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ECS-Komplex — ein neuer Biomarker bei
Wachstumshormonstérungen?

Wilhelm Gossing*, Lars Radke, Marcus Frohme, Henrik Biering

Zusammenfassung

Stoérungen im Metabolismus des Wachstumshormons
kdnnen sich als Wachstumshormonmangel oder -uber-
schuss (Akromegalie) duBern. In beiden Fillen handelt
es sich um seltene Krankheiten, die aufwendig behan-
delt werden mussen, da jeder Patient anders auf seine
jeweilige Medikation anspricht. Zur Bestimmung des in-
dividuellen Ansprechverhaltens auf die medikamentdse
Behandlung wird Insulin-like Growth Factor 1 verwendet,
das jedoch als unzuverldssig fur die Therapiekontrolle gilt.
Um die Diagnostik und Therapie von Wachstumshormon-
storungen zu verbessern, wurde in dieser Pilotstudie der
Nutzen des neuen potenziellen Biomarkers Elongin B/C-
Cullin5-Socs-box Komplex (ECS-Komplex) Gberprift. Die
fanf Proteine des Komplexes Gben zusammen einen ne-
gativen Feedback-Mechanismus auf den Wachstumshor-
monrezeptor aus und regulieren ihn in Abhdngigkeit vom
Wachstumshormonspiegel im Blut. Fur diese Pilotstudie
wurden vier Patienten mit Wachstumshormondefizienz
und 15 Patienten mit Akromegalie rekrutiert. Die Messung
von Unterschieden in der Expression der Gene auf RNA-
Ebene in Blutproben der Patienten erlaubt erste Aussagen
Uber deren Eignung als therapeutische Marker fur diese
Krankheiten.

Abstract

Growth hormone (GH) dysfunctions can occur as a GH-de-
ficiency (GHD) or an overproduction of GH, leading to ac-
romegaly. Both are rare diseases, which have to be treat-
ed for many years before the correct individual dosage
is found and a mitigation of symptoms can be achieved.
Current medical therapy is determined by the levels of the
insulin-like growth factor-1, which is considered to be an
unreliable theranostic tool. In order to improve the diag-
nosis and therapy of patients with GH-dysfunctions, we
investigated the benefits of the novel potential biomarker
Elongin B/C-Cullin5-Socs-box complex (ECS-complex).
Together, these proteins regulate the growth hormone
receptor levels according to the blood GH concentration
through a negative feedback loop. For this study, we were
able to recruit four patients with a GHD and 15 patients
with acromegaly.

The detected differential expression of the ECS-complex
in patients with growth hormone dysfunctions allows for
first conclusions about the potential of those proteins as
predictive biomarker molecules for individualized thera-
pies.

Krankheitsauslosende

Mutationen

1. Einleitung

Das Wachstumshormon (GH) wird als
Peptidhorm von der Hypophyse ausge-
schittet und ist hauptsachlich fir das
Zell- und Knochenwachstum zusténdig
(Ahmed & Farquharson 2010). Dartiber
hinaus reguliert GH den Energie- und
Fettstoffwechsel, die Muskelmasse,
die Sexual- und weitere Funktionen
(Grumbach et al. 1998).

Diese Arbeit beschaftigt sich mit zwei
Stoffwechselkrankheiten, die durch
Stérungen des Wachstumshormon-
metabolismus verursacht werden: Die
Wachstumshormondefizienz (GHD)

* korrespondierender Autor

dufert sich u.a. durch eine verringer-
te GH-Produktion in der Hypophy-
se, wahrend die Akromegalie durch
eine Uberproduktion entsteht. Beide
Krankheiten fiihren zu kardiovaskula-
ren Beeintrachtigungen und dadurch
zu einer erhdhten Mortalitdt. Zudem
haben die Stoffwechselstérungen er-
hebliche Auswirkungen auf kérperli-
che Leistungsfahigkeit und &duReres
Erscheinungsbild, wodurch die Le-
bensqualitit der Patienten verringert
wird (Reed et al. 2013).

Haufigster Ausldser der GHD sind ge-
netische Pradispositionen, wobei die
genaue Ursache oftmals unklar bleibt.

kdnnen beispielsweise die GH-sezer-
nierenden Zellen der Hypophyse, die
fir das GH codierenden Gene oder
etwa andere Proteine der GH-Signal-
kaskade betreffen (Mullis 2010). Akro-
megalie wird hingegen hauptsachlich
durch gutartige Hypophysenadeno-
me induziert, die am hdufigsten um
das 40. Lebensjahr herum auftreten.

Die GHD hat eine jahrliche Inzidenz
von 33 Personen pro eine Million Ein-
wohner (Stochholm et al. 2006), wo-
hingegen Akromegalie nur bei 3-4
Personen pro eine Million Einwohner
im Jahr auftritt (Holdaway & Raja-
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soorya 1999). Die geringe Stabilitét
des GH im Blut erlaubt Ublicherweise
nicht dessen direkte Messung zum
Nachweis einer GHD; stattdessen wird
meist ein Provokativtest in der Form
eines Insulin-Toleranz-Tests durchge-
fuhrt (Aimaretti et al. 1998).
Hauptsachlich wird die Bestimmung
des insulindhnlichen Wachstumsfaktors
1 (IGF-1) im Patientenblut unterstit-
zend zusammen mit alters- und ge-
schlechtsabhdngigen Referenzwerten
far die Diagnose von GHD und Akro-
megalie herangezogen.

