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1. Einleitung 

1.1 Geschichte der Therapie mit Wachstumshormon 

Die Behandlung des Kleinwuchses mit humanem Wachstumshormon ist erstmals im Jahre 

1958 von Raben beschrieben worden (Raben, 1958). Das Wachstumshormon wurde von 

Raben aus menschlichen Hypophysen extrahiert und intramuskulär injiziert. In den folgenden 

Jahren wurde in zahlreichen Studien über die positiven Effekte der 

Wachstumshormontherapie auf das Längenwachstum und die Erwachsenengröße 

kleinwüchsiger Patienten mit einem Wachstumshormonmangel berichtet (Burns et al., 1981; 

Frasier, 1983; Prader et al., 1967). 

Unter der Therapie mit humanem hypophysären Wachstumshormon wurden erstmals im Jahre 

1985 mehrere Fälle einer Creutzfeldt-Jakob Erkrankung publiziert (Brown, 1988; Frasier, 

1997; Powell-Jackson et al., 1985). Aus diesem Grunde wurde die Behandlung mit humanem 

hypophysären Wachstumshormon nicht weiter fortgeführt. 

Mitte der achtziger Jahre konnte ein rekombinantes humanes Wachstumshormon 

(recombinant human Growth Hormone, rhGH) entwickelt werden, das seither das humane 

hypophysäre Wachstumshormon ersetzt hat. Die damit praktisch unbegrenzte Verfügbarkeit 

eines gentechnisch hergestellten Wachstumshormons ermöglichte es, den Effekt der 

Wachstumshormontherapie auf andere Therapieindikationen und Patientengruppen zu 

überprüfen und das Behandlungsspektrum der Wachstumshormontherapie erheblich 

auszudehnen (Hindmarsh & Dattani, 2006). 

Seit Beginn der Wachstumshormontherapie ist es Thema vieler Arbeitsgruppen, einen 

prädiktiven Marker zu finden, der eine Aussage über die Langzeitprognose und Effektivität 

der Wachstumshormontherapie ermöglicht.  

 

1.2 Biosynthese, Regulation und Wirkung des Wachstumshormons 

Das Wachstumshormon (growth hormone, GH), auch Somatotropin (STH) genannt, wird in 

den somatotropen Zellen der Adenohypophyse synthetisiert. Die Sekretion des 

Wachstumshormons ist pulsatil. Die höchsten Konzentrationen werden nachts während des 

Schlafs gemessen. 

Das Wachstumshormon ist ein anaboles Hormon, das in der Zelle zu einer erhöhten 

Proteinsynthese führt. Zusätzlich stimuliert es sowohl die Lipolyse als auch die 

Glykogenolyse. In der Leber führt Wachstumshormon zur Bildung von IGF-1 und IGF-2 
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(Insulin-like Growth Factor, auch Somatomedine genannt), die im Blut an spezifische 

Proteine gebunden sind (IGF-Bindungsproteine, IGF-BP 1-6). 

Sowohl die Synthese als auch die Sekretion des Wachstumshormons werden durch 

verschiedene Faktoren beeinflusst. Die Synthese und die pulsatile Sekretion wird durch das 

im Hypothalamus gebildete „growth hormone releasing hormone (GHRH)“ gefördert. Das 

hypothalamische Somatostatin wirkt hingegen inhibierend auf die Sekretion von 

Somatotropin. Östrogene und Androgene, ein niedriger Plasmaglucosespiegel, Aminosäuren 

im Plasma, vor allem Arginin, und körperliche Arbeit und Stress stimulieren die Sekretion 

von Somatotropin. 

Die hypothalamisch-hypophysäre Achse der Wachstumshormonsekretion wird zusätzlich 

durch negative Rückkopplungsmechanismen reguliert. Dabei inhibieren GHRH und 

Somatostatin sich gegenseitig und auch ihre jeweils eigene Sekretionen. Somatotropin 

inhibiert die Sekretion von GHRH und stimuliert die Sekretion von Somatostatin. Das in der 

Leber gebildete IGF-1 inhibiert die Sekretion von Somatostatin (Goldenberg & Barkan, 

2007). 

 

Abbildung 1: Regulation der Wachstumshormon- und IGF-1 Bildung 
 

GH 
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1.3 Kleinwuchs und Wachstumsstörung 

Kleinwuchs 

Eine normale Körperlänge,-höhe liegt vor, wenn die Körperhöhe des Kindes die definierten 

Grenzen der zweifachen positiven oder zweifachen negativen Standardabweichung der 

mittleren Körperhöhe einhält. Kleinwuchs ist definiert als eine Körperlänge,-höhe kleiner -2 

SD für das chronologische Alter, das Geschlecht und die ethnische Herkunft des Kindes, des 

Jugendlichen oder des Erwachsenen. Die verschiedenen Ursachen des Kleinwuchses können 

als Normvarianten der Körperhöhe oder als Pathologie der Körperhöhe auftreten und sind in 

einer Übersicht in Abbildung 2 dargestellt. 

 
Abbildung 2: Ursachen für Kleinwuchs 

 
Der familiäre und der idiopathische Kleinwuchs sind Normvarianten der Körperhöhe. Die 

Körperhöhe liegt unterhalb der dritten Perzentile, das Wachstum dieser Kinder verläuft 

perzentilenparallel. 

Pathologische Ursachen des Kleinwuchses können in intrauterine, chromosomale und 

syndromale Ursachen gegliedert werden. Skelettale Ursachen eines Kleinwuchses sind in der 

Regel mit körperlichen Dysproportionen verbunden.  

Ein intrauteriner Kleinwuchs kann fetal, maternal oder plazentar bedingt sein. Fetale 

Ursachen können kongenitale Infektionen oder chromosomale Störungen sein. Maternale 

Ursachen treten als Folge eines Alkohol-/Nikotinabusus oder chronischer Erkrankungen der 

Mutter in Erscheinung. Als plazentare Ursache muss die Plazentainsuffizienz genannt werden. 

Stellvertretend für die Vielzahl der chromosomalen Ursachen sollen das Down-Snydrom und 

das Ullrich-Turner Syndrom aufgeführt werden. Unter den Syndromen, die mit einem 

Kleinwuchs 

Normvariante Pathologie 

Familiärer 
Kleinwuchs 
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 4 

Kleinwuchs einhergehen, werden am häufigsten das Silver-Russell-Syndrom, das Noonan-

Syndrom und das Williams-Beuren-Syndrom erwähnt. 

Wachstumsstörung 

Normales Wachstum ist perzentilenparalleles Wachstum. Eine normale 

Wachstumsgeschwindigkeit liegt vor, wenn das Kind eine Wachstumsgeschwindigkeit 

zwischen -1SD und +1SD einhält. Als Wachstumsstörung bezeichnet man ein 

perzentilenflüchtiges Wachstum, die Wachstumsgeschwindigkeit ist kleiner -1SD. Eine 

Wachstumsstörung kann mit oder ohne Kleinwuchs auftreten. 

 

 
Abbildung 3: Ursachen einer Wachstumsstörung mit/ohne Kleinwuchs 
 

Eine sehr häufige Normvariante des Wachstums ist die konstitutionelle Verzögerung von 

Wachstum und Pubertät oder die konstitutionelle Entwicklungsverzögerung (KEV). 

Die pathologischen Ursachen sind vielfältig und können jedes Organsystem wie die Niere, 

den Gastrointestinaltrakt, die Lunge, das Herz etc. betreffen. Auch psychosoziale Probleme 

können zu einer Wachstumsstörung mit Kleinwuchs führen. Eine Wachstumsstörung kann 

auch iatrogen durch eine Schädelbestrahlung besonders der Hypothalamus-

Hypophysenregion, eine Bestrahlung der Wirbelsäule oder durch eine hochdosierte Langzeit-

Glukokortikoidtherapie induziert werden. 

Endokrine Störungen wie die Hypothyreose oder der Hyperkortisolismus zum Beispiel im 

Rahmen eines Cushing Syndroms können ebenfalls pathologisches Wachstum verursachen. 

Die „klassische“ Ursache eines pathologischen Wachstumsverlaufes sind der 

Wachstumshormonmangel oder andere Störungen der Hypothalamus-Hypophysen-IGF-1 

Achse, die in Abbildung 4 dargestellt sind. Dazu gehören Veränderungen im Bereich der 
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Normvariante Pathologie 
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Psychosozial 
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Rezeptoren des GHRH, des GH und des IGF-I sowie der Transkriptionsfaktoren oder der 

IGF-I Synthese. 

 

Abbildung 4: Hypothalamus-Hypophysen-IGF-1 Achse (Lopez-Bermejo et al., 2000) 

 

Der hypothalamisch-hypophysäre Wachstumshormonmangel kann angeboren sein oder durch 

ein perinatales oder postnatales Trauma, durch Infektionen oder Tumoren des ZNS wie z.B. 

das Craniopharyngeom erworben werden (Dattani & Preece, 2004). 

Von dem hypothalamisch-hypophysären Wachstumshormonmangel müssen andere Störungen 

der Wachstumshormonsekretion wie die neurosekretorische Dysfunktion (NSD) abgegrenzt 

werden. Die neurosekretorischen Dysfunktion ist durch eine unzureichende Spontansekretion 

des Wachstumshormons bei normaler Ausschüttung des Wachstumshormons in den 

Wachstumshormon-Stimulationstests gekennzeichnet (Spiliotis et al., 1984). Störungen der 

GHRH-GH-IGF-1-Achse können die Rezeptoren des GHRH betreffen, den 

Wachstumshormonrezeptor (GH-Rezeptordefekt) oder das Wachstumshormon selbst 

(bioinaktives Wachstumshormon) sowie die Synthese des IGF-1 (IGF-1 Mangel) oder den 

IGF-I Rezeptor. 

 

Eine Körperhöhe unter –2,0 SD und/oder ein perzentilenflüchtiges Wachstum 

(Wachstumsgeschwindigkeit unter –1 SD) sollten Anlass zu einer weiteren ausführlichen 

Diagnostik sein. Nach dem Ausschluss anderer organischer Ursachen und psychosozialer 

Belastungssituationen werden zur initialen Abklärung des Wachstumshormonmangels das 
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IGF-1 und IGF BP-3 bestimmt. Bei pathologischem Ausfall dieser Serumparameter sind 

weitere Untersuchungen zur Abklärung eines Wachstumshormonmangels notwendig. 

Die weiterführende Diagnostik beinhaltet die Durchführung von 

Wachstumshormonstimulationstests mit einer Reihe unterschiedlicher Substanzen wie 

Arginin, Insulin, Clonidin und L-Dopa. Zusätzlich kann, vor allen Dingen zur Diagnostik der 

neurosekretorischen Dysfunktion, die Spontansekretion des Wachstumshormons über 

unterschiedliche Zeitintervalle von 6-8, 12 oder 24 Stunden gemessen werden (Bierich et al., 

1989; Bierich et al., 1985). 

Die Tabelle 1 zeigt verschiedene Störungen der Hypothalamus-Hypophysen-IGF-1 Achse mit 

den Ergebnissen der Labordiagnostik. 

 

Tabelle 1: Störungen der Hypothalamus-Hypophysen-IGF-1 Achse und Labordiagnostik 

Ätiologie GH IGF-1/ 
IGF-BP3 

GH-Sekretion 
(Stimulationstests) 

GH-Spontan-
Sekretion  
(Nachtprofil) 

Hypothalamischer/ 
Hypophysärer GH-
Mangel 

niedrig niedrig niedrig niedrig 

NSD niedrig niedrig normal niedrig 
Bioinaktives GH normal-hoch niedrig normal normal 
IGF-1 Mangel hoch niedrig hoch hoch 
 

Sehr häufig sind Wachstumsstörungen mit einer Retardierung des Handskelettalters 

verbunden, so dass auch ein Röntgenbild der linken Hand unter Einschluss des distalen Endes 

von Radius und Ulna zur Beurteilung des Knochenalters nach Greulich-Pyle oder Tanner-

Whitehouse angefertigt wird. 

Zur Abklärung eines intrakraniellen Prozesses wie zum Beispiel eines Craniopharyngeoms 

oder einer Entwicklungsstörung der Hypophyse wie zum Beispiel einer Aplasie oder 

Hypoplasie des Hypophysenvorderlappens, einer Ektopie des Hypophysenhinterlappens oder 

einer Unterbrechung des Hypophysenstiels wird eine Magnetresonanztomographie des 

Schädels durchgeführt (Dattani & Preece, 2004). 

Die Diagnostik eines Wachstumshormonmangels ist schwierig. Nachuntersuchungen zeigen, 

dass bei einem Teil der Patienten mit der Diagnose eines idiopathischen 

Wachstumshormonmangels und normaler oder kleiner Hypophyse nach Beendigung der 

Wachstumshormontherapie eine normale Wachstumshormonsekretion beobachtet wird 

(Maghnie et al., 1999). 
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1.4 Wachstumshormontherapie 

Vor Beginn einer Wachstumshormontherapie ist die Therapieindikation sorgfältig zu prüfen. 

Neben der wirtschaftlichen Komponente, den hohen Therapiekosten, ist vor allem zu 

berücksichtigen, dass die Patienten einer jahrelangen Therapie mit täglichen Injektionen 

unterzogen werden. 

Die mangelnde Anerkennung und die Unterschätzung von kleinwüchsigen Kindern und der 

daraus resultierende psychosoziale Stress für das Kind und die Familie ist Bestandteil vieler 

Untersuchungen. Neue Studien zeigen, dass nicht der Kleinwuchs an sich sondern das 

gleichzeitige Auftreten anderer Krankheitsmerkmale (physische Auffälligkeiten etc.) eine 

negative Auswirkung auf die psychologische Adaptation und die Lebensqualität der Kinder 

haben (Sandberg & Voss, 2002). Dies ist ein weiteres Zeichen dafür, dass 

Therapieindikationen genau gestellt werden müssen. 

 

1.4.1 Zugelassene Indikationen zur Therapie mit Wachtumshormon 

Die zugelassenen klinischen Indikationen für eine Wachstumshormontherapie sind in der 

folgenden Tabelle zusammengefasst (Hindmarsh & Dattani, 2006; Quigley, 2007). 

 

Tabelle 2: Indikationen zur Wachstumshormontherapie 

Diagnosen 

Hypophysärer Wachstumshormonmangel 

Hypothalamischer Wachstumshormonmangel 

Chronische Niereninsuffizienz 

Ullrich-Turner Syndrom 

Kleinwuchs bei Mangelgeburt  

(Small for Gestational Age, SGA) 

SHOX-Mutation 

Idiopathic Short Stature (ISS) (nur USA) 

Prader-Willi Syndrom 

Noonan Syndrom (nur USA) 
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1.4.2 Ziel der Therapie 

Ziel einer Wachstumshormontherapie ist das Erreichen einer Erwachsenengröße im unteren 

Norm- oder familiären Zielgrößenbereich. 

 

1.4.3 Nebenwirkungen der Therapie 

Unter einer Substitutionstherapie mit Wachstumshormon sind Nebenwirkungen der Therapie 

in der Regel nicht zu erwarten, da das fehlende Hormon durch physiologische Gaben des 

Wachstumshormons ersetzt wird. 

Bei Kindern mit einer normalen Wachstumshormonsekretion wie zum Beispiel Mädchen mit 

einem Ullrich-Turner Syndrom wird die Wachstumshormontherapie mit 

„supraphysiologischen“ Dosen des Wachstumshormons durchgeführt. Periphere Ödeme und 

ein Pseudotumor cerebri werden unter dieser Dosierung etwas häufiger beobachtet. Während 

der Therapie mit höher dosiertem Wachstumshormon ist die Insulinsekretion im Sinne eines 

Hyperinsulinismus gestört, ein Befund, der sich nach Absetzen des Wachstumshormons aber 

wieder normalisiert (Van Pareren et al., 2002). Längerfristige Nachuntersuchungen werden 

zeigen müssen, ob die Inzidenz für einen Diabetes mellitus Typ II erhöht ist. Ein erhöhtes 

Risiko von Tumorerkrankungen wie zum Beispiel dem Hodgkin-Lymphom und dem Kolon-

Karzinom wird immer wieder diskutiert, ist aber bisher nicht eindeutig nachgewiesen 

(Hindmarsh & Dattani, 2006). 

 

1.5 Bekannte Prädiktionsmodelle 

 

1.5.1 IGF-1 Generationstest 

Der IGF-1 Generationstest wurde in den achtziger Jahren eingeführt und dient seitdem als 

prognostischer Test für ein Ansprechen auf die Wachstumshormontherapie (Rudman et al., 

1981; Schwarze et al., 1999). Die klinische Bedeutung des IGF-1 Generationstests wird in der 

Literatur kontrovers diskutiert. 

