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»ES gibt aber kaum

ein begliickenderes Gefiihl,

als zu spiiren,

dass man fur andere Menschen
etwas sein kann.

Dabei kommt es gar nicht auf die Zahl,
sondern auf die Intensitat an.

SchlieBlich sind menschliche Beziehungen

doch einfach das Wichtigste im Leben;

daran kann auch der moderne ,,Leistungsmensch*
nichts andern.*

Dietrich Bonhoeffer

Brief aus der Haft 1944
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1. EinfGhrung

1. Einfuhrung

Was bedeutet der Begriff ,Wachstum® im eigentlichen Sinn?

Wie lasst sich Wachstum bestimmen und wodurch ist regelhaftes Wachstum

definiert?

Welche Bedingungen auf unterschiedlichen Ebenen, den Ebenen von Hormo-

nen, Genen und Umwelt, kbnnen Wachstum beeinflussen?

Und welche Stérungen von Wachstum werden letztlich unterschieden?
1.1 Wachstum

1.1.1 Definition von Wachstum

Es handelt sich bei Wachstum um eine Vermehrung und VergréBerung der
Kérperzellen mit Zunahme der Knorpel- und Knochensubstanz im Kindes- und
Jugendalter, verbunden mit einer Zunahme des Korpergewichts und der Kor-

perlange.

Ein fehlerfreies Zusammenspiel verschiedener Faktoren wie beispielsweise Li-
ganden (WH und IGF-I), Transkriptionsfaktoren (PROP-1 und PIT-1), Agonisten
und Antagonisten (GHRH und Somatostatin) und Rezeptoren (GHRHR [growth
hormone releasing hormone receptor] und GHR [growth hormone receptor]), ist
grundlegende Voraussetzung fur Wachstum sowie Gleichgewicht im Kohlehyd-
rat-, Protein- und Fettstoffwechsel. Die Haupteffekte von Wachstumshormon,
Wachstum und Ausreifung von verschiedenen Geweben, darunter Knochen,
Knorpel und Skelettmuskulatur, werden von IGF-I vermittelt. Die Gene, welche
fur die jeweiligen Faktoren kodieren, finden sich in unterschiedlichen Organen,

zu denen Hypothalamus, Hypophyse, Leber und Knochen gehdren.
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1.1.2 Wachstumsgeschwindigkeit

Wachstum ist darGber hinaus ein Vorgang, der zwar kontinuierlich, aber in un-
terschiedlichen Altersgruppen mit unterschiedlicher Geschwindigkeit erfolgt.

Ein in Deutschland geborenes Kind deutscher Eltern zum Beispiel wird mit einer
Kdrperlange von ungefahr 50 cm und einem Kdrpergewicht von durchschnittlich
3000 bis 3500 g geboren.

Es wéachst im ersten Lebensjahr ungefahr 24 cm, im zweiten Lebensjahr noch
etwa 9 cm. In den nachfolgenden Jahren wird die jahrliche Wachstumsrate ste-
tig abfallen und sich bis zum Erreichen der Pubertat auf circa 5 cm pro Jahr

einpendeln.

Die vom sechsten Lebensmonat bis zum dritten Lebensjahr andauernde
Wachstumsphase in der frihen Kindheit wird im Infancy-childhood-puberty-Mo-
dell des Wachstums (ICP-Modell) als Infancy-Phase bezeichnet. MaBgeblich
beeinflusst wird diese Wachstumsphase von der Qualitat und Quantitat der Er-

nahrung des Kindes.

Vom dritten Lebensjahr an bis zum Eintreten in die Pubertat erfolgt das kindli-

che Wachstum vor allem in Abhangigkeit von Wachstumshormon.

Mit dem Beginn der Pubertat kommt es zum Einsetzen einer letzten wichtigen

Wachstumsphase, des Puberty growth spurt.

Ein vermindertes Wachstum in der Infancy-Phase kann ebenso wie ein verfrih-
ter oder verspateter Puberty growth spurt Hinweis auf das Vorliegen einer

Wachstumsstdrung sein.

1.1.3 Bestimmung von Wachstum

Die Bestimmung des Wachstums eines Kindes beinhaltet die Bestimmung von
GroBe, Gewicht und Kopfumfang.

Die Koérperlange wird bei Neugeborenen, Sauglingen und Kleinkindern, welche
noch nicht stehen kénnen, im Liegen gemessen. Kann ein Kind bereits stehen,

so kann seine KérpergrdBe mit Hilfe einer MeBlatte ermittelt werden.
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Das Gewicht von Neugeborenen und Sauglingen kann mit einer S&uglings-
waage gemessen werden; alternativ kann auch zuerst das Gewicht eines EI-
ternteils bestimmt werden und anschlieBend sich der Elternteil mit dem Kind
gemeinsam auf eine Waage stellen. Die Differenz beider Messwerte ergibt

das Gewicht des Kindes. Diese Methode eignet sich besonders auch zur Er-
mittlung des Gewichtes etwas grdBerer Kinder, sofern sich diese noch nicht
alleine auf eine Waage stellen kénnen.

Der Kopfumfang des Kindes ist beschrieben als der horizontale, Gber Stirn und

Protuberantia occipitalis externa gemessene Umfang des kindlichen Kopfes.

Die Messung samtlicher auxologischer Parameter sollte mdglichst genau erfol-
gen, daher sollte bei einer Wiederholung dasselbe Messinstrument verwendet

werden. Sinnvoll wére auch eine Durchfihrung durch denselben Untersucher,

was aber im klinischen Alltag oft nicht im Rahmen des Méglichen liegt.

1.1.4 Beurteilung von Wachstum

Eine Beurteilung der im Rahmen der kérperlichen Untersuchung erhobenen
Werte ist nur bei korrekter Ubertragung in eine Perzentilenkurve oder ein So-

matogramm maoglich.

Dabei gilt zu beachten, dass es sich bei der verwendeten Referenzkurve um die
fur die Population, aus der das Kind stammt, relevante Kurve handelt.

cm cm
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Abb. 1.1 Beispiel fir Perzentilenkurven der KérpergrdéBe von Jungen (blau) und Madchen (rosa)



1. EinfGhrung

Ergibt beispielsweise die Messung der KérpergréBe eines Kindes, dass der er-

mittelte Wert auf der 60. Perzentile liegt, dann bedeutet dies, dass von 100 Kin-
dern im selben Alter 40 Kinder gréBer und 60 kleiner als das eben gemessene

Kind sind.

Ebenso zur Analyse der erhaltenen Daten herangezogen werden kénnen Stan-

dardabweichungen.

Um die GréBe von Kindern verschiedenen Alters zu vergleichen, wird deren
KdrpergréBe als Standard deviation score (SDS) berechnet. Dieser ergibt sich
aus der GréBe des untersuchten Kindes, der durchschnittlichen GréBe von Kin-
dern desselben Alters und Geschlechts sowie der dazugehérigen Standardab-

weichung:

SDS = Gr6Be in cm - DurchschnittsgroBe in cm

Standardabweichung in cm

Eine KorpergréBe, welche unter der 3. Perzentile liegt und somit ein Hinweis
auf Minderwuchs ist, sollte ebenso Anlass zu weiterfihrenden Untersuchungen
sein wie eine KorpergroBe Uber der 97. Perzentile, was wiederum auf Hoch-
wuchs deutet. Eine eingehende Untersuchung sollte auch erfolgen, sofern die
Messwerte mehr als 2 SD von der Vergleichspopulation abweichen.

Fallt die Wachstumsrate unter die 25. Perzentile ab oder steigt sie Uber die 75.
Perzentile an, dann erfordern auch diese Befunde eine weitere Abklarung.

Des Weiteren aufféllig ist die mangelnde Gewichtszunahme eines Kindes.

Nicht nur die dauerhafte Abweichung der GrdBe, der Wachstumsgeschwindig-
keit und des Korpergewichts eines Kindes, sondern auch das plétzliche Aus-
brechen aus einem bis dato gezeigten Trend, also ein Schneiden der Perzenti-
len, sollten aufmerksam verfolgt werden und letztlich weitere Untersuchungen
nach sich ziehen. Dies gilt insbesondere dann, wenn das Kind um mehr als 15
Perzentilenpunkte vom bisherigen Perzentilenkanal abweicht.
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Bei allem Nutzen der Perzentilenkurven, Somatogramme und des Standard
deviation score im Rahmen der Beurteilung des Wachstums eines Kindes sollte
die Interpretation nicht ausschlieBlich auf diese beschrankt bleiben, sondern
immer im Hinblick auf die Entwicklung und letztlich erreichte GréBe der Eltern

erfolgen.

1.1.5 Genetische ZielgroBe

Ein Kind, dessen KérpergréBe und Gewicht sich unter der dritten Perzentile be-
finden, scheint auf den ersten Blick klein, und Nachforschungen Gber mdgliche

Ursachen werden notwendig.

Sind dagegen die Eltern des Kindes ebenfalls verhaltnismaBig klein, dann
scheint das Wachstum des Kindes nicht mehr vermindert, sondern im Hinblick

auf die genetische ZielgroBe angemessen.

Die genetische ZielgréBe ergibt sich aus den, méglichst vom Untersuchenden
selbst ermittelten, Gr6Ben von Vater und Mutter des Kindes, welche in einem
ersten Schritt addiert und anschlieBend durch 2 dividiert werden.

Handelt es sich um einen Jungen, werden nun 6,5 cm hinzugefligt, handelt es
sich dagegen um ein Madchen, so werden 6,5 cm abgezogen (um dem sakula-
ren Trend gerecht zu werden, ermitteln einige Untersucher heutzutage die ge-
netische ZielgréBe, indem sie fir Jungen zur mittleren ElterngréBe 10,2 cm hin-

zuaddieren, fir Madchen dagegen 2,6 cm abziehen).

Statistisch gesehen erreichen 90 bis 95 % aller gesunden Kinder eines Eltern-
paares eine EndgréBe, welche innerhalb der auf diese Weise berechneten Ziel-
gréBe mit einer mdglichen Abweichung von plus oder minus 8 cm (dies ent-
spricht einer Schwankungsbreite von plus oder minus 1,3 SD) liegt.
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Es gilt also fur die genetische Zielgr6Be von Jungen:

Genet. ZielgréBe =_GréBe von Vater in cm + GrdBe von Mutter in cm + 6,5 cm
2

Die genetische ZielgréBe fur Madchen berechnet sich folglich als:

Genet. ZielgroBe =_GrdéBe von Vater in cm + GréBe von Mutter in cm - 6,5 cm
2

Stellen sich beispielsweise ein Vater mit einer GréBe von 184 cm und eine Mut-
ter mit einer GréBe von 168 cm in der Sprechstunde vor, so besitzt ein Sohn
dieser Eltern eine genetische ZielgroBe von 182,5 cm. Die genetische ZielgréBe
einer Tochter, welche aus dieser Beziehung hervorgeht, liegt dagegen bei
169,5 cm.

1.1.6 Knochenalterbestimmung

Die genetische ZielgroBe, welche im letzten Punkt erldutert wurde, ermdglicht
also anhand der GrdBe der Eltern die Abschatzung der zu erwartenden GréBe
des Kindes.

Eine Mdglichkeit, eine Aussage Uber die prospektive ZielgréBe, sprich das noch
zu erfolgende Wachstum eines Kindes zu treffen, und dies unabhangig der
Kenntnis der GrdBe von Vater und Mutter, stellt die Bestimmung des Knochen-
alters dar.

Eine standardisierte Rontgenaufnahme von linker Hand und linkem Handgelenk
kann hierfir unter Benutzung von Referenztabellen zur Endldngenvoraussage

genutzt werden, sofern die Knochenreifung alter als 8 Jahre ist.

Heutzutage sind zwei Methoden zur Knochenalterbestimmung Ublich. Zum ei-
nen die Methode nach Greulich und Pyle, bei der die Réntgenaufnahme des
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Kindes in ihrem Gesamterscheinungsbild mit Referenzréntgenbildern im Greu-
lich- und Pyle-Atlas verglichen wird. Das Knochenalter derjenigen Aufnahme,
die dem Réntgenbild des Kindes am ahnlichsten sieht, wird dabei ausgewahlt

und der Aufnahme des Kindes zugeordnet.

Eine weitere, wenn auch kompliziertere Methode, ist die Methode nach Tanner
und Whitehouse. Es werden hierzu 20 Knochen von Hand und Handgelenk ein-
zeln begutachtet und deren Knochenreife nach festgelegten Kriterien mit Punkt-
zahlen versehen. Die Summe aller Punkte ermdéglicht abschlieBend die Berech-
nung des Knochenalters. Je erfahrener der Untersucher, desto genauer kann
die Zuordnung des Knochenalters nach den genannten Methoden erfolgen,

dennoch lasst sich eine ausgepragte Abweichung oft nicht vermeiden.

1.1.7 EndgréBenvoraussage

Um eine Voraussage der EndgréBe zu wagen, werden neben dem Knochenal-
ter das chronologische Alter und die individuelle Gr6Be herangezogen. Um die
Voraussage noch zu prazisieren, kdnnen weitere Informationen wie die Wachs-

tumsgeschwindigkeit und der Eintritt der Menarche berlcksichtigt werden.

Zusammenfassend handelt es sich bei Wachstum um einen Prozess, der vor
allem im Kindes- und Jugendalter als anhaltender, obgleich nicht zu jedem
Zeitpunkt gleichmé&Biger Vorgang zu einer Zunahme von Kdrpergewicht, Kor-
pergréBe und Kopfumfang flhrt. So besitzt ein Neugeborenes beispielsweise
einen Kopfumfang, der deutlich Gber dem Brustumfang liegt. Ein Zustand, der
sich beim Erwachsenen nicht mehr nachweisen Iasst, schlicht aufgrund der
Tatsache, dass im Laufe von Kindheit und Jugend mit Pubertat das Wachstum

des Brustkorbes deutlich Gber dem des Kopfes liegt.

Nicht nur die absolute Zunahme der genannten Parameter, sondern auch die

Dynamik, sprich die Wachstumsgeschwindigkeit, ist hierbei von Bedeutung.

Die sorgféltige Ermittlung und Beurteilung der Messwerte, immer im Hinblick auf
die genetische ZielgroBe eines Kindes, ermdglichen eine Interpretation des
kindlichen Wachstumsverhaltens.
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Dessen Knochenalter und chronologisches Alter sowie die aktuelle GréBe las-

sen eine Aussage Uber die zu erwartende ZielgréBe zu.

Ebenso wichtig wie die kdrperliche Untersuchung sind die ausflhrliche Eigen-
und Familienanamnese. Das Wachstum eines Kindes, welches mit einer Ge-

burtsschadigung oder einem Fehlbildungssyndrom geboren wurde, verhalt sich

in der Regel anders als das Wachstum eines vollig gesunden, termingerecht

geborenen Kindes.

1.2 Regulationsebenen fir Wachstum

Die Kenntnis der verschiedenen Ebenen, welche eine Bedeutung fir die Regu-
lation von Wachstum und Entwicklung besitzen, ist Voraussetzung fir das Ver-

standnis moglicher Wachstumsstorungen.

