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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Der Cherubismus wurde erstmals 1933 von Jones beschrieben (Jones W 1933), (McKusick
VA, Antonarakis SE 1998). Zurzeit sind in der Weltliteratur ca. 200 Falle bekannt. Die WHO-
Klassifikation ordnet die Erkrankung in die Gruppe der nicht neoplastischen Ldsionen des

Knochens ein (Kramer IR et al. 1992).

Der Name "Cherubismus" leitet sich von den Engelsdarstellungen der Renaissancebilder ab.
Die dort gezeigten Cherubine mit pausbickigem Gesichtsausdruck, dem himmelwirts
gerichteten Blick und den sichtbaren unteren Skleren entsprechen der Erkrankung
,,Cherubismus* bei gleichzeitigen Verdnderungen im Ober- und Unterkiefer und dabei starker

GroBenzunahme des Oberkiefers (Jones W 1933).

Weitere Auffalligkeiten, neben den bilateralen, schmerzlosen Schwellungen der Wangen und
der submandibulidren Kieferknochenregion, sind die Hypodontien und Dislokalisationen
sowie Formanomalien der Zihne (Wiedemann H et al. 1989). Zwischen dem 18.
Lebensmonat und dem 7. Lebensjahr treten erste klinische Symptome auf (Graf A 1982). Das
klinische Bild des Cherubismus reicht von Mikrosymptomen bis zu schwerwiegenden
Verdnderungen mit Entstellungen des Gesichtes und funktionellen Beeintrachtigungen
(Ayoub AF, el-Mofty SS 1993), (Belloc JB et al. 1993), (Essafi Z, Slesinger MJ 1976),
(Frenkel GS, Hauk H 1983), (Kalantar MH 1998), (Kaugars GE et al. 1992), (Timosca GC
1996).

Rontgendiagnostisch sind multilokulére und zystisch imponierende Defekte erkennbar, diese
sind aber fast ausschlieflich auf den Gesichtsschddel beschriankt. Histologisch ist der
Cherubismus durch lockeres, fibroses Gewebe mit Spindelzellen und mehrkernigen

Riesenzellen gekennzeichnet (Hauenfelder H 1967).

Trotz der genannten, unterschiedlichen Symptome sind differentialdiagnostisch andere
Erkrankungen, wie Kieferknochenverinderungen, Stoffwechselstorungen und weitere
Syndrome auszuschlieBen. Auch initial unilaterale Schwellungen (Arnott DG 1978),
(Wayman JB 1978), (Reade PC et al. 1984) und einige nichtfamilidre Krankheitsfille
(DeTomasi DC et al. 1985), (Benetti C et al. 1995) sind zu beobachten und erschweren die
Diagnosestellung. Zu einer eindeutigen Diagnose miissen daher neben einer positiven

Familienanamnese, klinischen, rontgenologischen und histologischen Befunden, normalen



Blutwerten, auch eine Manifestation im ersten Lebensjahrzehnt und der Mutationsnachweis

im SH3BP2-Gen zusammentreffen (Foissin B, Ohanian D 1965).

Da der Cherubismus eine Erkrankung mit regressiver Tendenz ist, wird therapeutisch nur
zuriickhaltend eingegriffen. Das Mittel der Wahl bei starken Deformationen ist die
chirurgische Intervention (Hamner J3, Ketcham AS 1969), (Katz JO et al. 1992), (Regezi JA
et al. 1987), (Timosca GC 1996).

Bei einer Mutation im Gen fiir das SH3- Bindungsprotein (SH3BP2) ist die Diagnose
gesichert (Mangion J et al. 1999), (Tiziani V et al. 1999), (Ueki Y et al. 2001). Es sind

verschiedene Mutationen bekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es, eine Verbindung zwischen der klinischen Symptomatik und der
diagnostizierten Mutation bei dieser autosomal-dominant bedingten Erkrankung aufzuzeigen.
Dazu wurde bei 68 Patienten aus 17 Familien die Mutation im SH3BP2- Gen analysiert, das
klinische Bild bei 8 Patienten eingehend untersucht. Bei diesen Patienten konnten
anschliefend die klinischen Befunde und die zugrunde liegende Mutation verglichen werden.
In der darauf folgenden Diskussion werden die Moglichkeiten und Grenzen einer klinischen

Prognose aufgrund einer bekannten Mutation in der genetischen Beratung dargestellt.



2 Krankheitsbild Cherubismus

2.1 Atiologie und Pathogenese

Seit der Erstbeschreibung des Krankheitsbildes Cherubismus, gab es unterschiedliche
Hypothesen fiir seine Entstehung.

Jones nahm eine odontogene Ldsion an, die durch eine {iberschieBende Milchzahnresorption
oder den Wachstumsdruck der bleibenden Zihne verursacht wird (Jones W 1933). Spéter
wurde eine familidre Form der fibrosen Dysplasie vermutet (Jones WA 1965), (McClendon J
1962). Unterschiedliche Autoren sahen den Cherubismus auch als eine Form des
Riesenzellgranuloms (Hamner J3 1969), (Hamner J3, Ketcham AS 1969), (Hebert JM et al.
1972), (Thoma K 1962) an. Weiterhin wurden eine Zwischenform von fibroser Dysplasie und
Riesenzellgranulom (Bradley Tr et al. 1967), (Friedman E, Eisenbud L 1981), ein resorptiver,
reparativer Tumor (Hauenfelder H 1967), (Jones WA 1965), (McClendon J 1962), (Thoma K
1962) und ein Himartom (Hoppe W et al. 1966) diskutiert.

Erst mit der Lokalisation und Identifikation eines Gens fiir Cherubismus auf dem Chromosom
4 konnte die genetische Atiologie der Erkrankung bestitigt werden (Mangion J et al. 1999),
(Tiziani V et al. 1999), (Ueki Y et al. 2001).

Die dort gefundenen Punktmutationen im Gen fiir das SH3- Bindungsprotein fithren zu
Verdnderungen im Protein, dadurch wahrscheinlich zu einer Dysfunktion des Proteins in vivo
und somit zu Entziindungsprozessen und Verdnderungen im Knochen (Miah SM et al. 2004).
Weitere Einzelheiten zu den Auswirkungen der Punktmutationen auf die Funktion des Gens

unter Absatz 4.2 (Mutation im SH3BP2-Gen).

2.2 Genetik und molekulare Grundlagen

Die Zahnentwicklung wurde schon frith als Ausloser fiir den Cherubismus vermutet (Jones
WA 1965). Der Manifestationszeitpunkt der Krankheit und der ausgeprédgte Befall des Ober-
und Unterkiefers sind Anzeichen fiir diese Moglichkeit. Es wurde angenommen, daf3 die
wachsenden Zahnkeime einen auslosenden Reiz auf die Kieferknochen darstellen und die

pathologische (exzessiv osteolytische) Reaktion im Gewebe hervorrufen (Jones WA 1965).

Die zweiten und dritten Molaren sind die einzigen Zdhne, die mit der Geburt noch nicht
komplett entwickelt sind. Da die Mineralisation dieser Zdhne im Alter von zwei bis drei

Jahren beginnt, ist eine Verbindung mit der Krankheitsentstehung moglich (Hyckel P et al.
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2005). Weiterhin kann auch die Remission des Cherubismus im Erwachsenenalter in
Verbindung mit der dann abgeschlossenen Molarenodontogenese gebracht werden. Der Befall
der Orbita und der ,,Himmelsblick* konnen auch mit der Entstehung der letzten Molaren
begriindet werden, da die Zahnkeime in Alter von 2-3 Jahren hoch im Tuber lokalisiert sind

(Hyckel P et al. 2005).

Der Zahndurchbruch und das Zahnwachstum der zweiten Dentition, v.a. der zweiten und
dritten Molaren, triggern Wachstumssignale. Diese Signale gelangen wihrend des Wachstums
durch die extrazellulire Matrix an Maxilla und Mandibula. Sie steuern die Erhéhung der
Osteoblasten- und Osteoklastenaktivitit, die beim Zahndurchbruch und beim Kieferwachstum
eine wichtige Rolle spielen. Ein gestortes Gleichgewicht zwischen Knochenauf- und -abbau
konnte die Lésionen verursachen. Mit dabei involviert ist das genetisch verdnderte

Signalprotein SH3BP2.

Der Cherubismus folgt dabei einem autosomal dominanten Erbgang. Das verantwortliche Gen
hat eine variable Expressivitit und eine Penetranz von 100% beim ménnlichen und von 50 -
70% beim weiblichen Geschlecht. Dabei reicht das klinische Bild von Mikrosymptomen bis
hin zu schwerwiegenden Erkrankungen mit voélliger Entstellung der Gesichtsform und
funktionellen Behinderungen (Ayoub AF, el-Mofty SS 1993), (Belloc JB et al. 1993), (Essafi
Z, Slesinger MJ 1976), (Frenkel GS, Hauk H 1983), (Kalantar MH 1998), (Kaugars GE et al.
1992), (Timosca GC 1996).

Beim Cherubismus sind weder geographische noch ethnische Gruppen bevorzugt

(McClendon J 1962), (Peters W] 1979).

Erst 1999 konnte das Gen fiir den Cherubismus in der Chromosomenregion 4pl6.3
eingegrenzt werden (Tiziani V et al. 1999), (Mangion J et al. 1999), (Mangion J et al. 2000).
In Nachbarschaft zu dem Gen befinden sich z.B. die Genorte fiir die Huntington- Erkrankung,
fiir die Achondroplasie, die Hypochondroplasie und das Crouzon- Syndroms. Ein Jahr spéter

gelang es, Punktmutationen im SH3BP2- Gen zu finden (Ueki Y et al. 2001).

Alle dem Cherubismus zugrunde liegenden Mutationen wurden bisher im SH3BP2-Gen
gefunden. Sie befinden sich im Exon 9 innerhalb einer Sequenz von 18 Basenpaaren. Das
entspricht 6 Aminosduren: Arg415-Ser416-Pro417-Pro418-Asp419-Gly420, welche 31-36
Aminosduren upstream von der SH2-Bindungsdomidne und 205-210 Aminosduren

downstream von der SH3-Doméne liegen.

11



Die Mutation fiihrt zu einer Substitution von Cytosin durch Guanin (p.Pro 418 Arg) oder
durch Adenin (p.Pro 418 His) und damit zu einem nichtkonservativen Austausch der
Aminoséure Prolin (CCC) durch Arginin (CGC) oder Histidin (CAC). Auch an einer zweiten
Position konnte eine Mutation nachgewiesen (p.Gly 420 Arg) werden. Hier wurde Glycin
nach Arginin getauscht, Guanin (GGG) gegen Adenin (AGG) in der Aminosdurensequenz
gedndert.

Aminosiure-Aktivierung

@ Jede Aminositure
bindet mithilfe eines

spezifischen
und ATP an ihre
zustindige tRNA

(®) Eine Serie von tRNAs
bringt ihre Amino-
sduren zur wachsen-
den Polypeptidkette,
wiihrend die mRNA
Codon fiir Codon
durch das Ribosom
lauft.

Abbildung 1 Proteinbiosynthese mit den Anteilen der Transkription und Translation
(Vereinfachtes Schema der Proteinbiosynthese)
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Dieses Protein wurde auf Chromosom 4 wihrend der Suche nach dem verursachenden Gen

fiir die Huntington-Erkrankung beim Menschen entdeckt.

Auffallend ist, daB bei Deletionen in dieser Chromosomenregion auflerdem das Wolf-
Hirschhorn-Syndrom entsteht. Haploininsuffizienzen bei diesem Syndrom fiihren aber nicht
zu Cherubismus-dhnlichen Symptomen (Ueki Y et al. 2001). Ursache hierfiir konnte eine
verdnderte Proteinfunktion (,,gain of function*) des SH3BP2-Proteins oder ein dominant-

negativer Effekt durch die Mutation sein.

Das verantwortliche SH3BP2-Gen wurde durch Ren et al. als Erster bei der Maus identifiziert
(Ren R et al. 1993). Es wurden eine Reihe von kurzen cDNA-Fragmenten vom Menschen
vom Chromosom 4 isoliert, wobei ein Fragment zu 84% homolog zum SH3BP2-Gen der
Maus war (Jou YS et al. 1994). Alle untersuchten Cherubismuspatienten wiesen eine

Mutation in dieser Chromosomenregion (4p16.3) auf.

Das SH3BP2-Gen selber besteht aus 13 Exons und beinhaltet 16,1 Kilobasen. Das
Genprodukt stellt ein Adapterprotein (SH3BP2-Protein) aus insgesamt 561 Aminosduren dar.
Das Protein enthélt drei unterschiedliche Doménen, eine Src-Homologie-2-Doméne (SH2-

Doméne), eine Src-Homologie-3-Domidne (SH3-Doméine) sowie eine Pleckstrin-Homolgie-

Doméne (PH-Doméne) (Bell SM et al. 1997).

Abbildung 2 SH3BP —Protein mit der Src-Homologie-2-Domdine (SH2-Domdne), der Src-Homologie-
3-Domdine (SH3-Domdne) und der Pleckstrin-Homologie-Domdne (PH-Domdne) (Hatta R et al.)
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Die Src-Homologie-2-Doméne erhielt den Namen aufgrund der Homologie zum Gen Scr,
welches die cytosolische Tyrosin-spezifische Proteinkinase Src (Sarcoma) codiert. Die SH2-
Domine enthilt circa 100 Aminosduren mit einer phosphotyrosinbindenden Schleife. Diese
Aminosduren erkennen somit phosphorylierte Tyrosine. Damit ermdglichen sie Proteinen, die
SH2-Doménen besitzen, aktivierte Rezeptor-Tyrosinkinasen und andere intrazelluldre

Signalproteine zu binden, die voriibergehend an ihren Tyrosinresten phosphoryliert sind.

Die SH3-Domine besteht dagegen nur aus neun bis zehn Aminoséuren, die Bindungsdoméne
ist prolinreich. Sie ist zu anderen Src-Regionen homolog, und ihre Funktion ist ungeklart.

Vermutlich kann sie in der Zelle an andere Proteine binden.

Auch die PH-Domiéne setzt sich, wie die SH2-Domine, aus etwa 100 Aminosduren
zusammen. Sie hat eine dreidimensionale Struktur, welche aus mehreren antiparallelen f3-
Faltblittern und einer C-terminalen a-Helix besteht. Zahlreichen Signalproteine, z.B. mehrere
Serin-Threonin-Kinasen, GTPasen, GTP-aktivierende-Proteine und Phospholipasen, sind mit
PH-Doménen ausgestattet. Viele Molekiile mit PH-Doméne zeigen Interaktionen mit
Guaninnucleotidbindenden- Proteinen (G-Proteinen), wie z.B. mit der B-Adrenorezeptor-
Kinase. Somit ist die PH-Doméne wahrscheinlich bei Protein-Protein- oder Protein-Fettsdure-

Interaktionen beteiligt (Bell SM et al. 1997).

Einige Adapterproteine verbinden eine SH2- und viele SH3-Dominen. Sie wandeln damit
spezifische Phosphotyrosine in definierte Signale um. Durch die Rekrutierung vieler SH3-
Bindungsproteine, die in einer spezifischen Zellantwort eingebunden sind, kann eine
Phosphotyrosinverbindung mehrere Signale auslosen (Pawson T et al. 2001). Ein Adapter

kann somit flir mehrere (positive und negative) Regulationen genutzt werden.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, da3 die SH3-Gruppe des Proteins bei der Maus in vitro

an abl-Onkogen-Produkte bindet (Ren R et al. 1993).
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Abbildung 3 Src- Homologie 2 Domdne von c-abl
(Overduin M et al.)

Das in Abbildung 3 dargestellte Protein, auch bekannt als ABL 1, wird im menschlichen
Genom durch das ABL-Gen 1 auf dem langen Arm des Chromosoms 9 kodiert. Das ABL-
Protein gehort zu der Familie der Tyrosinkinasen, die an den Prozessen der

Zelldifferenzierung, Zellteilung und Zelladhésion beteiligt sind.

Das abl-Onkogen ist abgeleitet vom tierischen Retrovirus der Abelson-Maus-Leukdmie und
gehort in die Klasse III der Onkogene. Diese Klasse beinhaltet Proteine, die an der
Signaliibertragung  beteiligt sind. SH-Dominen sind in vielen Onkogenproteinen
nachgewiesen worden. Die Bildung von spezifischen Proteinaggregaten, die normalerweise
als signaliibertragende Strukturen wirken, gehort augenscheinlich zu den entscheidenden
Voraussetzungen der Tumorentwicklung. Durch sie werden Wachstum und Metastasierung
der Krebszellen induziert (Luo K, Lodish HF 1996). Diese Verbindung kann einen Hinweis
auf die Wirkungsweise des SH3BP2-Proteins geben (Luo K, Lodish HF 1996).

In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dafl das SH3BP2-Protein die Funktion der
Tyrosinkinase c-abl in einigen Zellen, wie z.B. den Osteoblasten, reguliert. Es beeinfluf3t
vielleicht aber auch verschiedene Signalmolekiile in anderen Zellen, eventuell sogar in den

Osteoklasten-Progenitor-Zellen (Ueki Y et al. 2001).
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Weiterhin konnen andere Interaktionen des SH3BP2-Komplexes gestort sein. Es wurden
Adaptorproteine beschrieben, die durch eine SH-basierte Interaktion Ras-abhingige Signal-
Transduktionswege unterstiitzen (Han L et al. 1997), (Wang Y et al. 2002), (Tzivion G et al.
2001). Ras (Rat sarcoma) ist ein Proto-Onkogen und ein zentraler Bestandteil verschiedener

Signaltransduktionswege, die Wachstums- und Differenzierungsprozesse regulieren.

Abbildung 4 Guanosintriphosphatase, Subfamilie Ras
mit den zusdtzlichen posttranslationalen Modifikationen einer Prenylierung und Palmitoylierung
(GTPase NRas) (3d structure of NRas GTPase (1-172) from two perspectives with GDP and 8 Mg2+
lons after PDB 3CON, 2008)

Die in Abbildung 4 dargestellten Phophatasen, kleine Proteine, fungieren als Schalter in

Signaltransduktionsketten, &hnlich den Proto-Onkogenen.

Dies ist aber nicht der einzige fundamentale Bestandteil der Signal-Transduktion in der
eukaryoten Zelle, auch die Regulation von non-Rezeptor Tyrosin-Kinasen (src, abl) durch die

src-homologen Sequenzen SH2 und SH3 gehoren dazu.

Wang stellt in seiner neuesten Publikation fest, da3 die Tyrosinkinase c-Src (cell-sarcoma,

zelluldres Sarkomaprotein) wahrscheinlich fiir die Auspridgung aller Léasionen, die
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Riesenzellen beinhaltenden (Cherubismus, zentrales Riesenzellgranulom der Kiefer, zentraler

Riesenzelltumor), mit verantwortlich ist (Wang C et al. 2006).

Eine Vermutung iiber die Wirkungen geht auf die eingehende Untersuchung der Umwandlung

des hoch konservierten Zellonkogens (c-scr) des Rous-Sarkoma-Virus in ein Onkogen zuriick.

Die intramolekulare Bindung dieses Zellonkogens an eine SH2- und SH3-Doméne fiihrt bei
diesen beiden Doménen zur Abtrennung der interagierenden Domidne vom exogenen
Bindungspartner und zu einer Unterdriickung der Kinaseaktivitit. Die Verminderung dieser
Aktivitdt kommt wahrscheinlich durch eine Kopplung der beiden Doménen durch eine kurze
Verbindungssequenz zustande. Das konnte durch Untersuchungen der molekularen
Beweglichkeit dieses gehemmten Onkogen-SH2/3-Doméne-Komplexes gezeigt werden
(Pawson T et al. 2001). Da alle beschriebenen Mutationen direkt in der genetischen
Beschreibung der Verbindungsregion von SH2 und SH3 liegen, wird eine verminderte

Kinasebindungsaktivitdt des veranderten Genprodukts vermutet.

Eine weitere Theorie der Entstehung des Cherubismus legt die Ahnlichkeit der Lisionen mit
Riesenzellgranulomen nahe. Riesenzellgranulome entstehen aufgrund einer Dysregulation der
Parathormonsignaltransduktion. Auch Cherubismusldsionen konnten so entstehen. Einige
Veroffentlichungen beschreiben den FEinfluss von SH3BP2 auf die Regulation des
Parathormonrezeptors (PTH) und dem verwandten (related) Protein (PTHrP).
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Abbildung 5 Bdnder und Stibchenmodell des Parathormons
(3d structure of parathyroid hormone (PTH) fragment 1-39 from PDB IBWX, 2008)

Die Sekretion des in Abbildung 5 dargestellten Parathormons wird durch den aktivierten
Parathormonrezeptor bei hoher Calciumkonzentration gesenkt. Der 1993 entdeckte

Parathormonrezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor und somit calciumsensitiv.

