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Kapitel 1
Einfuhrung

Das Marfan-Syndrom (MFS; MIM 154700) ist eine autosomal dominant vererbte hereditéire Er-
krankung des Bindegewebes, welche in erster Linie durch Manifestationen im Skelett, Auge und
Herzkreislaufsystem gekennzeichnet ist und eine Prévalenz von etwa 1-2 von 10.000 Personen
hat. Das MFS wird durch Mutationen im Gen fiir Fibrillin-1 (FBNI) verursacht. Viele betrof-
fene Personen weisen einen charakteristischen Habitus mit Grofswuchs, langen und schmalen
Gliedmafen (Dolichostenomelie), langen und schmalen Fingern und Zehen (Arachnodaktylie),
Skoliose und Trichterbrust (Pectus excavatum) oder Kielbrust (Pectus carinatum) auf. Ectopia
lentis (»Linsenschlottern«) tritt bei bis zu 80% der Personen mit MFS auf und ist so gut wie
immer beidseitig. Die hdufigste Todesursache bei unbehandelten Patienten ist die die akute
Aortendissektion, die meist nach einer iiber Jahre langsam fortschreitenden Aortenwurzelerwei-
terung (Aortendilatation) auftritt.

In dieser Habilitationsschrift werden Arbeiten zur Charakterisierung von FFBN1-Mutationen
und Genotype-Phinotyp-Korrelationen beim MFS, zur Untersuchung der molekularen Grund-
lagen der Pathophysiologie des MFS, zur klinischen Charakterisierung der mit dem MFS ver-
wandten Erkrankung Shprintzen-Goldberg-Syndrom sowie zur Untersuchung der molekularen

Mechanismen der Genexpression des FBN1 vorgestellt.
1.1 Fibrillin-1, fibrillinhaltige Mikrofibrillen und elastische
Fasern

Das Fibrillin-1 ist ein grofes (~320 kD) Glykoprotein, das aus mehreren wiederholt vorkom-

menden Sekundirstrukturmotiven besteht, wovon das Epidermal-Wachstums-Faktor-Like-



1.1 Fibrillin-1, fibrillinhaltige Mikrofibrillen und elastische Fasern

Modul (EGF) am hiufigsten vertreten ist. FBN1 (MIM 134797) findet sich auf Chromosom
15921, besitzt 65 kodierende sowie drei nicht kodierende 5’ gelegene Exons und umspannt et-
wa 235 kB genomische DNA. Das FBNI1-Transkript hat eine Linge von nahezu 10 kb (1L 2)).
Fibrillin-1 ist eine Hauptkomponente einer Klasse von extrazellularen Mikrofibrillen, die einen
Durchmesser von etwa 8-12 nm aufweisen und in vielen Geweben vorkommen. Die Mikrofi-
brillen kénnen entweder zusammen mit elastischen Fasern in Geweben wie der Aorta oder in
elastinfreien Biindeln in Geweben wie den Zonulafasern vorkommen (3)).

Das Zusammenfiigen (»assembly «) mehrerer Fibrillinmonomere zu Fibrillindimeren und der
weitere Aufbau dieser und anderer Proteinmolekiile zu den hochpolymeren Mikrofibrillen er-
folgt durch komplexe, nur teils verstandene Prozesse, die auch durch FBNI-Mutationen beein-
trachtigt werden koénnen. Mindestens sechs weitere Proteine, MAGP-1, MAGP-2, AAAP-40,
MFAP-1, MFAP-3 und MFAP-4 sind zumindest in bestimmten Entwicklungsstadien oder Ge-
weben integrale Bestandteile der Mikrofibrillen und iiben zahlreiche Funktionen wie Bindung
an Tropoelastin oder Biglycan, Zelladhision oder Unterstiitzung der Elastogenese aus. Neben
diesen sechs Proteinen kdnnen Proteine wie LTBP1, LTPB2, LTBP4, Decorin, Fibulin-2 und
Fibulin-5 sowie BMP7 an die Mikrofibrillen binden (Referenzen in Tabelle 1 und 2 von (4)).

Die elastische Faser ist eine komplexe Struktur, die aus Elastin, fibrillinhaltigen Mikrofibril-
len, Lysyloxidase und Proteoglykanen besteht. Elektronenmikroskopisch stellen sich zwei mor-
phologisch unterschiedliche Komponenten der Mikrofibrillen dar: ein aus Elastin bestehender,
amorpher Kern, welcher etwa 90% der reifen Faser ausmacht und ein mikrofibrillirer Man-
tel. Elastin erzeugende Zellen sezernieren Tropoelastin, den 70-kD grofsen Vorldufer des Elas-
tins, in den Extrazellularraum, wo das Tropoelastin sich schnell an die Oberfliche bestehender
elastischen Fasern anheftet und durch die Aktivitéit der Lysyloxidase durch Quervernetzungen
kovalent an die elastische Faser gebunden wird. Das so entstandene reife Elastin verleiht den
elastischen Fasern die Elastizitét, die fiir dehnfihige Gewebe wie Aorta, Lunge und Haut un-
erldsslich ist (5). Wahrend die Rolle des Elastins in der reversiblen Dehnbarkeit bestimmter
Gewebe mittlerweile gut fundiert ist, sind die Funktionen des Fibrillins und der fibrillinhalti-
gen Mikrofibrillen weniger gut verstanden. Bislang konnten jedoch mehrere funktionelle Rollen
fiir die fibrillinhaltigen Mikrofibrillen nachgewiesen werden. Erstens bilden sie eine Art Gertist,
auf das Tropoelastinmonomere wihrend der Elastogenese deponiert werden (6)). Zweitens sind
die fibrillinhaltigen Mikrofibrillen selber dehnbar, tragen zur Elastizitit bei und konnen die
mechanischen Eigenschaften reifer elastischen Gewebe durch Umverteilung mechanischer Be-

lastungen gilinstig beeinflussen (7, [§). Drittens dienen elastinfreie Mikrofibrillen als » Anker«



1.2 Die Fibrillin-LTBP-Genfamilie

in bestimmten Geweben wie z.B. dem Auge, wo die aus Mikrofibrillen bestehenden Zonulafa-
sern die Linse halten (9)). Viertens kénnen Mikrofibrillen durch Zelladhésionsmotive wie das
Arg-Gly-Asp (RGD)-Motiv Endothel- oder Epithelzellen an die Extrazelluldrmatrix (ECM)
verankern (10). Neuere Erkenntnisse legen eine Rolle fiir die Mikrofibrillen in der Steuerung
der TGF-Aktivitat, und vielleicht von anderen Wachstumsfaktoren wie BMP-7, nahe, wobei
die molekularen Mechanismen noch nicht klar sind. Diese Themen werden weiter unten im

Abschnitt [T.§ besprochen.

1.2 Die Fibrillin-LTBP-Genfamilie

Die Fibrilline und die latenten TGFS-bindenden Proteine (LTBP) bilden zwei eng verwand-
ten Proteinfamilien mit strukturellen und nicht strukturellen Funktionen in der ECM. Beide
Familien sind durch eine moduldre Struktur mit zysteinreichen Struktureinheiten (»repeats«)
gekennzeichnet.

Drei eng verwandte Fibrilline sind beim Menschen beschrieben worden. Fibrillin-2 und
Fibrillin-3 weisen dieselbe Doménenstruktur auf wie Fibrillin-1, und die Aminosdurensequenzen
der drei Fibrilline zeigen eine Sequenzidentitit von zwischen 61% und 69% miteinander (111 [12]).
Vieles weist darauf hin, dass die drei Fibrilline sowohl iiberlappende als auch unterschiedliche
Funktionen haben. Alle drei Fibrilline sind Bestandteile der extrazellularen, 10-12nm Mikrofi-
brillen, jedoch werden Fibrillin-2 und -3 vorwiegend in embryonalen Entwicklungsstadien und
Fibrillin-1 vom Gastrulastadium bis ins Erwachsenenleben exprimiert (L13] [14).

Beim Menschen sind vier LTBPs bekannt, wovon drei auf Grund von alternativem Splei-
fen mehrere Isoformen besitzen. Die LTBPs besitzen eine duale Funktion. Einerseits bilden sie
strukturelle Bestandteile der ECM und andererseits steuern sie die Bioverfiigbarkeit von TGFS.
Das TGFfS wird als homodimeres Proprotein erzeugt, wobei das Propeptid intrazelluldr abge-
spalten wird, nichtkovalent an das reife TGF3 bindet und mit ihm einen Komplex bildet. Das
Propeptid wird » Latenz-assoziiertes Peptid« (LAP) genannt, weil das TGF S an Rezeptoren der
Zelloberfliche nicht binden kann, solange es durch das LAP gebunden wird. Das LAP bindet
extrazelluldr tiber eine kovalente Disulfidbindung an ein LTBP, was dann als »grofler latenter
Komplex« (LLC) bezeichnet wird (15]).

Die Fibrilline und die LTBPs zeigen eine bemerkenswert &hnliche Doméinenstruktur und
enthalten beide wiederholt vorkommende, zysteinreiche Strukturmodule wie das Epidermal-

Wachstumsfaktor-dhnliches Modul (EGF) und ein 8-Zystein Modul, das nur bei den Fibrillinen
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Abbildung 1.1: Das Gen fiir Fibrillin-1, FBNI1, umspannt etwa 235 kb genomische DNA auf
Chromosom 15¢21.1, wobei die kodierende Sequenz in 65 Exons unterteilt ist. Abgesehen von

einigen wenigen Ausnahmen kodiert ein Exon fiir ein Strukturmodul wie hier dargestellt. Ab-

bildung entnommen aus Robinson et al., 2006 (4).

und LTBPs vorkommt (8-cys) (Abb. [I.1). EGF-Module haben eine Liinge von etwa 45 Amino-
sduren und haben sechs absolut konservierte Zysteinreste, welche unter sich drei Disulfidbriicken
bilden. 43 der 47 EGF-Module in Fibrillin-1 und viele der in den LTBPs vorkommenden EGF-
Module weisen dariiber hinaus eine Aminosiuresequenz auf, welche mit der Konsensussequenz
fiir Kalziumbindung, (D/N)-X-(D/N)(E/Q)-X,,(D/N)*X,,(Y/F), ibereinstimmt (m und n sind
variabel und * bezeichnet eine S-Hydroxylierungsstelle) (16). Solche Module werden als kalzi-
umbindende EGF-Module (cbEGF) bezeichnet. Das 8-cys-Modul bildet eine durch vier Di-
sulfidbriicken stabilisierte Struktur. Einige 8-cys-Module kénnen an den LAP-TGF 3-Komplex
binden (I7). Nicht alle 8-cys-Module haben diese Funktion; zum Beispiel konnte ausgeschlossen
werden, dass Fibrillin-1, das sieben 8-cys-Module enthélt, an TGFg bindet (18).
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1.3 Mutationen in FBN1: Genotyp-Phanotyp-Korrelationen

FBN1-Mutationen wurden 1991 bei Personen mit MFS entdeckt (19). Inzwischen sind iiber 803
FBN1-Mutationen bei 1013 Probanden (einschlieflich 114 mehrmals vorkommende Mutationen
bei 324 Probanden) publiziert worden (20). Missense-, Nonsense-, Frameshift- und Inframe-

Insertions/Deletionsmutationen sind identifiziert worden (Abb. |1.2).