Aktivierung oder Suppression wachstumsassoziierter Gene erfolgt auf endokri-
nologischer Ebene ebenso wie auf endogener und exogener Ebene (Es sei an
dieser Stelle angemerkt, dass eine Trennung der endokrinologischen und en-
dogenen Ebene in der Literatur zwar haufig anzutreffen ist, deren Trennung in
der Praxis sich aber oft als schwierig gestaltet. Auch bleibt zu bezweifeln, ob
eine klare Unterscheidung zwischen neuronalen, genetischen und hormonellen

Faktoren immer mdglich ist).

Alimentére

Soziokulturelle

Natlrliche
Faktoren

Faktoren Faktoren

Wachstum

Psychische Gesundheit-

und

Faktoren liche Faktoren

Entwicklung

Neuronale Hormonelle

Genetische

Faktoren Faktoren

Faktoren

Abb.1.2 Einflussfaktoren von Wachstum und Entwicklung
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1.2.1 Endokrinologische Ebene

Die endokrinologische Ebene von Wachstum und Entwicklung besitzt zwei An-
teile. Einerseits einen zentralnervésen Anteil, reprasentiert durch Hypothalamus
und Hypophyse. Andererseits einen peripheren Anteil, welcher den endokrinen

Drisen entspricht. Beide Anteile sind funktionell untrennbar verbunden.

a. Hypothalamus

Die Freisetzung der hypothalamischen Neuropeptide erfolgt unter Kontrolle G-
bergeordneter zentralnervéser Strukturen. Unter dem Thalamus gelegen han-
delt es sich beim Hypothalamus um einen Teil des Zwischenhirns. Er enthalt
wichtige dem VNS Ubergeordnete Zentren, welche der Koordination von Regu-
lationsvorgangen wie den Wach- und Schlafrhythmus, der Blutdruck- und At-
mungsregulation oder dem Wasserhaushalt dienen. Trotz der Bezeichnung als
~nypothalamische Neuropeptide® ist deren Bildung nicht streng auf den Hypo-
thalamus begrenzt. Sie werden beispielsweise auch in einigen auBerhalb des
ZNS liegenden Organsystemen und von Tumoren gebildet. Auch die Wirkung
der hypothalamischen Neuropeptide ist nicht auf ein bestimmtes Organ, ein
spezielles Gewebe oder einen Zelltyp beschréankt, mehrere Wirkungen sind je-
weils bekannt.

Bezeichnung Vorkommen Funktion (Auswabhl)

Corticotropin Releasing hor- Hypothalamus, GI- | ACTH-Freisetzung, Aktivierung

mone (CRH) Trakt des Sympathikus
Gonadotropin Releasing hor- Hypothalamus, O- | LH- und FSH-Freisetzung
mone (GnRH) varien

Growth hormone Releasing Hypothalamus, GH-Freisetzung

hormone (GHRH) Tumoren
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Bezeichnung

Vorkommen

Funktion (Auswabhl)

Somatostatin (SIH)

Hypothalamus, Gl-Trakt,
Pankreas

Hemmung von GH und
zahlreicher cAMP-
vermittelter Effekte

Thyreotropin Releasing
hormone (TRH)

Hypothalamus, Retina

Freisetzung von TSH,
PRL

Dopamin (DA)

Hypothalamus, dopaminer-

ge Neurone

Hemmung von PRL

Tab. 1.1 Beispiele fur hypothalamische Neuropeptide

b. Hypophyse

Die Hypophyse ist ein etwa kirschgroBes endokrines Organ, welches sich in der

Sella turcica der knéchernen Schadelbasis befindet. Die Organogenese der

Hypophyse wird durch ein komplexes Zusammenspiel diverser hemmender

(z.B. Hesx1) und aktivierender (z.B. PROP-1) Transkriptionsfaktoren gesteuert,

welche zu einem festgelegten Zeitpunkt der Embryogenese aktiviert oder inakti-

viert werden.

Der Hypophysenvorderlappen (Adenohypophyse) entwickelt sich aus der

Rathke-Tasche, dem ektodermalen Epithel des Mundhdhlendaches.

Die Adenohypophyse ist Uber das hypophysare Pfortadersystem mit dem Zwi-

schenhirn verbunden.

10
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Abb. 1.3 Histologisches Bild von Zellen des Hypophysenvorderlappens

Der Hypophysenhinterlappen (Neurohypophyse) ist entwicklungsgeschichtlich
betrachtet eine Ausstilpung des Zwischenhirnbodens, er steht Gber Nervenfa-
sern mit den Nuclei supraoptici und paraventriculares des Hypothalamus in

Verbindung.

Im Rahmen der Entwicklung der Hypophyse kommt es zunachst zu einem Dia-
log zwischen Rathke-Tasche und Diencephalon, der Induktion.

GemaB dem Maus-Modell erfolgen im Anschluss an die Induktion Proliferation,
Migration und anschlieBend Differenzierung der diversen Zelltypen der Hypo-

physe.

Die Expression von PROP-1 beginnt am zehnten Tag der Embryonalentwick-
lung, zu einem Zeitpunkt, an welchem die Entwicklung der Hypophyse langst
eingesetzt hat. Sie ist zunachst auf dorsale Anteile der Hypophyse begrenzt,
breitet sich aber allmahlich auf die meisten hypophyséaren Zellen aus. Im Falle
einer Mutation in PROP-1 vorliegt, kommt es dagegen am zwdlften Tag der
Embryonalentwicklung zur Dysmorphogenese der Rathke-Tasche. Es tritt eine
Stérung der Zelllinien auf, welche auch im Rahmen einer PIT-1 Mutation betrof-
fen sind (somatotrophe, thyreotrophe und lactotrophe Zellen). Zusatzlich kommt
es zum verzdgerten Auftreten gonadotropher Zellen, lediglich die Entwicklung

corticotropher Zellen scheint unbeeinflusst (Olson et al. 2003).

Aufgrund des aus der verminderten Zahl gonadotropher Zellen resultierenden
Mangels an Gonadotropinen scheinen Ames Zwergmause einen sekundaren

11
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Hypogonadismus zu entwickeln, welcher sich bei Snell und Jackson Zwerg-
mausen hingegen nicht zeigt (Pfaffle et al. 1999).

Die Hypophyse setzt sich aus drei Anteilen zusammen und steht Gber den Hy-
pophysenstiel direkt mit dem Hypothalamus in Kontakt. ACTH, FSH und LH,
Prolactin, TSH und WH werden in der Adenohypophyse hergestellt und sezer-
niert. Mit Ausnahme von Prolactin und WH handelt es sich um glandotrope

Hormone, die der Steuerung untergeordneter endokriner Organe dienen.

Die im Hypothalamus gebildeten Hormone Oxytocin und Vasopressin werden in
die Neurohypophyse transportiert, dort an Polypeptide gebunden gespeichert
und bei Bedarf durch Exozytose freigesetzt.

C. Wachstumshormon

Das in der Hypophyse gebildete Wachstumshormon ist Bindeglied zwischen
zentralnervésem und peripherem Anteil der endokrinologischen Regulations-
ebene von Wachstum.

WH ist ein Peptidhormon aus 191 Aminosauren mit einer Molektilmasse von

22 kDa, welches in den somatotropen Zellen der Hypophyse synthetisiert wird.
Auf Chromosom 17 des menschlichen Genoms sind mehrere einander ahnliche
WH-Molekule kodiert, exprimiert wird in der Hypohyse vor allem das 22 kDa
WH.

Es besitzt eine ausgepragte Sequenzhomologie zu Prolactin und zu humanem
Plazentalaktogen (HPL).

10 % des im Serum enthaltenen WH entfallen auf das 20 kDa WH-Molekl, wel-
ches durch alternatives Splicing entsteht.

Die Transkription des WH-Gens und die Biosynthese von Wachstumshormon
werden durch Growth hormone Releasing hormone und Ostrogene geférdert.
WH wird in den somatotropen Zellen der Hypophyse in 350-500 nm groBen
Granula gespeichert. Die basale Sekretion von Wachstumshormon erfolgt in
Episoden, die nachts haufiger und mit hoheren Amplituden auftreten. Fir das

Auftreten dieser gesteigerten Sekretion scheinen eine gleichzeitige Reduktion

12
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von Somatostatin und ein Anstieg von Growth hormone releasing hormone
notwendig zu sein.

Bevor WH in die Peripherie sezerniert werden kann, erfolgt die Abspaltung ei-
nes Signalpeptides. Die Halbwertszeit von WH im Plasma liegt bei ungeféhr 20
Minuten, etwa die Halfte des zirkulierenden WH liegt in gebundener Form vor.
Bei dem Bindungsprotein handelt es sich um den Iéslichen, extrazellularen An-
teil des WH-Rezeptors.

In der Peripherie bindet ein WH-Molekull zunachst an einen Wachstumshor-
monrezeptor (GHR), welcher hierdurch eine Konformationsédnderung erfahrt
und mit einem weiteren GHR-Molekl dimerisiert. Die Signaltransduktion erfolgt
durch das an ein GHR-Dimer gebundenes WH sowie eine assoziierte Tyrosin-
kinase. Die durch WH vermittelten Effekte variieren je nach dem Gewebe, in
welchem der GHR lokalisiert ist.

Zahlreiche Faktoren beeinflussen die Freisetzung von WH. Darunter befinden
sich Growth hormone Releasing hormone und Somatostatin, Thyreotropin Re-
leasing hormone, das Katecholamin Dopamin, die Wachstumsfaktoren IGF-I
und IGF-Il sowie die stoffwechselaktiven Faktoren Glukose, Amino- (AS) und
Fettsauren (FS).

Abb. 1.4 Rekombinant durch E. coli hergestelltes Wachstumshormon

WH ist ein anaboles Hormon, es steigert die Aufnahme von AS in die Zellen

und somit die Proteinsynthese. Es wirkt lipolytisch, die freigesetzten FS dienen
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als Energietrager fur den Aufbau von Polypeptiden. Die Wirkung auf den Kohle-
hydratstoffwechsel ist bimodal. Zum einen werden insulindhnliche Effekte

beobachtet, zum anderen férdert WH die Glukoneogenese und wirkt damit dem

Insulin entgegen.

In der Leber stimuliert WH die Bildung von IGF-I, welches zusammen mit WH
das Langenwachstum des Knochens bewirkt.

WH foérdert auBerdem die GréBenzunahme von Weichteilen und Muskulatur.

Humanes Wachstumshormon besitzt im Gegensatz zu anderen Proteohormo-
nen eine deutliche Speziesspezifitat. Die Therapie von WH-Mangelzustanden
erfolgte deswegen zunachst mit Préparaten, welche aus menschlichen Hypo-
physen extrahiertes WH enthielten. Seit 1988 steht gentechnisch hergestelltes

humanes Wachstumshormon zur Verfigung.

Bluzucker ¥

"™ | Hypothalamus | =+—

{ Endogensar  Pulsgeter”

Shress &
e | Cortisol¥, T3 &, Retinsaure &
Somatostatin @l l@ GH-RH
= Hypophyse
l @
GH
=

l GH
ar Gluzoneogensse &
— g
l IGF

Fettgewebe:  Fa &
Muskel: Eiweigs-Synthess &
Knochen: Kollagen & Minsral &

Abb. 1.5 Wachstumshormon-Regelkreis
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1.2.2 Endogene Ebene

Genetische Faktoren besitzen ebenso einen Einfluss auf Wachstum und Ent-

wicklung wie zahlreiche neuronale Faktoren.

Die endogene Ebene beinhaltet samtliche von den Eltern vererbte Anlagen und

das daraus resultierende individuelle Potential fir Wachstum.

1.2.3 Exogene Faktoren

Das Feld der exogenen Faktoren, welche eine bedeutende Rolle fir Wachstum
und Entwicklung spielen, ist weit. Es beinhaltet Faktoren, welche das natdrliche
und soziokulturelle Umfeld préagen ebenso wie alimentare und hygienische Ge-
gebenheiten. Im Idealfall ergibt sich hieraus die Mdglichkeit einer optimalen

Entwicklung bei guter Erndhrung und in Gesundheit.

AbschlieBend betrachtet ist Wachstum ein multifaktorielles Geschehen, welches
einer Regulation auf unterschiedlichen Ebenen unterliegt. Jede Ebene fir sich

kann wiederum Ausgangspunkt flir Stérungen sein.

1.3 Storungen des Wachstums

Wachstumsstérungen im Kindesalter, Kleinwuchs oder seltener Hochwuchs,
gehdren zu den haufigsten Symptomen, die zu einem Arztbesuch flhren.

Die Folgen fur Eltern und Kind in psychosozialer und physischer Hinsicht sind

weit reichend.

Glucklicherweise sind Pathogenese und Pathophysiologie vieler Stérungen,
welche mit Klein- oder Hochwuchs einhergehen, heute bekannt. Darlber hinaus

besteht haufig die Mdglichkeit einer rationalen Diagnostik und Therapie.

Stérungen von Wachstum und Entwicklung eines Kindes kdnnen durch Stérun-

gen auf verschiedenen Ebenen bedingt sein.
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1.3.1 Kleinwuchs

a. Priméarer Kleinwuchs

Ursé&chlich fur einen primaren Kleinwuchs sind Stérungen des Skelettwachs-

tums aufgrund eines genetischen Defekts oder einer préanatalen Stérung. Der-

artige Kleinwuchsformen sind haufig bereits von Geburt an vorhanden und pha-

notypisch ausgepragt. Es besteht des Weiteren auch die Mdglichkeit einer

postpartalen Manifestation.

Aufgrund des reduzierten Knochenwachstums kann eine normale Erwachse-

nengréBe auch unter angemessener Therapie haufig nicht erreicht werden.

Ursachen

Merkmale/Beispiele

Familiarer Kleinwuchs

Eingeschranktes genetisches Potential, keine pathologischen
Stoffwechselprozesse oder biochemischen Defekte

Skelettdysplasien

Angeborener Stoffwechseldefekt, abnorme biochemische oder
histologische Befunde, z.B. Achondroplasie

Chromosomale Aber-

Haufige Ursache fir Wachstumsstérungen, z.B.

rationen Deletion Chr. 5, Deletion 15q, Trisomie 15,18, 21, Monosomie
X
Stoffwechseldefekte z.B. Glykogenspeicherkrankheiten, konnataler DM, lysosomale

Speicherkrankheiten

Intrauteriner Klein-
wuchs
(IUGR)

Charakterisiert durch ein reduziertes Geburtsgewicht bei z.B.
pranatalen Infektionen durch HSV, Exposition des Ungebore-
nen gegenuber toxischen Substanzen wie Alkohol, fetaler
Mangelversorgung bei plazentarer Infarzierung, maternale

Erkrankungen wie bspw. EPH-Gestose

Syndrome mit prima-

rem Kleinwuchs

z.B. Russell-Silver-Syndrom, Noonan-Syndrom

Tab. 1.2 Ursachen primaren Minderwuchses
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b. Sekundéarer Kleinwuchs

Sekundéare Kleinwuchsformen entsprechen einer Stérung des Skelettwachs-
tums aufgrund extraossarer Ursachen, wie zum Beispiel chronische Organ-
krankheiten, psychosoziale Probleme, angeborene Stoffwechselerkrankungen

oder endokrine Stérungen.

