Variabilitat der Konzentration von IGF-I:

Einfluss auf die Aussagekraft der Messung

von IGF-I als biochemischer Marker der
Krankheitsaktivitat bei Patienten mit

Akromegalie

Miriam Stutzel
Ludwig-Maximilians-Universitat, Minchen
2009



Aus der Medizinischen Klinik- Innenstadt
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Vorstand: Prof. Dr. M Reincke

Variabilitat der Konzentration von IGF-I: Einfluss auf
die Aussagekraft der Messung von IGF-I als
biochemischer Marker der Krankheitsaktivitat bei

Patienten mit Akromegalie

Dissertation zum Erwerb des Doktorgrades der Medizi
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

Vorgelegt von

Miriam Stttzel

aus Schorndorf
2009



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Berichterstatter: Prof. Dr. med. J. Schopohl

Mitberichterstatter: Prof. Dr. Detlef Kunze

Prof. Dr. Matthias F.Bauer

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter: Dr. med. M. Bidlingmaier

Dekan: Prof. Dr. Dr.h.c. Maximilian Reiser, FRCFRCR

Tag der mundlichen Prufung: 08.10.2009



Inhaltsverzeichnis

INNAILSVEIZEICNNIS ... e 4
TabEllENVEIrZEICNNIS ... e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaes 7
AbDIldUNGSVEIZEICNNIS ... s 8
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ...t e e e e et e e e e ee e e e e eeeeeaeanees 9
1 EINIEITUNG. ..t 11
1.1 Forschungsvorhaben: IGF-1 als biochemischer kbtar fur
AKIOMEQAIE? ...t ettt e e e e e e e e e e e e e e e aeeeenees 11
1.2 Komponenten der somatotropen AChSEe.....ccccueeiiiiiiiiiiiiiiieiiiiien 12
121 Humanes Wachstumshormon ... 12
1.2.1.1 Biologische Wirkungen von Wachstumshorman..............ccccccceeeeeeeeeennn. 13
1.2.2 T USSR PPOPPPRRR 14
1221 Biologische Wirkungen von IGF-1 ... 15
1.2.3 Schematische Darstellung des GH-IGF-Regalsel...............ovvvveciiinnnnnn. 17
1.2.4 [GIEBP=-3.. ettt a e et e e e e e et e e e e eaeeaans 18
1.2.5 Krankheitshild der Akromegalie.........cooeveveiiiiiiiiiiie e 19
1.251 Klinik der AKromegalie ...........ooo i coeeeiii e 19
1.25.2 DIAGNOSTIK ...ttt e e 20
1.2.5.3 LI L= = o= USSP 21
1.3 Messverfahren flr EiWeilBNOrmONE .........cccceiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee s 22
131 Kompetitiver IMmMUNOASSAY ..........coiiiceeeemriritiiiiiae e e e e e e e e e eeeeeeeaeeeeennnnas 22
1.3.2 IMMUNOMELIISCEr ASSAY .....ccevviiiiiiceemmeeieee e 22
1.3.3 Spezifische Probleme der Messung von IGE:L............oiiiiiiiiiiieeeeee, 23
1.4 EinflussgréRen und Storfaktoren .........ccccceeevviiiiiiie e 24
141 EINFIUSSGIORBEN ...t e e e e e e e e e reeenneeeeeeee 24
142 SEOMAKIOIEN .. 25
15 Bedeutung der Untersuchung: Stellenwert dessMieg von IGF-I ............. 25
2 ZICISBIZUNG ... it ee e e et e e e e e e e e e e e e e e e e et ba e b nnnas 27
3 Patienten, Material und Methoden .............oooveeiiiiiiiii s 29
3.1 StudienteilNENMET .......ueeii e 29
3.1.1 Gesunde Probanden ... 29
3.1.2 PatienteNgrUPPEN .. .ot 30

3.2 StudienProtokOll ..........coooiiiiie e eeeeee e —— 31



3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.2.1
3.3.2.2
3.3.2.3
3.3.24
3.3.3
3.4

4.1

4.2
4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4241
4.2.4.2
4.3
4.3.1
4.3.2
4.3.3
433.1
4.3.3.2
4.4

44.1
4.4.2
4.4.3

Patienten/ Probandensuche ... eeeeeceeeeeeeieiieiieieien 31

Patienten/ Probandeninformation und Einvadstgerklarung .................... 32
Risiken und MalRnahmen ...........oooii e 33

Y (8o 11T T [=T] T o 33
Labormessungen/Assaymethoden ..........coeeeeeeiiiiiinnnneeeeeeeeeeeeeiiien 39
ProbensammIiUNg ..........eoiii e 35
UNtersuchungsparameter .............uvuceeeeeeeeeeeeeiieiiiiss e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeens 35
MessuNgen VON NGH .........coiiiiiiiiic e e e 36
MeSSUNGEN VON IGF-L.........ii et e e e 36
Messungen von IGFBP-3 ... 37
Messungen des BIUtZUCKETS.........cceeueeeeuiiiiiiiie e 37
Erhebung anthropometrischer und anamnestigaigaben......................... 37
SEALISTIK .. s 40
o [T o] 1 ES = RS 42
Tagesprofil bei Gesunden und Patienten mit Aagalie............................ 43
Jahresprofil von IGF-1 bei gesunden Probanden................cccoovviiiniiinnnn. 45
Jahresprofil IGF-I nach Geschlecht bei gesarRrobanden........................ 46
Jahresprofil IGF-I nach Altersgruppen beugeien Probanden................... 48
Jahresprofil IGF-I nach Altersgruppen unddB&cht..........ccevvvvviiiiiiinnnnnnn. 50
IGF-I im Jahresprofil, gegliedert in SommeadWVinter ...............cooevvvnnnnn.n. 52
IGF-I nach Geschlecht, gegliedert in Somumer Winter............................ 54
IGF-I nach Alter, gegliedert in Sommer WHohter............coovvvvvvivicceeneennn. 54
Jahresprofil von IGFBP-3..........ier e 55
Jahresprofil IGFBP-3 nach Geschlecht beimgsn Probanden .................. 56
Jahresprofil IGFBP-3 nach Altersgruppen lesiugpden Probanden ............. 58
IGFBP-3 im Jahresprofil, gegliedert nach dabeiten...............cccevvvveiennn.. 60
IGFBP-3 nach Alter, gegliedert in Sommedt WINter ...........ccccceeevveeeeeen.n. 62
IGFBP-3 nach Geschlecht, gegliedert in Semund Winter...................... 63
OGTT bei Gesunden und bei Patienten mit Akrahegder PCO-

1Y/ 1 L] o USSP 64
IGF-1 BEIM OGTT .. 64
Blutzucker und HOMA . ... ..o e 66
Blutzucker beim OGTT .....oooiiiiiii ettt 67



444 IGF-1 und Blutzucker Beim OGTT ... e 7.6

4441 IGF-1 und Blutzucker beim OGTT (GeSUNUE) caeuvvvvrriiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeiiiies 68
4.4.4.2 IGF-I und Blutzucker beim OGTT (Akromegale).........ccccovvvvvvvvvvvnncinnnnn. 68
4.4.4.3 IGF-I und Blutzucker beim OGTT (Frauen B@O) .........ccccceeeeviieieeeeeneeene, 69
4.4.4.4 Korrelation IGF-1 und BIUtZUCKET ..........uiiiiiiiiiiiee s 70
4.4.4.5 IGF-I und Blutzucker beim OGTT (Akromegabrh Geschlecht) .............. 71
4.5 Restimee der Profile............eeee e 74
4.6 1] e I E T o I = SRR 76
4.7 IGF-1 UNd KONIrazZePtiVa.........oiieeee et 77
4.8 IGF-1 und NiKOtINKONSUM ....ueiiiiiiiii e 77

5 DISKUSSION .ttt e ettt e e e e enaaaeeeeas 79
5.1 Fragestellung der Arbeit ...........oooeiiiiiiieiiiiii e 79
5.2 Methodische Limitationen der StUdIeN.... . .veviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeees 81
5.3 Diskussion der eigenen Ergebnisse ......ccccccceeeiiiviiiiiiicciciiiceeen 4.8
531 JLIE=T0 =2 o o) 1| PP UURRURRPPPP 84
5.3.2 JANIESPIOfil oo 85
5.3.3 (@ B USSR TPORPPRRR 88
5.3.3.1 OGTT UNA BIULZUCKET: ......uuiiiiiiiiiaeeea e e e e 89
5.3.3.2 OGTT und GIluKoSetoleranzstorung .....cccceee oo eeeeeeeeeeeeeeiiiiiieneeees 90.
5.34 IGF-1 UNG AREI . 90
5.35 IGF-1 UNA Pill ... e e 91
5.3.6 IGF-1 UNA BMI...ciiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e smnnee e e 92
5.3.7 IGF-1 Und RAUCHEN ... 93

6 ZUSAMMENTASSUNG ...eeeeeeeiiiiiieee s e e e e e e e e e et e eeeeaneeanrn s s e e e aeeeaaneeeens 95
LIteraturVerZEICHNIS ... e ettt 97
ANNANG et ————————————— s 108
D= 117z To 111 Lo PRSP RRPPPP 118
LEDENSIAUT ..o 119



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1. Biometrische Daten und Geschlecht darkivllektive ................ccccciiiinnnee. 42
Tabelle 2.Varianzanalyse IGF-I im Tagesprofil (NF28..........cceeiiiiiiiiiniiiiiiiieeiiiiian s 45
Tabelle 3. Varianzanalyse IGF-I im Jahresprofém&eschlecht (n=14)............ccc......... 48
Tabelle 4. Varianzanalyse IGF-I im Jahresproféaltersgruppen (n=14)................... 50
Tabelle 5. IGF-I1, Altersgruppen, Geschlecht unddsteiten (N=14) .............cceevvvvvvvennnns 53
Tabelle 6. Varianzanalyse IGF-I nach Jahreszeit@eschlecht (n=14) ............cccccceeennn. 54
Tabelle 7. Varianzanalyse IGF-I nach JahreszeitAltet (Nn=14)..........ccooovrriiiiiiviriinnnn. 55
Tabelle 8. Varianzanalyse IGFBP-3 im Jahrespr@idmGeschlecht (n=14).................... 58
Tabelle 9. Varianzanalyse IGFBP-3 im Jahrespra@iimAltersgruppen (n=14) .............. 60
Tabelle 10. IGFBP-3, Altersgruppen, Geschlecht dattreszeiten (n=14) ....................... 62
Tabelle 11. Varianzanalyse IGFBP-3 nach Altersgemppnd Jahreszeit (n=14).............. 62
Tabelle 12. Varianzanalyse IGFBP-3 nach Geschlgatitlahreszeit (n=14)................... 63
Tabelle 13. MW-Differenzen IGF-1im OGTT, Vergleitdiichternwert (n=57)............... 65
Tabelle 14. MW-Differenzen IGF-1im OGTT, Vergleie vorangehendem Wert ......... 66
Tabelle 15. HOMA-Index der 3 KolleKtive (N=57) cocc oo 67
Tabelle 16. Mittelwertsvergleich IGF-1 im OGTT bdénnern und Frauen ..................... 74
Tabelle 17. BMI in den verschiedenen KolleKtiven...............iee 76
Tabelle 18. Kontrazeptiva UNd IGF-1 ........ .o 77
Tabelle 19. RauChen UNA IGF-1............. .ttt e b beeeeaeeeeeeenannas 78



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.
Abbildung 2.
Abbildung 3.
Abbildung 4.
Abbildung 5.
Abbildung 6.
Abbildung 7.
Abbildung 8.
Abbildung 9.

Abbildung 10.
Abbildung 11.
Abbildung 12.
Abbildung 13.
Abbildung 14.
Abbildung 15.
Abbildung 16.
Abbildung 17.
Abbildung 18.
Abbildung 19.

Schematische Darstellung des GH-IGEdRa@eises..............cceevvvvvevviiinnnns 17
IGF-1 im Tagesprofil(MW und SF, N=28).........cciiiiiiiiieeiiiiieeeeeeiiiiiian 4 44
IGF-1 im Jahresprofil (MW und SF, N914........coooiiie e 46
Jahresprofil IGF-I nach Geschlecht (MM SF, n=14) ............coovvviiiiinnnnns a7
Jahresprofil IGF-I nach Altersgrupg®\W und SF, n=14)............cc.cc.oe. 49
Jahresprofil IGF-I bei Mannern, aleykéngig (MW und SF, n=7)............ 51
Jahresprofil IGF-I bei Frauen, altéiséngig (MW und SF, n=7)............... 52
IGF-1 in Abh&ngigkeit von den Jahra@Ba®.................ccooevveviiiiiinnnnnnnn. 53
IGFBP-3 im Jahresprofil (MW und SFIA..........coovvvviicceiieeeeeeeeeeee 56
Jahresprofil IGFBP-3 nach Geschlébt\tV und SF, n=14) ..................... 57
Jahresprofil IGFBP-3 nach AltersgrepgMW und SF, n=14) ................ 59
IGFBP-3, Jahreszeiten und Geschlecht................ouviiiiiiiiinnnl 61
IGF-I beim OGTT in den 3 Subkollekdiv(MW und SF, n=57) .............. 64
IGF-1 und BZ beim OGTT (Gesunde ,MWILSF, N=14) ........cccceeveernnnn. 68
IGF-1 und BZ beim OGTT (AkromegaleMund SF, n=14)................... 69
IGF-1und BZ beim OGTT (PCO, MW unl,$1=29).........ccceevveviiiiinnnns 70
Korrelation von IGF-1 und Blutzuckieeim OGTT ........ccccvvvvvviiiiiiiienennnn. 71
IGF-1 und BZ beim OGTT (akromegalem@ar,MW und SF,n=7) .......... 72
IGF-1 und BZ beim OGTT (akromegal@a&en,MW und SF,n=7)............ 73



Abkurzungsverzeichnis

Ag
Ak
ALS
BMI
BZ
Cl
CO2
Cps
DNA
RNA
GHD
GH-RH
hGH

hGH-N

hGH-V

hGHBP

hGHR
HHA
HOMA
HVL
IRMA
IGF-I

IGFBP-3

Antigen

Antikdrper

Acid labile Subunit (S&urelabile Untereinheit)

Body Mass Index

Blutzucker

Confidential Interval (Konfidenzintervall)

Kohlendioxid

Counts per second

Desoxyribonucleidacid (Desoxyribonucleinsaure)
Ribonucleidacid (Ribonucleinsaure)

Growth Hormone Deficiency (Wachstumshormon-Mangel)
Growth Hormone Releasing Hormone

human Growth Hormone (humanes Wachstumshormon)

human Growth Hormone-Norm (humanes hypophysares
Wachstumshormon)

human Growth Hormone-Variant (humanes plazentarashdtumshormon)
human Growth Hormone binding protein

(humanes Wachstumshormon-Bindungsprotein)

human Growth Hormone Receptor (humanes WachstumsimeRezeptor)
Hypothalamus-Hypophysenachse

Homeostasis Model Assessment

Hypophysenvorderlappen

Immunradiometrischer Assay

insulin-like growth factor | (insulin-&hnlicher Wastumsfaktor 1)
insulin-like growth factor binding protein

(insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor-Bindungsprotein)



LLN
Max
Min
MRT
MTA
MW
NacCl

OGTT

PC
PCO
PMT
RIA
SD
SE
SF
SMS
SPSS
Std
STH
ULN

WHO

Lower Limit of Normal (5. Perzentile)
Maximum

Minimum
Magnetresonanztomographie
Medizinisch Technische Assistentin
Mittelwert

Natriumchlorid

Oraler Glukose Toleranz Test
(Wahrscheinlichkeit)

Personal Computer

Polycistic ovary (Polyzystisches Ovar)
Photoverstarker

Radioimmunoassay
Standarddeviation (Standardabweichung)
Standarderror (Standardfehler)
Standardfehler

Somatostatinanaloga

Statistical Package for Social Sciences
Standard

Somatotropes Hormon (= hGH)
Upper Limit of Normal (95. Perzentile)

World Health Organisation

10



1 Einleitung

1.1 Forschungsvorhaben: IGF-I als biochemischer Markerfir Akromegalie?

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Mailitat der Serumkonzentration des
insulin-&hnlichen Wachstumsfaktor | (Insulin-likeogith factor-I, IGF-I). Es wird zum

einen untersucht, inwiefern die Konzentration vG@fl durch verschiedene Faktoren wie
zum Beispiel Alter, Geschlecht oder kurzfristigeukdsezufuhr beeinflusst wird. Zum

anderen wird erforscht, ob IGF-I einer intra-indivellen Schwankung tber den Tag bzw.
das Jahr unterliegt. Mit dieser Erhebung soll diesgagekraft von IGF-I-Werten als
biochemischer Marker fir die Krankheitsaktivitat Batienten mit Akromegalie Uberprift

werden.

Traditionell wurde die Krankheitsaktivitat von Ratten mit Akromegalie hauptséachlich
durch die Messung von Wachstumshormon (human Graddhmon, hGH) selbst,
insbesondere mittels hGH-Suppression durch Gluatmegkontrolliert. Hierbei galt eine
Suppression von hGH unter einen Wert von 2.5 pgichnGabe von 75 g Glucose
(sogenannter oraler Glukose-Toleranz-Test, OGT%$)galsund oder — bei akromegalen
Patienten — als ,sicher”. Bedingt durch neuere,sise@ere Messverfahren wurden
neuerdings auch niedrigere cut-off-Werte von uritér bis unter 0.3 pg/L festgelegt
(Barkan, 2004; Ferone et al., 2004; Freda et @032

Seit einiger Zeit wird jedoch zunehmend die Erhepuan IGF-I-Werten zur Ermittlung

und Kontrolle des Krankheitsbildes eingesetzt.

IGF-I vermittelt die meisten der physiologischenrkMingen von hGH. Im Gegensatz zu
hGH hat IGF-1 eine deutlich langere Halbwertsz2iidem ist die Sekretion von IGF-I

nicht wie die hypophysare hGH-Sekretion pulsabihdern eher tonisch. Daher wird die
Messung des von IGF-I in der endokrinologischengbastik haufig zur indirekten

Beurteilung der hypophyséaren Sekretion von hGH nggaogen (Chandrashekar und
Bartke, 2003; Strasburger und Bidlingmaier, 20@igs ist insbesondere bei Diagnostik
und Verlaufskontrolle der Akromegalie, welche voermpanentem hGH-Exzess, meist
durch hGH-produzierende Adenome der Hypophyse gest sowie des hGH-Mangels

von Bedeutung. Der dauerhafte hGH-Exzess bei algalae Patienten fiihrt zu dauerhaft
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erhohten Konzentrationen von IGF-I. Im Gegensatzudfihrt der hGH-Mangel bei

hypophyseninsuffizienten Patienten zu erniedri¢@#-I-Spiegeln.

Auf Grund dieses unmittelbaren Zusammenhangs zems@tiachstumshormon und IGF-I,
mit der Entwicklung von sensitiveren und spezifexgim Bestimmungsverfahren fir IGF-I-
und damit der Verbesserung der Messungen und mit Henfihrung des
Wachstumshormon-Rezeptor-Antagonisten Pegvisonmadiei Therapie der Akromegalie
— in dessen Gegenwart die hGH-Messung keine Auksstyenehr hat - wird heutzutage
verstarkt empfohlen, IGF-I als Richtwert fur Diagh& und Krankheitsverlauf
heranzuziehen (Brabant, 2003; Thorner, 2004; vordéfe2005).

1.2 Komponenten der somatotropen Achse

In Abhangigkeit von der hypophysaren Sekretion Véachstumshormon (hGH) wird in
peripheren Zellen — hauptsachlich in der Leber F-1@ebildet. Diese beiden Faktoren
zahlen zu den wichtigsten Triebkraften, die sonshs Wachstum und Skelettwachstum
kontrollieren. Sie beeinflussen au3erdem — wienubtschrieben- sowohl agonistisch als
auch antagonistisch zahlreiche Stoffwechselprozassespielen somit eine grof3e Rolle
bei der Regulierung des Energiehaushaltes im méadseh Korper, die wiederum fir
Wachstum und Entwicklung unentbehrlich ist (Timsital.,, 1992; Jehle et al., 1998),
(Ueland, 2005; Kimbrough et al., 1991).

Auf Stimulation der Zelle durch hGH und IGF-1 wigih Netzwerk von Kinasen in Gang
gesetzt, die die biologische Antwort vermitteln utiése Uber parakrine und autokrine
Wirkmechanismen weitergeben (Sabharwal und Var®@6)L

1.2.1 Humanes Wachstumshormon

Das humane Wachstumshormon (hGH), auch Somatottdperon (STH) genannt, ist
ein Polypeptid aus 191 Aminosauren und wird im Hypesenvorderlappen gebildet. Der
Mensch verfugt Uber zwei Gene fir das WachstumstwrrhGH-N und hGH-V. Das
Genprodukt fur hGH-V wird in der Plazenta, hGH-Nder Hypophyse exprimiert. Beide

liegen auf Chromosom 17.
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Die Regulation der Bildung und Freisetzung von Gésdhpieht hauptsachlich tber die
beiden Hypothalamushormone GHRH (Growth Hormon &®ifey Hormon) und
Somatostatin (Jones et al., 1995; Miyachi et &93). Von der Adenohypophyse aus wird
hGH in einem zirkadianen Rhythmus in den Blutkeri§labgegeben. 2/3 der pulsatilen
Sekretion finden in der Schlafperiode statt. Dieldmische Wirkung des hGH wird tber
den hGH-Rezeptor vermittelt. Eine verklrzte Foresds Rezeptors, das so genannte GH-
Bindungsprotein (GHBP) zirkuliert zusatzlich im Blund verlangert die Halbwertszeit
von hGH, welche ca. 15-20 Minuten betragt. Diefdlaben Wirkungen des somatotropen
Hormons auf den Organismus betreffen sowohl analveéehstumsfordernde als auch
metabolische Effekte (Wuster et al. 2001, Jaffal.e2002; Shetty und Duthie, 1995).

1.2.1.1 Biologische Wirkungen von Wachstumshormon:

Das Wachstumshormon stellt gemeinsam mit IGF-1 deichtigsten hormonellen
Botenstoff fur die Entwicklung des Knochenlangenksiams dar. Tierversuche und die
Behandlung von Wachstumhormon-defizienten Patientaien gezeigt, dass die
Einnahme von Wachstumshormon eine Proliferation @ondrozyten, Osteoblasten und
Osteoklasten bewirkt und somit das longitudinal@#&renwachstum stimuliert (Biermasz
et al., 2005; Weiss et al., 2002). Des Weitererd simelfaltige Wirkungen auf den
Stoffwechsel zu vermerken. Anders als bei den femaliiven Effekten sind diese
Wirkungen nicht tGber IGF-I vermittelt, sondern dumtas hGH-Molekil selbst induziert.
Es beeinflusst den Fettstoffwechsel durch Stimmtatler Lipolyse, der Ketogenese, der
Synthese der freien Fettsauren und durch ModulatenCholesterin-Synthese (Zuliani et
al., 1989).

Auf den Kohlehydratstoffwechsel hat hGH zwei untaredliche Effekte: einen insulin-
ahnlichen und einen insulin-antagonistischen. Sme sabhangig von der Dauer der
Einwirkung.  Kurzfristige Erhdhung des Hormons béavir eine  vermehrte
Glukoseaufnahme in der Zelle und eine Anregung@laconeogenese (insulin-ahnlich),
wahrend langfristig die Aufnahme von Glucose gehémwvird und eine verstarkte
hepatische Glykogenolyse und Induktion von Insekistenz eine diabetogene Wirkung

zur Folge hat (insulin-antagonistisch) (Rose uneh@hons, 2002).

Die Proteinsynthese im Skelettmuskel wird gestéigemd die GréRe von

Skelettmuskelfasern und Muskelmasse nehmen zug@echen Effekt kann man ebenso
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am Herzmuskel beobachten, dessen Ventrikelwandusitdr Einfluss von hGH verstarkt.
Zudem sind die stimulierende Wirkung auf die Henkfion und das Herz-Kreislauf-
System insgesamt, sowie das Immunsystem und diditioh des programmierten
Zelltodes hervorzuheben (Florini et al., 1996; Lamub et al., 1997). AulRerdem stimuliert
hGH die Synthese und Freisetzung von IGF-1 undetesachtigsten Bindungsproteinen,
IGFBP-3 und ALS, welche im Blut zirkulieren.

Die zusatzliche Synthese von IGF-I und IGFBP-3 umbrzellen, Niere und Plazenta ist
hGH-unabhéngig (Mauras und Haymond, 2005; Weiss.,e2002; Rose und Clemmons,
2002; Ho et al., 1996).

1.2.2 IGF-I

Der insulindhnliche Wachstumsfaktor | (Insulin-lilg¥owth Factor- 1, IGF-I), friiher auch
Somatomedin C genannt ist ein Polypeptid aus 70nAsduren mit einem Gesamtgewicht
von 7600 Dalton, dessen Struktur Ahnlichkeiten oétm Proinsulin aufweist und auf
Chromosom 12 transkribiert wird. Es wird als peepr Mediator des hypothalamisch-
hypophyséren Regelkreises in Abhangigkeit von hGiwahl in der Leber und in
Muskelzellen, aber auch in der Hypophyse, Hypophgdenomen und einer Vielzahl von
anderen Geweben gebildet und mit autokriner undkperer Wirkung sezerniert (Jaffe et
al., 2001; Frost und Lang, 2003). Neben hGH wemrlesh der Einfluss von Thyreoid- und
andere Steroidhormone als Mediator der IGF-I Pradokangenommen (Pollak et al.,
1992). Im Blut kommt es nur in geringen Mal3e indrd-orm vor, meistens ist es an die
Bindungsproteine 1 bis 6 (IGFBP 1 bis 6) gekopmdten Bindung entscheidend fiir die
Wirkung des Serum-IGF-I ist (Klauwer D, 1997). Demiptsachliche Tragerprotein ist das
IGFBP-3, welches die Halbwertszeit von IGF-1 im Blerlangert und dessen biologische
Wirkung in vitro erhoht (Van Doorn et al., 1999).

