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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Wachstum

Wachstum ist die Vermehrung und VergréBerung der Koérperzellen mit Zunah-
me der Knorpel — und Knochensubstanz im Kindes — und Jugendalter. Dies ist
verbunden mit einer Zunahme des Korpergewichts und der Korperldnge (47).
Das Wachstum ist multigenetisch determiniert und man kann davon ausgehen,
dass die das GréBenwachstum bestimmenden Gene von beiden Eltern zu glei-
chen Teilen vererbt werden (50).

AuBerdem bestimmen viele weitere endo — und exogene Faktoren das Wachs-
tum. Zu den physiologischen endogenen Faktoren z&hlen neben den geneti-
schen Voraussetzungen die neurohumorale Regulation, das Ansprechen der
Endorgane auf hormonale und metabolische Faktoren, die Resorption von
Nahrstoffen sowie die Umsetzung der entsprechenden Metabolite. Gesunde
altersentsprechende Erndhrung, sowie zahlreiche andere Milieufaktoren haben

als exogene Faktoren einen Einfluss auf den Wachstumsprozess.

Der Wachstumsprozess verlauft nicht stetig, sondern unterliegt Schwankungen,
die normalerweise zentralnervés ausgeglichen werden (50). Weicht die GréBe
des Kindes Uber langere Zeit vom Soll — Wert ab, so kann dies zu Kleinwuchs
fuhren. Nach Definition spricht man von Kleinwuchs bei einer Korper-lange (im
Liegen) oder einer KérpergréBe (im Stehen) unterhalb der 3. Perzentile der al-
tersentsprechenden Normpopulation (36). Allerdings kann bereits die vermin-
derte Wachstumsgeschwindigkeit Ausdruck eines pathologischen Wachstums
sein (37).

Je nach Ursache des Kleinwuchses kann therapeutisch mit einer Wachstums-
hormontherapie begonnen werden. Es stellte sich allerdings heraus, dass die
Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit gerade unter Hochdosis rhGH-

Therapie variabel und schwer vorhersehbar ist (11). Deshalb wurde versucht
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mittels groBer Datenbanken Einflussfaktoren fir das Outcome der Therapie
festzustellen.

So wurden prognostische Faktoren wie Alter, Gewicht und Dosierung (32) des
Wachstumshormons herausgearbeitet (52, 53).

Die anhand dieser bisher bekannten Variablen erstellten Prediktionsmodelle
erklaren nur teilweise die unterschiedliche Reaktion auf die gleiche Therapie
(56, 13, 49). Dies legt die Vermutung nahe, dass es noch weitere unbekannte
EinflussgréBen gibt. Ein solcher Faktor genetischer Natur soll in dieser Arbeit

besprochen werden.

1.2 Die Wachstumshormontherapie

1.2.1 Das Wachstumshormon

FOr das normale Wachstum des kindlichen und jugendlichen Organismus ist
das Wachstumshormon (Somatotropin, STH, growth hormone, GH) unentbehr-
lich. Dieses einkettiges Peptidhormon ist aus 191 Aminos&uren ohne Zucker-
reste aufgebaut (7). Es ist das Produkt des GH 1 (GH —N) — Gens, das auf dem
langen Arm des Chromosoms 17 lokalisiert ist, seine Expression erfolgt fast
ausschlieBlich in den somatotropen Zellen der Adenohypophyse. Neben dem
hGH (ca. 90%) entsteht durch alternatives SpleiBen eine Variante, der die Ami-
nosauren 32 — 46 des hGH fehlen (51).

Seine Expression und Ausschuttung wird Uber das zugehdrige hypothalamische
Releasinghormon Somatoliberin (GHRH) und das Release — Inhibiting -
Hormon Somatostatin (GHRIH) reguliert.

GHRH ist ein Peptidhormon und wird hauptsachlich im N. arcuatus des Hypo-
thalamus produziert. Es wirkt Uber einen G — Protein gekoppelten Zelloberfla-
chenrezeptor, der Uber cAMP eine intrazellulare Signalkaskade anregt. Diese
fihrt zur Steigerung der Wachstumshormonproduktion und — sekretion (20).
Auch GHRIH ist ein Peptidhormon, das von den Neuronen im Bereich der
anterioren, periventrikularen Region des Hypothalamus produziert wird. Von
dort sind regulatorische Axone zur Eminentia mediana hin gerichtet. Auch sind



EINLEITUNG

auf hypothalamischer — hypophyserer Ebene weitere Rickkopplungsmecha-
nismen eingerichtet. So steigert zum Beispiel die Sekretion von Wachstums-
hormon die Freisetzung von GHRIH, welches wiederum die Sekretion des Hor-
mons hemmt (51).

Die Sekretion dieser beiden Regulationshormone wiederum wird von Neuro-
transmittern im Hypothalamus gesteuert. Agonisten des a — und 3 — Rezeptors,
wie auch dopaminerge und serotinerge Agonisten stimulieren die Sekretion des
Wachstumshormons, wahrend die jeweiligen Antagonisten sie hemmen. Dieses
System ist bisher noch nicht vollstandig verstanden (51).

Die basale Freisetzung des Wachstumshormons erfolgt pulsatil.

1.2.2 Die Entdeckungsgeschichte des Wachstumshormons und sei-
ner Mediatoren

1956 wurde das Wachstumshormon das erste Mal isoliert und als artspezifisch
erkannt (40). Salmon und Daughaday (60) fanden im folgenden Jahr heraus,
dass durch das Hormon die Synthese so genannter Somatomedine vor allem in
der Leber (73), aber auch in vielen anderen Geweben induziert wird.

Es gibt mehrere Somatomedine. Chemisch sind sie einkettige Polypeptide und
zwei von ihnen sind die Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren IGF-I1 (Somato-
medin C) und IGF-II.

IGF zirkulieren an Bindungsproteine (IGFBP) gebunden, die ihre Halbwertszeit
deutlich verlangern und bei der Bindung an die Rezeptoren eine wichtige Rolle
spielen (51, 73).So dienen sie nicht nur als extrazelluldrer Speicher, sondern
interagieren auch mit anderen Proteinen und fungieren als Regulationssysteme
(29).

IGF-1I besteht aus 67 Aminosauren (Genort Chromosom 11) und ist flr das
pranatale Wachstum von wesentlicher Bedeutung.

IGF-1 ist ein basisches Peptid, aus 70 Aminosauren bestehend, die eine einzel-
ne Kette bilden (51, 67). Dem Proinsulin strukturell &hnelnd ist diese Kette tUber
drei Disulfidbriicken verbunden. Es wird durch ein Gen auf dem langen Arm des
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Chromosoms 12 kodiert (67). IGF-I bindet an einen membranstandigen Rezep-
tor, der dem Insulinrezeptor funktionell und strukturell sehr &hnelt (7). Die IGF-I
— und IGFBP3 —Serumkonzentrationen sind sowohl von der jeweiligen Wachs-
tumshormonkonzentration anhangig, steigen so zum Beispiel unter Hochdosis-
wachstumshormontherapie bei wachstumshormonsensiblen Patienten im Laufe
der Zeit deutlich an (55), als auch von nutritiven Faktoren, der Insulinkonzentra-
tion und der Leberleistung (63).

Das Wachstumshormon entfaltet seine Wirkung am S&aulenknorpel der Epi-
physenfugen, wo das wesentliche Wachstum der langen Réhrenknochen
stattfindet, entweder direkt oder indirekt Gber IGF-I. Direkt auf die Zielzelle wirkt
das Wachstumshormon als starkstes eiweiBanaboles Hormon durch die
Forderung der Biosynthese und durch seine diabetogene und lipolytische
Stoffwechselwirkung (7).

Raben fihrte 1958 die ersten erfolgreichen Behandlungsversuche mit huma-
nem Wachstumshormon (hGH) durch (48). Damals waren durch die geringe
Menge an verfigbarem Wachstumshormon und die unterschiedliche Praparati-
on desselben die Behandlungsmaoglichkeiten und damit auch der langfristige
Therapieerfolg beschrankt. Eine Verbesserung des Wachstums der substituier-
ten Kinder zeichnete sich jedoch bereits ab.

Die Messung des humanen Wachstumshormons mittels Radioimmunassays
war erstmals 1963 mdglich. Mit der Entdeckung der IGF — Bindungsproteine im
Jahr 1975 war es mdglich die Regulationsmechanismen von IGF-I besser zu
verstehen. Die Biosynthese von hGH mit rekombinanter DNA — Technologie
gelang erstmals 1979 in E. coli (21), erste klinische Versuche erfolgten 1981. Im
Jahr darauf wurde die primare Struktur des GH — Releasing-Faktors bekannt
und damit seine Synthese ermdglicht. Seit 1985 erfolgt nun die Behandlung mit
rekombinantem humanem Wachstumshormon (rhGH) (35). Dadurch konnte die
Indikation zur GH — Therapie etwas groBzigiger gestellt werden.
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Die Sequenzierung des Gens des GH — Releasing Faktors gelang 1985 (41).
1988 flhrte man die erste Therapie mit rekombinantem IGF-I bei Patienten mit

GH — Resistenz durch.

Im Laufe der folgenden Jahre konnten weitere Faktoren, die in der Signaltrans-
duktion eine Rolle spielen, aufgedeckt werden. Auch Mutationen des Wachs-
tumshormons, der Somatomedine und der Bindungsproteine wurden bekannt,
so dass immer genauer zwischen den verschiedenen Ursachen des Symptoms

Kleinwuchs unterschieden werden konnte.

1.2.3 Nebenwirkungen der Wachstumshormontherapie

Die Substitutionstherapie mit rhGH ist duBerst nebenwirkungsarm (32). Als Fol-
ge des Aufholwachstums kann es gelegentlich zu einer Epiphysiolysis capitis
femoris kommen. AuBerdem wurde Uber Einzelfélle von Pseudotumor cerebri
als Folge einer vermehrten FlUssigkeitsretention wahrend der Initialphase be-
richtet (51).

1.2.4 Der Wachstumshormonrezeptor

Das Wachstumshormon wirkt Uber einen spezifischen Rezeptor. Die Struktur
des Rezeptors sowie die seiner Bindungsproteine wurde 1987 aufgedeckt (39).
Das Rezeptorprotein besteht aus einer extrazellularen, einer transmembranen
sowie einer intrazellularen Domane. Inzwischen ist die genaue Signalkaskade

erklart:

Bereits vor der Bindung des Hormons liegt das Rezeptormolekil als Dimer vor.
Nach der Bindung des Hormons an die hochaffine Bindungsstelle der extra-
zellularen Domane des Transmembranrezeptors aktiviert das GHR — Dimer als
erstes die assoziierte Januskinase 2 (JAK 2). Die aktiverte Januskinase 2
phosphoryliert dann sich selbst an zusatzlichen Tyrosinen, auBerdem werden
zytoplasmatische Tyrosinreste des GHR und viele andere Signalmolekile wie
zum Beispiel der Transkriptionsfaktor STAT 5b phosphoryliert (69). Diese
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phosphorylierten Tyrosinreste stellen dann Bindungsstellen fir diverse
Signaltransduktionsmolekile , die eine Phosphotyrosinbindungsstelle besitzen,
dar (8).

