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“Nature is nowhere accustomed more openly to display her
secret mysteries than in cases where she shows traces of
her workings apart from the beaten path; nor is there any
better way to advance the proper practice of medicine than
to give our minds to the discovery of the usual law of
nature by the careful investigation of cases of rarer forms
of disease. For it has been found in almost all things, that
what they contain of useful or of applicable nature, is
hardly perceived unless we are deprived of them, or they

become deranged in some way.”

William Harvey (1578 — 1657)
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1. Einleitung
1.1 Einteilung kongenitaler Entwicklungsstorungen

Kongenitale Entwicklungsstorungen treten beim Menschen mit einer Haufigkeit von
drei Prozent bei Geburt auf und nehmen bis zum Alter von fiinf Lebensjahren bis auf acht
Prozent zu (Connor und Ferguson-Smith, 1987). Mehr als 20 Prozent aller Todesfille im
Sauglings- und Kindesalter in Nordamerika sind auf kongenitale Entwicklungsstérungen
zuriickzufilhren.  Kongenitale Entwicklungsstorungen werden in  Malformationen,
Deformationen, Disruptionen und Dysplasien unterteilt (Spranger et al., 1982). Unter
Malformation versteht man die Verdnderung eines Organs oder Teils eines Organs oder einer
grofleren Korperregion, die durch eine intrinsische Storung der Embryonalentwicklung
entstanden ist (z. B. angeborene Herzfehler, Spalthand). Malformationen treten in
verschiedenen Schweregraden auf. Thr Wiederholungsrisiko ist abhéngig von der zugrunde
liegenden Storung und betrdgt kumulativ zwischen ein und fiinf Prozent. Mit Disruption
bezeichnet man einen morphologischen Defekt eines Organs, Teils eines Organs oder einer
groBBeren Korperregion, der durch eine extrinsische Storung oder Beeintrichtigung der
Embryonalentwicklung entstanden ist. Ein typisches Beispiel fiir die Ursache einer Disruption
ist die Exposition gegeniiber Teratogenen in der Schwangerschaft. Von Deformation spricht
man, wenn eine verdnderte Form, Gestalt oder Position eines Korperteils durch die
Einwirkung mechanischer Kréfte wéihrend der Schwangerschaft hervorgerufen wird. Das
Wiederholungsrisiko fiir Deformationen ist gering, auller wenn die zugrunde liegende
Ursache persistiert (z. B. Uterus bicornis). Eine Dysplasie ist durch eine verdnderte
Organisation des Gewebes und seiner Morphologie gekennzeichnet. Einer Dysplasie liegt ein
lokalisierter, gewebespezifischer Defekt mit verdnderter Histogenese zugrunde (z. B.
Diastrophe Dysplasie).

Folgende weitere Begriffe werden verwendet, um kongenitale Verdnderungen zu
charakterisieren: Der Begriff Syndrom beschreibt das gleichzeitige Vorliegen verschiedener
verwandter Merkmale, die pathogenetisch auf eine Ursache zuriickzufiihren sind, z. B. Down
Syndrom. Von Sequenz spricht man, wenn ein Muster multipler Anomalien vorliegt, das
durch eine einzelne strukturelle oder mechanische Ursache pathogenetisch hervorgerufen
wird, z. B. Potter Sequenz bei Oligohydramnion. Unter Assoziation versteht man ein
statistisch erhohtes gemeinsames Auftreten multipler Anomalien, die nicht pathogenetisch

oder kausal zusammenhéngen.
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Unter allen angeborenen Entwicklungsstorungen stellen die Malformationen des
Zentralnervensystems die grofite Gruppe mit einer Inzidenz von 1% dar. Angeborene
Herzfehler weisen eine Inzidenz von 0,8%, Fehlbildungen der Nieren von 0,4% und
Malformationen der Extremititen von 0,1% auf. Alle anderen Anomalien haben eine
kumulative Inzidenz von 0,6% (Connor und Ferguson-Smith, 1987). Ursidchlich liegen
kongenitalen Entwicklungsstérungen chromosomale Verdnderungen (6-7%), Mutationen in
einzelnen Genen (7-8%), umweltbedingte Faktoren (7-10%) und multifaktorielle Ursachen
(20 bis 25%) zugrunde. Bei 50 bis 60 % der kongenitalen Entwicklungsstérungen wird keine
Ursache gefunden (Persaud et al., 1990, Thompson et al., 1991).

1.2 Bedeutung der Molekulargenetik fiir das Verstindnis kongenitaler
Entwicklungsstorungen

Die Identifizierung der zugrunde liegenden genetischen Verdnderungen stellt einen
wichtigen Schritt fiir das Verstindnis der Pathogenese kongenitaler Entwicklungsstorungen
dar. Vor 1980 waren nur sehr wenige krankheitsrelevante Gene beim Menschen bekannt, die
meist auf einer biochemischen Grundlage identifiziert worden waren. Die Fortschritte der
Molekulargenetik, insbesondere die Sequenzierung des humanen Genoms, stellten die Basis
fiir die Identifizierung zahlreicher humaner krankheitsrelevanter Gene dar (McPherson et al.,
2001). Der Mensch besitzt circa 25.000 Gene (Internat. Human Genome Consortium, 2004)
von denen derzeit mehr als 2100 in der Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)-
Datenbank verzeichnet sind und monogenen Erkrankungen zugrunde liegen.

Monogene Erkrankungen entstehen aus der Verdnderung eines einzelnen Gens. Ein
Grofiteil der monogenen Erkrankungen ist genetisch heterogen, d. h. der gleiche Phanotyp
kann durch Mutationen in verschiedenen Genen, die hdufig auch funktionell miteinander
interagieren, verursacht werden. Demgegeniiber besteht bei vielen monogenen Erkrankungen
auch eine phénotypische Variabilitit, d. h. Mutationen im gleichen Gen fithren zu
verschiedenen Phénotypen. Dies wird durch sog. Modifier-Gene oder Regulatoren erklirt, die
funktionell mit dem betroffenen Genprodukt interagieren. Bei multifaktoriellen Erbgingen
fiihren Mutationen bestimmter Gene zusammen mit anderen pradisponierenden genetischen
und/oder Umweltfaktoren zur Krankheitsmanifestation.

Den am weitesten verbreiteten Ansatz zur Identifizierung von Genen, die monogene
Erkrankungen verursachen, stellt die positionelle Klonierung dar, die sich im Wesentlichen

auf die Untersuchung von Stammbdumen mit mehreren Betroffenen stiitzt. Mittels
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positioneller Klonierung wird untersucht, ob die Erkrankung mit einem bestimmten Genlokus
segregiert (,,koppelt). Der Genort, an dem das Krankheitsgen mit hoher Wahrscheinlichkeit
lokalisiert ist, wird durch das Vorliegen identischer elterlicher Allele, sog. Haplotypen, bei
allen Betroffenen mit sog. Mikrosatelliten-Markern identifiziert, bzw. genomweit kartiert.
Mikrosatelliten-Marker sind kurze, polymorphe, nicht kodierende (CA), DNA-Repeats
(engl.), die iiber das gesamte Genom verteilt sind. Die Grenzen des Kopplungsintervalls
werden durch Rekombinationsereignisse (,,Crossing over®) bei der Reduktionsteilung
(Meiose) der elterlichen Gameten festgelegt.

Auflerdem konnen chromosomale Verinderungen zur Identifizierung von
Krankheitsgenen dienen. Diese Verdnderungen umfassen chromosomale Translokationen,
Inversionen, Duplikationen und Deletionen, bei denen die betroffenen Gene {iiber eine
Identifizierung der chromosomalen Bruchpunkte detektiert werden konnen. Zur Detektion
chromosomaler Verdnderungen werden konventionelle zytogenetische Verfahren
(Karyogramm, Fluoeszenz in situ Hybridisierung (FISH)) und molekulargenetische Methoden
(Southern Blot, PCR) verwendet. Ein moderneres Verfahren stellt die ,,molekulare
Karyotypisierung* dar, bei der mit Array-Comparativer Genomischer Hybridisierung (CGH)
genomweit Mikrodeletionen oder -duplikationen hochauflésend identifiziert werden konnen.
Dies hat zur Detektion zahlreicher neuer Mikrodeletionssyndrome gefiihrt. Interessanterweise
findet man auch bei gesunden Personen submikroskopische Verdnderungen der Kopienzahlen
von DNA-Segmenten, sog. low copy number variations (CNV). Man vermutet deshalb einen
Zusammenhang zwischen CNVs und der phénotypischen Variabilitit monogener
Erkrankungen bzw. der Suszeptibilitit und/oder Progression multifaktorieller Erkrankungen
(McCarroll und Altshuler, 2007).

Die Verfahren des positionsunabhingigen Klonierens sind in der Genom- und
Postgenom-Ara von geringerer Bedeutung. So wurden frither beispielsweise Gene, bei denen
lediglich die Proteinsequenz bekannt war, mit degenerierten Oligonukleotiden amplifiziert
(reverser Ansatz) oder in einer cDNA-Expressionsbibliothek {iber Koloniefilter mit
entsprechenden Antikdrpern detektiert. Ein weiteres Beispiel fiir positionsunabhingiges
Klonieren stellt die Identifizierung und Klonierung expandierter Repeats bei sog.
Repeatexpansionserkrankungen wie dem Fragilen-X-Syndrom dar. Dariiber hinaus fiihrte in
vielen Féllen die Untersuchung von Genen, die in funktionellem Zusammenhang mit der
Erkrankung stehen, zur Identifizierung neuer Mutationen (sog. Kandidatengenansatz).

Nach der Identifizierung der krankheitsverursachenden Mutationen kann die Relevanz

des Gens fiir die Erkrankung durch eine funktionelle Wiederherstellung des Phéanotyps, sog.
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»rescue™ (engl.) bestétigt werden. Weiterfithrende Untersuchungen zur Genfunktion und zur
Pathogenese kénnen an Hand von Tiermodellen durchgefiihrt werden. Bei der Auswahl des

Modellorganismus sollte dabei die zu untersuchende Genfunktion beriicksichtigt werden.

chromosomale
Lokalisation

=
al N\
ﬁ — -
Phanotyp Gen/Mutation
N %
SRR

Mausmodell
/Funktion

Abb. 1 Vom Phinotyp zur Funktion. Schematische Darstellung der Untersuchung genetisch bedingter Malformationen
von der phénotypischen Beschreibung iiber die Kopplungsanalyse und Mutationsanalyse bis zur Generierung eines
Mausmodells.

1.3 Molekulare Grundlagen der Embryonalentwicklung

Die Kenntnis der Embryonalentwicklung stellt die Grundlage fiir das Verstdndnis der
Entstehung kongenitaler Malformationen dar. Bei Séugetieren unterteilt man die
Embryonalentwicklung in Blastogenese, Organogenese und Phénogenese. Die
Blastogenese umfasst die erste Phase, die beim Menschen von Tag 1 bis Tag 28 dauert. Sie
beginnt mit dem Verschmelzen der Ei- und Samenzelle zur totipotenten Zygote und endet mit
dem Verschwinden des Primitivstreifens am Ende der Gastrulation. Die Blastogenese umfasst
die Furchungsteilungen der Zygote und Implantation als Blastula, die Entstehung der drei
Keimblitter und des Primitivstreifens sowie die Anlage und den Verschluf3 des Neuralrohrs
(Neurulation). Wahrend der Neurulation bilden sich zwischen dem Oberfldchenektoderm
und dem Neuralrohr die Neuralleistenzellen, die die Vorlduferzellen kranialer Nerven,
Melanozyten und zahlreicher Schédelknochen darstellen. Aus dem paraxialen Mesoderm
entstehen die Somiten mit den Vorlduferzellen fiir die quergestreifte Muskulatur (Myotom),

das subkutane Bindegewebe (Dermatom) und die Wirbelkorper.
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Wihrend der Organogenese (Tag 29 bis 56) entwickelt sich der Embryo zum Fetus,
die duBeren und inneren Strukturen formieren sich aus den drei Keimbléttern (Morphogenese)
und werden ausgebildet (Histogenese). Am Ende dieses Zeitraums sind alle wichtigen
Organe angelegt, allerdings noch nicht oder kaum funktionstiichtig. Zu Beginn der fiinften
Woche édndert sich auch die Form des noch flachen Embryos, der sich nun in der medianen
und horizontalen Ebene in eine zylindrische C-Form faltet. Dabei werden die Primordia der
Korperwiinde, der Darm und die Nabelschnur gebildet. Wihrend der Organogenese kann
die Exposition des Embryos gegeniiber Teratogenen schwere kongenitale Malformationen
verursachen.

