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1. Einleitung

Angeborene Fehlbildungen treten beim Menschen mit einer Haufigkeit von ca.
3% bei lebend Geborenen auf. Am prominentesten vertreten in dieser Gruppe sind
Fehlbildungen des zentralen Nervensystems mit ca. 1% sowie angeborene
Herzfehler mit ca. 0,8%. Skeletale Syndrome sind zwar rare Erkrankungen in
ihrem individuellen Auftreten, zusammen genommen stellen sie jedoch eine hohe
klinische Relevanz dar. Insgesamt treten Fehlbildungen, die speziell das
Extremitédtenskelett betreffen, bei Neugeborenen mit einer H&ufigkeit von ca.
0,1% auf (1).

In dieser Habilitationsschrift werden Arbeiten vorgestellt, die neue
Mutationen in angeborenen skeletalen Syndromen der Extremitdt beschreiben.
Auflerdem werden Studien vorgestellt, die solche Mutationen in
Handfehlbildungen aus der Familie der Brachydaktylien in Bezug auf Genotyp-
Phéanotyp Korrelationen untersuchen sowie ihre embryonale Pathogenese

aufkliren.

1.1 Entwicklung der Extremitit

Wihrend der frithesten Embryonalentwicklung der Wirbeltiere bilden sich drei
Keimblitter, das Ektoderm, das Endoderm und das Mesoderm. Wihrend aus dem
Ektoderm die Epidermis, das zentrale Nervensystem sowie Teile des Schédels
entstehen, bilden sich aus dem Endoderm der Darm und dessen Derivate wie z.B.
die Lunge oder die Schilddriise. Das Mesoderm bildet den kompletten Stiitz- und
Bewegungsapparat, also alle Muskeln und Sehnen sowie das Skelett. Das
Mesoderm gliedert sich in das paraxiale- (PM), das intermediédre- (IM) sowie das
Seitenplattenmesoderm (SPM) (2).

Das paraxiale Mesoderm erstreckt sich in zwei Streifen entlang der
Korperlidngsachse seitlich der Chorda dorsalis bzw. des Neuralrohrs. Es gliedert
sich in das posterior gelegene, noch undifferenzierte und unsegmentierte
prasomitische Mesoderm (PSM) und die segmental angeordneten Somiten, die
sich in einer definierten zeitlichen Sequenz aus dem PSM abschniiren. Die
Somiten sind zundchst undifferenzierte Zellpakete, die jedoch kurz nach ihrer
Abschniirung vom PSM beginnen, sich in Sklerotom, Myotom und Dermatom zu

differenzieren. Das Sklerotom bildet das gesamte axiale Skelett (Wirbelsiule,
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Rippen), das Myotom die gesamte Muskulatur des Rumpfes und der
Extremitdten. Das Dermatom schlieBlich bildet das dorsale Unterhautgewebe.
Wihrend aus dem intermedidren Mesoderm vor allem die Nieren- und die
Genitalanlagen hervorgehen, bildet das Seitenplattenmesoderm eine Vielzahl an
Geweben des somatischen und des splanchnischen Mesoderms. Zu ersteren
zdhlen die Pleura, das Perikard und das Peritoneum, zu letzteren das
Bindegewebe, die glatte Muskulatur der Eingeweide und Blutgefille, das
Endothel der Blutgefdfle, die blutbildenden Gewebe oder auch das Myocard.

Besonders entstehen aber aus dem Seitenplattenmesoderm die GliedmaBen (2).

dorsales Ektoderm

Mesenchym

Abbildung 1: Entwicklung der Extremitit im Hiihnerembryo, Stadien (nach Hamburger
und Hamilton (3)) von links nach rechts: 13, 16, 22. Gezeigt sind Raster-
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten. Bei Stadium 13 (ca. 36
Stunden) sind ein Somit, das intermedidre Mesoderm (IM) und das
Seitenplattenmesoderm (SPM) gekennzeichnet. Bei Stadium 16 (ca. 51-56 Stunden) ist
schon die Extremitdtenknospe zu erkennen, bei Staduim 22 (ca. 3,5 Tage) ist die
Extremitdtenknospe voll ausgebildet und wéchst distal, angetrieben durch Signale aus
der apikalen ektodermalen Randleiste (apical ectodermal ridge, AER). Modifiziert nach

.

Die Entwicklung der Gliedmaflen bzw. deren Musterbildung vollzieht sich
bei der Maus ca. zwischen den Embryonaltagen 9 und 14, beim Menschen
zwischen der vierten und siebten Schwangerschaftswoche. In dieser Periode
entstehen die Extremitidtenanlagen, wachsen zu Extremitdtenknospen, die drei
rdumlichen Achsen werden angelegt (Musterbildung) und die verschiedenen
Gewebetypen formieren sich (Differenzierung). Zum Abschlufl dieser Periode ist
das Extremitdtenskelett und der muskuldre Apparat ausgebildet und wéchst in der

Folge weiter.

1.1.1 Musterbildung in der frithen Extremitiit

Vor der ecigentlichen Induktion der  Extremititen  werden im
Seitenplattenmesoderm zunéchst die Positionen der spéteren Extremitidtenknospen
angelegt. Dies geschieht vermutlich durch das Zusammenspiel der entlang der
Kérperachse gestaffelt exprimierten Homeobox (Hox) Gene (4). Uber die darauf
folgende Induktion der Extremitidtenanlage gaben vor allem Studien in

Hithnerembryo AufschluBB. So wurde bereits frith gezeigt, daB das intermedidre
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Mesoderm bzw. der daraus entstehende Mesonephros fiir die Initiation der
Extremitdt gebraucht wird (5). Spitere Studien legten nahe, daB3 das IM dabei
Fgf8 produziert, welches in das SPM diffundiert (6). Fgf8 induziert im SPM
wiederum das Signalmolekiil Fgf10, welches autokrin die Zellteilung anregt, so
daB3 es zur Ausbildung einer Extremitdtenknospe kommt (4). In diese Induktion
sind auch Signalfaktoren aus der Wnt Familie beteiligt, Wnt2b ist im Bereich der
Vorderextremitdt exprimiert, Wnt8c im Bereich der Hinterextremitit (7). Beide
Faktoren benutzen den B-catenin Signalweg (s.u.). Kawakami et al. (7) konnten
zeigen, daB} dieser Signalweg hinreichend und notwendig fiir die Induktion der
Extremitéten ist. Durch die Aktivitdt des Wnt / B-catenin Signalweges kommt es
zur FEtablierung einer speziellen Struktur am distalen Ende der frithen
Extremitdatenknospe, der apikalen ektodermalen Randleiste (apical ectodermal
ridge, AER) (8, 9). Dabei handelt es sich um eine ektodermale Verdickung, die
entlang der anterio-posterioren Achse der Extremitdt lduft und dabei die
Extremitdtenknospe in einen dorsalen und ventralen Bereich trennt.

Die daraus entstehende friihe Extremitdtenknospe besteht aus mesodermalen
undifferenzierten Zellen, die von einer einschichtigen Epidermis umgeben sind.
Bereits in der frithesten Phase werden die drei Hauptachsen proximal-distal (PD),
anterior-posterior (AP) und dorsal-ventral (DV) festgelegt.

An der Etablierung der PD Achse bzw. dem Lingenwachstum der Extremitit
sind Mitglieder der Fibroblast growth factor (Fgf) Familie maBgeblich beteiligt,
die in der AER exprimiert werden. Die Signalmolekiile Fgf4, Fgf8, Fgf9 und
Fgfl7 diffundieren aus dem Ektoderm der AER in das darunterliegende
Mesoderm und halten die dort lokalisierten Zellen undifferenziert und regen die
permanente Zellteilung an (10). Dadurch behédlt die auswachsende Extremitit
jederzeit einen Pool an undifferenzierten Zellen (die sogenannte ,,progress zone*),
der sukzessive von proximal nach distal in die Skelettelemente bzw. andere
Gewebe der GliedmalBe differenzieren. Die Fgfs der AER, vor allem Fgf8, steuern
in den distalen Mesenchymzellen auBerdem die Expression von Fgfl0, das
wiederum in die AER diffundiert und zu deren Erhalt beitragt. Fgf8 und Fgf10
zeigen somit einen positiven Feedback loop (10).

Die AP Achse wird mallgeblich von einer Gruppe von Zellen am posterioren
Ende der Knospe gesteuert, der ,,zone of polarizing activity* (ZPA) (11), die das
morphogen Sonic hedgehog (Shh) produzieren (12). Shh bildet einen Gradienten
entlang der AP Achse und induziert dabei einerseits sekundédre Botenstoffe wie
das Bone morphogenetic protein 2 (BMP2), die wiederum an der Bildung des
Skeletts beteiligt sind (10). Shh ist essentiell fiir die Ausbildung des
Extremitédtenskeletts, Inaktivierung des Shh Gens in der Maus resultiert in einer

trunkierten Extremitdt (13). Der hauptsichliche Wirkmechanismus von Shh
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besteht in einem Antagonismus mit dem Transkriptionsfaktor Gli3. Das Gli3
Protein wird, in Abwesenheit von Hedgehog, konstitutiv proteolytisch gespalten,
was es in einen transkriptionellen Repressor konvertiert. Ist jedoch in der Zelle
der Sonic hedgehog Signalweg aktiv, so wird die Spaltung verhindert und Gli3
fungiert als transkriptioneller Aktivator. In der Extremitétenknospe ist Gli3 vor
allem im anterioren Bereich exprimiert, der Shh Gradient induziert somit einen
reversen Gradienten an Gli3-Repressor (14). Dieses geregelte Zusammenspiel ist
essentiell, da Defekte in Shh oder Gli3 zu Miflbildungen sowohl im Menschen als
auch in der Maus fiithren (13, 15-19). Aullerdem sorgt Shh fiir die Etablierung der
sogenannten reversen Kolinearitit der 5° Hox Gene (Hox-dl1, -di12, -d13 und
Hox-al3), was fiir die Musterbildung in der Hand essentiell ist (20).

A Distal B anterior
/ anterio-posteriore
Musterbildung
Proximal J_
/ FGF "
AER Shh

proximal distal posterior

—
Dorsal ZPA Wnt7a Lmx1
¢ —
'ﬁ ﬁ ‘; 3 dorso-ventrale
Posterior—> u __ <Anterior Musterbildung
’ P“ dorsal ventral

Ventral

Abbildung 2: Musterbildung in der Extremitidtenentwicklung. A) Die rdumlichen Achsen
der Extremitédt. B) Faktoren der Musterbildung. Die apical ectodermal ridge (AER) ist
fiir das distale Wachstum verantwortlich, sie produziert dazu Fibroblast growth factors
(FGF), die in das Mesenchym diffundieren. Die anterio-posteriore Musterbildung wird
gesteuert durch die Zone polarisierender Aktivitit (ZPA), die das Morphogen Sonic
hedgehog (Shh) produziert. Dieses wirkt antagonistisch mit dem anterior exprimierten
Gli3-Repressir (Gli3R) und induziert die revers-kolineare Expression der 5° Hox Gene.
Fiir das dorso-ventrale Patterning ist Wnt7a zustdndig, das im dorsalen Ektoderm
produziert wird, ins dorsale Mesenchym diffundiert und dort die Expression des
Transkriptionsfaktors Lmx1 steuert. Modifiziert nach (21, 22).

Die DV Achse schlielich wird durch die Expression von Wnt7a im dorsalen
Ektoderm reguliert. Wnt7a induziert im dorsalen Mesenchym den
transkriptionsfaktor Lmx1 (23). Im ventralen Ektoderm wird die Expression von
Wnt7a durch Engrailed-1 (Enl) negativ reguliert. Wird Enl in der Maus
inaktiviert, kommt es zur Ausbildung von doppelt-dorsalen Extremitéten (24).

Diese Signalzentren sind vielfach miteinander verwoben. Shh induziert im
Mesenchym den  BMP-Antagonisten  Gremlin, der wiederum  die
Aufrechterhaltung der AER gewdhrleistet (25-27). Auflerdem stimuliert Shh die
Expression von Fgf4 in der AER (25, 26). Shh selbst wird wiederum von Wnt7a
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positiv reguliert (28), das somit neben seiner Hauptrolle in der DV Musterbildung
auch das PD und AP Patterning beeinflult. SchlieBlich positioniert Wnt7a im
Zusammenspiel mit radical fringe die AER an der DV-Grenze (4, 10, 29-31).

1.1.2 Die Formation und Differenzierung des Extremititenskeletts

Wiéhrend des Auswachsens der Extremititenknospe beginnt das noch
undifferenzierte Mesenchym entlang der proximo-distalen Achse mit der
Differenzierung in verschiedene Gewebetypen wie Muskel, Sehnen und Knorpel.
Dabei entstehen die proximalen Strukturen zuerst, die distaleren Strukturen
spater. Generell gliedert sich die Extremitdt in drei Abschnitte: den Stylopod:
(Humerus / Femur), den Zeugopod: (Radius/Ulna / Tibia/Fibula) und den
Autopod: (Hand / Ful}). Wie bereits erwéhnt, sorgen Fgf Faktoren aus der AER
fir die konstante Proliferation eines Zellpools direkt unterhalb der AER, der
sogenannten Progress Zone. Wenn diese Zellen dann eine kritische Distanz zur
AER iiberschreiten, somit aus der Reichweite des Fgf Signals gelangen, beginnen
sic (unter EinfluB anderer Signalmechanismen) zu differenzieren. Es wurde
postuliert, dal die Zellen dabei ihre Verweildauer in der Progress Zone messen
und daher in zeitlicher Sequenz zu den verschiedenen Abschnitten der Extremitit
differenzieren (Progress Zone Model) (32).