Eine weitere Ursache flr sekundéaren Kleinwuchs und zugleich die haufigste
Wachstumsstérung ist die konstitutionelle Entwicklungsverzégerung (KEV).

Gemeinsam mit dem familidren Kleinwuchs entfallen ungefahr 50% aller Klein-

wuchsformen auf die KEV.

Kinder mit sekundarem Kleinwuchs kénnen eine normale ErwachsenengréBe
erreichen. Bei der KEV geschieht dies meist ohne Therapie. Bei den Ubrigen
Formen des sekundaren Kleinwuchses ist eine adaquate Therapie erforderlich.

Ursachen Merkmale/Beispiele

Konstitutionelle Entwicklungs- | Haufigste Wachstumsstérung, gekennzeichnet durch
verzégerung e retardiertes Knochenalter
(KEV) e familiare Haufung

e verspateten Pubertatseintritt

Mangel- und Untererndhrung Haufigste Ursache fiir Mindergrd Be weltweit, fliihren
zu Hemmung der WH-IGF-Achse

GI-Stérungen z.B. chronisches Erbrechen, chronische Diarrhoe,
Zoliakie, M. Crohn

Nierenerkrankungen z.B. chronische Niereninsuffizienz

Kardiovaskulare Stérungen z.B. angeborene Herzfehler

Lungenerkrankungen z.B. Asthma bronchiale, Mukoviszidose
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Ursachen

Merkmale/Beispiele

Psychosoziale Stérungen

Trias aus

(Deprivation) e auffalligem Verhalten
e gestorter sozialer Interaktion
e vortbergehendem WH-Mangel
Aufholwachstum nach Wechsel des sozialen Umfeldes
Stoffwechselstérungen Bei diabetischen Kindern mit schlecht eingestellter Stoff-

wechsellage

Chronische Infektionen

z.B. Agammaglobulindmie, chronische Granulomatose,
Schistosomiasis

Medikamente und ZNS-
Bestrahlung

z.B. Zytostatika, Glukokortikoide, Bestrahlung im Rahmen
maligner Erkrankungen

Hamatopoetische Erkran-
kungen

z.B. Andmien wie die Sichelzellandmie oder Fanconi-
Anamie, konnatale Granulozytopenien wie das Kostman-
oder Shwachman-Syndrom

Endokrine Erkrankungen

z.B. WH-Mangel, WH-Rezeptor-Defekt, erworbene WH-
Resistenz, Stérung von Schilddriisenfunktion oder Puber-
tatsentwicklung, Cushing-Syndrom

Tab. 1.3 Ursachen sekundaren Minderwuchses

Die Haufigkeit, mit welcher ein Wachstumshormonmangel auftritt, wird auf

1:4000 bis 1:10000 geschatzt. In den meisten Fallen handelt es sich um einen

isolierten WH-Mangel unklarer Genese (65 %). Organische Ursachen, wie bei-

spielsweise Tumoren des Hypothalamus oder der Hypophyse, liegen in rund 22

% aller Félle eines Wachstumshormonmangels vor.
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Je nach Studienlage tritt in 3 bis 30 % eine familidre Haufung von Wachstums-

hormonmangel auf. Daher wird far einen signifikanten Anteil der Falle eine ge-

netische Ursache angenommen.

Verschiedene genetische Ursachen kénnen einem Wachstumshormonmangel

zugrunde liegen. Hierzu z&hlen Defekte des WH-Gens selbst, des Gens fiir den

Wachstumshormonrezeptor sowie des Rezeptors flir GHRH, auBerdem Defekte

in Genen, welche flr die hypophysaren Transkriptionsfaktoren PROP-1 und

PIT-1 kodieren.

Vererbungsmodus Ursache
Isolierter WH- Autosomal-rezessiv Defekt im WH-
Mangel Typ IA Gen
Isolierter WH- Autosomal-rezessiv Defekt im WH-
Mangel Typ IB Gen
Isolierter WH- Autosomal-dominant Defekt im WH-
Mangel Typ Il Gen
Isolierter WH- X-chromosomal Defekt im WH-
Mangel Typ lll Gen
Bioinaktives WH Erblichkeit wird angenommen, kein Defekt im WH-
Hinweis auf speziellen Modus Gen
Laron-Syndrom Autosomal-rezessiv Defekt im
GHR-Gen
GHRHR-Defekte Autosomal-rezessiv Defekt im
GHRHR-Gen
CPHD bei PIT-1 Autosomal-dominant/ Defekt im PIT-
Mutation Autosomal-rezessiv 1-Gen
CPHD bei PROP-1 | Autosomal-rezessiv Defekt im
Mutation PROP-1-Gen

Tab. 1.4 Genetische Ursachen flir Wachstumshormonmangel (nach Cogan et al. 1998)
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1.3.2 Hochwuchs

a. Primarer Hochwuchs

Ein primarer Hochwuchs ist bedingt durch eine primére Stérung des Skelett-
systems aufgrund eines genetischen Defekts oder einer pranatalen Stérung.

Eine klinische Auspragung ist oft schon bei oder kurz nach Geburt gegeben.

Ursachen Merkmale/Beispiele

Familidrer Hochwuchs e GroBe des Kindes mehr als zwei Standardabwei-
chungen Uber dem Normbereich bzw. Gber der
97. Perzentile

e Fehlen von Dysmorphiezeichen oder klinischen
Zeichen einer Stoffwechselerkrankung

¢ Nachweis bei mind. einem Verwandten ersten

Grades
Syndrome mit primarem z.B. Sotos-, Weaver-, Wiedemann-Beckwith-, Klinefelter-
Hochwuchs Syndrom
Stoffwechselstérungen z.B. Homocystinurie, Marfan-Syndrom

Tab.1.5 Ursachen primaren Hochwuchses

b. Sekundarer Hochwuchs

Ausloser sekundarer Hochwuchsformen sind extraossare Faktoren.
Ebenso kann eine konstitutionelle Entwicklungsbeschleunigung vorliegen.

Sie flhrt zu einer normalen ErwachsenengréBe.
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Ursachen Merkmale/Beispiele

Konstitutionelle Entwick- | Typischerweise akzeleriertes Knochenalter bei friih-
lungsbeschleunigung normaler Pubertatsentwicklung, Erreichen einer normalen
ErwachsenengréBe

Endokrine Erkrankungen | z.B. Hyperthyreose, hypophysérer Hochwuchs (extrem sel-
ten), Pubertas praecox, AGS (in letzen beiden Féllen ver-
minderte ErwachsenengréBe)

Alimentarer Hochwuchs | Hochwuchs aufgrund alimentarer Adipositas

Tab. 1.6 Ursachen sekundaren Hochwuchses

1.4 Prophet of PIT-1 (PROP-1)

Es handelt sich bei PROP-1 um einen ,paired-like homeodomain® Transkripti-
onsfaktor, welcher speziell in der Hypophyse exprimiert wird. Das Gen, welches
fur PROP-1 kodiert, befindet sich beim Menschen auf dem langen Arm von
Chromosom 5 (Rosenfeld und Wu, 1998). Es besitzt drei Exons, welche 681
Basenpaare enthalten und far 227 Aminosauren kodieren.

PROP-1 besitzt zum einen die Fahigkeit DNA zu binden, zum anderen die Fa-

higkeit die Transkription zu aktivieren.

Die mRNA von PROP-1 wird in der Hypophyse exprimiert, noch bevor es zur
Expression der mRNA von PIT-1 (,Pituitary-specific transcription factor-1%)

kommt (daher rGhrt auch die Bezeichnung als ,Prophet of PIT-1%).

PROP-1 und PIT-1 spielen eine bedeutende Rolle im Rahmen der Organoge-
nese der Hypophyse. Dies gilt nicht nur fir die menschliche Hypophyse, son-
dern es wird angenommen, dass dies fir die Hypophyse samtlicher Saugetiere
gelten kénnte (Pfaffle et al. 1999). Ein Defekt im Genlokus von PROP-1 auf
Chromosom 11 bei Mausen beispielsweise, welche als Ames Zwergm&ause be-
zeichnet werden, flhrt zu einer hypoplastischen Hypophyse ahnlich jener bei
den Snell und Jackson Zwergmausen (Buchwalter et al. 1991). Letztere wie-

derum weisen eine Mutation im Lokus von PIT-1 auf.
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Die Unterschiede, welche sich im Phanotyp finden, sind gering, aber bedeu-
tend. Bereits 1997 wurde von Pfaffle et al. die Vermutung aufgestellt, es kdnnte
sich bei Mutationen in PROP-1 um eine weitere mdgliche Ursache flr eine
CPHD handeln. Dies sei vor allem zutreffend flr den Fall des Vorliegens eines
zu einer Mutation in PIT-1 passenden Phanotyps, in welchem jedoch kein Muta-

tionsnachweis in PIT-1 gelange.

Die Mutation in PROP-1 bei Ames Zwergmausen flhrt zu einem &hnlichen
Phéanotyp wie PIT-1-Mutationen bei Snell und Jackson Zwergmausen, aller-
dings sind zusatzlich gonadotrophe Zellen betroffen (Valette et al. 1999).

Rodriguez et al. schreiben 2003, dass es sich bei Mutationen in PROP-1 hau-

figer als bei PIT-1-Mutationen um die Ursache einer CPHD handele.

Deladoéy et al. geben in einer Studie aus dem Jahr 1999 eine Pravalenz von
48 % fur einen Defekt in PROP-1 bei kombinierten Ausfallen der Hypophyse an
(35 von 73 Betroffenen insgesamt), wobei unter nicht verwandten Probanden

die Pravalenz bei 32 % liegt.

Es muss allerdings erwéhnt werden, dass im Rahmen sporadischer Falle von
CPHD insgesamt nur selten Mutationen in PROP-1 vorliegen (Rainbow et al.
2005, Turton et al. 2005).

Im Gegensatz zu den Snell Zwergmé&usen, deren Hypophyse durch das voll-
stéandige Fehlen somatotropher, thyreotropher und lactotropher Zellen gekenn-
zeichnet ist, finden sich bei den Ames Zwergmausen zwischen 0,001 % (An-
dersen et al. 1995) und 1 % (Gage et al. 1996) der gewdhnlichen Anzahl soma-
totropher Zellen, dariber hinaus einige lactotrophe und thyreotrophe Zellen
(Gage et al. 1996). Da bei Mutation in PROP-1 der Nachweis von PIT-1 zu ei-
nem spateren Zeitpunkt der Ontogenese nicht méglich ist, wird angenommen,
die Mutation, welche den Phanotyp der Ames Zwergmause bedingt, misse ei-
nen Einfluss auf die Expression von PIT-1 besitzen (Andersen et al. 1995).

Das die Veranderungen verursachende Gen, welches PROP-1 getauft wurde
(Sornson et al. 1996), konnte mittels genetischer Analyse polymorpher Marker

auf Chromosom 11 von riickgekreuzten Ames Zwergmausen ermittelt werden.
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Mutationen in PROP-1 und PIT-1 z&hlen zu den haufigsten monogenetischen

Ursachen flr kombinierte Ausféalle hypophysarer Hormone (Salemi et al., 2003).

Die Expression von PROP-1 findet in einer gesunden Hypophyse zeitlebens
statt und kann mittels RT-PCR auch in Adenomen der Hypophyse nachgewie-
sen werden. Dennoch kénnen Veranderungen in PROP-1 nicht als haufige Ur-
sache fur die Entstehung hypophyséarer Tumore gewertet werden (Nakamura et
al., 1999).

Erstmals im Februar 1998 wurde von Wu et al. ein Artikel veroffentlicht, welcher
Mutationen von PROP-1 als eine der Ursachen einer kombinierten Insuffizienz
der Hypophyse (CPHD) beim Menschen beschrieb. Bereits zwei Jahre zuvor

war von Sornson et al. PROP-1 bei der Maus isoliert worden.

Eine kombinierte hypophysare Insuffizienz beinhaltet eine verringerte WH-Pro-
duktion und eine verminderte Produktion mindestens eines weiteren der Hor-
mone der Adenohypophyse. Sie manifestiert sich bei PROP-1-Defekten bereits
zum Zeitpunkt der Organogenese des Hypophysenvorderlappens. Betroffen
sind dabei zu einem frihen Zeitpunkt hdufig WH, TSH, Prolactin und die Gona-
dotropine LH und FSH. Auch eine unzureichende hypophysére Sekretion von
ACTH, obgleich mit deutlicher Verzégerung, ist méglich.

GemaB des Artikels von Wu et al. seien Mutationen in der Gensequenz des
hypophyséaren Transkriptionsfaktors POU1F1 (dem menschlichen Aquivalent zu
PIT-1 bei der Maus) verantwortlich fir einen Mangel an PRL, WH und TSH. Die
Produktion von ACTH, LH und FSH dagegen sei unbeeintrachtigt. Veranderun-
gen der Gensequenz von PROP-1, dessen mRNA in der sich entwickelnden
Hypophyse exprimiert wird noch bevor es zur Exprimierung der mRNA von
POU1F1 kommt, wirden auch zu einem Mangel an LH und FSH fuhren. Daraus
ergebe sich, dass ein spontaner Pubertatsbeginn bei Vorhandensein einer Mu-
tation in PROP-1 nicht mdglich sei.

Die Arbeitsgruppe um Wu stellt vier Familien vor, die inaktivierende homozy-
gote oder compound heterozygote Mutationen von PROP-1 aufweisen. Das
Produkt, welches durch das veranderte PROP-1-Gen kodiert wird, weist eine
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verringerte DNA-Bindungsfahigkeit sowie eine verminderte Fahigkeit zur Akti-
vierung der Transkription auf. Drei unterschiedliche Mutationen wurden in den

vier Familien gefunden:

Mutation Folge

Arg120Cys, homozygot AS 52 Cystein statt Arginin

Del301AG, homozygot Frameshift-Mutation, beginnend in Codon 101, en-
dend mit verfrihter Termination in Codon 109

Del301AG/Phe117lle, com- Frameshift-Mutation, beginnend in Codon 101, en-

pound heterozygot dend mit verfrihter Termination in Codon 109, in

Kombination mit
AS 50 Isoleucin statt Phenylalanin

Tab. 1.7 PROP-1-Mutationen (nach Wu et al.)

Inzwischen sind insgesamt dreizehn Veranderungen im Bereich des ,Hot spot®
PROP-1 bekannt, die zu einem kombinierten Ausfall hypophysérer Hormone
fihren kénnen. Auf die Deletion der Nukleotide Adenosin und Guanosin auf

Position 301 und 302 entfallen dabei etwas mehr als die Héalfte aller Mutationen
aufweisenden Allele von PROP-1 (Cogan et al. 1998).

