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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Einteilung isolierter Handfehlbildungen

Angeborene Extremitdten- und Handfehlbildungen sind in der humangenetischen Praxis
haufig anzutreffen. Sie sind Folge einer Stérung in der friihen Embryogenese. Die
Entwicklung der Extremitdten beim Embryo beginnt, nachdem die Primérachse angelegt
ist. Die Extremitdtenknospen der oberen und unteren Extremitdten, die aus einem
mesenchymalen Kern und aus einer duleren Schicht ektodermaler Zellen bestehen, bilden
sich symmetrisch an beiden Seiten aus. In der humanen Embryogenese findet dies zu
Beginn der 5. Woche nach der Befruchtung statt. Das Wachstum der Extremitidten wird

durch die am distalen Ende der Extremitdtenknospe lokalisierte Randleiste induziert.

Die Entwicklung der Extremititen verlduft entlang dreier definierter Achsen. Die proximo-
distale Achse definiert das Léngenwachstum von korpernah nach distal. Die Asymmetrie
in der Musterbildung von Daumen und Finger erfolgt entlang der antero-posterioren Achse
und die Ausbildung von Handriicken- und Handinnenfldche tiber die dorso-ventrale Achse.
Die einzelnen Finger- und Zehenstrahlen entstehen durch programmierte Apoptose von
Zellen der Randleiste und im Bereich der zukiinftigen Interdigitalregionen; zeitgleich
wachsen die flinf definierten Strahlen aus. Am 56. Embryonaltag sind die Finger bereits
vollstdndig getrennt. Dieser komplexe Entwicklungsprozess reagiert dullerst sensibel auf
einwirkende Stdérungen, die je nach dem Zeitpunkt der Einwirkung zu unterschiedlichen

klinischen Auswirkungen fiihren.

Handfehlbildungen konnen genetisch oder durch den Einfluss exogener Faktoren nicht
genetisch bedingt sein. Wahrend sich genetisch bedingte Malformationen der Extremitéten,
in variabler Auspragung, in der Regel symmetrisch manifestieren, liegen nicht genetische

Fehlbildungen meist einseitig vor.

Bestehende Handfehlbildungen werden zunéchst klinisch charakterisiert. Hierbei werden
die Fingerglieder (Phalangen), die Mittelhandknochen (Ossa metacarpalia) und die
Handwurzelknochen (Ossa carpalia) hinsichtlich ihrer Anzahl, GréBe, Form, Position und
Struktur sowie auf knocherne Fusionen hin beurteilt. Zudem wird die Funktionalitit der
Fingergelenke und Handgelenke tiberpriift und auf hdutige Verwachsungen (Syndaktylien)
sowie Auffilligkeiten an den Fingerndgeln geachtet. Neben der klinischen Untersuchung

ist die Durchfilhrung einer Rontgendiagnostik in vielen Féllen hilfreich, um die
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Beteiligung einzelner knocherner Strukturen zu bewerten. Da die Hinde und Fiile in
dhnlicher Weise genetisch programmiert werden, sind phénotypische Verdnderungen

oftmals gleichermallen an den oberen und unteren Extremititen zu finden.

Eine umfassende korperliche Untersuchung der Patienten mit Handfehlbildungen ist
dartiber hinaus wichtig, da weitere klinische Auffilligkeiten bestehen konnen, deren
Vorliegen im Sinne einer komplexen Entwicklungsstorung das Vorliegen eines Syndroms
wahrscheinlich erscheinen ldsst. Eine Vielzahl von Syndromen wird durch assoziierte

Handfehlbildungen erkannt, welche fiir die Diagnosestellung ein Leitsymptom darstellen.

Anhand der erhobenen klinischen und evtl. radiologischen Befunde erfolgt die Zuordnung
der Handfehlbildungen in die folgenden aufgefiihrten Gruppen. Bei komplexen
pathologischen Verdnderungen an der Hand sind iiberlappende Merkmale moglich, die

unter Umstidnden die Einteilung des Phinotyps erschweren.

Polydaktylie: Hier finden sich eine iiberzéhlige Anzahl von Fingern oder Fingeranlagen.
Unterteilt werden die Polydaktylien danach, ob die zusétzlichen Fingeranlagen im Bereich
des Daumens (priaxial), zentral (mesoaxial) oder am Kleinfinger (postaxial) lokalisiert
sind. Verdopplungen von Unterarmknochen oder Formen der Spiegelbild-Duplikationen
von Fingern (,,mirror hand*) kdnnen als komplexe Varianten einer Polydaktylie angesehen

werden.

Syndaktylie: Die Syndaktylie ist durch ein Zusammenwachsen von Fingern
gekennzeichnet. Diese kann entweder als hdutige oder knocherne Syndaktylie vorliegen.
Die Variabilitdt der Merkmalsausbildung ist hoch und reicht von partiellen proximalen
hdutigen Syndaktylien in den Interdigitalregionen bis hin zu multiplen kndchernen
Fusionen verschiedener Fingerstrahlen. Eine Syndaktylie kann zusammen mit einer

Polydaktylie auftreten (Polysyndaktylie).

Triphalangealer Daumen: Der normalerweise zweigliedrig angelegte Daumen besteht

aus drei Gliedern. Oftmals findet man eine priaxiale Polydaktylie assoziiert.

Oligodaktylie: FEinzelne Finger sind nicht angelegt. Es wird bei der Oligodaktylie
unterschieden, ob der prdaxiale, mesoaxiale oder postaxiale Anteil betroffen ist.
Spalthinde (Ektrodaktylien) sind als Resultat einer mesoaxialen Reduktionsfehlbildung zu
begreifen. Eine Monodaktylie, die Anlage von nur einem Finger bzw. Fingerrudiment,

stellt die Maximalvariante dar.
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Brachydaktylie: Einzelne Finger sind auf Grund von fehlenden oder hypoplastischen
Phalangen verkiirzt. Nach dem Muster der betroffenen Phalangen wird unterschieden
zwischen den Typen A bis E. Bei dem Typ E findet man zudem einige der Ossa

metacarpalia verkiirzt.

Symphalangismus: Es bestehen Fusionen in den proximalen oder distalen
Interdigitalgelenken. Die Finger konnen in den betroffenen Gelenken nicht gebeugt

werden.

Fiir betroffene Personen mit Handfehlbildungen oder deren Familienangehdrige sind meist
die Zuordnung der bestehenden Stérung zu einer Diagnose und eine Aussage zur
Wiederholungswahrscheinlichkeit bei Nachkommen wichtig. Fiir nicht genetische
Fehlbildungen besteht ein Wiederholungsrisiko von 1-5%, welches abhdngig von der
zugrunde liegenden Storung ist und ggf. im Einzelfall ndher bestimmt werden kann. Durch
die Erhebung eines Familienstammbaumes bei einem familidren Auftreten der Fehlbildung
konnen Hinweise auf die Vererbung des Merkmals gewonnen werden. Bei den genetisch
bedingten Handfehlbildungen miissen alle Mendel‘schen Erbgidnge in Betracht gezogen
werden; hinzu kommen desweiteren chromosomale Aberrationen als mogliche Ursache fiir
Handfehlbildungen. Auf diese Grundlage stiitzen sich die Awussagen zur
Wiederholungswahrscheinlichkeit von Handfehlbildungen bei weiteren Nachkommen in
der Familie. Unter Annahme eines autosomal dominanten Erbganges kann eine

Wiederholung des Merkmals bis zu 50% betragen.

In den letzten Jahren ist es fiir eine Vielzahl der hereditdren Handfehlbildungen gelungen,
die molekulare Ursache zu finden und grundlegende Erkenntnisse iiber die Steuerung des
Systems zu gewinnen, welches die embryonale Musterbildung der Handentwicklung
koordiniert. Wenn das mit der bestehenden Fehlbildung assoziierte Gen bekannt ist, so
kann mit Hilfe einer molekulargenetischen Analyse nach der zugrunde liegenden Mutation

gesucht werden.

1.2 Klassifikation der Brachydaktylien

Ein komplexes Regelnetzwerk verschiedener Liganden, Inhibitoren, Rezeptoren sowie
intrazelluldrer Signalkaskaden, die eng miteinander in Verbindung stehen, ist fiir die

Koordination der friihembryonalen Handentwicklung notwendig. Der Fokus der
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vorliegenden Arbeit liegt auf den verschiedenen Formen der Brachydaktylien und einer
Form der Polysyndaktylie mit triphalangealem Daumen, deren klinischer und molekularer
Einordnung sowie der Aufarbeitung der zu Grunde liegenden Mutationen bzw.

chromosomaler Imbalancen.

Die Brachydaktylien (abgeleitet griech.: Ppoybdg, kurz; O6daxtvlog, Finger) sind
charakterisiert durch die Verkiirzung von Fingern und/oder Zehen, die durch
Verdanderungen an den Phalangeal- oder Metacarpalknochen verursacht werden. Nach der
klinischen Klassifizierung von Julia Bell werden sie in 5 Gruppen eingeteilt, der
Brachydaktylien vom Typ A, B, C, D und E (Bell, 1951). Bei dem Typ A werden zudem 3
Subgruppen (A1, A2, A3) unterschieden und bei Typ B bestehen die Subgruppen B1 und
B2.

Die Brachydaktylie Typ A1 (MIM #112500) ist gekennzeichnet durch die Hypoplasie
bzw. Aplasie der Mittelphalangen an allen Fingern. Missense-Mutationen in Indian

Hedgehog (IHH) sind als Ursache bekannt (Gao et al., 2001).

Die Brachydaktylie Typ A2 (MIM #112600) ist charakterisiert durch hypoplastische
Mittelphalangen am Zeigefinger und variabel auch am Kleinfinger. Bei den betroffenen
Fingern imponiert neben einer Verkiirzung oftmals eine Lateraldeviation. Missense-
Mutationen in Bone Morphogenetic Protein Receptor 1B (BMPRIB), eine spezifische
Missense-Mutation in Growth Differentiation Factor 5 (GDF5) sowie eine Duplikation
eines cis-regulatorischen Elementes fiir Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP2) sind bisher

auf molekularer Ebene nachgewiesen worden (Dathe et al., 2009; Lehmann et al., 2003;

Ploger et al., 2008).

Bei der Brachydaktylie Typ A3 (MIM %112700), einzig durch eine Klinodaktylie des
Kleinfingers auf Grund eines hypoplastischen Mittelphalanx auffallend, ist die molekulare

Grundlage noch unklar.

Fiir die Brachydaktylie Typ B1 (MIM #113000), deren Hauptmerkmal die Aplasie bzw.
Hypoplasie von terminalen Phalangen der Finger II - V ist, sind trunkierende Mutationen

in dem Gen Receptor Tyrosine Kinase-like Orphan Receptor 2 (ROR2) ursichlich
(Oldridge et al., 2000; Schwabe et al., 2000).
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Bei der Brachydaktylie Typ B2 (MIM #611377) bestehen neben der terminalen Aplasie
oder Hypoplasie der Phalangen zudem ein proximaler Symphalangismus und Fusionen von

Handwurzelknochen. Diese Form wird durch spezifische Missense-Mutationen in

NOGGIN (NOG) verursacht (Lehmann et al., 2007).

Bei der Brachydaktylie Typ C (MIM #113100) sind verkiirzte Index-, Mittel-, und
Kleinfinger durch hypoplastische Mittelphalangen charakteristisch. Die Ringfinger sind
typischerweise normal entwickelt. An Index- und Mittelfinger konnen zusdtzliche Anlagen
von Phalangen vorliegen (Hyperphalangie). Das molekulare Korrelat sind
Funktionsverlust-Mutationen in GDF5 (Polinkovsky et al., 1997). Brachydaktylien vom
Typ Al, A2, A3 und Typ C zeigen iiberlappende Merkmale.

Die Brachydaktylie vom Typ D (MIM #113200) ist durch ein breites und verkiirztes

Endglied des Daumens charakterisiert.

Die Brachydaktylie Typ E (MIM #113300) weist verkiirzte Ossa metacarpalia auf. Fiir
den Typ D und den Typ E, deren Phinotypen sich z. T. {iberlappen, sind in Einzelfdllen
Missense-Mutationen im Gen Homeobox D13 (HOXD13) identifiziert worden (Johnson et
al., 2003).

Uber die klinische Charakterisierung der Brachydaktylien und die urséchlichen
Mutationen konnten bereits wesentliche Einblicke in die genetische Variabilitidt dieser
Fehlbildungsgruppe gewonnen werden. Neben einer variablen phénotypischen Ausprigung
ist zudem eine verminderte Penetranz bei den Brachydaktylien bekannt, wie die
Auswertung von Stammbaumen zeigt (Polinkovsky et al., 1997). Die funktionelle Analyse
von mit Brachydaktylie assoziierten Mutationen und die Korrelation zu den
phénotypischen Auswirkungen sind fiir das Verstindnis der Pathogenese essentiell. Uber
die Lokalisation der Mutationen im Gen bzw. Protein und die daraus resultierende
klinische Symptomatik konnen Hinweise auf die Strukturbereiche der betroffenen

Molekiile und auf relevante Protein-Protein Interaktionen gewonnen werden.
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Abb. 1: Rontgenbefunde bei den verschiedenen Formen der Brachydaktylien.

BDB1

BDD

Legende Abb. 1.