Missense
Frameshift
Nonsense
Splicing
Inframe-Indel

EROOHE

2.3%
10.9%

Abbildung 1.2: Verteilung der Mutationstypen bei 803 publizierten FBNI-Mutationen bei 1013
Personen mit MFS. Modifiziert nach (20).

Die meisten Missense-Mutationen betreffen eines der 43 cbEGF-Module des Fibrillin-1, und
die zweithaufigste Klasse von Missense-Mutation betrifft Reste der Kalziumbindungskonsensus-
sequenz (Abb. [L.3). Wie im Abschnitt erklart wird, hat die Kalziumbindung des Fibrillins
eine Strukturfunktion, indem sie die Region zwischen benachbarten cbEGF-Module versteift
und das Fibrillin gegen proteolytischen Abbau schiitzt (211, 22, 23)).

Mutationen in FBN1 sind bei Personen mit mehreren Krankheiten identifiziert worden, die
sich in wichtigen Punkten vom klassischen Marfan-Syndrom unterscheiden. Im Prinzip kénnte
sowohl die Positionen einer Mutation innerhalb eines Strukturmotivs als auch die Stellung
des Motivs innerhalb des Fibrillin-Polypeptids eine Rolle bei moglichen Genotyp-Phénotyp-
Korrelationen spielen (25)). Es erscheint sicher, dass andere Faktoren, seien sie modifizierende
Gene, Umwelteinfliisse, oder der Zufall, eine wichtige Rolle bei der Ausprigung des Phinotyps
spielen, zumal ein hoher Grad an klinischer Variabilitit auch unter den betroffenen Mitgliedern
einer Familie, die alle dieselbe Mutation tragen, hiufig beobachtet wird (26). In einigen Féllen
wurde dieselbe Mutation einmal bei einer Person mit dem schwerwiegenden neonatalen Marfan-
Syndrom und einmal bei einer Person mit einem klassischen MFS beobachtet (27).

Als Beispiel fiir eine Genotyp-Phinotyp-Korrelation bei FBN1 soll an dieser Stelle das neo-

natale Marfan-Syndrom (nMFS) beschrieben werden. Es handelt sich hierbei um eine Son-
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Abbildung 1.3: Ein kalziumbindendes Epidermiswachstumsfaktor-Modul (cbEGF). Die mit den
Ziffern 1-19 markierten Aminosdurenreste umfassen die sechs absolut konservierte Zysteinreste
sowie Reste der Kalziumbindungskonsensussequenz, welche eine Konsensussequenz fiir die (-

Hydroxylierung aufweist (*). Abbildung von (24)) entnommen.

derform des Marfan-Syndroms mit schwerwiegenden klinischen Manifestationen des klassischen
MFS sowie Symptomen, die beim klassischen MFS nicht vorkommen. Merkmale wie Knaut-
schohren (»crumpled ears«), Gelenkkontrakturen, Lungenemphysem und erschlaffte, starke Fal-
ten aufweisende Haut (Cutis laxa) sind fiir das nMFS typisch, kommen aber beim klassischen
MFS nicht vor. Die Haupttodesursache beim nMFS ist eine durch Mitral- und Trikuspidalklap-
peninsuffizienz bedingte Herzinsuffizienz. Patienten mit nMFS versterben in der Regel in den
ersten Lebensmonaten und iiberleben selten die ersten Lebensjahre (Tab. [L.1)).

Alle bislang publizierten Mutationen, die bei Probanden mit einem nMFS im strengen Sin-
ne (28) identifiziert worden sind, kommen in den Exons 24 bis 32 vor. Mutationen in die-
sem Bereich sind auch iiberdurchschnittlich hdufig vertreten bei Personen mit ungewohnlichen
schweren klinischen Verldufen beim klassischen MFS (27 29).

Die Griinde fiir die Ausprigung eines schwer- bis schwerstwiegenden Phénotyps bei einigen

Mutationen in den Exons 24-32 sind bis heute weitestgehend unklar geblieben. Dies gilt auch
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Merkmal klassisches MFS nMFS
Herzkreislauf
Mitralklappenprolaps 100% 59%
Mitralinsuffizienz 95% > 13%
Aortenwurzeldilatation  100% Haufig
Skelett
Arachnodaktylie 95% Hiufig
Skoliose 22% Haufig
Kontrakturen 91% nein
Augen
Ectopia lentis 32% 79 %
Andere Manifestationen
Knautschohren 55% nein
Cutis laxa 94% nein
Haupttodesursache Herzinsuffizienz ~ Aortendissektion

Tabelle 1.1: Klinische Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen nMFS und klassischem MFS.

Daten von (28).

fiir andere, viel seltener beschriebene Sonderformen des Marfan-Syndroms, so genannte Typ-1-

Fibrillinopathien (Tab. [L.2).

Syndrom Klinische Merkmale Referenz
MFS siche Text siehe Text
nMFS schwerste klinische Manifestationen (28))
Atypisch schwerwiegende MFS Schwerwiegende und frith auftretende (29)
kardiovaskulére Manifestationen
Ectopia lentis Isolierte okulédre Manifestationen (30)
Kyphoskoliose Progrediente Kyphoskoliose (31))
Familidre Arachnodaktylie Dolichostenomelie und Arachnodakty- (32)
lie
TAAD Aortendilatation und -dissektion (33)
Shprintzen-Goldberg-Syndrom s. Abschnitt (34)
Weill-Marchesani-Syndrom (AD) Kurzwuchs, Brachydaktylie, Gelenk- (35])

steifheit, okuldre Abnormalitéten

Tabelle 1.2: Typ-1-Fibrillinopathien. FBN1-Mutationen finden sich allerdings nur bei einer
Minderheit der Patienten mit Shprintzen-Goldberg-Syndrom (s. Abschnitt . Abkiirzungen:
TAAD: Thorakale Aortenaneurysmen und -dissektion. AD: autosomal dominant. Tabelle ent-

nommen von (4).
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In der Gruppe der Patienten mit einem klassischen MFS besteht eine Korrelation zwischen
Ectopia lentis und einer Mutation eines Zysteinrestes in einem beliebigen Abschnitt des Po-
lypeptids. Nonsense- und Leserasterverschiebungsmutationen auf der anderen Seite sind mit
schwereren Manifestationen im Skelett und in der Haut assoziiert. Diese Beobachtungen koénn-
ten auf unterschiedliche pathophysiologische Mechanismen hindeuten (z.B. dominant negative
Effekte gegen Haploinsuffizienz bzw. eine Stérung der strukturellen Funktionen des Fibrillins

gegen eine Verdnderung von dessen Funktion in der Steuerung der TGF3-Signalwege) (20).

1.4 FBN2-Mutationen und Beals-Hecht-Syndrom

Mutationen in dem Gen fiir Fibrillin-2, FBN2, sind die Ursache des Beals-Hechts-Syndroms,
auch Congenital Contractural Arachnodactyly (CCA) genannt. Die CCA ist durch einen
marfanoiden Habitus, Knautschohren, Gelenkkontrakturen, schwerwiegende Kyphoskoliose und
Muskelhypoplasie gekennzeichnet (36). Bei den meisten Betroffenen sind Kontrakturen der
grofsen Gelenke zum Zeitpunkt der Geburt vorhanden. Die Kontrakturen bessern sich in der
Regel spontan wihrend der Kindheit. Eine progrediente und schwerwiegende Kyphoskoliose ist
bei etwa der Hilfte der Betroffenen zu beobachten. Die meisten Personen mit einer CCA zeigen
keine Aortenanomalien, jedoch wurde eine Aortenwurzelerweiterung bei CCA-Patienten gele-
gentlich beobachtet, so dass echokardiographische Vorsorgeuntersuchungen bei CCA-Patienten
zu empfehlen sind (37).

Im Gegensatz zur Verteilung der beim MFS beobachteten FBNI-Mutationen iiber alle Be-
reiche des FBN1-Gens, sind nahezu alle bislang identifizierten FBN2-Mutationen in der Mitte
des FBN2-Gens (Exons 23-34) gelegen (Referenzen in (4), S. 777).

Das FBN2-Gen wird wihrend frither Entwicklungsstadien exprimiert, was zur Hypothese
Anlass gab, dass das Fibrillin-2 eine Rolle bei der Steuerung der Dehnkréfte spielt, welche bei
der Ausgestaltung des frithen Embryos mitwirken (38). Es konnte gezeigt werden, dass Fibrillin-
2 an der Lungenmorphogenese beteiligt ist (39). Fbn2-Knockout-Mause weisen eine Syndaktylie
auf (40), was einen weiteren Hinweis auf die Rolle des Fibrillin-2 als Entwicklungsmodulator
liefert. Diese Beobachtungen legen die Spekulation nahe, dass Mutationen in FBN2, die in
Bereichen des Gens aufierhalb der Exons 23-34 gelegen sind, mit anderen Phénotypen als CCA

wie z.B. Syndaktylie assoziiert sein kénnten, was allerdings bis dato nicht gezeigt werden konnte.
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1.5 TGFBRI1-und TGFBR2-Mutationen und Loeys-Dietz-
Syndrom

Bereits 1993, zwei Jahre nach der Entdeckung des Fibrillin-1-Gens (FBN1), wurde ein zweites
Gen fiir Marfan-Syndrom vermutet, nachdem eine Kopplung an FBN! in einer grofsen franzo-
sischen Familie mit skelettalen und kardiovaskuldren Manifestationen des MFS ausgeschlossen
wurde (4I). 2004 wurde eine Mutation im Gen fiir den TGF-g-Rezeptor Typ II (TGFBR2)
bei den betroffenen Familienangehorigen identifiziert. Das TGF S ist an der Steuerung des Zell-
wachstums, der Zelldifferenzierung und der Produktion der extrazelluliren Matrix beteiligt.
2005 wurden Mutationen in TGFBRI und TGFBR2 beim nach den Erstbeschreibern genann-
ten Loeys-Dietz-Syndrom (LDS) gesichert (42). Das LDS teilt eine Reihe von Merkmalen
mit dem MFS, weist aber zahlreiche Merkmale wie Hypertelorismus auf, die beim MFS nicht
vorkommen und in der Regel eine klinische Differenzierung vom MFS erlauben (Tab. [L.3).
Eine korrekte Diagnosestellung ist aufgrund des unterschiedlichen klinischen Verlaufes uner-
lisslich (43). Das LDS Typ II weist Ahnlichkeiten mit dem Ehlers-Danlos-Syndrom (EDS) des
Gefédktyps (ehemals Typ IV) auf, so dass eine TGFBR1- oder TGFBR2-Mutationsanalyse bei
Personen mit Verdacht auf EDS des Gefédf-Typs beim negativen COL8A 1-Mutationsnachweis
sinnvoll ist (Tab. [.3).
Die Frage, ob es einen durch TGFBR2-Mutationen verursachte und von Loeys-Dietz-Syndrom

abgrenzbare Marfan-Syndrom Typ II gibt, wird in der Literatur kontrovers diskutiert (42)). Si-
cher erscheint jedoch, dass TGFBRI1- oder TGFBR2-Mutationen auch mit MFS-&hnlichen

Phéinotypen verbunden sein kénnen (44).