Mutation Erstbeschreiber
Arg120Cys homozygot Wu et al., 1998
2-BP Del 301AG homozygot Wu et al., 1998
Phe117lle + 2-BP Del 301AG Wou et al., 1998
compound
heterozygot
2-BP Del 149GA + 2-BP Del 296GA | Fofanova et al., 1998
compound
heterozygot
2-BP Del 296GA homozygot Fofanova et al., 1998
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Mutation Erstbeschreiber
Arg73Cys homozygot Duquesnoy et al., 1998
13-BP Del NT112  homozygot Agarwal et al., 2000
Phe88Ser homozygot Osorio et al., 2000
1-BP Del 150 + 2-BP Del 301AG Riepe et al., 2001
compound
heterozygot
Arg73His homozygot Valette-Kasic et al., 2001
Arg99Ter + Arg73Cys Valette-Kasic et al., 2001
compound
heterozygot
Arg99Gilu homozygot Vieira et al., 2003
Trp194Ter homozygot Reynaud et al., 2005

Tab. 1.8 PROP-1-Mutationen und deren Erstbeschreiber

Das klinische Bild, mit welchem sich Patienten mit PROP-1-Mutationen in Kind-
heit oder Adoleszenz prasentieren, ist auBerst variabel (Arroyo et al. 2002, De-
ladoéy et al. 1999, Pféffle et al. 1999). Dies betrifft sowohl den Zeitpunkt der
Manifestation der Insuffizienz, als auch das jeweilige klinische Bild im Sinne der
individuell betroffenen hypophysaren Achsen, welches durch die diversen Mu-
tationen in PROP-1 verursacht wird. Auch im Falle einer familiaren CPHD durch
PROP-1-Mutationen zeigen betroffene Familienmitglieder mit derselben Muta-
tion variable Phanotypen (Pavel et al. 2003). Eine Assoziation zwischen einer
bestimmten Form der PROP-1-Mutation sowie einem bestimmten klinischen
Bild besteht nicht (Pfaffle et al. 1999).

Deutlich wird diese Variabilitat vor allem im Vergleich zu Patienten mit Mutatio-
nen in PIT-1, welche sich mehr oder weniger einheitlich mit WH-, TSH- und
PRL-Mangel manifestieren (Pfaffle et al. 2002).
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2. Zielsetzung und Probanden

2.1 Zielsetzung

Zahlreiche Patienten endokrinologischer Sprechstunden werden aufgrund eines
Minderwuchses behandelt. Sofern es sich hierbei ursachlich um einen Mangel
an Wachstumshormon handelt, kann dieser seit dem Jahr 1988 mit rekombi-

nant hergestelltem Wachstumshormon behandelt werden.

Bei einigen dieser Patienten ist es mdglich, aufgrund der vorliegenden Kilinik
und anschlieBender Gensequenzierung die Diagnose einer ,PROP-1-Mutation®

zu stellen.
Die Zielsetzung dieser Arbeit liegt in der Beantwortung der Fragestellung,

ob Kinder, welche aufgrund eines isolierten Wachstumshormonmangels einer
Substitutionstherapie mit Wachstumshormon unterzogen werden,

und welche unter dieser Therapie eine zentrale Hypothyreose entwickeln,
moglicherweise einen PROP-1-Defekt als monogenetische Ursache besitzen?

Um diese Fragestellung angemessen zu bearbeiten werden im Rahmen einer
retrospektiven klinischen Studie zun&chst, unter Einhaltung definierter Ein- und
Ausschlusskriterien, Patienten mit dem klinischen Bild einer PROP-1-Mutation
erfasst, welche aufgrund eines isolierten WH-Mangels einer Substitution mit
WH unterzogen wurden und unter dieser Substitutionstherapie einen Mangel an
TSH entwickelten. Erganzend werden auch diejenigen Patienten bertcksichtigt,
welche zum Diagnosezeitpunkt zusatzlich zum Mangel an Wachstumshormon

einen TSH-Mangel aufwiesen.

AnschlieBend soll eine Sequenzierung der drei Exons von PROP-1 zeigen, ob
die vermutete Mutation bei den Probanden tatsachlich vorhanden ist.
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2.2 Probanden

2.2.1 Allgemeines

Basierend auf den vor Beginn der Studie festgelegten Ein- und Ausschlusskrite-
rien wurden 43 geeignete Probanden ausgewahlt. Es konnten Blutproben von
31 der 43 Probanden gewonnen werden. Bei den 31 Probanden PR 1 bis PR
38 (PR 20 und 21 sowie PR 19 und 37, jeweils Geschwisterpaare, zusatzlich
PR 30 und PR 35 wurden nachtraglich aus der Studie ausgeschlossen), deren
Blutproben ausfuhrlich untersucht wurden, handelt sich Gberwiegend um Pati-
enten der endokrinologischen Sprechstunde der Universitatsklinik fir Kinder-

heilkunde und Jugendmedizin der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen.
Unter den Probanden befinden sich ein Geschwisterpaar (PR 5 und PR 6).

Bei den Ubrigen Probanden ist keine Verwandtschaft bekannt.

2.2.2 Einschlusskriterien

Die Probanden wurden aus den Patienten der padiatrischen Endokrinologie
anhand folgender Einschlusskriterien ausgewahilt:

l. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung der Hypophyseninsuffizienz iso-
lierter WH-Mangel oder kombinierter Mangel an WH und TSH

Il. Bei Vorliegen eines isolierten WH-Mangels zum Diagnosezeitpunkt
der Hypophyseninsuffizienz Auftreten eines TSH-Mangels vor dem
vollendeten achtzehnten Lebensjahr

2.2.3 Ausschlusskriterien

Zu einem Ausschluss fuhrten dagegen:

A. Zusatzliche hypophysare Ausfalle bei Diagnosestellung (ACTH, LH,
FSH, ADH)

B. Alle sekundaren Formen der Hypophyseninsuffizienz (Z.n. zerebralem
Tumor wie beispielsweise Kraniopharyngeom, Z.n. Bestrahlung, Z.n.
Chemotherapie, chronische Systemerkrankungen wie z.B. eine Thalas-

samia major)
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2.2.4 Definition von WH- und TSH-Mangel

Als WH-Mangel definiert wurde eine Erniedrigung des WH-Spiegels in zwei
Tests unter 8 ng/ml (Im Falle einer Diagnose vor dem Jahr 1999 liegt ein WH-
Mangel aufgrund der hier erfolgten Anderung des Assay-Standards vor bei ei-

ner Erniedrigung unter 10 ng/ml).
Ein TSH-Mangel war vorhanden bei pathologisch verandertem T4

(T4< 6,2 pg/dl bei Ein- bis Zehnjahrigen und < 5,1 pg/dl bei Elf- bis Zwanzigjah-
rigen) oder T4 (fT4 < 0,9 ng/dl) sowie ein niedriges, normales oder leicht erhéh-
tes TSH (TSH < 10 mU/I).

2.2.5 Klinik der Probanden

Ursachlich erfolgte die Vorstellung der Probanden dieser Studie bei einem pa-
diatrischen Endokrinologen augrund eines Minderwuchses unterschiedlichen
AusmaBes (zu den mdglichen Differentialdiagnosen fir Minderwuchs siehe
1.3.1).

Sofern ein vorhandener Minderwuchs auf einem Mangel an Wachstumshormon
beruht, zeigt sich dies an verminderten Messwerten fur IGF-I und IGFBP-3 so-
wie einem reduzierten WH-Spitzenwert im Arginin- oder Insulin-Test. Dartiber
hinaus ist die Wachstumsgeschwindigkeit dieser Kinder reduziert und das Kno-
chenalter, welches sich mittels Handréntgen ermitteln lasst, retardiert. Ebenso

besteht die Mdglichkeit von Auffalligkeiten in der Bildgebung der Hypophyse.

Ein TSH-Mangel als Ausdruck einer zentralen Hypothyreose tritt nur in extrem
seltenen Fallen in isolierter Form auf. Mdgliche Ursachen hierfir sind Mutatio-
nen im TSH-, TSH-Rezeptor- oder TRH-Gen. Derartige Veranderungen folgen

einem autosomal-rezessiven Vererbungsmodus.

Haufiger, obgleich nach wie vor selten, liegen einem TSH-Mangel Hypophysen-
stérungen globaler Art zugrunde. Diese sind zumeist idiopathisch und gehen in
90 % der Falle mit Fehlbildungen wie beispielsweise einer Ektopie einher. Bei
rund 10 % der Betroffenen findet sich eine normale Morphologie, selten stellt
sich eine hypertrophe Hypophyse dar (z.B. im Rahmen einer Mutation in LHX-3
oder -4 beziehungsweise in PROP-1).
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2. Zielsetzung und Probanden

Zum Diagnosezeitpunkt wiesen 28 der Probanden einen isolierten Wachstums-
hormonmangel auf. Ein kombinierter Mangel an WH- und TSH zeigte sich da-

gegen bei 15 Probanden.

Mangelprofil zum Diagnosezeitpunkt

30

25 ~
B WH

B WH+ TSH

20

15 -

10

Anzahl der Probanden

Abb. 2.1 Mangelprofil zum Diagnosezeitpunkt

Ein Mangel an LH, FSH oder ACTH war nicht nachzuweisen.

Symptome, welche als Hinweis auf eine ADH-Insuffizienz gewertet werden

kdénnten, waren bei den Probanden zu keinem Zeitpunkt vorhanden.
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3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Enzyme

§ Pfu-Polymerase

3.1.2 Geréate

Abzug

Computer

Drucker

Erlenmeyerkolben

Gelkammer mit Kamm

Kunststoffrahmen far Thermocycler

Kunststoffschale

Messzylinder

Pipette

Plexiglasstander fur Tubestreifen

Quarzglaskivette Helma Prazisionskivette
Schuttelplatte

Spannungsgeber ,Power Supply” Power Pac 200 [Bio Rad]
Spatel

Spektralphotometer GeneQuantll [Pharmacia Biotech]
Sterilbank ,HERA Safe“ [Heraeus]

Styroporwanne

Thermocycler Gene Amp PCR System 9700 [PE Applied Biosystems]
UV-Platte

Videosystem

Vortexgerat Vortex-Genie 2 [Scientific Industries]
Waage BP 1200 [Sartorius]

Wasserbad [Memmert]

W W W W W W W Y Y Y Y Y L W L W Y Y Y Y Y Y W

30



3. Material und Methoden

S

Zentrifuge - klein: Centrifuge 5415 C [Eppendorf]
- groB3: Rolixa 50 RS [Hettich]

3.1.3 Kits

S
S
S

Nucleo Spin®Blood XL [Macherey-Nagel]
QIAquick PCR Purification Kit [QIAGEN]
pGEM®-T Easy Cloning Kit [Promegal]

3.1.4 Reagenzien

W

W v W v W Y\ Y Y

Agarose

Aqua dest.

Ethanol

Ethidiumbromid

Ladepuffer

1 kb ladder

Primer (PCR und Sequenzierung)
Pfu-Puffer

Desoxynukleotide (ANTP)

Tris Puffer

3.1.5 Verbrauchsmaterialien

W W W W W

Einmalhandschuhe

Eisbad

Eppendorfcups

Klebeband

Kivetten

Pipettenspitzen

PCR-Tubes und Tubedeckel
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3. Material und Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Uberblick

Insgesamt neun Arbeitsschritte waren von der Blutentnahme bis zum Alignment

der drei Exons von PROP-1 notwendig.
Die Blutproben der Probanden wurden in EDTA-R6hrchen abgenommen.

Danach erfolgte mit Hilfe eines NucleoSpin © Blood XL-Kits die Isolierung der

Erbinformation der Probanden aus deren Leukozyten.

Um die bendtigte Menge an DNA zu erhalten, wurde das isolierte genetische
Material mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielféltigt.

In einem n&chsten Schritt konnte anhand einer Gelelektrophorese die Qualitat
des PCR-Produktes Gberprift werden.

Dieser Schritt wurde, nachdem das PCR-Produkt mit einem QIAquick PCR
Purification Kit gereinigt wurde, wiederholt.

Nach der anschlieBenden Verdiinnung wurden samtliche Proben zur Sequen-
zierung an den Sequenzierservice der Firma GENterprise versandt.

AbschlieBend wurde dann, um die einzelnen Proben miteinander vergleichen zu
kénnen, ein Alignment durchgefihrt, woflir das Programm LI-COR AlignIR ge-

nutzt wurde.

3.2.2 DNA-Extraktion

A. Beschreibung der Methode

Die Gewinnung der Erbinformation der Probanden aus deren weifen Blutzellen
erfolgte unter Einsatz eines Komplettkits.

Dieser Kit ermoglicht die Isolierung genomischer DNA aus Vollblut, kultivierten

Zellen, Serum, Plasma oder anderen Korperflissigkeiten.
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3. Material und Methoden

Die Lyse der Blutzellen wird bei diesem Verfahren durch Inkubieren in einer
Lésung mit hohem Gehalt an chaotropischen lonen und gleichzeitigem Vorhan-

densein von Proteinase K erreicht.

Durch Zugabe von Ethanol zum Lysat werden geeignete Voraussetzungen fir
das Binden der DNA an die Silicatmembran der Kolonnen geschaffen.

Der Vorgang des Bindens ist in diesem Fall reversibel, darlber hinaus spezi-
fisch far Nukleinséduren. Eine griindliche Entfernung von Schmutzpartikeln ist

bereits durch einmaliges Auswaschen gegeben.

Die reine genomische DNA kann schlieBlich unter Verwendung eines leicht al-

kalischen Puffers ausgewaschen werden.

B. Komponenten des Kits

Puffer BQ1

Puffer BQ2

Puffer BE

Proteinase K

Proteinasepuffer

NucleoSpin © Blood XL Kolonnen plus Sammeltubes
50 ml Elutiontube

Abb. 3.1 Kit zur DNA-Extraktion
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3. Material und Methoden

C. Durchfihrung der Methode

Vor Beginn der eigentlichen DNA-Isolierung hat es sich zur Vermeidung unfrei-
williger Pausen im weiteren Ablauf bewéahrt, das Wasserbad auf 56° C zu er-

warmen und den Puffer BE des Kits auf 70° C zu erhitzen.

Zunéachst wurden je 5 ml Blut des Probanden, welches Raumtemperatur besit-
zen sollte, mit 500 pl Proteinase K und 5 ml Puffer BQ1 in ein 50 ml Tube pipet-
tiert und grtindlich flr zehn Sekunden durch das Vortexgerat gemischt. Es folg-
te das Inkubieren der Proben fur 15 Minuten bei 56° C, wobei sich das Lysat
typischerweise braun farbt. Im Anschluss an die Inkubation wurden jeweils 5 ml
Ethanol in die Tubes gegeben und erneut 10 Sekunden gemischt. Vor dem Be-
laden der Kolonnen sollte das Lysat ungefahr 5 Minuten abkihlen, um eine
verminderte Ausbeute durch Zugabe von noch heiBem Lysat auf die Kolonne zu
vermeiden. Jede Saule wurde in ein flr die Zentrifuge geeignetes 50 ml Falcon-
Tube gesetzt. Die S&ulen wurden mit 15 ml der lysierten Blutproben beladen
und fir 5 Minuten bei 4000 Umdrehungen in der Zentrifuge belassen.

AnschlieBend wurden 7,5 ml Waschpuffer BQ2 zugegeben und die Proben bei
4000 Umdrehungen 5 Minuten zentrifugiert. Nach dem Verwerfen der abge-
trennten Flissigkeit wurde ein zweites Mal Waschpuffer, wiederum 7,5 ml, zu-
gegeben, und anschlieBend ein letztes Mal, fir 12 Minuten, bei 4000 Umdre-

hungen zentrifugiert.