Die Signaltubertragung erfolgt iber den IGF-I Reaephd die Aktivierung einer Kaskade
von Kinasen und Proteinen. Dieser Rezeptor bindetaher Affinitat IGF-1 und ist fur

das longitudinale Knochenwachstum von groRer Bengu(Baserga et al., 1997).

Entgegen der klassischen Somatomedin-Hypothesbdeactdie hypohysare Wirkung auf
das Knochenwachstum Uber das in der Leber prodezi&F-1 reguliert wird, gilt

heutzutage autokrin und parakrin gebildetes IGHd antscheidender Faktor des
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postnatalen Wachstums (Le Roith et al., 2001). iDaker Leber gebildete IGF-I zirkuliert
im Blut und Ubt negative Rickkopplung auf die hGekf@tion in der Hypophyse aus
(Daughaday, 2000). Dieser Serum-Pool spielt bei IGF-vermittelten Wirkung auf

verschiedene Stoffwechselprozesse eine wichtigée RGbulson et al., 1991; Clemmons,
2004).

1.2.2.1 Biologische Wirkungen von IGF-I

IGF-I wirkt als starkes Mitogen fiir normale und abmale Zellen. Durch seine Aktivitat

wird die Proliferationsneigung erhdht und die Apasarate verringert.

Unter aktiver Stimulation mittels IGF-1 kann sowobine zunehmende DNA/RNA-

Synthese und die Verbesserung der Erythropoeseabktdt werden, als auch eine
Verstarkung der zellularen Differenzierung und tl@senflusses in der Zelle (Le Roith,

1996). Der Wachstumsfaktor reguliert in Verbindungt dem Wachstumshormon

Prozesse des Knochenstoffwechsels wie EntwicklURgmodeling und Heilung. Er

vermittelt die osteoinduktive Wirkung mechaniscistresses auf die Knochenstruktur und
stimuliert Zellteilung und Matrixsynthese in KnolpeKnochen- Sehnen- und

Muskelzellen. Weiterhin bt IGF-I durch seine Wingu auf Chondrozyten der

Wachstumsfuge einen regulierenden Effekt auf diehendrale Ossifikation aus.

Anzunehmen ist, dass der Wachstumsfaktor diesengavior auch wahrend der
Frakturheilung beeinflusst (Yakar et al., 2002)FiGvermittelt systemische Effekte von

Hormonen und besitzt mehrfache insulinahnliche ksgbaften, wie zum Beispiel die
Stimulation  der  Lipolyse, der zellularen  Glukosemiime und des

Kohlenhydratstoffwechsel. AuRerdem kann unter Es¥lvon IGF-I auch eine Zunahme
des renalen Blutflusses, der glomeruléren Filtresiate und der Kreatinin-Clearance,
sowie der gesamten Nierengr63e beobachtet werdescliderg und Kopple, 1989). Des
Weiteren ist er an der Immunmodulation im Thymuseitigt (Sabharwal und Varma,

1996). Es werden jedoch nicht nur proliferative kMirgen des Faktors beschrieben,
sondern auch inhibitorische: Zum einen hemmt I@k+ch einen Feedback-Mechanismus
die Synthese und Sekretion von WachstumshormomrrHgpophyse (Daughaday, 2000;
Chen et al., 2005). Zum anderen supprimiert esSeieretion von Insulin und C-Peptid-
Sekretion (Plockinger et al., 1993; Breidert et B995).
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IGF-I scheint aul3erdem in Zusammenhang mit Karzeromine Rolle zu spielen. In den
vergangenen Jahren wurde in mehreren grof3en Stgeeeigt, dass es eine deutliche
Assoziation gibt zwischen der Hohe der IGF-I-Spieged der Inzidenz bestimmter

Tumoren (insbesondere Mamma- und Colonkarzinome) Rbith, 1996; Pollak et al.,

1992).
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1.2.3 Schematische Darstellung des GH-IGF-Regelkreises

StressSchlal Anstrengun

Hypothalamus

Somatostatin

Wachstumshormon ins Zielgewebe |

NN

Fettgeweb
Pankrea Muskelr
Insulin

IGF

Abbildung 1. Schematische Darstellung des GH-IGEdReaeises

Der Hypothalamus bildet unter anderem die beidenmdoe Growth Hormone Releasing
Hormone (GHRH) und Somatostatin. Durch GHRH wird Breisetzung von hGH aus der
vorderen Hypophyse stimuliert, durch Somastatirdwie gehemmt.
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Groltenteils gekoppelt an ein Bindungsprotein (n&fJ; zirkuliert hGH im Kreislauf und
bindet an spezifischen Rezeptoren der Leberzeldase Interaktion mit den Rezeptoren
aktiviert innerhalb der Zelle die Synthese von IGEnd IGF-I-Bindungs-Protein 3
(IGFBP-3), welches das wichtigste Transportproteam IGF-I darstellt. Ein weiteres
Transportprotein, die sdurelabile Untereinheit @Acabile Subunit, ALS), bildet mit IGF-I
und IGFBP-3 einen Dreierkomplex (150kD), durch d&F-I zu seinen Zielzellen
transportiert wird. Durch die Ubertragung von IGRuf membranstandige Rezeptoren
(IGF-R) wird eine Kaskade intrazellularer Reaktionausgeltst, die fiur Teilung und
Reifung der Zellen verantwortlich sind. Weiterhiegt hGH durch zuséatzliche direkte
Bindung an Rezeptoren auf Zielzellen die lokal@@&ilg von IGF-I in diesen an.

1.2.4 IGFBP-3

Der im Blut zirkulierende IGF-I ist zu 90 Prozemt @ines von sechs verschiedenen IGF-
Bindungsproteinen (IGFBP 1-6) gebunden, die in ®ewnd Zellen in unterschiedlichen
Konzentrationen vorkommen. IGFBP-3 ist das bedelstenund am besten untersuchte
Bindungsprotein fur IGF-I. IGF-1 und IGFBP-3 liegaits ein tertidrer Komplex von 140
kD mit einem weiteren Protein, der Saurelabilenddeinheit (acid-labile subunit, ALS)
vor (Van Doorn et al., 2001). Durch diese Bindu@ag IGF-1 eine langere Verweildauer im
Blut. Da es als Komplex die GefaBmembran nicht ldmagen kann, wird seine
Halbwertszeit auf 12-16 Stunden verlangert. Dagdusren die zirka 20%, die an einen
kleineren Komplex von 40-50 kD gebunden sind, der @efallmembran durchdringen
kann, lediglich eine Halbwertszeit von etwa 30 Mewu Die Verbindung von IGF-I mit
IGFBP-3 und ALS erfullt somit die Funktion einesrkazlierenden IGF-Speichers
(Boisclair et al., 2001). Um die GefaBmembran zgsmaen und an seinen Rezeptor
gebunden werden zu kdnnen, muss IGF-I durch speladi Proteasen aus dem tertiaren
Komplex abgespalten werden (Fukuda et al., 2002sé Proteolyse ist in katabolen
Situationen wie bei einer malignen Tumorerkrankuwatggr auch bei Schwangerschaft und
Stoffwechselkrankheiten erhdht (Van Doorn et &10D).

Die Konzentration von IGFBP-3 im Blut steht in ditem Verhaltnis mit der des IGF-I.
Sie ist erhoht bei verstarkter Stimulation durch HapGwie zum Beispiel bei der
Akromegalie und erniedrigt durch Erkrankungen wabérzirrhose, Diabetes mellitus oder
Untererndhrung (Chen et al., 2004; Lewitt et Q@ Morrison et al., 2001).
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Die Regulation des IGFBP-3-Spiegels findet durcls d8achstumshormon und die
Konzentration von zirkulierendem IGF-I| statt. Dieedung von IGFBP-3 ist somit ein
weiterer nutzlicher Marker bei der Diagnostik voradkistumshormon-Mangel (Growth
Hormon Deficiency, GHD) und Akromegalie (Owen unadbirts, 2005).

1.2.5 Krankheitsbild der Akromegalie

Die Akromegalie ist eine seltene Erkrankung. Sitsteht im Rahmen eines somatotropen
Adenoms des Hypophysenvorderlappens (HVL) mit vémee und unkontrollierter
Produktion von Wachstumshormon (hGH. Die Inzidaagtlbei etwa 4-5 Erkrankungen/
Million/ Jahr, die Pravalenz bei 40-70 Patienteo gine Million Einwohner und die
Verteilung auf beide Geschlechter ist nahezu gheiRig (Guillemin et al., 1982). hGH-
sezernierende Adenome stellen rund 20% aller Hyysgitumore dar (primare
Akromegalie). In weniger als 1% der Falle wird egekundare Akromegalie beschrieben.
Hier ist die vermehrte Wachstumshormon-Sekretiolgd-einer tlbermafligen Produktion
von Growth Hormon Releasing Hormon (GHRH) durcheaifumor des Hypothalamus
oder aber ektop durch andere Tumoren, die zu élgperplasie der Wachstumshormon-
produzierenden Zellen in der Hypophyse fuhren (Weerder et al., 1985; Barkan et al.,
1988b). Aufgrund der Seltenheit der Krankheit ured dunachst diskreten auf3erlichen
Verdnderungen kommt es meist erst mehrere Jahrde Baginn der Erkrankung zur
Diagnosestellung und eine kurative Therapie istreéht mehr moglich. Wahrend die
Akromegalie bei friher Diagnose gut behandelbarfisgirt sie unbehandelt — oder zu spat
behandelt - zu einer schlechten Prognose mit hafeMorbiditdt und verkurzter
Lebensdauer (Bengtsson et al., 1989; Katznelsdi§g)20

1.2.5.1 Klinik der Akromegalie

Der auffalligste Effekt des Wachstumshormons istwige die Stimulation des
Knochenlangenwachstums. Manifestiert sich das HKrangbildes wahrend des
Heranwachsens und somit vor dem Schluss der Epmphygen, entwickelt sich ein
Hochwuchs (Gigantismus). Bleibt eine frihzeitigeaghose und Behandlung aus, so
kobnnen Menschen bis zu 2,70 m groR werden (De IHerd®04). Nach dem
Epiphysenfugenschluss ist ein Wachstum der langémwedRknochen nicht mehr méglich

und es kommt infolge appositionellen Knochenwaahstuor allem im Bereich der Akren
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zu aulBerlichen Veranderungen (Ueland et al., 20D&berman et al., 1992).

Augenscheinlich wird dies nicht nur durch Gro3ermtume von Handen, FufRen und
Zunge, sondern auch durch charakteristische Verénden der Gesichtszige, wie zum
Beispiel der Verdickung der Mandibula und des Jodens, einer Protrusion der
Augenbrauenwilste und der Verbreiterung von Kinmd udase. Durch den hGH-

Uberschuss werden sowohl anabole, als auch katsiokeingen des Wachstumshormons
verstarkt. Neben dem auf3erlichen Umbau finden aidin an inneren Organen vielfaltige
Verwandlungen. Die klinischen Erscheinungen erk#ecsich von Grol3enzunahmen des
Herzens, der Leber, des Darms und anderen Orgabpen \[eranderungen von Haut,

Haarfollikeln und Schweil3driisen bis hin zu Erkrarden des Nervensystems (Baumann,
1987; Braham et al., 2002). Abhéngig von der Gr@eursacht das somatotrope
Hypophysenadenom auch lokale Komplikationen wies&ehngen, Kopfschmerzen und
Storungen der Sensibilitat aufgrund der Kompressmmmachbarter Strukturen. Bei
zusatzlicher Verdrangung von endokrin aktiven Zelieer Hypophyse, kann der Tumor
Regulationsstérungen anderer Hypophysenachsenatge lRaben. Beispiele hierfiir sind
Zyklusstérungen, Amenorrhoe, sekundarer Hypogonauks und Hyperprolaktindmie

(Katznelson, 2005). Weitere Folgeerkrankungen détromegalie sind arterieller

Hypertonus, Herzerkrankungen, Niereninsuffizienz, ele@kserkrankungen und

Stoffwechselstorungen wie eine gestorte Glukosetnle und ein Insulin-resistenter
Diabetes mellitus. Die Lebenserwartung kann siclolgedessen um zirka 10 Jahre
reduzieren (Colao et al., 2004; Bondanelli et2005).

1.2.5.2 Diagnostik

Die Diagnosesicherung erfolgt Giber den Nachweisreimgenigenden Supprimierbarkeit
der Sekretion von hGH durch einen oralen Glukoskeréoz-Test. (OGTT). Im Februar
1999 wurden auf einer internationalen Consensusfdfenz in Cortina d’Ampezzo
(Italien) neue Kriterien fur die Einschéatzung einerfolgreichen Therapie einer
Akromegalie definiert. Demnach gilt ein hGH Suppgres auf <1,0 pug/L im OGTT nach
einer Gabe von 75¢g Glukose als gesund bzw. ,kdmrtsl (von Werder, 2005). Die
Bestimmung des hGH-abhangigen insulin-ahnlichen R&taensfaktor IGF-1 dient
zusatzlich als Screening-Test und gewinnt mit detwieklung von sensitiven und
spezifischen Bestimmungsverfahren fur IGF-I immeshman Bedeutung (Barkan, 2004;

Clemmons, 2004). Die konventionelle Rontgenaufnahoes Schadels, die bei
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ausgedehnten Tumoren knécherne Veranderungen igicBeder Sella turcica, des Sinus
frontalis und anderen Bereiche des Schédelknochkzeigen kann, wurde durch die

wesentlich sensitivere MagnetresonanztomographRRTMabgelost (Katznelson, 2005).

1.2.5.3 Therapie

Bisher stehen der Medizin drei mal3gebliche Thefapieen zur Verfigung: die
transsphenoidale Adenektomie, die Strahlentherapiedie medikamentbse Behandlung.
Obwonhl die Therapieméglichkeit in erster Wahl dianssphenoidale selektive Ektomie
des Hypophysenadenoms ist (Fahlbusch et al., 20@58)tigen immer noch 50-60% der
Adenome eine weitere Behandlung mittels Strahleafhe und/ oder Medikation. Die
Bestrahlung ist weiterhin sekundare Therapie-OptioNachteile sind die
Behandlungsdauer Uber einen langeren ZeitraunBekehadigung gesunden Gewebes der
Hypothalamus-Hypophysen-Achse (HHA) unter Einwirgumler Strahlung und die
mangelnde Normalisierung des IGF-I-Spiegels (Resratnal., 2005). Zusatzlich zur
konventionellen Bestrahlung wird die ,stereotakiscRadiochirurgie® mittels eines
Linearbeschleunigers oder einer Cobalt-Bestratdeimipeit (,Gamma-Knife*) verwendet,
die eine effektive, gezielte Bestrahlung mit gro@ghther Schonung des angrenzenden
Gewebes darstellt (Ganz et al., 1993; Gutt e2805). Auch die medikamentbse Therapie
hat in der Behandlung der Akromegalie eine groRdeBring. Die seit den Siebziger
Jahren verwendeten, oral applizierbaren Dopaminagon wurden aufgrund von
Nebenwirkungen und insgesamt unbefriedigender \Wirkeit weitgehend durch
Somatostatinanaloga (SMS) abgel6st. Somastotatogmasenken nicht nur die hGH-
Sekretion des Adenoms, sondern reduzieren die Gd#se Tumors, sodass oft eine
operative Therapie ermdglicht oder erleichtert wiBdrkan et al., 1988a; Jorgensen et al.,
2005). Eine neue Entwicklung ist ein hGH-AntagoriRBégvisomant), der durch gezielte
Blockierung des hGH-Rezeptors die peripheren Eifektes Wachstumshormons
verhindert. Im Gegensatz zu Somastostatinanalogardriickt Pegvisomant nicht die
Aktivitdt des Adenoms, sondern verhindert zielgbtetie Bindung des GH-Molekiils an
seinen Rezeptor. Aufgrund der hohen Spezifitat deg Medikament bislang wenige
Nebenwirkungen aufgewiesen und sich als sehr éffeki der Behandlung der

Akromegalie gezeigt (Jorgensen et al., 2005).
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1.3 Messverfahren fir Eiweifhormone

Die Konzentration von Hormonen im Blut ist meishisgering. Zur Bestimmung sind
hochspezifische Verfahren notwendig, die das spezitormon erkennen und mit Hilfe
eines Markers die Konzentration in ein messbaremabi Ubersetzt. Seit den spaten
Siebzigern verwendete man in der klinischen Praxi#3tenteils Radioimmunoassays
(RIA) und Immunradiometrische Assays (IRMA) (Elnger et al., 2005), bei denen
markierte Antikbrper verwendet werden, die sichzefgch an antigene Determinanten des
Hormons binden. Als Marker dienen Isotope wié*Jod und Tritium,
Fluoreszenzfarbstoffe, chemiluminiszente Stoffe rodénzyme, die Reaktionen
katalysieren.

1.3.1 Kompetitiver Immunoassay

Dieser Assaytyp basiert auf einem Verdrangungspifizine begrenzte Menge markierten
Antigens (Hormons) konkurriert mit dem Hormon ausr dPatientenprobe um eine
bestimmte Anzahl von Antikdrper-Bindungsstelleni Biedriger Hormonkonzentration in
der Patientenprobe bindet viel markiertes Hormam,hoher Konzentration nur wenig an
den Antikorper. Nach Abtrennung des freien markieitiormons durch Préazipitation mit
einem zweiten Antikdrper folgt die Messung der Radtivitdt des Antigen-Antikorper-
Komplexes. Die Hohe des Markersignals steht im Wwmlggen Verhaltnis zu Hormon-
Serumkonzentration, welche so Uber Standardkurvemtdiziert werden kann (Ranke et
al., 2001; Van Doorn et al., 1999). Je nach Art desvendeten Markers nennt man die
Assays Radioimmunoassay (RIA), Fluoreszenzimmurgass (FIA),
Chemoluminiszenzassay (CLIA), Enzymimmunoassay JEIA

1.3.2 Immunometrischer Assay

Beim immunometrischen Assay ist ein Antikdrper aimee Festphase (Kunststoff)

gekoppelt, welcher das zu messende Hormon der $eoben binden kann. Anschlie3end
wird ein zweiter, markierter Antikorper hinzugegebder sich an ein raumlich getrenntes
Epitop des Hormons bindet (,Sandwich-Technik®). [3egnalintensitat der gebundenen

markierten Antikorper, die im direkt proportional®erhaltnis zur Hormonkonzentration
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steht, wird gemessen. Im Gegensatz zum kompetitissay zeichnen sich
Sandwichassays oft durch hohere Sensitivitat udd zwei Epitope identifiziert werden —
hohere Spezifitat aus (Ranke et al., 2001).

1.3.3 Spezifische Probleme der Messung von IGF-I

Die herkdbmmlichen Assay-Methoden warfen bei der $vleg von IGF-I jedoch einige
Probleme auf, vor allem bedingt durch die oben lrésiscene Komplexbildung von IGF-I
mit verschiedenen Bindungsproteinen. Diese Bindprggsine Uberdecken Teile der
Molekuloberflache und somit Epitope, die in den #ss eingesetzte Antikdrper gegen
IGF-I erkennen wirden,. Somit kdnnen — abhangig den Epitopen der im jeweiligen
Assay verwendeten Antikorper - komplexierte IGF-blgkile der Messung ,entzogen®
werden. Verschieden Techniken wurden entwicklet, dim IGF-I/BP3/ALS-Komplexe
aufzuspalten. Nach wie vor jedoch sind viele Me#aduf dem Assaymarkt verflgbar,
die nur eine unzureichende Aufspaltung des IGESFBP-3 — Komplexes ermdglichen.
Starke methodenbedingten Unterschiede fiihren diess Messergebnisse verschiedener
IGF-I-Assays oftmals kaum vergleichbar sind. Dahsind methodenspezifische
Referenzbereiche von grol3er Bedeutung. Letztendl@bte sich, dass Assays, die mit
einer Kombination einer Anséduerung der Probe (SEtlmanol-Fallung) mit der Zugabe
eines Uberschusses an IGF-II (ein nicht von den-IKBRtikérpern erkanntes, jedoch an
die Bindungsproteine bindendes Molekil) arbeitean dnderen Verfahren tberlegen sind
(Clemmons, 2001). Durch diese Messverfahren kondiersensitivitat und Spezifitat der
Bestimmungen von Insulin-like growth factor | (IGFerhoht, sowie die Variabilitat
zwischen den verschiedenen Assays verringert werdeie Aussagekraft fir eine
Diagnoseerhebung und Verlaufskontrollen von Erkuagien der hGH/IGF-I-Achse

konnte somit deutlich verbessert werden (Barka6420

Heutzutage werden zunehmend nicht-isotopische, naiisierte Assays zur
Hormonbestimmung entwickelt und genutzt, bei deegerseits die Verlasslichkeit die
von manuellen Assays erreicht bzw. Ubersteigt, mandeits Radioaktivitat vermieden wird
und zuséatzlich Messungen innerhalb einer Stundesadpssen werden kénnen, wodurch
auch Kosten eingespart werden (Elmlinger et aD520lm Rahmen der hier vorliegenden
Studie wurde fur alle Messungen das vollautomatesiemmulite-System verwendet. Es

handelt sich um einen immunometrischen Chemiluaees-Assay, der eine
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automatisierte Variante eines auf dem Prinzip d8s-Ill-Displacement basierenden
Sandwich-Assays darstellt. Das Hormon der Serungprebird zunachst — nach
Ansauerung und Zugabe von IGF-II - an einen polyelen Antikérper gebunden, der mit
alkalischer Phosphatase konjugiert ist. Wahrendlnlanbationszeit von weniger als 60
Minuten bei 37°C werden der Probe nun paramagmetistugeln zugegeben, die mit
einem zweiten, monoklonalen Anti-IGF-I-Antikorpeedzhichtet sind. Der Komplex aus
dem ersten, mit alkalischer Phosphatase markiéteikorper und dem Hormon aus der
Probe bindet nun an diese antikérperbeschichtetegeld. Je mehr Hormon sich in der
Patientenprobe befindet, umso mehr Immunkomplexsteren. Beim Waschschritt, der
ungebundene Antikdrper sowie andere Matrixkompareentfernt, werden die Komplexe
durch einen Magneten am Boden des GefalRes fesigehadllach Aktivierung der
Enzymvermittelten Chemilumineszenzreaktion wird 8agnal gemessen, das — wie oben
beschrieben — bei Sandwichassays der Hormonkowtiemtproportional ist (EImlinger et
al., 2005; Owen und Roberts, 2005).

1.4 EinflussgroRen und Stérfaktoren

Grundsatzlich werden in der Praanalytik unabhangygn Analyten zwei Arten von
Einflussen unterschieden, die das Analyseergelaégndern konnen: Einflussgré3en und
Storfaktoren.

1.4.1 EinflussgréfRen

Der Begriff EinflussgroRe beschreibt Veranderungewivo und ist unabhangig vom
Analyseverfahren. EinflussgroRen sind immer prokandozw. patientenbezogen und
liegen bereits vor der Probenentnahme vor. Sie evedifferenziert in beeinflussbare
(Erndhrung, Fasten, Medikamenteneinnahme, KorpaechewTemperatur, koérperliche
Ertiichtigung, psychischer Stress, Rauchen und Djogend nicht beeinflussbare
EinflussgréRen (Geschlecht, Alter, Rassenzugehéitiggenetische Merkmale, circadiane

oder saisonale Schwankungen, Graviditat).

24



1.4.2 Storfaktoren

Storfaktoren indessen fiihren zu In-vitro-Verdndgam einer Messgrof3e und treten im
Gegensatz zu den Einflussgrof3en zeitlich geseherhrewd oder nach der
Probengewinnung ein. Das Messergebnis entspricit wier In-vivo-Konzentration des
Analyten. Stdrfaktoren sind weitgehend vermeidi$ae. werden unterteilt in kdrpereigene
und korperfremde Storfaktoren. Korpereigene Stdof@hn konnen das Messergebnis der
Analysereaktion verdndern, zum Beispiel durch Agddulantien, Hamolyse,
Hyperbilirubindmie und Hyperlipoproteinamie. Koérfremde Storfaktoren sind Stoffe, die
vor oder nach Blutentnahme in die Probe gelanged diese verunreinigen oder
fehlerhafte Handhabung des Materials, zum BeidgmelAufbewahrung und Transport, so

dass die Bestimmung des Blutbestandteils gestort is

Der Fokus meiner Untersuchungen richtet sich aofRreich der Einflussgréf3en, die die
Analyse der Wachstumshormon-IGF-I-Achse beeinflaskénnen, denn die Kenntnis
dieser GroRRen ist fur eine gute Labordiagnostik Amgabe der richtigen Referenzwerte
auRRerst sinnvoll (Strasburger et al., 2001). Dwefschiedene Studien ist zwar bekannt,
dass Faktoren wie Alter, Body Mass Index (BMI), &rrung und Bewegung grundsatzlich
einen Einfluss auf die zirkulierende IGF-1-Konzetiton haben (Koziris et al., 1999;
Eliakim et al., 2001). Jedoch ist die intra-indivedle Variabilitéat von IGF-1 bei Gesunden
und Akromegalen unzulénglich definiert. Es gibt kastudien, die den EinfluR von
kurzfristigen praanalytischen Faktoren wie akuteahiingsaufnahme, aber auch den
Einfluld von Tages- oder Jahreszeit auf die Ausgadfekon IGF-1 als biochemischen

Indikator der hGH-Sekretion untersuchen.