Dieses Modell wurde jedoch in den vergangenen Jahren in Frage gestellt,
neuere Studien im Hithnerembryo als auch in der Maus legten nahe, da3 die drei
Abschnitte der Extremitit bereits in der frithen Extremititenknospe festgelegt
sind und in der weiteren Entwicklung separat expandieren (early specification
model) (33, 34); dies ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt.

a
AER
v
> H >
7 3
PZ

Abbildung 3: Verschiedene
Modelle der proximo-distalen
Differenzierung. Im klassischen

- progress zone model (a) messen die
s gféf;’ unter Einfluf3 der AER
== proliferierenden Zellen ihre
b ) b Auto- . .

e 2o pa  Verweildauer in der progress zone

od . . .
-> -> HH AeR ’ (PZ) und differenzieren beim
> " Austritt aus der PZ zu der drei

Segmenten der Extremitét. Im early
specification model (b) sind bereits in der frithen Extremitdtenknospe die drei Segmente
angelegt, diese expandieren im Verlauf des weiteren Wachstums. Abbildung aus (35).

Wihrend der Spezifikation der einzelnen Abschnitte der Extremitédt entsteht
der Knorpel zunichst als kontinuierliche Anlage, der nach distal auswéchst und
erst spater durch Gelenke in seine einzelnen Elemente segmentiert wird. Die

Entstehung des Knorpels wird durch verschiedene Signalsysteme reguliert. Vor
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allem Signalmolekiile der Bone morphogenetic protein (BMP) Familie sind
essentiell fiir die Knorpelentstehung (Chondrogenese) (36, 37). Negativ reguliert
wird die Chondrogenese vor allem durch Faktoren aus der Wnt Familie, die im
Ektoderm exprimiert werden und von dort in das Mesenchym diffundieren.
Wihrend die Extremitdtenknospe wichst und an Volumen zunimmt, kommen
daher die Zellen im Zentrum der Knospe aus der Reichweite des Wnt Signals und
erhalten dadurch vermutlich die Kompetenz, zu Chondrozyten differenzieren zu
konnen (38, 39).

Die Gelenke entstehen durch De-Differenzierung von Knorpelzellen.
Vermutlich unter EinfluB des Wnt/B-catenin Signalwegs (s.u.) werden
Knorpelzellen, die als Leitgen Collagen2al (Col2al) exprimieren, veranlaf3t, zu
Gelenkszellen zu differenzieren, die als Marker den Growth differentiation factor
5 (Gdf5) exprimieren (40, 41). Im Huhn entsteht dabei eine Anlage aus drei
Zellschichten, die sogenannte Interzone. Die beiden &dufleren Schichten bilden die
spatere Gelenksoberfldche, die mittlere Schicht wird apoptotisch und bildet den
Gelenksspalt (42).

Die Skelettelemente des Autopoden entstehen zuletzt, ihre Regulation ist
besonders komplex. Die Autopoden aller tetrapoden Tiere und auch des
Menschen besitzen fiinf Zehen / Finger. Jeder dieser Zehen / Finger besitzt eine
eigene Identitét, die sich aus der Zahl der Glieder (Phalangen), deren Form sowie
der Position des Zehs / Fingers ergibt. Die Identitdt der Zehen / Finger wird iiber
die anterio-posteriore Musterbildung gesteuert. Das posterior exprimierte Sonic
hedgehog (Shh) verleiht dabei den Fingern posteriore Identitdt, der einzige
Finger, der sich ohne den Einflul von Shh entwickelt ist der Daumen (43). Shh
hat jedoch noch eine weitere Rolle: als Mitogen sorgt Shh fiir eine starke
Proliferation des Mesenchyms und damit fiir die Expansion der
Extremitdtenknospe, Shh koordiniert somit Musterbildung und Wachstum (44,
45). Wie Shh die Identitit der Zehen / Finger steuert ist noch ungeklart. Einerseits
scheint dabei die Rdumliche Expansion fritherer ZPA Zellen und ihr Beitrag zu
den einzelnen Skelettelementen eine Rolle zu spielen (46), andererseits induziert
Shh wiederum weitere anterio-posteriore Gradienten, z.B. von BMP2, die an
diesem Prozef beteiligt sein konnten (47). Transplantationsexperimente haben
gezeigt, daBB den mesenchymalen Fingerzwischenrdumen eine zentrale Rolle bei
der Differenzierung der Zehen / Finger zukommt. So konnten Dahn und Fallon im
Huhn zeigen, daB3 die Identitét eines Zehs vom jeweils posterior davon liegenden
interdigitalen Mesenchym gesteuert wird, und daB dies vermutlich iiber BMP
Signale geschieht (48). Die Intensitdt des BMP-Signalweges in einer Population
von Zellen direkt distal der wachsenden Kondensation (die sogenannte ,,phalanx

forming region“, PFR) wiederum bestimmt die Rate an Knorpelzell-
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Differenzierung und damit die spétere Linge (bzw. Anzahl der Glieder) der

einzelnen Zehen (49).

Das Skelett der Extremitéit entsteht, wiec auch das axiale Skelett, durch den
Prozel der enchondralen Ossifikation (Abbildung 4). Dabei aggregieren
mesenchymale Vorlduferzellen und formen eine sogenannte Kondensation. Diese
pria-chondrogene Kondensation differenziert weiter, Zellen in ihrem Kern werden
zu Knorpelzellen (Chondrozyten), Zellen an der Peripherie differenzieren zur
Knorpelhaut, dem Perichondrium. Die Knorpelzellen durchlaufen dann eine
Reihe von Differenzierungsschritten und bilden dabei die sogenannte
Wachstumsfuge. In diesem Bereich proliferieren die Chondrozyten stark, hier
findet das Langenwachstum des Skeletts statt. Als letzten Differenzierungsschritt
werden die Chondrozyten hypertroph, d.h. sie vervielfachen ihre Grofe,
produzieren eine bestimmte extrazelluldre Matrix und produzieren Botenstoffe,
die Blutgefde und Knorpel/Knochen abbauende Zellen (Osteoklasten) anlocken.
SchlieBlich werden die hypertrophen Chondrozyten apoptotisch, Blutgefdlle
invadieren den Knorpel, die Knochenmarkshéhle entsteht. Zellen im
Perichondrium beginnen zu Osteoblasten zu differenzieren und formen das

Periosteum, hier wird der cortikale Knochen gebildet (50).

1.2 Genetische Entwicklungsstorungen des Extremititenskeletts

Klassisch werden die Skeletterkrankungen in zwei Gruppen unterteilt, die
Dysostosen (Malformationen einzelner Knochen oder Gruppen von Knochen) und
Osteochondrodysplasien (Entwicklungsstdorungen des Knorpel/Knochengewebes).
Das wachsende Wissen iiber die molekularen Ursachen dieser Syndrome sowie
ihrer embryonalen Pathogenese verlangt jedoch nach einer Klassifizierung, die
Entwicklungsvorgénge mit einbezieht. Kornak und Mundlos (21) schlugen vor,
Skeletale Syndrome in vier Kategorien einzuteilen: Syndrome, welche 1) die
Musterbildung, ii) die Entstehung von Vorlduferzellen (Kondensation /
Differenzierung), iii) das Wachstum der Skelettelemente, oder iv) deren
Homoostase betreffen.

Ein Beispiel fiir Musterbildungsdefekte sind die Polydaktylien, bei der
zusétzliche Finger anterior des Daumens (priaxiale P.) oder posterior des kleinen
Fingers (postaxiale P.) entstehen. Die Ursache dafiir ist in vielen Féllen eine
Deregulation oder ektope Aktivierung des Hedgehog Signalwegs (18, 51-53).

Ein klassisches Beispiel fiir einen Differenzierungsdefekt ist die campomele
Dysplasie (MIM #114290). Dabei handelt es sich um eine dominant vererbte

11
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Erkrankung, bei der zahlreiche Knochen hypoplastisch angelegt sind oder
Malformationen aufweisen. Verursacht wird das Syndrom durch Mutationen in
SOX9 (54). Sox9 ist ein Transkriptionsfaktor der high mobility group (HMG)
Familie, der unter anderem in allen Knorpel-Vorlduferzellen exprimiert wird.
Inaktivierung von Sox9 in der Maus zeigte, daBB der Faktor essentiell fiir die
Differenzierung von Chondrozyten ist (55).

Das prominenteste Beispiel eines Defekts im Wachstum des Skeletts ist die
Achondroplasie (MIM #100800). Diese wird hervorgerufen durch Mutationen in
FGFR3, das fiir den Fibroblast growth factor-Receptor 3 (Fgfr3) kodiert (56, 57).
Dieser Rezeptor ist in den Chondrozyten der Wachstumsfuge exprimiert,
besonders im Bereich der proliferierenden Zellen. Dort ist er ein negativer
Regulator der Proliferation (58). Die Mutationen in der Achondroplasie aktivieren
den Rezeptor Liganden-unabhidngig, fithren also zu einer Kkonstitutiven
Aktivierung und damit zu einer starken Suppression der Proliferation in der
Wachstumsfuge und hemmen somit das Wachstum des Skeletts (59).

Die Homdostase des Knochens wird gesteuert durch das Gegenspiel von
Knochen aufbauenden Osteoblasten und Knochen abbauenden Osteoklasten.
Diese beiden Zelltypen regulieren sich gegenseitig durch parakrine Mechanismen
und halten somit permanent eine Balance zwischen Knochenauf- und abbau (60).
Kommt es zu einer Storung dieses Gleichgewichts, resultiert dies in einer
Akkumulation von Knochen (Osteopetrose) oder einer iiberproportionalen

Abnahme der Knochenmasse (Osteoporose).

1.3 Die Brachydaktylien

Brachydaktylien (BD) sind angeborene Syndrome, bei denen eine Verkiirzung der
Finger und Zehen auftritt (Griech. brachy = kurz, dactylos = Finger). Dies kann
hervorgerufen werden durch eine Verkiirzung oder ein Fehlen einzelner oder
mehrerer Phalangen und/oder Metacarpale / Metatarsale. Brachydaktylie
Phénotypen konnen als isolierte Erkrankungen oder als Teil eines komplexen
Syndroms auftreten, z.B. in der cleidocranialen Dysplasie (hervorgerufen durch
heterozygote Mutationen in RUNX2 (61), MIM #119600) eine verkiirzte mittlere
Phalanx des fiinften Fingers, oder in der Grebe-Chondrodysplasie (hervorgerufen
durch homozygote Mutationen in CDMPI/GDF5 (62), MIM #200700), mit
schweren Reduktionen in allen Fingern / Zehen.

Die isolierten Brachydaktylien werden in fiinf Typen unterteilt , Typ A-E,
wobei Typ A drei Untergruppen (A1-A3; MIM #112500, #112600, #112700) und
Typ B zwei Untergruppen (Bl, B2, MIM #11300, #611377) besitzt.
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Brachydaktylien vom A-Typ sind durch eine Hypoplasie / Aplasie der mittleren
Phalangen gekennzeichnet, Typ B zeigt Hypoplasie / Aplasie der mittleren und
distalen Phalangen. Typ C (MIM #113100) zeigt einen komplexen Phénotyp mit
Verkiirzungen von Phalangen und Metacarpale in verschiedenen Fingern. Typ D
(MIM #113200) ist gekennzeichnet durch eine verkiirzte distale Phalanx des
Daumens, Typ E (MIM #113300) zeigt verkiirzte Metacarpale / Metatarsale (63).
Abbildung 5 zeigt schematisch und an Bespielen die Fehlbildungen in den
Brachydaktylien Typ Al, A2, B1, B2, C und E.

BDA1 BDA2 BDB1 BDB2 BDC BDE

u\i;ﬂ;é{ lﬁf o}?

Abbildung 5: Schematische Darstellung der betroffenen Skelettelemente in
verschiedenen Brachydaktalien (oben; betroffene Elemente sind schwarz). Unten
Beispiele fiir die einzelnen Brachydaktylien. Abbildung aus (63).

In den vergangenen Jahren wurden die genetische Ursachen fiir die meisten
Brachydaktylien aufgeklart. BDA1 wird durch Mutationen in Indian hedgehog
(IHH) verursacht (64), BDA2 durch Mutationen im Gen des BMP-receptor type
Ib (BMPRIB) (65), sowie in dessen Liganden, GDFS5 (66-69). Aullerdem kann
die BDA2 durch eine Duplikation in der regulatorischen Region von BMP?2
hervorgerufen werden (70). Brachydaktylie Typ B kann verursacht werden durch
Mutationen in ROR2 (BDB1) (71, 72), sowie durch Mutationen im BMP-
Antagonisten NOGGIN (BDB2) (73). BDC wird hervorgerufen durch dominante
Mutationen in CDMPI1/GDFS5 (74, 75), es wurde jedoch auch eine rezessive
Mutation in GDF5 beschrieben (76). In den Brachydaktylien D und E wurden
Mutationen in HOXD13 beschrieben, jedoch in beiden Fillen nur in einzelnen
Individuen (77).
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1.4 Signalkaskaden in der Extremititen-Entwicklung

Wie aus dem vorhergehenden Text ersichtlich, spielen die Hedgehog, Fgf, Wnt
und BMP Signalwege wichtige Rollen in der Musterbildung und der
Differenzierung des Extremitéitenskeletts. Daher werden im Folgenden die

Schliisselkomponenten dieser Signalwege vorgestellt.

