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ZUSAMMENFASSUNG

EINLEITUNG: Der chronische Hypercortisolismus bei Patienten mit endogenem Cushing
Syndrom (CS) pradisponiert diese fur psychiatrische und neurokognitive Stérungen, die
zu einer eingeschrankten Lebensqualitat fuhren. Da sich die Lebensqualitat nach
Remission bei einigen Patienten nicht signifikant bessert, wird es wahrscheinlich neben
dem Cortisoluberschuss noch weitere Einflussfaktoren geben. Wir haben in unserer
Studie die Einzelnukleotid-Polymorphismen (Bcll, N363S, ER22/23EK und A3669G) des
Glucocorticoidrezeptor-Gens untersucht, weil deren Rezeptorproteinvarianten sich
nachweislich in ihrer Sensitivitdt auf Cortisol unterscheiden. Somit wollten wir
analysieren, ob es eine Assoziation zwischen den Glucocorticoidrezeptor-
Polymorphismen, der Lebensqualitat und der Genesung nach Remission in Patienten mit
CS gibt.

METHODIK: In die Querschnittsstudie dieser multizentrischen Untersuchung konnten wir
295 Patienten mit endogenem CS (81 davon mit floridem CS und 214 in Remission) von
drei Standorten des Deutschen Cushing Registers einschlielRen. Die longitudinale
Betrachtung schlief3t 120 Patienten der Querschnittsstudie ein, die bei Registereintritt und
nach 1.5 + 0.9 Jahren beim Follow-Up untersucht wurden. Um die Lebensqualitat zu
erfassen sind zwei Cushing-spezifische Fragebdgen (CushingQoL und Tuebingen CD-
25) und ein allgemeiner Lebensqualitatsfragebogen (SF-36) verwendet worden. Die
Genotypisierung der vier Einzelnukleotid-Polymorphismen erfolgte nach vorheriger DNA-
Extraktion aus peripheren Blutleukozyten.

ERGEBNISSE: In zwei Subkategorien des SF-36 Fragebogens zeigten Trager des
mutierten Bcll-Allels in der longitudinalen Analyse eine signifikante Verbesserung in
H,vitality® (p=0.038) und ,mental health® (p=0.013) im Vergleich zum Wildtyp.

In der Querschnittsanalyse wurden keine Unterschiede in der Lebensqualitat zwischen
Minor-Allel- und Wildtyp-Tragern fur alle getesteten GR-Polymorphismen festgestellt.
DISKUSSION: Der Einzelnukleotid-Polymorphismus Bcll wird mit einer erhohten
Empfindlichkeit gegenuber Cortisol in Verbindung gebracht. Trager dieses mutierten
Allels erholten sich demnach besser von einer beeintrachtigten Lebensqualitat als der
Wildtyp. Die Ergebnisse konnten teilweise die inter-individuellen Unterschiede in der
Schwere der Beeintrachtigung der Lebensqualitat nach Remission in Patienten mit CS

erklaren.

Vi



ABSTRACT

CONTEXT: Chronic hypercortisolism in patients with endogenous Cushing's syndrome
(CS) predisposes them to psychiatric and neurocognitive disorders leading to impaired
quality of life. Since quality of life does not significantly improve after remission in some
patients, there are likely to be other influencing factors besides cortisol excess. In our
study, we investigated the single nucleotide polymorphisms (Bcll, N363S, ER22/23EK,
and A3669G) of the glucocorticoid receptor gene because their receptor protein variants
have been shown to differ in their sensitivity to cortisol. Thus, we aimed to analyze
whether there is an association between the glucocorticoid receptor polymorphisms,
quality of life, and recovery after remission in patients with CS.

METHODS: For the cross-sectional study of this multicenter investigation, we were able
to include 295 patients with endogenous CS (81 of them with active CS and 214 in
remission) from three sites of the German Cushing Registry. The longitudinal analysis
includes 120 patients from the cross-sectional study who were examined at registry entry
and after 1.5+0.9 years of follow-up. Two Cushing-specific questionnaires (CushingQoL
and Tuebingen CD-25) and a general QoL questionnaire (SF-36) have been used to
assess quality of life. Genotyping of the four single nucleotide polymorphisms was
performed after prior DNA extraction from peripheral blood leukocytes.

RESULTS: In two subcategories of the SF-36 questionnaire, carriers of the mutant Bcll
allele showed significant improvement in vitality (p=0.038) and mental health (p=0.013)
in longitudinal analysis compared to wild type.

In cross-sectional analysis, no differences in quality of life were observed between minor
allele and wild-type carriers for all GR polymorphisms tested.

CONCLUSION: The single nucleotide polymorphism Bcll, is associated with increased
sensitivity to cortisol, carriers of this mutant allele recovered better from impaired quality
of life than wild type. The results may partially explain the inter-individual differences in
the severity of QOL impairment after remission in patients with CS. Screening for such
genetic alterations (SNPs) could therefore be useful for early treatment of psychiatric
disorders and for learning and strengthening coping strategies.

Vil



1. EINLEITUNG

1.1 Atiologie, Epidemiologie und Klinik des Cushing-Syndroms

Das Cushing-Syndrom (CS) kann entstehen, wenn Patienten Uber einen langeren
Zeitraum einem Hypercortisolismus ausgesetzt sind, also eine zu hohe
Cortisolkonzentration im Blut aufweisen (1). Erstmals beschrieben hat die Erkrankung
der Neurochirurg Harvey Williams Cushing im Jahr 1910 (2). Die Entstehung des CS
kann unterschiedliche Grunde haben. Weitaus haufiger als das endogene CS kommt das
iatrogene CS vor, das sich beispielsweise durch Glucocorticoidhaltige Medikamente (z.B.
Prednisolon, Dexamethason) entwickeln kann, also exogen induziert wird (3). Eine
Glucocorticoidtherapie ist bei diversen entzindlichen, autoimmunen und neoplastischen
Erkrankungen weit verbreitet. In dieser Arbeit soll es jedoch ausschlie3lich um Patienten
mit endogenem CS gehen, also um jene, die aufgrund verschiedener Ursachen
intrinsisch zu viel Cortisol bilden. Das endogene CS wird in ACTH-abhangig und ACTH-
unabhangige Ursachen unterteilt und tritt haufiger bei Frauen als bei Mannern auf (4). Mit
70% am haufigsten vorkommend ist das hypophysare CS, welches man auch als
zentrales CS oder Morbus Cushing bezeichnet (4). Das ektope CS folgt mit einem Anteil
von 10% und ist ebenfalls ACTH-abhangig. Am haufigsten ist eine ektope
Cortisolsekretion durch das kleinzellige Lungenkarzinom bedingt, sie kann aber auch bei
vielen anderen endokrinen Tumoren in verschiedenen Organen auftreten (4, 5). Aus
unserer Studie haben wir Patienten mit ektopem CS ausgeschlossen. Unabhangig von
ACTH ist dagegen das adrenale CS, welches sowohl gut-, aber auch bosartige
Nebennierenrindentumoren sein kdnnen, oder, seltener, durch eine bilaterale primare
mikro- und makronodulare Nebennierenrindenhyperplasie ausgelost werden kann (5, 6).
Das hypophysare adrenocorticotrope Hormon ACTH wird vom Corticotropin-releasing
Hormon (CRH) aus dem Hypothalamus stimuliert und regt dann seinerseits die
Nebennierenrinde zur Bildung und Freisetzung von Hormonen an. Es ist demnach eines
der entscheidenden Hormone fur die physiologische Kontrolle der Cortisol-Synthese.

Durch die negative Ruckkopplung von Cortisol auf den Hypothalamus und die Hypophyse



wird der Regelkreis der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA)
geschlossen (7).

Der meist langer andauernde Cortisolexzess beim CS fuhrt zu typischen Symptomen:
Gewichtszunahme und krankheitsspezifische Fettumverteilung (Stammfettsucht,
.otiernacken®, ,Vollmondgesicht), Diabetes mellitus oder Glukoseintoleranz,
Hirsutismus, Akne, arterielle Hypertonie, Muskelschwache, Muskelatrophie,
Hautatrophie, Hauteinblutungen, Osteoporose und Odeme (6, 8). Zu den weiteren
Symptomen zahlen Wundheilungsstorungen, Striae rubrae, Menstruationsstérungen und
Libidoverlust (6, 8). Die Symptomatik kann bei Patienten mit CS zum Teil stark differieren,
ebenso die neuropsychiatrischen Folgen, die der Hypercortisolismus beim CS bewirken
kann (siehe 1.3.1).

1.2 Diagnostik und Therapie des Cushing-Syndroms

Die klinische Prasentation des CS ist sehr variabel und reicht von seltenen Formen des
schweren CS bis hin zu milden, wenn Uberhaupt, unspezifischen Symptomen. Bei der
korperlichen Untersuchung ist auf Cushing-Stigmata (siehe 1.1) zu achten. Konnte nach
ausfuhrlicher Anamnese, korperlicher Untersuchung und Begutachtung der Medikation
ein iatrogenes und exogenes CS ausgeschlossen werden und es besteht weiterhin der
Verdacht auf ein endogenes CS, stehen drei Labortests zur Verfugung (9). Die Diagnose
eines Hypercortisolismus beruht Uberwiegend auf folgenden physiologischen Prinzipien:
dem Nichterreichen des normalen Nadirs um Mitternacht in der circadianen Rhythmik der
Cortisolausschuttung, dem Verlust der negativen hypothalamisch-hypophysaren-
adrenalen Ruckkopplung des Cortisols und der erhdhten Ausscheidung von freiem
Cortisol im Urin (7). Daher werden in der CS Diagnostik folgende Untersuchungen
durchgefuhrt:
1) 24 h-UFC Test, ,24 hours urine free cortisol® (Die Messung des freien Cortisols
im Sammelurin Uber 24 Stunden)
2) 1 mg-DST, ,1 mg dexamethasone suppression test® (Die Aufdeckung einer
gestorten  Cortisol-Ruckkopplung durch den 1 mg Dexamethason-

Suppressionstest)



3) Die Uberpriifung der zirkadianen Rhythmik durch den um Mitternacht gemessenen
Cortisolgehalt im Speichel oder Blut.

Der Dexamethason-Suppressionstest beruht auf dem Versuch, die korpereigene
Cortisol-Produktion zu unterdricken (negativer Feedback) und am Morgen nach der
Tabletteneinnahme durch eine Blutentnahme zu Uberprufen, ob der Korper weiterhin zu
viel Cortisol sekretiert. Ist dies der Fall, kann das ein Hinweis auf ein CS sein. Als
physiologische Reaktion auf 1mg Dexamethason um Mitternacht gilt ein Serumcortisol
von weniger als 50 nmol/l (1,8 pg/dl) am nachsten Morgen (9, 10). Der Test hat eine
Sensitivitdt von 85%-90% und eine Spezifitdt von 95%-99% (9, 10). Ist die
Cortisolsekretion im 24-h-Urin oder das Cortisol im Speichel oder Blut nachts deutlich
erhoht, kann dies ebenfalls auf ein CS hindeuten (9, 11). Beim 24 h-UFC Test wird Uber
24 Stunden Urin in einem Behalter gesammelt und der Kreatininwert und die Menge
untersucht, um zu beurteilen, ob die Probe fur die Analyse geeignet ist. Der Test wird
entsprechend des verwendeten Assays interpretiert, es wird au3erdem empfohlen ihn
gafs. mehrfach durchzufuhren (9). Er hat eine Sensitivitat von 80 % bis 98 % und eine
Spezifitat von 45 % bis 98 % (12). Ein entscheidendes Merkmal des CS ist der Verlust
der zirkadianen Rhythmik. Um den fehlenden nachtlichen Tiefpunkt des Cortisols
nachzuweisen, konnen die Patienten ambulant vor dem zu Bett gehen eine
Speichelprobe gewinnen, da Cortisol bei Raumtemperatur relativ stabil ist, und diese
dann am nachsten Tag ins Labor schicken. Auch hier werden spezifische Assays
verwendet, in den meisten Fallen gelten Werte unter 4 nmol/l als normal (13). Die
Sensitivitdt und Spezifitat des Tests liegen bei 92%-100% bzw. 93%-100% (9, 10).
Ist in den zuvor beschriebenen initialen Labortests nun ein CS festgestellt worden,
besteht der nachste Schritt daraus, differentialdiagnostisch die Atiologie des CS zu
ermitteln (11, 14). Initial erfolgt die morgendliche Bestimmung von ACTH im Plasma. Liegt
der Wert > 15-20 pg/ml, kann es sich um ein ACTH-abhangiges CS handeln, befindet er
sich im Bereich < 5-10 pg/ml geht man von einem ACTH-unabhangigen CS aus. In den
meisten Fallen besteht ein ACTH-abhangiges hypophysares CS, welches dann mit dem
CRH (Corticotropin-Releasing-Hormon)-Simulations-Test und einem sogenannten
hochdosierten Dexamethason-Hemmtest weiter untersucht wird (9). Bei weiterhin
bestehendem Verdacht auf ein hypophysares CS erfolgt meist eine kraniale
Magnetresonanztomographie (MRT). Das Vorhandensein einer typischen Klinik und
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entsprechender Laborwerte, sowie einer fokalen hypophysaren Lasion lassen eine
definitive Diagnose zu (15). Sollte kein Tumor in der MRT gefunden werden, kann
aullerdem eine invasive Methode, das Inferior Petrosal Sinus Sampling (IPSS)
angewendet werden. Unter Rontgenkontrolle wird dabei ein Katheter nach zentral zum
Sinus Petrosus vorgeschoben und die ACTH-Plasmakonzentration jeweils zentral und
peripher ermittelt. Somit kann auch ein etwaiges ektopes CS ausgeschlossen oder
bestatigt werden (9).