1.5 Bedeutung der Untersuchung:
Stellenwert der Messung von IGF-I

Die Validitat der Bestimmungsmethoden fir IGF-I ktein den letzten Jahren durch die
Einfuhrung neuer Messtechniken deutlich verbessertien (Paisley und Trainer, 2004).
Allerdings bestehen nach wie vor grof3e WissensliichkeBereich der Praanalytik sowie
der Normwerte. Da die IGF-I-Konzentration von Fakto wie Alter, Geschlecht,

ethnischer Herkunft, Ernahrungszustand etc. staginflusst wird (Busby et al., 1988),
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(Slattery et al., 2005), sind fur eine klinischrsiolle Interpretation der Messergebnisse
normative Daten an definierten Kollektiven unedigts

Fur die im endokrinologischen Labor der MedizinsictKlinik - Innenstadt der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen verwendeten Methoder Bestimmung von IGF-I
wurden 2004 in einer umfangreichen Studie an 0bB6001 gesunden Personen
Referenzwerte erstellt (EImlinger et al., 2004) bbie diesen Querschnittsdaten existieren
aber bis heute kaum Angaben uUber die intra-indelida Schwankungen der IGF-I-
Konzentration. Die wenigen publizierten Untersuajem sind durchweg mit alteren,
teilweise storanfalligen und unprézisen Messmethatiechgefihrt worden (Gelander et
al., 1999; Skjaerbaek et al., 2000). Eine prazidéreebung und somit verbesserte
Interpretation dieser biologischen SchwankungefiirsDiagnostik und Krankheitsverlauf

bei akromegalen Patienten von grofl3er Wichtigkeit.

Pegvisomant, ein Wachstumshormon-Rezeptor-Antagaregyte sich in der Behandlung
der Akromegalie als sehr effektiv (Colao et al.0@0 Die Benutzung von Pegvisomant
stellt jedoch auch eine neue Herausforderung fishdrsige Untersuchungs- und
Labormethoden zur Ermittlung der Krankheitsaktivitéar (Thorner, 2004). Zum einen
unterscheidet sich Pegvisomant, eine Mutation deschAtumshormon nur durch 9
Aminosauren vom aus der Hypophyse sezernierten K@lkil und die meisten
Immunoassays unterscheiden nicht zwischen den rmeitolekilen, so dass
Untersuchungen von hGH-Konzentrationen hinfalligde®. Zum anderen reflektiert die
hGH-Konzentration aufgrund des pharmakologischenchdeismus von Pegvisomant
(Blockade des hGH-Rezeptors) nicht mehr die aldukhankheitsaktivitat. Studien, die
spezifisch in der Hypophyse gebildetes hGH ohneukiReaktion mit Pegvisomant
gemessen haben (Thorner et al., 1999), zeigteneaiegene Erhhung des hGH-Spiegels
unter Therapie. Auf Grund dessen ist IGF-I der Gstelfaktor bei der Bestimmung einer
effektiven Behandlung von Pegvisomant. Sowohl figr adaquate Anpassung der Dosis
von Pegvisomant, als auch fir die Langzeitiberwaghwon Patienten ist die
Verlasslichkeit von IGF-I-Messungen und korrektietpretation der Werte ausgesprochen
bedeutsam (Paisley und Trainer, 2004).
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die intra-widuelle Variabilitdt von biochemischen
Markern der somatotropen Achse - gemessen mit einedernen, automatisierten
Verfahren - in fur die alltagliche klinische Praxedevanten Situationen bzw. Zeitraumen
zu untersuchen, um eine Aussage Uber die Verl&gsiicdieser Marker bezogen auf die

Krankheit Akromegalie treffen zu kénnen.

Hierzu wurden sowohl bei Gesunden, als auch anA&galie erkrankten Patienten und
an Patientinnen mit polyzystischen Ovarien (PCOedbym) verschiedene Untersuchungen

durchgeflhrt, die folgende Fragestellungen beanenaollten:

1. Ist die Tageszeit der Blutentnahme wichtig? Wieawdern sich die IGF-I-
Konzentrationen tber den typischerweise fur Blutehtnen genutzten Zeitraum
von 8:00 bis 15:007?

2. Wie andern sich intra-individuell die IGF-I-Wertddr das Jahr? Gibt es einen

Einfluss der Jahreszeit?

3. Muss der Patient zur Blutabnahme fur eine IGF-ItiB@®ung nichtern sein? Wie

reagieren die IGF-I-Werte?
Zur Beantwortung dieser Fragestellungen dienteyefade drei Teilstudien:
1. Ein Tagesprofil mit stindlicher Blutentnahme
2. Ein Jahresprofil mit monatlicher Blutentnahme
3. Ein oraler Glukosetoleranztest (OGTT)

Akromegale Patienten sollten im ersten und driardienteil als Vergleichsgruppe zu den

gesunden Probanden mit untersucht werden.

Patienten mit Akromegalie erkranken sehr haufigs&itungen des Glukosestoffwechsels
(Skjaerbaek et al., 2000; Fukuda et al.,, 2001). Bm untersuchen, ob mdgliche
Auffalligkeiten in der intra-individuellen Variahifit der IGF-I-Werte nach oraler
Glukosebelastung akromegalie-spezifisch oder Rasuler gestorten Glukosetoleranz
selbst sind, wurden im dritten Studienteil eine g1 von Patientinnen mit polyzystischen
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Ovarien (PCO), deren Storungen des Glukosestoffsgdsmicht durch eine Akromegalie
bedingt sind, mit untersucht (Taponen et al., 2@310fl et al., 2002).

Zusatzlich zu den IGF-I-Konzentrationen wurden lieraProben zwei weitere Parameter
bestimmt, die ebenfalls zur Therapiekontrolle baiiéhten mit Akromegalie oder hGH-
Mangel eingesetzt werden: hGH selbst und das zURINGFBP-3/ALS-Ternarkomplex
gehdrenden IGF Bindungsprotein 3 (IGFBP-3).

Fir diese Parameter sind ebenfalls noch keine renh®aten zu intra-individuellen

Variabilitdt sowie zu mdglichen Storfaktoren bekiann
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Studienteilnehmer

Im Zusammenhang mit dieser Studie wurden insgesa&mt Teilnehmer fur drei

unterschiedliche Gruppen rekrutiert:
Gruppe A: 14 gesunde Personen, bei denen keinevBtdfselerkrankung bekannt war
Gruppe B: 14 Patienten mit Akromegalie

Gruppe C: 29 Patientinnen mit PCO-Syndrom

3.1.1 Gesunde Probanden

Die Gruppe der gesunden Probanden bestand aus siglmnlichen und sieben weiblichen
Personen kaukasischer Herkunft im Alter von 22 4ftis Jahren (Mittelwert, MW: 31
Jahre).

Die Standardbefragung beinhaltete die Erhebung von:
o Alter

e KorpergrolRe

*  Gewicht

* Rauchverhalten

e Zyklustag

« Einnahme von Kontrazeptiva

» Eintrittsalter der Menarche

* Medikamenteneinnahme

* Milchkonsum
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Es wurden folgende Einschlusskriterien definiert:

* Volle Zustimmungsfahigkeit, schriftliche Zustimmung
» Alter tber 18 Jahre

» Kaukasische Herkunft

Es wurden folgende Ausschlusskriterien definiert:

Vorbestehende schwere Erkrankungen (auch StorutegeGlukosestoffwechsels)

Medikation (Ausnahme: Schmerzmittel, Schilddrisentansubstitution,

Kontrazeptiva)

Schwangerschaft

Alkohol- oder Drogenmissbrauch

Ausgepragtes Unter- bzw. Ubergewicht (BMI < 18 bzv20 m/kg?)

3.1.2 Patientengruppen

Die Gruppe B bestand aus 14 Patienten, die an Adgaiie erkrankt sind, die Gruppe C
aus 29 Patientinnen mit einem PCO-Syndrom.

Folgende anamnestische Daten wurden durch BefraglemgPatienten und aus den

Krankenunterlagen aufgenommen:

« Alter
« GrolRe
« Gewicht

* Dauer der Erkrankung
» Bisherige Behandlung
* Medikamenteneinnahme

» Krankheitsstatus (kontrolliert/ noch aktiv))
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Es wurden folgende Einschlusskriterien definiert:
* Volle Zustimmungsfahigkeit, schriftliche Zustimmung
* Alter Gber 18 Jahre

» Kilinisch und laborchemisch gesicherte Diagnoserehkeomegalie bzw. eines PCO-

Syndroms
» Kaukasische Herkunft
Es wurden folgende Ausschlusskriterien definiert:
* Schwangerschaft

e Alkohol- oder Drogenmissbrauch

3.2 Studienprotokoll

3.2.1 Patienten/ Probandensuche

Die Studie begann im Marz 2005 mit der Rekrutierdeg Probanden und Patienten. Die
Gruppe der gesunden Personen wurde per Ausharey idriversitat gesucht. Die Gruppe
der Patienten mit Akromegalie entstammt dem Patrallektiv, welches innerhalb der
Ambulanz der Medizinischen Klinik Innenstadt betrewrd. Die Patientinnen mit PCO
wurden in Zusammenarbeit mit der Frauenklinik inr déaistrale, PD Dr. Kupka,

rekrutiert.
Die Studie bestand aus drei Abschnitten:

1. Zirkadiane Variabilitdt der IGF-I-Konzentrationestgdienteil 1), bei dem die

Gruppe der Gesunden und die der Akromegalen urmtarswrden

2. Variabilitdt der IGF-1-Konzentrationen Uber ein d4Btudienteil 2), bei dem nur

die Gruppe der Gesunden untersucht wurde

3. Oraler Glukose-Toleranz Test (Studienteil 3) bendale drei Probandengruppen

teilnahmen
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Mit der Teilnahme an der Studie waren weder fur Blaienten noch fur die gesunden
Probanden irgendwelche individuellen Vorteile vagadbar verbunden. Alle MaRnahmen

waren fur die Probanden rein studienbedingt.

Fur die teilnehmenden Patienten entstand keinatigilienbedingter Aufwand, da ein
oraler Glukose-Toleranz-Test einen routinemafigesstdhdteil der Diagnostik und
Therapiekontrolle sowohl fir Patientinnen mit PC® auch fir Patienten mit

Akromegalie darstellt.

Auch die zur Untersuchung der zirkadianen Varigdtilider IGF-I-Konzentrationen
verwendeten so genannten ,hGH-Profile* mit stirfeddicAbnahme von Blutproben tber
einen Zeitraum von bis zu 8 Stunden waren fur Rtgre mit Akromegalie Teil der

erweiterten Routinediagnostik und Therapiekontrwlanserer Ambulanz.

Daher konnten in dieser Patientengruppe fir dieetdnchung von IGF-I und anderen
hGH-abhangigen Faktoren Reste der Blutproben, drenalerweise im Labor anfallen,

verwendet werden.

3.2.2 Patienten/ Probandeninformation und Einverstandniseklarung

Jeder Teilnehmer wurde zunachst mindlich durchnefret der Klinik ausfihrlich Gber
Vorhaben, Ablauf der Studie und Risiken aufgeklddit freiwilliger Erklarung ihrer
Teilnahme durch Unterzeichnung einer Einverstamitki&rung wurden sie in die Studie

eingeschlossen.

Die gemalR den Richtlinien bzw. Vorschlagen der Kkitinmission erstellte Patienten-

bzw. Probandeninformation und Einverstandniserki§doefindet sich im Anhang.
Nach Unterzeichnung folgten ein Anamnesegespradteune kdrperliche Untersuchung.

Mit den gesunden Kontrollpersonen wurden nun diemiee fur jeden einzelnen
Studienteil festgelegt, bei denen ihnen in regelgeif} Abstanden Blut abgenommen
wurde. Eine zusatzliche diagnostische MalRhahmeeivaworaler Glukose-Toleranz-Test

mit 75 g Glukose.
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3.2.3 Risiken und MalRnahmen

Die mit Teilnahme an der Studie verbundenen Risikaren ausgesprochen gering: Jede
Blutentnahme — auch durch erfahrene Arzte — beieharinzipiell das Risiko der
Hamatombildung sowie einer Entzindung. Die jeweiBgtnommene Menge Blut
(maximal 40,5 ml dber 8 Stunden) stellt nach &@t#dm Ermessen kein Risiko dar. Die
orale Zufuhr einer konzentrierten Glukoselosung ¢y%irgt das Risiko einer reaktiven
Hypoglykédmie. Dieses Ereignis ist auch bei gesundersonen mdglich, in der Regel

transient und durch Nahrungsaufnahme leicht bettdres.

Alle Blutentnahmen sowie der orale Glukose-Toler@iegt wurden unter arztlicher
Aufsicht in den daflr vorgesehenen EinrichtungenMedizinischen Klinik durchgefihrt.
Eine engmaschige Blutzucker-Kontrolle im Funkti@wsn erlaubte ein rasches Erkennen

einer eventuellen Hypoglykamie und somit entspredbdntervention.

Es wurden keine Medikamente verabreicht oder besen@iherapien notwendig. Keiner

der Probanden hat die Untersuchungen abgebrochen.

Ein Abbruch der Studie war vorgesehen, wenn

» eines oder mehrere der Ausschlusskriterien nadldindgingetreten ware
» Einschlusskriterien sich nachtraglich als nichtigrerwiesen hatten

» sonstige Kontraindikationen fur den Glukose-Tolerdest oder Blutentnahmen

Uberhaupt aufgetreten waren (z.B. schwere Anédmie)

Es stand jedem Teilnehmer frei, die Studie ohne aldegvon Grinden vorzeitig zu

verlassen bzw. seine Einwilligung zurtickzuziehen.

Von der Norm abweichende Laborkonstellationen 2iukosestoffwechselstérungen, die
durch die diagnostischen MalRBhahmen bei den gesuRdebanden zufallig entdeckt
wurden, wurden den Probanden umgehend mitgetadltdim entsprechende medizinische

Betreuung in die Wege geleitet:

3.2.4 Studiendesign

Die Studie bestand fiir die gesunden Teilnehmefagsnden drei Teilen:
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Teil 1. Zirkadiane Variabilitat von hGH, IGF-l und IGFBP-3:

Die Probanden bzw. Patienten wurden fur 8:00 Uhr dntersuchungstag in den
Funktionsraum der Klinik einbestellt. Nach Kklinigch Untersuchung wurde eine
Verweilkanile in eine Unterarmvene eingebracht whoch Infusion physiologischer
Kochsalzlésung offen gehalten. Aus dieser Verweilka wurde stindlich 4,5 ml Blut
durch eine Serummonovette entnommen (von 8:00 -00183Jhr insgesamt acht
Monovetten). Die gewonnenen Serumproben wurden ituteh bei 3000 Umdrehungen

zentrifugiert, abgesert, beschriftet und bei -20fCzur Messung gelagert.
Teil 2. Variabilitdt von hGH, IGF-1 und IGFBP-3 liber das Jahr:

In der Zeit von Mitte April 2005 bis Ende Mai 2006urden die Probanden zu
regelmaiigen monatlichen Visiten in die endokriggdohe Ambulanz der Klinik

einbestellt. Nach Aktualisierung der Anamnese urakudnentation von Verénderungen
und Zyklustag der weiblichen Teilnehmer wurde ihdgnhml Blut entnommen. (insgesamt
12 Serummonovetten Uber das Jahr verteilt) Zustmurde eine klinische Untersuchung

durchgefuhrt. Das Blut wurde wie in Teil 1 bescher bearbeitet und eingefroren.
Teil 3. Oraler Glukose-Toleranz-Test mit 75 g Glukse:

Die Probanden bzw. Patienten wurden fir 8:00 UhtUanrtersuchungstag niichtern in den
Funktionsraum der Klinik einbestellt. Nach klinischUntersuchung und Erhebung der
Anamnese wurde eine Verweilkanile in eine Unteramev eingebracht und durch
langsame Infusion physiologischer Kochsalzlosungrerof gehalten. Aus dieser

Verweilkaniule wurde vor oraler Aufnahme von 75 gikalse ein Basalwert entnommen.
Weitere Blutentnahmen folgten 30, 60, 120 und 18@hutén nach Trinken der

Glukoselésung. Der Test erfolgte im Funktionsrawen Medizinischen Klinik Innenstadt

unter standardisierten Bedingungen (genaues Eerhalbn Blutabnahmeverfahren und -
zeiten, Ruhestuhl, im Test routinierte MTAS).

Abgenommen wurde je Abnahmezeitpunkt eine 4,5 miiSmonovette. Aus dieser wurde
mittels Mikrokapillarpipette 20 pl Vollblut in einldmolysatlosung pipettiert und an das
Zentrallabor der Medizinischen Klinik weitergeléjtedas dann die Bestimmung der

Blutglukose und des Insulinwertes vornahm.

Die einzelnen Serumproben wurden wie in Teil 1 besben bearbeitet und eingefroren.
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An rein studienbedingten Blutentnahmen ergabensaahit flr die gesunden Probanden 5
X 4,5 ml im oralen Glukose-Toleranz-Test (gesart52nl), 8 x 4,5 ml Gber 8 Stunden im
Studienteil 1 (gesamt: 36 ml) und 12 x 4,5 ml tibdahr im Studienteil 2 (gesamt: 54 ml).

3.3 Labormessungen/Assaymethoden

3.3.1 Probensammlung:

Die Blutentnahme mittels einer 4,5 ml Serummonevedtfolgte aus einem peripher-

venodsen Gefall am Unterarm des Probanden.

Hierzu diente ein steriles Blutabnahmeset mit Hkaggile und Anschlussschlauch mit

Multiadapter von Sarstedt.

Nach Entnahme wurden die Monovetten zundchst 20 ten Raumtemperatur
stehengelassen und im Anschluss bei 3000 Umdrehupge Minute (+4°C) Gber 10

Minuten zentrifugiert.

Das dadurch als Uberstand erhaltene Serum wurdepatpert, in Cryo-Réhrchen von
NUNC aliquotiert, beschriftet und bis zur endgigtigAnalyse bei einer Temperatur von -
20°C gelagert.

3.3.2 Untersuchungsparameter

hGH, IGF und IGFBP-3 wurden aus Serum bestimmte ARroben wurden zunachst
gesammelt und dann in einer Messreihe mit Reagen@eeils derselben Charge

gemessen.

Fur die Bestimmung von hGH, IGF | und IGFBP-3 wur@é automatisiertes
chemiluminiszentes Assaysystem (IMMULITE, Diagnod®roducts Corp., Los Angeles,
CA, USA) (Babson et al., 1991) verwendet.

Die Messungen erfolgten im endokrinologischen Lalder Medizinischen Klinik -
Innenstadt auf dem IMMULITE 2000.

35



Wie viele Assays, die zurzeit in klinischem Gebtasmd, waren der Assay fur hGH zum
Zeitpunkt der Messung gegen den internationalenoplypsadren Standard 80/505
(NIBSC), der Assay fir IGF | gegen die 1. Interaatile Referenzpraparation 87/518
(NIBSC) und der Assay fur IGFBP-3 gegen die Prépan®3/560 (NIBSC) kalibriert.

3.3.2.1 Messungen von hGH

Die Festphase (Kugel) ist mit einem monoklonalen usdanti-nGH-Antikérper
beschichtet. Das Reagenz enthélt Alkalische PhoapbdRinderkalbsdarm), die an einen
polyklonalen Kaninchen-anti-hGH konjugiert ist. DReagenz und hGH aus der Probe
(erforderliche Menge: 25ul Serum) werden gemeinsatder mit Anti-hGH-Antikdrper
beschichteten Kugel 30 min bei 37°C inkubiert, unmeer Antikdrper-Sandwich-Komplex
zu bilden, indem sich das hGH-Molekil sowohl an deanoklonalen als auch den
polyklonalen Antikorper bindet. Je mehr hGH sichder Patientenprobe befindet umso
mehr Immunkomplexe entstehen. Unkonjugiertes Enpymuigat wird anschlie3end durch
einen Zentrifugal-Waschschritt entfernt. Zuletztadvein Chemiluminiszenz-Substrat (200
ul) zur Kugel hinzugefigt, welches von der an dearg& gebundenen alkalischen
Phosphatase in ein instabiles Zwischenprodukt uetgewird und bei Zerfall ein Photon
aussendet. Dieses Messsignal wird mit Hilfe einestéverstarkers (PMT) gemessen. Die
ausgesendete Lichtmenge ist direkt proportionalMange der gebundenen alkalischen
Phosphatase und damit auch zur Menge an hGH in $Semumprobe. Das
Luminiszenzsignal wird in counts per second (cpsingssen. Es wird mit Hilfe einer

Eichkurve in die korrespondierende Konzentratiom@i umgewandelt und ausgedruckt.

3.3.2.2 Messungen von IGF-I

Da die quantitative Ermittlung von IGF-I durch dagrliegen von saurelabilen
Komponenten und Bindeproteinen erschwert ist, it &&urebehandlung notwendig um
IGF-I freizusetzen und eine exakte Bestimmung auéheleisten. Die Vorbehandlung der
Proben (erforderliche Menge: 20 pl Sejurwird wahrend eines automatischen
Verdinnungsschrittes mit dem Faktor 10 auf dem Qm@erkstelligt. Das Testréhrchen
enthalt eine Kugel, die diesmal mit einem monoklendGF-I-Antikérper beschichtet ist.
Probe und Reagenz werden in die Kivette pipettiBds Reagenz enthalt einen
polyklonalen IGF-I-Antikorper, der mit alkalisch&hosphatase konjugiert ist. Es folgt
eine Inkubation von 60 min bei 37°C. Wahrend ddwubation wird das IGF-I-Molekdl
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aus der Serumprobe an die Kugel-Matrix gebundegic@¢rmafien bindet das Molekull an
das mit alkalischer Phosphatase markierte antili@ks dem Reagenz. (Sandwich-Assay).
Je mehr IGF-I sich in der Probe befindet umso metmunkomplexe entstehen. In den
nachfolgenden Waschschritten wird das ungebundeaterl aus der Kivette entfernt.
Durch Zugabe von luminogenem Substrat (200 pl) véuth hier ein Messsignal im
Verhéaltnis zum gebundenen Enzym gebildet, welchesh b Minuten mit Hilfe eines

Photoverstarker (PMT) gemessen werden kann.

3.3.2.3 Messungen von IGFBP-3

Zunachst erfolgt eine Vorbehandlung in Form eingomatischen Verdiinnung auf dem
Geréat mit dem Faktor 100. Das erforderliche Serdomen betragt 20 ul. Die Kugel des
Testrohrchens ist in diesem Fall mit monoklonaleniAGFBP-3-Antikorpern beschichtet.
Das Reagenz welches mit der Serumprobe in die kaipgbettiert wird enthalt wiederum
einen mit alkalischer Phosphatase konjugierten mlonalen Maus-anti-IGFBP-3-
Antikorper. Die Inkubationszeit betragt 30 Minutéei 37°C, in der sich ebenso ein
Antikérper-Sandwich-Komplex zwischen dem IGFBP-3iékail und den Antikérpern
bildet. Wie bei den beiden zuvor beschriebenen yssalgt daraufhin die Waschprozedur
fur die Entfernung des ungebundenen Materials um@dgabe von luminogenem Substrat
fur die Emission eines Lichtsignals, welches impamionalen Verhaltnis zur IGFBP-3-

Konzentration gemessen werden kann.

3.3.2.4 Messungen des Blutzuckers

Die Messung des Blutzuckers wurde mit dem Gluccalgaar EcoSolo vorgenommen.

Zu Beginn wurde das Gerat mit einem Standardge#diriert. Nach einer Messung von

drei Kontrollproben erfolgte die eigentliche Mesglaus Vollblut.

Aus vendsem Blut wurden mit einer Mikrokapillarpitege20 pl in 2 ml Probengefal3e
gegeben, gemischt und im Glucoseanalyzer gemessen.

3.3.3 Erhebung anthropometrischer und anamnestischer Angaen

Folgende Angaben wurden standardmaflig erhoben widdem Studienlaufzettel

dokumentiert (siehe Anhang 1) bzw. als Parametecknet.
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Probandengruppe

Das Alter (in Jahren), die Korpergrof3e (in cm) udds Gewicht (in kg) jedes einzelnen

Probanden wurden zu Beginn der Studie protokalliert

Der BMI (Body-Mass-Index) wurde berechnet, indens @ewicht der Person durch die

Kdrpergrol3e im Quadrat dividiert wurde.

Das Rauchen wurde kategorisiert in Packyears: dizalAl der Jahre des Rauchens mit

durchschnittlich 20 Zigaretten pro Tag.

Hormoneinnahme: Die Einnahme wurde berlcksichtigt Bezug auf die aktuelle

Substitution und die bisherige Zeitdauer der Eimnah

Regelmalige Medikamenteneinnahme wurde durch AngabePraparat, Zeitdauer und

Dosierung dokumentiert.

Der Milchkonsum wurde in ml/Tag angezeigt und etegein ,keine“, ,unter 150 ml*,
»uber 150ml Milch/Tag".

Das Eintrittsalter der Menarche wurde aufgenommmahio die beiden Kategorien ,frih*
(unter 13 Jahre) und ,spat” (iber 13 Jahre) uniterte

Der HOMA (Homeostasis Model Assessment)-Index winelechnet mit der Formel:
HOMA-Index= Insulin (ntchtern, pU/ml) x Blutzuckériichtern, mg/dl) /405

Zu jedem einzelnen Blutentnahmetermin wurden alkduééranderung der Angaben und

der gegenwartige Zyklustag, gerechnet ab dem efstgrder monatlichen Blutung notiert.
Patientengruppen

Es wurden von beiden Patientengruppen Angaben Allber, Gewicht, Korpergrof3e und
die aktuelle Medikamenteneinnahme aus Krankenalbsmnommen. BMI und HOMA-
Index wurden, wie oben angegeben, fur jeden Patieetrechnet. Bei der Gruppe der
Akromegaliepatienten wurde zusatzlich vermerkt,clvelbisherige Behandlung stattfand:
ob eine Operation oder Bestrahlung durchgefihrideumd wenn ja, wann und ob eine
aktive oder kontrollierte Erkrankung vorliegt. Va@mer kontrollierten Erkrankung wird
gesprochen, wenn der hGH-Wert sich durch die Therap Normbereich (unter 1,0 pg/L
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im OGTT) befindet und die ,aktiven® Symptome (Scieen, Kopfschmerzen,

Weichteilschwellung) fehlen.