1.4.1 Der Hedgehog Signalweg

Die Familie der Hedgehog-Signalmolekiile umfaflit drei Mitglieder, Sonic, Indian
und Desert hedgehog (Shh, Ihh, Dhh). Shh spielt zentrale Rollen in der
Musterbildung der Extremitdt (s.0.) und des zentralen Nervensystems, lhh
koordiniert das Knorpelwachstum und die enchondrale Ossifikation und Dhh
spielt eine Rolle in der Spermiogenese (78). Alle Hedgehog (HH) Molekiile
binden an die Rezeptoren Patched-1 und Patched-2 (Ptcl und Ptc2). Diese
interagieren mit einem Membranprotein mit sieben Transmembran Doménen,
Smoothened (Smo), das in seiner Struktur an G-Protein gekoppelte Rezeptoren
erinnert. Smo ist der eigentliche Effektor: ohne HH Liganden wird Smo durch Ptc
konstitutiv inhibiert, durch Ligandenbindung an Ptc wird die Inhibition
aufgehoben und Smo induziert die Transkription von Zielgenen {iiber die
Aktivierung der Gli Transkriptionsfaktoren Glil-3. Die Gli Faktoren werden in
Abwesenheit eines HH Signals proteolytisch gespalten, dabei entsteht ein
transkriptioneller Repressor. Das HH Signal verhindert die Spaltung, dies fiihrt
bei aktivem HH Signaling zur Stabilisierung der volle-Linge Form des Proteins,
dieses fungiert als transkriptioneller Aktivator. Sowohl Ptcl als auch Glil und
Gli2 sind selbst transkriptionelle Zielgene des HH Signalweges (78, 79).

1.4.2 Der Fgf Signalweg

Der Mensch besitzt 22 Gene, die fiir Signalmolekiile aus der Familie der
Fibroblast growth factors (Fgfs) codieren. Diese binden an vier verschiedene FGF
Rezeptoren (Fgfrs). Bindung von Fgfs an ihre Rezeptoren fithrt zu deren homo-
Dimerisierung und zur Aktivierung ihrer Tyrosin-Kinasen mit anschlieBender
trans-Phosphorylierung. Dies fiihrt dann zur Aktivierung einer klassischen MAPK
Kaskade, die Adaptorproteine wie Grb und Sos, GTPasen wie Ras und schlieBlich
MAP-Kinasen wie MEK und ERK1/2 involviert. Dies fiihrt zur Phosphorylierung
spezifischer Transkriptionsfaktoren und schlieBlich zur Aktivierung von
Zielgenen. FGFs sind Induktoren der Zellproliferation, dies geschieht
hauptsidchlich iiber Aktivierung von STAT Faktoren, die wiederum
Zellzyklusfaktoren wie p21 aktivieren. Des Weiteren benutzen FGF Rezeptoren

14



Finleitung

noch alternative Signalwege wie die Aktivierung der Protein Kinase C (PKC)

iiber Phospholipase gamma (PLCy) und Diacylglycerol (80-82).

1.4.3 Der Wnt Signalweg

Der Mensch besitzt 19 Wnt Gene und 10 Gene, die fiir deren Rezeptoren
(Frizzled, Fz) codieren. Klassisch werden die Wnt Molekiile in kanonische Wnts
und nicht-kanonische Wnts eingeteilt. Urspriinglich wurde diese Unterteilung
vorgenommen nach der Fidhigkeit der kanonischen Wnts, Brustdriisen-
Epithelzellen neoplastisch zu transformieren und in Xenopus laevis Oocyten eine
sekunddre Korperachse zu induzieren. Kanonische Wnts bedienen einen
Signalweg, der als zentrale Komponente [-catenin enthélt, dieser wird im
Folgenden beschrieben.

Beta-catenin erfiillt eine zentrale Rolle bei der Signaltransduktion. Im ,,Aus®-
Zustand liegt B-catenin im Komplex mit dem Geriistprotein Axin und dem Protein
adenoma polyposis coli (APC) vor. Dieser Komplex rekrutiert zwei serin-
threonin Kinasen, Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3) und Casein Kinase 1 o
(CK1a). Diese phosphorylieren (-catenin, was zur Bindung eines Komplexes aus
B-Trep und einer Ubiquitin-Ligase fiihrt, welche B-catenin fiir die proteasomale
Degradation markiert. Durch diesen Mechanismus wird der zellulare Level an -
catenin niedrig gehalten. In diesem Zustand fungieren die nachgeschalteten
Transkriptionsfaktoren aus der Tcf/Lef Familie als Repressoren durch die
Rekrutierung von Co-Repressoren und Histon-Deacetylasen. Die Besonderheit
der Wnt Molekiile ist, dal sie zur Aktivierung ihrer Rezeptoren Co-Rezeptoren
bendtigen. Im Falle der kanonischen Wnts sind dies Transmembranproteine aus
der low density lipoprotein (Lrp) Familie, Lrp5S und Lrp6. Wnts binden beide
Rezeptoren und aktivieren dadurch die intrazelluldre Signalweiterleitung. Diese
geschieht durch Phosphorylierung von Lrp durch die Casein Kinase 1 gamma
(CK1ly), was zur Rekrutierung von Komplexen aus dem Gerlistprotein
Dishevelled (Dvl) und Axin an die Membran fiihrt. Dies fiihrt wiederum zum
Zerfall des oben beschriebenen [-catenin-Zerstorungskomplexes. Darauthin
akkumuliert B-catenin in der Zelle, transloziert in den Nucleus, bindet an Tcf
Faktoren und konvertiert diese in transkriptionelle Aktivatoren (83-85).

Neben dem kanonischen Signalweg gibt es eine wachsende Anzahl von
alternativen (,,nicht-kanonischen®) Signalwegen, die vor allem in der Zellpolaritat

und der Zellmigration eine Rolle spielen (86-88).
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1.4.4 Der BMP Signalweg

Die Aktivitit der Bone morphogenetic proteins (BMPs) wurden in den 1960er
Jahren zuerst beschrieben aufgrund der Fidhigkeit von demineralisierter
Knochenmatrix, die in Kaninchenmuskeln transplantiert wurde, ektope
Knochenbildung zu induzieren (89). Spéter wurden die verantwortlichen Proteine
aufgereinigt und charakterisiert (90). BMPs gehoren zusammen mit den nahe
verwandten Growth differentiation factors (GDFs) zur Transforming growth
factor beta (TgfP) Superfamilie. BMPs binden an einen heteromeren Komplex aus
zwei verschiedene Serin/Threonin Kinase Rezeptoren, die BMP Rezeptoren Typ
1 und Typ 2 (BmpR1la oder BmpR1b und BmpR2). BMP Liganden kénnen auf
zwei verschiedene Arten an die Rezeptorkomplexe binden: die Bindung von
Liganden an den Typ 1 Rezeptor kann die Assoziierung des Komplexes erst
auslosen (binding induced signaling complex, BISC), oder BMPs kdnnen an
bereits priaformierte Komplexe aus Typ 1 und Typ 2 Rezeptoren binden (pre-
formed complex, PFC). Nach Ligandenbindung transphosphoryliert in beiden
Féllen der Typ 2 Rezeptor den Typ 1 Rezeptor und aktiviert ihn dadurch. Im Falle
der BISC Signaltransduktion fiihrt dies zur Aktivierung der Tgfp-aktivierten
Kinase 1 (TAKI1), die dann iiber MAP Kinasen und p38 zur Transkription von
Zielgenen wie der alkalischen Phosphatase (4LP) fiihrt. Beim PFC- vermittelten
Signalweg fithrt die Phosphorylierung von BmpR1 zur Rekrutierung von
Transkriptionsfaktoren der Smad Familie, im Falle der BMPs und GDFs von
Smads 1, 5 und 8. Durch Phosphorylierung werden die Smads aktiviert, sie
assoziieren mit dem (Co)Smad4, translozieren in den Nucleus und aktivieren iiber
die Bindung an Smad-responsive elements auf der DNA die Transkription von
Zielgenen wie Id1 (91).

1.5 Die Rezeptor-Tyrosinkinase ROR2

1.5.1 Humangenetik

Mutationen in ROR2 verursachen, wie bereits erwihnt, die Brachydaktylie Typ
Bl (BDBI1) (71, 72). Alle BDBI1-verursachenden Mutationen, die bis dato
gefunden wurden, sind Nonsense oder Frame-shift Mutationen, die zur
Expression von trunkierten Proteinen fithren (Abbildung 6).

Eine andere Gruppe von Mutationen, die sich iiber das gesamte Protein verteilen,
verursachen jedoch ein phédnotypisch distinktes Syndrom, das rezessive Robinow
Syndrom (RRS, MIM #268310) (92, 93). Das RRS ist gekennzeichnet durch
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S R119X Abbildung 6: Mutationen in ROR2 und

E C182X . . .

3 R184C die daraus resultierenden Phéinotypen.
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craniofaziale Auffilligkeiten (Hypertelorismus, frontale Ausbuchtung der Stirn,
breite Nase, Gaumenspalte, Ankyloglossie), Malformationen der Wirbelkorper
(Hemivertebrae), Mesomelie, genitale Hypoplasie und eine milde Brachydaktylie
mit verkiirzten Terminalphalangen, Nageldysplasie und Clinodaktylie des fiinften
Fingers (63). Es wurde vermutet, da} die Mutationen in der BDB1 zu einem

Funktionsgewinn, die Mutationen im RRS zu einem Funktionsverlust des Proteins
fithren (94).

1.5.2 Biochemie

ROR?2 ist eine membranstindige Tyrosinkinase mit einem Molekulargewicht von
ca. 110 KD (Kilodalton). Sie besitzt im extrazelluldiren Bereich eine
immunoglobulin-artige Doméne, eine Cystein-reiche Domédne und eine Kringle
Domine, die vermutlich Funktionen in der Protein-Protein Interaktion bzw. der
Ligandenbindung besitzen. Intrazelluldr besitzt ROR2 eine Tyrosin Kinase
Domine mit hoher Ahnlichkeit zu anderen Rezeptor-Tyrosinkinasen sowie einen
Prolin/Serin/Threonin-reichen C-Terminus, der einzigartig fiir ROR2 und das

nahe verwandte Paralog RORI ist

IG Immunoglobulin-Doméne, AS 83-135 (95) (Abbildung 7)' Die Cystein-
CRD Cystein-reiche Doméne, AS174-239, 252-300 reiche Domﬁne von ROR2 besitzt
KR Kringle-Doméne, AS 316-394 Ahnlichkeit zu Frizzled Proteinen,
™ Transmembran-Domane, AS 404-428 . .
den Rezeptoren fir die Wnt
TK Tyrosin Kinase, AS 473-746 Faktoren (s.0.). In der Tat bindet
ROR?2 verschiedene Wnt Molekiile
Serin/Threonin-reiche Doméne, AS 753-782 ; : ;
SITIP Prolin-reiche Doméne, AS 784-857 und ist an deren Signaltransduktion
Serin/Threonin-reiche Doméne, AS 860-882 beteiligt (96-98) Die Bindung
Abbildung 7: Doménenstruktur von ROR2 zwischen ROR2 und Wnt
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Molekiilen wird durch die Anwesenheit eines extrazelluldren Glycoproteins,
Cthrel, verstarkt (99). ROR2 kann auf verschiedenste Weise auf Wnt Signalwege
einwirken. Wnt5a kann via ROR2 den kanonischen Signalweg hemmen (100),
kann aber auch via Ror2 nicht-kanonische Signalwege aktivieren. So fiihrt
Bindung von Wnt5a an ROR2 zur Aktivierung der cJun-N-terminalen Kinase
(JNK) (97), in Xenopus aktiviert Wnt5a via Ror2 einen Pathway, der JNK und
den Transkriptionsfaktor ATF2 einschlieft und der die Expression von
Paraxialem Protocadherin (PAPC) auslost, das wiederum die convergent
extension (CE) Bewegungen des Mesoderms wéhrend der Gastrulation steuert
(101). In Saugerzellen aktiviert Wnt5a via ROR2 die Filopodienbildung und die
Zellmigration iiber einen JNK-abhingigen Mechanismus (102, 103). ROR2 bindet
jedoch auch kanonische Wnts und ist in der Lage, je nach Zellkontext, den
kanonische Signalweg zu aktivieren (96, 98).

Abgesehen vom Wnt5a/JNK/ATF2 Signalweg in Xenopus ist bisher wenig
tiber die intrazellulire Signalweiterleitung von ROR2 bekannt und nur wenige
intrazelluldre Interaktionspartner wurden bisher identifiziert. Dazu gehoren
Filamin A, DIxin-1, die Serin/Threonin Kinasen Src, CK1le und GSK3f und das
Gertistprotein 14-3-33 (102, 104-107). Des weiteren interagiert ROR2 mit dem
BmpR1b und ist in der Lage das BMP/SMAD Signaling zu inhibieren (108).
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2. Originalarbeiten

2.1 Mutationen in WNT7A verursachen eine Reihe von
Extremitaten-Fehlbildungen, unter anderem das Fuhrmann
Syndrom und das Al-Awadi/Raas-Rothschild/Schinzel

Phocomelia Syndrom.

