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VORWORT

In dieser Arbeit werden der Ubersichtlichkeit halber die Termini ,,Patient™ und ,,Proband* ver-
wendet. Diese Termini mdgen bitte im Sinne des Gleichstellungsgedanken als Patient*In und

Proband*In verstanden werden, womit Zugehdrige jegliches Geschlechts angesprochen sind.

Die in dieser Dissertation dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf unsere Publikation ,,Glu-
cocorticoid receptor polymorphisms influence muscle strength in Cushing’s syndrome*, die im

Januar 2020 im Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism verdffentlicht wurde:

Miller LM, Kienitz T, Deutschbein T, Riester A, Hahner S, Burger-Stritt S, Berr CM,
ORwald A, Braun L, Rubinstein G, Reincke M, Quinkler M. Glucocorticoid Receptor
Polymorphisms Influence Muscle Strength in Cushing's Syndrome. JCEM 2020, Jan
1;105(1). pii: dgz052. doi: 10.1210/clinem/dgz052.

Ich habe darauf verzichtet, im begleitenden Manteltext die Ergebnisse wiederholend als Abbil-

dungen darzustellen und verweise an den entsprechenden Stellen auf die Publikation.
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ZUSAMMENFASSUNG

EINLEITUNG: Ein haufiges Symptom in Patienten mit Cushing-Syndrom (CS) ist die proximale
Myopathie, die durch die supraphysiologischen Cortisolspiegel induziert wird. Unterschiede im
Auspragungsgrad der Muskelschwéche korrelieren nicht zur Hohe des Hypercortisolismus und
werden wahrscheinlich durch weitere Faktoren beeinflusst. Einzelnukleotid-Polymorphismen
(SNP) des Glucocorticoidrezeptor-Gens (Bcll, N363S, ER22/23EK and A3669G) modulieren
nachweislich seine Cortisol-Sensitivitat. Ziel dieser Studie war die Untersuchung einer mogli-
chen Korrelation zwischen SNPs des Glucocorticoidrezeptors und der Muskelkraft in Patienten
mit CS.

METHODIK: Diese multizentrische Studie untersuchte 205 Patienten mit endogenem CS
(128 = hypophysér, 87 = adrenal) von drei Standorten des Deutschen Cushing Registers, sowie
125 Patienten einer adiposen Vergleichskohorte, in denen ein CS ausgeschlossen werden
konnte. Zur Bestimmung der Muskelkraft wurde die Griffstarke mittels Handkraftmessung und
die Kraft der unteren Extremitét mittels des Aufstehtests analysiert. Aullerdem erfolgte die Ge-
notypisierung der vier SNPs des Glucocorticoidrezeptor-Gens (A3669G, Bcll, ER22/23EK,
N363S) nach vorheriger DNA-Extraktion aus peripheren Blutleukozyten.

ERGEBNISSE: In Patienten mit floridem CS zeigten Trager des SNP A3669G eine starkere Griff-
kraft beider Hande (p = 0,006, p = 0,021). Dieser Unterschied zeigte sich nicht in Cushing-Pa-
tienten in Remission und in der Vergleichskohorte. Eine starkere Griffkraft beider Hande zeig-
ten ebenso mannliche Cushing-Patienten mit dem mutierten Allel des SNP ER22/23EK
(p = 0,049, p =0,027). Die SNPS Bcll und N363S korrelierten nicht zur Muskelkraft. Der Auf-

stehtest zeigte ebenso keine Korrelation zur Muskelkraft.

DiskussioN: Der SNP A3669G steht im Zusammenhang mit einer Verminderung der Cortisol-
Sensitivitat und in dem Sinne zeigten Trager des mutierten Allels eine normwertige Handkraft,
wéhrend Tréger des Wildtyp-Allels als empfindlicher fiir den Hypercortisolismus scheinen.
Eine dhnliche Korrelation zeigt der SNP ER22/23EK, wobei der protektive Effekt auf die Mus-
kelkraft nur in mannlichen Patienten mit CS signifikant war. Die Ergebnisse konnten teilweise

zur Erklarung der inter-individuellen Unterschiede der Myopathie in Patienten mit CS beitragen.
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ABSTRACT

CONTEXT: Patients with Cushing’s syndrome (CS) often experience a myopathy of the prox-
imal muscles, that is induced by the supra physiological levels of cortisol. Cortisol leads to
muscle proteolysis and inhibited muscle synthesis by inducing several pathways via the gluco-
corticoid receptor. Interindividual differences in glucocorticoid-induced myopathy cannot be
described alone by the height of cortisol levels. Single nucleotide polymorphisms (SNP) of the
glucocorticoid receptor (Bcll, N363S, ER22/23EK and A3669G) have shown to alter its sensi-
tivity towards cortisol. Therefore, it seems possible that they might also influence muscle

strength in patients with endogenous hypercortisolism.

METHODS: This multicenter study analyzed 205 patients with endogenous CS (128 pituitary,
77 adrenal) from three centers of the German Cushing's Registry and a comparison group of
125 obese subjects, that presented with symptoms of CS, but in whom CS was ruled-out. Mus-
cle strength was assessed by the performance of a chair rising test and by the measurement of
the grip strength via the JAMAR dynamometer. All patients were genotyped for the four men-
tioned SNPs after the extraction of DNA out of peripheral blood leukocytes.

RESULTS: Carriers of the A3669G minor allele showed a better and rather normal grip strength
of both hands compared to those of the wildtype allele in the cohort of patients with active CS
(p =0.006, p=0.021). The same was seen in male carriers of the ER22/23EK minor allele
(p =0.049, p =0.027). Patients with a cured CS and the patients of the comparison group with-
out CS. The SNPs Bcll and N363S did not show a correlation to muscle strength and either

group. Further no differences were seen in the muscle strength assessed by the chair rising test.

CONCLUSION: A3669G is known to reduce cortisol sensitivity and in this study carriers of
the A3669G minor allele showed a preserved grip strength, while carrier of the wildtype allele
seemed to be more susceptible to hypercortisolism by showing a weaker performance. A similar
correlation was seen in carriers of the ER22/23EK minor allele, although the difference only
showed off in male patients with CS and this might suggest an underlying sex difference. This
study’s findings can potentially deliver an explanation for inter-individual differences of the

cortisol-induced myopathy in patients with CS.
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1 EINFUHRUNG

1.1 Atiologie und Klinik des Cushing-Syndroms

Das Cushing-Syndrom (CS), erstmals im Jahr 1910 durch den Neurochirurgen Harvey Willi-
ams Cushing erwahnt (1), beschreibt den klinischen Symptomkomplex, der durch einen Hyper-
cortisolismus hervorgerufen wird (2). Zur typischen Symptomatik des CS zahlen die Entwick-
lung ,,Cushingoider Stigmata“, wie: Striae rubrae, Plethora, Hautverdiinnung und Hauteinblu-
tungen, Hirsutismus und Akne, Menstruationsstorungen, Gewichtszunahme und eine Umver-
teilung des subkutanen Fettgewebes mit Ausbildung einer Stammfettsucht, eines ,,Vollmond-
gesichts“ und ,,Stiernackens® bei gleichzeitiger peripher betonter Atrophie der Muskulatur mit
daraus resultierender Muskelschwache (3). Weitere haufige Symptome sind eine arterielle Hy-
pertonie, Lethargie und Depressionen, Wundheilungsstérungen und Osteoporose und eine ge-
storte Glukosetoleranz, bis hin zur Ausbildung eines manifesten Typ 2 Diabetes Mellitus (3).
Die Vielgestaltigkeit der Cushing-Symptomatik resultiert aus der Einwirkung von Cortisol auf
das Immunsystem und auf zahlreiche Stoffwechselvorgange des Korpers, wie den Glukose-
und Fettstoffwechsel. Die Klinik bei Patienten mit CS kann sehr unterschiedlich ausgepragt

sein und kann auch nur einzelne Symptome und klinische Zeichen umfassen.

Die Ursachen eines CS sind vielféltig. In der Gegenwart ist die hdufigste Form ein exogen
induzierter Hypercortisolismus. Dabei entwickeln die Patienten ein CS als Nebenwirkung einer
systemischen Langzeittherapie mit synthetischen Glucocorticoiden (z.B. Prednisolon, Dexame-
thason). Endogene Ursachen des CS sind zumeist Erkrankungen der Organe der corticotropen
Achse und lassen sich diagnostisch darin unterscheiden, ob eine Abhéngigkeit zum adrenocor-
ticotropen Hormon (ACTH) vorliegt. ACTH wird in den corticotropen Zellen der Adenohypo-
physe aus dem Vorlaufermolekiil Proopiomelanocortin synthetisiert und hat eine stimulierende
Wirkung auf die Nebennierenrinden, in denen Cortisol synthetisiert und sezerniert wird. Die
h&ufigste Ursache der endogenen CS stellen mit 65 — 70 % corticotrope Tumoren der Hypo-
physe dar, die Gber eine Uberschissige ACTH-Synthese ein ACTH-abhédngiges CS induzie-
ren (4, 5). Das durch Hypophysenadenome hervorgerufene Krankheitsbild wird auch als Mor-
bus Cushing bezeichnet. ACTH-unabhangige Formen des CS umfassen Adenome, Karzinome
oder Hyperplasien der Nebennieren. Diese verursachen eine tberschussige, ACTH-unabhan-
gige Cortisolsynthese und -ausschittung und sind fur etwa 28 % aller endogenen Ursachen ver-
antwortlich; 64% davon fallen auf adrenale Adenome (5). Als ektopes CS werden die selten



auftretenden CS bezeichnet, die durch Tumoren anderer Organsysteme, zum Beispiel kleinzel-
liger Tumoren der Lunge, hervorgerufen werden. Die Tumore greifen durch eine neuroendo-
krine CRH- oder ACTH-Produktion in den corticotropen Regelkreis ein und induzieren eine
uberschissige Cortisolsynthese in den Nebennierenrinden. In aktuellen Studien umfasst die

Prévalenz der ektopen CS 6 — 7 % aller mdglichen endogenen Ursachen (5, 6).