Bei den Patientinnen mit PCO-Syndrom dagegen konmisatzlich das Eintrittsalter der
Menarche, die Hormoneinnahme, das Zyklusgeschehdneine mdgliche Virilisierung,
wie zum Beispiel Haarausfall, Akne und Verstarkuieg mannlichen Behaarungstyps aus
den Akten erhoben werden. Eintrittsalter der Memarand Hormoneinnahme wurden
gemal den Angaben der Gruppe der Gesunden kategoi¥as Zyklusgeschehen wurde
eingeteilt in ,normal®, ,unregelmafig” und ,keineeBelblutung®, die Virilisierung in ,ja“

und ,nein“.

Das Rauchverhalten konnte bei Akromegalie-PatiemenMilchkonsum und der aktuelle
Zyklustag der Blutenthahme konnte bei beiden Puiegruppen nicht aus den Akten

entnommen werden.

Liste der Gerate:

e Immulite 2000, Fa. DPC Biermann (Bad Nauheim, Dehltsnd)

o Zentrifuge CR422, Fa. Jouan (Unterhaching, Germany)

» Glucoseanalyzer EcoSolo, Fa. Care diagnostica (ktsdborf, Osterreich)

Liste der Reagenzien und Materialien:

* Serummonovetten 4,7 ml Z-Gel 51588, Fa. Sarsteiitniiecht, Deutschland)

* Abnahmesystem Multifly No. 85.1638.035, Fa. SatsfRdmbrecht, Deutschland)
e Cryordhrchen 1,8 ml, Fa. NUNC (Rosklide, Danemark)

» Mikrokapillarpipetten, 20ul, Fa. Care diagnostibogllersdorf, Osterreich)

« ProbengefaRe 2 ml, Fa. Care diagnostica (MoelleisQsterreich)

» Glucose Standard cups 12 mmol/l, Fa. Care diagrao@toellersdorf, Osterreich)

» KontrollgefalRe Carecontrol Level | und Il, Fa. Cdragnostica (Moellersdorf,

Osterreich)
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» Dextro OGT (75 g Glukose, 300 ml), Roche Diagnaes@GenBH (Mannheim,
Deutschland)

* NaCl 0,9 % Infusionslésung, Braun (Melsungen, Dehleand)
» Kurzzeituhr, Labor Schubert & Weiss GmbH (Miincheautschland)
Liste der kommerziellen Kits:

 HGH Kit Bestell-Nr. L2ZKGH 2, bestehend aus HGH Ku@®ntainer, HGH
Reagenz-Container, HGH Kalibratoren A+B, Fa DPQ1Benn GmbH, Bad Nauheim

* IGF-I Kit Bestell-Nr. L2 KGF 2, bestehend aus IGRigel-Container, IGF-I
Reagenz-Container, IGF-I Kalibratoren A+B, IGF-bBendiluent, Fa. DPC Biermann
GmbH, Bad Nauheim

* IGFBP-3 Kit: Bestell-Nr. L2 KGB 2, bestehend aus-E-3 Kugel-Container,
IGFBP-3 Reagenz-Container, IGFBP-3 Kalibratoren AKB-BP-3 Probendiluent, Fa.
DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim

IGF- Kontrollmodul Bestell-Nr. LGCOCM, Fa. DPC Birann GmbH
Substrat Bestell-Nr. L2SUBM, Fa. DPC Biermann GmbH
Waschpuffer Bestell-Nr. L2PWSM, Fa. DPC Biermarmlsbi
Reinigungsmodul Bestell-Nr. L2ZKPM, Fa. DPC Bierm&ambH

Reaktionsgefalle Bestell-Nr. L2RXT, Fa. DPC Bierm&@mmbH

In-Line Filter Bestell-Nr. L2ZWF, Fa. DPC Biermaf@mbH
CO2- Saulen Bestell-Nr. L2CO, Fa. DPC Biermann Gmb
3.4 Statistik

Die Aufbereitung und die statistische Auswertung@®obenen Daten erfolgte auf einem
IBM-kompatiblen PC mit den Computerprogrammen Msofb Excel (Fa. Microsoft) und
SPSS for Window$9.0 (SPSS Inc., Chicago, USA).
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Bei metrischen Variablen wurden der Mittelwert n3tandardabweichung (SD) und
Standardfehler, der Median sowie Maximum und Mimmu berechnet.
Mittelwertsdifferenzen werden zusammen mit dem &adfehler (SF) der Differenz

angegeben.

Zur graphischen Darstellung der relativen Konzeiomametrischer Variablen wurden mit
Hilfe der Programme Microsoft Excel und SPSS forntiws Linien oder Boxplots
gebildet. Im Boxplot erscheinen die Lage des Mesliglas untere und obere Quartil sowie
die Extreme der Messwerte. In Liniendiagrammen eerilittelwert und Standardfehler
(SF) der Differenz zum Mittelwert dargestellt. ZDarstellung der Korrelation zwischen

IGF-I und Blutzucker wurde ein Streudiagramm migRssionsgerade erstellt.

Zum Vergleich der Mittelwerte von IGF-I, Blutzuckender IGFBP 3 zwischen
verschiedenen Subkollektiven wurde der doppeltestToenutzt. Zum Vergleich der
Mittelwerte zwischen verschiedenen Stufen eineddfakwvurde der t-Test fur abhéangige

Stichproben benutzt.

Die Stabilitat von IGF-I Uber verschiedene Mesgugikte, der Einfluss von Geschlecht,
Jahreszeit und Alter sowie von Interaktionseffekéem die Varianz bzw. Stabilitat von
IGF-I und IGFBP3 wurde mittels der zweifaktorielleWarianzanalyse mit

Messwiederholung gepruft (ANOVA). Die Varianzanayst eine Methode zum Prifen
der Nullhypothese mehrerer gleicher Gruppenmittedbven der Grundgesamtheit. Dabel
wird die fur die Gruppenmittelwerte geschétzte Igirobenvarianz mit derjenigen
innerhalb der Gruppen verglichen. Vor der Variamdgse wurde geprift, ob die
Fehlervarianz in verschiedenen Subgruppen homogen FKir den Fall einer

Varianzhomogenitat wurde die Varianzanalyse ohnai@g#ung gerechnet, falls keine

Varianzhomogenitét bestand, mit Gewichtung.

Der Zusammenhang zwischen Blutzucker und IGF-I wurth einer linearen

Regressionsanalyse geprtift.

In der vorliegenden Arbeit werden Werte ab einduinswahrscheinlichkeit p < 0.05 als
statistisch signifikant und Werte ab einer Irrturabwscheinlichkeit p < 0.01 als
hochsignifikant eingestuft. Werte ab einer Irrturabwscheinlichkeit p < 0.1 werden als
Trend zur Signifikanz charakterisiert (Kreienbrookd Schach, 1997; Hurseler und

Zimmermann, 2001).
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4 Ergebnisse

Zur Untersuchung kamen 57 Versuchsteilnehmer. Qieenvdurchschnittlich 30,54 1,9
(Bereich: 19-48) Jahre alt, waren durchschnittligii, 7+ 3,1 Meter (Bereich: 1,55-2,08)

grof3, hatten ein Gewicht von 704 3,8 kg (Bereich: 50-105) und hatten einen

durchschnittlichen Body Mass Index von 23,1 (Bereich: 18,4-35,0).

Sie setzten sich zusammen aus 14 gesunden Probdedexils sieben Manner und

Frauen), 14 Patienten mit Akromegalie (jeweils sreManner und Frauen) und 29 Frauen
mit PCO-Syndrom.

Die nach Geschlechtern differenzierten biometrinddaten verteilten sich wie in Tabelle

1 angegeben:

Mannlich Weiblich
Mittelwert + SF | N Mittelwert + SF

Gesunde Alter (Jahre) 30,4+3,1 7 31,629
Gewicht (kg) 72,2 +3,3 7 59,9 + 3

Grolde (cm) 179,1 +3,3 7l 166,7 +2,4

BMI (kg/qm?) 22,1+0,1 7 21,7+1,3

Akromegale Alter (Jahre) 31,1+3,1 7 35,7+3,2

Gewicht (kg) 94,3+ 3,7 7 73,734

Grole (cm) 190,3+4,1 7 169,9+ 3,6

BMI (kg/gm?2) 25,4+0,6 7 25,7+0,7

PCO Alter (Jahre) , 29 28,9+0,7

Gewicht (kg) , 29 65,6 + 2,2

Grole (cm) : 2D 166,4 +1,7

BMI (kg/gm?2) , 29 23,6 +0,7

Tabelle 1. Biometrische Daten und Geschlecht der idollektive

Die gesunden Probanden wurden des Weiteren danabpdfiiagt, ob und welche Mengen

pro Zeit (packyears) sie rauchten, ob und in welddengen sie Milch konsumierten und

ob und fur welche Zeit Frauen hormonelle Kontrazepbenutzten.
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Von den gesunden Probanden waren ausschliellicméid&aucher (n=4, 57,1 %), mit
durchschnittlich 3,9 = 1,6 packyears.

Milch wurde von sechs der sieben Manner mit durchgtiich 200,0 + 41,5 ml/Tag, von

allen sieben Frauen mit durchschnittlich 100 + 58|@ ag konsumiert.

Sechs der sieben gesunden weiblichen Probandei@ @8%,verwendeten hormonelle

Kontrazeptiva.

Bei den Patienten mit Akromegalie wurde ihre bigfeeBehandlung dokumentiert: Von
den 14 Akromegalie-Patienten waren elf operiertr Wlavon waren zusatzlich bestrahlt
und funf Patienten zusatzlich medikamentdos behandglier Patienten mit
Somatostatinanaloga, ein Patient mit dem hGH-Antegen Pegvisomant).

Laut Krankenakte galten elf der Patienten als ,kahért* (hGH-Nadir-Wert im OGTT
unter 1,0 pug/L), wahrend drei Patienten unter daeljorie ,nicht kontrolliert* fielen
(hGH-Nadir-Wert Uber 1,0 pg/L)

Unter den Patientinnen mit PCO-Syndrom waren viguedle Raucherinnen. Keine von

ihnen nahm zum Zeitpunkt der Untersuchung hormer&tintrazeptiva ein.

Zur Uberprufung von Variabilitat bzw. Stabilitat rd¥ariabilitat wurden zunachst das
Tages- und Jahresprofil von IGF-I bei gesunden &rdbn und Patienten mit Akromegalie

bestimmt.

4.1 Tagesprofil bei Gesunden und Patienten mit Akromedae

Bei samtlichen gesunden Probanden und PatienteAkrmiimegalie wurde die zirkadiane
Verteilung der IGF-I-Konzentration im Blut in jevigieinstiindigen Abstadnden von 8:00
bis 16:00 Uhr bestimmt. Dabei ergaben sich folgevieieeilungen (Abb.2):
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Abbildung 2. IGF-1 im Tagesprofil(MW und SF, n=28)

Bei gesunden Probanden lag die Serumkonzentratam IGF-1 durchschnittlich bei
102,38 £ 9,79 ng/dl und schwankte zwischen 98,53tng/dl (Minimum um 11:00 Uhr)
und 106 + 10,3 ng/dl (Maximum um 9:00 Uhr). Akrorakghatten Gber den gesamten Tag
einen wesentlicthoheren Serumspiegel von IGF-I (287,23 + 55,47 Ingkt schwankte
zwischen durchschnittlich 262,1 + 55,2 ng/dl (Minim um 12 Uhr) und 319,3 + 61 ng/dl
(Maximum um 8:00 Uhr).

Zur statistischen Uberpriifung der Konstanz der éMiterte im Tagesprofil bei gesunden
Probanden und Patienten mit Akromegalie wurde pineifaktorielle Varianzanalyse mit

Messwiederholungen durchgefihrt (Tab. 2). Der 8&tResiduen gegen den Typ wies auf
eine Varianz-Inhomogenitat zwischen Gesunden unebrkgalen hin. Aufgrund dessen

wurde das Modell in gewichteter Form gerechnet.
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Zahler des Nenner des F p
FreiheitsgradeyFreiheitsgrades

Interzept 1 161 51.81 < 0.0001

Krankheitsstatus 1 23 16.41 0.0005
Zeit 7 161 0.44 0.88
Interaktion 7 161 1.10 0.36

Krankheitsstatus:Zeit

Tabelle 2.Varianzanalyse IGF-I im Tagesprofil (n328

Die Ergebnisse zeigen, dass der Krankheitsstatusof@egalie) im zweifaktoriellen
Design einen statistisch signifikanten Einfluss #8F-1 hat (F(1;23)=16.21; p=0.0005),
dass also Akromegale und Gesunde signifikant wthesdlich hohe IGF-I-Werte
aufweisen. Unter Betrachtung des Mittelwertes wieditlich, dass Akromegalie-Patienten
Uber den gesamten Tag hinweg einen signifikant reh&erumspiegel von IGF-I haben
als Gesunde. Ein signifikanter Haupteffekt findéthsjedoch nicht fiur die Zeit (F
(7;161)=0.44; p=0.88), d.h. der IGF-I-Wert schwaniiht signifikant im Tagesverlauf. Es
zeigte sich kein Interaktionseffekt zwischen Kragik$status und Zeit bezogen auf IGF-I
(F (7;161)=1.10; p=0.36). Dies zeigt, dass sich deitliche Schwankung der
Serumkonzentration von IGF-I bei Gesunden und Alagaten im Tagesprofil nicht

signifikant voneinander unterscheidet.

4.2 Jahresprofil von IGF-1 bei gesunden Probanden

Des Weiteren wurde ein Jahresprofil mit monatlicMessungen der IGF-I-Konzentration
Uber 12 Monate bei gesunden Probanden erstellterg§ab sich das in Abbildung 3
dargestellte Bild:
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Abbildung 3. IGF-1 im Jahresprofil (MW und SF, n914

In dem Kollektiv der 14 gesunden Probanden zeigtelm wéhrend 12 Monaten deutliche
Schwankungen des Mittelwerts von IGF-1 um den Jahrgelwert von 108,2 + 7,8 ng/dl.
Er schwankte zwischen 89,4 + 8,8 ng/dl (MinimumNwovember 2005) und 129,4 + 10,1
ng/dl (Maximum im Juni 2005).

4.2.1 Jahresprofil IGF-1 nach Geschlecht bei gesunden Plmanden

Differenziert man das Jahresprofil von IGF-1 nacks€hlechtern ergibt sich folgende

Verteilung (Abb. 4):
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Jahresprofil IGF-1 und Geschlecht
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Abbildung 4. Jahresprofil IGF-1 nach Geschlecht (MW SF, n=14)

In den beiden Subkollektiven von jeweils 7 gesuniligmnern und Frauen zeigten sich in
der Abbildung wahrend 12 Monaten deutliche Schwagkan des Mittelwerts von IGF-I.
In einem parallelen Profil lag er bei Mannern temell héher als bei Frauen (Mittelwert
der Manner tbers Jahr: 131,2 =+ 17,8 ng/dl, Mittetveer Frauen Ubers Jahr: 114 + 8,6
ng/dl). Bei Mannern schwankte er zwischen 104,44 & IMinimum im Januar 2006) und
134,8 £ 16,6 ng/dl (Maximum im August 2005). Bea&en schwankte er zwischen 69,8 +
8,5 (Minimum im November 2005) und 124,0 ng/dl £3l@vlaximum im August 2005).

Zur statistischen Uberpriifung der Konstanz der editerte im Jahresprofil bei gesunden
Probanden wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse Messwiederholungen mit den

Faktoren Geschlecht und Zeit durchgefihrt (Tab.3)
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Zahler des Nenner des F p
FreiheitsgradejFreiheitsgrade

Interzept 1 132 224.06 < 0.0001
Geschlecht 1 12 2.57 0.13
Zeit 11 132 2.81 0.0025
Interaktion 11 132 0.43 0.94

Geschlecht: Zeit

Tabelle 3. Varianzanalyse IGF-1 im JahresprofichaGeschlecht (n=14)

Die Ergebnisse zeigen, dass das Geschlecht im aeifellen Design keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf IGF-I hat (F(1;12)=2.5%0.13), dass also Manner und Frauen
sich in der HOohe des IGF-I nicht signifikant untdrsiden. Ein signifikanter Haupteffekt
findet sich jedoch fur den Faktor Zeit (F(11;1328% p=0.0025), das heil3t, IGF-I
schwankt signifikant Gber das Jahr. Der Interaldesfekt zwischen Geschlecht und Zeit
ist nicht signifikant (F(11;132)=0.43; p=0.94), waedeutet, dass sich die Schwankung bei

Mannern und Frauen im Jahresprofil nicht signifikanterscheidet.

4.2.2 Jahresprofil IGF-1 nach Altersgruppen bei gesundenProbanden

Zur Beurteilung des Einflusses des Alters der Pidba auf den Serumspiegel von IGF-I
wurden zwei Subkollektive von gesunden Probanderemem Alter< 30 Jahre (n=7) und
> 30 Jahre (n=7) gebildet. Abbildung 5 stellt d&iril- Verlauf der beiden Altersgruppen

uber das Jahr dar:
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Jahresprofil und Altersgruppen
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Abbildung 5. Jahresprofil IGF-I nach Altersgrupp@iW und SF, n=14)

Die Mittelwerte von IGF-I waren bei den gesunderolnden aus der jlingeren
Altersgruppe stets hoher als bei den Alteren (NMiet der unter 30 jahrigen ubers Jahr:
136,4 + 15 ng/dl, Mittelwert der Gber 30 jahrigdmeis Jahr: 109,5 £ 12,2 ng/dl). In dem
Subkollektiv< 30 Jahre schwankte er zwischen 95,4 + 8,2 ng/diMim im November
2005) auf 140,9 £ 9,6 ng/dl (Maximum im Juni 200m).der Altersgruppe > 30 lag der
Serumwert fir IGF-1 zwischen 81,4 + 12,4 ng/dl (Mam im Februar 2006) und 117,9 +
17,5 ng/dl (Maximum im Juni 2005).

Zur statistischen Uberpriifung der Konstanz der @fiterte im Jahresprofil bei gesunden
Probanden der beiden AltersgruppeB0 Jahre und > 30 Jahre wurde eine zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit dem Hakddter in zwei Gruppen
durchgefuhrt (Tab.4):
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Zahler des Nenner des F p
FreiheitsgradejFreiheitsgrade
Interzept 1 132 238.63 < 0.0001
Alter 1 12 3.52 0.09
Zeit 11 132 2.89 0.002
Interaktion 11 132 0.76 0.68
Alter: Zeit

Tabelle 4. Varianzanalyse IGF-1 im JahresprofichaAltersgruppen (n=14)

Die Ergebnisse zeigen, dass das Alter im zweifadten Design keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf IGF-I hat (F(1;12)=3.52;0.09). Jedoch zeigt sich mit p=0.09
ein Trend, dass das Alter einen Effekt auf den ®@epiegel von IGF-I hat. Ein

hochsignifikanter Haupteffekt findet sich erneut fien Faktor Zeit (F(11;143)=2.88;
p=0.002). Auch hier lassen die SerumkonzentratioimenIGF-I bezogen auf die zeitliche
Schwankung in beiden Kollektiven signifikante Di#fezen Uber das Jahr hinweg
erkennen. Es zeigte sich kein Interaktionseffekseien Alter und Zeit: (F(11;132)=0.76;
p=0.68), d.h. die Jahresschwankung besteht unalghémg Alter.

4.2.3 Jahresprofil IGF-1 nach Altersgruppen und Geschlech

Zur naheren Veranschaulichung eines Effekts desrs\luf den IGF-I-Spiegel wurden die
Messwerte von IGF-I bei beiden Geschlechtern separeh Altersgruppen differenziert.
Es ergab sich folgendes Bild (Abb. 6 und 7):
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Jahresschwankung und Alter mannlich

200

180

160

140

120

IGF-1 (ng/ml)

100 A

80 -

60 -

40 : : : : : - - - - - ‘
Mai 05 Jun05 Jul05 Aug 05 Sep05 Okt05 Nov05 Dez05 Jan06 Feb 06 Mrz 06 Apr 06

Monate

- - a-- >30Jahre ——< 30 Jahre

Abbildung 6. Jahresprofil IGF-1 bei Mannern, altatshéngig (MW und SF, n=7)

Méanner< 30 Jahre hatten eine durchschnittliche IGF-I-Koizgion von 129,8 + 14,9
ng/dl. Sie schwankte zwischen 102,2 + 8,6 (MinimumJanuar 2006) und 151 + 24,4
ng/dl (Maximum im Juni 2005). Manner 30 Jahre hatten eine durchschnittliche IGF-I-
Konzentration von 106,5 + 24,6 ng/dl. Sie schwarzkteschen 88,2 + 7,9 ng/dl (Minimum
im April 2006) und 120,6 + 36,2 ng/dl (Maximum iman] 2005).
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Jahresschwankung und Alter weiblich
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Abbildung 7. Jahresprofil IGF-1 bei Frauen, altetggéngig (MW und SF, n=7)

Frauen< 30 Jahre hatten eine durchschnittliche IGF-I-Koagion von 110,1 + 23,5
ng/dl. Sie schwankte zwischen 84,2 + 16,6 (MinimumNovember) und 161,9 £ 54,6
ng/dl (Maximum im August 2005). Frauen30 Jahre hatten eine durchschnittliche IGF-I-
Konzentration von 86,5 + 13,3 ng/dl. Sie schwargtéschen 59,1 + 5,6 ng/dl (Minimum
im November 2005 und 116 + 20,2 (Maximum im Juni).

Von einer statistischen Uberprifung der Varianz deuraufgrund der geringen
Stichprobenstarke abgesehen.

4.2.4 1GF-l im Jahresprofil, gegliedert in Sommer und Winter

Im Weiteren wurde untersucht, ob die JahreszeitereinEinfluss auf die
Serumkonzentration von IGF-1 bei gesunden ProbahdéenZur Verdeutlichung mdglicher
Zusammenhange wurden fur den Winter die Mittelwede Messwerte von 12-05 bis 2-
06, fur Sommer die Mittelwerte der Messwerte vobbahis 8-05 von IGF-I berechnet.

Dabei ergab sich folgendes Ergebnis (Abb. 8):
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Abbildung 8. IGF-1 in Abhangigkeit von den Jahrétere

Manner hatten wahrend der Sommerzeit einen duraiticdhen IGF-I-Serumspiegel von
130,6 = 26,5 (Median: 136,3), Frauen von 117,4 9 1®/Aedian: 114,5). Wahrend der
Wintermonate hatten Manner einen durchschnittlicBerumspiegel von IGF-I von 113,1
+ 16,9 (Median: 113,7), Frauen von 85,3 £ 22,3 (MBd3,9).

Bezogen auf das nach Jahreszeiten und GeschleshtAdter differenzierte Profil der

Serumkonzentration von IGF-1 zeigen sich folgenderte/(Tab. 5):

<= 30 Jahre > 30 Jahre
Mittelwert + SF | Median | Mittelwert £ SF | Median
Mannlich | Sommer 144,1 + 25,6 147,59 1125+ 27,5 94,
Winter 117,3+6,8 119 109,2 + 27,1 102
Weiblich | Sommer 131,6 + 26,7 119 106,8 + 21,6 89,
Winter 105,3 + 35,8 105 70,3 +8,8 67,8

Tabelle 5. IGF-I, Altersgruppen, Geschlecht undrdabeiten (n=14)

Es wird deutlich, dass in beiden Altersgruppeniagiien Geschlechtern eine Differenz der
Mittelwerte zwischen Sommer und Winter besteht. ®&umkonzentration von IGF-| ist

in allen Subkollektiven jeweils im Sommer hoheriedsWinter.
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4.2.4.1 IGF-I nach Geschlecht, gegliedert in Sommer und Witer

Zur statistischen Uberpriifung der Wechselwirkunden Mittelwerte zwischen Sommer
und Winter bei gesunden Probanden wurde erneutzeiedaktorielle Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit dem Faktor Geschlecht deftingt (Tab.6):

Zahler des Nenner des F p
FreiheitsgradejFreiheitsgrade

Interzept 1 68 178.98 < 0.0001
Geschlecht 1 12 1.72 0.21
Jahreszeit 1 68 5.95 0.016
Interaktion 1 68 0.03 0.86

Geschlecht:Jahreszeilt

Tabelle 6. Varianzanalyse IGF-1 nach Jahreszeit Gas$chlecht (n=14)

Die Ergebnisse zeigen, dass das Geschlecht im aweifellen Design keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf IGF-I hat (F(1;12)=1.%2;0.21). Ein signifikanter Haupteffekt
findet sich fur die Jahreszeit (F(1;69)=6.04; p26%), was bedeutet, dass die Jahreszeit
einen Einfluss auf die Hohe von IGF-I hat. Wie Tiab& zeigt, liegt der IGF-1 Wert im
Sommer hoher als im Winter. Der Interaktionseffekischen Geschlecht und Jahreszeit
ist nicht signifikant (F(1;68)=0.03; p=0.86), dieclsvankung zwischen Sommer und

Winter unterschiedet sich bei Mannern und Frauatissisch nicht signifikant.