Es konnte nachgewiesen werden, dal SH3BP2 mit dem Chaperone-Protein 14-3-3 interagiert
(Foucault I et al. 2003). Dieses Protein ist ein Regulator-Protein des Typ I PTH/PTHrP-
Rezeptors (Tazawa H et al. 2003). Die PTHrP-PTHrP-Rezeptor-Interaktion ist von grof3er
Wichtigkeit flir die Organisation der Knochenzellen im umgebenden Kieferknochen und
deren osteoklastischen Funktion in der normalen Zahnentwicklung und wéhrend des
Zahndurchbruchs (Philbrick WM et al. 1998), (Wysolmerski JJ et al. 2001), (Mekaapiruk K et
al. 2002), (Kitahara Y et al. 2002). Ein durch Mutation verdndertes SH3BP2-Protein kann die
Interaktion mit dem Chaperone-Protein 14-3-3 autheben und somit zu Stérungen bei der

Knochenentwicklung fiihren (Miah SM et al. 2004).

Auch der direkte Einflu auf die Zahnentwicklung durch die SH3BP2- Interaktion mit
Regulationsmechanismen kann mutationsbedingt gestort sein (Romashkova JA, Makarov SS

1999), (Bushdid PB et al. 2001).
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Hierbei interagieren die SH3BP2-abhidngigen Signaltransduktionsketten speziell mit diesen
Regulationswegen, die zeitweilig die Knochenmorphogenese, v.a. in der Molarenregion,
determinieren. Diese Entwicklung reguliert eine Gruppe von kurzzeitig aktiven
Entwicklungskontrollgenen, die homeotic selector- Gene (Hox-Gene, Homdotischen Selektor-
Gene). Uber den PTH-Rezeptor hat die SH3BP2-Mutation auch einen EinfluB auf Msx-1

(vormals Hox-7)-abhédngige Regulationen.

Abbildung 6 Grafische Darstellung des MSX1 Proteins
(Structure of the MSX1 protein, 2009)

Das in Abbildung 6 dargestellte MSX1-Protein, auch bekannt als MSH homeobox 1, ist eine
ca. 60 Aminosduren lange Proteindomidne, die an DNA binden kann. Codiert wird diese
Doméne durch die Homdobox, einer charakteristischen Sequenz homootischer Gene. Diese
Gene sind zustindig fiir die Identitdt von Organstrukturen und Korpersegmenten. Diese
Homeoboxen stellen somit einen grundlegenden Regulationsmechanismus bei der

Individualentwicklung dar.

Eine direkte Wirkung des PTH- Rezeptor-Signals auf die Msx-Expression konnte
dementsprechend festgestellt werden (Satokata I et al. 2000).

Hox-7 (Msx-1) ist zum Beispiel involviert in die Regulation der mesenchymalen-epithelialen
Interaktion in der kraniofacialen Morphogenese, v.a. der Strukturen des ersten Kiemenbogens
(Chen Y et al. 1996). Die histologischen Untersuchungen der Cherubismusldsionen zeigten

bemerkenswerterweise auch nur Derivate des ersten Kiemenbogens.
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Mutationen im Hox-7-Gen konnen u.a. zu selektiven Fehlbildungen der zweiten und dritten
Molaren oder zu Hypodontien und Spaltbildungen der Lippen oder des Gaumens fiihren

(Wolf- Hirschhorn-Syndrom, Witkop-Syndrom) (Vastardis H et al. 1996), (Hu G et al. 1998).

Ahnliche Beobachtungen kénnen auch bei Miusen mit genetischen Veréinderungen von Msx-
1 gemacht werden (Satokata I, Maas R 1994). Einige alte Untersuchungen zeigten au3erdem
eine Msx-1-Expression in Riesenzellgranulomen, woraus geschluflfolgert werden kann, daf3

die Entwicklung von Riesenzellgranulomen aufgrund einer Dysregulation von Msx-1 erfolgt.

Diese Beobachtungen fithren zu dem Schluf3, daf3 dieses Gen in der frithen Zahnentwicklung

eine zentrale Rolle spielt.

Untersuchungen haben bestétigt, daB Hox-7/ Msx-1 die Wechselwirkungen des
zahnformenden Epithels und Mesenchyms wéhrend der Entwicklung der Zahnkeime durch
Interaktion mit Mediatoren der BMP-, FGF-, Wnt- und Hh- Familie und den Homeobox-
Genen (homeotischen Genen, Hox-Genen) DIx-1 und DIx-2 reguliert (Bei M, Maas R 1998).

Diese Mediatoren sind z.T. Proteine (BMP/ Bone morphogenetic protein; FGF/ Fibroblast
growth factor), die einen Knochenwachstumsfaktor darstellen (BMP) oder das

Knochenwachstum kontrollieren (FGF).
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Abbildung 7 Humaner Acidic fibroblast growth factor (AFGF)
Grafische Darstellung der gelosten Struktur in der Anwesenheit eines Proteinstabilisierers (Enomoto
Metal)

Dieser in Abbildung 7 dargestellte Faktor ist ein Subtyp der FGF-Familie, die als Regulator fiir
das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung bekannt ist. Die FGF spielen eine
Schliisselrolle in der embryonalen Entwicklung und sind aktiv eingebunden in
Wundheilungsprozesse, die Angiogenese und die Regeneration von Nerven- und

Knorpelgewebe.

Das Signal- oder Entwicklungsprotein Wnt (abgeleitet von Wg fiir wingless aus der
Drosophila melanogaster-Forschung und dem Int-Gen aus der Méiuseforschung) ist
Bestandteil eines Signaltransduktionsweges in der Embryonalentwicklung. Zu den
Mediatoren gehoren aber auch Gene, wie das Gen fiir die embryonale Entwicklung (Hh/
hedgehog gen) und das Homeobox-Gen DIx (distal-less homeobox). Die postnatale
Entwicklung der zweiten und dritten Molaren benotigt eine Reaktivierung dieser embryonalen

Mechanismen des Gens Hox-7/ Msx-1.

Das Gen wirkt vor allen Dingen auf die Formation des Kappenstadiums bei der
Zahnentwicklung ein. Dieses Kappenstadium ist essentielle Voraussetzung fiir die weitere

Gewebeinteraktion, welche aullerdem von einer wachsenden Separierung abhéngig ist.
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Bei Abwesenheit dieser Separierung beeinflult die Dysregulation von mesenchymalem,
knochenformenden Gewebe die Zahnentwicklung. Die Separierung scheint dabei besonders
iiber die endogene Msx-1 Antisense-Transkription auf die Regulation der Msx-1-Expression
einzuwirken. Ein Anwachsen der Msx-1-Antisense-RNA fiihrt demnach zu einer
Uberexpression von Msx-1 und konsequenterweise zu einem Anwachsen der Cbfa 1-
Expression, und damit des osteoblastiren Transkriptionsfaktors Core binding factor-alpha 1,

und einer Runterregulation der Osteocalcin-RNA (Blin-Wakkach C et al. 2001).

Abbildung 8 Transkriptionsfaktors Cbfa
Grafische Darstellung der Faltung (Berardi M et al. 1999)

Abbildung 8 zeigt eine Darstellung der Faltung des Transkriptionsfaktors Cbfa. Die Cbf sind
in die Transkriptionsregulation verschiedener Gene involviert, die fiir die Hédmatopoese
wichtig sind. Die heterodimeren Transkriptionsfaktoren enthalten eine DNA-bindende alpha-
Untereinheit und eine nicht-DNA-bindende beta-Untereinheit. Die nicht-DNA-bindende beta-
Untereinheit verstirkt die Affinitit und Stabilitit der Bindung der alpha-Untereinheit an die
DNA.

Wenn eine genetisch determinierte postnatale Hochregulation von Msx-1 im Kontext einer
Molarenentwicklung vorliegt und die Transformation in das Kappenstadium fehlt (wie bei
fehlender Separierung), kommt es zu einer unphysiologischen Ausschiittung von Msx-1 in das
Knochenmesenchym und damit zu einer insuffizienten Cbfa 1- Expression mit einem Verlust

der Osteoblastendifferenzierung. Dieser Proliferationsdruck fiihrt zur Formation von neuem

22



und undifferenziertem Gewebe (Granulomen). Dies fiihrt zu kortikalen Lésionen und

Wurzelresorptionen.

Die auflerdem steigende Osteoklastenaktivitdit und damit wachsende Expression von
Osteoprotegerin  manifestiert sich histologisch durch TRAP (tartrate-resistant acid
phosphatase)- positive Riesenzellen. Die hohe Osteoklastenresorptionsaktivitit erklirt auch

die Lymphknotenschwellungen.

Die genetische Information fiir Msx-1 wird nach Ende der Molarenentwicklung abgeschaltet,
was zu einer Normalisierung von Cbfa 1 und damit der Osteocalcin-Produktion fiihrt.
Wihrend der zweiten Wachstumsperiode im Erwachsenenalter werden die Defizite in der

normalen Knochenentwicklung komplett ausgeglichen.

Sind diese komplexen Interaktionen der Signalwege gestort, konnte das prinzipiell zu einem
kompletten Abbruch der Zahnentwicklung fithren. Die Umwandlung des Zahnkeims in das
Kappenstadium wihrend der Entwicklung wird unterbrochen, was ein generelles Defizit in

der Zahnentstehung darstellt (Jernvall J, Thesleff I 2000).

Die komplette embryonale Zahnentwicklung beim Cherubismus kann somit mit der spiteren
Dysregulation der Msx-1-abhingigen Molarenmorphogenese und auflerdem durch eine
mogliche intrauterine miitterliche Substitution der fehlenden Regulationsfaktoren erklart
werden. Mit dem genetisch determinierten Ende der Molarenentwicklung im
Erwachsenenalter kommt es zum definierten Ende des genetischen Programms und somit zur

Remission der Erkrankung.

Auch neueste Untersuchungen (Ueki Y et al. 2007), (Miah SM et al. 2004) belegen den
EinfluB3 des SH3BP2-Proteins auf die Entstehung der krankheitstypischen Lasionen.

Miah fand heraus, daB SH3BP2 iiber einen hoch affinen Rezeptor fiir IgE, den FcepsilonRI-

Rezeptor, die Aktivierung der Mastzellausschiittung reguliert.
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Abbildung 9 Grafische Darstellung eines IgG-Antikérpers
(White G)

Die in Abbildung 9 dargestellten Proteine stehen im Dienste des Immunsystems und werden
als Reaktion auf Antigene von B-Lymphozyten gebildet. Die zur Gruppe der Glykoproteine
gehorenden Globuline bestehen aus zwei identischen schweren und zwei identischen leichten
Ketten. Durch kombinierbare schwere und leichte Ketten entstehen unterschiedliche

Antikdrper.

Die multiplen, zystischen Lasionen beim Cherubismus im Kieferknochen sind mit aktivierten
Osteoklasten und auch Mastzellen angereichert. Die vermehrte Ausschiittung eines
verdnderten SH3BP2-Proteins hemmt die Antigen-induzierte Degranulation und Aktivierung

dieser Mastzellen.

In T- oder B-Zellen triggern demzufolge Rezeptoren die Tyrosinphosporylierung von
SH3BP2. Das Tyrosin selber wird durch die Protein-Tyrosin-Kinase Syk mit der
Phosphorgruppe verbunden.

Ein unverdndertes SH3BP2-Protein wird in Mastzellen durch die Anbindung des SH3BP2-
Rezeptors schnell mit Tyrosin phosporyliert. Diese Tyrosinphosphorylierung unterstiitzt z.B.
die Aktivierung des Racl-Substrates durch die SH2-Doméne am Vavl-Protein und induziert

weiterhin die Bindung der SH2-Doméne an Syk, deren Aktivitét steigt.
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Abbildung 10 Spleen tyrosine kinase (Syk)
Grafische Darstellung mit RasMol (Futterer K et al. 1998)

Die in Abbildung 10 dargestellten Proteine gehdren zur Familie der Proteinkinasen, welche
reversibel eine Phosphatgruppe auf die Hydroxygruppe der Aminosidure Tyrosin eines
anderen Proteins libertragen (Phosphorylierung). Das Zielprotein wird dadurch betrichtlich
aktiviert. Tyrosinkinasen sind somit Bestandteil von Rezeptorsystemen und leisten einen

wichtigen Beitrag zur Signaliibertragung.

Eine Uberexpression der SH2-Domine resultiert in einer starken Ausschiittung des IgE-

Rezeptors, einer Mastzellaktivierung und Calciummobilisation und -degranulation.

Die Moglichkeit der Inhibition von SH3BP2 durch Herabsetzen der T- und B-Zellen-
Aktivierung durch NFAT (nuclear factor of activated T-cells) ist aber gegeben (Hatani T,
Sada K 2008).

Auch andere Proteine, wie z.B. die Serin/Threonin-Kinasen MAPK (Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen, mitogen activated protein kinase), zu denen die ERK (Extrazelluldr-regulierte
Kinasen, extracellular signal regulated kinase) und die JNK (c-Jun N-terminale Kinasen, c-
Jun N-terminal kinase) gehoren, sind in Zellen mit vermehrter Ausschiittung von verdndertem

SH3BP2-Protein beeintrachtigt.

Der Inhibitor des nukledren Transkriptionsfaktors kappaB (inhibitor of nuclear factor kappaB
kinase, IKK) stellt ein weiteres Protein, dal durch SHBP2 beeinflulit werden kann, dar. Der
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Transkriptionsfaktor NF-kappaB (nuclear factor kappaB) ist in die Entziindungsantwort von

Zellen involviert.

Die Punktmutation im Gen bedingt also die Dysfunktion des Proteins in vivo und somit

Entziindungsprozesse und Verdnderungen im Knochen (Miah SM et al. 2004).

Ueki stellt weiterhin fest, dal SH3BP2 die Antwort von Knochenmarkzellen auf eine
Stimulation durch M-CSF und rankl bestimmt.

Das mononukledire M-CSF (mononuclear phagocyte colony-stimulating factor), ein
Koloniestimulierender Faktor der Makrophagen, wird von Mesenchymalzellen synthetisiert.
Das Enzym rankl (receptor activator of nuclear factor-«B ligand) ist im Knochenmark fiir die

Osteoklasten-Aktivitdt wichtig.

Abbildung 11 Mduseenzyms rank (receptor activator of NF-kB)
Grafische Darstellung der Kristallstruktur mit RasMol (Lui C et al. 2010)

Das in Abbildung 11 gezeigte Protein wird auf der Oberflache von Osteoklasten exprimiert.
Rank, sein Ligand rankl und das weitere Regulatorprotein Osteoprotegerin spielen eine

wichtige Rolle im Knochenstoffwechsel.
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Die gesteigerte Antwort der durch SH3BP2 verdnderten Knochenmarkszellen auf die
Stimulation von M-CSF und rankl fiihrt durch gebildete Makrophagen zu einer vermehrten
Ausschiittung vom TNF-alpha (Tumornekrosefaktor-alpha) und {iberdimensionierten
Osteoklasten. Dies geschieht durch eine steigende Phosphorylierung mithilfe der vermehrt
aktivierten Serin/Threonin-Kinasen ERK 1+2 (extracellular signal regulated kinase 1 and 2,
Extrazelluldr-regulierte Kinase 1 und 2) und die Proteintyrosinkinase Syk (spleen tyrosine
kinase). Diese Vorgénge 16sen Entziindungen und Knochensubstanzverluste aus (Ueki Y et al.

2007).

Auch weitere neue Studien unterstiitzen die Wichtigkeit des Enzyms rankl. So wird z.B. auch
die Steigerung des Calcineurin-/NFAT-Signalweges in den Vorlduferzellen der Osteoklasten
durch rankl stimuliert. Eine Aktivierung der RAW 264.7 Priaosteoklastenzellen findet dadurch
statt, und die Expression der TRAP, ein spezifischer Marker der Osteoklastendifferenzierung,

wird erhoht.

Weiterhin stimuliert rankl, potenziert durch SH3BP2, die Phosphorylierung von PLCy1 und 2
in den RAW 264.7-Zellen. Nicht nur beim Cherubismus wird dadurch die schnelle
Translokation von NFAT in den Nukleolus unterstiitzt und die Genese von TRAP-positiven
Osteoklasten in RAW 264.7-Zellen erhoht. Calcineurin (eine Calcium-/Calmodulinabhédngige
Proteinphosphatase) und SH3BP2 aktivieren die NFAT-Phosphoproteine, welche die
Translokation von NFAT in den Nukleolus durchfiihren. Cyclosporin A, ein Calcineurin-

Inhibitor, hemmt diese Vorgéinge. (Lietman SA et al. 2008).

Abbildung 12 NFAT Komplex (nuclear factor of activated T-cells)
Grafische Darstellung mit RasMol (Zhou P et al. 1998)
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Die in Abbildung 12 gezeigten Transkriptionsfaktoren in T-Lymphozyten binden bei
Aktivierung an einen Promoter im Zellkern und starten die Transkription von Zytokinen. Die
NFAT besitzen eine spezifische DNA-Bindedomine fiir die Transkription und zwei

unterschiedliche Bindedominen fiir die Aktivierung durch Calcineurin.

Ob auch der Befall anderer Knochen, wie Humerus, Femur und Rippen durch die
beschriebenen Interaktionen erklédrbar ist, kdnnen nur weitere Untersuchungen zeigen. Diese
Untersuchungen zu den genauen mikrobiologischen Vorgingen miissen noch durchgefiihrt
werden. Nur durch genaue Kenntnis dieser Abldufe ist ein weiterer pharmakologischer

Therapieansatz moglich.

2.3 Klinische Befunde beim Cherubismus

Zu den Hauptmerkmalen dieser autosomal dominanten Erkrankung gehdren die bilateral
anndhernd symmetrischen und schmerzlosen Auftreibungen der submandibuldren Region des
Kieferknochen, Hypodontien und Dislokalisationen von Zédhnen (hdufig der 2. und 3.
Molaren), sowie Wurzelresorptionen (Wiedemann H et al. 1989), (Burlund JG 1962), (Hoppe
W et al. 1966), (Ireland AJ, Eveson JW 1988), (Opitz C, Wittstock K 1990).

Die Unterkieferwinkelregion ist bei Cherubismus stets betroffen. Initial wurde auch das
Auftreten unilateraler Schwellungen beobachtet (Arnott DG 1978), (Wayman JB 1978),
(Reade PC et al. 1984). Weiterhin ist bei iliber der Hilfte der Patienten (60,5%) eine
Beteiligung des Oberkiefers festgestellt worden, wobei der Tuberbereich bevorzugt wird. Bei
20% der Patienten mit einer Oberkiefererkrankung imponierte zusitzlich ein sogenannter
"Himmelsblick", der in einigen Fillen mit einem méBigen Exophthalmus kombiniert war
(Graf A 1982). Durch die massiven VergroBerungen des Alveolarknochens kann eine
umgekehrt V- formige Einkerbung der Raphe mediana beobachtet werden. Eine isolierte

Verdnderung des Oberkiefers wurde bis jetzt noch nicht beschrieben.

Auch die Beteiligung anderer Knochen, wie z.B. Rippen, Humerus, Trochanter, proximale
Enden von Metatarsalia und Femur ist beschrieben worden (Arnott DG 1978), (Benetti C et
al. 1995), (DeTomasi DC et al. 1985), (Reade PC et al. 1984), (Wayman JB 1978).

Alle Knochenverinderungen sind von derber Konsistenz, die Haut ist stets reizlos und

verschiebbar auf der kndchernen Unterlage.

Die submandibuldren Lymphknoten sind héufig geschwollen (Harris M 1968), (McClendon J
1962), (Wowern N von 1972).
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Zwischen dem 18. Lebensmonat und dem 7. Lebensjahr treten die ersten klinischen

Symptome auf.

Das mittlere Manifestationsalter betridgt 5,4 Jahre. Dabei liegt der Wert beim ménnlichen

Geschlecht bei 5,1 Jahren und beim weiblichen bei 5,7 Jahren (Graf A 1982).

Ein Wachstumsstillstand der kndchernen Lésionen findet erst mit dem Abschlu3 der Pubertét
statt (Kolesov AA et al. 1973). Bis zu diesem Zeitpunkt ist der Verlauf periodisch und von
Patient zu Patient sehr variabel. Die unterschiedliche Penetranz reicht von klinisch nicht
erkennbaren Symptomen bis zu starken Krankheitsausprigungen mit Funktions-
beeintrdchtigungen und starken Verdnderungen der Gesichtsform (Ayoub AF, el-Mofty SS
1993), (Belloc JB et al. 1993), (Essafi Z, Slesinger MJ 1976), (Frenkel GS, Hauk H 1983),
(Kalantar MH 1998), (Kaugars GE et al. 1992), (Timosca GC 1996). Bei all diesen
Verdnderungen ist zu keinem Zeitpunkt eine Abweichung der Blutwerte von der Norm

erkennbar.

Diese hohe Varianz in den Verlaufs- und Ausprigungsformen macht es schwierig, eine
Klassifikation der Erkrankung zu erstellen. In der Literatur sind einige Beispiele zu finden
(Arnott DG 1978), (Kalantar MH 1998). Kalantar erstellte die differenzierteste Einteilung, die
sich klinisch aber nicht durchsetzen konnte. Nachstehend soll diese dennoch eingehender

erldautert werden.