Zur Behandlung einer GHD muss das
im Korper fehlende Wachstumshor-
mon téglich durch die Gabe von re-
kombinant hergestelltem GH ausge-
glichen werden.

Bei der Akromegalie sind Hirntumore
die Hauptursache, sodass das schadi-
gende Gewebe operativ entfernt bzw.
durch Bestrahlung behandelt wird, um
eine Tumorregression zu erreichen.
Dennoch wird haufig auch nach dem
operativen Eingriff eine erhdhte GH-
Sekretion bei den Patienten festgestellt,
sodass eine weiterfiihrende Behand-
lung mit Medikamenten erforderlich
wird. Derzeit werden zur Behandlung
der Akromegalie hauptséchlich syn-
thetische Analoga des Somatostatins
verwendet, die die Ausschittung des

GH bereits in der Hypophyse unter-
binden. Momentan sind Lanreotid von
Ipsen und Octreotid von Novartis die
einzigen zugelassenen Medikamente
fur diese Form der Behandlung. Nur bei
einer Unvertréglichkeit oder Resistenz
gegeniiber den Somatostatin-Analoga
wird das Pegvisomant, welches von Pfi-
zer produziert wird, eingesetzt. Dies ist
eine mutierte und pegylierte Form des
nativen GH und wirkt am Wachstums-
hormonrezeptor (GHR) als kompetiti-
ver Inhibitor (Fuh et al. 1992).

Die Messung des IGF-1-Serumspiegels
wird zur Bestimmung des individu-
ellen Ansprechverhaltens gegeniiber
den Medikamenten zwar héufig ein-
gesetzt (Mukherjee & Shalet 2009),
dennoch gilt IGF-1 als sehr variabel
und demnach unzuverldssig fur die
Diagnostik von Wachstumshormons-
térungen (Carel & Butler 2010, Kelnar
2010). AulRerdem gibt es eine im Alter
zunehmende erhebliche Uberschnei-
dung der gemessenen IGF-1-Konzen-
trationen bei Kranken und Gesunden
(Hilding et al. 1999).

Aus diesen Griinden haben wir nach
einem alternativen Biomarker gesucht
und schlieBlich das Protein Suppressor
of Cytokine Signaling 2 (SOCS2) identi-
fiziert. Es wird bei einem Wachstums-
hormonstimulus zusammen mit IGF-1
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Abb. 1) Der Stoffwechselweg des Wachstumshormons induziert die Bildung des ECS-Komplexes. GH induziert
die Signalkaskade am GHR, an dessen Ende STAT5B die Expression von SOCS2 induziert. Dieses tritt im Cytoplas-
ma mit den Proteinen Elongin B/C, Cullin 5 und Rbx-2 zusammen und nimmt als Komplex seine regulatorische

Funktion ein.
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koexprimiert und reguliert den GHR in
der Form eines negativen Feedback-
Loops (Yang et al. 2013). Auf diese
Weise fangt das SOCS2 im Korper eines
gesunden Menschen exzessive GH-
Stimuli ab.

Experimente mit Knock-out-Mausen
konnten zeigen, dass SOCS2 eine tra-
gende Rolle beim Wachstum hat (Met-
calf et al. 2000). So wurden SOCS2-
defiziente Mause bis zu 40 % groRer
als die Kontrollen, wahrend sie diesen
veranderten Phdnotyp nicht zeigten,
wenn sie gleichzeitig unter einer GHD
litten (Metcalf et al. 2000).

Zudem wurde kurzlich entdeckt, dass
kleinwiichsige Patienten eine hoéhe-
re Expression des SOCS2-Gens haben
(Ocaranza et al. 2012), wodurch letzt-
endlich der Minderwuchs ausgeldst
worden sein kdnnte.

Die Sensitivitat der Zelle gegeniiber
dem GH wird hauptsachlich durch die
Menge der GH-Rezeptoren in der Zell-
membran reguliert. Nach der Bindung
des GH wird der Rezeptor phosphory-
liert und infolge einer intrazelluldren
Signalkaskade ubiquitinyliert, sodass
dieser vom Proteasom erkannt und ab-
gebaut wird (Leung et al. 1987) (Abb.
1). Genauer betrachtet ist ein E3-Ubi-
quitin-Ligase-Komplex in Verbindung
mit dem SOCS2-Protein fur diese Mar-
kierung mit Ubiquitin-Molekiilen ver-
antwortlich (Kamura et al. 2004).