Um die DNA auszuwaschen, wurden die S&dulen ein weiteres Mal in neue 50 ml
Falcon-Tubes gesetzt und mit Hilfe einer Pipette 600 ul des auf 70° C vorge-
warmten Puffer BE in das Zentrum der Silicatmembran getropft.

Nach 2-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die S&ule fir weitere 2
Minuten bei 4 g zentrifugiert.

Das Eluat wurde anschlieBend in sterile Eppendorf-Cups pipettiert und bis zur
weiteren Verarbeitung im Gefrierschrank bei -20° C gelagert.
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3. Material und Methoden

3.2.3 Polymerase-Kettenreaktion

A. Beschreibung der Methode

Gentechnische Verfahren spielen in Medizin und Forschung heutzutage eine
bedeutende Rolle.

Bereits winzige Mengen einer bestimmten DNA, sogar ein einziges Molekdl,
kénnen durch geeignete gentechnische Methoden vervielféltigt oder Gberhaupt
erst nachgewiesen werden. Um solch eine geeignete Methode handelt es sich
seit dem Jahr 1986 auch bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Das Prinzip der PCR ist simpel. Bendétigt wird zuallererst das Stlick DNA, wel-
ches vervielfaltigt werden soll. Als n&chstes sind die Startpunkte der Replikation
zu wahlen, die so genannten Primer. Bei den Primern handelt es sich um Oli-
gonukleotide. Das sind DNA-Einzelstrangsticke mit einer Lange von ungefahr

zwanzig bis dreiBig Nukleotiden.

Aufgrund der Primer kann die DNA-Polymerase erkennen, welchen Abschnitt
der DNA sie vervielfaltigen soll. Die DNA-Polymerase ist ein hitzestabiles En-
zym, welches auch Temperaturen Gber 90° C toleriert. Um ein geeignetes Mi-
lieu fir das Enzym zu schaffen, wird dem Reaktionsansatz ein Puffer beige-
mischt. Nun sind noch die Bausteine der genetischen Information, die Desoxy-
nukleotide, zu erwéhnen. Sie missen ebenfalls zugegeben werden.

Samtliche Reagenzien werden in ein ReaktionsgefaB pipettiert und zur Reak-
tion in ein PCR-Gerét, den Cycler, gestellt. Dort wird der DNA-Doppelstrang
zuerst auf etwa 90° C erhitzt und somit denaturiert. Die Denaturierung beruht
auf dem Lésen der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen der
beiden DNA-Strédnge. AnschlieBendes Abkulhlen der DNA auf ungefahr 50°C
ermdglicht das Hybridisieren der Primer an die DNA-Einzelstrange.

Nun synthetisiert die DNA-Polymerase die komplementéren Strange in Rich-
tung dem 5’-Ende.
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3. Material und Methoden

Der gewlinschte DNA-Abschnitt ist somit verdoppelt, der Zyklus kann erneut

beginnen.

/ \

5° F
O o o I I o e
Erhitzen (95°C), Primer
hybridisieren (45-550C), l 1. Zyklus
Elongation (70°C)
b 3
3° - 3 5
5¢ 3 - 3¢
> [T .
l 2. Zyklus
5° 3 - 3
v e IIT1 .
5 - 3
3‘ * 3‘ II | IE:
l 3. Zyklus
5¢ :
- - 1TT..
5 3 -3
o 11 .
l 30-40 Zyklen

Amplifikation:
109-105ach

Abb. 3.2 Beispiel einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
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3. Material und Methoden

B. Komponenten des PCR-Mixes

Aqua dest.
Pfu-Puffer, 10fach
Primer 31, 5 uM
Primer 51, 5 uM
dNTP, 100 mM
Pfu-Polymerase

C. Durchflhrung der Methode

Zur Vorbereitung der Polymerase-Kettenreaktion wurden eine geeignete Anzahl
an Tubestreifen und passenden Deckeln herausgesucht. Die Tubestreifen wur-
den bereits in den zum Cycler passenden Kunststoffrahmen, beides danach in

einen stabilen Plexiglasstédnder gesetzt.

Der PCR-Mix wurde unter der Sterilbank mit eigens dafir gedachten Pipetten
und sterilen Spitzen auf Eis pipettiert. Es wurden wahrend des gesamten Pro-
zesses Handschuhe getragen, um eine Kontamination mit der eigenen DNA zu
vermeiden. Pro Tube wurden 49 ul PCR-Mix vorgelegt.

Diese 49 pl enthielten 32,4 pl destilliertes Wasser, 5 ul 10fach Pfu-Puffer, je 5 pl
Primer 31 und 51 (jeweils 5 uM), 0,6 pl dNTP (100 mM) sowie 1pl Pfu-Polyme-
rase, wobei die einzelnen Bestandteile in der aufgefihrten Reihenfolge pipet-
tiert wurden. Jedem Tube wurde 1 pl DNA eines Probanden zugegeben, fur

jeden Probanden wurden zwei Ansatze ausgefuhrt.

Nach Abschluss des Pipettierens wurden die Tubes verschlossen und, nach
einer Aufwarmphase von 2 Minuten, in den Cycler gestellt.

Der Cycler war zuvor bereits auf eine Denaturierungsphase von 95° C flir 30
Sekunden, eine nachfolgende Anlagerungsphase von 58° C fir 30 Sekunden
und abschlieBend eine Verlangerungsphase von 72° C fur 7 Minuten eingestellt

worden.
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3. Material und Methoden

Dieser Zyklus sollte sich 37 Mal wiederholen, anschlieBend verblieb die repli-

zierte DNA bis zur Entnahme aus dem Cycler bei 4° C.

3.2.4 Elektrophorese

A. Beschreibung der Methode

Die Elektrophorese stellt eine Methode zur Trennung von Partikeln nach ihrer
Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld in einer gepufferten Lésung
dar. Diese Wanderungsgeschwindigkeit hangt hierbei maBgeblich von GréBe

und Ladung der Teilchen ab.

Im vorliegenden Fall wurde eine Tragerelektrophorese angewandt; als Trager-
schicht kam ein 1 %iges Agarosegel zum Einsatz. Die Netzstruktur des Gels

bewirkt hierbei eine GréBentrennung der replizierten DNA-Fragmente.

Abb. 3.3 Gelelektrophoresekammer
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3. Material und Methoden

B. Komponenten des Agarosegels

Agarose, 0,5 g
Tris Puffer, 50 ml

C. Durchflihrung der Methode

Zunéachst wurde ein Agarosegel gegossen. Dazu wurde die jeweils bendtigte
Menge an Agarose beziehungsweise Tris Puffer mit Hilfe von Waage und
Messzylinder abgemessen. Beides wurde in einen Erlenmeyerkolben gegeben

und durch vorsichtiges Schwenken und Ruhren mit dem Spatel vermischt.

AnschlieBend wurde das Gemisch in der Mikrowelle unter standiger Beobach-
tung erhitzt und zum Zeitpunkt des Aufkochens aus der Mikrowelle genommen.

Die heiBBe L6sung wurde in eine vorbereitete Kammer gegeben, die mittels
zweier Klebestreifen abgedichtet worden war. AuBerdem war bereits ein Kamm
angebracht, der die Taschen, welche spater beladen werden sollten, formte.

Das Gel konnte nach dem Abkuhlen entweder sofort eingesetzt oder Gber
Nacht im Kihlschrank bei 4° C aufbewahrt werden.

Nach dem Entfernen von Kamm und Klebestreifen konnte das Gel, welches in

die Elektrophorese-Laufkammer eingebracht worden war, beladen werden.

Hierzu wurden zuvor je 10 pl PCR-Produkt und 1 pl Ladepuffer in ein Eppen-
dorf-Cup pipettiert und mit dem Vortexgerat griindlich gemischt. Pro Proband

wurden auf diese Weise je zwei Ansatze vorbereitet.
Das Gel wurde nun links beginnend beladen, zuerst mit 10 yl der 1 kb ladder

zum Vergleich, anschlieBend mit den eigentlichen Proben. Die Elektrophorese-

Laufkammer wurde nun bei 80 V fir ungefahr zwei Stunden belassen.

Nach Ablauf der Elektrophorese wurde das Gel gefarbt. Hierzu wurde es in eine
Kunststoffschale gegeben und auf eine Schittelplatte, welche sich in einem
Abzug befindet, gestellt. Nach dem Anschalten der Schiittelplatte wurde die
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3. Material und Methoden

Schale mit Ethidiumbromidlésung gefillt und das Gel darin fir ungefahr 15 Mi-

nuten gleichmaBig gefarbt.

Nach Ablauf der Zeit und nach AbgieBen des Ethidiumbromids wurde das Gel

auf eine UV-Platte gegeben und fotografiert.

AbschlieBend wurde das Foto ausgedruckt und das Gel entsorgt.

P
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—,
L
Srm——
#
—
re—u
——

Abb. 3.4 Foto des Agarosegels nach Farben mit Ethidiumbromid

Stellte sich die Probe eines Probanden nach PCR in der Gelelektrophorese zu
schwach dar, so wurde flir diesen Probanden ein weiterer PCR-Ansatz durch-
gefihrt. Sdmtliche Ansatze eines Probanden wurden vor der Reinigung gepoolt.
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3.2.5 Reinigen

A. Beschreibung der Methode

Die Verwendung des QlAquick PCR Purification Kits erméglicht die Reinigung
einzel- oder doppelstrangiger DNA-Fragmente, welche im Rahmen der Polyme-
rase-Kettenreaktion oder anderer enzymatischer Reaktionen entstehen.

Es kénnen Bruchstlicke mit einer Gr6Be von 100 bis 10 000 Basenpaaren von
Uberschiissigen Primern, Nukleotiden, Polymerasen oder Salzen gesaubert
werden.

Abb. 3.5 Kit zur DNA-Reinigung
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B. Komponenten des Kits

Puffer PE (Konzentrat)

Puffer PB

Puffer EB

QlAquick Saulen fur Zentrifuge
Sammeltubes, 2 ml

C. Durchflhrung der Methode

Zur Vorbereitung wurde Ethanol, 96-100 %ig, zum Lésen des Waschpuffers PE
bendtigt. Die Zentrifuge wurde auf 13 000 rpm eingestellt.

Zuerst wurden zu einem Anteil PCR-Produkt finf Anteile Bindepuffer PB gege-

ben und daraufhin gut gemischt.

Die QlAquick Kolonne wurde in das daftir vorgesehene 2 ml fassende Sam-
meltube gesetzt, anschlieBend das PCR-Produkt zupipettiert.

Sammeltube mit QIAquick Kolonne und dem PCR-Produkt wurden danach flr
30 bis 60 Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand konnte verworfen werden, die

QlAquick Kolonne konnte erneut in das Sammeltube gesteckt werden.

Zum Auswaschen wurden nun 0,75 ml Waschpuffer PE zugegeben und wieder
fiir 30 bis 60 Sekunden zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand verworfen,
die Kolonne in dasselbe Tube zurlickgesetzt und die Kolonnen eine weitere Mi-

nute zentrifugiert.
Zum Auswaschen der DNA wurde die QlAquick Saule in ein neues,

1,5 ml fassendes Mikrozentrifugentube gesteckt, 50 yl H2O ins Zentrum der

Membran pipettiert und ein weiteres Mal fir eine Minute zentrifugiert.

Im Anschluss an die Reinigung wurde erneut eine Elektrophorese durchgefihrt,
wobei 10 ul 1 kb ladder, jeweils aber nur 5 pl DNA und 1 pl Ladepuffer pro Bahn

verwendet wurden.
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3.2.6 Konzentrationsbestimmung und Verdiinnung

A. Beschreibung der Methode

Dieser Schritt dient zunachst der photometrischen Bestimmung der DNA-
Konzentration, somit also der Bestimmung der optischen Dichte (OD) der
Probe.

AnschlieBend wird mit Hilfe der folgenden Formel die DNA-Konzentration in
Mikrogramm pro Mikroliter bestimmit:

Konzentration = OD2gonm X 1000 x 50 pg/pl
30 1000
= ODQGOnm X 1,66 Hg/pl

Zuletzt wird die Probe auf 100 ng/ul verdinnt. Dies entspricht der Ublichen
DNA- Konzentration fur den PCR-Gebrauch.

B. Komponenten der Methode

Aqua dest.
PCR-Produkt

C. Durchflhrung der Methode

Es wurden 970 ul Aqua dest. sowie 30 pl der extrahierten DNA

in eine Quarzglaskivette mit Schichtdicke 10 mm gegeben.

Nach Einbringen der Klivette in den Strahlengang des Photometers folgte die

Bestimmung der Konzentration bei einer Wellenlange von 260 nm.
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Der hierbei erhaltene Wert, die optische Dichte bei 260 nm (OD2gonm), wWurde

wie unter A. zu entnehmen mit dem konstanten Faktor 1,66 multipliziert.

Die Probe wurde in einem letzten Schritt auf 100 ng/ul verdiinnt.

3.2.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA erfolgte durch den Sequenzierservice der Firma
GENterprise in Mainz.

3.2.8 Alignment

Das Alignment, sprich die Zusammenschau der einander entsprechenden Stel-
len im kodierenden Genabschnitt der sequenzierten Proben, wurde mithilfe des
Programms Align-IR der Firma Li-COR durchgefihrt.

Nach dem Einlesen der Daten fuhrt das Programm eigenstandig das Alignment
der einzelnen Proben durch. Die Exons 1 bis 3 wurden hierbei getrennt vonein-

ander beurteilt.

Das Programm ermdglicht eine Ubersichtliche Betrachtung der einzelnen Pro-
ben durch Einfarben der vier Basen, was die abschlieBende Beurteilung deut-

lich erleichterte.

3.2.9 TA-Cloning

Da bei der Bearbeitung der Probe PR 38 trotz mehrfacher Wiederholung der
PCR das Ergebnis der Sequenzierung nicht gelesen werden konnte, kam an

dieser Stelle die Methode des TA-Cloning zum Einsatz.

44



3. Material und Methoden

A. Beschreibung der Methode

Es handelt sich beim TA-Cloning um ein Verfahren zur Klonierung von PCR-
Produkten. Mithilfe von Vektoren wird das PCR-Produkt, dessen Vervielfélti-
gung erfolgen soll, in Bakterien eingebracht. Als Vektoren werden bakterielle
Plasmide genutzt. Das Einbringen des PCR-Produktes via Plasmid in das Bak-
terium gelingt, indem zunachst der Vektor enzymatisch derart aufgespalten
wird, dass es zum Auftreten eines Restes dreier Thymidin-Nukleotide an beiden

Plasmidenden kommt. Das PCR-Produkt wiederum wird durch thermostabile

Polymerasen derart geschnitten, dass Enden mit Adenosin-Resten entstehen.
Die so entstandenen kompatiblen Enden ermdéglichen den Einbau des PCR-
Produktes in das bakterielle Plasmid.

Zur Erfolgskontrolle enthalt der Vektor einen Abschnitt, der fir die Resistenz
gegenuber Ampicillin kodiert. Des Weiteren befindet sich der Bereich, in wel-
chem das PCR-Produkt eingefligt werden soll, in einer Region, welche fir das
a-Peptid des Enzyms B-Galaktosidase kodiert. Dies ermdglicht die Auswabhl
derer Kolonien, welche das gewlnschte Plasmid tragen, zum einen anhand der
Méglichkeit des Wachstums der Vektor tragenden Bakterien auf Platten, welche
mit Ampicillin versetzt wurden. Zum anderen fuhrt ein Ausfall des Enzyms

B-Galaktosidase zu einem Ausbleiben tiefblau gefarbter Kolonien (die erhalte-

nen Kolonien stellen sich weif3 dar).