Diese Phosphorylierung ist Voraussetzung fiir die Dimerisierung des STAT 5 —
Proteins (24, 26, 28). Der dimerisierte STAT 5b — Faktor transloziert in den
Zellkern und bindet dort an spezifische Enhancer — Elemente. Daraufhin wird

die IGF-1 — Expression induziert.
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Abbildung 1.1: Signhalkaskade Wachstumshormonrezeptor (71)
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1.2.5 Exon 3 Deletion

In den letzten Jahren wurden verschiedene Mutationen des Wachstums-
hormons und seines Rezeptors bekannt. Auf eine Besonderheit des Wachs-
tumshormonrezeptors soll nun genauer eingegangen werden:

Der Rezeptor weist einen ungewdhnlichen genetischen Polymorphismus auf.
Dieser Polymorphismus wird durch die Deletion des Exons 3 (d3) verursacht.
Der Protein — Polymorphismus fuhrt zu einem Verlust der Aminosauren 7 — 28
und der Substitution der Aminosaure A6D am N — terminalen Ende der extra-
zellularen Rezeptordoméane (43). Die Aminosauren 7 — 28 konnten bisher noch
nicht durch Kristallographie in ihrer Struktur bestimmt werden, liegen aber nicht
direkt in der Bindungszone des Wachstumshormons.

In Folge dessen wird die Bindungsaffinitdt des Wachstumshormons zum Re-
zeptor durch den Polymorphismus in vitro nicht verandert (61, 68). Es wird ver-
mutet, dass diese wahrscheinlich sehr flexible Region eine Rolle bei den Kon-
formationsveranderungen wahrend der Aktivierung des Rezeptordimers durch
das Wachstumshormon spielt (16). Allerdings kommen auch viele andere Mdg-
lichkeiten in Frage: Auswirkungen auf das RNA - SpleiBen, die Pro-
teinstabilitat, die Glykosilierung genauso wie der Transport zur Zellmembran.
Die Pravalenz des d3 — Wachstumhormonrezeptorallels betragt zwischen 25
und 32% mit einer Homozygotenfrequenz von 9 — 14% (43, 16).

Die Anwesenheit einer einzelnen Kopie des d3 — Wachstumshormonrezeptors
erscheint ausreichend flr ein normales Wachstumsverhalten (44).
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1.3 Betroffene Kinder

Eine groBe Zahl von Erkrankungen weist als Haupt — oder Nebensymptom

Kleinwuchs auf. Bei pathologischen Wachstumsstérungen bestehen priméar an-

gelegte oder sekundar erworbene Veranderungen der Wachstumsregulation

und / oder des wachsenden Gewebes (50).

Die systematische Gliederung des Kleinwuchses in primare und sekundare St6-

rungen des Wachstums ist in der folgenden Ubersicht dargestellt (50):

Abbildung 1.2: Systematische Gliederung des Kleinwuchses.

Priméarer Kleinwuchs
— Normvarianten
°  Familidrer Kleinwuchs
° Konstitutionelle Entwicklungsverzdégerung
— Skelettdysplasien
— Knochenstoffwechselstérungen (Mukopolysaccharidosen, Mukolipidosen)
— Chromosomale Anomalien (Ullrich-Turner-Syndrom, M. Down) Intrauteriner
Kleinwuchs ( fetale Infektionen, Alkohol, Nikotin)
— Kleinwuchssyndrome (Silver — Russel-Syndrom)
Sekundéarer Kleinwuchs
— Mangel — und Fehlernahrung
— Chronische Organerkrankungen
° Niereninsuffizienz
° Leberzirrhose
°  Darmerkrankungen (Zéliakie)
° zyanotische Herzfehler
° Rheumatischer Formenkreis
— Metabolische Stérungen des Kohlenhydrat-, Eiweil3 — und Fettstoffwechsels
— Hormonelle Stérungen (Wachstumshormonmangel, Hypothyreose, Glukokorti-
koidexzeR)

— Psychosoziale Deprivation (15)
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Betrachtet man nun die Kinder, die trotz ausreichender Wachstumshormonkon-
zentration kleinwichsig sind, so liegt bei diesen Patienten die Stérung vornehm-
lich im IGF-I — produzierendem Gewebe oder im Endorgan. Abbildung 1.3 gibt

eine Ubersicht (iber magliche Ursachen.

Abbildung 1.3: Ursachen des Kleinwuchses

e Stérungen in den IGF-I — produzierenden Geweben (IGF — Mangel)
— angeborene GH — Resistenz
° fehlende bzw defekte GH — Rezeptoren
° Postrezeptorendefekt
° Defekte in der IGF-I Synthese
— erworbene GH — Resistenz
°  zirkulierende Antikdrper gegen GH oder GH — Rezeptoren
° Unterernahrung
° Leberkrankheiten
— IGF-I — Mangel bei Hypothyreose
e Stérung im Endorgan (Knorpel/Knochen)
— angeborene Stdérung
° IGF-I Resistenz im Knorpel oder Knochen
°  Stérung der Epiphysenfuge
° nicht — endokrine Skeletterkrankungen
°  Chromosomenaberrationen
— erworbene Stérungen

°  Glukokortikoid — induzierte Wachstumshemmung (72)

Von diesen den Kleinwuchs als Symptom aufweisenden Erkrankungen wurden
in dieser Doktorarbeit zwei kleine, klar definierte Gruppen (Ullrich —Turner-
Syndrom, SGA — Kinder (,small for gestational age“)) genauer untersucht, um
eine Verfalschung der Ergebnisse durch vielfaltige, andere Einflussfaktoren
moglichst klein zu halten. Diese beiden Gruppen haben beide keinen Wachs-
tumshormonmangel, profitieren aber trotzdem von einer Hochdosis rhGH —
Therapie (14, 12, 57).

10
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1.3.1 Ulilrich— Turner— Syndrom

Viele Chromosomenstdrungen fihren zu einem priméren Kleinwuchs. Eine hau-
fige Form ist das Ullrich — Turner — Syndrom (UTS). Dieses Syndrom wurde
erstmals 1930 von dem Muanchner Kinderarzt O. Ullrich beschrieben. Unabhén-
gig davon berichtete der amerikanische Arzt Henry H. Turner 1938 von Mad-
chen, die durch ihre geringe KbérpergréBe, das Fehlen normaler weiblicher Ent-
wicklung und durch spezifische Merkmale wie Pterygium colli und Cubitus val-
gus auffielen. Dieser Symptomenkomplex wird auch heute noch unter dem Na-
men Ullrich — Turner — Syndrom zusammengefasst. Weitere Symptome sind ein
breiter, schildférmige Thorax, hypoplastische, weit auseinander stehende Ma-
millen und dysplastische, tief sitzende Ohren (36). Fehlbildungen innerer Orga-
ne sind vor allem Hufeisennieren und Aortenisthmusstenose. Es kann zur cha-
rakteristischen Fazies mit Ptosis, ausgepragter Infraorbitalfalte, nach unten ge-
richteten Mundwinkeln und einem tief sitzenden Haaransatz kommen. Selten

liegt eine Minderbegabung vor (25, 7, 33).

Der pathologische Karyotyp 45,X wurde 1959 von Ford et al. entdeckt (18). Fast
ebenso haufig wie der klassische Karyotyp sind Falle mit Mosaik 45,X/46,XX
und Formen mit Deletion eines Armes von X oder X — Iso — oder Ringchromo-
somen. Bei diesen Madchen reicht der Phanotyp vom Vollbild des UTS bis hin
zum fast normalen weiblichen Habitus mit spontaner Pubertatsentwicklung und
maoglicher Fertilitat (7, 36).

Leitsymptom ist fast immer der Kleinwuchs, wenn die Diagnose nicht schon im
Neugeborenenalter wegen der Lymphédeme an Hand — und FuBricken gestellt
wurde. Der Kleinwuchs der Madchen beruht nicht auf einem Wachstumshor-
monmangel, sondern auf einer primar verminderten endogenen Wachstumspo-
tenz der langen Réhrenknochen, die IGF-I Werte sind im niedrig normalen Be-
reich (7, 25). Er kann in vier Phasen unterteilt werden. Phase eins beschreibt
das retardierte intrauterine Wachstum. Postpartal schlieBt sich eine Zeit der
relativen Kompensation des Wachstumsrlckstandes bis zu einem Knochenal-

ter von zwei Jahren an (2). In der dritten Phase kommt es zu einer gravierenden

11
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Verzbégerung des Wachstums. Der normalerweise mit der Pubertat einsetzende
Wachstumsschub (ca. zehntes Lebensjahr) bleibt aus. Die Madchen wachsen
unbehandelt prolongiert bis etwa zum 20. Lebensjahr (Norm: 16. Lebensjahr).

Die symptomatische Therapie besteht einerseits aus einer méglichst friihzeitig
einsetzenden Hochdosistherapie mit rhGH, andererseits muss vor dem 14. Le-
bensjahr mit der zunachst langsam steigenden Ostrogensubstitution begonnen
werden. Nach Ubergang auf eine zyklische Ostrogen/Gestagen — Dauerthera-
pie kommt es zur regelmaBigen Menstruation und weiterer puber-tarer Reifung
(7). Ziele der Substitutionstherapie sind eine normale Kérperhéhe im Kindesal-
ter, zeitgerechtes, normales Pubertatswachstum und Pubertatsentwicklung so-
wie eine EndgréBe, die bei Gber 150cm liegt.