Die fiir den jeweiligen Brachydaktylietyp
charakteristisch verdnderten Knochenstrukturen
sind durch Pfeile gekennzeichnet.

BD = Brachydaktylie.
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1.3 Identifikation von Mutationen

Ein gut charakterisierter Phénotyp einer genetischen Storung ist wesentliche Grundlage
dafiir, dass die Diagnose gefunden und die ursidchliche Mutation identifiziert werden kann.
Verschiedene molekulare Methoden werden angewandt, um krankheitsassoziierte

Verdnderungen auf molekularer Ebene nachzuweisen.

Sind Verdnderungen in einem Gen als Ausldser fiir eine Erkrankung bzw. eine Stérung
bekannt, so kann mittels einer direkten DNA-Sequenzierung des betreffenden
Genabschnittes nach einer merkmalsverursachenden Mutation bei Patienten gesucht
werden. Die DNA-Sequenzierung erfolgt automatisiert an DNA-Sequenziergerdten mit
einer basenspezifischen Fluoreszenzmarkierung (Sanger et al.,, 1992). Durch die
Sequenzdaten, mittels deren die Abfolge der vier Basen des untersuchten DNA-
Abschnittes anzeigt werden, sind Abweichungen in der Wt-Sequenz nachweisbar.

Polymorphismen werden hierbei von krankheitsbedingenden Mutationen unterschieden.

Ist die molekulare Ursache einer monogenen Storung nicht bekannt, muss zunichst das
krankheitsassoziierte Gen identifiziert werden. Die Suche nach dem Krankheitsgen iiber
eine genomweite Kopplungsanalyse ist ein klassisches Vorgehen, wobei eine
Positionsklonierung des gesuchten Gens auf einen chromosomalen Abschnitt erfolgt
(Royer-Pokora et al., 1986). Uber die Bestimmung der Haplotypen, z.B. iiber
Mikrosatelliten-Marker oder Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), und
anschlieBendem softwaregestiitztem Vergleich der Allele von betroffenen und nicht
betroffenen Personen innerhalb einer Familie kann eine kritische Region bestimmt werden,
in der das Krankheitsgen liegt. Das Kopplungsintervall wird durch die auftretenden
Rekombinationsereignisse definiert. Der Erfolg dieser Methode hingt unter anderem davon
ab, inwieweit die Rekombinationsereignisse innerhalb des Stammbaumes den kritischen
Bereich in seiner Grofe einschrianken konnen und wie hoch die Anzahl der Gene in diesem
Intervall ist. Ein limitierender Faktor fiir diese Methode ist der Umstand, dass DNA-
Proben von mehreren Personen in einer Familie benotigt werden und in der Regel grof3ere

Stammbaume nétig sind.

Des Weiteren ist es moglich, iiber die Kenntnis von bekannten funktionellen Interaktionen
zwischen Proteinen weitere Kandidatengene zu identifizieren. Mutationen in den
verschiedenen Molekiilen, die direkt oder indirekt auf molekularer Ebene in Verbindung

stehen, konnen phénotypisch zu identischen oder &hnlichen Erkrankungen fiihren.
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Auch chromosomale Auffélligkeiten, die durch eine konventionelle Chromosomenanalyse
detektiert werden, konnen mit der Ausbildung von Extremititenfehlbildungen einhergehen.
Ob mit weiteren korperlichen Anomalien und geistigen Defiziten zu rechnen ist, hingt von
der Art und der GroBe der chromosomalen Verdnderung ab. Meist ist dies bei
lichtmikroskopisch sichtbaren Deletionen und Duplikationen, die Euchromatin beinhalten,
zu erwarten. Die Aufldsungsgrenze der konventionellen Chromosomenanalyse liegt bei
etwa 5 - 10 Mb. Durch die ndhere Charakterisierung der Bruchpunkte, insbesondere bei
balancierten Translokationen und Inversionen, konnen Krankheitsgene identifiziert
werden. Zur weiteren Abkldrung von auffilligen chromosomalen Befunden in der
Routinediagnostik kommen weiterfiihrende molekular(zyto)genetische Methoden zum

Einsatz, wie z. B. die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH).

Genomische Deletionen oder Duplikationen, die bis vor wenigen Jahren aufgrund ihrer
GroBe mit konventionellen zytogenetischen Verfahren nicht detektierbar waren, sind mit
einer neueren Methode, der Mikroarray-basierten komparativen genomischen
Hybridisierung (Array-CGH) festzustellen (Solinas-Toldo et al., 1997). Derzeit kommt der
Methode der Array-CGH bei der Identifikation von krankheitsassoziierten Ursachen ein
besonderes Interesse zu, da es Schitzungen gibt, dass etwa 15% aller bisher
angenommenen ,monogenen® Erkrankungen durch submikroskopische Aberrationen
bedingt sein diirften (Vissers et al., 2005). Patienten-DNA und Kontroll-DNA werden bei
dieser Methode mit zwei unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert und
gemeinsam auf eine Matrix aus BAC-Klonen bzw. Oligonukleotiden hybridisiert. Durch
den anschlieBenden Vergleich der Profile ist es moglich, sehr kleine deletierte oder
duplizierte Regionen im Genom des Patienten nachzuweisen. Gesamtgenomische BAC-
Arrays erreichen eine Auflosung von etwa 150 kb, mit {iblichen gesamtgenomischen
Oligonukleotid-Arrays konnen Aberrationen von etwa 70 kb identifiziert werden. Zum
Nachweis von Mikroduplikationen und Mikrodeletionen an definierten Loci sind maximal
hochauflosende Oligonukleotid-Arrays, die Aberrationen im Basenpaarbereich detektierten

konnen, einsetztbar (Custom Arrays).

Fiir die Interpretation der Ergebnisse werden die als aberrant detektierten Regionen mit der
Datenlage aus 6ffentlichen Datenbanken abgeglichen, um copy number variations (CNVs),
also Polymorphismen, zu identifizieren. Allerdings ist derzeit die Listung der
Polymorphismen, gerade bei in den Oligonukleotid-Arrays, nicht vollstindig. Neben der
Analyse der Patienten-DNA werden deshalb auch die DNA der Eltern bzw. weiterer

12
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Familienmitglieder untersucht. Dadurch kann bestimmt werden, ob die chromosomale
Verianderung de novo entstanden oder von einem Elternteil vererbt worden ist. Besteht bei
einem klinisch gesunden Elternteil die identische Verdnderung, so ist die
Wabhrscheinlichkeit fiir einen Polymorphismus hoch. Bei Nachweis der gleichen
Aberration bei einem ebenfalls betroffenen Elternteil ist eine Pathogenitét der Verdnderung
zu diskutieren und eine Beweisfithrung anzustreben. Auffillige Ergebnisse aus der Array-
CGH-Analyse werden iiblicherweise mit weiteren Methoden, wie FISH oder quantitativer

real-time PCR (qPCR), bestitigt.

Die in einer nachgewiesenen Aberration lokalisierten annotierten Gene konnen in
Datenbanken gesucht werden. Hieriiber lassen sich Informationen hinsichtlich der
Genfunktionen und bereits bekannter Assoziationen von Genen zu humanen Stérungen
gewinnen. Die Identifikation von mit der Stérung assoziierten Kandidatengenen bietet so
die Chance, die Pathogenitit einer Erkrankung auf molekularer Ebene besser zu verstehen.
Weiterfiihrende funktionelle Experimente an in vitro und in vivo Modellen sind bei einem
Nachweis von neuartigen Mutationen notwendig, um Einblicke in die Pathogenese einer

Storung zu erhalten.

1.4 Charakterisierung identifizierter Mutationen an ausgewéihlten Modellen

Um die Auswirkungen von Mutationen auf die Knochenentwicklung zu untersuchen, sind
eine Reihe von geeigneten Modellen bekannt. Zur weiterfithrenden funktionellen
Charakterisierung von mit Brachydaktylie assoziierten Mutationen wurden ausgewéhlte

Verfahren auch im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt.

In Abhéngigkeit von den identifizierten Mutationen sind Analysen am Tiermodell
aufschlussreich, um die Funktion von spezifischen Genen in vivo zu untersuchen. Durch
RNA in situ Hybrisidierungen an histologischen Gewebeschnitten oder am gesamten
Embryo bzw. ganzen Korperteilen (,,whole mount®) ist es mdglich, einen Uberblick {iber
das Expressionsmuster eines Kandidatengens zu erhalten. Die gewebespezifische und
zeitliche Expression der an der Extremitdtenentwicklung beteiligten Gene kdnnen so am
Tiermodell, z.B. beim Huhn oder der Maus, analysiert werden. Hierzu werden
genspezifische Sonden verwendet, die in den Zellen bzw. definierten Gewebebereichen

Signale erzeugen, in denen das zu untersuchende Gen exprimiert wird.
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Ein in vitro Modell fiir die Knorpeldifferenzierung ist das Mikromasskultursystem. Es
kann bei der Analyse von Mutationen, die die Ursache von Skeletterkrankungen sind,
angewandt werden. Grundlage dieses Modells sind mesenchymale Stammzellen der
Extremitidtenknospen von Hiihnerembryonen, welche sich zu Chondrozyten und
Osteoblasten differenzieren. Die verschiedenen Stadien der Knorpeldifferenzierung (friih,
spit, terminal) werden im Weiteren iiber Firbeverfahren analysiert. Uber die Alcian Blau
Farbung kann die Bildung von extrazelluldrer Knorpelmatrix quantifiziert werden. Mit
zunehmender Differenzierung der Chondrozyten wird eine verstirkte Aktivitdt der
Alkalischen Phosphatase nachgewiesen. Die Alizarin Rot Fiarbung wird zum Nachweis
mineralisierter Matrix von terminal differenzierten Chondrozyten eingesetzt. Der Einfluss
eines Gens auf die Knorpeldifferenzierung kann durch Uberexpression mit einem
vogelspezifischen Retrovirus (RCAS, replication competent avian sarcoma) untersucht
werden. Dazu werden Viruspartikel hergestellt, die das zu untersuchende Wt-Gen oder
Gene mit krankheitsassoziierten Mutationen tragen. Mit diesen werden anschlieend die
Mikromasskulturen infiziert und damit das Gen in den Kulturen itiberexprimiert. Fordert
oder hemmt das Kandidatengen die Knorpeldifferenzierung, so ist dies iiber eine erhohte

bzw. verringerte Produktion der Knorpelmatrix messbar.

Mit Hilfe der RCAS Viren ist auch eine in vivo Untersuchung der Genfunktion mdglich.
Dazu werden Viren, die das zu untersuchende Gen enthalten, in Hiihnerembryonen
injiziert. Zum gewiinschten Entwicklungszeitpunkt wird dann der Einfluss der
Uberexpression des Kandidatengens in verschiedenen Kdrperabschnitten bzw. Geweben

auf die Entwicklung des Embryos analysiert.

Mausmutanten sind eine weitere hdufig genutzte Moglichkeit, die Ursachen humaner
Erkrankungen bzw. Fehlbildungen zu untersuchen und die Entstehung des pathologischen
Phinotyps verstehen zu lernen. Mausmodelle, die einer humanen Stérung homolog sind,
sind entweder durch Spontanmutationen zufillig entstanden oder kénnen durch gezieltes
Ausschalten oder Einfiihren von Genen bzw. genomischer Bereiche erzeugt werden. Es ist
u.a. im Weiteren mdglich, an Mausmutanten die Aktivitit von Kandidatengenen durch die
Analyse der Genexpression am gesamten Embryo oder an Gewebeschnitten zu
verschiedenen Entwicklungsstadien zu bestimmen. Auch regulatorische Bereiche konnen
durch die Verwendung von Reporterkonstrukten (z.B. LacZ) in dhnlicher Weise in vivo

untersucht werden. Nach der Integration eines Reporterkonstruktes in das Genom eines
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Modellorganismus wird die zeitliche und ortsabhingige Wirkung des entsprechenden

Bereiches wiederum an histologischen Schnitten oder am gesamten Embryo untersucht.

1.5 Der BMP-Signalweg und dessen Bedeutung in der Handentwicklung

Die Bildung des Skelettsystems wird durch eine Vielzahl von Faktoren reguliert. Unter
vielen anderen Einfliissen spielen dabei die Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)' und
Growth Differentiation Factors (GDFs), die zu der TGF-B-Superfamilie gehoren, eine
entscheidende Rolle. Die unterschiedlichen BMPs und GDFs sind an einer Vielzahl von
Entwicklungsprozessen in der Embryonalentwicklung beteiligt und sie sind von groB3er
Bedeutung bei der Knocheninduktion und der Ausbildung von Knochenstrukturen. Urist
gelang es bereits Anfang der 1960er Jahre nachzuweisen, dass BMPs in der Lage sind,
ektop eine Knochenbildung zu bewirken (Urist, 1965). BMPs und GDFs steuern die
Proliferation und die Differenzierung von mesenchymalen Vorlduferzellen in
Chondrozyten und Osteoblasten. Zudem regulieren sie die Bildung von Fingern und
Gelenken in festgelegten Zonen sowie die Apoptose in den interdigitalen Regionen.
Insbesondere GDF5 steuert die Differenzierung der Chondrozyten und beeinflusst die
Musterbildung der einzelnen Phalangen und die Ausbildung der interphalangealen Gelenke
(Francis-West et al., 1999; Storm und Kingsley, 1999). BMP2 spielt eine bedeutsame Rolle
in der spiten Osteogenese. Eine deutliche Expression von BMP2 in hypertrophen
Chondrozyten der Wachstumsfuge, im Perichondrium und in den Osteoblasten ist
nachweisbar (Kulessa et al., 2000; Lyons et al., 1990; Pathi et al., 1999). Eine BMP2-
Expression in den distalen Extremititenabschnitten ist zudem in der longitudinalen Achse
der sich entwickelnden Phalangen und in einem kleinen Bereich von Zellen der sich
bildenden Interphalangealgelenke, die apoptotisch werden, zu finden (Seemann et al.,

2005).