In einer Studie wurden 37 Patienten nach der Durchführung von GH-Stimulationstests je nach 

Höhe des GH-Peaks in drei Gruppen eingeteilt. In dem darauf folgenden IGF-1 

Generationstest konnte kein signifikanter Unterschied im Anstieg von IGF-1 oder IGF-BP3 

zwischen den drei Patientengruppen festgestellt werden. Die Patienten mit einem „GH 
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insensitivity syndrome“ konnten mit dem IGF-1 Generationstest nicht klar identifiziert 

werden (Cotterill et al., 1998). 

Seitdem wird versucht, neue Marker der Wachstumshormonwirkung zu finden, die das 

Ansprechen auf die Wachstumshormontherapie vorhersagen können. 

 

1.5.2 Weitere Prädiktionsmodelle 

Ranke et al. (1999) haben zwei mathematische Modelle aufgestellt, die verschiedene Faktoren 

wie zum Beispiel das chronologische Alter bei Therapiebeginn, die Wachstumshormondosis 

etc. auswertet, um eine Prädiktion über den Wachstumsverlauf zu geben. Der 

Wachstumsverlauf konnte mit diesen Modellen nicht sicher prognostiziert werden. Das erste 

Modell erklärte 61% und das zweite Modell 45% der Variabilität des Wachstumsverlaufs im 

ersten Therapiejahr (Ranke et al., 1999). Die gleiche Arbeitsgruppe hat auch bei Mädchen mit 

einem Ullrich-Turner-Syndrom versucht, über die Auswertung von sechs verschiedenen 

Einflussfaktoren ein Ansprechen auf die Therapie mit Wachstumshormonen vorherzusagen. 

Die Variabilität des Wachstumsverlaufs im ersten Therapiejahr konnte mit diesem 

mathematischen Modell zu 46% und somit nicht abschließend geklärt werden (Ranke et al., 

2000). Rauch et al. haben die Kollagen Marker Deoxypyridinolin, Hydroxylysin und dessen 

Glykoside im Urin gemessen und mit einem Ansprechen auf die Therapie in Beziehung 

gesetzt. Die Arbeit zeigte einen Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen dem Anstieg 

dieser Marker und einem Anstieg der Wachstumsrate. Das Ansprechen auf die 

Wachstumshormontherapie konnte mit diesen Markern jedoch nicht sicher vorhergesagt 

werden (Rauch et al., 2002). 

In einem anderen Ansatz wurde der Zusammenhang zwischen den Polymorphismen des 

Wachstumshormonrezeptors (Growth Hormone Receptor, GHR) und dem 

Therapieansprechen ausgewertet. Eine Arbeitsgruppe untersuchte den Effekt der Exon 3-

Minus Isoform des GHR (d3-GHR) unter der Wachstumshormontherapie bei Kindern mit 

SGA oder ISS. Kinder mit dieser Isoform zeigten eine 1.7 bis 2-fach höhere Akzeleration der 

Wachstumsgeschwindigkeit als Kinder der Vergleichsgruppe (Dos Santos et al., 2004). Im 

Gegensatz dazu wurde bei Patienten mit einem isolierten Wachstumshormonmangel 

nachgewiesen, dass die Exon 3-Minus Isoform des Wachstumshormonrezeptors keinen 

Einfluss auf das Ansprechen auf eine Wachstumshormontherapie hat (Blum et al., 2006).  

Zu diesem Zeitpunkt kann man zusammenfassend sagen, dass eine sichere Vorhersage des 

Therapieansprechens und des Wachstumsverlaufs nicht möglich ist. 
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1.6 Biomarkeridentifikation mittels Expressionsmicroarray-Strategie 

 

1.6.1 Geschichte der Microarray-Methode 

In den vergangenen Jahren sind große Fortschritte im Bereich der molekularen Genetik erzielt 

worden. Nach der Sequenzierung großer Teile des menschlichen Genoms im Jahre 2001 

haben sich neue und vielfältige Möglichkeiten ergeben, dieses Wissen für funktionelle 

Untersuchungen in genomweitem Maßstab zu nutzen (Venter et al., 2001).  

Die funktionelle Analyse des Genoms wurde im Jahre 1996 mit der Einführung der 

Microarray Methode erheblich weiterentwickelt (Shalon et al., 1996). Eine häufig verwendete 

Methode, die an der Stanford Universität in Kalifornien, USA, entwickelt wurde, ermöglicht 

es, Expressionsunterschiede verschiedenster Zellarten und Organismen auf 

Transkriptionsebene mittels Fluoreszenz-Hybridisierung darzustellen. Für jedes einzelne Gen 

wird der mRNA-Transkriptionsunterschied zwischen zwei Proben zum Beispiel vor und nach 

Behandlung mit Hilfe eines Laser-Mikroskops anhand der Fluoreszenz infolge spezifischer 

Hybridisierung gemessen (Brown & Botstein, 1999). 

 

1.6.2 Anwendungen der Microarray-Methode 

Die Microarray Methode fand in den letzten Jahren in vielen verschiedenen Bereichen 

Anwendung. Die Methode wird zur Erforschung von physiologischen und 

pathophysiologischen Prozessen und zur Untersuchung der endokrinen Genexpression 

genutzt. Bei der Untersuchung von pathophysiologischen Prozessen wird die Genexpression 

in Blutzellen oder im betroffenen Gewebe gemessen. 

Physiologie 

Smith et al. untersuchten mit dieser Methode physiologische Prozesse in der Hefe (Smith et 

al., 1996), Gobert et al. die Genexpressionsunterschiede zwischen verschiedenen Arten und 

Geschlechtern von Schistosoma japonicum (Gobert et al., 2006). 

Pathophysiologie 

Genexpressionsunterschiede in verschiedenen Geweben können diagnostisch, therapeutisch 

und prognostisch genutzt werden. Mit Hilfe der Microarray Analyse wurden spezifische 

Genexpressionsmuster im Tumorgewebe beim Brustkrebs identifiziert, die dann 

Tumorsubtypen definieren und eine Prognose der Erkrankung vorhersagen können (Sorlie et 

al., 2001). Genexpressionsprofile in Nierenkarzinomzellen können in Zukunft eine 
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zunehmende Bedeutung für die Diagnose, Therapie und Prognose des Nierenkarzinoms 

gewinnen (Young et al., 2008). 

In weiteren Studien wurden die Unterschiede in der Genexpression von Blutzellen gemessen. 

Die genetische Analyse von Blutzellen bietet viele, nicht unerhebliche Vorteile. Mit einer 

einfachen Blutentnahme können Transkriptionsunterschiede nachgewiesen werden, die 

diagnostisch, therapeutisch und prognostisch von Bedeutung sind (Burczynski & Dorner, 

2006). Die Genexpression in PBMC (peripheral blood mononuclear cells) von Patienten mit 

aktivierter rheumatoider Arthritis wurde mit der von gesunden Patienten verglichen. Eine 

detaillierte Betrachtung der dabei ermittelten Unterschiede der Genexpression kann einen 

Einblick in die Pathogenese geben (Batliwalla et al., 2005). Spezifische Genprofile konnten 

auch für viele neurologische Erkrankungen in Blutzellen nachgewiesen werden. Ein 

ischämischer Schlaganfall löste ebenfalls spezifische Expressionsunterschiede in Blutzellen 

aus (Sharp et al., 2006). Tang et al. verglichen die Genexpression in PBMC von 

Neurofibromatose I-Patienten mit Kontrollpatienten und entdeckten Unterschiede, die 

zukünftig eventuell diagnostischen und prognostischen Wert bekommen könnten (Tang et al., 

2004). Die Identifikation spezifischer Genexpressionsmuster in Blutzellen erlaubt bei der 

Leukämie eine Vorhersage des Therapieansprechens und der Prognose (Cario et al., 2005). 

Endokrine Genexpression 

Bebermeier et al. konnten in Zellen, die den Androgenrezeptor exprimieren, mittels 

Microarray direkte Änderungen der Genexpression nach Androgengabe nachweisen 

(Bebermeier et al., 2006). 

Zur Identifikation potentieller Biomarker, die zukünftig eine Prognose bezüglich des 

Ansprechens auf eine Wachstumshormontherapie erlauben könnten, bietet die Microarray 

Methode eine völlig neue Perspektive. 

 

1.7 Identifikation potentieller Biomarker der Wachstumshormonwirkung 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Transkriptionsunterschiede der Gene EGR1, EGR2, 

FOS und HBA1 näher betrachtet. Diese Gene wiesen im Rahmen der ebenfalls in der 

vorliegenden Arbeit durchgeführten Microarrayexperimente vielversprechende 

Expressionsmuster bei den Patienten im IGF-1 Generationstest auf. Deshalb sollen sie in der 

Einleitung in Kürze vorgestellt werden. 
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1.7.1 Early Growth Response 1-Gen (EGR1) 

EGR1 ist in der Literatur auch als KROX24 (Chavrier et al., 1989) und als Nerve Growth 

Factor-Induced Clone A (NGFIA) bekannt. Die Sequenzanalyse des Gens mit der 

Lokalisation auf dem Chromosom 5 (Region q23 bis q31) sagte ein Zink-Finger-Protein mit 

drei Zinkfingern voraus (Tsai-Morris et al., 1988). 

Dieses Protein fungiert in vielen verschiedenen Geweben als Transkriptionsfaktor. Im 

Mausmodell konnte gezeigt werden, dass vor allem im Knochen und im Knorpel hohe 

Konzentrationen von EGR1-RNA vorliegen. Gleichzeitig konnte eine Koregulation mit FOS 

nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass EGR1 und FOS einen Einfluss auf die normale 

Skelett-Entwicklung haben (McMahon et al., 1990). 

Zusätzlich spielt EGR1 neben vielen anderen Faktoren eine Rolle bei dem Wachstum und der 

Differenzierung von Osteoblasten der Maus (Fang et al., 1995).  

 

1.7.2 Early Growth Response 2-Gen (EGR2) 

Das Gen, nach (Chavrier et al., 1989) auch KROX-20 genannt, besteht aus zwei Introns und 

drei Exons und liegt auf dem Chromosom 10 in der Region q21.1 bis q22.1. Es kodiert ein 

Zink-Finger-Protein aus drei Zink-Fingern. EGR1, EGR2 und FOS koregulieren. Es konnte 

gezeigt werden, dass diese Gene in Fibroblasten auf ähnliche Weise durch Stimulation mit 

Wachstumsfaktoren aktiviert werden (Chavrier et al., 1988). 

 

1.7.3 FOS-Gen 

Das Onkogen FOS war der erste Transkriptionsfaktor, dem eine entscheidende Rolle in der 

Entwicklung des Skeletts zugesprochen wurde. Das Gen liegt auf Chromosom 14 in der 

Region q21 bis q31 (Barker et al., 1984). 

Untersuchungen zur Rolle von FOS in der Entwicklung, der Differenzierung und der 

Wachstumskontrolle liegen aus dem Jahre 1987 vor. Die Ergebnisse zeigen, dass FOS vor 

allem in den perichondrialen Wachstumsregionen des Knorpels exprimiert wird. Außerdem 

lassen die Ergebnisse vermuten, dass FOS regulierend in die Differenzierung der 

Knochenzellen eingreift und somit einen Einfluss auf das physiologische Längenwachstum 

hat (Dony & Gruss, 1987). 

Verschiedene experimentelle Ansätze wie zum Beispiel das Northern-Blotting und die In-situ-

Hybridisierung zeigten einen hohen Gehalt an FOS-RNA im Bereich der Epiphyse von 
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menschlichen Röhrenknochen, insbesondere in den Osteoklasten und den Knorpelzellen 

(Sandberg et al., 1988b). Diese Untersuchungen wurden an Schädelkalotten von 15 bis 18 

Wochen alten Feten wiederholt und konnten einen erhöhten Gehalt von c-fos RNA in 

Osteoklasten nachweisen (Sandberg et al., 1988a). Osteoklasten sind an der Resorption der 

Knochenmatrix beteiligt und somit wichtig für Umbauvorgänge und das Wachstum von 

Knochen. 

 

Sowohl FOS, als auch EGR1 und EGR2 gehören zur „immediate-early gene family“, einer 

Familie von Genen, die nach extrazellulären Signalen sehr schnell mit einem Anstieg der 

Genexpression reagieren (Ouellette et al., 1990; Sukhatme, 1990). 

 

1.7.4 Hämoglobin Alpha 1-Gen (HBA1) 

Das HBA1-Gen ist auf dem Chromosom 16p13.3 lokalisiert (Breuning et al., 1987). Es gehört 

zu der Familie der Hämoglobine. Die glykosylierte Form des HBA1c wird im Rahmen der 

Wachstumshormontherapie im Hinblick auf den Kohlenhydratstoffwechsel regelmäßig 

überprüft. HbA1c ist zudem der wichtigste Verlauf- und Prognoseparameter beim Diabetes 

mellitus.  

 

1.8 Fragestellung 

Das individuelle Ansprechen auf eine Wachstumshormontherapie ist bei kleinwüchsigen 

Patienten mit unterschiedlichen Ursachen des Kleinwuchses immer noch schwer 

vorauszusagen. Diese Arbeit untersucht die Unterschiede in der Genexpression in PBMC vor 

und nach viertägiger Wachstumshormongabe im Rahmen eines routinemäßig durchgeführten 

IGF-1 Generationstests. Vor Tag 1 und nach Tag 4 der Wachstumshormongabe wird eine 

Blutentnahme durchgeführt. Die aus diesen beiden Blutproben isolierten PBMC werden mit 

Hilfe von Microarrays hinsichtlich der Genexpressionsunterschiede auf Transkriptionsebene 

analysiert. 
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Für diese Arbeit ergeben sich folgende Fragestellungen: 

1.) Kommt es im Rahmen des IGF-1 Generationstests zu spezifischen Änderungen der 

Genexpression in PBMC vor und nach Wachstumshormongabe? 

2.) Gibt es Unterschiede oder Gemeinsamkeiten der Genexpressionsmuster zwischen 

verschiedenen kleinwüchsigen Patienten, die mit Wachstumshormon behandelt werden? 

3.) Welche Gene könnten aufgrund ihres Expressionsprofils potentielle zukünftige Biomarker 

der Wachstumshormonwirkung sein? Welche biologischen Funktionen weisen diese Gene 

normalerweise auf? 

4.) Lassen sich die Microarrayergebnisse mit der RT-PCR verifizieren? 

5.) Gibt es eine Assoziation zwischen Genexpressionsänderungen und biologischem 

Ansprechen auf die Therapie in einem Beobachtungszeitraum von 6 Monaten bis 12 

Monaten? 
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2. Patienten, Material und Methoden 

 

2.1 Patienten 

 

2.1.1 Ethische Aspekte 

Die Studie einschließlich Einverständniserklärung und Patientenaufklärungsbogen wurde der 

Ethik-Komission der Medizinischen Fakultät der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel 

vorgelegt. Sie wurde abschließend unter dem Aktenzeichen D422/07 genehmigt. 

Die Blutentnahme erfolgte im Rahmen des routinemäßig zur Diagnoseverifikation und 

Prädiktion durchgeführten IGF-1 Generationstests, so dass keine Blutentnahme nur zu 

Studienzwecken durchgeführt wurde. 

 

2.1.2 Patienten 

Die Genexpression (mRNA-Transkription) in peripheren mononukleären Blutzellen 

(peripheral blood mononuclear cells, PBMC) von insgesamt dreizehn Patienten wurde vor 

und nach viertägiger Gabe von rhGH (30µg/kg KG) untersucht. Ein vierzehnter Patient mit 

Verdacht auf einen IGF-1 Mangel erhielt vier Tage lang IGF-1 und wurde ebenfalls 

hinsichtlich der transkriptionellen Regulation untersucht. 

Bei sieben Patienten wurde die mRNA-Transkription in PBMC mittels Microarrays 

untersucht. Die Ergebnisse der Microarrays wurden mit Hilfe der RT-PCR verifiziert. Die 

PBMC der anderen sieben Patienten wurden gezielt hinsichtlich der Genregulation von 

EGR1, EGR2, FOS und HBA1 mittels RT-PCR untersucht. 

Die Patientenproben stammten von Patienten, die im Rahmen der Routine-Diagnostik einen 

IGF-1 Generationstest erhielten. Die Proben wurden nur mit Einwilligung der Eltern und/oder 

der Patienten in die Studie einbezogen. 

In Tabelle 3 werden klinische Daten der Patienten zusammengefasst, die für die vorliegende 

Arbeit von Bedeutung sind. Die Tabelle umfasst die Diagnose, das chronologische Alter und 

das Knochenalter der Patienten zu Beginn der Wachstumshormontherapie. Das Knochenalter 

wird als altersentsprechend gewertet, wenn es mit ± 1 Jahr dem chronologischen Alter 

entspricht. Knochenalterabweichungen um mehr als ein Jahr werden als retardiert bzw. 

akzeleriert bezeichnet. 
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Im Verlauf der Studie werden verschiedene Parameter dokumentiert. Die Körperhöhe und die 

SDS der Körperhöhe vor Therapiebeginn und die Wachstumsgeschwindigkeit 

(Wachstumsrate, WR) in cm/Jahr und die SDS vor Therapiebeginn. Außerdem wird die mit 

dem Knemometer gemessene Unterschenkellänge (mm) aufgeführt. 

