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1. Zusammenfassung 

1.1  Abstrakt 

 

Identifizierung und Charakterisierung genetischer Ursachen von Skelettdys-

plasien 

 

Einleitung: Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Suche nach krankheitsver-

ursachenden Genen für verschiedene Skelettdysplasien und Bindegewebserkran-

kungen. Dabei stellen sich gerade die Skelettdysplasien als ausgesprochen hete-

rogenes Krankheitsbild dar, an deren vielfältiger Ausprägung eine große Anzahl 

von Genen beteiligt ist, welche sich wiederum in unterschiedlichen Stoffwechsel-

wegen auswirken. In dieser Arbeit wurden fünf Familien mit verschiedenen Ske-

lettdysplasien untersucht. 

 

Methodik: In einer Familie mit Skelettdysplasie (Familie 1) unbekannter geneti-

scher Ursache wurde eine genomweite Kopplungsanalyse durchgeführt. Für die 

Einengung der Krankheitsregion wurden weitere Familienglieder einbezogen und 

zusätzliche Mikrosatellitenmarker typisiert. Innerhalb der resultierenden Region 

wurden positionelle und funktionelle Kandidatengene sequenziert. Für funktionelle 

Nachweise der Mutation wurden Expressionsanalysen an verschieden Mausgewe-

ben (Leber, Knochen, Haut, Herz, Aorta, Osteoklast und Osteoblast) durchgeführt. 

Danach wurden Lokalisation und Enzymaktivität in Fibroblasten von Patienten und 

gesunden Kontrollen durch die Immunfluoreszenzmarkierung bestimmt.  

 

Für Familien mit Skelettdysplasie (Familien 2-5) und eindeutiger klinischer Ver-

dachtsdiagnose wurden die krankheitsrelevanten Gene (EXT1, LEMD3 und LBR) 

sequenziert. 

 

Ergebnisse: In Familie 1 konnte eine homozygote Mutation (c.830G>A, p.R277Q) 

im B3GAT3-Gen bei 5 Indexpatienten mit der Ausbildung eines komplexen Phäno-
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typs mit Gelenkdislokationen und kongenitalem Herzdefekt in Verbindung gebracht 

werden. B3GAT3 kodiert eine beta-1,3-glucuronyltransferase 3, welche Glykosa-

minoglykane mit spezifischen Proteinen bei der Biosynthese von Proteoglykanen 

verknüpft.  

 

Desweiteren konnte im Exostosin-1 (EXT1) Gen eine bis dahin nicht in der Litera-

tur beschriebene splice-site Mutation identifiziert werden, die in einer Familie (Fa-

milie 2) mit Osteopoikilosis und Exostose für die Ausprägung einer multiplen 

Exostose verantwortlich ist. EXT1, welches als Glycosyltransferase in der Hepara-

nsulfat-Biosynthese für eine Kettenverlängerung sorgt, ist ebenfalls in die Proteo-

glykansynthese involviert.  

 

Neben diesen Mutationen wurden Mutationen in der Sterolreduktase-Domäne des 

LBR-Gens (Lamin B Rezeptor) identifiziert, welche gewöhnlich Zellkernfunktions-

störungen verursachen. Hier wird der Cholesterinstoffwechsel gestört, was mit ei-

ner weiteren Skelettdysplasie (Familien 3-5), der letalen Form der Greenberg-

Dysplasie, einhergeht.  

 

Schlussfolgerung: Mutationen in Genen der Proteoglykan-Synthese oder des 

Cholesterinstoffwechsels können nach unseren Daten Skelettdysplasien verursa-

chen. 
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Identification and characterization of genetic causes of skeletal dysplasias 

 

Introduction: The current work attends to the search for disease-causing genes of 

several skeletal dysplasias and connective tissue diseases. At this, the skeletal 

dysplasias show themselves as an entirely heterogeneous syndrome. Many genes, 

which have an impact on different metabolic pathways, are involved in its diverse 

form. In this work five families with different skeletal dysplasias were examined. 