Die Aktivitit der BMPs und GDFs wird neben anderen Mechanismen auch durch
antagonistisch wirkende Proteine reguliert. NOG ist ein solcher extrazelluldrer Antagonist,
der die Signalwirkung von BMPs und GDFs aufheben kann (Nifuji und Noda, 1999). NOG
besetzt die BMP-Rezeptor-Bindungsstellen von GDF5 und weiterer BMPs, sodass diese
nicht an der Zelloberfliche an ihre korrespondierenden Rezeptoren binden kénnen und die

Signalwirkung folglich unterbrochen ist.

! Zur besseren Lesbarkeit werden alle Proteinnamen in diesem Abschnitt mit GroBbuchstaben abgekiirzt.
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GDF5 und BMP2 sind Liganden der BMP-Rezeptoren, die als transmembrandse Serin-
Threoninkinasen eine Signalweiterleitung in das Zellinnere ermdglichen. Es sind drei
BMP-Rezeptoren vom Typ 1 (BMPRI1A, BMPRIB, ACVRI1) sowie ein BMP-Rezeptor
vom Typ 2 (BMPR2) bekannt, die ihrerseits an der Zelloberfliche Komplexbildungen zu
aktiven Hetero- bzw. Homodimeren eingehen (Gilboa et al., 2000; Nohe et al., 2004).
GDFS5 bindet mit einer sehr hohen Affinitit an BMPR1B, BMP2 hingegen bindet sowohl
an BMPR1A und BMPRI1B (Kirsch et al., 2000; Nishitoh et al., 1996). Besetzt ein Ligand
den BMP-Rezeptorkomplex, so resultiert typischerweise eine Transphosphorylierung von
BMPR1B durch BMPR2 und somit eine Aktivierung von BMPRIB. Es wird daraufthin
intrazelluldr eine Signalweiterleitung tiber die MAP (mitogen-activated protein)-Kinase-
Kaskade und/oder iiber den SMAD (homolog: mothers against decapentaplegic,
Drosophila; sma-Protein, Caenorhabditis elegans)-abhéngigen Signalweg in Gang gesetzt.
Die SMAD-Proteine 1, 5 und 8 werden aktiviert und in Folge wird die Transkription von
Zielgenen im Nukleus reguliert (Nohe et al., 2002; Nohe et al., 2004). Durch die
inhibitorisch wirkenden SMADs 6 und 7 besteht ein negativer Riickkopplungs-

mechanismus der Signaltransduktion.

Ein mit den BMP-Rezeptoren interagierender Zellmembranrezeptor ist ROR2. Mutationen
in ROR2 sind Ursache fiir die Brachydaktylie Typ Bl. Es wurde nachgewiesen, dass
ROR2 die intrazellulire SMAD-Kaskade, welche durch cinen aktivierten BMPRIB
inititert wird, inhibieren kann. Dieser modulierende Effekt von ROR2 auf den BMP-
Signalweg erfolgt durch die aktivierte Rezeptor-Tyrosinkinase des Rezeptors (Sammar et

al., 2004).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des BMP-Signalwegs

NOGi BMP m]}‘
GDFS

Extrazellularraum

- Zytoplasma
B P
L inhibiert
ROR2 BMPR1B BMPR2
aktiviert

SMAD - Kaskade} i MAPK - Kaskade

v
Transkriptionskontrolle

NUSUNIN

Nukleus

Legende Abb. 2.

BMPs und GDFs sind Liganden der BMP-Rezeptoren. Eine Aktivierung von BMPRIB iiber eine
Transphosphorylierung von BMPR2 fiihrt zum AnstoB3 der intrazelluliren SMAD- oder MAPK- abhéngigen
Signalkaskade. ROR2 iibt einen modulierenden Effekt auf die BMPR1B-induzierte Signalweiterleitung aus.
Im Nukleus werden durch Transkriptionsfaktoren spezifische DNA-Sequenzen besetzt, iiber deren Bindung

die Aktivitat von Zielgenen reguliert werden kann.

Die Molekiile des BMP-Signalwegs spielen eine entscheidende Rolle bei der regelrechten
Entwicklung der Hand, insbesondere bei der Musterbildung und Morphogenese der
einzelnen Phalangen und der Gelenke. Ein veridndertes Zusammenspiel von Liganden
(GDF5, BMP2), Antagonisten (NOG), Rezeptoren (BMPRI1B, BMPR1A) und Co-
Rezeptoren (ROR2) fiihrt dazu, dass der Prozess der Handentwicklung gestort ist. Dies
duBert sich klinisch in verschiedenen Typen von Brachydaktylien. Wihrend man vor
einigen Jahren davon ausging, dass die verschiedenen Typen der Brachydaktylien jeweils

durch Mutationen in konkreten Molekiilen des BMP-Signalwegs bedingt seien, ist es nach

17



1. Einleitung

den aktuellen klinischen und funktionellen Ergebnissen gesichert, dass Mutationen in
unterschiedlichen Interaktionspartnern zu {berlappenden und einander imitierenden

Phéanotypen fiihren kénnen.

1.6 Mechanismen der Genregulation durch cis-aktivierte Steuerungselemente

Damit in der Embryogenese eine exakte und fein abgestimmte zeitliche sowie Ortliche
Expression von Entwicklungsgenen, zu denen auch BMP2 und Sonic Hedgehog (SHH)
gehoren, erfolgen kann, sind multiple Steuerungsprozesse ndtig. Die Genaktivitdt wird bei
vielen Genen nicht nur durch Promotoren reguliert, die unmittelbar am Transkriptionsstart
liegen, sondern auch durch weitere regulative Elemente wie Enhancer oder Silencer, die
gegf. sehr weit vom regulierten Gen lokalisiert sind. Solche komplexen

Regulationsmechanismen sind héufig bei Entwicklungsgenen anzutreffen.

Entwicklungsgene sind oftmals in genomischen Regionen zu finden, in denen {iiber
mehrere hundert Kilobasen (kb) keine weiteren Gene liegen (sog. Genwiisten). Das
Vorhandensein von evolutiondr konservierten, nicht-kodierenden Sequenzabschnitten
deutet in diesen Bereichen auf die Existenz von regulatorischen Elementen hin. Es sind
Beispiele dafiir bekannt, dass cis-aktivierte Elemente als Enhancer oder Repressoren die
Genexpression von Entwicklungsgenen kontrollieren (Bagheri-Fam et al., 2006; Kleinjan
et al., 2006; Sabherwal et al., 2007). Solche cis-agierende regulatorische Elemente konnen
als ,,Jlong-range* Regulatoren mehrere hundert kb vom eigentlichen Zielgen entfernt sein
(Kleinjan und van Heyningen, 2005). Besteht eine Mutation oder Aberrationen in der
genomischen Sequenz des regulatorischen Elements, so kann dies Auswirkungen auf die
Transkription des Zielgens haben und die Ursache von klinischer Pathologie darstellen. Es
ist anzunehmen, dass dieser Mechanismus fiir einen nicht unbetridchtlichen Anteil an

Erkrankungen oder Fehlbildungen verantwortlich sein diirfte.

Die Sequenzabschnitte, die die regulatorischen Elemente definieren, weisen
Erkennungsmotive fiir DNA-bindende Proteine wie Transkriptionsfaktoren auf. Diese
interagieren ihrerseits mit den Promotoren des Zielgens, z.B. iiber eine Schleifenbildung
des Chromatins (de Laat und Grosveld, 2003; Tolhuis et al., 2002). Betrifft eine Mutation
die Erkennungssequenz fiir einen Transkriptionsfaktor, ist es moglich, dass dessen

Bindungsverhalten gestort ist. Eine verdnderte Aktivitdt des zu regulierenden Gens wiére
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die Folge und die Ausbildung von klinischen Auswirkungen konnte hierliber erklarbar

sein.

Im Rahmen der Genregulation kommt der Konformation des Chromatins eine wesentliche
Bedeutung zu. Eine offene Chromatinstruktur ist notig, damit Transkriptionsfaktoren an
die DNA-Erkennungssequenzen binden und ihrerseits durch Interaktion mit dem Promotor
die Transkription steuern. Durch chromosomale Aberrationen kann es zu Anderungen in
der lokalen Chromatinstruktur kommen, die eine Bindung von Transkriptionsfaktoren
unmdoglich machen. Chromosomenverdanderungen, wie Deletionen, Duplikationen oder
Inversionen, konnen dazu fiihren, dass der Abstand zwischen dem cis-regulatorischen
Element und dem Zielgen je nach ursdchlicher Aberration entweder verkleinert bzw.
vergrofert ist. Da die Interaktion zwischen cis-lokalisiertem Regulator und seinem zu
kontrollierenden Gen einen dynamischen Mechanismus erfordert, ist anzunehmen, dass in
vielen Fillen der exakte Abstand fiir diesen Kontakt entscheidend ist und folglich
Abweichungen in der Position des cis-Regulators (Positionseffekt) zu einer fehlerhaften

Genexpression fiihrt (Kleinjan und van Heyningen, 2005).

Wie die Feinabstimmung der Genaktivitit durch weit entfernt liegende Regulatoren im
Detail funktioniert, ist derzeit weitgehend unklar. Uber die Analyse an ausgewihlten
Genen ist es moglich, zusitzliche Informationen iiber die Mechanismen der Genregulation
zu gewinnen und somit auch die zu einer Storung fithrende Wirkungsweise von

Mutationen und Aberrationen zu verstehen.

Auch die Regulation der Entwicklungsgene BMP2 und SHH wird durch cis-lokalisierte
Elemente kontrolliert. BMP2 und SHH stellen sezernierte Signalmolekiile dar, die in der
Embryonalentwicklung in verschiedenen zeitlichen Phasen und Geweben von essentieller
Bedeutung sind. Es ist davon auszugehen, dass fiir deren regelrechte Expression in den
jeweiligen embryonalen Entwicklungsphasen eine hoch komplexe Steuerung notwendig

ist.

Sowohl BMP2 als auch SHH sind in sog. Genwlisten lokalisiert. Die Abwesenheit von
Genen und das Vorhandensein von hoch konservierten Sequenzabschnitten in den
angrenzenden Regionen sprechen fiir das Vorliegen von multiplen cis-agierenden
Regulatorelementen. Fiir beide Gene ist bekannt, dass sie einen entscheidenden Einfluss

auf die Entwicklung der distalen Extremitidtenabschnitte haben. Mutationen in den
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kodierenden Sequenzen von SHH oder BMP2, die zu Extremititenfehlbildungen fiihren,

sind jedoch nicht nachgewiesen worden.

Fiir die Steuerung von SHH in den sich entwickelnden Extremitéten konnte vor einiger
Zeit ein 5 lokalisierter cis-Regulator (ZRS) identifiziert werden (Lettice et al., 2002).
Nukleotidverdanderungen in dieser Regulatorsequenz resultieren klinisch in einer priaxialen
Polydaktylie. Wie eigene Ergebnisse zeigen konnten, fiihrt eine Mikroduplikation, die den
cis-Regulator umfasst, ebenfalls zu diesem Phinotyp (Klopocki et al., 2008).

Auch fir die Regulation von BMP2 wurden 3° von BMP2 cis-lokalisierte
Enhancerelemente nachgewiesen (Chandler et al., 2007). Wir konnten ein weiteres cis-
regulatorisches Element identifizieren, welches gezielt die BMP2-Expression in den
distalen Phalangen steuert. Die Duplikation des Regulatorelementes korreliert mit der

Manifestation einer Brachydaktylie Typ A2 (Dathe et al., 2009).
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2.1 Heterozygote Mutationen in BMPRIB fithren zur Brachydaktylie Typ A2

Lehmann K, Seemann P, Stricker S, Sammar M, Meyer B, Siiring K, Majewski F, Tinschert S,
Grzeschik KH, Miiller D, Knaus P, Niirnberg P, Mundlos S.

Mutations in bone morphogenetic protein receptor 1B cause brachydactyly type A2. Proceedings of
the National Academy of Science USA, 100, 2003, 12277-12282.

Bei der autosomal dominant vererbten Brachydaktylie vom Typ A2 handelt es sich um
eine Storung, die vorwiegend die Mittelphalangen der Zeigefinger betrifft. In variabler
Auspragung sind die Mittelphalangen hypoplastisch, deltaférmig oder vollig fehlend.
Zudem findet sich in einem Teil der Fille eine Klinodaktylie der Kleinfinger, ebenfalls
durch eine deltaférmige Mittelphalanx bedingt. Am Fuf3 kann eine laterale Deviation der

Grof3zehen bestehen.