1.2 Diagnostik und Therapie des Cushing-Syndroms

Das beschriebene Diagnostik-Schema richtet sich nach aktuellen Leitlinien der Deutschen Ge-
sellschaft fur Endokrinologie e.V. und der Gesellschaft fir Kinderheilkunde und Jugendmedi-
zin und der ,,Endocrine Society* (7, 8): Bei Verdacht auf ein bestehendes CS sollte zuallererst
eine grindliche Anamnese inklusive der aktuellen Medikation erhoben werden, um ein mdégli-
ches exogen induziertes CS durch Glucocorticoidgabe nicht zu bersehen. Es sollten sowohl
orale, als auch inhalative, topische, intravendse, intramuskuldre und intraartikulare Anwendun-
gen erfragt werden, da alle Applikationswege bei Uberschreitung der physiologischen Aquiva-
lenzdosis von ca. 7,5 mg Prednison am Tag Uber langere Zeit ein CS hervorrufen kénnen (9).
Eine vorliegende B-Symptomatik kann Hinweise auf ein ektopes CS liefern, Sehstérungen in
Form einer bilateralen Hemianopsie kdnnen auf das VVorhandensein eines Hypophysenadenoms
hindeuten. Die korperliche Untersuchung umfasst die Inspizierung auf Vorliegen spezifischer

Cushing-Stigmata.

Bei begriindetem Verdacht auf das zugrunde liegen eines endogenen CS sollten zunéchst eine
oder mehrere der folgenden Labortestungen durchgefiihrt werden: eine Cortisolmessung im
24 h - Sammelurin (24 h-UFC Test, ,,24 hours urine free cortisol), eine Cortisolbestimmung
um Mitternacht im Serum oder Speichel und die Durchfiihrung eines 1 mg-Dexamethason-
Hemmtests (1 mg-DST, ,,1 mg dexamethasone suppression test®) (8).

Beim 24 h-UFC Test sammelt der Patient in einem Behélter fir einen vollen Tag seinen Urin,
worin im Anschluss der Cortisolgesamtmenge bestimmt wird (10). Anhand der Flussigkeitszu-
fuhr, der Gesamturinmenge und der Kreatininkonzentration im Urin sollte zun&chst eine norm-
wertige Filtrationsfunktion der Niere verifiziert werden, da bei beeintrachtigter Nierenfunktion
auch die Cortisolausscheidung limitiert ist (11-13). Die Normwerte richten sich nach dem ver-
wendetem Assay des Labors. Der Test sollte mindestens zweimalig durchgefihrt werden, um

mogliche Tagesschwankungen zu berticksichtigen (8).

Die Messung des Cortisols im Mitternachtsspeichels ist besonders einfach durchfihrbar, da die

Patienten den Speichel selbststdndig zu Hause mit einem Rd&hrchen oder Wattestédbchen
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sammeln und anschlieRend einschicken kénnen, da die Speichelprobe bei Raum- und Kiihl-
schranktemperaturen stabil ist (14). Alternativ kann bei einem hospitalisierten Patienten auch
das Cortisol um 24 Uhr im Serum bestimmt werden. Dieser Test dient zum Nachweis der bei
Cushing-Patienten typischerweise aufgehobenen zirkadianen Rhythmik der Cortisolausschit-
tung mit einem fehlenden néchtlichen Tiefpunkt des Cortisolspiegels und gilt ab Wer-
ten > 145ng/dl (= 4 nmol/l) als pathologisch (15, 16). Auch diese Testung sollte minimal zwei-
malig erfolgen (8).

Beim 1 mg-DST erfolgt die mitternachtliche Gabe von 1 mg Dexamethason und die anschlie-
Rende Cortisolmessung im Serum am darauffolgenden Morgen niichtern zwischen 8 und 10
Uhr (17). Bei intaktem corticotropen Regelkreis fuhrt das synthetische Glucocorticoid Dexa-
methason Uber den negativen Feedbackmechanismus zur Supprimierung der ACTH-Ausschit-
tung in der Hypophyse und dadurch am nachsten Morgen zu einer verminderten Cortisolsyn-
these und -ausschuttung in den Nebennieren; bei Patienten mit CS bleibt die Unterdriickung
aus. Pathologisch sind morgendliche Cortisolwerte > 1,8 pg/dl (= 50 nmol/l) (18, 19).

Es sollte bedacht werden, dass schweres Ubergewicht, Alkoholismus, ein schlecht eingestellter
Diabetes Mellitus und psychiatrische Erkrankungen wie Depressionen und Angststérungen mit
einem milden Hypercortisolismus einhergehen kénnen und leichtgradig abnorme Werte im
24 h-UFC Test und im 1 mg-DST hervorrufen (8). Ebenso kdnnen Medikamente zu erhéhten
Cortisolwerten und zu pathologischen Testergebnissen fiihren, so z.B. die Einnahme eines
Kontrazeptivums (,,Antibaby-Pille*) (20, 21).

Nach Sicherung der Diagnose Hypercortisolismus erfolgt eine weiterfiihrende Differentialdi-
agnostik zur weiteren Bestimmung der Atiologie. Die Priifung einer vorliegenden ACTH-Ab-
hangigkeit des CS erfolgt mittels morgendlicher Plasma-ACTH-Messung. Liegt ein suppri-
miertes ACTH vor (< 5 pg/ml), so ist von einem adrenalen CS auszugehen. Liegt ein normales
oder erhohtes (> 15 pg/ml) ACTH vor, erfolgt die Durchfiihrung eines CRH (Corticotropin-
Releasing-Hormon)-Stimulations-Tests und eines hochdosierten Dexamethason-Hemmtests,
um zu differenzieren, ob eine hypophysére oder ektope ACTH-Sekretion vorliegt.

Beim CRH-Stimulations-Test erfolgt die Verabreichung eines synthetischen CRH-Aquivalents
mit Messung der ACTH- und Cortisol-Spiegel im Serum zum Zeitpunkt der CRH-Gabe und in
weiteren 15-mindtigen Abstanden (22, 23). CRH ist das primdre Hormon der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse, wird im Hypothalamus synthetisiert und sezerniert
und stimuliert in der Hypophyse die ACTH-Sekretion. Im Falle eines ektopen CS bleiben die
ACTH- und Cortisol-Werte unverandert, bei Vorliegen eines Morbus Cushing l6st die CRH-
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Gabe einen Anstieg beider Hormonspiegel aus (24). Die genauen Cut-Off Werte sind jedoch
umstritten.

Beim hochdosierten Dexamethason-Hemmtest nach Liddle werden entweder tber 2 Tage hin-
weg alle sechs Stunden 2 mg Dexamethason (insgesamt 2 x 8 mg) oder einmalig 8 mg Dexa-
methason verabreicht; es erfolgt die jeweils morgendliche Bestimmung des Serumcortisols (25).
Im Gegensatz zur Kurzform des Hemmtests, kann bei diesem Test auch bei vorliegendem hy-
pophysarem Mikroadenom eine Supprimierung des Cortisols um mindestens 50 % erreicht wer-
den (25). Bei ektoper ACTH-Bildung bleibt die Hemmung aus, somit kann der Test bei der
Differenzierung dieser beiden Krankheitsentititen dienen (26).

Nach Feststellung der zugrundeliegenden Atiologie des CS kommen bildgebende Verfahren
zum Einsatz, um einen vorhandenen Tumor zu suchen. Bei Verdacht auf ein ACTH-unabhén-
giges CS erfolgt eine Computertomographie (CT) oder eine Magnetresonanztomogra-
phie (MRT) der Nebennieren (27). Bei Verdacht auf eine hypophysére Raumforderung sollte
zunéchst eine kraniale MRT durchgefiihrt werden. Zeigt sich hier ein Hypophysentumor, sollte
dieser als Ursache des CS in Betracht gezogen werden (27). Zeigt sich die MRT unauffallig,
sollte zundchst eine invasive zentrale ACTH-Messung erfolgen, um den Verdacht auf ein hy-
pophyséres oder ektopes CS zu erharten (23). Bei der invasiven Methode des Inferior Petrosal
Sinus Sampling (IPSS) wird unter Sicht in der digitalen Subtraktionsangiografie der Sinus pet-
rosus katheterisiert und nach anschlieender intraventser CRH-Gabe mehrmals zentral ber
den Katheter und peripher die ACTH-Plasmakonzentration bestimmt (26). Im Falle eines vor-
liegenden Morbus Cushing liegt ein Gradient (> 2:1) zwischen der zentral und peripher gemes-
senen ACTH-Konzentration vor, bei ektopen CS zeigt sich dieser Unterschied nicht (26, 28).