Der Zeitraum ab der 9. Woche bis zum Ende der Schwangerschaft bzw. bis zum Ende
der Wachstumsperiode der Pubertit wird Phinogenese genannt. Diese Phase ist durch
schnelles Kdrperwachstum und Differenzierung der Gewebe und Organe gekennzeichnet. Der
Kopf zeigt im Vergleich zum Korper nunmehr ein langsameres Wachstum. Wihrend der
Phénogenese ist der Fetus gegeniiber teratogenen Effekten nicht mehr so vulnerabel wie
wihrend der Organogenese. Teratogene konnen hier jedoch zu gestorter Entwicklung des
Gehirns und der Augen fiihren.

Eine wichtige Voraussetzung bei der Entwicklung des Embryos ist, daB3 sich aus
wenigen nicht determinierten Zellen eine grole Anzahl von determinierten und spezialisierten
Zellen bildet. Bei der frithen Embryonalentwicklung werden undeterminierte Zellen zunachst
rdumlich voneinander abgegrenzt und dann entsprechend ihrer spédteren Funktion
determiniert. Dieser Vorgang, bei dem geordnete rdumliche Strukturen entstehen, wird als
Musterbildung bezeichnet. Die in allen Zellen bis auf wenige Ausnahmen identische
genomische Information wird nun differentiell abgelesen. Dies ermdglicht im weiteren
Verlauf die Entstehung spezifischer Expressionsmuster.

Die ersten Untersuchungen iiber differentiell exprimierte Entwicklungskontrollgene,
die fiir den Bauplan des Korpers bedeutsam sind, stammen aus molekulargenetischen und
entwicklungsbiologischen Untersuchungen einer grofen Anzahl von Mutanten der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster (Lawrence und Morata, 1992). Diese Untersuchungen
zeigten, daB Gene, die bei der Entwicklungskontrolle bedeutsam sind, in drei Klassen
unterteilt werden konnen, die in einem hierarchischen Netzwerk miteinander interagieren

(Abb. 2): maternal exprimierte Gene, Segmentierungsgene (Gap-Gene, Pair-Rule-Gene,
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Maternale Gene
bicoid, hunchback,
nanos

Gap Gene
knirps, tailless,
gaint, kriippel

Pair-rule-Gene
even-skipped, paired,
runt, hairy, fushi tarazu

—>
Segmentpolaritdtsgene Homdotische Gene
engrailed, wingless, ultrabithorax,
hedgehog abdominal A

Abb. 2 Musterbildung in der Drosophila-Larve. Maternal exprimierte Gene, Gap-, Pair-Rule-, Segmentpolarititsgene und
}Ii(;nviz)tische Gene interagieren in einem hierarchischem Netzwerk bei der Spezifizierung der Untereinheiten der Drosophila-
Segmentpolarititsgene) und homootische Gene (Nusslein-Volhard und Wieschaus, 1980;
Gehring und Hiromi, 1986; Scott und Carroll, 1987; Ingham, 1988). Maternale Gene legen
bereits wahrend der Oogenese die dorso-ventrale und antero-posteriore Achse des Embryos
fest. Die maternalen Genprodukte bicoid, nanos und hunchback fihren zur Bildung von
Proteingradienten, die die zygotischen Gap-Gene knirps, kriippel, tailless und giant aktivieren
oder reprimieren (Driever und Nusslein-Volhard, 1989). Die Drosophila-Larve wird so
zundchst in drei Segmente (Gap-Gene), im weiteren Verlauf in sieben (Pair-rule-Gene) bzw.
14 Segmente und Parasegmente (Segmentpolarititsgene) unterteilt. Diese Unterteilung ist fiir
die metamere Korpergestalt der Fruchtfliege verantwortlich. Am Ende der Genkaskade stehen
homootische Gene (Akam, 1989), die die Spezifizierung einzelner Segmente bestimmen.
Viele der beteiligten Entwicklungskontrollgene kodieren fiir Transkriptionsfaktoren, die
konservierte Sequenzmotive mit DNA-Bindungsdoménen beinhalten. Bekannte DNA-
Bindungsmotive stellen die Homéobox (McGinnis et al., 1984), die POU-Box (Herr et al.,
1988), die Paired-Box (Bopp et al., 1986), das Zinkfinger-Motiv (Culp et al., 1988), das
Helix-Loop-Helix-Motiv (Murre et al., 1989) und das Forkhead-Motiv (Weigel et al., 1989)

dar.

10



Molekulare Grundlagen kongenitaler Organmalformationen

Die Grundprinzipien der Musterbildung sind stark zwischen den Spezies konserviert.
So sind viele Entwicklungskontrollgene von Drosophila auch bei der embryonalen
Musterbildung héherer Organismen bedeutsam. Diese konservierten Gene steuern nicht nur
die Entwicklung der priméren Korperachse, sondern sind auch bei der Lateralisierung sowie
bei der Entwicklung sekundérer Korperachsen, wie der Anlage und Determinierung der

Extremitdten wichtig.

1.4 Bedeutung der Zilien wihrend der Embryonalentwicklung und bei
kongenitalen Malformationen

Wéhrend der Embryonalentwicklung wird der Bauplan des Korpers in drei
Dimensionen entlang der antero-posterioren, dorso-ventralen und rechts-links Achse
vorgegeben. Obwohl der Korper duBerlich symmetrisch ist, ist die Mehrheit der inneren
Organe asymmetrisch angelegt. Fiir die Lateralisierung der inneren Organe wihrend der
Embryonalentwicklung ist die Aktivitit von Zilien verantwortlich, die am embryonalen
Knoten am kaudalen Pol des Embryos lokalisiert sind und einen nach links gerichteten
periembryonalen Fluf3 erzeugen (Nonaka et al., 1998; Nonaka et al., 2002). Zwei Modelle
existieren, um die Induktion der Lateralisierung durch den periembryonalen Flul am
embryonalen Knoten zu erkldren. Das ,,Zwei-Zilien-Modell* geht davon aus, daB3 der
embryonale Flul durch motile Zilien generiert und von nicht-motilen mechanosensorischen
Zilien als Signal empfangen wird. Das zweite Modell postuliert, da3 ein Morphogen durch die
motilen Zilien transportiert wird und dadurch ein Morphogengradient entsteht. Nach der
Signalrezeption folgt in beiden Modellen eine asymmetrische Expression der Gene Nodal und
Pitx2 im Lateralplattenmesoderm, die wiederum zu einer asymmetrischen Ausrichtung des
Herzschlauchs und der Organe Leber, Milz und Darm fithren (Abb. 3; McGrath und
Brueckner, 2003).

Zilien sind aus Mikrotubulusdoubletten und assoziierten Motorproteinen bestehende
Zellorganellen, die von der Zelloberfliche ausgehen. Entsprechend ihres strukturellen
Aufbaus unterscheidet man verschieden Zilientypen: motile ,9+2” (respiratorische,
ependymale Zilien), motile ,,9+0” (nodale Zilien), immotile ,,9+2” (Kinocilien des Innenohrs)
und immotile ,,.9+0” Zilien (renale Monocilien, Photorezeptor-Zilium) (Fliegauf et al., 2007).
Die Bewegung der motilen Zilien wird durch die Aktivitét eines Dyneinkomplexes generiert,
der ATP-abhingig Energie in mechanische Kraft metabolisiert und auf den Mikrotubulus
iibertrdgt (Asai und Koonce, 2001).

11
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! N/ !
3 @

. . Linker/rechter . .
Situs solitus . Situs inversus
Isomerismus

Abb. 3 Ubersicht iiber die Links-Rechts-Asymmetrie. Zum Zeitpunkt E7,75 ist der Embryo symmetrisch. Der embryonale
Knoten (gelb) ist an der Spitze des Embryos lokalisiert und mit Zilien besetzt. Er generiert einen nach links gerichteten Fluf3.
Zum Zeitpunkt E8,25 bis E8,5 wird der Wachstumsfaktor Nodal asymmetrisch exprimiert (violett). Zum Zeitpunkt E8,5
dreht sich der Herzschlauch nach rechts, und der molekularen Asymmetrie folgt die asymmetrische Organogenese. Eine
normale Lateralisierung fithrt zum Situs solitus (links eingerahmt). Einen kompletten Verlust der Lateralisierung findet man
beim linken oder rechten Isomerismus, der mit komplexen Herzfehlern einhergeht. Beim Situs inversus tritt eine
spiegelverkehrte Organanlage auf, die in der Regel keine klinische Relevanz hat.

Eine bedeutsame Verbindung zwischen der Funktion motiler Zilien und der
Etablierung der Links-Rechts-Korperasymmetrie stellen Patienten mit Primérer Zilifirer
Dyskinesie (PCD) dar. PCD ist eine angeborene Erkrankung, bei der die motilen Zilien
fehlende oder verdnderte Motilitdt aufweisen. PCD tritt mit einer Pravalenz von 1:20.000 bis
1:60.000 auf (Zariwala et al., 2007). Aufgrund des fehlenden oder verminderten Zilienschlags
von Zilien des Respirationstrakts und der Spermien bzw. des Eileiters weisen Patienten mit
PCD chronische respiratorische Infektionen und eine eingeschrinkte Fertilitit auf. Die
Diagnose wird klinisch bzw. durch ein verdndertes Schlagmuster/-frequenz respiratorischer
Zilien gestellt. Dariiber hinaus sind ultrastrukturelle Defekte der Dyneinarme, Mikrotubuli
und radialen Speichen bei 72 bis 97 % der PCD-Patienten nachweisbar (Zariwala et al., 2007).

12
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Bei der Hilfte der Patienten mit PCD besteht eine spiegelverkehrte Anlage aller oder einiger
innerer Organe (Situs inversus totalis oder partialis), die zusammen mit dem Vorliegen einer
PCD als Kartagener Syndrom (KS) bezeichnet wird. Der Lateralisierungsdefekt (LD)
resultiert aus der eingeschrinkten Zilienfunktion am embryonalen Knoten und dem
konsekutiv gestorten periembryonalen FluB. Wie das Beispiel monozygoter Zwillinge mit
PCD mit und ohne LD zeigt, treten LDe bei PCD-Patienten nach dem Zufallsprinzip auf
(Noone et al., 1999).

In den letzten Jahren haben sich die Hinweise vermehrt, da3 nicht-motile Zilien fiir
die Zelle bei der Rezeption von Signalen bedeutsam sind, indem sie die Signale
gewissermallen wie eine Antenne empfangen und an die Zelle in Form einer
Signaltransduktionskaskade weiterleiten. Man geht heute davon aus, daB fast jede Korperzelle
ein sensorisches Zilium tragt, iiber das Rezeptoren auf der Zelloberfliche prédsentiert werden.
Diese Prédsentation wird durch den sog. intraflagelliren Transport (IFT) ermdglicht, einen
Mechanismus, bei dem Proteine durch Dynein- und Kinesinmolekiile anterograd und
retrograd entlang des Ziliums transportiert werden. Durch den IFT werden sowohl axonemale
als auch intrazelluldre Proteine und zahlreiche Rezeptoren an der Oberfliche der Zelle
prasentiert. Die Bedeutung der nicht-motilen Zilien bei der Morphogenese und
Signaltransduktion konnte durch Mutationen von IFT-Proteinen gezeigt werden, die zu einer
Verdanderung der Zilienstruktur, der Expression von Entwicklungskontrollgenen und
morphogenetischen Defekten fiihren (Huangfu et al., 2003). Erkrankungen, die mit gestorter
Signaltransduktion sensorischer Zilien assoziiert sind, betreffen die Niere (autosomal
rezessive polyzystische Nieren, Nephronophtise), die Retina (Retinitis pigmentosa), das
Neuralrohr (Joubert Syndrom, Meckel-Gruber-Syndrom), das Skelett (Jeune Syndrom) und
das Fettgewebe (Bardet-Bield-Syndrom) (Fliegauf et al., 2007).

