Finleitung

1) Einleitung

1.1) Hox-Gene

Die Hox-Gene gehdren zu einer evolutiondr hoch konservierten Gruppe von Genen. Sie alle
besitzen die sogenannte Homeobox, eine 180 Basenpaar lange Sequenz, die ein DNA-
Bindungs-Motiv kodiert, die Homeodoméne. Die Homeodomine faltet sich in 3 a-Helices,
wobei die dritte die DNA-Erkennungshelix darstellt. Innerhalb des Genoms sind die Hox-
Gene in Clustern angeordnet. Bei Drosophila existiert 1 Hox-Cluster aus 8 Genen, die in 2
Gruppen eingeteilt werden konnen, den Antennapedia-Komplex (ANT-C) und den Bithorax-
Komplex (BX-C). Séugetiere besitzen dagegen 4 Hox-Cluster (A-D) mit insgesamt 39
Genen (Abb.1). Es wird angenommen, dass diese 4 Cluster durch 2 oder 3
Duplikationsereignisse aus einem urspriinglich Hox-Cluster entstanden sind, aus dem sich
auch das Cluster von Drosophila entwickelt hat. Dabei sind einzelne Gene innerhalb der

Cluster verloren gegangen.

Abbildung 1: Darstellung der Hox-
Cluster in Drosophila und Saugern im
Vergleich
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Aufgrund der groBen Ahnlichkeit lassen sich die Hox-Gene in 13 paraloge Gruppen
unterteilen, die untereinander groBere Sequenzdhnlichkeiten besitzen als mit den Genen
desselben Clusters.

Die Hox-Gene spielen in vielen Prozessen wihrend der Entwicklung entscheidende Rollen,
besonders bei der Festlegung der primédren (Kopf zu Ful}) und sekundiren (Genital und
Extremitdten) Korperachsen. In Drosophila konnte gezeigt werden, dass die Hox-Gene die
Identitét der Segmente bestimmen und damit, wo sich z. B. Antennen, Beine oder Fliigel
bilden. Mutationen in Hox-Genen bei Drosophila filhren zu sogenannten homootischen
Transformationen einzelner Segmente. So fithrt z. B. die ektope Expression des Gens
Antennapedia zur Bildung von Beinen anstelle von Antennen im Kopfsegment (Schnewly et
al., 1987). Bei den Sdugetieren sind sie bei der Entwicklung des zentralen Nervensystems,
des axialen Skeletts, des Gastrointestinal- und Urogenitaltrakts, der duBleren Genitalien und

der Extremititen von Bedeutung.

1.2) Regulation der Hox-Gene

Das Besondere der Regulation der Hox-Gene ist die Organisation ihrer Expression. Sie
werden in einer zeitlichen und rdumlichen Reihenfolge exprimiert, die ihrer Anordnung auf
dem Chromosom entspricht. Man spricht hier von Kolinearitit. So werden die Gene der
3 gelegenen paralogen Gruppen frither und mehr anterior exprimiert und die 5'gelegenen
spater und in posterioren Bereichen (Krumlauf, 1994). Ihre Anordnung in Clustern spielt
dabei wahrscheinlich eine entscheidende Rolle, um diese Art der Regulation zu ermdéglichen.
Wie genau diese kolineare Expression reguliert wird ist noch nicht eindeutig geklért, man
geht aber davon aus, dass sie durch einen Regulator auBlerhalb des Clusters gesteuert wird.
Fiir den HoxD-Cluster wurden in den letzten Jahren 2 solche Kontrollregionen auf beiden
Seiten des Clusters gefunden und beschrieben (Kmita et al., 2002; Spitz et al., 2003; Zakany
et al., 2004). Die Gene des HoxD-Clusters spielen bei der Entwicklung der Extremititen eine
wichtige Rolle und ihre Regulation wurde dort am intensivsten untersucht.