C.G. Woods*, S. Stricker*, P. Seemann, P. Stern, J. Cox, E. Sherridan, E.
Roberts, K. Springell, S. Scott, G. Karbani, S. M. Sharif, C. Toomes, J. Bond,
D. Kumar, L. Al-Gazali und S. Mundlos. (*geteilte Erstautorenschaft)

American Journal of Human Genetics 2006, 79(2):402-408.

Der Wnt Signalweg ist von groBer Bedeutung in der Embryonalentwicklung,
auflerdem ist er malgeblich an der Ausbildung der Extremitdt beteiligt.
Uberraschenderweise konnten jedoch bisher erst Mutationen in einem der 19
humanen WNT Gene in einer Extremitdtenfehlbildung identifiziert werden (109).
In dieser Arbeit untersuchten wir in Kollaboration mit C. Geoff Woods
(Cambridge) zwei Familien mit schweren Missbildungen der Extremitidten. Geoff
Woods steuerte die Familien bei und fiihrte die Mutationsanalsyse durch, wir
unternahmen die funktionelle Analyse der Mutationen. In Familie 1 handelte es
sich um ein rezessives Syndrom mit verkiirzten GliedmaBen und Dysplasie von
Fibulae und Ulnae, was als Al-Awadi/Raas-Rothschild/Schinzel Phocomelia
Syndrom (MIM 276820) klassifiziert wurde. In zwei Féllen traten dabei schwere
Missbildungen der Hand auf, in einem Fall waren die Beine praktisch vollstindig
reduziert. In der zweiten Familie trat ein weniger schwerer Phinotyp auf,
gekennzeichnet durch fehlende Ulnae, Nagelhypoplasie, gebogenen Femur,
fehlende Kniescheiben bzw. teilweise fusionierte Kniegelenke und fehlende
Zehen. Es wurde das Fuhrmann Syndrom (MIM 228930) diagnostiziert.

Es konnten in beiden Familien Mutationen in WNT7A identifiziert werden, in
Familie 1 die Mutation c¢.1179C>T; p.R292C, in Familie 2 die Mutation
c.630G>A; p.A109T. Da beide betroffene Aminoduren in WNT7A in zahlreichen
Spezies von Drosophila melanogaster bis zum Menschen konserviert sind,
vermuteten wir, dal der Austausch an dieser Stelle zu einem (teilweisen)

Funktionsverlust des Proteins fiihrt.
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Unser Ansatz war, sowohl das wt WNT7A als auch die beiden pathogenen
Mutationen in der Extremitit des Hiihnerembryos mittels eines retroviralen
Systems (RCAS System) zur Expression zu bringen. Das zu exprimierende Gen
wird dazu in einen retroviralen Vektor kloniert, dieser wird in Hithnerfibroblasten
transfiziert, welche dann infektiose Virionen bilden. Diese werden ins rechte
Seitenplattenmesoderm eines 1,5 Tage alten Hithnerembryos injiziert. Dadurch
wird die rechte Extremitit in hoher Dichte mit dem Virus infiziert, der dort das
Zielgen zur Expression bringt, wihrend die linke Extremitét als Kontrolle dient.
Wir fanden, daB die Uberexpression von wt WNT7A zu schweren
Knorpeldefekten fiihrte, teilweise zum kompletten Fehlen einzelner
Skelettelemente, teilweise zu einer starken Reduktion. Die Uberexpression von
WNT7AMPT zeigte einen deutlich schwiicher ausgeprigten Phinotyp. Es wurden
ebenfalls vereinzelt fehlende Skelettelemente beobachtet, in den meisten Fallen
zeigte sich jedoch nur eine Hypoplasie der Carpalia. Die Mutation WNT7AR*%¢
schlieBlich zeigte keinerlei Effekt, Dies wurde durch Uberexpression der WNT7A
Varianten in embryonalen Hiithner-Primérzellkulturen bestitigt (sog. Micromass
Kulturen), wo WNT7a die Differenzierung der mesenchymalen Zellen zu
Knorpelzellen hemmte, WNT7A*'®T und WNT7AR?C dies jedoch nur
geschwiécht bzw. gar nicht vermochten.

ZusammengefaBt legt dies nahe, daB3 das mildere Fuhrmann Syndrom durch eine
Mutation (WNT7A*'%T) hervorgerufen wird, die zwar einen partiellen
Funktionsverlust aufweist, jedoch noch eine Restaktivitit besitzt. Die Mutation
WNT7AR?C verantwortlich fiir das phinotypisch schwerere Al-Awadi/Raas-
Rothschild/Schinzel Phocomelia Syndrom, scheint dagegen ein kompletter
Funktionsverlust zu sein. Diese Studie zeigt auch die herausgehobene Funktion
von WNT7A in der Entwicklung der menschlichen Extremitdt auf: wéahrend die
Inaktivierung von Wnt7a in der Maus nur einen milden Phénotyp aufweist, der
durch dorso-ventrale Fehlbildungen am Autopoden gekennzeichnet ist (110),
fiihrt der Funktionsverlust beim Menschen zu einer dramatischen Reduktion der
Extremitit, vermutlich ausgeldst durch einen kompletten Zusammenbruch der
eingangs erwihnten Riickkopplungsmechanismen zwischen WNT7A und SHH
bzw. SHH und FGF4/8. Es handelt sich also hier um einen klassischen
Musterbildungsdefekt.
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Mutations in WNT7A Cause a Range of Limb Malformations,
Including Fuhrmann Syndrome and Al-Awadi/Raas-Rothschild
/Schinzel Phocomelia Syndrome

C.G. Woods*, S. Stricker*, P. Seemann, P. Stern, J. Cox, E. Sherridan, E.
Roberts, K. Springell, S. Scott, G. Karbani, S. M. Sharif, C. Toomes, J. Bond,
D. Kumar, L. Al-Gazali and S. Mundlos. (*shared first authorship)

American Journal of Human Genetics 2006, 79(2):402-408.

http://dx.doi.org/10.1086/506332
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2.2 Eine umfassende Expressionsanalyse aller Wnt Gene und
ihrer wichtigsten sekretierten Antagonisten wihrend der
Extremititenentwicklung und der Knorpeldifferenzierung

der Maus.

Florian Witte, Janine Dokas, Franziska Neuendorf, Stefan Mundlos und

Sigmar Stricker
Gene Expression Patterns 2009, 9:215-223

Durch den Befund, dal durch Mutationen in einem Wnt Liganden spezifische
Fehlbildungen des Extremitdtenskeletts entstehen konnen, wurde klar, dal3
Mitglieder der Wnt Familie bzw. deren Interaktionspartner potentielle Kandidaten
fiir embryonale Skelettale Syndrome sein kénnen. Daher haben wir beschlossen,
die Expression aller Wnt Gene und ihrer wichtigsten Interaktionspartner, den
sekretierten Antagonisten der Secreted frizzled-like protein (Sfrp), Dickkopf
(Dkk) und Wnt inducible signaling pathway (Wisp) Klassen wihrend der frithen
Extremitdtenentwicklung sowie wihrend der Chondrogenese und des
Knorpelwachstums im Mausembryo zu untersuchen.

Wir konnten dabei fiir Gene, deren Expression bereits in einzelnen Stadien bzw.
in anderen Organismen beschrieben war, das Expressionsmuster vervollstandigen.
Fiir zahlreiche Wnt Gene (Wnt2, Wnt2b, Wnt5b, Wnt6, WNnt7b, Wnt9a,
Wntl0a, Wnt10b, Wntll, Wntl16) sowie Antagonisten Gene (Sfrpl, Sfrp3, Sfrp5,
Dkk?2, Dkk3) konnten wir neue Expressionsdoménen aufzeigen. Fiir den putativen
WNT Antagonisten Wifl, der zu keiner der oben genannten Familien gehort,
konnten wir erstmals ein vollstdndiges Expressionsmuster zeigen.
Zusammengefalit stellen wir in dieser Arbeit das erste umfassende
Expressionsmuster extrazelluldarer Wnt Signalwegs-Faktoren in der Extremitét
vor, was eine wertvolle Ressource darstellt, um potentielle Kandidatengene aus

diesen Familien fiir Fehlbildungssyndrome der Extremitét zu validieren.
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Comprehensive expression analysis of all Wnt genes and their
major secreted antagonists during mouse limb development and

cartilage differentiation.

Florian Witte, Janine Dokas, Franziska Neuendorf, Stefan Mundlos and

Sigmar Stricker
Gene Expression Patterns 2009, 9:215-223

http://dx.doi.org/10.1016/j.2ep.2008.12.009
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2.3 Das LIM-Dominen Protein Wtip interagiert mit Ror2 und

inhibiert den kanonischen Wnt Signalweg.

Nicole Verhey van Wijk, Florian Witte, Ann-Carolin Feike, Alexandra

Schambony, Walter Birchmeier, Stefan Mundlos und Sigmar Stricker.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 2009, 390:211-216

Die Brachydaktylie Typ B1 (BDBI1, MIM 113000) wird durch Mutationen in
ROR?2 hervorgerufen (72). ROR?2 kodiert fiir eine Rezeptor-Tyrosinkinase, fiir die
bislang kein intrazelluldrer Signalmechanismus bekannt war. Um einen Ansatz
zur Aufkldrung potentieller intrazelluldrer Signalwege von ROR2 und des
Pathomechanismus der BDB1 zu erhalten, fithrten wir in Kollaboration mit dem
Labor von Walter Birchmeier (MDC, Berlin) einen Yeast-two-hybrid screen mit
dem intrazelluldren Bereich von Maus-Ror2 durch. In diesem Screen konnte das
LIM Doménen Protein Wtip als Interaktionspartner fiir Ror2 identifiziert werden.
Wtip interagiert mit Ror2 via dessen C-terminaler Region, die in allen BDBI
Mutationen deletiert ist. Auf zelluldrer Ebene ist Ror2 in der Lage, Wtip an die
Zellmembran zu rekrutieren, eine BDB1-Variante von Ror2 kann dies nicht. Als
weiteren Hinweis auf eine funktionelle Kooperation beider Proteine in vivo
zeigen wir in dieser Publikation ein vergleichendes Expressionsmuster der Ror?2
und Wtip mRNA durch in-situ Hybridisierung auf Maus Embryonen und
embryonale Schnitte und demonstrieren eine weitreichende Ko-Expression. Des
weiteren zeigen wir eine Ko-Lokalisation der Ror2 und Wtip Proteine in Knorpel,
Lunge, Niere und Darm durch Immunfarbungen auf embryonale Schnitte. Da
sowohl Ror2 als auch das mit Wtip nahe verwandte Protein Ajuba kiirzlich in die
Regulation des kanonischen Wnt Signalwegs involviert wurden (96, 98, 100,
111), testeten wir schlieflich, ob auch Wtip in der Lage ist das Wnt/B-catenin
Signaling zu modulieren. Durch den sog. TOPFLASH Reporter Assay konnten
wir zeigen, dal Wtip den kanonischen Wnt Signalweg in vitro inhibiert. In
Kooperation mit Alexandra Schambony (Erlangen) konnten wir mit Hilfe des
Xenopus-Secondary-Axis-Assays zeigen, dafl diese funktionelle Beziehung auch

in vivo existiert.
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The LIM-Domain protein Wtip interacts with the receptor

tyrosine kinase Ror2 and inhibits canonical Wnt signalling.

Nicole Verhey van Wijk, Florian Witte, Ann-Carolin Feike, Alexandra
Schambony, Walter Birchmeier, Stefan Mundlos and Sigmar Stricker.

Biochem. Biophys. Res. Commun. 2009, 390:211-216

http://dx.doi.org/10.1016/1.bbrc.2009.09.086
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2.4 Graduelle Proteinstabilitit und Membran-Lokalisierung
von ROR2 sind verantwortlich fiir die Ausbildung von

Brachydaktylie Typ B oder Robinow Syndrom Phénotypen.

Wibke Schwarzer, Florian Witte, Anna Rajab, Stefan Mundlos und Sigmar

Stricker.
Human Molecular Genetics 2009, 18(21):4013-4021

Bestimmte Mutationen im Gen fiir die Rezeptor-Tyrosinkinase ROR?2
verursachen die dominante Brachydaktylie Typ B1 (BDB1, MIM 113000), eine
andere Gruppe von Mutationen verursacht jedoch das rezessive Robinow
Syndrom (RRS, MIM 268310) (71, 72, 92, 93). Es wurde bereits friih vermutet,
dal BDB1 Mutationen zu einem Funktionsgewinn, RRS Mutationen aber zu
einem Funktionsverlust fithren (94). Dies wird unterstiitzt durch die Position der
Mutationen im Protein: wahrend RRS Mutationen das Protein an diversen Stellen
trunkieren (auch extrazelluldr), oder Missense-Mutationen in konservierten
Bereichen sein kénnen, befinden sich alle bis dato bekannten BDB1 Mutationen
in zwei ,,hot spots“: sie trunkieren das ROR2 Protein entweder direkt vor der
Tyrosinkinase (,,proximale Trunkationen®) oder direkt danach (,distale
Trunkationen®). Dabei rufen die distalen Trunkationen einen schwereren
Phénotyp hervor als die proximalen (72), der Grund dafiir war unklar. Es wurde
von anderen gezeigt, daBl verschiedene RRS-assoziierte Missense-Mutationen
sowie extrazelluldre Trunkationnen zu einem Funktionsverlust des Proteins durch
Retention im endoplasmatischen Reticulum (ER) fiihren (112). Es blieb jedoch
vollstindig unbekannt, wie die intrazelluldren Trunkationen, deren Position in der
Aminosduresequenz in einem Fall nur 29 Positionen entfernt voneinander sind,
einerseits zum RRS, andererseits zur BDB1 fithren konnen. Wir stellen in dieser
Publikation einen neuen Fall vor, der eine schwere rezessive Brachydaktylie
sowie rezessiv vererbte Phinotypen des Robinow Syndroms aufweist. Die
Mutation in diesem Patienten (c.1324C>T; p.R441X) befand sich
interessanterweise an derselben Position wie eine frither publizierte BDBI
Mutation (72) (c.1321-25_del5/p.R441{sX15), mit dem Unterschied, dal die BDB1
Mutation durch einen Frame-shift eine Verldngerung der Polypeptidkette um 15
Aminosduren nach der Position 441 hervorrief, wihrend die neue Mutation das
ROR?2 Protein an der Position 441 beendet.