1.3.2 SGA - Kinder

Die Einteilung Neugeborener nach dem Geburtsgewicht bezogen auf das
Gestationsalter ermdglicht die Unterscheidung von hypotrophen, eutrophen und

hypertrophen Neugeborenen (6):

Hypotrophes Neugeborenes Geburtsgewicht < 3. Perzentile
(-,small for gestational age“, SGA)

Eutrophes Neugeborenes Geburtsgewicht 3. - 97. Perzentile
(,appropriate for gestational age”, AGA)

Hypertrophes Neugeborenes Geburtsgewicht > 97. Perzentile

(.large for gestational age”, LGA)

An dieser Stelle soll nun auf die Gruppe der SGA- Kinder genauer eingegangen
werden. Der intrauterine Kleinwuchs kann durch eine Vielzahl von Faktoren be-
dingt sein (70). Eine Ubersicht gibt Abbildung 1.4 (50):

12
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Abbildung 1.4: Ursachen fiir SGA- Kinder.

e Mautterliche Stérungen:
— Erkrankungen der Mutter
°  Eklampsie
° schwere, chronische Krankheiten
— Uterusanomalien
— Umweltfaktoren
° Rauchen
° Alkohol
° Drogen
° soziobkonomische Konflikte
e Fetale Stérungen
— chromosomale Aberrationen
— anatomische Entwicklungsdefekte
— pranatal manifeste Skelettdysplasien
— syndromatische Stérungen
e Plazentare Stérungen

e |nfektionen

Zu den syndromatischen Stérungen gehdéren verschiedene Formen des so ge-
nannten intrauterinen Kleinwuchses. Diese Kinder sind bei Geburt proportioniert
klein und bleiben klein (50). Eine spezifische Diagnose kann im Verlauf anhand
verschiedener morphologischer Stigmata gestellt werden. Auch wenn es mit
zunehmendem Alter eher mdglich wird, die Ursache des Kleinwuchses heraus-
zufinden, so bleibt doch oft anstelle einer exakten Diagnose der beschreibende
Terminus des Kleinwuchses stehen.

Die Pathogenese der intrauterinen Wachstumsstérungen ist in den meisten
Fallen unbekannt. Die Mehrzahl der bei Geburt kleineren Kinder kann das
Wachstumsdefizit bis zum 4. Lebensjahr wieder aufholen — v.a. die durch mat-
terliche, plazentare und exogene Faktoren beeintrachtigen Kinder (50). Die
Endlange liegt schlieBlich im familiaren Zielbereich (36). Die Kinder, bei denen

das Aufholwachstum ausbleibt, kdnnen mit Wachstumshormonen therapiert
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(36, 2) werden. Die Ergebnisse einer solchen Hormontherapie sind variabel,
doch oft besser als die der ebenfalls hormontherapierten UTS — Kinder.

1.4 Fragestellung

Eine vor kurzem veréffentlichte Studie von Dos Santos et al. berichtete Uber
eine Verbindung zwischen der Deletion des Exons 3 des WHR und dem ver-
mehrten Ansprechen kleiner Kinder ohne Wachstumshormonmangel auf die
Hochdosis rhGH —Therapie (16). Ausgeldst wurde diese durch vorangegangene
Arbeiten, in der die mogliche Relevanz der Deletion des Exons 3 des Wachs-
tumshormonrezeptors beziiglich der GH — Signalkaskade untersucht wurde.
Das Bindungsverhalten des Wachstumshormons beziehungsweise des rekom-
binanten Wachstumshormons an die zwei Isoformen des Rezeptors wurde da-
bei genauer betrachtet (Lit. 41, Lit.21, Lit.42).

Dos Santos et al. untersuchte die Kinder, um klinische Auswirkungen des Re-
zeptorproteinpolymorphismuses festzustellen. Die kleinen Kinder, die genotypi-
siert wurden, gehdrten zwei verschiedenen Krankheitsbildern an. Die eine
Gruppe bestand aus SGA —, die andere aus ISS — Kindern (idiopathic short sta-
ture). Die Gruppe der ISS — Kinder hatte zwar im Gegensatz zu den SGA -
Kindern eine normale Geburtsgr6Be, wies dann aber eine verminderte Wachs-
tumsrate auf (38, 27, 11).

Diese Kinder wurden nun in zwei Kohorten aufgeteilt. Kohorte 1 bestand aus 76
Kindern, davon 51 ISS — Patienten, Kohorte 2 bestand aus 96 Kindern mit 61
ISS — Kindern. Untersucht wurde nacheinander in beiden Kohorten die Zunah-
me der Wachstumsgeschwindigkeit abhangig vom d3 — Genotyp in den ersten
zwei Jahren der rhGH — Therapie. Es ergab sich eine deutliche Abhangigkeit (P
< 10® im ersten Jahr, P < 0.001 im zweiten Jahr) der Zunahme der Wachs-
tumsgeschwindigkeit vom Genotyp. Dabei war die Reaktion auf das Wachs-

tumshormon der Kinder gréBer, die mindestens ein d3 — Allel trugen.

Nachdem die Dos Santos-Gruppe in ihrer SGA/ISS — Studie eine 1,7 — 2 mal

héhere GréBenzunahme fir die d3/fl und d3/d3 Genotypen ermittelt hatte, ver-
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suchte sie nun in vitro heraus zu finden, in wie weit die Deletion des Exons 3
die Funktion des Rezeptors beeinflusst.

Es wurden in vitro Untersuchungen an HEK Fibroblasten durchgefihrt, welche
mit Vektoren fir d3 — GHR, fl — GHR sowie einem Reporter, der ein LHRE
(lactogenic response element) zusammen mit einem Luciferase — Gen enthielt,
transfiziert wurden (27, 62). Die beobachtete Luciferase — Aktivitat, durch GH
stimuliert, zeigte eine ~ 30% hdéheren Signaltransduktion bei den d3 — Isoform —
Zellen im Vergleich zu den fl — Isoform — Zellen (16).

Da diese neuen Erkenntnisse dazu beitragen kdnnten, die Pharmakotherapie

mit rhGH zu individualisieren (66), soll im Rahmen dieser Doktorarbeit dieser

Mechanismus an zwei klar definierten Gruppen erneut getestet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

2.1.1 Teilnahmevorrausetzungen und Ausschlusskriterien

Untersucht wurden 113 Kinder, die in den letzten 18 Jahren in der endokrino-
logischen Abteilung der Universitats — Kinderklinik Tubingen eine Wachstums-
hormontherapie mit rekombinantem humanem Wachstumshormon (rhGH) er-
halten hatten. Es wurden speziell zwei Gruppen genauer analysiert: UTS-
Méadchen und SGA — Kinder.

Die klinischen Daten wurden aus den Patientenakten entnommen. Das sponta-
ne Wachstum des Kindes vor der Therapie wurde Uber einen Zeitraum von
mindestens neun Monaten dokumentiert und die elterliche GréBe bei allen Pa-
tienten gemessen. Drei Kinder waren adoptiert, so dass bei ihnen diese Anga-
ben fehlen. GréBe, Gewicht und die geschlechtsabhangige mittlere GréBe der
Eltern wurden in SDS Werte nach Prader et al. (46) umgerechnet. Fir das Ge-
wicht wurden die Referenz-Werte nach Freeman et al. (19) herangezogen.

Der G6Benzuwachs (delta height) entspricht der Differenz der GréBe nach zwdolf
Monaten Therapie und der zu Beginn der Therapie. Genauso berechnet wurde
der Gewichtszuwachs (delta weight). Die Zunahme der GréBenwachstumsge-
schwindigkeit (delta height velocity) ergab sich aus der Differenz der Geschwin-
digkeit gemessen wahrend der Therapie und der Geschwindigkeit bei Start der
Therapie.

Die Therapie an sich wurde mit einer mittlere Dosis von 38 ug/kg pro Tag (+/-8)
bei Turner- Kindern und 56 pg/kg pro Tag bei SGA — Kindern durchgefihrt.

Die meisten der untersuchten Kinder kamen aus Deutschland, drei waren aus
der Turkei, zwei griechischer und einer italienischer Abstammung.
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Als allgemeine Ausschlusskriterien galten:

e Beginn der Pubertat am Anfang oder wahrend des ersten Jahres der
Therapie; Der Eintritt der Pubertat wurde definiert als Thelarche bei den
M&dchen und ein testikulares Volumen > 3 ml bei Jungen.

e Patienten, die alter als 14 und junger als 3,5 Jahre waren;

e Oxandrolon-Therapie

e ein Wachstumshormon — Spitzenwert < 8 ng/ml im Serum bei zwei un-
abhangigen Untersuchungen;

Die Eltern / Pflegeeltern aller Patienten waren mit der Teilnahme an der Studie
einverstanden. Der Antrag wurde der Ethikkommission vorgelegt und geneh-

migt.

2.1.2 UTS- Patientinnen

Dem Turner-Syndrom zugerechnet wurden Patientinnen mit einem fehlenden
oder aberranten X-Chromosom. Insgesamt wurden die Daten von 53 Madchen
mit Turner — Syndrom untersucht. Die Verteilung der verschiedenen Karyotypen

ist in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 2.1: Verteilung der UTS — Karyotypen.

Karyotyp
45,X

45 X/46,Xi(Xq)
45,X/46,XX
45,X/46,XdelXq
46,Xi(Xq)
45,X/46,XdelXp
45,X/46,XrX
45,X/47, XXX

\o) )
Nl

a|lal=fw|a]|o]o

Die Madchen waren zu Beginn der Therapie im Schnitt 8,89 Jahre alt. Die wei-
teren klinischen Charakteristika sind in Tabelle 3.2 im Ergebnisteil zusammen-

gefasst.
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2.1.3 SGA- Patienten

In dieser Gruppe wurden Kinder untersucht, die zu klein fir ihr entsprechendes
Gestationsalter waren (small for gestational age, SGA). Zu klein wurde definiert
als eine Geburtslange und / oder ein Geburtsgewicht, welche mindestens zwei
SD — Werte unter dem Durchschnitt lagen nach Niclasson et al. (42). AuBerdem
musste die GrdBe bei Therapiestart nach Prader et al. (46) unter - 2 SDS lie-
gen.

Es wurden die Daten von 60 SGA Kindern untersucht. Davon waren 38 Jungen
und 22 Mé&dchen. lhr Altersdurchschnitt lag bei 7,12 Jahren. Die mittlere Ge-
burtslange betrug - 2.96 SDS (+/- 1,27) und das durchschnittliche Geburtsge-
wicht betrug - 2,91 SDS (+/- 1,25). Die weiteren klinischen Charakteristika sind

in Tabelle 3.6 zusammengefasst.

2.1.4 Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe wurden weitere 62 Patienten analysiert und die Haufigkeit
der einzelnen Genotypen bestimmt. Diese Kinder waren weder UTS — noch
SGA — Patienten und hatten keine Wachstumshormontherapie erhalten.