Uber eine Positionsklonierung in einer klinisch gut charakterisierten Familie mit
Brachydaktylie Typ A2 konnten wir das Merkmal auf einen 21.2 ¢cM grof3en Bereich auf
Chromosom 4q21-q25 kartieren. In der kritischen Region wurde BMPRIB als
Kandidatengen identifiziert. Die direkte Sequenzierung von BMPRIB ergab die
merkmalsassoziierte heterozygote Missense-Mutation ¢.C1456T, die zu einem
Aminosdureaustausch p.R486W fiihrt. Dieser Aminosdureaustausch liegt innerhalb einer
hoch konservierten, C-terminalen Region der Serin-Threonin-Kinase des Rezeptors. In
einer zweiten unabhidngigen Familie mit Brachydaktylie Typ A2 besteht eine heterozygote
Missense-Mutation c¢.TS99A (p.1200K). Diese Verdnderung ist ebenfalls in einem

konservierten Bereich, der glycin- und serinreichen GS-Doméne, lokalisiert.

Fiir die funktionelle Beweisfilhrung der Kausalitit von Mutation und Phénotyp sind in
vitro und in vivo Testsysteme etabliert worden. Die beiden o.g. Bmprlb-Mutationen
wurden hinsichtlich ihrer Effekte auf die Chondrogenese mit dem Mikromasskultursystem
analysiert und die Auswirkungen mit Wt-Bmprlb verglichen. Die Experimente zeigen,
dass beide Mutationen, p.1200K stéirker als p.R486W, einen deutlich inhibierenden Effekt
auf die Knorpelproduktion aufweisen. Untersuchungen zur Aktivitit der Serin-
Threoninkinase des Rezeptors haben ergeben, dass die Mutation p.[200K zu einem

Funktionsverlust der Bmprlb-Kinase fiihrt, wohingegen bei der Mutation p.R486W keine
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Verdnderung der Kinaseaktivitdt messbar ist. Demnach ist fiir die Mutation p.R486W ein

anderer Pathomechanismus zu postulieren.

An der Oberfliche von COS7-Zellen wurde im Weiteren mittels Immunodetektion von
HA-markierten BmpR1bs analysiert, ob sich die Lokalisation von mutierten Rezeptoren
und Wt-BmpR1b an der Zelloberfliche unterscheidet. Sowohl die Mutanten als auch Wt-
Bmprlb lassen sich an der Zelloberfliche nachweisen, was dafiir spricht, dass auch die

mutierten Rezeptoren unveridndert prozessiert werden.

Aus den durchgefiihrten Experimenten ldsst sich folgern, dass die zur Brachydaktylie Typ
A2 fithrenden BMPRIB-Mutationen iiber einen dominant negativen Effekt pathogen

wirken.

Beide Mutationen wurden desweiteren an einem in vivo Modell an Hiihnerembryonen
ausgetestet, um deren Auswirkung auf die Extremititenentwicklung analysieren zu
konnen. Es erfolgte eine Infektion von Hithnerembryonen mit einem die mutierten
Genkonstrukte tragenden Retrovirus, woriiber eine Uberexpression der Genkonstrukte
stattfindet. Am Tiermodell wird deutlich, dass die resultierenden Verdnderungen im
Hithnchen, die durch verkiirzte oder fehlende Phalangen gekennzeichnet ist, den
menschlichen Phénotyp einer Brachydaktylie imitieren. Analog zu den Mikromasskultur-

Experimenten ist auch hier ein starkerer Effekt fiir die Mutation p.1200K nachzuweisen.

Bei den infizierten Hithnerembryonen sind auch wesentlich stirker betroffene Phénotypen
am Skelett mit einer komplexen Verkiirzung der Extremititen zu beobachten.
Zuriickzufiihren 1st dies vermutlich auf eine hoéhere Viruslast der betroffenen
Hiihnerembryonen. Wir postulieren, dass ein solcher Phanotyp moglicherweise den Effekt
einer homozygoten Missense-Mutation beim Menschen wiederspiegeln konnte. In der
klinischen Erstbeschreibung der Brachydaktylie Typ A2 durch Mohr und Wried im Jahr
1919 wird von einem Kind zweier von Brachydaktylie Typ A2 betroffener Elternteile
berichtet, welches eine schwere Skelettfehlbildung und ein komplettes Fehlen von Fingern
und Zehen aufwies und demnach homozygot fiir die Mutation gewesen sein konnte (Mohr
und Wried, 1919). Bisher sind keine Patienten in der Literatur publiziert, die Triger einer

homozygoten Missense-Mutation in BMPRB sind.
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2.2 Die Mutation p.R486Q in BMPRIB resultiert in zwei verschiedenen
Phinotypen, der Brachydaktylie Typ C mit proximalem Symphalangismus
und der Brachydaktylie Typ A2

Lehmann K, Seemann P, Bérgermann J, Morin G, Reif S, Knaus P, Mundlos S.

A novel R486Q mutation in BMPR1B resulting in either a brachydactyly type C/symphalangism-
like phenotype or brachydactyly type A2. European Journal of Human Genetics, 14, 2006, 1248-
1254.

Die Brachydaktylie vom Typ C ist charakterisiert durch eine Brachymesophalangie der
Zeigefinger, der Mittelfinger und der Kleinfinger. Der Ringfinger ist nicht betroffen und
imponiert als der ldngste Finger. Nicht selten findet man zudem eine Hyperphalangie an
den Zeige- und Mittelfingern. Urséchlich fiir die Brachydaktylie vom Typ C sind in der
Mehrzahl der Fille heterozygote Funktionsverlust-Mutationen in GDF5. Ein proximaler
Symphalangismus (SYM1, MIM #185800) ist typischerweise nicht mit Brachydaktylie
Typ C assoziiert. SYM1 wird durch heterozygote Funktionsverlust-Mutationen in NOG

verursacht; selten kdnnen auch Funktionsgewinn-Mutationen in GDF5 zu SYM1 fiihren.

Wir berichten von einer Mutation ¢.1457G>A (p.R486Q) in BMPRIB, dem Rezeptor fiir
GDFS5, welche phinotypisch sowohl eine Brachydaktylie Typ A2 verursachen, als auch zu
einer Kombination von Brachydaktylie Typ C und SYMI fiihren kann. Bislang waren
heterozygote BMPRI1B-Mutationen als Ursache fiir die Brachydaktylie vom Typ A2
bekannt. Das Auftreten eines kombinierten Phidnotyps von Brachydaktylie Typ C und
SYM1 bei einer Mutation in BMPRIB ist vor dem Hintergrund eines besseren
Verstindnisses der Interaktionen von Molekiillen des BMP-Signalweges duBerst

interessant.

Der Effekt der Mutation p.R486Q wurde im Mikromasskultursystem analysiert und mit
einer weiteren Brachydaktylie Typ A2 assoziierten Mutation (p.R486W) sowie mit Wt-
BmpRIb verglichen. Die Uberexpression der beiden mutierten Konstrukte resultiert in
einer signifikanten Inhibierung der Knorpeldifferenzierung. Die Mutation p.R486Q, die
auch zur Brachydaktylie Typ C/SYMI fiihrt, weist hierbei einen stirkeren Effekt als die
mit der Brachydaktylie Typ A2 assoziierte Mutation p.R486W auf.

Die beiden BmpRIb-Mutationen sind zudem hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die
intrazelluldre Signalkaskade untersucht worden. Die Analysen wurden an stabil

transfizierten C2C12-Zellen durchgefiihrt, welche mesenchymale Vorlduferzellen
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darstellen und sich u.a. auch in Osteoblasten differenzieren konnen. Die intrazelluldre
SMAD-Aktivitidt wurde mittels eines Luciferase-Reporterkonstruktes nach Stimulation mit
GDF5 gemessen. Bei beiden Mutationen ist das SMAD-Signalling stark eingeschrénkt,
wobei sich die Mutation p.R486Q stirker als die Mutation p.R486W auswirkt. Die
Aktivitdit des SMAD-unabhingigen Signalweges wurde iiber die Messung der Alkalischen
Phosphatase als Marker fiir die Osteoblastendifferenzierung bestimmt. Auch das SMAD-

unabhingige Signalling ist fiir beide Mutationen kaum nachweisbar.

Die Ergebnisse zeigen, dass die beiden Mutationen die regelrechte Knorpelproduktion und
-differenzierung beeintrachtigen und negative Auswirkungen auf die intrazelluldre
Signalweiterleitung haben. Die Daten lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Mutation
p.R486Q einen stirkeren Effekt als die Mutation p.R486W aufweist. Die funktionellen
Resultate stimmen mit der phédnotypischen Variabilitdt, die bei den Patienten besteht,
iiberein. Es kann festgestellt werden, dass die Mutation p.R486Q tendenziell zu einem
schwereren Handphénotyp fiihrt. Stochastische Effekte und modifizierende Faktoren sind

jedoch ebenfalls als weitere Modulatoren zu diskutieren.

Der zusitzlich bestehende SYM1 ist bei der Brachydaktylie Typ C sehr ungewohnlich.
Wihrend die Entstehung der Brachydaktylie durch eine partielle Inaktivierung der
Wirkung von GDFS5 iiber den mutierten BMPR1B zu erkliren ist, wire als ein moglicher
Pathomechanismus, der zur Entstehung von SYM1 fiihrt, ein relativ verstarktes Signalling
von GDFS5 iiber BMPRIA anstatt iiber BMPR1B denkbar. Eine Steigerung der BMPR1A-
Aktivitdt wurde als ursdchlich fiir SYM1 nachgewiesen (Seemann et al., 2005).

Durch die klinische Charakterisierung der Brachydaktylien und der Kldrung der zugrunde
liegenden Mutationen konnte das phénotypische Spektrum von Mutationen in BMPRIB
erweitert werden. Die Beobachtungen lassen den Riickschluss zu, dass Mutationen in
verschiedenen Molekiilen des BMP-Signalweges das ausgewogene Zusammenspiel der
Liganden (GDFS5), der Rezeptoren (BMPR1A, BMPR1B) und Antagonisten (NOG) storen
und diese Dysregulation zu einander sehr dhnlichen bzw. identischen Handfehlbildungen

fiihrt.
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2.3 Mutationen in dem BMP Antagonisten NOGGIN verursachen Brachydaktylie
Typ B2

Lehmann K, Seemann P, Silan F, Goecke TO, Irgang S, Kjaer KW, Kjaergaard S, Mahoney MJ,
Morlot S, Reissner C, Kerr B, Wilkie AOM, Mundlos S.

A new subtype of brachydactyly type B caused by point mutations in the Bone Morphogenetic
Protein antagonist NOGGIN. American Journal of Human Genetics, 81, 2007, 388-396.

Bei Patienten, die von einer schweren Form der Brachydaktylie vom Typ B betroffen sind,
findet man ein Fehlen oder eine Hypoplasie der End- und Mittelphalangen der Finger II,
III, IV und V. Die betroffenen Finger dhneln in diesen Fillen oftmals einem Zustand, der
nach Fingergliedamputationen zu beobachten ist. Hypoplastische distale Phalangen mit
kleinen Fingerndgeln und Fusionen des distalen Interphalangealgelenke finden sich bei
einer milden Auspridgung der Brachydaktylie Typ B. Heterozygote Mutationen in ROR?2

sind als Ursache fiir die Mehrzahl der Fille identifiziert worden.

Der Phinotyp, der in dem folgenden Artikel beschrieben wird, unterscheidet sich klinisch
von der ROR2-assoziierten Brachydaktylie Typ B1 und stellt einen eigenen Subtyp (B2)
dar. Die Finger IV und V sind meist stirker von der Brachydaktylie betroffen und es
bestehen bei allen Patienten, in variabler Ausprdagung, zusétzlich Fusionen im proximalen
Interphalangealgelenk, Fusionen im Bereich der Handwurzelknochen, verkiirzte Ossa
metacarpalia des Daumens und milde hdutige Syndaktylien. Bei zwei betroffenen Kindern

ist das Knochenalter deutlich akzeleriert.

Wir haben sechs familidre Fille und ein Patient, bei dem die Brachydaktylie erstmals in
der Familie aufgetreten ist, klinisch charakterisiert und molekulargenetisch untersucht.
Aufgrund der klinischen Uberlappung der Phénotypen zu Stérungen, die durch Mutationen
in NOG verursacht werden, erfolgte eine Sequenzierung dieses Gens. Sechs

unterschiedliche Missense-Mutationen wurden in NOG identifiziert.