Das therapeutische Ziel in Patienten mit CS besteht in der Umkehrung jeglicher Symptome und
in der Normalisierung der Cortisolspiegel (29, 30). Beim Nachweis eines adrenalen, ektopen
oder hypophyséaren Tumors ist die Therapie der Wahl dessen operative Entfernung (entspre-
chend: Adrenalektomie, Tumorresektion oder transsphenoidale Adenomektomie) (31). Eine
Alternative zur operativen Entfernung hypophysarer Tumoren stellt die ablative Radiotherapie
dar (30).

Falls eine operative Therapie nicht mdglich oder nicht erfolgreich ist, stehen Medikamente zur
Verfugung, die die Cortisolbiosynthese blockieren, wie z.B. Mitotan, Ketoconazol, Metopiron
oder auch klassische Zytostatika wie Etoposid, die aber in der Regel intravends verbreicht wer-

den mussen. Ebenso verwendet wird der Glucocorticoid-Rezeptor-Antagonist Mifepristone.



Beim hypophysédren CS konnen darlber hinaus Somatostatin-(Pasireotide) oder Dopaminana-
loga verwendet werden, die zu einer Reduktion der ACTH Produktion fiihren.

Eine ultima ratio Option fir ein CS jeglicher Genese stellt die bilaterale Adrenalektomie dar,
bei der der Korper folglich kein eigenes Cortisol mehr synthetisieren kann (32). Im Anschluss
ist die lebenslangliche Hormonersatztherapie mit dem natirlichen Glucocorticoid Cortisol
(=Hydrocortison) und dem synthetischen Mineralocorticoid Fludrocortison notwendig.

1.3 Cortisol-induzierte Myopathie in Patienten mit Cushing-Syndrom

Im Rahmen dieser Studie konzentrierten wir uns auf die Untersuchung eines hdufig auftreten-
den Symptoms in Patienten mit CS: die proximale Cortisol-induzierte Myopathie, die unter-
schiedlichen Erhebungen zufolge 42 — 82 % aller Patienten mit endogenem CS betrifft (33, 34).
Auf die nahere Beschreibung der Pathogenese anderer klinischer Symptome des CS wird im

Rahmen dieser Arbeit verzichtet.

Die Glucocorticoid-induzierte Myopathie betrifft typischerweise zunédchst die unteren Extremi-
taten und proximale vor distalen Anteilen (35, 36). Cushing-Patienten beschreiben typischer-
weise Beschwerden beim Treppensteigen und eine Unfahigkeit von einem Stuhl ohne Zuhilfe-
nahme der Hande zum Abstiitzen aufzustehen (35). In zahlreichen Studien konnte eine Korre-
lation zwischen einer bestehenden Myopathie mit einer erhdhten Mortalitét und einer reduzier-

ten Lebensqualitdt nachgewiesen werden (37, 38)

Die Cortisol-induzierte Myopathie resultiert aus dem Einfluss des Hormons auf verschiedene
Signalwege des Muskelstoffwechsels. Glucocorticoide wirken zum einen anti-anabol durch In-
hibierung der muskuléren Proteinsynthese und verhindern damit den Aufbau neuer Muskelfa-
sern. Zum anderen fuhren sie Uber ihre katabole Wirkweise zur Aktivierung der Muskelprote-
olyse, also zum Abbau bestehender Muskelfasern (39). Der anti-anabole Effekt resultiert aus
einem verminderten Transport von Aminoséauren in die Myozyten (39), aus einer veranderten
transkriptionalen Aktivitat im Skelettmuskel (40), einer vermehrten Expression von Myostatin
bei gleichzeitig reduzierter Myogeninaktivitat (39, 41, 42) und Modifizierungen weiterer Sig-
nalwege (43). Die katabole Aktivitat der Glucocorticoide resultiert insbesondere aus der ver-
mehrten Expression des Transkriptionsfaktors fur das Forkhead-Box-Protein O (FOXO), der
wiederum ,,Atrogene® (Gene, die zur Muskelatrophie fuhren) und das Ubiquitin-Proteasom-
System hochreguliert (39). Ferner wurde nachgewiesen, dass Cortisol die Funktion der Mito-
chondrien negativ beeinflusst und die Erregbarkeit des Sarkolemms, der Zellmembran der Mus-

kelzellen, reduziert (44).



1.4 Der Glucocorticoidrezeptor und die Polymorphismen seines Gens

Cortisol ist ein Steroidhormon, wird im Blut an Transcortin gebunden transportiert und wirkt
auf Korperzellen tber die Bindung am intrazelluldaren Glucocorticoidrezeptor. Der Hormon-
Rezeptor-Komplex transloziert nach Hormonbindung in den Zellkern, bindet dort an die Des-
oxyribonukleinsaure (DNA, ,,desoxyribonucleic acid*) und wirkt als Transkriptionsfaktor auf
die Aktivierung oder Unterdriickung vielzéhliger Gene, auch als Transaktivierung oder Trans-
repression bezeichnet. Das Protein des Glucocorticoidrezeptors wird durch das Gen NR3C1 auf
Chromosom 5¢31-32 kodiert. Im Rahmen der DNA-Replikation kann es zum Auftreten von
Mutationen kommen, wobei nicht-homologe Basen in den DNA-Strang eingelagert werden.
Genetisch stabile, haufig vorkommende (>1 % Prévalenz in der Bevolkerung) Mutationen, bei
denen einzelne Basen verandert vorliegen, werden als Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP,
,,single nucleotid polymorphism*) bezeichnet. SNPs des Glucocorticoidrezeptors verdndern un-
ter anderem seine Transaktivierungskapazitat und fihren so zu einer modifizierten Rezeptor-
antwort (45).

Die SNPs N363S (rs56149945 (= Referenz SNP ID Nummer)) und Bcll (rs41423247) fihren
zu einer Erhohung der Sensitivitat des Glucocorticoidrezeptors gegentber Cortisol (46). Der
SNP N363S befindet sich auf Codon 363 des Exon 2 und verursacht durch die Basendnderung
(AAT — AGT) eine Aminosaurednderung von Asparagin (N) zu Serin (S) (47). In verschiede-
nen Populationen zeigten Trager des SNPs N363S hohere Body-Mass-Indices (BMI, Korper-
masseindex) (47, 48), sowie erhohte Waist-to-Hip-Ratios (Taille-Huft-Verhaltnis) (49), LDL-
(low density lipoprotein, Lipoprotein geringer Dichte) und Triglyzerid-Werte (50). Der SNP
Bcll wurde urspriinglich als Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP) entdeckt
und nach dem dort schneidenden Restriktionsenzym Bcll benannt(51). Bei diesem SNP fuhrt
eine Basendnderung im Intron 2 (C — G) zur einer Aminosaureédnderung von Cytosin (C) zu
Guanin (G) (52). Das mutierte Allel des SNPs N363S fiihrt gegentiber dem Wildtyp zu einer
erhéhten Transaktivierung des Glucocorticoidrezeptor-Gens (53). Bcll zeigte in zahlreichen in
vivo Studien ebenfalls eine Korrelation zu erhéhten BMI-Werte, hoheren Waist-to-Hip-Ra-
tios (54) sowie einer ausgepragteren stammbetonten Adipositas (55). AuRerdem zeigten van
Rossum et al. in Bcll-Trégern niedrigere Serumcortisolwerte nach einem 1 mg-DST (52). Stu-
dien in Cushing-Kohorten zeigten Korrelationen zwischen dem Bcll-Polymorphismus und ei-
ner reduzierten Knochendichte (56, 57), einem héheren BMI (58) und einer ausgepragteren
Fatigue (59).



Im Zusammenhang mit den Polymorphismen ER22/23EK (rs6189/rs6190) und A3669G
(rs6198) konnte in Studien eine verminderte Glucocorticoidsensitivitat bei reduzierter Trans-
aktivierungskapazitat nachgewiesen werden (46, 53, 60). Der ER22/23EK-Polymorphismus
liegt im Bereich der Codone 22 und 23 einer Transaktivierungsdoméne des Glucocorticoidre-
zeptors und fuhrt durch veranderte Basen (GAG AGG — GAA AAG) zu einer Aminosaureén-
derung (Glutaminsaure-Arginin (ER) — Glutaminsdure-Lysin (EK)) (60). Trager des mutier-
ten Allels des SNP ER22/23EK zeigten ein insgesamt gunstigeres metabolisches Profil bei
niedrigeren Gesamtcholesterol- und LDL-Werten und einer verminderten Insulinsensitivi-
tat (60). Ménnliche Trager waren groler, strker und hatten einen grof3eren Anteil fettfreier
Korpermasse (61). Der SNP A3669G (haufig auch benannt als SNP ,,GR-95) ist innerhalb
einer ,,ATTTA Sequenz* des Exons 9f lokalisiert und die Basendnderung (ATTTA — GTTTA)
flihrt zu einer Destabilisierung der MRNA und der Rezeptorproteinexpression mit verminderter
Sensitivitat gegeniiber Cortisol (62). In vivo Studien zeigten einen Zusammenhang zu niedri-
geren Waist-to-Hip-Ratios in Frauen und niedrigeren Cholesterolwerten in Mannern und einer
geringeren Prévalenz von Typ 2 Diabetes Mellitus trotz erhohter Cortisolwerte im Serum (63,
64). Studien in Cushing-Kohorten beobachteten eine Korrelation zwischen dem SNP A3669G
und einer verminderten Prévalenz fur Diabetes Mellitus Typ 2 (64) sowie hoheren systolischen
Blutdruckwerten (65).