Eine wichtige Domédne des SOCS2-
Proteins ist die SOCS-Box, die mit den
Proteinen Elongin B, Elongin C, Cul-
lin 5 und Ring-Box Protein 2 (Rbx2)
interagiert. Zusammen bilden diese
fanf Proteine den ElonginB/C-Cullin5-
Socs-box Complex (ECS-Complex).
Dieser Komplex ist fir die Funktion
von SOCS2 essenziell, da er dieses
stabilisiert und ebenso seinen Abbau
unterbindet (Vesterlund et al. 2011).
Des Weiteren sind die Elongine B und
Cin die Regulation der Genexpression
des SOCS2 involviert und beeinflussen
dessen korrekte Faltung (Babon et al.
2008).

Die Inhibierung des GH-Signalwegs
wird durch die Assoziation der SH2-
Bindedomadne des SOCS2 an die phos-
phorylierten Tyrosine Y487 und Y595
des GHR erreicht (Uyttendaele et al.
2007). Demnach ist SOCS2 nicht in
der Lage, an inaktivierte Rezeptoren
zu binden, wodurch die Zelle sensitiv
gegeniiber geringeren GH-Spiegeln



im Blut bleiben kann (Vesterlund et al.
2011). Mutationen an diesen Amino-
sauren fihrten zu einem Funktionsver-
lust des SOCS2 am GHR (Greenhalgh et
al. 2002). Nach der Bindung des SOCS2
an den GHR wird das Rbx2 —eine ande-
re Komponente des ECS-Komplexes —
aktiv, welches nun Ubiquitin-Molekdle
an den GHR anlagert, sodass dieser
vom Proteasom erkannt und folglich
abgebaut wird (Kamura et al. 2004).
Cullin 5 ist als fuinftes Protein des ECS-
Komplexes dafiir zustandig, die Sub-
straterkennungseinheit (SOCS2) und
den enzymatischen Teil des Komple-
xes (Rbx2) in raumliche Nahe zueinan-
der zu bringen (Thomas et al. 2013).
Diese Regulierung der GHR-Spiegel
in der Zellmembran durch den ECS-
Komplex bewirkt einen negativen
Feedback-Mechanismus, der die GH-
Sensitivitdt der Zelle und damit das
Wachstum des gesamten Organismus
beeinflusst.

Demnach sind diese Proteine viel-
versprechende Kandidaten, um das
Ansprechverhalten gegeniiber zuge-
lassenen Medikamenten bei Wachs-
tumshormonstérungen vorauszu-
sagen. Bei dieser Studie wurde eine
Messung der Expression der finf Gene
des ECS-Komplexes in Patienten mit
Wachstumshormonstérungen und ge-
sunden Kontrollen durchgefiihrt, um
Informationen Uber den potenziellen
Nutzen dieses Komplexes fir die indi-
vidualisierte Medizin zu erlangen.
Hier stellen wir die ersten Einblicke
in das transkriptionelle Verhalten des
ECS-Komplexes bei Wachstumshor-
monstdérungen vor.

2. Material und Methoden
2.1. Ethikvotum und Patienten

Neben der routinemaRigen Blutab-
nahme wurde eine weitere Probe fir
diagnostische Zwecke genommen,
weswegen nach § 24 Medizinproduk-
tegesetz ein vorheriger Ethikantrag er-
forderlich war. Alle Teilnehmer gaben
ihr Einverstdndnis zur Verwendung
ihres Blutes fur diese Studie und zur
anonymen Datenspeicherung. Ein zu-
stimmendes Ethikvotum wurde am
04.03.2013 von der Landesdrztekam-
mer Berlin erteilt.

Vier Patienten mit einer GHD (Alters-
durchschnitt 56,25 Jahre) und 15 Pa-

tienten mit Akromegalie (Altersdurch-
schnitt 53,6 Jahre) wurden zwischen
Juli und Dezember 2014 rekrutiert
(Tab. 1). Einziges Einschlusskriterium
war eine diagnostizierte GHD oder
Akromegalie — mit oder ohne bereits
bestehender Behandlung. Die Patien-
ten mit einer GHD wurden unterteilt
in neu diagnostizierte Patienten (ohne
Behandlung) und Patienten mit Be-
handlung, die gemaR anerkannten Re-
ferenzwerten des IGF-1 auBerhalb des
Normalbereichs lagen. Die Akromega-
liepatienten wurden unabhangig von
ihrem Therapiestatus, jedoch abhan-
gig vom angewandten Medikament in
die vier Gruppen Lanreotid, Octreotid,
Pegvisomant und Zustand nach erfolg-
reicher Hypophysenoperation unterteilt.
Da das medikamentds verabreichte GH
identisch mit dem nativen GH des Kor-
pers ist, wurden vier Patienten (Durch-
schnittsalter 44,5 Jahre) mit IGF-1-Wer-
ten im Normalbereich (Durchschnitt
IGF-1 146,5) als Kontrollgruppe in die-
ser Studie verwendet.