B. Komponenten des Kits

2X Rapid Ligation Buffer
pGEM®-T Easy Vectors
Control Insert DNA

T4 DNA Ligase

IPTG stock solution
X-Gal

LB medium

SOC medium
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C. Durchfihrung der Methode

Ligation
Bevor mit dem Pipettieren begonnen wird, sollten die Tubes mit Vektor und
Kontroll-DNA kurz zentrifugiert werden. Der 2X Rapid Ligation-Puffer sollte vor

Anwendung grindlich mit dem Vortex gemischt werden.
Es wurden insgesamt vier Anséatze pipettiert.

Ansatz 1 enthielt 7,5 ul Pufferlésung, 1,5 pl des Vektors, 4,0 pl des Inserts
(Exon 2 von PR 38) sowie 1,5 pl Ligase und 0,5 pul destilliertes Wasser.
Ansatz 2 enthielt 7,5 ul Pufferlésung, 1,5 ul des Vektors, 2,0 pl des Inserts
(Kontrollinsert der Firma Promega) sowie 1,5 pl Ligase und Aqua dest. 2,5 pl.
Ansatz 3 enthielt 7,5 ul Pufferlésung, 1,5 pl des Vektors, kein Insert (Back-
ground-Kontrolle) sowie 1,5 pl Ligase und 4,5 pl destilliertes Wasser.

Ansatz 4 (Transformationskontrolle) wurde erst zu einem spateren Zeitpunkt

pipettiert. Die Ansatze wurden eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Zwischenzeitlich wurden gemal der Angaben des Herstellers die Agarplatten
vorbereitet. Hierfir wurden 15 g Agar in einem Liter des LB Mediums aufgel6st
und anschlieBend autoklaviert. Nachdem die Lésung auf 50° C abgekuhlt war,
konnte Ampicillin hinzugefihrt werden (100 pg/ ml). AbschlieBend wurden 0,5
mM IPTG sowie 80 pg/ml X-Gal dazugegeben und 30 bis 35 ml der Lésung in
Petrischalen gefillt. Es wurden insgesamt acht Platten bendtigt.

Transformation

Vor dem Ausbringen der kompetenten Zellen sollten die Platten Raumtempera-
tur besitzen. Die Tubes, in welche die Ligationsansatze pipettiert worden waren,
wurden zundchst abzentrifugiert. Aus jedem der vorbereiteten Ansatze wurden
jeweils 2,0 ul in ein steriles 1,5 ml Tube auf Eis pipettiert.

Zusatzlich wurde zur Uberpriifung der Effizienz der Transformation 0,1 ng des

ungeschnittenen Plasmids ebenfalls in ein Tube auf Eis pipettiert (Ansatz 4).
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Jeweils 50 pl der kompetenten Zellen wurden nach kurzem Antauen in jedes
der kurz zuvor vorbereiteten Tubes gegeben. Die Zellen wurden fir 20 Minuten
im Eisbad belassen, anschlieBend fir 50 Sekunden im Wasserbad auf 42° C

erhitzt und dann erneut fir 2 Minuten im Eisbad gekihlt.

Im nachsten Schritt wurden 950 ul SOC Medium zu den Tubes der Ligations-
reaktion zugegeben, 900 pl zum dem Tube, welches die Zellen mit dem unge-
schnittenen Plasmid zur Transformationskontrolle enthielt. Es folgte die Inkuba-
tion bei Raumtemperatur fir ungefédhr 90 Minuten. Je 100 ul der Transformati-
onskulturen wurden auf je zwei Platten gegeben, im Falle der Transformations-
kontrolle war zuvor noch eine 1:10 Verdinnung mit SOC Medium durchgefiihrt

worden. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37° C inkubiert.

Aus Ansatz 1 ergaben sich sieben weiBBe Kolonien. Ansatz 2, welcher das Kon-
trollinsert des Herstellers beinhaltete, ergab 150 Kolonien, davon jeweils unge-
fahr die Halfte weiB3, die andere Halfte blau. Die Background-Kontrolle aus An-
satz 3 zeigte ausschlieBlich blaue Kolonien. Aus der Transformationskontrolle
(Ansatz 4) ergab sich kein Wachstum von Kolonien.

FUnf der sieben weiBen Kolonien aus Ansatz 1 wurden gepickt und anschlie-
Bend eine Uber Nacht Kultur in LB Medium mit Ampicillin angesetzt.
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4. Ergebnisse

Es folgt die Darstellung der Ergebnisse der klinischen Evaluation, der endokri-
nologischen Funktionstests, teils auch der Spontansekretion in Bezug auf die
somatotrophe (WH), thyreotrophe (T4, fT4 und TSH), corticotrophe (Cortisol)
und gonadotrophe (LH und FSH) hypophysare Achse sowie jene der endokrino-
logischen Funktionstests und Spontansekretion von Prolactin.

AnschlieBend soll, sofern vorhanden, auf die Ergebnisse der Kernspintomogra-
phie (MRT) des Schéadels, zerebrale Fehlbildungen und Begleiterkrankungen

eingegangen werden.

Der letzte Teil dieses Abschnittes dient der Darstellung der Ergebnisse der ge-
netischen Analyse von PROP-1 bei denjenigen Probanden, von denen eine
Blutprobe erhalten werden konnte.

4.1 Klinische Evaluation

Basierend auf den bereits in Abschnitt 2.2.2 und 2.2.3 vorgestellten Ein- und
Ausschlusskriterien wurden 43 Probanden in die vorliegende Studie aufge-
nommen. Die Probanden wurden in den Jahren zwischen 1977 und 2003 gebo-
ren, daher gelten in Abhangigkeit vom Diagnosezeitpunkt und den hiervon ab-
héngigen Schwankungen der Referenzwerte der verschiedenen Labore zum

Teil unterschiedliche Normwerte.
72 % der ausgewahlten Probanden sind mannlich (31 versus 12).

Das durchschnittliche Gestationsalter liegt bei 40 Wochen (Minimum 37, Maxi-
mum 42 Wochen). Die Geburtslange reicht von 46 bis 56 cm und betragt durch-

schnittlich 51 cm.

Das Geburtsgewicht der Probanden, entsprechend den Schwankungen von
Gestationsalter und Geburtslange, betréagt im Durchschnitt 3449 g, wobei die
erhobenen Werte von 2270 g bis 4500 g reichen.
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Mittelwert | Minimum | Maximum
Gestationsalter (Wochen) | 40 37 42
Geburtslange (cm) 51 46 56
Geburtsgewicht (g) 3449 2270 4500

Tab. 4.1 Gestationsalter und GeburtsmaBe

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (Zeitpunkt +0) waren die Probanden zwi-
schen 1,4 und 14,2 Jahre alt (Mittelwert 5,4 Jahre).

Die Standardabweichung der KérpergréBe des Einzelnen lag zwischen -4,50
und -0,96 SDS (Mittelwert -3,28 SDS).

Bei erneuter Messung ein Jahr nach Beginn der Therapie (Zeitpunkt +12) mit

Wachstumshormon zeigte sich bereits ein erster Effekt der Behandlung, die

Standardabweichung der Kérpergré Be reichte nun von -3,67 bis -0,28 SDS (Mit-

telwert -2,17 SDS).

Somit liegt die Differenz der Standardabweichungen zum Zeitpunkt +0 und zum
Zeitpunkt +12 bei durchschnittlich 1,11 SDS.

Mittelwert Minimum Maximum
SDS +0 -3,28 -0,96 -4,50
SDS +12 2,17 -3,67 -0,28

Tab. 4.2 SDS der KorpergréBe zum Diagnosezeitpunkt und nach einem Jahr
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Die Wachstumsgeschwindigkeit zum Zeitpunkt +0 konnte aufgrund der Daten-
lage bei den meisten Probanden nicht bestimmt werden (lediglich bei drei Pro-
banden wurde eine Messung in ausreichendem Abstand zum Zeitpunkt +0,
sprich mindestens oder >4 Monate vor der Diagnosestellung durchgefiihrt, bei
drei weiteren Probanden dagegen war keine vorausgehende Messung der Kor-

pergroBe erfolgt).

Ein Jahr nach Beginn der Gabe von Wachstumshormon reichten die Werte fir
die Standardabweichung der Wachstumsgeschwindigkeit von -2,03 bis 11,20
SDS, mit einem Durchschnittswert von 3,81 SDS.

Auch der so genannte Body-mass-Index (BMI) anderte sich unter WH-Gabe.

Lag er bei Diagnosestellung durchschnittlich bei -0,20 SDS (Minimum -3,25,
Maximum 3,02 SDS), so zeigte sich bei Wiedervorstellung nach einem Jahr
eine Abnahme auf -0,56 (Minimum -2,27, Maximum 2,09 SDS).

Das Spektrum der GrdBe seitens der Mitter der Probanden reichte von 148,0
cm (-2,81 SDS) bis zu 177,6 cm (2,19 SDS). Die durchschnittliche Standard-
abweichung lieB sich mit -0,12 SDS angeben.

Auf véterlicher Seite erstreckte sich die Bandbreite von 162,0 cm (-2,31 SDS)
bis hin zu 193,0 cm (2,16 SDS), der Mittelwert der Standardabweichung ent-
sprach -0,19 SDS.

Far die Standardabweichung der familidren ZielgroBe konnte ein Minimum von

-1,64 SDS sowie ein Maximum von 1,32 SDS berechnet werden.
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4.2 Endokrinologische Funktionstests, Spontansekre-
tion

Ein Arginin-Test war bei 38 der 43 Probanden durchgefihrt worden, bei 36 vor
Beginn einer Therapie mit WH, bei zwei der Probanden erst danach. Die durch-
schnittliche Ausschittung an WH im Arginin-Test lag bei 3,80 ng/ml, das Mini-
mum bei 0,20 ng/ml, das Maximum bei 9,40 ng/ml, wobei dieser Wert bereits
1999 erhoben wurde und somit den Ein- und Ausschlusskriterien gentgt. Ein
Insulin-Test war bei 17 Probanden, hiervon bei 14 vor Beginn der Wachs-
tumshormonbehandlung, bei drei jedoch nach deren Beginn, zur Diagnose ei-
nes WH-Mangels herangezogen worden. Die Werte reichten von 1,00 ng/ml bis
zu 8,10 ng/ml (Mittelwert 3,30 ng/ml). Eine Untersuchung des WH-Tagesprofiles
wurde bei insgesamt 28 Probanden durchgefiihrt, wobei die Untersuchung bei
nur zwei der Probanden nach dem Start der WH-Substitution begonnen wurde.
Die mittlere Sekretionsrate lag bei durchschnittlich 2,02 ng/ml, der Gipfel der

Ausschittung bei maximal 11,60 ng/ml.

Mittelwert | Minimum | Maximum
WH bei Arginin-Test (ng/ml) 3,80 0,20 9,40
WH bei Insulin-Test (ng/ml) 3,30 1,00 8,10
WH bei Tagesprofil, mean (ng/ml) | 2,02 0,70 5,33
WH bei Tagesprofil, peak (ng/ml) | 4,40 1,10 11,60

Tab. 4.3 Wachstumshormon-Ausschittung bei Arginin- und Insulin-Test sowie Tagesprofil
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Der Vergleich der IGF-I Werte zum Zeitpunkt +0 und nach einem Jahr zeigt eine
deutliche Zunahme: der Mittelwert nahm von -2,91 SDS auf -0,77 SDS zu, e-
benso veranderten sich gemessenes Minimum und Maximum (von -7,04 auf
2,35 SDS sowie von 0,66 auf 1,44 SDS).

Ahnliche Veranderungen finden sich auch bei IGFBP-3. Das Minimum &nderte
sich von -3,55 zu -2,39 SDS, das Maximum von 0,66 auf 2,64 SDS (Mittelwert
-1,39 zu 0,47 SDS).

Zum Diagnosezeitpunkt erhielten bereits 15 der 43 Probanden eine Schilddri-
senhormon-Substitution. 19 weitere Probanden entwickelten eine Schilddri-
seninsuffizienz innerhalb von 2,5 Jahren nach Beginn des Wachstumshor-
monersatzes. Neun Probanden wurden nach mehr als 2,5 Jahren mit Schild-

drisenhormonen substituiert.

Zeitpunkt der Diagnose eines TSH-Mangels
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Abb. 4.1 Zeitpunkt der Diagnose eines TSH-Mangels
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Ein TRH-Test wurde im durchschnittlichen Alter von 5,5 Jahren bei 21 der Pro-
banden durchgeflihrt. Die TSH-Spitzenwerte beliefen sich im Schnitt auf 18,70
mU/l (Minimum 2,00, Maximum 36,00 mU/l). Die Substitution mit LT4 wurde
zum frihesten Zeitpunkt 102 Monate vor Beginn der WH-Therapie begonnen,
spatestens 129 Monate nach Start der Behandlung mit Wachstumshormon.
Uber die Halfte der Probanden erhielt innerhalb eines Jahres nach Beginn der

Gabe von Wachstumshormon auch Schilddriisenhormone.

Zur Bestimmung einer moéglicherweise vorliegenden ACTH-Insuffizienz wurde
zum einen das Morgen-Cortisol, zum anderen das freie Cortisol im Urin sowie
der Spitzenwert im Insulin-Test bestimmt. Die Bestimmung von Cortisol am
Morgen erfolgte bei 27 der Probanden vor Beginn der WH-Therapie, bei 14 da-
gegen erst danach. Der durchschnittliche Wert lag bei 10,8 pg/dl, es wurden
mindestens 3,7 und hdchstens 23,0 ug/dl gemessen.

Die Messung von freiem Cortisol im Urin wurde nur bei einem kleinen Teil der
Probanden durchgefiihrt (bei einem vor Beginn, bei acht Probanden nach Be-
ginn der WH-Therapie). Der Mittelwert der Messungen lag bei 23,6 pug/24h (Mi-
nimum 9,0 pg/24h, Maximum 60,8 pg/24h).

Der Cortisol-Spitzenwert im Insulin-Test wurde bei 12 Probanden vor WH-
Gabe, bei vier Probanden erst danach bestimmt. Es ergab sich ein durch-
schnittlicher Spitzenwert von 19,5 pg/dl, auBerdem ein Mindestwert von 7,1
po/dl sowie ein Héchstwert von 40,0 pg/dl. Eine Substitution von Hydrocortison
erfolgte bei zwei Probanden.