1.6 Andere genetische Ursachen der thorakalen Aortendis-

sektion

Die zystische Medianekrose Erdheim-Gsell (CMN) findet sich nicht nur beim Marfan-Syndrom
sondern auch bei Personen ohne assoziierte dufierliche phianotypische Auffélligkeiten. Die Identi-
fikation von Familien, bei denen thorakale Aortenaneurysmen mit Typ A-Dissektionen (TAAD)
und CMN einem autosomal dominanten Erbgang folgen, deutete auf genetisch bedingte, mehr
oder weniger isolierte Storungen der Aorta hin. Mehrere Genloci konnten inzwischen kartiert
werden. Bestimmte Mutationen im TGFBR2-Gen sind mit dem TAAD?2 assoziiert. Mutationen

in TGFBR2 sollen bis zu 5% aller Fille von autosomal dominant vererbter TAAD ausmachen.
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1.6 Andere genetische Ursachen der thorakalen Aortendissektion

Auge
MFS und LDS MFS LDS
— Netzhautablosung — Hohe Myopie — Blaue Skleren
— Ectopia lentis
Skelett
MFS und LDS MFS LDS
— Thoraxdeformitét — Dolichostenomelie — Klumpfuf
— Skoliose
— Arachnodaktylie
Herzkreislaufsystem
MFS und LDS MFS LDS
— Aneurysma oder Dissekti- — Mitralklappenprolaps —Andere primére Aneurysmen und
on der Aortenwurzel Dissektionen
— Arterielle Tortuositas
- PDA
- ASD
Schéidel und Gesicht
MFS und LDS MFS LDS
— Mittelgesichtshypoplasie — Hypertelorismus
— Hoher, schmaler Gaumen — Kraniosynostose
— Mikrognathie — Uvula bifida
— Antimongoloide Lidach- — Gaumenspalte
senstellung
— Dolichozephalie
Haut
MFS und LDS MFS LDS

— Striae distensae

— dystrophe Narben

— durchscheinende Venen

— Hamatomneigung

— Weiche Hautbeschaffenheit

Tabelle 1.3: Klinische Merkmale des MFS und Loeys-Dietz-Syndroms. MFS und LDS: kli-
nische Merkmale, die bei beiden Storungen héufig vorkommen. MFS: klinische Merkmale, die
hiufig beim MFS, selten oder gar nicht bei LDS vorkommen. LDS: klinische Merkmale, die
h&ufig beim LDS, selten oder gar nicht bei MFS vorkommen. Abkiirzungen: PDA: Ductus arte-

riosus apertus (offener Ductus Botalli); ASD: Vorhofseptumdefekt. Eine Entwicklungsverzoge-

rung tritt gelegentlich bei LDS auf, ist aber fiir MFS nicht charakteristisch. Eine lumbosakrale

Duraektasie kann bei beiden Stérungen auftreten. Daten aus (42} 43)) zusammengefasst.

11



1.7 Die bikuspide Aortenklappe

Mehrere Genloci fiir nichtsyndromale Aortendilatation und -dissektion sind inzwischen kar-
tiert worden, einschliefilich 11¢23.2-24 und 5q13-14. Die betroffenen Gene sind bislang nicht
identifiziert worden, und es erscheint wahrscheinlich, dass weitere mit Aortenaneurysmen asso-
ziierte Loci noch unentdeckt sind. Das heifst, dass momentan kein Gentest zur Verfiigung steht,
womit man alle in Frage kommenden hereditédren Ursachen von Aortenaneurysmen erfassen
koénnte. Zusétzlich zu den verschiedenen Loci fiir TAAD wurden in letzter Zeit weitere Gene
fiir vermutlich sehr seltene Stérungen der Aorta entdeckt. Tabelle gibt eine Ubersicht iiber
monogene Syndrome, bei denen Aortendilatation und -dissektion haufig vorkommen. Erweite-
rung oder Dissektion der aufsteigenden Aorta kénnen gelegentlich auch bei anderen genetisch
bedingten Stérungen wie Turner-Syndrom, Noonan-Syndrom, Alagille-Syndrom und der poly-

zystischen Nierenerkrankung vorkommen.

Gen/Locus | Syndrom Referenz

FBN1 Marfan-Syndrom, Shprintzen-Goldberg-Syndrome, andere | Uberblick in ()
Typ-1-Fibrillinopathien

FBN2 CCA (selten Aortendilatation)

TGFBR1 Loeys-Dietz-Syndrom

TGFBR2 Loeys-Dietz-Syndrom, TAAD

COL3A1 Ehlers-Danlos-Syndrom des Gefafs-Typs

5q13-14 FAA2

11g23.2-24 | FAA1

MYH11 TAAD und PDA

(
(
(
(
FBLN/, Cutis-laxa-Syndrom @t
(
(
(
(

GLUT10 ATS

Tabelle 1.4: Genetisch bedingte (monogene) Erkrankungen, die durch Aneurysmen oder Dis-
sektion der aufsteigenden Aorta gekennzeichnet sind. Abkiirzungen: TAAD: isolierte tho-
rakale Aortenaneurysmen mit Typ A-Dissektionen, PDA: Ductus arteriosus apertus, ATS:
Arterielle-Tortuositas-Syndrom. CCA: kongenitale Kontrakturen und Arachnodaktylie (Beals-
Hecht-Syndrom).

1.7 Die bikuspide Aortenklappe

Eine isolierte bikuspide Aortenklappe ist als Ursache der Aortendissektion fast so haufig wie
monogene Stérungen wie MFS (52). Bikuspide Aortenklappen bestehen aus zwei Taschenklap-

pen (valvulae semilunares) und zwei Sinus valsalvae statt aus drei bei der normalen trikuspiden
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1.8 Die molekulare Pathophysiologie des Marfan-Syndroms

Aortenklappe. Die bikuspide Aortenklappe (BAV) geh6rt mit einer Pravalenz von ca. 1-2% zu
den hiufigsten kardiovaskuldren Malformationen. Personen mit BAV haben ein erhhtes Risiko
fiir Aortenstenose und oder Aortenregurgitation, infektiose Endokarditis und Aortendissektion.
Obwohl angenommen wird, dass genetische Faktoren das Risiko fiir die Entstehung einer BAV
wesentlich mit beeinflussen, konnten bislang erst in einem geringen Anteil der betroffenen Fa-
milien die assoziierten Gene identifiziert werden, und zwar wurden NOTCH1-Mutationen bei
mehreren Familien mit bikuspiden, kalzifizierten Aortenklappen und anderen kardiovaskuldren
Fehlbildungen gefunden (53). Weitere Genloci sind identifiziert worden (54), aber die Bedeutung

von Mutationen in einzelnen Genen als Ursache der meisten Félle von BAV bleibt zu klaren.

1.8 Die molekulare Pathophysiologie des Marfan-Syndroms

Das klassische Beispiel eines dominant negativen Pathomechanismus ist die Osteogenesis im-
perfecta, d.h. eine hereditire Stérung der Biosynthese von Kollagen meist auf Grund von
COL1A1- oder COL1A2-Mutationen. Nonsense-Mutationen in diesen Genen kénnen auf Grund
des Nonsense-vermittelten Abbaus (NMD) zur Haploinsuffizienz fiir das betreffende Kollagen
fithren, so dass nur noch eine verminderte Synthese von Kollagen Typ I erfolgt. Missense-
Mutationen (am haufigsten Substitution der Glyzinreste, die fiir die Ausbildung der Trippel-
helix des Kollagens wichtig sind) fithren auf der anderen Seite zur Synthese von iiberwiegend
defektem und instabilen Kollagen Typ 1.

Ein Zhnlicher Mechanismus wurde 1993 ebenfalls fiir das MFS angenommen (Abb. [1.4), da
die damals identifizierten Missense-Mutationen mit eher schwerwiegenden klinischen Manifes-
tationen und die Nonsense- bzw. Leserasterverschiebungsmutationen mit leichteren Manifes-
tationen assoziiert waren (56). Dieser Vorstellung widersprach jedoch die Beobachtung, dass
Mause mit einer hypomorphen FbnlI-Mutation, wodurch normales Fibrillin-1 in etwa 15% der
normalen Menge produziert wurde, typische Manifestationen eines MFS aufwies (57). Spétere
Untersuchungen zeigten, dass transgene Mause, die zwei normale Fbnl-Allele zusammen mit
einem {iberexprimierten, transgenen mutanten Allel (C1663R) keine kardiovaskuldren Manifes-
tationen eines MFS aufwiesen. Ein anderer Mausstamm, der eine heterozygote, fiir das MFS
typische Fbn1-Mutation trug (C1039G) zeigte wiederum typische kardiovaskulére Manifestatio-
nen des MFS, die jedoch durch die Einfiihrung eines Wildtyp- FBNI-Transgens korrigiert werden
konnten (58). Diese Ergebnisse deuten auf ein pathogenetisches Modell hin, wonach Haploinsuf-

fizienz fiir Wildtyp-Fibrillin-1 die primére Ursache des MFS sei und nicht etwa die Produktion
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1.8 Die molekulare Pathophysiologie des Marfan-Syndroms

Allele Consequence
wt —
—r———8
A o —
/ ——s—o defective polymerization
wt ———
B missense —
\‘ — e progressive loss
et e e of microfibrils
— 00

functional deficit

/ dominant negative effects as in B

- reduced total synthesis of fibrillin

C wl ———

nonsense —

Abbildung 1.4: Denkbare Auswirkung eines dominant negativen Pathomechanismus beim MFS.
(A) Wildtyp-Fibrillin-Monomere bilden zusammen mit anderen Protein hochpolymere Mikrofi-
brillen, die eine Perlenschnurstruktur aufweisen. (B) Missense-Mutationen. Die Bildung groferer
Fibrillin-Aggregate hingt wahrscheinlich von der richtigen Konformation der Fibrillinmonomere
ab, so dass zumindest bestimmte FBNI1-Mutationen die Polymerisierungsschritte beeintrichti-
gen konnten. Es ist auch denkbar, dass mutante und Wildtypmonomere nahezu normale Mengen
an Mikrofibrillen bilden, die jedoch durch die enthaltenen Mutationen funktionelle Defekte auf-
weisen oder instabil sind. (C) Nonsense- und Leserasterverschiebungsmutationen. Mutationen,
die mit einem vorzeitigen Stopp-Codon assoziiert sind (PTC-Mutationen) 16sen in der Regel
den Nonsense-vermittelten Abbau aus, so dass die Gesamtsynthese an Fibrillin-1 reduziert wére.
Alternativ konnten auch kleinere Mengen an verkiirzten Fibrillin-Monomeren dominant negativ
Effekte auslosen. Die gemeinsame Endstrecke der verschiedenen Mutationstypen konnten daher
eine Reduktion der Menge und der Funktionstiichtigkeit der fibrillinhaltigen Mikrofibrillen sein.
Abbildung von (55) entnommen.

eines mutanten Fibrillin-1 mit dominant negativen Effekten. Diese Hypothese konnte durch die
Beobachtung von zwei groferen, zwangsldufig mit FBN1-Haploinsuffizienz assoziierten FBN1-
Deletionen bei humanen MFS-Patienten weitere Unterstiitzung finden (59). Demnach erschiene
eine Erhéhung der FBN1-Expression als eine bessere therapeutische Option als eine Reduktion
der Expression des mutanten Allels. Allerdings gibt es heute keine praktikable Methode, um
auch nur eines dieser Ziele bei Patienten zu erreichen.