Geschlecht, Alter und Body-Mass-
Index (BMI) jedes Patienten wurden
eingeholt, da Zusammenhdnge zum
Wachstumshormonhaushalt bestehen,
die auf ihren Einfluss fur diese Studie
untersucht werden sollen. Die vor-
wiegend bei Frauen vorkommenden
Ostrogene inhibieren die intrazellula-
ren Effekte des GH und haben somit
auch einen mdoglichen Einfluss auf die
SOCS2-Expression (Leung et al. 2003).
Die Sekretion des GH verringert sich
mit fortschreitendem Alter sehr stark,
da die somatotrophen Zellen in der Hy-
pophyse stetig absterben. Fir die kor-
rekte Beurteilung des Krankheitsstatus
der Patienten anhand der IGF-1-Werte
— und spéter eventuell auch anhand
der Genexpression — ist daher das Alter
der Patienten enorm wichtig. Dariiber
hinaus besteht bei Patienten mit einer
Akromegalie die Gefahr einer Diabetes-
Erkrankung, da das Wachstumshormon
den Blutzuckerspiegel anhebt und
gleichzeitig die Insulinresistenz erhéht
(Colao et al. 2004). Deshalb wird der
BMI fiur eine etwaige Korrelation mit
der Genexpression bendtigt.

2.2. Probenvorbereitung
Die Blutproben wurden bei den regu-

laren vierteljahrlichen Arztbesuchen
der Patienten gesammelt und unver-

zliglich weiter bearbeitet. Durch einen
Aufschluss der roten Blutkdrperchen
mit 0,177 M Ammoniumchloridldsung
und zweifache Zentrifugation fir je-
weils funf Minuten bei 453 x g wurden
zundchst die mononukledren Zellen
des peripheren Blutes (PBMCs) aus
je 1,5 ml frischen Vollblutes isoliert.
Die gesamte RNA der Zellen wurde
mithilfe des InviTrap Spin Universal
RNA mini Kit (Stratec Molecular) ex-
trahiert und Ertrag und Reinheit mit
dem NanoDrop ND1000 (Nanodrop
Instruments) gemessen. Der Quoti-
ent aus 260/280 nm betrug in allen
Proben >2,0. Folgend wurde mit dem
2100 Bioanalyzer (Agilent) die Qualitat
kontrolliert. 300 ng RNA wurden mit
Oligo(dt)-Primern und Maxima Rever-
ser Transkriptase (Thermo Scientific) in
cDNA umgeschrieben. AbschlieRend
wurden die Proben 1:8 mit Reinstwas-
ser (Roche Applied Science) verdiinnt.

2.3. Real-Time RT-PCR

Die Real-Time-PCR-Ansdtze enthielten
1,5 ng cDNA, 10 pyl SYBR Green 1 Mas-
ter (Roche Applied Science) und 5 yM
Forward und Reverse Primer. Jeder An-
satz wurde als Triplikat auf dem Light-
Cycler LC480 System (Roche) wie folgt
durchgefiihrt: 5 min Prainkubation bei
94°C gefolgt von 45 Amplifikationszy-
klen bei 94°C fur 10 sec, 61°C fiir 7 sec
und 72°C fir 10 sec. Schmelzkurven
wurden zwischen 61°C und 94°C bei
einer Ramp Rate von 0,11°C/sec er-
stellt. Jede 96-Well-Platte enthielt zu-
satzlich drei No Template Controls fiir
jedes Primerpaar. Die Cg-Werte wur-
den durch die Second Derivative Ma-
ximum Method der LightCycler 480
Software 1.5.0 (Roche) berechnet. Die
Experimentaldaten wurden als .txt-File
exportiert und die Effizienzen der PCR
mithilfe von LinRegPCR v2012.3 be-
rechnet.

2.4. Normalisierung und statistische
Datenanalyse

Zur Normalisierung der Genexpres-
sionsdaten wurden die sieben Refe-
renzgene ACTB, B2M, HPRT, GAPDH,
SDHA, PPIA, YWHAZ zusatzlich in al-
len Proben gemessen. Die besten
vier Referenzgenkandidaten konnten
mithilfe der Programme geNorm,
Normfinder und Bestkeeper identifi-
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Tab.1: Uberblick tiber die Patientendaten und Einordnung in Gruppen

dauer

A1l GHD unbehandelt
A2 GHD unbehandelt

A2 GHD unbehandelt

C2 GHD behandelt mit IGF-1 auRerhalb NB*

E1 Akromegalie - Lanreotid
E2 Akromegalie - Lanreotid
E5 Akromegalie - Lanreotid
F1 Akromegalie - Octreotid
F3 Akromegalie - Octreotid
G1 Akromegalie - Pegvisomant
G2 Akromegalie - Pegvisomant
G4 Akromegalie - Pegvisomant

G5 Akromegalie - Pegvisomant

H1 Akromegalie mit Z.n. Hypophysen-OP**
H2 Akromegalie mit Z.n. Hypophysen-OP**
H3 Akromegalie mit Z.n. Hypophysen-OP**
H4 Akromegalie mit Z.n. Hypophysen-OP**
H5 Akromegalie mit Z.n. Hypophysen-OP**
H7 Akromegalie mit Z.n. Hypophysen-OP**
GHD behandelt mit IGF-1 im NB (Kontrolle)
GHD behandelt mit IGF-1 im NB (Kontrolle)
GHD behandelt mit IGF-1 im NB (Kontrolle)