Mittelwert Minimum Maximum
Morgen-Cortisol | 10,8 3,7 23,0
(ng/dl)
Freies Cortisol 23,6 9,0 60,8
im Urin (pg/24h)
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Mittelwert Minimum Maximum
Cortisol im 19,5 7,1 40,0
Insulin-Test
(ng/dl)

Tab. 4.4 Morgen-Cortisol, freies Cortisol im Urin und Cortisol-Ausschittung im Insulin-Test

Eine Untersuchung der Prolactin-Werte wurde bei 12 der Probanden vorge-
nommen (Bei sieben bereits vor, bei finf Probanden nach Beginn der Gabe von
Wachstumshormon). Die Werte rangierten zwischen 0,9 und 30,4 pg/l. Der Mit-
telwert belief sich auf 10,2 ug/I. Bei einem Probanden zeigte sich eine Aus-
schittung oberhalb der dem Alter entsprechenden Normwertgrenze (30,4 ug/l),
bei zwei Probanden eine Freisetzung unterhalb des zum jeweiligen Alter geho-
rigen Normbereichs (1,0 und 0,9 ug/l). Im TRH-Test lag die durchschnittliche
Prolactin-Ausschattung bei 378 pg/l (Minimum 15 pg/l, Maximum 1166 ug/l).

Eine Untersuchung der gonadotrophen Achse erfolgte bei insgesamt zwélf Pro-
banden (bei acht Probanden vor WH-Gabe, bei vier Probanden danach).

FUr LH ergab sich eine mittlere Ausschittung im LHRH-Test von 3,9 U/Il. Die
Werte reichten von 0,8 bis 8,4 U/I.

Die Ergebnisse fir FSH im LHRH-Test lagen bei mindestens 1,4 U/l, der
Hochstwert lag bei 14,0 U/l (Mittelwert 4,3 U/).

Eine Substitution von Sexualhormonen wurde bei insgesamt drei Probanden

durchgeflhrt.
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4.3 Kernspintomographie des Schadels

Das Durchschnittsalter der Probanden bei der Bildgebung des Schadels lag bei
6,7 Jahren. Im kernspintomographischen Bild stellte sich die Adenohypophyse
bei 16 Probanden unaufféllig dar. In 19 Fallen zeigte sich ein hypoplastischer, in
einem Fall ein hyperplastischer Hypophysenvorderlappen. Bei sieben Proban-
den war keine Bildgebung des Schadels mittels MRT veranlasst worden.

In 25 Fallen befand sich die Neurohypophyse in orthotoper Lage, ein ektoper
Hypophysenhinterlappen stellte sich auf 11 Bildern dar.

Der Hypophysenstiel war bei 19 Probanden hypoplastisch, bei 16 Probanden

normal angelegt. Ein durchtrennter Stiel war in keinem Fall nachzuweisen.

Darstellung des HVL Anzahl der Probanden

Unauffallig 16
Hypoplastisch 19
Hyperplastisch 1

Keine Darstellung erfolgt | 7

Tab. 4.5 Kernspintomographische Darstellung des Hypophysenvorderlappens

Lage des HHL Anzahl der Probanden
Orthotop 25

Ektop 11

Keine Darstellung erfolgt | 7

Tab. 4.6 Kernspintomographische Darstellung des Hypophysenhinterlappens

55



4. Ergebnisse

Zustand des Hypophysenstiels | Anzahl der Probanden
Unauffallig 16

Hypoplastisch 19

Durchtrennt 0

Keine Darstellung erfolgt 8

Tab. 4.7 Kernspintomographische Darstellung des Hypophysenstiels

4.4 Zerebrale Fehlbildungen

Lediglich bei vier Probanden zeigten sich Malformationen des Gehirns. Hierbei
handelte es sich zum einen um eine Arnold Chiari Malformation®1, zum anderen
um radiar orientierte Marklagersignalstérungen mit der Differentialdiagnose aty-
pischer Virchow-Robinrdume oder einer postentzindlichen Lasion. Daruber
hinaus wurde bei einem Probanden eine hemiatrophische Hirnfehlbildung be-
schrieben. Bei einem weiteren Probanden zeigte sich eine leichte Asymmetrie

der intrakraniellen Strukturen.

In den Ubrigen Fallen zeigten sich altersentsprechende Normalbefunde.

4.5 Begleiterkrankungen
Insgesamt war ein weites Spektrum an Begleiterkrankungen vorhanden.

In drei Féllen litten die Probanden unter einer atopischen Dermatitis. Neben
einem ehemaligen Frihchen befand sich unter den Probanden ein ehemals
hypotrophes, termingerecht geborenes Neugeborenes mit Zustand nach nekro-
tisierender Enterocolitis und Volvulus. In einem Fall lag ein familiarer Klein-
wuchs vor. Ein Proband war bereits wegen einer Synostose der Frontalnaht
behandelt worden. Ein Pseudohypoparathyreoidismus wurde in einem Fall be-
schrieben. Des Weiteren wurden bei einem Probanden mehrere Dysmorphie-
zeichen geschildert.
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4.6 Genetische Analyse von PROP-1

Die meisten der bekannten Mutationen von PROP-1 befinden sich in Exon 2.
Mutationen in Exon 1 sind derzeit nicht bekannt. Der Vererbungsmodus ist au-
tosomal-rezessiv, wobei neben der klassischen homozygoten in einigen Fallen

auch eine compound heterozygote Weitergabe mdoglich ist.

Die Sequenzierung der drei Exons von PROP-1 sowie die nachfolgende Aus-
wertung der Ergebnisse mit Hilfe des Programms AlignIR ergab eine Mutation
in Exon 2 bei Proband PR 38.

| 13

CTGG TGCAGGGGGGGG AGAT TCTGGGCCCGAGAGTCTTGT<C
||
|
! | ||
W
|
150 del A 296 del GA

TCTGGGCCCGAGAGAGTCTTGC

wild type wild type

Abb. 4.2 Darstellung der compound heterozygoten Mutation bei Proband PR 38 im Vergleich
mit dem Wildtyp

Hierbei handelt es sich um eine Deletion von GA an Position 296 in Kombinati-
on mit einer Deletion von A an Position 150.
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Es zeigte sich dartber hinaus bei vier Probanden (PR 11, PR 22, PR 28 und
PR 34) eine Substitution von Alanin durch Threonin an Position 142 des Gen-

produktes.

D O Bl s Bl e B 2 B B ol Bl G e P

A142T

140 150 ‘ la0

B30 el I i A B Bl B3 o 8 B ] A B L B L L B

wild type

Abb. 4.3 Darstellung des Polymorphismus A 142 T bei Proband PR 11
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5. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, Mutationen in PROP-1 als Ursache
des kindlichen Mangels an Wachstumshormon und TSH nachzuweisen.

Von besonderem Interesse waren Kinder, welche bei Diagnosestellung des
Hypopituitarismus einen isolierten WH-Mangel hatten und erst zu einem spéate-
ren Zeitpunkt unter Substitution mit Wachstumshormon einen TSH-Mangel ent-

wickelten.

Die Studie zeigte, dass diese klinische Sequenz nicht durch PROP-1-Defekte
hervorgerufen zu sein scheint. Das einzige Kind mit compound heterozygoter
PROP-1-Mutation prasentierte sich initial mit WH- und TSH-Mangel, also kom-
binierten Hypophysenausfallen.

Bei 15 der 43 Probanden (34,9 %) war die Diagnose einer zentralen Hypothy-
reose bereits vor oder zeitgleich mit der Diagnose eines Wachstumshormon-
mangels gestellt worden. Ein isolierter WH-Mangel als Erstmanifestation lag bei
28 der 43 Probanden (65,1 %) vor.

Dies entspricht den Ergebnissen weiterer Studien, welche Wachstums- und
Gedeihstérungen infolge Wachstumshormonmangels als haufigste Manifestati-
onsform (bis zu 80 %) einer kombinierten hypophysaren Insuffizienz beschrie-
ben (Deladoéy et al. 1999, Lee et al. 2004, Pavel et al. 2003).

Im Falle einer PROP-1-Mutation ist, im Rahmen der phanotypischen Variabilitat,

mindestens bei einigen Probanden ein Prolactin-Mangel zu erwarten.

Ein Mangel an Prolactin findet sich bei zwei Probanden dieser Studie, die je-
doch nicht als Trager einer Mutation in PROP-1 identifiziert wurden.

Im Gegensatz zu Mutationen in PIT-1 ist bei PROP-1-Mutationen auch die go-
nadotrophe Linie hypophysarer Zellen betroffen (Aikawa et al. 2006, Valette et
al. 1999). Dies auBert sich im Ausbleiben einer spontanen Pubertatsentwick-
lung, wie exemplarisch von Lazar et al. 2003 beschrieben.

Diese Konstellation ist bei einem Probanden gegeben. Finf weitere Probanden
zeigten einen spontanen Eintritt in die Pubertat.
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Es bleibt abzuwarten, ob sich im Rahmen der Pubertatsentwicklung ein Mangel
an Gonadotropinen aufgrund eines Defektes der LH- und FSH-Achse trotz nied-
riger Pravalenz von Mutationen in PROP-1 bei den tbrigen 37 Probanden mani-

festieren wird.

Die Diagnose eines ACTH-Mangels im Rahmen der Substitution mit Wachs-
tumshormon wurde ebenfalls bei zwei Probanden, im Alter von 1,5 und 7,6 Jah-
ren, gestellt. Eine Insuffizienz der ACTH-Achse ist méglich, wird insgesamt aber
selten im Rahmen einer PROP-1-Mutation beobachtet. Ein Mangel an ACTH
kann mit einer Verzégerung von mehreren Jahrzehnten auftreten (Crone et al.
2002). Eine Hypothese besagt, PROP-1 sei zwar nicht fir die Differenzierung
der corticotrophen Zellen notwendig. Der Untergang corticotropher Zellen sei
jedoch mdglicherweise begrindet durch einen Mangel an Signalen, welche von
weiteren pituitédren Zelllinien ausgehen (Lee et al. 2004).

Bei 16 Probanden der vorliegenden Studie war der Stiel der Hypophyse normal
angelegt, in 19 Fallen zeigte sich ein hypoplastischer Hypophysenstiel. Eine
Durchtrennung des Stiels der Hypophyse stellte sich in keinem Fall dar. Bei
acht Probanden war keine zerebrale Bildgebung erfolgt.

In 11 von 36 Fallen (30,6 %) zeigte sich bei den Probanden dieser Studie eine
Ektopie des Hypophysenhinterlappens. Eine orthotope Neurohypophyse fand
sich bei 25 Probanden. In 19 Féllen der vorliegenden Studie zeigte sich ein hy-
poplastischer Hypophysenvorderlappen.

Eine hyperplastische Adenohypophyse war dagegen in nur einem Fall zu er-
kennen. Es handelt sich hier um das Kind, bei dem im Rahmen der Sequenzie-

rung von PROP-1 eine compound-heterozygote Mutation auffiel.

In jeweils sieben Féllen waren Lage der Neurohypophyse sowie GrdBe des Hy-
pophysenvorderlappens nicht beurteilt worden.

Es existieren zahlreiche Artikel zu MRT-Befunden beim Vorliegen einer kombi-

nierten hypophysaren Insuffizienz.

Fujisawa et al. 1987 und Kikuchi et al. 1988 beschreiben eine Durchtrennung

des Hypophysenstiels sowie eine ektope Neurohypophyse bei Kindern mit peri-
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natalen Ereignissen. Die Autoren sehen in der traumatisch-ischamischen Scha-
digung die primare Ursache fir eine Insuffizienz der Produktion hypophysarer

Hormone.

Es muss allerdings erwéahnt werden, dass es durchaus Autoren gibt, welche die
vorangehenden Beobachtungen nicht teilen. So konnten Argyropoulou et al.
1992 keinen Zusammenhang zwischen einem durchtrennten Hypophysenstiel
und perinatalen Ereignissen bei Patienten mit kombinierter hypophysarer Insuf-

fizienz erkennen.

Osorio et al. stellten 2002 fest, das samtliche Falle genetisch bedingter CPHD
in einer Studie mit 76 Probanden mit intaktem Hypophysenstiel und orthotoper
Hypophyse einhergehen. Im Rahmen der vorliegenden Studie waren zahlreiche
Veranderungen der Auspragung von Hypophyse und Hypophysenstiel auffal-
lend. AuBerdem wies eine nicht zu vernachlassigende Anzahl an Probanden
eine Ektopie der Neurohypophyse vor. Derartige Veranderungen lassen sich mit

den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Osorio nicht in Einklang bringen.

Auch Maghnie et al. postulierten 2004, eine Ektopie der Neurohypophyse trete
nicht bei Patienten mit Mutationen in PROP-1 oder PIT-1 auf. Eine unauffallige,
zu kleine oder auch zu groBe Adenohypophyse sei dagegen durchaus mit
PROP-1- oder PIT-1-Mutationen vereinbar. Derartige Veranderungen sollten
eine molekulare Analyse von PROP-1, PIT-1 und weiteren pituitaren Transkrip-

tionsfaktoren nach sich ziehen.

Aus einer Gruppe von 43 Probanden, die anhand ihres klinischen Gesamtbildes
geeignet fir diese Studie schienen, konnte eine genetische Untersuchung bei

31 Probanden durchgefihrt werden.

Lediglich bei einem der untersuchten Kinder gelang der Nachweis einer Mutati-
on in PROP-1. Somit liegt der Anteil der Mutationstrager im ausgewahlten Kol-
lektiv bei 2,3 %.

Bei vier Kindern zeigte sich eine Substitution von Alanin durch Threonin an Po-
sition 142 des PROP-1-Proteins. Dies ist ein bereits beschriebener Poly-

morphismus.
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Da es sich bei den Probanden in den meisten Fallen um die einzigen Betroffe-
nen innerhalb einer Familie handelte, mit Ausnahme des bereits unter 2.2.1 er-
wahnten Geschwisterpaares, kann bei den Ubrigen Probanden von sporadi-
schen Formen von CPHD ausgegangen werden.

Nach einer Studie von Turton et al. aus dem Jahr 2005 sind Mutationen in
PROP-1 nur selten als Ursache einer sporadischen Form kombinierter hy-

pophysarer Ausfalle zu finden.

Die Mutation, welche bei PR 38 gefunden wurde (1-BP Del 150 + 2-BP Del
301AG), war bereits 2001 von Riepe et al. beschrieben worden. Zwei Brtder,
compound heterozygot fir die Mutation 1-BP Del 150 + 2-BP Del 301AG, wie-
sen eine kombinierte Insuffizienz hypophysérer Hormone auf. Es lag ein Mangel
an WH, TSH und Prolactin sowie der gonadotropen Hormone vor. Dartber hi-
naus war eine zunehmende Insuffizienz der Ausschtittung von ACTH zu beoba-

chten.

Das Vorhandensein einer compound heterozygoten Mutation bei Proband PR
38 ergibt die Notwendigkeit, in regelmaBigen Abstanden eine Uberpriifung der
gonadotrophen sowie corticotrophen hypophysaren Achse vorzunehmen. Der
spontane Beginn der Pubertat kbnnte ausbleiben, eine Substitution mit Sexual-
hormonen notwendig werden. Ebenso kdnnte sich, unter Umstanden erst im
dritten oder vierten Lebensjahrzehnt, die Notwendigkeit einer Substitution mit

Cortison ergeben.