2.2 Materialien und Bezugsquellen

2.2.1 Gerate
Geratenamen Hersteller
Latexhandschuhe Kimberley — Clark
Vortex Genie 2 Scientific Industries
Einmal-Pipettenspitzen Sarstedt
Pipetten: Gilsen

P2, P20, P100, P200, P1000

P0,5-10
Reaktionsgefae 1,5ml Eppendorf
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DNA-Extraktion:
Wasserbad
Zentrifugen:

Rotixa 50RS

Centrifuge 5415 C
Spectrophotometer Gene Quant |l
Prazisionskivetten

Mikrowelle

PCR:

Clean bench Hera safe

0,2 ml Thermo 8-Strip-tubes
and domed cups

Gene amp PCR System 9700

Memmert

Hettich Zentrifugen
Eppendorf
Pharmacia Biotech
Hellma

Panasonic

Heraeus instruments

peglab, Biotechnologie GmbH

PE Applied Biosystems

Gelelektrophorese und Dokumentation:

Spannungsgerat power-pac 200
Schuttler KL2
UV-Fluoreszenzstisch 312nm
Polaroid (Kamera)

Geldokumentationssystem

2.2.2 Reagenzien

Bezeichnung

Aqua bidest
Ethanol PA zur Analyse

BIO-RAD

Blhler Laborgerate Tubingen
H.Saur, Laborbedarf Reutlingen
DUNCO

Cybertech CS1

Hersteller

MERCK
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DNA Extraktion:

NucleoSpin Blood XL
Buffer BQ1
Buffer BQ2 (konz.)
Buffer BE
Proteinase K (lyophilizid)
Proteinase Buffer
Columns
Collection tubes
Elution tubes (50 ml)

PCR:
Taq PCR Core Kit:
QIAGEN PCR Buffer 10x
Tag-DNA-Polymerase
dNTP mix ( 10 mM each)
Primer:
G1, G2, G3

Machery-Nagel

Qiagen

Promega

k™ accession number

GenBan
AF 155912

Synthese von MWG

Gelelektrophorese und Dokumentation:

Agarose 11404
6x Ladepuffer
100bp DNA-Leiter Plus
10x TBE Puffer pH 8,0;11:
108g TRIS
70,99 Borsaure
7,449 EDTA-
Dinatrium-Dihydat
Ethidium bromid

SERWA
peqglab, Biotechnologie GmbH
peglab, Biotechnologie GmbH

Universitatsapotheke

MERCK
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2.3 Methoden

Den Patienten wurden im Rahmen der Routinekontrolle jeweils zusatzliche 10
ml Blut peripher abgenommen und bei — 20 °Celsius aufbewahrt. Aus dem wie-
deraufgetauten Blut wurde mit Hilfe des NucleoSpin Blood XL die DNA aus den
Lymphozyten extrahiert und durch die Polymerase — Ketten — Reaktion spezi-
fisch vervielfaltigt. Die Gel — Elektrophorese diente zur Auftrennung der ver-
schiedenen Fragmentlangen. Anhand der Verteilung der Fragmentlangen konn-
te der Genotyp jedes Patienten ermittelt werden.

Nachdem sowohl die Laborarbeit als auch die klinische Datensammlung unab-
hangig voneinander fertig gestellt worden waren, konnten die Ergebnisse mit-
einander verknlpft werden, um eine mdgliche Verknlpfung des Genotyps und
des Wachstumsverhaltens festzustellen.

2.3.1 DNA Extraktion

Durch die Inkubation (bei 56°C fiir 15 min) der Blutprobe (5 ml) in einer Lésung
aus Proteinase K (500 ul) und einer groBen Anzahl chaotroper lonen (5 ml Puf-
fer BQ 1) wurde die Lysierung der Blutprobe erreicht.

In dieses Gemisch wurde nun Ethanol (5 ml, 96-100%) beigefligt um ideale Vor-
raussetzungen fir die Bindung der DNA an die Waschzettel der korrespondie-
renden NucleoSpin Blutbande zu schaffen. Flr die Bindung an sich musste das
Gemisch erst auf Raumtemperatur abkihlen, dann wurde es umgeflllt und 3
min bei 4000 x g zentrifugiert. Danach wurde das Filtrat in ein frisches Rohr-
chen geleert und erneut fir 3 min bei 400 x g zentrifugiert. Der Bindungspro-

zess ist reversibel und spezifisch fir Aminosauren.

Die nun folgenden Waschschritte entfernten effizient eventuell vorliegende Kon-
taminationen. Die Waschung erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde dem Filtrat
7,5 ml Puffer BQ 2 beigefugt und das Gemisch 2 min bei 4000 x g zentrifugiert.
Der zweite Schritt erfolgte wiederum mit 7,5 ml Puffer BQ 2, zentrifugiert wurde
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10 min bei 4000 x g. Bei dieser verlangerten Zentrifugation wurde gleichzeitig
die Silikonmembran getrocknet.

Um die hochgereinigte DNA herauszul6sen wurde das gewaschene Filtrat in ein
neues Réhrchen umgefullt. Dann wurden 600 pl des auf 70 °C vorgewarmten
Lésungspuffers BE beigemengt und bei Raumtemperatur 2 min inkubiert. Da-
nach wurde noch einmal 2 min bei 40 x g zentrifugiert. So erhielt man am Ende
der Extraktion 600 pl hochgereinigte DNA in leicht alkalischem L&sungspuffer.

2.3.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte spektrophotometrisch anhand
der unterschiedlichen Absorptionsmaxima von DNA und Proteinen. Das Ab-
sorptionsmaximum der DNA liegt bei 260 nm, wahrend das der Proteine bei 280
nm liegt. Als Reinheitsgrad der DNA bezeichnet man den Quotienten der bei-
den Absorptionsmaxima, wobei ein Wert zwischen 1,7 und 2,0 als optimal ein-
geschatzt wird. Liegt er unter 1,7, ist die Probe mit Proteinbestandteilen verun-
reinigt.

Zur photometrischen Messung wurden 50 pl der DNA-Pufferlésung zu 950 pl
H2O in eine Klvette gegeben. Die Extinktion wurde bei 260 nm und bei 280 nm
gemessen. Zusatzlich wurde die 260/280 nm-Ratio bestimmt.

Die DNA-Menge wird wie folgt berechnet:

DNA-Konzentration (ug/ul): A260 x a x b;
a = 20 (Verdinnungsfaktor);

b = 0,05 pg/pl (molekularer Extinktionskoeffizient fur Sduger — Doppelstrang —
DNA)
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2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Grundlagen der enzymatischen DNA — Amplifikation

Die Klonierung (spezifische Vermehrung) und Analyse bestimmter Gen-
abschnitte wurde durch die Einfliihrung der PCR moglich gemacht.
Bendtigte Reagenzien:

o Oligonukleotid-Primer komplementar zu bekannten Sequenzen von
sense- und antisense- Strang der zu amplifizierenden DNA, die diese auf
gegeniberliegenden Strangen zwischen sich einschlieBen.

o Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs)

o hitzestabile TAQ — DNA-Polymerase

o Reaktionspuffer

o die zu bestimmende DNA

Die DNA — Synthese erfolgt dem Zyklus entsprechend in drei Schritten. Nach
der Hitzedenaturierung, das heiB3t der Zerlegung der Doppelstrang — DNA in
Einzelstrange, wird durch Abklhlung des Reaktionsgemisches (Renaturierung)
die Anlagerung der Primer an die komplementaren DNA — Sequenzen erreicht
(Annealing). Im letzten Schritt werden dann die dNTPs durch die Taq —
Polymerase an die Primer angeflgt. Die Reihenfolge der Anlagerung der unter-
schiedlichen dNTPs wird durch den vorliegenden DNA — Einzelstrang vorgege-
ben (Polymerisation der Extension) (17).

Dieser Zyklus wird 25 — 40 mal wiederholt, so dass nach n Zyklen 2" Strange
pro DNA-Ausgangsstrang zur Verfliigung stehen. Um die PCR Uberhaupt aus-
fihren zu kdénnen, bendtigt man die 5° - 3" - Aktivitat der DNA — Polymerasen.
Diese finden am freien 3° - Ende eines Doppelstranges einen Startpunkt, von
dem aus die Synthese des neuen Komplementarstranges gestartet werden
kann.

Lange Zeit stellte die hohe Temperatur, die zur Trennung des neuen Stranges
bendtigt wurde, ein groBes Problem dar, da dadurch die Polymerase inaktiviert
wurde. Erst mit Entdeckung der Tag-Polymerase (nach Thermophilus aquadi-
cus, einem termophilen Bakterium), die bei 72 °C ihre maximale Effizienz ent-
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wickelt, konnte die PCR in groBem Stil angewandt werden. Selbst bei Tempera-
turen von 95 ° C, die zur Denaturierung bendétigt werden, kommt es zu keiner
Aktivitatsminderung (30, 59, 64, 31).

Durchfihrung der PCR

Um den GHR — Exon 3 — Bereich zu genotypisieren, wurde der von Pantel et
al. (43) publizierte PCR multiplex assay verwandt. Der Reaktionsansatz von 50
ul enthielt dabei 0,6 pl 300 pmolarer dNTPs, 1 ul der Tag-Polymerase, 10,4 pul
destilliertes Wasser, jeweils 10 pl der drei 5 pmolaren Primer G1, G2, G3 und 5
ul des 10 x Puffers. Diesem Ansatz wurden 3 pl der 100 umolaren DNA-Probe
beigeflgt.

Zur Prophylaxe vor Kontamination mit Fremd — DNA wurde wéahrend des Pipet-
tierens an der clean bench mit Laborhandschuhen, eigens daflir vorgesehenen
Pipetten und Einmalpipettenspitzen gearbeitet. Auch wurden die Fertigstellung
des Reaktionsgemisches und das Hinzufiigen der DNA an getrennten Arbeits-
platzen durchgefiihrt. In jeder PCR — Reihe wurde eine Negativkontrolle
mitamplifiziert, die nur den Reaktionsansatz enthielt.

Um die Haufigkeit der GHRd3 — und GHRfl — Allelverteilung herauszuarbeiten,
wurde ein von Pantel et al entwickelter PCR multiplex assay verwandt (43). Bei
dieser PCR macht man sich die Tatsache zu Nutzen, dass das Exon 3 beidseits
von retroviralen, sich wiederholenden Abschnitten (long terminal repeat frag-
ments, LTR — Fragmente) flankiert wird (siehe Abbildung 2.1). So beinhaltet das
GHRfl — Allel sowohl das Exon 3 (schwarzer Kasten), als auch die beiden LTR
— Elemente (grauer Kasten). Das GHRd3 — Allel dagegen hat nur ein LTR —
Fragment.