GHD behandelt mit IGF-1 im NB (Kontrolle)

/ w

/ w

6 Monate w
3 Jahre m
3 Jahre m
3 Jahre m
5 Jahre w
2 Jahre w
5 Jahre w
7 Jahre w
6 Jahre m
4 Jahre w
2 Jahre m
5 Monate m
2 Jahre w
1 Jahr w
13 Jahre w
15 Jahre w
6 Jahre w
2 Jahre w
3 Jahre w
7 Jahre m

34,6

68 23,0 17,4

65 28,7 30,3

35 28,5 412,4
30 42,5 1189
60 38,1 380,4
69 29,7 152,0
43 28,5 2673
46 37,0 350,5
62 26,6 186,8
70 38,1 207,9
82 39,8 223,7
31 22,0 168,6
49 31,8 91,8

51 48,3 201,6
54 22,9 206,6
51 27,8 170,8
51 32,4 3774
55 26,0 163,0
43 30,2 156,9
40 41,9 147,2
59 20,7 125,6
36 21,2 156,2

* NB = Normalbereich, ** Zustand nach erfolgreicher Entfernung des Hypophysenadenoms

ziert werden. Als Ergebnis schlugen
diese drei Programme Ubereinstim-
mend die Gene YWHAZ, B2M, GAPDH
und PPIA als stabilste Referenzgene
vor, welche daraufhin durch geome-
trisches Mitteln zu einem Referenz-
genindex vereint wurden. Die Ge-
nexpressionswerte wurden mit der
effizienzkorrigierten AACq-Methode
aus dem Median eines jeden Tripli-
kats berechnet. Das statistische Sig-
nifikanzniveau wird bei dieser Studie
ab einem p-Wert von kleiner 0,05
erreicht.
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3. Ergebnisse

Der Quotient aus 260/280 nm der RNA
im Spektrometer ergab eine Reinheit
von > 2,0 fir alle Proben. Der mittlere
RIN-Wert der RNA-Qualitatsbestim-
mung lag bei 9,0. Die Effizienzen der
qPCR reichten von 70 % bis 83 % bei
den Referenzgenen und von 72 % bis
76 % bei den Zielgenen. Des Weiteren
wurde nach jedem qPCR-Lauf eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt,
um sicherzustellen, dass ausschlieR-
lich die korrekte cDNA amplifiziert
worden ist. In jeder qPCR-Reaktion

entstand ein einzelner Peak an der ent-
sprechenden Schmelztemperatur des
gewiinschten Produktes.

Wir hatten erwartet, in dieser Studie si-
gnifikante Genexpressionsunterschie-
de zwischen gesunden Menschen und
Menschen mit einer diagnostizierten
Wachstumshormonstérung zu finden,
die mit dem IGF-1-Status korrelieren.
Die Genexpression der 19 involvierten
Probanden zeigte Muster, die sich mit
unseren Erwartungen deckten. Wah-
rend bei den Patienten mit einer GHD
vier von fuinf Genen des untersuchten
Biomarkers signifikant reguliert wa-



ren, zeigten sich bei den Patienten mit
einer Akromegalie geringere Unter-
schiede. Dies steht offenbar im Zusam-
menhang mit den laufenden medika-
mentdsen Behandlungen, und je nach
eingesetztem Medikament ergab sich
ein anderes Expressionsprofil.

Bei den unbehandelten GHD-Pati-
enten waren die drei Gene SOCS2
(0,54, p=0,044), TCEB2 (0,7, p=0,05)
und CUL5 (0,22, p=0,002) signifikant
herunterreguliert, wahrend das Gen
TCEBT, welches fir das Elongin C co-
diert, im Schnitt 6,4-fach héher als in
den Kontrollen exprimiert wurde, je-
doch eine hohe Standardabweichung
von 3,7 aufwies (p=0,012) (Abb. 2).
Da die IGF-1-Werte der untersuch-
ten Akromegalie-Patienten durch die
bereits begonnene Titration der Me-
dikamente nahe am bzw. innerhalb
des glltigen Referenzbereichs lagen,
zeigten sich hier etwas geringere Un-
terschiede, die sich jedoch in Bezug
auf die Behandlungsgruppe teilweise
deutlich unterschieden (Abb. 3). Wah-
rend TCEBT und TCEBZ2 in der mit Lan-
reotid behandelten Gruppe keine ver-
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anderte Genexpression zeigten, waren
die anderen drei Gene leicht herunter-
reguliert (SOCS2: 0,66, CUL5: 0,7, RNF7:
0,68), stellten jedoch keine signifikan-
te Veranderung dar. Die mit Octreotid
behandelten Patienten zeigten eine
deutlich reduzierte Expression des
CUL5-Gens (0,54, p=0,05), wahrend
TCEBT und TCEBZ2 erneut unveréndert
waren. Die mRNA-Expression von
SOCS2 (0,78) und RNF7 (0,81) war um
ca. 20 % reduziert. Der GHR-Rezep-
torantagonist Pegvisomant fihrte zu
einer Zunahme der SOCS2-Transkript-
menge auf das 2,7-Fache (p<0,01) und
zu mehr als einer Verdopplung des
TCEBT-mRNA-Niveaus (2,27, p<0,001).
Widerspriichlich ist, dass die Expressi-
on des RNF7 an dieser Stelle signifikant
auf 0,5 reduziert wurde (p=0,01). Die
Patienten mit Zustand nach erfolgrei-
cher Hypophysen-Operation zeigten
geringe Hochregulierungen in vier
der funf Zielgene. SOCS2 (1,32), TCEB2
(1,28) und RNF7 (1,29) waren relativ
homogen erhéht, wahrend TCEBT als
einziges Gen signifikant erhéht vorlag
(p<0,01).