 

Methods: A genome-wide linkage analysis was performed in a family (family 1) 

with a skeletal dysplasias of unknown cause. More family members were integrat-

ed and additional microsatellite markers were used to narrow the disease region.  

 

Within the resulting region, positional and functional candidate genes were se-

quenced. For functional proofs of the mutation, expressional analyses were per-

formed in different mice tissues (liver, bones, skin, heart, aorta, osteoclast and os-

teoblast). Afterwards the localization and enzyme activity in fibroblasts of patients 

were determined by the immunofluorescence staining. 

 

The disease relevant candidate genes EXT1, LEMD3 and LBR were sequenced in 

the families (families 2-5) with skeletal dysplasias and a clinical suspected diagno-

sis. 

 

Results: In five index patients of the first family, a homozygous mutation 

(c.830G>A, p.R277Q) in the B3GAT3 gene was associated with the development 

of a complex phenotype with joint dislocations and congenital heart defect. The 

B3GAT3 encodes a beta-1,3-glucoronyltranferase, which links glycosaminoglycans 

with specific proteins at the biosynthesis of proteoglycans.  

In addition, a previously not described splice-site mutation was identified in the Ex-

ostosin-1 gene (EXT1). This mutation is responsible for the development of a mul-
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tiple exostosis in a family, which is affected by osteopoikilosis and exostosis (family 

2). The EXT1, which causes a chain extension as a glycosyltransferase in the hep-

aransulfate biosynthesis, is also involved in the proteoglycansynthesis. 

 

Furthermore mutations in the sterol reductase domain of the LBR gene (Lamin B 

receptor), which usually cause dysfunctions of the nucleus, were identified. In this 

case, another form of a skeletal dysplasia, the lethal form of the Greenberg-

dysplasia, results from the disturbance of the cholesterine metabolism.  

 

Conclusion: By reference to our results, mutations in genes of the proteoglycan- 

synthesis or in the cholesterine metabolism can cause skeletal dysplasias. 
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1.2 Einführung 

 

Prinzipiell lässt sich der Prozess der Skelettentwicklung beim Menschen in drei 

Phasen unterteilen: Die Musterbildung, durch die die grundlegende Gestalt und die 

Zahl der einzelnen Elemente festgelegt wird, die Organogenese und die Wachs-

tumsphase. Genetisch bedingte Störungen der Musterbildung führen zu Dysosto-

sen, bei denen nur einzelne Elemente betroffen sind und der Prozess mit der Ge-

burt abgeschlossen ist. Genetische Defekte, die die Organogenese oder die 

Wachstumsphase betreffen, resultieren in Dysplasien, die auch nach der Geburt 

noch Veränderungen unterliegen. Sie betreffen das Knorpel- und / oder das Kno-

chengewebe, so dass generell das gesamte Skelett betroffen ist und regelmäßig 

Minderwuchs damit einhergeht. Grundsätzlich können in der Organogenese nach 

Anlage der zukünftigen Knochen zwei verschiedene Differenzierungsmechanismen 

unterschieden werden: Die enchondrale Ossifikation, bei der die knorpelige Anlage 

anschließend verknöchert wird und die desmale Ossifikation, bei der Knochen di-

rekt aus den Vorläuferzellen entstehen [1, 2].  

 

Zur Ausprägung einer Dysplasie kommt es hauptsächlich durch Störungen der 

Homöostase vom Knochenaufbau bzw. –abbau. Dabei kann sowohl ein Über-

schuss an Knochen (Osteopetrose) oder ein Mangel an Knochen auftreten (Osteo-

porose). Insgesamt sind viele Gene an der Bildung, dem Wachstum und der Ho-

möostase des Skeletts beteiligt. Die klinische Manifestation der jeweiligen Gende-

fekte reicht von milden Symptomen bis hin zu intrauteriner Letalität [3]. 