Es wurden drei Primer benutzt (G1, G2, G3): Ein gegenlaufiger Primer G3, der
im Exon 3 lokalisiert ist, und ein Primer — Paar G1 und G2, welches sowohl das
einzelne LTR — Fragment auf dem GHRd3 — Allel klammert, als auch die zwei
repetitiven Elemente des GHRIfl — Allels. Unter spezifischen, experimentellen
Bedingungen (s.u.) lieB sich so mit den Primern G1 und G2 das GHRd3 — Allel
und mit den Primern G1 und G3 das GHRfl — Allel amplifizieren.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des multiplex assays zur Differenzierung des fl
— Allels vom d3 — Allel. Der schwarze Kasten entspricht dem Exon 3, die grauen Kasten
den repetitiven Elementen. Die Pfeile zeigen die Leserichtung der unterschiedlichen
Primer G1, G2 und G3 an.

G1 3248 bp G2

- e o
S — | — —

> -

G1 935 bp G3

L —

- -
Gl 532bp G2

G1, G2, G3 = Primer
Bp = Basenpaare

Amplifikations — Programm:

Hot start;

Initialen Denaturierung: 94°C, 5 min;

Programm Uber 35 Zyklen: 94°C, 30s; 60°C, 30s;
72°C, 90s ;

Terminale Extension: 72°C, 7 min;

2.3.4 Analyse der PCR-Produkte

Agaroseqgel — Elektrophorese

Bei der vorliegenden Untersuchung wurde ein 1% Agarose — Gel verwandt. aftr
wurden 0,59 Agarose mit 50 ml Puffer angesetzt. Als Puffer diente 10x TBE pH
8,0 (108g TRIS, 70,9 g Borsaure und 7,44 g EDTA-Dinatrium-Dihydat auf 1000
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ml), der mit destilliertem Wasser auf 1x TBE verdinnt wurde. Das Gemisch
wurde erhitzt und danach in Form gegossen.

Dann wurden in die Geltaschen jeweils 10 ul des PCR-Produktes pipettiert. Zu
jeder Probe wurde 1 pl des 6x Ladepuffers beigeflugt. Als Langenstandard dien-
te die peqGOLD 100 bp DNA-Leiter plus (0,5 mg DNA/mI). 100 pl dieser Leiter
wurden mit 100 ul 6x Ladepuffer und 400 pl H2O 1:6 verdinnt. Von dieser Mi-
schung wurden 10 ul in die erste Geltasche pipettiert. Dann wurde Gleichstrom
einer Spannung von 160 Volt Uber den Zeitraum von 50 Minuten angelegt.
Nach dieser Zeit hatten sich die unterschiedlich langen Genfragmente aufge-

trennt.

Ethidiumbromidfarbung

Das Gel wurde 10 min mit Ethidiumbromid angefarbt und auf einem Fluores-
zenz-Tisch, der die angeféarbten, amplifizierten PCR — Produkte mittels UV-Licht
(312 nm) sichtbar werden lasst, mit einer Polaroid-Kamera fotografiert. Durch
die genau definierte DNA-Leiter konnte jedes Fragment einer spezifischen bp —
Bande zugeordnet werden.

Durch die unterschiedlichen Langen konnte eine Aussage Uber die Sequenz
des zu untersuchenden Genabschnittes gemacht werden. So entspricht eine
Lange von 532 bp einem Genfragment mit Deletion im Exon 3 (d3) und eine
Lange von 935 bp dem Vorliegen eines kompletten (full length, fl) Rezeptors
(siehe Abbildung 2.2). Treten bei einer Person beide Fragmentlédngen auf, so ist
diese heterozygot fur den Abschnitt. Mit Hilfe der so dokumentierten Werte
konnte jedem Patienten ein Genotyp zugeordnet werden.
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Abbildung 2.2: Dokumentation der Ergebnisse durch Gelelektrophorese. Bande des fl —
Rezeptors bei 935 bp, Bande des d3 — Rezeptors bei 532 bp.

fl fl/ld3 d3 L

¥ |

935 bp— oy — —
bp = Basenpaare
L = definierter DNA — Leiter

2.3.5 Erfassung der Patientendaten

Wachstums — Pradiktion

Fir jedes Kind wurde eine Wachstumsvorhersage nach Ranke et al. (52, 53)
fir das erste Jahr der Wachstumshormontherapie berechnet. Die prognostisch
wichtigsten Faktoren dieses Vorhersagemodells sind die Dosis des humanen
rekombinanten Wachstumshormons (rhGH), das Alter und Gewicht bei Start der
Therapie (angegeben in SDS nach Freeman et al. (53)), sowie die geschlechts-
angepasste mittlere GréBe der Eltern (MPH) bei den SGA — Kindern bzw. der
Abstand zur MPH bei den Turner — Madchen (angegeben in GroBen SDS nach
Tanner et al. (19, 65)).
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Die Gleichung der Wachstumsvorhersage fir das Turner — Syndrom lautet:

Wachstum im ersten Therapiejahr (cm)
=8,1 +[2,2xrhGH Dosis (In; IU/kg pro Woche) ]
+ [-0,3 x Alter zu Therapiebeginn( in Jahren)]
+[ 0,4 x Kérpergewicht SDS zu Therapiebeginn]
+ [-0,2 x (Gr6Ben SDS — MPH SDS)]
+ [ 0,1 x Anzahl der Injectionen pro Woche]

+ [ 1,6 x (Oxandrolon =1; kein Oxandrolon = 0)]

Die Gleichung der Wachstumsvorhersage fir SGA — Kinder lautet:

Wachstum im ersten Therapiejahr (cm)

=9,4 +[56,51 x rhGH Dosis (mg/kg proTag)]
+ [-0,31 x Alter zu Therapiebeginn (in Jahren)]
+[ 0,3 x Kérpergewicht SDS zu Therapiebeginn]
+[0,11 x MPH SDS]

Die individuelle Abweichung von der Vorhersage wurde dann durch die Stan-
dardabweichung aller Abweichungen geteilt. Dieser betragt 1,26 cm fir das
Turner Syndrom und 1,30 cm fur die SGA — Formel (52, 53).

Das Ergebnis entspricht den Studentized Residuals. Betragt der Wert eines
Studentized Residuals 0, bedeutet dies, dass die Vorhersage genau erfillt
wurde. Positive Werte ergeben sich, wenn das Wachstum die Vorhersage tber-
schreitet, negative Werte, wenn das Wachstum hinter der Vorhersage zurlck-
bleibt.

Hormonkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration des humanen Wachstumshormons im Serum wurde mit Hilfe
eines polyklonalen RIAs im Haus bestimmt und nach den WH International Re-
ference Preparation 88/624 (1 mg = 3 IU) kalibriert. Die untere Nachweisgrenze
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lag bei 0,1 pg/l. Der mittlere Variationskoeffizent innerhalb eines Assays betrug
6,9 %, der zwischen den Assays 9,5 % (23).

Die Serumkonzentration von IGF-1 und IGFBP 3 wurden beide mittels des RI-
As, beschrieben bei Blum et al., bestimmt (10, 9). Der mittlere Variationskoeffi-
zient innerhalb und zwischen den RIAs lag bei den IGF-I Werten bei kleiner 10
%. Fur die IGFBP 3 Werte lag er innerhalb der Assays bei 4,1 %, zwischen den
Assays bei 9,7%. Die alters- und geschlechtsabhéangigen IGF-1 — und IGFBP 3
— Werte der Kinder wurden in SDS angegeben. Die Differenzen der Serumkon-
zentrationen nach zwdélf Monaten und zu Beginn der Therapie wurden berech-

net.

2.3.6 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Student —t — Tests.

Soweit nichts anderes angegeben sind die Ergebnisse in den Tabellen als Mit-
telwert dargestellt. Die Standardabweichung des Mittelwerts ist in Klammern
beigeflgt.

P — Werte < 0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Verteilung der Genotypen

Die mit Hilfe der PCR vervielfaltigte DNA wurde auf einem Agarosegel aufge-
tragen. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in die erwarteten Langen
von 935 beziehungsweise 532 Basenpaaren. Dies ermdglichte eine genaue
Unterscheidung des kompletten Wachstumshormonrezeptors (935 BP) von
dem durch die Deletion des Exons 3 verklrzten Wachstumshormonrezeptors
(532 BP). So konnte jedem Patienten einer der mdglichen Genotypen fl/fl, d3/fl,

d3/d3 zugeordnet werden.

Die Verteilung der Genotypen bei den 176 getesteten Kindern differierte nicht
signifikant zwischen den UTS — Madchen, den SGA — Kindern und den Kontrol-
len (siehe Tabelle 3.1). Die Allelhaufigkeit betrug far den kompletten Rezeptor

66% und fur den verklrzten Rezeptor 33%.

Tabelle 3.1 : Verteilung der Genotypen des humanen Wachstumshormonrezeptors am
Exon 3 Locus; angegeben in Prozent.

fl/l d3/l d3/d3
Turner Syndrom n= 53 50 30 20
SGA n= 60 48 38 14
Kontrollen n= 62 45 40 15
Gesamt n= 175 48 36 16
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3.2 UTS- Patientinnen

3.2.1 Klinische Charakteristika vor Therapie

Tabelle 3.2 : Anthropometrische Daten der UTS — Madchen vor Beginn der Wachstums-

hormontherapie.

GHR Genotyp ng::tr::legsut i/l d3/fl d3/d3
n 53 27 15 11
Alter a 8.89(3.09) | 9.08(2.91) | 8.89(3.41) | 8.40(3.30)
GroBe SDS 3.21 (1.02) | -3.12(1.14) | -3.10(0.89) | -3.58 (0.85)
HV cm/a 419 (1.31) | 4.34(1.48) | 4.17(1.22) | 3.88(0.98)
MPH SDS 0.36 (1.27) | 0.72(1.07) | 0.13(1.48) | -0.16 (1.26)*
Gewicht SDS -1.66 (1.34) | -1.42(1.38) | -1.72(1.04) | -2.15(1.55)
HV = Height velocity = Wachstumsgeschwindigkeit
MPH = midparental height = Mittlere Gr6Be der Eltern

P = 0.037 ( d3/d3 versus fl/fl)

Tabelle 3.2 zeigt die Wachstumsparameter der UTS — Madchen vor Beginn
der Therapie mit rekombinantem humanem Wachstumshormon. Zwischen den
drei Gruppen gab es bei der GrdBe der Kinder, sowie bei der spontanen
Wachstumsgeschwindigkeit keine signifikanten Unterschiede.