Die Klassifikation nach Kalantar (Kalantar MH 1998) teilt den Cherubismus in 5 Grade ein,

die wiederum unterschiedliche Klassen beinhalten.

Grad I der Erkrankung entsprechen Lésionen des Unterkiefers ohne Resoptionen der Wurzeln.
Je nach Anzahl und Lokalisation der Lésionen werden die Grad I- Erkrankungen in die

Klassen eingeteilt.

Der zweite Grad beinhaltet Verdnderungen des Ober- und Unterkiefers, auch ohne Anzeichen
von Wurzelresorptionen. Die einzelnen Klassen richten sich auch hier nach Auspriagung und

Lokalisation der erkrankten Areale.

Grad III und IV sind inhaltlich dem ersten und zweiten Grad &hnlich - mit dem entscheidenen
Unterschied, daB hier Wurzelresorptionen anzutreffen sind. Auch die Klasseneinteilung

entspricht Grad I und II.

29



Grad V- Erkrankungen sind gleichzusetzen mit aggressiven, stark deformierenden Lésionen,

die Mandibula und Maxilla, Condylen und Coronoidea betreffen konnen.

Grad

Klasse

I | Léasionen des Unterkiefers ohne

Wurzelresorptionen

1 | Vereinzelte Lasionen im Unterkieferkorpus

Multiple Lédsionen im Unterkieferkorpus

Vereinzelte Lasionen in einem Ramus

Multiple Lésionen der Rami

2
3
4
5 | Lésionen betreffen den Mandibulakorpus und

die Rami

II | Lasionen des Unterkiefers und des

Oberkiefers ohne Wurzel-resorptionen

1 | Lasionen treten in der Mandibula und im

Tuberbereich der Maxilla auf

2 | Lasionen sind in der Mandibula und in der

anterioren Maxilla anzutreffen

3 | Lasionen involvieren die Mandibula und die

vollstindige Maxilla

IIT | aggressive Lésionen des Unterkiefers

mit Anzeichen von Wurzel-resorptionen

1 | Vereinzelte Lasionen des Unterkieferkorpus

Multiple Lésionen des Unterkieferkorpus

Vereinzelte Léasionen in einem Ramus

Multiple Lésionen der Rami

[, B N US| B )

Lasionen betreffen den Mandibulakorpus und

die Rami

IV | Lasionen betreffen den Unterkiefer und
Oberkiefer und zeigen Anzeichen von

Wurzelresorptionen

1 | Lasionen treten in der Mandibula und im

Tuberbereich der Maxilla auf

2 | Lasionen sind in in der Mandibula und in der

anterioren Maxilla anzutreffen

3 | Lasionen involvieren die Mandibula und die

vollstindige Maxilla

V | Die seltenen Lisionen sind massiv
wachsend, aggressiv und stark
deformierend. Sie sind bei den
Jugendlichen in der Maxilla und
Mandibula anzutreffen und kdénnen

Coronoidea und Condylen involvieren

Tabelle 1 Klassifikation nach Kalantar
(Kalantar MH 1998)
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Auch nach Stillstand des Wachstums der Knochenldsionen sind Merkmale der Erkrankung
auch noch bei Erwachsenen erkennbar. Aufgrund der Hypodontien und der bisweilen
radikalen Therapiemethoden sind Atrophien der Mandibula relativ hiufig. Die Patienten
haben dadurch ein greisenhaftes Untergesicht und wirken optisch gealtert (Hoppe W et al.
1966). Weiterhin bleibt der Unterkiefer trotz selbstindiger Rekonturierung der Kiefer
verbreitert und ruft einen derben, klobigen Gesichtsausdruck hervor. Im Oberkiefer ist der

Gaumen abgeflacht und transversal geweitet.

Eine Koinzidenz des Cherubismus mit anderen Erkrankungen, wie dem Mc-Cune-Albright-
Syndrom, der Neurofibromatose Typl, Burkitt-Lymphom, Noonan-Syndrom, Fragile-X-
Syndrom, Ramon-Syndrom, sowie Cranio- und Pulmunalstenosen, ist ebenfalls beschrieben
worden (Dunlap C et al. 1989), (Grunebaum M, Tiqva P 1973), (Hoyer PF, Neukam FW
1982), (Pirnar T et al. 1971), (Prigent F et al. 1982), (Quan F et al. 1995), (Stiller M et al.
2000).

2.4 Radiologische Zeichen

Zur rontgenologischen Untersuchung kommen in erster Linie die konventionellen
Rontgentechniken zum FEinsatz. Diese umfassen die Panoramaschichtaufnahme,
Schéddelaufnahmen sowie die Nasennebenhohlendarstellung. Zur besonders realistischen
Darstellung der rdumlichen Lésionen ist die Computertomographie geeignet (Bianchi SD et
al. 1987). Die zugrunde liegenden geweblichen Verdnderungen konnen durch die
Magnetresonanztomographie (MRT) nédher erfait werden. Relevante Erkenntnisse fiir die
Therapie lassen sich durch das MRT aber nicht erzielen (Wackerle B et al. 1987). Auch die
Knochenszintigraphie kann die diagnostischen Erwartungen nicht erfiillen (Hardt N 1984).

Rontgenologisch erkennt man im Unterkiefer das sogenannte ,,Seifenblasenbild. Dieses ist
gekennzeichnet durch multilokuldre, septierte, polyzystische und scharf umgrenzte
Aufthellungen unterschiedlicher Grofle mit weitgehender Verlagerung der verdiinnten
Kortikalis, die stellenweise fehlen kann (Bradley Tr et al. 1967), (Cornelius EA, McClendon
JL 1969), (Hauenfelder H 1967). Die Fehlbildungen konnen bei stark ausgeprigten
Symptomen auch das Kiefergelenk mit Processus coronoideus und condylaris betreffen

(Ayoub AF, el-Mofty SS 1993), (Bianchi SD et al. 1987).

Im Oberkiefer erscheinen die Kieferhohlen vollig verschattet, die Konturen der Sinus sind oft
kaum zu verfolgen. Nach Ausheilung der Erkrankung werden diese meist repneumatisiert. Die

vor allem in den frithen Stadien des Cherubismus auftretenden symmetrischen Prozesse im
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Tuberbereich werden mittels konventioneller Rontgentechniken nicht erkannt. Daher wird vor
allem fiir die Diagnosesicherung im Anfangsstadium die Computertomographie empfohlen.

Eine Beteiligung des Ethmoids wurde nicht festgestellt (Bianchi SD et al. 1987).

Die bleibenden Stigmata im Rontgenbild sind in den Regionen der ehemaligen Lisionen eine
grobkornige Struktur mit teils sehr dichten Opazititen (ground-glasses) (Caffey J, Williams
JL 1951).

Extrafaziale Knochenherde treten in wenigen Féllen auf, wobei die langen Réhrenknochen
deutlich bevorzugt werden. Die Skelettlisionen aullerhalb des Kieferbereichs wiesen keine

Deformationen der Knochenkortikalis auf.

2.5 Histologie

Bei Untersuchungen imponiert histologisch ein stark vaskularisiertes Gewebe aus
fibroblastischen Elementen, kollagenen Fasern und zahlreichen mehrkernigen Zellen, die
herdfé6rmig um Héamorrhagien und Himosiderinablagerungen gruppiert sind. Diese
Riesenzellen priagen das histologische Bild (Hauenfelder H 1967), (Ramon Y et al. 1967).
Eine Phagozytose von Erythrozyten durch die Riesenzellen konnte von Hoppe beschrieben

werden (Hoppe W et al. 1966).

Die Gefife sind diinnwandig und mit groen Endothelzellen ausgekleidet. Vereinzelt
umgeben die GefaBle manschettenformig eosinophile Strukturen (Hamner J3 1969), (Hebert
JM et al. 1972). Der perivaskuldren Ablagerung von Kollagen kann nach Meinung einiger
Autoren besondere diagnostische Relevanz zugesprochen werden (Becelli R et al. 1998).

Zwischen den kleinen Gefd3en finden sich depotartige Himosiderinablagerungen.

Die Aktivitdt der Erkrankung 146t sich aufgrund des histologischen Bildes erkennen, da akute
Befunde mehr Riesenzellen und multiple Hdmorrhagien aufweisen. Bei inaktiven Lésionen
wird das Gewebe zunehmend fibroser, Riesenzellen sind nur noch vereinzelt vorhanden und

neuer Knochen entsteht (Kramer IR et al. 1992).

Nach (Chomette G et al. 1988) werden die unterschiedlichen histologischen Bilder in drei

Stadien eingeteilt, wodurch eine histologisch enzymatische Untersuchung méglich wurde:

Das erste Stadium (osteoloytischen Stadium) ist durch eine iiberschieBende Vaskularisation
und viele mehrkernige Riesenzellen charakterisiert. Die Riesenzellen und die meisten
Stromazellen des fibrosen Gewebes der Cherubismuslésionen exprimieren SH3BP2-Proteine

(Ueki Y et al. 2001). Die oxidativen Enzyme und die saure Phosphatase sind hoch aktiv. Die
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alkalische Phosphatase und ATP-asen sind nur in den GefiBBwidnden nachweisbar.
Perivaskulir sind hiufig Odeme und himorrhagische Exsudationen zu erkennen. Weiterhin

sind hdufig Himosiderinablagerungen anzutreffen.

Das nichste Stadium (verkniipfte Regeneration) ist durch eine gute Vaskularisation
gekennzeichnet. Die Osteolyse ist nur noch in den peripheren Gewebsabschnitten zu finden.
Es sind viele, aktive Fibroblasten vorhanden, die ultrastrukturell eine groBe Ahnlichkeit mit
Osteoklasten aufweisen. Die Aktivitit von alkalischer Phosphatase, Leucinaminopeptidase

und ATP-asen ist jetzt sehr hoch.

Das dritte Stadium ist ein Stadium der Knochenregeneration. Bevor diese einsetzt, ist eine
erhohte Aktivitdit der ATP-asen und sauren Phosphatasen im mesenchymalen Gewebe

registrierbar.

Aufgrund der nicht seltenen VergroBerung der submandibulidren Lymphknoten und deren
anschlieBenden Exstirpation bietet sich histologisch das Bild einer chronischen unspezifischen
Lymphadenitis ohne Anhalt fiir einen spezifischen Proze oder eine Metastasierung
(Hauenfelder H 1967). Die Entziindung ist durch eine Kapsel- und Trabekelverdickung,
diffuse Fibrosierung und retikuloendotheliale Hyperplasie gekennzeichnet. Die Lymphfollikel
mit prominenten Germinalzentren bleiben erhalten (Jones W 1933), (Schindel J et al. 1974),
(Wowern N von 1972).
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2.6 Differentialdiagnosen

Differentialdiagnostische Schwierigkeiten konnen v.a. bei sporadischen Fillen (DeTomasi
DC et al. 1985), (Benetti C et al. 1995) und im Initialstadium der Erkrankung, in dem die
Kieferverdnderungen mitunter nur unilateral zu beobachten sind (Arnott DG 1978), (Wayman

JB 1978), (Reade PC et al. 1984) auftreten.

Es sind dabei die fibrose Dysplasie Jaffe-Lichtenstein, das Mc-Cune-Albright-Syndrom, das
Noonan-Syndrom, das zentrale Riesenzellgranulom der Kiefer, der Hyperparathyreodismus
sowie der im Kieferbereich sehr seltene zentrale Riesenzelltumor (zystischer Tumor) und

odontogene Zysten diagnostisch auszuschliefen.

Die fibrose Dysplasie tritt erst im dritten und sechsten Lebensjahr gehéduft auf. Der
Unterkiefer ist, untypisch fiir den Cherubismus, seltener betroffen, der Befall ist
unsymmetrisch und die Oberkieferldsionen sind einseitig (Khosla VM, Korobkin M 1970).
Weiterhin ist auch keine Riickbildungstendenz vorhanden (Cornelius EA, McClendon JL
1969). Histologisch sind die Faserknochenbélkchen der inaktiven Cherubismusldsion im
Gegensatz zur fibrosen Dysplasie kiirzer und treten nur sehr diskret in der Erscheinung (Adler

CP, Harle F 1974).

Das Mc-Cune-Albright-Syndrom hat verschiedene Merkmale, die nicht mit dem Cherubismus
vereinbar sind. So sind z.B. die spezifischen, landkartenférmig angeordneten Café-au-lait-

Flecken des Mc-Cune-Albright-Syndroms beim Cherubismus nicht vorhanden.

Desweiteren kann das Noonan- Syndrom, spezifischer das Noonan-dhnliche/ multiple
Riesenzell- Syndrom, aufgrund der Krankengeschichte leicht nachgewiesen werden. Eine
geringe Korpergrofle, verminderte Intelligenz, Pulmonalstenosen und typische tiefansetzende
Ohren sind einige der Merkmale fiir das Syndrom, die Cherubismus-Patienten nicht

aufweisen.

Weiterhin 148t sich das zentrale Riesenzellgranulom durch seine Lokalisation (vorderer
Bereich des Unterkiefers, immer unilateral) vom Cherubismus abgrenzen. Frauen sind
héufiger als Méanner betroffen, das Riesenzellgranulom ist nicht familidr (Katz JO, Underhill

TE 1994).

Der Hyperparathyreodismus ist sehr einfach laborhistochemisch auszuschlieen, da eine
deutliche Hyperkalzdmie, Hyperkalzurie, Hypophosphatdimie sowie eine Erhoéhung des

alkalischen Phosphatase- und des Parathormonwertes beim Cherubismus nicht vorliegt.
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Desweiteren tritt der Hyperparathyreodismus erst ab dem 30. Lebensjahr auf, weshalb eine
routineméfige Blutuntersuchung nicht notwendig ist (Becelli R et al. 1998). Auch die
typischerweise beim Hyperparathyreodismus fehlende Lamina dura der Zahnfacher tritt beim

Cherubismus nicht auf.

Ein odontogenes Geschehen (zystischer Tumor oder odontogene Zysten), von Jones wegen
der Lokalisation im Ober- und Unterkiefer zuerst angenommen (Jones W 1933), 148t sich

aufgrund der histologisch fehlenden epithelialen Anteile nicht bestétigen (Sitzmann F 1973).

Ist eine schnelle, eindeutige Diagnostik nicht moglich, ist die enge Zusammenarbeit zwischen

dem Kliniker, Pathologen und Genetiker zwingend erforderlich.

Die zweifelsfreie Diagnostik ist erst durch die Lokalisation des Cherubismus-Gens auf dem
Chromosom 4pl6 (Tiziani V et al. 1999), (Mangion J et al. 1999), (Mangion J et al. 2000)
und die Identifikation des Gens (Ueki Y et al. 2001) moglich.

Zusammenfassend wird das Krankheitsbild Cherubismus heute von der Mehrzahl der Autoren
als eine Krankheitseinheit betrachtet. Die Diagnose sollte daher bei Vorliegen folgender

Symptomenkonstellation ohne weiteres moglich sein:

1. rontgenologisch bilaterale multizystische Aufhellungen in der
Unterkieferwinkelregion.

im Biopsiematerial fibréses Gewebe und Riesenzellen (Histologie)

positive Familienanamnese

Manifestationsalter im ersten Lebensjahrzehnt

keine Auffilligkeiten im Blutbild (Foissin B, Ohanian D 1965)

Nachweis einer Mutation im SH3BP2-Gen

AN O i

2.7 Therapie

Die Prognose des Cherubismus ist giinstig. Eine primdr maligne Entartung ohne
therapeutischen Eingriff ist nicht zu befiirchten. Die Ausweitung der Lésionen kommt in der
Pubertdt zum Stillstand, anschlieBend beginnen sich langsam neue Knochenstrukturen
auszudifferenzieren, und die Deformititen bilden sich allmihlich zuriick. Spatfolgen sind in
den stark atrophischen Alveolarfortsidtzen zu sehen, die fiir eine prothetische Versorgung

unglinstige Voraussetzungen darstellen.

Trotzdem gab es seit der Erstbeschreibung durch Jones viele verschiedene

Behandlungskonzepte.

35



Die bisher bekannte Pathogenese hat noch zu keinem kausalen Therapieansatz gefiihrt. Daher
ist die chirurgische Intervention die Therapie erster Wahl. Sie sollte bei einer Erkrankung mit
regressiver Tendenz nur zuriickhaltend eingesetzt werden, denn eine vollstindige Remission
ohne Therapie ist schon beschrieben worden. Sie gilt aber dennoch als Ausnahme (Hamner
J3, Ketcham AS 1969), (Katz JO et al. 1992), (Regezi JA et al. 1987), (Timosca GC 1996).
Eine Intervention ist daher in der Mehrzahl der Félle durch die erheblichen
Gesichtsdeformitdten indiziert. Nach Beendigung des Wachstums der Lisionen kann
demnach ein modellierender chirurgischer Eingriff vorgenommen werden, um psychischen
Problemen der Patienten vorzubeugen. Dabei sollte nur so viel Knochengewebe abgetragen

werden, wie fiir die Wiederherstellung einer ausreichenden Funktion notwendig ist.

Nach Grau sollte die chirurgische Intervention solange wie mdglich hinausgezogert werden
(Grau H et al. 1986), da Operationen in einer floriden Phase des Cherubismus zu einem

schweren Riickschlag und zu hohen Rezidivquoten mit aggressiveren Lisionen fiihren kann.

Im Gegenteil dazu konnten andere Autoren in Studien feststellen, dafl eine vorsichtige
Kiirettage wihrend des rapiden Wachstums der Lésionen nicht nur gute, sofortige Resultate
zeigt, sondern auch die aktive Phase der Erkrankung unterbricht und sogar gleichzeitig das
Knochenwachstum stimuliert (Dukart RC et al. 1974), (Meng XM et al. 2005). Dies geschieht
vermutlich aufgrund des hohen Wachstumspotentials und der unvollstindigen Entfernung des

pathologischen Gewebes. Weitere Untersuchungen sind dazu notwendig.

In Einzelfillen, bei Behinderungen von Atem-, Sprech- und Kaufunktionen und gravierenden
dsthetischen Entstellungen, wird sogar eine chirurgische Intervention im Kindesalter
notwendig (Battaglia A et al. 2000). Bei der Geschwulstreduktion durch z.B. modellierende
Osteotomien und Kiirettagen sollte auf den Erhalt der Zahnkeime und die Schonung des
Nervus alveolaris inferior geachtet werden, da eine radikale Operationsmethode erhebliche
Wachstumsstérungen der Kiefer und unnétigen Zahnverlust verursachen kann (Hamner J3,

Ketcham AS 1969).

Weitere Operationstechniken sind die autogene Knochentransplantation zur Defektauffiillung
(Davis GB et al. 1983), (Fleuchaus PT, Buhner WA 1967) und die Liposuction (Dubin B,
Jackson IT 1990). Knochentransplantate sollten bei Patienten mit extremen Lésionen und der
Gefahr einer pathologischen Fraktur der Mandibula nach segmentaler Entfernung der

Mandibula durch Knochen der Fibula erfolgen.
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Auch die postoperative Radiatio wurde zur Therapie eingesetzt (Harris M 1968). Sie ist aber
wirkungslos und auch aufgrund der Nebenwirkungen auf den wachsenden Schédel

abzulehnen.

Inadéquate Therapieversuche (mehrmaliges ,,Anoperieren” der Ldsionen, Strahlentherapie)
filhrten zu histologischen Befunden, die zu malignen Verdnderungen tendieren. Eine
Sarkominduktion durch die Radiatiotherapie beim Cherubismus ist beschrieben worden

(Peters WJ 1979).

Weitere Ansdtze zur Therapie sind die Iontophorese, die hormonelle Therapie (Interferon
alpha), sowie die systemische Gabe von Calcitonin (Get'man II 1973), (Hart W et al. 2000),
(Lange J de et al. 1999), (Southgate J et al. 1998), (Timosca GC et al. 2000). In vitro-
Versuche mit Calcitonin waren bei der Hemmung der Knochenresorption erfolgreich, weitere
Untersuchungen sind hierzu notwendig. Durch die genaue Kenntnis der mikrobiologischen
Vorginge beim Cherubismus sind auch weitere pharmakologische Therapieansitze denkbar

(siche Abschnitt 2.2 Genetik und molekulare Grundlagen).
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3 Patienten und Methodik

3.1 Ablauf der Untersuchung

Fiir diese Arbeit stand Untersuchungsmaterial aus 6 Landern zur Verfligung. Im Vorfeld der
Untersuchung wurden auch deutschlandweit Universitidten angeschrieben, um DNA- Proben

zu akquirieren.

Gleichzeitig konnte die genetische Analyse aller Exons des Gens (bis auf das nicht
translatierte Exon 1) durch Auswahl geeigneter Primer und Aufbau der entsprechenden PCR-
und Sequenziermethoden standardisiert werden. Die Auswahl der Primer erfolgte mittels des

Softwareprogramms ,,Primer 3%, bezogen wurden sie von der Firma Tib Molbiol aus Berlin.