1.5 Molekulare Mechanismen der Extremititenentwicklung

Die Entwicklung der Extremitét stellt ein ideales Modell zur Untersuchung der
Skelettformation und genetisch bedingter Verdnderungen der Musterbildung und
Morphogenese des Skeletts dar. Viele grundlegende Erkenntnisse iliber die molekularen
Mechanismen der Skelettentwicklung stammen aus Untersuchungen embryonaler
Extremititen der Maus und des Huhns. Die skelettale Morphogenese wird in die Prozesse

Musterbildung, Organogenese, Wachstum und Homdéostase unterteilt (Mundlos, 2000).
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Bei der Musterbildung wird die Position, Anzahl, Groe und Form der einzelnen
Skelettelemente festgelegt. Die Extremititen entstehen an der seitlichen Flanke des Embryos
aus dem Lateralplattenmesoderm (Johnson und Tabin, 1997). Bei der Anlage der Extremitét
in drei Dimensionen sind verschiedene Signalzentren bedeutsam, in denen Schliisselgene die
Entwicklungsprozesse steuern (Johnson und Tabin, 1997). Die apikale ektodermale
Randleiste (AER) am distalen Ende der Extremitdtenanlage steuert das Auswachsen der
Extremitatenknospe. Fiir die Aktivitidt der AER sind Fibroblastenwachstumsfaktoren (Fgf)
bedeutsam. Die Zone polarisierender Aktivitit (ZPA) stellt ein weiteres Signalzentrum am
posterioren Rand der Extremitidtenanlage dar, das die antero-posteriore Musterbildung der
Extremitdt bestimmt. Die morphogenen Eigenschaften der ZPA werden durch das
Signalmolekiil Sonic hedgehog (Shh) bedingt (Abb. 4). Die dorso-ventrale Musterbildung
determiniert die regelrechte Anordnung von Muskeln, Sehnen und Négeln an der dorsalen und
der palmaren Seite der Extremitdt. Die Gene Wnt7a und LmxI kontrollieren die dorsale und

En2 die palmare Identitét der Extremitat (Parr und McMahon, 1995).

A AER

AER AER
—>
f SiZ|A Bmp
Pz

e I|hh

e Pthlh

o Gdfs

chondrogene Chondrozyten-
Kondensationen differenzierung

Abb. 4 Embryonale Entwicklung der Extremitiit. A. Bedeutung der Signalzentren apikale ektodermale Randleiste (AER),
Zone polarisierender Aktivitdt (ZPA) und des Ektoderms bei der Musterbildung der Extremitét (Progresszonen (PZ)-modell).
In der AER werden Fgf exprimiert, die das proximo-distale Auswachsen steuern. Sh# ist in der ZPA lokalisiert und ist fiir die
antero-posteriore Musterbildung verantwortlich. Wnt7a ist im Ektoderm exprimiert und kontrolliert die dorso-ventrale
Musterbildung. S-Stylopod, Z-Zeugopod und A-Autopod. B. Entwicklung der phalangealen Skelettelemente und Gelenke.
Mesenchymale Zellen kondensieren zu einer knorpeligen Anlage (Organogenese). Im Bereich der zukiinftigen Gelenke bildet
sich die Interzone, in der Gdf5 exprimiert wird. Zeitgleich differenzieren Knorpelzellen in der fetalen Wachstumsfuge unter
EinfluB von 74k und Pthlh. P1-Grundphalanx, P2-Mittelphalanx, P3-Endphalanx.
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Die Spezifizierung der Skelettelemente in der frithen Extremititenknospe werden mit
zwei Konzepten erkldrt (Dudley et al., 2002). Nach dem Progresszonen(PZ)-modell
befinden sich die Zellen in der PZ unterhalb der AER in einem undifferenzierten Zustand und
werden beim Verlassen der PZ spezifiziert. Das frithe Spezifizierungsmodell postuliert, daf3
undifferenzierte Zellpopulationen expandieren und in proximo-distaler Richtung abhéngig
von Zell-Zell-Interaktionen determiniert werden.

Bei der Entstehung der Knorpel- und Knochenmatrix kondensieren mesenchymale
Vorlduferzellen zu einer knorpeligen Anlage (Organogenese). Die Position der zu bildenden
Knochen wird durch die Anordnung von Vorlduferzellen vermittelt. Wéhrend die
Extremitidtenknospe auswichst, werden die Skelettelemente von proximal nach distal angelegt
(Shubin und Alberch, 1986). So verzweigt sich bei der Extremititenentwicklung die
Humerusanlage in die Radius- und Ulnaanlagen, die Ulna verzweigt sich wiederum in die
proximalen und distalen Karpalknochen und die Digiti I bis V. Humerus und Femur werden
als Stylopod, Radius und Ulna, Tibia und Fibula als Zeugopod und Hand und FuB} als
Autopod bezeichnet (Abb. 4).

Zum Zeitpunkt der frithen Chondrozytendifferenzierung beginnt die Entwicklung der
Gelenke mit der Formation von Regionen hoherer Zelldichte in den Bereichen der Extremitét,
an denen sich spater die Gelenke bilden. Die Zellen dieser sog. Interzonen verlieren einige der
Merkmale frither prachondrogener Zellen und differenzieren in eine dreischichtige Struktur,
die aus einer zentralen intermedidren Lamina mit geringer Zelldichte und zwei Schichten mit
hoherer Zelldichte besteht (Craig et al., 1987). Im weiteren Verlauf gehen die Zellen der
intermedidren Lamina durch Apoptose verloren und bilden den Gelenkspalt, wihrend die
duBeren Schichten sich zu Gelenkknorpel entwickeln (Kimura und Shiota, 1996). Trotz der
wachsenden Erkenntnisse tiber die molekularen Grundlagen der Skelettentwicklung, ist bisher
kein Gen bekannt, das sowohl notwendig als auch hinreichend fiir die Gelenkentwicklung ist.
Zwar weisen Mdéuse, denen Gdf5 fehlt, weniger Gelenke im Bereich der Extremitit auf
(Storm et al., 1994), Gdf5-Uberexpression in Extremititen von Hiihnerembryonen ist aber
nicht in der Lage Gelenke zu induzieren (Francis-West et al., 1998; Merino et al., 1999). In
dhnlicher Weise ist Uberexpression von Wnt9a (frither als Wntl4 bezeichnet) zwar in der
Lage Strukturen zu induzieren, die eine Gelenkmorphologie aufweisen, Wnt9a”~ Miuse
zeigen jedoch keine Gelenkverdanderungen (Spater et al., 2006).

Die Verknocherung und das Wachstum des appendikuldren Skeletts erfolgt durch
enchondrale Ossifikation, einen Prozess, bei dem sich der Knochen aus einer praformierten

knorpeligen Matrix bildet. Als frilheste Marker exprimieren die Skelettkondensationen den
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Transkriptionsfaktor Sox9 und das Collagen2-Gen. Nach der Kondensation expandieren
proliferierende Chondrozyten, ihre Grofle nimmt zu, sie ordnen sich in Sdulen an,
hypertrophieren und kalzifizieren. Die Differenzierung in hypertrophe Chondrozyten wird
durch die Gene /hh und Pthlh reguliert, die in den priahypertrophen bzw. proliferierenden
Chondrozyten exprimiert werden (Abb. 4 und 5). Zum gleichen Zeitpunkt differenzieren
Osteoblasten im Perichondrium und bilden den sog. , Knochenkragen. Uber den periostalen
Knochen wandern BlutgefdBBe und mit ihnen Zellen in den kalzifizierten Knorpel ein und
differenzieren in himatopoetische Stammzellen, Osteoklasten und Osteoblasten.
SchlieBlich wird die Matrix, die die hypertrophen Chondrozyten umgibt, von Osteoklasten
abgebaut und durch Knochen ersetzt (McLean und Olsen, 2001). Hypertrophe Chondrozyten
exprimieren CollagenX, der neu enstandene Knochen ist durch Collagenl-Expression
gekennzeichnet. Wihrend sich das zentrale primdre Ossifikationszentrum vergroBert, bilden
sich im Bereich beider Epiphysen sekundire Ossifikationszentren. Das weitere
Liangenwachstum des Knochens findet von der Fetalzeit bis zur Pubertdt zwischen den

verschiedenen Ossifikationszentren in der knorpeligen Wachstumsfuge statt.

.s_eku_ndéres G - Collagen |
Ossifikationszentrum ° O -
Reservezone - .-

Proliferationszone > T ©% o0 %€ :|Pfh/h

Collagen Il

Transitionszone Ihh
Hypertrophe Zone Collagen X
i _Knochen Collagen |
mit einsprossenden
Gefalten

Abb. 5 Wachstumsfuge mit Chondrozyten und molekularen Markern. Die sich in unterschiedlichen Stadien der
Differenzierung befindlichen Chondrozyten der fetalen Wachstumszone exprimieren charakteristische Markergene.
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Nach Beendigung der Wachstumsphase wird die Masse, Form und Belastbarkeit des
Knochens durch ein Gleichgewicht zwischen Knochenauf- und -abbau aufrechterhalten.
Dabei ist die Aktivitit von Osteoblasten und Osteoklasten bedeutsam, die das Skelett in
Abhingigkeit von lokalen und systemischen Faktoren modellieren (Homdostase) (Erlebacher
et al., 1995).

Von der enchondralen Ossifikation abzugrenzen ist die intramembrandse
Ossifikation, bei der mesenchymale Vorlduferzellen direkt in Osteoid-produzierende
Osteoblasten  differenzieren. Die Knochenmatrix verkalkt, und das weitere
Knochenwachstum wird durch Apposition an den osteogenen Fronten gewihrleistet. Im
Gegensatz zur enchondralen Ossifikation sind die molekulargenetischen Mechanismen der
intramembrandsen Ossifikation bisher erst ansatzweise bekannt. Zahlreiche bei der
enchondralen Ossifikation bedeutsame Molekiile scheinen jedoch auch hier eine Rolle zu

spielen (Abzhanov et al., 2007).

1.6 Molekulare Genetik von Extremititenfehlbildungen

Kongenitale Extremitdtenfehlbildungen stellen eine pathogenetisch und klinisch
heterogene  Gruppe von Erkrankungen dar. Obwohl einzelne Formen von
Extremitdtenmalformationen beim Menschen selten sind, besitzen sie in ihrer Gesamtheit
durchaus klinische Relevanz. Die Erkenntnisse der Entwicklungsbiologie und die
Untersuchung der  molekularen  Grundlagen = humaner  genetisch  bedingter
Extremitiitenfehlbildungen haben  zu einem  besseren Verstidndnis der
Embryonalentwicklung und genetisch bedingter Malformationen der Extremitét beigetragen.
Neben genetischen konnen kongenitale Extremitdtenfehlbildungen auch  durch
umweltbedingte Faktoren ausgelost werden, zu denen amniotische Binder, vaskulére
Disruptionen oder Teratogene zdhlen.

Genetisch bedingte kongenitale Extremitdtenmalformationen werden auf einer
anatomischen und genetischen Basis unter der Beriicksichtigung molekularer und
entwicklungsbiologischer Aspekte klassifiziert bzw. diagnostiziert. Im Wesentlichen werden
die drei rdumlichen Dimensionen zugrunde gelegt. So umfassen kongenitale
Extremitatenmalformationen Abscence-Deformitéten, Brachydaktylien und
Segmentationsstorungen (proximo-distale Achse), Polydaktylien und Syndaktylien (antero-

posteriore Achse) und das Nagel-Patella-Syndrom (dorso-ventrale Achse). Viele der
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zugrunde liegenden Gene sind mittlerweile identifiziert, und eine entsprechende
Verdachtsdiagnose kann molekulargenetisch bestétigt werden.

Brachydaktylien stellen unter den kongenitalen Extremitidtenfehlbildungen eine
Gruppe von Handfehlbildungen dar, die durch eine Verkiirzung der Phalangen mit
unterschiedlichen Mustern gekennzeichnet sind (Bell, 1951). In den letzten Jahren konnten
mehrere Gene identifiziert werden, die mit Brachydaktylien assoziiert sind (Abb. 6). Die
zugrunde liegenden Verdnderungen der Musterbildung, Chondrogenese und Gelenkformation
konnen hervorragend im Mausmodell untersucht werden und stellen somit einen Zugang zu

den molekularen Mechanismen der Knochen- und Gelenkentwicklung dar.