Die genannten Mutationen sind an drei strukturell wichtigen Regionen im NOG-Protein
lokalisiert. Sie betreffen die Interaktionsbereiche von NOG und den GDFs/BMPs, die fiir
die Bindung der GDFs/BMPs an die BMP Typ I Rezeptoren (p.P35S, p.P35A, p.A36P)
und Typ II Rezeptoren (p.E48K, p.R167G) verantwortlich ist. Eine weitere Mutation
(p.P187S) ist in einem Bereich lokalisiert, der an der Homodimerisierung von NOG
beteiligt ist. Mogliche Auswirkungen der identifizierten Mutationen wurden an einem

NOG/GDF5-Strukturmodell mathematisch berechnet. Diese Daten deuten darauf hin, dass
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durch die Mutationen kein wesentlicher Funktionsverlust von NOG zu erwarten ist. Die
nachfolgenden Experimente mit den Mutanten im Mikromasskultursystem bestétigen dies.
Die mit Brachydaktylie Typ B2 assoziierten NOG-Mutanten schrinken die Aktivitdt von
NOG kaum oder nur partiell ein. Sie weisen also nach wie vor inhibitorische Eigenschaften
auf und hemmen die Chondrogenese. Dem gegeniiber stehen Mutationen, die mit einem
Funktionsverlust von NOG einhergehen und zu Phénotypen mit Gelenksfusionen fiihren
(SYMI1; Multiples Synostosen Syndrom, SYNSI1, MIM #186500; Tarsales-Carpales
Fusions-(,,coalition®) Syndrom, TCC, MIM #186570), jedoch keine Brachydaktylie Typ B
verursachen; zum Vergleich wurde eine solche Funktionsverlust-Mutation (p.P35R)

ebenfalls exemplarisch getestet.

Die genaue Wirkungsweise der identifizierten Mutationen ist nicht gekldrt, jedoch kann
gefolgert werden, dass offensichtlich nur der Austausch von spezifischen Aminosduren in
NOG zu einer Brachydaktylie Typ B2 fiihrt. Auf Grund der Lokalisation der
nachgewiesenen Mutationen im Protein ist es wahrscheinlich, dass die Mutationen zu einer
verdnderten Interaktion zwischen NOG und den BMP-Rezeptoren fiihren und in Folge das
feinregulierte Gleichgewicht innerhalb des BMP-Signalweges gestort wird. Die klinische
Manifestation einer Kombination von Brachydaktylie Typ B und Gelenksfusionen sowie
die erhobenen funktionellen Ergebnisse machen deutlich, dass es sich nicht um einen
ausschlieBlichen Funktionsverlust von NOG handeln kann. Es wire jedoch denkbar, dass
die bestehenden Gelenksfusionen durch einen partiellen Verlust der antagonistischen
Wirkung von NOG auf GDFS5 verursacht werden, was zu einer gesteigerten Bindung von
GDF5 an BMP-Rezeptoren und somit zu einem erhéhten Signalling flihren wiirde. Der
Phénotyp einer Brachydaktylie Typ B muss liber einen anderen Mechanismus bedingt sein.
Die Beobachtung, dass eine Brachydaktylie Typ B sowohl durch Mutationen in ROR?2 als
auch in NOG entstehen kann kann, spricht fiir eine funktionelle, zumindest indirekte
Verkniipfung dieser beide Molekiile. Untermauert wird diese Feststellung durch die
Tatsache, dass eine Interaktion zwischen BMPR1B und ROR2 nachgewiesen ist, wonach
die aktivierte Tyrosinkinase von ROR2 einen inhibierenden Effekt auf das intrazelluldre

BMPR1B-Signalling hat.

Durch eine gute klinische Charakterisierung von Patienten mit einer Brachydaktylie Typ B
ist es moglich, zwischen den Subtypen B1 und B2 zu unterscheiden. Mutationen in NOG

sind als ursidchlich anzunehmen, wenn an der Hand zusatzlich Knochenfusionen bestehen.
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2.4  Die Duplikation eines extremititenspezifischen cis-regulatorischen Elementes
fiilr BMP2 fithrt zu Brachydaktylie Typ A2

Dathe K, Kjaer KW, Brehm A, Meinecke P, Niirnberg P, Neto CG, Brunoni D, Tommerup N, Ott CE,
Klopocki E, Seemann P, Mundlos S.

Duplications involving a conserved regulatory element downstream of BMP2 are associated with
brachydactyly type A2. American Journal of Human Genetics, 84, 2009, 483-492.

Die molekulare Genese der Brachydaktylie Typ A2 ist heterogen. Nachdem in einem
groflen Stammbaum einer Familie mit autosomal dominant vererbter Brachydaktylie Typ
A2 Mutationen in BMPRIB und GDF5 als Ursache ausgeschlossen waren, konnten wir
iiber eine genomweite Kopplungsanalyse einen weiteren Lokus dieser Form der
Brachydaktylie auf Chromosom 20p12.3 kartieren. Im kritischen Kopplungsintervall ist
BMP?2 lokalisiert.

BMP2 ist ein Ligand der BMP-Rezeptoren und bindet mit gleicher Affinitit an BMPR1A
und BMPRIB. Da ein verringertes Signalling {iber BMPRI1B klinisch mit einer
Brachydaktylie Typ A2 oder Typ C einhergeht, war die Hypothese, dass eine verénderte
Aktivitdit von BMP2 zu einer Dysregulation im BMP-Signalweg fiihrt und daraus ebenfalls
ein reduziertes BMPR 1B-Signalling resultiert.

Nachdem die direkte Sequenzierung der Exons und Introns von BMP2 sowie der
angrenzenden hochkonservierten Abschnitte keine Mutation erbrachte, ist eine Custom-
Array-CGH Analyse mit einer im Basenpaarbereich liegenden Auflosung durchgefiihrt
worden, um kleinste Aberrationen im Kopplungsintervall identifizieren zu konnen. Mit
dieser Methode wurde eine etwa 5.5 kb umfassende Mikroduplikation auf einem Allel
identifiziert. Der duplizierte Bereich liegt etwa 110 kb in 3’-Richtung von BMP2 entfernt
und enthélt hochkonservierte Sequenzabschnitte. Die Mikroduplikation segregiert in der
Familie, wie iiber qPCR-Analysen gezeigt werden konnte. In einer zweiten Familie mit
Brachydaktylie Typ A2 wurde mittels qPCR eine dhnliche Duplikation nachgewiesen. Die
Sequenzierung der Bruchpunkte ergab, dass die duplizierten Abschnitte in beiden Familien

in einer Tandem-Orientierung vorliegen.

BMP?2 liegt inmitten eines genfreien genomischen Abschnittes, der sich {iber einen Bereich
von etwa 1.7 Mb erstreckt. In solchen Regionen, welche in unmittelbarer Nachbarschaft
von Entwicklungsgenen liegen, kdnnen sich relativ weit entfernte, nicht-codierende

Elemente zur Regulation von Zielgenen befinden. Unsere Hypothese war, dass innerhalb
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der identifizierten Duplikation ein Steuerungselement fiir die BMP2-Expression in den

Extremitéten lokalisiert ist.

Zur Beweisfilhrung wurde ein transgenes Mausmodel generiert, das die homologen
hochkonservierten ~Abschnitte der nachgewiesenen Duplikation und ein LacZ-
Reporterkonstrukt triigt. Uber einen Nachweis der B-Galaktosidase-Aktivitit durch X-Gal
Farbung kann die Induktion des Reportergens an den transgenen Méuseembryonen
untersucht werden. Die Ergebnisse der in sifu Hybridisierungen am Gesamtembryo und an
den Gewebeschnitten der Extremititen dieses Mausmodells verdeutlichen, dass durch die
duplizierte Sequenz eine spezifische Expression von LacZ ausschlieBlich in den distalen
Extremitdten gesteuert wird. Vergleicht man dieses Expressionsmuster mit Resultaten von
in situ Hybridisierungen, die die endogene Expression von Bmp2 in den Extremitéiten
darstellen, so zeigt sich eine deutliche mit der X-Gal Farbung iiberlappende Expression an
den Phalangen. Dies deutet sehr stark darauf hin, dass ein fiir die Extremititenentwicklung
spezifischer Bmp2-Enhancer innerhalb der Mikroduplikation liegt und eine Verdopplung
dieses regulatorischen Elements zu einer gestorten Bmp2-Expression in den sich
entwickelnden Phalangen fiihrt. Die Brachydaktylie ist der klinische Ausdruck dieser

Fehlregulation.

Klinisch unterscheidet sich die Brachydaktylie Typ A2, die durch einen duplizierten
BMP2-Regulator verursacht ist, nicht von dem Phénotyp, der durch Funktionsverlust-
Mutationen in BMPRIB oder GDF5 bedingt ist. Da der pathogene Effekt dieser
Mutationen durch eine reduzierte Signalweiterleitung iiber BMPR1B begriindet ist, kann
vermutet werden, dass sich die Duplikation des extremititenspezifischen BMP2-Regulators
ebenfalls storend auf das Gleichgewicht des BMP-Signalweges auswirkt und mit einem

verringerten Signalling tiber BMPR1B einhergeht.
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2,5 Eine die ZRS umfassende Mikroduplikation bedingt eine Form der
Polysyndaktylie mit triphalangealem Daumen

Klopocki E, Ott CE, Benatar N, Ullmann R, Mundlos S, Lehmann K.
A microduplication of the long range SHH limb regulator (ZRS) is associated with triphalangeal
thumb-polysyndactyly syndrome. Journal of Medical Genetics, 45, 2008, 370-375.

In einem grofBen Stammbaum weisen mehrere Familienmitglieder in variabler Auspriagung
einen triphalangealen Daumen, eine prédaxiale oder postaxiale Polydaktylie, eine
Syndaktylie bzw. eine Kombination dieser Merkmale auf. Insgesamt sind die Hande

stirker als die Fiile betroffen. Das Merkmal folgt einem autosomal dominanten Erbgang.

Auf Grund des Auspriagungsmusters lag die Vermutung nahe, dass eine gestorte Aktivitit
von SHH die Ursache fiir diese Storung sein konnte. Es wurde jedoch keine Mutation in
dem bekannten regulatorischen Element (ZRS) nachgewiesen, das die SHH-Expression in
den Extremititen kontrolliert und in cis-Lokalisation im Intron 5 des LMBRI-Gens liegt.
Die Auswertung der Haplotypen einer lokusspezifischen Kopplungsanalyse mit
Mikrosatelliten-Markern in der Familie machte eine Kopplung zu SHH allerdings sehr

wahrscheinlich.

Da kleinste Chromosomenverdnderungen bereits als Ursache filir isolierte
Handfehlbildungen identifiziert wurden, ist anschlieBend eine Array-CGH Analyse
durchgefiihrt worden, iiber die eine Mikroduplikation von etwa 590 kb auf Chromosom
7q36.3 identifiziert werden konnte. Die duplizierte Region liegt in einem Abstand von
etwa 540 kb in 5’-Richtung des SHH-Gens und beinhaltet die ZRS. Bruchpunktanalysen

ergaben, dass die Duplikation in einer Tandem-Orientierung vorliegt.

Nukleotidveranderungen innerhalb der ZRS fiihren neben einer regelrechten Shh-
Expression in der posterioren Region der Extremitidtenknospe zu einer zusitzlichen
Expressionszone von S#h am anterioren Rand der Extremitidtenknospe (Blanc et al., 2002;
Maas und Fallon, 2004; Sharpe et al., 1999). Eine Missexpression von Sh#i ist auch zu
beobachten, wenn die ZRS verdoppelt ist, wie Untersuchungen an der Sasquatch (Ssq)-
Maus, die an dem homologen Lokus eine 20 kb umfassende Duplikation trigt, zeigen
(Lettice et al., 2002). Ein dhnlicher Effekt ist fiir die hier identifizierte Mikroduplikation
anzunehmen. Der bestehende Phénotyp von triphalangealem Daumen und priaxialer

Polysyndaktylie in der in dieser Arbeit beschriebenen Familie ldsst sich durch eine ektope
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SHH-Expression im anterioren Bereich der Extremitétenknospe erkldren; die Manifestation
einer postaxialen Polydaktylie spricht zudem fiir eine verdanderte SHH-Expression in der
posterioren Region der Extremititenknospe. Uber welchen Mechanismus die ZRS als cis-

Regulator SHH steuert, ist nicht geklart.

Wird bei bestehender Polysyndaktylie und triphalangealem Daumen eine
molekulargenetische Diagnostik durchgefiihrt, so ist zu bedenken, dass sowohl Mutationen
innerhalb der ZRS als auch eine Duplikation der ZRS ursédchlich sein konnen. Demnach
sollte die Durchfiihrung einer lokusspezifischen qPCR-Analyse erfolgen, wenn die

Sequenzierung der ZRS kein Mutationsnachweis ergeben hat.

62



Seite 63 — 68 Orginalarbeit

Klopocki E, Ott CE, Benatar N, Ullmann R, Mundlos S, Lehmann K.
A microduplication of the long range SHH limb regulator (ZRS) is associated with triphalangeal
thumb-polysyndactyly syndrome. Journal of Medical Genetics, 45, 2008, 370-375.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Klopocki%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ott%20CE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Benatar%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ullmann%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mundlos%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lehmann%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Med%20Genet.');

3. Diskussion

3. Diskussion

3.1 Mutationen in Molekiilen des BMP-Signalwegs als Ursache von Brachydaktylien

Die ungestorte Funktion des BMP-Signalwegs triagt ganz wesentlich zu der regelrechten
Entwicklung des Skeletts bei. Stérungen innerhalb dieses Signalwegs, die durch
Mutationen in den beteiligten Proteinen entstehen, fiilhren zu einem Ungleichgewicht der
interagierenden Molekiile, welches klinische Manifestationen zur Folge hat. Wie die
vorliegende Arbeit deutlich macht, hat die funktionelle Charakterisierung von einzelnen
Mutationen wichtige Erkenntnisse zur Regulation des BMP-Signalwegs erbracht. Die
klinischen Untersuchungen und die molekularen Analysen bei Brachydaktylien haben
ergeben, dass Mutationen in verschiedenen Molekiilen des BMP-Signalweges zu

identischen Phanotypen fithren konnen.