1.5 Ziel der Studie

Das Auftreten und die Auspragung der Symptome des CS wie die proximale Myopathie zeigen
groRRe interindividuelle Unterschiede in Cushing-Patienten. Bisherige Studien konnten keinen
eindeutigen Zusammenhang zwischen der Lange und Hoéhe des Cortisolexzesses und dem Aus-
mal der Muskelschwéche feststellen (66). Dieser fehlende Zusammenhang spricht fiir das VVor-
liegen weiterer Einflussfaktoren, die die Auswirkungen des Cortisols im Sinne einer verander-
ten Sensitivitat beeinflussen konnten. Das Ziel unserer Studie war es, zu analysieren, ob ver-
schiedene Polymorphismen des Glucocorticoidrezeptors mit einer verminderten Muskelkraft in
Patienten mit CS korrelieren und in Folge einen Erklarungsansatz fur interindividuell unter-

schiedliche Auspragungen der Myopathie liefern konnten.



2 METHODIK

2.1 Studiendesign und -population

Wir flihrten diese Studie im Rahmen des Deutschen Cushing Registers CUSTODES durch. Das
Deutsche Cushing Register wurde 2012 in Miinchen gegriindet und wird seit 2013 von der Else-
Kroner-Fresenius-Stiftung gefordert. Fir das Register werden Cushing-Patienten an mehreren
grofRen Kliniken Deutschlands rekrutiert (Munchen, Tubingen, Wiirzburg, Berlin, Dusseldorf,
Dresden, Erlangen), um Studien zur Verbesserung der Diagnostik, Therapie und des Outcomes
des CS zu ermdglichen. Es werden je nach Mdglichkeit die gesamten Krankheitsverlaufe der
Patienten ab Diagnosestellung erhoben. AuRerdem werden die Patienten auch nach erfolgrei-
cher operativer Therapie noch weiterhin mindestens einmal jahrlich visitiert, um Studien zum
Outcome des CS nach Remission zu ermdglichen. In der Cushing-Ambulanz am Standort Min-
chen werden daruber hinaus Patienten rekrutiert, die sich initial mit Verdacht auf ein CS vor-
stellen, bei denen dieses Krankheitsbild aber im Verlauf diagnostisch ausgeschlossen werden

kann.

Fur unsere Studie schlossen wir Cushing-Patienten der Standorte Miinchen, Wirzburg und Ber-
lin ein. Somit ergab sich ein multizentrisches Studiendesign. Wir beschrankten uns fir diese
Studie auf Patienten mit endogenem CS hypophysarem oder adrenalen Ursprungs. Patienten
mit ektopem oder exogen induziertem CS und Patienten mit Nebennierenkarzinom wurden
nicht eingeschlossen. Als verbindliche Einschlusskriterien musste bei allen Patienten die Mus-
kelkraft bestimmt und eine Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Vollblut-Probe zur Genotypisie-
rung abgenommen worden sein. Die Patienten wurden unabhangig von ihrem aktuellen Krank-
heitsstatus eingeschlossen. Somit ergab sich eine gemischte Patientenkohorte aus Patienten mit
erstdiagnostiziertem oder rezidivierendem CS, jlingst operierten Patienten (Remission < 2 Jahre)
und auch aus Patienten in bereits langjahriger Remission (Remission > 2 Jahre). Es ergab sich
eine finale Studienkohorte aus 205 Patienten (Munchen, n = 141; Berlin, n = 37; Wirzburg,

n = 27). Der Rekrutierungszeitraum aller Patienten lag zwischen 2012 und 2017.

Als zusétzliche Vergleichskohorte schlossen wir ebenfalls das in Munchen rekrutierte Patien-
tenkollektiv ein, bei denen ein CS ausgeschlossen worden war (weiterhin bezeichnet als: ,,Aus-
schluss Cushing®, n = 125).

Alle Patienten gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Das Studienprotokoll wurde von den Kli-
nischen Ethik-Komitees der beteiligten Studienzentren akzeptiert (Ludwig-Maximilians-



Universitat Minchen Projekt-Nr. 152-10; Ethik-Kommission der Berliner Arztekammer Eth-
S-Q/14, Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat Wiirzburg Zeichen 85/12).

2.2 Gruppeneinteilung

Bei allen eingeschlossenen Patienten verwendeten wir die Daten, die zum Zeitpunkt des ,,Re-
gistereinschlusses® erhoben worden waren. Das Vorliegen, bzw. der Ausschluss eines CS
wurde anhand der oben genannten Screening-Tests (24h-UFC, 1 mg-DST und Cortisolmessung
im Mitternachtsspeichel) ermittelt. Je nach Testergebnissen unterteilten wir die Cushing Ko-
horte in eine Gruppe mit bestehendem Hypercortisolismus (,,florides CS*) und in eine Gruppe
mit laborchemisch normwertigen Testergebnissen (,,CS in Remission®). In diese Gruppe wur-
den auch Patienten nach erfolgreicher uni-/ bilateraler Adrenalektomie eingeteilt, die durch
eine Hormonersatztherapie mit Hydrocortison zum Teil erhohte Cortisolwerte zeigten. Die
,Ausschluss-Cushing* Gruppe kennzeichnete sich ebenfalls durch Screening-Tests im Norm-

bereich.

2.3 Klinische und laborchemische Parameter

Zur Evaluierung der Muskelkraft fuhrten wir zwei etablierte Tests durch (67, 68): Der ,,Chair
Rising Test” (CRT, ,,Aufstehtest) dient zur Bestimmung der Muskelkraft der unteren Extre-
mitaten, insbesondere der Gluteal- und Oberschenkelmuskulatur. Bei diesem Test muss ein Pa-
tient von einem Stuhl ohne Zuhilfenahme der Arme finfmal in Folge aufstehen und sich wieder
setzen (69). Die Zeit wird bis zum letzten Mal Aufstehen gestoppt, eine Dauer von uber zehn
Sekunden gilt als auffallig im Sinne einer vorliegenden Muskelschwéche. Als zweiten Test
fihrten wir eine Handkraftmessung mit einem JAMAR® Dynamometer (Lafayette Instrument
Company, USA) durch (67). Der Test ermittelt die maximale Griffkraft und somit die Kraft der
Flexorenloge des Unterarms. Die Durchfuhrung erfolgte auf jeder Seite dreimal. Im Anschluss
ermittelten wir daraus den Mittelwert und berechneten anhand der Normwerte des JAMAR

Benutzerhandbuchs nach Alter und Geschlecht die ,,vergleichbare prozentuale Handkraft* (70).

Zur weiteren Untersuchung von Korrelationen und zur Charakterisierung der Patientenkohorten
erhoben wir weitere soziale (Alter, Geschlecht), anthropometrische (KorpergroRe, -gewicht,
BMI, Huft-, Taillen-, Oberarmumfang), klinische (Blutdruck, Puls) und laborchemische (Ka-
lium, Calcium, HbA1C, Gesamtcholesterol, LDL, HDL (Lipoprotein hoher Dichte), Triglyze-
ride) Daten sowie anamnestische Informationen zum bisherigen Krankheitsverlauf, Medika-

mente, Komorbiditaten und Nikotinabusus.



2.4 Genotypisierung der Einzelnukleotid-Polymorphismen

2.4.1 DNA-Extraktion

Fur diese Studie wurden die folgenden Einzelnukleotid-Polymorphismen des Glucocorticoidre-
zeptor-Gens untersucht: A3669G, Bcll, N363s und ER22/23EK. Zur Genotypisierung wurde
DNA von jedem Patienten isoliert. Es erfolgte die einmalige Abnahme eines Rohrchen EDTA-
Vollbluts, woraus wir unter Verwendung des QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hil-
den, Deutschland) die DNA extrahierten. Wir richteten uns nach dem Protokoll des Herstellers
und verwendeten eine 200 pl EDTA-Vollblut-Probe pro Patienten. Die chromosomale DNA
wurde aus den im Blut vorhandenen kernhaltigen Zellen, vor allem aus peripheren Leukozyten,
extrahiert. Zur Validierung der extrahierten DNA verwendeten wir stichprobenartig ein Nano-
Drop Microvolume Spectrophotometer (Thermofisher Scientific, Waltham, Massachussetts,
USA). Die finalen DNA-Proben hatten einen durchschnittlichen DNA-Gehalt von 30 ng/ul.

2.4.2 Konventionelle Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymorphismen Bcll, N363S und ER22/23EK analysierten wir mit den Methoden der
konventionellen Polymerasekettenreaktion (PCR) und des Restriktionsfragment-Langenpoly-
morphismus (RFLP). Wir richteten uns nach dem bereits etablierten Protokoll von Trementino
etal. (64), dass wir im Verlauf leicht modifizierten: Fur die PCR verwendeten wir 10 pl anstelle
von 50 pl Ansétzen und amplifizierten diese in 35 anstelle von 30 Zyklen. Trementino et al.
verwendeten zur Hydrolyse des SNPs N363S das Restriktionsenzym Tsp5091 (64). Dieses
wurde von New England Biolabs (Ipswich, Massachusetts, USA) durch das Enzym MIuCl er-

setzt, welches wir verwendeten.