BRIB ROR2 GDF5
GDF5 NOG BRIB

IHH

Abb. 6 Klassifikation der Brachydaktylien. Klassifikation nach anatomischen und genetischen Kriterien in Typ A bis E
nach Bell (Bell, 1951) und die zugehdrigen ursidchlichen Krankheitsgene soweit bekannt.

Beim Menschen werden Brachydaktylien nach anatomischen Kriterien in fiinf
Gruppen A bis E eingeteilt, wobei Brachydaktylien vom Typ A (BDA) abhdngig vom
Muster der betroffenen Mittelphalangen in drei weitere Subgruppen unterteilt werden (Bell,
1951). BDAL1 ist durch Verkiirzung oder Fehlen aller Mittelphalangen und der Grundphalanx
des Daumens gekennzeichnet und wird durch /HH-Mutationen verursacht (Gao et al., 2001).
Patienten mit BDA2 haben keine oder verkiirzte Mittelphalangen am zweiten und gelegentlich
am fiinften Finger. BDA2 wird durch inaktivierende BRI/B-Mutationen hervorgerufen
(Lehmann et al., 2003). BDC ist durch Verkiirzung der Mittelphalangen des Index-, Mittel-
und kleinen Fingers und Hyperphalangie des Index- und Mittelfingers charakterisiert und wird
durch GDF5-Mutationen verursacht (Polinkovsky et al., 1997). Weitere Untersuchungen
zeigen, dafl Mutationen des GDF5-BRIB-Ligand-Rezeptor-Komplexes abhédngig von der Art
der Mutation zu BDA2 oder BDC fiihren konnen. So ist eine inaktivierende GDF5-Mutation
beschrieben, die zu BDA2 fiihrt (Seemann et al, 2005), und eine spezifische BR/B-Mutation
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ist mit BDC assoziiert (Lehmann, et al, 2006). Brachydaktylie Typ B (BDB) ist durch
Verkiirzung oder Fehlen der Mittel- und Endphalangen sowie Nageldysplasien
gekennzeichnet. Mutationen der ROR2-Rezeptortyrosinkinase und des BMP-Antagonisten
Noggin sind fiir BDB verantwortlich (Oldridge et al., 2000; Schwabe et al., 2000; Lehmann et
al., 2007). BDD und BDE sind durch Verkiirzung der Daumenendphalanx bzw. der
Metakarpalia (MC) insbesondere des vierten MC charakterisiert. BDE tritt bei zahlreichen
Konditionen auf wie  beispielsweise beim  Turner Syndrom und  beim
Pseudohypoparathyreoidismus, der durch Mutationen der alpha-Untereinheit des
stimulatorischen G-Proteins der Adenylatzyklase (GNAS) hervorgerufen wird (Patten et al.,
1990). Ein Fall einer Brachydaktylie mit iiberlappenden Aspekten von BDD und BDE ist
beschrieben, der mit Mutationen des HOXD13 Gens assoziiert ist (Johnson et al., 2003).

1.7 Funktionelle Untersuchung humaner Skelettmalformationen im
Mausmodell

Zur Untersuchung der molekularen Grundlagen kongenitaler Skelettmalformationen
stellt die Maus aus mehreren Griinden ein hervorragendes Tiermodell dar. Das Genom der
Maus ist nach dem menschlichen das am besten untersuchte Genom. Zwischen Mensch- und
Mausgenom besteht ferner ein hoher Grad an Konservierung. So sind viele Bereiche des
murinen und humanen Genoms in der gleicher Abfolge angeordnet (Synténie). Dariiber
hinaus weist die Entwicklung muriner und humaner Embryonen zahlreiche Parallelen auf,
was auch fiir die Anordnung und den Aufbau der Skelettelemente zutrifft. Aufgrund dieser
Ahnlichkeiten lassen sich Fragestellungen relativ gut vom Menschen auf die Maus
tibertragen. SchlieBlich kann das Mausgenom vergleichsweise einfach experimentell
manipuliert werden.

Den ersten Schritt bei der Untersuchung entwicklungsbiologisch bedeutsamer Gene
stellt die Untersuchung des rdumlichen und zeitlichen Expressionsmuster wihrend der
Embryonalentwicklung dar. Dafiir wird eine markierte antisense-RNA-Probe auf
Gewebeschnitte oder komplette Mausembryonen hybridisiert (in situ Hybridisierung) und
anschliefend detektiert. Zur weiteren funktionellen Analyse genetisch bedingter
Entwicklungsstorungen kénnen zahlreiche verschiedene Mausmodelle herangezogen werden.
Diese umfassen spontan entstandene Mausmutanten und durch genetische Manipulation
erzeugte Modelle wie transgene Miuse, Knock-out (K.o.)-Mause, Cre-Lox induzierbare K.o.-

Mause, mutagenisierte Tiere und sog. ,,Trap* (engl.) Mutanten.
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Spontan entstandene Mausmutanten sind durch zufillige Mutationen im
Mausgenom entstanden. Der Phianotyp der meisten dieser Mause wurde bereits vor vielen
Jahren beschrieben. Die zugrunde liegenden molekularen Ursachen wurden bei zahlreichen
Tieren in den letzten Jahren aufgekldrt. Transgeme Miiuse werden durch Injektion
genomischer oder nur kodierender Sequenzen (cDNA) in den Pronukleus fertilisierter
Oozyten generiert (Gordon und Ruddle, 1981) Das Genexpressionsmuster kann durch einen
bestimmten Promotor und regulatorische Elemente gezielt beeinflusst werden. Nachteilig bei
der transgenen Technologie ist, dal die Anzahl und die Integrationsorte der Transgene nicht
kontrolliert und die Expression durch epigenetische Mechanismen supprimiert werden kann.
Bei Knock-out Miusen wird ein funktioneller Teil eines Zielgens durch einen selektiven
Marker, z. B. das Neomycinresistenzgen (Neo) gezielt inaktiviert (Thomas und Capecchi,
1987). Dieses ,,Gen-Targeting” wird durch homologe Rekombination in embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) erreicht. Die manipulierten ES-Zellen werden anschliefend in
Blastozysten injiziert und diese in scheinschwangere Méuse implantiert. Um an nachfolgende
Generationen weitergegeben zu werden, mufl das Zielgen bei den daraus entstehenden
Nachkommen in der Keimbahn vorhanden sein (Keimbahntransmission). Bei Cre/lox
Mutanten kann die Geninaktivierung rdumlich und zeitlich gesteuert (Lakso et al., 1996) und
so die frithe Letalitdt vieler klassischer Knock out-Mause umgangen werden. Dafiir werden
flankierend zum Gen loxP-Sequenzen eingefiihrt, die unter dem Einflul der Cre-Rekombinase
reziprok rekombinieren konnen. Die Aktivitdt der Cre-Rekombinase wird wiederum durch
gewebespezifische Promotoren bestimmt. Mittels Cre/lox-Technologie kénnen auBerdem
spezifische Mutationen (Knock-in), chromosomale Deletionen oder Inversionen gezielt
generiert werden.

Neben dieser gezielten Mutagenese konnen Mutationen ungerichtet durch
verschiedene Mutageneseverfahren generiert werden. Bei der Bestrahlungsmutagenese
werden ménnliche Tiere bestrahlt bzw. bei der ENU-Mutagenese mit Ethylnitrosurea
behandelt. Dadurch werden Chromosomenbriiche bzw. Punktmutationen in den
Spermatogonien ménnlicher Tiere induziert (Russell et al., 1979). Beim ,,trap“ (engl. Falle) -
Ansatz werden Trap-Vektoren durch Elektroporation oder retrovirale Infektion in ES-Zellen
des Mausgenoms unspezifisch inseriert (Stanford et al., 2001). Die Nachkommenschaft
mutagenisierter Tiere wird phénotypisch untersucht und der genomische Ort der Mutation
ggf. positionell kloniert. Die so generierten Mausphénotypen stellen geeignete Modelle dar,

um Verdnderungen der Genfunktion im Tiermodell zu untersuchen.
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2. Originalarbeiten

2.1 Primire Ziliare Dyskinesie mit regelrechter Axonem-
Ultrastruktur wird durch DNAH11 Mutationen verursacht

Georg C. Schwabe, Katrin Hoffmann, Niki Tomas Loges, Daniel Birker, Colette
Rossier, Margherita M. de Santi, Heike Olbrich, Manfred Fliegauf, Mike Failly,
Uta Liebers, Mirella Collura, Gerhard Gaedicke, Stefan Mundlos, Ulrich Wahn,
Jean-Louis Blouin, Bodo Niggemann, Heymut Omran, Stylianos E. Antonarakis
und Lucia Bartoloni

Hum Mutat 2008, 29:289-98

Die Primire Zilidre Dyskinesie (PCD) ist eine angeborene Erkrankung, bei der die Zilien des
Respirationstrakts, des embryonalen Knotens, im Eileiter und der Spermien keine oder
verdnderte Motilitdt aufweisen. Als Folge der verdnderten Zilienfunktion am embryonalen
Knoten besteht bei der Hélfte der Patienten mit PCD ein Situs inversus; man spricht dann vom
Kartagener Syndrom (KS). Wir beschreiben eine Familie, bei der fiinf Patienten eine PCD
und ein Patient ein KS aufweisen. Klinisch imponierten die Patienten durch ausgeprigte
rezidivierende respiratorische Infektionen. Das Vorliegen einer Mukoviszidose oder eines
Immundefekts wurde ausgeschlossen. Einer der Patienten ist der leibliche Vater eines Kindes,
und seine Frau berichtet von einer weiteren unauffillig verlaufenden Schwangerschaft. Die
Diagnose einer PCD wurde durch Untersuchung nativer und kultivierter respiratorischer
Zilien mit Videomikroskopie gestellt. Die respiratorischen Zilien betroffener Individuen
zeigten ein verdndertes, nicht flexibles Schlagmuster mit einer verminderten Biegsamkeit und
einer hyperkinetischen Schlagfrequenz. In der Elektronenmikroskopie zeigte sich jedoch eine
unauffillige axonemale Ultrastruktur. Die immunhistochemische Untersuchung der schweren
Dyneinketten DNAHS und DNAHY zeigte eine regelrechte Lokalisation am zilidren Axonem
und somit regelrechte duflere Dyneinarme. Mittels Mikrosatellitenanalyse konnten wir eine
Kopplung der Erkrankung zur Dyneinkette DNAH I auf Chromosom 7p21 nachweisen. Alle
betroffenen Individuen waren compound (engl.) heterozygot fiir die DNAHI-Mutationen
c.12384C4G und ¢.13552 13608del. Beide Mutationen sind in der C-terminalen Doméne
lokalisiert und deuten auf das Vorliegen eines verkiirzten DNAH11-Proteins hin (p.Y4128X,
p.A4518 A4523delinsQ). Die beschriebenen Mutationen konnten nicht in einer Kohorte von
96 weiteren PCD-Patienten nachgewiesen werden. Unsere Ergebnisse legen nahe, daf3
DNAH11-Nonsense-Mutationen zwar das Schlagmuster und die Schlagfrequenz der
respiratorischen Zilien stéren, aber nicht die normale axonemale Ultrastruktur und die

ménnliche Fertilitit beeintrdchtigen.
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Primary Ciliary Dyskinesia Associated With Normal
Axoneme Ultrastructure Is Caused by DNAH11 Mutations

Georg C. Schwabe, Katrin Hoffmann, Niki Tomas Loges, Daniel Birker, Colette
Rossier, Margherita M. de Santi, Heike Olbrich, Manfred Fliegauf, Mike Failly,
Uta Liebers, Mirella Collura, Gerhard Gaedicke, Stefan Mundlos, Ulrich Wahn,
Jean-Louis Blouin, Bodo Niggemann, Heymut Omran, Stylianos E. Antonarakis
and Lucia Bartoloni

Hum Mutat 2008, 29:289-98

http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/116845187/PDFSTART
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2.2 Unterschiedliche Mutationen des Rezeptortyrosinkinase-
Gens ROR? verursachen Brachydaktylie Typ B

Georg C. Schwabe, Sigrid Tinschert, Christian Buschow, Peter Meinecke,
Gerhard Wolff, Gabriele Gillessen-Kaesbach, Michael Oldridge, Andrew O. M.
Wilkie, Reyhan Komec und Stefan Mundlos