Bei einem ACTH-Wert von < 5-10 pg/ml ist von einem adrenalen CS auszugehen und es
kann daraufhin eine Computertomographie (CT) oder eine MRT der Nebennieren
veranlasst werden (9).

Therapeutisches Ziel im Rahmen der Behandlung von Patienten mit CS ist die
vollstandige klinische und biochemische Remission, das heil3t eine Ausheilung aller
Cushing-spezifischen Symptome und Komorbiditaten sowie unauffallige Laborwerte und
kein Hypercortisolismus (16). Wurde ein Tumor ektoper, hypophysarer oder adrenaler
Atiologie festgestellt, wird eine operative Entfernung empfohlen. Erstlinientherapie fur
Patienten mit Morbus Cushing ist die transsphenoidale Operation (TSS). Bei adrenalem
Tumor wird eine Adrenalektomie und bei ektopem Tumor eine Tumorresektion
durchgefuhrt. Die Zweitlinientherapie bei erfolgloser initialer Operation oder bei erneutem
Auftreten des CS (Rezidiv) umfasst mehrere Ansatze wie zum Beispiel eine erneute
Operation, eine medikamentdose Behandlung des Hypercortisolismus, eine bilaterale
Adrenalektomie oder eine Strahlentherapie, und muss fur jeden Patienten individuell
gewahlt werden (16).

1.3 Gesundheitsbezogene Lebensqualitat (HRQoL)

1948 definierte die Weltgesundheitsorganisation (WHO) Gesundheit aus einer neuen
Perspektive, indem sie feststellte, dass Gesundheit nicht nur durch die Abwesenheit von
Krankheit und Gebrechen definiert ist, sondern auch durch das Vorhandensein von
korperlichem, geistigem und sozialem Wohlbefinden (76). In den letzten Jahren hat das
Interesse an der Lebensqualitdt und insbesondere der gesundheitsbezogenen
Lebensqualitat (HRQoL) in der Forschung stark zugenommen. Es gibt viele verschiedene
Auslegungen zur Bedeutung von HRQoL. Sie bezieht sich auf das individuelle
Wohlbefinden und darauf, wie Patienten ihre korperliche, emotionale und soziale
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Gesundheit wahrnehmen. Die Probanden bewerten ihre Lebensqualitat unter
Berucksichtigung ihrer Erwartungen, Normen und Ziele sowie der emotionalen,
korperlichen und sozialen Aspekte ihres Lebens, die durch eine Krankheit beeintrachtigt
werden konnten. Die Erfassung der Lebensqualitat erlaubt somit eine Bewertung des
Wohlbefindens einer bestimmten Person, einschlieBlich der individuellen Gefuhle,
Sorgen, Reaktionen und der Funktionsweise im taglichen Leben (17).

Fur die Messung der HRQoL haben sich ein allgemeiner und ein krankheitsspezifischer
Ansatz etabliert (18).

1.3.1 Lebensqualitat und psychische Erkrankungen in Patienten mit Cushing
Syndrom

Es existieren bereits eine Vielzahl an Studien, die zeigen, dass bei Patienten mit CS
durchweg eine Beeintrachtigung der Lebensqualitat besteht, sowohl vor als auch nach
der Behandlung und sowohl bei der Bewertung mit allgemeinen als auch mit
krankheitsspezifischen Fragebogen (19-21). Trotzdem konnte nachgewiesen werden,
dass die Lebensqualitat sich durch die Therapie verbessert, vor allem nach
erfolgreicher Remission. Dennoch ist sie bei vielen Patienten mit CS noch Jahre nach
Remissionseintritt beeintrachtigt, sowohl im Vergleich zu einer gesunden
Vergleichsgruppe als auch zu Patienten mit anderen Arten von
Hypophysenadenomen (22-24).

In der Kategorie der neuropsychiatrischen Erkrankungen bei Patienten mit CS werden
Depressionen und Angststorungen am haufigsten beobachtet (21, 25). Eine Erklarung
fur die kognitiven Auswirkungen ist, dass durch die langanhaltend erhohte
Cortisolkonzentration im Blut das sympathische Nervensystem dauerhaft stimuliert
wird. Es kann in der Folge ein vulnerabler Phanotyp entstehen, der neben
neurodegenerative Veranderungen im zentralen Nervensystem zu kognitiver
Beeintrachtigung sowie Hirnatrophie, vor allem im Bereich des Hippocampus, fuhren
kann (26-29). Nach einem anderen Ansatz ist das CS eine chronische Erkrankung,
die zu schweren Funktionsstorungen und zahlreichen Komorbiditaten fuhrt und die
Lebensqualitat somit verschlechtern (27). Einige der Symptome bedingen korperliche
Veranderungen, die von anderen Menschen wahrgenommen werden konnen und die

sozialen Interaktionen des Patienten stark beeintrachtigen kdnnen (30). Die jeweilige
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Therapie des CS kann auch zu Ausfallerscheinungen fuhren, die eine schlechte
Lebensqualitat begrinden konnen, zum Beispiel durch Hypophyseninsuffizienz,
Nebenniereninsuffizienz, Hypothyreose, Hypogonadismus oder
Wachstumshormonmangel (21). SchlieBlich sind die Genetik und Epigenetik nicht zu
unterschatzen, mit der auch wir uns in dieser Arbeit auseinandergesetzt haben, denn
das Cortisol entfaltet im menschlichen Korper Uber zwei Rezeptoren seine Wirkung,

den Glucocorticoidrezeptor (GR) und den Mineralocorticoidrezeptor (MR).

1.4 Die Polymorphismen des Glucocorticoidrezeptor-Gens

Das Steroidhormon Cortisol bindet an den intrazellularen GC-Rezeptor (GR), der auf dem
GR-Gen NR3C1 auf Chromosom 5q31-32 kodiert ist und wirkt so auf die Zellen im
Korper. Nach Bindung von Cortisol an den GR, translozieren diese Komplexe in den
Zellkern, binden dort an spezifische DNA-Sequenzen und modulieren die
Gentranskription. Das GR-Protein bestent aus 777 Aminosauren mit einer
Molekularmasse von 94 kD (31). Der GC-Rezeptor ist im Gehirn ubiquitar vorhanden,
wobei er im Hippocampus und anderen Teilen des limbischen Systems besonders stark
ausgepragtist (31). Es gibt einige haufige Mutationen des NR3C1 Gens, die wahrend der
DNA-Replikation entstehen und eine einzelne veranderte Base aufweisen. Diese
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) sind fur eine veranderte Rezeptorreaktion von

Cortisol verantwortlich (31).

Die GR-Polymorphismen N363S (rs56149945) und Bc/l (rs41423247) weisen eine
erhohte Empfindlichkeit gegentber Cortisol auf und werden mit einem schlechteren
Stoffwechselprofil in Verbindung gebracht (31, 32). Dieses schlechtere Stoffwechselprofil
zeigt sich in verschiedenen Studien beim SNP Bc/l beispielsweise in Veranderungen des
Stoffwechsels wie Hyperinsulinamie, hoherem Bauchfett, hoherem Body Mass Index
(BMI), hohere Leptinspiegel und eine starkere Zunahme des Korpergewichts nach einer
experimentell induzierten Uberernahrung (33-35).

Der N363S-Polymorphismus befindet sich auf Codon 363 des Exon 2 und resultiert aus
einer AAT — AGT-Nukleotidveranderung. Diese Mutation fuhrt zu einer Veranderung der

Aminosauren von Asparagin (N) zu Serin (S) (36). N363S wird unter anderem, genau wie



Bcell, mehrfach mit einem erhdhten BMI in Verbindung gebracht (36, 37). Wust et al.
zeigten Assoziationen zwischen dem N363S-Polymorphismus und einer verstarkten
Cortisolreaktion im Speichel nach psychosozialem Stress sowie einen Trend zu einer
erhohten Cortisol-Suppression nach Dexamethason auf (38). Der Bcll -Polymorphismus
besteht aus Fragmenten mit einer Lange von 2,2 kb und 3,9 kb. Entdeckt wurde er als
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP) und nach dem dort schneidenden
Restriktionsenzym Bcll benannt. Der SNP kommt durch eine C — G-Substitution
zustande und befindet sich 646 Nukleotide stromabwarts von Exon 2 (39). Der Bcll-
Polymorphismus wird, wie der ER22/23EK, mit schweren Depressionen assoziiert (40,
41). In einer kaukasischen Studienpopulation war die Haufigkeit homozygoter Trager des
Bcll-minor-Allels in der depressiven Gruppe signifikant hoher als in der gesunden
Kontrollgruppe (15,5 % vs. 9,9 %) (40). Auch in anderen Studien konnte dieses Ergebnis
bestatigt werden (42, 43). Aullerdem konnte eine Korrelation zwischen dem Bcll-
Polymorphismus und ausgepragter Fatigue, Verschlechterung der visuellen
Aufmerksamkeit und des Arbeitsgedachtnisses in Patienten mit Cushing Syndrom in
Remission festgestellt werden (44). Des Weiteren fand man eine verringerte
Knochendichte in Tragern des Bcll-Polymorphismus mit endogenem CS (45).

Im Gegensatz dazu stehen die GR-Polymorphismen ER22/23EK (rs 6189/rs6190) und
A3669G (rs6198) mit einer GR-Resistenz in Verbindung und werden mit einem besseren
Stoffwechselprofil assoziiert (32). Das bedeutet, es wurden Assoziationen zwischen dem
ER22/23EK-Polymorphismus und niedrigeren Nuchtern-Insulinspiegeln, erhohter
Insulinsensitivitat und niedrigeren Gesamt- und Low-Density-Lipoprotein (LDL)-
Cholesterinspiegeln gefunden (46).

ER22/23EK befindet sich auf Codon 22 und 23 der Transaktivierungsdoméane des GR-
Gens. Die genaue Sequenzveranderung auf DNA-Ebene lautet GAG AGG zu GAA AAG,
was auf Protein-Ebene Glutaminsaure-Arginin (E-R) zu Glutaminsaure-Lysin (E-K)
bedeutet (36, 47). Van Rossum et al. zeigte des Weiteren, dass in einer niederlandischen
Kohorte mit iber 55-jahrigen Menschen Demenz und Lasionen der weil’en Substanz bei
Tragern des Polymorphismus ER22/23EK seltener auftreten (48). Daruber hinaus fanden
sie heraus, dass Trager dieses Polymorphismus eine bessere kognitive Leistung in
Schnelligkeitsaufgaben aufwiesen. In  Ubereinstimmung mit einer mdglichen
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verminderten GC-Wirkung auf das Hirngewebe oder das Gefallsystem aufgrund einer
verringerten GR-Aktivitat zeigten ER22/23EK-Trager auch eine geringere Progression
subkortikaler Lasionen (48). Es gibt ebenfalls Studien Uber Korrelationen zwischen dem
ER22/23EK-Polymorphismus und dem Auftreten von Depressionen. In einer Kohorte aus
depressiven Patienten wurde eine hohere Anfalligkeit fur die wiederholte Entwicklung
einer schweren depressiven Episode mit dem Vorhandensein des ER22/23EK-
Polymorphismus in Verbindung gebracht und Trager dieses Polymorphismus sprachen
schneller auf eine antidepressive Behandlung an (40). Van West et al. beschrieben
ebenfalls ein hoheres Aufkommen des ER22/23EK-Polymorphismus in einer
schwedischen Gruppe von Patienten mit Depression (49).