Abb. 3: Proteine des BMP-Signalweges und assoziierte isolierte Handfehlbildungen.

Molekiile Merkmalsauspréagung

GDF5 =——> Brachydaktylie Typ A2

BMPR1B Brachydaktylie Typ C
NOG Brachydaktylie Typ B
ROR2 Prox. Symphalangismus

Legende Abb. 3.
Mutationen in verschiedenen Proteinen des BMP-Signalweges und des Co-Rezeptors ROR2 fiithren zu

einander imitierenden Typen der Brachydaktylien und/oder einem proximalem Symphalangismus.

Mutationen in GDF5 und BMPRIB sowie eine Dysregulation von BMP2 sind mit
Brachydaktylie Typ A2 und C assoziiert; Mutationen in NOG und ROR2 bewirken die
Manifestation einer Brachydaktylie Typ B. Das klinische Bild der Brachydaktylien zeigt
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eine intra- und interfamilidre Variabilitdt, weshalb davon auszugehen ist, dass weitere

modifizierende Faktoren Einfluss auf die Merkmalsauspriagung nehmen.

3.1.1 GDF5

In GDF5 sind eine Vielzahl von heterozygoten Missense-, Nonsense- oder Frameshift-
Mutationen beschrieben, die einen Funktionsverlust des Proteins bewirken und klinisch mit
einer autosomal dominanten Brachydaktylie Typ C einhergehen (Everman et al., 2002;
Polinkovsky et al., 1997). GDF5 weist gemeinsam mit weiteren Mitgliedern der BMP- und
GDF-Familie eine charakteristische Grundstruktur auf. So ist GDF5 durch ein
Signalpeptid, eine Prodomine und eine mature Domine charakterisiert. Uber
Disulfidbriicken verbunden, liegt GDF5 wie die anderen BMPs als Homo- oder
Heterodimer vor. Durch die Abspaltung der Prodoméne von der maturen Doméne mit
Hilfe der Proproteinkonvertasen entsteht biologisch aktives GDF5, das mit den BMP-
Rezeptoren interagieren kann. Widhrend lange Zeit angenommen wurde, dass die
Entfernung der Prodoméne bereits intrazelluldr vor der Sezernierung des Proteins erfolgt
und hieriiber die Aktivitit von GDFS5 reguliert wird, so deuten einige Beobachtungen
darauf hin, dass auch proGDF5 in den Extrazellularraum sezerniert wird und der
Prodoméne vermutlich weitere regulative Funktionen zukommen. Missense-Mutationen in
der Prodoméne von GDF’ fiihren in heterozygotem oder homozygotem Zustand in diesem
Zusammenhang beispielsweise zu einer Brachydaktylie Typ C (Everman et al., 2002;
Schwabe et al., 2004). Der zugrunde liegende Pathomechanismus dieser Prodoménen-

Mutationen ist derzeit nicht hinreichend verstanden.

Desweiteren sind heterozygote Punktmutationen in GDF5 bekannt, die, anstatt mit einer
Brachydaktylie Typ C, mit anderen Phédnotypen assoziiert sind. Distinkte Missense-
Mutationen  verdndern spezifische Teilfunktionen von GDF5 und bewirken
unterschiedliche  klinische = Auswirkungen. Die Mutation p.R380Q, die das
Schnittstellenmotif zwischen Prodoméine und maturer Doméine von GDF5 veridndert, fiihrt
beispielsweise zur gestorten Prozessierung von proGDF5 und zu einer gesteigerten
Sekretion von proGDFS5. Dies resultiert in einer verringerten biologischen Aktivitit von
GDFS5 und verursacht bei Patienten eine Brachydaktylie Typ A2 (Ploger et al., 2008). Eine
andere Mutation p.L441P stort spezifisch die Interaktion zwischen GDF5 und BMPR1B
und resultiert ebenfalls in einer Brachydaktylie Typ A2 (Seemann et al., 2005).
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3.1.2 BMPRIB

Heterozygote Mutationen, die in BMPRIB liegen, duBlern sich klinisch entweder in einer
Brachydaktylie Typ A2 oder fithren zu einer ungewohnlichen Kombination von
Brachydaktylie Typ C mit SYMI1, wie durch uns gezeigt werden konnte (Lehmann et al.,
2007; Lehmann et al., 2003). BMPRI1B besteht aus einer extrazelluliren Doméne zur
Ligandenbindung, einem transmembrandsen Bereich, einer glycin- und serinreichen GS-
Region, die fiir den Phosphorylierungsprozess wichtig ist, einer Kinase-Doméine und einem
C-terminalen NANDOR (nonactivating, non-down-regulating) Motiv, das vermutlich bei
der Phosphorylierung und der Regulation des Rezeptors an der Zelloberflache beteiligt ist
(Garamszegi et al., 2001). Derzeit sind drei heterozygote, mit Brachydaktylie assoziierte
Mutationen in BMPRIB bekannt: p.I200K, p.R486W und p.R486Q. Die Lage der
Mutationen im Bereich der GS-Region und der NANDOR-BOX deuten darauf hin, dass
der Transphosphorylierungsvorgang durch BMPR2 gestért ist und eine normale
Aktivierung von BMPRIB nicht erfolgen kann. Wéhrend p.I1200K und p.R486W zur
Brachydaktylie Typ A2 fiihren, resultiert p.R486Q in Brachydaktylie A2 oder in einem
Phianotyp mit Brachydaktylie Typ C und zusdtzlichem SYMI. Die
Aminosdurenverdnderung p.R486Q kann demnach Phinotypen imitieren, die durch
Funktionsverlustmutationen in GDF5 oder NOG verursacht werden. Der Phénotyp einer
Brachydaktylie Typ C ist iiber eine Funktionseinschrankung von BMPRI1B durch die
Mutation p.R486Q erklarbar. Die Tatsache, dass ebenfalls ein SYM1 mit der Mutation
assoziiert ist, konnte dafiir sprechen, dass durch die Funktionseinschrainkung von BMPR1B
eine in Relation gesteigerte Wirkung des Liganden GDFS5 iiber BMPRI1A stattfindet. Eine
gesteigerte Signalweiterleitung iber BMPR1A wurde bereits ursdchlich bei bestehendem
SYMI nachgewiesen (Seemann et al., 2005).

3.1.3 NOG

Zu den NOG-assoziierten, hauptséchlich durch Knochensynostosen auffallenden Storungen
gehoren SYM1, SYNSI und TCC (Gong et al., 1999). Diese Storungen sind Folge eines
Funktionsverlustes von NOG, die dazu fiihren, dass NOG die Aktivitdt von GDF5 nicht
mehr hemmen kann. Am Mausmodell mit inaktiviertem Nog sind schwere letale
Auswirkungen zu beobachten, die u. a. zu einer Uberproduktion von Knorpel und zum
Verlust einer regelrechten Gelenksbildung bzw. zu Gelenksfusionen fiihren (Brunet et al.,

1998).
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Spezielle Punktmutationen in GDF5 konnen ebenfalls eine SYMI1 oder SYNSI
verursachen. Die Mutation p.R438L beispielsweise resultiert in einem Verlust der Ligand-
Rezeptor-Spezifitit von GDF5 zu BMPRIB und fiihrt zu einer gesteigerten
Bindungsaffinitit zu BMPR1A, den Rezeptor, der typischerweise durch BMP2 aktiviert
wird (Seemann et al., 2005). Zwei weitere GDF5-Mutationen an der Aminosdurenposition
445 (p.N445K, p.N445T) fithren dazu, dass NOG nicht mehr an GDF5 binden kann und
somit den gleichen Effekt wie Funktionsverlustmutationen in NOG bedingen (Seemann et
al. 2009, Manuskript eingereicht). Eine klinisch auffillige Brachydaktylie besteht bei

diesen NOG- und GDF5-assoziierten Storungen mit Gelenksfusionen nicht.

Im Gegensatz dazu stehen heterozygote NOG-Mutationen, die mit Brachydaktylie Typ B2
assoziiert sind. Das kombinierte Auftreten einer Brachydaktylie Typ B, eines
Symphalangismus und carpaler Fusionen zeichnen diese durch NOG-Mutationen
verursachte Subform der Brachydaktylie Typ B aus. Im Gegensatz zu den durch NOG-
Mutationen  verursachten Storungen mit Gelenksfusionen macht bereits der
unterschiedliche Phinotyp deutlich, dass sich diese Mutationen in ihrem pathogenen
Mechanismus unterscheiden miissen. Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
funktionellen Untersuchungen koénnen wir schlieen, dass die mit Brachydaktylie Typ B
assoziierten Mutationen nur zu einem geringen Funktionsverlust fithren (Lehmann et al.,
2007). Das bedeutet, dass der Phianotyp einer Brachydaktylie Typ B nicht durch eine
fehlende Inhibition von GDF5 durch NOG erklirbar ist.

Die zur Brachydaktylie fiihrenden Mutationen sind nicht als Cluster an einem spezifischen
Bereich des NOG-Proteins lokalisiert. Sie liegen vielmehr an drei funktionell
unterschiedlichen Domiénen und betreffen erstens die Region, an der NOG die BMP Typ 1
Rezeptorbindung von GDFs/BMPs blockiert, zweitens die Region, an der NOG die BMP
Typ 2 Rezeptorbindung von GDFs/BMPs blockiert und drittens die Bindungsstelle fiir die

Homodimerisierung der NOG-Proteine.

Die Mutation p.P187S, die in der Dimerisierungsstelle liegt, fiihrt {iber eine
Konformationsédnderung zu einer Destabilisierung der NOG-Dimerisierung und bedingt
das Vorliegen von monomeren NOG-Proteinen, wie liber Western-Blot Analysen gezeigt
werden konnte. Es ist jedoch durchaus denkbar, dass monomere NOG-Proteine noch an

BMPs/GDFs binden und somit partiell antagonistisch wirken konnten.
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Die Aminosdurenverdnderungen in NOG, welche innerhalb der hydophoben
Bindungstaschen fiir die BMP Typ 1 Rezeptoren und den BMP Typ 2 Rezeptor in den
GDFs/BMPs liegen, fiihren zu der Hypothese, dass im Resultat eine verdnderte
Aktivierung der BMP-Rezeptoren stattfindet. Uber eine verinderte Affinitit der mutierten
NOG-Proteine zu bestimmten GDFs/BMPs ist eine Verschiebung der Liganden
wahrscheinlich, die nachfolgend ein Ungleichgewicht in der Signalweiterleitung iiber die
BMP-Rezeptoren verursacht. Bei der Entstehung des Phénotyps konnen zudem weitere,
derzeit nicht bekannte Proteine von Bedeutung sein, die mit Molekiilen des BMP-

Signalweges interagieren.

3.1.4 ROR2

Seit ldngerem ist bekannt, dass Mutationen in ROR2 die Ursache fiir Brachydaktylie Typ
B1 sind (Oldridge et al., 2000). Hinsichtlich der Merkmalsausprigung an den terminalen
Phalangen unterscheidet sich der Phédnotyp nicht von dem Typ B2, weshalb ein
funktioneller Zusammenhang von NOG und ROR2 auf molekularer Ebene anzunehmen
ist. An experimentellen Daten ist hierzu bislang wenig publiziert. Einzig in einer Arbeit, in
der eine Interaktion zwischen ROR2 und BMPRIB nachgewiesen wurde, ist gezeigt
worden, dass eine aktivierte ROR2-Tyrosinkinase inhibitorische Auswirkungen auf die
BMPR 1B-vermittelte intrazelluldre Signalweiterleitung hat (Sammar et al., 2004). Wie das
wechselseitige Zusammenspiel zwischen ROR2 und den Proteinen des BMP-Signalweges
im Detail vonstatten geht, ist unklar. Uberlegungen hinsichtlich des zum Brachydaktylie
Typ B fiihrenden Mechanismus der NOG-Mutationen werden zudem erschwert, da derzeit
die Wirkungsweise der in ROR2 liegenden Mutationen nicht umfassend aufgeklart ist,
wenngleich die phénotypischen Auswirkungen von heterozygoten und homozygoten

Mutationen in ROR2 gut untersucht sind.

Heterozygote Mutationen in ROR?2 fiihren zur autosomal dominanten Brachydaktylie Typ
B1, wihrend homozygote Mutationen typischerweise mit dem klinischen Bild eines
autosomal rezessiven Robinow Syndroms, welches durch Kleinwuchs, mesomele
Verkiirzung der Extremititen, spondylokostaler Dysostose, Genitalauffélligkeiten und
einen spezifischen fazialem Aspekt charakterisiert ist (Robinow et al., 1969). Heterozygote
Anlagentrdger von Robinow Syndrom verursachenden Mutationen sind klinisch

unauffillig und weisen keine Brachydaktylie auf.
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Die Aminosdureverdnderungen, die zum Robinow Syndrom fiihren, sind entweder im
extrazelluldren Bereich oder intrazelluldr in der Tyrosinkinsase von ROR2 lokalisiert. Es
ist davon auszugehen, dass das Robinow Syndrom durch einen Funktionsverlust des
ROR2-Proteins bedingt ist (Chen et al., 2005; Schwarzer et al., 2009). Im Gegensatz dazu
liegen die zur Brachydaktylie Typ B fiithrenden Nonsense-Mutationen direkt proximal oder
distal der Tyrosinkinasedomine und fithren zu einem trunkierten Protein. Die mutierten
ROR2-Proteine sind an der Zellmembran nachweisbar, wobei eine direkte Korrelation
zwischen an der Membran lokalisiertem mutiertem ROR2 und der Schwere des
Brachydaktylie Typ B-Phédnotyps besteht (Schwarzer et al., 2009). Verschiedene
Beobachtungen lassen vermuten, dass die Pathogenitit der Mutationen {iber einen

dominanten Effekt ausgetibt wird (Afzal und Jeffery, 2003).