4.2.4.2 IGF-I nach Alter, gegliedert in Sommer und Winter

Des Weiteren wurde zur statistischen UberprifungSigwankung von IGF-I zwischen
Sommer und Winter bei gesunden Probanden eine akteifelle Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit dem Faktor AlterX 30 Jahre) durchgefiihrt (Tab.7)
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Zahler des Nenner des F p
FreiheitsgradejFreiheitsgrade

Interzept 1 68 196.61 < 0.0001
Alter 1 12 3.08 0.11
Jahreszeit 1 68 5.95 0.02
Interaktion 1 68 0.005 0.94

Alter:Jahreszeit

Tabelle 7. Varianzanalyse IGF-1 nach Jahreszeit Aitdr (n=14)

Die Ergebnisse zeigen, dass das Alter im untersuchiollektiv im zweifaktoriellen

Design keinen statistisch signifikanten Einflus$ EeF-1 hat (F(1;12)=3.08; p=0.1049).
Ein signifikanter Haupteffekt findet sich wiederufiir die Jahreszeit (F(1;69)=6.04;
p=0.0165), was bedeutet, dass die Serumkonzemiraom IGF-I einer signifikanten
Schwankung zwischen Sommer und Winter unterlieghakd der Mittelwerte ist sichtbar,
dass die Serumwerte im Sommer hoher waren als imeéW{Tab.5). Die Schwankung
zwischen Sommer und Winter unterscheidet sich zZwiscden beiden Altersgruppen
statistisch nicht signifikant (Interaktionseffektl£68)=0.005; p=0.94).

4.3 Jahresprofil von IGFBP-3

Im Weiteren wurde ein Jahresprofil der IGFBP-3 Kamzationen von gesunden
Probanden erstellt. Hierbei soll untersucht werdeb, sich die bei IGF-I entdeckte
Jahresschwankung auch in dessen Bindungsproteiagt. £s ergibt sich folgende
Verteilung von IGFBP-3 Uber das Jahr (Abb. 9):
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Jahresprofil IGFBP 3
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Abbildung 9. IGFBP-3 im Jahresprofil (MW und SF,1#5

In dem Kollektiv der 14 gesunden Probanden schveadler Mittelwert der IGFBP-3-
Konzentrationen wéhrend 12 Monaten um einen Jaliteéwert von 3176,9 + 192,7
ng/ml. Er lag mit 3637,1 £ 176,3 im Mai 2005 und43® + 186,6 im Juni 2005 am
hdchsten, die niedrigste Durchschnittskonzentratiomde mit 2852,1 + 373,8 ng/dl im

November 2005 gemessen.

4.3.1 Jahresprofil IGFBP-3 nach Geschlecht bei gesundenrébanden

Um den Einfluss des Geschlechts der ProbandeneaufSérumspiegel von IGFBP-3 zu
beurteilen, wurde das Jahresprofil abermals in Budikollektive — mannlich/ weiblich —
differenziert. Dabei ergibt sich folgende VertedufAbb. 10):
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IGFBP 3 Jahresschwankung und Geschlecht
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Abbildung 10. Jahresprofil IGFBP-3 nach GeschlgghtVv und SF, n=14)

In den beiden Subkollektiven von je 7 gesunden Mammnd Frauen zeigten sich in der
Abbildung wahrend 12 Monaten Schwankungen des Mutgs von IGFBP-3. Bei
Mannern schwankte IGFBP-3 zwischen 3002,8 + 25Mii(num im September 2005)
und 3777,1 = 317,2 ng/dl (Maximum im Juni 2005)i Beauen schwankte die IGFBP3-
Konzentration zwischen 2231,4 + 273,8 (Minimum iradmber 2005) und 3910 ng/dl +
266,1 (Maximum im Juni 2005).

Zur statistischen Uberpriifung der Konstanz der @diterte im Jahresprofil bei gesunden
Probanden wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse Messwiederholungen mit den
Faktoren Geschlecht und Zeit durchgefihrt (Tab.8):
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Zahler des Nenner des F p
FreiheitsgradejFreiheitsgrade

Interzept 1 132 260.15 < 0.0001
Geschlecht 1 12 0.43 0.52
Zeit 11 132 1.68 0.08
Interaktion 11 132 0.85 0.59

Geschlecht: Zeit

Tabelle 8. Varianzanalyse IGFBP-3 im Jahrespnofith Geschlecht (n=14)

Die Ergebnisse zeigen erneut, dass das Geschleclzweifaktoriellen Design keinen
statistisch signifikanten Einfluss auf IGFBP-3 {&(1;12)=0.43; p=0.5227), dass also
Manner und Frauen im untersuchten Kollektiv sichder Hohe des IGFBP-3 nicht
signifikant unterscheiden. Der Interaktionseffelstischen Geschlecht und Zeit ist nicht
signifikant (F(11;132)=0.85; p=0.5951), die Schwamy von IGFBP-3 im Jahresprofil
sind bei Mannern und Frauen nicht signifikant ustbredlich. Zwar findet sich in dieser
nach Geschlechtern getrennten Analyse auch kemifigk@nter Haupteffekt flr den Faktor
Zeit (F(11;132)=1.68; p=0.0839), jedoch zeigt stam Trend (p=0.08), dass die Jahreszeit
einen Einfluss auf die Hohe von IGFBP-3 hat.

4.3.2 Jahresprofil IGFBP-3 nach Altersgruppen bei gesunde Probanden

Zur Beurteilung des Einflusses des Alters der Prdba auf den Verlauf der IGFBP-3-
Serumspiegel Uber das Jahr wurden zwei Subkolkektion gesunden Probanden mit
einem Alter< 30 Jahre und > 30 Jahre gebildet. Dabei ergalfaligndes Bild (Abb. 11):
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IGFBP 3 Jahresschwankung und Alter
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Abbildung 11. Jahresprofil IGFBP-3 nach AltersgreppMW und SF, n=14)

In den beiden Subkollektiven von je tber 30 undeur80 Jahre alten Probanden
schwankten die Werte von IGFBP-3 wahrend 12 Monat@énd zwar um einen
Jahresmittelwert von 3291,4 + 440,3 ng/dl bei deteu30 jahrigen und um 3060,7 *
362,4 ng/dl bei den tber 30 jahrigen. In dem SubktV < 30 Jahre schwankte IGFBP-3
zwischen 2822,9 £ 339,3 ng/dl (Minimum im DezemB6605) und 3878,6 + 240,1 ng/dl
(Maximum im Juni 2005). In der Altersgruppe > 3biréalag der Serumwert fur IGFBP-3
zwischen 2605,7 + 388,4 ng/dl (Minimum im NovemB605) und 3808,6 + 305,5 ng/dI
(Maximum im Juni 2005).

Das Ergebnis der statistischen Uberprifung deraviaen der Mittelwerte im Jahresprofil
bei gesunden Probanden in den beiden Altersgrupped0 Jahre und > 30 Jahre,
durchgefuhrt mithilfe einer zweifaktorielle Variaarzalyse mit Messwiederholungen mit
den Faktoren Alter und Zeit, zeigt sich in folgendiabelle (Tab. 9):
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Zahler des Nenner des F p
FreiheitsgradejFreiheitsgrade
Interzept 1 132 258.20 < 0.0001
Alter 1 12 0.34 0.57
Zeit 11 132 1.69 0.08
Interaktion 11 132 0.91 0.53
Alter: Zeit

Tabelle 9. Varianzanalyse IGFBP-3 im Jahresprodith Altersgruppen (n=14)

Erneut wurde kein Hinweis auf einen Haupteffekt ddters gefunden (F(1;12)=0.34;
p=0.5704). Zudem zeigte sich kein Interaktionsdfieln Alter und Zeit (F(11;132)=0.91;
p=0.53). Dies bedeutet, dass das Alter im untetsucKollektiv keinen Einfluss auf den
IGFBP-3 Spiegel hat, und sich zudem die Jahressttung in beiden Altersgruppen30
Jahre und > 30 Jahre nicht unterscheidet. Fur d&toFZeit (F(11;132)=1.69; p=0.0818)
prasentiert sich zwar ebenfalls kein signifikariEéekt auf die IGFBP-3-Konzentration im
Jahresverlauf, jedoch weist erneut der Trend vor0 88 darauf hin, dass der IGFBP-3

Spiegel im Jahresverlauf schwankt.

4.3.3 IGFBP-3 im Jahresprofil, gegliedert nach Jahreszeén

Des Weiteren wurde untersucht, ob sich die beobtamtSchwankungen der IGFBP-3-
Konzentrationen mit den Jahreszeiten in Zusammeankthen und ob dies bei Mannern
und Frauen gleichermal3en der Fall ist. Zur Verdgduthg moglicher Zusammenhénge
wurden wie beim IGF-I auch fur IGFBP-3 fur den Wintlie Quersumme der Messwerte
von 12-05 bis 2-06, fir den Sommer die QuersumnreMisswerte von 6-05 bis 8-05

berechnet.

Dabei ergab sich folgendes Ergebnis (Abb. 12):
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Abbildung 12. IGFBP-3, Jahreszeiten und Geschlecht

In der Boxplot-Darstellung wird deutlich sichtbagss trotz der relativ grol3en Streubreite
der Werte die mediane Serumkonzentration auch @#BP-3 jeweils im Sommer hdher
war. Manner hatten wéhrend des Sommers einen dimeitlichen IGFBP-3-
Serumspiegel von 3416,2 + 289,0 (Median: 3690,(Quén von 3546,2 + 203,2 (Median:
3480,0). Wahrend der Wintermonate hatten Mannametturchschnittlichen Serumspiegel
von IGFBP 3 von 3290,5 + 366,0 (Median: 3316,7auen von 2739,0 + 428,9 (Median
3263,3).

Bezogen auf das nach Jahreszeiten und GeschleahtAier differenzierte Jahresprofil
der Serumkonzentration von IGFBP 3 zeigen sichefodip Werte (Tab. 10):
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<= 30 Jahre > 30 Jahre
Mittelwert + SF | Median | Mittelwert £ SF | Median
Mannlich | Sommer 3542,2 + 295,8 3693,8 2660,0+ 236,2 2660,0
Winter 3492,8 + 360,8 3375,( 2076,7+ 301,4 2076,7
Weiblich | Sommer 3769,2 +290,1 3800,0 3248,9 + 208,2 3433,3
Winter 2563,3 £ 689,7 2613,3 2973,3 £ 536,7 3262,3

Tabelle 10. IGFBP-3, Altersgruppen, Geschlecht dadreszeiten (n=14)

Auch hier wird deutlich, dass in beiden Altersgrappbei beiden Geschlechtern eine
Differenz der Mittelwerte zwischen Sommer und Wirtesteht. Die Serumkonzentration

von IGFBP-3 ist in allen Subkollektiven im Sommuats héher als im Winter.

4.3.3.1 IGFBP-3 nach Alter, gegliedert in Sommer und Winter

Das Ergebnis der statistischen Uberprifung deraviaen der Mittelwerte im Jahresprofil
bei gesunden Probanden in den beiden Altersgrupped0 Jahre und > 30 Jahre,
durchgefuhrt mit Hilfe einer zweifaktorielle Varizanalyse mit Messwiederholungen mit
den Faktoren Alter und Jahreszeit in zwei Grupgergt sich in folgender Tabelle (Tab.
11):

Zahler des Nenner des F p
FreiheitsgradegFreiheitsgradey
Interzept 1 68 182.97 < 0.0001
Alter 1 12 0.44 0.52
Jahreszeit 1 68 1.39 0.24
Interaktion 1 68 3.23 0.08
Alter: Jahreszeit

Tabelle 11. Varianzanalyse IGFBP-3 nach Altersgemppnd Jahreszeit (n=14)

Das Ergebnis der zweifaktoriellen Varianzanalysgtzauch bei Analyse der Uber die
Winter- bzw. Sommermonate gemittelten Werte keisignifikanten Effekt des Alters auf
IGFBP-3 (F(1;12)=0.44; p=0.5209). Auch fir den Feakiahreszeit selbst (F(1;68)=1.39;
p=0.2428) lasst sich kein signifikanter Haupteffigdtstellen, was bedeutet, dass IGFBP-3
keiner signifikanten Schwankung zwischen Sommer W¥ithter unterliegt. Fir den
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Interaktionsfaktor Alter und Jahreszeit prasentsch zwar ebenso kein signifikanter
Effekt (F(1;68)=3.23; p=0.0769), jedoch weist p=8.Auf einen Trend hin, dass die
Schwankungen zwischen Sommer und Winter sich zwisden beiden Altersgruppen

unterscheiden.

4.3.3.2 IGFBP-3 nach Geschlecht, gegliedert in Sommer und iter

Zur statistischen Uberpriifung der Wechselwirkunden Mittelwerte zwischen Sommer
und Winter bei gesunden Probanden wurde eine zkteifalle Varianzanalyse mit

Messwiederholungen mit den Faktoren Geschlechtlahdeszeit durchgefuhrt (Tab. 12):

Zahler des Nenner des F p
FreiheitsgradejFreiheitsgrade

Interzept 1 68 178.57 < 0.0001
Geschlecht 1 12 0.14 0.72
Jahreszeit 1 68 1.38 0.24
Interaktion 1 68 2.81 0.09

Geschlecht: Jahreszejt
Tabelle 12. Varianzanalyse IGFBP-3 nach GeschlaaktJahreszeit (n=14)

Die Ergebnisse zeigen, dass das Geschlecht im aeifellen Design keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf IGFBP-3 hat (F(1;12)=0.3=0.7167). Auch fur den Faktor
Jahreszeit (F(1;68)=1.38; p=0.2441) findet sichr ken signifikanter Haupteffekt auf die
IGFBP-3-Konzentration. Der Interaktionseffekt zwiea Geschlecht und Jahreszeit ist
zwar ebenfalls nicht signifikant (F(1;68)=2.81; p@@83), jedoch weist p=0.098 auf einen
Trend hin, dass sich die Schwankungen zwischen Swrand Winter zwischen Mannern
und Frauen unterscheiden. Dies wirde zu der Dhmstelim Boxplot (Abbildung 12)
passen, bei der sich der Unterschied zwischen G&BP-3-Werten im Sommer und im

Winter ja auch bei den Frauen deutlicher darzwestedcheint.
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4.4 OGTT bei Gesunden und bei Patienten mit Akromegali®@der PCO-Syndrom

Mit dem oralen Glukose—Toleranz-Test sollte schilb3iberprift werden, ob kurzfristig
nutritive Einflisse die Stabilitdt bzw. Varianz d&F-1-Konzentration verandern kénnen.
Hierbei sollten sowohl Patienten mit Akromegalieie da héaufig eine gestorte
Glukosetoleranz aufweisen, als auch PatientinndnP@O-Syndrom, die ebenfalls eine
gestorte Glukosetoleranz aufweisen, jedoch an kelWachstumshormonassoziierten

Erkrankung leiden, untersucht werden.

Es wurden in den drei Subkollektiven gleichzeitmvehl die IGF-I-Konzentration als
auch der Blutzuckerwert zunachst als Nichternwert8u00 und in definierten zeitlichen

Abstanden nach Trinken einer Glukosel6sung (75g)egsen.

4.4.1 IGF-I beim OGTT

Es wurden folgende Mittelwerte von IGF-I und de&sandardfehler zu den Zeitpunkten
8:00 Uhr (Nuchternwert), 8:30, 9:00, 10:00 und D1thr berechnet (Abb. 13):

IGF-I beim OGTT
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Abbildung 13. IGF-I beim OGTT in den 3 SubkollektiyMW und SF, n=57)

Vom Ausgangswert von 125,1 + 9,7 ng/dl beim OGTT 80 Uhr sank IGF-l im
Kollektiv der gesunden Probanden bis auf 103,29+usn 9:00 Uhr und verénderte sich in
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der restlichen Zeit wenig. Im Kollektiv der Patientmit Akromegalie lag er um 8:00 Uhr
bei 416,8 £ 114,7 ng/dl und sank auf minimal 3656,801,2 um 10:00 Uhr. Im Kollektiv

der 29 Frauen mit PCO lag er um 8:00 Uhr bei 1&118!,6 ng/dl und sank auf minimal
142,1 £ 11,6 um 10:00 Uhr.

Zur Uberprufung der Signifikanz wurde ein t-Test depaarten Stichproben gerechnet. Es
zeigten sich folgende Mittelwertsdifferenzen derzeinen Messzeitpunkte gegeniiber dem

Nuchternwert in den drei Subkollektiven (Tab. 13):

Gesunde Akromegale PCO
Messzeitpunkt( mittl. Differenz| p mittl. Differenz| p mittl. Differenz| p
+ SF + SF + SF
8.00 — 8:30 19,2 +5,8 <0.0L 16,6 +16,1 n.s. M5 <0.01

8:00 - 9.00 249+69 |<0.01| 489+%16,2| <0.01 37,0+3,9 <0.p1

8.00 - 10.00 19,9+6,0 <001 51,0+ 16{3 <00139,8+5,4 < 0.01

8.00-11.00 218+7,5 <0.0550,0+225 | <0.09 37,3+4,8 <0.01

Tabelle 13. MW-Differenzen IGF-1 im OGTT, VergleMiichternwert (n=57)

Bei Gesunden und bei Frauen mit PCO sank die Kdrateon von IGF-1 zu allen
Messzeitpunkten nach der oralen Zufuhr von Glukbeehsignifikant (p<0.01) oder
signifikant (p<0.05) ab. Bei Patienten mit Akromkgawar der Abfall der IGF-I-
Konzentration gegentber dem Ausgangswert erst faglunde signifikant. In allen 3
Gruppen erreichten die IGF-I-Werte auch nach 3 &omicht wieder den Ausgangswert.

Untersucht man die Mittelwerte auf eine Differer@vegils zwischen den aufeinander
folgenden Messzeitpunkten im t-Test bei gepaartechi@oben, zeigten sich folgende

Signifikanzen in den einzelnen Subkollektiven (Tadb):
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Gesunde Akromegale PCO

Messzeitpunkt¢mittl. Differenz| p mittl. Differenz| p |mittl. Differenz| p

+ SF + SF + SF
8.00 - 8:30 19,2+5,8 <0.0p 16,6 + 16,6 n.s. HM5 <0.01
8:30 -9.00 5,7+4 n.s. 32,2+9,5 <0.p1 28&3,] n.s.
9.00 -10.00 -5,0+ 3,6 n.s. 2,1+55 n.s. 23&3| n.s.
10.00 - 11.00 20+6,6 n.s. -1,0+12,8 n.s. 233 n.s.

Tabelle 14. MW-Differenzen IGF-1 im OGTT, Vergleithvorangehendem Wert

Ein hochsignifikantes Absinken der Konzentratiom V@F-1 konnte bei Gesunden und bei
Frauen mit PCO nur jeweils eine halbe Stunde namhadalen Zufuhr von Glukose
festgestellt werden, im Kollektiv der Patienten rAkromegalie nur zwischen 8:30 und
9:00 Uhr. Das heildt, dass der Abfall der IGF-I-Kenizationen innerhalb der ersten
Stunde nach Glukosebelastung sehr rasch erfolgt. den darauf folgenden

Messzeitpunkten unterschied sich die IGF-I-Konzadian nicht mehr signifikant.

4.4.2 Blutzucker und HOMA

Fiur die folgenden Untersuchungen des Blutzuckegemj@er der IGF-I-Konzentration
wurde zunachst bei allen drei Kollektiven eine ndgg Insulinresistenz Uberprft. Sie
wurde mit Hilfe des ,Homeostasis Model Assessmanitersucht. Der HOMA-Index

wurde aus folgender Formel berechnet:

HOMA-Index = Insulin (ntchtern, pU/ml) x Blutzuckériichtern, mg/dl) / 405. (Tab. 15):
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HOMA-Index
Mittelwert + SF

Gesunde 8:00 1,2+0,1
Akromegale 8:00 2,4+0,2
PCO 8:00 24+0,3

Tabelle 15. HOMA-Index der 3 Kollektive (n=57)

Der Nuchternwert des HOMA-Index lag bei Gesundetewuder fir eine Insulinresistenz
kritischen Schwelle von 2,0, bei Akromegalen unddPéinnen mit PCO gab es mit einem

HOMA-Index von 2,4 erwartungsgemal einen Hinwefdm@gulinresistenz.

4.4.3 Blutzucker beim OGTT

In allen drei Kollektiven wurde parallel zur IGRKenzentration der Blutzuckerwert
bestimmt. Dieser stieg in allen drei Kollektiven 8iihuten nach der oralen Aufnahme von
75 g Glukose zunachst hochsignifikant an (jewe#s@01). Nach weiteren 30 Minuten
sank die Blutzuckerkonzentration in allen drei Gresp wieder ab und zeigte bis zum
letzten Messzeitpunkt um 11:00 Uhr wiederum einehBmnifikante Abnahme (jeweils
p=0,01). Der Anstieg des Blutzuckerspiegels alskRea auf die Glukosezufuhr und das
darauf folgende Absinken entspricht in allen dreirodndengruppen einem
physiologischen Verlauf (Green et al., 1997), ewdfaich kein signifikanter Unterschied
der hochsten erreichten Blutzuckerwerte. Zwar wardee Insulinkonzentrationen nur
basal bestimmt (siehe Berechnung des HOMA-Index@n muss jedoch annehmen, dass
die zur Kontrolle der Blutzuckerkonzentration begi& Insulinmenge in den Gruppen der

Akromegalen sowie der Patientinnen mit PCO deuttigher lagen als bei den Kontrollen.

4.4.4 |GF-l und Blutzucker beim OGTT

Im Weiteren sollte ein mdglicher direkter Zusammear zwischen dem Blutzucker und
der IGF-I-Konzentration untersucht werden. Es wardanachst zeitliche Profile beider

Werte angefertigt und einander gegenubergestellt.
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4.4.4.1 IGF-I und Blutzucker beim OGTT (Gesunde)

Im Subkollektiv der gesunden Probanden zeigte &itdende Verteilung von IGF-I und
Blutzucker (BZ) beim OGTT (Abb. 14):

IGF-I und Blutzucker Gesunde
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Abbildung 14. IGF-1 und BZ beim OGTT (Gesunde ,M\&/ 8F, n=14)

Bei Gesunden sank der Wert von IGF-1 von 125,1#r®@/ml bei Niuchternentnahme um
8:00 Uhr bis auf 103,3 + 7,6 ng/dl um 11:00 UhreiGhzeitig stieg der Blutzuckerspiegel
von 81,8 + 1,8 mg/dl auf 124,1 + 8,1 mg/dl um 8tBr und sank bis auf 69,4 + 3,7 mg/dl
um 11:00 Uhr.

4.4.4.2 IGF-1 und Blutzucker beim OGTT (Akromegale)

Im Subkollektiv der an Akromegalie Erkrankten zeigich folgende Verteilung von IGF-I
und Blutzucker beim OGTT (Abb. 15):

68



IGF-1 und Blutzucker Akromegale
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Abbildung 15. IGF-1 und BZ beim OGTT (Akromegal&y/Mnd SF, n=14)

Bei Patienten mit Akromegalie war der Serumspiegel IGF-1 gegeniber Gesunden um
den Faktor 3,5 hoher und sank von 416,8 = 114,mihgéi Nuchternentnahme um 8:00
Uhr bis auf 366,8 + 93,6 ng/dl um 11:00 Uhr.

Gleichzeitig stieg der Blutzuckerspiegel von 88,8,2 mg/dl auf 139,9 + 14,1 mg/dl um
9:00 Uhr und sank bis auf 66,1 + 5,2 mg/dl um 12J00.

4.4.4.3 IGF-I und Blutzucker beim OGTT (Frauen mit PCO)

Im Subkollektiv der Frauen mit PCO zeigte sich &ide Verteilung von IGF-I und
Blutzucker beim OGTT (Abb. 16):
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Abbildung 16. IGF-1 und BZ beim OGTT (PCO, MW uid18-29)

Bei den 29 Frauen mit PCO sank der durchschnigélMrert von IGF-I von 181,8 + 78,4
ng/ml bei Nichternentnahme um 8:00 Uhr bis auf34411,6 ng/dl um 11:00 Uhr.

Gleichzeitig stieg der Blutzuckerspiegel von 83,3,2 mg/dl auf 119,3 £ 4,8 mg/dl um
8:30 Uhr und sank bis auf 72,3 + 3,3 mg/dl um 12J00.

4.4.4.4 Korrelation IGF-I und Blutzucker

Zur Uberpriufung einer Wechselbeziehung zwischen-I@Em Blutzuckerspiegel wurde

fur jedes Subkollektiv eine lineare Regressionsaeatjerechnet.

Wenn man samtliche Einzelmessungen von 8 Uhr (Miiehvert) bis 11 Uhr mittelt, ergibt
sich das Profil aus Abbildung 17:
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IGF-1und BZ im OGTT
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Abbildung 17. Korrelation von IGF-I und Blutzuckegim OGTT

An der Darstellung der Regressionsgeraden ist atkam dass im Subkollektiv der Frauen
mit PCO (Regressionskoeffizient r=-0,106; p=0,31&)l bei Gesunden (r=0,155; p=0,298)
keine statistische signifikante Korrelation zwischdem Blutzuckerspiegel und der
Serumkonzentration von IGF-I vorliegt. Im Subkotigkder Patienten mit Akromegalie

zeigt sich zwar ein deutlicherer Effekt. Die negatKorrelation zwischen Blutzucker und
IGF-I ist jedoch bei einem Regressionskoeffizienter0,190 ebenfalls gering, beruht
hauptsachlich auf wenigen sehr hohen basalen I&€ften und ist nicht signifikant

(p=0,267).

Zur ndheren Untersuchung der Zusammenhdnge zwistBEA und Blutzucker bei
Akromegalie-Patienten wurden die Messwerte von I@Rieut getrennt nach Geschlecht

betrachtet.