I
Gruppe C

m SOCS2 = TCEB1 TCEB2 m CUL5 mRNF7

Abb. 2) Relative mRNA-Expression der fiinf Gene des ECS-Komplexes der GHD-Patienten im Vergleich mit der
Kontrollgruppe. Die Gruppe A umfasst drei Patienten, wihrend in C nur ein Patient enthalten ist. Die Fehlerbal-

ken zeigen die Standardabweichung.
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Pegvisomant Z.n. Hypophysen-OP

m SOCS2 = TCEB1 TCEB2 m CUL5 m RNF7

Abb. 3) Relative mRNA-Expression des ECS-Komplexes in den vier Behandlungsgruppen der Akromegaliepatienten.
Die Gruppen umfassen 3, 2, 4 und 6 Patienten (von links nach rechts).

4, Diskussion

In dieser Pilotstudie wurden die Genex-
pressionsprofile von finf Genen un-
tersucht, die eine Schlisselfunktion
in der Regulation des GHR spielen.
Es zeigte sich, dass die Gene SOCS2,
TCEB2, CUL5 und RNF7 in erwachsenen
Patienten mit einer unbehandelten
GHD herunterreguliert waren. Es wird
angenommen, dass die geringe GH-
Konzentration im Blut dieser Patienten
die Aktivitat des JAK-STAT-assoziierten
GH-Signalwegs reduziert, weshalb die
Expression der Gene des ECS-Komple-
xes verringert sein sollte. AuRerdem
ermdglichen die geringen SOCS2-Spie-
gel in den GHD-Patienten den Zellen,
sensitiver gegeniiber den ohnehin
schon geringen GH-Konzentrationen
zu sein. Die grofRte Abnahme der Tran-
skriptmenge wurde im CUL5-Gen be-
obachtet, welches fir das Cullin-5-Ad-
apterprotein codiert, das wiederum fur
das Zusammenfiihren von Substrater-
kennungseinheit und Enzymteil des
Komplexes verantwortlich ist.

Dasselbe Regulationsmuster wurde
in dem einen GHD-Patienten beob-
achtet, der bereits seit sechs Mona-
ten unter medikamentdser Behand-
lung stand. Dessen IGF-1-Wert von
412,4 ng/ml deutet auf eine erhdhte
GH-Konzentration hin, jedoch zeigt
die Genexpression einen verringer-
ten Bedarf des ECS-Komplexes an.
Da der IGF-1-Werte generell mehre-
re Wochen im Blut stabil ist, konnte
dieser dem eigentlichen Status des
Korpers hinterherhdngen, sodass sich
die eventuell niedrige GH-Dosis nicht
im IGF-1-Wert widerspiegeln wirde.
Dementsprechend gibt es Belege da-
far, dass der GH-Status und die ge-
messenen IGF-1-Wert nicht immer
korrelieren und sogar gegensatzliche
Konzentrationen anzeigen kdénnen
(Carmichael et al. 2009). Des Weite-
ren ist TCEBT das einzige Gen, welches
unabhdngig von der Art der Wachs-
tumshormonerkrankung bei den Pa-
tienten immer hochreguliert zu sein
scheint, sodass hier eine Wechsel-
wirkung mit einem anderen Hormon
oder Regulator vermutet wird.

Fur die Auswertung dieser Studie
muss berticksichtigt werden, dass die
Akromegalie-Patienten entsprechend
ihrer Medikation in Gruppen eingeteilt
wurden und nicht wie bei der GHD —
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nach Therapiestatus. Somit gibt es Pa-
tienten innerhalb und auBerhalb des
IGF-1-Normalbereichs in der gleichen
Experimentalgruppe, wodurch die in-
dividuelle Genexpression stark vom
Behandlungsstatus abhdngt und die
zusammengefasste Auswertung einen
erhohten Variationskoeffizienten be-
dingt.