Es wurden darauthin bei insgesamt 17 Familien mit 68 Patienten klinische und genetische

Untersuchungen durchgefiihrt.

Die behandelnden Mediziner erhoben den klinischen Befund und stellten ihn zur Verfiigung.

Die genetische Analyse erfolgte im Institut fiir Medizinische Genetik.

Die DNA wurde teilweise von den behandelnden Kliniken pripariert, zum grofiten Teil aber
aus Vollblut im Institut fiir Medizinische Genetik gewonnen. Bei der anschlieBenden
optimierten Polymerasekettenreaktion wurde mit den ausgewéhlten Primern die DNA
amplifiziert und anschliefend sequenziert. Die Ergebnisse wurden ausgewertet und mit den
klinischen Befunden verglichen. Ein Zusammenhang zwischen der klinischen Symptomatik

und der genetischen Mutation konnte untersucht werden.

3.2 Klinische Untersuchungsparameter der Patienten

Stellvertretend von den untersuchten 68 Patienten wurden 8 Patienten fiir die genetische und

klinische Untersuchung nidher beschrieben.

Es soll eine Korrelation zwischen den gefundenen Mutationen und der klinischen Situation
aufgezeigt werden. Dazu wurden wesentliche Krankheitsmerkmale des Cherubismus auf ihren
Auspriagungsgrad hin untersucht und mit den dazugehorigen krankheitsspezifischen

Mutationen verglichen.

Diese Merkmale sind die bilateralen Auftreibungen der submandibuldren Region des
Kieferknochens, Befall des Oberkiefers und Stirke des sogenannten ,,Himmelblickes* und

Hypodontien bzw. Dislokalisationen/ Anomalien von Z&hnen.
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Bei der klinischen Untersuchung wurde darauf geachtet, moglichst genau die krankhaften

Verdnderungen beim Patienten zu erfassen.

3.3 Labormethoden

Zunichst eine Ubersicht iiber die verwendeten Materialien (siche unten).

Tabelle 2 Verzeichnis der verwendeten Reagenzien

Produkt Hersteller
Agarose Invitrogen, UK
Aqua ad injectabilia Braun, Melsungen
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Boehringer, Mannheim
HPLC- Wasser J. T. Baker, Holland
DNA Gréfienstandard
GeneRulerTM 100bp DNA Ladder MBI Fermentas, Kanada

hp

* The 80 and 100 bp
fragments may not be
resolved on agamnse
ek,

1. 7% amnse

Abbildung 13 100bp PCR- Marker fiir die
Gelelektrophorese

GeneRulerTM 1kb DNA Ladder

I

10000
8000
G000
5000

1.0% agarcee

Abbildung 14 1kbp PCR- Marker fiir die
Gelelektrophorese

Enzyme
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Produkt

Hersteller

Ampli Tag DNA- Polymerase (5 U/ul)

Roche Diagnostics, Mannheim

Exonuklease I ( 10 U/ul)

NEB, Neuseeland

SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, 1 U/ul)

Roche Diagnostics, Mannheim

EcoR1 (Restriktionsendonuklease)

NEB, Neuseeland

Nukleotide

Desoxyribonukleotide (INTPs, 10mM)

Abgene, USA

Oligonukleotide (Primer, 1:10 Verdiinnung)

TIB MolBiol, Berlin

Puffer

BigDye Puffer

Applied Biosystems, USA

Loading Dye Solution

MBI Fermentas, Kanada

NE Buffer EcoR 1

NEB, Neuseeland

PCR Buffer (15mM MgCl2)

Roche Diagnostics, Mannheim

10x TAE-Puffer, pH 7,7

= 0,4M Tris
= 10mM EDTA
= Essigsdure (pH 7,7)

Merck, Darmstadt

10x TE-Puffer, pH 8,5

= 10mM EDTA
= 0,4M Tris

Merck, Darmstadt

Tabelle 3 Verzeichnis der verwendeten Kit-Systeme

Produkt

Hersteller

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction

Applied Biosystems, USA

Taq PCR Core Kit

Quiagen GmbH, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit

Tabelle 4 Verzeichnis der verwendeten Gerdte und Verbrauchsmaterialien

Produkt

Quiagen GmbH, Hilden

Hersteller

DNA-Sequenzierer 3730 DNA Analyzer

Applied Biosystems, USA

Eismaschine

Ziegra, Deutschland
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Produkt

Hersteller

Elektrophoresekammern

Hybaid GmbH, Heidelberg

Gelschlitten und Kdmme

peQiab GmbH, Erlangen

Kihlblocke Diverse
Abdeckmatten Diverse
Pipettenspitzen Diverse

Schiittler fiir Rohrchen

Sicherheitswerkbank Klasse 11

Spannungsgeber

Consort, Belgien

UV-Transilluminator Eagle Eye 11

Stratagene, USA

Vortes-Genie 2

Scientific Industries, USA

PCR- und Sequenzierplatten

96-Well Platten

G. Kisker GbR, Steinfurt

Optical 96-Well Reaction Plate

Applied Biosystems, USA

Pipetten

Eppendorf-Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Pasteur-Pipetten, steril

Sarstedt, Deutschland

Thermocycler

GenAmp* PCR System 9700

Applied Biosystems, USA

Mastercycler gradient

Eppendorf, Hamburg

Zentrifugen

Biofuge fresca

Heraeus, Osterode

Megafuge 1.0

Heraeus, Osterode

Mini Centrifuge C-1202

Labnet, Woodbridge
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Tabelle 5 Verzeichnis der genutzten Anwendungen zur Genomanalyse

Anwendung Funktion Hersteller
Primer 3 Primergenerierung Whitehead Institute for
Biomedical Research
Eagle Sight Version 3.1 Gelbilddokumentation Statagene
Sequenzing Analysis Version 5.1 Sequenzauswertung Applied Biosystems, USA
SeqMan II Version 5.0 Sequenzauswertung DNA Star Inc.

Tabelle 6 Verzeichnis der verwendeten Internetressourcen
Link Internetadresse

NCBI ‘ http://www.ncbi.nlm.nih.gov

3.3.1 Priparation von genomischer DNA aus Vollblut
Die DNA-Sequenzierung ist ein wichtiger Baustein in der Molekulargenetik. Bevor die DNA

aber untersucht werden kann, muf3 sie zundchst einmal isoliert und aufgereinigt werden.

Dies konnte im Institut fiir Medizinische Genetik mithilfe des Biorobot M48 und des
MagAttract-DNA-Blood-Mini M48-Kits™ von Quiagen durchgefiihrt werden. Fiir die

Analyse wird mit EDTA-Vollblut, in Ausnahmefillen auch heparinisiertes Blut, verwendet.

Von diesem vorbehandelten Blut werden 200 pl mit einer chaotropen Reagenz, dem
Lysispuffer (200 pl), behandelt, wodurch sich die Zellwinde auflosen und die DNA

freigesetzt wird.

Der Lysepuffer besteht aus Tris-HCI1 (1 M; pH 7,4; 2,5 ml), EDTA (0,5 M; pH 8,1; 10 ml),
NaCl (5 M, 1 ml), SDS (10%, 5 ml), aqua dest. (31,5 ml).

Nach der Freisetzung der DNA findet das Befiillen der Biorobotcontainer mit der Losung
statt. Im Gerit bindet die DNA an die silizierte Oberflédche der paramagnetische Perlen, womit
eine Trennung des genetischen Materials von dem Puffer ermdglicht wird. Die DNA wird

somit einer Reinigung zugédnglich gemacht.

Zunichst wird das genetische Material mit dem Waschpuffer 1 (500ul) gereinigt.
Anschlieend findet eine Ethanolfdllung mit 96-100% Ethanol (200ul) statt. Damit stoppt die
Lyse und die DNA wird prézipitiert. AnschlieBend kommt es noch zu einer letzten Reinigung

mit dem Waschpuffer II (500ul).
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Durch das Entlangfiihren der DNA an einer Magnetwand mithilfe der Perlen kommt es zu
einer hochgradigen Reinigung der DNA auf eine Konzentration von 30 ng/ul. Die Perlen

werden mithilfe eines Magneten entfernt.

Die gewonnene DNA kann bis zur Weiterverarbeitung einige Tage im Kiihlschrank bei 4°C

oder iber mehrere Wochen bei -20°C im Gefrierschrank aufbewahrt werden.

Fiir einen Teil der Proben erfolgte die Gewinnung der genomischen DNA aus Zitrat-Vollblut

nach der Mainzer-Methode mit folgenden Reagenzien:

e 50mM KCI
* Lysepuffer
o 10 mM Tris
o 400 mM NaCl
o 2mM Na2EDTA
o AufpH 8,2 einstellen und autoklavieren
* 10% SDS
* Proteinase K (20 mg/1 ml Lysepuffer)
* Phenol (dquilibrieren mit Tris-HCL, ph 0,2)

¢  Chloroform

Von der Blutprobe werden 10ml Zitratblut bei 37°C aufgetaut und mit 40ml KCl (50mM)
versetzt und vorsichtig vermischt. Dieses Gemisch wird bei 4°C und 3000 Umdrehungen pro
Minute 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Lymphozyten-Pellet
bei Raumtemperatur mit 3ml Lysepuffer, 200ul SDS (10%) und 50ul Proteinase K
resuspendiert. Die Behandlung mit Proteinase K erfolgt fiir 2-3 Stunden bei 55°C. Die Probe
wird anschlieBend in ein neues Eppendorf-Gefdl3 pipettiert und mit je 1,75ml Phenol und
Chloroform versetzt. Das Gemisch wird 5 Minuten vorsichtig per Hand geschwenkt und 10

Minuten bei Raumtemperatur mit 5000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert.

Die Oberphase enthélt die DNA, welche vorsichtig abpipettiert und in ein neues Gefal3
iiberfiihrt wird. Die Probe wird nochmals mit 3,5ml Chloroform vermischt und anschlie3end 5
Minuten per Hand und 10 Minuten mit der Zentrifuge bei Raumtemperatur und 5000
Umdrehungen gemischt. Die Oberphase wird wiederum in ein neues Gefal pipettiert. Dabei
mul} eine ausgeprigte Interphase vorhanden sein, ansonsten muf3 eine weitere Fillung mit

3,5ml Chloroform durchgefiihrt werden. Nach Zugabe von 7ml Ethanol (100%) wird die
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DNA mit einem Glasstab aufgewickelt und mit 70%igem Ethanol gespiilt. Die DNA wird
anschlieBend luftgetrocknet und in 1xTE-Puffer gelost.

Ein Aliquot dieser Losung wird zur Konzentrationsbestimmung bei 225nm im UV-

Spektralphotometer durchgefiihrt. Die isolierte DNA wird bei -20°C gelagert.

3.3.2 Generierung der Oligonukleotide
Die Oligonukleotide, auch Primer genannt, sind kurze, chemisch synthetisierbare

Nukleinsdurefragmente, die spezifisch an definierte DNA-Sequenzen binden.

Bei der Anwendung der Polymerase-Kettenreaktion zur selektiven Vermehrung von DNA-
Abschnitten werden Primerpaare bendtigt, welche die gesuchte Sequenz flankieren. Sie liegen
zwischen 20-50bp vor der zu sequenzierenden Region. Der Intronbereich vor und hinter dem
zu amplifizierenden Exon muss fiir die Generierung der Primerpaare daher bekannt sein.

Informationen dazu sind den géngigen Datenbanken (z.B. NCBI) entnehmbar.

Es wird zwischen dem sogenannten Forward- und Reverse-Primer unterschieden. Der
erstgenannte Primer liest den DNA-Strang in 5'—3'- und der Reverse-Primer in 3'—5'-

Richtung.

Bei der Auswahl der Primer ist darauf zu achten, dal beide Primer eine ungeféhr gleiche

Anlagerungstemperatur aufweisen.

Die ,Annealing“-Temperatur eines solchen Primers wird anhand folgender Formel

abgeschitzt:
T [OC] S nccx4 + nAsz - 5

Wobei ng; Anzahl der Basen G/C und ny; Anzahl der Basen A/T in der Sequenz des Primers

1st.

Diese Temperatur wird anschlieend experimentell bestdtigt bzw. korrigiert. Dazu wird die
Polymerase- Kettenreaktion versuchsweise bei verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt.
Das Ergebnis wird anschlieBend durch eine Gelelektrophorese iiberpriift. Ist ein Produkt
mittels Elektrophorese sauber nachweisbar, kann der Primer bei der entsprechenden

Temperatur eingesetzt werden.

Ein weiteres Kriterium fiir die Primerauswahl wird durch den GC-Gehalt bestimmt. Dieser

sollte zwischen 40-60% liegen. Auch sollten die Primer keine Sequenzanteile enthalten, die
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eine Haarnadelschleifenbildung oder Primerdimerisierung hervorrufen konnten. Im Idealfall

sollten sie eine Lange von 18-25 Nukleotiden besitzen.

Unter Beriicksichtigung der oben genannten Punkte erfolgte die Primerauswahl mit dem
,Primer3“-Programm des Whitehead Institute for Biomedical Research. Diese vorgefertigten

Komponenten der Reaktion wurden von der Firma TIB MOLBIOL® in Berlin synthetisiert.

Abbildung 15 Gelelektrophorese nach eigener Durchfiihrung
Eine Synthese des untersuchten Exons 8.1 mit unterschiedlicher Patienten-DNA (Patienten 1-8) bei
bekanntem Temperatur-optimum des Primers. Die vorletzte Bande stellt eine PCR ohne DNA zur
Uberpriifung einer Primerdimerisierung dar. Die rechte Bande gibt zur GrofSenorientierung des
amplifizierten Produkts unterschiedliche, definierte Fragmentgrofien in einer DNA-Leiter an. Hier
synthetisiertes Produkt ist dementsprechend fast 300bp grof3.

In folgender Tabelle sind die ausgewéhlten Primer und die GroBe der untersuchten Exone
aufgelistet. In Exon 8 und 13 wurden sie {iberlappend eingesetzt. Eine mogliche Bindung der
Primer an weitere, fiir die Untersuchung nicht relevante, DNA-Sequenzen konnte durch

,BLAST-search* ausgeschlossen werden.
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Tabelle 7 Ubersicht der untersuchten Exone und zugehériger Primer
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Exon Exon- Hinprimer Riickprimer
grofle

Exon 1
Exon 2 140bp S'-aca/tct/cct/gec/tga/ceg/ta-3' 5'-aag/cat/cct/ctc/caa/gec/te-3'
Exon 3 103bp 5'-gtc/cte/aca/gtg/ggt/ctt/gg-3' 5'-ctt/att/ccc/gec/caa/gga-3'
Exon 4 118bp 5'-ggc/cat/ccc/tat/age/tgt/ga-3' 5'-caa/aga/gaa/ggt/gtg/gct/gg-3'
Exon 5 71bp 5'-ttg/ggalgtc/aca/gea/gag/c-3' 5'-taa/agg/ttt/cct/gga/ggt/gc-3'
Exon 6 89bp 5'-cgt/gtg/cct/gtg/tgt/acc/tt-3" S'-ctt/tgg/cag/tgc/gea/gta/g-3'
Exon 7 69bp 5'-ctt/gec/tec/tgg/act/cag/c-3' 5'-ctt/ccg/ctt/ccc/tge/tgt-3'
Exon 8.1 655bp 5'-acc/act/gec/age/aga/gga/ta-3' 5'-tct/gag/cac/cat/gcc/cac-3'
Exon 8.2 5'-gcc/cac/tec/ttt/acc/tec/a-3' 5'-gat/agc/tga/aga/gga/ccc/cc-3'
Exon 8.3 5'-cct/tge/tte/cgg/gag/agt-3' S'-acg/acg/ggg/tac/cag/gtg-3'
Exon 9 110bp 5'-tac/ccg/gat/ctc/tgt/tgt/cc-3' 5'-cca/gta/ggt/ggal/cag/gtg/gt-3'
Exon 10 56bp 5'-ggg/aca/cag/cac/cat/gta/aa-3' 5'-gca/gaalacc/aga/gga/gtg/ga-3'
Exon 11 82bp 5'-tgc/tca/gcet/cct/gag/acc/ta-3' 5'-taa/acc/act/ccc/ctt/gtg/ga-3'
Exon 12 60bp 5'-gac/cca/gec/ttg/atg/gtt/ct-3' 5'-aga/ctg/gca/cct/cca/gga/ta-3'
Exon 13.1 593bp 5'-tgc/tge/tge/ctt/gtt/tta/ca-3" 5'-gta/gga/ccc/age/cag/tet/ca-3'
Exon 13.2 5'-tag/gtg/atg/gca/gtc/cat/gt-3' 5'-agg/aac/gct/aag/aca/cag/gc-3'
Exon 13.3 5'-tgt/tgc/cec/aca/cta/act/tg-3' 5'-gag/tga/ctt/ccc/cag/ggt/g-3'



3.3.3 Polymerase- Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine standardisierte,
zyklische Methode, die zur enzymatischen Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente in

vitro dient.

Dieses Fragment kann ein Gen, Teile einer Gensequenz oder nicht kodierende DNA-
Abschnitte enthalten. Bis zu mehreren tausend Basenpaaren konnen bei dieser Reaktion

kopiert werden.

Den ersten theoretischen Gedanken, DNA- Sequenzen durch zwei flankierende,
komplementire Primer zu vervielféltigen, hatte Har Gobind Khorana Anfang der 70er Jahre

(Kleppe K et al. 1971). Dieser Gedanke wurde aber nicht weitergefiihrt.

Erst durch Kary Banks Mullis wurde 1983 das Verfahren der Polymerase- Kettenreaktion in
die Praxis umgesetzt. Er wurde fiir diese Idee bereits 1993 mit dem Nobelpreis fiir Chemie

geehrt.

Mullis wollte die DNA durch wiederholtes Kopieren exponentiell in mehreren Zyklen unter
Mithilfe eines Enzyms im Labor vervielféltigen. Dieses Enzym, die DNA-Polymerase, kommt
in allen Zellen vor und verdoppelt den DNA- Strang vor der Zellteilung. Sie bindet dafiir an

den denaturierten Strang und erzeugt eine dazu komplementére DNA- Sequenz.

Mullis verwendete bereits in den ersten PCR- Versuchen dieses Enzym in vitro. Die genutzte
Polymerase war aber nicht hitzestabil, sondern wurde durch die Denaturierung der DNA bei
96°C zerstort. Somit mulite nach jedem Erhitzen die Polymerase neu hinzugegeben werden.
Das machte das urspriingliche Verfahren sehr zeit- und kostenaufwendig. Auch konnte der

Versuch nicht automatisiert ablaufen, da stindige Aufmerksamkeit erforderlich war.

Erst durch die Verwendung einer DNA-Polymerase aus thermophilen Bakterien konnte der
PCR-Prozess verbessert werden. Da das Enzym aus dem Bakterium Thermus aquaticus
stammt, wird es Tag-Polymersae genannt. Diese Polymerase ist thermostabil und kann durch
das Erhitzen nicht mehr zerstdrt werden, ihr Aktivitdtsoptimum liegt bei 72°C. Somit wurde

der PCR-Vorgang erheblich vereinfacht und konnte nun auch automatisiert ablaufen.

Die Taqg- Polymerase hat auch heute noch ein breites Anwendungsgebiet. Ihr Nachteil ist, da3
sie Fehler beim Kopiervorgang produzieren kann, was zu Mutationen in der Sequenz fiihrt.

Dies wird durch neuere ,,proof reading“-Polymerasen, wie Pwo und Pfu, die aus Archaea
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gewonnen werden, umgangen. Diese Polymerasen haben einen Korrekturmechanismus, der

die Anzahl der Mutationen in der kopierten DNA erheblich senkt.

Der Reaktionsansatz fiir eine Polymerase- Kettenreaktion besteht aus folgenden

Komponenten:

¢ die Original-DNA mit der zu vervielfiltigenden Sequenz

* zwei Primer (Oligonukleotide), die den Startpunkt fiir die PCR auf beiden
komplementidren DNA- Strangen angeben. Die Primer sind chemisch synthetisierte
Oligonukleotide. Anhand der bekannten DNA-Sequenz werden diese, bis zu 25bp
langen, Oligonukleotide ausgewdhlt. Sie liegen zwischen 20-50bp vor der zu
sequenzierenden Region. Thre Sequenz ist jeweils zu einem DNA- Strang in einem
flankierenden Fragmentbereich komplementir. Die Primer sind weiterhin so gestaltet,
daf} eine Haarnadelschleifenbildung oder Primerdimerisierung ausgeschlossen ist. Thre
Anlagerungstemperatur ist etwa gleich hoch.

* das Enzym, die DNA-Polymerase

* ein Nukleotidgemisch, die INTP's Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin

e Pufferlosungen als chemische Voraussetzung fiir den Einsatz der Polymerase.

Nach Herstellung des Reaktionsansatzes findet die PCR im sogenannten Thermocycler statt.