In der Tabelle 3 sind auch die Laborparameter IGF-1 vor der ersten Wachstumshormongabe 

(Tag 1) mit der zugehörigen Perzentile dokumentiert (alters- und geschlechtsabhängige 

Normwerte nach Mediagnost). 

Zwei standardisierte Wachstumshormon-Stimulationstests, der Arginin Stimulationstest und 

der Insulin Hypoglykämie Test, sowie das berechnete Flächenintegral des 

Wachstumshormon-Nachtprofils (nächtliche, spontane Wachstumshormonausschüttung) sind 

ebenfalls in der Tabelle 3 aufgeführt. 
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Tabelle 3: Kasuistiken der Patienten 

 *teilweise unter bis dahin bestehender Wachstumshormongabe 

Patient P1 P2 P3 

Diagnose Zustand nach 

Craniopharyngeom 

Bioinaktives 

Wachstumshormon 

Verdacht auf 

GH-Resistenz 

Chronologisches Alter  

(Jahre, Monate) 

10 7/12 9 1/12 9 7/12 

Knochenalter  

(Jahre, Monate) 

(Greulich und Pyle) 

8 6/12 6 1/12 5 9/12 

Körperhöhe vor Therapie,  

(cm, SDS) 

138,6cm (-1,10) 127,1cm (-2,10) 121,1cm (-3,21) 

WR vor Therapie,  

(cm/Jahr, SDS) 

1,81 (-2,88) 4,64 (-0,79) *4,74 (-0,75) 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1 

365,2mm 311,5mm 285,5mm 

IGF-1 (ng/ml), Tag 1 

(Perzentile)  

53 (<P0.1) 
 

68 (P0.1) 
 

67 (P0) 
 

Arginin Stimulationstest 

(GH, ng/ml) 

Nicht durchgeführt 28,1ng/ml 29,4ng/ml 

Insulin Hypoglykämie Test 

(GH, ng/ml) 

<0.5ng/ml 12,0ng/ml Nicht verfügbar 

Nachtprofil, Flächenintegral 

(GH, ng*min/ml)  

Nicht durchgeführt 3821,6ng*min/ml 2288ng*min/ml 

 

Normalwerte: 

Arginin Stimulationstest, Insulin Hypoglykämie Test: >10ng/ml 

Nachtprofil, Flächenintegral: 2000-6800ng*min/ml 
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Tabelle 3: Kasuistiken der Patienten 

Patient P4 P5 P6 

Diagnose Neurosekretorische 

Dysfunktion 

Ullrich-Turner 

Syndrom 

Neurosekretorische 

Dysfunktion 

Chronologisches Alter 

(Jahre, Monate) 

9 5/12 12 3/12 7 8/12 

Knochenalter  

(Jahre, Monate) 

(Greulich und Pyle) 

6 11 7 

Körperhöhe vor Therapie,  

(cm, SDS) 

124,4cm (-2,43) 138,7cm (-2,39) 112,8cm (-3,40) 

WR vor Therapie,  

(cm/Jahr, SDS) 

4,98 (-0,43) 4,51 (-1,01) 5,99 (0,39) 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1 

294,4mm 350,0mm 269,4mm 

IGF-1 (ng/ml), Tag 1 

(Perzentile)  

99 (P8) 
 

208 (P16) 
 

133 (P39) 
 

Arginin Stimulationstest 

(GH, ng/ml) 

34,3ng/ml 29,1ng/ml 8,6ng/ml 

Insulin Hypoglykämie Test 

(GH, ng/ml) 

19,0ng/ml Nicht 

durchgeführt 

11,8ng/ml 

Nachtprofil, Flächenintegral 

(GH, ng*min/ml)  

1387ng*min/ml Nicht 

durchgeführt 

773,2ng*min/ml 

 

Normalwerte: 

Arginin Stimulationstest, Insulin Hypoglykämietest: >10ng/ml 

Nachtprofil, Flächenintegral: 2000-6800ng*min/ml 



 19 

Tabelle 3: Kasuistiken der Patienten 

Patient P7 P8 P9 

Diagnose Neurosekretorische 

Dysfunktion, 

Z.n. Rheumatoide 

Arthritis 

Neurosekretorische 

Dysfunktion 

Hypophysärer 

GH-Mangel 

Chronologisches Alter 

(Jahre, Monate) 

14 8/12 13 7/12 10 8/12 

Knochenalter  

(Jahre, Monate) 

(Greulich und Pyle) 

13 9/12 12 3/12 10 6/12 

Körperhöhe vor Therapie, 

(cm, SDS) 

155,4cm (-1,84) 141,8cm (-3,14) 133,9cm (-1,98) 

WR vor Therapie,  

(cm/Jahr, SDS) 

6,03 (-0,71) 5,22 (0,60) 6,06 (0,08) 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1 

415,6mm 371,8mm 332,6mm 

IGF-1 (ng/ml), Tag 1 

(Perzentile)  

85 (P<0.1) 
 

134 (P<0.1) 
 

258 (P58) 

Arginin Stimulationstest 

(GH, ng/ml) 

36,0ng/ml >10ng/ml 9,2ng/ml 

Insulin Hypoglykämie Test 

(GH, ng/ml) 

8,2ng/ml >10ng/ml 4,6ng/ml 

Nachtprofil, Flächenintegral 

(GH, ng*min/ml)  

208,5ng*min/ml 1688ng*min/ml Nicht verfügbar 

 
Normalwerte: 

Arginin Stimulationstest, Insulin Hypoglykämie Test: >10ng/ml 

Nachtprofil, Flächenintegral: 2000-6800ng*min/ml 



 20 

Tabelle 3: Kasuistiken der Patienten 

Patient P10 P11 P12 

Diagnose Neurosekretorische 

Dysfunktion 

Bioinaktives 

Wachstumshormon 

Neurosekretorische  

Dysfunktion 

Chronologisches Alter 

(Jahre, Monate) 

10 2/12 9 11/12 8 2/12 

Knochenalter  

(Jahre, Monate) 

(Greulich und Pyle) 

6 9/12 7 9/12 Nicht verfügbar 

Körperhöhe vor Therapie, 

(cm, SDS) 

126,2cm (-2,67) 130,0cm (-1,88) 116,3cm (-3,14) 

WR vor Therapie,  

(cm/Jahr, SDS) 

4,67 (-0,77) 7,37 (2,75) 4,47 (-1,56) 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1 

308,0mm 315,0mm 265,6mm 

IGF-1 (ng/ml), Tag 1 

(Perzentile)  

106 (P2) 104 (P5) 109 (P8) 

Arginin Stimulationstest 

(GH, ng/ml) 

Nicht verfügbar 22,5ng/ml Nicht verfügbar 

Insulin Hypoglykämie Test 

(GH, ng/ml) 

Nicht verfügbar 18,1ng/ml Nicht verfügbar 

Nachtprofil, Flächenintegral 

(GH, ng*min/ml)  

1800ng*min/ml 3114ng*min/ml 1894,9ng*min/ml 

 
Normalwerte: 

Arginin Stimulationstest, Insulin Hypoglykämie Test: >10ng/ml 

Nachtprofil, Flächenintegral: 2000-6800ng*min/ml 
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Tabelle 3: Kasuistiken der Patienten 

Patient P13 P14 

Diagnose Neurosekretorische 

Dysfunktion 

SGA 

Chronologisches Alter 

(Jahre, Monate) 

10 8/12 9 7/12 

Knochenalter  

(Jahre, Monate) 

(Greulich und Pyle) 

Nicht verfügbar Nicht verfügbar 

Körperhöhe vor Therapie, 

(cm, SDS) 

128,7cm (-2,78) 125,1cm (-2,65) 

WR vor Therapie,  

(cm/Jahr, SDS) 

3,60 (-1,64) 8,03 (2,25) 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1 

325,6mm 297,4mm 

IGF-1 (ng/ml), Tag 1 

(Perzentile)  

120 (P3) 340 (P91) 

Arginin Stimulationstest 

(GH, ng/ml) 

15,1ng/ml 19,5ng/ml 

Insulin Hypoglykämie Test 

(GH, ng/ml) 

20,0ng/ml 27,7ng/ml 

Nachtprofil, Flächenintegral 

(GH, ng*min/ml)  

445ng*min/ml Nicht verfügbar 

 
Normalwerte: 

Arginin Stimulationstest, Insulin Hypoglykämie Test: >10ng/ml 

Nachtprofil, Flächenintegral: 2000-6800ng*min/ml 
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2.2 Material 

 

Verbrauchsmaterialien: 

Arrays (SDHA)    Stanford Genomics Facility, USA 

Deckgläschen (Lifter Slip, 25mm x 60mm) Erie Scientific Company, Portsmouth, USA 

Einwegpipettenspitzen 10ml   Sarstedt, Nürnbrecht 

Einwegpipettenspitzen:   Eppendorf, Wesseling-Berzdorf  

Biosphere® Filter Tips (10µl,100µl,1000µl) 

Erlenmeyer-Kolben 

Falcon-Röhrchen 15ml   Sarstedt, Nürnbrecht 

LightCycler® Kapillaren (20µl)  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

LightCycler® Kunststoffstopfen  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

LightCycler® Zentrifugenadapter  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Microcon YM-30 Säule   Millipore, Bedford, USA 

Pipette (Typ Pipetus)    Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt   

Pipetten     Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 

Reaktionsgefäße 1,5ml   Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 

Reaktionsgefäße 0,5ml   Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 

Reaktionsgefäße 0,2ml (Multiply®-µStrip) Sarstedt, Nürnbrecht 

Röhrchen 50ml    Sarstedt, Nürnbrecht  

Röhrchen 15ml    Sarstedt, Nürnbrecht 

 

Geräte: 

Glasschalen zum Waschen der Microarrays 

Geldokumentationsanlage (DeVision) Decon Science Tec, Hohengandern 

Gelelektrophoresekammer (Typ G45/1) Whatman Biometra®, Göttingen 

Heizplatte (Dri-Block DB-1)   Techne, biostep GmbH, Jahnsdorf 

Hybridisierungskammer  Forschungswerkstatt der Medizinischen 

Hochschule Hannover 

Inkubator     Heraeus, Hanau 

LightCycler® Analysesystem   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

LightCycler® Software 3.5   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

PCR-Maschine (Mastercycler)  Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
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Plastikwanne 

Scanner (GenePix 4000B)   Axon Instruments, USA  

Spannungsgerät (Typ EPS 601)  Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

Thermocycler     Eppendorf, Wesseling-Berzdorf  

UV-Crosslinker    Amersham Life Scienes, USA 

UV-Kammer (ECX-20-M)   Vilber Lourmat, Marne La Vallee, France 

Vortex-Gerät     VWR™ International GmbH, Darmstadt 

Wasserbad (Typ 1083)   Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel 

Zentrifuge (Galaxy Mini)   VWR™ International GmbH, Darmstadt 

Zentrifuge (Typ 5415D)   Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 

Zentrifuge (Typ 5417R)   Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 

Zentrifuge (Allegra™ X-22R)  Beckmann Coulter, Krefeld 

Zentrifuge (Multifuge 3S-R)   Heraeus, Hanau 

Zählkammer (Neubauer) 

Zentrifuge (Sigma 4K15C)   Qiagen GmbH, Hilden 

Zentrifuge (Thermomixer)   Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 

 

Gebrauchslösungen und Chemikalien: 

Agarose     Invitrogen™, Karlsruhe 

Biocoll Separating Solution (Ficoll)  Biochrom AG, Berlin  

Borsäure     Merck, Darmstadt 

Bromphenolblau    Merck, Darmstadt 

Chloroform     J. T. Baker, Deventer, Holland 

DNA ladder (100bp)    Invitrogen™, Karlsruhe 

Endotoxin-free TE Buffer   Qiagen GmbH, Hilden 

EDTA (Ethylendiaminetetraacetic acid) Sigma®, Steinheim 

Ethanol, 70%     J. T. Baker, Deventer, Holland  

Ethidiumbromid 1%    Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Glycerol     Sigma®, Steinheim 

MQ-Wasser     Millipore, Bedford, USA 

PBS (Dulbecco’s)    PAA Laboratories GmbH, Pasching 

SDS (Sodium Dodecyl Solution, 20%) Sigma, USA 

SSC, 20%     Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz 

Tris-EDTA     Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz 
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Tris (hydroxymethyl) – aminomethan Merck, Darmstadt 

Trizol      Invitrogen, USA 

Türks Lösung     Merck, Darmstadt 

 

Lösungen: 

EDTA: Als Stammlösung wird eine 10mM EDTA-Verdünnung verwendet. Hierzu werden 

3,72g EDTA in 1l Aqua bidest gelöst. pH 8,0. 

10xTBE: Dazu werden 121g Tris Base, 61,7g Borsäure und 40ml 0,5M EDTA zusammen 

gegeben. Danach wird mit Aqua bidest auf 2l Gesamtvolumen aufgefüllt. pH 8,0. 

1xTBE: Von der 10xTBE-Stammlösung werden 100ml entnommen und mit 900ml Aqua 

bidest versetzt. pH 8,0. 

Bromphenolblaulösung 0,125%: In einem ersten Arbeitsschritt werden 2g Bromphenolblau 

in 100ml Aqua bidest gelöst und somit eine 2%ige Lösung hergestellt. Daraufhin werden 

10ml von der 10mM EDTA Lösung mit 40ml Glycerol und 6,25ml der hergestellten 

Bromphenolblaulösung (2%) vermischt und mit Aqua bidest auf 100ml aufgefüllt. 

2xSSC; 0,03%SDS: 100ml 20xSSC + 900ml H2O + 1,5ml 20%SDS 

2xSSC: 50ml 20xSSC + 450ml H2O 

1xSSC: 25ml 20xSSC + 475ml H2O 

0,2xSSC: 5ml 20xSSC + 495ml H2O 

0,1xSSC: 2,5ml 20xSSC + 497,5ml H2O 

 

Kits: 

Agilent RNA 6000 Nano Reagents   Agilant Technologies, Lithuania 

Rneasy mini kit     Qiagen GmbH, Hilden 

MessagerAmp II aRNA Kit    Ambion, Austin, USA 

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot  

QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit   Qiagen GmbH, Hilden 
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Primer 

Die Synthese der Primer erfolgte extern durch die Syntheselabor GmbH TIB MOLBIOL in 

Berlin. 

 

Tabelle 4: Primersequenzen 

Bezeichnung Sequenz in 5’ → 3’ Orientierung 

EGR-1 forward AGCCCTACGAGCACCTGA 

EGR-1 reverse GGCAGTCGAGTGGTTTGG 

EGR-2 forward TTGACCAGATGAACGGAGTG 

EGR-2 reverse TGGTTTCTAGGTGCAGAGACG 

FOS forward CTACCACTCACCCGCAGACT 

FOS reverse AGGTCCGTGCAGAAGTCCT 

HBA1 forward CACGCTGGCGAGTATGGT 

HBA1 reverse CGAAGTGCGGGAAGTAGGT 

SDHA forward  ACCAGGTCACACACTGTTGC 

SDHA reverse CGTAGAAATGCCACCTCCA 
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2.3 Methoden 

 

2.3.1 Auxologische Daten 

Die Körperhöhe wird mit dem Stadiometer des Knemometrielabors gemessen. Die 

Bestimmung der Unterschenkellänge wird an einem fest installierten Stuhl durchgeführt. 

Zur Berechnung der Wachstumsrate werden zwei Messungen der Körperhöhe (frühe 

Messung: Körperhöhe 1, späte Messung: Körperhöhe 2) über einen definierten 

mehrmonatigen Zeitraum benötigt. Die Differenz (cm) wird durch die Anzahl der Monate des 

Beobachtungszeitraums dividiert und mit 12 multipliziert. 

 
Normwerte und Abweichungen werden nach den Wachstumskurven nach Brandt/Reinken 

angegeben (Brandt & Reinken, 1988; Reinken et al., 1980; Reinken & van Oost, 1992). 

 

2.3.2 IGF-1 Generationstest 

Vor Beginn einer Therapie mit Wachstumshormon erfolgt stets morgens und nüchtern eine 

venöse Blutentnahme (Li-Heparin Plasma), bei der sowohl das IGF-1 als auch das 

Bindungsprotein 3 (IGF-BP3) bestimmt werden. Diese Werte werden als Ausgangswerte 

benutzt. Nach viertägiger Wachstumshormongabe in einer vom Körpergewicht und von der 

Diagnose abhängigen Dosis wird am Morgen des fünften Tages erneut venöses Blut 

entnommen und die beiden Laborparameter IGF-1 und IGF- BP3 bestimmt. Der Anstieg der 

IGF-1 Konzentration ist bei einem 1,5-fachen Anstieg signifikant. 