Der GR-Polymorphismus A3669G ist eine GR-Variante im Exon 9B (50). Trotz des
gunstigeren Stoffwechselprofils konnte das Vorhandensein von A3669G in der
Allgemeinbevolkerung mit erhohten Entzindungsparametern und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen in Verbindung gebracht werden (51, 52). Konkret bedeutet das, dass
Personen, die homozygot fur den Haplotyp 3 sind ein mehr als zweifach erhdhtes Risiko
fur einen Herzinfarkt und ein fast dreifach erhohtes Risiko fur eine koronare Herzkrankheit
im Vergleich zu nicht homozygoten Personen aufwiesen. Aufierdem waren ihre Werte fur
das C-reaktive Protein und Interleukin 6 hoher, und die Karotis-Intima-Media war dicker
(52). Bei Patienten mit CS hat eine Studie aus dem Jahr 2012 gezeigt, dass die Haufigkeit
von Diabetes mellitus Typ 2 bei Patienten mit dem GR-Polymorphismus A3669G geringer
ist als beim Wildtyp (19 vs. 68 %, P<0,05), trotz erhdhter Cortisolspiegel im Serum am
Morgen und in der Nacht (50). Mdller et al. konnten in ihrer Studie den Einfluss des SNPs
A3669G auf die Muskelkraft in CS-Patienten aufzeigen (53) und kamen zu dem Schluss:
»1rager des mutierten Allels wiesen eine starkere Griffkraft beider Hande auf, als Trager
des Wildtyp-Allels (dominante Hand: 99 vs. 89 %, p = 0,013; nicht-dominante Hand: 105
vs. 91 %, p = 0,032)" (53).



1.5 Fragestellung / Aufbau der Arbeit

Viele Studien haben gezeigt, dass Patienten mit CS auch mehrere Jahre nach
erfolgreicher Therapie noch eine schlechtere Lebensqualitat angeben als eine gesunde
Kontrollgruppe (54-56).

~Warum manche Menschen unter &hnlich widrigen Bedingungen erfolgreich sind und
andere zusammenbrechen, ist eine zentrale Frage in der Neuroendokrinologie der
stressbedingten Psychopathologie®, schreiben DeRjik et al. in seinem Review uber GR-
Polymorphismen (57). Durch unsere Studie sollen die interindividuellen Unterschiede in
CS Patienten und deren Krankheitsverlaufen besser verstanden werden. Wir haben uns
die Frage gestellt, wie es sein kann, dass ein Patient sich, trotz biochemischer und
klinischer Remission, psychisch nicht stabilisiert und weiterhin unter einer
eingeschrankten Lebensqualitat leidet, wahrend ein anderer Patient sich deutlich
schneller nach Remissionseintritt erholt. Auch die Varianz in Hinblick auf das Ausmal}
der psychischen Beeintrachtigung ist bisher nicht hinreichend verstanden worden.
Daher ist das Ziel unserer Studie einen moglichen Zusammenhang zwischen GR-
Polymorphismen  und  psychischen  Erkrankungen  beziehungsweise einer
eingeschrankten Lebensqualitat bei Patienten mit endogenem CS zu untersuchen.



2. METHODIK

2.1 Patientenkohorte und Forschungsdesign

Im Rahmen dieser Arbeit fiUhrten wir eine multizentrische Studie innerhalb des deutschen
Cushing Registers ,Custodes® durch und konnten insgesamt 331 Patienten mit
endogenem CS aus den Studienzentren Munchen, Wurzburg und Berlin, rekrutieren
(LMU Munchen (n = 207); Universitatsklinikum Wurzburg (n = 73), Endokrinologie in
Charlottenburg, Berlin (n = 51)).

,Custodes® wurde 2012 von der Sektion Nebenniere der Deutschen Gesellschaft fur
Endokrinologie (DGE) gemeinsam mit Prof. Dr. Martin Reincke (LMU Munchen)
gegrundet. Durch die Else Kroner-Fresenius-Stiftung erhalt das Register seit 2013
Forderungen in Form von Personal, Investitionen und Sachmitteln. Ziel ist es, moglichst
vollstandige Krankheitsverlaufe der Patienten zu dokumentieren, um Diagnostik,
Therapie und Ausgang des CS durch Studien zu erforschen und zu optimieren. Unter
den teilnehmenden Zentren sind die Universitatskliniken Minchen, Wurzburg, Tubingen,
Dusseldorf, Dresden, Charité Berlin, Erlangen, sowie die Endokrinologischen
Schwerpunktpraxen Prof. Dr. Marcus Quinkler in Berlin und Prof. Dr. Michael Droste in
Oldenburg.

Die Patientendaten werden pseudonymisiert in einer Datenbank erfasst. Bei
nachgewiesenem CS werden auch nach Remissionseintritt Symptome und Therapie
durch Nachsorgeuntersuchungen, die mindestens jahrlich durchgefuhrt werden, weiter
dokumentiert, um auch hier Unterschiede im Krankheitsverlauf festhalten und
untersuchen zu konnen.

Das Protokoll wurde von den Ethik-Kommissionen der beteiligten Zentren genehmigt
(Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen Projekt-Nr. 152-10; Ethik-Kommission der
Berliner Arztekammer Eth-S-Q/14, Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat
Wirzburg Zeichen 85/12). Alle Patienten haben eine schriftliche Einverstandniserklarung
abgegeben. Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki
durchgefuhrt.

Fur die vorliegende Studie wurden Patienten mit ektopen oder exogenem CS sowie
Patienten mit Nebennierenrindenkarzinom (ACC) ausgeschlossen. Wir haben
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Patientendaten im Zeitraum zwischen 2012 und 2020 verwendet. Es sind sowohl
Patienten mit erstdiagnostiziertem, als auch mit rezidivierendem CS, sowie kurzlich
operierte Patienten (Remission < 2 Jahre) und Patienten in bereits langjahriger
Remission (Remission > 2 Jahre) in unsere Studie eingeschlossen worden (Gesamtzahl
n=331). 36 der 331 oben genannten Patienten wurden wegen fehlender oder
unvollstandig  ausgefullter  Fragebogen  ausgeschlossen. Als  feststehende
Einschlusskriterien musste bei allen Patienten eine Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-
Vollblut-Probe zur Genotypisierung abgenommen worden sein und mindestens ein
Fragebogen zur Lebensqualitat vollstandig ausgefullt vorliegen. Mit 295 Patienten haben
wir eine Querschnittsstudie durchgefuhrt. Davon sind 81 Patienten mit einem floriden CS
inkludiert worden und 214 Patienten in Remission. DarUber hinaus fuhrten wir eine
Langsschnittstudie mit 120 Patienten aus der ursprunglichen Kohorte durch, die sowohl
zu Registereintritt (81 mit floridem CS, 39 in Remission) als auch nach 1,5 + 0,9 Jahren
bei der Nachsorgeuntersuchung (18 Patienten mit noch floridem CS, 102 in Remission)
betrachtet wurden. In der Langsschnittstudie konzentrierten wir uns auf die Patienten mit
floridem CS bei Registereintritt und Remission bei Follow-up (n=63).
Wir sind von einem CS in Remission ausgegangen, wenn die biochemischen Tests (siehe
2.2) im Normbereich lagen oder eine bilaterale Adrenalektomie durchgefuhrt worden war.
Bei bestehendem Hypercortisolismus ordneten wir die Patienten der Gruppe ,florides CS*

hinzu.

2.2 Einteilung in florides Cushing Syndrom und Remission

Um die Diagnose eines CS zu stellen und die biochemische Remission nach der
Operation zu sichern, fuhrten wir gemaly den aktuellen Leitlinien ein standardisiertes
biochemisches Screening durch, welches die Cortisolmessung im Mitternachtsspeichel,
die Messung des freien Cortisols im 24-Stunden-Urin (24h-UFC) und die des
Serumcortisols nach Gabe von 1 mg Dexamethason (1 mg-DST) beinhaltet (12).
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2.3 Genotypisierung der Einzelnukleotid-Polymorphismen
2.3.1 DNA-Extraktion

Die genetische Analyse wurde wie zuvor von Muller et al. beschrieben durchgefuhrt (53).
Im Rahmen unserer Studie untersuchten wir, nach Protokoll des Herstellers, eine 200 pl
EDTA-Vollblut-Probe eines jeden Patienten auf Bell, N363s, A3669G und ER22/23EK,
vier verschiedene Glucocorticoid-Rezeptor-Polymorphismen. Daflr extrahierten wir die
DNA mit Hilfe des QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) aus
peripheren Leukozyten. Das endgultige Eluat enthielt gerundet 6 yg DNA in 200 pl AE-
Puffer, was einem durchschnittichen DNA-Gehalt von 30 ng/pl entspricht. Die isolierte
DNA validierten wir, indem wir stichprobenartig ein Nano-Drop Microvolume
Spectrophotometer (Thermofisher Scientific, Waltham, Massachussetts, USA)
verwendeten, welches das Wellenlangenverhaltnis 280nm:260nm aufwies, und auf eine
DNA-Konzentration von 30 ng/pl eingestellt war.

2.3.2 Konventionelle Polymerasekettenreaktion (PCR)

An die oben beschriebene DNA-Extraktion schloss sich eine konventionelle PCR als
Vorbereitung auf das in Unterpunkt 2.3.3 beschriebene Verfahren Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus (RFLP) zur Genotypisierung der GR-Polymophismen Bcll,
N363S und ER22/23EK an. Die konventionelle PCR dient dazu, den DNA-Abschnitt, auf
dem die gesuchten Punktmutationen liegen, zu amplifizieren. Fur jeden Polymorphismus
habe ich jeweils zwei gegenlaufige Primer verwendet. Diese Verfahren fuhrte ich nach
dem von Miuller et al. modifizierten und zuvor von Trementino et al. beschriebenen
Protokoll durch (50, 53). Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze (10 ul ) fur die
PCR sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur Durchflihrung der konventionellen

PCR, Quelle: Eigene Darstellung Lara Feldkamp

Reaktionsansatz Volumen | Konzentration
5X Green GoTaq® Reaction Buffer 1 ul 0,5-fach

MgClz Losung (25mM, Magnesiumchlorid) 0,8 ul

dNTP-Mix (10mM, Desoxyribonukleosidtriphosphat-Mix) | 0,2 pl 10 mM je dNTP
Vorwiartsprimer 0,2 ul 0,1 uM
Riickwiartsprimer 0,2 ul 0,1 uM

GoTaq® DNA Polymerase (5u/pl) 0,05 pl 1,25 U
DNA-Probe 1 ul 30 ng/pl
Nuklease-freies Wasser 6,55 pl

Das PCR-Regime, mit dem die DNA anschlieBend amplifiziert wurde, setzte sich aus
einer anfanglichen Denaturierung bei 94°C fur 4 Minuten, 35 Zyklen mit Denaturierung
bei 94°C fur 30 Sekunden, spezifischer Primerhybridisierung bei 55°C fur Bcll, 58°C fur
N363S und 56°C fur ER22/23EK fur 30 Sekunden, einer Kettenelongation bei 72°C fur
30 Sekunden und einer abschlielenden Elongation bei 72°C fur 7 Minuten zusammen.
Durchgefuhrt wurde die PCR mit einem Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland). Fur den Nachweis des Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) Bcll
wurden der Vorwartsprimer 5-TGCTGCCTTATTTGTAAATTCGT-3' und der
Ruckwartsprimer 5'-AAGCTTAACAATTTTGGCCATC-3' verwendet, was zu einem PCR-
Fragment mit einer Lange von 335 Basen fuhrte. Fur den SNP ER22/23EK wurden der
Vorwartsprimer 5'-CGGAGTTAACTAAAAGGTTC-3' und der Ruckwartsprimer 5'-
GGGTTTTATAGAAGTCCATC-3' verwendet, was zu einem PCR-Fragment mit einer
Lange von 225 Basen fuhrte. Zur Bestimmung des N363S-Polymorphismus wurde DNA
mit dem Vorwartsprimer 5'-AGTACCTCTGGAGGACAGAT-3' und dem Ruckwartsprimer
5-TACCATTCTTAAGAAACAGA-3' amplifiziert, was zu einem PCR-Fragment mit einer
Lange von 248 Basen fuhrte. Alle Proben wurden mindestens zweimal analysiert.
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2.3.3 Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus

Die nachfolgende Hydrolyse im Rahmen der RFLP fuhrten wir mit dem Thermomixer
5436 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) durch. Dabei wurde die zuvor vervielfachte
DNA mit jeweils vier Einheiten der Restriktionsenzyme Bcll, (fur Bcll), Mnll (far
ER22/23EK) und MIuCl (fur N363S) von New England Biolabs (Ipswich, MA, US)
hydrolysiert. Die Temperatur der Hydrolyse beim Bcll Polymorphismus betrug 50°C und
ich verwendete den 3.1 Puffer. N363S und ERZ22/23EK wurden bei 37°C unter
Verwendung des CutSmart Puffers hydrolysiert. Das Volumen der Ansatze betrug
insgesamt 20 ul, 3 yl PCR-Produkt, die genannten Restriktionsenzyme, spezifische
Puffer und Nuklease-freies Wasser. Restriktionsenzyme, auch
Restriktionsendonukleasen oder Endonukleasen, sind Enzyme, die eine bestimmte DNA-
Sequenz spezifisch erkennen und schneiden kdnnen. Das lasst sich nutzen, um die DNA
auf die SNPs Bcll, N363S und ER22/23EK zu untersuchen. Die Endonukleasen
hydrolysieren den Wildtyp und erhalten wiederum jene DNA-Fragmente, die das mutierte
Allel tragen, in ihrer Ausgangsform.

2.3.4 Agarose-Gelektrophorese

Zum Abschluss erfolgte eine Gelelektrophorese. Dieses Verfahren ermoglicht es, die
DNA-Fragmente aus den vorangegangenen Schritten in Banden darzustellen und so,
anhand deren Anzahl und Grofde, den Genotyp der analysierten Proben zu erkennen.
Die Zusammensetzung des Agarosegels wird in Tabelle 2 gezeigt.

Als Molekulargewichtsstandard wurde eine DNA Low Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad,
USA) fur den Polymorphismus Bcll und eine Low Range DNA Ladder (Jena Bioscience,
Jena, Germany) fur die SNPs N363S und ER22/23EK verwendet. Die Gelelektrophorese
erfolgte bei 100 Volt in einem MGU-302 (C.B.S. Scientific Co., Del Mar, CA, USA). Die
anschliel3ende Visualisierung erfolgte mit einem Typhoon 8600 Variable Mode Imager
(Amersham Biosciences, Little Chalfon Buckin-ghamshire, UK).

Wie unter 2.3.2 beschrieben, entsteht bei SNP Bcll im Rahmen der PCR ein DNA-
Fragment mit einer Lange von 335 Basenpaaren (bp). Liegt eine Punktmutation

homozygot, also nur auf einem Chromosom vor, wird die DNA nicht hydrolysiert und es
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erscheint eine Bande bei 335 bp Lange. Befindet sich die Mutation auf beiden homologen
Chromosomen, spricht man von einer Heterozygotie und es stellen sich drei Banden bei
114, 221 und 335 bp dar. Ebenfalls im Unterpunkt 2.3.2 wurde erklart, dass die
Restriktionsenzyme nur den Wildtyp hydrolysieren. Dies geschieht dann, wenn die DNA
auf beiden homologen Chromosomen als Wildtyp vorliegt. In der Elektrophorese zeigen
sich folglich zwei Banden, eine bei 114 bp und eine bei 221 bp Lange (siehe Abbildung

1).

Tabelle 2: Zusammensetzung des Agarosegels zur Durchfihrung einer Agarose-

Gelelektrophorese. Quelle: Eigene Darstellung Lara Feldkamp

Bcell N363S ER22/23EK
0,6 g Agarose 0,8 g Agarose 1,2 g Agarose
40 ml TBE-Puffer (TRIS (Tris- | 40 ml TBE-Puffer 40 ml TBE-Puffer

(hydroxymethyl)-aminomethan)-
Borat-EDTA-Puffer)

2 yl SYBR-Safe 2 yl SYBR-Safe 2 yl SYBR-Safe

M21 M22 M23 M24 M25 M26 M27 M28 M29 M30 M31 M32 M33 M34

-

2000 bp

1200bp\
800bp\\= :
400 bp 2% ]
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Abbildung 1: SNP Bcll: Gelelektrophorese der vervielfachten und hydrolysierten DNA.

M21-M34 stellen die Pseudonyme der Patientenproben dar. In der 1. Und 16. Sparte wurde die
DNA Low Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, USA) aufgetragen. Trager des Wildtyp-Allels
zeigen Banden bei 114 und 221 Basenpaaren (M27 (im Verlauf erneut Gberprift), M30, M32,
M33). Heterozygote Trager des mutierten Allels zeigen Banden bei 114, 221 und 335
Basenpaaren (M21-M24, M26, M29, M31). Homozygote Trager des mutierten Allels zeigen eine
Bande bei 335 Basenpaaren (M25, M28, M34). Quelle: Eigene Abbildung Lara Feldkamp
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Abbildung 2a: SNP N363S: Gelelektrophorese der vervielfachten und hydrolysierten DNA.

2a: Wi42-44, Wi46 und 48 sowie Wi50-56 stellen die Pseudonyme der Patientenproben dar. In
der 1. Sparte wurde eine Low Range DNA Ladder (Jena Bioscience, Jena, Germany)
aufgetragen. Trager des Wildtyp-Allels zeigen Banden bei 95 und 134 Basenpaaren (Wu42,
W044-Wi56). Heterozygote Trager des mutierten Allels zeigen Banden bei 95, 134 und 153
Basenpaaren (W143). Homozygote Trager des mutierten Allels zeigen Banden bei 95 und 153
Basenpaaren (M25 in Abbildung 2b).
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Abbildung 2b: SNP N363S: Gelelektrophorese der vervielfachten und hydrolysierten DNA.
M5-M28 stellen die Pseudonyme der Patientenproben dar. In der 1. Sparte wurde eine Low
Range DNA Ladder (Jena Bioscience, Jena, Germany) aufgetragen. Homozygote Trager des
mutierten Allels zeigen Banden bei 95 und 153 Basenpaaren (M25). Quelle: Eigene Abbildung
Lara Feldkamp
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Abbildung 3a: SNP ER22/23EK: Gelelektrophorese der vervielfachten und hydrolysierten DNA.
B1-B12 stellen die Pseudonyme der Patientenproben dar. In der 1. Sparte wurde eine Low Range
DNA Ladder (Jena Bioscience, Jena, Germany) aufgetragen. Trager des Wildtyp-Allels zeigen
Banden bei 38, 44 und 143 Basenpaaren (B1-B11). Heterozygote Trager des mutierten Allels
zeigen Banden bei (38, 44) 143 und 187 Basenpaaren (Abbildung 3b). Homozygote Trager des
mutierten Allels wurden in unserer Studie nicht gefunden. Quelle: Eigene Abbildung Lara
Feldkamp
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Abbildung 3b: SNP ER22/23EK: Gelelektrophorese der vervielfachten und hydrolysierten DNA.
W15-Wu27 stellen die Pseudonyme der Patientenproben dar. In der 1. Sparte wurde eine Low
Range DNA Ladder (Jena Bioscience, Jena, Germany) aufgetragen. Trager des Wildtyp-Allels
zeigen Banden bei 38, 44 und 143 Basenpaaren (Wu15-Wu21, Wu23-Wi27). Heterozygote
Trager des mutierten Allels zeigen Banden bei (38, 44) 143 und 187 Basenpaaren (Wi22).
Homozygote Trager des mutierten Allels wurden in unserer Studie nicht gefunden. Quelle: Eigene
Abbildung Lara Feldkamp

2.3.5 Duplex-Real-Time TagMan Polymerase-Kettenreaktion

Fur die Genotypisierung des SNP A3669G wurde eine Real-Time PCR unter
Verwendung des von Thermofisher Scientific entwickelten TagMan® SNP Genotyping
Assays der ID C__ 8951023_10 (applied Biosystems by Life Technologies Corporation,
Carlsbad, Kalifornien, USA) durchgefuhrt. Der von uns verwendete Ansatz hatte ein
Volumen von 22,5ul und beinhaltete 50ng genomischer DNA, 12,5 yl TagMan MasterMix,
0,625 pl Assay, 0,625 pl TE-Puffer und 8,75 ul Nuklease-freies Wasser. Welche Probe
welchem Genotyp entspricht wurde anschlieRend durch die post PCR-read allelic
discrimination plot Analyse mit Hilfe von Fluoreszenzsignalen von unterschiedlichen
Farbstoffen visualisiert. Die DNA wurde mit einem Thermocycler von BioRad, CFX96
Touch Deep Well Real-Time PCR Detection System unter den folgenden Bedingungen
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amplifiziert: initiale Denaturierung bei 95°C fur zehn Minuten, anschliefend 40 Zyklen
Denaturierung bei 95°C fur 15 Sekunden, zum Schluss Annealing bei 60°C fur eine
Minute.

Durch die zeitgleiche Amplifikation und Detektion von spezifischen DNA-Sequenzen
unterscheidet sich die Real-Time PCR von der konventionellen PCR. Es gibt
verschiedene Verfahren, mit deren Hilfe die Quantitat der vervielfaltigten DNA-Matrizen
direkt ausgewertet werden konnen. In dieser Studie verwendeten wir das TagMan™
System, welches neben der Polymeraseaktivitat auf der 5'-3' Exonucleaseaktivitat der
Taqg-DNA-Polymerase basiert_ (74). Aulerdem nutzten wir einen Quencher zur
Fluoreszenzausloschung, um ein durchgehendes Leuchten der PCR-Fragmente zu
verhindern. Das Quencher-Molekul Ubernimmt die Energie des angeregten
fluoreszierenden Farbstoffes, sodass erst einmal keine Emission des ersten
fluoreszierenden Molekduls stattfindet. Im Verlauf wird dann das Fluoreszenzmolekul vom
Quencher getrennt und die spezifische Fluoreszenz kann bei bestimmter Wellenlange
gemessen werden (58). Diese Trennung erfolgt durch die Exonucleaseaktivitat der Tag-
DNA-Polymerase. In unserer Studie verwendeten wir neben zwei spezifischen Primern
zwei TagMan Sonden, die am 3'-Ende ein fluoreszierendes Farbstoff-Molekul und am 5°-
Ende besagten Quencher tragen. Beim Wildtyp-Allel handelt es sich um den FAM™
Farbstoff (=6-Carboxyfluorescein) und beim mutierten Allel um den VIC® Farbstoff (=2'-
Chloro-7'phenyl-1,4-dichloro-6-carboxy-fluorescein). Diese unterschiedlichen
Fluoreszenzmolekule werden zur Detektion der DNA-Sequenzen verwendet. Sie werden
wahrend des Prozesses durch kurzwelligeres Licht angeregt und als Reaktion emittieren
sie hoherwelliges Licht. Diese Strahlung wird in jedem abgelaufenen Zyklus der PCR
abgelesen und die Intensitdt der Fluoreszenz analysiert (74). Uber die
Wellenlangenfrequenz kann festgestellt werden, welche TagMan-Sonde an die DNA
gebunden hat und um welchen Genotyp es sich bei der untersuchten Probe handelt.
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Abbildung 4: Amplifikationskurven der Fluoreszenz-Signale einer Duplex-Real-Time TagMan
PCR (Polymerase-Kettenreaktion). FAM™ (Wildtyp-Allel) als blauer Graph und VIC® (mutiertes
Allel) als gruner Graph in RFU (,relative fluorescent units®, relative Fluoreszenz-Einheiten)

dargestellt. Quelle: Eigene Abbildung Lara Feldkamp

2.3.6 Gruppeneinteilung der Patienten nach Genotypen

In unserer longitudinalen Betrachtung haben wir uns dazu entschlossen, aufgrund der
geringen Anzahl von Patienten mit einem mutierten Allel, vor allem der SNPs ER22/23EK
und N363S, zwei Gruppen mit entweder hoher (Gruppe "hoch": Minor-Allel fir N363S
und Bcll; n=22) oder niedriger (Gruppe "niedrig": Minor-Allel fir ER22/23EK und A3669G,;
n=8) GR-Sensitivitat zu bilden (Tabelle 3). Tabelle 7 im Ergebnisteil zeigt die Allel-
Haufigkeiten in unserer Patientenkohorte. In dieser Studie haben wir uns nicht mit
Haplotypen, bei denen mehrere SNPs in einem Genotyp kombiniert auftreten, befasst.
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Tabelle 3: Gruppe 1 mit N363S und Bcll -Polymorphismus, die eine erhdhte GR-Sensitivitat
aufweisen und Gruppe 2 mit ER22/23EK und A3669G und einer niedrigeren GR-Sensitivitat. Rot
sind die jeweils in einzelnen Analysen betrachteten mutierten SNPs, griin die Wildtyp SNPs.
Quelle: Eigene Darstellung Lara Feldkamp