Dieses Gerit stellt die reaktionsspezifischen Temperaturen fiir die DNA- Polymerase ein.

Zu Anfang jeder PCR- Reaktion wird das Reaktionsgemisch bei 95°C iiber 10 Minuten lang

erhitzt, um eine Aktivierung der Taq- Polymerase zu erreichen.

Der PCR-Prozess besteht aus 30 bis 50 Zyklen. Jeder Zyklus besteht aus drei

Reaktionsschritten.
1. Denaturierung

Zunichst wird die doppelstringige DNA bei 94°C eine Minute erhitzt, um eine
Denaturierung der DNA durch Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen zu
erreichen. Die doppelstringige DNA-Helix liegt in zwei Einzelstringen vor. Die
Polymerase weist bei der verwendeten Denaturierungstemperatur von 94 °C eine

Halbwertszeit von ungeféhr einer Stunde auf.
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2. Annealing

Nach der Auftrennung der DNA- Stringe wird die Temperatur abgesenkt, damit sich
die Primer an die DNA-Matrize anlagern konnen. Dieses Annealing (die
Primerhybridisierung) findet bei einer primerspezifischen Temperatur (zwischen 50-
60°C) eine Minute lang statt. Die Temperatur ist abhidngig von der Sequenz des

Primers und der Schmelztemperatur des zu erwartenden DNA-Doppelstranges.
3. DNA-Synthese

Abschlieflend ist eine Verldngerung/ Elongation der angelagerten Primer mithilfe der
Desoxyribonukleotide (dANTPs) und der thermostabilen DNA- Polymerase vom 3'-
Hydroxyl-Ende des Primers aus moglich. Somit entsteht abhingig von der
einstrangigen DNA- Matrize ein zweiter, komplementarer DNA- Strang in 5' — 3' -

Orientierung.

Eine Ablosung des Primers erfolgt nicht, da er den Anfang des Einzelstranges bildet.
Dieser Schritt wird bei 72°C (abhdngig von der Polymerase) iliber eine Minute lang

(abhangig von der Lénge des DNA- Fragmentes) durchgefiihrt.

Ein Zyklus aus Denaturierung, Anlagerung der Primer (,,Annealing®) und DNA-Synthese
wird dabei mehrfach (ca. 30 bis 35 mal) wiederholt, wodurch das Zielfragment exponentiell

angereichert wird.

Auf diese Weise konnen DNA-Fragmente mit einer Lange von 50 bp bis zu mehreren hundert

Basenpaaren zuverldssig amplifiziert werden.

Zum Abschlufl findet eine Abkiihlung auf 4°C statt. In diesem Zustand kann das

Reaktionsprodukt autbewahrt oder weiter verwendet werden.

Das PCR- Produkt kann durch die Agarose- Gelelektrophorese anhand seiner Grofe
identifiziert werden. Bei diesem Verfahren wird die gewonnene DNA in ein Agarose- Gel
eingebracht und anschlieBend eine Spannung angelegt. Die kiirzeren DNA- Stringe bewegen
sich darauthin schneller auf den Pluspol zu als die lingeren. Die Linge der reproduzierten
DNA- Strange kann durch einen Vergleich mit einer DNA- Leiter, die DNA- Fragmente

bekannter Grof3e enthélt, bestimmt werden.
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3.3.4 Standardansatz fiir die PCR

Die Polymerasekettenreaktion wurde fiir diese Arbeit im Institut fiir Medizinische Genetik

durchgefiihrt.

Zuerst wurde die zu untersuchende humane genomische DNA aus Blutproben, wie zuvor

beschrieben, extrahiert. Die anschlieBende PCR hat einen Standardansatz, der aus 7

Komponenten besteht. Diese ergeben zusammen ein Reaktionsgemisch von 40ul.

Ein typischer Standardansatz (40ul) fiir die PCR sieht wie folgt aus:

A e

destilliertes Wasser: 28ul
Probanden-DNA (30ng/pl): 4ul
AmpliTag-Reaktionspuffer: Sul (enthélt 15mM MgCI2)

Primer (10pmol/pl) : jeweils 1l fiir die komplementdren DNA-Stringe
Gold-Tag-DNA-Polymerase (5U/ul): 0,5ul (Firma Perkin Elmer)
Desoxy-Nukleotidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ANTP (10mM): 0,5ul

Durch Herstellung von Mastermixen wurde die Verunreinigung durch Aerosole vermieden.

Die DNA wurde separat hinzupipettiert.

Die Polymerasekettenreaktion wurde im programmierbaren Thermocycler (mit beheizbarem

Deckel) durchgefiihrt. Folgendes Temperaturprofil wurde angewendet:

Tabelle 8 Temperaturprofil fiir PCR Standardansatz

# | Schritt Zeit t Temperatur T

1 | Anfangsdenaturierung 10 min 95°C

2 | DNA- Denaturierung 1 min 94°C

3 | Primerannealing 1 min optimierte 33
Annealingtemperatur F Zyklen

4 | Elongation 1 min 72°C

5 | Abschluflelongation 10 min 72°C
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3.3.5 Agarose-Gelelektrophorese
In AnschluB an die Polymerasekettenreaktion erfolgt die Uberpriifung der Qualitiit der
Amplifikate mit Hilfe der Gelelektrophorese. Durch den Einsatz der Gelelektrophorese kann

eine Auftrennung und direkte Sichtbarmachung der Nukleinséurefragmente erfolgen.

In der vorliegenden Untersuchung wurde 2%-iges Agarosegel in 1x TAE-Puffer genutzt. Die
Anfirbung der PCR-Produkte erfolgte durch den Zusatz von Ethidiumbromid, welches schon
bei der Gelherstellung in der Konzentration von 0,5 pg/ml unter das erhitzte Substrat
gemischt wurde. Das Ethidiumbromid besitzt ein aromatisches Molekiilgeriist und wirkt
interkalierend. Der dadurch entstandene Farbstoffkomplex fluoresziert unter UV-Licht nach

Anregung im UV-Transilluminator.

In die, in das Gel eingelassenen, Geltaschen erfolgte das Pipettieren von Sul des PCR-
Produktes und 5ul 6x Loading Dye Solution (blue). Der in diesem Puffer (Loading Dye
Solution) enthaltene Zucker bewirkte ein Absinken der Proben in der Geltasche. Fiir die
GroBenabschitzung der PCR-Amplifikate direkt im Gel wurde parallel zu den Proben ein

GroBenstandard aufgetragen.

Aufgrund der negativen Ladung ihrer Phosphatgruppen konnten die PCR-Produkte durch das
anschlieBende Anlegen einer Spannung von 100-110 mA innerhalb von 30-40 Minuten
aufgetrennt werden. Unterstiitzt durch ein Puffersystem mit leicht basischem pH-Wert
wandern die Amplifikate dabei von der Kathode zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit
ist im Wesentlichen abhédngig von der Grofe des PCR-Produktes, der Hohe der angelegten

Spannung und der Agarosegelkonzentration.

Nach dem Auftrennen der Amplifikate wurde das Ergebnis auf einem UV-Transilluminator
durch das Ethidiumbromid sichtbar gemacht und photographisch dokumentiert. Durch
Misspriming entstandene Produkte konnen nun ausgeschlossen werden, da die GroBe der
Fragmente im Gel mit den aus der Primerbestellung vorgegebenen Produktgroflen verglichen

werden konnen.
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3.3.6 Optimierung der Polymerasekettenreaktion

Die ausgesuchten Primerpaare unterscheiden sich hinsichtlich der Sequenzlingen und GC-
Gehalte.  Die  dadurch  variierenden = Annealingtemperaturen = wurden  durch
Polymerasekettenreaktionen mit unterschiedlichen Temperaturen in einem festgelegten
Bereich ermittelt. Gegebenenfalls konnen Zusétze, die das Schmelzverhalten beeinflussen (Q-
solution der Firma Quiagen), andere Polymerasen und GC-Kits fiir die optimalen

Reaktionsbedingungen dem Ansatz zugefiigt werden.

3.3.7 Enzymatische Reinigung der PCR-Produkte
Um die erhaltenen PCR-Produkte fiir die Sequenzanalyse einsetzen zu konnen, miissen die
Tag-Polymerase, iiberschiissige dNTP’s, Primer, sowie weitere storende Salze und Zusétze

entfernt werden.

Hierfiir kann, neben speziellen Kit-Systemen zur Aufreinigung, auch eine enzymatische
Reinigung stattfinden. Dabei werden zwei Enzyme dem PCR-Produkt fiir 1 Stunde bei 37°C
im Thermocycler zugesetzt. Zunéchst macht man sich die Féhigkeit des Enzyms Exonuklease
I zu nutze, welche ausschlieBlich einstrdngige DNA, die Primer, abbaut. Die eingesetzte
Shrimp Alkaine Phosphatase (SAP) verdaut nicht eingebaute dNTP's.. Die anschlieende

Inkubation der Proben bei 80°C fiir 15min flihrt zur Inaktivierung der Enzyme.
Die enzymatische Reinigung wurde nach folgendem Ansatz durchgefiihrt:
Reaktionsansatz (10pl) besteht aus

¢ PCR-Produkt 7,5ul
e SAP (1U/ul) 2,5ul
* Exonuklease I (20 U/ml) 0,1pl

Tabelle 9 Programmablauf fiir den Thermocycler

Temperatur T Zeit t
37°C 1 Stunde
80 °C 15 min
4°C o0
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3.3.8 Sequenzierung
Die Sequenzierung dient der Bestimmung der DNA-Sequenz, also der Basenabfolge in einem

Abschnitt der Erbsubstanz.

Mehrere Methoden (Maxam und Gilbert Methode, Didesoxymethode nach Sanger,
Pyrosequenzierung, Sequenzierung durch Hybridisierung) fiir die Sequenzierung sind

bekannt.

Uberwiegend finden aber Weiterentwicklungen der Methode nach Frederick Sanger

Anwendung.

Das Prinzip der DNA-Sequenzierung nach der Didesoxymethode von Sanger wird auch
Kettenabbruchmethode genannt. Sie stellt eine enzymatische Methode dar und wurde um
1975 entwickelt. Bereits 1977 wurde dieses Verfahren mit der ersten vollstindigen
Sequenzierung eines Bakteriophagengenoms vorgestellt (Sanger F et al. 1977). Dafiir erhielt

Sanger zusammen mit Gilbert 1980 den Nobelpreis fiir Chemie.

Das Prinzip beruht auf einem gezielten Abbruch der Sequenzierung an verschiedenen Stellen

der Synthese.

Nach der Denaturierung erfolgt das Annealing der beiden Primer an den jeweiligen DNA-
Einzelstrang. Ausgehend von diesen Primern verlingert die DNA-Polymerase beide DNA-

Strange mit Hilfe von Nukleotiden (AINTP) komplementir.

Die allgemeine Abkiirzung fiir ein Nukleotid (dNTP) steht fiir die 4 verschiedenen Basen,
also fiir dATP, dCTP, dGTP, dTTP.

In vier sonst im Ansatz gleiche Reaktionsgemische wird je eine der Basen in viel geringerer
Konzentration als Didesoxynukleotid (ddNTP) zugegeben. Die ddNTPs als die
entsprechenden Didesoxyvarianten der dNTPs fithren bei ihrem Einbau in den neu
synthetisierten DNA-Strang aufgrund der fehlenden 3'-Hydroxylgruppe an der Desoxyribose
zum Abbruch der Polymerisationsreaktion. Die FEinlagerung von ddNTP's erfolgt
zufallsgemif3 iliber die gesamte Matrize hinweg, wodurch eine Mischung neusynthetisierter
DNA-Fragmente mit unterschiedlicher Lange entsteht. Die Reaktionsansidtze enden in jedem

Ansatz am 3’-Ende mit dem gleichen ddNTP.

AnschlieBend werden die Reaktionsprodukte mittels der Gelelektrophorese nach der Lénge

aufgetrennt. Die ddNTP sind entweder radioaktiv oder mit einer fluoreszierenden Gruppe
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markiert. Somit kann das Syntheseergebnis spiter in einem Gel sichtbar gemacht werden.
Durch den Liangenvergleich der unterschiedlich langen Fragmente in den vier Ansétzen auf

dem Agarosegel kann die Basenabfolge abgelesen werden.

Als Weiterentwicklung der Methode nach Sanger kommt seit Anfang der neunziger Jahre eine

Variation der Polymerase-Kettenreaktion zum Einsatz (Drossman H et al. 1990).

Dabei wird, anders als bei der PCR, pro Ansatz nur ein Primer eingesetzt, so dall in zwei
Ansitzen jeweils einer der DNA-Stringe linear amplifiziert wird. Zu jedem Ansatz werden
aullerdem mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Didesoxynukleotide zugesetzt. Dabei
wird an jedes der vier ddNTPs ein spezifischer Farbstoff gekoppelt. Dadurch konnen alle vier
Didesoxynukleotide in ein Reaktiongefdll pipettiert werden, wobei eine Aufteilung in vier

verschiedene Ansétze und der Einsatz von Radioisotopen entfillt.

Die auch hier entstehenden unterschiedlich langen Fragmente werden nach Reinigung
mithilfe einer Kapillar-Gelelektrophorese getrennt. Der Farbstoff an den markierten ddNTPs
wird durch einen Laser zur Fluoreszenz angeregt. Die unterschiedlichen Farben der ddNTPs
am Ende jedes Fragmentes konnen von einem Detektor erkannt werden. Die Abfolge der am
Detektor erscheinenden Farbsignale gibt direkt die Basenabfolge des sequenzierten Stranges

wieder und kann mit einer geeigneten Software (z.B. SeqMan II 5.0) ausgewertet werden.

Auch die neueste Variante der Sangermethode, die Pyrosequenzierung, nutzt die Fahigkeiten
der DNA-Polymerase (Ronaghi M et al. 1999; Nordstrom T et al. 2000). Der Anbau von
Nukleotiden an den neusynthetisierten DNA-Strang durch die Polymerase kann hier direkt
verfolgt werden. Der erfolgreiche Einbau eines Nukleotids wird durch ein Enzymsystem (u.a.

durch Luziferase) in einen Lichtblitz iibersetzt, der von einem Detektor erfasst wird.

Dabei liegt die zu sequenzierende DNA als einzelstrangige Matrize vor. Von einem Primer
ausgehend erfolgt die Verlingerung des komplementiren DNA-Stranges durch Zugabe
einzelner Nukleosidtriphospahte kontrolliert. Beim Einbau eines passenden Nukleotids erfolgt
dabei ein Signal (Lichtblitz). Uberschiissige INTP werden schnell aus der Losung entfernt, es
kommt daher zu keiner Vermischung der Signale. Beim Einbau einiger gleicher Nukleotide

hintereinander erhélt man ein zur Anzahl der eingebauten Basen proportionales Signal.

Diese Moglichkeit der quantitativen Signalauswertung ist eine der Stdrken dieser Methode.
Weiterhin ist die Pyrosequenzierung gut automatisierbar und eignet sich daher zur

hochparallelen DNA-Analyse. Somit kann diese Methode zur Bestimmung der Haufigkeit von
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speziellen Genmutationen (single nucleotide polymorphism/ SNP), bei der Untersuchung von

Erbkrankheiten, eingesetzt werden.

3.3.9 Sequenzieransatz

In dieser Arbeit wurde fiir den Sequenzieransatz das BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit von Applied Biosystems verwendet. Das Kit enthdlt im Terminator Ready
Reaktion Mix neben einer thermostabilen DNA-Polymerase auch einen fiir die Reaktion
benotigten Puffer und Desoxynukleotide und fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide im

Verhiltnis 200:1.
Sequenzieransatz (10ul) besteht aus

* Big Dye Terminator Ready Reaktion Mix v3.1 2ul

*  Primer (10pmol/pul) 1l
* enzymatisch aufgereinigtes PCR-Produkt Sul
e HPLC-Wasser ad 10ul

Tabelle 10 Temperaturprofil der Thermocycler fiir die Sequenzreaktion

# | Schritt Zeit t Temperatur T
1 | DNA- Denaturierung 10s 96 °C -
2 | Primerannealing 15s optimierte
Annealingtemperatur . 25
-1°C Zyklen
3 | Elongation 4 min 60 °C
4 | Abkiihlung auf 4°C =

Die Anwesenheit von iiberschiissigen Reagenzien nach Ablauf der Reaktion kann bei der

anschlieBenden Sequenzierung die kapillarelektrophoretische Auftrennung beeinflussen.

Storende Salze, Enzyme oder nicht eingebaute Nukleotide kdnnen durch eine Féllung mit
HPLC-Wasser und absolutem Ethanol heraus gewaschen werden. Dabei werden 26ul HPLC-
Wasser und 64l absolutes Ethanol mit dem PCR-Produkt aus der Sequenzreaktion gemischt
und bei Raumtemperatur 20 Minuten prizipitiert. Ein erster Uberstand wird nach 50-
miniitiger Zentrifugation bei 1500g abgegossen und das Pellet zwei weitere Male mit 100pul
Ethanol (70%) gewaschen. Ein zweiter Uberstand wird nach erneuter Zentrifugation fiir 10
Minuten bei 1500g abgegossen. Das gewonnene Substrat wird danach eine Minute bei 700g

iiber Kopf zentrifugiert und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Nach einer
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folgenden Resuspension in 16ul HPLC-Wasser steht das PCR-Produkt zur Sequenzanalyse

bereit.

In der vorliegenden Untersuchung fand eine abschlieBende Aufreinigung der Produkte nach
dem Prinzip der Gelfiltration mit dem DyeEx™ 2.0 Spin Kit der Firma Quiagen nach

Herstellerangaben statt.

Mit Hilfe von Sephadex-Sdulen, die mit PCR-Produkt (10ul) und HPCL-Wasser (10ul)
getrinkt wurden, und einer dreiminiitigen Zentrifugation bei 3000g fand dabei die
Vorbereitung der PCR-Produkte fiir die Sequenzierung statt. Das gereinigte PCR-Produkt
wurde abschlieBend fiir die kapillarelektrophoretische Trennung mit HPLC-Wasser 1:4

verdiinnt.
Die Sequenzierung fand mit dem ABI Prism Model 3100 Genetic Analyzer statt.

Um Verdnderungen im genetischen Material moglichst eindeutig nachzuweisen, wurde jedes
zu untersuchende PCR-Produkt sowohl vom 5°-Ende als auch vom 3'-Ende ausgehend
sequenziert. Der Vergleich der Sequenzen erfolgte abschlieBend mit den aus Internet-

Datenbaken (Ensembl Genome Browser) erhiltlichen Wildtyp-Sequenzen.

3.3.10 Snapshotverfahren
Das Snapshotverfahren eignet sich vor allen Dingen gut fiir die automatisierte Bestimmung

schon bekannter Mutationen.

Prinzipiell ist das Snapshotverfahren, oder auch die Primer-Extensions-Methode, eine
Sequenzierung von nur einer Base. Dabei sind methodische Ahnlichkeiten zur Sequenzierung

erkennbar.

In diesem Verfahren werden die Primer so gewihlt, dal3 sie exakt eine Base vor dem zu
untersuchenden Polymorphismus spezifisch an das amplifizierte Fragment aus der
Polymerase-Kettenreaktion binden. Durch die folgenden Amplifikationszyklen werden, wie
bei der Sequenzierung, fluoreszenzmarkierte DNA-Stringe gebildet. Diese sind in dem
Verfahren aber nur eine Base lang und zeigen genau den bekannten Ort der

Substitutionsmutation.

Die kurze Sequenz ist dadurch mdglich, da3 in dem Snapshot-Ansatz nur Didesoxynukleotide

(Abbruchnukleotide) und keine anderen Nukleotide enthalten sind. Als Reaktionsprodukt
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erhilt man den spezifischen Primer mit einem an die Stelle des Polymorphismus eingebauten

fluoreszenzmarkierten Abbruchnukleotid.

Bei einem autosomal-dominaten Erbgang erhdlt man demzufolge eine Sequenz mit zwei

moglichen Abbruchnukleotiden.

Folgende Darstellungen von Snapshot-Ergebnissen belegen die Wirkungsweise dieses

Verfahrens.

4000 4500

7200 |
6400 |
5600 |
4800 |
4000 |
3200 |
2400 |
1600 |

800 |

B 1B :Exon9SSP11hin_A09_01.fsa/ I 1Y : Exon9SSP11hin_A09_01.fsa /

Abbildung 16 Snapshot-Ergebnis (p.Pro 418 Arg)
nach eigener Ausfiihrung bei Patient A. G.

Diese Darstellung der Abbruchnukleotide in einer Hinsequenz zeigt den Austausch des Cytosins
gegen Guanin. Aufgrund der farbigen Markierung ist eine Auswertung der dargestellten Nukleotide
moglich. Da es sich beim Cherubismus um eine autosomal-dominante Erkrankung handelt, ist nur ein
Teil der Chromosomensequenzen durch die Mutation verdndert. Demzufolge liegen zwei
Abbruchnukleotide in Hin- und Riicksequenz vor.