IGF-1 und IGF-BP3 werden jeweils mittels direktem RIA (Radio Immuno Assay; 

Mediagnost) bestimmt. Die Konzentrationen des Wachstumshormons in den Stimulationstests 

und im Nachtprofil (Spontansekretion) werden mittels IRMA (Immune radiometric assay, 

Adaltis) bestimmt. Die Bestimmungen der Laborparameter werden im Endokrinologischen 

Labor der Arbeitgruppe Pädiatrische Endokrinologie der Universitäts-Kinderklinik Kiel 

durchgeführt. 

 

 

 

(Körperhöhe 2 – Körperhöhe 1) 

Anzahl der Monate 
12 WR ( cm pro Jahr)    =  x 
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2.3.3 Vorbereitung für die Durchführung von Microarrays und RT-PCR 

 

2.3.3.1 Gewinnung mononukleärer Zellen aus Patientenblut 

Das im Rahmen der Routineblutentnahme mitentnommene EDTA-Röhrchen (5-10ml) wird in 

ein 50ml Röhrchen überführt und mit PBS auf ein Volumen von 35ml gebracht. In ein zweites 

50ml Röhrchen werden 15ml Ficoll vorgegeben und mit dem Blut/PBS-Gemisch 

überschichtet. Im Anschluss wird das Ficollröhrchen bei 2400rpm (Rotationen pro Minute) 

für 20 Minuten zentrifugiert. 

Nach dem Zentrifugieren wird die Interphase mit einer 10ml Pipette abgenommen, in ein 

15ml Röhrchen überführt und bei 200rpm 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird 

abgegossen, dem Zellpellet wird 10ml PBS zugegeben und mit Hilfe einer Stabpipette gut 

durchmischt. 

Zum Bestimmen der Zellzahl werden 200µl der Zellsuspension in ein 1,5ml Reaktionsgefäß 

pipettiert, der im 15ml Tube verbleibende Rest nochmals bei 1300rpm für 5 Minuten 

zentrifugiert. 

Von den 200µl werden 10µl Zellen mit 90µl Türks Lösung verdünnt (1:10) und anschließend 

in der Neubauer-Zählkammer 1 Großquadrat ausgezählt. Die Türks Lösung hämolysiert die 

Erythrozyten, so dass nur die Leukozyten gezählt werden. Die Berechnung der Zellzahl/ml 

erfolgt mit dieser Formel: 

Zellzahl x Verdünnung x 104 = Zellzahl/ml 

Von den erneut zentrifugierten 10ml wird der Überstand abgegossen und das Zellpellet in 2ml 

aufgenommen. 

 

2.3.3.2 RNA-Extraktion 

Es werden für jede Probe 5ml PBS in ein 15ml Falcon-Reaktionsgefäß vorgelegt. Die Zellen 

werden eine Minute in ein 37°C warmes Wasserbad gegeben, und im angetauten Zustand in 

PBS vollständig gelöst. 

Homogenisierungsphase: 

Nach fünfzehnminütiger Zentrifugation bei 2000rpm und 6°C wird der Überstand verworfen 

und zu dem Zellpellet 1ml Trizol/1x107Zellen gegeben. Bei Raumtemperatur wird das 

Zellpellet 30 Minuten lang durch ständig wiederholtes Vortexen vollständig gelöst und auf 

einer Arbeitsfläche mit Abzug ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt. 
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Separationsphase: 

Je 1ml Trizol werden 0,2ml Chloroform zugegeben, bei Raumtemperatur 2-3 Minuten lang 

kräftig durchmischt und 15 Minuten bei 12000rpm und 6°C zentrifugiert. Nach Überführen 

der oberen wässrigen Phase in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß werden 700µl 70% Ethanol 

hinzugegeben. 

Säulen-Adsorptionsphase: 

700µl der mit Ethanol versetzten wässrigen Zellsuspension werden auf eine 

Aufreinigungssäule des Rneasy mini kits (Qiagen GmbH) gegeben und anschließend bei 

Raumtemperatur für 15 Sekunden (10000rpm) zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen. 

Dieser Schritt wird mit der restlichen Flüssigkeit wiederholt. 

Waschphase I: 

Nach einer Gabe von 700µl RW1 Puffer auf den Filter der Säule folgt eine erneute 

Zentrifugation für 15 Sekunden bei 10000rpm und Raumtemperatur. Das Collectiontube mit 

dem Durchfluss wird verworfen und die Säule in ein neues Collectiontube gegeben. 

Waschphase II: 

500µl RPE-Puffer werden auf den Filter der Säule gegeben, wiederum bei 10000rpm 15 

Sekunden lang zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. 

Waschphase III: 

Erneut werden 500µl RPE-Puffer auf den Filter der Säule pipettiert. Nach 2 Minuten 

Zentrifugieren bei 10000rpm und Raumtemperatur wird der Durchfluss zusammen mit dem 

Collectiontube verworfen und die Säule in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß gegeben. 

Elutionsphase: 

50µl RNase-freies Wasser wird auf den Filter der Säule gegeben und 1 Minute lang bei 

10000rpm zentrifugiert. 

Der Durchfluss wird erneut auf die Säule gegeben und wiederum bei 10000rpm 1 Minute lang 

zentrifugiert. 

 

Zur RNA werden 5µl 10xDNase I Puffer und 1µl DNase I pipettiert, kurz durchmischt, 

anzentrifugiert und anschließend bei 37°C 20-30 Minuten im Wärmeschrank inkubiert. 

Das DNase-Inaktivationsreagenz wird durch Vortexen resuspendiert und 5µl anschließend 

zum Ansatz pipetiert. Während der zweiminütigen Inkubation bei Raumtemperatur wird der 

Ansatz sobald sich Inaktivierungsreagenz absetzt gevortext und bei 10000rpm für 1 Minute 

zentrifugiert. Der Überstand wird in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß gegeben. 
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Für die Quantfizierung der RNA werden 1µl der total RNA entnommen und in einem 0,2ml 

Reaktionsgefäß mit 1µl RNase-freiem Wasser verdünnt. Die restliche RNA-Lösung wird bei  

-80°C aufbewahrt. 

 

2.3.3.3 RNA-Quantifizierung 

Die RNA-Konzentration wird mit dem „RNA 6000 Nano Assay“ Kit gemessen. Dazu werden 

1µl Farbstoff und 65µl eines filtrierten Gels in ein Reaktionsgefäß gegeben, kurz durchmischt 

und zehn Minuten bei 13000g zentrifugiert. 

Der RNA Nano Chip wird in der Chip Priming Station platziert. Es werden 9µl des Gel-

Farbstoff-Gemisches (G-F-Gem.) in ein Well (markiert mit G) blasenfrei pipettiert. Die 

Station wird verschlossen und für 30 Sekunden Druck ausgesetzt. Wiederum werden jeweils 

9µl des Gemisches in zwei Wells (markiert mit G) gegeben. Die restlichen 13 Wells werden 

mit 5µl des RNA 6000 Nano Markers versetzt. Nach einer zweiminütigen Denaturierung bei 

70°C werden 1µl des Standards und jeweils 1µl RNA in diese Wells hinzugefügt. Die 

folgende Tabelle zeigt schematisch die vollständige Beladung eines Chips. 

 

Tabelle 5: RNA Nano Chip 

5µl Marker + 

1µl RNA 

5µl Marker + 

1µl RNA 

5µl Marker + 

1µl RNA 

9µl G-F- Gem. 

(2. Schritt) 

5µl Marker + 

1µl RNA 

5µl Marker + 

1µl RNA 

5µl Marker + 

1µl RNA 

9µl G-F-Gem. 

(2. Schritt) 

5µl Marker + 

1µl RNA 

5µl Marker + 

1µl RNA 

5µl Marker + 

1µl RNA 

9µl G-F-Gem. 

(1.Schritt) 

5µl Marker + 

1µl RNA 

5µl Marker + 

1µl RNA 

5µl Marker + 

1µl RNA 

5µl Marker + 

1µl Standard 

 

Der Chip wird eine Minute bei 2400rpm durchmischt und in das Analysegerät gestellt. Die 

Messung der RNA-Konzentration wird mit dem Agilent 2100 Bionanalyzer bewerkstelligt. 
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2.3.4 cDNA-Microarrays 

Prinzip: 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode dient der Messung von 

Genexpressionsunterschieden zweier Proben. Es handelt sich hierbei um die Probe vor 

Therapiebeginn mit Wachstumshormon und die Probe am Vormittag des fünften Tages der 

Wachstumshormonbehandlung. Nach verschiedenen Zwischenschritten wird die cDNA der 

beiden Proben mit zwei unterschiedlich fluoreszierenden Farbstoffen markiert und auf einem 

Microarray hybridisiert. Auf dem Microarray sind die Sequenzen von etwa 32000 Genen in 

Form mikroskopisch kleiner Punkte aufgedruckt. Die Hybridisierung erfolgt nach dem 

Prinzip der komplementären Basenpaarbildung, wobei es zu einer Kompetition der beiden 

Proben um die Bindungsstelle kommt (Prinzip der kompetitiven Hybridisierung). Die 

Hybridisierung der beiden fluoreszierenden Farbstoffe wird mit einem Laser-Scanner 

gemessen und wird durch die Software Gene Pix Pro 6.0 voranalysiert. Dadurch wird die 

relative Herauf- oder Herunterregulation des Gens quantifiziert. Es findet keine Bestimmung 

der absoluten Transkriptzahl statt. Die Daten werden in der Stanford Microarray Database 

(Gollub et al., 2003) gespeichert und über einen Onlinezugang analysiert, sodass die 

Expression jedes einzelnen Gens berechnet werden kann. 

 

Durchführung: 

Die Methode wird mit dem Ambion MessagerAmp II aRNA Kit bewerkstelligt. 

Reverse Transkription zur Synthese von First Strand cDNA: 

2000ng RNA jeder Probe werden mit 1µl T7 Oligo (dT) Primer versetzt und mit Nuclease-

freiem Wasser auf 12µl aufgefüllt. Anschließend werden die Proben bei 70°C für zehn 

Minuten in einer PCR-Maschine inkubiert, kurz zentrifugiert und auf Eis gestellt. 

 

Tabelle 6: Reaktionsmix der Reversen Transkription 

 Menge pro Ansatz (µl) 

10x First Strand Puffer 2 

dNTP Mix 4 

Rnase Inhibitor 1 

Array Script 1 

Gesamtvolumen 8 
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Das Gesamtvolumen von 8µl (Tabelle 6) wird zu den einzelnen Proben hinzugefügt und bei 

42°C für zwei Stunden im Wärmeschrank inkubiert. 

Second Strand cDNA Synthese: 

 

Tabelle 7: Reaktionsmix der Zweitstrangsynthese 

 Menge pro Ansatz (µl) 

Nuclease-freies Wasser 63 

10x Second Strand Puffer 10 

dNTP Mix 4 

Rnase H 1 

DNA Polymerase 2 

Gesamtvolumen 80 

 

Dieser Mix (80µl, Tabelle 7) wird am Ende der zwei Stunden in jede Probe pipettiert, kurz 

zentrifugiert und bei 16°C zwei Stunden in einer PCR-Maschine inkubiert. 

cDNA Reinigung: 

Zu jeder Probe werden 250µl cDNA Binding Puffer zugegeben. Nach kurzer Zentrifugation 

werden die Proben in ein cDNA Filter Cartridge überführt und bei 10000rpm für eine Minute 

wieder zentrifugiert. Anschließend wird die Flüssigkeit verworfen und der cDNA Filter 

Cartridge zurück in den Waschtube gesetzt. Nach der Zugabe von 500µl Wash-Puffer in jedes 

cDNA Filter Cartridge wird wiederum bei 10000rpm eine Minute lang zentrifugiert, die 

Flüssigkeit verworfen und eine weitere Minute bei gleicher Geschwindigkeit zentrifugiert. 

Der cDNA Filter Cartridge wird nun in ein sauberes Elution Tube überführt und in die Mitte 

des Filters 10µl 55°C warmes Nuclease-freies Wasser pipettiert. Nach zweiminütiger 

Inkubation bei Raumtemperatur folgt eine Zentrifugation bei 10000rpm für 1,5 Minuten. 

Wiederum werden 10µl Nuclease-freies Wasser in die Mitte des Filters gegeben, die Proben 

für 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und bei 10000rpm für 1,5 Minuten zentrifugiert. 

Die Proben werden bei -20°C über Nacht gelagert. 

In vitro Transkription zur Synthese der aRNA: 

In einem ersten Schritt wird folgender Ansatz (Tabelle 8) zusammen pipettiert und kurz 

zentrifugiert. 
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Tabelle 8: Reaktionsmix der In vitro Transkription  

 Menge pro Ansatz (µl) 

T7 ATP Soln 4 

T7 CTP Soln 4 

T7 GTP Soln 4 

T7 UTP Soln 4 

T7 10x Reaction Puffer 4 

T7 Enzym Mix 4 

Gesamtvolumen 24 

 

Der In vitro Transkriptions-Mix wird zu jeder Probe hinzugefügt. Die Proben werden für vier 

Stunden bei 37°C inkubiert und anschließend 60µl Nuclease-freies Wasser hinzugefügt. 

350µl aRNA Binding Puffer und 250µl 100% Ethanol werden in jede Probe pipettiert, mit 

einer Pipette vermischt und jede Probe in die aRNA Filter Cartridge gegeben. Diese werden 

bei 10000g eine Minute zentrifugiert und die Flüssigkeit verworfen. Im Folgenden werden 

650µl Wash Puffer zu jeder aRNA Filter Cartridge gegeben, diese eine Minute bei 10000rpm 

zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und der Zentrifugationsvorgang wiederholt. Daraufhin 

wird die aRNA Filter Cartridge in ein neues aRNA Collection Tube überführt. 100µl des auf 

55°C vorgeheizten Nuclease-freien Wassers werden in die Mitte des Filters gegeben, bei 

Raumtemperatur zwei Minuten stehen gelassen und bei 10000rpm für 1,5 Minuten 

zentrifugiert. 

Die RNA-Proben werden bei -80°C gelagert und die aRNA nach dem gleichen Prinzip wie 

vorher beschrieben quantifiziert. 

Nukleinsäure-Labeling: 

Für diesen Schritt werden 4µg Proben-aRNA und 1,5µg Kontroll-aRNA benötigt. Zu jeder 

RNA werden jeweils 2µl Random-Hexamer Primer gegeben und mit Reinst-Wasser 

(RNase/DNase frei) auf ein Gesamtvolumen von 15,4µl aufgefüllt. Die Proben werden 

gemischt, kurz zentrifugiert, bei 65°C für zehn Minuten erhitzt und anschließend auf 4°C 

abgekühlt. 

Daraufhin werden zu jedem Ansatz 14,6µl in folgender Zusammensetzung (Tabelle 9) 

pipettiert und zwei Stunden bei 42°C im Thermoblock inkubiert, die nach einer Stunde von 

einer erneuten Zugabe von 1µl SSII kurz unterbrochen wird. 
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Tabelle 9: Pipettierschema der Markierungsreaktion 

 Probe (µl) Kontrolle (µl) 

5x First Strand Puffer 6 6 

0.1M DTT 3 3 

dNTP 0,6 0,6 

Cy3 (blau) ---- 3 

Cy5 (rot) 3 ---- 

Superscript II 2 2 

Gesamtvolumen 14,6 14,6 

 

Eine RNA-Degradierung und der Reaktionsstopp erfolgen durch Zugabe von 15µl 0.1N 

NaOH, 2mM EDTA und einer Inkubation bei 65°C für zehn Minuten, die Neutralisierung 

mittels Zugabe von 15µl 0.1N HCl. 

Auf jeweils eine Microcon YM-30 Säule werden 380µl TE und anschließend 60µl des Cy3-

Kontrollansatzes und 60µl des Cy5-Probenansatzes gegeben. Nach einer achtminütigen 

Zentrifugation bei 12000rpm wird der Durchfluss entfernt, zur Aufreinigung 450µl TE auf die 

Säule gegeben. Die Zentrifugation wird wiederholt und der Durchfluss erneut verworfen. 

Nachdem 474µl des unten aufgeführten Ansatzes (Tabelle 10) hinzugefügt werden folgt eine 

neunminütige Zentrifugation bei 12000rpm, bei der die Restflüssigkeit möglichst vollständig 

entfernt sein sollte. Je nach optischer Beurteilung der Restflüssigkeitsmenge erfolgen weitere 

einminütige Zentrifugationen bei 13400rpm bis die restliche Flüssigkeitsmenge nur noch 

einen äußeren Ring auf dem Filter bildet. 

 

Tabelle 10: Pipettierschema der Microarray-Hybridisierungslösung 

 Menge pro Ansatz (µl) 

TE 450 

Cot1-human DNA (1µg/ml) 20 

PolyA-RNA (10µg/ml) 2 

total-RNA (10µg/ml) 2 

Gesamtvolumen 474 
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Zum Sammeln der gelabelten cDNA wird die Microcon YM-30 Säule umgedreht und auf ein 

sauberes Eppendorftube gesetzt. Bei einer Kurzzentrifugation von 15 Sekunden bei 16100rpm 

überführt man die cDNA mittels der Restflüssigkeit. 