Ein wie in Abb. dargestellter dominant negativer Pathomechanismus kénnte zu einem

fehlerhaften Aufbau der Mikrofibrillen fithren. Die Ergebnisse mehrerer Versuche mit Mausmo-

14



1.8 Die molekulare Pathophysiologie des Marfan-Syndroms

dellen fiir das MFS zeigten jedoch, dass die fibrillinhaltigen Mikrofibrillen eher eine Rolle in
der Gewebshomdostase besitzen und dass Fbni-Mutationen die Bildung der elastischen Ma-
trix wahrend der Embryogenese nicht verhindern (57, [60)). Die strukturelle und funktionelle
Integritdt der Aortenwand wird durch eine normale elastische Lamina aufrechterhalten, welche
iiber fibrillinhaltige verbindende Fasern (»connecting filaments«) an die Intima und die glatten
Muskelzellen (SMC) der Aortenmedia verbunden ist. Eine hypomorphe Fbni-Mutation (mgR)
tragende Miuse zeigten einen Verlust dieser verbindenden Fasern, was mit einer phénotypischen
Verdnderung der SMC verbunden ist. Die SMCs produzierten erhéhte Mengen an Matrixpro-
teinen und Mediatoren der Elastolyse einschlieflich der Matrixmetalloproteinasen MMP2 und
MMP9, was zu einer fortschreitenden Degradation der ECM fiihren kénnte (61). Ein Hauptthe-
ma dieser Habilitationsschrift ist die Untersuchung der sekundiren Wirkungen von Fibrillin-
und Elastinfragmenten, die durch eine solche Matrixdegradation produziert werden kénnte. Es
konnte gezeigt werden, dass Fibrillin-Fragment selber die Matrixmetalloproteinaseproduktion
erhGhen konnen. Versuche mit der mgR-Maus zeigten zudem, dass Fibrillin- und Elastinfrag-
mente einen chemotaktischen Reiz fiir Makrophagen darstellen kénnen, was eine Erklérung fiir
die erhohte Makrophagenzahlen in der Aortenwand von Mausmodellen und humanen MFS-
Patienten darstellen konnte (s. Abschnitte und . Der vaskuldre Phinotyp des MFS
entwickelt sich daher allmé&hlich iiber Jahre, was verbesserte Perspektiven fiir therapeutische
Eingriffe bietet (62]).

Eine Rolle der fibrillinhaltigen Mikrofibrillen bei der Steuerung der TGF 8-Aktivitét konnte
in den letzten Jahren vor allem durch die Arbeit von Harry C. Dietz an der Johns Hopkins
University gezeigt werden. TGFg ist ein Wachstumsfaktor, der u.a. Zellproliferation, den Zell-
zyklus, die Differenzierung, Apoptose und Matrixsynthese steuert. Wie oben erwihnt wird das
TGFp als Teil eines latenten Komplexes in den Extrazellulirraum sezerniert, wo es durch LTBPs
gebunden wird. Da die LTBPs wiederum an fibrillinhaltige Mikrofibrillen binden, kann ein Fi-
brillindefekt zur fehlerhaften Lagerung des TGFS und somit zur erhohten TGFS-Aktivitét
filhren. In Mausmodellen manifestiert sich die erhohte TGF§-Aktivitdt als angeborene Vergro-
ferung der distalen Alveoli und myxomatdse Verdnderungen der Herzklappen. Beide Merkmale
konnten durch Gabe von TGF S-neutralisierenden Antikorpern verhindert werden (63}, [64). Beim
Menschen konnte eine wichtige Rolle von Verdnderungen der TGF 3-Signalwege bei hereditéren
Aortenerkrankungen durch den Nachweis von Mutationen in den TGFS-Rezeptoren I und II

beim Loeys-Dietz-Syndrom weiter gesichert werden (42). Eine pharmakologische Inhibition der
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1.8 Die molekulare Pathophysiologie des Marfan-Syndroms

TGFB-Aktivitdt durch den AT1-Rezeptorantagonisten Losartan fiihrte zur annahernden Nor-
malisierung der Aortenerweiterung bei einem Mausmodell fiir das MFS (65) und eine klinische

Studie zur Anwendung von Losartan bei MFS-Patienten 14uft seit Anfang 2008 (66)).
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Kapitel 2

Originalarbeiten

2.1 TGGE-Analyse der gesamten kodierenden Sequenz des
FBN1-Gens bei 126 Personen mit Marfan-Syndrom und

verwandten Fibrillinopathien

Stefanie Katzke, Patrick Booms, Frank Tiecke, Monika Palz, Angelika Pletschacher,
Seval Tiirkmen, Luitgard M. Neumann, Reinhard Pregla, Christa Leitner, Cornelia
Schramm,Peter Lorenz, Christian Hagemeier, Josefine Fuchs, Flemming Skovby,

Thomas Rosenberg und Peter N. Robinson
Human Mutation (2002) 20:197-208

Mutationen in dem Gen fiir Fibrillin-1 (FBN1) sind die Ursache des Marfan-Syndroms
(MFS), einer autosomal dominant vererbten Erkrankung des Bindegewebes mit bedeuten-
den Manifestationen im Skelett, Auge und Herzkreislaufsystem. FBN1-Mutationen sind eben-
falls bei einer Reihe von verwandten Bindegewebserkrankungen identifiziert worden, die als
Typ-1-Fibrillinopathien bezeichnet werden. Wir haben Temperaturgradientengelelektrophore-
se (TGGE)-Assays fiir alle 65 FBN1-Exons entwickelt und damit 126 Personen mit MFS,
anderen Typ-1-Fibrillinopathien und anderen moglicherweise verwandten Bindegewebsanoma-

lien auf FBNI-Mutationen untersucht. Wir identifizierten insgesamt 53 Mutationen, wovon 33
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2.1 TGGE-Analyse

hier zum ersten Mal beschrieben werden. Einige Mutationen sind bei Personen mit Typ-1-
Fibrillinopathien aufser MFS identifiziert worden wie z.B. bei einer Person mit isoliertem Aneu-
rysma der aufsteigenden Aorta mit mild ausgeprigten Skelettanomalien und mehreren Personen
mit lediglich Skelett- und okulérer Beteiligung. Die Mutationsdetektionsrate in dieser Studie
war insgesamt 42%, betrug jedoch lediglich 12% bei Personen, deren Symptome die Kriterien
der Gent-Nosologie nicht erfiillten. Diese Beobachtung legt nahe, dass klinische Uberdiagnose
einen wichtigen Grund fiir die geringe Mutationsdetektionsrate der FBNI-Mutationsanalyse in

dieser und anderen Studien darstellt.

|[Link zur Originalarbeit in Pubmed]|
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2.2 Differentielle Auswirkung von FBN1-Mutationen

2.2 Differentielle Auswirkung von FBN1-Mutationen auf
die in vitro-Proteolyse rekombinanter Fibrillin-1-

Fragmente

Patrick Booms, Frank Tiecke, Thomas Rosenberg, Christian Hagemeier und Peter

N. Robinson

Human Genetics (2000) 107:216—224

Das Fibrillin-1 enthélt 47 EGF-Module, wovon 43 eine Konsensussequenz fiir Kalziumbin-
dung aufweisen (cbEGF). Kalziumbindung durch cbEGF-Module ist fiir die Konformation und
Stabilitat des Fibrillin-1 wesentlich. Missense-Mutationen in cbEGF-Modulen sind die am hiu-
figsten zu beobachtenden Mutationen beim MFS und betreffen in der Regel einen der sechs
absolut konservierten Zysteinreste oder Reste der Konsensussequenz fiir Kalziumbindung.

Wir erzeugten eine Reihe rekombinanter Fibrillin-1-Fragmente, welche sechs cbEGF-Module
(cbEGF Nr. 15-20) umfassen, und fiihrten mittels in vitro Mutagenese unterschiedliche Mu-
tationen an unterschiedlichen Positionen vom cbEGF-Modul Nr. 17 ein. Dieses Modul enthélt
eine kryptische Spaltstelle fiir Trypsin. Eine einen Rest der Kalziumbindungskonsensussequenz
betreffende Mutation (K1300E) wurde bei einem Patienten mit verhiltnismifig milden klini-
schen Manifestationen identifiziert. Bei den in vitro Versuchen war diese Mutation mit einem
relativ gering erh6hten Grad an in vitro Proteolyse durch Trypsin assoziiert. Eine den sechsten
Zysteinrest des cbEGF-Moduls Nr. 17 betreffende Mutation (C1230S) wurde bei einem Patien-
ten mit schwerwiegenden Manifestationen des MFS identifiziert. Die Mutation war bei den in
vitro Versuchen mit einer dramatischen Erhchung der in vitro Proteolyse durch Trypsin asso-
ziiert. Eine Mutation der kryptischen Trypsinspaltstelle hob die Anfilligkeit der Wildtyp und
mutanten Fragmente fiir in vitro Proteolyse vollkommen auf.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass bestimmte Mutationen in cbEGF-Modulen unterschied-
liche biochemische Auswirkungen haben kénnen und liefern eine mogliche Erkldrung fiir einige
Genotyp-Phénotyp-Korrelationen beim MFS. Der Nachweis, dass FBNI-Mutationen rekombi-

nante Fibrillin-1-Fragmente destabilisieren kénnen, wurde im selben Jahr durch zwei weitere
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2.2 Differentielle Auswirkung von FBN1-Mutationen

Arbeitsgruppen erbracht (67, [68)). Dies legte nahe, dass Fibrillinfragmente wahrend der Ent-
wicklung der Krankheitsmanifestationen des MFS entstehen konnten, zumal immunhistologi-
sche Untersuchungen Hinweise auf Fibrillinfragmentierung in Herzklappen von MFS erbracht
hatten (69). Da Fragmente von Matrixproteinen in anderen Kontexten bekanntermafen selber
schidliche sekundare Eigenschaften haben kénnen (s. Diskussion der nachfolgenden Arbeit),
entwickelten wir die Hypothese, dass auf Grund von FBN1-Mutationen entstandene proteolyti-
sche Abbauprodukte der Mikrofibrillen selber zur erhéhten Produktion proteolytischer Enzyme
flihren konnten, was wiederum im Sinne eines Circulus vitiosus zur Produktion von weiteren
Fibrillin-Fragmenten fiihren koénnte (s. Abbildung 6 der nachfolgenden Originalarbeit). Diese
Hypothese bildete dann den Ausgangspunkt fiir die in Abschnitten und vorgestellten

Versuche.

