valin, Leucin oder Isoleucin. Die bei der hier beschriebenen Patientin an dieser
Position vorkommende Glutaminsdure hingegen ist bei dhnlichem Molekularvolumen hydrophil
und sauer. Bereits vor den ersten Experimenten zeigte sich so ein erster Hinweis auf eine

mogliche funktionelle Relevanz der Mutation.

5.2 Experimentelle Untersuchungen

Ziel der experimentellen Untersuchungen war der Nachweis eines Zusammenhangs zwischen
Mutation und Kleinwuchs und des zugrundeliegenden molekularbiologischen Mechanismus.
Leider konnten fiir die experimentellen Untersuchungen keine Primarzellen der betroffenen
Patientin verwendet werden. Daher wurden alle Versuche mit IGF1R cDNA transfizierten COS-7
bzw. R- Zellen (IGF1R defiziente Mausfibroblasten) durchgefiihrt. Mit den verwendeten
Systemen liefden sich in Transfektionsexperimenten nur homozygote Konstellationen in
befriedigender Qualitit simulieren. Diese entsprachen zwar nicht der Patientensituation,
erlaubten aber eine Uberpriifung der Mutationsfolgen ohne Uberlagerung durch Wildtyp-IGF1R
(WT-IGF1R). Insbesondere R- Zellen boten somit fiir die Durchfithrung dieser Studie einen
erheblichen Vorteil.

In einer ersten Versuchsreihe wurde die Fahigkeit des mutierten IGF1R zur
Autophosphorylierung untersucht. Mit V599E-IGF1R transfizierte Zellen =zeigten nach
Stimulation mit IGF-I auch in supraphysiologischen Dosen keinerlei Phosphorylierung des
Rezeptors oder nachgeschalteter Signalproteine. Kontrollexperimente an WT-IGF1R
transfizierten  Zellen  hingegen  wiesen  erwartungsgemafi eine  dosisabhingige
Phosphorylierungskurve auf. Zusatzlich auffallig war das Fehlen gereifter V599E-IGF1R Proteine
in diesem Versuch. Wahrend sich mittels Western Blots in WT-IGF1R Zellen sowohl
Vorlauferproteine als auch gereifte IGF1R Proteine nachweisen liefden, fanden sich in V599E-
IGF1R Zellen lediglich Vorlauferproteine.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde der Ursache der fehlenden Rezeptorantwort
nachgegangen. Transfizierte Zellen wurden mit Antikérpern gegen den extrazelluldren Teil des
IGF1R inkubiert und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Anders als in WT-IGF1R Zellen

war in V599E-IGF1R Zellen kein Rezeptor an der Zelloberfliche nachweisbar. Zusammen mit

29



5. ZUSAMMENFASSUNG DER ARBEIT

den Ergebnissen des Phosphorylierungsassays liefden diese Befunde auf eine posttranslationale,
intrazellulare Reifestérung des V599E-IGF1R schlief3en.

Zur Lokalisation dieser Storung wurde der V599E-IGF1R mit einem Fluoreszenzprotein
fusioniert und in HEK293-Zellen eingebracht. Der fluoreszierende IGF1R wurde anschlief3end
unter Zuhilfenahme eines konvokalen Laserscannmikroskops lokalisiert. Diese Arbeit wurde
dankenswerterweise von einer kooperierenden Arbeitsgruppe der Universitit Aachen
durchgefiihrt. Durch Co-Transfektion mit Markern fiir das Endoplasmatische Retikulum (ER)
und den Golgi-Apparat konnte schliefilich eine Retention des V599E-IGF1R im ER nachgewiesen
werden. Diese Retention konnte durch eine weitere Versuchsreihe unserer Leipziger
Arbeitsgruppe bestatigt werden. Western Blot Versuche zeigten, dass der V599E-IGF1R genau
wie der WT-IGF1R nach einer Zelllyse und der damit verbundenen Aufhebung intrazellularer
Kompartimente durch die Protease Furin geschnitten werden kann. Die Protease Furin befindet
sich vorwiegend im Trans-Golgi-Netzwerk und tiberfiihrt den Vorlaufer-IGF1R wéahrend des
normalen Reifeprozesses in seine aktive Form. Die Tatsache, dass der V599E-IGF1R durch Furin
schneidbar war, in transfizierten Zellen aber nur als Vorlauferprotein vorkam stiitzte die These,
dass dieses Protein das Trans-Golgi-Netzwerk nicht erreicht.