5400 |
4800 |
4200 |
3600 |
3000 |
2400 |
1800 |

1200 | |
|

600 | |

7G : Exon9SSP13rueck_G09_13.fsa / O 7Y : Exon9SSP13rueck_G09_13.fsa /

Abbildung 17 Snapshot-Ergebnis (p.Pro 418 His)
nach eigener Ausfiihrung bei Patient R. P.

Diese Darstellung der Abbruchnukleotide in einer Riicksequenz zeigt den Austausch des Guanins
gegen Thymin. Aufgrund der farbigen Markierung ist eine Auswertung der dargestellten Nukleotide
moglich. Da es sich beim Cherubismus um eine autosomal-dominante Erkrankung handelt, ist nur ein
Teil der Chromosomensequenzen durch die Mutation verdndert. Demzufolge liegen zwei
Abbruchnukleotide in Hin- und Riicksequenz vor.
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4 FErgebnisse

4.1 Auswertung der Sequenzierung des SH3BP2-Gens

Es wurden insgesamt 68 Patienten aus 17 Familien untersucht. Dabei konnte in 12 Familien
bei 31 Mitgliedern eine Mutation festgestellt werden. Das sequenzierte Gen wurde dafiir mit

einer DNA-Sequenz eines gesunden Probanden verglichen.

Es waren 3 unterschiedliche genetische Verdnderungen im Exon 9 des SH3BP2-Gens auf dem

Chromosom 4p16 vorhanden.

Die Angabe der Mutationspositionen erfolgt anhand einer Sequenz (NM_ 001122681.1) aus
der Reference sequence-Datenbank des National Center for Biotechnology Information

(NCBI).

An der mRNA-Position 1373 der oben genannten Sequenz wurde die Base Cytosin gegen

Guanin und damit die Aminosédure Nummer 418, Prolin (CCC), durch Arginin (CGC) ersetzt.

Diese Mutation wird im folgenden Text in der iiblichen Proteinschreibweise p.Pro 418 Arg

bzw. p.P 418 R angegeben.

Am gleichen Mutationsort (mRNA-Position 1373) konnte Cytosin auch gegen Adenin

ausgewechselt und dadurch Prolin zu Histidin (CAC) in der Proteinfolge werden.
Auch diese Mutation wird im Weiteren mit p.Pro 418 His oder mit p.P 418 H beschrieben.

In einer weiteren Mutation wurde an mRNA-Position 1378 der oben genannten Sequenz

Glycin (GGG) nach Arginin (AGG) gedndert, Guanin wurde hier gegen Adenin getauscht.

Diese Mutation (rs 28938170, MIM Al Var 602 104.006) hat als Abkiirzung p.Gly 420 Arg
bzw. p.G 420 R.
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Tabelle 11 Ubersicht der Mutationspositionen des SH3BP2-Gens

Mutationsposition

anhand der

Sequenz Basenaustausch Aminosdurenaus-tausch | Proteinschreibweise
NM_001122681.1
(mRNA)
Position 1373 Cytosin = Guanin Nr. 418 Prolin (CCC) = | p.Pro 418 Arg
Arginin (CGC) p.P 418 R

Position 1373

Cytosin > Adenin

Nr. 418 Prolin (CCC) 2>

p.Pro 418 His

Histidin (CAC) p.P 418 H
Position 1378 Guanin - Adenin Nr. 420 Glycin (GGG) = | p.Gly 420 Arg
Arginin (AGQG) p.G420R

Bei der Datenanalyse wurden einige Polymorphismen auffillig, die hier mit aufgefiihrt

werden sollen.

Die Angabe des bezieht sich auf die

NM 001122681.1.

Polymorphismusortes mRNA-Sequenz

Bei drei untersuchten Patienten konnte in Exon 2 an mRNA-Position 243 der bekannte
Polymorphismus rs 231402 gefunden werden. Die Aminosdure 41 (Leucin) wird hier durch

das Triplett CTG und CTT reprasentiert.

Im Exon 4 konnten sogar zwei Polymorphismen ausgemacht werden. Bei einem Patienten
wurde die Aminosdure Asparagin, Nummer 92, an mRNA-Position 396 durch die Basen AAC

und AAT dargestellt. Eine rs-Nummer ist noch nicht vorhanden.

Auch in Exon 4 war bei zwei Patienten der Polymorphismus rs 3213501 vorhanden. Die
Aminosdure 100 (Histidin) an mRNA-Position 420 wurde durch die Basenfolge CAC und
CAT présentiert.

Gleich bei fiinf Patienten war in Exon 8 der Polymorphismus rs 231399 vorhanden. An

mRNA-Position 870 stellt GCT und GCG die 250. Aminosiure Alanin dar.
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Tabelle 12 Ubersicht der Polymorphismuspositionen des SH3BP2-Gens

Polymorphismusposition Basenaustausch Aminosiure
anhand der Sequenz
NM_001122681.1 (mRNA)
Exon 2 Thymin - Guanin Nr. 41 Leucin (CTT/CTG)
Position 243
rs 231402
Exon 4 Cytosin > Thymin Nr. 92 Asparagin (AAC/AAT)
Position 396
Exon 4 Cytosin > Thymin Nr. 100 Histidin (CAC/CAT)
Position 420
rs 3213501
Exon 8 Guanin = Thymin Nr. 250 Alanin (GCG/GCT)
Position 870
rs 231399
G GC 3
A A

’
f\
!\
f\
X

/

WV TYWAY

Abbildung 18 SH3BP2 Gen mit Polymorphismus in Exon 2 Position 243
Elektropherogramm von Exon 2 nach eigener Durchfiihrung

Bei einem Abgleich der Nukleotidsequenz mit einer Wildtypsequenz ist ein
Nukleotidaustausch in Exon 2 an Position 243 (rs 231402) erkennbar. Das Nukleotid Thymin
ist gegen Guanin in der Hinsequenz (CTT/CTG) ausgetauscht. Bei diesem Polymorpohismus

findet kein Wechsel der codierten Aminosédure Nr. 41 Leucin statt.
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AACAANGTTTTC
70

Abbildung 19 SH3PB2 Gen mit Polymorphismus in Exon 4 Position 396
Elektropherogramm von Exon 4 nach eigener Durchfiihrung

Bei einem Abgleich der Nukleotidsequenz mit einer Wildtypsequenz ist ein
Nukleotidaustausch in Exon 4 an Position 396 erkennbar. Das Nukleotid Cytosin ist gegen
Thymin in der Hinsequenz (AAC/AAT) ausgetauscht. Bei diesem Polymorpohismus findet
kein Wechsel der codierten Aminosdure Nr. 92 Asparagin statt. Durch den Polymorphismus
scheint, wie bei einem autosomal-dominanten Erbgang, nur ein Teil der
Chromosomensequenzen verdndert. Daher sind zwei Nukleotide in der Sequenzfolge

erkennbar.

~
- - ~J

Abbildung 20 SH3BP2 Gen mit Polymorphismus in Exon 4 Position 420
Elektropherogramm von Exon 4 nach eigener Durchfiihrung

Bei einem Abgleich der Nukleotidsequenz mit einer Wildtypsequenz ist ein
Nukleotidaustausch in Exon 4 an Position 420 (rs 3213501) erkennbar. Das Nukleotid
Cytosin ist gegen Thymin in der Hinsequenz (CAC/CAT) ausgetauscht. Bei diesem
Polymorphismus findet kein Wechsel der codierten Aminosdure Nr. 100 Histidin statt. Durch
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den Polymorphismus scheint, wie bei einem autosomal-dominanten Erbgang, nur ein Teil der
Chromosomensequenzen verdndert. Daher sind zwei Nukleotide in der Sequenzfolge

erkennbar.

Abbildung 21 SH3BP2 Gen mit Polymorphismus in Exon 8 Position 870
Elektropherogramm von Exon 8 nach eigener Durchfiihrung

Bei einem Abgleich der Nukleotidsequenz mit einer Wildtypsequenz ist ein
Nukleotidaustausch in Exon 8 an Position 870 (rs 231399) erkennbar. Das Nukleotid Guanin
ist gegen Thymin in der Hinsequenz (GCG/GCT) ausgetauscht. Bei diesem Polymorphismus
findet kein Wechsel der codierten Aminoséure Nr. 250 Alanin statt.

T CA C CCCNCGAT
150

Abbildung 22 SH3BP2-Gen mit Mutation (p.P 418 R)
Elektropherogramm von Exon 9 nach eigener Durchfiihrung

Aufgrund der farbigen Kennzeichnung ist eine Nukleotiderkennung mdglich. Man erkennt
den Austausch des Nukleotids Cytosin gegen Guanin in einer Hinsequenz. Damit findet ein
Wechsel des Enzyms Prolin gegen Arginin statt. Aufgrund des autosomal-dominanten

Erbganges beim Cherubismus ist durch die Mutation nur ein Teil der
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Chromosomensequenzen verdndert. Daher sind zwei Nukleotide in der Sequenzfolge

erkennbar.

TCAC CCCNCGAT
140 150

Abbildung 23 SH3BP2-Gen mit Mutation (p.P 418 H)
Elektropherogramm von Exon 9 nach eigener Durchfiihrung

Aufgrund der farbigen Kennzeichnung ist eine Nukleotiderkennung mdglich. Man erkennt
den Austausch des Nukleotids Cytosin gegen Adenin in einer Hinsequenz. Damit findet ein
Wechsel des Enzyms Prolin gegen Histidin statt. Aufgrund des autosomal-dominanten
Erbganges beim Cherubismus ist durch die Mutation nur ein Teil der
Chromosomensequenzen verdndert. Daher sind zwei Nukleotide in der Sequenzfolge

erkennbar.
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Abbildung 24 SH3BP2-Gen mit Mutation (p.G 420 R)
Elektropherogramm von Exon 9 nach eigener Durchfiihrung

Aufgrund der farbigen Kennzeichnung ist eine Nukleotiderkennung mdglich. Man erkennt
den Austausch des Nukleotids Guanin gegen Adenin in einer Hinsequenz. Damit findet ein
Wechsel des Enzyms Glycin gegen Arginin statt. Aufgrund des autosomal-dominanten

Erbganges beim Cherubismus ist durch die Mutation nur ein Teil der
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Chromosomensequenzen verdndert. Daher sind zwei Nukleotide in der Sequenzfolge

erkennbar.

4.2 Fallbeschreibung

Stellvertretend soll an 8 Patienten aus unterschiedlichen Familien und mit verschiedenen
Mutationen nun die Klinik kurz dargestellt werden. Bei diesen Patienten ist der klinische
Befund besonders gut dokumentiert, und die erhobenen Daten sind dadurch bedingt

vergleichbar.

Eine Einteilung nach der von (Kalantar MH 1998) vorgeschlagenen Klassifikation wurde
durchgefiihrt. Bei der Darstellung der klinischen Befunde wird vor allen Dingen auf den
Befall des Unterkiefers, des Oberkiefers (mit besonderer Betrachtung des sogenannten
,2Himmelsblicks*), Hypodontien und Dislokalisationen/Formanomalien der Zéhne

eingegangen.

Beim ersten Patienten A. G. konnten die klinischen Daten aus der umfangreichen Dissertation
von Kathrin Schneck aus dem Jahr 1984 gewonnen werden (Schneck K 1984). Die Arbeit
,,Cherubismus-eine fibrose Dysplasie- Verlauf und Rehabilitation am Beispiel des Giiven, A.*

wurde an der Johann Wolfgang Goethe- Universitdt in Frankfurt/Main erstellt.

Nach der Klassifikation von Motamedi (Kalantar MH 1998) stellt diese
Phénotypbeschreibung einen Patienten mit einer Grad I'V.1-Erkrankung dar. Der Patient A. G.
zeigte die Mutation (p.Pro 418 Arg) und eine ausgeprigte Auftreibung des Unterkiefers und
des Oberkiefers mit 9,5 Jahren. Der Unterkiefer imponierte etwa mit dem 3fachen, der
Oberkiefer mit dem ca.l,5fachen der normalen Grofle. Auch der ,,Himmelsblick® war stark
ausgeprigt. Im Oberkiefer fehlten 8 Zdhne; 4 Inzisivi, 2 Canini oder Pramolaren und 2
Molaren waren angelegt. Im Unterkiefer zeigte sich nur Zahn 33, ein Zahn war in regio 36

impaktiert, alle anderen Zdhne waren nicht angelegt.
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Abbildung 25 Frontalansicht von Patient A.G.
(Schneck K 1984)

Abbildung 26 Portraitansicht von Patient A.G.
(Schneck K 1984)

Patient K.-U. G. wurde von Opitz und Wittstock 1990 in einem Artikel phanotypisch
beschrieben (Opitz C, Wittstock K 1990).

Auch dieser Patient zeigte eine Grad IV.1-Verdnderung mit der Mutation p.Pro 418 Arg.

Mit 10,10 Jahren lagen keine typischen Augenverdnderungen vor, aber die Wangenregion und

Unterkieferseiten waren etwa auf die 1,5fache GroBe angeschwollen. Im Oberkiefer fehlten
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dem Patienten 2 Zdhne (17, 27), die Weisheitszdhne waren nur rudimentér angelegt. Im

Unterkiefer zeigten sich dagegen 5 Zahne (37, 38, 42, 47, 48) nicht.

AuBerdem konnte man multiple Anomalien und Dislokalisationen der Zdhne beobachten. Die
Zihne 12, 22 und 14 zeigten Hyperplasien. Zahn 14 hatte aulerdem, genau wie Zahn 24, eine
bukkale Durchbruchsrichtung. Die Zdhne 31 und 32 waren um 90° gedreht, 32 befand sich
auch noch in lingualer Position. Zahn 33 war horizontal verlagert, 45 hatte eine falsche
Durchsbruchsrichtung. Die Eckzdhne waren zu schmal gestaltet, die Zahnwurzeln vielfach

verkiimmert.

Abbildung 27 Frontalansicht von Patient K.-U. G.
(Opitz C, Wittstock K 1990)

Abbildung 28 Gebifsituation von Patient K.-U. G.
(Opitz C, Wittstock K 1990)
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Die klinischen Befunde des dritten Patienten, L. R., wurden in der Dissertation von Michael
Petschler 2002 beschrieben (Petschler M 2002). Die Arbeit ,,5 Generationen Cherubismus:
Genetische Befunde und therapeutische Konsequenzen® der Humboldt-Universitdt Berlin
beschrieb die Krankheitsausprigung bei 5 Patienten und diskutierte die Genese unter

genetischen Gesichtspunkten.

Die Patientin L. R. mit der Krankheitsauspragung II.1 wies schon mit 7 Jahren eine 2fache
Verbreiterung des Unterkiefers und einen 1,5fach vergroferten Oberkiefer auf. Auch hier war
kein Himmelsblick vorhanden. Im Gegensatz zu den bisherigen Patienten waren hier alle
Zidhne, bis auf 47, vorhanden. Die Anlage der Weisheitszdhne war erwartungsgemil noch

nicht erkennbar. Einzig die Zahnanlage 26 zeigte mit der Zahnkrone nach distal.

Auch hier war die Mutation p.Pro 418 Arg genetisch erkennbar.

Abbildung 29 Portraitansicht von Patientin L. R.
(Petschler M 2002)

67



Abbildung 30 Ansicht des Unterkiefers der Patientin L. R.
(Petschler M 2002)

Eine dhnliche Verdnderung, wie bei dem Patienten Nr.3, war beim ndchsten Patienten

erkennbar. Auch hier lag die bekannte Mutation p.Pro 418 Arg vor.

Der Patient wurde von Motamedi 1998 in einem Artikel beschrieben (Kalantar MH 1998).
Motamedi legte nach der Phéanotypbeschreibung eine Krankheitsauspragung des Grades 11.3

nach seinem Klassifizierungssystem fest.

Der Patient H. hatte mit 9 Jahren eine sichtbare Verbreiterung auf die 1,5fache Grofe des
normalen Ober- und Unterkiefers. Pathologische Verdnderungen der Augen waren nicht
ersichtlich. Im Oberkiefer fehlten anscheinend 4 Zahne (15, 16, 26, 27), im Unterkiefer 2
Zihne (37, 47). Die Anlage der Weisheitszihne konnte noch nicht beurteilt werden. Einige
Anomalien an den Zidhnen waren erkennbar. Der Zahn 45 bricht an der Position von Zahn 44

durch; weiterhin waren Wurzelanomalien am Zahn 45 vorhanden.

Abbildung 31 Frontalansicht von Patientin H.
(Kalantar MH 1998)
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Bei zwei untersuchten Patienten lag die Mutation p.Pro 418 His vor.

Patient R. P. wurde 2003 von L. Lelis, M. S., und S. Yano, M. D., Ph. D., im Division of
Medical Genetics Childrens Hospital Los Angeles klinisch untersucht.

Der Patient wies mit 5 Jahren und 4 Monaten nur in der Computertomographie nachweisbare
Schwellungen auf. Im Unterkiefer betrugen die Verdnderungen linksseitig 2,1 x 4,6 x 2,3cm
und rechtsseitig 4,5 x 2,4 x 2,1cm, im Oberkiefer war nur linksseitig eine Schwellung der
GroBe 2,6 x 3,7 x 3,0cm erkennbar. Ein ,,Himmelsblick® war dementsprechend nicht
auszumachen. Auch zu Hypodontien, Dislokalisationen und Formanomalien an Zéhnen lagen

noch keine Angaben vor. Dies entspricht einer Krankheitsauspragung vom Grad II.1.

Der zweite Patient mit der Mutation p.Pro 418 His, C. A. V, hatte mit 7 Jahren eine 1,5fache
VergroBerung des Unterkiefers und eine moderate (0,5fach) Anschwellung des Oberkiefers.

Die unteren Skleren, und damit ein leichter ,,Himmelsblick®, waren zu sehen.

Im Ober- und Unterkiefer lag ein normales Wechselgebifl vor, alle Zdhne bis auf die
Weisheitszdhne und Zahn 37 waren angelegt. Auch die Zahnanomalien waren nur gering

ausgeprigt. Zahn 35 zeigte liberzéhlige Hockerspitzen, Zahn 46 lag teilretiniert vor.

Dies wurde 2003 in der klinischen Untersuchung von F. Cortés, M. D., im Institut fiir

Genetik, INTA, Universitdt von Chile festgestellt.

Somit konnte eine Krankheitsauspragung des Grades 1.5 festgelegt werden.
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Abbildung 32 Frontalansicht Patientin C.A.V.

Abbildung 33 OPTG von Patientin C.A.V.
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Auch die dritte Mutation p.Gly 420 Arg lag bei zwei Patienten vor.

Der eine Patient, C. M. C. G., wurde 2003 von F. S. Obando, M. D., im Institut fiir

Humangenetik, Universitit von Javeriana, Kolumbien klinisch untersucht.

Es lag eine Grad IV.1-Erkrankung vor. Der Patient hatte mit 11 Jahren einen Ober- und
Unterkiefer, der das 2fache der normalen Ausdehnung aufwies. Auch ein Himmelsblick mit

deutlicher Proptosis waren erkennbar.

Im Oberkiefer lagen die Zéhne 13, 15, 17, 23 retiniert vor, die Zahnanlagen von 18, 25, 27, 28
waren nicht vorhanden. Im Unterkiefer waren die Zahne 35, 37, 44, 45, 47 (rudimentére
Anlage) retiniert. Zwei Zéhne (38 und 48) fehlten, bzw. die Zahnanlage war noch nicht
beurteilbar. Die Keime der Zdhne 13 und 23 waren aullerdem in regio 16 und 26 verlagert,
auch die Zahnkeime 35, 37, 44, 45, 47 wiesen verschiedene Dislokalisationen auf. Zahnkeim
17 war nach mesial gekippt und Zahn 47 mikrodont. Bei den Pramolaren lag eine verzogerte

und dysmorphe Wurzelbildung vor.

&

Abbildung 34 Frontalansicht von Patientin C.M.C.G.
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Abbildung 35 OPTG von Patientin C.M.C.G.

Der andere Patient mit derselben Mutation, J. T., zeigte mit 6 Jahren und 9 Monaten keine
duBere VergroBerung des Unter- und des Oberkiefers oder einen ,,Himmelsblick®. Weiterhin
war ein normales Wechselgebifl vorhanden, alle Zéhne (bis auf die Weisheitszéhne) waren
angelegt. Allgemein war eine enge Keimlage ersichtlich. Im Oberkiefer war eine beidseitige
Knochenauftreibung im Bereich der zweiten Molaren und damit eine geringe Verdringung
der Zahnkeime in Kieferhohlenrichtung zu beobachten. Im Unterkiefer lag eine starke
Keimverlagerung der Zdhne 37 und 47 in regio 36 und 46 mit apikaler Durchbruchsrichtung
und gleichzeitiger unterminierender Resorption an 75 und 85 vor. Die Zahnkeime 36 und 46
waren bis an den Unterkieferrand verlagert und zeigten eine starke Kriimmung der wenig

ausgebildeten Wurzeln.
Die beschriebenen Symptome entsprechen einer Erkrankung des Grades II.1.