Als Vorbereitung der Genotypisierung Uber den RFLP erfolgte zunachst die Durchfiihrung ei-
ner konventionellen PCR mit jeweils zwei spezifischen gegenlaufigen Primern, zur Amplifi-
zierung des DNA-Abschnitts, auf dem die zu untersuchende Punktmutation liegt. Die verwen-
dete Primer-Sequenzen, nach dem Protokoll von Trementino et al. (64), und die daraus resul-

tierenden L&ngen der DNA Fragmente sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Primersequenzen, Hybridisierungstemperaturen und Langen der amplifizierten DNA-Matrizen

Einzelnukleotid- | Sequenzen der spezifischen Primer Temperatur Lange der amplifizier-
Polymorphismus der Primer- ten DNA-Matrizen in
hybridisierung | Basenpaaren (bp)

Bell F5-TGCTGCCTTATTTGTAAATTCGT-3’ 55°C 335 b
R 5’- AAGCTTAACAATTTTGGCCATC-3’ P

F 5°- AGTACCTCTGGAGGACAGAT-3’ o
N3635 R 5’- GTCCATTCTTAAGAAACAGG-3’ S8°C 248 bp

F 5’- CGGAGTTAACTAAAAGGTTC-3’ o
ER22/23EK R 5’- GGGTTTTATAGAAGTCCATC-3’ S6°C 225 bp

Fur die Durchfiihrung der PCR verwendeten wir 10 pl Reaktionsansétze bestehend aus: 1 pl
Green GoTag® Reaction Buffer (0,5-fach) 0,8 pl MgCl2 Lésung (25 mM, Magnesiumchlorid),
0,2 ul dNTP-Mix (je 10 mM, Desoxyribonukleosidtriphosphat-Mix), je 0,2 pul Vorwarts- und
Rickwartsprimer (0,1 uM), 0,05 ul DNA-Polymerase (1,25 U), 1 pul DNA-Probe (30 ng/ul)
und 6,55 pl Nuklease-freies Wasser. Die Amplifizierung der DNA erfolgte anschlieBend in ei-
nem Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) unter Verwendung des folgen-
den Amplikationsprofils: initiale Denaturierung bei 94°C fiir 4 min, 35 Zyklen mit jeweils 30 s
Denaturierung bei 94°C, 30 s spezifischer Primerhybridisierungs-Temperatur (siehe Tabelle 1)
und 30 s Elongation bei 72°C, gefolgt von einer finalen Elongations-Phase bei 72°C fur 7 Mi-

nuten.

2.4.3 Restriktionsfragment-L&ngenpolymorphismus

Im zweiten Schritt wandten wir die Methodik des RFLP an, um die amplifizierte DNA auf das
Vorhandensein der SNPs zu untersuchen. Bei dieser Methodik wird die amplifizierte DNA mit
Hilfe von Restriktionsenzymen hydrolysiert. Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die typ-
spezifische Basensequenzen der DNA binden und die DNA im Anschluss an dieser Stelle zer-
schneiden. Die drei von uns untersuchten Polymorphismen Bcll, N363S und ER22/23EK be-
finden sich jeweils innerhalb der Schnittstelle eines spezifischen Restriktionsenzyms. Liegt die
DNA als Wildtyp vor, wird das amplifizierte PCR-Fragment durch das Restriktionsenzym hyd-
rolysiert. Tragt die DNA das mutierte Allel, also eine andere Base, bleibt das DNA-Fragment

in seiner ursprunglichen L&nge erhalten.

Fur die Hydrolyse pipettierten wir 20 pl-Ansétze, bestehend aus: einem spezifischen Restrikti-
onsenzym, einem Enzym-spezifischem Puffer, 3 pl PCR-Produkte und Nuklease-freiem Was-
ser. Die Hydrolyse erfolgte anschlieBend im Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg,
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Deutschland). Die verwendeten Restriktionsenzyme, Temperaturen und die Dauer der Hydro-

lyse sind der Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Restriktionsenzyme, Puffer und Hydrolysetemperaturen des Restriktions-Langenpolymorphismus

Einzelnukleotid- Restriktionsenzyme und Puffer von New England Biolabs Temperatur der
Polymorphismus (Ipswich, Massachusetts, USA) Hydrolyse

Bcll 4 Einheiten Bcll + 3.1 Puffer 50°C

N363S 4 Einheiten MIuCl + CutSmart Puffer 37°C
ER22/23EK 4 Einheiten Mnll + CutSmart Puffer 37°C

2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Im abschliel3enden Schritt erfolgte zur Auftrennung und Visualisierung der entstandenen DNA-
Fragmente das Auftragen der Proben auf ein Agarosegel und die Durchfiihrung einer Elektro-
phorese. Je nach Polymorphismus verwendeten wir 1,5 — 3 %ige Agarosegele bestehend aus:
40 ml TBE-Puffer (TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)-Borat-EDTA-Puffer), 0,6 —
1,2 g Agarose und 2 pul SYBR-Safe. Als DNA-Grolienstandard verwendeten wir eine DNA
Low Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, USA) und eine Low Range DNA Ladder (Jena
Bioscience, Jena, Germany). Die Elektrophorese erfolgte bei 100 Volt in einer Elektrophorese-
apparatur MGU-302 (C.B.S. Scientific Co., Del Mar, CA, USA). Die Bildgebung erfolgte mit
einem Typhoon 8600 Variable Mode Imager (Amersham Biosciences, Little Chalfon Buckin-
ghamshire, UK). Je nach Anzahl und GroRe der sichtbaren DNA-Fragmente liefl3 sich auf den
Genotyp der untersuchten DNA-Probe riickschlieRen. Die Abbildungen 1-3 zeigen exempla-
risch Auswertungen der Gelelektrophoresen des SNPs Bcll, ER22/23EK und N363S.

Beim SNP Bcll resultiert aus der PCR ein 335 Basenpaar (bp) langes DNA-Segment. Im Be-
reich dieses Segments liegt eine Schnittstelle des Restriktionsenzyms Bcll, im Bereich des Rest-
riktionsenzymschnittstelle liegt wiederrum der SNP Bcll. Liegt die DNA auf beiden homologen
Chromosomen als Wildtyp vor, schneidet das Enzym die gesamte DNA und in der Gelelektro-
phorese zeigen sich zwei kirzere Banden bei 114 und 221 bp Lénge. Tréagt der Genotyp die
verdnderte Base der Punktmutation, kann die DNA nicht hydrolysiert und das 335 bp lange
DNA-Segment bleibt unveréndert vorhanden. Je nachdem ob die Mutation auf beiden homolo-
gen Chromosomen oder nur auf einem vorliegt, zeigen sich in der Gelelektrophorese entweder
1 Bande bei 335 bp im Falle einer homozygot vorliegenden Mutation oder 3 Banden bei 114,
221 und 335 bp Lange bei einer heterozygot vorliegenden Mutation.
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Abbildung 1: Gelelektrophorese der amplifizierten und hydrolysierten DNA des SNPs Bcll.
Spur 1 = Molekulargewichtsstandard. Oben stehen die Pseudonyme der verwendeten Patientenproben. Trager des
Wildtyp-Allels zeigen 2 Banden bei 114 und 221 Basenpaaren (M29, M51, M52). Heterozygote Trager des mu-
tierten Allels zeigen 3 Banden bei 114, 221 und 335 Basenpaaren (M33, M49, M53, M54). Homozygote Trager
des mutierten Allels zeigen 1 Bande bei 335 Basenpaaren (M27, M50). In Spur 5 wurde eine amplifizierte, noch
nicht hydrolysierte DNA-Probe aufgetragen, diese zeigt 1 Bande bei 335 Basenpaaren (M49 unb.(unbehandelt)).
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Abbildung 2: Gelelektrophorese der amplifizierten und hydrolysierten DNA des SNPs ER22/23EK.
Spur 1 = Molekulargewichtsstandard. Oben stehen die Pseudonyme der verwendeten Patientenproben. Tréger des
Wildtyp-Allels zeigen 1 Bande bei 143 Basenpaaren (B24-B29, B36-B40). Heterozygote Tréger des mutierten
Allels zeigen 2 Banden bei 143 und 187 Basenpaaren (B14). Homozygote Trager des mutierten Allels wurden in
unserer Studie nicht ermittelt. In Spur 3 und 5 wurden amplifizierte, noch nicht hydrolysierte DNA-Probe aufge-
tragen, diese zeigen 1 Bande bei 225 Basenpaaren (B24 unb. (unbehandelt), B25 unb.).
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Abbildung 3: Gelelektrophorese der amplifizierten und hydrolysierten DNA des SNPs N363S.
Spur 1 = Molekulargewichtsstandard. Oben stehen die Pseudonyme der verwendeten Patientenproben. Tréger des
Wildtyp-Allels zeigen 2 Banden bei 95 und 134 Basenpaaren (M251, M339-M345). Heterozygote Tréger des
mutierten Allels zeigen 3 Banden bei 95, 134 und 153 Basenpaaren (M201). Homozygote Tréger des mutierten
Allels zeigen 2 Banden bei 95 und 153 Basenpaaren (M247). In Spur 1 wurde eine amplifizierte, noch nicht hyd-
rolysierte DNA-Probe aufgetragen, diese zeigt 1 Bande bei 248 Basenpaaren (B24 unb. (unbehandelt), B25 unb.).