Am J Hum Genet 2000, 67:822-31

Brachydaktylie Typ B (BDB) ist eine autosomal dominante Skelettdysplasie, die durch
Hypoplasie und/oder Aplasie der Mittel- und Endphalangen sowie der Nagel gekennzeichnet
ist. Heterozygote Mutationen der ROR2-Rezeptortyrosinkinase (RTK) in einem bestimmten
Bereich distal der Tyrosinkinase (TK)-doméne sind verantwortlich fiir BDB. Wir berichten
iiber vier neue ROR2-Mutationen in fiinf Familien mit BDB, die zwei Lescraster-
verschiebungen, eine SpleiBmutation und eine Nonsense-Mutation umfassen. Diese
Mutationen befinden sich distal, aber auch proximal der TK-Domine. Die Transkripte der
mutierten Gene werden nicht abgebaut und fiihren, regelrechte Translation vorausgesetzt, sehr
wahrscheinlich zur Verkiirzung des intrazelluliren Anteils des ROR2-Proteins in zwei
unterschiedlichen Bereichen proximal bzw. distal der TK-Domidne. Wir konnten zeigen, dal3
BDB-Patienten mit distalen ROR2-Mutationen einen schwereren Phinotyp als Patienten mit
Mutationen proximal der TK-Doméne aufweisen. Wir beschreiben ferner erstmalig eine
homozygote BDB bei einem Patienten mit einer 5 Basenpaar-Deletion proximal der TK-
Domine. Dieser Patient weist Uberlappungen und Unterschiede zum allelischen Robinow
Syndrom (RS) auf, das durch homozygote ROR2-Mutationen in der extrazelluldren Frizzled-
dhnlichen und Kringle-Domine sowie in der TK-Doméne verursacht wird. So besteht bei dem
Patient mit homozygoter BDB wie bei Patienten mit RS eine spondylocostale Dysostose,
hinsichtlich Extremitidtenmalformation, KorpergroBBe und Fazies unterscheidet er sich jedoch
von RS Patienten. Wéhrend bei der homozygoten BDB eine extreme Brachydaktylie-Form
mit Hypo- bzw. Aplasie der Phalangen, Metakarpalia/-tarsalia und Négel vorliegt, sind RS-
Patienten durch eine mesomele Extremititenverkiirzung, Kleinwuchs und eine
charakteristische Fazies gekennzeichnet. Die Art und die Lokalisation der BDB- und RS-
Mutationen deuten darauf hin, da3 BDB nicht durch Haploinsuffizienz hervorgerufen wird,
wiahrend homozygote RS-Mutationen sehr wahrscheinlich zum Verlust der ROR2-Funktion
fiihren. Dies wird durch die Beobachtung unterstiitzt, da3 Patienten mit einer heterozygoten
9922 Deletion (Oldridge et al., 2000) und heterozygote Anlagetriger von RS-Mutationen
unauffillig sind (Afzal et al., 2000; van Bokhoven et al., 2000).
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Distinct Mutations in the Receptor Tyrosine Kinase Gene
ROR? Cause Brachydactyly Type B

Georg C. Schwabe, Sigrid Tinschert, Christian Buschow, Peter Meinecke,
Gerhard Wolff, Gabriele Gillessen-Kaesbach, Michael Oldridge, Andrew O. M.
Wilkie, Reyhan Komec and Stefan Mundlos

Am J Hum Genet 2000, 67:822-31

http://www.pubmedcentral.nih.gov/picrender.fcgi?artid=1287887&blobtype=pdf
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2.3 Brachydaktylie Typ C verursacht durch eine homozygote
Missense-Mutation in der CDMPI-Prodomiine

Georg C. Schwabe, Seval Tiirkmen, Gundula Leschik, Sukru Palanduz, Brigitte
Stover, Timm O. Goecke und Stefan Mundlos

Am J Med Genet 2004, 124A4:356-63

Brachydaktylie Typ C (BDC) ist durch Verkiirzung der Mittelphalangen des Index-,
Mittel- und kleinen Fingers mit Hyperphalangie des Index- und Mittelfingers charakterisiert.
Heterozygote Mutationen des CDMPI (GDF5)-Gens, die zum Verlust der Proteinfunktion
fiihren, sind mit BDC assoziiert. Gdf5 ist ein Signalmolekiil, das wihrend der
Extremitdtenentwicklung in frithen Knorpelkondensationen, in der Interzone des Gelenkspalts
und im Perichondrium exprimiert wird. Untersuchungen an embryonalen Extremititen von
Hithnern und Méusen, die mit Gdf5 behandelt wurden oder denen Gdf5 fehlt, zeigen, dal
Gdf5 ein wichtiger Faktor fiir die Musterbildung des Knochens und der Gelenke ist, selbst
aber keine Gelenke induziert. Wir beschreiben hier eine groe Familie mit einer rezessiven
Form einer BDC und einer betonten ulnaren Deviation des zweiten und dritten Fingers. Die
Untersuchung des GDF5-Gens zeigte bei den betroffenen Patienten mit BDC das Vorliegen
einer neuen homozygoten Missense-Mutation (c.A517G), die in einem Aminosdureaustausch
von Methionin gegen Valin an der Position 173 (p.M173V) resultiert. Im Gegensatz zu den
bisher beschriebenen heterozygoten GDF5-Mutationen, die zu BDC fiihren, handelt es sich
bei der p.M173V Mutation erstmals um eine homozygote Mutation. Die bisher beschriebenen
homozygoten GDF5-Mutationen fithren zu den Chondrodysplasien Grebe, Hunter Thompson
und Du Pan, die durch extreme Verkiirzung der gesamten Extremitdt gekennzeichnet sind.
Die p.M173V Mutation ist innerhalb einer stark konservierten Region von sieben
Aminosduren der GDF5-Prodoméne lokalisiert. Wéhrend der GDF5-Prozessierung wird die
N-terminal lokalisierte Prodoméne proteolytisch gespalten und anschlieend nicht kovalent an
das reife TGF-beta-Molekiil gebunden. Aus Untersuchungen von verschiedenen Molekiilen
der TGF-beta Signaltransduktionskaskade ist bekannt, da8 die Prodoméne fiir die Faltung,
Sekretion und Verfiigbarkeit des fertigen, sekretierten Proteins bedeutsam ist. Vor diesem
Hintergrund deuten unsere Untersuchungen auf eine wichtige Funktion der Prodoméne bei der
Signalreichweite und/oder der Stabilitit von biologisch aktivem GDEF5, sowie bei der

Entstehung der BDC hin.
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Brachydactyly Type C Caused by a Homozygous Missense
Mutation in the Prodomain of CDMPI

Georg C. Schwabe, Seval Tiirkmen, Gundula Leschik, Sukru Palanduz, Brigitte
Stover, Timm O. Goecke and Stefan Mundlos

Am J Med Genet 2004, 124A4:356-63

http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/104547578/PDFSTART
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24 Die Ror2 Knock-out-Maus als Modell fiir die
Entwicklungspathogenese des autosomal rezessiven Robinow
Syndroms

Georg C. Schwabe, Britta Trepczik, Kathrin Siiring, Norbert Brieske, Abigail S.
Tucker, Paul T. Sharpe, Yasuhiro Minami und Stefan Mundlos

Dev Dyn 2004, 229:400-10

Das Robinow Syndrom (RS) ist eine humane Skelettdysplasie, die durch Kleinwuchs,
mesomele Extremitdtenverkiirzungen, Genitalhypoplasie und eine charakteristische Fazies
gekennzeichnet ist. Patienten mit autosomal rezessivem RS (RRS) werden phinotypisch
durch das Vorliegen einer spondylocostalen Dysostose vom autosomal dominanten RS
abgegrenzt. Wihrend das autosomal rezessive RS durch homozygote Mutationen der ROR2-
Rezeptortyrosinkinase hervorgerufen wird, die zum Verlust der ROR2-Funktion fiihren, ist
fiir die autosomal dominante Form des RS bisher kein Gen bekannt. Um die Funktion von
Ror2 besser zu verstehen, filihrten wir eine detaillierte Untersuchung des Ror2-
Expressionsmusters zu verschiedenen Zeitpunkten der Embryonalentwicklung zwischen
E10,5 und E16,5 der Maus durch. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf die Organe gelegt,
die Malformationen beim RRS zeigen. Wir konnten Ror2 im sich entwickelnden ZNS, in den
Branchialbogen, im Primitivstreifen, in der Extremititenanlage und im présomitischen
Mesoderm nachweisen. In der spiteren Entwicklung wurde Ror2 im Bereich der Kraniofazies,
in den Zahnanlagen und im Urogenitalbereich exprimiert. Um die zugrunde liegenden
entwicklungsbiologischen Mechanismen bei der Entstehung des RRS besser zu verstehen,
filhrten wir eine detaillierte entwicklungsbiologische Untersuchung von Ror2”-Miusen
durch, die zahlreiche phénotypische Merkmale von RRS-Patienten aufweisen. Die
Untersuchung verschiedener Schliisselgene der Somitogenese mit in situ Hybridisierung
zeigte, dall die spondylokostale Dysostose bei Ror2”-Miusen durch ein kleines
prasomitisches Mesoderm und Epithelialisiserungsdefekte der Somiten verursacht wird. Die
mesomelen Extremititenverinderungen bei Ror2”-Miusen sind Folge einer verinderten
Chondrozytendifferenzierung, insbesondere im Bereich der prahypertrophen und
hypertrophen Zone. Dariiber hinaus konnten wir zeigen, daf3 der kraniofaziale Phénotyp mit
Hypertelorismus, Mittelgesichtshypoplasie und oralen Verdnderungen Folge eines
verdnderten Auswachsens kraniofazialer Mittellinienstrukturen ist. Zusammenfassend stellen
Ror2”"-Miuse ein Modell dar, mit dem viele der Veridnderungen bei Patienten mit rezessivem

RS erklart werden konnen.
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Ror2 Knockout Mouse as a Model for the Developmental
Pathology of Autosomal Recessive Robinow Syndrome

Georg C. Schwabe, Britta Trepczik, Kathrin Siiring, Norbert Brieske, Abigail S.
Tucker, Paul T. Sharpe, Yasuhiro Minami and Stefan Mundlos

Dev Dyn 2004, 229:400-10

http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/106600906/PDFSTART

28



Molekulare Grundlagen kongenitaler Organmalformationen

2.5 Eine Inversion des Shh-Genlocus der Maus fithrt zu
Brachydaktylie durch Dysregulation der Shh-Expression

Michael Niedermaier*, Georg C Schwabe*, Stephan Fees, Anne Helmrich,
Norbert Brieske, Petra Seemann, Jochen Hecht, Volkhard Seitz, Sigmar Stricker,
Gundula Leschik, Evelin Schrock, Paul B. Selby und Stefan Mundlos (*geteilte
Erstautorschaft)

J Clin Invest 2005, 115:900-9

Die ,short digits" (Dsh) Mausmutante ist eine durch Bestrahlung induzierte
Mausmutante. Homozygote Dsh-Miause sind durch zahlreiche Malformationen
gekennzeichnet und dhneln stark Sonic hedgehog Knock-out (Shh”")-Miusen. Im Gegensatz
zu  unauffilligen  Shh™-Miusen  weisen  heterozygote  Dsh/+-Miuse  einen
Reduktionsphidnotyp der Extremititen auf, der durch eine Fusion und Verkiirzung der
proximalen und Mittelphalangen aller Finger und Fiile gekennzeichnet ist. Die
Extremitatenfehlbildung &hnelt phénotypisch der humanen Brachydaktylie Typ Al, einer
Malformation, die durch Mutationen des orthologen Indian hedgehog (IHH) Gens
hervorgerufen wird. Wir kartierten Dsh auf das Mauschromosom 5 in eine Region, die Shh
beinhaltet, und zeigten, dal Dsh durch eine 11,7 Megabasen gro3e Inversion hervorgerufen
wird. Der distale Bruchpunkt ist 13.298 Basenpaare 5’ von Shh lokalisiert und trennt die
kodierende Shh-Sequenz von mehreren konservierten nicht-kodierenden Elementen (NKE),
die durch einen Interspeziesvergleich identifiziert wurden. Solche NKE stellen mdgliche long-
range Enhancer dar, welche die Shh Expression wiahrend der Entwicklung steuern. Die der
Dsh-Mutante zugrunde liegende Inversion fiithrt zur nahezu vollstindigen Reduktion der Shh-
Expression an den Tagen E9,5 bis E12,5 der Embryonalentwicklung und erklirt so den
homozygoten Dsh-Phénotyp. An den Tagen E13,5 und E14,5 wird Shh jedoch in den
phalangealen Anlagen der Dsh/+-Mausmutante zu einem Zeitpunkt und an einem Ort
exprimiert, an dem Sh/ normalerweise nicht angeschaltet ist. Diese Shh-Dysregulation fiihrt
zu einer lokalen Uberexpression der Shh-Zielgene Patched, Glil-3 und dem Parathormon-
dhnlichen-Hormon (Pthlh) sowie zu einem Abschalten von /hh und Gdf5. Folge dieser
molekularen Verdnderungen ist ein Arrest der Chondrozytendifferenzierung und eine Stérung
der Gelenkentwicklung, welche zu einer Verkiirzung und Fusion der Phalangen mit Fehlen
phalangealer Gelenke fithren. Die Dsh-Mutante stellt somit einen besonderen Phénotyp zur