Um diese offensichtliche Diskrepanz zu untersuchen, haben wir die kodierende

Sequenz des humanen ROR2 aus HEK293 Zellen amplifiziert und auf dieser
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Basis die humanen Mutationen exakt nachgebaut. Mit diesen Konstrukten wurden
stabil transfizierte Zelllinien hergestellt, welche die mutanten ROR2 Proteine ca.
20-fach iiberexprimierten. Immunfarbungen zeigten, dal sowohl das WT Ror2 als
auch die BDB1 Mutationen an die Zellmembran lokalisierten. Die klassischen
RRS Mutationen lokalisierten intrazelluldr, pradominant im ER, womit dies zum
ersten Mal fiir intrazelluldre Trunkationen gezeigt wurde. Die neue Mutation
p-R441X zeigte erstaunlicherweise eine intermedidre Verteilung. Es war sowohl
ein klares Membransignal zu erkennen als auch eine deutliche intrazellulédre
Farbung. Wir quantifizierten zunédchst die steady-state Proteinmenge fiir alle
ROR2 Varianten und bestimmten im Anschluf3 die relative Membranlokalisation
per ,,Surface biotinylation Assay“. Diese beiden GroBen wurden miteinander
verrechnet, so daBl sich im Endeffekt fiir jedes ROR2 Protein die exakte,
miteinander vergleichbare, an der Membran lokalisierte Proteinmenge ergab.
Dadurch konnten wir erstmals zeigen, dal es eine klare Korrelation zwischen der
exakten Menge an membranstindigem trunkiertem ROR2 Protein und der
Ausbildung von BDB1- oder RRS Phinotypen besteht. Wird zuviel Protein
intrazelluldr festgehalten und abgebaut, kommt es zur Ausbildung des RRS,
jedoch zu keiner Brachydaktylie, da die Menge an trunkiertem Protein an der
Membran dafiir nicht ausreicht. Ist jedoch eine bestimmte Menge trunkiertes
Protein an der Membran vorhanden, entwickelt sich eine dominante BDBI1. Es
zeigen sich aber keine Symptome des RRS, was darauf hindeutet, daB} das
trunkierte ROR2 noch eine Rest-Funktion besitzt. Dazwischen befindet sich ein
Bereich, in dem iiberlappende Phinotypen auftauchen konnen. Dieses graduelle
Modell wurde auch in der Maus durch Verkreuzen zweier Mausmodelle fiir RRS
und BDBI bestétigt.
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A gradient of ROR2 protein stability and membrane localization

confers brachydactyly type B or Robinow syndrome phenotypes.

Wibke Schwarzer, Florian Witte, Anna Rajab, Stefan Mundlos and Sigmar
Stricker.

Human Molecular Genetics 2009, 18(21):4013-4021

http://dx.doi.org/10.1093/hme/ddp345
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2.5 Klonierung und Expressionsmuster von Ror2 im Huhn sowie
funktionelle Charakterisierung von trunkierenden
Mutationen in der Brachydaktylie Typ B und im Robinow
Syndrom.

Sigmar Stricker, Nicole Verhey van Wijk, Florian Witte, Norbert Brieske,
Kathrin Seidel und Stefan Mundlos.

Developmental Dynamics 2006, 235(12):3456-3465

Unser Ziel war es, die Konsequenz verschiedener Mutationen, die zur BDB1 oder
zum RRS fiihren, in einem Tiermodell funktionell zu untersuchen. Der
Hithnerembryo ist ein klassisches Modellsystem in der Extremitidtenentwicklung,
zahlreiche der bahnbrechenden Erkenntnisse iiber die Musterbildung und das
Knorpelwachstum wurden in diesem System gewonnen. Unser Ansatz war,
trunkierte Ror2 Proteine (mit BDB1 oder RRS Mutationen) in der Extremitét des
Hithnerembryos mittels des RCAS Systems (siehe Abschnitt 2.1) zur Expression
zu bringen.

Dazu wurde zunéchst das Ror2 Gen aus dem Huhn durch eine Kombination von
RACE-PCR und genomic-walking-PCR kloniert. Um die Tauglichkeit des
Hiithnerembryos fiir die geplanten funktionellen Analysen zu validieren, wurde
ein komplettes Expressionsmuster fiir Ror2 auf mRNA und auch auf Proteinebene
erstellt. Dabei zeigte sich, daBB Ror2 im Huhn weitgehend iiberlappend mit seinem
orthologen Gen der Maus (113) exprimiert ist.

Zur funktionellen Analyse wurden Konstrukte zur Expression gebracht, die
Kopien von drei humanen Mutationen darstellen: p. R441fsX15, p.Q467{sX57
(BDB1) und p.Q502X (RRS). Die Uberexpression aller drei Proteine rief eine
starke Verkiirzung der langen Knochen hervor, es konnte jedoch kein
Brachydaktylie Phénotyp erzeugt werden. Die Verkiirzung der Skelettelemente
wurde verursacht durch eine Differenzierungsstérung des Knorpels. Eine Storung
der Proliferationsrate im Knorpel wurde ausgeschlossen, was sich mit
Ergebnissen aus Ror2 defizienten Miusen deckte (114). Diese Ergebnisse legten
nahe, daB die Uberexpression von trunkierten ROR2 proteinen im Huhn mit der

Funktion des endogenen Ror2 interferiert (dominant-negativer Effekt).
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Cloning and expression pattern of chicken Ror2 and functional
characterization of truncating mutations in Brachydactyly type B

and Robinow syndrome.

Sigmar Stricker, Nicole Verhey van Wijk, Florian Witte, Norbert Brieske,
Kathrin Seidel and Stefan Mundlos.

Developmental Dynamics 2006, 235(12):3456-3465

http://dx.doi.org/10.1002/dvdy.20993
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2.6 Die Mutation ROR2VY**, assoziiert mit humaner BDBI1, ist
eine rezessive Mutation in der Maus, verursacht
Brachydaktylie, ist beteiligt an der Gelenksentwicklung und

ist ein weiteres Modell fiir das rezessive Robinow Syndrom.

Regina Raz, Sigmar Stricker, Elizabetta Gazzerro, Julie L. Clor, Florian
Witte, Harakiran Nistala, Stefanie Zabski, Reneta C. Pereira, Lisa
Stadmeyer, Xiangmin Wang, Lori Gowen, Mark W. Sleeman, George D.
Yancopoulos, Ernesto Canalis, Stefan Mundlos, David M. Valenzuela und

Aris N. Economides
Development 2008, 253:1713-1723

Da die Uberexpression trunkierter Ror2 Proteine im Hiihnerembryo keinen
Brachydaktylie Phénotyp erzeugte, haben wir in Zusammenarbeit mit Aris N.
Economides (Regeneron Inc. Tarrytown, USA) eine Maus mit einer gerichteten
Insertionsmutation (knock-in) einer humanen BDB1 Mutation (p.W749X) in den
Maus Ror2-Locus hergestellt. In dieser Studie wurde diese Maus initial
charakterisiert, wobei von uns die Untersuchung des Brachydaktylie Phénotyps
vorgenommen wurde. Die Ror2"’** Maus weist einen rezessiven BDBI
Phénotyp auf, bei dem die mittleren Phalangen (p2) aller Finger und Zehen
fehlen. Interessanterweise zeigt eine Ror2”” Maus nicht diesen Phinotyp. Diese
Maus besitzt alle drei Fingerglieder, welche in Folge allerdings durch eine
gestorte Differenzierung der Knorpelzellen in der Wachstumsfuge zu klein
bleiben. Dies zeigt, daB das ROR2V'** Protein als Funktionsgewinn-Allel
fungiert. Wir konnten zeigen, dall der Brachydaktylie Phanotyp nicht auf eine
Storung der frithen Musterbildung zuriickgeht, da sowohl die Gene des 5° Hoxd
clusters (Hoxdl1, Hoxdl2, Hoxdl3) als auch das Schliisselmolekiil Sh# normal
exprimiert werden. Ein weiterer Grund fiir den Verlust von Knorpelelementen in
der proximo-distalen Richtung ist haufig ein Defekt der AER, was im
darunterliegenden Gewebe Apoptose auslost und so zu Trunkationen fiihrt. Wir
fanden, daB das Leitmolekiil der AER, Fgf8, in der ROR2Y™* Miusen normal
exprimiert wird, was einen Defekt der AER unwahrscheinlich macht. Wir
konnten schlieBlich zeigen, daB in der Ror2™** Maus die Spezifikation des

distalen Gelenks gestort ist, was zum Phénotyp der Brachydaktylie fithren konnte.
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The mutation ROR2"*, linked to human BDB, is a recessive
mutation in the mouse, causing brachydactyly, mediating patterning

of joints and modeling recessive Robinow syndrome

Regina Raz, Sigmar Stricker, Elizabetta Gazzerro, Julie L. Clor, Florian
Witte, Harakiran Nistala, Stefanie Zabski, Reneta C. Pereira, Lisa
Stadmeyer, Xiangmin Wang, Lori Gowen, Mark W. Sleeman, George D.
Yancopoulos, Ernesto Canalis, Stefan Mundlos, David M. Valenzuela and

Aris N. Economides
Development 2008, 253:1713-1723

http://dx.doi.org/10.1242/dev.015149

32



Diskussion

3. Diskussion

3.1 Die Besondere Bedeutung von WNT7A in der Extremititen-

Entwicklung des Menschen

Wir konnten in unserer Studie zwei verschiedene Mutationen in WNT7A
identifizieren: p.A109T und p.R292C. Beide Mutation fiihrten zu schweren
Missbildungen der Extremitéten. Im ersten Fall war die Diagnose Fuhrmann
Syndrom (MIM #228930), im zweiten Fall Al-Awadi/Raas-Rothschild/Schinzel
phocomelia Syndrom (MIM #276820). Das Fuhrmann Syndrom ist unter anderem
charakterisiert durch Aplasie oder Hypoplasie der Fibula, gebogenen Femur,
sowie Poly-, Syn- oder Oligodaktylie. In den von uns beschriebenen Fillen trat
zusitzlich noch eine Hypoplasie des fiinften Fingers sowie eine Nagelhypoplasie
auf. Das Al-Awadi/Raas-Rothschild/Schinzel phocomelia Syndrom zeigt einen
deutlich schwereren Phinotyp. Hier ist ein komplettes Fehlen von Ulna und
Fibula charakteristisch sowie variable schwere distale Hypoplasie. In den von uns
beschriebenen Patienten traten in den Armen fehlende Ulnae, Ectrodaktylie mit
Nageldysplasie oder auch eine Reduktion der Hand aus einen verbleibenden
Finger auf. In den Beinen zeigte sich eine schwere, amputationsartige Reduktion.

Wir haben beide Mutationen durch Misexpression in Hithner-Primérzellen
(,Micromass Kulturen*) sowie in Hiihner-Extremititen in vivo funktionell
charakterisiert. WNT7A ist im Micromass System wie auch in vivo in der Lage,
die Knorpelkondensation und die Chondrozyten-Differenzierung zu supprimieren
(115). Expression von WNT7A*®T fithrte sowohl im Micromass System als auch
in vivo zu einer sichtbaren Suppression von Chondrogenese und Differenzierung,
die jedoch deutlich schwicher war als beim wt WNT7A. WNT7AR***¢ zeigte in
vitro noch eine leichte Aktivitdt, wihrend es in vivo keinen Effekt mehr zeigte.
Dies legte nahe, dall beide Mutationen zu einem Funktionsverlust des Proteins
fithren, jedoch ist das Protein WNT7A™%T noch teilweise funktionsfihig, das
Protein WNT7ARC ist jedoch praktisch funktionslos. Dies korreliert mit den
klinische Phinotypen, da die Mutation p.R292C einen schwereren Phéanotyp
hervorruft als die Mutation p.A109T.

Wie in der Einleitung erwédhnt, wurde durch Studien im Hithnerembryo
festgestellt, daB Wnt7a maBgeblich an der Ausbildung der dorso-ventralen Achse
der Extremitdt beteiligt ist (8). Wnt7a induziert im dorsalen Ektoderm die

Expression des Transkriptionsfaktors Lmx1 (23, 116). Interessanterweise flihren
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beim Menschen Mutationen in LMX1 zum Nail-Patella Syndrom (MIM
#161200), das durch eine Nageldysplasie gekennzeichnet ist, wie sie auch in
unseren Patienten auftrat. Nédgel sind dorsale Strukturen, sie stehen unter
Kontrolle von Signalen aus dem dorsalen Ektoderm. Zusammengenommen legen
diese Ergebnisse nahe, daB3 auch beim Menschen die Nigel durch eine Kaskade
WNT7A/LMXI1 induziert werden.