2.4.5 Duplex-Real-Time TagMan PCR

Zur Genotypisierung des Polymorphismus A3669G fuhrten wir eine Real-Time PCR mit Ver-
wendung des TagMan® SNP Genotyping Assays der ID C__ 8951023 _10 (applied Biosystems
by Life Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA). Der entscheidende Unter-
schied zur konventionellen PCR liegt darin, dass bei der Real-Time-PCR bereits wéhrend der
Amplifizierung die Detektion und Quantifizierung der vervielféltigten DNA-Matrizen erfolgt.
Es werden dem PCR-Ansatz, neben den zwei spezifischen Primern auch zwei TagMan Sonden
hinzugefiigt, die am 3°-Ende ein Fluorophor (Reporter) und am 5°-Ende einen nicht-fluoreszie-
renden Quencher tragen. Die beiden TagMan Sonden binden spezifisch an die DNA; sie tragen
ein jeweils unterschiedliches fluoreszierendes Farbstoff-Molekil: das Wildtyp-Allel trégt den
FAMT™ Farbstoff (=6-Carboxyfluorescein), wahrend das mutierte Allel den VIC® Farbstoff
tragt (=2’-Chloro-7'phenyl-1,4-dichloro-6-carboxy-fluorescein).

Die Tag-DNA-Polymerase besitzt neben ihrer Polymeraseaktivitat zur Replikation eine 5°-3°-
Exonukleasefunktion. Nach DNA-Denaturierung lagern sich sowohl die beiden spezifischen
Primer als auch die passende TagMan-Sonde an den separierten DNA-Einzelstrang an. Die
Tag-Polymerase beginnt die Elongation von beiden Primern aus bis Erreichen der TagMan-
Sonde. Diese spaltet sie durch ihre Exonukleaseaktivitat. Dabei wird das Fluorophor vom

Quencher-Molekil getrennt und emittiert durch die Anregung Licht in der erwarteten
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Wellenlange, welches durch die optischen Detektoren des PCR-Cyclers gemessen werden
kann (71). Da fur das Wildtyp- und das mutierte Allel zwei unterschiedliche Fluoreszenz-Farb-
stoffe verwendet werden, kann Uber die Frequenz der Wellenldnge riickgeschlossen werden,
welche TagMan-Sonde an die DNA gebunden hat und welcher Genotyp bei der untersuchten

Probe entsprechend vorliegt.

Fur die Duplex-Real-Time TagMan PCR pipettierten wir 20 pl Ansatze, bestehend aus: 50ng
DNA, 12,5 pyl TagMan MasterMix (2-fach), 1,25 pl Assay Working Stock (10-fach, =Primer-
Probe-Mix), Nuklease-freiem Wasser. Die Amplifizierung erfolgte in einem BioRad iCycler
(Hercules, California, USA) nach dem Schema: initiale Denaturierung bei 95 °C fiir 10 min,
gefolgt von 40 Zyklen mit jeweils Denaturierung bei 95 °C fir 15 s und Elongation bei 60 °C
fiir 1 min. Uber die iQ5-Software erfolgte im Anschluss die post PCR-read allelic discrimina-
tion plot Analyse. Dabei wird anhand der ermittelten Fluoreszenzsignale in einem Diagramm

angegeben, welche Proben welchen Genotyp entsprechen.

Abbildung 4 zeigt die Zunahme der gemessenen Fluoreszenz-Signale fur die Farbstoffe FAM™
(Wildtyp) und VIC® (mutiertes Allel) in relativen Fluoreszenz-Einheiten (RFU, ,relative flu-
orescent units®). Die Kurven entsprechen der Zunahme der amplifizierten DNA-Matrizen. Im
Diagramm des Farbstoffs FAM ist der Unterschied zwischen Kurven mit steilem Anstieg (ho-
mozygoter Wildtyp) und Kurven mit flachem Anstieg ersichtlich (heterozygot mutiert, nur 1
DNA-Strang als Wildtyp vorliegend). Kein Anstieg der Kurve, bedeutet, dass dieses Allel bei
einem Genotyp nicht vorliegt und somit nicht amplifiziert wird. Der post PCR-read allelic
discimination Plot in Abbildung 5 zeigt das Diagramm uber die Allel-Zuordnung der unter-
suchten Proben, dass aus den Messungen der RFU-Werten beider Fluoreszenzfarbstoffe gene-

riert wurde.
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Abbildung 4: Amplifikationskurven der Fluoreszenz-Signale einer Duplex-Real-Time TagMan PCR (Poly-
merase-Kettenreaktion). Im oberen Diagramm ist die Amplifikation des Farbstoffs FAM™ (Wildtyp-Allel), im
unteren Diagramm des Farbstoffs VIC® (mutiertes Allel) in RFU (,,relative fluorescent units®, relative Fluores-
zenz-Einheiten) dargestellt. Die Kurven entsprechen der Zunahme der amplifizierten DNA-Matrizen.
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Abbildung 5: Beispiel eines allelic discrimination plot. Rote Punkte sind Trager des Wildtyp-Allels (z.B. A12,
D8, E4). Schwarze Dreiecke sind heterozygote Trager des mutierten Allels (z.B. A2, B2, D10). Griine Quadrate
sind homozygote Trager des mutierten Allels (D1). Die blaue Raute ist eine Negativprobe ohne DNA-Gehalt.
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2.4.6 Genotypen-basierte Patientenklassifizierung

In Tabelle 3 (siehe ERGEBNISSE, 3.1 Allel-Haufigkeiten) sind die ermittelten Allel-Haufigkeiten
der in unserer Studie analysierten Patientenkohorten dargestellt. In der Betrachtung der analy-
sierten Genotypen zeigte sich insbesondere bei den SNPs ER22/23EK und N363S eine insge-
samt niedrige Pravalenz hetero- und homozygoter Trager der mutierten Allele. Aus diesem
Grund fassten wir fur die Betrachtung von Korrelationen die Gruppen der homozygoten und

heterozygoten Triager der mutierten Allele als ,,Minor Allel Trager® zusammen.

Aufgrund der geringen GroRe der Studienpopulation untersuchten wir die SNPs nur separat auf
mdogliche vorliegende Korrelationen. Die Untersuchung von Haplotypen, bei denen mehrere

SNPs in einem Genotyp kombiniert auftreten, wurde in dieser Studie nicht durchgefthrt.

2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Betrachtung erfolgte mit Hilfe der Software IBM SPSS Statistics 25 (Armonk,
New York, USA). Im Rahmen der deskriptiven Statistik untersuchten wir die Normalverteilung
mit dem Shapiro-Wilks Test, p > 0,05. Deskriptive Daten sind fir nicht-normalverteilte Daten
als Median und Spannbreite und fur normalverteilte Daten als Mittelwert + Standardabwei-
chung présentiert. Zur Untersuchung auf VVorliegen einer Signifikanz wéhlten wir die Tests fur
unverbundene Stichproben. Fur nicht-normalverteilte Daten wandten wir einen Mann-Whit-
ney-U Test an, fir normalverteilte Daten einen t-Test fir unverbundene Stichproben. Nominal-
skalierte Daten untersuchten wir mit dem y2 Test und dem Kruskal-Wallis-Test. Unterschiede

wurden ab einem p < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Allel-Haufigkeiten

Tabelle 3 zeigt die in unserer Studie ermittelten Allel-H&aufigkeiten der analysierten Patienten-
kohorten, sowie als Referenz die Allel-Haufigkeiten des Sequenzierungsprojekts TOPMed des
National Heart, Lung, and Blood Institute mit einer globalen Vergleichspopulation (72). Die
Betrachtung der Genotypen in Abhédngigkeit zum Vorliegen eines CS ergab bei allen SNPs
keine Korrelation zwischen dem Vorliegen eines Genotyps und dem Auftreten des CS (p-Werte
der Vergleiche zwischen Cushing-Patienten und der ,,Ausschluss-Cushing*““-Kohorte fir die je-
weiligen SNPs: Bcll: p=0,287, ER22/23EK: p = 0,380, N363S: p = 0,358, A3669G: p = 0,518).
Tabelle 3: Allel-Héaufigkeiten des mutierten Allels der Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) Bcll, N363S,

ER22/23EK und A3669G in Patienten mit Cushing-Syndrom, in der ,,Ausschluss-Cushing®“-Kohorte und in der
globalen Vergleichspopulation ,,TOPMed* des National Heart, Lung, and Blood Institute (72).