2.4 Fragebogen zur Erfassung der Lebensqualitat

Die von uns verwendeten Fragebdgen zur Erfassung der Lebensqualitat sind zu einem
Teil krankheitsspezifisch (CushingQoL (59) und Tuebingen CD-25 (60)) und zum anderen
Teil allgemein gesundheitsbezogen (SF-36 Health Survey (61)). In allen drei Fragebdgen
kénnen die Werte von null bis 100 reichen. Im SF-36 und im CushingQoL deuten héhere
Werte auf eine bessere Lebensqualitat hin, wahrend fir den Tubinger CD-25 das
Gegenteil zutrifft.



Beim SF-36 handelt es sich um einen allgemeinen, subjektiven Gesundheitsfragebogen
zur Erfassung der Lebensqualitat (61, 62). Der Fragebogen erfasst neben dem
psychischen Zustand, inklusive Depression und Angst, auch die Funktionsfahigkeit im
Rahmen normaler sozialer Aktivitaten oder zum Beispiel korperliche Schmerzen. Er setzt
sich aus acht Themenbereichen mit jeweils unterschiedlich vielen Fragen zusammen.
Darunter fallen:

1) korperliche Funktionsfahigkeit (zehn Fragen)

2) korperliche Rollenfunktion (vier Fragen)

3) korperliche Schmerzen (zwei Fragen)

4) allgemeine Gesundheitswahrnehmung (funf Fragen)

5) Vitalitat (vier Fragen)

6) soziale Funktionsfahigkeit (zwei Fragen)

7) emotionale Rollenfunktion (drei Fragen)

8) psychisches Wohlbefinden (funf Fragen)
Die Fragen werden zusammengerechnet und es entstehen acht Dimensionen mit Werten
von null bis 100. Wie oben erwahnt weisen hohere Werte auf einen besseren
Gesundheitszustand hin. Die Daten, die uns aus Berlin, Wurzburg und Munchen hier zur
Verfugung standen, umfassten die Punktwerte jeder der acht Teilbereiche.

Der Cushing QoL Fragebogen ist krankheitsspezifisch und wurde in 16 Sprachen
Ubersetzt und jeweils kulturell angepasst. Cushing QoL ist einfach auszufullen und wurde
auf Umsetzbarkeit und gute psychometrische Eigenschaften in Bezug auf Validitat und
Aussagekraft getestet (59).
Der Fragebogen setzt sich aus zwolf Fragen zusammen:

1) Ich habe Schlafstérungen (ich wache nachts auf, kann lange nicht einschlafen,

etc.).

2) Ich habe Schmerzen, die es mir unmoglich machen, ein normales Leben zu
fuhren.
Verletzungen heilen nur langsam.
Ich bekomme leicht blaue Flecken.
Ich bin leicht reizbar, habe Stimmungswechsel und rege mich plotzlich auf.
Ich habe weniger Selbstvertrauen, fihle mich unsicherer.
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7) Ich habe weniger Lust, auszugehen oder mich mit Freunden oder Verwandten
zu treffen.
8) Wegen meiner Krankheit habe ich meine privaten Beschaftigungen und meine
Freizeitaktivitaten einstellen missen.
9) Meine Krankheit beeintrachtigt meine Alltagsaktivitaten wie Arbeiten oder
Lernen.
10) Ich bin vergesslicher geworden.
11) Mein verandertes Aussehen aufgrund meiner Krankheit bereitet mir Sorgen.
12) Ich mache mir Sorgen um meine zukunftige Gesundheit.
Die Patientenantworten wurden mit 1 bis 5 Punkten bewertet, wobei "1" fur "Immer" oder
"Sehr viel" und "5" fur "Nie" oder "Gar nicht" steht. Der Effekt auf die HRQoL ist bei
niedrigen Werten umso grofRer. 12 Punkte ergeben dabei die geringste HRQoL und 60
Punkte die hochste HRQoL. Das Ergebnis kann nur verwertet werden, wenn hochstens
25 % der Fragen nicht beantwortet wurden. In einem nachsten Schritt kbnnen die
Punktwerte (12-60 Punkte) in einen Wert zwischen null und 100 umgerechnet werden
(Formel: Y=(X)-min(max-min)x100), um so die Werte zu standardisieren und die
Auswertung zu erleichtern. Null ist, wie weiter oben bereits erwahnt, die schlechteste
HRQoL und 100 die beste HRQoL (63). Im ,Custodes® Register wurden die

Subkategorien nicht einzeln betrachtet, sondern nur als eine Endsumme.

Der Fragebogen Tuebingen CD-25 ist ebenfalls spezifisch fur das CS und ermoglicht die
Unterscheidung zwischen sechs Teilbereichen der HRQoL beim CS. Er ist einfach zu
handhaben und bietet alters- und geschlechtsnormierte Referenzen (60). Die
Teilbereiche setzten sich aus folgenden Punkten zusammen:

1) Depression

2) Sexuelle Aktivitét

3) Umwelt

4) Essverhalten

5) Koérperliche Belastbarkeit

6) Kognitive Leistungsféhigkeit
Die einzelnen Fragen beginnen alle mit ,Wegen meiner Cushing Erkrankung...“. Die
Skala der Antwortmoglichkeiten geht von eins bis vier, wobei ,,1“ fur ,stimmt niemals® und

23



LAY fur ,stimmt immer® steht. Es wurde festgelegt, dass der Gesamtwert jedes
Teilbereichs mindestens null und hochstens 100 betragt, wobei hohere Werte eine
geringere Lebensqualitat bedeuten. Die einzelnen Fragen (1-4 Punkte) werden
zusammengerechnet und ergeben einen Punktwert pro Kategorie. Dieser Punktwert wird

ebenfalls mithilfe einer Formel umgerechnet, um Werte von null bis 100 zu generieren.

2.4 1 Weitere klinische und laborchemische Daten

Die biochemischen Tests wurden wie bereits in unserer Publikation beschrieben
durchgefuhrt (53, 64, 65). Die Messung von Serum-Cortisol und Plasma-ACTH erfolgte
mit Festphasen-Antigen-gebundener Technik (Cortisol: Liaison®, DiaSorin, Saluggia,
Italien) und Chemilumineszenz-Immunoassays (ACTH mit Liaison®, DiaSorin; ACTH und
Cortisol mit IMMULITE®, Siemens, Deutschland). Die Intra- und Inter-Assay-
Variationskoeffizienten lagen unter 5 % und 7 % (Cortisol) bzw. unter 13 % (ACTH). Das
freie Cortisol im Urin wurde mit einem Chemilumineszenz-lImmunoassay (ADVIA
Centaur®, Siemens) oder einem Radioimmunoassay (Beckman Coulter) mit Intra- und
Inter-Assay-Variationskoeffizienten von unter 7 % analysiert. Speichelcortisol wurde mit
einem Lumineszenz-Immunoassay (IBL, Hamburg, Deutschland) gemessen, wobei die

Intra- und Inter-Assay-Koeffizienten unter 9 % bzw. 6 % lagen.

Die klinischen und biochemischen Merkmale unserer CS-Patientenkohorte mit GR-
Analyse und mindestens einem ausgefullten Fragebogen sind in Tabelle 4 im Ergebnisteil
dargestellt. Zur naheren Charakterisierung unserer Kohorte haben wir des Weiteren den
CS Subtypen, in dem Fall adrenal und hypophysar, erhoben. In den Fragebdgen nicht
erfasste Daten zu Komorbiditaten, Medikamenten und dem bisherigen Krankheitsverlauf
wurden anamnestisch erfragt. Daruber hinaus generierten wir Parameter wie Puls und
Blutdruck, Geschlecht, Alter, Korpergewicht, KorpergroRe, Oberarm-, HuUft- und
Taillenumfang und den BMI. AuRerdem bestimmten wir einige Laborwerte, darunter
Natrium, Kalium, Retentionsparameter, Glucose und HbA1c, Triglyzeride, Cholesterol,
HDL, LDL, TSH und 25-OH-Vitamin D3.

24



2.5 Statistik

FUr die statistische Analyse wurde die Software IBM SPSS Statistics 27 verwendet. Die
Normalverteilung haben wir mit dem Shapiro-Wilks-Test (p > 0,05) Uberpriuft und die
Ergebnisse als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Nicht-normalverteilte
Werte habe wir mit Median und Spannbreite dargestellt. Die Daten in der
Querschnittsanalyse wurden bei Normalverteilung durch einen ungepaarten t-Test und
bei nicht-normalverteilten Daten durch den Mann-Whitney-U-Test und y2- oder Kruskal-
Wallis-Test fur kategoriale Zahlen ermittelt. Um den Zeitraum zwischen Registereintritt
und Follow-up im Rahmen der Langsschnittstudie zu analysieren habe ich den gepaarten
t-Test oder, fur kontinuierliche Daten, den Wilcoxon signed-rank-test und fur kategorische
Zahlen den McNemar-Test angewandt. Ein P-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen.

3. ERGEBNISSE

3.1 Allgemeine Charakterisierung der Patienten-Kohorte

Die klinischen und biochemischen Charakteristika aller CS-Patienten unserer Kohorte
unterteilten wir in einer ersten Analyse in Patienten mit aktivem CS (n=81) und Patienten
in Remission (n=214) mit vorhandener GR-Analyse und mindestens einem ausgefullten
Fragebogen. Diese Untersuchung ist in Tabelle 4 dargestellt. Es zeigte sich, dass CS-
Patienten in Remission deutlich niedrigere systolische und diastolische Blutdruckwerte
aufweisen (systolisch: 135 vs. 124 mmHg, p<0,000; diastolisch: 84,6 vs. 80,4 mmHg,
p<0,000) und haufiger normotensiv sind als Patienten, die sich in der aktiven
Krankheitsphase befinden (Hypertension: 71,6 % vs. 46,8 %, p<0,000). Auch das
Verhaltnis von Taille zu Hufte (Waist-to-hip-ratio: 0,94 vs. 0,89, p<0,002) und Taille zu
Arm (Waist-to-arm-ratio: 3,41 vs. 3,14, p<0,002), der Plasmaglukose- (97 mg/dl vs. 89
mg/dl, p<0,000) und HbA1c-Wert (5,9 % vs. 5,0 %, p<0,001) sowie die Diagnose eines
Diabetes mellitus (34,2 % vs. 18,4 %, p<0,007) waren bei Patienten mit CS in Remission
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signifikant niedriger als bei Patienten mit aktivem CS (Tabl. 4). Der TSH-Wert nimmt
dagegen zu (1,09 vs. 1,63, p<0,008).