Bereits 1998 wurden die bei vier Probanden dieser Studie gefundenen Veran-
derungen von Duquesnoy et al. bei einer Kontrollgruppe ohne jegliche Form
von Wachstumsstérung beobachtet und als Polymorphismus ohne Krankheits-
wert gedeutet. Es handelt sich zum einen um den Austausch eines Nukleotides
in Codon 9 von Exon 1. Anstelle GCT (Wildtyp) findet sich die Abfolge GCC
(Polymorphismus). Das Genprodukt bleibt in diesem Fall Alanin. Des Weiteren
beschrieben wird ein Austausch von G durch A an Position 424 in Exon 3 (GCC
wird zu ACC), woraus der Ersatz von Alanin durch Threonin an Position 142

des Genproduktes resultiert.
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Die dritte Veranderung im Sinne eines Polymorphismus findet sich in Intron 1.
Im ersten Codon kann das dritte Nukleotid A oder G lauten.

Auch Deladoéy et al. beschrieben 1999 diesen Polymorphismus.

MaBgeblich motiviert wurde diese Arbeit durch eine Studie aus dem Jahr 2004.
Es handelt sich hierbei um eine retrospektive Studie der Klinik fir Kinder- und
Jugendmedizin der Universitat Leipzig.

Die Probanden besagter Studie umfassen eine Gruppe von 46 Patienten mit
CPHD. Diese wurden im durchschnittlichen Alter von 4,9 Jahren aufgrund einer
schweren Wachstumsstorung in der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin vor-
gestellt. Zum Zeitpunkt der erstmaligen Vorstellung lag die durchschnittliche
GroBe bei -3,7 SDS.

Neun dieser 46 Patienten wiesen eine Mutation in PROP-1 auf. Diese neun Pa-
tienten wurden Uber einen Zeitraum von drei bis 33 Jahren von einer konstan-

ten Gruppe von Arzten betreut.

Die Diagnose eines TSH-Mangels wurde bereits frih im klinischen Verlauf ba-
sierend auf einer insuffizienten Antwort im TRH-Test gestellt. Bemerkenswert ist
an dieser Stelle, dass die basalen TSH-Werte zeitgleich noch im Normbereich
lagen. Die TSH-Antwort im TRH-Test nahm im Laufe der Zeit zunehmend ab.
Dies traf auch auf die im Rahmen des TRH-Tests bestimmten Prolactin-Spiegel

ZU.

Diejenigen sieben Patienten, welche innerhalb des Beobachtungszeitraumes
das Pubertatsalter erreichten, benétigten allesamt eine Substitution mit Sexual-

hormonen.

Alle neun Patienten mit PROP-1-Mutation entwickelten letztlich eine behand-
lungsbedurftige Insuffizienz an ACTH. Sieben der neun Patienten erhielten eine
regelmaBige Substitution in niedriger Dosierung, die beiden Ubrigen hingegen
wurden nur im Rahmen des Auftretens klinischer Symptome substituiert.

Die in der Leipziger Klinik routinemaBig durchgefuhrte pharmakologische
Testung der Funktion der hormonellen Achsen des Hypophysenvorderlappens
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ergab eine progrediente Abnahme der Spitzenwerte von WH, TSH, Prolactin
sowie LH und FSH.

Bei sechs der neun Patienten mit nachgewiesenem Defekt in PROP-1 fand sich
im kerspintomographischen Bild des Schadels ein hypo- oder aplastischer Hy-
pophysenvorderlappen. Der Hypophysenstiel und der Hinterlappen der Hypo-
physe stellten sich dagegen unauffallig dar. Bei einigen Patienten zeigte sich
eine Veranderung der Morphologie im Sinne des Uberganges von einer norma-

len zu einer hypo- oder gar hyperplastischen Hypophyse.

Die meisten der Patienten waren homozygot fir die Mutation 2-BP Del 301AG
(n=5) oder compound heterozygot fir 2-BP Del 301AG und 1-BP Del 150 (n=3).
Ein Patient war compound heterozygot fir die Mutation 1-BP Del 150 in Kombi-
nation mit einer bis dato nicht beschriebenen Veranderung in Intron 1, welche

den korrekten Splicing-Vorgang der mRNA beeinflusst.

FUhrt man nun einen Vergleich zwischer der Leipziger und der vorliegenden
Studie durch, so muss sich die Frage stellen, aus welchem Grund in der Tibin-
ger Studie eine Mutation in PROP-1 bei lediglich einem der Probanden gefun-
den wurde?

Im Folgenden sollen vor allem Uberlegungen zu den nachfolgenden zwei Berei-
chen angestellt werden:

Méglichkeit einer unglnstig gewéahlten Methode
Méglichkeit eines unginstig gewahlten Kollektivs

Moglichkeit der Wahl einer unguinstigen Methode

In Anlehnung an die bereits genannte Referenzstudie der Arbeitsgruppe der
Universitat Leipzig wurden Arbeitsmaterialien desselben Herstellers verwendet.
Ein Screening auf die gesuchte Mutation mittels HPLC (high pressure liquid
chromatography) wurde nicht durchgefthrt. Das in dieser Arbeit angewandte
PCR-Schema weicht ebenfalls an einigen Stellen vom PCR-Schema der Leip-
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ziger Arbeitsgruppe ab, jedoch hat sich das hier eingesetzte Schema in zahlrei-
chen Probelaufen als fir diese Studie am effektivsten etabliert.

Im Rahmen der Bearbeitung der letzten Probe (PR 38) konnte kein aussage-
kraftiges Ergebnis erzielt werden. Da es nicht mdglich war, die beiden Sequen-
zen zu lesen, kam daher die Methode des TA-Cloning zum Einsatz.

Hierdurch konnte im Rahmen der Sequenzierung die vorhandene Mutation dar-

gestellt werden.

Moglichkeit der Wahl eines ungiinstigen Kollektivs

Bei den Probanden dieser Studie handelt es sich um Kinder nicht blutsverwand-
ter Eltern. Die Veranderungen in PROP-1 werden in autosomal-rezessivem
Erbgang weitergegeben, daher kommt es bei Kindern, welche aus Beziehungen
zwischen Blutsverwandten hervorgehen, besonders haufig zur Manifestation
genetisch bedingter, kombinierter hypophysarer Ausfalle (Asteria et al. 2000,
Lazar et al. 2003, Salemi et al. 2003, Vieira et al. 2003). Sind innerhalb einer
Familie, unabhangig von Blutsverwandtschaft, mehrere Mitglieder von CPHD
betroffen, steigt ebenfalls die Nachweiswahrscheinlichkeit monogenetischer
Ursachen, so auch von Mutationen in PROP-1. Im Kollektiv dieser Studie gab
es lediglich einen familiaren Fall (PR 5 und 6).

Alternative Ursachen einer kombinierten Insuffizienz hypohysarer Hormone, wie
beispielsweise Trauma oder Infektion, flihren zu einem Beginn der Symptomatik
bereits kurz nach Geburt (Pféffle et al. 1999). Drei der 43 Probanden erflllten
die Kriterien eines hypotrophen Neugeboren (bei insgesamt acht Probanden
war eine Uberpriifung auf Hypotrophie bei Geburt aufgrund mangelnder Daten
nicht moglich).

Dies kdnnte bereits als Hinweis auf den Beginn einer zunehmenden Wachs-
tumsstérung verstanden werden. Im Rahmen einer Mutation in PROP-1 hinge-
gen finden sich zum Zeitpunkt der Geburt keine Zeichen des sich entwickelnden
Hypopituitarismus (Mody et al. 2002). Die Wachstumsstdrung zeigt sich erst
deutlich spater in der Kindheit, die Diagnose wird meist um Alter von sechs oder
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sieben Jahren gestellt (Parks et al. 1999, Deladoey et al. 1999, Nogueira et al.
1999).

Probanden der Leipziger Arbeitsgruppe zeigten im kernspintomographischen
Bild des Schédels stets einen unauffalligen Hypophysenstiel sowie in keinem
Fall eine Ektopie der Neurohypophyse.

Bei den Probanden der aktuellen Studie hingegen fand sich ein hypoplastischer
Stiel der Hypophyse bei 19 Probanden, eine Ektopie der Neurohypophyse stell-
te sich bei 11 Probanden dar (es muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass
sieben Probanden eine ektope Neurohypophyse sowie einen hypoplastischen
Hypophysenstiel aufwiesen). Somit fanden sich Auffalligkeiten im MRT des
Schadels bei rund 56 % der Probanden. Wie bereits zur Darstellung gekom-
men, ist der Befund einer hypo- oder hyperplastischen Hypophyse durchaus mit
einer genetischen bedingten CPHD vereinbar. Eine Ektopie des Hypophysen-
hinterlappens sowie Fehlbildungen im Bereich des Stiels der Hypophyse gehen
dagegen haufig mit idiopathischen Ursachen kombinierter hyophyséarer Ausfalle

einher.

Die Arbeitsgruppe der padiatrischen Endokrinologie in Leipzig konnte bis heute
zahlreiche Proben von Patienten mit Hypopituitarismus untersuchen. Darunter
befinden sich auch einige Patienten mit einer Mutation in PROP-1. Der gréBte
Anteil entfallt bei diesen Patienten auf die Deletion von zwei Basenpaaren in
Exon 2 (2-BP Del 301AG) sowie die Deletion eines Basenpaares, ebenfalls in
Exon 2 (1-BP Del 150, compound heterozygot mit 2-BP Del 301AG). Eine be-
sonders hohe Frequenz dieser Mutationen verzeichneten die Forscher in Lan-
dern Osteuropas wie beispielsweise Polen, Tschechien oder Litauen. In diesem
Zusammenhang entstand der Eindruck eines deutlichen “Ost-West-Gefélles”.

Da die Probanden der vorliegenden Studie und deren Familien meist aus der
Region und damt dem Westen Europas stammen, macht dies das Vorhanden-

sein von Mutationen in PROP-1 eher unwahrscheinlich.
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6. Zusammenfassung

Stérungen von Wachstum und Entwicklung stellen einen der haufigsten Grinde
fur eine Vorstellung beim Arzt im Kindesalter dar.

Die Ursachen fir derartige Stérungen sind vielfaltig. In zahlreichen Féllen liegt
keine isolierte Stérung der somatotrophen hypophyséaren Achse und somit kein
reiner Mangel an Wachstumshormon vor. Haufig sind weitere hypophysare
Achsen betroffen. Ein derartiges Krankheitsbild wird als kombinierte hypophysa-
re Insuffizienz (CPHD) bezeichnet. Mégliche Ursachen kombinierter hypophysé-
rer Ausfélle sind unter anderem in Stérungen hypophysarer Transkriptionsfakto-
ren zu suchen. Die hierdurch bedingte Klinik ist gepragt von einer ausgespro-
chenen Variabilitat in Bezug auf Zeitpunkt des Auftretens sowie Schwere der
moglichen Ausfélle.

Die vorliegende retrospektive Untersuchung von Kindern, welche im Rahmen
einer Therapie mit Wachstumshormon eine zentrale Hypothyreose entwickel-
ten, diente zum einen der Darstellung des klinischen Verlaufs dieser Kinder und
Jugendlichen. Zum anderen sollte der Frage nachgegangen werden, ob eine
Mutation im ,paired-like homeodomain“ Transkriptionsfaktor-Gen PROP-1 der

Hypophyse als Ursache der hypophysaren Ausfalle in Frage kommt.

Um dieses Ziel zu erreichen, erfolgte eine ausfihrliche klinische Evaluation so-
wie Beschreibung der endokrinologischen Testverfahren. Bildgebende Verfah-
ren zur Darstellung atypischer Morphologien der Hypophyse und eventuell vor-
handener zerebraler Fehlbildungen sowie eine Auflistung vorhandener Be-
gleiterkrankungen dienen der Vervollstandigung der klinischen Charakterisie-
rung. Dartber hinaus wurde eine Sequenzierung der drei Exons von PROP-1
bei 31 Probanden durchgefihrt.

Bei einem Kind wurde eine compound heterozygote PROP-1-Mutation nachge-
wiesen (2,3 % aller Probanden).
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Der unter WH-Therapie sekundar auftretende zentrale Mangel an Schilddri-
senhormon wird folglich nicht durch PROP-1-Defekte verursacht. In Zukunft
mussen daher neue ,Kandidatengene® benannt und untersucht werden, deren

Mutationen diese Sequenz verursachen kdnnen.
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1. DNA-Sequenz von PROP-1

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

gcatcceggt ggggagaagg geccaggcaga gaaaagtagt cagaaacaga
gcaacaggtg

aggctgaggce aggagattga gctgacactc aagccaagga agggggaatt
aggaaacaat

tagaaaaaaa gtaaagacag tgaaaaagtc agagacagct gcctgcacct
acacacacat

tcagagacag agtcccagag ggtggcatac acagagggag aaggggaggg
aacaggtgtg

gagaggagct gcggaagcag agaaatctca agtcagagat tcagggacac
ttggtcceeg

tggcgagceca tggaagcaga aaggaggcege caggetgaga agccaaagaa
ggggcgagtc

ggcagcagcc tgttgcctga gagacacceg gecactggga ccccgaccac
cacggtggac

tcgagtgctc caccctgcag aaggceteect ggtgcaggag gggggagate
aaggttctcc

ccgcaaggag gacagagggg ccgeccgeac teceggegec gecaccgeac
caccttcagc

ccagtgcagt tggaacagct ggagtcagcec tttgggagga accagtacce
cgacatctgg

gcccgagaga gtcttgeeeg ggacactgge ctcagtgagg cccgaatcca
ggtctggtte

cagaaccgca gagctaagca acggaagcaa gagcgctcac tgcttcagec
tctggcccat

ctgtctectg cegectttte cagcettcttg ccagagtcca ctgettgece
ctattcttac

gcagcaccac caccaccagt gacctgcttc cctcacccct acagecatge
ccteecttee
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841 cagccctcca caggaggcgc ctttgcetttg tcacaccagt ctgaggactg
gtaccctacc
901 ttgcacccag cccctgecgg ccatctgecce tgecceccac ceecteecat
gcteccececte
961 agccttgagc catccaagtc ctggaactga ggtcaaacaa gtaccaccaa
ggtgatcccc
1021 agcctgcggc cctcgtgaaa agacaagaaa atggggtggc ttcctttcca
tctatggatg
1081 aagcagatgc atggtgaggg tcagctcacc gattagaaat ttaaaaatgg
gagatcatgg
1141 tgaattctca ctggggtgat tagtggagga agtctgggga ggtgagctac
tggaagagac
1201 agggcaagat gcctcggtgg agcetgectge tgaagggtga tattgatgaa
gacagttgct
1261 ggtgagtgga gatgattgaa gggctaggag gtgagggcct tcattaattg
agatcacgat
1321 tgaagaagat cccagctctt tctggctgat ttcagtaagg cttctgactt
aagagtctac
1381 ctatacatcc cttccccatt gcccaccecg ccatctcaat cagtcactga
cttttgttta
1441 ttctgtccta gaataccttt ttt

2. AS-Sequenz des PROP-1-Proteins

MEAERRRQAEKPKKGRVGSSLLPERHPATGTPTTTVDSSAPPCRRLPGAGG
GRSRFSPQGGQRGRPHSRRRHRTTFSPVQLEQLESAFGRNQYPDIWARESL
ARDTGLSEARIQVWFQNRRAKQRKQERSLLQPLAHLSPAAFSSFLPESTACP
YSYAAPPPPVTCFPHPYSHALPSQPSTGGAFALSHQSEDWYPTLHPAPAGHL
PCPPPPPMLPLSLEPSKSWN
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