4.4.4.5 IGF-1 und Blutzucker beim OGTT (Akromegale nach Geshlecht)

Bei Ma&nnern mit Akromegalie ergab sich folgendds BAbb. 18):
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IGF-1 und Blutzucker M&nner mit Akromegalie
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Abbildung 18. IGF-1 und BZ beim OGTT (akromegalenkir, MW und SF,n=7)

Bei méannlichen Patienten mit Akromegalie sank déteWvert von IGF-I von 650 + 193,7
ng/ml bei Nuchternentnahme um 8:00 Uhr bis auf 568153,8 ng/dl um 11:00 Uhr.

Gleichzeitig stieg der Blutzuckerspiegel von 89,8,% mg/dl auf 143,1 + 20,8 mg/dl um
9:00 Uhr und sank bis auf 69,3 + 7 mg/dl um 11:00.U

Bei Frauen mit Akromegalie ergab sich folgendesl Bibb. 19):
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IGF-I und Blutzucker Frauen mit Akromegalie
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Abbildung 19. IGF-1 und BZ beim OGTT (akromegalaten,MW und SF,n=7)

Bei weiblichen Patienten mit Akromegalie lag der ttelivert von IGF-I bei
Nuchternentnahme um 8:00 Uhr bei 183,6 £ 32,7 ngiAdl war damit um den Faktor 3,5
niedriger als bei Mannern. Von dort sank er bisraufimal 149,4 + 21,9 ng/dl um 10:00
Uhr.

Gleichzeitig stieg der Blutzuckerspiegel von 87,8, mg/dl auf 143,9 + 14,4 mg/dl um
9:00 Uhr und sank bis auf 63,3 + 8,3 mg/dl um 12J00.

Zur Uberprufung dieser Mittelwertsdifferenzen zwisn mannlichen und weiblichen
Probanden im OGTT wurde ein t-Test gerechnet. DiteMerte der IGF-1-Konzentration

von Méanner (MW= 598,2 ng/dl) und Frauen (MW= 168¢3dIl) waren basal und wahrend
des OGTT signifikant unterschiedlich (p=0,05).

Im Vergleich dazu wurden die Mittelwertsdifferenzen Tagesprofil bei Akromegalen

betrachtet und mit gesunden Probanden verglichab. (I6).
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mannlich | weiblich p
Akromegale Tagesdurchschnitt IGF-I 233,0 397,1 n.s.
Durchschnitt IGF-1 im OGTT 598,2 168,8 <0.05
Gesunde Tagesdurchschnitt IGF-I 107,6 93,3 n.s.
Durchschnitt IGF-I1 im OGTT 116,7 93,2 n.s.

Tabelle 16. Mittelwertsvergleich IGF-1 im OGTT dinnern und Frauen

Im Kollektiv der Patienten mit Akromegalie zeigtechs im OGTT ein signifikanter
Unterschied der Mittelwerte zwischen Ma&nnern unaluen. In allen anderen Profilen war

der Unterschied zwischen mannlichen und weiblidPebanden nicht signifikant.

45 Resumee der Profile

Im Tagesprofil fanden sich in den beiden gemesséwlektiven weder bei gesunden
Probanden noch bei Patienten mit Akromegalie gigmite Schwankungen des

Serumspiegels von IGF-I.

Im Jahresprofil, welches nur bei gesunden ProbamgEmessen wurde, fanden sich
hochsignifikante Schwankungen der Serumkonzentratmn IGF-I, die im Sommer im
Schnitt um 24,5% hoher lagen. Bei Differenzierueg Geschlechter zeigte sich, dass die
IGF-I-Werte Uber das Jahr bei Mannern im Durchdthetva 20% hoher waren als bei
Frauen. Dennoch ergab der Interaktionseffekt zveiscGeschlecht und Jahreszeit, dass
sich die bei beiden Geschlechtern nachweisbare &dtwng zwischen Sommer und
Winter in ihrem Ausmalfd untereinander statistisahinsignifikant unterscheidet. (p=0.86).
Gliedert man die Jahresschwankungen von IGF-I dachAltergrupperc 30 Jahre und >
30 Jahre auf, zeigten sich bei der jingeren Alteygae stets hohere Werte. Statistisch
ergab sich hier zwar keine Signifikanz, jedochtl&éss Trend (p=0.09) die Vermutung zu,
dass der bereits bekannte Einfluss des Alters iuSdrumkonzentration von IGF-I auch
in dem untersuchten Normalkollektiv vorhanden i&udem lasst sich in allen
Subkollektiven ein hochsignifikanter Haupteffekt tien Faktor Zeit finden (p=0.0025 und
p=0.002). Es lieBRen sich also in allen Untergruppeeziglich der Jahreszeit
hochsignifikante Schwankungen der Serumkonzentratiovon IGF-1 Uber das Jahr

hinweg erkennen.
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In der zusammenfassenden Betrachtung der Jahrigsprath ,Sommer* und ,Winter”
bestatigt sich diese Schwankung als signifikanttetdcheidet man das Jahresprofil in
Sommer und Winter, finden sich signifikant hohergtéwerte von IGF-I im Sommer bei
beiden Geschlechtern (p=0.016) und in beiden Ajtergpen (p=0.017).

Dieser Befund konnte in der Tendenz auch bei deefrdachung der Konzentrationen des
wichtigsten IGF-Bindungsproteins IGFBP-3 bestatiggrden: Auch hier ergaben sich
Schwankungen der Mittelwerte Gber das Jahr hin@egr liel sich bei der detaillierten
Betrachtung unter Bericksichtigung von Altersgruppel Geschlecht keine Signifikanz,
immerhin aber ein Trend zu Schwankungen mit hoh&venten im Sommer feststellen.
Bei der Gliederung des Jahresprofils in Sommer Widter zeigte sich bei der nach
Altersgruppe und Geschlecht getrennten Untersuchung beiden Fallen im
Interaktionsfaktor ein Trend zur Signifikanz. Dahjeszeitlichen Schwankungen scheinen
sich also sowohl in beiden Altersgruppen (p=0.04&f3, auch bei Manner und Frauen
(p=0.098) voneinander zu unterscheiden, wobei siieh starkste Schwankung in der

Gruppe der Frauen >30 Jahre findet.

Im OGTT wurde im Kollektiv der Gesunden und deruem mit PCO zu den ersten drei
Messzeitpunkten nach oraler Glucosegabe (8:30G1) Uhr) eine hochsignifikante
Absenkung von IGF-I gegeniber dem Nuchternwertgéssellt. Bei Patienten mit
Akromegalie war dies (parallel zum etwas spaterereithen des Maximums der
Blutzuckerspiegel) erst nach einer und zwei Stungierbeobachten (9:00,10:00 Uhr).
Nach drei Stunden war dieser Unterschied zum Awgsyaert bei den Gesunden und
Akromegalen nur noch signifikant (p<0.05), bei Patinnen mit PCO jedoch weiterhin
hochsignifikant (p<0.01). Allerdings standen in sdie Gruppe auch besonders viele
Patientinnen fir die Untersuchung bereit (n=29). @& Untersuchung eines mdglichen
Zusammenhangs zwischen Blutzucker und IGF-I-Serundotration zeigte sich keine
statistische signifikante Korrelation (Korrelatigogffizient bei Frauen mit PCO r=-0,106;
p=0,316, bei Gesunden r=0,155; p=0,298, bei Akrahed’atienten r=-0,190; p=0,267).
Die Mittelwerte fur IGF-1 im OGTT wiesen bei den Patienten mit Akromegalie, die fur
diesen Untersuchungsteil zur Verfigung standenereirsignifikanten Unterschied
zwischen den Geschlechtern mit deutlich hdherent&ieoei den méannlichen Patienten

auf.
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4.6 IGF-I und BMI

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob die I®®Bizentration sich in Abhangigkeit
zum Body-Mass-Index verdndert. Ohne weitere Difiererung lag der BMI bei
samtlichen Probanden bei durchschnittlich 24,7 kdIm2. Dieser Wert entspricht
anndhernd der von der World-Health-Organisation QYHlefinierten Grenze zwischen
Normalgewicht (<24,9 kg/m2) und Ubergewicht (>2Kgdm2).

Unterscheidet man die 3 Gruppen ergibt sich folgeriild (Tab. 17):

Gesunde 21,9+0,8 kg/m?2
Akromegale 25,6 £0,8 kg/m?2
PCO 23,7+0,8 kg/m2

Tabelle 17. BMI in den verschiedenen Kollektiven

Der Mittelwert der Gesunden und Patientinnen miOP&g laut WHO im Normbereich.
Der Mittelwert der Akromegalen lag im Bereich eifndadipositas. Bei der Berechnung
der Mittelwertsdifferenzen zwischen den einzelneolléktiven durch einen t-Test mit
gepaarten Stichproben war der BMI bei Patienten mkromegalie im Mittel
hochsignifikant (p < 0.01) héher als in der Grupper gesunden Probanden und der
Gruppe der Frauen mit PCO. Die Differenzen des BMbkchen der Gruppe der Gesunden
und der Gruppe der Frauen mit PCO waren nicht fekaunit.

Zur Untersuchung des Einflusses des Body-Mass-lraiéxden IGF-I-Spiegel wurden
gemald der Adipositas-Klassifikation der WHO zweai@&ubkollektive mit einem BIVK
24,9 (Normalgewichtige) bzw. einem BMI > 24,9 (Upewichtige) gebildet. Im
Gesamtkollektiv hatten 61,4 % (n=35) einen BMP4,9, 38,6 % (n=22) einen BMI >
24,9. Um das Verhaltnis zum IGF-I-Wert zu untersichwurde der basale IGF-I-Wert
herangezogen, der beim ersten OGTT-Messzeitpuskgdstellt wurde, da es sich zum
einen um die Nuchternentnahme handelt, also nefdhdNahrungszufuhr beeinflusst war
und da dieser Wert zum anderen bei allen Probagderessen wurde. Zum Vergleich der
IGF-I-Mittelwertsdifferenzen zwischen Ubergewicletigund Normalgewichtigen in den
einzelnen Probandengruppen wurde ein t-Test maagen Stichproben gerechnet. Da flr
Gesunde das Kriterium ,Ubergewichtigkeit* zum Aussiss dieser Studie filhrte, konnte
der Mittelwert zwischen Normalgewicht und Ubergevimicht verglichen werden.

Sowohl bei Akromegalie-Patienten (p=0,5), als abeh den Patientinnen mit PCO-
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Syndrom (p=0,25) zeigten sich keine signifikanteitéivertsdifferenzen der IGF-I-Werte
zwischen Normalgewichtigen (BMI <24,9) und Ubergeiwigen (BMI >24,9).

4.7 IGF-l und Kontrazeptiva

Nachdem der Gebrauch von hormonellen Kontrazepiieh Literaturdaten einen Einfluss
auf die Blutspiegel von IGF-I haben kann, wurdesdie Aspekt bei den gesunden

Probandinnen mit erfasst (Tab. 18):

Gultige n| Mittelwert + SF
Kontrazeptiva | ja Tagesdurchschnitt IGF- n=6 85,4+11,7
Jahresdurchschnitt IGF- n=6 98,9 +10,9
Durchschnitt IGF-1 im OGTT n=6 99,3+9
nein Tagesdurchschnitt IGF-I n=1 73,7
Jahresdurchschnitt IGF- n=1 83,0
Durchschnitt IGF-1 im OGTT n=1 75,3

Tabelle 18. Kontrazeptiva und IGF-I

Die erforderlichen Daten zum aktuellen Gebrauch Rormonellen Kontrazeptiva konnte
nur von 7 gesunden Teilnehmerinnen der Studie eroterden. Danach benutzte nur

eine der Frauen keine Kontrazeptiva. Somit warerDditen nicht statistisch Uberprtfbar.

4.8 |IGF-l und Nikotinkonsum

Des Weiteren wurde tberpruft, ob Rauchen einenlussfauf den Blutspiegel von IGF-I
hat. Dieser Gesichtspunkt wurde von Gesunden (4chau 8 Nichtraucher) im

Tagesprofil, Jahresprofil und im OGTT und von PC&iéhtinnen (4 Raucherinnen, 19
Nichtraucherinnen) im OGTT erfasst (Tab. 19):
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Glltige n Mittelwert + SF

Rauchen| ja Tagesdurchschnitt IGF- 4 84,6 +14
Jahresdurchschnitt IGF-I 4 111,4+17,3

Durchschnitt IGF-1 im OGTT 8 116,8 £9,5
nein Tagesdurchschnitt IGF-I 8 97,4+11,2
Jahresdurchschnitt IGF-I 8 114,1 +9,3
Durchschnitt IGF-1 im OGTT 27 134,8 £+9,9

Tabelle 19. Rauchen und IGF-I

In der Analyse mittels t-Test zeigt sich, dass Mdtelwertsdifferenzen in keinem

Parameter zwischen Rauchern und Nichtrauchernfigigni waren.
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5 Diskussion

5.1 Fragestellung der Arbeit

Fur die Diagnose der Akromegalie sind neben demldsting der charakteristischen
Veranderungen im physischen Erscheinungsbild déierRan biochemische Kriterien
entscheidend. Hierbei entwickelte sich die bioctseime Diagnostik parallel zur
Entwicklung von Radioimmunoassays, zunéchst fur h§tdter auch fur die Familie von
IGF-I bzw. fur die zugehorigen Bindungsproteine.bBie der biochemischen Diagnose
wird Uber die Messung dieser Hormone auch eineadékontrolle der Akromegalie
maoglich (Ferone et al., 2004). Nachdem uber langie die Messung von hGH — weniger
verlasslich in einer Einzelprobe, besser im Praiih) besten definiert jedoch nach oraler
Glukosebelastung - im Vordergrund stand, gilt zumehd auch die quantitative Messung
der Konzentration von IGF-1 im Serum als probategteM fir den Nachweis hGH-
assoziierter Erkrankungen. Hierbei scheint IGF-heeigeringere Sicherheit bei der
Diagnose des hGH-Mangels bei Kindern und Erwachseneieten als in Diagnostik und
Verlaufskontrolle der Akromegalie (Clemmons, 2005).

In manchen Studien werden aber die MessverfahrenQuantifizierung der Hormone
beziehungsweise die verwendeten ,Schwellenwerte“dizgnostischen Tests, und auch
die Referenzwerte fur die Beurteilung der Krankduditivitat einer Akromegalie und im
Hinblick auf einen Heilungserfolg als nicht aushe&ind zuverlassig eingeschatzt (Endert et
al., 2006; Pekic et al., 2006; Pokrajac-Simeunowid Trainer, 2004).

Trotzdem werden in vielen Veroffentlichungen solcRatienten als ,kontrolliert
eingestuft, bei denen nach einem OGTT im Serumh@$ unterhalb des Schwellenwerts
von 1,0 pug/L absinkt und die Konzentration von I{GiR Normalbereich verbleibt (De
Marinis et al., 2002; Johannson, 2004; Melmed.e2ai02)

Es finden sich aber durchaus Hinweise, dass etblifinitionen, wie z.B. die Cortina-
Kriterien, nicht sicher ein Rezidiv der KrankhekBaitdt ausschlieBen kénnen. Dies
diagnostischen Unsicherheiten wie die Probleme Bdonitoring der Krankheitsaktivitat
kommen zu einem grof3en Teil daher, dass herkomenlMbssverfahren fir hGH und
IGF-I, mit denen viele der tradierten ,Schwellentgérflr diagnostische Tests erstellt

wurden, nicht ausreichend sensitiv und spezifiscarew. In der Literatur werden
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Schwankungen von IGF-I daher hauptsachlich aufudigentigende Zuverlassigkeit der
Labormethodik und nicht auf eine biologische Vaitigdi zuriickgefthrt. Untersuchungen,
die sich dieser Frage widmen, richten sich auf eéém, die IGF-1 von seinem
Bindungsprotein trennt, um eine Inter- und Intras&sVariabilitdt zu reduzieren
(Clemmons, 2001; Clemmons, 2005). Zudem haben USsdirél3en wie insbesondere das
Alter der Patienten eine betrachtliche Einwirkungf @lie Serumkonzentration aller
Faktoren der hGH/IGF Achse (Webb et al., 2005)béssndere beim IGF-I ist eine
sinnvolle Beurteilung der Werte nur mit guten asatjustierten Referenzbereichen
maoglich, die jedoch leider nicht fur viele Messwdmfen in ausreichender Qualitat zur
Verfugung stehen. Seit der Entwicklung und Einfilgu neuer Messmethoden
beschaftigten sich einige Studien mit der Ermitjl@ines — jeweils methodenspezifischen
- Normbereiches von IGF-I (Chen und Lin, 1999; lEhgér et al., 2004). Obgleich IGF-I
intraindividuell betrachtet als ,relativ stabileravker* des hGH-Sekretionsstatus gilt, gibt
es nur sehr wenige Veroffentlichungen, die die ks mittelfristige Variabilitat des
Wachstumsfaktors IGF-I tber in die Untersuchungemibeziehen. Zudem ist auch wenig
Uber die kurzfristige Regulation der IGF-I-Konzetiton, z.B. als Antwort auf

Nahrungsaufnahme, bekannt.

Die vorgelegte Arbeit diskutiert auf Grundlage veigenen klinischen Untersuchungen
und bereits stattgefundenen Analysen, inwiefernl@ie-1-Konzentration intraindividuell
stabil ist und somit als verlasslicher Marker fig ®iagnostik und Verlaufskontrolle der

Krankheit Akromegalie dienen kann.
Es wurden an verschiedenen Probandenkollektivgefale Fragestellungen untersucht:
1. Schwankt die IGF-I-Konzentration tGber den Tag?
a) bei Gesunden
b) bei Akromegalen
2. Schwankt die IGF-I-Konzentration tbers Jahr beiuadsn?
a) Wie verhélt sich IGF-I (bzw. dessen Variabilitatinz Geschlecht?
b) Wie verhalt sich die IGF-I (bzw. dessen Variabi)itzum Alter?

c) Zeigt die Schwankung jahreszeitliche Unterschiede?
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3. Zeigt sich eine eventuelle Schwankung von IGF-Iritees Jahr in gleicher Weise
auch in seinem Bindungsprotein IGFBP-3, und wel&ale spielen hierbei

Jahreszeit, Alter und Geschlecht?

4. Schwankt IGF-I wahrend des OGTT? Ist somit eine Higilmentnahme bei der
Blutentnahme fir die IGF-I- Bestimmung notwendig?erdei wurde zudem
untersucht, ob sich ein direkter Zusammenhang autr&ckerkonzentration findet,

und zwar
* bei Gesunden
* bei Akromegalen

* bei Frauen mit PCO-Syndrom (als Beispiel einer &mkung mit Stérung

der Glukosetoleranz ohne direkte Beteiligung deiHHGF-Achse)

Weiterhin wurden verschiedene EinflussgroRen alkatmete, mdgliche stérende
Faktoren dokumentiert und in der Untersuchung bBesitbtigt (Body-Mass-Index,
Einnahme von Kontrazeptiva, Rauchgewohnheiten).

5.2 Methodische Limitationen der Studien

Bei der Durchfiihrung von klinischen Studien istweshtig, dass am Anfang neben einer
klar definierten Fragestellung ein entsprechendgsroduzierbares Studiendesign steht,
was die gewonnen Ergebnisse nachvollziehbar maudhtden Vergleich mit Ergebnissen
anderer Studien zuldsst. Zudem kommt einer gepiddtkumentation eine entscheidende
Rolle zu, da nur so eventuelle systematische odeorhergesehene methodische Fehler
(,bias®) identifiziert und ihr Einfluss auf die Stienergebnisse berilcksichtigt bzw.

ausgeschlossen werden kann.

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit kann festdfen werden, dass die
Vorgehensweise der einzelnen Studienabschnittemeimerab strukturierten Protokoll
folgte und die endokrinologischen wie insbesondeatlirlich auch laborchemischen
Untersuchungsmethoden wahrend des gesamten Uritergiszeitraumes konstant
gehalten wurden. Damit wurde auch eine gemeinsamswértung der prospektiv
(Jahresprofil, Tagesprofii und OGTTs bei gesundewb&den bzw. OGTTs bei
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Patientinnen mit PCO) und retrospektiv (Tagesprofid OGTTs bei Patienten mit
Akromegalie) erhobenen Daten moglich. Zum zweitamden die Probenverarbeitung und
alle Hormonbestimmungen unter gleichen Bedingunigereigenen Labor statt, wurden
mit  denselben  immunometrischen  Chemiluminiszenzpss mit  derselben
Reagenziencharge gemessen und waren somit vetggeicBhum dritten wurden fir die
Analyse der nach Cortinakriterien als ,geheilt* pdeicher® geltende Standard eines
hGH-Nadirs im OGTT untex 1 ng/ml bei der Beurteilung der Patienten mit Akegalie
verwendet (Endert et al., 2006).

Keiner der gesunden Probanden hat die Untersuchaingirgendeinem Zeitpunkt
abgebrochen. An jedem der Teilnehmer, auch bei PBlatienten, konnte das fir ihn
vorgesehene Versuchsprotokoll komplett durchgefilerden, es wurden keine Probanden

aus der Studie ausgeschlossen.

Um den Vergleich zwischen den gesunden Probanddnakromegalen Patienten nach
Maoglichkeit exakt zu gestalten, wurde bei der Ausider Probanden darauf geachtet, zu
den akromegalen Patienten jeweils eine Vergleialssme mit mdglichst analogen
biometrischen Daten zu finden. Da absehbarer Weisgesamt die Rekrutierung eher
jungerer Probanden gelingen wirde, wurde von varesh auch ein eher junges Kollektiv
der akromegalen Patienten fir die Studie vorgesehih Hilfe von ausfuhrlicher
Befragung jedes einzelnen Probanden lieRen sichkbdem Unterschiede und

Einflussgro3en ermitteln.

Trotz dieser Versuche, methodisch eine groRtmogliKlonstanz zu erreichen, missen
einige methodische Limitationen diskutiert werdel® sie fur die Interpretation der
Befunde sowie furr die eventuelle Ubertragung aef klinische Praxis von Wichtigkeit

sein konnten.

e Insgesamt wurden 57 Probanden untersucht. Insbesorzki der Untergliederung
nach Probanden- bzw. Patientengruppe sowie eineh mdter und Geschlecht
getrennten Analyse schrankt sich die Aussagekraft Ergebnisse aufgrund sehr

geringer Gruppenstarken ein.

« Die Altersverteilung von Patienten wie Probande®+48 Jahre) erfasst naturlich nicht
alle Altersstufen. Insbesondere wird die Altersgrimit den starksten Veranderungen
der IGF-I-Werte, namlich Kinder und Jugendliche uwfe Pubertdt gar nicht
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untersucht. Zudem stellt das Kollektiv der akrontegaPatienten wie oben erwahnt
eine vergleichsweise junge Subgruppe der Akromegdde. Zusammen genommen
mit einer beschrankten Fallzahl lassen sich daleremgeschréankt Aussagen zur
Relevanz des Alters fir die Befunde machen. Digsatation erklart auch, warum

sich die ja allgemein bekannte Tatsache des atteésmigen Abfalls der IGF-I-Werte

nur teilweise signifikant zeigen lasst. Nachdem Bewachsenen das Geschlecht
sowieso nur einen sehr geringen Einfluss auf dieeHter IGF-I-Werte hat, war zudem
nicht zu erwarten, dass man geschlechtsspezifiddferenzen der absoluten Héhe der
IGF-I-Werte bei einer Fallzahl von 7 Subjekten @ouppe erfassen kann. Dies war

freilich auch nicht Ziel der Studie.

Mit der vorliegenden Studie sollte auch der Eirdlugson Nahrung auf die
Serumkonzentration von IGF-I untersucht werden.rfdrewurde aus Grinden der
Standardisierung und um den Vergleich mit der Unuehungssituation bei
Akromegalen zu ermdglichen die orale Gabe von Gak@GTT) und nicht Voll-
Nahrung verwendet. So kann allerdings die tatséohli Glukoseutilisierung aus
Nahrung und der in vivo relevante Glukosespiegel gesunden Probanden und an
Akromegalie Erkrankten und seine Wirkung auf die FG Synthese nur
naherungsweise reproduziert werden. Natirlich  k&mnt auch  andere

Nahrungsbestandteile potentiell Einfluss auf die-IcSpiegel haben.

Die anamnestische Datenerhebung war bei den Paamgbebrauch hormoneller
Antikonzeptiva“ und ,Rauchen” nicht vollstandig alszhlieRen, da bei einigen
Subjekten keine Angaben gemacht wurden. Bei dgiesamnt schon geringen Fallzahl
fuhrte dies dazu, dass in diesen Fallen keine gaksdftigen statistischen Analysen
vorgenommen werden konnten (Kreienbrock und Schad@97; Hurseler und

Zimmermann, 2001).
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5.3 Diskussion der eigenen Ergebnisse

5.3.1 Tagesprofil

Es wurde ein Tagesprofil der Serumkonzentration /&if| in stiindlichen Abstanden von
8:00 bis 15:00 bei der gesunden und der akromed&lebandengruppe erhoben. Dieser
Zeitraum wurde gewahlt, weil er den im Klinischerltay am wahrscheinlichsten
auftretenden Tageszeiten fur die Abnahme von Bdlpn zur IGF-I-Bestimmung
entspricht (Offnungszeiten von Praxen und AmbulahzeDbwohl Einzelwerte im
Kurvenverlauf der IGF-I-Spiegel bei den PatientahAkromegalie etwas deutlicher vom
Mittelwert abwichen, waren die Schwankungen Uber Tagg hinweg in keinem der beiden
untersuchten Kollektive statistisch signifikant.eDdurchschnittliche IGF-1-Konzentration
der akromegalen Patienten lag mit 287,2 + 55,5 hgddoch wie erwartet hochsignifikant
hoher als der Durchschnittswert der gesunden Pdammwelcher 102,4 + 9,8 ng/dl betrug
(p=0,0005).