|[Link zur Originalarbeit in Pubmed]|
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2.3 Ein GxxPG-Motiv enthaltendes Fibrillin-1-Fragment

2.3 Ein das Elastin-Bindungsprotein-Motiv GxxPG enthal-
tendes Fibrillin-1-Fragment fiihrt zur Hochregulation
der Matrixmetalloproteinase-1: Biochemische und bio-

informatische Analysen

Patrick Booms, Andreas Ney, Frank Barthel, Gautier Moroy, Damian Counsell,
Christoph Gille, Gao Guo, Reinhard Pregla, Stefan Mundlos, Alain J.P. Alix und
Peter N. Robinson

Journal of Molecular and Cellular Cardiology (2006) 40:234—246

Eine mogliche Bedeutung der Proteolyse, der erh6hten Matrixmetalloproteinase-Aktivitét
und der Fragmentierung fibrillinhaltiger Mikrofibrillen fiir die Pathogenese des MFS wurde
durch mehrere vorausgegangene Arbeiten nahegelegt. Die Aminosdurenfolge Glyzin-Xxx-Xxx-
Prolin-Glyzin (GxxPG), wo Xxx eine beliebige Aminosdure aufer Prolin darstellt, ist ein be-
kanntes Motiv, das iiber 25mal in Elastin vorkommt und an das Elastin-Bindungsprotein bin-
den kann. In dieser Studie zeigen wir, das ein das Elastin-Bindungsprotein-Motiv GxxPG ent-
haltendes Fibrillin-1-Fragment die Expression und Produktion von Matrixmetalloproteinase 1
(MMP1) in einem Zellkultursystem bis auf das Neunfache hochreguliert. Eine Mutation der
GxxPG-Sequenz hob diese Wirkung auf. Es handelt sich um den ersten Nachweis einer bio-
aktiven Wirkung eines GxxPG-Motivs in einem Protein aufer Elastin. Eine Analyse mittels
molekularer Dynamiksimulationen von Wildtyp- und mutanten Oligopeptiden unterstiitzte un-
sere biochemischen Ergebnisse dadurch, dass sich wesentliche Unterschiede der strukturellen
Charakteristika fiir mutante und Wildtypoligopeptide vorhersagen lieflen. Insbesondere war
das Potential, eine f-Windung des Typs VIII (»type VIII S-turn«) beim mutanten Oligopeptid
stark herabgesetzt. S-Windungen des Typs VIII sind fiir die Bindung der GxxPG-Motive in
Elastin an das Elastinbindungsprotein wesentlich.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Fibrillin-1-Fragmente MMP-1-Expression regulieren kénnen,

und legen nahe, dass eine gestorte Regulation von MMP-Aktivitat zur Pathogenese des MFS
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2.3 Ein GxxPG-Motiv enthaltendes Fibrillin-1-Fragment

beitragen konnte. Wir fiihrten mit unserem Programm dem Ontologizer (70, [71) eine Gene-
Ontology (GO)-Analyse des humanen Proteoms durch und konnten zeigen, dass Proteine mit
mehrfachen GxxPG-Motiven an GO-Terms fiir die ECM hoch signifikant angereichert sind.
Matrixproteine mit mehrfachen GxxPG-Motive sind z.B. Fibrillin-1, -2 und -3, Elastin, Fibro-
nektin, Laminin und mehrere Tenascine und Kollagene. Einige von diesen Proteinen sind mit
Erkrankungen assoziiert, bei denen erhhte MMP-Aktivitdten beobachtet worden sind, und
unsere Ergebnisse liefern einen moglichen Mechanismus fiir diese Beobachtungen.

Unsere Arbeitsgruppe hat ein weiteres Projekt iiber die Auswirkungen eines ein RGD-
Integrin-Erkennungsmotiv enthaltenden Fibrillin-Fragments publiziert. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen zusammen mit denjenigen des Projektes iiber das GxxPG-Motiv des Fibrillin-1,
dass Fibrillin-1 mindestens drei bioaktive Motive enthalt, die die MMP-Aktivitit beeinflussen
kénnen (72).

|[Link zur Originalarbeit in Pubmed]|
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2.4 Induktion der Makrophagenchemotaxis

2.4 Induktion der Makrophagenchemotaxis durch Aorten-
extrakte der mgR-Marfanmaus und ein GxxPG enthal-

tendes Fibrillin-1-Fragment

Gao Guo, Patrick Booms, Marc Halushka, Harry C. Dietz, Andreas Ney, Sigmar
Stricker, Jochen Hecht, Stefan Mundlos, Peter N. Robinson

Circulation (2006) 114:1855-1862

Hier untersuchten wir, ob Extrakte der aufsteigenden Aorta aus dem das Fibrillin-1 un-
terexprimierenden mgR-Mausmodell fiir Marfan-Syndrom oder ein rekombinantes, ein Elastin
bindendes Protein (EBP)-Erkennungssequenz enthaltendes Fibrillin-1-Fragment als chemotak-
tischer Reiz fiir Makrophagen wirken kénnen. Sowohl die Aortenextrakte als auch das Fibrillin-
1-Fragment fiihrten zu einer signifikanten Erhdhung der Makrophagenchemotaxis verglichen
mit Extrakten von Wildtypméausen oder Pufferkontrollen. Die chemotaktische Antwort wurde
durch eine Vorbehandlung der Makrophagen mit Laktose oder mit dem von Elastin abge-
leiteten Peptid VGVAPG oder durch Vorbehandlung der Proben mit einem gegen das EBP-
Erkennungsmotiv gerichteten monoklonalen Antikorper signifikant reduziert. Eine Mutation der
EBP-Erkennungssequenz im Fibrillin-1-Fragment hob die chemotaktische Wirkung auf. Diese
Ergebnisse deuten auf die Beteiligung des EBP bei der chemotaktischen Aktivitit hin. Eine
Untersuchung von Aortenproben von humanen MFS-Patienten zeigte zudem eine Makropha-
geninfiltration in der Tunica media der Aorta.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Aortenextrakte der mgR-Maus iiber Wechselwirkungen mit
dem EBP die Makrophagenchemotaxis stimulieren kdnnen und dass ein Fibrillin-1-Fragment
eine derjenigen von Elastinabbaupeptiden dhnliche chemotaktische stimulatorische Aktivitét
besitzt. Die Ergebnisse liefern eine plausible molekulare Erklarung fiir die bei der mgR-Maus
zu beobachtenden inflammatorischen Infiltrate und legen nahe, dass die Entziindung eine Kom-

ponente der komplexen Pathogenese des MFS darstellen kdnnte.

|Link zur Originalarbeit in Pubmed]|
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Ursula Jung, Rainer Ko6nig, Beate Mitulla, Dietmar Miiller, Petra Muschke, Lutz

Pfeiffer, Bettina Prager, Mirja Somer und Sigrid Tinschert
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Das Shprintzen-Goldberg-Syndrom (SGS) zeigt phinotypische Ahnlichkeiten mit dem MFS
und Loeys-Dietz-Syndrom. FBNI-Mutationen (34} [73) sowie TGFBR1-Mutationen (74) sind
bei einigen Personen mit SGS gefunden worden. Bei der Mehrheit dieser Patienten konnte die
molekulare Ursache jedoch bis heute nicht geklért werden, weshalb es wichtig ist, die klini-
schen Manifestationen des SGS zu beschreiben und vorldufig die klinischen Kriterien fiir die
Diagnosestellung eines SGS zu kodifizieren, was Zweck der nachfolgenden Arbeit ist.

Das SGS ist durch Kraniosynostose, einen marfanoiden Habitus, Anomalien des Skelettes,
neurologische Auffélligkeiten, sowie Herzkreislaufabnormalitéiten gekennzeichnet. Es gibt keine
fiir das SGS pathognomischen Zeichen, vielmehr beruht die Diagnose auf einer charakteristi-
schen Kombination von Befunden. In dieser Arbeit beschreiben wir 14 Personen mit SGS und
vergleichen ihre klinischen Befunde mit denen von 23 frither publizierten Individuen. Unsere
Analyse zeigt eine charakteristische Gestalt des Gesichts, wobei {iber drei Drittel der Betroffenen
Hypertelorismus, eine antimongoloide Lidachsenstellung, einen hohen und schmalen Gaumen,
Mikrognathie und tief ansetzende und nach hinten rotierte Ohren haben. Andere hiufig zu
beobachtende Manifestationen sind Hypotonie in der Neugeborenenzeit oder linger, Entwick-
lungsverzogerung und Bauchnabel- oder Leistenbriiche. Der Grad an intellektueller Leistungs-
minderung reicht von mild bis schwerwiegend. Die hiufigsten Skelettmanifestationen beim SGS
sind Arachnodaktylie, Pektusdeformitit, Camptodaktylie, Skoliose und Gelenkhypermobilitét.
Keines der Skelettzeichen ist fiir sich genommen richtungweisend fiir SGS. Unsere Studie um-
fasst 14 in Deutschland anséssige Personen mit SGS, die iiber einen Zeitraum von 10 Jahren

in unseren Sprechstunden vorgestellt wurden. Bis zu unserer Studie sind lediglich 23 andere

24



2.5 Shprintzen—Goldberg-Syndrom: 14 neue Patienten und eine klinische Analyse

Fille von SGS weltweit publiziert worden. Daher erscheint es moglich, dass SGS hiufiger ist als

bislang angenommen.

|Link zur Originalarbeit in Pubmed]|
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Die Expression des FBN1-Gens ist einer der Faktoren, der fiir die Auspragung klinischer
Symptome beim MFS von Bedeutung sein konnte (75). Daher haben wir in diesem Projekt die
Regulation der FBN1-Expression untersucht.

Das humane FBN1 besitzt drei nichttranslatierte stromaufwérts gelegene Exons, denen ho-
mologe Exons in anderen Sdugern gegeniiberstehen. In dieser Arbeit haben wir funktionelle
Assays verwendet, um die stromaufwirts gelegenen Regionen von FBN1 zu charakterisieren. Vor
dem Exon 1 gelegene Sequenzen sowie vor mindestens zwei der drei nichtkodierenden 5’ Exons
gelegene Sequenzen haben Promoteraktivitit in vitro, wie wir durch Luciferasereporterassays
zeigen konnten. Die stirkste Aktivitét konnte fiir vor dem Exon A gelegene Sequenzen gezeigt
werden. Eine vergleichende Sequenzanalyse dieser Sequenzen beim Menschen und sechs anderen
Saugern zeigte einige hochkonservierte potentielle Transkriptionsfaktorbindungsstellen sowie ei-
ne 66 bp lange ultrakonservierte Sequenz mit fast kompletter Identitét in den sieben Spezies.
Die ultrakonservierte Sequenz enthélt ein Initiatorelement (Inr), ein Downstream-Promoter-
Element (DPE) und ein 10 bp langes palindromisches Element. Eine Analyse mittels in vitro
Mutagenese zeigte, dass sowohl das Inr als auch das DPE fiir die volle Promoteraktivitdt un-
erldsslich sind. Eine Mutation in dem 10-bp langen palindromischen Element hob die basale
Promoteraktivitdt vollkommen auf. Es konnte mittels eines elektrophoretischen Mobilitatsshift-
Assays gezeigt werden, dass das Element an ein (unbekanntes) Kernprotein bindet.