In Miusen fiihrt die Inaktivierung von Wnt7a zu einem milden Phinotyp. Die
Tiere zeigen ventralisierte Extremitdten mit rudimentiren Nigeln sowie ein
Fehlen der Ulna und des fiinften Fingers (110), was dem Phénotyp der humanen
Mutation p.A109T entspricht. Der Phénotyp der Mutation p.R292C, die ja
ebenfalls einen Funktionsverlust darstellt, ist wesentlich schwerer. Wnt7a ist
nicht nur fiir die DV-Polaritit der Extremitit zustdndig, sondern ist auch mit den
anderen Signalzentren verkniipft. Im Hithnerembryo wird das dorsale Ektoderm
auch fiir die Induktion und Aufrechterhaltung der ZPA (und damit der Expression
von Shh) benétigt. Yang und Niswander (28) konnten zeigen, dass Wnt7a fiir
diese Funktion verantwortlich ist. In der Wnt7a”~ Maus kommt es, wie erwéhnt,
zum Fehlen des fiinften (posterioren) Fingers. Dies wurde auch in den Patienten
mit der Mutation p.A109T beobachtet. Dieser Phinotyp kann als ein milder
Posteriorisierungsdefekt und somit als ein Defekt der ZPA gedeutet werden. Bei
der humanen Mutation p.R292C jedoch iiberlappt der humane Phénotyp eher mit
dem von Méusen mit einer kompletten Inaktivierung von Shh (13). Diese zeigen
Trunkationen der hinteren Extremitdten, in der Vorderextremitit sind Radius und
Ulna durch ein einzelnes Skelettelement ersetzt, die Hand ist auf einen einzelnen
Finger reduziert. Der selbe Phidnotyp wird auch in Méusen beobachtet, bei denen
die Shh Expression in der Extremitdt durch eine Inversion dereguliert ist (17).
Des weiteren tritt beim Menschen ein dhnlicher Phéanotyp bei der Acheiopodie
(MIM #200500) auf. Diese wird verursacht durch Deletionen in LMBRI, einem
Nachbargen von SHH (117). Das Intron 5 von LMBRI1 besitzt ein
Kontrollelement fiir SHH, die ,,ZPA activity-regulating sequence® (ZRS)
Punktmutationen in der ZRS sowie deren Duplikation fithren zu priaxialer
Polydaktylie durch anteriore Misexpression von SHH (51, 52).

Zusammengenommen deutet dies darauf hin, daB3 der Defekt in den von uns
beschriebenen Mutationen in einem Zusammenbruch der ZPA und darauffolgend
einem Zusammenbruch der AER (und damit der Expression von Fgf
Signalmolekiilen) liegt. Dies fiihrt vermutlich zu verminderter Proliferation und
massiver Apoptose im Mesenchym der Extremitdt (118) und damit zu
amputationsartigen Phénotypen. Es scheint, daB Wnt7a in der Maus zwar an der
Induktion und Aufrechterhaltung der ZPA beteiligt ist, eine Defizienz jedoch von

anderen Faktoren, vermutlich anderen Wnt Signalmolekiilen, gerettet werden
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kann. Im Menschen scheint es eine solche Redundanz nicht zu geben, hier ist
WNT7A absolut notwendig.

3.2 Komponenten des Wnt-Signalweges in der Extremititen-
Entwicklung

Der Wnt Signalweg hat eine herausgehobene Bedeutung in der
Extremititenentwicklung. Zahlreiche Mausmodelle mit Mutationen in Wnt
Faktoren oder Komponenten des Signalweges zeigen Extremitdtenfehlbildungen
(119). Im Menschen verursachen Mutationen in WNT7A und WNT3 schwere
Fehlbildungen (109, 120). Bisher waren die Informationen zur Expression von
Wnts als auch ihrer sekretierten Antagonisten liickenhaft, weil meistens auf ein
bestimmtes Stadium beschrinkt. Unsere Studie stellte daher erstmals eine
umfassende Expresionsanalyse aller Wnts und ihrer sekretierten Antagonisten
dar; die Ergebnisse sind schematisch in Abbildung 8 aufgefiihrt

E9.5 E10.5 E11.5 E12.5 E13.5 E15.5 | Abbﬂdung 8: Schematische

1 nicht detektior Darstellung der Expression
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n “ . .
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Wntd .
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Wnt5b Signal in der in-situ
ol ot Hvbridisi
E| wora L ,
S| worp e Abkiirzungen: AER: apical
/ nicht detektiert . .
e st ectodermal  ridge, Ch:
Wnt9a Chondrozyten, proCh:
Wintob S S o
Wnt10a proliferiernede
Wnt10b P Chondrozyten, hypCh:
Wnt11
|| wners hypertrophe - Chondrozyten,
D: Dermis, E: Ektoderm,
Sfrp1 ID: interdigitales
Sfrp2
Stp3/Frzb Mesenchym, J:  Gelenk
c g;rpg (joint), M: Muskel, Mes:
3 TP prolprech .
g Wisp1 Mes Mes Mes,ID,J Mes,J,P,Po MesenChym5 P .
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2| Dkt T rssmrrmscrmm Periosteum,  T: - Sehnen
Dkk2 Mes Mes,ID Mes,ID (tendon).
Dkk3 Mes J,P J,P
Ykk4 nicht detektiert
Wif1 Mes Mes Mes Mes Mes,ID,T.Ch  D,T,M,J,P.Ch

Unsere Studie ergab, daBl wihrend der frithen Extremitdten-Entwicklung die
Wnt Gene vor allem in der Epidermis exprimiert sind, mit Ausnahme der nicht-

kanonischen Wnts Wnt5a und Wnt5b. Untersuchungen an spéteren
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Entwicklungsstadien haben gezeigt, da3 diese ektodermale Expression sich in der
mehrschichtigen Epidermis auf das Stratum Germinativum beschriankt, die
Schicht aus welcher sich die Haut permanent erneuert. In dieser Zellschicht
entstehen beim Menschen Basalzellkarzinome. Interessanterweise wurde gezeigt,
daB dabei eine Deregulation des Wnt Signalweges eine Rolle spielen kann (121,
122).

Die Wnt Antagonisten waren demgegeniiber bevorzugt in der Dermis
exprimiert, wo sie vermutlich die Reichweite der ektodermalen Wnts im
Mesenchym kontrollieren. Man geht davon aus, da die ektodermalen
kanonischen Wnts die Kondensation von Knorpel inhibieren, weshalb der
Knorpel im Zentrum der Extremitdt entsteht (38, 39). Die Expression der Wnt
Antagonisten im duBeren Mesenchym der Extremitdt konnte diesen Prozess mit
regulieren.

Wihrend der Knorpel-Kondensationsphase fanden wir mit Wnt5a, Wnt5b,
Sfrp2, Sfrp3, Wispl, Dkkl1, Dkk2 und Wifl iiberraschend wenige Wnts, jedoch
zahlreiche Antagonisten exprimiert, was darauf hindeutet, daB3 in dieser Phase der
Wnt Signalweg einer genauen Kontrolle unterliegt. Da zahlreiche Wnt-
Antagonisten Zielgene des Wnt Signalweges selbst sind, scheint dies eine
negative Feedback Kontrolle zu sein.

In der Wachstumsfuge des Knorpels konnten wir Expression von Wnt5a,
Wnt5b und Wntl1 nachweisen, bei den Antagonisten fanden wir Sfrpl, Sfrp3 und
Sfrp5 exprimiert. Wihrend der Skelettentwicklung wurde die Aktivitdt des
kanonischen Wnt Signalwegs vor allem mit der Entstehung der synovialen
Gelenke in Verbindung gebracht (40, 41). Wir konnten mit Wntl1, Wifl, Wispl

und Dkk3 vier neue Kandidaten fiir diesen ProzeB hinzufiigen.

3.3 Genotyp-Phinotyp Korrelationen bei Mutationen in ROR2,
ursichlich fiir Brachydaktylie Typ Bl und rezessives

Robinow Syndrom

Mutationen in ROR2 verursachen zwei Syndrome, die zwar eine gewisse
phinotypische Uberlappung zeigen, jedoch generell distinkte Eigenschaften
aufweisen. Die Brachydaktylie Typ B1 (BDB) zeigt hypoplasie und Aplasie der
distalen = Phalangen,  Nageldysplasie = und  gelegentlich  proximalen
Symphalangismus. Das rezessive Robinow Syndrom (RRS) zeigt ebenfalls eine

leicht Brachydaktylie, jedoch nur mit verkiirzten, nicht mit fehlenden Phalangen.
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Ansonsten kennzeichnet das RRS eine Vielzahl an Phinotypen, die in der
Einleitung aufgefiihrt sind.

Es wurde bereits frith vermutet, daf} die rezessiven RRS Mutationen zu einem
Funktionsverlust, die dominanten BDB1 Mutationen zu einem Funktionsgewinn
des Proteins fithren (94). Fiir einige Missense Mutationen sowie extrazelluldr
trunkierende Mutationen konnte gezeigt werden, daf3 die betroffenen Proteine im
endoplasmatischen Retikulum (ER) zuriickgehalten und vermutlich iiber das
Proteasom abgebaut werden (112). Es blieb jedoch ritselhaft, warum
intrazelluldre Trunkationen, die zum Teil nur 29 Aminosduren voneinander
entfernt liegen, zu unterschiedlichen Syndromen fiihren.

Eine klare Korrelation zwischen Position der Mutation und der Schwere des
Phénotyps wurde bereits von Schwabe et al. (72) fiir die BDB1 beschrieben: die
»distalen® Trunkationen (C-Terminal der Tyrosinkinase) wiesen alle einen
schwereren Phinotyp auf als die ,proximalen® Trunkationen (zwischen
Transmembrandomédne und Tyrosinkinase). Zudem wurde bereits in dieser
Publikation ein Patient beschrieben, der homozygot fur eine proximale BDBI
Trunkation war (p.R441fsX15). Dieser Patient hatte eine sehr schwere
Brachydaktylie mit z. T. vollstindig reduzierten Fingern, aber auch einige
Symptome des Robinow Syndroms wie z. B. Hemivertebrac und einen
Septumsdefekt im Herz. Der von uns neu beschriebene Patient (Mutation
p.R441X) weist ebenfalls eine schwere Brachydaktylie auf und zeigt RS-
Symptome. Dennoch verursacht die Mutation pR441X im Gegensatz zur
Mutation p.R441fsX15 keine dominante BDBI.

Die phinotypische Uberlappungen zwischen den beiden Syndromen und vor
allem das Auftreten gemischter Phénotypen in einzelnen Patienten deuten an, da3
der Brachydaktylie Phénotyp zu einem Teil durch Funktionsverlust, zum anderen
Teil jedoch durch eine aberrante Funktion des trunkierten Proteins hervorgerufen
werden konnte. Die Schwere des RRS Phinotyps auf der anderen Seite konnte
durch den Grad an Funktionsverlust bestimmt werden. Dies impliziert jedoch
auch, dafl verschieden schwere Brachydaktylie Phénotypen durch graduelle
Unterschiede in Funktionsgewinn/Verlust hervorgerufen werden konnten. Durch
die Benutzung von stabil transfizierten Zellinien und einer exakten
Proteinquantifizierung konnten wir beide Vermutungen bestitigen. Wir konnten
zeigen, daB} korrelierend mit der Menge an trunkiertem ROR2 Protein an der
Zellmembran die Schwere des BDBI1 Phénotyps zu-, die Schwere des RS
Phénotyps jedoch abnimmt. Dies ist schematisch in Abbildung 9 gezeigt.

Wie kommt es nun zu diesen Verschiebungen der Proteinmengen an der
Zellmembran? Membranstindige Proteine werden, genau wie sekretierte Proteine,

iber einen komplexen ProzeB in das rauhe ER (rER) translatiert, wo ihre korrekte
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Faltung stattfindet und iiber Chaperon Proteine {iberpriift wird. Danach werden
die Proteine im Golgi Apparat modifiziert (z. B. durch Glycosylierung) und
schlieBlich iliber ein Vesikuldres Transportsystem zur Zellmembran verbracht.
Fehler in der Proteinfaltung fiihren hdufig zu einer Retention des Proteins im ER

und zur anschlieBenden Degradation.

Membranlokalisierung , - Abbildung  9:  Schematische
genug Protein an
W2Ztyd | der Membran, um Darstellung der Menge
dominante Phénot :
caorrsxs7 [ etk verschiedener mutanter ROR2
Ra441fsX15 gpe1 Proteine an der Zell-Oberfldche
und ihr EinfluB auf den
Phénotyp.