Untersuchung der Shh-Regulation dar.
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An Inversion Involving the Mouse S/h Locus Results in
Brachydactyly through Dysregulation of S4h Expression
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Norbert Brieske, Petra Seemann, Jochen Hecht, Volkhard Seitz, Sigmar Stricker,
Gundula Leschik, Evelin Schrock, Paul B. Selby and Stefan Mundlos (*these
authors contributed equally to this work)

J Clin Invest 2005, 115:900-9
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3. Diskussion

3.1 DNAHII-Mutationen als Ursache fiir die Primére Zilidre Dyskinesie
und das Kartagener Syndrom mit normalem Axonem

Obwohl Zilien aus ungefdhr 200 verschiedenen Proteinen bestehen, sind bisher nur
vergleichsweise wenige Gene fiir PCD/KS bekannt. Fiir einige Formen der PCD konnte
gezeigt werden, dal den Motilitdtsstorungen des Ziliums Mutationen von Genen zugrunde
liegen, die fiir Dyneinketten oder Strukturproteine des Ziliums kodieren. So liegen ungeféhr
bei 25% der PCD-Patienten Mutationen der schweren Dyneinkette DNAHS5 bzw. bei 11%
Mutationen der intermedidren Dyneinkette DNAII vor (Pennarun et al., 1999; Olbrich et al.,
2002; Hornef et al., 2006, Zariwala et al., 2006). Ebenfalls zu PCD fiihren Mutationen des
TXNDC(C3-Gens, das fiir ein Thioredoxin-Protein kodiert (Duriez et al., 2007). X-chromosomal
vererbte PCD wird gelegentlich durch RPGR- oder OFD-Mutationen verursacht und ist mit
Retinitis pigmentosa oder mentaler Retardierung assoziiert (Budny et al., 2006; Moore et al.,
2006). Zahlreiche weitere Gene, wie beispielsweise die Dyneinketten DNAI2, DNAHY und
DNALI sowie die im Zilium bedeutsamen Gene FOXJI PF20, TCTE3 und DPCD wurden bei
PCD-Patienten ohne Erfolg auf Mutationen untersucht (Maiti et al., 2000; Pennarun et al.,
2000; Bartoloni et al., 2001; Neesen et al., 2002; Pennarun et al., 2002; Zariwala et al., 2004;
Horvath et al., 2005).

Die Bedeutung von DNAH] 1, einer weiteren schweren Dyneinkette, war bisher bei der
Pathogenese der PCD umstritten. So existierte lediglich die Beschreibung eines einzelnen
Patienten mit einer homozygoten DNAH 1 I-Nonsense-Mutation, bei dem ein Situs inversus in
Verbindung mit einer chronisch respiratorischen Erkrankung vorlag. Bei diesem Patienten
bestand gleichzeitig eine zystische Fibrose (CF), die durch eine homozygote Mutation des
CFTR-Gens hervorgerufen wurde. Die Homozygotie der CFTR- und DNAHI-Mutationen
wurden beide durch uniparentale Disomie des Chromosoms 7 verursacht. Die
lichtmikroskopische Untersuchung zeigte eine fehlende Motilitdt respiratorischer Zilien, die
aber auch als Folge sekundirer Infektionen bei CF auftreten kann. In der
Elektronenmikroskopie wiesen die respiratorischen Zilien eine normale Ultrastruktur der
Axoneme auf, ein Befund der bei 3 bis 28% der PCD beschrieben ist (Zariwala et al., 2007).
Somit blieb bisher unklar, ob DNAHI-Mutationen iiber einen Situs inversus hinaus (nodale
Zilienaktivitdt) auch eine Immotilitdt respiratorischer Zilien verursachen.

Bei den von uns beschriebenen Individuen einer Familie mit PCD bzw. KS liegt eine

compound (engl.) heterozygote Mutation des DNAH1-Gens vor. Alle betroffenen Individuen
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waren Trager der Mutationen ¢.12384C>G und ¢.13552 13608del, die in der C-terminalen
Doméne des DNAHI1-Gens lokalisiert sind. Die Mutationen fiihren zu einem verkiirztem
DNAHI11-Protein (p.Y4128X, p.A4518 A4523delinsQ) und beeintrachtigen wahrscheinlich
die Funktion der DNAHI11-Motordomédne. In der Videomikroskopie zeigten die
respiratorischen Zilien der beschriebenen Patienten ein charakteristisch verdndertes
hyperkinetisches Schlagmuster mit reduzierter Flexibilitit. Die axonemale Ultrastruktur
wurde elektronenmikroskopisch untersucht und war wie bei der erstbeschriebenen
homozygoten DNAHII-Mutation unauffillig. Ebenso zeigten sich normale &uflere
Dyneinarme in der Immunhistochemie mit Antikorpern gegen die Proteine der dufleren
Dyneinarme DNAHS und DNAH9. Die von uns beschriebenen Patienten unterscheiden sich
damit von Patienten mit DNAHS5- und DNAII-Mutationen (Hornef et al., 2006; Zariwala et al.,
2006), bei denen kein oder nur ein minimaler Zilienschlag vorhanden ist, und die dufleren
Dyneinarme fehlen (Pennarun et al., 1999; Olbrich et al., 2002; Fliegauf et al., 2005).

Mutationen des homologen Dnahcll-Gens der Maus liegen den Lrd-Mausmutanten
(Lrd, left/right-dynein) zugrunde (Handel und Kennedy, 1984; Supp et al., 1997; Supp et al.,
1999). So wird /rd” durch einen Austausch einer konservierten Aminosiure zwischen dem
zweiten und dritten P-Loop (engl.) und /rd*"”" durch eine Deletion des ersten P-Loops
verursacht. Beide Mutanten weisen eine randomisierte Organlateralisation auf, die durch
immotile nodale Zilien verursacht wird, wihrend die respiratorischen Zilien der Tiere als
schlagend beschrieben werden. Um zu testen, ob Lrd-Méuse ein geeignetes Modell fiir PCD
darstellen, legen unsere Untersuchungen nahe, das Schlagmuster trachealer Zilien der Lrd-
Mausmutanten mittels Videomikroskopie zu evaluieren.

Uber die Bedeutung von DNAHI1 in respiratorischen Zilien hinaus, deutet die
Tatsache, dal} der ilteste Betroffene Vater eines Sohnes ist und seine Frau eine weitere
Schwangerschaft berichtet, darauf hin, da DNAHII-Mutationen nicht mit schwerer
méinnlicher Infertilitit assoziiert sind. Eine regelrechte Fertilitdt bzw. unauffillige Spermien
wurden auch bei /[rd-Miausen beobachtet (Handel und Kennedy, 1984; Supp et al., 1999).

Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen, dal DNAHII bei der Entstehung
der PCD und des KS des Menschen bedeutsam ist. Unsere Ergebnisse legen nahe, weitere
PCD-Fille mit normalem Axonem mit Videomikroskopie zu untersuchen und auf DNAHII-

Mutationen zu testen.
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3.2 Molekulargenetik von Extremititenfehlbildungen beim Menschen
und im Mausmodell

In den von uns durchgefiihrten Arbeiten konnten wir einen Beitrag zur Aufkldrung der
molekulargenetischen Ursachen der humanen Brachydaktylien Typ B und Typ C leisten.
Dariiber hinaus tragen unsere Untersuchungen zum Verstindnis der molekularen
Mechanismen der Entstehung von Extremitdtenmalformationen beim Mensch und im
Mausmodell bei. SchlieBlich liefern unsere Ergebnisse Hinweise fiir die Bedeutung und
Interaktion verschiedener Signaltransduktionskaskaden bei der skelettalen Musterbildung,

Chondrozytendifferenzierung und Entstehung der Gelenke der Extremitéten.

3.2.1 ROR? ist bei der Extremititenformation und der Chondrozyten-
differenzierung bedeutsam

Patienten mit Brachydaktylie Typ B (BDB) weisen eine Dys- oder Aplasie distaler und
Mittelphalangen sowie Nagelfehlbildungen auf (Bell, 1951). Das autosomal rezessive
Robinow Syndrom (RRS) ist demgegeniiber durch Kleinwuchs, eine spondylokostale
Dysostose, mesomele Verkiirzung der Extremitéten, eine typische Fazies und kleine externe
Gentitalien gekennzeichnet (Robinow et al., 1969). Der Entstehung dieser unterschiedlichen
Skelettdysplasien liegen Mutationen der ROR2-RTK zugrunde (Afzal et al., 2000; Oldridge et
al., 2000; van Bokhoven et al., 2000).

In den von uns durchgefiihrten Untersuchungen konnten wir zeigen, dal BDB durch
heterozygote ROR2-Nonsense-Mutationen hervorgerufen wird, die in zwei charakteristischen
Dominen lokalisiert sind. Die Mutationen fiihren zu einer Verkiirzung der ROR2-RTK
unmittelbar proximal oder distal der TK-Domaine und resultieren so in einem kompletten oder
partiellen Verlust des intrazelluliren Rezeptoranteils. Patienten mit distalen ROR2-
Mutationen weisen einen schwereren Phénotyp als Patienten mit proximalen Mutationen auf.
Demgegeniiber fiihren homozygote ROR2-Missense oder -Nonsense-Mutationen in der
extrazelluldren Frizzled-dhnlichen und Kringle-Doméne sowie in der TK-Doméne zum RRS.
Ein von uns beschriebener Patient mit einer homozygoten, proximal der TK lokalisierten
BDB-Mutation weist einen intermedidren Phianotyp auf. Bei diesem Patienten besteht wie
beim RRS eine spondylokostale Dysostose, die fiir das RS typische faziale Dysmorphie und
die mesomelen Extremitdtenverdnderungen fehlen. Stattdessen weist dieser Patient einen sehr

schweren Brachydaktylie-Phénotyp mit Fehlen nahezu aller Phalangen auf.
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Der BDB-Phénotyp, die Lokalisation und die Art der BDB Mutationen deuten darauf
hin, dal BDB nicht durch Haploinsuffizienz entsteht, sondern BDB-Mutationen
moglicherweise zu einem Funktionsgewinn der ROR2-RTK fiihren. Diese Hypothese wird
unterstiitzt durch die Beobachtung, daB3 Patienten mit einer heterozygoten 9q22 Deletion
(Oldridge et al., 2000) und heterozygote Anlagetrager einer RRS-Mutation phinotypisch
unauffillig sind (Afzal et al., 2000; van Bokhoven et al., 2000). Demgegeniiber wird der
RRS-Phinotyp sehr wahrscheinlich durch einen ROR2-Funktionsverlust hervorgerufen wird.
So fiihren mit RRS assoziierte Nonsense-Mutationen entweder zum Verlust der Funktion der
ROR2-TK oder zu einem verkiirzten ROR2-Protein, das in der Folge abgebaut oder aufgrund
der fehlenden Transmembrandoméne nicht in die Plasmamembran integriert werden kann.
Dariiber hinaus konnte kiirzlich gezeigt werden, daB ROR2-Proteine mit Missense-
Mutationen, die mit RRS assoziiert sind, im endoplasmatischen Retikulum degradiert werden
(Chen et al., 2005).