Die Hydrocortison-Ersatztherapie kann einen nicht zu vernachlassigenden Einfluss auf
die Lebensqualitat bei CS-Patienten in Remission haben, demnach korrelierten wir die
Lebensqualitat bei dieser Patientengruppe mit der Einnahme von Hydrocortison in
Tabelle 5. Wir konnten keinen Unterschied in den ausgewerteten Antworten der
Fragebogen SF-36-, CushingQolL- oder Tubinger CD-25 zwischen CS-Patienten in
Remission ohne und mit Hydrocortisonsubstitution feststellen.

Patienten mit CS in Remission zeigten ebenfalls einen besseren subjektiven
Gesundheitszustand in den Unterkategorien des SF-36-Fragebogens, ,physical
functioning® (60 vs. 75, p=0,000) und ,social functioning“ (62,5 vs. 75, p=0,011), ,role
physical“ (25 vs. 75, p=0,006), ,bodily pain“ (44,5 vs. 67, p=0,005) und ,Vitality“ (36,3 vs.
42,5, p=0,004) im Vergleich zu Patienten mit aktivem CS (Tabelle 4). Auch der
CushingQoL zeigte einen signifikant hoheren Wert bei Patienten in Remission als bei
aktivem CS (44 vs. 54, p=0,007) (Tabelle 4). Der Tubinger CD-25-Gesamtscore
unterschied sich nicht signifikant zwischen CS in Remission und Patienten mit aktivem
CS (31 vs. 27, p=0,627).

Tabelle 4: Klinische und biochemische Charakteristika von Patienten mit aktivem (n=81) und
geheiltem (n=214) endogenem Cushing-Syndrom (CS). Normal verteilte Werte sind als Mittelwert
t+ Standardabweichung angegeben. Nicht-normalverteilte Werte werden als Median mit
Spannweite angegeben. P < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen Quelle: Feldkamp
L. et al. 2023 (64).
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Tabelle 5: Klinische Charakteristika und Lebensqualitdt (QoL) von Patienten in Remission
(n=214) nach endogenem Cushing-Syndrom (CS) mit oder ohne Hydrocortison-
Hormonersatztherapie. Normalverteilte Werte werden als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben. Nicht-normalverteilte Werte werden als Median mit Spannweite angegeben. P<0,05
wurde als statistisch signifikant angesehen Quelle: Feldkamp L. et al. 2023 (64).

Cross-sectional study (n=215) In remission without hydrocortisone (n=109) In remission and on hydrocortisone (n=106)

Age (years) at examination 51.4+13.9 108 53+13.3 106 p=0.759
CS subtype Adrenal/Pituitary

(%) 33.3/66.7 108 28.3/71.7 106 p=0.426
Bilateral adrenalectomy (%) 0 56 36.2 69 p =0.000
Female sex (%) 88.9 108 82.1 106 p=0.157
BMI (kg/m2) 26.6 (19.5-41.5) 105 26.8 (18.8-46.9) 105 p=0.493
Hypertension (%) 46.1 89 47.5 99 p=0.847
Diabetes mellitus (%) 20.2 84 16.8 95 p=0.559
Osteoporosis (%) 21.2 80 23.1 95 p=0.012
SF-36 physical functioning 80 (0-100) 105 75 (0-100) 106 p=0.931
SF-36 role-physical 75 (0-100) 106 50 (0-100) 103 p=0.224
SF-36 bodily pain 67 (0-100) 106 67 (0-100) 105 p =0.466
SF-36 general health 53.2+21.6 104 50.2+23 104 p=0.430
SF-36 vitality 46.21+23.8 104 43.13+21 106 p=0.646
SF-36 social functioning 75 (0-100) 106 75 (12.5-100) 106 p=0.990
SF-36 role-emotional 100 (0-100) 106 100 (0 - 100) 106 p=0.425
SF-36 mental health 64.7+19.8 104 68 (20-100) 105 p=0.511
Cushing QoL 52 (16 - 96) 107 54 (19 - 98) 106 p=0.931
Tiibingen CD-25 total score 22 (0-64) 104 28 (0-79) 101 p=0.738
Depression (%) 35.9 92 36.4 99 p=0.943
Anxiety disorder (%) <1 82 <1 95 p=0.572
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Abbildung 5: Subjektiver Gesundheitszustand nach dem Short Form-36 (SF-36) Fragebogen bei
Patienten mit aktivem Cushing-Syndrom (CS) (n=81; graue Skala) und CS in Remission (n=214;
schwarze Skala). Abkurzungen: Koérperliche Funktionsfahigkeit (PF); Einschrankungen bei den
ublichen Aktivitdten aufgrund kérperlicher Gesundheitsprobleme (role functioning physical, RP);
korperliche Schmerzen (bodily pain, BP); allgemeine Gesundheitswahrnehmung (GH); Vitalitat
(Energie und Mudigkeit, VT); Einschrankungen bei sozialen Aktivitdten aufgrund korperlicher
oder emotionaler Probleme (social functioning, SF); Einschrankungen bei den taglichen
Aktivitaten aufgrund emotionaler Probleme (role functioning emotional, RE); allgemeine
psychische Gesundheit (psychische Belastung und Wohlbefinden) (mental health, MH). Die
Werte der Bereiche reichen von 0-100, wobei hdohere Werte einen besseren subjektiven

Gesundheitszustand anzeigen Quelle: Feldkamp L. et al. 2023 (64).
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3.2 Haufigkeiten der betrachteten Einzelnukleotidpolymorphismen

Die Ergebnisse der genetischen Analyse der menschlichen GR sind in Tabelle 7
dargestellt. Bei Patienten mit aktivem und geheiltem CS wurde ein ahnliches Muster der
SNPs (Bcll, N363S, ER22/23EK und A3669G) festgestellt, was gegen eine Assoziation
zwischen dem Vorliegen eines bestimmten SNPs und dem Vorkommen eines CS spricht
(Bcll: p=0,592, N363S: p = 0,756, ER22/23EK: p = 0,360, A3669G: p = 0,176).

Tabelle 6: Verteilung der Glucocorticoidrezeptor (GR)-SNPs (Einzelnukleotid-Polymorphismen)
bei allen Patienten unserer Kohorte mit endogenem Cushing-Syndrom (CS) Quelle: Feldkamp
L. et al. 2023 (64).

GR polymorphism patients with CS active CS CS in remission p-value
(distribution in %) (n=295) (n=81) (n=214)
Bcll n=295 n=81 n=214
wildtype 41.9 42.0 42.1
p=0.592
heterozygous mutant 493 518 481
homozygous mutant
8.8 6.2 9.8
ER22/23EK n=295 n=81 n=213
wildtype 94.2 92.6 95.3
p =0.360
heterozygous mutant 5.4 74 47
homozygous mutant
0 0 0
N363S n=293 n=81 n=211
wildtype 92.5 91.3 92.9
p=0.756
heterozygous mutant 6.8 74 6.6
homozygous mutant
0.7 1.2 0.5
A3669G n=293 n=81 n=211
wildtype 72.0 76.5 70.1
p=0.176
heterozygous mutant 24.9 18.5 275
homozygous mutant
3.0 4.9 2.4

30



3.3 Ergebnisse der Querschnittsanalyse unter Berlucksichtigung der SNPs

In der Querschnittsanalyse konnten von uns bei Patienten mit aktivem oder in Remission
befindlichem CS keine Unterschiede in der Lebensqualitat zwischen hetero- oder
homozygot mutiertem Allel und Wildtyp-Tragern fur alle getesteten GR-Polymorphismen
festgestellt werden. In Tabelle 7 sind die drei Fragebdgen zur Lebensqualitat bei

Patienten mit aktivem CS und Vorhandensein des Bcll Polymorphismus dargestellt.

Tabelle 7: Fragebdgen zur Lebensqualitat bei Patienten mit aktivem CS (n=81) und Bcll-
Polymorphismus; minor allele = heterozygote und homozygote Mutationsallele wurden aufgrund

ihrer geringen Pravalenz als "minor allele carrier" zusammengefasst. Eigene Darstellung: Lara

Feldkamp
SF-36 physical functioning 60 (0 - 100) 32 60 (0 -100) 45 p=0.840
SF-36 role-physical 25 (0-100) 33 37.5(0-100) 4 p=0.551
SF-36 bodily pain 55 (0-100) 33 44(0-100) 45 p=0.242
SF-36 general health 45.63 +23.13 32 45.20 +20.42 45 p=0.932
SF-36 vitality 35.76 +20.24 33 36.74 £18.22 43 p=0.824
SF-36 social functioning 63 (0 - 100) 33 62.25 (0-100) 44 p=0.930
SF-36 role-emotional 50.16 (0 - 100) 32 67 (0-100) 43 p=0.766
SF-36 mental health 64 (8-92) 33 58.18 £ 20.09 44 p=0.984
Cushing QoL 47.34£20.35 32 48.04 21.17 45 p=0.885
Tiibingen CD-25 total score 31.06 +17.61 31 28.55+17.94 40 p=0.557
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Tabelle 8: Fragebdgen zur Lebensqualitat bei Patienten mit aktivem CS (n=81) und ER22/23EK-
Polymorphismus; minor allele = heterozygote und homozygote Mutationsallele wurden aufgrund

ihrer geringen Pravalenz als "minor allele carrier" zusammengefasst. Eigene Darstellung: Lara

Feldkamp

Quality of Life assessment ER22/23EK wildtype (n=75) n ER22/23EK minor allele (n=6) n

SF-36 physical functioning 60 (10-100) 71 62.50 + 23.82 6 p=0.607
SF-36 role-physical 25 (0-100) 71 37.50 £ 34.46 6 p=0711
SF-36 bodily pain 44.50 (0 - 100) 72 52.25+26.53 6 p=0985
SF-36 general health 45.20 £ 22.04 71 47.50 £ 13.32 6 p =0.802
SF-36 vitality 36.21+19.42 70 37.50+14.41 6 p=0.875
SF-36 social functioning 62.50 (0 —100) 71 60.50 + 19.79 6 p=1
SF-36 role-emotional 67 (0—100) 69 38.89 +39.03 6 p=0277
SF-36 mental health 57.58 + 21.67 71 54.67 +17.28 6 p=0.750
Cushing QoL 47.46 +21.27 71 51.17 £12.91 6 p=0677
Tiibingen CD-25 total score 29.95+18.4 65 26.33+6.86 6 p=0334

Tabelle 9: Fragebdgen zur Lebensqualitat bei Patienten mit aktivem CS (n=81) und N363S-
Polymorphismus; minor allele = heterozygote und homozygote Mutationsallele wurden aufgrund

ihrer geringen Pravalenz als "minor allele carrier" zusammengefasst. Eigene Darstellung: Lara

Feldkamp

Quality of Life assessment N363S wildtype (n=74) n N363S minor allele (n=7) n

SF-36 physical functioning 60 (0 —100) 71 61.67 +32.35 6 p =059
SF-36 role-physical 25 (0-100) 1 75 (0-100) 6 p=0.435
SF-36 bodily pain 45 (0-100) 72 44 (0-100) 6 p=0.503
SF-36 general health 45.41+22 71 45.00 + 14.49 6 p=0.965
SF-36 vitality 35.93+19.10 70 40.83 +19.10 6 p=0.547
SF-36 social functioning 62.50 (0 —100) 71 54.17 +28.14 6 p=0.626
SF-36 role-emotional 67 (0-100) 69 55.67 £45.57 6 p=0.870
SF-36 mental health 57.75+21.14 71 52.67 +24.45 6 p=0578
Cushing QoL 47.80 +20.26 71 47.17 £27.73 6 p=0.943
Tiibingen CD-25 total score 30.20+17.22 65 23.67 £23.49 6 p=0391
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Tabelle 10: Fragebdgen zur Lebensqualitat bei Patienten mit aktivem CS (n=81) und A3669G-
Polymorphismus; minor allele = heterozygote und homozygote Mutationsallele wurden aufgrund

ihrer geringen Pravalenz als "minor allele carrier" zusammengefasst. Eigene Darstellung: Lara

Feldkamp
SF-36 physical functioning 60 (0 - 100) 59 57.78 +28.14 18 p=0.722
SF-36 role-physical 50 (0-100) 58 25 (0-100) 19 p=0.232
SF-36 bodily pain 44 (0-100) 59 56 (0—100) 19 p=0.479
SF-36 general health 44.81+22.14 59 47.22+19.42 18 p=0.679
SF-36 vitality 37.19 £20.02 57 33.68+15.71 19 p=0.489
SF-36 social functioning 62.5 (0-100) 58 56.68 + 22.55 19 p=0.564
SF-36 role-emotional 67 (0-100) 56 33 (0-100) 19 p=0.074
SF-36 mental health 58.28 +21.48 58 54.53 +20.96 19 p=0.509
Cushing QoL 48.02+21.82 59 46.89+17.04 18 p=0.841
Tiibingen CD-25 total score 29.75 +18.82 55 29.31+13.8 16 p=0.932

3.4 Ergebnisse der longitudinalen Analyse unter Berucksichtigung der SNPs

In der Langsschnittanalyse von Patienten, die mit Registereintritt ein aktives CS hatten
und bei der Nachuntersuchung in Remission waren, zeigten Trager des Bc/l-Minor-Allel
im Vergleich zu Wildtyp-Tragern eine signifikante Besserung in den beiden
Unterkategorien des SF-36-Fragebogens ,vitality” (35,86 vs. 45,33, p=0,038) und ,mental
health” (psychische Gesundheit) (53,24 vs. 63,60, p=0,013) im Laufe der Zeit (Tabelle
11, Abbildung 6). Die Unterkategorie ,physical functioning® verbesserte sich jedoch bei
den Wildtyp-Tragern vom Ausgangswert bis zur Nachuntersuchung (58,5 vs. 75
p=0,032), wahrend dies bei den Tragern des Bcl/l-Minor-Allels nicht zu beobachten war
(Tabelle 9).