Unsere gemessenen Werte der IGF-1-Konzentratioren gesunden Probanden liegen
verglichen mit den publizierten Referenzwerten fliden verwendeten
Chemilumineszenzassay relativ niedrig, namlich &ihe der negativen zweiten
Standardabweichung. Sie befinden sich somit zwarchnam Rahmen der
Durchschnittswerte, grenzen jedoch definitionsgear@éflie untere NorrtElmlinger et al.,
2004; Brabant et al.,, 2003). Der in der vorliegen&tudie verwendete automatisierte
IMMULITE-IGF-I-Assay wird von Elmlinger et al. alseliables Verfahren bei der
Diagnose und Verlaufskontrolle von Erkrankungen li@&H/IGF-Achse beschrieben und
kommt in sehr vielen Routinelabors zum Einsatz. Meher erschien es zunachst
verwunderlich, dass das im Rahmen dieser Arbeieraanthte Kollektiv von gesunden
Probanden durchwegs relativ niedrige Werte zeiggeloch ist zu berucksichtigen, dass
nicht nur in unserem Labor zum Zeitpunkt der Megsuneher niedrige IGF-I-Werte
auftraten, sondern dass dies auch von vielen Labershtet wurde, die die Methode
verwenden und auch in den Ringversuchen der Desris€besellschaft fur klinische
Chemie sich deutliche Chargenschwankungen fir déesdhethode zeigen. Da nicht nur
Sensitivitat und Spezifitdt der Messverfahren dmgtend sind fur die absolute Hohe der

Messwerte, sondern natirlich auch die Préazision Kimkstanz der Kalibration (Melmed,
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1999), scheint es fraglich, ob die von EImlinger &t seinerzeit publizierten

Referenzbereiche fur die derzeit verfiigbare Verdiem Assays noch reprasentativ sind.

Fur unsere Fragestellung ist die absolute Hohe Miesswerte fur IGF-I jedoch von
geringerer Bedeutung, da bei Analyse aller Prohender Studie mit einer Charge des
Assays, also methodisch gleich bleibendem Mesdwerfaallenfalls der Bezug zur Norm,

nicht aber die Variabilitiat zwischen den Probeniféesst wird.

Die Ergebnisse der Messung von Proben von Akrome§atienten entsprechen wie
erwartet den allgemeinen Angaben der Literatursdasrsonen mit dieser Krankheit
generell héhere IGF-Konzentrationen aufweisen essigde Personen, haufig oberhalb der
altersentsprechenden 97,5ten Perzentile (Elmliagal., 2004; Marzullo et al., 2001). Der
Unterschied der Serumwerte zwischen dem gesundidem akromegalen Kollektiv war
quantitativ erheblich gro3er als eventuelle Schwagken innerhalb jedes einzelnen
Kollektivs. Zudem zeigte die Analyse der IGF-I-Kemtrationen tber den Tag hinweg,
dass keine relevanten Schwankungen der IGF-I-Kdret@mn innerhalb des jeweiligen

Kollektivs vorliegen.

5.3.2 Jahresprofil

Das Jahresprofil von IGF-I wurde nur bei gesundesb&hden gemessen. Hier wies die
Verteilung der Werte verglichen mit dem Tagesprefite gro3ere Variabilitat auf: Im
Gesamtkollektiv der gesunden Probanden fanden siclder Kovarianzanalyse mit
Messwiederholungen signifikante Schwankungen deurleonzentration von IGF-I tber
das Jahr. Daraufhin wurden Subkollektive entspregiiekannter Einflussgrof3en auf IGF-
I nach Geschlecht und Alter gebildet. Bei Differiemang der Geschlechter fand sich, dass
die IGF-I-Werte Uber das Jahr bei Mannern im Duwhhgt ungefahr 20% héher waren als
bei Frauen. Die Aufgliederung der Schwankungen 1@GR-I Uber das Jahr nach den
Altersgruppen< 30 Jahre und > 30 Jahre wies erwartungsgemafngegén Kollektiv
tendenziell hohere Werte auf. Statistisch lie3 gesfoch sowohl fir den Einfluss des
Geschlechts auf IGF-I (p=0.13) als auch fur denfl&ss des Alters (p=0.09) keine
Signifikanz finden. Wohl aufgrund der geringen Rmotlenanzahl entsprechen die
Ergebnisse daher nur tendenziell anderen statisiis@nalysen tber den Einfluss von
Alter und Geschlecht auf die Konzentration von IiGMorimoto et al., 2005; Holmes et

al., 2002; Johansson et al., 2004; Kaklamani £1809).
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Bezuglich der eigentlichen Fragestellung jedoch festzuhalten, dass sich in allen
Subkollektiven deutliche Schwankungen von IGF-Irides Jahr hinweg finden. In beiden
Analysen: Varianz im Jahresprofil nach Geschlectdt nach Alter prasentierte sich in der
zweifaktoriellen Anova fur Messwiederholungen eochsignifikanter Effekt des Faktors
Zeit auf den IGF-1-Jahresspiegel (p=0.0025 und @3®8). Um diese Schwankungen naher
zu untersuchen, wurde zunéchst eine weitere Geasitellt, in der das Jahresprofil erneut
nach Geschlecht und Alter differenziert betrachigtden konnte. In allen Gruppen zeigten
sich im Winter niedrigere Werte als im Sommer. Dé#ma wurde das Jahresprofil in
Winter (Dezember bis Februar) und Sommer (JuniAaigust) gegliedert und in allen
Subkollektiven erneut auf einen Zusammenhang zwisater IGF-I-Konzentration und

der Jahreszeit gepruft.

Eindrucksvollerweise bestatigte sich der optischeditick statistisch, es zeigte sich
zwischen den Jahreszeiten eine deutliche Veranderder IGF-I-Werte. Nach

Zusammenfassung der Monatswerte aus dem Jahrspudibmmer bzw. Winter, zeigten
sich in allen Subkollektiven wesentlich hohere Bliterte von IGF-1 im Sommer. Der
Mittelwert der mannlichen Probanden sank von 130%6,5 ng/ml im Sommer auf einen
Wert von 113,1 = 16,9 ng/ml im Winter. Bei den wiben Probanden liel3 sich dieser
Unterschied noch deutlicher erkennen. Der durchttbhe IGF-Wert von 117,4 + 16,9

ng/ml sank auf 853 + 22,3 ng/ml. In der zweifaldlben Varianzanalyse mit

Messwiederholungen bestétigte sich dieser Effektldareszeit auf IGF-1 sowohl in der
Untersuchung nach Geschlecht (p=0.016) als auch wdiersgruppen (p=0.017) als

signifikant.

Um diesem unerwarteten Phdnomen der jahreszeitliSiobwankung von IGF-I genauer
nachzugehen, wurden zusétzlich die Werte von [IGBBPdem wichtigsten
Bindungsprotein von IGF-I, betrachtet. IGFBP-3 wablenfalls hGH-abhangig vor allem
in der Leber synthetisiert, die IGFBP-3-Konzentmati bewegt sich bei vielen
Erkrankungen parallel zu der von IGF-I. Die Varianalyse ergab bezlglich einer
Schwankung der Mittelwerte von IGFBP-3 Uber dag batweg zwar kein signifikantes
Ergebnis, dennoch konnte in beiden Analysen eimndreur Signifikanz festgestellt
werden (Jahresprofil IGFBP-3, differenziert nachs@decht: p=0.08, differenziert nach
Alter: p=0.08). Bei der Aufgliederung des Jahrefilgon Sommer und Winter liel3 sich
trotz tendenziell hoherer Mittelwerte fur IGFBP-3n iSommer kein signifikanter
Unterschied zwischen den Jahreszeiten verzeiclEerergab sich in der Varianzanalyse
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lediglich ein Trend, dass sich sowohl die beidete&rupper</> 30 Jahre (p=0.08) als
auch die beiden Geschlechter (p=0.098) bezogerdiauDifferenz der IGFBP-3-Werte
zwischen Sommer und Winter voneinander unterscheidlen deutlichsten erschien der

Unterschied in der Gruppe der Frauen tUber 30.

Die fur IGF-I gefundene Konzentrationsschwankungridias Jahr kann somit bei dessen
Bindungsprotein IGFBP-3 statistisch nicht bestatigirden, allenfalls tendenziell zeigt
sich eine ahnliche Bewegung hin zu héheren Wertesommer. Berticksicht man dabei
Forschungsergebnisse, nach denen der IGFBP-3-Sgpiggsl zur IGF-I-Konzentration in
einer exponentiellen Korrelation steht, d.h., ddas Ansteigen von IGFBP-3 mit einer
exponentiellen Zunahme von IGF-1 zusammenfallt ghtg et al., 1993), ist es nicht
verwunderlich, dass Phanomene, die sich bei IG&igen, bei dessen Bindungsproteinen
nur andeutungsweise zu finden sind. Bezuglich daiaWilitéat sind in der Literatur, wie
oben bereits erwahnt, zum IGF-I hauptsachlich Aegatu finden, welche sich mit einer
analytischen Variabilitéat beschaftigen (Clemmor3)%). Eine Schwankung, die sich aus
Messungenauigkeiten ergibt, ist allerdings im Rammumserer Studie, bei der alle
Messungen in einer Serie mit derselben Methode hdeféihrt wurden, nahezu

auszuschlielRen.

Des Weiteren ist zu bedenken, dass die Fallzahl MbrProbanden sicherlich noch zu
gering ist, um eine allgemeingultige Aussage ztfegne Dennoch lassen unsere Analysen
Uber die IGF-Konzentrationen und die tendenziekstBtigung durch die IGFBP-3-Werte
die Annahme zu, dass sich zwischen Sommer und Y\8igeifikante Unterschiede in der
Serumkonzentration von IGF-1 ergeben. Die Ursackseseén, konnte im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung nicht geklart werdenelings sollte diesem Befund in einer
weiterfhrenden Studie mit grolRerer Fallzahl nodsmaachgegangen werden.
Insbesondere sollte Uberprift werden, ob sich dihaliche Beobachtung auch bei
Patienten mit Akromegalie machen lasst. Dies konmtdeuten, dass Patienten mit
Akromegalie im Winter eine scheinbar niedrigere rddgeitsaktivitdt ausweisen. Die
GroélRenordnung der Unterschiede zwischen den hadckstemerlichen IGF-I1-Werten und
den niedrigsten im Winter bei den gesunden Proband¢ jedenfalls durchaus
ausreichend, Gbertragen auf Akromegale eine thatispbe Entscheidung in die eine oder

andere Richtung zu beeinflussen.
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5.3.3 OGTT

Der orale Glukosetoleranztest (OGTT) wurde mit rall@eilnehmern der drei
Studiengruppen durchgefuhrt. Vergleicht man die -IGProfile der verschiedenen
Probandenkollektive miteinander, weisen die Serurteveler akromegalen Patienten
wiederum wie erwartet stets signifikant hohere Brggse gegeniber den anderen beiden
Gruppen auf (Abb.13). Eine Differenzierung nach ¢béscht bei den Akromegalie-
Patienten zeigt, dass in dem hier untersuchteneKidi mannliche Patienten signifikant
hohere IGF-I-Werte haben als weibliche, was jedach ehesten ein Artefakt der
Patientenauswahl bei geringer Fallzahl sein duate ein genereller Unterschied: In
anderen, gréReren Studien konnte jedenfalls eifichlenBeobachtung nicht durchgehend
gemacht werden. Eden Engstrom et al. stellten zwame generell hohere
Serumkonzentration von IGF-1 bei akromegalen Manrads bei akromegalen Frauen fest
(Eden Engstrom et al., 2002). Colao et al. und &redl al., die das Niveau des
Serumspiegels von Mannern und Frauen mit Akromegalieinem OGTT betrachteten,
konnten indessen keine generelle Differenz zwisctien Geschlechtern verzeichnen.
(Colao et al.,, 2005; Freda et al., 2001). Sichlerlispielt hierbei die genaue
Zusammensetzung der jeweils untersuchten Patienf@oen hinsichtlich des
Krankheitsstadiums, eingesetzter Therapien, Tund@eetc. eine entscheidende Rolle.

Betrachtet man hingegen den Verlauf des IGF-I-Sepiegels nach Glukosebelastung,
zeigen die drei Kollektive in unserer Untersuchuegq ahnliches Profil. Vom
Ausgangswert um 8:00 Uhr morgens im nichternenafgssank die IGF-I-Konzentration
nach Glukosegabe in den folgenden Blutentnahmerachst ab. Im Kollektiv der
Gesunden und der Frauen mit PCO wurde im Zeitraom8:00 bis 8:30, also innerhalb
der ersten halben Stunde nach Glukosezufuhr, phrallm Blutzuckeranstieg ein
hochsignifikanter Abfall der IGF-I-Konzentrationstgestellt (p=<0,01). Bei Kranken mit
Akromegalie war dies nach einer Stunde zu beobagchtedieser Gruppe fand sich auch
der Gipfel der Blutzuckerwerte im Mittel erst nachner Stunde. Die niedrigste
Konzentration fand sich bei den Gesunden um 9:00 i1 den beiden Patientengruppen
um 10:00 Uhr. Nach dem ersten hochsignifikantenal\bfon IGF-1 nach einer halben
bzw. einer Stunde anderte sich die Serumkonzemtrat allen Gruppen nicht mehr
signifikant. Gegenuber dem Nuchternwert zeigte gighallen Messzeitpunkten nach der
oralen Zufuhr von Glukose eine signifikante bis ggnifikante Absenkung des IGF-I-
Wertes, im Beobachtungszeitraum kam es also nicheimem Wiederanstieg auf den
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AusgangswertZahlreiche Studien befassen sich mit der RegulatamhGH durch orale
Zugabe von 75g Glukose mittels OGTT, und in einigétaudien wurde auch IGF-I
untersucht. Unsere Feststellung, dass auch die l-Kafhzentration nach Gabe von
Glukose rasch supprimiert wird, bestatigt Befundg @er Literatur (Attanasio et al., 1999;
Cannavo et al., 2000; Quabbe und Plockinger, 19B®)ser Zusammenhang betont die
metabolische Rolle von IGF-I. Letztendlich bleibt kd&ren, ob angesichts dieser Befunde
eine Nuchternabnahme fir die Bestimmung von IGBAndten ist. Zumindest erscheint
nach unseren Ergebnissen eine Standardisieruragiraisnerhalb der ersten Stunden nach
stark zuckerhaltigen Mahlzeiten kdnnte es durclzausiner Fehlinterpretation von IGF-I-
Werten kommen. Allerdings scheint der Einfluss Nahrungsaufnahme lediglich bei der
akuten, kontrollierten und massiven Zufuhr von Arckusgepragter zu sein. Bei der
Untersuchung der Tagesprofile — bei denen ja ndinchgehend Nuchternabnahmen
moglich waren — war jedenfalls keine systematis@®e&hwankung Utber den Tag
nachweisbar. Zudem gibt es auch Analysen, die eil®F-I-Absenkung nach
Glukosezufuhr widersprechen. Studien von Mauras Siadtery zum Beispiel bewerten
den IGF-I-Abfall nach Glucosezufuhr als nicht sfg@int (Mauras und Haymond, 2005;
Slattery et al., 2005).

5.3.3.1 OGTT und Blutzucker

In der vorliegenden Untersuchung wurde auch die hWsbeziehung zwischen der
Konzentration von IGF-I und dem Blutzuckerspiegehauer betrachtet. Dabei ergibt sich
in unserer Untersuchung — wie oben bereits ausgefitunéchst ein inverser Verlauf der
beiden Serumkonzentrationen. Bei hochsignifikan#enstieg des Blutzuckers nach der
oralen Aufnahme von 75g Glukose sinkt die IGF-I-Kentration innerhalb der ersten
halben Stunde, bzw. bei den Akromegalie-Patientenerhalb der ersten Stunde
hochsignifikant ab. Wéhrend jedoch die Zuckersgdiggallen untersuchten Gruppen zum
Ende der Untersuchung hin wieder auf Ausgangsvedrtefallen waren, blieben die IGF-
I-Werte erniedrigt. Statistisch konnte keine sidgaihte Korrelation zwischen IGF-1 und

Blutzucker festgestellt werden.
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5.3.3.2 OGTT und Glukosetoleranzstdrung

Eine gestorte Glukosetoleranz beinhaltet entweither\eerminderte Insulinsensitivitat oder
eine erhohte Insulinresistenz, sodass die Suppredsir Glukoseproduktion ausbleibt und
der Blutzucker nicht adaquat reguliert wird. (Bdlidet al., 2003; Yuen und Dunger,
2006). Die Krankheit Akromegalie ist haufig asseriimit einer Glukosetoleranzstorung,
deren Ursache einer Insulinresistenz zugeschriebard. Das HOMA-Modell
(Homeostasis Model Assessment) erlaubt mittels ddeneng eines Index aus Nuchtern-
Glukose und Nuchtern-Insulin-Konzentration die Beillung der Insulinsensitivitat und
der Beta-Zell-Funktion (Kasayama et al., 2000).eEiveitere Erkrankung, bei der mittels
HOMA-Berechnung haufig eine Insulinresistenz diagiziert wird, die jedoch nicht
durch einer Stérung der hGH-Sekretion verursacht wstellt das polyzystische Ovar-
Syndrom dar. Dieses fiihrt durch eine ovarielle Phmduktion von mannlichen Hormonen
zu einer Hyperandrogenamie. Die Fehlfunktion dear®¥at eine Oligomenorrhoe bis hin
zur Amenorrhoe oft in Verbindung mit Infertilitauz Folge (Nardo und Rai, 2001). Die
Gruppe von Patientinnen mit PCO-Syndrom sollte er dorliegenden Studie als
Vergleichskollektiv zu den Patienten mit Akromegakuf die Frage hin untersucht
werden, ob mdgliche Veranderungen von IGF-1 im OG3kfomegalie-spezifisch sind
oder die Folge einer Glukosetoleranzstérung selbst.

Die vorliegenden Untersuchungen bestéatigen durced@ung des HOMA-Index sowohl
bei den Akromegaliepatienten als auch den PCO+Ratreen einen Hinweis auf eine
Stérung der Glukosetoleranz. Auch wenn im OGTT &ekathologie im Verlauf des
Glukosespiegels festgestellt werden kann, so massiet werden, dass die Patienten
deutlich hohere Insulinspiegel zur Aufrechterhalfutes normalen Blutzuckerverlaufs
bendtigt haben als die gesunden Probanden. Behigic Suppression der IGF-I-Spiegel
nach Glukosezufuhr zeigte sich jedoch kein Unteestlzwischen den 3 untersuchten
Probanden- bzw. Patientengruppen. Daher kann dawsgegangen werden, dass die IGF-
I-Senkung unabhangig von den Insulinspiegeln bar Glukosetoleranz auftritt.

5.3.4 IGF-l und Alter

Dass IGF-I sich in negativer Relation zum Alter hadt, ist seit langem bekannt und

vielfach beschrieben (Morimoto et al., 2005; Holne¢sl., 2002; Johansson et al., 2004;

Kaklamani et al., 1999). Johannson et al, die sickeiner prospektiven Studie an 740
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Frauen mit Einwirkungen auf Wachstumsfaktoren béfigen, bewerten das Alter als die
bedeutungsvollste Einflussgrof3e der IGF-I-Konzeimmaim Blut. Normalerweise steigt
der IGF-1-Spiegel bis zum Abschluss des Wachstumserlauft dann zunachst auf einem
Plateau und sinkt mit zunehmendem Alter kontinwgbkrlab. Dieser IGF-I-Abfall ist
vergleichbar mit der altersbezogenen Absenkung &&achstumshormonspiegels
(p=0,001) und entspricht dem Verlauf der Funktigneen beide Faktoren fur das
Kdrperwachstum haben (Morimoto et al.,, 2005). Eiveitere Studie an 272 gesunden
Jugendlichen und Erwachsenen (Alter: 15-75 Jahre§chreibt den Anstieg des
Serumspiegels mit einem Gipfel in der Pubertat wadauf folgendem Abfall auf
prapubertale Werte (Tiryakioglu et al., 2003). Glglh an einer kleinen Zahl von
Probanden durchgefiihrt, kann auch in unserer Unibumgen die negative Korrelation
zwischen Alter und IGF-I-Konzentration nachvollzagserden. Bei den Probanden unter
30 Jahren zeigten sich Uber den gesamten Jahmadvetets deutlich hohere Werte im
Vergleich zu den Probanden, die &lter als 30 Jalir@aren. Diese Differenz zeigte sich
sowohl bei den Mannern als auch bei den Fraueohgenallien. Zudem zeigte sich in der
Gegenuberstellung der beiden Geschlechter, dass I@Erl-Spiegel bei unseren
mannlichen Probanden durchwegs hoher lag als heiwgblichen Teilnehmerinnen.
Auch dieser Befund lasst sich in der Literatur weigthden. Wéahrend viele Studien sich
isoliert mit einer Untersuchung von entweder Manneder Frauen beschéftigen, stellen
die, die beide Geschlechter untersuchen einen figignien Unterschied zwischen
mannlichen und weiblichen Probanden fest, bei dén@&nner fortwahrend hohere IGF-I-
Spiegel als Frauen aufwiesen (Kaklamani et al.,.91®rabant, 2003; Morimoto et al.,
2005).

5.3.5 IGF-l und Pille

Die niedrigere IGF-I-Konzentration bei Frauen wimceinigen Studien mit einer negativen
Korrelation zwischen Ostrogen und IGF-1 in Verbindugebracht. Frauen, die Ostrogene
zu sich nehmen, weisen generell niedrigere IGFi#@d auf als Frauen ohne
Ostrogenzufuhr. Besonders die Gabe von oralem @mtrecheint den IGF-I-Spiegel zu
senken (Brabant, 2003; Holmes et al., 2002). Inhdrvorliegenden Studie nahmen 6 der
7 gesunden Frauen Kontrazeptiva, zwei davon earesdermale Applikation (Nuvaring).
Es konnten sowohl bei der Teilnehmerin ohne Komfp#iza, als auch bei den beiden

Frauen mit transdermaler Applikation etwas niedegksF-I-Werte im Vergleich zu den
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Teilnehmerinnen, die die Pille einnahmen festgkstedrden, was zunachst tberraschend
erscheinen mag. Der Unterschied war jedoch nicphifdtant und nicht zu jedem
Zeitpunkt der Blutentnahme deutlich. Eine aussaifége Studie zu diesem Thema

musste sicherlich deutlich mehr Probandinnen uant&ien.

Angaben Uber die Einnahme von Kontrazeptiva voieR@inen mit Akromegalie lagen
nicht vor. Von den 29 Patientinnen mit PCO-Syndtaatien 18 Frauen mehrere Jahre lang
die Pille eingenommen. Zum Zeitpunkt unserer Unmignsng hatten jedoch diese
Patientinnen die Einnahme bereits Uber langere Zmendet und keine der
Teilnehmerinnen stand mehr unter hormonellem EssfluDies ergab sich aus der
Tatsache, dass das Kollektiv aus der Kinderwungeflabg der Frauenklinik rekrutiert
wurde und aus Frauen bestand, die aufgrund eindrofjenisierung infolge des PCO-
Syndroms Schwierigkeiten hatten, schwanger zu werd&m eine spatere
Schwangerschaft zu ermoglichen, hatten alle PC@Rainen ihre Verhitungsmittel

abgesetzt.

Ob die Einnahme von Kontrazeptiva einen Einflus§ @en IGF-1-Spiegel hat, kann

folglich in dieser Studie nicht beantwortet werden.

5.3.6 IGF-I und BMI

Die derzeitige Literatur, die sich mit Einflissenf &/achstumsfaktoren beschéftigt, kann
grof3tenteils keine direkte Korrelation zwischen @Bddass-Index (BMI) und IGF-I-
Spiegel feststellen (Chan et al., 1998; Jernstroat. €2001; Goodman-Gruen und Barrett-
Connor, 1997). Dennoch berichten einige Studieneinar negativen (Chang et al., 2002),
(Morimoto et al., 2005; Veldhuis et al., 1995), arelvon einer positiven (Teramukai et
al., 2002) Relation des BMI zu IGF-I. Vermutlichdeflusst der Body-Mass-Index den
zirkulierenden IGF-I-Spiegel, da eine Adipositase diWachstumshormon-Sekretion
beeinflussen kann, die wiederum die hepatische #8Fduktion reguliert (Jones und
Clemmons, 1995). Umgekehrt geht Adipositas ebenfalt einem erhdhten Insulinspiegel
einher und in Folge dessen mit einer héheren IBk\erfigbarkeit (Giovannucci, 2001).
Diese biologische Komplexitat konnte die Ursache wdgerschiedlichen Beobachtungen
der Beziehung zwischen BMI und IGF-I darstellenk&mova et al., 2002).
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In unserer Studie ergab sich — sicher anhand dimediese Fragestellung auch nicht
ausreichend grofRen Fallzahl - keine eindeutige tRalawischen Body-Mass-Index und
IGF-I-Spiegel. Die Mittelwertsdifferenzen, die flrdie beiden Subkollektive
,Ubergewichtige* (BMI >24,9 kg/m?) und ,Normalgewitige* (BMI < 24,9 kg/m?)
errechnet wurden, waren in keiner Probandengrujgmgfisant. Einschrankend ist jedoch
hierbei zu erwahnen, dass das gesamte Kollektma@eder Adipositas-Klassifikation der
WHO, keinen malgeblich erhéhten BMI aufzeigte. Bisf eine Person lagen alle
Probanden in den Bereichen fur Normalgewichtige (BM 19 bis 25 kg/m2) und
Praadipositas (BMI = 25 bis 30 kg/m?). Im Kollektier Gesunden galt Ubergewicht als
Ausschlusskriterium, sodass von einer statistis¢fersuchung abgesehen wurde.