Die experimentellen Befunde konnten so eine befriedigende Antwort auf die initiale
Fragestellung geben. Die V599E-IGF1R Mutation erzeugt ein Protein, dass nach der Translation
im ER retiniert wird. Dieser Mechanismus wird mit der hier vorgelegten Studie zum ersten Mal
beschrieben. Es ist mit hoher Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass dieser Mechanismus
fir die partielle IGF-I Resistenz der Patientin verantwortlich ist. Eine tiefgreifendere
Untersuchung der gestorten Prozessierung innerhalb des ER erbrachte bedauerlicherweise
keine weiteren Erkenntnisse. Mittels nicht reduzierenden Western Blots konnten alle innerhalb
des ERs vorkommenden Rezeptorvorstufen nachgewiesen werden. Eine weitere Untersuchung
der Retentionsursache scheint daher nur mit erheblichem experimentellen Aufwand realisierbar

zu sein und muss daher einer neuen Studie vorbehalten bleiben.

5.3 Einordnung in den aktuellen wissenschaftlichen Diskurs

Die Identifikation von IGF1R Mutationen als Kleinwuchsursache ist ein weiterer
medizingeschichtlicher Schritt der Aufdeckung genetisch verursachter Wachstumsstérungen.
Mit diesem Schritt sind nun vom Growth Hormone Releasing Hormone Rezeptor bis zum IGF1R
auf allen Ebenen der GH/IGF-I Achse genetische Defekte und ihre korrespondierenden
klinischen Bilder entdeckt worden. Dabei zeigten sich auffillige Phanotypen wie das Laron-

Syndrom bei Growth Hormone Rezeptor Defekten, gemeinsame Merkmale wie Horstérungen bei
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homozygoten IGF-1 Mutationen, aber auch variierende Erscheinungsformen wie bei Patienten
mit IGF1R Mutationen. Genetisch bedingter Kleinwuchs ist insgesamt ein stark heterogenes
Krankheitsbild ohne einheitliches klinisches Korrelat. Die auch mit dieser Studie gewonnenen
neuesten Forschungsergebnisse vertiefen und erweitern das Verstindnis dieses
Krankheitsbildes. Moglicherweise werden so zukiinftig die Identifikation betroffener Patienten
und ein frithzeitiger Behandlungsbeginn deutlich erleichtert.

Nach der ersten Entdeckung einer funktional relevanten IGF1R Mutation im Jahr 2003 wurden
weltweit lediglich 19 weitere Mutationstrager beschrieben. Insbesondere iiber therapeutische
Interventionsmoglichkeiten zur Verbesserung der Lebensqualitidt der betroffenen Patienten gibt
es bisher kaum wissenschaftliche Erkenntnisse. Versuche mit rekombinantem GH zeigten nur
sporadischen Erfolg. Auch iiber die Haufigkeit von IGF1R Mutationen kann zum jetzigen
Zeitpunkt nur spekuliert werden. Die bekannten Mutationen wurden durch sehr Kkleine
Screeningprogramme, meist bei SGA-Patienten mit hohen IGF-1 Spiegeln, entdeckt. Selbst iiber
die Haufigkeit dieser Patientengruppe unter SGA-Patienten, also die Haufigkeit potentieller
Mutationstrager, gibt es keine verldsslichen Daten aus grofien Studien. Dies alles zeigt, dass auf
dem Feld der genetischen Wachstumsstéorungen auch kiinftig noch erheblicher

Forschungsbedarf bestehen wird.
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