Es folgt die Bestimmung des Volumens der cDNA mit Hilfe einer Pipette und anschließend 

das Einstellen der Flüssigkeitsmenge mit 1x TE-Puffer auf 32µl Endvolumen. 

Es werden 6,75µl 20xSSC und 1,20µl 10%SDS hinzugefügt, die Proben bei 100°C für zwei 

Minuten denaturiert und anschließend bei 16100rpm für 30 Minuten zentrifugiert. 

Vorbereitung der Arrays: 

Zunächst wird eine Prähybridisierungslösung (Tabelle 11) angesetzt und in einer Glaswanne 

bei 50°C im Wasserbad vorgewärmt. 

 

Tabelle 11: Prähybridisierungslösung 

 Menge (ml) 

20xSSC 37,5 

H2O 210 

10%SDS 2.5 

BSA 2.5 

Gesamtvolumen 250 

 

In eine Kunststoffwanne werden 100ml 1xSSC gegeben. Die Ausdehnung des mit DNA-

bedruckten Bereichs (Spotfeld) wird auf der unbedruckten (ungespotteten) Seite mit einem 

Diamantstift auf dem Array markiert, mit der gespotteten Fläche nach unten über die 

Flüssigkeit in der Kunststoffwanne gelegt und mit einem Deckel verschlossen. Zum Fixieren 

der Spots wird der Array nach drei Minuten entnommen und mit der ungespotteten Seite drei 

Sekunden auf eine 100°C heiße Heizplatte gegeben und anschließend im UV-Crosslinker mit 

650 mJoule bestrahlt. 

Die Arrays werden dann in einem Rack für 45 Minuten bei 50°C in der vorbereiteten Lösung 

(Tabelle 11) prähybridisiert. Zum Waschen der Arrays werden diese jeweils für zwei Minuten 

nacheinander in drei mit MQ-Wasser gefüllten Glaswannen geschwenkt. Die Arrays werden 

daraufhin bei 600rpm für vier Minuten zentrifugiert und somit getrocknet. 

Hybridisierung:  

Der getrocknete Array wird in die Hybridisierungskammer gelegt und der gelabelte cDNA-

Mix mit einer Pipette auf das vordere Ende des Spotfeldes gegeben. Für ein gleichmäßiges 
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Hybridisieren wird das Spotfeld möglichst blasenfrei mit einem Deckglas verschlossen.Um 

eine Austrocknung der Flüssigkeit zu verhindern wird in das rechte Reservoir 15µl und in 

jede Ecke 3µl 3xSSC pipettiert. Nach Verschluss der Kammer folgt die Hybridisierung bei 

65°C für 14 bis 18 Stunden. 

Reinigung des Arrays: 

Für das Reinigen des Arrays werden mehrere Kammern benötigt. Der Arbeitsablauf wird in 

der folgenden Tabelle schematisch dargestellt. 

 

Tabelle 12: Waschen hybridisierter Microarrays 

Kammer Lösung Arbeitsvorgang 

1 2xSSC; 

0,03%SDS 

Array in die Kammer halten bis Deckglas abfällt 

2 2xSSC; 

0,03%SDS 

Array in den Rag setzen, 2 Minuten in der Kammer agitieren 

  Array aus dem Rag nehmen, kurz abtropfen lassen 

3 2xSSC Array mit der Hand 10 Mal in die Kammer tauchen (schwenken) 

  Array herausnehmen, abtropfen lassen 

4 1xSSC Array in den Rag setzen, 2 Minuten in der Kammer agitieren 

5 0,2xSSC Array mit dem gleichen Rag in der Kammer 2 Minuten agitieren 

6 0,1xSSC Array mit dem gleichen Rag in der Kammer 2 Minuten agitieren 

 

Schlussendlich werden die Arrays bei 600rpm für vier Minuten zentrifugiert und mit dem 

GenePix4000B Gerät und der Gene Pix Pro 6.0 Software gescannt. Die Daten werden in die 

„Stanford Microarray Database“ (Gollub et al., 2003) transferiert und sind dort gespeichert. 

Die Genexpression der PBMC von den Patienten P1 bis P7 wurden per Microarray analysiert, 

wobei die Genexpression der Patienten P1, P3 und P4 doppelt untersucht wurde. Demnach 

wurden insgesamt 10 Microarrays von 7 Patienten ausgewertet. 

 

2.3.5 Hierarchische Clusteranalyse der Microarray Daten 

Die Microarray Daten werden mit einer hierarchischen Clusteranalyse (Eisen et al., 1998) 

analysiert. Hierbei wird ein unsupervidierter Ansatz gewählt, da es sich um ein 
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Screeningverfahren handelt. Das zuvor durchgeführte „Gridding“ mit der Software Gene Pix 

Pro 6.0 hat bereits offensichtliche Artefakte identifiziert und ausgeschlossen. 

Es werden nur Gene berücksichtigt, die mindestens in 80% der Microarrays auswertbare 

Hybridisierungssignale zeigen und die in mindestens drei von zehn Microarrays zweifach 

hoch- oder runterreguliert sind. Einzelne Hybridisierungssignale entsprechen dann einem 

signifikanten Signal, wenn in einem der beiden Kanäle (Cy5 oder Cy3) die Signalintensität 

mindestens 50% über der Hintergrundaktivität liegt. 

Die hierarchische Clusteranalyse gruppiert Gene mit ähnlichen Expressionsmustern. Das 

Programm Cluster ordnet die Expressionsdaten hierarchisch nach Ähnlichkeiten bezogen auf 

die Gene und die Patienten. Zugrunde liegt die Pearson Korrelation, innerhalb des 

Clusterprogramms wird der Algorithmus „Average Linkage Clustering“ gewählt. Gene mit 

einem ähnlichen Expressionsmuster clustern eng beieinander und weisen häufig miteinander 

im Zusammenhang stehende biologische Funktionen auf (Eisen et al., 1998). Dadurch 

ergeben sich Hinweise über biologisch zusammenhängende Signaturen. Mit dem Tree View 

Programm werden die Ergebnisse der hierarchischen Clusteranalyse graphisch dargestellt. 

 

2.3.6 Synthese von komplementärer DNA (cDNA) für RT-PCR 

Prinzip: 

Die cDNA-Synthese ermöglicht die Umschreibung von RNA zu der für die Real Time – 

Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) benötigte cDNA. Dazu werden in einen Ansatz Gesamt-

RNA und Random Hexamer Primer gegeben. Die reverse Transkription von RNA in cDNA 

erfolgt mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase und den zur Herstellung von DNA 

benötigten desoxy-Nukleosidtriphosphaten (dNTPs). Es werden weitere Zusätze benötigt, um 

passende Reaktionsbedingungen zu schaffen. Es wird nur mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) 

versetztes Wasser verwendet. DEPC inaktiviert RNasen durch kovalente Modifikationen im 

aktiven Zentrum der Enzyme (Jurk 1998). 

Durchführung: 

Die cDNA-Synthese wird mit dem Fermentas-Kit durchgeführt. Dazu werden 1µg Gesamt-

RNA in ein 1,5ml Gefäß pipettiert. Es werden 2µl Random-Hexamer Primer, ein 

unspezifischer Primer, hinzugefügt und durch die Zugabe von DEPC-Wasser ein 

Gesamtvolumen von 26µl erreicht. Die Proben werden gemischt und 3-5 Sekunden 

zentrifugiert. Daraufhin folgt eine fünfminütige Inkubation bei 70° im Thermocycler, die das 
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Ziel hat, die RNA in einer linearen Form zu halten und Vernetzungen zu vermeiden. Die 

RNA wird im Thermocycler auf 4°C abgekühlt und auf Eis gelagert. 

Nach kurzem Vortexen und Anzentrifugieren werden zu jeder Probe ein Mix aus 8µl 

Reaktions-Puffer, sowie 1µl RNase-Inhibitor und 4µl dNTP gegeben. Die Proben werden 

wiederum mit dem Vortexer vermischt und kurz zentrifugiert, bevor die Proben für fünf 

Minuten bei 25°C im Thermocycler inkubiert werden. Anschließend wird jeder Probe 1µl der 

M-MuLV Transkriptase zugefügt. Die Proben werden in den Thermocycler gestellt und erst 

zehn Minuten bei 25°C, anschließend eine Stunde bei 42°C inkubiert, zur Inaktivierung der 

Enzyme auf 70°C für 10 Minuten erhitzt und letztendlich auf 4°C abgekühlt. Durch Zugabe 

von TE-Puffer werden Lösungen mit cDNA-Konzentrationen von 12,5ng/µl (1:2) und 

3,125ng/µl (1:8) hergestellt. Die Proben werden bei -20°C gelagert. 

 

2.3.7 Real Time – Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 

Prinzip: 

Mit der Polymerase Ketten Reaktion (PCR) ist es möglich, klar definierte DNA-

Sequanzabschnitte in vitro zu amplifizieren (Mullis & Faloona, 1987). Die Methode der RT-

PCR ermöglicht eine Vervielfältigung spezifischer DNA-Abschnitte und dessen relative 

Quantifizierung. 

Definierte Oligonukleotide (Primer) grenzen den DNA-Abschnitt ein und sind komplementär 

zu den Basen der 3’ Enden von kodierendem (Forward Primer) und nicht kodierendem Strang 

(Reverse Primer). Zur Anlagerung der Primer muss der DNA-Doppelstrang zunächst durch 

Hitze denaturiert werden. Bei tieferen Temperaturen erfolgt später die Anlagerung der Primer. 

Neben den definierten Oligonukleotiden werden bei jedem Ansatz sowohl das Enzym DNA-

Polymerase als auch die zur Verlängerung der DNA benötigten Bausteine, die dNTPs, 

zugeführt. Die DNA-Polymerase verlängert den DNA-Strang ausgehend vom Oligonukleotid, 

der komplementäre Strang dient dabei als Matrize. 

Der Zyklus bestehend aus Denaturierung der DNA, Anlagerung der Primer an die 

Einzelstränge und Synthese der DNA durch DNA-Polymerase wird wiederholt, wodurch die 

DNA-Doppelstranganzahl exponentiell steigt. 

Zudem wird jedem Reaktionsansatz SYBR Green zugefügt. Dies ist ein Farbstoff, der sich in 

die gebildete doppelsträngige DNA einlagert. Bei der Bindung an die doppelsträngige DNA 

fluoresziert der Farbstoff. Die Stärke der Fluoreszenz spiegelt die Menge der mit der RT-PCR 

amplifizierten DNA wieder und wird mit dem LightCycler Analysesystem gemessen. 
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Für die Analyse, die relative Quantifizierung, werden neben der Patienten-DNA auch eine 

Calibrator-DNA und neben dem zu untersuchenden Target-Gen auch ein Referenz-Gen 

benötigt. Die Calibrator-DNA dient zur Normalisierung aller Proben innerhalb eines RT-

PCR-Laufs und als konstanter Kalibrierungspunkt zwischen mehreren Läufen. Das Referenz-

Gen Succinyldehydrogenase (SDHA) hat ein ähnliches Expressionslevel wie das Target-Gen 

und wird nicht reguliert (Housekeeping Gen). Das Verhältnis zwischen Target- und Referenz-

Gen dient dazu Unterschiede in Qualität und Quantität in jeder einzelnen Probe zu 

normalisieren. 

Normalisiertes Ratio:  

 

Die Analyse erfolgt mit der LightCycler Relativen Quantifikation Software. Es wird die 

„Calibrator- normalisierte relative Quantifizierung mit Effizienzkorrektur“ gewählt. Die 

Effizienzkorrektur korrigiert zusätzlich Unterschiede in der PCR-Effizienz zwischen Target- 

und Referenz-Gen. 

Ziel der RT-PCR war es, die Daten der Microarrays für die gewählten Gene exemplarisch und 

methodisch unabhängig zu verifizieren. Somit wurde der Expressionsunterschied der 

Patientenproben vor und nach Wachstumshormongabe im IGF-1 Generationstest überprüft. 

 

Durchführung: 

Primerherstellung und –aufbereitung 

Die Gene EGR1, EGR2, FOS und HBA1 wurden für die Verifikation per RT-PCR 

ausgewählt, SDHA stellt das Housekeeping Gen dar. Die DNA-Sequenz der Gene ist bekannt 

und wurde aus der NCBI Gendatenbank (Tabelle 13) übernommen. 

 

Tabelle 13: NCBI Genbank Nummern 

Gen NCBI Genbank (RefSeq Nummer) 

EGR1 NM_001964.2 

EGR2 NM_000399.2 

FOS NM_005252.2 

HBA1 NM_000558.3 

SDHA NM_004168.1 
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Mit Hilfe dieser Sequenzen und der Universal Probe Library (Roche Applied Science) wird 

für jedes Gen ein Primerpaar ermittelt. Bei der Primerauswahl wird darauf geachtet, dass die 

Primer Intron-Exon übergreifend sind, um die Bindung genomischer DNA zu vermeiden. 

Die Herstellung der Primer erfolgt extern in dem Syntheselabor GmbH TIB MOLBIOL in 

Berlin. Es wird eine Stammlösung mit einer Konzentration von 100µM (100 pmol/µl) durch 

Zugabe von TE-Puffer (pH 8) angelegt. Alle Oligos werden bei -20°C gelagert. 

In der Tabelle 14 wird das Pipettierschema für die RT-PCR aufgeführt. 

 

Tabelle 14: Pipettierschema der RT-PCR 

Reagenzien Pro Ansatz in µl Negativkontrolle 

SYBR® Green PCR-Mix 2 2 

Primer forward (100pmol/µl) 1 1 

Primer reverse (100pmol/µl) 1 1 

RNase-freies Wasser 6 8 

cDNA (3,125ng/µl) 2 0 

Gesamtvolumen 20 20 
 
 

Das Gesamtvolumen des PCR-Ansatzes wird in 20µl LightCycler Kapillaren pipettiert, mit 

einem Kunststoffstopfen verschlossen und daraufhin bei 3500rpm für 15 Sekunden 

zentrifugiert. 

Die Kapillaren werden in das LightCycler Probenkarussell gesetzt und das bestückte 

Probenkarussell in das LightCycler Analysesystem gestellt. 

Die RT-PCR lief nach folgendem Schema ab (Tabelle 15): 
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Tabelle 15: RT-PCR Programm 

Schritt (Zyklen) Temperatur (°C) Inkubationszeit (min) Heiz-/Kühlrate (°C/sec) 

Denaturierung (1) 95 15:00 20.00 

Synthese (50) 94 00:15 20.00 

 55 00:25 20.00 

 72 00:25 20.00 

Schmelzkurve (1) 95 00:40 20.00 

 50 00:40 20.00 

 95 00:00 0.10 

Kühlung (1) 40 01:00 20 

 

Die initiale Denaturierung bei 95°C dient der Aktivierung der DNA-Polymerase. 

Die eigentliche PCR-Phase beginnt mit einer Denaturierung bei 94°C, die eine 

Einzelstrangbildung der cDNA bewirkt. Bei einer Temperatur von 55°C folgt nun die 

spezifische Anlagerung der Primer an den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt (Annealing). 

Im Folgenden werden die Proben auf 72°C erwärmt, um optimale Synthesebedingungen für 

die DNA–Polymerase zu schaffen (Elongation). Dieser Synthese-Zyklus wird fünfzig Mal 

wiederholt. 

Die darauf folgende Schmelzkurve dient dem Spezifitätsnachweis. Am Schmelzpunkt wird 

aus der doppelsträngigen DNA einsträngige DNA. Dieser Punkt variiert je nach ihrer Länge 

und ihres Guanin- und Cytosingehalts. Der Schmelzpunkt ist für das PCR–Produkt spezifisch 

und hilft die spezifischen Produkte der RT-PCR von den unspezifischen Produkten, wie zum 

Beispiel Primer-Dimeren, abzugrenzen. Schlussendlich wird das Gerät abgekühlt. 

Bevor die Patienten-DNA mittels relativer Quantifizierung analysiert werden konnte müssen 

zunächst die Primer getestet und mit Hilfe von Verdünnungsreihen Standardkurven hergestellt 

werden. 

Primertest 

In einem ersten Schritt werden die Primer mittels RT-PCR auf ihre Spezifitat getestet. Dazu 

werden für jedes Primerpaar zwei Ansätze mit Calibrator–DNA und eine Negativkontrolle 

angelegt und auf einem Agarosegel auf die zu erwartende Länge überprüft (siehe 2.3.7). 

Standardkurve 

Die Verdünnungsreihen werden so gewählt, dass der zu erwartende Konzentrationsbereich der 

Patientenproben abgedeckt wird. Die Stammlösung der DNA mit einer Konzentration von 
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25,0ng/µl wird mit TE-Puffer 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 und 1:128 verdünnt. Die RT-PCR 

mit drei Replikaten für die insgesamt sieben Verdünnungsstufen wird für jedes Target-Gen 

und das Referenz-Gen durchgeführt und liefert nach einer Auswertung mit der LightCycler 

Relativen Quantification Software für jedes Gen eine Standardkurve. 