Entgegen unseren Erwartungen bestand kein signtBkaJnterschied des Body-Mass-
Index zwischen der Gruppe der Gesunden und dereframit PCO-Syndrom. lhr
Mittelwert befand sich im Bereich der Normgewicletig Der Zusammenhang zwischen
Adipositas und PCO-Syndrom ist durch zahlreichedi®tu gut belegt und die mit
Adipositas einhergehende Insulinresistenz offenigi@agotto et al., 2002; Schofl et al.,
2002; Taponen et al., 2003). Mehr noch zahlt Ubgig®, zusammen mit einer
Hyperandrogenamie und polyzystisch vergroRertenri@vazu den drei wesentlichen
Basisbefunden eines PCO-Syndroms (Wolf und SteffAR8). Nichtsdestotrotz existiert
nachweislich, obwohl bevorzugt adipdse Frauen dabetroffen sind, auch eine
adipositasunabhangige Neigung zu Insulinresistegiz RCO-Syndrom (Dunaif et al.,
1989).

5.3.7 IGF-1 und Rauchen

In der Literatur existieren unterschiedliche Aussagur Bedeutung des Rauchverhaltens
auf den IGF-1-Spiegel. Einige Publikationen schitdeine inverse Korrelation zwischen
Rauchen und IGF-I-Konzentration (Holmes et al.,200ndin-Wilhelmsen et al., 2004).
Kaklamani et al. berichten dagegen von einer pasitiRelation der beiden Faktoren.
Wieder andere Untersuchungen konnten keine Komweldeststellen (Goodman-Gruen
und Barrett-Connor, 1997; Lukanova et al., 2006jidlo et al., 2000; Chang et al., 2002).
Die geringe StichprobengrofRe in zahlreichen dieSerdien verhinderte bisher eine
eindeutige Beurteilung tber den Einfluss des Rauxla@f IGF-I. Es bleibt unklar, ob die

beobachteten Zusammenhange ein direkter Effekt Nwotin sind oder ob sie das
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unterschiedliche Verhalten in der Nahrungsaufnahmeischen Rauchern und
Nichtrauchern wiederspiegeln, die sich zum Beispiel der Energiegewinnung,
Nahrstoffaufnahme oder Mineralienzufuhr &ufRern (Moto et al., 2005). Unsere
Untersuchungen kénnen diesbezuiglich ebenfalls kegitere Aufklarung bieten, da von
den gesunden Probanden lediglich vier der mannlicAeilnehmer Raucher mit
durchschnittlich 3,9 + 1,6 packyears waren. Untam @9 Patientinnen mit PCO-Syndrom
gab es fuinf Raucherinnen, ohne Angaben der zadtiidbauer. Von den Akromegalie-
Patienten lagen keine Informationen vor. In deriMaanalyse der gesunden Probanden
waren die Mittelwertsdifferenzen in keinem Parametaischen Rauchern und
Nichtrauchern siginifikant und somit lie3 sich inieser Studie zunachst kein
Zusammenhang zwischen Nikotinkonsum und IGF-I-Kotrztion feststellen. Sicherlich
kann anhand des begrenzten Datenmaterials jedoch kadgultige Beurteilung dariber

stattfinden. Hierfur ben6tigt es noch weiterer msigerer Untersuchungen.
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6 Zusammenfassung

Der Wachstumsfaktor IGF-I gehort zu den wichtigfemametern einer Untersuchung und
Beurteilung von Stérungen der Wachstumsachse. &kiKdankheitsbild der Akromegalie
gilt er als bedeutsamer Parameter nicht nur beDiggnostik, sondern insbesondere auch

bei der Verlaufskontrolle der Krankheit.

Mit der vorliegenden Studie sollte die ValiditatrvéGF-1 als Marker der Aktivitat einer
Akromegalie bzw. des Heilungserfolgs in Bezug aatraindividuelle, kurz- bis
mittelfristige Schwankungen der Serumkonzentratiterprift werden. Hierbei sollten
zum einen intra-individuelle Schwankungen von IGHaherhalb eines Tages und
innerhalb eines Jahres untersucht werden, zum emakar Frage nachgegangen werden,

inwiefern nutritive Einflisse (OGTT) die Stabilitdér IGF-I-Konzentration beeinflussen.

In einer prospektiv longitudinalen, klinischen Sadvurden 14 gesunde Probanden, 14
Akromegalie-Patienten und 29 Patientinnen mit PG@d8om untersucht. In

regelmafiigen Abstanden wurde allen Probanden Blygraommen und anthropometrische
Daten erfasst und eventuelle Besonderheiten nofiees geschah im Rahmen von drei

unterschiedlichen Teilstudien:
1. Ein Tagesprofil
2. Ein Jahresprofil
3. Ein oraler Glukose-Toleranz-Test

Die akromegalen Patienten hatten in allen Untensngén signifikant hohere IGF-1-Werte
als die gesunden Probanden und PCO-Patientinnes. Kzinnte erwartet werden, zeigt
aber auch grundsatzlich, dass die im Rahmen deliediteile beobachteten Schwankungen
der intraindividuellen IGF-I-Konzentration relatiklein sind im Verhaltnis zu den bei
aktiver Akromegalie auftretenden absoluten, sehreholGF-I-Konzentrationen. Nur in
den mittleren IGF-I-Werten wahrend des OGTT zeigteich bei Patienten mit
Akromegalie signifikante Unterschiede zwischen briéGeschlechtern. Bei den gesunden
Probanden fanden sich bei Mannern und jingeremdiaern tendenziell hohere IGF-I-

Werte als bei Frauen und alteren Probanden.

Im Tagesprofil ergaben sich weder bei Gesunden rmehPatienten mit Akromegalie
statistisch  signifikante Schwankungen. Hingegen dfamsich unmittelbar nach

Glukosebelastung in allen drei Probanden- bzweRtngruppen ein Absinken der IGF-I-



Werte. Im Gegensatz zu den Blutzuckerwerten, dialien drei Gruppen wieder auf
Ausgangswerte absanken, blieben die IGF-I-Werter (den Beobachtungszeitraum
erniedrigt. Dieser Effekt trat in allen drei Gruppegleichermal3en auf und scheint somit

unabhangig von der Insulinsensitivitat zu sein.

Ein wesentlicher Befund dieser Arbeit war, das$ simerhalb des regelméaRig Gber ein
Jahr verfolgten Kollektivs von gesunden Probandechkignifikante Schwankungen der
IGF-I-Konzentrationen finden. Bei naherer Betradigtuasst sich zwischen Sommer und
Winter ein signifikanter Unterschied der IGF-I-Weekterzeichnen. So prasentieren sowohl
mannliche als auch weibliche Probanden im Sommgnmifdiant hbhere Werte als im

Winter. Der Ursache konnte mit dieser Studie nat den Grund gegangen werden. Es
zeigte sich dennoch, dass IGF-I einer uber die BEung hinausgehenden Variabilitat

unterliegt.

Bezogen auf die Frage, ob IGF-I ein zuverlassigarkdr fir Akromegalie ist, lasst sich
mit den vorliegenden Untersuchungsdaten zum eiagars dass man von einer Stabilitat
Uber ein Jahr hinweg nicht ausgehen kann, auch wenriFrage hier nur angesunden
Probanden untersucht wurde. Zum anderen erschsjnura eine mdglichst objektive
Aussage des IGF-I-Spiegels zu treffen, sinnvolheeBlutabnahme im Nuchternzustand
vorzunehmen, da Erndhrung oder zumindest akute oSé&sufuhr einen nicht

unerheblichen Einfluss auf die IGF-I-Konzentratt@ben kann.

Obgleich also insgesamt die zirkulierenden IGF-keg§el verglichen mit anderen
kurzfristig regulierten Hormonen tatsachlich relastabil sind, sind dennoch potentielle
kurz- und mittelfristige Einflussfaktoren zu bergaihtigen. Uber die bekannten Effekte
von Alter, Geschlecht, aber auch Malnutrition himasollten wohl auch kurzfristige
Nahrungsaufnahme sowie die beobachteten jahraskerl Schwankungen berlcksichtigt
werden, um eine adaquate Interpretation der IGReH®&/ vor dem Hintergrund

ausreichend guter Referenzwerte zu ermdglichen.
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Anhang 1

Studienlaufzettel

Pat. Name:
Geb. Datum:
Studiennummer:

Aufklarung & Datum

Sonstiges

Unterschrift

Einwilligung

Blutentnahme Datum

Sonstiges

Unterschrift

10

11

12

OGTT

Tagesprofil




Gewicht:

GroRe:

Raucher Jao Neino
Diat

wenn ja, wieviel Kilo unavelcher Zeit:

Medikamente:

Pille seit wann, wie lange?:

Zyklustag (ab erster Blutungstag!):
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Anhang 2

Probandeninformation

Klinikum der Universitat Minchen
Medizinische Klinik — Innenstadt
Direktor: Prof. Dr. M. Reincke
Neuroendokrinologische Arbeitsgruppe

Dr. med. Martin Bidlingmaier

Klinikum der Universitat Miinchen [ Medizinische
Klinik — Innenstadt

ZiemssenstraRe 1 [1 D-80336 Minchen

r B

Biro: 089/5160-2353
oder: 089/5160-2277
Fax: 089/5160-4457

e-mail: bidlingmaier@med.uni-muenchen.de

Variabilitdt der Konzentration von IGF-I: Einflugssif die Aussagekraft der Messung von IGF-1 als

biochemischer Marker der Krankheitsaktivitat beii€&#en mit Akromegalie

Probandeninformation und Probandeneinwilligungserkkirung

Liebe Probandin, lieber Proband,

Sie wurden von uns gefragt, ob Sie bereit sindPatdgandin / Proband an einer wissenschaftlichedi&tu

teilzunehmen. Mit diesen Zeilen méchten wir lhneichtige Informationen Uber diese Studie zukommen

lassen.

Bitte lesen Sie die folgenden Informationen sotgfadlurch. Bitte wenden Sie sich bei Unklarheitateo

zusatzlichen Fragen an die / den fur die Studiéinaisge(n) Arztin / Arzt.
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Allgemeine Information

Durch diese Studie soll die Verlasslichkeit vonzeken Hormonmessungen (siehe unten) zur Kontrolle
bestimmter Erkrankungen wissenschaftlich unterswadrtden. In dieser Probandeninformation finden Sie

Informationen Uber die gesamte Studie, die ausil@besteht.

Als Probandin / Proband dirfen nur gesunde Persde#gnehmen. Sie sollten keine Medikamente
regelmaRig einnehmen. Ausnahmen sind leichte Scmiitel (z.B. Aspirin) und Schilddriisenhormone oder

Jod. Sie sollen solche Medikamente lediglich deeniisder Studie betreuenden Arzt nennen.
Diese Studie wurde von einer unabhangigen Ethikkssion begutachtet und zustimmend bewertet.

Ihre Arztin / Ihr Arzt wird Sie in einem ausfiihifien Gespréach iiber Wesen, Bedeutung und Tragwaite de
Studie aufklaren und Sie Uber den zu erwartendetzeduund Uber die méglichen Risiken der Studie

informieren.

Diese Studie wird zum Teil aus Mitteln des Forsdulraushalts der Universitat und zum Teil durch

Unterstitzung durch die Firma Pharmacia GmbH firehz
Laboranalysen bei Wachstumshormonmangel oder —Ubeciuss

Wachstumshormon wird im Kdérper in der HirnanhangériiHypophyse) gebildet. Es ist wichtig fir das
Wachstum von Kindern, jedoch hat es auch beim Hmsewen wichtige Funktionen, z.B. im Eiweil3-,

Zucker- und Fettstoffwechsel. Diese Wirkungen wardiber einen zweiten Faktor, den ,Insulinartigen
Wachstumsfaktor I, abgekiirzt IGF-I vermittelt, dea Bildung durch Wachstumshormon angeregt wird. Im
Blut wird dieser Faktor von 2 Transporteiweil3en geten: IGF Bindungsprotein 3 (IGFBP-3) und der
saurelabile Untereinheit (ALS). Diese beiden Tramspweile werden ebenfalls durch Wachstumshormon

reguliert.

Bei Erkrankungen, die mit einem Wachstumshormonmakoader einem Uberschuss von Wachstumshormon
(Fachbegriff: Akromegalie) verbunden sind, gebes Miessungen von IGF-I, IGFBP-3 und ALS im Labor
dem Arzt wichtige Hinweise auf die Krankheitsaktiti Zudem werden diese Messungen zur

Therapieeinstellung verwendet.

Um beurteilen zu kénnen, wie gut sich Laboranaly$é@n die Erkennung und Verlaufskontrolle von
Erkrankungen eignen, muss man wissen, wie starkgdimessenen Hormone schon bei Gesunden oder
Patienten mit anderen Erkrankungen schwanken kér8wohe Schwankungen in der Hormonkonzentration
im Blut kdbnnen ganz natirlich sein (wie z.B. beinomatszyklus der Frau), aber auch durch Faktoren wie
Erndhrung, korperliche Arbeit oder die Jahreszeitithgt sein. Man muss diese Faktoren fur jedes dorm
das man in der Erkennung und Verlaufskontrolle Eokrankungen im Labor messen lasst, untersuchen, da

nur so eine richtige Beurteilung der Laborwerte hoiigst.
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Zielsetzung der Studie

In dieser Studie soll nun untersucht werden, wakstlie Schwankungen der Konzentration von IGF-I,
IGFBP-3 und ALS bei verschiedenen Patientengrugmem. bei gesunden Kontrollpersonen sind. Hierzu

sollen 3 verschiedene Fragen beantwortet werden:

1. Wie stark schwanken die Blutkonzentrationen deruBs&nzen in einem Individuum Uber einen
Tag? Sollte daher morgens Blut enthommen werdesr, gglelt die Tageszeit keine Rolle?

2. Wie stark Schwanken die Blutkonzentrationen deuBs&nzen in einem Individuum tber das Jahr?
Gibt es einen Einfluss der Jahreszeit?

3. Wie verhalten sich die Blutkonzentrationen der Js®anzen nach Trinken einer Zuckerlésung
(sogenannter ,Oraler Glukose-Tolerant-Test")? ligt Reaktion der Konzentration bei gesunden
Personen, bei Patientinnen mit PCO-Syndrom undPb&entinnen und Patienten mit Akromegalie
unterschiedlich?

Die Ergebnisse dieser Studie sollen es uns erntigglicEmpfehlungen fir die Blutentnahme bei Patigente
die an entsprechenden Erkrankungen leiden, zuestanb Zudem erfahren wir mehr Uber die Verlaskkih
bzw. die Unsicherheit der Messung dieser Substarfdendie Diagnose von Erkrankungen und die

Therapiekontrolle bei WachstumshormoniuberschussofAkgalie).
Ablauf der Studie / Untersuchungen

Zunéchst wird sich ein Arzt / eine Arztin mit lhnéiber diese Information und die Studie insgesamt
unterhalten. Es ist sehr wichtig, dass Sie scihufiftihr Einverstandnis zur freiwilligen Teilnahma dieser
Studie erteilenbevor die betreffenden Untersuchungen an lhnen vorgeremmwmerden oder im Labor

vorhandene Reste lhrer Blutproben fur Analysen eadet werden.

Bevor Blutentnahmen sowie der Zuckerbelastungstestattfinden, wird sich ein Arzt / eine Arztin
ausfuhrlich mit Ihnen Uber lhren Gesundheitszusthad. bei Patientinnen und Patienten Uber Ilhre
Krankheitsgeschichte unterhalten. Es wird auch dineze korperliche Untersuchung stattfinden (z.B.

Blutdruckmessung, Messung von Gewicht- und Grof3e).
Die eigentlichen Untersuchungen der Studie gliedernin 3 Teile.
(a) Stundliche Blutentnahmen von 8:00 bis 15:00

Fir die Blutentnahmen im Laufe des Tages wird Iheieie Plastikkanile in eine Unterarmvene gelegt und
durch Infusion von Kochsalzlésung offen gehaltemusAder Kaniile wird nun zwischen 8:00 und 15:00

stundlich eine Blutprobe enthnommen (insgesamt &tsd,5 ml).

(b) Monatliche Blutentnahmen tber ein Jahr

Fir den zweiten Teil der Studie werden Sie gebaiber 1 Jahr monatlich zur Abnahme einer Blutprobe
(jeweils 4,5 ml) in unserer Ambulanz zu erscheinen.

(c) Oraler Glukose-Toleranz-Test

An einem weiteren Untersuchungstag wird ein Zuokkardtungstest durchgefiihrt. Sie mussen fur diese
Untersuchung nichtern sein. Es wird Ihnen wiedeeime Plastikkanile in eine Unterarmvene gelegt und

durch Infusion von Kochsalzlosung offen gehaltens Alieser Plastikkanile erfolgen alle Blutentnahmen
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Nach Abnahme eines Ausgangswertes (4,5 ml BlutjlereSie eine Zuckerldsung mit 75g Zucker zu trinken
bekommen. Diese Zuckermenge ist in etwa 3-4 Semadn in 0,7 | Coca-Cola enthalten. AnschlieRend
wird lhnen zu bestimmten Zeitpunkten Blut aus dixsfikkanile entnommen (nach 30, 60, 120 und 180
Minuten jeweils 4,5 ml). Der Test dauert insgesarat 3,5 Stunden und findet unter standardisierten

Bedingungen im Funktionsraum der Medizinischen iKlinnenstadt statt.

Fur die teilnehmenden Patienten ist dieser TestaBdg&il des normalen Untersuchungsprogramms zur
Erkennung und Verlaufskontrolle lhrer Erkrankungllt® ein solcher Test bei Ihnen erst kirzlich kytfo
sein und die Blutproben noch in unserem Labor vwika sein, muss er nicht extra erneut durchgefiihrt
werden. In diesem Falle bitten wir Sie lediglich dinn Einverstandnis, aus diesen Resten der Blugrob

noch weitere Hormonanalysen durchfiihren zu dirfen.
Blutuntersuchungen

Aus der entnommenen oder noch im Labor vorhand@ietprobe sollen im Rahmen dieser Studie die
Konzentrationen von IGF-I, IGFBP-3 und ALS bestimmgrden. Beim Zuckerbelastungstest wird zusétzlich

der Blutzucker sowie die Konzentration des zuckgriierenden Hormons Insulin bestimmt.

Zusatzlich méchten wir Sie um Ihr Einverstandnigtelni, eventuell verbleibende Reste der Blutproben
aufbewahren und fur zukinftige Messungen verwermedurfen. Dies ist im Labor bei Einfihrung neuer
Methoden oft wichtig, um Vergleichswerte zu bekomm8elbstverstandlich werden auch diese Reste der

Blutproben nur den unten unter ,Vertraulichkeit @aten genannten Richtlinien verwendet.
Fragen zum Gesundheitszustand

Der betreuende Arzt wird Sie bei jedem Besuch Uiren Gesundheitszustand befragen.
Risiken

Risiken der Untersuchung

Die routineméRigen Blutentnahmen bei jedem Bestedlen kein erhdhtes Risiko flr eine Blutarmut dm.
der Injektionsstelle kénnen voribergehende Blutangead Schmerzen sowie selten lokale allergische

Reaktionen bzw. Entziindungen auftreten.
Risiken des orale Glukose-Toleranz-Tests

Das rasche Trinken von konzentrierter Zuckerlostimigt in sehr seltenen Féllen auch bei gesunden
Personen zu einem Unterzucker. Dieses zunachstas$ibbend erscheinende Phanomen kann man dadurch
erklaren, dass der Korper auf die plotzlich setvehduckerkonzentration im Blut reagiert und versuden
Blutzucker wieder zu senken. Dabei kommt es nuseltenen Fallen zu einer zu starken Senkung, was zu
vorubergehendem Unterzucker fihrt. Normalerweis@lisses Problem sehr einfach durch das Essen einer
Semmel oder eines Apfels zu l6sen. Natirlich wied dem oralen Glukose-Toleranz-Test lhr Blutzucker

regelmanig kontrolliert, um Unterzucker rechtzettigerkennen.

114




Nutzen

Als gesunder Proband haben Sie personlich keinelmevgehbaren Nutzen von der Teilnahme. Sollten bei
den Laboruntersuchungen Auffalligkeiten gefundenrdem, werden wir Sie natirlich sofort davon

unterrichten.

Fir Patientinnen mit PCO-Syndrom und Patientinnad Ratienten mit Akromegalie gehért der oralen
Glukose-Toleranz-Test zum routinemafligen Untersugspprogramm bzw. zur Verlaufskontrolle lhrer
Erkrankung dazu, dieser Test wird nicht extra fie &tudie durchgefiihrt. Die Blutentnahmen in den
Studienteilen 1 und 2 erbringen fir die Patiented ®atientinnen mit Akromegalie keinen besonderen
Nutzen, da eigentlich eine halbjahrliche bis jaimi Kontrolle der Blutwerte in den meisten Fallen
ausreichend ist. Daher sind diese Blutenthnahmeffiinaliese Studie wichtig. Sie ermdéglichen uns dutee
Teilnahme, die Qualitat der labormedizinischen Wsaiehungen zu erhdhen, was potentiell in Zukurdnal

betroffenen Patienten zu Gute kommen wird.
Vorzeitiger Abbruch der Studie

Wie bei jeder klinischen Studie ist es moglich,sddiese Studie frihzeitig abgebrochen wird. Saliés der
Fall sein, ist lhre Zustimmung hierzu nicht erfatid. Zudem kdnnen Sie von einer weiteren
Studienteilnahme ohne Ihre Zustimmung ausgeschiosseden, z.B. wenn es lhnen nicht méglich ist, die
vorgesehenen Untersuchungstermine wahrzunehmenda&tudienanweisungen zu befolgen. Sie kénnen
auch aus der Studie ausgeschlossen werden, wenhnlegi nachtraglich Ausschlusskriterien auftreteie

z.B. eine Schwangerschaft oder wenn Sie eine Ekliranentwickeln, die eine weitere Studienteilnalaise

zu riskant erscheinen lasst.
Freiwilligkeit der Teilnahme

Ilhre Teilnahme an dieser klinischen Studie istviidig. Sie konnen lhre Teilnahme jederzeit ohnegahe
von Grinden und ohne nachteilige Folgen beendea. Haben jederzeit das Recht, alle wichtigen

Informationen Uber die Studie einzuholen

Vertraulichkeit der Daten

Die personenbezogenen Daten und Informationen #serdStudie werden vertraulich behandelt. Die

beteiligten Arzte unterliegen selbstverstéandlichatetlichen Schweigepflicht.

Die im Rahmen der Studie erhobenen Daten werderanionymisierter Form unter Einhaltung des
Datenschutzes wissenschaftlich ausgewertet. Parsernegene Daten werden nicht an Dritte weitergagebe

Nur vollstandig anonymisiert werden die Daten fissgnschaftliche Veroffentlichung verwendet.
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Probandengeld

Als Aufwandsentschadigung erhalten Sie als gesuRdainand / gesunde Probandin maximal 500 €. Diese
Summe wird gezahlt, wenn alle 3 Studienteile valisig abgeschlossen wurden und Sie alle

Untersuchungstermine wahrgenommen haben.

Bei vorzeitigem Abbruch bzw. bei Ausscheiden ausStedie — unabhangig davon, ob dies begriindet oder

unbegrindet geschieht — werden anteilig die bisndabsolvierten Studienteile honoriert.
Stand dieser Information

Diese Information bertcksichtigt alle Umstande upaten, die im April 2005 Uber die im Rahmen der
Studie verwendeten Analyse- und Diagnoseverfahekaidnt waren. Sollten sich wesentliche Anderungen

ergeben, wird Sie lhre Arztin / Ihr Arzt umgeheratigber informieren.

Fir weitere Fragen zu der beschriebenen Studie t stéimen lhre Arztin / lhr Arzt,

Dr. med. Martin Bidlingmaier

Tel.: 089/5160 2277 zur Verfigung
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Klinikum der Universitat Minchen
Medizinische Klinik — Innenstadt
Direktor: Prof. Dr. M. Reincke
Neuroendokrinologische Arbeitsgruppe

Dr. med. Martin Bidlingmaier

Klinikum der Universitat Minchen [ Medizinische
Klinik — Innenstadt

Variabilitat der Konzentration von IGF-I: Einflussif die Aussagekraft der Messung von IGF-1 als

biochemischer Marker der Krankheitsaktivitat beii€&gen mit Akromegalie

Einwilligungserklarung
Ich wurde von meiner Arztin / meinem Arzt Giber WiesBedeutung und Tragweite der Studie aufgekléht. |
habe alle Punkte der Probandeninformation gelesenvarstanden. Alle mich interessierenden Fragén ha
meine Arztin / mein Arzt in fir mich verstandlichéfeise beantwortet. Uber den Studienablauf, digk&s
meine Rechte und Pflichten bin ich informiert wardeEin Exemplar der Probandeninformation und

Einwilligungserklarung habe ich erhalten.

Ich erklare mein Einverstandnis zur Teilnahme an Sidie. Meine Teilnahme ist freiwillig und kann
jederzeit von mir ohne Angaben von Griinden widemuferden, ohne dass mir daraus Nachteile entstehen

Uber die Modalitaten der Honorierung wurde ich infigert.

Ich bin mit der im Rahmen dieser klinischen Prufenplgenden Aufzeichnung vdtrankheitsdaten (Daten
zu meiner Erkrankung und deren Verlauf) einverstandch bin mit der elektronischen Datenverarbegjtun

und wissenschaftlichen Auswertung der Krankheitsdl@t anonymisierter Form einverstanden. ‘

(Ort, Datum) (Unterschrift Patientin / Patjent

ERKLARUNG DES ARZTES

Die Probandin / der Proband wurde von mir Uber WeBedeutung und Tragweite der Studie aufgeklart.
Ein Exemplar der Probandeninformation und der Histéadniserklarung wurde der Probandin / dem

Probanden ausgehéandigt.

Datum) (Stempel und Unterschrift der Arztin / des Arztes)
Dr. med. Martin Bidlingmaier, Tel.: 089/5160 2277 Fax: 089/5160 4457
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