Uberexpression verschiedener mit BDB und RRS assoziierter ROR2-Mutationen in
der Extremitdtenanlage des Hiihnerembryos bestdtigen die Bedeutung von Ror2 bei der
Chondrogenese, konnten aber keine entscheidenden Unterschiede zwischen Mutationen, die
zu BDB und RRS fiihren, zeigen. So wiesen die manipulierten embryonalen Extremitéten
Defekte in  der Architektur der Wachstumsfuge und eine  Stérung der
Chondrozytendifferenzierung auf. Dariiber hinaus waren proximale Skelettelemente stirker
als distale betroffen, es traten aber keine fiir BDB typischen Defekte der Musterbildung auf.
Es wurde vermutete, daB3 die Defekte der Musterbildung durch einen dominant negativen
Effekt des mutanten Ror2 gegeniiber endogenem Ror2 und moglicherweise weiteren bei der
Skelettformation bedeutsamen Proteinen entstehen. (Stricker et al., 2006).

Um die Ror2-Funktion bei der Embryogenese besser zu verstehen, untersuchten wir
die Ror2-Expression wihrend der Embryonalentwicklung von Médusen. Unsere Ergebnisse
zeigen, daB3 Ror2 wihrend der Entwicklung und Differenzierung zahlreicher embryonaler
Gewebe exprimiert wird, die beim RRS bzw. bei der BDB betroffen sind. Um die zugrunde
liegenden entwicklungsbiologischen Mechanismen bei der Entstehung des RS besser zu
verstehen, flihrten wir eine detaillierte entwicklungsbiologische Untersuchung der
Skelettmorphogenese bei Ror2”-Miusen durch. Die entwicklungsbiologische Untersuchung
von Ror2”"-Miusen zeigte, dall Ror2 bei der Somitenentwicklung, beim Wachstum des
appendikuliren Skeletts und bei der kraniofazialen Entwicklung bedeutsam ist. Ror2”-Miuse

sind durch eine spondylocostale Dysostose, eine mesomele Extremititenverkiirzung und
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kraniofaziale Dysmorphien gekennzeichnet und weisen damit zahlreiche fiir das RRS typische
Malformationen auf.

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dafl Ror2 bei der Signaltransduktion des
nichtkanonischen Wnt5a-Signals bedeutsam ist. Erste Hinweise fiir eine mogliche Assoziation
von Ror2 mit der Wnt-Signaltransduktionskaskade gaben das Vorliegen einer Wnt-
Bindungsstelle (Frizzled dhnliches-Motiv) in der CRD-Doméne des Ror2-Rezeptors, ein
iiberlappendes Expressionsmuster und dhnliche Phinotypen der Ror2”- und der Wnt5a”-
Maiuse (Xu und Nusse, 1998; Matsuda et al., 2001; Oishi et al., 2003; Forrester et al., 2004).
In der Folge konnte in kultivierten Zellen des Krallenfroschs (Xernopus) und der Maus gezeigt
werden, daBB Wnt5a {liber die CRD-Domine an Ror2 bindet, die Wnt-abhingige JNK-
Signaltransduktion aktiviert und beta-Catenin inhibiert (Oishi et al., 2003; Mikels und Nusse,
2006). Die Untersuchung der Ror2-Aktivierung und die Identifizierung weiterer mit Ror2
interagierender Proteine stellen in Zukunft wichtige Meilensteine dar, um die Funktion von

Ror2 bei der Skelettentwicklung und -malformation besser zu verstehen.

3.2.2 GDF5-Mutationen fiihren zu Brachydaktylie und Chondrodysplasien

In weiteren von uns durchgefiihrten Untersuchungen beschreiben wir eine Sonderform
einer stark ausgeprdgten BDC des zweiten und dritten Fingers. Dieser BDC-Phénotyp wird
durch eine neue homozygote GDF5-Missense-Mutation hervorgerufen, die zum Austausch
einer Aminosdure in einer konservierten Region der GDF5-Prodoméne fiihrt. Diese erstmals
beschriebene p.M173V Mutation deutet auf eine wichtige Funktion der Prodoméne beziiglich
der Signalreichweite und/oder der Stabilitdt von GDFS5 hin.

Das Signalmolekiill Gdf5 wird zu Beginn der Knorpelentwicklung um die
chondrogenen Kondensationen herum und im weiteren Verlauf in der Interzone der Gelenke
exprimiert. Es spielt eine bedeutsame Rolle bei der Chondrozytendifferenzierung. So weist
die Gdf5""~’-Mausmutante eine Hypoplasie der Humeri, Femura, Metakarpalia und Phalangen
sowie fehlende Interphalangealgelenke auf (Storm et al., 1994). Trotzdem fiihrt Gdf5-
Uberexpression in Hithnerembryonen nur zu breiteren und ldngeren Knorpeln, aber nicht zur
Bildung zusitzlicher Gelenke (Francis-West et al., 1998; Merino et al., 1999). Die Bedeutung
der GDF5-Signaltransduktionskaskade bei der Handentwicklung des Menschen wird durch
inaktivierende Mutationen des GDF5-Liganden und seines Rezeptors BRIB deutlich, die im
heterozygoten Zustand zu den Phénotypen BDC und BDA?2 fiihren (Polinkovsky et al., 1997,
Everman et al., 2002; Lehmann et al., 2003, Seemann et al. 2005, Lehmann et al., 2006).
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Demgegeniiber fithren aktivierende GDF5-Mutationen genau wie inaktivierende Mutationen
des GDF5-Antagonisten NOG zu proximalem Symphalangismus (Gong et al., 1999; Seemann
et al., 2005).

Bei der hier beschriebenen homozygoten Missense-Mutation p.M173V handelt es sich
um die erste Beschreibung eines rezessiven Erbgangs einer BDC. BDC wird normalerweise
durch heterozygote GDF5-Mutationen in der Prodomidne oder aktiven Domédne
hervorgerufen. (Everman, 2002). Demgegeniiber fithren die bisher beschriebenen
homozygoten GDF5-Mutationen zu Chondrodysplasien vom Typ Grebe (GC), Hunter-
Thompson (HT), und DuPan (DP), die durch schwere Extremititenmalformationen
gekennzeichnet sind und zusitzlich weiter proximal lokalisierte Skelettelemente betreffen
(Thomas et al., 1996; Thomas et al., 1997; Faiyaz-Ul-Haque et al., 2002). Vor diesem
Hintergrund ist es bemerkenswert, da3 die hier beschriebene homozygote Missense-Mutation
nur zu einer zusitzlichen starken lateralen Deviation der verkiirzten Index- und Mittelfinger
filhrt. Heterozygote Anlagetriger der Mutation wiesen auBlerdem in den durchgefiihrten
metakarpophalangealen Profilen minimale Verkiirzungen der Metakarpaklia IV und V auf.
Der hier dargestellte BDC-Phénotyp gehort damit zu den schweren BDC-Formen.

Die beschriebene p.M173V Missense-Mutation fithrt zu einem Austausch einer
konservierten Aminosaure in einer konservierten Region der GDF5-Prodomine. Als Mitglied
der TGF-beta-Superfamilie von sezernierten Polypeptiden (Feng und Derynck, 2005) wird
Gdf5 sehr wahrscheinlich dhnlich wie TGF-beta prozessiert, sezerniert und aktiviert (Abb. 7).
Reifes TGF-beta wird als Vorldufermolekiil synthetisiert und dimerisiert nach Abtrennung des
Signalpeptids. Das Vorldufermolekiil wird dann in reifes TGF-beta und die Prodoméne
gespalten, die anschlieBend nicht kovalent an reifes TGF-beta gebunden und als latent-
assoziiertes Peptid (LAP) bezeichnet wird. LAP maskiert die Rezeptorbindungsstellen des
reifen TGF-beta Molekiils und erleichtert die Faltung und Sekretion des Proteinkomplexes.
Mittels spezifischer Mutationen konnte gezeigt werden, dal die Prodomdne beim
sekretorischen Transport und bei der korrekten Faltung des TGF-beta-Peptids bedeutsam ist
(Sha et al., 1991). Nach der Sekretion wird der Komplex in der extrazelluliren Matrix
freigesetzt und aktiviert. Die Bedeutung der Prodomédne von TGF-beta fiir die skelettale
Morphogenese wird durch Mutationen in der Prodoméne des TGF-betal-Gens deutlich, die
bei der Camurati-Engelmann-Osteosklerose zu einer Verminderung der TGF-betal-Aktivitat
fiihren (Janssens et al., 2000). Es ist deshalb nahe liegend, da3 die von uns beschriebene

Missense-Mutation in der GDF5-Prodoméne in dhnlicher Weise zu verdnderten Eigenschaften
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in Bezug auf das Sekretionsverhalten, die Stabilitit oder die Reichweite des GDF5-Proteins

und somit zu einer Verminderung der Aktivitit des GDF5-Proteins fiihrt.
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Abb. 7: TGF-beta-/Bmp-Signaltransduktionskaskade am Beispiel des Gdf5-Molekiils. Gdf5 wird transkribiert und
prozessiert. Die Prodoméne ist bedeutsam fiir die Reichweite bzw. Stabilitdt des Gdf5-Signals, Noggin inhibiert Gdf5-
Aktivitit. Gdf5-Bindung an den BRI-BRII-Rezeptor-Komplex fithrt zur Phosphorylierung aktivierender R-Smads,
Translokation in den Nukleus und Aktivierung der Gdf5-Zielgene.

3.2.3 Bedeutung der Regulation von Sonic hedgehog bei der Entwicklung
und Malformationen der Extremitit

Hedgehog Gene kodieren fiir Signalmolekiile, die wahrend der Embryonalentwicklung
Wachstum, Musterbildung und Morphogenese zahlreicher Gewebe steuern. Hh-Signale sind
in der Lage dosisabhiingig Zelldifferenzierung, Musterbildung, Uberleben von Zellen und
Proliferation zu steuern (Ingham und McMahon, 2001). Das Segmentierungsgen Hh wurde
urspriinglich bei Drosophila identifiziert, bei Vertebraten existieren drei orthologe Gene Sonic
hedgehog (Shh), Indian hedgehog (Ihh) und Desert hedgehog (Dhh). Shh ist wihrend der
Embryonalentwicklung im embryonalen Knoten, im Zentralnervensystem (ZNS) und im
Darm exprimiert. Darliber hinaus stellt Shkh ein  Schliisselmolekiil bei der

Extremititenentwicklung dar. Es vermittelt die morphogenen FEigenschaften der Zone
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polarisierender Aktivitit (ZPA) und bestimmt somit die antero-posteriore Polaritdt der Hand
(Riddle et al., 1993; Saunders, 1998).

Die wesentlichen Schritte der Hh-Signaltransduktionskaskade sind von Drosophila bis
zum Menschen konserviert. Der C-terminale Anteil des Shh-Molekiils wird nach der Synthese
autokatalytisch abgespalten, in eine aktive Form prozessiert und sezerniert. Shh bindet an
seinen Rezeptor Ptc. In der Shh empfangenden Zelle werden so die Transkriptionsfaktoren
Glil und Gli2 aktiviert, die Prozessierung des Gli3-Repressors inhibiert und somit Shh-
Zielgene angeschaltet. In Abwesenheit von Shh verhindert der Gli3-Repressor die
Aktivierung der Zielgene.

Die Bedeutung der HH-Gene wird durch  Mutationen der HH-
Signaltransduktionskaskade bei genetischen Syndromen und Tumoren deutlich (Villavicencio
et al., 2000). SHH-Mutationen fiihren zu Holoprosencephalie (HPE), einer kongenitalen
Malformation, die durch fehlende Trennung der frontalen ZNS-Hemisphiren und
kraniofaziale Malformationen charakterisiert ist (Wallis und Muenke, 2000). Mutationen von
IHH, das bei der Chondrozytendifferenzierung bedeutsam ist, sind mit den Skelettdysplasien
akrocapitofemorale Dysplasie (ACFD) und Brachydaktylie Typ Al (BDAI1) assoziiert
(Hellemans et al., 2003).