Patienten-DNA 

Nach Erstellen der Standardkurve beginnt die Testung der Patienten-cDNA. In der Tabelle 16 

wird exemplarisch der Aufbau eines RT-PCR Laufs dargestellt. 
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Tabelle 16: Schematischer Aufbau eines RT-PCR-Laufs 

1 Calibrator-DNA Target-Gen 

2 Calibrator-DNA Target-Gen 
3 Calibrator-DNA Target-Gen 

4 Calibrator-DNA SDHA 

5 Calibrator-DNA SDHA 
6 Calibrator-DNA SDHA 

7 Patient 1, Probe 1 Target-Gen 

8 Patient 1, Probe 1 Target-Gen 

9 Patient 1, Probe 1 Target-Gen 
10 Patient 1, Probe 1 SDHA 

11 Patient 1, Probe 1 SDHA 

12 Patient 1, Probe 1 SDHA 
13 Patient 1, Probe 2 Target-Gen 

14 Patient 1, Probe 2  Target-Gen 

15 Patient 1, Probe 2 Target-Gen 

16 Patient 1, Probe 2  SDHA 
17 Patient 1, Probe 2  SDHA 

18 Patient 1, Probe 2  SDHA 

19 Patient 2, Probe 1  Target-Gen 
20 Patient 2, Probe 1  Target-Gen 

21 Patient 2, Probe 1  Target-Gen 

22 Patient 2, Probe 1  SDHA 

23 Patient 2, Probe 1  SDHA 
24 Patient 2, Probe 1  SDHA  

25 Patient 2, Probe 2  Target-Gen 

26 Patient 2, Probe 2 Target-Gen 
27 Patient 2, Probe 2  Target-Gen 

28 Patient 2, Probe 2  SDHA 

29 Patient 2, Probe 2  SDHA 
30 Patient 2, Probe 2  SDHA 

31 Aqua SDHA 

32 Aqua Target-Gen 
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2.3.8 Agarosegelelektrophorese 

Prinzip: 

Die in der RT-PCR amplifizierten DNA-Fragmente wandern aufgrund ihrer negativen Ladung 

im elektrischen Feld in Richtung Anode und trennen sich dabei entsprechend ihrer Länge auf. 

Ethidiumbromid macht die dabei entstandenen Banden unter UV-Licht sichtbar. Mit Hilfe des 

Längenmarkers kann die Größe des amplifizierten Fragments abgeschätzt und das Ergebnis 

der RT-PCR kontrolliert werden. 

 

Durchführung: 

Hierzu wird ein zweiprozentiges Agarosegel hergestellt. In einen Erlenmeyerkolben werden 

1g Agarose und 50ml 1xTBE gegeben. Anschließend wird dieses Gemisch in einer 

Mikrowelle erhitzt und das Agarosepulver gelöst. Zwischenzeitlich wird ein Kamm in die 

Gelektrophorese-Kammer gegeben und die beiden offenen Enden mit Klebeband abgeklebt. 

Die klare Flüssigkeit wird auf etwa 60°C abgekühlt, mit 2µl Ethidiumbromid versehen und in 

die vorbereitete Gelelektrophorese-Kammer gegossen. Nach einer zehnminütigen 

Abkühlphase ist das Gel fest und der Kamm kann gezogen werden. Die Gelelektrophorese-

Kammer wird mit 1xTBE befüllt. In die Taschen werden jeweils das Gemisch aus 7µl des 

RT-PCR-Produktes und 2µl Bromphenolblau (0,125%) (mit Glycerol und Wasser) pipettiert. 

Zusätzlich zu den Patientenproben werden in den beiden äußeren Taschen der Reihe 2µl eines 

100bp (Basenpaare) Längenstandards aufgetragen. Das Gel wird für eine Stunde einer 

Netzspannung von 80V ausgesetzt. Anschließend werden die Banden auf dem UV-Tisch 

betrachtet. Die Anfertigung eines Photos unter UV-Licht ermöglicht eine Dokumentation und 

Auswertung der Banden. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Klinische Ergebnisse 

In Tabelle 17 sind die klinischen Ergebnisse der Patienten P1 bis P14 nach mindestens sechs 

Monaten Wachstumshormontherapie aufgeführt. Neben auxologischen Daten wie der 

Unterschenkellänge an Tag 1 und Tag 5 als Kurzzeitwert des Therapieansprechens und der 

Wachstumsrate (WR) und dessen Standardabweichung vor und unter 

Wachstumshormontherapie ist auch der Serumparameter IGF-1 dargestellt. Übersichtshalber 

werden auch die Werte vor Therapiebeginn in der Tabelle mit aufgeführt. 

Tabelle 17: Auxologische Daten und IGF-1 Werte der Patienten 
 (*teilweise unter bis dahin bestehender Wachstumshormongabe, **unter IGF-1 Gabe) 
Patient P1 P2 P3 

Diagnose Zustand nach 

Craniopharyngeom 

Bioinaktives 

Wachstumshormon 

Verdacht auf 

GH-Resistenz 

Körperhöhe vor 

Therapiebeginn, (cm, SDS) 

138,6cm (-1,10) 127,1cm (-2,10) 121,1cm (-3,21) 

Körperhöhe unter Therapie, 

(cm, SDS) 

144,6cm (-0,55) 131,1cm (-1,76) 123,3cm (-3,11) 

WR vor Therapiebeginn,  

(cm/Jahr, SDS) 

1,81 (-2,88) 4,64 (-0,79) *4,74 (-0,75) 

WR unter Therapie, 

(cm/Jahr, SDS) 

11,85 (3,72) 8,25 (3,79) **4,73 (-0,53) 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1 

365,2mm 311,5mm 285,5mm 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 5  

366,7mm 311,6mm 286,3mm 

Anstieg der 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1-5 

1,5mm 0,1mm 0,8mm 

IGF-1(ng/ml),Tag1 (Perzentile)  53 (<P0.1) 
 

68 (P0.1) 
 

67 (P0) 
 

IGF-1(ng/ml),Tag5 (Perzentile) 

 

328 (P90-95) 
 

113 (P10) 
 

430 (>P99) 
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Tabelle 17: Auxologische Daten und IGF-1 Werte der Patienten 

Patient P4 P5 P6 

Diagnose Neurosekretorische 

Dysfunktion 

Ullrich-Turner 

Syndrom 

Neurosekretorische 

Dysfunktion 

Körperhöhe vor 

Therapiebeginn, 

(cm, SDS) 

124,4cm (-2,43) 138,7cm (-2,39) 112,8cm (-3,40) 

Körperhöhe unter Therapie, 

(cm, SDS) 

129,0cm (-1,97) 142,5cm (-2,33) 117,1cm (-3,03) 

WR vor Therapiebeginn,  

(cm/Jahr, SDS) 

4,98 (-0,43) 4,51 (-1,01) 5,99 (0,39) 

WR unter Therapie, 

(cm/Jahr, SDS) 

9,49 (5,45) 8,26 (1,38) 8,31 (3,37) 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1 

294,4mm 350,0mm 269,4mm 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 5  

295,6mm 351,1mm 269,9mm 

Anstieg der 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1-5 

1,2mm 1,1mm 0,5mm 

IGF-1 (ng/ml), Tag 1  

(Perzentile)  

99 (P8) 
 

208 (P16) 
 

133 (P39) 
 

IGF-1 (ng/ml), Tag 5  

(Perzentile) 

90 (P5) 
 

574 (P85) 144 (P47) 
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Tabelle 17: Auxologische Daten und IGF-1 Werte der Patienten 

Patient P7 P8 P9 

Diagnose Neurosekretorische 

Dysfunktion, 

Z.n. Rheumatoide 

Arthritis 

Neurosekretorische 

Dysfunktion 

Hypophysärer 

GH-Mangel 

Körperhöhe vor 

Therapiebeginn, 

(cm, SDS) 

155,4cm (-1,84) 141,8cm (-3,14) 133,9cm (-1,98) 

Körperhöhe unter Therapie, 

(cm, SDS) 

161,0cm (-1,62) 146,0cm (-2,90) 142,5cm (-1,33) 

WR vor Therapiebeginn,  

(cm/Jahr, SDS) 

6,03 (-0,71) 5,22 (0,60) 6,06 (0,08) 

WR unter Therapie, 

(cm/Jahr, SDS) 

11,05 (2,18) 8,03 (3,97) 9,52 (2,07) 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1 

415,6mm 371,8mm 332,6mm 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 5  

416,4mm 372,9mm 334,3mm 

Anstieg der 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1-5 

0,8mm 1,1mm 1,7mm 

IGF-1 (ng/ml), Tag 1  

(Perzentile) 

85 (P<0.1) 
 

134 (P<0.1) 
 

258 (P58) 

IGF-1 (ng/ml), Tag 5  

(Perzentile) 

307 (P21) 
 

274 (P20) 
 

280 (P77) 
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Tabelle 17: Auxologische Daten und IGF-1 Werte der Patienten 

Patient P10 P11 P12 

Diagnose Neurosekretorische 

Dysfunktion 

Bioinaktives 

Wachstumshormon 

Neurosekretorische  

Dysfunktion 

Körperhöhe vor 

Therapiebeginn, 

(cm, SDS) 

126,2cm (-2,67) 130,0cm (-1,88) 116,3cm (-3,14) 

Körperhöhe unter Therapie,   

(cm, SDS) 

134,5cm (-1,83) 135,3cm (-1,49) 121,7cm (-2,50) 

WR vor Therapiebeginn, 

(cm/Jahr, SDS) 

4,67 (-0,77) 7,37 (2,75) 4,47 (-1,56) 

WR unter Therapie, 

(cm/Jahr, SDS) 

9,41 (4,52) 9,93 (5,42) 10,43 (5,57) 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1 

308,0mm 315,0mm 265,6mm 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 5  

309,5mm 316,8mm 267,4mm 

Anstieg der 

Unterschenkellänge (mm), 

Tag 1-5 

1,5mm 1,8mm 1,8mm 

IGF-1 (ng/ml), Tag 1  

(Perzentile)  

106 (P2) 
 

104 (P5) 109 (P8) 

IGF-1 (ng/ml), Tag 5  

(Perzentile) 

144 (P18) 
 

156 (P37) 205 (P55) 
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Tabelle 17: Auxologische Daten und IGF-1 Werte der Patienten 

Patient P13 P14 

Diagnose Neurosekretorische 

Dysfunktion 

SGA 

Körperhöhe vor Therapiebeginn, 

(cm, SDS) 

128,7cm (-2,78) 125,1cm (-2,65) 

Körperhöhe unter Therapie,  

(cm, SDS) 

135,1cm (-2,37) 129,1cm (-2,36) 

WR vor Therapiebeginn,  

(cm/Jahr, SDS) 

3,60 (-1,64) 8,03 (2,25) 

WR unter Therapie, 

(cm/Jahr, SDS) 

7,19 (0,62) 7,53 (1,44) 

Unterschenkellänge (mm), Tag 1 325,6mm 297,4mm 

Unterschenkellänge (mm), Tag 5 326,9mm 298,4mm 

Anstieg Unterschenkellänge 

(mm), Tag 1-5 

1,3mm 1,0mm 

IGF-1 (ng/ml), Tag 1  

(Perzentile)  

120 (P3) 340 (P91) 

IGF-1 (ng/ml), Tag 5  

(Perzentile) 

187 (P25) 606 (>P99) 

 

Zur Veranschaulichung der in der Tabelle 17 aufgeführten Ergebnisse werden in der 

Abbildung 5 die Standardabweichung der Wachstumsraten vor und nach Therapie graphisch 

dargestellt. Die Wachstumsraten (cm/Jahr) der Patienten wurden zum einen über einen 

Zeitraum von sechs Monaten vor und zum anderen über einen Zeitraum von sechs Monaten 

nach Therapiebeginn berechnet. Der erste Wert von Patient P3 wurde unter 

Wachstumshormongabe, der zweite Wert unter IGF-1 Gabe berechnet. Das Balkendiagramm 

gibt die Standardabweichung der Wachstumsraten über die jeweiligen Zeiträume vor und 

nach sechs Monaten Wachstumshormongabe wieder. Die y-Achse zeigt die 

Standardabweichungen der Wachstumsraten, die x-Achse zeigt die Patienten. 
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Abbildung 5: Standardabweichungen (SDS) der Wachstumsraten der Patienten P1 bis P14 
 

Die Abbildung 5 zeigt bei 13 von 14 Patienten einen Anstieg der Standardabweichung der 

Wachstumsraten, bei Patient P14 einen Abfall der Standardabweichung der Wachstumsrate. 

In der Abbildung 6 werden auf der y-Achse der Anstieg der Unterschenkellänge von Tag 1 

bis Tag 5 der Wachstumshormontherapie und auf der x-Achse die Patienten P1 bis P14 

dargestellt. 

 
Abbildung 6: Anstieg der Unterschenkellänge (mm, Tag 1 bis Tag 5 der Therapie) 
 
Mit Ausnahme von Patient P2 zeigen alle Patienten von Tag 1 bis Tag 5 der 

Wachstumshormongabe einen deutlichen Anstieg der am Knemometer gemessenen 

Unterschenkellänge. 

In der Abbildung 7 erfolgt eine graphische Darstellung der in der Tabelle 17 aufgeführten 

IGF-1 Werte. Das Balkendiagramm zeigt die IGF-1 Werte im Rahmen des IGF-1 
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Generationstest an Tag 1 und an Tag 5 der Wachstumshormongabe. Der Anstieg der IGF-1 

Konzentration ist bei einem mindestens 1,5fachen Anstieg signifikant. Die y-Achse zeigt die 

IGF-1 Konzentration (ng/ml), die x-Achse zeigt die Patienten. 

 

Abbildung 7: IGF-1 Werte der Patienten P1 bis P14 
 
Einen signifikanten Anstieg der IGF-1 Werte zeigen 10 von 14 Patienten. Die Patienten P6, 

P9 und P10 zeigen nur einen geringen Anstieg der IGF-1 Werte, Patient P4 einen Abfall der 

IGF-1 Werte. 

 

3.2 Microarray-Daten und hierarchische Clusteranalyse 

Nach dem Scannen der Microarrays und der Primärdatenbearbeitung (Gridding) mittels Gene 

Pix Pro 6.0 wurden die Daten in die ‚Stanford Microarray Data Base’ eingegeben. Insgesamt 

wurden 10 Microarrays ausgewertet (Patient P1 bis P7, Duplikate von Patient P1, P3 und P4). 

Die folgende Abbildung zeigt als Beispiel das Bild eines der hybridisierten Microarrays 

(Abb. 8a) auf dem etwa 32,000 Gene abgebildet sind. Jeder Punkt symbolisiert ein Gen. Ein 

grünes Signal symbolisiert ein herunterreguliertes Gen, ein rotes Signal ein hochreguliertes 

Gen. Die Abbildung 8b zeigt einen vergrößerten Ausschnitt des Microarrays. Ein einzelner 

Punkt, in diesem Fall das hochregulierte Gen EGR1, wird in der Abbildung 8c dargestellt. 
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Abbildung 8: 8a. Microarray 8b. Ausschnittvergrößerung 8c. Hochreguliertes EGR1 
 

Alle Gene, die in den 10 ausgewerteten Microarrays mehr als zweifach hoch- oder 

herunterreguliert worden sind, wurden einer hierarchischen, unsupervidierten Clusteranalyse 

unterzogen. 

 
Abbildung 9: Hierarchische Clusteranalyse von 10 cDNA-Microarrays 

8a 8b 
b 

8c 
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Die x-Achse der Abbildung 9 zeigt die Patienten (P1 bis P7) und die y-Achse die Gene. Jeder 

Farbpunkt stellt ein Gen dar. Ein zunehmend grüner Punkt symbolisiert ein zunehmend 

herunterreguliertes Gen, ein zunehmend roter Punkt ein zunehmend hochreguliertes Gen, ein 

schwarzer Punkt ein nicht reguliertes Gen. Auf der linken Seite der Abbildung 9 sind alle 360 

in dieser Clusteranalyse gefilterten Transkripte aufgeführt. Der in der y-Achse sichtbare 

Stammbaum spiegelt die Ähnlichkeit der Genexpression bezogen auf die 10 Microarrays 

wider. Gene mit einem ähnlichen Expressionsmuster clustern eng zusammen. Je weiter die 

Gene oder Cluster in der Graphik voneinander entfernt sind, desto unterschiedlicher ist die 

Expression der darin enthaltenen Gene. Die auf der linken Seite der Abbildung 9 gelb 

markierten Cluster sind vergrößert in der Mitte der Abbildung abgebildet. Auf der rechten 

Seite der Abbildung 9 sind die Namen der dargestellten Gene aufgelistet, dabei sind die Gene 

in roter Schrift angezeigt, dessen Microarray-Daten in der Abbildung 10 graphisch dargestellt 

sind und in einem nächsten Schritt mit Hilfe der RT-PCR validiert wurden. 