Zu Beginn der Extremititenentwicklung wird ihre Expression durch die ,,early limb control
region“ (ELCR) gesteuert, die 3° vom Cluster liegt (Zakany et al., 2004). Die Expression
folgt dabei dem Prinzip der Kolinearitét, wobei der Abstand der Gene zu dieser Region eine
Rolle bei der Stirke der Expression spielt. Nahe gelegene Gene (HoxdI-Hoxd3) werden
stark und in der ganzen Extremitidtenknospe exprimiert, wihrend weiter entfernte Gene

(Hoxd12 und Hoxd13) schwicher und nur im posterioren Bereich exprimiert werden.
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Auf der anderen Seite des Clusters liegt die ,,global control region* (GCR), die mehrere
Enhancer beinhaltet, unter anderem einen ,,Digit Enhancer*, der die spétere Expression der
5"-gelegenen Hoxd-Gene (Hoxd13-Hoxd10) in der distalen Extremitét, also dem Bereich, in
dem sich die Finger bilden werden, reguliert (Spitz et al., 2003). Auch bei diesem Enhancer
ist die Stirke der Expression vom Abstand der Gene abhingig, wodurch die Kolinearitét
umgekehrt wird (sog. reverse Kolinearitit). Hoxdl3 zeigt nun die stirkste Expression und
wird im kompletten distalen Bereich der Extremitit exprimiert, wihrend Hoxdl2 und
Hoxdl1 deutlich schwicher und in einem kleineren Bereich exprimiert werden. Dass die
Starke der Expression abhidngig vom Abstand des Gens zum Enhancer ist, konnte durch
Inaktivierungs- und Deletionsexperimente in der Maus gezeigt werden (Kmita et al., 2002).
Wird Hoxdl3 inaktiviert, dndert sich an der Expression der anderen Gene nichts. Wird
Hoxdl13 aber durch loxP/Cre-Rekombination entfernt und dadurch der Abstand zwischen
Enhancer und dem vor Hoxdl3 gelegenen Gen (Hoxdl?2) verkiirzt, wird Hoxdl2 in der
Doméne von Hoxdl3 exprimiert. Entfernt man zusétzlich auch Hoxdl2, gleicht nun die
Expression von Hoxd11 der Expression von Hoxd13. Bei der Entwicklung der Extremitédten
spielen also 2 gegensitzliche kolineare Prozesse eine Rolle, die die Expression der Hoxd-

Gene regulieren.

1.3) Extremitatenentwicklung bei Wirbeltieren

Die Entwicklung der Extremitét beginnt mit dem Auswachsen einer Knospe an der Seite des
Korpers. Diese Knospe besteht aus dem ,,Lateralplatten-Mesoderm* (LPM) und dem dariiber
liegendem Ektoderm. Die mesenchymalen Zellen in der Knospe proliferieren und die Zellen
im Zentrum kondensieren zu den Vorldufern der Skelettelemente. Diese Kondensationen
wachsen kontinuierlich in proximal-distaler Richtung in die Linge. Die einzelnen
Skelettelemente werden dabei durch die Entstehung der Gelenke voneinander getrennt. Dies
geschieht ebenfalls von proximal nach distal, so dass zuerst das proximale Element, das
Stylopodium (Oberarm) abgetrennt wird, als nichstes das Zeugopodium (Unterarm) und
zum Schluss das distale Element, das Autopodium (Hand).

Wihrend der Entwicklung der Extremitdt bilden sich 3 Achsen. Entlang ihrer proximal-
distalen Achse (Schulter-Finger) verlidngert sich die Extremitdt, sie wird entlang ihrer
anterior-posterioren Achse asymmetrisch (Daumen-kleiner Finger) und entlang ihrer dorsal-

ventralen Achse abgeflacht (Handriicken-Handfldchen). Das Auswachsen und die
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Musterbildung werden durch die Bildung und Erhaltung von 3 unterschiedlichen
Signalzentren gewéhrleistet.

1.) Die ,,Apikale Ektodermale Randleiste* (AER) entsteht im Ektoderm entlang des distalen
Endes der Knospe oberhalb des LPM. Hier werden Fgfs (Fibroblast Growth Factors)
sekretiert, die fiir das proximal-distale Wachstum der Extremitit essentiell sind (vor allem
Fgf8 und Fgf4).

2.) Die ,,Zone der Polarisierenden Aktivitit“ (ZPA) entsteht im Mesenchym am posterioren
Rand der Knospe. Hier wird das Signalmolekiil Sonic Hedgehog (Shh) exprimiert, das fiir
die Musterbildung entlang der anterior-posterioren Achse verantwortlich ist. Shh diffundiert
aus der ZPA durch das Mesenchym und bildet einen Gradienten. Zwischen Shh und dem
AER bildet sich dabei ein positiver Feedback-Loop (Abb.2).

3.) Das dorsale Ektoderm, das Wnt7a exprimiert, spielt bei der dorsal-ventralen

Musterbildung eine Rolle (siehe Martin, 1998).

p D Abbildung 2: Schematische Darstellung der
frihen Extremitatenknospe mit den 3
D Entwicklungsachsen

Die ,,Apikale Ektodermale Randleiste* (AER) ist
AER in blau dargestellt, von hier werden Fgf8 und Fgf4
(Fgf8, Fgf4) sekretiert. Die ,Zone der Polarisierenden

Aktivitat“ (ZPA) ist in gelb dargestellt, hier wird

Shh exprimiert.

Zwischen dem AER und der ZPA besteht ein

positiver Feedback-Loop (griine Pfeile).

Shh erfiillt 2 Aufgaben innerhalb der Extremitdtenknospe, die Festlegung der Anzahl und der
Position, und damit der Identitdt, der Finger. Dabei wirkt Shh unter anderem durch den
Transkriptionsfaktor Gli3, von dem es eine Aktivator- und eine Repressorform gibt. Shh
verhindert die Prozessierung der Repressorform von Gli3 auf eine konzentrationsabhédngige
Weise. Dadurch entsteht ein Gradient der Aktivatorform von Gli3 im posterioren Bereich der
Knospe, in dem die Zielgene exprimiert werden, wéhrend anterior die Repressorform die
Aktivierung der Zielgene verhindert. Auf diese Weise entstehen zwei gegenldufige

Gradienten von Gli3-Aktivator und Gli3-Repressor, die die Identitét der Finger bestimmen.
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Ein weiterer Faktor, der dabei eine Rolle spielt, sind die ,,Bone Morphogenetic Proteins*
(Bmps), die in der Extremitdt durch Shh induziert werden (siehe Tickle, 2003).

Wie bereits erwihnt, spielen wahrend der Entwicklung der Skelettelemente der Extremitéten
die S5'gelegenen Hox-Gene (9-13) der Cluster A und D entscheidende Rollen. Thre
Expression folgt dabei zundchst entlang der proximal-distalen Achse dem Prinzip der
Kolinearitit und wird durch die ELCR gesteuert. So werden die Gene der Gruppen 9 und 10
frither und in proximalen Bereichen der Extremitit exprimiert, wiahrend die Gene der
Gruppe 13 spéter nur in den distalen Bereichen exprimiert werden. Fiir die Entwicklung des
Stylopodiums ist deshalb hauptsidchlich die Gruppe 9 verantwortlich, fiir die des
Zeugopodiums die Gruppe 11 und fiir die des Autopodiums die Gruppe 13 der Hox-Gene
(Abb.3).

Abbildung 3: Funktionelle Doménen
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(Aus Zakany und Duboule, 1999)

Die Rolle der Hox-Gene wihrend der Entwicklung der Extremititen wurde anhand der
Knock-out Technologie in der Maus untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Inaktivierung
einzelner Gene nur zu schwachen Phénotypen fiihrt, die Inaktivierung paraloger Gene
dagegen zum Verlust ganzer Skelettelemente. Durch die Inaktivierung von Hoxall und
Hoxdll zusammen kommt es z. B. zum kompletten Verlust von Radius und Ulna (Davis et
al., 1995).

Die Entwicklung des Autopodiums wird vor allem durch die Gene Hoxdll, Hoxdl?2,
Hoxdl3 und Hoxal3 reguliert (Zakany und Duboule, 1996; Fromental-Ramain et al., 1996;
Davis und Capecchi, 1996). Man findet die erste Expression von Hoxdl2 und Hoxd13 friih
im posterioren Bereich der Knospe, in Zellen, die spéter Shh exprimieren werden. Diese
frithe Expression der 5'gelegenen Hoxd-Gene wird durch die ELCR gesteuert und ist ein
entscheidender Faktor fiir die frithe Organisation der anterior-posterioren Asymmetrie der
Extremitdt und bestimmt so die ortliche Aktivierung von Shi im ZPA. Sobald Shh posterior

aktiviert wurde, kontrolliert es die Expression der 5 Hoxd-Gene durch den Digit Enhancer in
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der GCR, die jetzt in reverser Kolinearitit exprimiert werden (Abb.4). Shh fungiert somit als
»molekularer Schalter zwischen kolinearer und revers-kolinearer Expression der Hoxd-
Gene. Im anterioren Bereich der Knospe wird ihre Expression durch die Repressorform von
Gli3 unterdriickt. Diese Kontrolle der Hoxd-Expression durch Shh ist ein entscheidender

Faktor bei der Bestimmung von Anzahl und Identitdt der Finger (Zakany et al., 2004).

Abbildung 4: Model fur die Entstehung der anterior-
posterioren Asymmetrie in der Hand

Das Shh-Protein bildet einen Gradienten (blau) von
posterior nach anterior und kontrolliert die Expression der
5"-Hox-Gene im distalen Bereich der Hand (griiner Pfeil).
Gleichzeitig wird die Bildung der Repressorform von Gli3
(Gli3R) posterior unterdriickt (rote Balken). Anterior wird
Gli3R gebildet und unterdriickt dort die Expression von Shh
und den 5'-Hox-Genen (rote Balken). Die auf diese Weise
entstethende Asymmetrie bestimmt die Identitdt der
einzelnen Finger (I bis V).

1.4) Die Knochenentwicklung

Man unterscheidet zwei Typen der Knochenentwicklung. Bei der desmalen Ossifikation
differenzieren mesenchymale Zellen des Bindegewebes zu Osteoblasten und bilden den
Knochen. Auf diese Weise werden die Kieferknochen, das Neucranium und ein Teil des
Schliisselbeins gebildet.

Bei der endochondralen Ossifikation wird dagegen zundchst Knorpel gebildet, der dann
wihrend der Entwicklung durch Knochen ersetzt wird. Durch diesen Prozess entsteht das
gesamte axiale und appendikulédre Skelett sowie einige Knochen des Gesichtsschidels (siehe
Erlebacher et al., 1995; Hall und Miyake, 2000).

Zu Beginn der endochondralen Ossifikation kondensieren mesenchymale Zellen zu
Knorpelvorlduferzellen, den Chondroblasten. Diese differenzieren dann zu Knorpelzellen,
den Chondrozyten, und bilden die Knorpelanlage. Die Zellen, die diese umgeben, werden
zur Knorpelhaut, dem Perichondrium. Durch Proliferation und Rekrutierung weiterer Zellen
aus dem umgebenden Mesenchym dehnt sich die Knorpelanlage aus. In der Mitte der Anlage
beginnen schlieBlich die Chondrozyten zu differenzieren, wobei sie ihr Volumen deutlich

vervielfachen. Man bezeichnet diese Zellen als hypertrophe Chondrozyten. Am Ende ihrer
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Differenzierung produzieren diese Zellen unter anderem den Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) ( Schipani et al., 2001), ein Signalmolekiil, durch das Blutgefd3e angelockt
werden (Risau, 1997). Zudem sezernieren sie Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), die die
Knorpelmatrix zersetzen. Die terminalen hypertrophen Chondrozyten werden schlieBlich
apoptotisch und sterben. Von auflen dringen nun Osteoklasten ein, die ebenfalls MMPs
sezernieren und so die Knorpelmatrix noch weiter zersetzen. Auf diese Weise wird eine
Hohlung geschaffen, die spitere Knochenmarkshohle (Vu et al., 1998). In diese wandern
Blutgefile ein und ermdglichen es den Osteoblasten, in die Hohlung zu gelangen und dort
den trabekuldren Knochen aufzubauen. Das flankierende Perichondrium wird dabei zum

Periosteum, welches den kortikalen Knochen bildet.

1.5) Die Chondrozytendifferenzierung

Das Wachstum der Skelettelemente wird hauptséchlich durch das Wachstum des Knorpels
reguliert. Deshalb spielt die Proliferation und die Differenzierung der Chondrozyten eine
zentrale Rolle bei der Kontrolle des Skelettwachstums. Jeder Schritt der

Chondrozytendifferenzierung wird durch verschiedene Signalwege kontrolliert.

—— Ruhende Chonrozyten

i)

Proliferierende Chondrozyten

e l/%

7Hypertrophe Chondrozyten ,- safes
\

— Ubergang Knorpel/Knochen

— Trabekularer Knochen

Knochenmarkshohle

Abbildung 5: Differenzierung des Knorpels und Ubergang zum trabekuldren Knochen.

Die Abbildung zeigt links eine schematische Darstellung der Wachstumsfuge, rechts einen
Hématoxylin/Eosin-gefarbten Schnitt durch den proximalen Teil eines embryonalen Humerus am
Tag E17.5. Die wesentlichen Schritte der Knorpeldifferenzierung und des Ubergangs zum
trabekuldren Knochen sind angegeben.
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Zuniéchst spielt der Transkriptionsfaktor Sox9 eine entscheidende Rolle, da er essentiell fiir
die Kondensation der Chondrozyten aus mesenchymalen Zellen ist (Lefebvre et al., 1997; Bi
et al., 1999). Weitere Faktoren, die bei der Bildung des Knorpels eine Rolle spielen, sind das
Signalmolekiill Gdf5, das zur TgfB-Superfamilie gehort, und die Familie der ,,Bone
Morphogenetic Proteins® (Bmps). Die ruhenden Chondrozyten (Abb.5) beginnen schliefSlich
zu proliferieren, ein Vorgang, der durch Signalmolekiile wie Fgfs, Bmps und Indian
Hedgehog (Ihh) gesteuert wird (Naski, et al., 1998; St. Jacques et al., 1999; Minina et al.,
2001). SchlieBlich endet die Phase der Proliferation und die Zellen beginnen zu
differenzieren und werden hypertroph. Die Steuerung dieses Prozesses findet in der Zone der
prahypertrophen Chondrozyten statt (siche Abb.5). Diese Zellen exprimieren /4h, das seinen
Rezeptor Patched (Ptc) im anliegenden Perichondrium aktiviert (Vortkamp et al., 1996) und
dadurch die Osteoblastendifferenzierung reguliert (St-Jacques et al., 1999). Zusitzlich
diffundiert Thh in die Gelenkregion und aktiviert dort das Signalmolekiil Parathyroid
Hormone-like Hormone (Pthlh) (Koziel et al., 2004), das durch die Wachstumsfuge zu
seinem Rezeptor PTHR diffundiert. PTHR wird iiberlappend mit /hh exprimiert und
verhindert eine weitere Differenzierung der Chondrozyten. Dadurch wird auch indirekt die
Expression von 7hh herunterreguliert. Durch diesen negativen Feedback Loop zwischen Thh
und Pthlh wird die Proliferation und Differenzierung der Chondrozyten gesteuert (Vortkamp
et al., 1996).

Welche Rolle die Hox-Gene bei der Proliferation und Differenzierung der Chondrozyten
spielen ist noch unbekannt. Die spdh-Mausmutante bietet aber eine gute Moglichkeit, zu

untersuchen, inwieweit Hox-Gene bei diesen Prozessen beteiligt sind.

1.6) Mutationen in HOXD13
Die erste beschriebene Mutation in einem Hox-Gen ist die Synpolydaktylie (SPD, OMIM

186000), eine sehr seltene, dominant vererbte Fehlbildung der distalen Extremititen
(Muragaki et al., 1996). Patienten mit SPD haben eine Syndaktylie (Fusionen der Finger)
zwischen den 3. und 4. Fingern und den 4. und 5. Zehen, sowie einen zusétzlichen Finger
und Zeh (Polydaktylie). Zusitzlich findet man variabel Klinodaktylie (Schiefstellung der
Fingerglieder), Camptodaktylie (Verkrimmung der Finger) und/oder Brachydaktylie
(Verkiirzung der Finger) des 5. Fingers, sowie Syndaktylie und Brachydaktylie vom 2. bis 5.
Zeh mit Hypoplasie (Unterentwicklung) oder Fehlen der mittleren Phalangen.

Unvollstindige Penetranz und ein hohe Variabilitit kennzeichnen den Phénotyps. Bei der
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Mutation handelt es sich um eine Expansion des N-terminalen Alanin-kodierenden Repeats
im 1. Exon von HOXD13, der in den Patienten um +7, +8, +9, +10 oder +14 Alanin-Codons
verldngert ist (Akarsu et al., 1996; Baffico et al., 1997; Goodman et al., 1997; Kjaer et al.,
2002). Da der Alanin-kodierende Repeat aus 4 unterschiedlichen Codons besteht (GCA,
GCC, GCG, GCT) und die Expansionen meiotisch stabil sind, geht man davon aus, dass die
Expansionen durch ungleiches Crossing-over bei der Replikation entstanden sind (Warren,
1997). Die Lénge der Expansion korreliert dabei mit der Penetranz und der Schwere des

Phinotyps (Goodman et al., 1997). Diese Genotyp/Phianotyp Korrelation wird auch in den

seltenen homozygoten SPD-Fillen beobachtet (Muragaki et al., 1996; Akarsu et al., 1995)
(Abb.6).

+7 Ala +10 Ala +14 Ala +10 Ala homoyzgot
Abbildung 6: SPD-Phanotypen beim Menschen

Abhidngig von der Linge der Alanin-Expansion findet man Syndaktylie, Synpolydaktylie,
Synpolydaktylie mit Brachydaktylie und bei homozygot-betroffenen Patienten Brachydaktylie mit
Hypodaktylie (Fehlen von Fingern/Zehen).

Die Zunahme der Penetranz und der Schwere des Phénotyps mit einer Zunahme der Lange
der Expansion deutet auf einen steigenden Funktionsgewinn des Proteins. Man geht davon
aus, dass das mutierte Protein normal an die DNA bindet, aber Interaktionen des N-
terminalen Bereichs mit anderen Proteinen moglicherweise gestort werden. Auf diese Weise
entsteht ein dominant-negativer Effekt, da DNA-Bindungsstellen vom mutierten Protein
besetzt werden, die Regulation der Zielgene aber verhindert wird oder verdndert ist.

Diese Theorie wird durch Untersuchungen an Miusen unterstiitzt. Hier fithrt die Deletion
des 5'-Endes des Hoxd-Clusters, durch die die Gene Hoxd11, Hoxdl2 und Hoxdl3 entfernt
werden, homozygot zu einem SPD-&hnlichen Phénotyp (Zakany und Duboule, 1996).

Es wurden bisher noch 5 weitere Mutationen in HOXD13 beschrieben, die zu Fehlbildungen
der Extremititen fithren. Bei 3 handelt es sich um Deletionen innerhalb des HOXD13-Gens,

durch die trunkierte Proteine entstehen, denen die Homeodoméne komplett oder fast
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komplett fehlt. Diese Deletionen fithren zu einer untypischen Form der SPD mit sehr
niedriger Penetranz und einer zusitzlichen FuB3-Fehlbildung, die in SPD-Patienten nicht
vorhanden ist (Goodman et al.,1998; Calabrese et al., 2000). Alle Deletionen fiihren zu
einem inaktiven Protein, da sie nicht an DNA binden kénnen.

Bei einer weiteren Mutation handelt es sich um eine Missense-Mutation in Exon 2. Auch bei
dieser Mutation findet man die zusitzliche FuB3-Fehlbildung der Deletions-Mutationen und
die Penetranz des SPD-Phénotyps ist gering (Debeer et al., 2002). Diese Missense-Mutation
fiihrt zu einem Aminosdureaustausch (R31W) in der II. Helix der Homeodoméne, wodurch
wahrscheinlich die Bindung der Homeodoméne an die DNA destabilisiert wird. Eine weitere
Missense-Mutation in Exon 2 fiihrt zu einem Aminosédureaustausch (I47L) in der III. Helix
der Homeodomaéne. Der Phinotyp besteht aus einer Kombination aus Brachydaktylie und
Polydaktylie (Goodman et al.,, 2001). Auch durch diesen Aminosdurenaustausch wird
wahrscheinlich die Fiahigkeit des Proteins, an die DNA zu binden, verindert.

Diese Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese, dass ein Funktionsverlust von HOXD13
zu Phénotypen fiihrt, die sich deutlich von dem unterscheiden, der durch Expansionen des
Alanin-kodierenden Repeats verursacht wird, und diese statt dessen zu einem
Funktionsgewinn bzw. zu einem dominant-negativen Effekt des Proteins fiihren.

In dieser Studie wurde ein Mausmodell zur menschlichen SPD verwendet, um die
Pathogenese, die dem Phénotyp der SPD zugrunde liegt, zu untersuchen. Es handelt sich um
die ,,synpolydactyly homolog* (spdh) Mausmutante, die eine spontan aufgetretene +7
Alanin-Expansion im Hoxd[3-Gen tragt. Der Phanotyp bei homozygoten spdh-Miusen ist
dem der SPD beim Menschen vergleichbar (Johnson et al., 1998) und bietet deshalb eine

gute Moglichkeit, die SPD an Miusen molekulargenetisch zu analysieren.

1.7) Polyalanin-Expansionen

Expansionen von Trinucleotid Wiederholungen (Repeats) sind weit verbreitet und die
Ursache einer Reihe von Krankheiten. Vor allem Expansionen von Polyglutamin-
kodierenden Repeats, die neurodegenerative Erkrankungen wie Chorea Huntington
verursachen, sind seit lingerer Zeit bekannt und untersucht. In den letzten Jahren wurden
auch Expansionen in Polyalanin-kodierenden Repeats als Ursache einiger Krankheiten
identifiziert. Im Unterschied zu den Polyglutaminen sind Polyalanin-kodierenden Repeats
meiotisch stabil und nur wenig polymorph. Innerhalb der Sdugetiere ist ihr Vorkommen und

ihre Lange hoch konserviert, {iber ihre Funktion ist allerdings noch nichts bekannt.
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Finleitung

Insgesamt wurden bisher 9 Gene beschrieben, in denen Expansionen eines Alanin-
kodierenden Repeats zu Erkrankungen fithren: HOXD13 (Synpolydaktylie, OMIM 186000),
HOXA13 (Hand-Foot-Genital Syndrom, OMIM 140000), RUNX2 (Cleidocraniale Dysplasie,
OMIM 119600), SOX3 (Mentale Retardierung mit Wachstumshormondefizienz, OMIM
300123), ARX (Partington Syndrom, OMIM 309510), FOXL?2 (Blepharophimosis Epicanthus
Inversus Syndrom, OMIM 110100), PHOX2B (Congenital Central Hypoventilation
Syndrom, OMIM 209880), ZIC2 (Holoprosencephalie Typ5, OMIM 603073.0003) und
PABPNI (Oculopharyngeale Muskeldystrophie, OMIM 164300). Mit Ausnahme von
PABPNI, bei dem es sich um ein poly-A-bindendes Protein handelt, kodieren alle diese
Gene Transkriptionsfaktoren, die wichtige Aufgaben wéhrend der Entwicklung und
Differenzierung erfiillen. Die Lénge der Repeats sind in allen diesen Genen dhnlich (14 bis
20 Alanine), ebenso auch die Lénge der Repeats mit Expansionen (18 bis 29 Alanine). Es ist
daher naheliegend, dass allen Erkrankungen ein gemeinsamer Mechanismus zu Grunde liegt.
Ein weiteres Ziel dieser Studie ist es, den molekularen Mechanismus der Polyalanin-

Expansion in Hoxd13 zu untersuchen und zu identifizieren.
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