Lediglich die geschlechtsangepasste mittlere GréBe der Eltern (MPH) war in der
d3/d3 — Gruppe (Mittelwert - 0.16) im Vergleich zur fl/fl — Gruppe (Mittelwert
0.72) deutlich geringer (P = 0.037).
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Tabelle 3.3 : IGF — Werte der UTS- Madchen vor Beginn der Wachstumshormontherapie.

gesamtes
GHR Genotyp Patientengut fl/fl d3/fl d3/d3
IGF-1 SDs| -1.36 (1.10) | -1.45(1.02) | -1.11 (1.09) | -1.55 (1.56)
IGFBP-3 sDS| 0.12(1.12) | -0.08 (1.01) | 0.53(1.22) | -0.03 (1.33)

Die IGF-1 — und IGFBP 3 — Werte (angegeben in SDS) vor Beginn der Wachs-
tumshormontherapie, welche in der Tabelle 3.3 dargestellt sind, zeigen keine

signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.

3.2.2 Klinische Charakteristika nach einem Jahr Therapie

Tabelle 3.4: Anthropometrische Daten der UTS-Madchen nach einem Jahr der Wachs-

tumshormontherapie.

GHR Genotyp Pgt?::tn;:\egsut Il d3/fl d3/d3
rhGH Dosis ug’kg*d 38 (8) 39 (8) 37 (9) 39 (8)
AGréBe SDS| 0.49(0.38) | 0.47(0.37) | 0.50(0.41) | 0.55(0.38)
AHV cm/a| 3.35(1.64) | 2.84(1.54) | 3.35(1.45) | 4.59 (1.54)* 12,3

Stud. Residuals SDS| -0.03 (1.05) | -0.42(0.90) 0.07 (1.08) 0.75(0.95)*4,5

AGewicht SDS| 0.24 (0.48) | 0.11(0.55) | 0.36(0.29) 0.41 (0.44)

rhGH = rekombinantes humanes Wachstumshormon
HV = Height velocity = Wachstumsgeschwindigkeit

*1P  =0.0031 (d3/d3 versus fl/fl)

2P  =0.048 (d3/d3 versus d3/fl)

*3P  =0.019 (d3/d3 + d3/fl versus fl/fl)
*4P  =0.0012 (d3/d3 versus fl/fl)

*5P =0.007 (d3/d3 + d3/fl versus fl/fl)
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Die Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit unter Hormontherapie war in der
d3/d3 — Gruppe deutlich héher als in der fl/fl — bzw der fl/d3 — Gruppe (P =
0.0031 fur d3/d3 versus fl/fl; P = 0.048 fur d3/d3 versus d3/fl) (vergleiche Abbil-
dung 3.1).

Eine Signifikanz (P = 0,019) ergab sich auBerdem beim Vergleich der beiden
Gruppen mit d3 — Allel ( d3/d3 und d3/fl) mit der homozygoten fl — Gruppe.

Abbildung 3.1: Auswirkung der Hochdosis rhGH — Therapie. Die Y- Achse entspricht der
Zunahme der Wachstumsgeschwindgkeit, jeder Kreis reprasentiert einen Patienten.
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Betrachtet man nun die mit der in 2.2.5 aufgefihrten Wachstums — Prediktion
(Lit.1) errechneten Studentized Residuals, erkennt man einen deutlichen Unter-
schied zwischen den Gruppen. Die Werte lagen in der d3/d3 — Gruppe (0.75)
deutlich héher als in der fl/fl — Gruppe (- 0.42) (P = 0.0012). AuBerdem wurde
die Wachstumsprognose bei sieben der elf d3/d3 — Madchen um mehr als 0.5
Uberschritten.

Dieser Unterschied wurde auch dann signifikant, als alle Madchen mit einem d3
— Wachstumshormonrezeptorallel (d3/d3 und d3/fl) (0.36) mit der fl/fl — Gruppe
(- 0.42) verglichen wurden (P = 0.007) (vergleiche Abbildung 3.2).

Abbildung 3.2: Auswirkung der Hochdosis rhGH- Therapie. Die Y- Achse gibt die
Studentized Residuals an, jeder Kreis reprasentiert einen Patienten.
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Der Gewichts- und der GréBenzuwachs wahrend der Wachstumshormonthera-
pie erreicht dagegen keine signifikante Differenz zwischen den drei Genotypen.

Tabelle 3.5 : IGF — Werte der UTS — Madchen nach einem Jahr der

Wachstumshormontherapie

gesamtes
GHR Genotyp Patientengut fl/l d3/il d3/d3
AIGF- 1 sps| 1.71(1.02) | 1.71 (1.21) | 1.66 (0.99) | 1.80 (0.46)
AIGFBP- 3 sps| 1.19(1.09) | 1.25(1.19) | 0.86 (1.07) | 1.50 (0.81)

Die Steigerung der IGF-1 — und IGFBP 3 — Werte der UTS — Madchen (angege-
ben in SDS) weisen nach einjahriger Therapie keine signifikante Differenz zwi-
schen den verschiedenen Genotypen auf.
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3.3 SGA- Patienten

3.3.1 Klinische Charakteristika vor Therapie

Tabelle 3.6 : Anthropometrische Daten der SGA - Kinder vor Beginn der

Wachstumshormontherapie.

GHR Genotyp Pgﬁ::t";:]egsut fI/fl d3/fl d3/d3
n 60 29 23 8
Geschlecht mw|  38/22 17/12 17/6 4/4
Alter a| 712(228) | 6.91(2.24) | 7.55(2.56) | 6.64 (1.50)
Geburtslange cm| 382(12.4) | 404(89) | 35.4(15.1) | 43.0(29)
Geburtslange SDS| -2.96 (1.27) | -2.88(1.37) | -3.25(1.25) | -2.52 (0.87)
Geburtsgewicht o| 1821 (657) | 1900 (710) | 1694 (627) | 1899 (550)
Geburtsgewicht SDS| -2.91(1.25) | -2.66 (1.31) | -3.28 (1.22) | -2.75 (0.96)
GroBe SDS| -3.41(0.94) | -3.58 (1.06) | -3.22(0.84) | -3.33(0.71)
HV cmia| 5.24 (1.25) | 5.28(1.21) | 5.09(1.34) | 553 (1.22)
MPH SDS| 0.08(1.03) | 0.06(1.11) | 0.27(0.97) | -0.38 (0.64)
Gewicht sDs| -3.87 (1.71) | -3.97 (2.02) | -3.74 (1.36) | -3.85 (1.55)
HV = Height velocity = Wachstumsgeschwindigkeit

MPH

Es ergab sich zwischen den einzelnen Genotypen keine signifikante Differenz
fur GréBe, spontane Wachstumsgeschwindigkeit und geschlechtsangepasste

mittlere GroBe der Eltern.

= midparental height = Mittlere GréBe der Eltern
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Tabelle 3.7 : IGF — Werte der SGA - Kinder vor Beginn der Wachstumshormontherapie.

gesamtes
GHR Genotyp Patientengut flfl d3/fl d3/d3
IGF-1 sps| -0.96(1.35) | -1.18(1.52) | -0.79 (1.15) | -0.63 (1.26)
IGFBP-3 sps| 059 (1.12) | 054 (1.23) | 0.56(1.08) | 0.82(0.88)

Die IGF-I — und IGFBP 3 — Werte der SGA — Kinder vor Beginn der Wachs-
tumshormontherapie, aufgezeigt in Tabelle 3.7, weisen keine relevanten Unter-

schiede zwischen den einzelnen Gruppen auf.

3.3.2 Klinische Charakteristika nach einem Jahr Therapie

Tabelle 3.8 : Anthropometrische Daten der SGA — Kinder nach einem Jahr Therapie — im
Gesamten und aufgeteilt nach dem Wachstumshormonrezeptorgenotyp.

GHR Genotyp Pgﬁ::t";zsut Il d3/l d3/d3
thGh Dosis ugkg'd 56 (1) 56 (13) 57 (9) 52 (1)
AGréBe SDS| 0.86(0.35) | 0.82(0.31) | 0.88(0.39) | 0.98(0.34)
AHV cm/a| 3.84(1.73) | 3.44(1.62) | 4.34(1.85) | 3.88(1.56)

Stud. Residals sps| -0.05(1.06) | -0.36 (1.11) | 0.27(1.03) [0.26 (0.66)*1,2

AGewicht sps| 0.91(0.59) | 0.80(0.55) | 1.00(0.69) | 1.05(0.38)

rhGH = rekombinantes humanes Wachstumshormon

HV = Height velocity = Wachstumsgeschwindigkeit

1P =0.023 (d3/d3 + d3/fl versus fl/fl)
2P =0.047 (d3/fl versus fl/fl)
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Die mittlere Wachstumsgeschwindigkeitszunahme wies zwar in den Gruppen
d3/fl und fl/fl hdhere Werte auf, erreicht aber mit einem P = 0.067 keine statisti-
sche Signifikanz (vergleiche Abbildung 3.3).

Abbildung 3.3: Auswirkungen der Hochdosis rhGH — Therapie. Die Y- Achse entspricht
der Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit, die Kreise repréasentieren jeweils einen

Patienten.
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Nimmt man die Gruppen d3/d3 und d3/fl zusammen, so erhdlt man deutlich ho-
here Studentized Residuals (0.27) als in der fl/fl — Gruppe (- 0.36) (P = 0.023).
Ebenfalls signifikant ist der Vergleich d3/fl und fl/fl (P = 0.047) (vergleiche Ab-
bildung 3.4). Fir die kleine Gruppe der d3/d3 — Kinder konnte gegenlber den

fl/fl — Kindern keine Signifikanz festgestellt werden.

Abbildung 3.4 Auswirkung der Hochdosis rhGH- Therapie. Die Y- Achse gibt die

Studentized Residuals an, jeder Kreis reprasentiert einen Patienten.
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Der Gewichts- und GréBenzuwachs nach einem Jahr der Wachstumshormon-
therapie war — genau wie bei den UTS-Madchen — zwischen den drei Genoty-

pen nicht so unterschiedlich, dass sich daraus eine Signifikanz ergeben hatte.
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Tabelle 3.9 : IGF — Werte der SGA- Kinder nach einem Jahr Therapie — im Gesamten und
aufgeteilt nach dem Wachstumshormonrezeptorgenotyp.

gesamtes
GHR Genotyp Patlentengut flifl d3/il d3/d3
AIGF- 1 Sps| 1.89(1.07) | 212(1.15) | 1.72(0.98) | 1.53(0.93)
AIGFBP- 3 SDs| 1.38(0.95) | 1.41(1.03) | 1.30(0.94) | 1.52(0.80)

In der Differenz der IGF — Werte nach einem Jahr der Therapie minus der Wer-
te vor Therapie ergab sich in den einzelnen Gruppen der drei Genotypen kein

signifikanter Unterschied.
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4 Diskussion

4.1 Relevanz

Der effektive GréBenzuwachs kleiner Kinder unter Hochdosis rhGH — Therapie
wird durch verschiedene Faktoren bestimmt, die die Wachstumshormon-
sensitivitat beeinflussen. Dazu gehdéren einerseits verschiedene Genloci, die mit
der GH — IGF-I — Signalkaskade in Verbindung stehen und andererseits die Re-
aktion der epiphysaren Wachstumsplatte (58, 8). Das genaue Verstandnis der
Pharmakogenetik des Wachstumshormons soll dazu beitragen, die Poly-
morphismen dieser Genloci mit dem jeweils unterschiedlichen therapeutischen
Ansprechen auf das Wachstumshormon in Verbindung bringen zu kdnnen.
Darilber hinaus sollte es unter idealen Bedingungen die Vorhersage des Bene-
fits, entstehend durch die Wachstumshormontherapie, verbessern (66). In die-
ser Arbeit wurde durch die pharmakogenetischen Daten deutlich die Relevanz
des Wachstumshormonrezeptorgenotyps gezeigt, auch wenn diese gruppen-
spezifisch erscheint.