 

Die Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse der Microarray-Analyse der Gene EGR1, EGR2, FOS 

und HBA1. Auf der x-Achse sind die Patienten P1 bis P7 aufgeführt. Bei den Patienten P1, P3 

und P4, bei denen jeweils zwei Microarrays angefertigt wurden, wird der zweite Wert 

aufgeführt. In den einzelnen Diagrammen wird auf der y-Achse die Regulation der EGR1-, 

EGR2-, FOS- und HBA1-Gene dargestellt. Die Werte zwischen 0 und 1 geben eine 

Herunterregulation, Werte über 1 eine Hochregulation der Gene an. Der Wert 1 bedeutet, dass 

das Gen nicht reguliert wurde. 

 

Abbildung 10: Microarray-Analyse der Gene EGR1, EGR2, FOS und HBA1 
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Die Patienten P1, P2 und P7 zeigen in allen vier Genen eine Hochregulation. Bei den 

Patienten P3 und P5 werden die Gene EGR1, EGR2 und FOS hochreguliert, das Gen HBA1 

herunterreguliert. Die Patienten P4 und P6 zeigen eine Herunterregulation der Gene EGR1, 

EGR2 und FOS. Das Gen HBA1 wird bei Patient P4 stark hoch- und bei Patient P6 nicht 

reguliert. Somit ergeben sich für unterschiedliche Patienten verschiedene Profile herauf- und 

herunterregulierter Gene. Es lässt sich kein für alle Patienten uniformes Muster identifizieren. 

 

3.3 RT-PCR 

 

3.3.1 Agarosegelelektrophorese 

Die Größe der mit der RT-PCR amplifizierten DNA-Moleküle wurde mittels 

Agarosegelelektrophorese bestimmt und mit den zu erwartenden Werten abgeglichen. In der 

Abbildung 11 ist auf den beiden äußeren Bahnen 1 und 16 ein 100bp (Basenpaare) Standard 

aufgetragen. Die untersuchten Gene EGR1 (Bahn 2 und 3), EGR2 (Bahn 5 und 6), FOS (Bahn 

8 und 9) und HBA1 (Bahn 11 und 12) und das Housekeeping-Gen SDHA (Bahn 14 und 15) 

sind auf jeweils zwei Bahnen nebeneinander aufgetragen. Zwischen jedem Gen wurde eine 

Bahn frei gelassen. 

 

Abbildung 11: Agarosegelelektrophorese von EGR1, EGR2, FOS, HBA1 und SDHA 
 

 

2072 bp 

  600 bp 

100 bp 

2072 bp 

  600 bp 

100 bp 

EGR1 EGR2 FOS HBA1 SDHA 100 bp ladder 100 bp ladder 
1   2  3       5  6       8  9    11 12     14 15   16 
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Auf den beladenen Bahnen sind jeweils zwei parallel liegende Banden zu sehen, die unter 

UV-Licht ein starkes Signal abgeben. Bei der Abgleichung mit den zu erwartenden Werten 

für die Länge der einzelnen PCR-Fragmente konnte sichergestellt werden, dass es sich bei den 

amplifizierten RT-PCR Produkten um die Gene EGR1 mit 103 bp, EGR2 mit 121 bp, FOS 

mit 72 bp, HBA1 mit 82 bp und SDHA mit 88 bp handelt. 

 

3.3.2 RT-PCR-Daten 

Die Daten der in der Abbildung 9 rot markierten Gene wurden mit Hilfe der quantitativen RT-

PCR methodisch unabhängig validiert. SDHA diente als Housekeeping-Gen. 

Die beiden folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der RT-PCR für die Patienten P1 

bis P7 (Abb. 12) und für die Patienten P8 bis P14 (Abb. 13). Auf der y-Achse sind die 

Genexpressionsdaten (RT-PCR Daten) und auf der x-Achse die Patienten abgebildet. 

 

Abbildung 12: RT-PCR Ergebnisse der Patienten P1 bis P7 
 
Die Abbildung 12 zeigt eine Hochregulation der Gene EGR1, EGR2, FOS und HBA1 bei den 

Patienten P1-P3 und P7. Die Patienten P4 und P6 zeigen eine Herunterregulation der Gene 

EGR1, EGR2 und FOS und eine Hochregulation des Gens HBA1. Die Gene EGR1 und EGR2 

sind bei dem Patienten P5 hochreguliert, während die Gene FOS und HBA1 herunterreguliert 

sind. 
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Abbildung 13: RT-PCR Ergebnisse der Patienten P8 bis P14 
 
Die Abbildung 13 zeigt eine Hochregulation aller Gene (EGR1, EGR2, FOS und HBA1) bei 

den Patienten P8 und P10. Die Gene EGR1, EGR2 und FOS sind beim Patienten P9 

hochreguliert, das Gen HBA1 herunterreguliert. Patient P11 zeigt eine Herunterregulation der 

Gene EGR1, FOS und HBA1 und eine Hochregulation des Gens EGR2. Beim Patienten P12 

sind die Gene EGR1, EGR2 und HBA1 hochreguliert, das Gen FOS herunterreguliert. Die 

Patienten P13 und P14 zeigen eine Herunterregulation der Gene EGR1, EGR2 und FOS und 

eine Hochregulation des Gens HBA1. 

 

3.3.3 Korrelation der Microarray und RT-PCR Daten 

Die Daten der Microarray Analyse und die Daten der RT-PCR sind miteinander korreliert 

worden. Die Korrelationen der beiden Datensätze sind graphisch in Abbildung 14 dargelegt. 

Dabei sind die Microarray Daten auf der x-Achse und die RT-PCR Daten auf der y-Achse 

aufgetragen worden. 
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Abbildung 14: Korrelation der Microarray und RT-PCR Daten 
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Die Ergebnisse in der Abbildung 14 zeigen, dass die Microarray- und RT-PCR- Daten 

miteinander folgendermaßen korrelieren: EGR1: R²= 0,96; EGR2: R²=0,99; FOS: R²=0,86 

und HBA1: R²=0,58. Insofern ließen sich alle selektierten Gene mittels RT-PCR unabhängig 

validieren. 

 

3.4 Korrelationen 

3.4.1 Korrelation der IGF-1 Werte mit auxologischen Daten und RT-PCR-Daten 

Das Delta der IGF-1 Konzentrationen zwischen dem stimulierten Wert am Tag 5 und dem 

Basalwert am Tag 1 und der Quotient der beiden IGF-1 Konzentrationen im IGF-1 

Generationstest wurden mit verschiedenen auxologischen Daten korreliert. In der Tabelle 18 

werden die Ergebnisse der Korrelationen (Bestimmtheitsmaß R2) als Zahlenwert aufgeführt. 

Basis dieser Berechnungen sind die Daten aller 14 Patienten, bei denen sowohl biologische 

Parameter aufgeführt werden, die ein Kurzzeitansprechen auf die Wachstumshormontherapie 

(Delta der Unterschenkellängen zwischen Tag 1 und Tag 5) darstellen, als auch biologische 

Parameter, die über einen längeren Beobachtungszeitraum von 6 bis 12 Monaten erhoben 

wurden. 

Tabelle 18: Korrelation der IGF-1 Änderungen mit auxologischen Daten 

 Delta der IGF-1 Konz. 

(Tag 5 – Tag 1) 

IGF-1 Quotient 

(Tag 5/Tag 1) 

Delta der Unterschenkellänge (mm) 

(Tag 5 – Tag 1) 

0,0167 0,0073 

Körperhöhen-SDS Quotient 

(SDS unter Therapie/SDS vor Therapie) 

0,006 0,0807 

Delta der SDS der Körperhöhen 

(SDS unter Therapie – SDS vor Therapie) 

0,355 0,1281 

Wachstumsrate unter Therapie (cm/Jahr) 0,0638 0,006 

Wachstumsraten-Quotient  

(WR unter Therapie/WR vor Therapie) 

0,0298 0,2474 

Delta der Wachstumsraten (cm/Jahr) 

(WR unter Therapie – WR vor Therapie) 

0,0076 0,0525 

Delta der SDS der Wachstumsrate 

(SDS unter Therapie – SDS vor Therapie) 

0,1532 0,0041 
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Die Ergebnisse in Tabelle 18 zeigen, dass für die Gesamtheit aller 14 Patienten keine 

Korrelation zwischen den im IGF-1 Generationstest gemessenen Serumparametern und den 

sieben untersuchten auxologischen Daten besteht. 

Die Tabelle 19 führt die Bestimmtheitsmaße (R2) der IGF-1 Werte mit den RT-PCR Daten 

(Vielfaches der basalen Genexpression) von EGR1, EGR2, FOS und HBA1 auf. 

 

Tabelle 19: Korrelation der IGF-1 Werte mit RT-PCR Daten 

 Vielfaches der basalen Genexpression von: 

 EGR1 EGR2 FOS HBA1 

Delta der IGF-1 Konzentration 

(Tag 5 – Tag 1) 

0,0153 0,0213 6-7 0,1489 

IGF-1 Quotient 

(IGF-1 Tag 5/IGF-1 Tag 1) 

3-5 0,0016 0,0103 0,0236 

 

Zwischen den Serumparametern des IGF-1 Generationstests und den 

Genexpressionsänderungen der Gene EGR1, EGR2, FOS und HBA1 kann für die 

Grundgesamtheit aller 14 Patienten keine Korrelation festgestellt werden. 

 

3.4.2 Korrelation auxologischer Daten mit RT-PCR Daten 

Die RT-PCR Daten (Vielfaches der basalen Genexpression) der Gene EGR1, EGR2, FOS und 

HBA1 wurden mit verschiedenen biologischen Parametern der Patienten unter Therapie 

korreliert. Die Bestimmtheitsmaße (R2) sind in Tabelle 20 dargestellt. 



 59 

Tabelle 20: Korrelation auxologischer Parameter mit RT-PCR Daten 

 Vielfaches der basalen Genexpression von:  

 EGR1 EGR2 FOS HBA1 

Delta der Unterschenkellänge (mm) 

(Tag 5 – Tag 1) 

0,3384 0,3474 0,2830 0,0573 

Körperhöhen-SDS Quotient 

(SDS unter Therapie/SDS vor Therapie) 

0,0001 0,0039 0,0189 0,0676 

Delta der SDS der Körperhöhen 

(SDS unter Therapie – SDS vor Therapie) 

4-6 0,0004 0,0550 0,2204 

Wachstumsrate unter Therapie (cm/Jahr) 0,0007 0,0073 0,0044 0,0592 

Wachstumsraten-Quotient  

(WR unter Therapie/WR vor Therapie) 

7-5 0,0045 0,0016 0,0499 

Delta der Wachstumsraten (cm/Jahr) 

(WR unter Therapie – WR vor Therapie) 

0,0057 8-5 0,0007 0,1364 

Delta der SDS der Wachstumsrate 

(SDS unter Therapie – SDS vor Therapie) 

0,0366 0,0272 0,0150 0,3716 

 
Für die 14 Patienten kann keine Korrelation zwischen den Genexpressionsänderungen und 

den aufgeführten biologischen Daten unter der Wachstumshormontherapie aufgestellt werden. 

Die Datensätze beinhalten sowohl biologische Parameter des Kurzzeitansprechens auf die 

Wachstumshormontherapie (Delta der Unterschenkellängen zwischen Tag 1 und Tag 5) als 

auch biologische Parameter, die einen längeren Beobachtungszeitraum darstellen. Hierzu 

zählen das Vielfache des Anstiegs des SDS der Körperhöhe (Körperhöhen-SDS Quotient), 

das Delta des SDS der Körperhöhe, die Wachstumsrate unter Therapie, das Vielfache des 

Anstiegs der Wachstumsrate (Wachstumsraten-Quotient), das Delta der Wachstumsraten und 

das Delta der SDS der Wachstumsraten. 
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4. Diskussion 

 

In der vorliegenden Arbeit wird mittels Microarray und RT-PCR untersucht, ob und welche 

Veränderungen der Genexpression in peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) nach 

Wachstumshormongabe auftreten (Brämswig et al. 2007, Poster). Ziel der Arbeit ist es, nach 

einer viertägigen Wachstumshormongabe im Rahmen des IGF-1 Generationstests spezifische, 

auf die Gabe von Wachstumshormon zurückzuführende Änderungen der Genexpression in 

PBMC nachzuweisen. 

Clayton et al. (2007, Poster) untersuchten zeitgleich in der „PREDICT study“ den Einfluss 

einer einmonatigen Wachstumshormontherapie auf die Genexpression in allen 

Subpopulationen von Blutzellen („whole blood“). Durch die Isolation von PBMC aus den 

Blutproben wurde in der vorliegenden Arbeit die möglicherweise zu einer Verfälschung der 

Ergebnisse führende Genexpression in Retikulozyten, Leukozyten und Lymphozyten 

eliminiert. 

Whatmore et al. (2007, Poster) haben den Einfluss einer Wachstumshormongabe auf die 

Genexpression der Fibroblasten von Mädchen mit einem Ullrich-Turner-Syndrom (n = 4) in 

vitro untersucht und mit der Genexpression der Fibroblasten von Kontrollpersonen (n = 2) 

verglichen. Die basale Genexpression war unterschiedlich, die Wachstumshormongabe führte 

bei der Kontrollgruppe zu einer ausgeprägteren Genexpressionsänderung als bei den Mädchen 

mit einem Ullrich-Turner Syndrom. 

Im Jahr 2008 haben Whatmore et al. bei 6 Patienten den Einfluss einer dreimonatigen 

Wachstumshormontherapie auf die Genexpression in PBMC untersucht (Whatmore et al., 

2008). In dieser Pilot Studie konnten signifikante Expressionsunterschiede der Gene SOCS1, 

NR4A2, CREM und RGS1 nur bei den 3 Patienten mit einem Wachstumshormonmangel, 

nicht aber bei den 3 Mädchen mit einem Ullrich-Turner-Syndrom nachgewiesen werden. Die 

Gene EGR1, EGR2, FOS und HBA1 wurden nicht identifiziert und nicht weiter untersucht. 

 

4.1 Methodische Aspekte  

Wachstumshormonbedingte Veränderungen der Genexpression können nur dargestellt 

werden, wenn die PBMC einen Wachstumshormonrezeptor und/oder einen IGF-1 Rezeptor 

exprimieren. Valerio et al. haben zeigen können, dass der Wachstumshormonrezeptor auf den 

PBMC exprimiert wird (Valerio et al., 1997). In einer anderen Arbeit haben Kooijman et al. 
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den IGF-1 Rezeptor auf den PBMC nachgewiesen (Kooijman et al., 1992). Veränderungen 

der Genexpression in PBMC können daher die Folge einer Wachstumshormongabe sein. Eine 

weitere Arbeitsgruppe konnte zudem zeigen, dass PBMC in vitro nach 

Wachstumshormongabe IGF-1 sezernieren (Auernhammer et al., 2002). 

Microarray-Methode 

Für die Zuverlässigkeit der Ergebnisse ist die Auswahl der Methoden von großer Bedeutung. 

Die Microarray Methode ist eine weltweit akzeptierte Methode zur Messung der 

Genexpression. Die cDNA wird hochspezifisch auf den Arrays gebunden. Die Methode 

zeichnet sich durch eine hohe Zuverlässigkeit aus (Brown & Botstein, 1999). Dies gilt jedoch 

nur, wenn ein außerordentlich hohes Maß an Qualitätskontrolle, Validation, 

Datenbankmanagement und Biomathematik zur Verfügung steht. Diese Voraussetzungen 

waren im vorliegenden Projekt in Zusammenarbeit mit der Stanford Universität, Kalifornien, 

USA gegeben. 

Die Microarray Methode ist ein geeignetes Screening Verfahren, um die Genexpression einer 

Vielzahl von Genen gleichzeitig zu messen (Brown & Botstein, 1999; Shalon et al., 1996) 

und mögliche Targets einer pharmakologischen Behandlung zu identifizieren. Die von uns 

verwendete Methode erlaubt jedoch keine exakte Quantifikation der Genexpression, da 

lediglich die relative Änderung der Genexpression zwischen den Zuständen vor und nach 

Behandlung detektiert wurde. Basale Genexpressionsunterschiede der Patienten, die 

möglicherweise schon vor der Behandlung mit Wachstumshormon bestehen, können mit 

dieser Methode nicht erfasst werden. Die Erfassung basaler Unterschiede der Genexpression 

wäre mit Hilfe von sogenannten Typ II Microarray-Experimenten möglich, bei denen die 

Genexpression beider Proben im Vergleich zu einer „common reference Probe“ gemessen 

wird (Dudley et al., 2002). Die Typ II Microarray-Experimente, die von der 

kinderendokrinologischen Arbeitsgruppe in Kiel regelmäßig eingesetzt werden, überschreiten 

jedoch den Fokus der vorliegenden Arbeit, die Genexpressionsänderungen in PBMC und 

nicht die basalen Unterschiede der Genexpression erfassen will. Die Typ II Microarray 

Untersuchungen werden derzeit als Folgeprojekt durchgeführt. 