Die Patienten unter Therapie mit Lan-
reotid zeigten eine einheitlich verrin-
gerte Genexpression in drei der funf
Gene, die auf eine UbermaRige Re-
duktion des GH-Spiegels durch eine
geringfiigige Uberdosis des Somato-
statin-Analogons zuriickzufuihren sein
kdnnte. Obwohl diese Gruppe mit drei
Proben nur eine begrenzte Aussage-
kraft vermittelt, deuten diese bereits
eine Mdoglichkeit zur besseren Dosie-
rung des Lanreotids an. Die Behand-
lung mit Octreotid fihrte wie beim
Lanreotid zu keiner Verdnderung von
TCEBT und TCEB2, wohingegen wie-
derum verringerte Transkriptspiegel
der anderen drei Gene zu beobachten
waren, die ebenfalls auf Effekte einer
Uberdosis hindeuten kénnten. Zusam-
men betrachtet resultieren beide So-
matostatin-Analoga in dhnlichen Ex-
pressionsmustern und scheinen somit
denselben Einfluss auf den Metabolis-
mus des Kérpers zu haben. Die Patien-
ten, die mit dem GHR-Antagonisten
Pegvisomant behandelt wurden, zeig-
ten mehr als zweifach hochregulierte
SOCS2- und TCEBI-Spiegel, wahrend
RNF7 um die Halfte reduziert vorlag.
Das Pegvisomant senkt nicht die Men-
ge an GH im Korper, sondern reduziert
die GH-induzierte Aktivierung des
GHR durch Inhibierung seiner Dime-
risation. Interessanterweise beinhaltet
diese gegensdtzliche Regulation die
beiden enzymatischen Komponen-
ten des Proteinkomplexes: SOCS2 und
RNF7. Dies suggeriert eine Anderung
des Verhiltnisses der fiinf Komponen-
ten des ECS-Komplexes zueinander,
was flr dessen Selbstregulation eine
Rolle spielen kénnte. Allerdings bleibt
unklar, inwiefern dieses Regulations-
muster einem bestimmten bioche-
mischen Prozess zugeordnet werden
kann, zweifellos deutet es jedoch auf
einen bislang unbekannten Effekt des
Pegvisomant hin.

Die Gruppe der Patienten mit Zu-
stand nach erfolgreicher Hypophysen-
Operation wies geringfligig erhohte
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SOCS2-, TCEB2- und RNF7-Spiegel, um
83 % erhohte TCEBT-Spiegel und CULS-
Werte im Bereich der Kontrollgruppe
auf. Trotz des erfolgreich entfernten
schadlichen Adenoms und nahezu
normalen IGF-1-Werten bestand den-
noch eine erhohte Genaktivitat, die auf
eventuell remanente Tumoraktivitat
oder Beeintrachtigungen des verblie-
benen Gewebes zurlickzufiihren sein
konnte. Diese Erkenntnisse eroffnen
die Méglichkeit, solche Uberbleibsel
unvollstandig entfernten Tumorgewe-
bes zukiinftig durch Analyse des ECS-
Komplexes besser detektieren zu kon-
nen, jedoch wiirde dies weitere Daten
durch ein gréReres Patientenkollektiv
erfordern.

Um den Nutzen des ECS-Komplexes
fir die Diagnose einer GHD einschat-
zen zu kdnnen, wurden neudiagnos-
tizierte, unbehandelte GHD-Patienten
rekrutiert. Diese drei Patienten zeig-
ten in vier der funf Gene signifikante
Genexpressionsunterschiede. Insbe-
sondere waren die Transkriptionslevel
des CULS deutlich reduziert, weshalb
dieses Gen zu einer Unterscheidung
zwischen Gesund und GHD-Erkran-
kung nutzlich sein kdnnte. Gerade
bei dlteren Menschen wire dies von
groRer Bedeutung, da sich deren
IGF-1-Werten oftmals mit denen von
gesunden Personen Uberschneiden
(Hilding et al. 1999). Allerdings sollte
beachtet werden, dass die Werte von
drei Patienten nicht fur eine gesicherte
Aussage ausreichen und mehr Patien-
ten benétigt werden, um die mogli-
che physiologische Standardabwei-
chung dieser Werte zu untersuchen.
Aufgrund der sehr geringen Inzidenz
der Akromegalie konnten keine neudi-
agnostizierten Akromegaliepatienten
in der Zeitspanne der Patientenrekru-
tierung fur diese Studie angeworben
werden. Deshalb bleibt das diagnosti-
sche Potenzial des ECS-Komplexes fir
die Akromegalie undeutlich.