Die klinische Untersuchung wurde 2003 von Dr. M. Petschler im Universitatsklinikum
Benjamin Franklin, Klinik und Poliklinik fiir Zahn-, Mund-, Kieferheilkunde, Freie
Universitit Berlin durchgefiihrt.
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Abbildung 37 Gebifsituation von Patient J.T.
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Aus den dargestellten Untersuchungsergebnissen konnte keine Relation zwischen den
unterschiedlichen Mutationen und der Auspriagung des Cherubismus festgestellt werden. Die
klinischen Befunde zeigten sogar innerhalb eines Genotyps starke Diskrepanzen. Auch
aufgrund der erheblichen Altersunterschiede zwischen den Probanden konnten keine

eindeutigen Aussagen getroffen werden. Dies soll an einigen Beispielen dargestellt werden.

Bei den Patienten H. und L. R. konnte die Mutation p.Pro 418 Arg festgestellt werden. Der
Patient L. R. zeigte schon mit 7 Jahren eine zweifache VergroBerung des Unterkiefers, Patient
H. mit 9 Jahren nur eine 1,5fache Auftreibung der Mandibula. Dem Patienten L. R. fehlt trotz

starkerer VergroBerung des Unterkiefers nur ein Zahn, wihrend dem Patienten H. zwei Zéhne
fehlen.

Drei Patienten im vergleichbaren Alter sind die Patienten A. G. (9,5 Jahre), Patient K.-U. G.
(10,10 Jahre) und H. (9 Jahre). Auch diese Patienten zeigten trotz gleicher Mutation starke
Unterschiede in der Ausprigung der Krankheit. Patient A. G. zeigte eine dreifache
VergroBerung des Unterkiefers, die Patienten K.-U. G. und H. nur eine 1,5fache
VergroBerung. Des weiteren fehlten dem Patienten A. G. im Unterkiefer 15 Zdhne, wihrend

dem Patienten K.-U. G. 5 Zihne und dem Patienten H. zwei Zihne fehlten.

Desweiteren  bestehen sogar bei Patienten mit unterschiedlichen Mutationen
Ubereinstimmungen und Unterschiede. Patient L. R. mit der Mutation p.Pro 418 Arg hat mit 7
Jahren eine dhnliche VergroBerung der Mandibula und Maxilla, wie Patient C. A. V. mit der
Mutation p.Pro 418 His. Beiden Patienten fehlt im Unterkiefer ein Zahn, im Oberkiefer sind
alle Zdhne vorhanden. Im Vergleich dazu zeigt Patient J. T. (Mutation p.Gly 420 Arg) im
Alter von 6 Jahren und 9 Monaten keine dulleren Cherubismusanzeichen, alle Zdhne sind

vorhanden.

Diese Beispiele konnen als Hinweise auf eine fehlende Korrelation zwischen Genotyp und
klinischer Krankheitsauspragung gewertet werden. Darauf wird in der abschliefenden

Diskussion niher eingegangen.
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4.3 Tabellarische Darstellung der Ergebnisse

Tabelle 13 Ubersicht der Ergebnisse

Patient

Mutation

Klinik

Verinderungen des Unterkiefers (UK)

Verinderungen des Oberkiefers (OK)

Fehlende Zihne

Sonstige Zahnanomalien

p.Pro 418 Arg

UK — dreifache VergroBerung mit 9,5 Jahren

OK — 1,5 fache VergroBerung mit 9,5 Jahren

,~Himmelsblick* stark ausgeprigt

OK: 8 Zihne fehlen
UK: 15 Zahne fehlen

ausgepragte Anomalien (verkiimmerte Wurzeln etc.)

p.Pro 418 Arg

UK — 1,5 fache VergréBerung mit 10, 10 Jahren

OK — 1,5 fache VergroBerung mit 10, 10 Jahren

kein Himmelsblick vorhanden

OK: 2 Zidhne fehlen
UK: 5 Zédhne fehlen

ausgepragte Anomalien (hypoplastische Zéhne etc.)

L. R.

p.Pro 418 Arg

UK — 2 fache VergroBerung mit 7 Jahren

OK — 1,5 fache VergroBerung mit 7 Jahren

kein Himmelblick vorhanden

OK: alle Zdahne vorhanden
UK: 1 Zahn fehlt Weisheitszahne noch nicht beurteilbar

p.Pro 418 Arg

UK — 1,5 fache Vergréferung mit 9 Jahren

OK — 1,5 fache VergroBerung mit 9 Jahren

kein Himmelsblick vorhanden

OK: 4 Zihne fehlen
UK: 2 Zédhne fehlen

Weisheitszdahne noch nicht beurteilbar

geringe Anomalien erkennbar

p.Pro 418 His

UK — Schwellungen im CT links 2,1 x 4,6 x 2,3 cm, rechts
4,5x 2,4 x 2,1 cm mit 5 Jahren und 4 Monaten
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OK — Schwellungen im CT links 2,6 x 3,7 x 3,0 cm mit 5
Jahren und 4 Monaten

kein Himmelsblick vorhanden

k. A.
k. A.
C.A. V. p.Pro 418 His UK — 1,5 fache Vergréferung mit 7 Jahren
OK — 0,5 fache VergroBerung mit 7 Jahren
leichter ,,Himmelsblick* vorhanden
OK: alle Zdhne vorhanden
UK: 1 Zahn fehlt
Weisheitszdhne noch nicht beurteilbar
geringe Anomalien erkennbar
C.M.C.G. p-Gly 420 Arg UK — 2 fache VergroBerung mit 11 Jahren
OK— 2 fache VergroBerung mit 11 Jahren
,,Himmelsblick* moderat erkennbar, deutliche Proptosis
OK: 2 Zéhne fehlen
UK: alle Z&hne vorhanden
Weisheitszdhne noch nicht beurteilbar
deutliche Anomalien erkennbar (dysmorphe Wurzelbildung
etc.)
J.T. p-Gly 420 Arg UK— keine dulere Vergroflerung mit 6 Jahren und 9 Monaten

erkennbar

OK — keine &uBere VergroBerung mit 6 Jahren und 9
Monaten erkennbar

kein ,,Himmelsblick* erkennbar

OK: alle Zdahne vorhanden
UK: alle Zdhne vorhanden

Weisheitszdahne noch nicht beurteilbar

deutliche Anomalien erkennbar (Keimverlagerung durch

Kieferauftreibungen etc.)
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5 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, aus dem Vergleich der klinischen Befunde
mit den molekulargenetischen Untersuchungsergebnissen Beziehungen zwischen beiden

Erhebungen herzustellen.

Fiir die Praxis wiirde dies bedeuten, im Friihstadium der Erkrankung und bei potentiellen
Merkmalstragern, auch bereits vor dem Auftreten der Symptome prognostische
Einschitzungen treffen zu konnen, und Konsequenzen fiir eine begleitende Betreuung und

Behandlung abzuleiten.

In der Literatur sind erkennbare Ergebnisse einer Genotyp-Phédnotyp-Korrelation,

vergleichbar mit meinen Recherchen, nicht bekannt.

In den meisten Arbeiten ist der Schwerpunkt entweder auf die klinischen Befunde, teilweise
mit molekulargenetischem Hintergrund, oder nur auf neue Therapievorschlidge, Versuche zur
Klassifikation des Cherubismus oder Ergebnisse molekulargenetischer Untersuchungen ohne

weiteren klinischen Befund gelegt.

5.1 Klinische Darstellungen

Schon 1986 beschriecb Grau und Mitarb. in dem Artikel ,,Verlaufsformen und
Therapiemalnahmen beim Cherubismus® (Grau H et al. 1986) die krankheitsbedingten
Verdnderungen und deren Therapie. Dieser bezieht sich jedoch nur drei Patienten in der

klinische Darstellung.

Kalantar stellt 1998 vier Patienten und eine neue Klassifikation vor (Kalantar MH 1998). Die
unter Absatz 2.3 beschriebene Einteilung konnte sich wegen der hohen Variabilitit in der
Krankheitsauspragung klinisch aber nicht durchsetzen. Sie wurde in der vorliegenden
Untersuchung aber dennoch verwendet, um eine relative Objektivitdt im klinischen Vergleich

zu gewdhrleisten.

Meng und seine Mitarb. publizierten 2005 eine der groften Kohorten. Anhand von 24
Patienten machen sie Vorschlige fiir eine einheitliche Therapie (Meng XM et al. 2005).

Auch in der aktuelleren Literatur aus den Jahren 2006 und 2007 werden Kasuistiken ohne

Molekulargenetik dargestellt:
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Wang stellt mit seiner Arbeitsgruppe 2006 zwei Familien mit mehreren unterschiedlich stark

betroffenen Mitgliedern ohne Diskussion der Atiologie vor (Wang CN et al. 2006).

Penarrocha untersuchte mit seiner Forschergruppe 2006 den Zusammenhang zwischen
klinischer Krankheitsauspragung und radiologischen bzw. histologischen Befunden bei sieben

Patienten (Penarrocha M et al. 2006).

Oft auftretende ophthalmologische Komplikationen beim Cherubismus betonen Elfahsi und

Mitarbeiter bei einem Patienten (Elfahsi A et al. 2007).

5.2 Kasuistiken mit molekulargenetischen Befunden

Ongole und Mitarb. beschreiben 2003 zwei Fille mit klinischen Befunden (Ongole R et al.
2003). Die zugrundeliegenden Mutationen werden unkommentiert angegeben, die Ursachen

fiir ihre phinotypischen Auswirkungen werden nicht diskutiert.

5.3 Molekulargenetische Befunde

Einige Autoren beschrdnken sich in ihren Artikeln nur auf die untersuchten Mutationen.

Eine Anndherung an den Mutationsort gelang zunichst 1999 Tiziani, Mangion und Mitarb.

(Tiziani V et al. 1999), (Mangion J et al. 1999).

Die sieben bis dato bekannten Mutationen beschrieb die Forschungsgruppe um Ueki 2001 bei
12 Familien (Ueki Y et al. 2001). Hier wurde ginzlich auf die Darstellung von klinischen

Befunden verzichtet.

Imai und seine Arbeitsgruppe teilten 2003 einen sporadischen Fall mit (Imai Y et al. 2003).
Da Neumutationen bis jetzt nur selten nachgewiesen werden konnten, ist dieser Artikel als

Hinweis auf eine solche Mutationen von besonderem Interesse.

5.4 Untersuchungen auf Proteinebene

Zur Zeit liegt das Hauptaugenmerk auf der Erforschung der Genese des Cherubismus auf der

Proteinebene.

Den Primireffekt der Mutation auf Proteinebene analysieren Miah und seine Forschergruppe
2004 (Miah SM et al. 2004). In dieser Publikation wird die Bedeutung der Interaktionen des
SH3BP2-Proteins mit verschiedenen Proteinen und Rezeptoren flir die Enstehung der

Cherubismus-typischen Lésionen untersucht.
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Lietman und Li beschreiben 2006 in ihren Artikeln jeweils eine neue Mutation mit ihren
Auswirkungen auf der Proteinebene ohne Bezug auf die klinische Symptomatik (Lietman SA

et al. 2006), (Li CY, Yu SF 2006).

Wang und Mitarb. vermuten 2006 eine Tyrosinkinase als wahrscheinlich mitverantwortlich
fiir die Auspragung aller Lasionen, die Riesenzellen beinhaltenden (Cherubismus, zentrales

Riesenzellgranulom der Kiefer, zentraler Riesenzelltumor) (Wang C et al. 2006).

In einigen weiteren neuen Publikationen aus den Jahren 2007, 2008, wie von Ueki, Hatani,
Lietman und ihren Arbeitsgruppen, wird die Rolle des SH3BP2-Proteins, wie unter Absatz 4.2
dargestellt, fiir die Auspragung auf klinischer Ebene beschrieben (Ueki Y et al. 2007),
(Vereinfachtes Schema der Proteinbiosynthese), (Hatta R et al.).

5.5 Klinische Befunde mit Bezug zu den molekulargenetischen

Grundlagen

Lee und sein Team (Lee J et al. 2008) stellen in einem Artikel die Verbindung zwischen
molekulargenetischen Befunden und einem einzelnen Fall spezifischer dar. Aber auch Lee
sieht nur in der genetischen Analyse eine Moglichkeit zur Differenzierung des Cherubismus

und stellt keine Beziehung zwischen Allel und Phénotyp her.

Zusammenfassend ist festzustellen, dafl aus der Literatur keine Korrelation zwischen
Mutation und klinischer Krankheitsauspragung zu erkennen ist. Die Schwierigkeiten dabei
liegen in der geringen Anzahl der untersuchten Patienten und der vor allem altersabhéingigen
Variabilitdt des Krankheitsbildes selbst. In den meisten bekannten Explorationen standen nur
wenige Patienten zur Verfiigung, das Alter der Patienten war unterschiedlich und der Verlauf
der Erkrankung nicht immer klar zu verfolgen. Nur bei einem Teil der Krankheitsfille war die
Mutation bekannt. Die Vielfalt der Symptome ist schwer vergleichbar. Dies soll in dieser

Arbeit bei eigenen Patienten versucht werden.

Die Schwierigkeiten bei der vorliegenden Diskussion liegen auch hier in der geringen Anzahl
der untersuchten Patienten. Es standen nur drei unterschiedliche Mutationen bei 31 Patienten
aus 12 Familien zur Auswahl. Deshalb mufite auf eine statistische Auswertung verzichtet

werden.

Das Mittel der Statistik wird vor allen Dingen in der quantitativen Genetik angewandt. Dieses

Teilgebiet der Genetik befasst sich mit den genetischen Ursachen von phénotypischen

80



Merkmalen, die auf einer kontinuierlichen Skala gemessen werden konnen, z. B. Grofe oder

Gewicht.

Die Methoden der klassischen quantitativen Genetik sind z.B. auf den EinfluB der Umwelt
und der genetischen Faktoren auf die phénotypische Merkmalsauspridgung, bzw. die klinische

Charakteristik, anwendbar.

Es wird dazu die Varianz eines Merkmals untersucht und versucht, dessen phénotypische
Varianz (die Streuung um den Mittelwert) in ihre Komponeneten (genetische Varianz und

Varianz durch Umwelteinfliisse) zu zerlegen.

Die genetische Variabilitit kann aulerdem weiter aufgeschliisselt werden, um zu erforschen,
wie z.B. Gene untereinander oder mit Umweltfaktoren interagieren. Dafiir ist die
Untersuchung der intrafamilidren Variabilitdt von Interesse. Sie zeigt, wie stark sich

Verwandte (z. B. Eltern und Kinder) hinsichtlich eines Merkmals gleichen.

Eine weitere neue Untersuchungsmethode der klassischen quantitativen Genetik ist das
,»Quantitative Trait Locus Mapping®“ (QTL-Mapping). Dieses Verfahren wird eingesetzt, um
die Genorte zu finden, die ein Merkmal beeinflussen. Ahnlich wie bei der Kartierung
einzelner Gene wird hierbei versucht, die fiir die Ausprdgung des Phénotyps wichtigen

Genorte nachzuweisen.

Mittels statistischer Methoden, wie z. B. maximum likelihood, versucht man eine Aussage
iiber die Wahrscheinlichkeit, daf3 ein bestimmter Genort das Merkmal beeinfluf3t, zu treffen.
Das endgiiltige Ziel eines solchen QTL-Experiments ist es, die Nukleotide in der DNA zu

finden, die die Wirkung eines Gens verdndern.

Fiir eine solche Analyse werden in Studien mit einer groen Anzahl von Probanden die
Ausprigung eines bestimmten Merkmals in Relation zu den Variationen (Allelen) der DNA-
Sequenzen untersucht. Fiir derartige QTL-Untersuchungen sind v. a. Gensequenzen mit einem
hohen Polymorphismusgrad, also mit einer hohen Zahl an verschiedenen Allelen, von

Interesse.

Fiir Merkmale mit einer {iberschaubaren Anzahl von Variationen (z. B. das Geschlecht) ist die
Identifizierung der verantwortlichen Gene in vielen Féllen vergleichsweise einfach. Im
Regelfall sind nur ein Gen oder wenige Gene an der Merkmalsausprigung beteiligt. Die
Vererbung entspricht oft einem klassischen Erbgang und kann durch einen solchen

hinreichend genau beschrieben werden.
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Im Gegensatz dazu wird die Ausprigung von Merkmalen, die jeden beliebigen Wert
annehmen konnen (z. B. KorpergroBe oder -gewicht), durch Interaktionen einer gréferen
Anzahl von Genen, sowie durch zusitzliche Wechselwirkungen mit Umweltfaktoren,

bestimmt.

Eine solche Polygenie folgt keinem klassischen Erbgang. Der Anteil jedes einzelnen Gens an
der Merkmalsauspriagung ist vergleichsweise gering und dariiber hinaus von den genannten
Interaktionen abhingig. Die Identifizierung der Gene, die an der Ausprigung eines

quantitativen Merkmals beteiligt sind, ist deshalb methodisch sehr aufwendig.

Fir den Cherubismus, als monogen autosomal dominant bedingtes Merkmal, sind solche
Untersuchungen zundchst nicht sinvoll. Es kann jedoch angenommen werden, da die
klinische Variabilitdit auch durch andere Genorte beeinflult wird. Fiir deren Erkennung
konnten die oben angefiihrten Methoden anwendbar sein, allerdings mit der dazu nétigen

groBBen Patientenanzahl.

Trotz der geringen Patientenanzahl soll dennoch auf einige interessante Aspekte in den

genetisch-klinischen Zusammenhingen der hier untersuchten Patienten eingegangen werden.

In dieser Untersuchung zeigte sich, da ungefdhr gleichaltrige Patienten mit derselben
Mutation stark unterschiedliche Krankheitsverldufe aufweisen konnen. So hatte Patient A. G.
mit der Mutation p.Pro 418 Arg mit 9,5 Jahren insgesamt 23 anlagebedingt fehlende Zihne
und einen ausgeprigten ,,Himmelsblick mit starker Gesichtsschwellung. Wihrenddessen
zeigte Patient H. mit der gleichen Mutation im Alter von 9 Jahren keinen ,,Himmelsblick* und

nur eine miBige Gesichtsschwellung. Hier fehlten in der Anlage nur sechs Zéhne.

Durch einen Vergleich der klinischen Befunde konnten andererseits Patienten mit
unterschiedlichen  zugrundeliegenden Mutationen und &hnlichem Erscheinungsbild
ausgemacht werden. Patient L. R. (Mutation p.Pro 418 Arg) zeigte mit sieben Jahren nur
einen nicht angelegten Zahn, keinen ,,Himmelsblick und eine miBige VergroBerung der
Maxilla und Mandibula. Auch Patient C. A. V. mit der Mutation p.Pro 418 His wies, mit

Ausnahme eines leichten ,,Himmelsblicks®, die gleiche Symptomatik mit sieben Jahren auf.

Eine Gemeinsamkeit 146t sich bei allen Patienten feststellen. Mit zunehmendem Alter der
Patienten  verstdrkt sich, bis zur einsetzenden spontanen Regression, die

Krankheitssymptomatik. Die folgenden Erlduterungen unterstiitzen diese Aussage. Ein
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Zusammenhang im Verlauf und in der Progredienz der einzelnen Mutationen 148t sich

dennoch nicht erkennen.

Mit flinf Jahren und vier Monaten konnte eine Vergroerung der Maxilla und Mandibula bei

dem Patienten R. P. (p.Pro 418 His) nur in der Computertomographie ausgemacht werden.

Auch bei J. T. (p.Gly 420 Arg) war mit sechs Jahren und neun Monaten ein fehlender Zahn
oder eine Schwellung des Gesichtes nicht zu erkennen. Altere Patienten mit etwa sieben
Jahren zeigten eine méBige Gesichtsschwellung (L. R. [p.Pro 418 Arg], C. A. V. [p.Pro 418
His]) und teilweise sogar einen geringfiigigen ,,Himmelsblick™ (C. A. V. [p.Pro 418 His]).

Noch stirker sind die spezifischen Symptome der Erkrankung bei den dltesten untersuchten
Patienten ausgeprigt. Bei K.-U. G. (10,10 Jahre, p.Pro 418 Arg) fehlen sieben Zéhne, und
eine mafige Vergroferung der Kieferknochen ist zu beobachten. Mit 11 Jahren zeigte C. M.
C. G. (p.Gly 420 Arg) eine sichtbare Schwellung der Maxilla und Mandibula und einen

moderaten ,,Himmelsblick®. Dem Patienten fehlen zwei Zahnanlagen.

Das deutlichste Krankheitsbild ist bei A. G. (9,5 Jahre, p.Pro 418 Arg) mit einer sehr starken
Gesichtsschwellung, 23 fehlenden Zéhnen und einem ausgepréigten ,,Himmelsblick™ zu

verzeichnen.

Diese Aussage liber den Krankheitsverlauf unterstiitzt auch die folgende Bilderserie des

Patienten C. M. C. G (p.Gly 420 Arg).