Hierarchische Clusteranalyse 

Die große Datenmenge der Microarrays wurde zunächst durch eine unsupervidierte 

hierarchische Clusteranalyse auf eine überschaubare Anzahl relevanter Gene reduziert (Eisen 

et al., 1998) und graphisch dargestellt (Abb. 9). Durch die Anwendung der hierarchischen 

Clusteranalyse ist es möglich, Genexpressionsmuster ausfindig zu machen und die Bedeutung 

einzelner Gene zu überprüfen (4.2). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass im 
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Rahmen einer unsupervidierten hierarchischen Clusteranalyse interessante Gene fälschlich 

herausgefiltert werden. 

RT-PCR 

Microarray-Daten können mit einer sensitiveren Methode zur Messung der Genexpression 

validiert werden. Die RT-PCR ist als Methode mit hoher Sensitivität und Assay-Spezifität 

anerkannt. Trotz einer hohen Sensitivität und Spezifität kann jedoch auch die SYBR Green 

RT-PCR bei Anwesenheit von Primer-Dimeren und unspezifischen Amplifikaten falsch 

positive Signale generieren, da der SYBR Green Farbstoff sich unspezifisch in 

doppelsträngige DNA einlagert (Arikawa et al., 2008). Zur Erhöhung der Spezifität wurde ein 

sorgfältiges Primerdesign durchgeführt, eine durch Hitze aktivierte DNA-Polymerase 

verwendet und nach jedem RT-PCR-Lauf eine Schmelzkurve angefertigt. Die Verwendung 

von Intron-Exon-übergreifenden Primern schließt eine Amplifikation genomischer DNA aus. 

Außerdem zeigt die Agarosegelelektrophorese der RT-PCR-Amplifikate starke Einzelbanden, 

die nach dem Längenstandard mit den gesuchten Genen EGR1, EGR2, FOS und HBA1 

übereinstimmt. Diese Maßnahmen, die Ergebnisse der Agarosegelelektrophorese und die 

hohe Korrelation der Microarray- und RT-PCR-Daten bestätigen, dass es sich bei den 

untersuchten Genen um EGR1, EGR2, FOS und HBA1 handelt. 

Der Vergleich der Abbildungen 10 und 12 zeigt, dass mit der Microarray-Methode (Abb. 10) 

und mit der Methode der RT-PCR (Abb. 12) nahezu identische Genexpressionsprofile für die 

Patienten P1 bis P7 identifiziert werden. Die Genexpressionsprofile der Patienten P3, P5 und 

P6 unterscheiden sich beim Vergleich der beiden Methoden nur in der Expression eines 

einzelnen der vier untersuchten Gene. Die hohe Reproduzierbarkeit der Daten (Abb. 10 versus 

Abb. 12) und die hohe Korrelation der beiden Datensätze (Abb. 14) zeigen, dass die 

identifizierten Muster der untersuchten Gene EGR1, EGR2, FOS und HBA1 mit hoher 

Zuverlässigkeit spezifische Genexpressionsantworten auf die Wachstumshormontherapie der 

einzelnen Individuen darstellen. 

Auxologische Daten 

Zusätzlich zu den Genexpressionsdaten sind auch auxologische Parameter erhoben worden, 

um das Wachstum vor und unter Wachstumshormontherapie zu dokumentieren. Einen 

Anstieg der SDS der Wachstumsrate (WR) zeigen 13 von 14 Patienten. Ausnahme ist der 

Patient P14 mit einem Abfall der WR-SDS (Abb. 5). Als weiterer auxologischer Parameter ist 

die Unterschenkellänge erfasst worden. Einen deutlichen Anstieg der Unterschenkellänge 

zeigen alle Patienten mit Ausnahme von Patient P2 (Abb. 6). Insofern liegt im 
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Kurzzeitverlauf ein relevantes biologisches Ansprechen fast aller Patienten auf die Therapie 

vor. Dies bestätigt auch die biologische Relevanz der jeweils gestellten Diagnosen. 

Für die Korrelation der auxologischen Parameter mit den Genexpressionsänderungen ist die 

korrekte Messung der Körperhöhen und der Unterschenkellängen wichtig. Die Körperhöhen 

und die Unterschenkellängen wurden von geschultem Personal mit demselben Stadiometer 

bzw. Knemometer erhoben. Die Daten zur Körperhöhe und zur Knemometrie zeichnen sich 

daher durch eine hohe Zuverlässigkeit und sehr gute Reproduzierbarkeit aus (Hermanussen et 

al., 1985). 

Die Körperhöhen wurde über einen Zeitraum von 6 bis 12 Monaten gemessen, die sich daraus 

ergebende Wachstumsrate auf ein Jahr (cm/Jahr) hochgerechnet. Auf diesem Wege konnte 

eine Vergleichbarkeit zwischen den Patienten mit unterschiedlichen Beobachtungszeiträumen 

hergestellt werden. Dieses Verfahren ist ungenau, wenn kürzere als die oben genannten 

Zeitintervalle auf ein Jahr hochgerechnet werden. 

Serumparameter 

Einen signifikanten Anstieg der IGF-1 Werte im IGF-1 Generationstest haben 10 von 14 

Patienten. Die Patienten P6, P9 und P10 zeigen nur einen geringen Anstieg und der Patient P4 

einen Abfall der IGF-1 Konzentration (Abb. 7). 

Für die Interpretation der Ergebnisse ist die Vergleichbarkeit der Serumparameter wichtig. 

Bei Verwendung unterschiedlicher Messmethoden sind die IGF-1 Werte kaum vergleichbar 

(Clemmons, 2007). Die korrekte Messung der Serumparameter IGF-1, IGF-BP3 und GH wird 

in dieser Arbeit dadurch sichergestellt, dass alle Proben im Labor der internen Arbeitsgruppe 

mit der jeweils gleichen Methode gemessen wurden. 

 

4.2 Funktionen der Gene 

Gene, die in der Clusteranalyse eng beieinander liegen und die ein sehr ähnliches 

Expressionsprofil bezogen auf die Behandlung und die Patienten aufweisen, haben 

möglicherweise eine ähnliche Funktion (Eisen et al., 1998). Die Clusteranalyse zeigt, dass die 

Expression der Gene EGR1, EGR2 und FOS in einem sehr ähnlichen Muster verändert wird. 

Diese drei Gene treten in nah beieinander liegenden Clustern auf. EGR1 und FOS sind beide 

in für das Längenwachstum entscheidenden Geweben, dem Knochen und Knorpel, 

nachgewiesen worden. Sie haben im Mausmodell (EGR1) und in menschlichen 

Röhrenknochen und der Schädelkalotte (FOS) eine Funktion als Transkriptionsfaktoren in 

Osteoblasten und Osteoklasten (Fang et al., 1995; McMahon et al., 1990; Sandberg et al., 
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1988a; Sandberg et al., 1988b). EGR1 und FOS haben damit möglicherweise auch einen 

Einfluss auf das physiologische Längenwachstum und die Skelett-Entwicklung (Dony & 

Gruss, 1987; McMahon et al., 1990). Diese Funktionen der Gene EGR1 und FOS sind im 

Hinblick auf diese Arbeit besonders interessant, da ein Anstieg der Genexpression 

möglicherweise auf eine Beschleunigung des Längenwachstums und auf ein gutes 

Ansprechen auf die Wachstumshormontherapie, ein Abfall der Genexpression hingegen auf 

eine Verlangsamung des Wachstums hindeuten könnte. Die Hochregulation der Gene mit 

signifikant beschleunigtem Wachstum (p< 0.001, t-test) wird bei den Patienten P1-P3, P7-

P10, die Herunterregulation der Gene EGR1 und FOS mit verlangsamtem Wachstum bei 

Patient P14 gesehen. Andererseits zeigen die Patienten P4, P6, P11 und P13 einen Abfall der 

Genexpression von EGR1 und FOS bei signifikantem Anstieg der Wachstumsrate (p<0.01, t-

test). In dieser Untersuchung unterstützen 10 von 14 Patienten die Hypothese, dass über die 

Regulation der Gene EGR1 und FOS das Längenwachstum beeinflusst wird. Diese ersten 

Hinweise müssen an einem größeren Patientenkollektiv bestätigt oder verworfen werden. 

Das in dieser Arbeit ebenfalls untersuchte Gen HBA1 ist in der Clusteranalyse weit von den 

Genen EGR1, EGR2 und FOS entfernt und tritt mit den HB-Genen HBB, HBE1 etc. in einem 

Cluster auf. Chung et al. (2006) haben mit Untersuchungen auf Protein-Ebene („Protein Chip“ 

Massenspektrometrie) gezeigt, dass nach einer dreiwöchigen Gabe von Wachstumshormon 

vor allem HBA1 vermehrt gebildet wird. (Chung et al., 2006). Die Untersuchung dieser 

Autoren zeigt, dass HBA1 nicht nur auf der von uns untersuchten Genebene, sondern auch auf 

Proteinebene durch die Wachstumshormongabe beeinflusst wird. In dieser Arbeit wird das 

HBA1 bei 9 von 14 Patienten deutlich hochreguliert. Diese Ergebnisse unterstützen die von 

Chung et al (2006) auf Proteinebene erhobenen Daten. 

 

4.3 Auswahl der Patienten 

Die Unterscheidung zwischen einem Wachstumshormonmangel und einer Normvariante ist 

schwierig. In diese Studie wurden nach Einwilligung alle Patienten der Endokrinologischen 

Sprechstunde aufgenommen, die aufgrund einer Wachstumsstörung einen diagnostischen 

IGF-1 Generationstest durchliefen. Bei den 14 Patienten liegen folgende Diagnosen vor: 

Neurosekretorische Dysfunktion (n = 7), bioinaktives Wachstumshormon (n = 2), 

hypophysärer Wachstumshormonmangel (n = 1), Z.n. Craniopharyngeom (n = 1), V.a. GH-

Resistenz (n = 1), Ullrich-Turner Syndrom (n = 1), SGA (n = 1). Es wurden bewusst Patienten 

mit unterschiedlichen Wachstumsstörungen in die Studie aufgenommen, um keine 
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Diagnosengruppen bei der Suche nach einem potentiellen Biomarker für das Ansprechen auf 

die Wachstumshormontherapie auszuschließen. In der Arbeit von Whatmore et al. (2008) 

konnte ein signifikanter Anstieg der Genexpression zwar bei 3 Patienten mit einem 

Wachstumshormonmangel, nicht aber bei 3 Mädchen mit einem Ullrich-Turner Syndrom 

gezeigt werden (Whatmore et al., 2008). Es kann auf Grund dieser Untersuchung vermutet 

werden, dass unterschiedliche Wachstumsstörungen unterschiedliche Genexpressionen 

zeigen. Die hier vorliegende, umfangreichere, eigene Untersuchung weist zudem deutlich 

darauf hin, dass das Genexpressionsmuster nach Wachstumshormongabe einer erheblichen 

interindividuellen Variation unterliegt. 

Das in dieser Arbeit untersuchte Gen EGR2 in PBMC konnte bei Kindern mit Typ 1 Diabetes 

mellitus in hoher Expression nachgewiesen werden (Kaizer et al., 2007). Diese hohe 

Expression war nicht nur bei Diagnose des Diabetes mellitus, sondern auch 4 Monate nach 

Therapiebeginn nachweisbar. Andere Gene wie zum Beispiel das EGR3 Gen zeigten eine 

hohe Expression bei Diagnose und eine Normalisierung der Genexpression nach Einstellung 

des Diabetes mellitus. Die Bedeutung von anderen Nebendiagnosen und Faktoren wie zum 

Beispiel die Glucosekonzentration für die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann momentan 

nicht eingeschätzt werden. 

Nach Wachstumshormongabe sind die Genexpressionsänderungen bei den Patienten 

unterschiedlich. 6 von 14 Patienten (P1-P3, P7, P8, P10) zeigen eine Hochregulation der Gene 

EGR1, EGR2, FOS und HBA1. Vier Patienten (P4, P6, P13, P14) reagieren mit einer 

Herunterregulation von EGR1, EGR2 und FOS und einer Hochregulation von HBA1. Die 

übrigen vier Patienten (P5, P9, P11, P12) zeigen davon abweichende Genexpressionsprofile. 

Bei den sieben Patienten mit der Diagnose der neurosekretorischen Dysfunktion (P4, P6-P8, 

P10, P12, P13) kann auch kein uniformes Responseprofil beobachtet werden. Sie zeigen 

variierende Expressionsprofile, die auf Grund individuell unterschiedlicher 

Regulationsphänomene entstehen können. Die Bedeutung dieser Expressionsprofile für das 

Längenwachstum muss weiter abgeklärt werden.  

 

4.4 Korrelationen der Datensätze 

Bei den 14 Patienten dieser Studie korrelieren die Ergebnisse des IGF-1 Generationstests und 

die Genexpressionsänderungen nicht mit dem biologischen Ansprechen auf die Therapie 

(Tabellen 18 und 20). 
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Die fehlende Korrelation der IGF-1 Werte mit dem biologischen Ansprechen auf die 

Wachstumshormontherapie zeigt, dass es schwer ist, einen einzelnen, universell gültigen 

Prädiktor für das Therapieansprechen zu finden. Dagegen könnten 

Genexpressionsänderungen mehrerer Gene (Genexpressionsprofile) in Zukunft von 

Bedeutung sein. Die bisherige Einteilung der Patienten in unterschiedliche Diagnosegruppen 

kann möglicherweise durch Genexpressionsprofile erweitert und besser strukturiert werden. 

Patienten mit Wachstumsstörungen können mit einem spezifischen Genexpressionsprofil 

eventuell besser kategorisiert werden, so dass auf diesem Weg eine sicherere Aussage über 

den Wachstumsverlauf gemacht werden kann. 

Die jetzt vorliegenden Ergebnisse müssen durch Untersuchungen an einem größeren 

Patientenkollektiv ergänzt werden. Dazu wird es notwendig sein, Wachstumsverläufe über 

mehrere Jahre und die Erwachsenengröße der mit Wachstumshormon behandelten Patienten 

zu dokumentieren. Mit diesen Ergebnissen wird man möglicherweise einen Hinweis erhalten, 

ob spezifische Genexpressionsmuster für einen bestimmten Wachstumsverlauf 

charakteristisch sind. 
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5. Zusammenfassung 

 
Der Erfolg einer Therapie mit Wachstumshormon ist schwer vorherzusagen. Dies gilt sowohl 

für den einzelnen Patienten als auch für die Gesamtheit der Patienten mit 

Wachstumsstörungen unterschiedlicher Genese. Ziel dieser Studie ist es, den Effekt von 

Wachstumshormon auf die Genexpression in peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) 

zu untersuchen, potentielle Biomarker der Wachstumshormonwirkung ausfindig zu machen 

und zu klären, ob es eine Assoziation zwischen dem biologischen Ansprechen auf die 

Wachstumshormontherapie und den Genexpressionsänderungen gibt. 

Im Rahmen eines diagnostischen, routinemäßigen IGF-1 Generationstests wurde von vierzehn 

Patienten vor und nach viertägiger Gabe des Wachstumshormons Vollblut zur Isolierung von 

PBMC gewonnen, RNA extrahiert und auf Genexpressionsunterschiede auf 

Transkriptionsebene untersucht. Die Genexpression wurde mit Hilfe der Microarray-Methode 

dargestellt, die Microarray Daten mit Hilfe der hierarchischen Clusteranalyse analysiert, 

graphisch veranschaulicht und mittels Real Time-PCR (RT-PCR) validiert. 

Die Microarray-Daten zeigen ein auffälliges Expressionsmuster der Gene EGR1 (early 

growth response 1), EGR2 (early growth response 2), FOS und HBA1 (Hämoglobin Alpha 1). 

Die Gene EGR1 und FOS kodieren Transkriptionsfaktoren, die im Knochen und Knorpel 

nachgewiesen werden, interessanterweise an der Skelettentwicklung beteiligt sind und das 

normale Längenwachstum beeinflussen. 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Wachstumshormongabe zu 

messbaren Genexpressionsänderungen in PBMC führt. Die Untersuchungen legen nahe, dass 

eine Regulation der Genexpression von EGR1 und FOS das Längenwachstum beeinflussen 

könnte. In einem vorläufigen Beobachtungszeitraum von 6 bis 12 Monaten besteht jedoch 

keine statistisch signifikante Korrelation der potentiellen neuen Biomarker mit dem 

biologischen Ansprechen auf die Wachstumshormontherapie in der Grundgesamtheit aller 

untersuchten Patienten. Vielmehr weisen Clusteranalyse und RT-PCR auf die Existenz inter-

individuell unterschiedlicher, aber gut reproduzierbarer Responseprofile hin. Eine 

Langzeitbeobachtung des weiteren Wachstums einschließlich einer Dokumentation der 

Erwachsenengröße ist notwendig und geplant, um die Ergebnisse der vorliegenden 

Responseprofile im Hinblick auf ihre biologische Relevanz und ihren möglichen prädiktiven 

Wert erneut zu evaluieren. 
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