Ultrakonservierung innerhalb eines alternativen Promoters wurde bislang nicht beschrieben.
Wir spekulieren, dass die Ultrakonservierung die Bedeutsamkeit einer fein gesteuerten Regu-

lation der alternativen Transkription des FBNI-Gens widerspiegelt und dass die beteiligten
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Sequenzen seit mindestens 180 Millionen Jahren Sdugerevolution unter einem negativen Selek-

tionsdruck stehen.

|Link zur Originalarbeit in Pubmed]|

27


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=19660540

Kapitel 3
Diskussion

In den fast zwei Jahrzehnten seit der Entdeckung des Gens fiir Fibrillin-1 (I9) haben klinische
und wissenschaftliche Gruppen aus mehreren Landern unser Bild des MFS grundlegend verdn-
dert. Auf der einen Seite konnte durch Studien iiber die Beziehung zwischen FBNI-Mutationen
und mit dem MFS verwandten Phinotypen nachgewiesen werden, dass nicht nur MFS son-
dern auch eine Reihe von Typ-1-Fibrillinopathien durch Mutationen im FBN1-Gen verursacht
werden konnen, was wichtige Konsequenzen fiir die genetische Beratung und medizinische Be-
treuung hat. Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass das Marfan-Syndrom nicht
allein Folge einer passiven Bindegewebsschwéche ist. Vielmehr konnte gezeigt werden, dass der
vaskuldre Phanotyp des MFS sich allmahlich auf Grund von aktiven zelluldren Prozesse iiber
Jahre entwickelt. Viele Arbeitsgruppen haben unterschiedliche neue Aspekte des komplexen,
auch heute nur teils verstandenen molekularen Pathomechanismus des MFS nachgewiesen. Die-
se Ergebnisse bieten verbesserte Perspektiven fiir therapeutische Eingriffe.

Die in dieser Habilitationsschrift zusammengefassten Arbeiten lieferten Beitrage zur Be-
schreibung von Genotyp-Phinotyp-Beziehungen bei den Typ-1-Fibrillinopathien, zur klinischen
Charakterisierung des heterogenen, in manchen Féllen durch FBNI-Mutationen verursachten
Krankheitsbildes Shprintzen-Goldberg-Syndrom, zur ersten Analyse der regulatorischen Mecha-
nismen des FBNI1-Gens sowie zur Identifizierung und Charakterisierung der Rolle von Fibrillin-

und Elastin-Fragmenten bei der molekularen Pathogenese des MFS.
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3.1 TGGE-Analyse der gesamten kodierenden Sequenz des
FBN1-Gens bei 126 Personen mit Marfan-Syndrom und

verwandten Fibrillinopathien

In dieser Studie wurden PCR-Primer und Assaybedingungen fiir jedes der 65 Exons des FBN1-
Gens vorgestellt. Als das Manuskript publiziert wurde, war es die zweitgrofite Untersuchung
weltweit zur Mutationsanalyse bei Personen mit MFS oder verwandten Storungen. Die Techno-
logie der Mutationsanalyse hat sich in den letzten Jahren rasant weiterentwickelt. Mittlerweile
ist die direkte Sequenzierung die Methode der Wahl, womit bei gut selektionierten Patien-
tenkollektiven eine Detektionsrate von bis zu etwa 95% erreicht werden kann (76). Von den
Ergebnissen aus unserer Arbeitsgruppe zur Mutationsanalyse beim MFS (25, 28], [29] [77, [78, [79)
erscheinen insbesondere die Aussagen zur Korrelation zwischen bestimmten Mutationen in Ex-
ons 24-32 mit dem nMFS oder mit atypisch schwerwiegenden Formen des MFS (28| 29) sowie
die Aussagen {iber die charakteristischerweise beim MFS betroffenen Aminosdurenreste der
cbEGF- und LTBP-Module (78) auch angesichts aktueller Publikationen (20} 27)) ihre Validitét

beibehalten zu haben.

3.1.1 cbEGF-Mutationen: Zysteinsubstitutionen und die Kalziumbin-
dungskonsensussequenz betreffende Austausche

Das Fibrillin-1 besitzt 43 cbEGF-Module, die teils tandemartige Strecken von bis zu 12 Modulen
bilden. Die Kalziumbindung ist wichtig fiir die Konformation dieser Doménen und stabilisiert
cbEGF-Module der Proteolyse gegeniiber, was bislang fiir zahlreiche Proteine der ECM wie
Fibrillin-1, Fibulin-1 und -2 sowie LTBP-1 und -2 gezeigt worden ist (Referenzen auf S. 18
von (24)). Die am h&ufigsten zu beobachtenden Mutationen beim MFS betreffen einen der
absolut konservierten Zysteinreste der cbEGF-Module. Solche Mutationen fiihren wahrschein-
lich zur fehlerhaften Faltung des Moduls mit schidlichen Folgen fiir die Gesamtkonformation
des Polypeptids. Verdnderungen in der Kalziumbindungskonsensussequenz kénnen die Kalzium-
bindungsaffinitit herabsetzen, was die Beriihrungsfliche zwischen zwei angrenzenden chEGF-
Modulen destabilisieren und folglich das mutierte Protein fiir den proteolytischen Abbau anféllig
machen kénnte (21)). Zysteinsubstitutionen kénnten zudem die Bildung von nichtnativen intra-
oder intermolekularen Disulfidbriicken begiinstigen.

Uber 1% aller Missense-Mutationen beim Menschen sollen neue N-Glykosylierungssequenzen

(N-X-T/S, wo X eine beliebige Aminosdure aufer Prolin bezeichnet) kreieren (80). Solche Mu-
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tationen wurden mindestens siebenmal beim MFS berichtet und scheinen keine besonderen
phénotypischen Folgen zu haben (81). Eine weitere Klasse von Mutationen beim MFS stellt
Substitutionen von Glyzin- oder Prolinresten dar. Glyzin besitzt die héchste und Prolin die
geringste konformationelle Freiheit unter den Aminoséauren, weshalb solche Mutationen mit ei-
ner relativ hohen Wahrscheinlichkeit die korrekte Doméinenfaltung beeintrachtigen (21I). Die
Abbildungbietet einen Uberblick iiber Mutationen an den weniger konservierten Positionen
der cbEGF-Module.

G11278
G2118R Al337P
GI1987R

K1043R
V1128I
RI170H (2x)

L1421F
S52262P

P2154R__ p1g37s
e
G560

G2627R
P1424A

KI300E
G592D
GI1910V R2282W (3x)
R1137P (2x) Q2054P
R1790P (2x)

Abbildung 3.1: cbEGF-Missense-Mutationen in Fibrillin-1, welche Positionen auferhalb der
hochkonservierten sechs Zysteinreste bzw. die Reste der Kalziumbindungskonsensussequenz be-

treffen (78).

3.1.2 Mutationsdetektionsrate je nach klinischer Diagnose

In den zwischen 1993 und 2002 publizierten Studien zur FBN1-Mutationsanalyse wurden gro-
fere Patientenkollektive untersucht, worin auch Personen mit einigen wenigen Merkmalen eines
MFS erfasst wurden, die jedoch die strengen diagnostischen Kriterien der Gent-Nosologie nicht
erfiillten. Bei den 15 in Tabelle 5 von (78) aufgefiihrten Studien konnte eine Detektionsrate
von 43% (217/500) bei Personen mit der Diagnose eines klassischen MFS und 36% bei allen
untersuchten Patienten (264/739) erreicht werden.

In einer neulich publiziert Studie an 279 Personen, die sich in einer Spezialsprechstunde
fiir Marfan-Syndrom in Hamburg vorgestellt hatten, konnte nach eingehender Diagnostik ein
Marfan-Syndrom bei 138 Personen (51%) bestétigt werden. Bei 72 der 279 (27%) Personen

wurden keine Hinweise auf ein iibergeordnetes Krankheitsbild gefunden, jedoch hatten auch
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diese Personen bis zu mehrere Manifestationen wie Skoliose oder Trichterbrust, die hdufig beim
MFS begegnen (82).

Diese Beobachtungen unterstreichen die Bedeutung einer eingehenden klinischen Untersu-
chung bei der Entscheidungsfindung in der klinischen Genetik, wobei die Mutationsanalyse in

vielen Situationen niitzliche Befunde erbringen kann (83).

3.2 Differentielle Auswirkung von FBN1-Mutationen auf
die in vitro Proteolyse rekombinanter Fibrillin-1 Frag-

mente

Die Kalziumbindung durch cbEGF-Module ist eine wesentliche Voraussetzung fiir die Orga-
nisation und Stabilitidt der fibrillinhaltigen Mikrofibrillen (84)). Kalziumbindung fithrt dazu,
dass die tandemartig angeordneten cbEGF-Module eine stabilisierte, ausgedehnte und steife
Konformation annehmen (85)). Einschlieflich der zwei in (86]) beschriebenen Mutationen konnte
durch mehrere Gruppen fiir insgesamt zwolf Mutationen in cbEGF-Modulen des Fibrillin-1 eine

erhohte Anfalligkeit fiir in vitro Proteolyse gezeigt werden (Tab. .

Mutation c¢bEGF-Modul Referenz

N5481 cbEGF4 ©7)
R672C  cbEGF6 ®7)
C750G  cbEGF7 ®7)
E1073K  ¢bEGF12 ©7)
G1127S  cbEGF13 (8R)
K1300E  cbEGF17 (86)
C1320S  cbEGF17 (86)
D1406G  cbEGF20 (55)
C1408F  cbEGF20 (55)
C1977R  cbEGF30 (89)
C1977Y  cbEGF30 (89)
N2183S  cbEGF33 (89)

Tabelle 3.1: FBN1-Mutationen, die eine erhdhte Anfélligkeit gegeniiber der in vitro Proteolyse
verursachen. Tabelle aus (4)) entnommen.

Es konnte fiir einige der in Tabelle aufgefiihrten Mutationen gezeigt werden, dass die

Mutationen mit lokalen und globalen Verdnderungen der Fibrillinstruktur assoziiert sind (88)).
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Die Beobachtung, dass FBNI-Mutationen sonst verborgene proteolytische Spaltstelle zugéng-
lich machen, kann dadurch erklirt werden, dass entweder das Fehlen des Kalziumions oder
aber andere Konformationsverdnderung des Fibrillin-1 eine reduzierte sterische Behinderung
fiir Proteasen bedingen. Die molekularen Auswirkungen dieser Mutationen kénnte durch die
variable Kalziumaffinitét der einzelnen chEGF-Module (90) sowie durch die Lokalisation der
cbEGF-Module innerhalb des Fibrillin-1-Monomers beeinflusst werden. Unsere Beobachtung,
dass unterschiedliche Mutationen innerhalb desselben cbEGF-Moduls eine unterschiedliche Er-
hohung der proteolytischen Anfilligkeit bedingen, legten daher nahe, dass solche Effekte eine
potentielle Erklirung fiir Genotyp-Phénotyp-Korrelationen beim MFS darstellen kénnte, wobei
momentan viel zu wenig Daten vorliegen, um eine gesicherte Aussage hierzu zu machen.