SNP Cushing-Patienten »Ausschluss-Cushing* TOPMed

(n =205) (n=125) (n = 125568)
Bcll 322% 36.8 % 30,38 %
N363S 3.2% 4,4 % 1,87%
ER22/23EK 2,45% 3,6 % 1,57%
A3669G 15,35 % 18,80% 11,26%

3.1 Charakterisierung der Patienten-Kohorten

Im Rahmen dieser Studie analysierten wir zwei unabhéngige Patientengruppen: eine Kohorte,
bestehend aus Patienten mit floridem CS bzw. in Remission nach Cushing-Syndrom, sowie eine
Patientenkohorte, die sich mit typischen Cushing-Symptomen prasentierte, bei denen das Syn-
drom aber im Verlauf ausgeschlossen wurde. Es wurde kein Matching im Sinne einer paarwei-
sen Zuordnung zwischen den beiden Gruppen durchgefihrt, um die Populationsgroie fir eine
hohere Aussagekraft der genetischen Analysen nicht zu dezimieren. Dementsprechend unter-
schieden sich beide Kohorten in folgenden Punkten signifikant: Die ,,Ausschluss-Cushing*-
Kohorte war jinger (36 vs. 51 Jahre, p < 0,001) und Gbergewichtiger (BMI: 34,2 vs. 27,2 kg/m?,
p < 0,001) und zeigte hohere Umfange der Hufte (116 vs. 103 cm, p < 0,001) und Taille (108 vs.
98 cm, p < 0,001), bei niedrigerem Waist-to-Hip-Ratio (0,91 vs. 0,94, p=0,048). Die Cushing
Kohorte préasentierte ein schlechteres metabolisches Profil mit hoheren Werten fir HbA1C (5,6
vs. 5,3 %, p < 0,001), Gesamtcholesterol (209 vs. 198 mg/dL, p < 0,001) und LDL (123 vs. 119
mg/dL, p =0,042). In Bezug auf die Muskelkraft zeigten beide Kohorten &hnliche Werte fir

die genormte Griffstarke der dominanten und der nicht-dominanten Hand. Die ,,Ausschluss
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Cushing® Patienten zeigten eine bessere Performance beim CRT (7 vs. 8 s, p < 0,001), im Sinne
einer geringeren Muskelschwache.

Eine weitere Charakterisierung der Studienpopulation erfolgte nach den beiden Subgruppen
den ,.floriden CS*“-Patienten und der Cushing-Patienten in Remission: Patienten mit aktivem
CS zeigten insbesondere hohere Blutdruck- (systolisch: 141 vs. 132,3 mmHg, p < 0,001, dias-
tolisch: 89,8 vs. 82,7 mmHg, p < 0,001) und HbA1C-Werte (5,7 vs. 5,5 %, p = 0,046). Die Per-

formance in den Tests zur Bestimmung der Muskelkraft war in beiden Gruppen &hnlich.

3.2 Korrelationen der Muskelkraft zum SNP A3669G

In unserer Studie zeigten sich signifikante Unterschiede in der vergleichenden Betrachtung der
Trager des A3669G Polymorphismus und der Griffstarke. Bei Betrachtung der gesamten
Cushing-Kohorte zeigten Trager des mutierten Allels eine starkere Griffkraft beider Hande als
Tréger des Wildtyp-Allels (dominante Hand: 99 vs. 89 %, p = 0,013; nicht-dominante Hand:
105 vs. 91 %, p = 0,032; entspricht Abbildung 1a der Publikation (73)). In der Subgruppe der
Patienten mit hypophysérem CS zeigten ebenfalls die Trager des A3669G Polymorphismus
eine starkere Kraft der dominanten Hand. Bei Patienten mit adrenalem CS sahen wir diesen
Unterschied nicht (dominante Hand: 107 vs. 89 %, p = 0,169; nicht-dominante Hand: 105 vs.
91 %, p = 0,032; siehe Abbildung 1a der Publikation). Bei Betrachtung der Cushing-Patienten
nach Krankheitsstatus zeigten sich die selben signifikanten Unterschiede in der Handkraft nur
in der Gruppe der Patienten mit floridem CS: Tréger des Wildtyp-Allels zeigten eine beein-
trachtigte Griffstarke beider Hande im Vergleich zu Tragern des Polymorphismus (dominante
Hand: 86 vs. 101 %, p = 0,006; nicht-dominante Hand: 89 vs. 104 %, p = 0,021, entspricht Ab-
bildung 2 der Publikation (73)). In der ,,Ausschluss-Cushing“-Kohorte unterschied sich die
Griffstarke nicht in Abhédngigkeit zum Vorliegen des A3669G Polymorphismus. Der CRT
zeigte in keiner der Cushing-Kohorten eine Korrelation zum SNP A3669G.

In der ,,Ausschluss-Cushing“-Gruppe sahen wir keinen Zusammenhang zwischen dem SNP
A3669G und der Handkraft (dominante Hand: 93 vs. 90 %, p = 0,487; nicht-dominante Hand
92 vs. 87 %, p = 0,432; dargestellt in Abbildung 1b unserer Publikation (73)), jedoch zeigten
Trager des mutierten Allels dieses SNPs einen besseren Wert im CRT im Vergleich zu den
Wildtyp-Tragern (7 vs. 6 s; p = 0,046). Hier zeigte sich aber auch, dass Tréger des A3669G
Polymorphismus signifikant jiinger waren als die Patienten mit dem Wildtyp-Allel ((32 vs. 39 a,
p = 0,057).
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3.3 Korrelationen der Muskelkraft zu den SNPs ER22/23EK, N363S und Bcll

Die Betrachtungen der SNPs ER22/23EK, N363S und BclI in der CS und der ,,Ausschluss-
Cushing“-Kohorte ergaben keine Korrelationen im Bezug zur Muskelkraft. Jedoch zeigte sich
ein Unterschied der Griffstarke bei geschlechterspezifischer Betrachtung des SNP ER22/23EK:
In mannlichen Patienten mit CS (n =50) zeigten Trager des Wildtyp-Allels eine reduzierte
Handkraft im Vergleich zu Trégern des mutierten Allels (dominante Hand: 87 vs. 108 %,
p = 0,049; nicht-dominante Hand: 87 vs. 116 %, p = 0,027, dargestellt in Abbildung 3 der Pub-
likation (73)).

4 DISKUSSION

4.1 Klinische Relevanz

Eine Vielzahl der Patienten mit CS erféhrt im Verlauf ihrer Erkrankung eine progrediente Mus-
kelschwéche, insbesondere der proximalen Muskelpartien (33-36). Wie bereits einleitend dar-
gestellt, induzieren erhohte Glucocorticoidspiegel Uber vielzéhlige Mechanismen einen Mus-
kelschwund und fuhren somit zur Cortisol-induzierten Myopathie (39, 74). Jedoch steht das
Ausmald der Muskelschwache nicht im alleinigen Zusammenhang zur Héhe der Cortisolspiegel.
SNPs des Glucocorticoidrezeptor-Gens verursachen nachweif3lich eine Modifizierung der Re-
zeptorantwort auf Cortisol und fuhren somit zu einer veranderten Glucocorticoidsensitivi-
tat (45). In dieser Studie haben wir einen moglichen Einfluss der SNPs des Glucocorticoidre-
zeptors auf den Auspragungsgrad der Myopathie in Cushing-Patienten investigiert. Zur verglei-

chenden Betrachtung untersuchten wir ebenfalls eine Kohorte ohne Hypercortisolismus.

Die allgemeine klinische Relevanz unserer Studie liegt insbesondere darin begriindet, dass ver-
gangene Studien belegt haben, dass eine reduzierte Muskelkraft mit einer erhéhten Mortalitét
und einer reduzierten Lebensqualitat korreliert. Aus diesem Grund sollten Einbuf3en der kor-
perlichen Fitness ernst genommen, deren Hintergrinde evaluiert und nach méglichen Behand-

lungskonzepten gesucht werden.

In der Literatur finden sich bisher wenige vergleichbare Studien, die den Zusammenhang zwi-
schen Polymorphismen des Glucocorticoidrezeptors und der Muskelkraft untersucht haben.
Eine Studie von Ash et al. untersuchte den Einfluss von SNPs des Glucocorticoidrezeptors auf

die Entwicklung der Muskelkraft nach Widerstandstraining. Die untersuchten SNPs
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unterschieden sich jedoch von den unseren bis auf den SNP N363S, flr den keine Korrelation
nachgewiesen werden konnte (75).

Wir konnten im Rahmen dieser Studie eine Korrelation zwischen zwei der vier investigierten
SNPs und der Muskelkraft in Form der gemessenen Griffstarke feststellen. Trager des mutierten
Allels des SNP A3669G présentierten in der Handkraftmessung normwertige und signifikant
bessere Werte als Trager des Wildtyp-Allels, die im Vergleich eine deutlich reduzierte Griff-
kraft hatten. Somit prasentierten sich die Tréger des A3669G-Polymorphismus ohne vorlie-
gende Muskelschwdache, wéhrend diese bei den Wildtyp-Trégern vorlag. Wie zu Beginn ge-
schildert, wurde in vergangenen Studien bei Trégern des SNP A3669G eine verminderte Sen-
sitivitat des Glucocorticoidrezeptors gegentber Cortisol aufgezeigt (62-65). Trementino et al.
zeigten in einer Studie mit einer Cushing-Kohorte eine signifikant niedrigere Prévalenz eines
Diabetes Mellitus Typ 2 bei Tragern des SNP A3669G, die durch einen durch den SNP veran-
derten Cortisoleinfluss auf den Glukosestoffwechsel erklart werden kann (64).

Unsere Ergebnisse bestétigen eine mdgliche verminderte Sensitivitdt des Glucocorticoidrezep-
tors gegenuber Cortisol insofern, da die Trager des mutierten Allels eine bessere Muskelkraft
prasentieren und sich somit ein protektiver Effekt der Mutation auf die durch den Glucocorti-

coidrezeptor induzierten Signalwege vermuten lasst.