3.2 Homozygote Mutationen in GDF5 und BMPRIB sind mit Skelettdysplasien
assoziiert

Werden die Brachydaktylien in der Regel durch heterozygote Mutationen in Molekiilen
des BMP-Signalwegs hervorgerufen, so fiihren homozygote Funktionsverlust-Mutationen
in der Regel zu schweren Skelettdysplasien, den autosomal rezessiven akromesomelen
Chondrodysplasien. Hierzu zdhlen das Grebe Syndrom (MIM #200700), das Hunter-
Thompson Syndrom (MIM #201250) und das DuPan Syndrom (MIM #228900). Als
homologes Tiermodell dieser Krankheitsgruppe ist die GDF5-knock out brachypodism
(bd) Maus zu nennen, die verkiirzte Extremitdten und Skelettverdnderungen an den distalen
Extremititenabschnitten aufweist, die dhnlich denen sind, wie sie bei den humanen
akromesomelen Chondrodysplasien auftreten (Storm und Kingsley, 1999). Patienten mit
Grebe Syndrom zeigen die schwerste Form der Skelettverdinderung mit einem
hochgradigen Kleinwuchs, einer starken mesomelen Verkiirzung der Extremitdten und
rudimentdren Fingeranlagen, die eine Maximalform der Brachydaktylie darstellen (Thomas
et al., 1997). Patienten mit Hunter-Thompson Syndrom weisen einen dhnlichen Phénotyp
auf, der jedoch insgesamt weniger schwerwiegend erscheint (Thomas et al., 1996). Das
DuPan Syndrom bezeichnet den mildesten Typ dieser Stérungen und beinhaltet als
klinische Besonderheit eine Fibulaaplasie (Faiyaz-Ul-Haque et al., 2002). Angemerkt sei,
dass zudem in einer Familie iiber eine autosomal dominante Form des DuPan Syndroms
berichtet wird (Szczaluba et al., 2005). Allen Formen der akromesomelen

Chondrodysplasie ist eine komplexe Form der Brachydaktylie gemeinsam.

74



3. Diskussion

Analog zum Schweregrad der durch heterozygote GDF5-Mutationen hervorgerufenen
Brachydaktylien, ist eine Korrelation in der Ausprigung der Chondrodysplasien zu
beobachten. So fiihrt die Mutation p.L441P in heterozygotem Zustand zur Brachydaktylie
Typ A2 und resultiert im homozygoten Zustand in einem DuPan Syndrom. Die Mutation
p.C400Y hingegen ist heterozygot mit Brachydaktylie Typ C assoziiert und préigt sich
homozygot als Grebe Syndrom aus. Ein compound-heterozygoter Zustand von p.R378Q
und p.P436T resultiert in einem DuPan Syndrom, wéhrend heterozygot die Mutation
p.R378Q =zu einer sehr mild ausgeprigten Brachydaktylie und der heterozygote
Aminosédurenaustausch p.P436T zu keinen klinischen Auswirkungen fiihrt (Douzgou et al.,
2008). Diese klinischen Beispiele zeigen, dass fiir bestimmte GDF5-Mutationen eine

Phénotyp-Genotyp-Korrelation beobachtet werden kann.

In dem GDF5-Rezeptor BMPR1B konnten wir heterozygote Missense-Mutationen als
ursdchlich fiir Brachydaktylie Typ A2 identifizieren. Bisher ist fiir Missense-Mutationen in
BMPRIB kein homozygoter Phinotyp bekannt, moglicherweise weil dieser Zustand mit
einer Letalitdt einhergeht. Eine homozygote 8 Basenpaar umfassende Deletion in der
extrazelluliren Region von BMPRIB, von der ausgegangen werden kann, dass sie zu
einem Funktionsverlust des Rezeptors fiihrt, dulert sich allerdings klinisch ebenfalls in
einem Subtyp der akromesomelen Chondrodysplasie. Der bestehende Phénotyp
unterscheidet sich von den GDF5-assoziierten Chondrodysplasien durch eine zusétzlich
auftretende Uterushypoplasie sowie einen hypergonadotrophen Hypogonadismus, aus dem
eine Infertilitdt resultiert. Der Phénotyp an der Hand weist Fusionen an den Ossa carpalia
und Ossa tarsalia auf und grenzt sich auch in diesem Punkt von den anderen
akromesomelen Chrondrodysplasien ab (Demirhan et al.,, 2005). Ein unauffilliger
Phénotyp bei heterozygoten Trigern einer Funktionsverlustmutation in BMPRIB spricht
dafiir, dass eine Haploinsuffizienz zu keinen pathologischen Auswirkungen fiihrt

(Demirhan et al., 2005).

Ein diesem homozygoten Status &dquivalentes Tiermodell, die BmpRI1b-knock out
(BmpR1 b"") Maus, zeigt Skelettverdnderungen, die auf die distalen Extremitdtenabschnitte
beschrinkt sind und als Hypoplasie der Phalangen und Fusionen der Carpal- und
Tarsalknochen imponieren. Funktionsverlust-Mutationen in BmpR b resultieren zudem bei
weiblichen Méusen in einer Infertilitit (Y1 et al., 2001). Eine weitere Assoziation zwischen
Mutationen in Molekiilen des BMP-Signalwegs und der Auswirkung auf die Fertilitit

wurde auch bei anderen Tierarten nachgewiesen. Bei den Booroola Merino Schafen
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beispielsweise geht eine spezielle BmpRIb-Punktmutation mit einer gesteigerten
Ovulationsrate einher (Mulsant et al., 2001). In den Inverdale und Hanna Schafrassen fiihrt
eine distinkte Mutation in Bmpl5 im heterozygoten Zustand zu einer hdheren
Ovulationsrate, wihrend diese Mutation homozygot zu einer ovariellen Dysfunktion und
zu einer Infertilitét fiihrt (Galloway et al., 2000; Hanrahan et al., 2004). Eine pathologische
Skelettbeteiligung ist bei diesen genannten Schafrassen nicht zu beobachten. BMPR1B
weist somit eine regulative Funktion hinsichtlich der Fertilitit bei Sdugetieren auf. Im
Rahmen der Skelettentwicklung ist BMPR1B ein Schliisselrezeptor, der als Hauptrezeptor
von GDF5 eine essentielle Rolle in der Chondrozytendifferenzierung, der Bildung der

Phalangen sowie der Gelenkentwicklung spielt.

Die klinischen Manifestationen, die die Charakteristika fiir die verschiedenen Subtypen der
akromesomelen Dysplasien darstellen, verdeutlichen, dass auch homozygote Mutationen in

GDF5 und BMPRIB zu iiberlappenden Phénotypen fiihren.

3.3 Dysregulation von SHH und BMP?2 als Ursache isolierter Handfehlbildungen

Entwicklungsgene, die in ihrer Expression hoch sensibel in engen Zeitabschnitten und in
sich bildenden Gewebestrukturen angeschaltet bzw. ausgeschaltet werden miissen,
bendtigen eine exakt abgestimmte Steuerung, die {iber die Existenz multipler cis-
regulatorischer Elemente ermoglicht wird. Da die Genaktivitit von Entwicklungsgenen in
den einzelnen Phasen in der Embryonalentwicklung exakt koordiniert sein muss, ist davon
auszugehen, dass fiir viele dieser Gene mehrere cis-agierende Regulatoren existieren, die

gewebespezifisch die Genexpression steuern.

Deletionen von cis-regulatorischen Elementen oder das Element einschlieBende
Inversionen und Translokationen sind fiir die Entstehung von Erkrankungen und
Fehlbildungen bekannt (Kleinjan und van Heyningen, 2005; Niedermaier et al., 2005). Im
Gegensatz dazu sind Duplikationen, die cis-regulatorische Elemente beinhalten, als
Ursache von klinischen Storungen bisher nur selten identifiziert worden. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass eine Duplikation von cis-Regulatoren, welche
die Genaktivitit von SHH und BMP2 in den distalen Extremititen steuern, pathogen ist
und klinisch mit isolierten Handfehlbildungen einhergeht.
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3.3.1SHH

Sonic Hedgehog (SHH) ist als ein Mitglied der Hedgehog Protein Familie ein evolutionér
hoch konserviertes Signalmolekiil. Es reguliert als Schliisselgen bereits in der frithen
Embryonalphase eine Vielzahl von grundlegenden Entwicklungsschritten in multiplen
Geweben. Die Beteiligung von SHH ist ganz wesentlich bei der Entwicklung der
Extremitdten, indem es die antero-posteriore Wachstumsachse definiert. Eine lokalisierte
und asymmetrische Expression von SHH am posterioren Rand der Extremitétenknospe, der
sog. Zone polarisierender Aktivitit (ZPA), bestimmt die regelrechte phénotypische
Ausbildung der Phalangen an Hinden und Fiilen. Verdnderungen in der SHH-
Konzentration filhren zu klinischen Storungen. So bedingt eine zusidtzliche, ektope
Expression von Shh am anterioren Rand der Extremitdtenknospe im Weiteren eine gestorte
Musterbildung und resultiert in der Anlage von {iberzdhligen Phalangen (Polydaktylie),
wie Untersuchungen an Mausmutanten (Sasquatch, Hemimelic extra toes, M101116,

M100081) ergeben haben (Lettice et al., 2003; Lettice et al., 2002; Masuya et al., 2007).

Es ist bekannt, dass die Aktivitdit von SHH durch cis-agierende regulatorische Elemente
kontrolliert wird. Eines dieser Elemente, die ZPA regulierende Sequenz (ZRS) steuert die
umgrenzte, posteriore Shh-Expression in der Extremitdtenknospe (Blanc et al., 2002;
Sharpe et al., 1999). Bei der ZRS handelt es sich um eine nicht-kodierende Sequenz, die
etwa 1 Mb entfernt in 5 Richtung von SHH liegt und als ,,long-range* Regulator gezielt
die Expression von SHH 1in den Extremititen steuert und somit einen
extremitdtenspezifischen Enhancer darstellt. Typischerweise liegen zwischen cis-
agierenden Regulatoren und dem zu regulierenden Zielgen nur sehr wenige bzw. keine
weiteren Gene. Die ZRS liegt hinter einer 800 kb groBen, genarmen Region 5" von SHH, in
der sich weitere hochkonservierte nicht-kodierende Sequenzen finden, die fiir das
Vorliegen von zusitzlichen cis-Regulatoren sprechen. Beispielsweise steuert ein anderer
Enhancer in dieser Region die Shh-Expression im Gehirn und Neuralrohr (Jeong et al.,
2006). Ist dieser durch eine Disruption in seiner Funktion gestort, so ist die Shh-Expression
im  Vorderhirn  deutlich  verringert.  Dieser  Effekt filhrt ebenso  wie
Funktionsverlustmutationen in der kodierenden Sequenz von SHH beim Menschen zu einer

Gehirnfehlbildung, der Holoprosencephalie (Wallis und Muenke, 1999).

Mutationen in der ZRS &duflern sich klinisch in einer Polysyndaktylie mit triphalangealem

Daumen. Die Steuerung der Shh-Expression durch die ZRS ist in den distalen Extremitéten
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am Tiermodell bewiesen. Uber welchen Pathomechanismus der extremititenspezifische
Regulator die Shh-Expression kontrolliert, ist nicht umfassend verstanden (Blanc et al.,
2002; Lettice et al., 2002; Maas und Fallon, 2004; Sharpe et al., 1999). So ist es auch
unklar, wie Verdnderungen in der ZRS zu einer Missexpression von Shh in den

Extremitéten fiihren.

Wir konnten durch klinische Charakterisierung und molekulare Untersuchung mittels
Array-CGH in einer groBen Familie nachweisen, dass eine die ZRS umfassende
Mikroduplikation von etwa 590 kb ebenfalls zum Phinotyp einer Polysyndaktylie mit
triphalangealem Daumen fiihrt. Durch eine weitere Arbeitsgruppe wurde die Identifikation
dieser pathogenen ZRS-Duplikation bestitigt (Sun et al., 2008). Hinsichtlich des
pathogenen Mechanismus der Duplikation sind mehrere Szenarien zu iiberlegen: Der
Position zwischen cis-Regulator und SHH konnte eine entscheidende Rolle zukommen, um
eine lokale Interaktion von Regulator und Zielgen zu ermoglichen. Es ist denkbar, dass es
durch den duplizierten Abschnitt zu rdumlichen Anderungen in der Chromatinstruktur
kommt und dadurch eine Interaktion unmdoglich oder gestort wird. Allerdings ist der 590
kb umfassende duplizierte Bereich klein. Ein gestorter Positionseffekt von Regulator und
Zielgen wurde bereits am Shh-Lokus fiir eine Mausmutante nachgewiesen. Eine Inversion,
die zur Folge hat, dass Shh von regulatorischen Sequenzen getrennt wird, fiihrt zur
Missexpression des Gens und bedingt eine Brachydaktylie in der short digits (dsh) Maus
(Niedermaier et al., 2005).