Die oben beschriebenen Daten liefern keinen formalen Beweis, dass die Proteolyse eine Rolle
bei der Pathogenese des MF'S spielt, es handelt sich um in vitro Experimente. Nimmt man je-
doch an, dass FBN1-Mutationen auch in vivo eine erh6hte Proteolyse des Fibrillin-1 bewirken,
gibt es mindestens zwei pathophysiologische Szenarien, die zu erwigen sind. Ein proteolytischer
Abbau konnte nach der Proteinsynthese aber vor dem Einbau des mutierten Monomers in die
Mikrofibrillen stattfinden, was eine Reduktion der Gesamtmenge an fibrillinhaltigen Mikrofi-
brillen zur Folge haben diirfte. Alternativ konnten die mutierten Monomere in die Mikrofi-
brillen eingebaut werden und dort eine Art Achilles’ Sehne darstellen, welche die Anfilligkeit
der polymeren Mikrofibrillen fiir Proteolyse erhthen wiirde. Hinweise, dass das zweite Szenario
zumindest moglich ist, lieferte die Beobachtung, dass mutantes Fibrillin-1 tatséchlich in reife

Mikrofibrillen eingebaut werden kann (58]).

3.3 Ein das Elastin-Bindungsprotein-Motiv GxxPG enthal-
tendes Fibrillin-1-Fragment fiihrt zur Hochregulation
der Matrixmetalloproteinase-1: Biochemische und bio-

informatische Analysen

Klinische Studien haben Hinweise auf erhéhte MMP-Konzentrationen (91} [92) und Fragmen-
tierung (69) in Geweben von Personen mit MFS erbracht (91, 92). Es gibt mehrere plausible
Erklarungen fiir erhéhte MMP-Aktivitéit beim MFS, einschlieflich phanotypischer Verdnderung
vaskulédrer glatter Muskelzellen (61)) und Verdnderungen im TGFj-Stoffwechsel (93)). In dieser
Arbeit haben wir eine dritte Moglichkeit untersucht: den Einfluss von Fibrillin-Fragmenten

selber. Die Vokabeln Matrikin und Matrikryptin sind gemiinzt worden, um Subdominen
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verschiedener ECM-Proteine zu bezeichnen, welche Signale aus dem Extrazelluldrraum an die
in die ECM eingebetteten Zellen melden konnen. Hierbei unterscheidet man zwischen den ’na-
tiirlichen’” Matrikinen, welche direkt aus dem extrazelluldren Mileau signalisieren und den kryp-
tischen Matrikinen (Matrikryptinen), welche die proteolytische Abspaltung benétigen, um sonst
verborgene Bindungssequenzen freizulegen (94)). Beispiele fiir Letzteres sind Elastin, Fibronek-
tin und Laminin (95}, 96], O7).

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen (72, [98)) legen daher nahe, dass Mutationen in FBN1
zur erhohten Produktion von Matrikryptinen fiihren konnen. Im Gegensatz zu physiologischen
Situationen wie Wundheilung, in denen Matrikryptine z.B. aus Laminin voriibergehend wirksam
sind (94), ist die FBN1-Mutation beim Marfan-Syndrom gleichsam eine Wunde, die nie heilt,
was eine Erkldrung fiir die chronisch erh6hte MMP-Aktivitdt beim Marfan-Syndrom darstellen
kénnte.

Die Gene-Ontology (GO) liefert ein dynamisches, kontrolliertes Vokabular, um Gene und
Genprodukte in beliebigen Organismen zu beschreiben. GO beinhaltet drei Subontologien, um
die »molekulare Funktion« (die biochemische Aktivitét), den »biologischen Prozess« (die bio-
logischen Ziele) und die »zelluldre Komponente« (die Lokalisation) zu beschreiben (99)). Die
Uberreprisentationsanalyse fiir GO-Terms ist zu einem festen Bestandteil genomischer Analy-
sen geworden. Wir fiihrten eine GO-Analyse des humanen Proteoms mit unserem Programm
dem Ountologizer (70, [71) durch und konnten zeigen, dass Proteine mit mehrfachen GxxPG-
Motiven an GO-Terms fiir die ECM hoch signifikant angereichert sind. Viele der ECM-Proteine
mit mehreren GxxPG-Motiven sind auch mit Erkrankungen assoziiert, bei denen erhhte MMP-
Konzentrationen zu beobachten sind. Zum Beispiel kann Tenascin-9 die Expression von MMP-9
erhohen (100, 10T) und ist mit einer erh6hten MMP-2-Aktivitit bei der kalzifizierten Aortenste-
nose assoziiert (102). Ahnliche Beobachtungen wurden mit Aggrekan und Kollagen Typ VIIal
gemacht (Referenzen in (08)). Dies legt nahe, dass GxxPG-Motive moglicherweise eine wichti-

gere Rolle bei der Physiologie und Pathologie der ECM haben als bislang angenommen.

3.4 Induktion der Makrophagenchemotaxis durch Aorten-
extrakte der mgR-Marfanmaus und ein GxxPG enthal-

tendes Fibrillin-1-Fragment

Die Beobachtung, dass Fibrillin-1 ein bioaktives GxxPG-Motiv enthilt (s. letzten Abschnitt)

gab zur Hypothese Anlass, dass auch weitere Effekte der von Elastin abgeleiteten Peptide
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(elastin-derived peptides (EDP)) wie die Induktion von Chemotaxis (103) fiir die Pa-
thogenese des MFS wichtig sein kénnten. In (I04]) zeigten wir, dass Aortenextrakte sowie ein
ein GxxPG-Motiv enthaltendes Fibrillin-1-Fragment die Makrophagenchemotaxis induzieren
kénnen. Makrophageninfiltration und Entziindung spielen eine sehr gut bekannte Rolle bei
abdominellen Aortenaneurysmen (AAA), wurden jedoch bislang beim MFS nicht untersucht.
Beim AAA konnen aus dem Aortengewebe freigesetzte 16sliche Elastinfragmente einen chemo-
taktischen Reiz fiir mononukledre Phagozyten darstellen, was zum Teil die stark ausgepréigten
entziindlichen Verdnderungen beim AAA erkliren konnte (105 [T06]).

Obwohl stark ausgeprigte entziindliche Verdnderungen beim MFS nicht beobachtet werden,
sind ein Verlust an Elastin, Desorganisation der Gewebsarchitektur der Aorta und Fragmentie-
rung der fibrillinhaltigen Mikrofibrillen bekannte Charakteristika dieser Erkrankung (69, 107,
108). Fragmentierung und Unordnung der elastischen Fasern ist ein fokales und erworbenes
Phinomen, das in Verbindung mit einer abnormalen Produktion von matrixabbauenden pro-
teolytischen Enzymen durch vaskuldre glatte Muskelzellen und einer Gefidfiwandentziindung
in der mgR-Marfan-Maus auftritt (57, [61). Wie im Abschnitt besprochen, kénnen Frag-
mente verschiedener Matrixproteine neue Funktionen als Matrikryptine gewinnen und dadurch
Riickkopplungs- und Signalkreise unglinstig beeinflussen und somit zum fortschreitenden Ge-
websschaden beitragen. Es erscheint daher mdglich, dass Elastin- und Fibrillinfragmente, die
frith im Krankheitsverlauf auf Grund von FBNI1-Mutationen vermehrt entstehen, Makropha-
gen in die Aortenmedia anlocken. Setzen diese Makrophagen selber proteolytische Enzyme frei,
kann es zur weiteren und verstirkten Fragmentierung der elastischen Fasern und Mikrofibrillen
kommen. Ein #hnliches pathogenetisches Modell wurde fiir Zigarettenrauch-induziertes Lun-
genemphysem vorgeschlagen (109) und kénnte auch eine Rolle beim AAA spielen (110, I11)).
Dies legt nahe, dass die Rekrutierung (Anlockung) von Makrophagen und vielleicht anderen
entziindlichen Zellen zur komplexen Pathogenese des MFS beitragen konnte. Das Antibiotikum
Doxyzyklin hat eine breite MMP-inhibitorische Wirkung. Seit der Publikation unserer Arbeit
wurde durch zwei Gruppen gezeigt, dass die Behandlung von Marfan-Mausmodellen mit Doxy-
zyklin eine wirksame Therapie darstellt, die die Gewebsfragmentierung in der Aorta reduziert
und die Lebenserwartung erhoht (112, 113). In unserer Arbeitsgruppe wurde vor kurzem ei-
ne Studie begonnen, worin eine Behandlung der mgR-Marfanmaus mit einem monoklonalen
Antikorper gegen das GxxPG-Motiv gepriift werden soll, was einen direkten Beweis fiir die

Beteiligung von Elastinfragmenten und das EBP bei der Pathogenese liefern wiirde. Eine Be-
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handlung mit dem selben Antikérper wurde bei einem Mausmodell fiir Lungenemphysem von

einer anderen Arbeitsgruppe bereits erfolgreich eingesetzt (109).

3.5 Shprintzen—Goldberg-Syndrom: 14 neue Patienten und

eine klinische Analyse

Das SGS zeigt eine grofe klinische Uberlappung mit dem MFS und dem Loeys-Dietz-Syndrom.
Auf Grund der unterschiedlichen Prognosen und Therapiemdglichkeiten ist eine zeitige und kor-
rekte Diagnosestellung fiir eine optimale klinische Betreuung Grundvoraussetzung. Bis heute
bleibt unklar, inwieweit das SGS eine eigensténdige Entitét darstellt. Einige wenige Fille von
SGS scheinen auf Mutationen in FBN! zuriickzugehen (34 [73). Obwohl Berichte in der Litera-
tur iiber TGFBR2-Mutationen beim SGS vorliegen, erscheint uns nach Durchsicht der Artikel
Loeys-Dietz-Syndrom die passende Diagnose fiir die beschriebenen Patienten zu sein (73} [114).
Obwohl ein Bericht tiber eine TGFBRI1-Mutation bei einer Person mit SGS vorliegt (74), sind
Mutationen in diesem Gen bei keinem anderen SGS-Patienten identifiziert worden.

Diese Verwirrungen unterstreichen die Notwendigkeit von klinischen Kriterien fiir die Dia-
gnose eines SGS. Obwohl eine volle Nosologie etwa im Sinne der Gent-Nosologie fiir MFS (115])
auf die Entdeckung der molekularen Ursache(n) des SGS warten muss, erlaubt unsere Analyse
einen umfassenden Uberblick iiber die klinischen und radiographischen Abnormalititen beim
SGS. Wir schlagen vor, dass bei Personen mit einer Kombination der hiufigen kraniofazialen,
skelettalen, neurologischen und radiologischen Zeichen in Tabelle V von (116]) die Diagnose ei-
nes SGS erwogen werden sollte. Andere Diagnosen sollten gesucht werden, falls ein Proband
nicht mindestens ein hiufiges Merkmal aus jeder Kategorie in dieser Tabelle zeigt. Die zahlrei-
chen, weniger hdufigen Merkmale kénnen herangezogen werden, um die Diagnose eines SGS zu

unterstiitzen, reichen jedoch fiir sich nicht aus, um die Diagnose zu rechtfertigen.