Trager des Bcll-Minor-Allels wiesen zu Registereintritt im Vergleich zu Wildtyp-Tragern
tendenziell schlechtere Werte in den Fragebdgen zur Lebensqualitat auf. Dies wurde in
den meisten Unterkategorien des SF-36-Fragebogens, das heil3t physical functioning,
general health, vitality, social functioning, emotional role, mental health sowie im
CushingQoL (Wildtyp: 48 vs. 61,35, p=0,008; Minor-Allel: 43,03 vs. 59,24, p=0,002) und
dem Tubinger CD-25-Fragebogen (Wildtyp: 37,43 vs. 20, p=0,048; Minor-Allel: 43,22 vs.

28,63, p=0,001) beobachtet.
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Tabelle 11: Lebensqualitat von Patienten mit aktivem CS bei Registereintritt und in Remission bei
der Nachuntersuchung und gleichzeitig Trager des Bcl/l-Polymorphismus (n=47) ermittelt durch
die Fragebdgen SF-36, Cushing QoL und Tubingen CD-25. Eigene Darstellung: Lara Feldkamp

Bcl-Wildtyp Bcl-Wildtyp p-value Bcl-minor Allele Bcl-minor Allele p-value p-value p-value
Baseline  Follow-Up
Quality of Life  Baseline Follow-Up Baseline Follow-Up WT und WT und

assessment Baseline  Follow-Up
Minor minor
n=30 Allele Allele

SF-36 physical

functioning 58.53 +27.43 75 (30 -100) p=0.032 70 (10 - 100) 67.50 (20 - 100) p=0.262 p=0.756 p=0.609
SF-36 role-
physical 50 (0 -100) 50 (0-100) p=1 25 (0-100) 37.50 (0 - 100) p=0.173  p=0.220 p=0.926
SF-36 bodily
pain 60.76 + 29.26 57.59 +29.03 p=0.647 62.50 (0 — 100) 56 (0— 100) p=0.474 p=0.867  p=0.824
SF-36 general
health 45 +21.37 57.50 (20 — 80) p=0.146 41.67 £21.19 48.17 +24.05 p=0.186 p=0.615 p=0.594
'SF-36 vitality

40+19.2 40.59 +17.22 p=0.907 35.86 +20.53 45.33 £21.33 p=0.038 p=0.503 p=0.438
'SF-36 social
functioning 63 (0-100) 67 +36.99 p=0.624 53.07 £ 27.36 63 (0-100) p=0.052 p=0.190 p=0.805
SF-36 role-
emotional 67 (0-100) 67 (0—100) p=0.719 33 (0-100) 67 (0—100) p=0.464 p=0.582 p=0.630
'SF-36 mental
health 62.75 £ 19.96 64 (20 - 88) p=0.641 53.24 £ 17.86 63.60 £ 21.79 p=0.013 p=0.108 p=0.681
’ Cushing QoL

48 +21.75 61.35+19.73 p=0.008 43.03 +15.85 59.24 +21.85 p=0.002 p=0.417 p=0.745
Tiibingen CD-
25 total score 37.43 £21.69 20 (0-68) p=0.048 43.22 +18.03 28.63 £19.29 p=0.001 p=0.368 p=0.790
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Abbildung 6: Subjektiver Gesundheitszustand gemaf SF-36 bei Patienten mit Cushing-Syndrom
(CS) mit Bell-Wildtyp (n=17) oder Bcl/l-Minor-Allel (n=30) zu Registereintritt (b=aktives CS; graue
und weilRe Saulen) und bei der Nachuntersuchung (f=CS in Remission; schwarze und
dunkelgraue Saulen).

Abkurzungen: Kérperliche Funktionsfahigkeit (PF); Einschrankungen bei den tblichen Aktivitaten
aufgrund korperlicher Gesundheitsprobleme (role functioning physical, RP); koérperliche
Schmerzen (bodily pain, BP); allgemeine Gesundheitswahrnehmung (GH); Vitalitat (Energie und
Mudigkeit, VT); Einschrankungen bei sozialen Aktivitaten aufgrund kérperlicher oder emotionaler
Probleme (social functioning, SF); Einschrankungen bei den Ublichen Aktivitaten aufgrund
emotionaler Probleme (role functioning emotional, RE); allgemeine psychische Gesundheit
(psychische Belastung und Wohlbefinden) (mental health, MH).

Die Werte der Bereiche reichen von 0-100, wobei hdhere Werte einen besseren subjektiven

Gesundheitszustand anzeigen. Quelle: Feldkamp L. et al. 2023 (64).
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Vom Registereintritt bis zum Follow-up wurde aul3erdem eine signifikante Verbesserung
des Gesamtcholesterins (203 + 42,4 mg/dL vs. 188 £ 38,1 mg/dL; p=0,022) und des LDL-
Cholesterins (120,2 + 36,4 mg/dL vs. 111 £ 33,8 mg/dL; p= 0,041) bei den Tragern des
Bc/l-Minor-Allels beobachtet.

Weder in der Querschnitts- noch in der Langsschnittanalyse konnten Unterschiede in der
Lebensqualitat bei Tragern der anderen drei Polymorphismen (N363S, ER22/23EK und
A3669G) und den Wildtyp-Tragern festgestellt werden.

Auch nach der Gruppeneinteilung zeigen Patienten aus der Gruppe mit hoher GR-
Sensitivitat (Gruppe 1 mit Minor-Allel fr N363S und Bcll) eine signifikante Verbesserung
in den SF-36-Unterkategorien ,vitality” (35 vs. 40, p=0,017) und ,mental health®
(psychische Gesundheit) (54 vs. 62, p=0,039) zwischen dem Wert bei Registereintritt
unter floridem CS bis zum Follow-up in Remission (Abbildung 7). Daruber hinaus wurden
in der Gruppe mit hoher GR-Sensitivitat signifikante Verbesserungen von HbA1c (5,85%
vs. 5,3%, p=0,002), Glukose (93mg/dL vs. 85mg/dL, p=0,049), Insulin (12,3pU/mL vs.
6,35uU/mL, p=0,031) und HOMA-IR (3 vs. 1,2, p=0,069) vom Registereintritt bis zum
Follow-up festgestellt (Tabelle 12).

Des Weiteren fanden wir bei den Patienten mit den empfindlicheren GR-Polymorphismen
bei Registereintritt schlechtere CushingQoL-Werte, die sich jedoch bei der
Nachuntersuchung deutlich verbesserten (41 vs. 50, p=0,004). In Bezug auf den
Tubinger CD-25-Fragebogen konnten wir keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Kohorten mit hoher und niedriger GR-Sensitivitat feststellen.

Tabelle 12: Laborwerte von Patienten mit aktivem CS bei Registereintritt und in Remission beim
Follow-Up (n=30). Eingeteilt in zwei Gruppen: Erhdhte GR Sensitivitat (Gruppe1: N363S, Bcl-I)
und erniedrigte GR Sensitivitat (Gruppen 2: ER22/23EK, A3669G). Der vorletzte p-Wert korreliert
Gruppe 1 und Gruppe 2 zu Registereintritt, der letzte p-Wert korreliert Gruppe 1 und 2 in

Remission. Eigene Darstellung: Lara Feldkamp
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Abbildung 7: Subjektiver Gesundheitszustand gemaR SF-36 bei Patienten mit Cushing-Syndrom
(CS), die zu Registereintritt ein aktives CS hatten (b=aktives CS; graue und weilte Saulen) und
bei der Nachuntersuchung in Remission waren (f=CS in Remission; schwarze und dunkelgraue
Saulen). Die Patienten wurden in zwei Gruppen eingeteilt: hdhere GR-Empfindlichkeit (Gruppe
"high": Minor-Allel fir N363S und Bcll; n=22) und niedrigere GR-Empfindlichkeit (Gruppe "low":
Minor-Allel fur ER22/23EK und A3669G; n=8). Abkurzungen: Kérperliche Funktionsfahigkeit (PF);
Einschrankungen bei den Ublichen Aktivitaten aufgrund korperlicher Gesundheitsprobleme (role
functioning physical, RP); koérperliche Schmerzen (bodily pain, BP); allgemeine
Gesundheitswahrnehmung (GH); Vitalitdt (Energie und Mudigkeit, VT); Einschrankungen bei
sozialen Aktivitaten aufgrund koérperlicher oder emotionaler Probleme (social functioning, SF);
Einschrankungen bei den ublichen Aktivitadten aufgrund emotionaler Probleme (role functioning
emotional, RE); allgemeine psychische Gesundheit (psychische Belastung und Wohlbefinden)
(mental health, MH).

Die Werte der Bereiche reichen von 0-100, wobei hdhere Werte einen besseren subjektiven

Gesundheitszustand anzeigen. Quelle: Feldkamp L. et al. 2023 (64).
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4. DISKUSSION

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Studie berichten wir Uber eine grol3e Kohorte von 331 CS-Patienten aus dem
Deutschen Cushing-Register, die in eine Querschnittsstudie (n=295) und ein Teil der
Kohorte in eine Langsschnittstudie (n=120) aufgenommen wurden, um unter anderem

den Einfluss genetischer Faktoren auf die Erholung der Lebensqualitat zu untersuchen.

Wir haben den potenziellen Einfluss der GR-SNPs Bc/l, N363S, ER22/23EK und A3669G
auf die Lebensqualitat von Patienten mit endogenem Hyperkortisolismus bei
Registereintritt und nach etwa 1,5 Jahren bei Follow-up untersucht. Die Haufigkeit aller
SNPs war bei Patienten mit aktivem und geheiltem CS gleich verteilt, und es gab in
unserer Studie keinen Zusammenhang zwischen der Haufigkeit des CS und dem
Auftreten eines bestimmten Polymorphismus. In anderen Studien wurden ebenfalls keine
Unterschiede in der Haufigkeit der GR-Polymorphismen zwischen CS-Patienten und
einer gesunden Kontrollgruppe festgestellt (45, 53).

Wir konnten zeigen, dass Patienten mit endogenem CS und dem Bc/I-Minor-Allel eine
initial schlechtere Lebensqualitat aufweisen, sich dann aber besser von einer
beeintrachtigten Lebensqualitat erholen, als Trager des Wildtyps. In wunserer
longitudinalen Betrachtung zeigten Trager des mutierten Bcll-Allels eine signifikante
Verbesserung in den SF-36-Unterkategorien Vitalitat und psychische Gesundheit im
Vergleich zum Wildtyp. Aul3erdem konnte bei den Tragern des Bcl/l-Minor-Allels vom
Registereintritt bis zum  Follow-up eine signifikante  Verbesserung des
Gesamtcholesterins und des LDL-Cholesterins beobachtet werden.

In der Gruppe mit hoher GR-Sensitivitat zeigten sich signifikante Verbesserungen von
HbA1c, Glukose, Insulin und HOMA-IR zwischen Registereintritt und Follow-up.

Weitere Unterschiede in der Lebensqualitat zwischen Tragern der anderen drei
Polymorphismen (N363S, ER22/23EK und A3669G) und den Wildtyp-Tragern konnten
von uns nicht festgestellt werden.
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4.2 Interpretation der Ergebnisse und Einbettung in den bisherigen
Forschungsstand

Unsere Ergebnisse sind die ersten, die zeigen, dass Patienten mit endogenem CS und
die gleichzeitig Trager des Bc/lI-Minor-Allels sind, welches eine erhdhte Empfindlichkeit
gegenuber Glucocorticoiden charakterisiert (34), eine bessere Erholung von einer
beeintrachtigten Lebensqualitat aufweisen als Trager mit dem Bc/l-Wildtyp (64). Es
wurden bereits verschiedene Hypothesen und Erklarungsmodelle fur eine schlechte
Genesung nach leitliniengerechter Behandlung des CS hervorgebracht (21, 66, 67).
Einige Studien haben nach der Atiologie der CS differenziert, aber keinen signifikanten
Unterschied in den Remissionsraten festgestellt (55, 68). Aullerdem haben zahlreiche
Studien an Menschen und Tieren gezeigt, dass ein langanhaltender Hyperkortisolismus
aufgrund funktioneller und struktureller Veranderungen in bestimmten Zielbereichen des
Gehirns langfristige negative Auswirkungen auf Verhalten und Kognition haben kann (54,
69-72).

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, konnten die SNPs Bcll- und ER22/23EK mit der
Anfalligkeit fur die Entwicklung einer schweren depressiven Episode assoziiert werden
(40). Fur den N363S-Polymorphismus wurden bei depressiven Patienten hohere, aber
statistisch nicht signifikante, Haufigkeiten festgestellt, wahrend der ER22/23EK-
Polymorphismus mit einem schnelleren klinischen Ansprechen auf eine antidepressive
Behandlung in Zusammenhang gebracht wird. In unserer Kohorte von Patienten mit
endogenem CS konnten wir keine signifikante Verbesserung der Lebensqualitat fur den
ER22/23EK-Polymorphismus feststellen. Dies konnte auf die kleine Studienpopulation
zurUckzufuhren sein.

Karzlich wurde beschrieben, dass Trager des mutierten Allels A6639G bei Patienten mit
aktivem CS eine bessere Muskelkraft aufweisen, was auf eine schutzende Wirkung der
Mutation auf GR-induzierte Signalwege hindeutet (53). Eine geringere Muskelkraft wird
auch mit einer schlechteren Lebensqualitat und Morbiditat in Verbindung gebracht (73),
was moglicherweise erklaren konnte, warum Patienten mit dem Minor-Allel A6639G eine
bessere Lebensqualitdt haben. Eine andere Studie zeigt, dass das Vorhandensein des
GR-Polymorphismus A3669G bei Patienten mit CS im Vergleich zu Wildtyp-Tragern mit
einer geringeren Pravalenz von Typ-2-Diabetes verbunden ist (50). Demnach hat der
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Polymorphismus A3669G offensichtlich ebenfalls eine schitzende Wirkung, indem er die
Auswirkungen eines Hypercortisolismus auf den Glukosestoffwechsel abschwacht und
das Risiko fur Diabetes mellitus verringert (50). In unserer Studie konnten wir bei
Patienten mit CS in Remission und gleichzeitigen Tragern des A6639G Minor-Allels eine
geringere Hypertonie-Rate und die Tendenz zu einer geringeren Diabetes-Mellitus-
Pravalenz feststellen.

Im Gegensatz zu anderen Studien (34) konnten wir keine Korrelation zwischen Tragern
des N363S-Minor-Allels und einem erhohten BMI feststellen, aber ein signifikant

niedrigeres Vorkommen von Hypertonie bei CS-Patienten in Remission.

In der Literatur finden sich bei Patienten mit CS, die Trager des Bcl/l-Polymorphismus
sind, eine verminderte Knochenmineraldichte (45) und eine Reihe negativer
metabolischer und vaskularer Auswirkungen, darunter ein hoherer Fettanteil an den
Extremitaten, hohere Leptin- und E-Selektin-Serumspiegel und eine hdhere Intima-
Media-Dicke (74). In Bezug auf die kognitiven Fahigkeiten fanden Ragnarsson et al.
heraus, dass Bc/l mit vermehrter Fatigue und einer schlechteren Leistung in einem von
sieben kognitiven Tests bei CS-Patienten nach einem Median von 13 Jahren nach
Remissionseintritt assoziiert werden kann (44). Die Ergebnisse der Studie deuten darauf
hin, dass Hyperkortisolismus bei Patienten mit CS, die Trager des Bcl/l-Polymorphismus
sind, eine ausgepragtere und irreversible Wirkung auf das zentrale Nervensystem haben
konnte als bei Nicht-Tragern (44). Allerdings handelte es sich bei der Studie um eine
Querschnittsstudie, und es standen keine Daten zum Zeitpunkt der Diagnose zur
Verfugung.

Die Ergebnisse unserer CS-Kohorte zeigen, dass Trager des Bc/l-Minor-Allels bei
Studienbeginn eine tendenziell schlechtere Lebensqualitat aufweisen als Wildtyp-Trager.
Aulerdem verbesserte sich die beeintrachtigte Lebensqualitat bei CS-Patienten mit dem
Bc/l-Minor-Allel deutlicher als bei Wildtyp-Tragern, was im Gegensatz zu den
Ergebnissen der Studie von Ragnarsson et al. zu stehen scheint (44). Allerdings wurden
in der letztgenannten Studie die Remissionsdaten nicht mit den Ausgangsdaten
verglichen. In unserer Studie verbesserte sich die SF-36-Unterkategorie korperliche
Funktionsfahigkeit bei den Bc/l-Wildtyp-Tragern signifikant vom Ausgangswert bis zur
Nachuntersuchung, nicht aber bei den Tragern des Minor-Allels. Dieses Ergebnis
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bestatigt die Studie von Ragnarsson et al. (44), die bei Bcl/l-Tragern im Vergleich zu
Wildtyp-Tragern nach langfristiger Remission Fatigue und eine schlechtere kognitive
Funktion nachwiesen. Dies deutet darauf hin, dass es im Laufe der Zeit zu einer Erholung
und weiteren Verbesserung kommen kann, aber auch zu einer Verschlechterung von
Aspekten der Lebensqualitat, wenn z. B. Bewaltigungsstrategien versagen oder
unzureichend sind. Die Komplexitat der Thematik wird hier unterstrichen und deutet auf
eine vielfaltige Regulierung korperlicher und emotionaler Bereiche durch verschiedene
Faktoren, einschlieBlich SNPs, hin. Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2022 Uber die
Auswirkung des endogenen CS auf die allgemeine und ursachenspezifische Sterblichkeit
zeigt, dass 2,2 % aller Todesfalle von Patienten mit CS auf Selbstmord zurickzufuhren
sind (75). Noch einmal ist zu betonen, dass neuropsychiatrische Manifestationen des CS
haufig sind (21) und es umso wichtiger ist, diese vorzubeugen und sie frihzeitig zu

erkennen.

4.3 Starken und Schwachen der Studie

Eine Starke unserer Studie ist die GrolRe der Kohorte, da das CS zu den seltenen
Erkrankungen zanhlt.

Unsere Studie hat mehrere Schwachen, die bei der Interpretation der Ergebnisse zu
berucksichtigen ist. Obwohl unsere Kohorte fur eine seltene Krankheit wie das endogene
CS grol} ist, hatte eine noch groRere Studienpopulation wahrscheinlich die Zahl der
Trager des Minor-Allels und damit moglicherweise auch die Wahrscheinlichkeit
signifikanter Ergebnisse erhoht.

Weiterhin haben nicht alle Patienten jeden Fragebogen ausgefullt, was zu Datenverlusten
und zum Ausschluss von Patienten aus der Lebensqualitats-Analyse fuhrte.

Fur den CushingQoL standen uns aus Registergrinden nur der Gesamtscore und nicht
die einzelnen Unterkategorien zur Verfugung.

Daruber hinaus liegen in unserer Kohorte keine Daten zu wichtigen Storfaktoren wie
soziookonomischem- und Bildungsstatus vor, die jedoch relevante Auswirkungen auf die
Lebensqualitat und psychische Beeintrachtigungen haben konnen. Auch andere
Faktoren wie die Dauer des Hyperkortisolismus vor der Diagnose und der Therapie, die
Art der Operation und nachfolgende Komplikationen, Strahlentherapie oder

Radiochirurgie, wiederholte therapeutische Eingriffe, Rezidive und Zeit bis zum Rezidiv
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konnen einen Einfluss auf die Lebensqualitat haben, waren aber fur unsere Analyse nicht
verfugbar.

Daruber hinaus stand uns keine gesunde Kontrollgruppe zur Verfugung, mit der wir
unsere Patienten vergleichen konnten. AbschlieRend ist das betrachtete Zeitintervall
zwischen Registereintritt und Follow-up maoglicherweise zu kurz, um den potenziellen

Einfluss der SNPs auf die Lebensqualitat zuverlassig zu bewerten.

4.4 Schlussfolgerung, Implikationen fur die Praxis und zukunftige Forschung

Bereits einleitend haben wir den hohen Anteil psychischer Krankheiten und die starke
Beeintrachtigung der Lebensqualitat in Patienten mit CS beschrieben und in vielen Fallen
deren Andauern weit Uber die Remission hinaus. Bislang ist immer noch unklar, warum
einige, aber nicht alle Patienten mit CS eine Depression oder Beeintrachtigung der
Lebensqualitéat entwickeln und warum die Dauer dieser Beeintrachtigungen trotz
biochemischer Heilung sehr verschieden ist. GR- und Mineralokortikoidrezeptor-
Polymorphismen wurden als Determinanten von Anfalligkeit und Widerstandsfahigkeit
beschrieben (74). Wahrend einige Genvarianten das Risiko fur stressbedingte
Erkrankungen wie Depressionen erhdhen, sind wieder andere Teil der genetischen
Ausstattung fur den individuellen Bewaltigungsstil und beeinflussen die Anfalligkeit fur
Krankheiten. Um diese Hypothese weiter zu erforschen, haben wir den Einfluss von GR-
Polymorphismen auf die Lebensqualitat in unserer grol3en Kohorte von Patienten mit
endogenem CS untersucht. Die schlechteren Ausgangswerte der Lebensqualitat bei
Patienten mit aktivem CS und empfindlicheren GR-Polymorphismen konnten wir in der
Gruppenbildung bestatigen, genau wie die darauffolgende deutliche Verbesserung der
Werte bis zur Nachuntersuchung (Remission) und die signifikante Verbesserung in den
SF-36-Unterkategorien Vitalitat und psychische Gesundheit vom Ausgangswert bis zur
Folgeuntersuchung. Dies zeigt, dass GR-Polymorphismen Teil der genetischen
Veranlagung sind, die die individuelle Stressempfindlichkeit und den Bewaltigungsstil

bestimmen und die Anfalligkeit fir Krankheiten mitbeeinflussen (31).

Unsere Ergebnisse konnen die erheblichen interindividuellen Unterschiede bei Patienten

mit CS in Bezug auf die Entwicklung einer psychischen Erkrankung und einer geringen

Lebensqualitat zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und wahrend der Folgeuntersuchungen
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teilweise erklaren. Ein Screening auf solche genetischen Veranderungen (SNPs) kdonnte
daher fur die frihzeitige Behandlung psychiatrischer Erkrankungen und das Erlernen und
die Starkung von Bewaltigungsstrategien nutzlich sein. Trager des Bc/l-Minor-Allels mit
erhohter Empfindlichkeit gegenuber Glucocorticoiden erholen sich besser von der
Beeintrachtigung der Lebensqualitat als Wildtyp-Trager, was eventuell auch auf eine
ausgepragtere klinische Beeintrachtigung durch die Lange des Zeitraums des
bestehenden Hyperkortisolismus bis zur erfolgreichen Behandlung zurtckzufuhren sein

konnte. Dies wird in zukunftigen Forschungsprojekten weiter zu untersuchen sein.
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