In unseren Untersuchungen analysierten wir die Mausmutante ,, short digits“ (Dsh),
die eine verdnderte Shh-Regulation aufweist. Homozygote Dsh-Maiuse sind durch eine HPE,
Fehlbildungen der inneren Organe und Extremitdten mit Fehlen der Akren und radio-ulnarer
Fusion charakterisiert. Dsh/Dsh-Méuse sind phénotypisch nahezu mit Shh”"-Méusen
identisch. Im Gegensatz zu unauffilligen heterozygoten Shh™-Mausen weisen heterozygote
Dsh/+-Maéuse jedoch die namengebende Brachydaktylie auf, die durch Fusion der Phalangen
1 und 2 gekennzeichnet ist. Mit Hilfe eines genetischen Ansatzes identifizierten wir die
molekulare Ursache des Dsh-Phinotyps und untersuchten die Folgen der Mutation wihrend
der embryonalen Handentwicklung. Wir kartierten Dsh in die Shh-Region auf dem
Mauschromosom 5 und wiesen eine 11,7 Mb umfassende Inversion durch Identifizierung
beider Bruchpunkte nach. Der telomere Bruchpunkt befindet sich 13,3 kb 5° der Shh-
kodierenden Region und ist auBlerhalb des Bereichs der Gen-nahen regulatorischen
Bodenplatten- und ZNS-Enhancer lokalisiert (Abb. 8).

Ferner konnten wir zeigen, dall die Brachydaktylie der Dsh/+-Mutante durch eine
ektope Shh-Expression in den Chondrozyten und im Perichondrium der Anlagen der
Phalangen an E13,5 verursacht wird (Abb.9). Entsprechend sind die Shh-Zielgene Ptc und
Glil ebenfalls ektop in den Anlagen der Phalangen exprimiert. Wéhrend des
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Knorpelwachstums aktiviert normalerweise Ihh, das in den prahypertrophen Chondrozyten
exprimiert wird, Pthlh in den proliferierenden Chondrozyten, welches wiederum Thh hemmt.
Dieser Regulations-Kreislauf ermoglicht die Kontrolle der Chondrozytenproliferation und
-differenzierung. In den Dsh/+-Phalangen fiihrt ektop exprimiertes Shh zur Dysregulation des
Pthlh-Thh-Regulations-Kreislaufs, indem es Pthlh ektop aktiviert und dadurch die 7lhh-
Expression hemmt. Somit kommt es zur Verzogerung der Chondrozytenproliferation und

-differenzierung in den Phalangen.

Dsh HPE PPD
Bruchpunkt Bruchpunkte Ssq
S Rnf32 Linbr1
———r
FPE1 BE2 BE3
—— 100 kB

Abb. 8 Skh und cis-regulatorische Enhancer. Schematischer Uberblick iiber die Shh-Expression und verschiedene cis-
regulatorische Shh-Enhancer wihrend der Embryonalentwicklung. FPE-floor plate enhancer (engl.), BE-brain enhancer
(engl.), ZRS-Zone of polarising activity (ZPA) regulatory sequence (engl.). Die Pfeile markieren Bruchpunkte oder
Mutationen, die Shh-Enhancer betreffen. HPE-Holoprosencephalie, PPD-pridaxiale Polydaktylie, Ssq-Sasquatch
Mausmutante.

Die Misexpression der Gene Glil, Gli2, Gli3 und Gdf5 fiihrt bei der Dsh/+-
Mausmutante entweder direkt oder indirekt zur Verdnderung der Gelenkformation und der
Musterbildung. Das Zusammenspiel der /4h- und Gdf5-Expression bei der Gelenkformation
wird durch den Verlust der Ihh-Expression in den Extremititenanlagen der Gdf57”-
Mausmutante und den Verlust der Gdf5-Expression bei Ihh"-Musen deutlich. Beiden
Mutanten fehlen Gelenke des Extremitétenskeletts.

Aufgrund unserer Ergebnisse postulierten wir, dall die zugrunde liegende Inversion
der Dsh-Mutante cis-regulatorische Elemente vom Shkh-Promotor trennt. Zu diesem Zeitpunkt
waren lediglich drei ZNS-Enhancer bekannt, die Shh-Expression in der Bodenplatte und im

Stamm- und Mittelhirn des sich entwickelnden ZNS steuern, die aber nicht von der Inversion
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betroffen waren (Epstein et al., 1999; Muller et al., 1999). Weitere Hinweise fiir die Existenz
sog. long range (engl.) cis-regulatorischer Elemente stammten aus der Untersuchung von
HPE-Patienten, die Translokationen auflerhalb der kodierenden SHH-Region aufwiesen
(Roessler et al., 1997). In dhnlicher Weise deuteten Mutationen eines konservierten Elements
in einem Intron des benachbarten C70ORF2 (Lmbri)-Gens bei Patienten mit
Extremititenfehlbildungen auf die Existenz eines long range (engl.) Extremitdten-Enhancers
hin (Ianakiev et al., 2001; Lettice et al., 2002; Lettice et al., 2003; Sagai et al., 2004).

Mit Hilfe von transgenen Reporter-Mdusen konnte gezeigt werden, dall die Shh-
Expression im anterioren Telencephalon durch weitere drei long-range cis-regulatorische Shh-
Enhancer aktiviert wird (Jeong et al., 2006). Dariiber hinaus gelang mittels eines cis-trans-
Tests und der Generierung von transgenen und Knock-out-Méusen der funktionelle Bewesis,
dal3 Shh-Expression in der Extremitdt durch den im C7ORF2 (Lmbrl1)-Gen lokalisierten long-
range Shh-Extremititen-Enhancer, der knapp 1 MB vom Sh/-Promotor entfernt ist, gesteuert
wird (Lettice et al., 2002; Lettice et al., 2003; Sagai et al., 2005).

Der Mechanismus der spédten ektopen Shh-Reexpression wihrend der phalangealen

Chondrozytendifferenzierung der Dsh-Mduse ist bisher nicht geklart. Moglicherweise gehen

Ihh
Pthih
o Gdfs
® Shh/Pthlh

Abb. 9. Entwicklung der Phalangen und Gelenke im wt und bei der Dsh/+ Mutante mit Expressionsmustern der Gene
Ihh, Gdf5, Pthih und Shh an E12.5 (oben), E13.5 (Mitte) und E14.5 (unten). Normalerweise induziert /44 in einer gewissen
Entfernung Pthlh und reguliert so die Chondrozytendifferenzierung. Gdf5 wird um der kartilagindren Anlage und in sich
entwickelnden Gelenken exprimiert und reguliert die Proliferation. In Dsh/+ Phalangen wird dieser Prozess an E13.5 durch
ektope Shh-Expression in der kartilagindren Anlage von P1 und P2 gestort. Dies fiihrt zur Aktivierung von Pthlh, zum
Verlust der Ihh-Expression in der Wachstumsfuge und zu einer reduzierten Gdf5-Expression im Gelenk, MC-
Metakarpalknochen, P1-Grundphalanx, P2-Mittelphalanx, P3-Endphalanx.
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Repressor-Eigenschaften des Shh-Extremititen-Enhancers verloren oder Shh gerédt durch die
Inversion unter die Kontrolle anderer Enhancer.

Zusammenfassend kann man festhalten, dal unsere Untersuchungen wichtige
Erkenntnisse  iiber die =~ Mechanismen  der  Shh-Regulation  wihrend — der
Extremitiatenentwicklung liefern. Es ist denkbar, dal weitere Shh-Expressionsdoménen
ebenfalls von cis-regulatorischen Enhancern gesteuert werden. Die Tatsache, dal Mutationen
in long-range Enhancern auch bei den entwicklungsbiologisch bedeutsamen Genen SOX9Y,
PAX6, FOXCI, TWIST, POU3F4 und SIX3 nachgewiesen wurden, zeigt die Bedeutung dieser
Elemente. In Zukunft stellt die Identifizierung von Transkriptionsfaktoren, welche die
Enhancer aktivieren, einen wichtigen Baustein fiir das Verstindnis der Aktivierung von Shh
und des regulatorischen Netzwerks zwischen den verschiedenen Signaltransduktionskaskaden

dar.
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5. Zusammenfassung

Kongenitale Malformationssyndrome treten beim Menschen mit einer Haufigkeit von
drei Prozent bei Geburt auf. Mit Hilfe molekulargenetischer Methoden ist heute eine
verbesserte Diagnostik der molekularen Ursachen vieler genetisch bedingter Erkrankungen
moglich. Dariiber hinaus geben molekulare und entwicklungsbiologische Untersuchungen von
Modellorganismen Einblicke in die Funktion biologischer Prozesse wihrend der
Embryonalentwicklung.

Die Kenntnis der Embryonalentwicklung stellt die Grundlage fiir das Verstdndnis der
Entstehung kongenitaler Malformationen dar. Die Embryogenese wird durch zahlreiche
Entwicklungskontrollgene gesteuert, die den Bauplan des Korpers festlegen. Diese
konservierten Gene steuern nicht nur die Entwicklung der primiren Korperachse, sondern
sind auch bei der Lateralisierung und bei der Entwicklung sekundérer Korperachsen, wie der
Anlage und Determinierung der Extremititen wichtig. In den von uns durchgefiihrten
Untersuchungen wurden die molekularen Grundlagen genetischer Malformationssyndrome
beim Mensch und der Maus untersucht, die durch Verdnderungen und Defekte der
Lateralisierung und der Extremititenentwicklung gekennzeichnet sind.

In den letzten Jahren konnte die Bedeutung motiler und nicht motiler Zilien bei der
Entstehung von Lateralisierungsdefekten und kongenitalen Malformationen gezeigt werden.
In unseren Untersuchungen detektierten wir bei einer grolen Familie mit Primar Zilidrer
Dyskinesie (PCD) bzw. Kartagener Syndrom (KS) und normaler axonemaler Ultrastruktur
Mutationen der schweren Dyneinkette DNAHII und konnten damit die Bedeutung von
DNAH1 1 bei der Pathogenese der PCD bzw. des KS untermauern.

In weiteren von uns durchgefiihrten Untersuchungen identifizierten wir die
molekulargenetischen ~ Ursachen  der  kongenitalen  humanen  Handfehlbildungen
Brachydaktylie Typ B und Typ C wund untersuchten die Pathogenese von
Extremitdtenmalformationen im Mausmodell. Wir identifizierten Mutationen der ROR2-
Rezeptortyrosinkinase (RTK) in zwei Bereichen distal der Tyrosinkinase als Ursache fiir die
Entstehung der Brachydaktylie Typ B. Als Modell fiir die Pathogenese des autosomal
rezessiven Robinow Syndroms analysierten wir Ror2”-Miuse und zeigten die Bedeutung der
Ror2-RTK wihrend der embryonalen Skelettmorphogenese. In weiteren Untersuchungen
beschrieben wir eine rezessive Form der Brachydaktylie Typ C, die durch eine Mutation in
der Prodoméne des GDF5-Signalmolekiils vermutlich zu einer verdnderten Verfligbarkeit von

aktivem GDFS5 fiihrt.
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Ferner kliarten wir die molekulargenetischen Ursachen der Shh-regulatorischen
Mausmutante ,, short digits “ (Dsh) auf und analysierten die entwicklungsbiologischen Folgen
der Mutation wihrend der embryonalen Handentwicklung. Wir identifizierten die
Bruchpunkte der zugrunde liegenden 11,7 Megabasen umfassenden Inversion. Die Mutation
filhrt zur Dislokation mehrerer long range cis-regulatorischer Enhancer, die die Shh-
Expression wihrend der ZNS- und Handentwicklung steuern. Die Brachydaktylie der
heterozygoten Dsh/+-Mutante wird durch eine Shh-Reexpression in den Phalangen verursacht
zu einem Zeitpunkt, an dem Shkh normalerweise nicht aktiv ist. Dadurch wird die
Chondrozytendifferenzierung und Gelenkentwicklung stark beeintréchtigt. Die Dsh-Mutante
stellt ein besonderes Beispiel dar, das die Bedeutung cis-regulatorischer Enhancer-Elemente
bei der Regulation des Shi-Gens aufzeigt.

Unsere Ergebnisse liefern einen wichtigen Beitrag zum Verstidndnis angeborener
Extremitdtenmalformationen und von Lateralisiserungsdefekten beim Mensch und im
Mausmodell. Derzeitiges Ziel ist es, die molekularen Grundlagen kongenitaler
Malformationen aufzukldren und deren Ursachen besser zu verstehen. Trotz der immensen
Fortschritte der molekulargenetischen Diagnostik der letzten Jahre existieren bei zahlreichen
kongenitalen Entwicklungsstdrungen und insbesondere bei Skeletterkrankungen bisher keine
kausalen molekularen Therapien im Stadium der klinischen Anwendung. Die Entwicklung
molekularer Therapien flir angeborene und erworbene Erkrankungen des Skeletts stellt

deshalb eine der zukiinftigen wissenschaftlichen Herausforderungen dar.
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