Abbildung 38 Patientin C.M.C.G. mit 4 Jahren
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Abbildung 39 Patientin C.M.C.G. mit 9 Jahren

Abbildung 40 Patientin C.M.C.G. mit 10 Jahren
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Abbildung 41 Patientin C.M.C.G. mit 11 Jahren

Eine in der Literatur bekannte geschlechtsunterschiedliche Krankheitsauspragung konnte bei

der geringen Patientenanzahl nicht belegt werden.

Minnliche wie weibliche Patienten koénnen eine starke (A. G./mannlich, C. M. C.
G./weiblich) oder auch geringe Krankheitssymptomatik (J. T./ménnlich, R. P./weiblich)

aufweisen.

Diese wenigen Beispiele zeigen, daB3 weitere Untersuchungen mit groBeren Kohorten eine
Richtung in der Genotyp-Phédnotyp-Analyse erbringen konnten. Durch die Beschreibung
weiterer Krankheitsverldufe und durch die Untersuchung der intrafamilidren Variabilitit bei
der Ausprigung einer Mutation kdnnten genauere Aussagen moglich sein, wobei allerdings
unsere Beispiele der unterschiedlichen Symptomatik bei gleicher Mutation und der @hnlichen
Symptomatik bei Patienten mit unterschiedlichen Mutationen das eher unwahrscheinlich sein
1aRt.

Carvalho und seine Mitarbeiter haben 2007 in einem aktuellen Artikel (Carvalho VM et al.
2007) einen aggressiven Krankheitsverlauf beim Cherubismus mit einer dazugehorigen neuen
Mutation dargestellt. Diese Mutation ist in der PH-Doméne des SH3BP2- Proteins lokalisiert.
In der Literatur wird, wie unter 4.2. dargestellt, eine krankheitsverursachende Verdnderung im
SH3BP2-Protein vermutet, welche in der Kausalkette zwischen Mutation und Symptomen
ausschlaggebend ist. Vielleicht konnen solche speziellen Krankheitsfille mit ihren
Mutationen, wie in dem Artikel von Carvalho, ein neues Licht auf die Phanotyp-Genotyp-

Beziehung werfen. Allerdings ist dies bisher der einzige bekannte Fall. Es bleibt abzuwarten,
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ob bei weiteren Patienten mit dieser Mutation eine &hnlich extreme Merkmalsausprigung

nachgewiesen werden kann.

Somit kann also tliber Erklarungsmdglichkeiten flir die intrafamilidre Variabilitit und eine

eventuelle Genotyp-Phénotyp-Korrelation zum jetzigen Zeitpunkt nur spekuliert werden.

Beim Zusammentragen der klinischen Untersuchungsergebnisse fiel der médnnliche Patient J.

T. mit einigen Besonderheiten auf.

Er wies, wie Patient C. M. C. G., dieselbe Neumutation (Gly 420 Arg) auf. Die Eltern beider
Patienten waren nachweislich die biologischen Eltern und keine Anlagentrdger, es handelt
sich hier also um belegbare Neumutationen. Uber das voneinander unabhingige Auftreten
von Neumutationen und die zugrundeliegenden Ursachen fiir die beiden Neumutationen an
diesem Genort 148t sich nur spekulieren. Es kann sich um einen Zufallsbefund handeln oder
um eine Disposition dieses speziellen Tripletts zu Neumutationen. Weiterhin bleibt
abzuwarten, ob aufgrund derselben Mutation eine stirkere Korrelation im Krankheitsverlauf

der beiden Patienten festzustellen ist.

Der Patient C. M. C. G. wies im Alter von 11 Jahren eine zweifache Vergroferung der
Mandibula und Maxillla mit einem moderaten Himmelsblick, aber einer deutlichen Proptosis,
auf. Im Oberkiefer fehlten zwei Zahnanlagen, im Unterkiefer waren alle Zdhne vorhanden.

Die vorhandenen Zihne zeigten aber deutliche Anomalien, wie dysmorphe Wurzelbildungen.

Der Patient J. T. war zum Zeitpunkt der Diagnosestellung erst 6 Jahre und 9 Monate alt. Die
krankheitstypischen Symptome waren zu dieser Zeit bei dem Patienten nur sehr gering
ausgeprigt. So zeigen sich die typischen Auftreibungen des Kieferknochens nur durch
intraorale Schwellungen der Maxilla. Die radiologischen Untersuchungen wiesen die Anlage

aller Zahne, aber deutliche Keimverlagerungen, aus.

Ob Neumutationen eine generell leichtere Symptomatik aufweisen, 148t sich anhand dieser
nur zwei Patientenfélle nicht kldren. Die relativ starke Krankheitsauspragung bei Patient C.

M. C. G. 1aBt dies aber sehr unwahrscheinlich sein.

Weiterhin konnte der méinnliche Patient J. T. ein Beispiel fiir eine geringe Expressivitit auch
beim ménnlichen Geschlecht sein. Diese Moglichkeit wurde schon von Petschler erwogen

(Petschler M 2002).
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Eine geringe Expressivitit einer Mutation birgt das Risiko des Verkennens der auftretenden
Mikrosymptome im Kindes- und Erwachsenenalter. Hier mufl eine gewissenhafte
Untersuchung der auftretenden Symptome durch den geschulten Arzt stattfinden. Eine
eindeutige Diagnose ist meist erst durch eine genetische Untersuchung moglich. Der
Mutationsnachweis im Gen bringt damit Klérung, v.a. bei diagnostisch schwierigen Féllen.
Die Moglichkeit der Genuntersuchung sollte damit vor allem bei sporadischen

Krankheitsfillen mit vermuteten Neumutationen beachtet werden.

Fiir die Praxis ergibt sich aus der Moglichkeit der variablen Expressivitdt einer Mutation ein
wichtiger Gesichtspunkt: Auch bei identischer Mutation kdnnen Aussagen zu Krankheits-

entwicklung, Art und Schwere der Erscheinungen nur sehr bedingt gemacht werden.

Es sollten aber noch weitere Mdglichkeiten fiir die auBBergewdhnlich starke Variabilitét der
Erkrankung auch innerhalb einer Familie, abgesehen von der Mutation, herangezogen werden.
Das bedeutet, die klinische Ausprigung ist nicht allein durch die eine Mutation bestimmt.
Dabei konnten molekulargenetisch nicht erfasste Unterschiede im Gen selbst oder Einfliisse
anderer Genorte bzw. des homologen Allels verantwortlich sein. Ursdchlich kommen z.B.

unterschiedliche Normalallele (Wildtyp-Allele) in Frage.

Polymorphismen bezeichnen Varianten innerhalb der Gensequenz (des Allels) in einer
Population. Definitionsgemi3 mufl die Héaufigkeit des Auftretens der Variante mit der
geringeren Frequenz (der Allelfrequenz) groBer als ein Prozent sein. Uber den

Polymorphismus beim Cherubismus ist noch wenig bekannt.

Die haufigsten Sequenzvariationen sind die Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP). Dabei
kommt es zu einem Austausch eines Nukleotids in der DNA-Sequenz. Es wird von einem
Polymorphismus auf 200-1000 Basenpaare im menschlichen Genom ausgegangen. Liegt
diese Varianz im kodierenden Bereich (Exon) einer Gensequenz, kann das zu einem
Aminosdurenaustausch im resultierenden Protein fithren. Da aber viele Aminoséurencodons
redundant vorliegen, muf} ein Nukleotidaustausch nicht phéanotypisch wirksam sein. In der
molekulargenetischen Routineanalyse werden solche Verdanderungen im Wildtypallel nicht

erfasst.

Es werden weiterhin z.B. Genokopien, bzw. Heterogenie oder somatische Mosaike fiir die

Vielfaltigkeit im Cherubismus diskutiert.
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Somatische Mosaike kdnnen bei Mutationen auftreten, die postzygotisch, also nach den ersten
Zellteilungen, entstehen. Der Organismus besteht spdter somit aus Zellen mit und ohne
Mutation. Die phinotypische Ausprigung der Erkrankung kann durch die Mosaikbildung
abgeschwicht sein, da Korperzellen ohne Mutation eine normale Funktion aufzeigen. Solche
somatischen Mutationen sind auf Gen- oder chomosomaler Ebene moglich. Chromosomale
Mosaike konnen bei X-chromosomalen Erkrankungen relativ hiufig auftreten, dabei befinden
sich in unterschiedlichen Korperzellen unterschiedliche Chromosomensétze, z.B. im Turner-
Syndrom XX/XO-Mosaike. Auch beim Cherubismus sollte die Moglichkeit der somatischen
Mosaike nicht auller Acht gelassen werden. Um das Vorhandensein derartiger Mosaike als
Ursache fiir die unterschiedliche Ausprigung auszuschlieBen, mull Gewebe aus den

betroffenen unterschiedlichen Regionen entsprechend untersucht werden.

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die Variabilitdt des Cherubismus ist die Heterogenie
oder Genokopie. Sie beschreibt die Entstehung gleichartiger oder nicht sicher
unterscheidbarer Merkmale, bzw. Krankheiten, infolge der Mutation nichtalleler Gene; also

die Mutationen unterschiedlicher Gene fiihren zur Ausbildung eines Merkmals.

Dies kann erkldren, warum bei einigen Patienten auch bei klinisch und histologisch
gesicherten Cherubismuserkrankungen keine Mutation am bekannten Genort nachzuweisen
ist. Auch in einem im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Krankheitsfall waren eindeutige
Cherubismussymptome vorhanden, es konnte aber in keinem Exon des Gens eine Mutation
gefunden werden. Von einigen Autoren wurde bereits erwogen, ob seltene sporadische
Cherubismusfille durch Mutationen in anderen Genen verursacht werden konnen
(Kozakiewicz M et al. 2001). Diese Autoren diskutieren auch, dal dabei ein autosomal-
rezessiver Erbgang beim Cherubismus vorliegt. Zurzeit sind Untersuchungen auf diesem

Gebiet in Arbeit, die dies bestdtigen sollen.

Allen in dieser Arbeit beschriebenen Krankheitsfillen lag eine Mutation auf dem autosomalen

Chromosom 4 zugrunde.

Verschiedene Punktmutationen konnen fiir den Cherubismus verantwortlich sein. Daf3 die
Schwere der Auspragung der Erkrankung aber unabhéngig von der bekannten Mutation ist,
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden. Ob dennoch ein Zusammmenhang zwischen der
Mutation im SH3BP2-Gen und dem Phinotyp der Krankheit besteht, miissen Untersuchungen

mit groferen Kohorten zeigen.
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Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war das Aufzeigen von moglichen SchluBlfolgerungen fiir die
genetische Familienberatung. Die starke klinische Variabilitdit der Erkrankung und die
fehlende Korrelation zwischen Genotyp und phinotypischer Auspriagung konnten dabei in

dieser Untersuchung dargestellt werden.

Bei der individuellen genetischen Familienberatung spielt die Einschitzung des
Wiederholungsrisikos in der Familie und die Eigenprognose des Patienten eine wesentliche
Rolle. Sie hat nicht nur das mogliche Risiko einer Erkrankung in Betracht zu ziehen, sondern
auch den Krankheitswert des Leidens und die Prognose, bzw. die Therapiemdglichkeiten

(Witkowski R, Herrmann FH 1989).

Seit der Erstbeschreibung des Cherubismus durch Jones 1933 (Jones W 1933) wurden
weltweit nur ca. 300 Falle beschrieben (Stiller M et al. 2000).

Petschler beschrieb erstmals die geringe Expressivitit beim ménnlichen Geschlecht (Petschler
M 2002). Es handelt sich um ein bekanntes Phdnomen in der medizinischen Genetik, was
klassisch mit variabler Expressivitit umschrieben wurde, wobei dies nur in wenigen
autosomal dominanten Defekten bisher erkldrt werden konnte. Sie erschwert die
Risikoeinschétzung bei der genetischen Familienberatung und muf bei der Darstellung von

familidren Krankheitsbildern beriicksichtigt werden.

Der Schweregrad bei einem Indexpatienten besagt nichts liber die Ausprigung bei anderen
Familienangehorigen mit identischer Mutation. Es gibt demnach eine unterschiedliche
Krankheitsausprdgung auch innerhalb einer Familie (Petschler M 2002; Kalantar MH 1998).
Daher ist es umso wichtiger Mikro- und Teilsymptome bei allen Familienmitgliedern zu

beachten, um Anlagentriager nicht zu libersehen und das Risiko nicht falsch einzuschitzen.

Weiterhin ist die Familienberatung durch das Auftreten phénotypisch gesunder Anlagentriger
erschwert. Da trotz des allgemein bekannten, typischen Krankheitsbildes mit merkmalsfreien
Anlagentrigern zu rechnen, bzw. mit wachsendem Alter der klinische Nachweis des
Cherubismus erschwert ist, muf3 bei familidrprognostischen Fragestellungen auch eine genaue
klinische und, wenn moglich, molekulargenetische Diagnostik bei unauffilligen
Familienangehorigen durchgefiihrt werden. Durch den genetischen Mutationsnachweis ist in
solchen Fillen (phédnotypisch gesunde Patienten, evtl. mit Mikro- und Teilsymptomen) eine

eindeutige Diagnose moglich.
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Ein Problem bleibt weiterhin das Risiko durch Neumutationen, bzw. sporadisch auftretende

Fille.

Eine weitere Moglichkeit in der genetischen Familienberatung besteht in der prédnatalen
Diagnostik. Dabei wird zwischen invasiven und nicht-invasiven Methoden unterschieden.
Gingige Untersuchungen sind z.B. die nicht-invasiven, nur aufBlerhalb des Korpers
vorgenommenen Untersuchungen, wie die Sonographie. Auch serologische Untersuchungen
der Hormonkonzentrationen im miitterlichen Blut gehdren zu den nicht-invasiven

Untersuchungen.

Invasive, also innerhalb des Korpers vorgenommene, Untersuchungen sind die
Chorionzottenbiopsie, die Amniozentese (Fruchtwasserpunktion) und die

Nabelschnurpunktion.

Die nicht-invasiven Untersuchungen, wie die Kontrolle des miitterlichen Blutes oder eine
Sonographie, sind nach heutigen Erkenntnissen fiir das Ungeborene und seine Mutter vollig

risikofrei.

Invasive Diagnoseverfahren beinhalten nach neuesten Studien kaum Risiken fiir den Fetus.
Trotzdem kann eine absolute Sicherheit fiir Mutter und Kind bei den Eingriffen nicht
garantiert werden. Aus diesem Grunde sollte mit der Uberweisung fiir diese Untersuchungen
sehr vorsichtig umgegangen werden. Eine ausfiihrliche Beratung sollte dabei gewissenhaft

erfolgen.

Denn trotz grofler Einschrinkungen, physischer und psychischer Belastungen im Kindes- und
Jugendalter und Schwierigkeiten bei der prothetischen Rehabilitation im Erwachsenenalter ist
die Prognose des Cherubismus positiv einzuschétzen. Es liegen keine Hinweise auf eine
maligne Entartung der Erkrankung vor, und die teilweise oder vollstindige Remission der
Lisionen ist bekannt. Auch eine mdgliche sehr schwache klinische Ausprdgung mit keinen
oder nur geringen (Mikro-) Symptomen ist zu bedenken und in der Familienberatung
darzulegen. Eine Interruption der Schwangerschaft aufgrund der Diagnose Cherubismus ist

als nur in seltenen Ausnahmefillen eventuell angezeigt.

Nach der Diagnose Cherubismus steht therapeutisch neben der zuriickhaltenden chirurgischen
Intervention nur die fachdrztliche Verlaufskontrolle zur Verfiigung. Erste Erkenntnisse iiber

die Funktion des Genprodukts lassen auf eine zukiinftige kausale Therapie hoffen.

90



Weitere Untersuchungen mit groBeren Patientengruppen sind zu den noch offenen Fragen

dringend notwendig.
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6 Zusammenfassung

Beim Cherubismus handelt es sich um eine sehr seltene autosomal-dominante Erkrankung der

Maxilla und Mandibula.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung eines Zusammenhanges zwischen den
unterschiedlichen Missense- Mutationen im SH3BP2-Gen und ihren phéanotypischen

Auspriagungen beim Cherubismus.

Die Auswirkungen auf die genetische Familienberatung wurden dabei ebenso beleuchtet, wie

die Darstellung der Erkrankung in der aktuellen Literatur.

Fiir die vorliegende Arbeit konnten 68 Probanden aus 17 Familien in die molekulargenetische
Untersuchung eingeschlossen werden. Bei allen Patienten erfolgte die Sequenzierung vom
Exon 9 des SH3BP2-Gens. Das betroffene Protein SH3BP2 enthilt drei Doménen: eine Src-
Homologie-2- (SH2), eine Src-Homologie-3- (SH3) und eine Pleckstrin-Homologie-Doméne
(PH). Die Etablierung der Sequenzierung des Gens fand im Institut fiir Medizinische Genetik
statt.

Die klinischen und molekulargenetischen Befunde wurden stellvertretend von acht
betroffenen Patienten dargestellt. Bei all diesen acht untersuchten Patienten fanden sich

folgende Missense-Mutationen:

Einerseits fand die Transversion von Cytosin durch Guanin (GI: 514 644 40: g. 219 888 C >
G) oder Adenin (GI: 514 644 40: g. 219 888 C > A) an der Position 219 888 der Sequenz mit
der GI-Nummer 514 644 40 der RefSeq-Datenbank des NCBI statt.

Andererseits konnte an Position 219 893 der Austausch von Guanin (GGG) durch Adenin
(AGG) gefunden werden (GI: 514 644 40: g. 219 893 G > A).

Dies fiihrte im ersten Fall zu einer nichtkonservativen Substitution der Aminosdaure Nummer
418 Prolin (CCC) durch Arginin (CGC; p.Pro 418 Arg) oder Histidin (CAC; p.Pro 418 His).
Am zweiten Mutationsort wurde das Protein 420 Glycin (GGG) durch Arginin (AGG)
ausgetauscht (p.Gly 420 Arg).

Die untersuchten Mutationen liegen im Bereich der Verbindungsstelle zwischen der SH2- und

SH3-Doméne und verursachen eine verdnderte Wirkungsweise, u.a. eine verminderte

92



Kinasebindungsaktivitdt und reduzierte Interaktionen mit anderen Proteinen, des Proteins in

Vivo.

Die klinischen Auswirkungen durch die Mutation des SH3BP2-Proteins zeigten bei den
untersuchten acht Patienten eine hohe Variabilitit. Auch zwei festgestellte gleichartige
Neumutationen bildeten darin keine Ausnahme. Es konnten sowohl kaum verifizierbare
Verinderungen, wie auch stark entstellende Krankheitsauspragungen, festgestellt werden.
Dabei konnte keine Korrelation zwischen den bekannten Mutationen und ihrer
phédnotypischen Ausprdagung identifiziert werden. Gleiche Punktmutationen zeigten
unterschiedliche klinische Auspridgungen, wihrend Patienten mit vergleichbarem klinischen

Befund unterschiedliche ursdchliche Mutationen aufwiesen.

Es konnte aber festgestellt werden, dafl die Progredienz der Erkrankung mit steigendem

Lebensalter zunahm.

Unterschiedliche Ursachen fiir die hohe Variabilitit des Cherubismus werden diskutiert.
Polymorphe Normalallele, wie auch Genokopien, eine Polygenie oder somatische Mosaike
konnen fir die Varianz im Krankheitsbild des Cherubismus verantwortlich sein. Aufschluf3

iiber diese Fragen werden nur Untersuchungen mit groBeren Patientengruppen geben konnen.

Aufgrund der auch in dieser Arbeit nur geringen zur Verfligung stehenden Probandenzahl

wurde auf eine statistische Auswertung verzichtet.

Die geringe Patientenzahl kann auch der Grund fiir eine fehlende Genotyp- /Phinotyp-

Untersuchung in der Literatur sein.

Zurzeit sind keine Untersuchungen mit groBBeren Patientengruppen beziiglich einer Genotyp-
/Phinotyp- Korrelation bekannt. Es werden aktuell in der Fachpresse molekulargenetische
Untersuchungsergebnisse beschrieben oder klinische Befunde dargestellt. Aulerdem werden
mikrobiologische Zusammenhénge untersucht und Klassifikationen oder Therapievorschldge
des Cherubismus vorgestellt. Ein Zusammenhang zwischen genetischen Befund und seiner

phénotypischen Auspragung wird aber nicht diskutiert.

Dies hat auch Auswirkungen auch die genetische Familienberatung. Die schwierige klinische
Prognose, auch aufgrund der unvollstindigen Penetranz des Cherubismus und héufiger
Neumutationen, macht eine Beratung sehr komplex. Trotzdem ist die Prognose des

Cherubismus v. a. aufgrund seines selbstlimitierenden Charakter als positiv einzuschitzen.
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Um offen gebliebene Fragen zu kldren, miissen weitere Untersuchungen mit grofleren

Probandenzahlen durchgefiihrt werden.
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