Diesen geschilderten Unterschied sahen wir nur in Patienten mit CS, bzw. in Patienten mit flo-
ridem CS. In den Kohorten der Cushing-Patienten in Remission und der ,,Ausschluss-Cushing*-
Patienten zeigten sowohl Trager des Wildtyp- als auch des mutierten Allels eine ahnlich beein-
trachtigte Muskelkraft. Diese Betrachtung lasst vermuten, dass ein aus dem SNP resultierender
protektiver Effekt erst bei pathologisch erhdhten Cortisolspiegeln ins Gewicht féllt. In Patien-
tengruppen ohne bestehenden Hypercortisolismus ist die Griffstarke unabhangig des zugrunde-
liegenden A3669G-Polymorphismus beeinflusst.

Durch diese Ergebnisse und den belegten Zusammenhang zwischen Muskelkraft und Lebens-
qualitat und Mortalitét ist es naheliegend, dass Patienten mit einer ausgepréagten Myopathie
dabei gefordert werden sollten, ihre Muskelkraft zu bewahren bzw. zu férdern. Die wirksamste
Behandlung bei Muskelschwéche ist bisher nachweislich Krafttraining (76, 77). Patienten mit
CS sind jedoch meist sehr kranke und im Alltag beeintrachtigte Menschen, die mitunter nicht
in der Lage sind, eine Physiotherapie entsprechend auszufihren. Neben intensivierter Physio-
therapie sollten weitere Methoden untersucht werden, die den Muskelabbau inhibieren und die

Muskelmasse bewahren, wie zum Beispiel auch der gezielte Fokus auf eine eiweilreiche
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Ern&hrung. Substanzen wie Myostatin-Antagonisten greifen in die durch Cortisol induzierten
zellul&ren Signalwege ein und kénnen eine daraus resultierende Myopathie vermindern (74).

Im Hinblick auf den SNP A3669G konnte es, im Sinne einer personalisierten Medizin, interes-
sant sein, den Genotyp eines Cushing-Patienten zu bestimmen, um zu identifizieren, ob er zur
Wildtyp-Trager-Gruppe ohne protektiven Muskelschutz gehort und bereits praventiv eine Phy-
siotherapie erhalten sollte. Allerdings wird der Muskelmetabolismus durch eine Vielzahl von
Faktoren beeintrachtigt, wie zum Beispiel Alter, Immobilitadt, Mangelerndhrung und Medika-
mente, so dass die alleinige Bedeutung und der Einfluss der SNPs weiter analysiert werden
sollten (78).

Das Wissen uber den zugrundeliegenden SNP-Tragerstatus konnte daruber hinaus aber auch
fur Patienten mit anderen Krankheitsbildern klinisch relevant sein, wenn bei den Krankheiten
die Notwendigkeit fur eine systemische oder infiltrative Cortisontherapie besteht. Wie oben
erwahnt, tritt im Rahmen von langerfristigen, hochdosierten Therapien mit Corticosteroiden
haufig ein exogen induziertes CS auf. Es kdnnte dann bereits vor Therapiebeginn evaluiert wer-
den, welches Allel der Patient tragt und ob er préventiv ein muskelaufbauférderndes Training
im Sinne einer Physiotherapie erhalten sollte. Um eine klinische Relevanz dieser Uberlegung
zu verifizieren, sollte jedoch zunéchst eine ahnliche Studie in Patienten mit exogen induziertem

CS durchgefuhrt werden.

Bezliglich des SNP ER22/23EK sahen wir in unserer Studie einen ahnlich protektiven Einfluss
des mutierten Allels wie beim SNP A3669G. So hatten Trager des mutierten Allels eine norm-
wertige Griffkraft, wéhrend Trager des Wildtyp-Allels eine signifikant reduzierte Griffstarke
zeigten (73). Diesen Unterschied sahen wir nur in ménnlichen Patienten mit CS. Ein &hnliches
Ergebnis dokumentierten van Rossum et al. in einer friiheren Studie, bei der die Muskelkraft
mittels Armzug und Hochsprung aus dem Stand gemessen worden war (61). Es bleibt unklar,
warum der Unterschied in der Muskelkraft bisher nur in mannlichen Patienten gesehen wurde.
Maoglicherweise fallen bei der insgesamt hoheren Muskelmasse des ménnlichen Geschlechts
interindividuelle Unterschiede weniger ins Gewicht. Der SNP ER22/23EK steht ebenso in ei-
nem Zusammenhang mit einer verminderten Cortisolsensitivitat. Dafiir sprechen auch die Er-
gebnisse einer weiteren Studie von van Rossum et al., bei der die SNP-Trager trotz hoherer
Cortisolspiegel nach einem 1mg-DST niedrigere Gesamtcholesterol- und LDL-Werte zeig-
ten (60).
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Die in unserer Studie nachgewiesenen Korrelationen zwischen den Polymorphismen des Glu-
cocorticoidrezeptor-Gens und der Muskelkraft sahen wir in den Messungen der Griffstarke. Flr
den Aufstehtest ergaben sich in unserer Studie keine Korrelationen, obwohl die unteren Extre-
mitéten und insbesondere deren proximale Muskelanteile bei der Cortisol-induzierten Myopa-
thie typischerweise zuerst betroffen sind (35, 36). Es bleibt fraglich, wieso dieser Test also
keine Korrelationen ahnlich der Griffkraft zeigte. Es ist offensichtlich, dass das Testergebnis
des Aufstehtests stark von der personlichen Motivation und dem geleisteten Energieaufwand
des Patienten abhangt. Wahrend wir die Griffkraft dreimal pro Seite evaluierten und daraus den
Mittelwert bestimmten, wurde der Aufstehtest nur ein einziges Mal pro Patienten durchgefthrt.
Das erklart eventuell groRere aufgetretene interindividuelle Schwankungen. In der ,,Aus-
schluss-Cushing* Kohorte sahen wir eine bessere Performance beim Aufstehtest bei Trégern
des SNP A3669G im Vergleich zu den Wildtyp-Tragern (73). Jedoch zeigten sich die Wildtyp-
Trager im Vergleich auch signifikant &lter, was zu einer Verzerrung des Ergebnisses gefuhrt
haben konnte.

In Betrachtung der SNPs Bcll und N363s des Glucocorticoidrezeptors konnten wir keine Kor-
relationen zur ermittelten Muskelkraft feststellen. Diese beiden SNPs sind, wie einfiihrend er-
wahnt, mit einer erhohten Glucocorticoidsensitivitdt und einem schlechteren metabolischen
Profil assoziiert (46-59). Aus der fehlenden Korrelation zur Muskelkraft, 1&sst sich spekulieren,
dass die durch Cortisol-induzierte Myopathie vielleicht auf einem Schwelleneffekt beruht und
ab einem Cortisolwert einer bestimmten Hohe kein zusétzlich negativer Einfluss auf den Mus-

kelabbau festgestellt werden kann.

4.2 Limitationen und weiterfiihrende wissenschaftliche Fragestellungen

Aus den Limitationen und Ergebnissen unserer Studie ergeben sich zahlreiche neue interessante
Fragestellungen. Die Grof3e der von uns untersuchten Patientenkohorten war verhaltnismaRig
klein. Im Rahmen der geringen Allel-Haufigkeiten der SNPs ER22/23EK und N363S wirde
eine groRere Studienpopulation die Chance auf signifikante Ergebnisse erh6hen. Auflerdem
waére es, wie bereits erwahnt, interessant und von ausgesprochener Relevanz eine ahnliche Stu-
die in Patienten mit exogen induziertem CS durchzufiihren, da dies in der Gegenwart die hau-

figste Form des CS darstellt.

Die in unserer Studie verwendeten Tests fiir die Muskelkraft sind etablierte Tests, die haufig

im Klinischen Alltag angewandt werden (67, 68). Dennoch sind sie anfallig fur interindividuelle

Unterschiede und héngen in einem besonderen MalR von der personlichen Motivation der
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Probanden ab. Dadurch sind moglicherweise Testergebnisse interindividuell beeinflusst wur-
den. Es wére von Interesse objektivere Malie fir die Muskelkraft auf eine Korrelation zum
Vorliegen von SNPs des Glucocorticoidrezeptors-Gens hin zu untersuchen, wie etwa die Be-
stimmung der Muskelmasse durch eine Bioimpedanzmessung oder eine Untersuchung der zel-
luldren Strukturen in einer Muskelbiopsie. Ebenso waren longitudinale Studiendesigns interes-
sant, die die Veranderung der korperlichen Fitness mit oder ohne gezieltes Krafttraining unter-

suchen.

Die korperliche Fitness ist weiterhin ein leicht modifizierbarer Faktor. Die Muskelkraft eines
Menschen ist generell sehr variabel und kann durch Sport und gezieltes Krafttraining beein-
flusst und gefordert werden. In unserer Studie fragten wir die Patienten weder nach ihrem Ak-
tivitatsgrad noch nach ihrem subjektiven Empfinden einer eventuell vorliegenden Muskel-
schwache. Es ware spannend, in zukinftigen Studien den individuellen Fitnessgrad und die
empfundene Lebensqualitat einer Person als zusatzliche Variablen zu berticksichtigen.

In dieser Studie konnten wir aufzeigen, dass Polymorphismen des Glucocorticoidrezeptor-Gens
mit der Muskelkraft in Patienten mit CS korrelieren und so einen méglichen Erklarungsansatz
fir interindividuelle Unterschiede der Muskelkraft unabhangig der H6he der zugrundeliegen-

den Cortisolspiegel liefern.
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