Proteine sind moduldr aufgebaut, d. h. sie bestehen aus individuellen
Doménen, die oft eine komplexe Faltung aufweisen und dazwischen liegenden
ungefalteten ,,Loops“. Generell wirken sich bei Proteinen Mutationen in
konservierten und komplex gefalteten Regionen stérker auf die Struktur aus, als
Mutatonen in Loop-Regionen. Alle BDB1 Mutationen, die bis Dato identifiziert
wurden liegen in solchen Loop-Regionen, wihrend die intrazelluliren RRS
Mutationen sich alle in der hochkonserverten Tyrosinkinase Domine befinden.
Dies konnte eine Erkldrung fiir das unterschiedliche Verhalten der Proteine sein.
Es bleibt jedoch die Frage offen, warum sich die Mutationen p.R441X und
p.R441fsX15 phénotypisch unterscheiden, da von beiden die ROR2
Polypeptidkette an identischer Position unterbrochen wird. Wir konnten
feststellen, dal3 die relative Membranfraktion beider Proteine identisch war, die
Mutation p.R441X jedoch eine geringere Protein Gesamtmenge aufwies. Dies
deutet darauf hin, dal} die zusitzlichen Aminosduren, die durch den Frame-Shift
generiert wurden, eine stabilisierende Funktion fiir das Protein haben und es auf
unbekannte Weise vor der Degradation schiitzen. Interessanterweise sind alle
»proximalen“ Mutationen, die BDB1 erzeigen, Frame-Shift Mutatonen. Die
distalen Trunkationen scheinen in jedem Fall stabiler zu sein, da hier sowohl
Frame-Shift als auch Nonsense Mutationen auftreten. Wir fanden, daf} die distal
trukierten Proteine stirker an der Membran lokalisieren als die proximal
trunkierten, wodurch wir auch die oben beschriebene Genotyp-Phédnotyp

Korelation in der BDB1 erkldaren konnen.
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Zusammengefasst bieten wir mit dieser Studie eine exakte biochemisch-
quantitative Erkldrung fiir das Auftreten von zwei distinkten Syndromen durch
Mutationen im selben Gen / Protein, aber auch fiir das Auftreten von

iiberlappenden Phénotypen.

3.4 Interaktionspartner und intrazellulire Signalwege von Ror2

Wie in der Einleitung erwédhnt, wurde ROR2 mit verschiedenen Wnt Signalwegen
als auch mit dem Gdf5/BmpR1b Signalweg in Verbindung gebracht. Der einzige
Signalweg, der bis heute im Detail beschrieben werden konnte, wurde in der
Gastrulaton von Xenopus laevis analysiert (101). In keinem Fall ist bisher klar,
iiber welche intrazelluldren Interaktionspartner die Signalweiterleitung direkt
vermittelt wird.

Durch einen Yeast-two-Hybrid Screen konnten wir das LIM-Doménen
Protein Wtip als intrazelluldren Interaktionspartner von ROR2 identifizieren. Wir
konnten dies biochemisch durch Co-Immunoprézipitation und
Zelllokalisationsstudien zeigen. Weiterhin konnten wir zeigen, daB3 trunkiertes
ROR2 (BDB1-Mutation) nicht mit Wtip interagiert. Dies 148t vermuten, da3 die
fehlende Interaktion zwischen mutantem ROR2 und Wtip einen Teil zur
Pathogenese der BDBI1 beitragt.

LIM Doménen vermitteln hiufig Protein-Protein Interaktionen, auch im Fall
der Interaktion mit ROR2 waren die LIM Doménen essentiell fiir die Interaktion.
ROR2 ist dabei in der Lage, Wtip von Cytoplasma an die Membran zu
rekrutieren. LIM Proteine haben die Féhigkeit zu dimerisieren bzw. zu
multimerisieren (123). Dies konnte bedeuten, dal Wtip eine Plattform fiir weitere
Protein-Protein Interaktionen an Ror2 an der Membran bereitstellen kdnnte und
somit zur Aktivierung eines Signalweges beitragen konnte. Ein &hnlicher
Mechanismus wurde fiir das kanonische Wnt Signaling beschrieben. Hier
interagieren Axin und Dishevelled mit dem Frizzled/Lrp Rezeptorkomplex. Bei
Aktivierung des Signalweges durch Bindung von Wnt Liganden multimerisieren
Axin/Dvl und bilden eine sogenannte ,,Signalosomen®, die das Wnt Signal
amplifizieren (124).

Wir fanden, dal Wtip den kanonische Wnt Signalweg hemmt. Kanonische
und nicht-kanonische Wnt Signalwege hemmen sich oft gegenseitig, auch ROR2,
das ein nicht-kanonischer Wnt Rezeptor ist, hemmt das kanonische Signaling. Die
Vermutung liegt also nahe, daB Ror2/Wtip an einer nicht-kanonischen Kaskade
beteiligt sind, die unter anderem den kanonischen Wnt/B-catenin Signalweg

hemmt.
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Wtip wurde erstmals als Interaktionspartner von Wtl beschrieben (125). Es
wurde gezeigt, daB Wtip zwischen Zell-Matrix Anheftungsstellen und dem
Zellkern pendelt. Die Autoren vermuteten, dal Wtip in den Podocyten der Niere
die Integritit der Membran und der glomeruldren Filtrationsbarriere, die von den
Podocyten gebildet wird, zu iiberwachen. Kommt es zu Verletzungen, wandert
Wtip in den Zellkern und steuert dort die Transkription bestimmter Zielgene.
Auch Ror2 wurde mit Zelladhdsion in Verbindung gebracht und lokalisiert in
Filopodien und fokalen Adhédsionen (102). Es wire also moglich, da3 Ror2 / Wtip
zur Funktion von Zell-Zell Kontakten bzw. Zell-Matrix Kontakten beitragen.

RRS Patienten zeigen craniofaziale Auffilligkeiten, genau wie Ror2”” Miuse.
Das craniofaziale Skelett wird groftenteils aus Derivaten der Neuralleiste
gebildet. Langer und Kollegen (126) konnten kiirzlich zeigen, dal in Xenopus
zwei LIM Proteine der Ajuba Familie, XWtip und XLimd], in der Neuralleisten-
Entwicklung eine Rolle spielen. Dabei fungieren sie als transkriptionelle
Corepressoren zusammen mit Snail Transkriptionsfaktoren und unterdriicken in
Neuralleistenzellen die Expression von E-Cadherin. Dadurch wird die Epithelial-
Mesenchymale Transition (EMT) dieser Zellen induziert und damit die
Entwicklung der Nauralleiste gefordert. Durch Morpholino Knockdown von
XWtip oder XLimd!l wurde die EMT verhindert und die weitere Entwicklung der
Neuralleiste unterbrochen. Es liegt also nahe zu vermuten, daB3 die Interaktion
von ROR2 und Wtip in der Maus und im Menschen an der Pathogenese der
craniofazialen Phianotypen beteiligt ist.

3.5 Die Pathogenese der BDB1 im Tiermodell

Wir versuchten zunidchst, den Hiihnerembryo als Modell fiir die BDB1 zu
etablieren. Dazu wurden verschiedene trunkierte ROR2 Molekiile mittels eines
retroviralen Systems (RCAS) in der Extremitit von Hiihnerembryonen
tiberexprimiert. Das RCAS System ist gut etabliert und findet in der
entwicklungsbiologischen Forschung breite Anwendung (127). Es basiert auf dem
Rous Sarcoma Virus, welches ein proto-Oncogen (v-src) in sein Genom
aufgenommen hat und dieses in infizierten Zellen unter Kontrolle der viralen
Promotorelemente exprimiert. Das v-src Gen kann durch eine beliebige cDNA
ersetzt werden, die dann ebenfalls in infizierten Zellen exprimiert wird. Infektion
einer Zelle mit dem RCAS Virus fiihrt zur stabilen Integration einer Kopie des
viralen Genoms in das Wirtsgenom. Dies fiihrt zu einer moderaten

Uberexpression der integrierten cDNA. Eine Limitierung dieses Systems ist, dal
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das virale Genom cDNAs nur bis zu einer Grof3e von ca. 2.2 kb aufnehmen kann,
so daB} in unserem Fall das volle Lidnge ROR2 nicht benutzt werden konnte.

Wir benutzten sowohl BDB1 Trunkationen als auch RRS Trunkationen als
Kontrolle und konnten mit allen Konstrukten einen Phédnotyp in der Knorpel-
Wachstumsfuge der langen Knochen erzeugen, der dem humanen RRS Phinotyp
glich. AuBerdem war dieser Phinotyp iiberlappend mit dem Phinotyp der Ror2”
Maus. Dies legt nahe, daB im Huhn alle Konstrukte zumindest im Knorpel
dominant-negativ iiber das endogene cRor2 waren, somit einen Ror2-null
Phénotyp produzierten. Ein BDBI-dhnlicher Phinotyp konnte dadurch jedoch
nicht generiert werden. Die Stirke und Penetranz eines durch RCAS-
Uberexpression im Huhn erzeugten Phinotyps hiingt immer mit der Effizienz der
Infektion zusammen. Generell bekommt man bei der hier verwendeten Infektion
des frithen Seitenplattenmesoderm eine sehr gute Infektion des Mesenchyms der
Extremitédt, jedoch sind nie alle Zellen infiziert. Es bildet sich eher ein
mosaikartiges Muster einzelner Gruppen infizierter und nicht infizierter Zellen.
Eine mogliche Erkldrung fiir den fehlenden BDB1 Phénotyp konnte sein, dal3
Ror2 im Rahmen der Fingerentwicklung Zell-autonom agiert, somit miite, um
einen Phénotyp zu erzeugen, jede Zelle der beginnenden Kondensation infiziert
sein, was technisch nicht moglich ist. Dem Ausbleiben eines BDB1 Phénotyps
konnten aber auch Spezies-spezifische Unterschiede in der Fingerentwicklung zu
Grunde liegen.

Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, haben wir in Kollaboration mit Aris
Economides (Regeneron Inc. Tarrytown, New York, USA) ein Mausmodell fiir
die BDBI1 entwickelt. Dieses durch knock-in erzeugte Modell trigt eine exakte
Kopie einer humanen Mutation (p.W749X) im endogenen Ror2 Locus. Die
Mutation p.W749X ist in der Maus, im Gegensatz zum Menschen, rezessiv, was
bei solchen Mausmodellen héufig auftritt und auf Spezies-spezifische
Unterschiede in der Embryonalentwicklung fiir bestimmte Mutationen hindeutet
(128).

Dieses Modell zeigt eine fehlende mittlere Phalanx (p2) in allen Fingern der
Hénde und FiiBe und rekapituliert damit einige Aspekte der BDBI1. Im
Unterschied zum Menschen sind jedoch die terminalen Phalangen normal. Die
Erklarung dafiir konnte das hohe Regenerationspotential der terminalen
Phalangen in der Maus sein (129, 130). In der hier vorgestellten Publikation
konnten wir zeigen, dal die BDBI1 nicht durch einen Defekt in der frithen
Musterbildung zustande kommt. Die Expression von Schliisselfaktoren der
Musterbildung in der Hand war normal, sowohl fiir Sh4 und die 5° Hox Gene
Hoxdl1, Hoxdl2 und HoxdlI3. Ein Defekt der AER konnte durch den Nachweis

der normalen Expression von Fgf8 ausgeschlossen werden. AuBBerdem schlossen
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wir einen Defekt der Proliferation der frithen Kondensationen aus. Vielmehr
scheint der Defekt in einer verminderten GréBe der initialen Kondensation zu
liegen, die wihrend der weiteren Entwicklung nicht aufgeholt wird. Man geht
davon aus, daB die Knorpelenlagen der Extremitdt als kontinuierliche
Kondensation entstehen, die spéter durch die Formation von Gelenken unterteilt
wird (131). Gelenke sind Signalzentren, die sowohl den angrenzenden Knorpel
beeinflussen als auch die Bildung weiterer Gelenke in der Umgebung. So
scheinen die Gelenke der Finger selbst iiber Botenstoffe die Formierung weiterer
Gelenke zu unterdriicken, was den Abstand zwischen den einzelnen Gelenken
reguliert (41, 132). Somit mull eine Kondensation, um durch eine bestimmte
Anzahl an Gelenke unterteilt zu werden, eine Mindestgrofe aufweisen. Diese

pWIHIXIWT49X NMaus unterschritten, so daf kein distales

wird offenbar in der Ror
Gelenk gebildet werden kann. Das Resultat ist eine fehlende mittlere Phalanx,

somit eine Brachydaktylie.

3.6 Ausblick auf eine iibergreifende molekulare Pathogenese der
Brachydaktylien

Die Brachydaktylien sind eine Gruppe von Erkrankungen, deren Phénotypen zwar
individuell distinkt sind, die jedoch in einzelnen Eigenschaften iiberlappen. So
weisen die Brachydaktylien Al und A2 beide Verkiirzungen der mittleren
Fingerglieder auf, jedoch sind verschiedene Finger betroffen. Die BDBI hat einen
variablen Phénotyp, sie betrifft vor Allem distale Strukturen, jedoch ist eine
Verkiirzung oder sogar ein Fehlen der mittleren Fingerglieder ebenfalls haufig.
Fiir solche Gruppen von Syndromen, die eine klare phinotypische Uberlappung
zeigen, und aus diesem Grund moglicherweise auch eine gemeinsame genetische
Ursache haben, pragte Spranger (133) den Begriff ,,Krankheitsfamilien®.