Uberdies lassen sich Auffalligkeiten
zwischen den verschiedenen Gruppen
feststellen, die mdglicherweise mitden
verschiedenen Wirkprinzipien der Me-
dikamente zusammenhdngen. So war
das SOCS2 bei den Akromegaliepatien-
ten nur in den mit Somatostatin-Ana-
loga behandelten Gruppen verringert,
wohingegen es in der Pegvisomant-
Gruppe stark erhoht vorlag. Dazu war
das TCEBT in allen Gruppen unabhén-

gig von Mangel- oder Uberschusser-
krankung deutlich erhéht. Nur die
Somatostatin-Analoga vermochten es,
die Expression des TCEBT auf das Nor-
malniveau zu bringen. Ebenso war die
Gruppe mit Zustand nach erfolgrei-
cher Tumorentfernung die einzige, in
der die Expression des RNF7-Gens Uber
dem Normalniveau lag. Diese Expres-
sionsmuster sind bei allen Patienten
der jeweiligen Behandlungsgruppen
zu beobachten. Dementsprechend
kann anhand der vorliegenden Daten
bereits vermutet werden, dass die ein-
zelnen Medikamente verschiedenarti-
ge Effekte im Kdrper hervorrufen, die
sich zumindest in der Genexpression
des ECS-Komplexes widerspiegeln.
Ein Abgleich der individuellen Genex-
pression mit dem Body-Mass-Index
des Patienten ergab keinen augen-
scheinlichen Zusammenhang. Aller-
dings kénnte solch ein Effekt nur bei
unbehandelten Akromegalie-Patien-
ten diskutiert werden, da durch die
medikamentdse Therapie bereits auf
die individuellen Unterschiede einge-
gangen wurde.

Des Weiteren kann bei einem Ver-
gleich der individuellen Genexpres-
sion mit den IGF-1-Werten der Pa-
tienten (Daten nicht gezeigt) nur
vereinzelt eine Korrelation festge-
stellt werden. Der Patient E1 aus der
Lanreotid-Gruppe war der jiingste
Patient, hatte den zweith6chsten
BMI und besal mit 1190 ng/ml bei
Weitem den hochsten IGF-1-Wert.
Dennoch zeigten nur die Werte des
TCEB2 und CULS die héchsten Werte
in dieser Probe. Insgesamt zeigten
jedoch die Genexpression und die
zugehorigen IGF-1-Werten keine di-
rekte Proportionalitdt zueinander.
Einerseits kdnnten die zuvor beschrie-
benen wirkstoffabhdngigen Effekte
dabei eine Rolle spielen, andererseits
wurde bereits gezeigt, dass das IGF-1
ohnehin nicht immer korrekt den GH-
Status anzugeben vermag (Carmi-
chael et al. 2009). Aus diesem Grund
besitzt der ECS-Komplex auch ohne
die Korrelation zum IGF-1 das Poten-
zial, das individuelle Ansprechverhal-
ten gegeniuber der Behandlung von
Wachstumshormonstérungen aus ei-
ner neuen Perspektive zu beleuchten.
Eine Verlaufsstudie mit einer héheren
Patientenzahl und einer zusétzlichen
Analyse der Proteinkonzentrationen



der fiinf ECS-Komplex-Komponenten
kdnnte fur weitere Untersuchungen
zu diesem Biomarker von grofem
Nutzen sein.

5. Schlussfolgerung

Neunzehn Patienten mit Wachstums-
hormonstérungen wurden mit der Re-
al-Time PCR auf Genexpressionsunter-
schiede im ECS-Komplex untersucht.
Die drei Patienten mit einer schweren
Wachstumshormondefizienz  zeigten
signifikant reduzierte mRNA-Konzent-
rationen in drei der finf Zielgene, wo-
durch eine Unterscheidung zwischen
normalem und abnormalem Wachs-
tumshormonhaushalt méglich ist. Die
Expression des CUL5-Gens stellte sich
als sehr deutlich herunterreguliert he-
raus und hat somit Potenzial fur die
Diagnostik der GHD. Die Daten der
behandelten  Akromegaliepatienten
zeigten einige signifikante Expressi-
onsunterschiede, aufgrund der gerin-
gen Studienteilnehmerzahl ist jedoch
keine sichere Interpretation maoglich.
Da IGF-1 in der Diagnostik von Wachs-
tumshormonstérungen als Goldstan-
dard gilt, missen neue Erkenntnisse
stets mit diesem Marker verglichen
werden. Weil aber die beobachteten
Genexpressionen nur teilweise mit
den IGF-1-Werten korrelieren, kénnen
die gemessenen Unterschiede noch
nicht zu Verbesserungen der individu-
ellen Therapien genutzt werden.

Entscheidende Aspekte zukunftiger
Untersuchungen des ECS-Komplexes
im Kontext der Wachstumshormons-
térungen sind ein grofRReres Patienten-
kollektiv, insbesondere mit neudiag-
nostizierten und unbehandelten Fillen
von Akromegalie, die Messung des
Komplexes auf Proteinebene und eine
Langzeitstudie, in der Genexpression
und Proteinkonzentration nach fest-
gelegten Intervallen gemessen und
mit dem jeweiligen Therapieverlauf
abgeglichen werden. Auf diese Weise
kénnten Korrelationen zwischen dem
Ansprechverhalten auf eine bestimmte
Therapie und den gewonnenen Daten
aufschlussreicher analysiert und zeit-
gleich die Sensitivitaten von IGF-1 und
ECS-Komplex verglichen werden.
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