Desweiteren konnen DNA-bindende Proteine, die als Aktivatoren oder Repressoren die
ZRS besetzten, die Genaktivitit beeinflussen. Da durch eine duplizierte ZRS die doppelte
Anzahl an Bindungsstellen fiir solche Proteine vorhanden wire, ist es vorstellbar, dass
durch die erhdhte Quantitit der bindenden Proteine eine fehlerhafte Expression von SHH

resultiert.

3.3.2 BMP2

Die Expression von BMP?2 ist in den embryonalen Entwicklungsphasen in verschiedenen
Geweben zu finden. Die Genaktivitit scheint demnach komplex gesteuert zu sein. BMP2
kommt als wichtiges Entwicklungsgen eine essentielle Bedeutung in der frithen
Organentwicklung zu. Mausmutanten, die einen Funktionsverlust (knock-out) von Bmp?2

aufweisen, sind letal (Zhang und Bradley, 1996). Bei der Entwicklung der Phalangen und
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der Interphalangealgelenke ist die Funktion von BMP2 von entscheidendem Einfluss. Es
ist davon auszugehen, dass eine Dysregulation von BMP2 in der sensiblen Phase, in
welcher die Bildung und Ausdifferenzierung von distalen Extremitatenstrukturen

stattfindet, zu pathologischen Verdnderungen an Hand und FuB fiihrt.

BMP?2 liegt inmitten einer Genwliste. Etwa 600 kb in 5’-Richtung und 1.1 Mb in 3’'-
Richtung sind keine weiteren Gene lokalisiert. Die angrenzenden genfreien Sequenzen mit
konservierten Regionen lassen vermuten, dass sich in diesen Regionen multiple cis-
regulatorische Elemente befinden, die die BMP2-Expression komplex steuern konnen. Im
Jahr 2007 wurden zwei Enhancer, ECR1 und ECR2, publiziert, die in der Maus +156 kb
bzw. +160 kb in der 3° Region von Bmp?2 lokalisiert sind. (Chandler et al., 2007). Fiir
ECR1 wurde eine regulatorische Funktion auf die Bmp2-Expression in sich

differenzierenden Osteoblasten nachgewiesen.

Uber eine genomweite Kopplungsanalyse in einem groBen Stammbaum mit autosmal
dominanter Brachydaktylie Typ A2 konnte ein neuer Lokus fiir die Stérung identifiziert
werden (Dathe et al., 2009). Mittels einer hochauflosenden Custom Array-CGH-Analyse
wurde eine heterozygote ~5.5 kb umfassende Mikroduplikation 110 kb 3" von BMP2 als
Ursache fiir die Fehlbildung detektiert. Innerhalb der duplizierten Sequenz liegt ein cis-
regulatorisches Element, das spezifisch die Bmp2-Expression in den distalen Extremitéten
steuert, wie wir an einem transgenen Mausmodell zeigen konnten. Es ist daraus abzuleiten,
dass eine verdnderte BMP2-Expression in den Regionen der sich bildenden Phalangen
kausal fiir die vorliegende Brachydaktylie ist und dass ein duplizierter cis-Regulator

hierfiir die molekulare Ursache darstellt.

Ein aufeinander exakt abgestimmtes Zusammenspiel von Liganden, deren Antagonisten
und Rezeptoren im BMP-Signalweg ist die Grundlage fiir eine regelrechte Abfolge der
Entwicklungsprozesse, damit die Musterbildung und Morphogenese der kndchernen
Strukturen und der Gelenke in der Hand ordnungsgemifl ablaufen kann. Da sich die
BMP2-assoziierte Brachydaktylie Typ A2 klinisch nicht von der unterscheidet, die durch
Funktionsverlustmutationen in BMPRIB oder GDFS5 verursacht wird, kann postuliert
werden, dass die funktionellen Auswirkungen auf den BMP-Signalweg zu einem gleichen

Endeffekt fithren, also in einem verringerten Signalling iiber BMPR 1B resultieren.

Unbeantwortet ist jedoch die Frage nach dem Mechanismus, iiber den das duplizierte cis-

regulatorische Element eine Fehlregulation von BMP2 bewirkt und die Brachydaktylie
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verursacht. Die Fehlsteuerung kann entweder eine verstirkte oder eine verringerte BMP2-

Expression sowie eine Missexpression von BMP2 zur Folge haben.

Die Missexpression eines Zielgens durch einen duplizierten cis-aktivierten Enhancer als
Ursache fiir eine isolierte Handfehlbildung wurde bereits fiir die Steuerung der SHH-
Expression ausgefiihrt. Eine ortliche bzw. zeitliche Missexpression von BMP2 ist fiir die

Entstehung der Brachydaktyie nicht auszuschlieBen.

Es gibt zwei klinische Berichte von grofleren Duplikationen auf Chromosom 20p, die mit
Brachydaktylie Typ A2 assoziiert sind: Bei einem Jungen mit einer Trisomie 20p11.2-ter
und einer Deletion 20ql3.3-ter und bei einer weiteren Person mit dem Karyotyp
46,XY,der(15),t(15;20)(q25.2;p12.2) (Lucas et al., 1985; Pfeiffer et al., 1997). In beiden
Féllen umfasst die Duplikation nach den zytogenetischen Angaben sowohl BMP?2 als auch
seinen extremititenspezifischen cis-Regulator. Aus dieser Beobachtung ldsst sich folgern,
dass eine Duplikation, die das regulatorische Element und BMP2 beinhaltet, ebenfalls zur
Brachydaktylie A2 fiihrt, wie die in dieser Arbeit beschriebene Duplikation, die nur das
regulatorische Element umfasst. Ein Positionseffekt als Pathomechanismus fiir verdnderte

BMP2-Aktivitit erscheint demnach nicht wahrscheinlich.

Eine konditionale Inaktivierung von Bmp2 in den Extremititen geht nicht mit
pathologischen Effekten einher, wie in einem Mausmodell gezeigt wurde (Bandyopadhyay
et al., 2006). Das bedeutet, dass die biologische Funktion von Bmp2 in der Maus fiir eine
regelrechte Entwicklung der Extremitéten nicht erforderlich ist. Dass die heterozygote
Duplikation des extremitdtenspezifischen cis-Regulators zu einer verringerten Expression
von BMP? fiihrt und dies die Ursache fiir die Brachydaktylie beim Menschen darstellen

soll, erscheint demnach eher unwahrscheinlich.

BMP2 ist neben GDF5 ein Ligand der BMP Typ 1 Rezeptoren, wobei BMP2 im Gegensatz
zu GDF5 mit gleicher Affinitit zu BMPR1A und BMPRI1B bindet, wihrend GDF5
bevorzugt mit BMPRI1B interagiert (Kirsch et al., 2000; Kotzsch et al., 2008). Es ist
durchaus denkbar, dass eine gesteigerte BMP2-Expression zu einer verstdrkten Interaktion
von BMP2 mit BMPR1A und BMPRIB fiihrt. Zudem ist es moglich, dass durch eine
verstirkte BMP2-Expression ein kompetitiver Effekt zwischen BMP2 und GDFS5, dessen
Aktivitdt nicht verandert ist, resultiert. Durch die Verschiebung des Gleichgewichtes der

Liganden wire eine relative Abnahme der Signalweiterleitung via BMPRI1B zu erwarten.
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Diese Uberlegung lisst eine durch die Duplikation des cis-Regulators gesteigerte BMP2-

Expression am wahrscheinlichsten erscheinen.
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4. Zusammenfassung

Die Ausbildung der anatomischen Strukturen der Hand ist ein komplexer Prozess. Die
Aktivitéit einer Vielzahl von Genen ist in der friilhen Embryonalphase notwendig, um die
regelrechte Handentwicklung zu gewihrleisten. Dem BMP-Signalweg und der SHH-

Signalwirkung kommt hierbei eine wesentliche Bedeutung zu.

Es konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass Mutationen in verschiedenen
Molekiilen des BMP-Signalwegs die Ursache von isolierten Handfehlbildungen sind und

zu einander imitierenden phinotypischen Verdnderungen an der Hand fiihren.

* Mittels einer Positionsklonierung in einem groBen Stammbaum konnte BMPRIB als das
merkmalsassoziierte Gen fiir die Brachydaktylie Typ A2 identifiziert werden. Es wurden
bei den betroffenen Personen in zwei verschiedenen Familien die heterozygoten
Punktmutationen p.J200K und p.R486W als ursichlich nachgewiesen. Uber weitere
funktionelle in vitro und in vivo Analysen wurde die Pathogenitit der beiden Mutationen in

BMPRIB bewiesen, fiir die ein dominanter Effekt als wahrscheinlich gilt.

* Der kombinierte Phénotyp von Brachydaktylie Typ C und proximalem Symphalangismus
(SYM1) kann durch die in BMPRIB liegende Mutation p.R486Q verursacht werden. Dies
ist ungewdhnlich, da solche phinotypischen Auswirkungen normalerweise durch
Mutationen in dem BMPRI1B-Liganden GDF5 oder dem GDF5-Antagonisten NOG
bedingt sind. Aus den Ergebnissen der in vitro Untersuchungen kann gefolgert werden,
dass die Mutation p.R486Q iiber einen partiellen Funktionsverlust der GDF5-Wirkung zur
Brachydaktylie fiihrt. Als Mechanismus, der die Entstehung eines SYM1 erkldren kann,
wird eine relativ gesteigerte Aktivitdit von BMPRI1A diskutiert.

* Durch den Nachweis von 6 verschiedenen Punktmutationen in NOG ist eine weitere
molekulare Ursache fiir eine Subgruppe der heterogen bedingten Brachydaktylie vom Typ
B identifiziert worden. Dieser Subtyp B2 unterscheidet sich klinisch von der ROR2-
asoziierten Brachydaktylie Typ Bl insbesondere durch das Bestehen eines SYMI1. Die
Lokalisation der pathologischen Aminosdurenverdnderungen an strukturell wichtigen
Regionen im NOG-Protein sowie die Daten der funktionellen Analysen sprechen dafiir,
dass durch die den Subtyp B2 verursachende Mutationen die Interaktionen von Proteinen
im BMP-Signalweg verdndert sind und das damit verbundene Signalungleichgewicht zur

Pathogenitét flihrt.
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4. Zusammenfassung

Um in der Embryonalentwicklung der Hand eine exakte zeitliche und gewebespezifische
Expression der bedeutsamen Gene zu gewéhrleisten, ist eine abgestimmte Regulation der
Genaktivitit notig. Diese Steuerung der Genexpression erfolgt bei Entwicklungsgenen iiber
verschiedene regulative Elemente, die sehr weit vom zu kontrollierenden Zielgen liegen
konnen, den sog. cis-Regulatoren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Duplikationen von
cis-agierenden Elementen bei Patienten mit isolierten Handfehlbildungen identifiziert, die
iiber eine Dysregulation der Genaktivitit von BMP2 und SHH die Ausbildung von
isolierten Handfehlbildungen bedingen.

» Mittels einer genomweiten Kopplungsanalyse in einer Familie mit Brachydaktylie Typ
A2 wurde ein weiterer Lokus diese Storung auf Chromosom 20p12.3 kartiert. Die
Durchfiihrung einer lokusspezifischen hochauflésenden Array-CGH-Analyse ergab eine
Mikroduplikation in einem nicht-kodierenden Bereich, der etwa 110 kb 3" von BMP2
entfernt liegt. Analysen an einem transgenen Mausmodel konnten nachweisen, dass
innerhalb des duplizierten Abschnittes ein Element zur extremitdtenspezifischen Steuerung
der BMP2-Expression lokalisiert ist. Eine Verdopplung dieses cis-regulierenden Elementes

ist pathogen und wirkt sich klinisch beim Menschen als Brachydaktylie aus.

« Uber eine Array-CGH-Analyse wurde eine Duplikation identifiziert, die das cis-
lokalisierte Steuerungselementes (ZRS) fiir die SHH-Expression in den Extremitdten
umfasst. Die duplizierte ZRS geht bei betroffenen Personen in variabler Ausprigung mit
Polysyndaktylie und triphalangealen Daumen einher. Dieser Phanotyp wird
bekanntermafen durch in der ZRS liegende Mutationen verursacht. Eine Missexpression
von Shh in der Extremititenknospe wurde bereits als ursdchlich fiir diese Fehlbildung
identifiziert, jedoch ist derzeit unklar, wie der Prozess der durch die ZRS kontrollierten
Shh-Expression vonstatten geht. Durch die Identifikation der die ZRS umfassende
Duplikation ist eine zusitzliche Beobachtung gemacht worden, die weitere Uberlegungen

zum Mechanismus der Genregulation zuldsst.

Die vorliegende Arbeit erweitert das Spektrum der phénotypischen Auspriagung sowie der
molekularen Stérungen von isolierten Handfehlbildungen und trégt iiber funktionelle

Analysen zu dem Verstdndnis der zugrunde liegenden Pathogenese bei.
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