4.2 Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit

4.2.1 UTS - Madchen

Die Méadchen mit Turner Syndrom sind eine spezifische Untergruppe kleiner
Kinder, die einen hauptsachlichen Kleinwuchs des Skeletts in Verbindung mit
Gonadendysgenesie aufweisen (54). In dieser Gruppe wurden bisher noch kei-
ne Studien bezlglich der Einflussnahme des Rezeptorproteinpolymorphismu-
ses auf das Outcome der rhGH —Therapie durchgeflhrt. Sie ist deshalb beson-
ders interessant, weil ihr im Gegensatz zu der SGA — und ISS — Gruppe eine
homogene Ursache als Grund fir den Kleinwuchs zugeordnet werden kann.
Somit sinkt die Wahrscheinlichkeit, dass weitere Faktoren fur eine unterschied-
liche Reaktion auf die Hormontherapie verantwortlich sein kénnen.
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Bei dieser homogenen Gruppe lasst sich der unterschiedliche Effekt desvon
Wachstumshormons am stérksten beobachten. So zeigten die Madchen, wel-
che homozygot fur die d3 — GHR Variante waren, die gréBte Zunahme der
Wachstumsgeschwindigkeit (4.59 cm/a). Verglichen damit, wies die heterozygo-
te Gruppe ein mittleres Wachstum unter GH — Therapie auf (3,35 cm/a), wéah-
rend die fl/fl — Gruppe deutlich hinter den beiden anderen zuriick blieb (2,84
cm/a). Insgesamt lasst sich der zusatzliche GréBenzuwachs der d3 — Gruppe
mit 1,5 cm im ersten Jahr der Wachstumshormontherapie abschatzen.

Betrachtet man nicht die Unterschiede der Wachstumsgeschwindigkeit, sondern
errechnet man flr die einzelnen Madchen eine Wachstumsprognose und ver-
gleicht diese nach dem ersten Jahr mit der tatsachlich erreichten GréBe, zeich-
nen sich noch deutlichere Unterschiede ab. In diese Wachstumsprognose ging
das Alter, die rhGH — Dosis, die Gr6Be, das Gewicht der Kinder und die ge-
schlechtsangepasste mittlere GréBe der Eltern mit ein (52). Die unterschiedli-
chen Wachstumshormonrezeptorgenotypen sind in diesen Daten nicht repra-
sentiert.

Die d3 — Gruppe Uberschritt ihre Prognose deutlich (+ 0,75). Die heterozygote
Gruppe ergab ein mittleres Ergebnis (0,07) und die fl — Gruppe blieb klar hinter
dem erwarteten Wert zurick (- 0,42). Dieses Resultat zeigt, dass der fl/d3 —
Genotyp ein wichtiger Faktor ist, der das Outcome der Therapie beim Ullrich —
Turner — Syndrom entscheidend mitbeeinflusst.

Diese Ergebnisse weisen deutlich darauf hin, dass die Reaktion auf Wachs-
tumshormone abhangig von der Anzahl der vorliegenden d3 GHR — Allele ist.
AuBerdem besteht eine Ubereinstimmung mit Ergebnissen von in vitro Untersu-
chungen, in denen Wachstumshormonrezeptoren vom d3 — Genotyp eine héhe-
re Bioaktivitat aufweisen als die fl — Rezeptoren (s.u.) (16).
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4.2.2 SGA - Kinder

Als zweite Gruppe wurden SGA — Kinder getestet. Diese Kinder zeigten zwar
auch einen Trend zur vermehrten Antwort auf eine Hochdosis — Wachstums-
hormontherapie bei Vorliegen eines d3 — GHR — Allels, allerdings ist der Effekt
nicht so deutlich wie bei den Turner — Madchen.

Der mittlere Wachstumsgeschwindigkeitszuwachs der d3 — GHR — Trager war
gréBer als der der fl — Gruppe. Am héchsten war die Zunahme der Wachstums-
geschwindigkeit bei der heterozygoten Gruppe (4,34 cm/a), der Wert erreicht
allerdings keine Signifikanz.

Ein deutlicherer Unterschied zwischen den Genotypen trat auf, berechnete man
mit Hilfe der Prediktionsmodelle (52) die Studentized Residuals. Vergleicht man
die erwarteten Gr6Ben mit den tatsachlichen, sieht man einen signifikanten Un-
terschied zwischen den Tragern eines (d3/fl vs fl/fl: P = 0,047) oder zweier d3 —
GHR — Allele (d3/d3 + d3/fl vs fl/fl: P = 0,023) und der homozygoten fl — Grup-
pe. Die fl — Gruppe blieb deutlich hinter den errechneten GréBen zurtick (-0,36
SDS), wahrend die beiden anderen Gruppen eine Uberschreitung der erwarte-
ten GréBe um 0,26 SDS und 0,27 SDS aufzeigten. Betrachtet man allerdings
die zwei d3 — Allel — Trager beinhalteten Gruppen, so ergibt sich hier nicht der
erwartete Unterschiede zwischen der d3 — homozygoten und der heterozygoten
Gruppe. Vielmehr kamen beide Gruppen auf ein nahezu gleiches Ergebnis.
Grund daftir kbnnte die geringe Anzahl an d3/d3 — Kindern sein.

Insgesamt betrachtet liegt der Schluss nahe, dass das d3 — Allel eine deutlich
starkere Reaktion auf das Wachstumshormon entwickelt. Allerdings, waren die
Unterschiede zwischen der berechneten und der tatsachlichen GréBen nur etwa
halb so gro3 wie bei den Turner — Madchen.

Die Ursachen des intrauterinen Kleinwuchses sind vielféltig (siehe Abbildung
1.3) (34, 1). Nicht immer kann dem Kleinwuchs die einzelne Krankheitsursache
zugeordnet werden. Dies fuhrt dazu, dass die SGA — Gruppe an sich heteroge-
ner ist als die UTS — Gruppe und damit mehr unbekannte Variablen bleiben, die

43



DISKUSSION

einen Einfluss auf die GrdBenentwicklung unter Wachstumshormontherapie
haben kdnnten.
Dies kénnte eine mogliche Ursache flr das nicht ganz so eindeutige Ergebnis

der Gruppe sein.

Die GréBenzunahme wahrend einer Hochdosis rhGH — Therapie kénnte aufB3er-
dem von unterschiedlichen spezifischen Mechanismen, welche mit dem SGA —
Kleinwuchs in Verbindung stehen, abhangig sein. Zum Beispiel kdnnte dieser
GrdBenzuwachs bei primaren IGF — 1 Mangel nur gering oder Gberhaupt nicht
vorhanden, bei IGF — 1 Resistenz, wie zum Beispiel bei Defekten der epiphysa-

ren Wachstumsplatte, daflir starker ausgepragt sein.

4.3 Vergleich mit Dos Santos et al.

Méchte man nun die Ergebnisse unserer Arbeit mit denen der Dos Santos —
Arbeitsgruppe vergleichen, muss der unterschiedliche Gruppenaufbau berlick-
sichtigt werden. So lassen sich die ISS/SGA — Kinder nicht mit unserer UTS —
Madchen vergleichen. Auch die Kohorte 2 der Dos Santos — Gruppe kann we-
gen der deutlich niedrigeren Menge an verabreichtem Wachstumshormon nicht
zum Vergleich mit unserer SGA — Kindern herangezogen werden.

Betrachtet man nun die Ergebnisse unserer SGA — Gruppe, im Vergleich mit
der ISS/SGA — Kohorte 1 so ergeben sich deutliche Unterschiede. Wahrend in
unserer Arbeit die Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit im ersten Thera-
piejahr fur die ganze Gruppe unabhangig vom WHR — Genotyp bei 3,84 cm/a
lag, ergab sich bei der Dos Santos — Kohorte 1 fast derselbe Wert (3,64 cm/a)
nur far die fl/fl — Kinder und far die ganze Kohorte ein Wert von 5,49 cm/a.

Geht man dann genauer auf die einzelnen Genotypen der Kohorte 1 der Dos
Santos — Gruppe und unserer SGA — Gruppe ein, sieht man bei der SGA/ISS —
Gruppe eine Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit abhangig von der An-

zahl der vorliegenden d3 — Allele: Der homozygote d3 — Genotyp wéachst am
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besten (6,54 cm/a Kohorte 1), dann die heterozygote Gruppe (6,30 cm/a Kohor-
te 1) und am langsamsten die fl — Gruppe (3,64 cm/a Kohorte 1).

Bei unserer reinen SGA — Gruppe dagegen wuchs die heterozygote Gruppe am
besten (4,34 cm/a), dann die homozygote d3 — Gruppe mit 3,88 cm /a und wie
bei der Dos Santos — Gruppe die fl — Gruppe mit 3,44cm/a am Schluss.
Insgesamt wuchsen unsere Kinder deutlich weniger schnell als die Dos Santos-
Kinder. So wurden in unserer Arbeit nur finf SGA — Kinder beobachtet, die eine
Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit von 6,30 cm/a zeigten, wahrend die
Dos Santos — Gruppe diesen Wert als mittlere Zunahme in der d3/fl — und d3/d3
— Gruppe der Kohorte 1 angab.

Uberlegt man sich nun, wie es zu diesen deutlichen Unterschieden kommt, ist
es wichtig, die zwei Studiengruppen genauer zu vergleichen. Die entscheiden-
den Faktoren sind hierbei die Art und Dosierung der Therapie, sowie die Patien-
ten.