3.6 Eine kurze ultrakonservierte Sequenz steuert die Tran-

skription von einem alternativen FBN1-Promoter

Die Ultrakonservierung von DNA-Sequenzen bezeichnet homologe Sequenzen, die iiber lange
evolutionire Zeitrdume identisch oder fast identisch geblieben sind und zwar zu einem héheren
Grad, als man durch den mit proteinkodierenden Sequenzen, Spleifsstellen oder Transkripti-

onsfaktorbindungssequenzen assoziierten Selektionsdruck erkldren koénnte. Die meisten inter-
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3.6 Eine kurze ultrakonservierte Sequenz in FBN1

genischen ultrakonservierten Elemente (UCEs) scheinen gewebsspezifische Enhancer zu sein,
wéhrend eine weitere Klasse von intragenischen UCEs an der Regulation der Genexpression
durch alternatives Spleifen beteiligt ist (117).

In diesem Werk haben wir einen kurzen ultrakonservierten Block im Bereich des Kern-
promoters eines alternativ gespleifiten 5’-gelegenen Exons des FBN1-Gens charakterisiert. Die
Sequenz enthilt mindestens drei transkriptionell aktive Elemente, und zwar ein Inr-Element,
ein downstream-promoter element (DPE) und ein 10 bp langes palindromisches Element. Unsere
Analyse zeigt, dass dieser Promoterbereich einen ungew6hnlich hohen Grad an Konservierung
aufweist auch im Vergleich zu Sequenzen, die auf Grund von Transkriptionsfaktorbindungsse-
quenzen unter einer negativen Selektion stehen. Der Begriff »ultrakonserviert« wurde zunichst
von Bejerano und Kollegen gemiinzt, um Sequenzen zu bezeichen, die iiber mindestens 200 Nu-
kleotide eine exakte Ubereinstimmung zwischen Mensch, Maus und Ratte zeigen (T17). Jedoch
kénnen auch kiirzere ultrakonservierte Elemente identifiziert werden, wovon viele lediglich unter
den Sdugern ultrakonserviert sind (117). Es gibt keine exakte Definition von Ultrakonservierung.
Angesichts der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit schlagen wir vor, dass der Kernpromoter des
alternativ gespleiften Exons A von FBNI ultrakonserviert ist. Diese Sequenz unterscheidet
sich von bislang bekannten ultrakonservierten Sequenzen dadurch, dass sie in einem Promo-
terbereich lokalisiert ist. Wir verwendeten ein multiples Alignment von sieben Spezies, um die
Ultrakonservierung zu charakterisieren (Mensch, Maus, Ratte, Schimpanse, Rhesusaffe, Kuh
und Opossum). Der letzte gemeinsame Vorfahre des Menschen und des entferntesten evolu-
tiondren Verwandten, des Opossums lebte vor etwa 180 Millionen Jahren. Daher scheint ein
ungewohnlich hoher Grad an negativem Selektionsdruck auf diese Sequenz fiir mindestens 360
Millionen Jahre gewirkt zu haben. Da die meisten menschlichen Promotoren keinen so hohen
Grad an Konservierung aufweisen, kénnen wir spekulieren, dass die Ultrakonservierung die
Notwendigkeit einer genauen Austarierung der vier verschiedenen FBNT1-Isoformen wihrend

der Entwicklung widerspiegelt.
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Kapitel 4

Zusammenfassung

Das Marfan-Syndrom ist eine relativ haufige hereditire Erkrankung des Bindegewebes mit wich-
tigen Manifestationen im Skelett, Auge und Herzkreislaufsystem. Das Marfan-Syndrom wird
autosomal dominant vererbt und durch Mutationen im Gen fiir Fibrillin-1, FBN1, verursacht.
Die erhohte Sterblichkeit bei unbehandelten Personen beruht zum grofiten Teil auf kardiovasku-
laren Komplikationen wie Aortendissektion und -ruptur. Das Marfan-Syndrom kann als Erfolgs-
geschichte der molekularen Medizin der letzten zwei Jahrzehnte betrachtet werden, nachdem die
Charakterisierung der biochemischen Funktionen des Fibrillin-1 und der Grundlagen der mo-
lekularen Pathophysiologie des Marfan-Syndroms in Mausmodellen in Form von Losartan und
Doxyzyklin zur Einfiihrung von zwei wirksamen Therapien in Mausmodellen gefiihrt hat. Die
vorliegende Habilitationsschrift befasst sich mit FBNI-Mutationen und Genotype-Phinotyp-
Korrelationen, Untersuchungen iiber die Rolle von Fibrillin-1-Fragmenten bei der Pathogenese
des Marfan-Syndroms, einer klinischen Charakterisierung der mit dem MFS verwandten Erkran-
kung Shprintzen-Goldberg-Syndrom sowie Untersuchungen iiber die molekularen Mechanismen
der Genexpression des FBNI.

Mutationen im FBN1-Gen verursachen nicht nur das klassische Marfan-Syndrom, sondern
auch eine Reihe von verwandten Bindegewebserkrankungen, die als Typ-1-Fibrillinopathien
bezeichnet werden.

Das neonatale Marfan-Syndrom ist durch eine Reihe von aufergewohnlich schweren klini-
schen Manifestationen gekennzeichnet und weist eine hochsignifikante Korrelation mit Muta-
tionen im mittleren Bereich des FBN1-Gens auf. Bei vielen Personen, die Spezialsprechstunden
fiir Marfan-Syndrom aufsuchen, kann ein Marfan-Syndrom ausgeschlossen bzw. kein iiberge-

ordnetes Syndrom identifiziert werden. Die sich aus der Uberlappung zwischen Personen aus
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Zusammenfassung

der Allgemeinbevolkerung mit einigen Bindegwebsanomalien und Personen mit einem oligo-
symptomatischen Marfan-Syndrom ergebende klinische Grauzone und die damit einhergehende
klinische Uberdiagnose des Marfan-Syndroms scheint ein Grund fiir die relativ niedrige Muta-
tionsdetektionsrate in vielen groferen Studien zur FBNI-Mutationsanalyse zu sein.

Missense-Mutationen in cbEGF-Modulen sind die am hiufigsten zu beobachtenden Mutatio-
nen beim MFS und betreffen in der Regel einen der sechs absolut konservierten Zysteinreste oder
Reste der Konsensussequenz fiir Kalziumbindung. Mutationen dieser Reste in cbEGF-Module
fiihrten bei in vitro Versuchen dazu, dass rekombinante Fibrillin-1-Konstrukten destabilisiert
werden. Dies konnte bedeuten, dass mutierte Monomere eine Schwachstelle in den hochpolyme-
ren fibrillinhaltigen Mikrofibrillen bilden, die zur Entstehung von Fibrillin-1-Fragmenten fithren
konnte.

Es konnte gezeigt werden, dass zwei unterschiedliche rekombinante Fibrillin-1-Fragmente zur
Hochregulation der Matrixmetalloproteinase-Expression fithren, was beim ersten Fragment auf
ein integrinbindendes RGD-Motiv, beim anderen Fragment auf ein Elastinbindendes-Protein-
Erkennungsmotiv zuriickzufithren ist. Zusammengenommen legen unsere Ergebnisse daher na-
he, dass Mutationen in FBN1 zur erhohten Produktion von Matrikryptinen fithren kdnnen.

Ferner konnte gezeigt werden, dass Aortenextrakte des mgR-Marfan-Mausmodells iiber
Wechselwirkungen mit dem elastinbindenden Protein die Makrophagenchemotaxis stimulieren
kénnen und dass ein Fibrillin-1-Fragment eine derjenigen von Elastinabbaupeptiden &hnliche
chemotaktische stimulatorische Aktivitéit besitzt. Die Ergebnisse liefern eine plausible moleku-
lare Erklarung fiir die bei der mgR-Maus zu beobachtenden inflammatorischen Infiltrate und
legen nahe, dass die Entziindung eine Komponente der komplexen Pathogenese des MFS dar-
stellen konnte.

Des weiteren wurde eine klinische Charakterisierung des Shprintzen-Goldberg-Syndroms
vorgestellt. Es handelt sich um eine mit dem Marfan-Syndrom phénotypisch verwandten Er-
krankung. Die in den nichsten Jahren zu erwartende Kldrung der molekularen Ursachen des
Shprintzen-Goldberg-Syndroms wird zum Verstindnis der molekularen Netzwerke beitragen,
die mit marfanoiden phinotypischen Merkmalen assoziiert sind.

Verschiedene Ergebnisse haben nahegelegt, dass die Expression des normalen FBN1-Allels
einen modifizierenden Faktor fiir die klinische Ausprigung des Marfan-Syndrom darstellen
konnte, weshalb es wichtig ist, die molekularen Grundlagen der FBNI-Genregulation besser
zu verstehen. Wir konnten zeigen, dass ein ultrakonservierter Sequenzblock mit vorhergesagten

Bindungsstellen fiir SP1, Inr, DPE und ein 10 Nukleotide umfassendes palindromisches Element
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Zusammenfassung

die Expression des am stirksten exprimierten alternativen Transkripts des FBNI steuert. Dies
liefert eine Basis fiir kiinftige Studien {iber die Bedeutung der FBNI-Genregulation bei der
Ausprigung des Phinotyps des Marfan-Syndroms.
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wendete Literatur vollstindig in der Habilitationsschrift angegeben wurden.

e mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Berlin, den 3. Januar 2009 (Dr. P.N. Robinson)

52



	Einführung
	Fibrillin-1, fibrillinhaltige Mikrofibrillen und elastische Fasern
	Die Fibrillin-LTBP-Genfamilie
	Mutationen in FBN1: Genotyp-Phänotyp-Korrelationen
	FBN2-Mutationen und Beals-Hecht-Syndrom
	TGFBR1- und TGFBR2-Mutationen und Loeys-Dietz-Syndrom
	Andere genetische Ursachen der thorakalen Aortendissektion
	Die bikuspide Aortenklappe
	Die molekulare Pathophysiologie des Marfan-Syndroms

	Originalarbeiten
	TGGE-Analyse
	Differentielle Auswirkung von FBN1-Mutationen
	Ein GxxPG-Motiv enthaltendes Fibrillin-1-Fragment
	Induktion der Makrophagenchemotaxis
	Shprintzen–Goldberg-Syndrom: 14 neue Patienten und eine klinische Analyse
	Eine kurze ultrakonservierte Sequenz in FBN1

	Diskussion
	TGGE-Analyse
	cbEGF-Mutationen: Zysteinsubstitutionen und die Kalziumbindungskonsensussequenz betreffende Austausche
	Mutationsdetektionsrate je nach klinischer Diagnose

	Differentielle Auswirkung von FBN1-Mutationen
	Ein GxxPG-Motiv enthaltendes Fibrillin-1-Fragment
	Induktion der Makrophagenchemotaxis
	Shprintzen–Goldberg-Syndrom: 14 neue Patienten und eine klinische Analyse
	Eine kurze ultrakonservierte Sequenz in FBN1

	Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis

