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Zusammenfassung (deutsch)

Akrodysostose ist eine seltene, genetisch bedingte Dysostose, bei der eine ausgepragte
Brachydaktylie, Kleinwuchs, kraniofaziale Anomalien mit nasaler Hypoplasie sowie eine
Entwicklungsverzogerung und hormonelle Veranderungen vorliegen konnen. Inzwischen
konnten zwei in der cAMP-Singnalwegkaskade beteiligte Gene, PRKAR1A und PDE4D,

als krankheitsverursachend identifiziert werden.

In dieser Arbeit wurden vier Patienten mit Akrodysostose hinsichtlich Veranderungen in
der kodierenden Sequenz im PDE4D-Gen untersucht. Bei einem der Patienten konnte
durch Sequenzierung eine in der Literatur noch nicht beschriebene Missense-Variante
nachgewiesen werden. Diese befand sich im Exon 15 an Position ¢.2030 A>G. Hierdurch
wird in der katalytischen Domane des Proteins ein Aminosaureaustausch an Position 677
(p.Tyr677Cys) hervorgerufen. Die in silico Analyse und das Untersuchungsergebnis des
Konservierungsgrads  unterstitzen  die ~ Annahme, dass die  Variante
krankheitsverursachend ist. Auch der de novo-Nachweis durch Untersuchung der

elterlichen DNA untermauert diese Schlussfolgerung.

Aulerdem wurde das PDE4D-Gen bei 26 Patienten mit Brachydaktylie Typ E (BDE)
sequenziert, wobei bei keinem der Patienten eine Mutation nachgewiesen werden

konnte.

Um das klinische Spektrum von PDE4D-Mutationstragern diskutieren zu kdnnen, wurden
die klinischen Daten zweier weiterer Akrodysostose Patienten mit nachgewiesener
Mutation im PDE4D-Gen in diese Arbeit aufgenommen, welche im Institut fur
Medizinische Genetik und Humangenetik an der Charité Universitatsmedizin Berlin

untersucht wurden.

In den Akrodysostose-Fallen, welche in der Literatur beschrieben sind, zeichnet sich ein

Zusammenhang zwischen Phanotyp und Genotyp ab.

Neben Brachydaktylie und fazialen Auffalligkeiten bestehen bei Patienten mit PDE4D-
Mutationen in den meisten Fallen ein normales Langenwachstum sowie normwertige
PTH- und TSH-Spiegel. Allerdings sind bei diesen Patienten in der Mehrheit der Falle
eine reduzierte Intelligenz oder eine psychomotorische Entwicklungsverzogerung
beschrieben. Patienten mit PRKAR1A-Mutationen weisen hingegen meistens einen

Kleinwuchs sowie eine Hormonresistenz vor allem gegen PTH und TSH auf.
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Auffalligkeiten in der psychomotorischen Entwicklung sind nur selten und in leichter

Auspragung beschrieben.

Diese Genotyp-Phanotyp-Korrelationen konnten in dieser Arbeit bei den drei Patienten
mit PDE4D-Mutation bestatigt werden. Bei allen Patienten lagen ein normales
Langenwachstum, normwertige PTH- und TSH-Spiegel sowie unterschiedlich starke

Auffalligkeiten im Bereich der psychomotorischen Entwicklung vor.

Zusammenfassend ist die Sequenzierung des PDE4D-Gens zur
molekulardiagnostischen Sicherung der klinischen Verdachtsdiagnose Akrodysostose
sinnvoll. Vor einer molekulargenetischen Untersuchung sollte aufgrund der klinischen
Befunde eine Einschatzung Uber das in diesem Fall am ehesten
krankheitsverursachende Gen, PDE4D oder PRKAR1A, getroffen werden. Hiermit kdnnte

eine zielfhrende genetische Diagnostik unterstltzt werden.

Weiterhin scheint das PDE4D-Gen fir die Pathogenese der BDE eine untergeordnete
Bedeutung zu haben. Nach weiteren ursachlichen Genen fur die BDE sollte daher

gesucht werden.
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Abstract (english)

Acrodysostosis is a rare genetic dysostosis, which involves a pronounced brachydactyly,
short stature, craniofacial anomalies with nasal hypoplasia as well as mental retardation
and hormonal alterations. Meanwhile, two genes participating in the cAMP-dependent
pathway, PRKAR1A and PDE4D, were identified to be associated with this disorder.

In the present study four patients with acrodysostosis were screened for mutations in the
coding sequence of PDE4D. With this analysis a novel, not yet reported missense variant
was detected in one patient, which was located in exon 15 at the position ¢.2030 A>G.
This nucleotide change leads to an amino acid substitution in the catalytic domain of the
protein at position 677 (p.Tyr677Cys). The results of the in silico analysis as well the
investigation of the degree of conservation support the hypothesis that the detected
variant should be classified as pathogenic. Moreover, this alteration was verified as de

novo by analysis of the parental DNA confirming the aforementioned conclusion.

Apart from that, sequencing of PDE4D in 26 patients with brachydactyly type E (BDE)

detected no mutations.

In order to discuss the clinical spectrum of PDE4D mutation carriers, the clinical data of
two further acrodysostosis patients with confirmed PDE4D mutations, diagnosed at the
Institute of Medical Genetics and Human Genetics Charité Universitatsmedizin Berlin,

were included in this study.

Furthermore, literature regarding cases of acrodysostosis indicates a correlation between
genotype and phenotype. Apart from brachydactyly and facial anomalies patients with a
PDE4D mutation usually show normal growth and PTH as well as TSH levels. However,
in the majority of these patients mental and psychomotor retardation are observed. In
contrast, patients with PRKAR 1A mutations are often characterized by short stature and
hormonal resistance especially to PTH and TSH while abnormalities in psychomotor

development are rare or exist only to a milder degree.

This genotype-phenotype correlation could be confirmed in this study of the three patients
with PDE4D mutations. All of these patients showed normal growth, normal PTH and TSH

levels as well as abnormalities of the psychomotor development.

In summary, sequencing PDE4D is indicated in order to confirm the clinically suspected

diagnosis of acrodysostosis on the molecular level.Before initiating molecular diagnostic
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testing a preliminary estimate on the likely underlying gene, PDE4D or PRKARI1A,
respectively, should be made based on the clinical features of the patient. This could

support future promising genetic diagnostics.

Meanwhile, PDE4D seems to have minor relevance in the pathogenesis of BDE. For this

reason further investigations on etiological genes are needed.
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1 Einleitung
1.1 Skelettentwicklung des Menschen

Das menschliche Skelettsystem geht aus drei verschiedenen embryonalen Keimblattern
hervor (Ektoderm, Mesoderm und Endoderm). Das Achsen- und das Extremitatenskelett
sind mesodermalen Ursprungs, wobei sich erst genanntes aus dem paraxialen
Mesoderm entwickelt und letzteres sich aus dem Seitenplattenmesoderm bildet. Das
kraniofaziale Skelett ist hingegen ektodermalen Ursprungs und wird aus der Neuralleiste
gebildet (1). Bei der Knochenentwicklung unterscheidet man zwischen direkter
(desmaler) und indirekter (enchondraler) Osteogenese. Schadeldach, Gesichtsknochen
und Teile des Unterkiefers und Schllsselbeins verknéchern desmal, dabei differenzieren
sich mesenchymale Zellen direkt zu Osteoblasten. Dahingegen entstehen die meisten
Knochen mesodermalen Ursprungs durch indirekte Osteogenese (2, 3). Wahrend der
embryonalen Entwicklung beginnt die enchondrale Ossifikation mit der Verdichtung
mesenchymaler Zellen. Auf diese Weise entsteht ein Modell des zukunftigen Skeletts,
das sognannte Primordialskelett (2, 4, 5). Die kondensierten Mesenchymzellen
differenzieren schliefdlich zu Chondrozyten. Dem Transkriptionsfaktor SOX9 wird an
diesem Prozess eine entscheidende Funktion zugeschrieben. SOX9 zahlt zur Familie von
Transkriptionsfaktoren, welche durch eine DNA-Bindungsdomane mit High-Mobility-
Group (HMG) Box charakterisiert sind (6). Die Chondrozyten durchlaufen einen
mehrphasigen Differenzierungsprozess, der Proliferation, Hypertrophie und Zelltod
beinhaltet. Die proliferierenden Zellen sind in parallelen Sdulen angeordnet und wandein
sich anschlieBend in hypertrophe Chondrozyten um (7). Dieser letzte Schritt der
Zellreifung gipfelt in der Apoptose und dem Austausch hypertropher Knorpelzellen durch
Knochengewebe (8). Durch GefalRinvasion konnen Osteoblasten Uber die Blutbahn in
das Knorpelgerust transportiert werden. Diese produzieren Knochenmatrix und
verwenden dabei die verbleibende Knorpelsubstanz als Baugerust (7). Erste Zeichen der
Verknocherung lassen sich ab der 7. Embryonalwoche beobachten und dauern teilweise

bis zum 20. Lebensjahr an (5).

Die Proliferations- und Differenzierungsphasen der Chondrozyten werden von einem

komplexen Netzwerk an Signalmolekulen reguliert (Abbildung 1-1).
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Schematische Darstellung der Chondrozytenproliferation und —differenzierung in der Wachstumsfuge.
Chondrozyten sind in vier Ebenen angeordnet, welche ihre Differenzierungsstadien widerspiegeln: (1)
ruhende, (2) proliferierende, (3) prahypertrophe und (4) hypertrophe Chondrozyten. Letztere werden infolge
des Zusammenwirkens von Osteoblasten (griin) und mehrkernigen Osteoklasten (blau) durch Knochen
ersetzt. Komplexe Signalwege regulieren Proliferation und Differenzierung der Chondrozyten. Die Pfeile
veranschaulichen die stimulierende (schwarze Pfeile) beziehungsweise inhibierende (rote Pfeile)
Interaktion zwischen den Signalmolekilen.

BMPs: Bone Morphogenetic Proteins; FGFs: Fibroblast Growth Factors; IHH: Indian Hedgehog; PTHrP:
Parathyroid hormone related peptide (verandert nach Kornak und Mundlos, 2003) (6).

Die Chondrozytenproliferation wird durch BMPs (engl.: bone morphogenetic proteins)
stimuliert und in ihrer Differenzierung inhibiert (9). BMPs sind multifunktionale
Wachstumsfaktoren, welche der TGF-B-Superfamilie (engl.: transfoming growth factor)
angehdéren und in der embryonalen Entwicklung eine wichtige Rolle spielen (10).
Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF, engl.: fibroblast growth factor), die zu einer

grolen Familie an Polypeptid-Wachstumsfaktoren zahlen, wirken antagonistisch zu den



BMPs, indem sie die Chondrozytenproliferation inhibieren und ihre Differenzierung
stimulieren (9, 11, 12).

Ferner konnten verschiedene Arbeiten zeigen, dass zwei weitere Signalmolekule, PTHrP
(Parathyroid hormone related peptide) und IHH (Indian Hedgehog), eine negative
Feedbackschleife bilden und auf diese Weise den Differenzierungsbeginn der

hypertrophen Chondrozyten regulieren (13).

1.1.1 Entwicklung des Achsenskeletts

Das Achsenskelett, die Skelettmuskulatur und Teile der Dermis entstehen aus
sogenannten Somiten. Diese segmentartig organisierten Strukturen entstehen durch
Abknospung des axialen Mesoderms (PSM, engl.: presomitic mesoderm) und liegen zu
beiden Seiten der Neuralleiste (14). Durch Signale aus dem umgebendem Gewebe
kommt es zur epithelial-mesenchymalen Transition und Teilung der Somiten: aus den
vorderen Abschnitten gehen die mesenchymalen Sklerotome hervor, aus den hinteren

Abschnitten die epithelialen Dermomyotome (15).

1.1.2 Extremitatenentwicklung des Menschen

Die ersten sichtbaren Zeichen der Extremitatenentwicklung sind die Extremitatenknospen
(engl.: limb buds), welche an den Seiten des Embryos hervorragen. Sie bestehen aus
homogenen undifferenzierten Zellen, welche von einer Ektodermschicht tberzogen sind
(16). Das Wachstum der Extremitatenknospen verlauft in drei Achsen: Der proximal nach
distal (PD)-Achse (Schulter bis Fingerspitze), der anterior nach posterior (AP)-Achse
(Daumen bis kleiner Finger) und der dorsal nach ventral (DV)-Achse (Handricken bis
Handflache) (16). Ein Streifen von spezialisiertem Epithel am distalen Ende der
Extremitatenknospe, die sogenannte apikale ektodermale Randleiste (AER, engl.: apical
ectodermal ridge), steuert das Extremitatenwachstum in der PD-Achse. Entfernt man in
einem mikrochirurgischen Eingriff die AER bei Hihnerembryonen, kann man
beobachten, dass der Verlust der Extremitat umso groRer ist, je friher die AER in der
Entwicklungsphase entfernt wird. Bei einem Verlust der AER zu spateren Zeitpunkten der
Gliedmalienentwicklung fehlen distal gelegene Extremitatenstrukturen, wohingegen sich
die proximalen Strukturen nahezu unauffallig entwickeln (17). Neben der AER gibt es

3



noch zwei weitere funktionale Regionen, welche beim Extremitatenwachstum eine Rolle
spielen. Unterhalb der AER befindet sich die sogenannte Progresszone (PZ, engl.:
progress zone), in welcher sich die undifferenzierten Vorlauferzellen des
Extremitatenskeletts befinden (18). Weiter proximal und posterior der PZ liegt die Zone
der polarisierenden Aktivitat (ZPA, engl.: zone of polarizing activity; polarizing region)
(Abbildung 1-2). Durch den Versuch von Saunders et al. (1968) im Huhnerembryo, bei
dem durch Transplantation der ZPA auf den vorderen (anterioren) Rand einer
Extremitatenknospe spiegelbildliche Duplikationen der Finger entstanden (19, 20),
erlangte man erste Erkenntnisse Uber die Vermittlung des AP-Achsen Wachstums (21,
22). Zudem wurden auch auf molekulargenetischer Ebene neue Einsichten gewonnen.
So wurde die Rolle des Sonic Hedgehog (SHH)-Gens, welches in der ZPA exprimiert
wird, als entscheidend flur die Steuerung der strukturellen Ausbildung der Finger und
Festlegung ihrer Anzahl identifiziert (23, 24), vor allem durch die Signalwirkung auf die
HoxA und HoxD Cluster (siehe unten) (25).

Abbildung 1-2

Schematische Darstellung der Extremitatenknospe in
einem frihen Entwicklungsstadium. Diese zeigt die
apikale ektodermale Randleiste (Ridge) und zwei

unterschiedliche  funktionelle  Regionen: die

Progress™ *.".

Zone ‘
Pr LAY

Polarizing
Region

Progresszone und die Zone der polarisierenden
Aktivitat (Polarizing Region). A: anterior, D: distal, P:
D posterior, Pr: proximal (aus Niswander et al., 1993)
(22).




Des Weiteren scheinen FGFs eine wichtige Bedeutung wahrend der
Extremitatenentwicklung zu haben. Niswander et al. (1993) konnten zeigen, dass die
Signalwirkung der AER durch FGF vermittelt wird. In einem Experiment entfernte die
Arbeitsgruppe die AER und setzte eine in FGF4 getrankte Perle in das Extremitaten-
Mesenchym ein. Daraufhin beobachteten sie eine nahezu vollstandige
Extremitatenentwicklung (22).

Es ist zudem bekannt, dass die Signalwirkung von FGF, im Besonderen FGF4, in der
posterioren AER die SHH Expression in der ZPA transkriptionell reguliert, und dass die
Signalwirkung von SHH die FGF4 Expression in der AER aufrechterhalt. Hierdurch wird
eine positive Feedback-Schleife gebildet (23, 26).

Die Aktivitat der AER und der ZPA wird durch sogenannte HOX-Gene bestimmt und
reguliert (27). HOX-Gene kodieren Transkriptionsfaktoren, welche in der frihen
Entwicklungsphase morphogenetische Prozesse steuern. Der Mensch besitzt insgesamt
39 HOX-Gene. Diese sind in 4 Clustern (HOXA, HOXB, HOXC und HOXD) organisiert,
welche auf vier verschiedenen Chromosomen liegen und jeweils zwischen neun und 11
Gene umfassen. Die Expression der HOX-Gene folgt einer zeitlichen und raumlichen
Reihenfolge entlang der AP-Achse, welche ihrer Anordnung auf dem Chromosom
entspricht. Gene am 3' Ende eines Clusters werden zeitlich friher und weiter anterior
exprimiert, wohingegen Gene am 5' Ende spater und weiter posterior exprimiert werden.
(28). Fir die Extremitatenentwicklung sind die Homeobox-Gene am 5' Ende der HOXA-
und HOXD-Cluster verantwortlich (Abbildung 1-3) (29). Wie bereits beschrieben flhrt
die Signalwirkung von SHH auf die HOXA- und HOXD-Cluster zu einem distalen
Extremitatenwachstum in der AP-Achse. Bereits vor dem Ansprechen der Signalwirkung
von SHH liegen bis zu sieben HOX-Gene exprimiert vor, welche die SHH-Transkription
fordern (25).
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Schematische Darstellung einer Extremitat. Die dicken Linien kennzeichnen die Ausdehnung der
anatomischen Bereiche der Extremitat, welche durch Genmutationen der paralogen Gengruppe 9-13
betroffen sind. Die darunter liegende diinnere Linie mit den nummerierten Boxen (9-13) reprasentiert die
Anteile der HOXA- und HOXD-Cluster, welche an der Extremitatenentwicklung beteiligt sind. Die Gene sind
in beiden Clustern reprasentiert, mit Ausnahme von Nummer 12, welches nur im HOXD-Cluster vorkommt
(aus Zakany und Duboule, 1999) (29).

1.2 Skelettale Fehlbildungen
1.2.1 Brachydaktylie

Der Wortursprung Brachydaktylie (BD) kommt aus dem Altgriechischen und setzt sich
aus den Vokabeln brachy fur ,kurz® und dactylos fir ,Finger® zusammen. Der Terminus
beschreibt das Vorliegen verkurzter Finger aufgrund einer abnormalen Entwicklung der
Phalangen oder der Metakarpalia (30). Brachydaktylie kann entweder isoliert oder in
Kombination mit anderen Fehlbildungen auftreten. Entsprechend verschiedener
Merkmale wurden die isoliert vorkommenden Brachydaktylien klassifiziert. Basierend auf
anatomischen und genetischen Merkmalen erfolgte eine Einteilung in finf Hauptgruppen
(A, B, C, D und E) und drei Subgruppen (A1, A2 und A3) (31), die im Verlauf Uberarbeitet
und erweitert wurde (Abbildung 1-4) (32, 33). Isolierte BD sind selten, mit Ausnahme der
haufig zu findenden Formen BDA3 und BDD, hier liegt die Pravalenz um 2% (30).



Obwonhl die Brachydaktylien spezifische Merkmale aufweisen, gibt es eine betrachtliche
Uberschneidungen in den Verteilungsmustern der betroffenen Knochen (34). Diese
phanotypische Uberlappung deutet auf einen gemeinsamen genetischen Signalweg in
der Entwicklung der Phalangen und Metakarpalia hin (34). Genetische Studien an
Menschen und Mausen haben gezeigt, dass die meisten Brachydaktylien auf Stérungen
im BMP-Signalweg zuruckzufuhren sind (34). BMPs besitzen unter anderem eine
entscheidende Funktion in der postnatalen Knochenbildung (s. Kapitel 1.1.) (10).
Nichtsdestotrotz zeigen verschiedene Studien, dass weitere Signalmolekile und
Signalwege an der Entstehung von BDs beteiligt sind, sodass unter anderen von Mundlos
(2009) vorgeschlagen wird, dass zukunftige Definitionen dieses Krankheitsbildes auf dem
spezifischen Phanotyp im Kontext der daran beteiligten molekularen Netzwerke basieren
sollten (35).

BDA1 BDA2 BDA3 BDB1 BDB2 BDC BDD BDE

s, 10z, doe, 1i:, Wi, iogo 585, s 8s.

o 000 | o 000F | o 000F | s 0048 | o 00ids | o X80 | o 0087 | 20008

N/ N/ BN/ RN N /7 R 1/ BN T/ N 1/}

RQUP QP QP ROUP 007 Y RQUP Q0P
Abbildung 1-4

Schematische Darstellung der verschiedenen Brachydaktylieformen. Die betroffenen Knochen sind
schwarz eingefarbt, Symphalangien sind durch graue Schattierungen dargestellt (verandert nach Mundlos,
2009) (35).

Brachydaktylie Typ A

Nach der Bell-Klassifikation ist die Brachydaktylie Typ A (BDA) durch eine Hypo- oder
Aplasie der Mittelphalangen gekennzeichnet. Die Subtypen unterscheiden sich im

Verteilungsmuster der betroffenen Mittelphalangen (30).

Brachydaktylie Typ A1

Der Subtyp BDA1 ist durch eine Hypo- oder Aplasie aller Mittelphalangen charakterisiert,
mitunter kann auch ein distaler Symphalangismus vorliegen (30).

Indian Hedgehog (IHH) war das erste Gen, bei dem eine Assoziation mit BDA1 gezeigt
werden konnte. Hierbei identifizierten Gao et al. (2001) verschiedene Missense-

Mutationen in der aminoterminalen Signaldomane von /HH (36). Ein zweiter Genlokus fur
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BDA1 wurde auf Chromosom 5p13.3-p13.2 identifiziert (37). Im weiteren Verlauf wurden
bei BDA1-Patienten Mutationen im GDF5-Gen (engl.: growth differentiation factor 5)
nachgewiesen (38). GDF5, welches der BMP Familie (s. oben) angehdrt, interagiert als
der bevorzugte Ligand direkt am BMP Rezeptor Typ 1B (BMPR1B, engl.: bone
morphogenetic protein receptor 1B) und ist sowohl fur die Chondrogenese, als auch fur
die Ausbildung der Finger entscheidend (34, 38). Daruber hinaus zeigten jungste
Forschungsergebnisse, dass Mutationen im BMPR1B selbst, welche zuvor im
Zusammenhang mit der BDA2 beschrieben worden sind, an der Entstehung der BDA1
beteiligt sind (34).

Brachydaktylie Typ A2

Typisches Merkmal flr den BDA2-Phanotyp ist eine Hypo- oder Aplasie der Mittelphalanx
des Il. Fingers, welche bei betroffenen Patienten dreiecksférmig ist (30). Auch die
Mittelphalanx des V. Fingers kann auf diese Weise verandert sein, was in manchen Fallen
zu einer Klinodaktylie fuhrt (35). In der Literatur wurden bisher drei Gene beschrieben,
die fur die Entstehung der BDA2 verantwortlich gemacht werden: BMPR1B, BMP2 und
GDF5. Lehmann et al. (2003) identifizierten auf Chromosom 4q heterozygote Missense-
Mutationen im Serin-Threonin-Kinase-Rezeptor BMPR1B (39, 40). Auch Mutationen im
GDF5-Gen, welche eine Hemmung der Ligand-Rezeptor-Interaktion zur Folge haben,
konnen zu BDAZ2 flhren (41, 42).

Zuletzt wurden bei mehreren Patienten mit BDA2 auf Chromosom 20p12.3 Duplikationen
eines evolutionar hoch konservierten regulatorischen Elements entdeckt. Diese in Bezug
auf BMP2-Gens downstream liegenden Duplikationen bedingen maoglicherweise eine
fehlerhafte Regulierung der BMP2-Expression (43, 44).

Brachydaktylie Typ A3

Der Phanotyp von BDAS3 ist durch Verkirzung der Mittelphalanx des V. Fingers
charakterisiert. Bislang konnten fur BDA3 keine ursachlichen Gene identifiziert werden
(45).



Brachydaktylie Typ B

Der Typ B der Brachydaktylien (BDB) ist durch Hypoplasie der distalen und mittleren
Phalangen, Nageldysplasie und einen unterschiedlichen Grad von distalem und
proximalem Symphalangismus charakterisiert. Zusatzlich kdnnen auch breite Daumen
mit oder ohne distale Duplikation, Spaltbildung oder Syndaktylie vorliegen (45). BDB
verursachende Mutationen konnten in zwei unterschiedlichen Regionen innerhalb der
Rezeptor-Tyrosin-Kinase RORZ2 identifiziert werden (46, 47). Aus diesen Mutationen
resultieren eine Verkirzung des Rezeptors vor oder hinter der Tyrosin-Kinase (TK)
Domane. Zwischen distalen und proximalen Mutationen im ROR2-Gen konnte eine
genotypische-phanotypische Korrelation festgestellt werden: Distale Mutationen waren
phanotypisch  schwerer ausgepragt und prasentierten sich in  einem

amputationsahnlichen Erscheinungsbild (47).

Brachydaktylie Typ B2

Eine weitere BDB Form ist die Brachydaktylie Typ B2 (BDB2), welche durch das
zusatzliche Vorkommen von proximalen Symphalangien der Finger gekennzeichnet ist.
Diese Form wird durch Mutationen im NOG-Gen bedingt, welches flir das Protein
NOGGIN codiert und als BMP Antagonist wirkt. Obwohl Mutationen in diesem Gen nicht
zu einem kompletten Funktionsverlust fihren, kommt es jedoch zu einer Stérung in der
BMP-Signalkaskade, indem die Fahigkeit BMP zu binden beeintrachtigt wird (48).

Brachydaktylie Typ C

Brachydaktylie Typ C (BDC) ist durch eine Brachymesophalangie der Il., lll. und V. Finger
charakterisiert, sowie durch einen verkurzten |. Metakarpalknochen und eine
Hyperphalangie der Grundphalanx des zweiten und gegebenenfalls auch des dritten
Fingers (45). In der Regel ist der IV. Finger nicht betroffen und daher der langste Finger
(49). Es sind verschiedene mit BDC assoziierte Mutationen im Gen GDF5 beschrieben.
Diese waren entweder innerhalb der Prodomane oder im Bereich der aktiven Domane
lokalisiert (49-58). In der Literatur lassen sich weitere Mutationsbeschreibungen im
GDF5-Gen finden, welche mit dem Phanotyp BDA1 und BDA2 assoziiert sind (siehe
oben).



Brachydaktylie Typ D

Charakteristisch fur die Brachydaktylie Typ D (BDD) ist eine isolierte Verkirzung des
distalen Phalangenknochens des Daumens, welche entweder unilateral oder bilateral
vorliegen kann (30). Johnson et al. (2003) konnten Mutationen im HOXD13-Gen bei BDD-
Patienten nachweisen, deren Phanotyp Uberschneidungen mit dem Erscheinungsbild der
BDE zeigte (59). Des Weiteren deuten die Ergebnisse von Williams et al. (2013) darauf
hin, dass BDD und BDE einen gemeinsamen genetischen Pathomechanismus aufweisen
(60).

Brachydaktylie Typ E

Kennzeichnend fir die Brachydaktylie Typ E (BDE) ist das Vorliegen von verkirzten
Mittelhandknochen bei normaler Lange der Phalangen (Abbildung 1-5) (30). Der Typ E
der Brachydaktylien kann isoliert vorkommen, tritt jedoch mehrheitlich in Verbindungen
mit Syndromen auf, wie beispielsweise dem Turner-Syndrom, der Albright-
Osteodystrophie (AHO, engl.: Albright hereditary osteodystrophy) [MIM103580] oder dem
~Hypertension-Brachydactyly Syndrome*“ [MIM112410] (45). Hertzog (1968) klassifizierte
BDE in drei verschiedene Unterformen (E1-E3): Typ E1 mit isolierter Verkurzung des IV.
Metakarpalknochens, welcher gelegentlich auch mit einer Verkurzung des IV.
Metatarsalknochens assoziiert ist; Typ E2, bei dem verschiedene Metakarpalia verkurzt
sind und aulRerdem noch Verkurzungen der |. und lIll. distalen Phalangen und Il. und V.
Mittelphalangen vorliegen und Typ E3 mit einem variablen Verteilungsmuster von
verkurzten Metakarpalia, allerdings ohne Beteiligung der Phalangen (30, 61). Es ist nicht
klar, ob die vorgeschlagenen Subgruppen jeweils verschiedene Mechanismen der
Entwicklungsstorung reprasentieren. Zudem liegt keine ausreichende Evidenz fur die
Einteilung in diese Unterkategorien vor, was sich in den fehlenden separaten
Bezeichnungen flr diese phanotypischen Subtypen in der Gendatenbank OMIM (Online

Mendelian Inheritance in Man) widerspiegelt (60).

Eine Einteilung in BDE1 und BDE2 erfolgt in OMIM (www.omim.org) anhand der
genetischen Ursachen.

Als erste genetische Ursache flr die isolierte BDE konnten Mutationen im HOXD13-Gen
identifiziert werden (BDE1 [MIM113300]). Die von Johnson et. al. (2003) auf HOXD13-

Mutationen untersuchte Familie zeigte eine grof3e phanotypische Variation der
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Handanomalien, welche Uberlappungen in der phanotypischen Beschreibung von BDD
und BDE aufwiesen (siehe auch Abschnitt BDD) (59).

Des Weiteren identifizierten Klopocki et al. (2010) heterozygote Missense- und
Nonsense-Mutationen, sowie Mikrodeletionen von 900 kb im PTHLH-Gen (engl.:
parathyroid hormone-like hormone), welches fur PTHrP (engl.: parathyroid hormone-
related protein) kodiert. Diese Patienten wurden dann der Gruppe BDE2 [MIM168470]
zugeordnet. Zusatzlich zeigte sich als Besonderheit in der betroffenen Familie mit
Mikrodeletion eine Lernproblematik. PTHrP spielt eine wichtige Rolle bei der
Knochenentwicklung, indem es das Gleichgewicht zwischen der
Chondrozytenproliferation und dem Beginn der hypertrophen Differenzierung wahrend

der enchondralen Knochenentwicklung reguliert (siehe Kapitel 1.1.) (62).

Abbildung 1-5

Roéntgenaufnahmen der Hande eines agyptischen Patienten mit BDE. Das Rdntgenbild zeigt eine

Verkurzung einzelner Metakarpalia (mit * gekennzeichnet) (verandert nach Temtamy und Aglan, 2008)
(30).
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1.2.2 Akrodysostose

Akrodysostose bezeichnet eine seltene genetisch bedingte Dysostose, welche im Jahre
1968 zum ersten Mal durch Maroteaux et al. beschrieben wurde (63). Die meisten
beschriebenen Akrodysostose-Falle weisen ein sporadisches Vorkommen auf, doch
existieren in der Literatur auch Berichte, welche einen autosomal-dominanten Erbgang
wahrscheinlich machen (64-67).

Klinisch charakteristisch sind eine ausgepragte Brachydaktylie, Kleinwuchs, kraniofaziale
Anomalien mit nasaler Hypoplasie und eine Entwicklungsverzogerung. Patienten mit
Akrodysostose weisen oft ein akzeleriertes Knochenalter auf (67). Radiologisch kdnnen
sich bei Sauglingen kalkspritzerahnliche Veranderungen in den Epiphysen zeigen (68).
Weitere radiologische Veranderungen stellen Verkurzungen der Metakarpalia und
Phalangen, kegelférmige Epiphysen und Spinalkanalstenosen dar (63, 68, 69).

In metabolischen Studien wurden bei einigen Akrodysostose-Patienten Auffalligkeiten im
Mineralstoffwechsel beobachtet, welche mit einer Parathormon (PTH)-Resistenz
assoziiert waren (70). Diese Veranderungen wurden in weiteren Studien betrachtet,
sodass inzwischen eine differenziertere Einteilung des Krankheitsbildes in eine
Akrodysostose mit oder ohne Hormon Resistenz vorgenommen wird.

Die Akrodysostose unterliegt einer Heterogenie. So konnten bisher in zwei
verschiedenen Genen Mutationen identifiziert werden, welche mit Akrodysostose
assoziiert sind: zum einen PRKAR1A, welches fur die regulatorische Untereinheit Typ |
Alpha der cAMP-abhangigen Protein Kinase kodiert (71), und zum anderen PDE4D,
welche die cAMP-spezifische Phosphodiesterase 4D kodiert (72, 73). Basierend auf
diesen Kenntnissen unterscheidet man Akrodysostose 1 (ACRDYS1 [MIM 101800]) und
2 (ACRDYS2 [MIM 600129]). Fruhere Genotyp-Phanotyp-Korrelations-Studien lielden
vermuten, dass Patienten mit PRKAR1A-Mutationen eine hohere Wahrscheinlichkeit far
das Vorkommen flur Kleinwuchs und Hormonresistenz besitzen, wahrend Patienten mit
PDE4D-Mutationen charakteristische faziale Merkmale und Entwicklungsverzdgerung
aufweisen, wohingegen Kleinwuchs und Hormonresistenz seltener gefunden werden. Im
Gegensatz dazu postuliert die Arbeitsgruppe um Lindstrand et al. (2014), dass, entgegen
friherer Berichte, bei Patienten mit PDE4D-Gen Mutationen signifikante

Hormonresistenzen vorliegen kénnen (74).
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1.2.3 Radiologischer Vergleich von Akrodysostose und BDE

Die wesentliche radiologische Gemeinsamkeit von Akrodysostose und BDE ist eine
Verkirzung der Metakarpalia und Metatarsalia. Bei der Akrodysostose liegtim Gegensatz
zu der BDE jedoch zusatzlich eine Verkurzung der Phalangen vor und es zeigen sich

Zapfenepiphysen.

1.3 Die cAMP-spezifische Phosphodiesterase 4D (PDE4D)

Das durch PDE4D kodierte Enzym cAMP-spezifische Phosphodiesterase 4D moduliert
die intrazellulare cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat)-Konzentration und ist somit
in seiner Funktion ein wichtiger Signalgeber in verschiedenen zellularen Signalwegen
(74).

1.3.1 Aufbau

Im menschlichen Genom konnten 21 Gene identifiziert werden, welche fir
Phosphodiesterasen (PDEs) kodieren. Basierend auf ihrer Sequenzverwandtschafft,
Kinetik, Regulierungsformen und pharmakologischen Eigenschaften kann die Klasse |
der PDEs weiter in PDE1 bis PDE11 unterteilt werden. Bei Saugetieren hydrolysieren
drei der 11 PDEs selektiv cAMP: PDE4, PDE7 und PDES8 (75). PDE4 wird wiederum
durch vier Gene (4A, 4B, 4C und 4D) kodiert, welche auf drei verschiedenen
Chromosomen des Menschen verteilt liegen (76). Das in dieser Arbeit untersuchte
PDEA4D ist auf dem langen Arm von Chromosom 5 (5912.1) lokalisiert (74, 77). PDE4D
kodiert mindestens neun funktionelle Transkriptionsvarianten durch alternatives Splicing
und multiple Promotoren. Das langste Transkript besteht aus 15 Exons, welche in drei

Transkriptionseinheiten unterteilt werden konnen (74).

Die PDE4-Isoformen sind in drei Unterkategorien eingeteilt: die lange, die kurze und die
sehr kurze Form (78). Die langen PDE4-Isoformen enthalten hoch konservierte
Domanen, die sogenannten UCR1 und UCR2 (engl.: upstream conserved regions),
welche sich zwischen der N-terminalen Region und der katalytischen Domane befinden.
Im Gegensatz zu den langen Isoformen fehlen den kurzen Isoformen die UCR1, wahrend
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den sehr kurzen Isoformen zum einen die UCR1 fehlen und sie zum anderen nur eine
verkurzte UCR2 besitzen (Abbildung 1-6).

Das Vorhandensein oder das Fehlen der UCR-Domanen bestimmt wichtige funktionelle
Unterschiede zwischen langen und kurzen Isofomen. So besitzt die UCR1 eine
Akzeptorstelle fur eine Protein Kinase A (PKA)-vermittelte Phosphorylierung, welche
einen schnellen Wechsel der PDE4-Aktivitat ermoglicht. Diese durch PKA-vermittelte
Phosphorylierung fuhrt zur Aktivierung der langen PDE4-Form und hat eine
Desensibilisierung der cAMP-Signalwirkung zur Folge (79, 80).

UCR1 verfugt aulderdem Uber eine Bindungsstelle fur Phosphatidsaure (phosphatidic
acid), die als allosterischer Aktivator fur die lange PDE4-Formen wirkt. Dartber hinaus
reagieren lange wund kurze Isoformen unterschiedlich auf posttranslationale
Modifizierungen. PDE4D-Varianten besitzen eine Konsensusstelle fir die
Phosphorylierung durch die Kinase ERK2 (Extracellular-signal Regulated Kinase 2) am
C-Terminus. Eine Phosphorylierung an dieser Stelle induziert die Hemmung der langen
Isoformen, wohingegen die kurzen Isoformen aktiviert werden und die sehr kurzen
Isoformen keine Anderung der Aktivitat zeigen (78, 79).

Eine langerfristige Regulierung von PDE4 wird durch eine anhaltende Akkumulation von
cAMP induziert (80). Es konnte gezeigt werden, dass anhaltende Veranderungen der
cAMP-Spiegel die Expressionsrate von einzelnen PDE4 Isoformen modifizieren kdnnen
(81).

Catalytic doma

Abbildung 1-6
Schematische Darstellung der Hauptfunktionseinheiten des PDE4D-Proteins: UCR1: upstream conserved

region 1, UCR2: upstream conserved region 2 und katalytische Doméane (verandert nach Lindstrand et al.,

2014) (74).
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1.3.2 Funktionsmechanismus

Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) ist ein wichtiger intrazellularer Mediator,
welcher als ,Second Messenger” dient, indem er das Signal diverser Molekule Gbermittelt
(82). Die intrazellulare Konzentration von cAMP wird durch die Synthese- und Abbau-
Rate des Molekuls bestimmt (83).

Die cAMP Signalkaskade kann durch verschiedene Signalmolekile, wie Hormone (z. B.
PTH) oder Neurotransmitter aktiviert werden. Nach der Bindung des entsprechenden
Liganden erfolgt die Signaltransduktion Uber die Zellmembran mit Hilfe der Vermittlung
eines G-Protein gekoppelten Rezeptors. Die Adenylatzyklase wird durch die aktivierte a-
Untereinheit des G-Proteins (Gs-a) reguliert und katalysiert den ,Second Messenger*
cAMP aus Adenosintriphosphat (ATP). Anschlie3end bindet cAMP an die regulatorische
Untereinheit Typ | Alpha der cAMP-abhangigen Protein-Kinase A (PRKAR1A) (73). Vor
der Bindung von cAMP liegt die PKA als inaktives Holoenzym vor, bestehend aus einem
Dimer aus zwei regulatorischen Untereinheiten und zwei katalysierenden Untereinheiten
(84).

Die Bindung bewirkt eine Konformationsanderung, in deren Folge es zur Dissoziation und
Aktivierung der katalytischen Untereinheiten kommt, welche den Transkriptionsfaktor
CREB (engl.: cAMP response element binding) phosphoryliert. Dieser Prozess fuhrt zur
Expression von Zielgenen (73). Die dynamische Regulierung der cAMP Spiegel erfolgt
jedoch nicht nur Uber die Aktivierung der Adenylatzyklase, sondern auch durch die
Hemmung der cAMP-Phosphodiesterasen (PDEs), welches der einzige Weg ist den
~Second Messenger” intrazellular zu inaktivieren (81).

Eine schematische Darstellung der cAMP Signalkaskade zeigt Abbildung 1-7.
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Abbildung 1-7
Die cAMP Signalkaskade (aus Lee et al., 2012) (73).

1.3.3 Der Einfluss der cAMP Signalkaskade auf die Knochenentwicklung

Die Identifikation von Mutationen in PRKAR1A und PDE4D bei Patienten mit
Akrodysostose und im GNAS-Gen bei dem klinisch verwandten McCune-Albright
Syndrom [MIM 174800] weisen auf die entscheidende Rolle der cAMP-Signalkaskade
und der daran beteiligten Komponenten an der Knochenentwickelung hin. Wie zuvor
beschrieben (siehe Kapitel 1.3.2) fuhrt eine Aktivierung dieses Signalwegs zu einer
Erhdhung der cAMP-Spiegel, die wiederum direkt oder Uber die Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors CREB verschiedene Zielgene steuern, die den Zellzyklus und
Wachstumsvorgange regulieren. Mutationen in GNAS und PRKAR1A gehen mit einer
Erniedrigung der cAMP-Spiegel einher und fliihren somit zu einer Beeintrachtigung der
anschlieBenden Entwicklungskontrollsignalwege. Obwohl eine verminderte Aktivitat von
PDE4D in Folge einer Mutation eine Erhdhung der cAMP-Werte vermuten lasst, wurde
in der Studie von Kaname et al. (2014) eine gegensatzliche Reaktion beobachtet (81). Es
konnte gezeigt werden, dass diese Diskrepanz durch eine Hochregulierung weiterer

PDE4-Isoformen anderer Unterfamilien des Gens im Rahmen eines PDE4D-
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Funktionsausfalls verursacht wird, sodass Mutationen im PDE4D letztlich wie
Veranderungen in GNAS und PRKAR1A in einer Erniedrigung der cAMP Spiegel minden
(81).

Die Rolle der einzelnen aufgefuhrten Gene in der Knochenentwicklung ist noch nicht
abschlielend geklart. Jedoch konnten die Folgen eines cAMP-Aktivitatsverlustes durch
einen spezifischen Knockout des GNAS-Gens in Chondrozyten untersucht werden. In
dieser Analyse zeigte sich eine schwere Beeintrachtigung der Wachstumsfuge, eine
beschleunigte hypertrophe Chondrozyten-Differenzierung und erhdhte Expression des
PTHrP in periartikularen Chondrozyten (85). Hierin spiegelt sich somit eine fehlende
Wirkung des PTHrP wider. Im physiologischem Zustand unterbindet PTHrP die unreife
Differenzierung von proliferierenden Chondrozyten in hypertrophe Chondrozyten Uber

eine Aktivierung des cAMP Signalweges (siehe Kapitel 1.1) (86).

1.3.4 Mutationen im PDE4D-Gen bei Akrodysostose Patienten

Neben Veranderungen im PRKAR1A-Gen wurden auch Mutationen im PDE4D-Gen als
ursachlich fir die Entstehung von Akrodysostose identifiziert (72, 73). Daraufhin wurden
diese Mutationen in einer Reihe von Studien weiter charakterisiert (Tabelle 1-1) und auch

funktionell untersucht.

Hierbei konnte die Gruppe um Kaname et al. (2014) mit Hilfe von PDE4D Knock-out (KO)
Ratten sowohl bei mannlichen, als auch bei weiblichen Tieren im Alter von 3 und 5
Wochen signifikante Wachstumsstorungen feststellen. Dies spiegelte sich auch sehr
eindrtcklich in Réntgenbildern der 10 Wochen alten KO Ratten wider, die eine deutlichere
Verkirzung der distalen Abschnitte der vorderen Extremitat im Vergleich zum Wildtyp
zeigten (81). Die Frage, ob ein PDE4D spezifischer Phanotyp mit einer geringeren
Neigung zu hormoneller Resistenz gegenuber PRKAR1A Mutationstragern bei Patienten

mit Akrodysostose besteht, scheint noch nicht abschliel3end geklart zu sein (74, 87).

Des Weiteren konnte anhand von Mausmodellen der Einfluss von PDE4D auf
Wachstumsprozesse, Fertilitat und Entwicklung des zentralen Nervensystems
beobachtet werden (88, 89).
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Tabelle 1-1
Zusammenfassung bisher identifizierter Punktmutationen im PDE4D-Gen bei Akrodysostose Patienten

n. a. — nicht angegeben.

p.Pro164Leu c.491C>T de novo Lynch et al Human Mut 2013
2 p.Ser190Ala c.568T=G de novo Michot et al AJHG 2012
3 p.Pro225Thr c.673C=A de novo Michot et al AJHG 2012
4 p.Phe226Val c.676T=G de novo Lindstrand et al J Med Genet 2014
5 p.Phe226Cys c B677T=G de novo Lindstrand et al J Med Genet 2014
6 p.Phe226Ser c 677T=C de novo Michot et al AJHG 2012
7 p.Ala227Ser c.679G=T de novo Linglart et al JCEM 2012
8 p.GIn228Glu c.682C>G de novo Lee et al AJHG 2012
9 p.GIn228Fro c.683A>C na. Kaname et al Cell Signal 2014
10 p.Leu230Ser c.689T=C na. Kaname et al Cell Signal 2014
11 p.Ser240Thr c.719G=C de novo Lynch et al Human Mut 2013
12 p.Ala243Val c.728C>T paternal Lynch et al Human Mut 2013
13 p.Val268Ala c.803T=C de novo Lynch et al Human Mut 2013
14 p.Met303Val c 907A>G de novo Lindstrand et al J Med Genet 2014
15 p.Val329Ala €.986T=C nicht maternal Lindstrand et al J Med Genet 2014
16 p.Thr587Pro c.1759A>C de novo Michot et al AJHG 2012
17 p.Thr587Ala c.1759A>G na. Kaname et al Cell Signal 2014
18 p.Glu590Ala c.1769A>C de novo Linglart et al JCEM 2012
p.Glu590Ala c.1769A=C de novo Lee et al AJHG 2012
19 p.lleG17Thr ¢.1850T=C de novo Lynch et al Human Mut 2013
20 p.Gly673Asp c.2018G>A nicht maternal Lee et al AJHG 2012
p.Gly673Asp c.2018G>A na. Kaname et al Cell Signal 2014
21 p. lleG78Thr c.2033T=C de novo Lindstrand et al J Med Genet 2014
p.lleG78Thr c.2033T=C na. Kaname et al Cell Signal 2014
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2 Zielsetzung

Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung von vier Patienten mit Akrodysostose und
26 Patienten mit Brachydaktylie Typ E auf Mutationen in der kodierenden Sequenz im
PDE4D-Gen.

Ziel dieser Arbeit ist es einerseits, die Ergebnisse der Arbeiten von Lee H. et al. (73) und
Michot C. et al. (72) bei Patienten mit Akrodysostose zu bestatigen und womaoglich

weitere, noch nicht beschriebene PDE4D-Mutationen bei den Betroffenen nachzuweisen.

Des Weiteren sollte ein grolReres Patientenkollektiv mit Brachydaktylie Typ E, ein der
Akrodysostose phanotypisch verwandtes Krankheitsbild, ebenfalls hinsichtlich
Veranderungen im PDE4D-Gen untersucht werden. Trotz bekannter Mutationen bei
BDE-Patienten in HOXD13 und PTHLH, welches Uber sein kodiertes Protein (PTHrP)
ebenfalls am cAMP Signalweg beteiligt ist, bleibt die molekulare Ursache der Erkrankung

haufig unklar.

Im Anschluss sollten die molekulargenetischen Ergebnisse unter Einbeziehen der
klinischen, radiologischen und laborchemischen Parameter bei den betroffenen Patienten
analysiert werden. Insbesondere die These eines PDE4D-spezifischen phanotypischen

Bildes sollte im vorliegenden Patientenkollektiv untersucht werden.

Darlber hinaus sollte eine Phanotyp-Genotyp-Korrelation von Mutationstragern in
PDE4D und PRKAR1A anhand der aktuellen Literatur und der vorliegenden Studie

untersucht und diskutiert werden.

Zuletzt dient diese Arbeit dazu den Stellenwert einer Sequenzanalyse des PDE4D-Gens

bei Patienten mit Akrodysostose und Brachydaktylie Typ E zu beurteilen.
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3 Materialien und Methoden
3.1 Patienten

In dieser Arbeit wurden DNA-Proben von vier Patienten mit Akrodysostose und 26
Patienten mit Brachydaktylie Typ E analysiert, welche im Vorfeld negativ auf Mutationen
im PRKAR1A-Gen untersucht worden sind. Das aus EDTA-Blut gewonnene DNA-
Material stammt zum einen von Patienten der Charité Universitatsmedizin Berlin,
weitestgehend jedoch von Patienten, welche in anderen deutschen oder auslandischen
Kliniken vorstellig waren. Blutproben dieser auswartigen Patienten waren zur
Ursachenforschung der bei ihnen bestehenden Extremitatenanomalien im Institut far
Humangenetik analysiert worden. Fur einige Patienten konnten weiterfuhrende Labor-
Untersuchungen nicht durchgeflihrt werden und umfassende medizinische Daten nicht

zusammengetragen werden.

3.2 Kontroligruppe

Als Kontrollgruppe dienten 148 gesunde Probanden, bei denen keine Akrodysostose

beschrieben war.

3.3 Extraktion genomischer DNA aus EDTA-Blut

Die Extraktion genomischer DNA aus EDTA-Blut beruht zunachst auf der Entfernung
DNA-freier Erythrozyten aus dem Vollblut, dem anschliefenden proteolytischen Abbau
von Zellproteinen und der Fallung der DNA aus den Leukozyten (90).

Hierzu wurde 1 ml EDTA-BIlut in einem 15 ml Rohrchen mit 6 ml Losung A versetzt, und
anschlieBend gemischt. Daraufhin konnten die lysierten Erythrozyten durch eine funf
Minuten lange Zentrifugation bei 1300 rpm zusammen mit dem Uberstand entfernt
werden und die Leukozyten pelletiert werden. Die anschlielende Kernlyse der
Leukozyten erfolgte durch Resuspension des Pellets in 600 pl der Losung B.

Zur Deproteinisierung wurde die Probe mit 125 pl der Losung C versetzt. Nach Zugabe
von 700 pl Chloroform wurde die Losung sechs Minuten lang bei 1300 rmp zentrifugiert.
Im nachsten Schritt wurde die oberste entstandene Schicht (wassrige Phase) mit der
gelésten DNA entnommen und in ein 1,5 ml Gefal3 tUberfuhrt. Die DNA wurde dann durch
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Zugabe von 510 pl Isopropanol und Invertieren gefallt. Eine anschlieRende funfmindtige
Zentrifugation bei 13000 rpm entfernte wiederum das Isopropanol. Das entstandene
Pellet wurde mit 500 yl 70%igem Ethanol gewaschen, daraufhin an der Luft getrocknet
und Uber Nacht in TE-Puffer (pH 8,0) resuspendiert. Die Zusammensetzung der
verwendeten Losungen ist in Tabelle 3-1 angegeben.

Zur Kontrolle einer moglichen DNA-Degradierung wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese (siehe Kapitel 3.4) und eine photometrische
Konzentrationsbestimmung (NanoPhotometer™) bei einer Wellenlange von 260 nm
durchgefuhrt.

Tabelle 3-1
Lésungen fur DNA-Extraktion

Losung A Losung B

Saccharose 109.5 g 0,5 M Na-EDTA 12 ml
1 M MgCl 2-5 mi 1 M NaCl 15 mi
1 M Tris HCI (pH 8,0) 10 mi 1 M Tris-HCI (pH 8,0) 40 mi
Triton X 100 10 ml destilliertes H20O ad95 ml
destilliertes H20 ad 1000 ml > autoklavieren

20 % SDS 5 ml

= autoklavieren (Sodiumdodecylsulfat)

Lésung C 1x TE Puffer (pH 8,0)

Natriumperchlorat 100 g 1 M Tris HCI (pH 7,5) 5 ml

destilliertes H20 ad 142 ml 0,5M EDTA 1 ml
destilliertes H20 ad 500 ml

- autoklavieren
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3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl.: polymerase chain reaction)
wurde von Mullis et al. 1987 (91) entwickelt. Sie ermdglicht die gezielte in-vitro
Vervielfaltigung von bestimmten Desoxyribonukleinsaure (DNA, engl.: deoxyribonucleic
acid)-Abschnitten. Durch zwei kunstlich hergestellt Oligonukleotide, sogenannte Primer,
wird die zu replizierende DNA-Sequenz eingerahmt. Am Beginn eines PCR-Zyklus steht
die thermische Aufspaltung (Denaturierung) der doppelstrangigen DNA zu jeweils zwei
einzelstrangigen DNA-Strangen. Die Primer lagern sich im nachsten Schritt
komplementar an den Beginn der DNA-Zielsequenz an (Annealing) und es kommt im
dritten Schritt in Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) und einer
hitzestabilen DNA-Polymerase zur Verlangerung (Elongation) der Primer entlang der
einzelstrangigen DNA-Matrize. Durch die zyklische Wiederholung der drei Schritte:
Denaturierung, Annealing und Elongation kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation
der gewunschten DNA-Sequenz. Eine abschlieRende Extension vervollstandigt die
einzelstrangige DNA und beendet die Reaktion. Die verwendeten Reagenzien,
Reaktionsansatze und das PCR-Protokoll sind in den folgenden Tabellen angegeben
(Tabelle 3-2, 3-3 und 3-4).

Tabelle 3-2
Reagenzien fur die PCR

Reagenz Hersteller

10x PCR Buffer Applied Biosystems, Warrington, GB

Taq DNA Polymerase New England Biolabs, Frankfurt am Main
dNTP Set (100mM) GE Healthcare, Freiburg

DMSO Sigma-Aldrich, Miinchen

Q-Solution Qiagen, Hilden

,Destilled water” (DNAse/RNAse free) Invitrogen, Karlsruhe
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Tabelle 3-3
PCR- Anséatze

PCR Ansatz 1

PCR Ansatz 2

10x PCR- Puffer 2 1] 10x PCR- Puffer 2 1]

Primer F 0,5 ul Primer F 05 i

PrimerR 0,5 PrimerR 05

dNTPs (20 mM) 02 yl dNTPs (20 mM) 02 ul

dH20 15,6 pl dH20 11,6 pl

Tag- Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul Tag- Polymerase (5 U/ul) 0,2
Q- Sol 4 ul

DNA (30- 60ng) 1 pl DNA (30- 60ng) 1 pl

Gesamtvolumen 20 i Gesamtvolumen 20

PCR Ansatz 3

10x PCR- Puffer 2 Ml

Primer F 0,5

Primer R 0,5

dNTPs (20 mM) 02

dH20 13,6 pl

Tag- Polymerase (5 Uiul) 0,2 ul

DMSO 2 pl

DNA (30- 60ng) 1 ul

Gesamtvolumen 20 i
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Tabelle 3-4
PCR Cycling Protokoll

94 °C 4  min
94 °C 30 sec
61 °C 45 sec 3 Zyklen
72 _°C 1 min
94 °C 30 sec
59 °C 45 sec 3 Zyklen
72 _°C 1 min
94 °C 30 sec
57 °C 45 sec 3 Zyklen
72 _°C 1 ___min
94 °C 30 sec

55 °C 45 sec 32 Zyklen

72 °C 1 min
72 °C 10 min
16 °C o

3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Sowohl die aus EDTA-Blut extrahierte DNA, als auch die PCR-Produkte werden mittels
Agarose-Gelelektrophorese nach ihrer Grolde aufgetrennt und kdnnen auf diese Weise
nachgewiesen werden. Zur Herstellung der Gele wird Agarose in 1x TAE (Tris AceticAcid-
EDTA)-Puffer gelost, erwarmt und anschlielRend mit Ethidiumbromid (10mg/ml) versetzt
(verwendete Reagenzien und Zusammensetzung siehe Tabelle 3-5 und 3-6). Die durch
einen Kunststoffkamm geformten Geltaschen werden mit DNA befillt und je Kamm eine
Tasche mit 3 pl 1-kb-DNA-GrofRenstandard pipettiert. Durch Anlegen einer elektrischen
Spannung kommt es aufgrund der negativ geladenen Phosphatreste zu einer Wanderung
der DNA-Fragmente in Richtung der Anode und einer Auftrennung der DNA-Fragmente
entsprechend ihrer GroRe. Der DNA bindende Farbstoff Ethidiumbromid erméglicht es
die entstandenen DNA-Fragmente unter UV-Licht sichtbar zu machen, die daraufhin
fotographisch dokumentiert werden. Mit Hilfe eines GrdlRenstandards (Marker) lassen

sich die einzelnen DNA-Banden einer bestimmten GroRe zuordnen.
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Tabelle 3-5

Reagenzien flr Agarosegele

Reagenz

Hersteller

Agarose NEEO Ultra Qualitat

Ethidiumbromid (10mg/ml)

1 kb plus Marker

100 bp Marker

,Distilled water* (DNAse/RNAse free)

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 3-6

Lésungen fur Agarosegele

50x TAE-Puffer

DNA-Gelladepuffer

Bromphenolblau 25 mg
Xylencyanol 25 mg
destilliertes H20 ad95 ml

Tris HCI 242 g
C2H40:2 57,1 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml
destilliertes H20 ad 1000 ml
DNA-Marker

100 bp Marker/

1 kb plus Marker 10 ul
5x Galladepuffer 20 i
destilliertes H20 ad 142 ml
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Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese mit aus EDTA Blut extrahierter DNA:

Die DNA-Produkte wurden auf ein 0,8%iges Agarosegel geladen und nach Anlegen einer

Spannung von 80 V fur 20 min gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese mit PCR-Produkten:

Die PCR-Produkte wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel geladen und nach Anlegen einer
Spannung von 100 V fir 25 min (kleine Gelplatte) oder 60 min (groRe Gelplatte)

gelelektrophoretisch aufgetrennt.

3.6 Enzymatische Reinigung (ER)

Vor der Sequenzierung wird das PCR-Produkt enzymatisch gereinigt. Die Exonuklease
1 (Exo1) dient dazu Uberschissige Primer und einzelstrangige DNA-Fragmente zu
entfernen, wahrend die Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) uberzahlige dNTPs abbaut.
Die verwendeten Reagenzien, der Reaktionsansatz und das Protokoll sind in den

folgenden Tabellen angegeben (Tabelle 3-7 und 3-8).

Tabelle 3-7

Reagenzien fur ER

Reagenz Hersteller

Exonuklease | (20000 U/ml) New England Biolabs, Frankfurt am Main

~shrimp alkaline phosphatase*

(SAP, 1 U/pl) Roche, Mannheim

,Distilled water* (DNAse/RNAse free) Invitrogen, Karlsruhe
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Tabelle 3-8
ER Ansatz und Cycling Protokoll

ER Ansatz
H20 1,62 uL
SAP 0,3 pL

37 °C 15 min
Exo1 0,08 L

72 °C 15 min
PCR- Produkt 8 ML

4 °C 7 min
Gesamtvolumen 10 L 4 °C 00

3.7 Sequenzierungs-PCR (SPCR)

Die  Sequenzierungsmethode, welche auch als  Kettenabbruch-  oder
Didesoxynukleotidmethode bezeichnet wird, geht auf F. Sanger (92, 93) zurlck. Sie

ermdglicht es Nukleotid-Abfolgen eines DNA-Produktes zu bestimmen.

Basierend auf der Bandenintensitat des PCR-Produktes aus der vorangegangenen
Agarose-Gelelektrophorese wurden verschiedene SPCR-Ansatze gewahlt. Diese
unterschieden sich in der Menge des eingesetzten PCR-Produktes. Bei starker
Bandenintensitat wurde die Sequenzierungsreaktion mit SPCR-Ansatz 1 durchgeflhrt,
welche 1,0 ul PCR-Produkt enthielt, bei schwacherer Bandenintensitat wurde Ansatz 2
gewahlt, welchem 2,5 ul PCR-Produkt hinzugefligt wurde (siehe Tabelle 3-10).

Die SPCRs wurden fir jedes PCR-Produkt jeweils in 2 Ansatzen mit 0,5 ul des
entsprechenden forward- und reverse-Primers durchgefuhrt. Die verwendeten
Reagenzien, der Reaktionsansatz und das Protokoll sind in den folgenden Tabellen
angegeben (Tabelle 3-9, 3-10 und 3-11).
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Tabelle 3-9

Reagenzien fir SPCR

Reagenz Hersteller

BigDye Terminator v3.1 Applied Biosystems, Warrington, GB
Sequenzierpuffer (5-fach) Applied Biosystems, Warrington, GB
,Distilled water (DNAse/RNAse free) Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 3-10

SPCR-Anséatze

SPCR Ansatz 1 SPCR Ansatz 2

dH>0 2,25 pl dH20 0,75 ul
5x Puffer 0,75 pl 5x Puffer 0,75 pl
v3.1 0,5 i V3.1 0,5
Primer 05 Primer 0,5 i
PCR Produkt 1 I PCR Produkt 25
Gesamtvolumen 5 1] Gesamtvolumen 5 Ml
Tabelle 3-11

SPCR Cycling Programm

96 °C 1 min

96 °C 30 sec

50 °C 30 sec 25 Zyklen
60 °C 4 min

8 °C 00




3.8 Aufreinigung des SPCR-Produktes

Als nachstes wurden die SPCR-Produkte aufgereinigt. Dieser Arbeitsvorgang wurde in
der Biomek ® Laboratory Automation Workstation mit 7 yL Agencourt ® CleanSEQ ®
und 85%igem Ethanol durchgefihrt und anschlie3end mit 25 pL H20 eluiert (Reagenzien
siehe Tabelle 3-12).

Die Sequenzanalyse wurden mit Hilfe des 3730 DNA-Analyzers (Applied Biosystems)
durchgefuhrt, die anschliellende Auswertung erfolgte mit der SeqMan TM Il Software.

Tabelle 3-12
Reagenzien fiur die Aufreinigung des SPCR-Produktes

Reagenz Hersteller

Agencourt ® Clean Seq®
Kit BigDye Terminator v1.1/v3.1

Ethanol 85% J. T. Baker, Griesheim

Beckman Coulter, Krefeld

Water” J. T. Baker, Griesheim

3.9 Primerdesign

Als Primer bezeichnet man einzelstrangige Nukleotidsequenzen, welche bei der PCR
(siehe Kapitel 3.3.) und der Sequenz-PCR (siehe Kapitel 3.6.) zur Amplifikation von DNA
genutzt werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden mit Hilfe des Computerprogramms
,Primer3 (v. 0.4.0)° entworfen. Hierzu wurde im Ensembl Genome Browser
(http://www.ensembl.org) ein Transkript des PDE4D-Gens mit der Ensembl ID
ENST00000340635 flr das anschliefende PCR-Produkt ausgesucht. Nach Einlesen der
mit Ensembl ermittelten DNA-Sequenz des PDE4D-Gens wurden durch die Software
,Primer3 (v. 0.4.0)“ Primersequenzen nach definierten Kriterien erstellt. Die Einstellungen
wurden so ausgewahlt, dass die Primer mdglichst eine Lange von 18-24 Nukleotiden

umfassen, eine Primer-Bindetemperatur (Annealing-Temperatur) von 52°C bis 62°C
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vorliegt, das Aufeinanderfolgen von gleichartigen Basen auf max. 4 beschrankt ist und
der Basengehalt von Guanin und Cytosin moglichst bei 50% liegt. Anschlielend wurde
die Spezifitdt der Primersequenzen am gewlnschten Lokus mithilfe der NCBI Blast
Datenbank (Nucleotide-Nucleotide Blast (blastn), http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Gberprift.
Die entworfenen Primer wurden bei der Firma MWG Biotech GmbH (Munchen) bestellt.

Eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Primer und der PCR-Produktgrofien ist

in Tabelle 3-13 zusammengestellt.

Tabelle 3-13
Primer-Sequenzen zur Amplifikation und Sequenzierung der kodierenden Exons des Gens PDE4D

F - forward, R - reverse

PDE4D Exon  Primer Name Primer Sequenz PCR ProduktgroRe [bp]
Exon 2 PDE4D x 2F TCCTCAGCTGACGCTAAATG 675
PDE4D x 2R CAGGACTTTTCAATGGAGTTG
Exon 3 PDEA4D x 3F CTCATGAAAGTGGAACTTGCC 204
PDE4D x 3R aataaCCCGAACTAATTCCCC

Exon 4 PDEA4D x 4F TTGCAAGCAATATCAAGTTTTC 252
PDE4D x 4R ATATTGCCTTGGGCTCAATC

Exon 5 PDE4D x 5F GATCAAATCAATAAGCCCCAC 171
PDE4D x 5R ATTGACTCTTGGCAGAAATGG

Exon 6 PDE4D x 6F CTAGCGGACCCGTGAAGC 243
PDE4D x 6R ATGGGTACCAGTGGCTCG

Exon 7 PDE4D x 7F TTCTTTGGGCATATCTTCCTG 283
PDE4D x 7R GTTTCCAAAATGAGTTGGCAC

Exon 8 PDEA4D x 8F TGTCATGCTAAGTCTTGCAGC 666
PDE4D x 8R CCCAAACCCCTAAAACATACC

Exon 9 PDE4D x 9F ccggccACCTAAGGTCTG 312
PDE4D x 9R AAAATAAGCAAAAGGTGGGG

Exon 10 PDE4D x 10F GCCATTTCCAGGTTATCCAC 371
PDE4D x 10R CTTCTCCATTGAAAACCCTTC

Exon 11 PDE4D x 11F CTCCCTTGACACATTGTAACAC 337
PDE4D x 11R GAACATTATGGCTCTGGAAGAC

Exon 12 PDE4D x 12F GCAGCAGAGAAGTTTAGGGG 407
PDE4D x 12R TCACGGGCAGCTTCTATAAC

Exon 13 PDE4D x 13F CAAAGGGGAAAAGACTCTGC 482
PDE4D x 13R AGATGCAAACAGAAAGACCAG

Exon 14 PDE4D x 14F TGTTGCAGTCATCCAATGTG 340
PDE4D x 14R GTAACCAAATGCTAAAGCGG

Exon 15 PDE4D x 15F1 TGTTCAGTGTTTTATTTGTGGG 354
PDE4D x 15R1 CCACTTGACTGCCACTGTCC

Exon 15 PDE4D x 15F2 AGCACAATCCCTCAGAGCC 399

PDE4D x 15R2 GACAGTGAGGTGTGACCGTG
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3.10 Gerate

Tabelle 3-14

Auflistung der verwendeten Gerate

Geratename

Hersteller

Biomek Laboratory Automatation Workstation
Centrifuge 5810 R

Multipette ® Stream
Nanophotometer ™

Owl B1 EasyCast Mini Gel System
Pipetman (2ul, 10ul, 20ul, 200ul, 1mil)
PTC 100

Safe Seal tube 1,5 ml

Thermo fast 96 Detection Plate
Transferpette ®

Transferpipette 3,5 pl

96 Multiply ® PCR Plate natural

3730 DNA Analyzer

Beckmann Coulter, Krefeld
Eppendorf, Wesseling- Berzdorf
Eppendorf, Wesseling- Berzdorf

Implen GmbH, Miinchen

Thermo Scientific, Waltham, USA

Gilson, Middelton, USA
MJ Research, Quebec, CA

Sarstedt, Niimbrecht

Thermo Scientific, Waltham, USA

Brand, Wertheim
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Beckmann Coulter, Krefeld
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3.11 Datenbanken und Computer-Software

Tabelle 3-15

Auflistung der verwendeten Datenbanken

Datenbank

URL

ECR Browser, Evolutionary Conservation of Genomes
Ensembl Genome Browser

National Center for Biotechnology Information

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man®

UCSC Genome Browser

http://ecrbrowser.dcode.org/
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nim.nih.gov/
http://www.omim.org/

http://genome.ucsc.edu/

Tabelle 3-16

Auflistung der verwendeten Softwares

Software

URL

Mutation Taster
PolyPhen-2
Primer3 Input (v. 0.4.0)

SegManTM I

http://www.mutationtaster.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://frodo.wi.mit.edu/

DNASTAR, Madison, USA
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3.12 Next-Generation-Sequencing (NGS)

Zwischenzeitlich wurde im Institut fur Medizinische Genetik und Humangenetik die
Methode der Next-Generation-Sequencing (NGS) Methode eingeflihrt. In dieser Arbeit
wurde diese Methode nicht angewendet. Allerdings werden in dieser Arbeit Daten mit
einbezogen, die mit dieser Methode gewonnen wurden, um das klinische Spektrum der

Akrodysostose besser diskutieren zu kdnnen (siehe Kapitel 4.5.).

Die aktuelle Entwicklung der Next-Generation-Sequencing (NGS) Methode, welche in
den Grundzugen auf die Sequenzierungs-Methode nach Sanger zurickgeht, erlaubt es
ein ganzes Genom in weniger als einem Tag zu sequenzieren. Die NGS-Methode liefert
eine héhere Durchlaufleistung durch eine parallele, klonale Amplifikation. Diese hohe
Durchsatzleistung erleichtert auch die Entdeckung von krankheitsverursachend Genen
und regulatorischen Elementen. Das Analyseverfahren findet auch einen effektiven
Einsatz bei der diagnostischen Aufklarung beim Vorliegen bekannter klinischer
Krankheitsbilder, welche durch Mutationen verschiedener Gene hervorgerufen werden

kdnnen.

Die Datenanalysen konnen allerdings sehr zeitaufwendig sein und erfordern spezielle

Kenntnisse im Bereich der Bioinformatik (94).

Die Methode der NGS besteht im Wesentlichen aus drei Schritten, die in Abbildung 3-1
dargestellt sind: 1.) Vorbereitung des Templates, 2.) Sequenzierung und optische

Abbildung der Sequenzierungsergebnisse, 3.) Analyse der Daten.

Im ersten Schritt wird das Template vorbereitet. Hierzu wird die gewunschte DNA
physikalisch oder enzymatisch fragmentiert und anschlieRend an beiden Enden der DNA-
Fragmente mit Adaptern ligiert. Zur Amplifikation der angelegten DNA-Bibliothek gibt es
zwei grundlegende Methoden: zum einen die Emulsions-PCR (95) und zum anderen die
Briucken-PCR (96).

Bei der Emulsions-PCR lagern sich die DNA-Fragmente an Microbeads an. Die
anschlieBende Sequenzierung erfolgt tiber den Nachweis von pH-Anderungen, die durch
die Freisetzung von Wasserstoffionen beim Anbau von Nukleotiden an den wachsenden
DNA-Strang entstehen.

Bei der Bricken-PCR binden die DNA-Fragmente hingegen an ein Glass-Slide (Flow-
Cell). Die Sequenzierung erfolgt durch die Detektion der Fluoreszenz, welche durch den
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Einbau von fluoreszenzmarkierten Nukleotiden erzeugt wird, wobei jedes der vier

Nukleotide einen eigenen Farbstoff besitzt.

Vorbereitung des Templates

gDNA oder cDNA

DNA Fragmentierung

Ligatur einer Adaptersequenz

' 4

v

H‘i

Anlagerung an Microbeads

— [T

Anlagerung an eine Flow Cell

v

! 4

Sequenzierung

ATTGACTAGG

TAAI;\

pH Veranderung

v

ATTGACTAGG

TAAl\.

Fluoreszenz
Y 4

Analyse der Daten

Abbildung 3-1

Anlegen einer
DNA-Bibliothek

Vervielfaltigung der
DNA-Bibliothek

Sequenzierung

Ubersicht des Arbeitsablaufs der Next-Generation-Sequencing-Methode (verandert nach Grada und

Weinbrecht, 2013) (94).
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4 Ergebnisse
4.1 Etablierung der PCR-Bedingungen

Das PDE4D-Gen besteht aus 15 Exons und insgesamt 2,4 kb kodierender Sequenz.
Aufgrund seiner GrolRe ist es daher notwendig, das Gen zur Sequenzierung in mehrere
Fragmente zu unterteilen. Die Exons 2 bis 14 wurden jeweils in einem Fragment, das
Exon 15 dagegen in zwei Uberlappenden Fragmenten amplifiziert. Auf Grund des hohen
GC-Gehalts von Exon 1 war die Etablierung von diesem mit Standard PCR Konditionen
nicht moglich. Die Amplifikation von Exon 1 wurde sowohl mit zwei als auch mit drei
uberlappenden Fragmenten durchgefuhrt. Trotz mehrfacher Optimierungsversuche

gelang die Vervielfaltigung von Exon 1 jedoch nicht (siehe unten).

Zur Etablierung der PCR-Bedingungen zur Vervielfaltigung der Exons wurden zunachst
PCRs mit Ansatz 1 (siehe Kapitel 3.3.) gefahren. Die Ergebnisse der PCRs wurden
anschliel3end durch eine Agarose-Gelelektrophorese Uberpruft. Dieser
Etablierungsversuch erzielte lediglich fir Exon 3 das gewinschte PCR-Produkt (Bande
in der Hohe von 200 bp) (Abbildung 4-1), sodass dieser PCR-Ansatz nur fir Exon 3

festgelegt wurde.

35



650 bp
500 bp
400bp

300 bp
200 bp

100 bp

Abbildung 4-1
Bande von Exon 3 nach Agarose-Gelelektrophorese. M — Grofienmarker

Fir die Exons 1, 2 und 4-15 erfolgten weitere Amplifikationen mit Ansatz 2 und Ansatz 3
(siehe Kapitel 3.3). Aufgrund der unterschiedlich kraftigen Banden nach anschlieRender
Gelelektrophorese wurden flr Exon 2-13 und die beiden Fragmente von Exon 15 jeweils
Ansatz 2 festgesetzt (Abbildung 4-2 und 4-3). Die Ergebnisse von Exon 14 fielen unter
Verwendung von Ansatz 3 besser aus, sodass dieser dritte Ansatz fur die Vervielfaltigung
dieses Exons gewahlt wurde (Abbildung 4-4). Alle PCRs wurden mit dem PCR Cycling
Protokoll, welches in Kapitel 3.3 beschrieben ist, durchgefihrt.
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Abbildung 4-2

Banden von den Exons 2 und 4-8 nach Agarose-Gelelektrophorese
650 bp 650 bp
500bp 500 bp
400 bp 400bp
300bp 300bp
200 bp 200bp
100bp

100 bp

M Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon |
9 10 11 12 LS 15 5

Abbildung 4-3
Banden der Exons 9-13, 15_1 und 15_2 nach Agarose-Gelelektrophorese
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650 bp
S00bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

Abbildung 4-4

Bande von Exon 14 nach Agarose-Gelelektrophorese

Tabelle 4-1
Ubersicht der PCR-Standardbedingungen zur Amplifikation der Exons von PDE4D

PCR Ansitze Exons
Ansatz 1 3

Ansatz 2 2,413, 15
Ansatz 3 14

Da bei den PCRs mit den Ansatzen 1 bis 3 kein Amplifikat des Exons 1 erzielt werden
konnte, wurden weitere Optimierungsversuche unternommen. Dabei kamen verschiede
Primer zum Einsatz. Zunachst wurde die Amplifikation angestrebt, indem das Exon in
zwei Uberlappende Fragmente unterteilt wurde (Tabelle 4-2). AnschlieRend wurden drei
Primerpaare verwendet, welche das Exon in drei Abschnitte fragmentierten (Tabelle 4-

3). Des Weiteren kamen verschiedene Kombinationen an Zusatzen (DMSO und Q-
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Solution) zum Einsatz und es wurden unterschiedliche DNA-Polymerasen und Cycling
Programme erprobt. Dennoch konnte eine Vervielfaltigung von Exon 1 nicht erreicht

werden.

Tabelle 4-2

Primer-Sequenzen zur Amplifikation und Sequenzierung von Exon 1 in zwei Fragmenten des Gens PDE4D

PDE4D Exon Primer Name Primer Sequenz
Exon 1 PDE4D x 1F1 cagcagcatcagGAAGGC
PDE4D x 1R1 GCTCGGTGTCCGAGTAGC
Exon 1 PDE4D x 1F2 agttccgcectectgcate
PDE4D x 1R2 ATTGGTGGTGATAAGCCGAC
Tabelle 4-3

Primer-Sequenzen zur Amplifikation und Sequenzierung von Exon 1 in drei Fragmenten des Gens PDE4D

PDE4D Exon Primer Name Primer Sequenz

Exon 1 PDE4D x 1F1 aagggaggaagaaggaccaa
PDE4D x 1R1 GTGATGGGGATGCAGGAG

Exon 1 PDE4D x 1F2 CCAGGATGGAGGCAGAGG
PDE4D x 1R2 GGCGCGACAGTACAGGTAG

Exon 1 PDE4D x 1F3 CCCCAGTGTCCGCTACAG
PDE4D x 1R3 ccccaatttccagactagca

4.2 Ergebnisse der Sequenzanalyse

In dieser Arbeit wurde die kodierende Sequenz des Gens PDE4D bei vier Patienten mit
Akrodysostose und 26 Patienten mit Brachydaktylie Typ E hinsichtlich vorliegender
Sequenzveranderungen untersucht. Die Amplifikation von Exon 1 gelang trotz
mehrfacher Optimierungsversuche nicht, sodass keine Aussage zur kodierenden
Sequenz von Exon 1 getroffen werden kann. Die Exons 2 bis 15 wurden mit Hilfe der
Sanger Sequenzierungsmethode zunachst sequenziert und anschlielend mit der
Computersoftware SeqMan TM Il ausgewertet. Veranderungen in der Nukleotidsequenz
konnen Veranderungen der Aminosauresequenz hervorrufen (Missense-Mutation),

welche Funktionsstorungen des Proteins zur Folge haben konnen.
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Bei einem von vier Patienten mit der klinischen Verdachtsdiagnose Akrodysostose
konnte eine Missense-Mutation nachgewiesen werden (c.2030 A>G). Diese befand sich
im Exon 15 an der cDNA Position 2030 und damit in der katalytischen Domane des
Proteins (Abbildung 4-5). Durch diese Mutation kommt es zu einem Aminosaure-
Austausch an Position 677, wodurch Cystein anstelle von Tyrosin in das Protein
eingebaut wird (p.Tyr677Cys). Um festzustellen, ob es sich bei dieser Veranderung um
eine neu aufgetretene Mutation handelt, wurde die elterliche DNA an der entsprechenden
Position im Exon 15 des PDE4D-Gens analysiert. Weder paternal noch maternal konnte
die beim Sohn vorhandene Mutation nachgewiesen werden, sodass die vorliegende
Veranderung bei Patient 1 als de novo-Mutation gewertet werden kann (Abbildung 4-6).
Im Patientenkollektiv mit Brachydaktylie Typ E konnten hingegen keine Veranderungen

im PDE4D-Gen nachgewiesen werden.

P P

PDE4D (m—o UCR1 )—() UCR2 )—() Katalytische Doméane .

|

¢ 2030A>G;
p-Tyr677Cys
(Exon 15)

Abbildung 4-5
Schematische Darstellung der Position der gefundenen Mutation im PDE4D Protein. Dargestellt sind die
Proteindomanen und die Bindungsstellen fir die Kinasen PKA und ERK2. N: N-Terminus, P:
Phosphorylierungsstelle. UCR: upstream conserved region, C: C-Terminus. (verandert nach Lindstrand et
al., 2014) (74).
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Abbildung 4-6
Familienstammbaum von Patient 1 mit Sequenzausschnitten aus dem PDE4D-Gen. Die detektierte
heterozygote Missense-Mutation des Patienten (c.2030A>G) wurde rot umrahmt, an derselben Position

zeigt sich bei den Eltern die Wildtyp-Sequenz mit dem Nukelotid Adenin jeweils homozygot.

4.3 In silico Analyse hinsichtlich der Pathogenitat der Variante c.2030A>G

Die bei Patient 1 detektierte Missense-Veranderung wurde durch in silico Analysen weiter
untersucht, um die Pathogenitat zu bewerten. Hierzu wurde mit zwei verschiedenen
Programmen gearbeitet, zum einen mit Mutation Taster und zum anderen mit PolyPhen-
2.

Diese Programme treffen eine Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit, mit der eine
Mutation krankheitsverursachend sein kann. In die Beurteilung flieRen verschiedene
Aspekte ein, wie die Position und Art der Mutation, die Art der Aminosaurensequenz-
Veranderung sowie der Konservierungsgrad.

Die Untersuchung mit Mutation Taster ergab fir die Sequenzveranderung bei Patient 1
eine 99,99%ige Wahrscheinlichkeit, dass diese krankheitsverursachend ist.

Die Analyse mit PolyPhen-2 kam zu derselben Bewertung und errechnete einen Score

von 0,999 und die Prognose ,probably damaging“ (Abbildung 4-7).
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This mutation is predictedtobe  PROBABLY DAMAGING with a score of 0.999 (sensitivity: 0.14; specificity: 0.99)

{

0.00 0.20 0.40 0.60

Abbildung 4-7
Evaluierung der Pathogenitat der Mutation ¢.2030 A>G im Exon 15 des PDE4D-Gens durch das Programm
PolyPhen-2.

Mit Hilfe der Datenbank ,ECR Browser: Evolutionary Conservation of Genomes* wurde
der Konservierungsgrad des von der Veranderung betroffenen Nukleotids bei Patient 1
untersucht. Dabei wurde der Konservierungsgrad Uber 10 Spezies bestimmt. Das

Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 4-8 dargestellt.
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Abbildung 4-8

Graphische Darstellung des Konservierungsgrades des bei Patienten 1 veranderten Nukleotids an der
Position ¢.2030A>G. Das entsprechende Nukleotid ist durch einen roten Rahmen hervorgehoben. Jeder
der blauen Balken oberhalb einer Base stellt die Konservierung in einer der 10 Spezies da. Die Balken
wurden am rechten Bildrand von 1 bis 10 nummeriert, die dazugehorige Legende befindet sich unterhalb

der Abbildung. Das Nukleotid ist in allen 10 Spezies konserviert.
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4.4 Konservierungsgrad der Aminosaure der Variante p.Tyr677Cyc

Der Konservierungsgrad der Aminosaure wurde mit Hilfe der Sofware Mutation Taster
untersucht. Dabei zeigte sich, dass die betreffende Aminosaure an Position 677 in allen

5 untersuchten Spezies konserviert ist (Abbildung 4-9).

H. sapiens GFIDYIVHPLW

M. mulatta GFIDYIVHPLW

F. catus GFIDYIVHPLW

M. musculus GFIDYIVHPLW

D. rerio GFIDYIVHPLW

X. tropicalis GFIDYIVHPLW
Abbildung 4-9

Darstellung des Konservierungsgrades der Aminosaure an Position 677, in rot hervorgehoben. Der

Aminosaurecode Y steht fur Tyrosin (Tyr).

4.5 Untersuchung der gesunden Kontroligruppe

Die gesunde Kontrollgruppe wurde ebenfalls mittels SPCR gezielt an Position c.2030A>G
im PDE4D-Gen analysiert. Bei keinem der 148 Probanden konnte an der beschriebenen

Stelle eine Veranderung nachgewiesen werden.

4.6 Klinische und laborchemische Patientendaten

Patient 1

Patient 1 ist ein Junge, der zum Zeitpunkt der Untersuchung 6 3/4 Jahre alt war. Er ist
das einzige Kind seiner Eltern. Die Korpergro3e der Mutter betrug 186 cm, die des Vaters
184 cm. Die elterliche ZielgroRe des Jungen liegt somit bei 191,5 cm (> +2,0 SD). Zum
Zeitpunkt der Vorstellung mal® die Korpergrofle 131 cm und lag damit auf der 95.
Perzentile (+2,0 SD). Das Langenwachstum des Patienten lag somit in dem fur sein Alter

zu erwartenden Bereich. Der Kopfumfang betrug 55 cm (P 90-97).
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Phanotypisch fielen beim Patienten fur Akrodysostose typische faziale Dysmorphien auf:
eine Hypoplasie des Mittelgesichts und eine nasale Hypoplasie mit flacher Nasenwurzel
(Abbildung 4-10).

Abbildung 4-10
Gesichtsaufnahme von Patient 1. Es zeigen sich fur Akrodysostose typische faziale Dysmorphien, wie

nasale Hypoplasie mit flacher Nasenwurzel

An den Handen des Patienten konnte die flr Akrodysostose typische Brachydaktylie
festgestellt werden. Radiologisch zeigten sich sowohl charakteristische Verkilrzungen
aller Mittelhandknochen, als auch Zapfenepiphysen an den Mittelphalangen (Abbildung
4-11).

Es konnten keine hormonellen Auffalligkeiten gefunden werden, insbesondere waren der
TSH-Wert und der PTH-Wert normal.
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Im Bereich der Psychomotorik wurde insgesamt eine verzogerte psychomotorische
Entwicklung festgestellt. So war das freie Laufen erst im Alter von zwei Jahren moglich
und die Sprachentwicklung setzte verspatet um das dritte Lebensjahr ein.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefluhrte Sequenzierung des Gens PDE4D ergab eine
Missense-Mutation an der kodierenden Position ¢.2030A>G im Exon 15, welche einen
Aminosaure Austausch von Tyrosin zu Cystein (p.Tyr677Cys) zur Folge hat. Nach der
genetischen Untersuchung des elterlichen Sequenzabschnitts, konnte die Mutation als

de novo identifiziert werden.

Abbildung 4-11

Die Finger sind auffallig kurz mit Deviation der Strahlen Il und Il nach radial. Das linke Réntgenbild zeigt

deutliche Verklrzungen der Metakarpalia Il bis V und Rudimente der bereits fusionierten, kegelférmigen
Epiphysen der Mittelphalangen (auch der Grundphalanx Il), die Mittel- und Endphalangen sind ebenfalls
verkurzt. Die Karpalknochen sind in lhrer Reifung akzeleriert. Das rechte Réntgenbild zeigt im Vergleich

dazu einen Normalbefund einer linken Hand eines Jungen im Alter von 6 Jahren.

Patienten 2, 3 und 4

Zu den anderen drei Patienten mit der klinischen, beziehungsweise radiologischen
Verdachtsdiagnose Akrodysostose lagen Informationen vor, dass die typischen Hand-
und Fuflanomalien vorhanden seien. Die untersuchten Sequenzbereiche des PDE4D-

Gens zeigten die Wildtyp-Sequenz, also ein unauffalliges Ergebnis.
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Patienten 5 und 6

Nach Abschluss der in dieser Arbeit beschriebenen Sequenzanalysen stellte sich eine
weitere Familie zur genetischen Beratung am Institut fir Medizinische Genetik und
Humangenetik an der Charité Universitatsmedizin Berlin vor. Sowohl bei der Mutter
(Patient 5), als auch bei ihrem jungsten Sohn (Patient 6) bestand die klinische und
radiologische Verdachtsdiagnose einer Akrodysostose. Die DNA des Sohnes wurde
daraufhin von Mitarbeitern des Instituts mit Hilfe der Next-Generation-Sequencing-
Methode auf genetische Veranderungen hin untersucht, wobei das Augenmerk auf die
Gene PRKAR1A und PDE4D gerichtet wurde, welche mit Akrodysostose assoziiert sind.
Dabei konnte eine in der Literatur noch nicht beschriebene Veranderung an Position
c.997A>G im Exon 7 nachgewiesen werden. Durch diese kommt es zu einem
Aminosaure-Austausch an Position 333, wodurch Valin anstelle von Isoleucin in das
Protein eingebaut wird (p.lle333Val). Die mutterliche DNA wurde an der entsprechenden
Position im Exon 7 des PDE4D-Gens mittels SPCR analysiert. Das
Untersuchungsergebnis konnte die identische Veranderung c¢.997A>G im Exon 7

nachweisen.

Zur Diskussion des klinischen Spektrums bei PDE4D-Mutationen werden die klinischen

Daten dieser Familie hier mit aufgenommen.

Patientin 5 war zum Zeitpunkt der Vorstellung 38 Jahre alt. Die Kérpergrofie lag bei 160
cm (-0,8 SD) und das Korpergewicht betrug 90 kg. Die Patientin zeigte flr das
Krankheitsbild der Akrodysostose typische morphologische Veranderungen: an den
Handen und an den Fulien bestand eine ausgepragte Brachydaktylie, auRerdem wies sie
charakteristische faziale Auffalligkeiten wie eine Mittelgesichtshypoplasie und eine flache
Nasenwurzel auf (Abbildung 4-12, 4-13 und 4-14). Die Laborchemischen Parameter
zeigten normwertige TSH- und PTH-Werte. Bei ihr konnte eine Lernbehinderung

festgestellt werden.
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Abbildung 4-12

Gesichtsaufnahme von Patientin 5 im Alter von 38 Jahren. Das Bild zeigt eine flir das Krankheitsbild der

Akrodysostose typische Mittelgesichtshypoplasie und eine flache Nasenwurzel.
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Abbildung 4-13

Roéntgenaufnahme des linken Fulies von Patientin 5. Das Bild
zeigt eine Verkilrzung sowohl der Phalangen als auch der
Metatarsalia, welche eine kolbenartige Auftreibung am distalen
und proximalen Ende aufweisen. Aulerdem zeigen sich
Rudimente von Zapfenepiphysen an den Phalangen. Die

Groldzehe tritt prominent hervor.

Abbildung 4-14

Fotografische Darstellung der rechten Hand und Réntgenbild der linken Hand von Patientin 5. Radiologisch

fallt eine Verklrzung aller Metakarpalia mit aufgetriebenen distalen und proximalen Enden auf. AuRerdem

sind zapfenartige Einziehungen der Grundphalangen Il bis V zu erkennen. Die phalangealen Knochen sind

alle insgesamt verkurzt und plump.
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Patient 6 ist der zweite Sohn von Patientin 5 und war beim Untersuchungstermin 9 Jahre
alt. Zu diesem Zeitpunkt betrug die Korperlange des Patienten 141 cm, und lag damit
zwischen der 75. und 90. Perzentile (+1,0 SD). Der Kopfumfang lag mit 53 cm auf der 50.
Perzentile.

Phanotypisch zeigte der Patient zum einen eine typische Mittelgesichtshypoplasie, zum
anderen wies er an Handen und FURen eine fur Akrodysostose charakteristische
Brachydaktylie auf (Abbildung 4-15, 4-16 und 4-17). Die endokrinologischen Parameter
waren, wie auch bei seiner Mutter, unauffallig. Auffalligkeiten konnten im Bereich der
psychomotorischen Entwicklung festgestellt werden. Bei dem Patienten bestand sowohl
eine Sprachentwicklungsverzégerung, als auch eine Lernproblematik. Aul3erdem lag bei
ihm eine Verhaltensauffalligkeit im Sinne einer Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-

Stérung (ADHS) vor, welche medikamentds behandelt wurde.

Abbildung 4-15

Aufnahme des Gesichts von Patient 6. Es zeigen sich faziale Dysmorphiezeichen wie eine

Mittelgesichtshypoplasie, eine flache Nase mit einer hypoplastischen Nasenwurzel und ein schmales
Lippenrot.
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Abbildung 4-16
Klinische Aufnahme der rechten Hand von Patient 6. Es zeigt sich eine deutliche Brachydaktylie sowie eine

Klinodaktylie des IV. Fingers.

Abbildung 4-17

Klinische Aufnahme der FiRRe von Patient 6. Die Zehen II-V sind deutlich verkirzt, wohingegen die

Grolenzehen markant hervortreten und verbreitert und plump wirken.
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5 Diskussion

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse von vier Patienten mit der klinischen
Verdachtsdiagnose Akrodysostose erbrachte bei einem Patienten eine Missense-

Mutation im PDE4D-Gen an Position ¢.2030A>G, welche de novo entstanden ist.

Nach Abschluss der in dieser Arbeit durchgeflihrten Sequenzanalysen stellte sich eine
Familie mit zwei Betroffenen Akrodysostose-Patienten (Mutter und Sohn) am Institut fir
Medizinische Genetik und Humangenetik an der Charité Universitatsmedizin Berlin vor.
Sowohl bei der Mutter, als auch bei ihrem Sohn konnte eine weitere Missense-Mutation

im PDE4D-Gen nachgewiesen werden.

Im Patientenkollektiv mit BDE konnte bei keinem der 26 untersuchten Patienten eine

Mutation nachgewiesen werden.

Nachfolgend soll die bei Patient 1 detektierte Mutation mit Blick auf ihre Pathogenitat und

die Proteinfunktion diskutiert und beurteilt werden.

Patient 1

In der Sequenzanalyse des PDE4D-Gens konnte bei dem Patienten 1 eine Transition von
Adenin zu Guanin (c.2030A>G) im Exon 15 nachgewiesen werden, welche zu einem
Aminosaureaustausch von Tyrosin zu Cystein (p.Tyr677Cys) fuahrt. Durch die
molekulargenetische Untersuchung der elterlichen DNA konnte die de novo-Entstehung
nachgewiesen werden. Diese Sequenzveranderung liegt in der katalytischen Domane

des Proteins und ist in der Literatur bisher noch nicht beschrieben worden.

Sowohl in der Arbeit von Kaname et al. (2014) als auch in der Arbeit von Lindstrand et al.
(2014) wurde eine Missense-Mutation im angrenzenden Codon (c.2033T>C)
beschrieben, welche an Position 678 zu einem Aminosaureaustausch von Isoleucin nach
Threonin fuhrt (p.lle678Thr). Kaname et al. (2014) untersuchten in ihrer Arbeit die
Auswirkung dieser Mutation (c.2033T>C) auf die dreidimensionale Struktur der neuen
PDE4D-Proteinvariante und die daraus resultierende Auswirkungen auf die
enzymatische Aktivitdt. Basierend auf den Ergebnissen ihrer Analyse wird eine
Veranderung in der Bindungsaffinitit von cAMP an die katalytischen Domane

angenommen, welche zu einer verminderten enzymatischen Aktivitat fihrt (81).
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Die in dieser Arbeit detektierte Sequenzveranderung fuhrt zu einem
Aminosaureaustausch an Position 677 (p.Tyr677Cys), welche direkt an den von Kaname
et al. und Lindstrand et al. beschriebenen Aminosaureaustausch an Position 678
angrenzt, wodurch angenommen werden kann, dass diese Mutation einen

vergleichbaren Effekt auf die enzymatische Aktivitat der Phosphodiesterase hat.

Die in silico Analyse, welche mit den Programmen Mutation Taster und PolyPhen-2
durchgefuhrt wurde, erbrachte in beiden Fallen, dass die Mutation mit 99,99%iger
Wahrscheinlichkeit als krankheitsverursachend einzuschatzen ist. Auch die
Untersuchung mit Hilfe der Datenbank ,ECR Browser: Evolutionary Conservation of
Genomes* zur Beurteilung des Konservierungsgrads des mutierten Nukleotids zeigte,

dass das Nukleotid Uber alle 10 analysierten Spezies hinweg konserviert ist.

Mit Hilfe der Sofware Mutation Taster wurde der Konservierungsgrad der Aminosaure an
Position 677 untersucht. Der hohe Konservierungsgrad spricht fur die phylogenetische

Relevanz dieser Aminoséaure.

Auch bei der gezielten Sequenzierung an Position ¢.2030A>G bei 148 gesunden

Kontrollprobanden, konnte keine Veranderung gezeigt werden.

Die Zusammenschau dieser Ergebnisse sprechen dafur, dass diese Veranderung mit

hoher Wahrscheinlichkeit krankheitsverursachend ist.

5.1 Genotyp-Phanotyp-Korrelationsanalyse

Die Akrodysostose wurde erstmals 1968 durch Maroteaux et al. als klinische Diagnose
beschrieben, welche aufgrund von phanotypischen und radiologischen Merkmalen
gestellt wurde. Mittlerweile wurden zwei in der cAMP-Signalwegkaskade beteiligte Gene,
PRKAR1A und PDE4D, als Ursache fur dieses Krankheitsbild identifiziert.

Das Aufdecken mdglicher Zusammenhange von Genotyp und Phanotyp kénnte zu einer
verbesserten Vorhersage in Bezug auf das krankheitsverursachende Gen bei Individuen
mit dem typischen Krankheitsbild einer Akrodysostose beitragen. Das Wissen um eine
Genotyp-Phanotyp-Korrelation kdnnte somit die zielflihrende genetische Diagnostik

unterstitzen.
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Die Akrodysostose ist durch verschiedene Charakteristika gekennzeichnet. Zu diesen
zahlen eine ausgepragte Brachydaktylie und faziale Dysostosen, wie eine Hypoplasie der
Nase und des Mittelgesichts. AulRerdem werden haufig Kleinwuchs,
Entwicklungsverzogerungen und Hormonresistenzen, insbesondere gegen PTH und
TSH in der Literatur beschrieben (67, 70). Jedoch deuteten die Daten daraufhin, dass
mehrere Unterformen der Akrodysostose existieren. Diese Annahme wird durch die neu
gewonnenen Erkenntnisse in der molekularen Genetik unterstitzt, die zeigen konnten,

dass die Erkrankung einer Heterogenie unterliegt.

Im folgenden Abschnitt sollen einzelne Merkmale hinsichtlich ihrer Haufigkeit und ihres
Auspragungsgrades bei Patienten mit einer Mutation im PDE4D- beziehungsweise im
PRKAR1A-Gen betrachtet werden. Hierzu werden zunachst Patientendaten aus der
Literatur zusammengefasst, diskutiert und anschlie®end den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit gegenubergestellt. Die neben der typischen Brachydaktylie und den
fazialen Auffalligkeiten bestehenden Symptome werden im Folgenden einzeln

besprochen.

Kleinwuchs

Um die Korpergrofle der Akrodysostose-Patienten mit der einer Referenzpopulation
vergleichen zu kénnen, wird in der Regel der sogenannte Z-Score (Standard Deviation
Score (SDS)) verwendet. Der Z-Score ist unabhangig von Alter und Geschlecht, wodurch
die Daten unterschiedlicher Altersgruppen und beider Geschlechter verglichen werden
kénnen. Laut Definition entspricht der Bereich von +2,0 SDS dem Normbereich (3.-97.
Perzentile). Liegt die Kérpergroflie des Kindes unter der 3. Perzentile, beziehungsweise
ist <-2,0 SDS, wird definitionsgemal® von einem Kleinwuchs gesprochen
(http://www.awmf.org/leitlinien/detail/ll/027-023.html).

In der Literatur sind 29 Akrodysostose-Falle beschrieben, bei denen eine Mutation im
PDE4D-Gen nachgewiesen werden konnte (72-74, 81, 87, 97). 25 dieser Patienten sind
nicht miteinander verwandt. Bei den Ubrigen vier Patienten handelt es sich um eine
Familie, in der der Vater, die Tochter und zwei Séhne betroffen sind. Fur alle 29
beschriebenen Akrodysostose-Falle wurden Angaben zur Kérpergrélie gemacht (siehe
Tabelle 5-1)
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Der Z-Score lag lediglich bei sieben der in der Literatur beschriebenen Patienten unter -
2,0 SD, wodurch definitionsgemaf ein Kleinwuchs besteht. Bei zwei der Patienten konnte
sogar ein Hochwuchs beschrieben werden, der Standard Deviation Score war in diesen
Fallen >+2,0 SD.

In der Mehrzahl der Falle lag die KorpergroRe jedoch im Normbereich. Bei 13
Akrodysostose-Patienten wurde ein Z-Score im Bereich zwischen -2,0 SD und +2,0 SD
angegeben. In den Arbeiten von Lee et al. (2012) und Michot et al. (2012) werden keine
genauen Angaben zum SDS gemacht. So schreibt die Arbeitsgruppe um Lee et al., dass
bei zwei Patienten ein milder Kleinwuchs vorliegt und beim dritten Patienten kein
Kleinwuchs festgestellt werden konnte. Die Arbeitsgruppe von Michot et al. nennt
ebenfalls keinen Z-Score, gibt jedoch an, dass bei keinem der vier Akrodysostose-
Patienten mit PDE4D-Mutation eine postnatale Wachstumsretardierung (< 2,0 SDS)

vorlag.

In der Arbeit von Lynch et al. (2013) wird der Fall von vier verwandten Patienten
beschrieben, wobei die KorpergroRe des Vaters im Normbereich (Z-Score zwischen 0
und -1,0 SD) liegt. Im Gegensatz dazu weist der altere Sohn eine Korpergrof3e im unteren
Normbereich auf (SD zwischen -1,0 und -2,0), wohingegen bei dem jingeren Sohn (im
Alter von 5 Jahren) und der Tochter (im Alter von 12 Jahren) ein Z-Score im Bereich
zwischen +2,0 und +3,0 SD bestimmt werden konnte, und damit bei beiden
definitionsgemall ein Hochwuchs vorliegt. Dieser beschriebene Fall lasst daher
vermuten, dass keine Ruckschlusse auf die zu erwartende Kdrpergrofde aufgrund einer
bestimmten Mutation beziehungsweise aufgrund des jeweils betroffenen Gens zulassig

sind.

Des Weiteren lassen sich 28 Akrodysostose-Falle mit nachgewiesener Mutation im
PRKAR1A-Gen in der Literatur finden (71-73, 81, 97-100). Bei 21 dieser Patienten wurde
ein Z-Score von <-2,0 SD bestimmt, wodurch bei diesen definitionsgemals von einem
Kleinwuchs gesprochen werden kann. Die Spanne des Z-Scores lag dabei zwischen -2,5
SD und -4,6 SD. Bei weiteren 7 Patienten war der Z-Score zwar grofder oder gleich -2,0
SD, lag aber maximal bei -1,0 SD. Zwar wird die Kérpergrofde in der Arbeit von Lee et al.
(2012) nicht durch den SDS definiert, jedoch wird bei den zwei vorgestellten Patienten
ein milder Kleinwuchs beschrieben. Michot et al. (2012) beschreiben das Vorliegen einer

postnatalen Wachstumsretardierung (<-2,0 SDS) bei vier von insgesamt funf Patienten.
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Bei den in dieser Arbeit beschriebenen Patienten 1, 5 und 6 konnte ein regulares
Langenwachstum festgestellt werden.

Patient 1 mafd im Alter von 6 Jahren und 9 Monaten 131 cm, was einem Z-Score von
+2,0 SD entspricht, wobei beachtet werden muss, das seine elterliche ZielgréRe hoch ist.
Patientin 5 hatte im Alter von 38 Jahren eine Korpergrof3e von 160 cm. Der ermittelte Z-
Score betrug bei ihr -1,0 SD und auch bei ihrem Sohn (Patient 6) konnte eine
KorpergroRe im Normbereich ermittelt werden. Im Alter von 9 Jahren konnte eine
KorpergrofRe von 141 cm dokumentiert werden, womit sein Z-Score +1,0 SD betrug.
Bereits in vorangegangenen Genotyp-Phanotyp-Korrelations-Studien wurde die
Hypothese aufgestellt, dass ein Kleinwuchs mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit bei
Patienten mit Mutationen im PRKAR1A-Gen auftritt, wahrend die Korpergrof3e bei
Patienten mit PDE4D-Mutationen meist im Normbereich liegt (72).

Auch in dieser Arbeit konnte bei keinem der Patienten mit PDE4D-Mutation ein

Kleinwuchs festgestellt werden, was die oben beschriebene Annahme unterstutzt.

Hormonresistenz

Auch im Blick auf die in der Literatur beschriebenen Hormonresistenzen, insbesondere
gegen PTH und TSH, zeigen sich deutliche Unterschiede in den beiden genotypischen

Gruppen der Akrodysostose-Patienten.

Im Vergleich zu den Tragern einer PDE4D-Mutation sind in der Literatur in der
genotypischen Gruppe mit PRKAR1A-Mutationen viel haufiger endokrinologische

Veranderungen in Form erhdhter PTH- und TSH-Serumspiegel beschrieben.

Von den 29 beschriebenen Akrodysostose-Fallen, bei denen eine Mutation im PDE4D-
Gen nachgewiesen werden konnte, sind bei 23 Patienten die PTH-Spiegel und bei 27
Patienten die TSH-Spiegeln bestimmt worden. Hierbei lagen bei 18 Patienten
normwertige PTH-Spiegel vor. Auffalligkeiten zeigten sich bei einem Patienten in Form
einer transienten PTH Resistenz (74); bei drei Patienten zeigte sich eine leichte PTH-
Resistenz (74) und bei einem Patienten konnten erhdohte PTH-Spiegel nachgewiesen
werden (72).

Ahnlich verhielt es sich auch bei den TSH-Spiegeln. Bei 25 der 27 untersuchten Patienten
bestanden normwertige TSH-Serumspiegel. Lediglich bei zwei Patienten lielen sich

Auffalligkeiten in Form einer kongenitalen Hypothyreose feststellen.
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Der PTH-Spiegel wurde bei 24 der in der Literatur beschriebenen Akrodysostose Falle
mit einer PRKAR 1A-Mutation bestimmt. Dabei fielen 23 der Patienten durch stark erhéhte
PTH-Werte auf. Nur in einem Fall lagen die Werte im Normbereich (81).

Bei der Betrachtung der TSH-Serumspiegel wiesen in dieser genotypischen Gruppe von

27 untersuchten Patienten nur zwei Patienten normwertige TSH-Spiegel auf.

Bei der Bestimmung der TSH- und PTH-Werte der Patienten 1, 5 und 6 konnten keine
hormonellen Auffalligkeiten gefunden werden. Diese Ergebnisse unterstitzen die
Annahme, dass hormonelle Veranderungen, insbesondere von TSH und PTH, unter
PDE4D-Mutationstragern sehr selten auftreten. Hingegen kénnen Hormonresistenzen

fast immer bei PRKAR1A-Mutationstrager nachgewiesen werden.

Entwicklungsverzogerung und Verhaltensauffalligkeiten

Ein weiterer Unterschied in der phanotypischen Auspragung der beiden Genotyp-
Gruppen zeigt sich in der psychomotorischen Entwicklung. Patienten mit einer PDE4D-
Mutation zeigen fast immer eine mentale Retardierung oder eine
Entwicklungsverzogerung. In der Literatur findet sich nur ein Fall eines Patienten mit einer
PDE4D-Mutation, bei dem keine Auffalligkeiten in der Entwicklung bestehen (Tabelle 5-
1).

Im Vergleich dazu zeigen Patienten mit einer PRKAR1A-Mutation seltener und weniger
schwerwiegende Auffalligkeiten in der psychomotorischen Entwicklung. So wird in der
Literatur in finf Fallen mit dieser genetischen Veranderung von einer leichten
Entwicklungsverzogerung gesprochen. AulRerdem beschreibt die Gruppe um Linglart et
al. (2015) bei acht von 14 untersuchten Akrodysostose-Patienten mit PRKAR1A-
Mutationen Verhaltensauffalligkeiten und Schwierigkeiten in der Schule, jedoch wird bei

keinem der Patienten von einer mentalen Retardierung berichtet.

Auch die Ergebnisse dieser Arbeit unterstutzen die Annahme, dass psychomotorische
Auffalligkeiten vermehrt bei Patienten mit PDE4D-Mutationen auftreten. So konnte bei
Patient 1 eine psychomotorische Entwicklungsverzégerung beobachtet werden, wobei
einige Meilenstein der Entwicklung verspatet erreicht wurden. Bei Patientin 5 bestand
eine Lernbehinderung und bei Patient 6 wurden eine Sprachentwicklungsverzégerung,
eine Lernproblematik sowie eine Verhaltensauffalligkeit im Sinne einer Aufmerksamkeits-
Defizit-Hyperaktivitats-Storung (ADHS) beschrieben.
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Zusammenfassung der Literaturdaten zu Patienten mit PDE4D-Mutation

Tabelle 5-1
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5.2 Stellenwert einer Sequenzanalyse des PDE4D-Gens bei Patienten mit

Akrodysostose und Brachydaktylie Typ E

Die Diagnose der Akrodysostose wurde bisher aufgrund phanotypischer Merkmale
gestellt. Die Sequenzierung des PDE4D-Gens bei Patienten mit der klinischen
Verdachtsdiagnose Akrodysostose ist sinnvoll, um die Diagnose molekulargenetisch zu
sichern. In der hier vorliegenden Arbeit gelang bei einem von vier Patienten mit der
klinischen Diagnose Akrodysostose der Nachweis einer PDE4D-Mutation. Hiermit konnte
zusatzlich zu den insgesamt 21 in der Literatur beschriebenen Mutationen, eine noch

nicht bekannte Mutation dieses Gens identifiziert werden.

Das PRKAR1A-Gen wurde bereits vor dem PDE4D-Gen als krankheitsverursachendes
Gen bei Akrodysostose detektiert. Daher sind die Patienten 2, 3 und 4 bereits im Vorfeld
auf Mutationen im PRKAR1A-Gen untersucht worden. Da weder im PDE4D-Gen noch im
PRKAR1A-Gen Mutationen bei diesen Patienten gefunden wurden, kann angenommen
werden, dass noch weitere genetische Ursachen zu dem klinischen Krankheitsbild der
Akrodysostose fuhren. Mit Hilfe der NGS Methode kénnen in der Zukunft méglicherweise
weitere Gene identifiziert werden. Da die Amplifikation der kodierenden Sequenz von
Exon 1 nicht moglich war, ist es aullerdem denkbar, dass Mutationen in diesem Bereich
nicht erkannt wurden. Bisher wurden allerdings noch keine Mutationen im Exon 1 bei

Patienten mit Akrodysostose beschrieben.

Aufgrund der Ergebnisse in der Genotyp-Phanotyp-Korrelationsanalyse erscheint es
aussichtsreich, je nach vorliegender Klinik zuerst das PDE4D-Gen beziehungsweise das
PRKAR1A-Gen zu untersuchen. So sollte bei unauffalligem Langenwachstum und
normwertigen PTH- und TSH-Spiegeln, sowie Auffalligkeiten in der psychomotorischen
Entwicklung zunachst das PDE4D-Gen untersucht werden. Bei Patienten mit Kleinwuchs,
PTH- und TSH-Resistenz, sowie einer unauffalligen psychomotorischen Entwicklung ist

das PRKAR1A-Gen wiederum als krankheitsverursachend zu favorisieren.

Durch die Entwicklung der Next-Generation-Sequencing Methode wird die traditionelle
Sanger-Sequenzierung in Zukunft wahrscheinlich an Bedeutung verlieren. Mit der
durchlaufstarken Methode wird es mdéglich sein die beiden krankheitsverursachenden
Gene fir die Akrodysostose, PRKAR1A und PDE4D, parallel zu untersuchen.
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Da bei keinem der untersuchten Patienten mit Brachydaktylie Typ E eine Mutation im
PDE4D-Gen nachgewiesen werden konnte, ist von einer anderen genetischen Ursache

in dieser Kohorte auszugehen.

5.3 Mutationen im PDE4D-Gen und PRKAR1A-Gen auch bei phanotypisch

ahnlichen Erkrankungen detektiert

In einer aktuellen Arbeit von Elli et al. (2016) wurde ein Patientenkollektiv mit der
klinischen Diagnose AHO und/oder Pseudohypoparathyreoidismus (PHP) auf
Mutationen im PDE4D-Gen und PRKAR1A-Gen untersucht. Diese Erkrankungen weisen
skeletale und endokrinologische Veranderungen auf, welche phanotypische
Uberlappungen mit der Akrodysostose darstellen. Aufgrund des zunehmenden
Verstandnis Uber die Bedeutung der cAMP-Signalwegkaskade, untersuchte die
Arbeitsgruppe von Elli et al. ein Patientenkollektiv (n = 81) mit der klinischen Diagnose
PHP beziehungsweise AHO, welche bereits negativ auf Mutationen im GNAS-Gen
untersuch wurden. Dabei konnte sie acht Missense Veranderungen bei neun Patienten
identifizieren, welche bisher mit Akrodysostose assoziiert waren (101). Diese Arbeit
unterstreicht noch einmal die Bedeutung der cAMP Signalkaskade und zeigt, dass
Erkrankungen, wie die AHO, PHP und Akrodysostose nicht nur phanotypische, sondern
auch genetische Uberschneidungen besitzen und eine neue Einteilung und

Klassifizierung dieser Erkrankungen in Zukunft denkbar sind.
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6 Ausblick

Akrodysostose ist eine seltene genetisch bedingte Dysostose, bei welcher inzwischen
zwei in der cAMP-Singnalwegkaskade beteiligte Gene, PRKAR1A und PDE4D, als

krankheitsverursachend identifiziert werden konnten.

In dieser Arbeit wurden vier Patienten mit Akrodysostose hinsichtlich Mutationen in der
kodierenden Sequenz im PDE4D-Gen untersucht. Bei einem der Patienten konnte durch
Sequenzierung eine in der Literatur noch nicht beschriebene Missense-Mutation

nachgewiesen werden.

Aulerdem wurde das PDE4D-Gen bei 26 Patienten mit BDE sequenziert, wobei bei

keinem dieser Patienten eine Veranderung nachgewiesen werden konnte.

In den Akrodysostose-Fallen, welche in der Literatur beschrieben sind, zeichnet sich ein
Zusammenhang zwischen Phanotyp und Genotyp ab. Neben Brachydaktylie und fazialen
Auffalligkeiten bestehen bei Patienten mit PDE4D-Mutationen in den meisten Fallen ein
normales Langenwachstum sowie normwertige PTH- und TSH-Spiegel. Allerdings sind
bei diesen Patienten in der Mehrheit der Falle eine reduzierte Intelligenz oder eine
psychomotorische Entwicklungsverzogerung beschrieben. Patienten mit PRKAR1A-
Mutationen weisen hingegen meistens einen Kleinwuchs, sowie eine Hormonresistenz,
vor allem gegen PTH und TSH, auf. Auffalligkeiten in der psychomotorischen Entwicklung

sind nur selten und wenn nur in leichter Auspragung beschrieben.

Diese Genotyp-Phanotyp-Korrelationen konnten in dieser Arbeit auch bei den drei
Patienten (zwei Patienten wurden nach Abschluss dieser Arbeit im Institut far

Humangenetik untersucht) mit PDE4D-Mutation bestatigt werden.

Zur  molekulardiagnostischen  Sicherung der  klinischen  Verdachtsdiagnose
Akrodysostose erscheint die Sequenzierung des PDE4D-Gens sinnvoll. Vor einer
molekulargenetischen Untersuchung sollte aufgrund der klinischen Befunde eine
Einschatzung Uber das in diesem Fall am ehesten krankheitsverursachende Gen
(PDEA4D oder PRKAR1A) getroffen werden. Hiermit kdnnte eine zielfuhrende genetische
Diagnostik unterstutzt werden. In Zukunft werden NGS-Untersuchungstechniken
eingesetzt werden, die die Analyse der gesamten Gruppe der in Frage kommend Gene
einschlief3en.
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Weiterhin scheint das PDE4D-Gen fir die Pathogenese der BDE eine untergeordnete
Bedeutung zu haben. Nach weiteren ursachlichen Genen fur die BDE sollte daher

gesucht werden.
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