Die Therapie erfolgte in beiden Gruppen mit rhGH und die Dosierung des
Wachstumshormons der Kohorte 1 (51 pg/kg/d) der Dos Santos — Studie ent-
sprach annahernd der Dosierung unserer Kinder (56 ug/kg/d). Die Kohorte 2
(34 ug/kg/d) dagegen bekam wesentlich weniger Wachstumshormon.
Betrachtet man nun die untersuchten Kinder, so ist der wohl wichtigste Unter-
schied die verschiedene Zusammensetzung der Gruppen. So waren lediglich
37% der Dos Santos Kinder kleine SGA — Kinder und der Hauptteil ISS —
Patienten.

Zusatzlich lag das Alter zu Beginn der Therapie in der Kohorte 1 (6,17) ein Jahr
unter dem unserer SGA — Gruppe (7,12).

In den angefiihrten Unterschieden kénnte zumindest teilweise die Ursache der
unterschiedlichen Ergebnisse liegen. Durch die Zusammensetzung der Dos
Santos — Gruppe aus zwei verschiedenen an sich schon eher heterogenen
Krankheitsbildern, steigt die Wahrscheinlichkeit der Einwirkung auBerer Fakto-
ren auf das Wachstum. Auch ist ein Vergleich der Gruppen durch den geringen
Anteil an SGA — Kindern bei Dos Santos eher schwierig.
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Je junger die Kinder sind, desto eher besteht auBerdem die Gefahr, dass man
noch in die Periode des infantiien Wachstums hineinkommt und dadurch die
Werte verféalscht.

Hinzu kommt, dass die Gruppe der Dos Santos — Kinder schon vor Therapie

nicht so schlecht gewachsen ist wie unsere Gruppe.

4.4 IGF — Werte

Wie bereits erwdhnt wurden schon verschiedene Versuche unternommen, die
genauen funktionellen Verédnderungen, die durch die Deletion auftreten, he-
rauszufinden (68, 61, 5, 16). Ein weiterer Ansatzpunkt, der Erklarungen bieten
kénnte, ist die Bestimmung der IGF-I — Werte.

Das Wachstumshormon wirkt nach Bindung an seinen Rezeptor Uber die Akti-
vierung des JAK — STAT — Pfades. Dadurch kommt es zu einer Erh6hung der
Expression des IGF-I und anderer wachstumshormonabhéangiger Faktoren.
Betrachtet man unsere beiden Patientenkollektive getrennt voneinander, so
weiB man heute, dass SGA — Kinder zwar keinen Wachstumshormonmangel
haben, eine im Verhéltnis zum |IGF-I erniedrigte IGFBP 3 — Konzentration ist
jedoch bekannt (3). Eine Ursache fir diese Phanomen wurde noch nicht gefun-
den.

Untersuchungen der IGF — Konzentrationen bei Turner — Madchen haben erge-
ben, dass diese Kinder ohne Wachstumshormontherapie einen niedrig — nor-
malen IGF-I — Wert und eine hochnormale IGFBP 3 — Konzentration aufweisen.
Unter Wachstumshormontherapie steigen beide Werte an, wobei die IGF-I —

Konzentration einen deutlicheren Zuwachs verzeichnen kann (22).

Wenn man nun bedenkt, dass die d3 — Isoform bei in vitro Untersuchungen eine
héhere Bioaktivitat aufweist als die fl — Isoform (16), besteht die Wahrschein-
lichkeit, dass dies Uber eine erhdhte Expression des IGF-I geschieht. Aus die-
sem Grund wurden diese Werte bei unseren zwei Gruppen zusammen mit dem
die Halbwertszeit des IGF-I verlangerndem Bindungsprotein IGFBP 3 vor und
nach einem Jahr der Therapie bestimmt.
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Interessanterweise spiegeln sich die signifikanten Unterschiede in der GréBen-
zunahme assoziiert mit dem GHR — Genotyp nicht in den IGF-1 — und IGFBP 3

— Werten wider.

Ein Vergleich dieser Werte mit Ergebnissen der Dos Santos — Gruppe wére zur
Erklarung der Ergebnisse winschenswert gewesen, doch wird in diesem Artikel
lediglich die IGF-I Konzentration vor Therapiestart angegeben. Diese war in

beiden Kohorten, sowie in unseren beiden Gruppen vor Therapie erniedrigt (4).

Eine mégliche Ursache dafir, dass die IGF-1 — Spiegel nicht das unterschiedli-
che Ansprechen auf die Wachstumshormontherapie widerspiegeln, mag sein,
dass IGF-I — unabhangig die rhGH — Effekte wirksam waren.

Weiterhin reflektieren die Serumhormonkonzentrationen die para — und autokri-
ne Sekretion von IGF-I nicht oder unzureichend (45). So berichtet Yakar et al
(73) von Tierexperimenten, in denen bei méausen die IGF-I — Produktion in der
Leber verhindert wurde. Dadurch kam es zu einem deutlichen Abfall der IGF —
Konzentration, allerdings ohne die zu erwartete Stagnation des Wachstums.
Yakar et al fuhrt dies auf die bisher zuwenig beachteten para — und autokrine

Wirkung des Hormons zurtick.
Auch wenn in den letzten Jahren deutliche Fortschritte im Bereich der IGF —

Forschung gemacht wurden, so bleibt doch immer noch eine Unsicherheit in der

Interpretation zirkulierender IGF — Konzentrationen.
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4.5 Schlussfolgerung/ Ausblick

Auch wenn die Deletion des Exons 3 in die multifaktorielle Genese der Wachs-
tumsstérungen mit einzubeziehen ist, so liegt der Nutzen, der aus den neuen
Erkenntnissen gewonnen werden kann doch nicht auf der diagnostischen Ebe-
ne, denn die untersuchten Kinder wiesen vor der Therapie keine GHR — Geno-
typ spezifischen Unterschiede im GréBenwachstum auf. Vielmehr liegt der Ge-
winn auf der therapeutischen Seite. Die Genotypisierung der kleinwlichsigen
Kinder bezlglich des d3 — Proteinpolymorphismuses kdnnte in Zukunft eine
Hilfe fir das bessere Verstéandnis der rhGH — Effekte auf das Wachstum sein.

Dadurch kénnte die Integration des GHR — Genotyps in die Diagnostik des
Wachstumshormonmangels zur Ermittlung der optimalen Dosis und damit zu
einer deutlichen Individualisierung der rhGh — Therapie fihren. Dies wirde hel-

fen, unndtige Nebenwirkungen und Kosten zu verhindern.

Interessant ware in diesem Fall noch die Ermittlung der Endgr6Ben der hier
untersuchten Kinder um eine Wirkung Uber das erste Jahr der Therapie hinaus
nachzuweisen. Auch ein Miteinfliesenlassen des Genotyps in die Prediktions-
modelle zur Berechnung der mdglichen EndgrdBe erscheint sinnvoll. Natdrlich
beddirften die Ergebnisse der neuen Prediktionsmodelle erst noch der Uberpri-
fung, doch ist grundsatzlich der Versuch, Modelle zu erstellen, die das Wachs-
tum unter Therapie mdglichst genau angeben, wichtig, um in Zukunft die The-
rapieindikation, sowie die Wachstumshormondosis kritischer wahlen zu kénnen.
Dadurch kénnte eine unnétige oder ineffiziente Wachstumshormontherapie und
die damit verbundenen Kosten den Kindern und dem Gesundheitssystem er-
spart bleiben.
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5 Zusammenfassung

Der Proteinpolymorphismus des Wachstumshormonrezeptors, verursacht durch
die Deletion des Exons 3, wurde vor kurzem mit einem unterschiedlichen An-
sprechen kleiner Kinder ohne Wachstumshormonmangel auf eine Hochdosis
Wachstumshormontherapie in Verbindung gebracht (16).

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Verbindung an zwei genau definierten
Patientenkollektiven Uberpruft. Untersucht wurden in einer retrospektiven Studie
einerseits Turner — Madchen (n=53), definiert Uber den Karyotyp, andererseits
kleine SGA — Kinder, die bei Geburt und bei Start der Therapie mindestens zwei
SD- Werte unter dem Durchschnitt lagen.

Fir alle Kinder wurde eine Wachstums — Pradiktion (52, 53) berechnet, die
GHR — Exon 3 Genotypisierung erfolgte mittels eines PCR multiplex assays
(43) und die Wachstumshormonkonzentrationen wurden mittels RIA bestimmt.
Die Hochdosis — Wachstumshormontherapie erfolgte mit einer mittleren rhGH
Dosis von 38 ug/kg-d bei den Turner — Madchen, bzw 56 ng/kg-d bei den SGA —
Kindern.

Vor Beginn der Therapie gab es keine signifikanten Unterschiede in Kérperho-
he, Wachstumsgeschwindigkeit, IGF-1 — und IGFBP 3 — Konzentration zwischen
den drei Genotypen. Nach deinem Jahr der Therapie zeigten die d3/d3 — und
d3/fl — Turner — Madchen nicht nur eine signifikant héherer Zunahme der
Wachstumsgeschwindigkeit (p=0,019), sondern Uberschritten auch signifikant
ihre Wachstums — Prediktion (p=0,007). Bezlglich GréBe, Gewicht und IGF —
Werte ergab sich keine Signifikanz. In der SGA — Gruppe wuchsen die Trager
eines d3 — Allels deutlich schneller als vorhergesagt (p=0,023), bei den restli-
chen Berechnungen wurde keine Signifikanz erreicht.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung einer Verbindung zwischen dem
d3 — GHR Genotyp und einem vermehrten Ansprechen auf eine Hochdosis —
Wachstumshormontherapie. Die Auspragung dieser Assoziation scheint aller-
dings je nach Ursache des Kleinwuchses zu variieren.
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6 Anhang

6.1 Abkirzungen

°C Grad Celsius

Hg Mikrogramm

bp Basenpaare

DNA Desoxyribonukleinacid
dNTP Desoxynukleotidtriphosphate
EDTA Ethyldiaminessigsaure

g Gravitationskonstante

GH growth hormone

GHR growth hormone receptor

h Stunden

H-O Wasser

HV height velocity

IGF insulin growth-like factor
IGFBP 3 IGF binding protein 3

ISS Idiopathic short stature

L DNA — Leiter

LHRE lactogenic response element
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LTR

min
ml
mM
MPH

nm

PCR
rhGH

RIA

S.0.
S.u.

SDS

SGA

Tag- Polymerase
TRIS

UTS

long terminal repeat

Molar©°

Minute(n)

Milliliter

Millimolar

midparental height
Nanometer

p-Wert

Polymerase Chain Reaktion
recombinant humane growth hormone
Radioimmunoassay
Sekunden

siehe oben

siehe unten

standard deviation score
small for gestational age
Thermophilus aquadicus
Trisdoxymethylethylendiamin

Ullrich-Turner-Syndrom
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