Die genetische Ursache fiir verschiedene Brachydaktylien wurde in den
vergangenen Jahren aufgekldrt und es zeigte sich, dal der BMP Signalweg
besonders hiufig betroffen ist. Andere Mutationen lassen sich mit dem BMP
Signalweg assoziieren, da zumindest biochemisch Interaktionen gezeigt wurden,
oder eine Kooperation des betreffenden Faktors mit der BMP Signalkaskade
bekannt sind. IHH, das in der BDAI betroffen ist, kann in der Wachstumsfuge
des Knorpels die Expression von verschiedenen BMPs regulieren (134, 135). Wir
konnten zeigen, daBl Ror2 in vitro mit dem BMP Rezeptor 1b (BmpR1b)
interagiert und dadurch den Gdf5/BmpR1b/Smad Signalweg moduliert (108).
Mutationen in HOXD13 schlieBlich wurden in einzelnen Individuen mit BDD und
BDE gefunden. Es wurde gezeigt, dal 5° Hox Proteine direkt die Expression von
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Bmps regulieren kénnen (136). 5° Hoxd Proteine interagiert aber auch direkt mit
Smad Molekiilen, beide modulieren dadurch gegenseitig ihre Aktivitit (137, 138).
Dies leitet zur Hypothese, dafl Krankheitsfamilien wie die Brachydaktylien
verkniipft sind durch ein molekulares Netzwerk, in dem die durch Mutation
betroffenen Proteine Schliisselpositionen einnehmen. Mutationen, die zu einer
Funktionsédnderung fiihren, verdndern somit das Gleichgewicht in diesem
Netzwerk und verursachen ein verindertes Endergebnis, also einen sichtbaren
Phénotyp. Mundlos schlug zur Integration von iiberlappenden Phénotypen und
Mutationen in Komponenten eines solchen Netzwerkes den Begriff ,,molekulare
Krankheitsfamilien® (molecular disease families) vor (63).

Damit ist es mdoglich, ein solches theoretisches Netzwerk fiir die
Brachydaktylien aufzustellen, jedoch wurde dessen funktionelle Interaktion und
die Relevanz fiir den Phianotyp bisher in keinem Krankheitsmodell bestétigt.

Wir haben daher fortfithrend zu den in der Originalarbeit 2.6 gezeigten Daten
das Mausmodell fiir die BDB1 (Ror2V"**) weiter untersucht, und die Analyse
auf ein Modell fiir die BDA1 ausgeweitet. Fiir die BDA1 wurde von Danny Chan
(University of Hong Kong) eine Maus generiert, bei der eine humane BDAI
Mutation (IHH p.E95K) in den Maus [hh Locus eingebracht wurde. In einer
Kollaboration konnten wir feststellen, da der BDA1 Phinotyp durch eine
verminderte Rekrutierung von undifferenzierten Zellen aus dem distalen
Mesenchym in die wachsende Kondensation der Finger hervorgerufen wird, es
handelt sich also um einen Knorpel-Kondensationsdefekt (139).

In noch nicht verdffentlichten Untersuchungen zur Ror2™’* Maus haben wir
festgestellt, dal dem hier beobachteten Elongationsdefekt (siehe 2.6) ebenfalls
ein Kondensationsdefekt zu Grunde liegt. Dies deutete in der Tat an, dal BDAI
und BDB1 weitgehend den selben Pathomechanismus besitzen konnten. Dies
wurde substantiiert durch den Befund, dall /4h sowie seine Zielgene Ptcl und
Glil in der BDB1 Maus drastisch herunterreguliert waren. Vor allem konnten in
beiden Mausmodellen der Kondensationsdefekt auf einen Defekt des
BMP/pSmad1/5/8 Signalwegs zuriickfithren. Durch Immunférbung auf Schnitten
fanden wir in der wt Maus bei E13.5 eine Population an Zellen direkt anterior der
Fingerkondensation, die stark positiv fiir pSmadl/5/8 war. Diese Population
fehlte in der BDB1 Maus, in der BDA1 Maus war die Signalintensitit deutlich
vermindert.

Eine solche Population an pSmadl/5/8 positiven Zellen wurde im
Hithnerembryo beschrieben als ,,phalanx forming region“ (PFR) (49, siehe
Einleitung Anschnitt 1.1.2). Wir konnen also erstmals zeigen, dall eine solche
Region in der Maus existiert und wahrscheinlich in die Pathogenese der
menschlichen Brachydaktylien involviert ist.
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Ror2 wurde von uns und anderen Gruppen in vitro in die Regulation des Wnt
Signalweges involviert (96, 98, 100). Wir fanden in der BDB1 Maus eine
Hochregulation des “kanonischen® Wnt/B-catenin Signalweges im distalen
Mesenchym der Extremitdt. Es ist bekannt, dal der Wnt/B-catenin Signalweg
sowohl die Chondrogenese in verschiedenen Testsystemen in vitro und in vivo
hemmt (38-41, 132, 140, 141). AuBlerdem ist bekannt, dal Wnt/B-catenin und
BMP/Smad Signalwege in der Knorpelentwicklung und im Mesenchym der
Extremitét antagonistisch wirken (36, 142-144).

Zusammengenommen suggerieren diese Ergebnisse erstmals in vivo, in zwei
Modellen fiir humane Brachydaktylien, ein zusammenhéngendes Signalnetzwerk
aus Ror2, IThh, Wnt/B-catenin und BMP Signalwegen (Witte, Chan, Economides,
Mundlos, Stricker, eingereicht zur Publikation). Dieses Signalnetzwerk reguliert

die Elongation der Fingerkondensation, schematisch dargestellt in Abbildung 10.

FGF Abbildung 10: Schematische Darstellung des
P Signalnetzwerkes, das die Elongation der Finger
- TN steuert. ROR2 inhibiert Wnt/B-catenin Signaling
Fapp Trowese ““.‘WNT und reguliert die Expression von /ih positiv. IThh
j ! sgxg\/ FaF reguliert die Bmp Expression im Mesenchym
;| ieswan :}m 530“ und beeinfluft eventuell iiber unbekannte
L :‘.-..':'. ',"'BM:T?EE.:_M;‘ T Mechams.men flas BMP Signaling in der PFR.
e N FE ;‘é’;i\/‘-. BMPs wirken in der PFR iiber pSmad1/5/8 auf

5 1k j o sresyap 4

e . die Expression von Zielgenen wie Sox9. Wnt/3-
i es” WRORZL - catenin hemmt den BMP Signalweg. Dieses
""" i Zusammenspiel reguliert iiber die PFR die
Rekrutierung von undifferenzierten, unter
Kontrolle von Fgf Signalen proliferierenenden
lhh ¢ (Unh Mesenchymzellen in die Kondensation. In der

b BDB1 inhibiert trunkiertes ROR2 die

Expression von lhh, hemmt aber nicht mehr den
kanonischen Wnt Signalweg. Als Resultat wird
der BMP Signalweg in der PFR inhibiert, die
Wit BDB1 Rekrutierung von Zellen in die Kondensation ist
vermindert.

p2/3
p2/3

p1

Zusammengenommen zeigen wir damit erstmals in vivo ein molekulares
Netzwerk, in dem die in den Brachydaktylien A-C betroffenen Signalwege
integriert  sind.  Dieses  Signalnetzwerk, das die Elongation der
Fingerkondensationen steuert, wird durch Mutationen in einzelnen Komponenten
verschoben, so daB3 sich sein Output (in diesem Fall die Knorpelkondensation)
verdandert. Es ist also vorauszusehen, dafl Mutationen an verschiedenen Stellen
dieses Netzwerkes dieses unterschiedlich stark beeinflussen, was sich in den

unterschiedlichen Phianotypen der Brachydaktylien manifestiert.
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4. Zusammenfassung

Angeborene skeletale Fehlbildungen treten beim Menschen hiufig auf,
Fehlbildungen des Extremitidtenskeletts betreffen im Durchschnitt etwa eine(n)
unter 1000 Neugeborenen. Diese Fehlbildungen manifestieren sich wéhrend der
Embryonal- bzw. Fotalphase, sind also Entwicklungsdefekte.

Wir haben in den vergangenen Jahren verschiedene Formen der
Extremititenfehlbildungen untersucht. Wir konnten fiir zwei Syndrome, das Al-
Awadi/Raas-Rothschild/Schinzel Phocomelia Syndrom und das Fuhrmann
Syndrom die genetische Ursache herausfinden. Beide Syndrome werden durch
Missense Mutationen im Signalmolekiil WNT7A hervorgerufen. Wir konnten in
funktionellen Untersuchungen zeigen, dafl die Mutation im Al-Awadi/Raas-
Rothschild/Schinzel Phocomelia Syndrom, das einen sehr schweren Phénotyp
zeigt, zu einem totalen Funktionsverlust von WNT7A fiihrt, wéhrend die
Mutation im phéinotypisch weniger schweren Fuhrmann Syndrom einen partiellen
Funktionsverlust von WNT7A bewirkt. Dies ist erst die zweite Mutation, die in
einem WNT Gen als Ursache fiir ein humanes Syndrom beschrieben wurde.

Um einen besseren Einblick in die potentiellen Funktionen der Wnt Faktoren
wiéhrend der Extremititen-Entwicklung zu bekommen, haben wir erstmals eine
vollstindige Expressionsanalyse aller 19 Wnt Gene der Maus sowie der
wichtigsten sekretierten Antagonisten wéhrend der Extremitidten-Entwicklung
unternommen und konnten dabei zahlreiche neue Expressions-Doménen
beschreiben.

Der Hauptfokus unserer Arbeit lag auf der Analyse der Pathogenese einer
Gruppe von Handfehlbildungen, den Brachydaktylien. Der Ansatzpunkt zur
Analyse dieser Krankheitsfamilie lag in der Untersuchung der Funktion von
ROR?2, welches in der phanotypisch schwersten Form, der Brachydaktylie Typ B1
(BDBI1), Mutationen aufweist. Mutationen in ROR?2 verursachen jedoch nicht nur
die dominante BDBI, sondern auch das phénotypisch distinkte rezessive
Robinow Syndrom (RRS). Um aufzukldren, wie diese Mutationen zu
verschiedenen Syndromen fiihren, stellten wir exakte Kopien humaner
Mutationen her und exprimierten diese in einem definierten Zellsystem. Wir
konnten zeigen, dal RRS Mutationen zu einer Retention des Proteins im
endoplasmatischen Reticulum und zur Proteindegradation fithren. BDBI
Mutationen jedoch sind stabil und gelangen an die Zellmembran, wo sie mit dem
normalen Signaling interferieren konnen. Durch exakte Quantifizierung der

Proteinmengen an der Membran konnten wir zeigen, dafl die Schwere des BDBI1

45



Zusammenfas sung

Phénotyps sowie das Auftreten iiberlappenden Phénotypen zwischen BDB1 und
RRS mit der Menge an trunkiertem Protein an der Zellmembran korreliert.

Ror2 ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase, fiir die zu Beginn unserer Arbeiten
weder Ligand noch Signalweg bekannt waren. Um einen Einblick in diese
Prozesse zu erhalten und intrazelluldre Interaktionspartner von Ror2 zu
identifizieren, fithrten wir einen Yeast-two-Hybrod Screen mit der intrazelluldren
Domiéne von Ror2 durch. Wir konnten zeigen, dal Ror2 mit einem LIM-
Doménen Protein Wtip interagiert. Diese Interaktion ist lokalisiert auf den C-
Terminus von Ror2, welcher in allen BDB1 Mutationen fehlt. Wir fanden, dal3
Ror2 in der Lage ist, Wtip an die Zellmembran zu rekrutieren, BDB1-Formen von
Ror2 jedoch nicht. SchlieBlich fanden wir, dal Wtip ein neuer intrazellulédrer
Regulator des Wnt/B-catenin Signalweges ist, in den Ror2 (unter anderem von
uns) in den vergangenen Jahren involviert wurde.

BDB1 st charakterisiert durch Hypoplasie / Aplasie der distalen
Fingerglieder. Um die Pathogenese dieses Phidnotyps zu untersuchen, haben wir
sowohl das Huhn als auch die Maus als Modellorganismus verwendet. Im Huhn
konnten wir mittels retroviraler Misexpression von trunkierten Konstrukten
(analog zu humanen BDB1 oder RRS Mutationen) zeigen, dafl diese als
dominant-negative wirken, wobei korrelierend zu den Experimenten in Zellkultur
die RRS Mutationen einen schwicheren Effekt hatten. Wir beschrieben in diesem
System den Defekt in Wachstumsfugen langer Knochen und zeigten, daf} dieser
auf einen Differenzierungsdefekt, nicht auf einen Proliferationsdefekt zuriickgeht.
In diesem System konnten wir jedoch keinen BDB1-analogen Phénotyp erzeugen.
Dies gelang jedoch in einem Mausmodell, bei welchem eine humane Mutation
(p-W749X) durch knock-in in den endogenen Ror2-Locus eingebracht wurde. Wir
konnten in diesem Modell, das eine aplastische mittlere Phalanx aufweist, zeigen,
daB3 die BDBI durch einen Elongationsdefekt der frithen Knorpelkondensation der
Hand und einem damit einher gehenden Defekt in der Bildung des distalen
Gelenks zustande kommt.

Unsere Ergebnisse liefern somit einen wichtigen Beitrag sowohl zur
Erweiterung des Mutationsspektrums humaner Extremitidten-Fehlbildungen als

auch zur funktionellen und molekularen Charakterisierung ihrer Pathogenese.
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Abkiirzungen

Abklirzungen

AER: apikale ektodermale Randleiste (=apical ectodermal ridge)
Bp: Basenpaare

BD: Brachydaktylie

E: Embryonaltag der Maus

IM: intermedidres Mesoderm

ISH: In-situ Hybridisierung

Kb: kilobasen

PFR: Phalanx forming Region
SPM: Seitenplattenmesoderm

WT: Wildtyp

ZPA: Zone polarisierender Aktivitit
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