 

In der Mehrzahl der Skelettdysplasien, insbesondere der monogen bedingten, 

handelt es sich um eher seltene Krankheiten. In der „Nosology and Classification 

of Genetic Skeletal Disorders“ aus dem Jahr 2010 wurden 456 Erkrankungen er-

fasst, die nach der Abgrenzung anhand biochemischer und / oder radiologischer 

Kriterien in 40 Gruppen unterteilt sind. Ursächlich konnten bislang für insgesamt 

316 dieser Krankheiten Mutationen in einem oder mehreren von 226 Genen ge-
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funden werden [4]. Aber auch bei dieser Einteilung ergeben sich eine Reihe von 

Überlappungen bezüglich der phänotypischen Ausprägung. Umgekehrt können 

aber auch Mutationen im gleichen Gen zu verschiedenen Krankheiten führen, die 

mitunter sogar einen unterschiedlichen Erbgang aufweisen. Ein Beispiel dafür ist 

das Larsen-Syndrom (MIM 150250), das durch spezielle Gesichtsmerkmale und 

multiple Gelenkdislokationen charakterisiert ist. Typische Gesichtsmerkmale des 

Larsen-Syndroms sind ein flacher Nasenrücken und Hypertelorismus in Verbin-

dung mit Gaumen- und Lippenspalten. Häufig sind noch andere Bereiche des Bin-

degewebes betroffen. Es können Klumpfuß, Kyphoskoliose, zylindrische Finger 

und Kleinwuchs auftreten. Die klinische Ausprägung ist dabei durchaus variabel 

und geht mit Mutationen in zwei unterschiedlichen Genen einher. Zum einen be-

treffen diese Veränderungen das Filamin-B-Gen (FLNB), eines von 3 Aktin binde-

nen Filamin Proteinen, welche bei der Kommunikation zwischen Zellmembran und 

Zytoskelett eine bedeutende Rolle spielen. Diese Mutationen manifestieren sich 

autosomal-dominant [5]. Demgegenüber folgen Mutationen im CHST3-Gen 

(Chondroitin-6-sulfotransferase), einem autosomal rezessiven Erbgang und sind 

für die Ausprägung der Spondyloepiphysealen Dysplasie, Typ Omani (rezessive 

Form des Larsen-Syndroms), verantwortlich [6]. Bei dieser Form betrifft die Stö-

rung die Biosynthese von Chondroitin- und Heparansulfat. 

 

Grundlage für die vorliegende Arbeit waren betroffene Patienten bzw. Feten aus 5 

Familien, die alle Skelettdysplasien unterschiedlicher Ausprägung aufwiesen. Ziel 

war die Identifizierung der zugrunde liegenden Krankheitsgene. In vier Fällen konn-

ten anhand der klinischen Verdachtsdiagnose in bereits bekannten Krankheitsge-

nen die Mutationen gefunden werden. In einem Fall wurde mittels genomweiter 

Kopplungsanalyse die Kandidatengenregion bestimmt. Daran schloss sich ein Mu-

tationsscreening der relevanten Kandidatengene an. Dies führte zur Identifizierung 

eines neuen Krankheitsgens, wobei die pathogenetische Relevanz der Mutation 

durch einen funktionellen Assay überprüft wurde. 
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Abschließend sollte für alle identifizierten Mutationen eine Genotyp-Phänotyp Kor-

relation erstellt werden, um Hinweise auf einen Bezug zwischen der jeweiligen Mu-

tation und dem klinischen Schweregrad der Erkrankung zu erhalten. 
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1.3 Methoden 

1.3.1 Analyse von Mikrosatelliten-Markern  

 

Mikrosatelliten-Marker sind hochpolymorphe DNA-Abschnitte, die aus hintereinan-

der angeordneten, repetitiven Sequenzmotiven bestehen. Die einzelnen Allele un-

terscheiden sich in der Anzahl der Motivwiederholungen und werden nach den 

Mendelschen Regeln vererbt. Zur Genotypisierung von Mikrosatelliten-Markern 

(Short Tandem repeats, STR) wurden die gewählten DNA-Bereiche mittels PCR 

unter der Verwendung eines mit FAM- oder HEX-Fluorophoren markierten Primer 

amplifiziert. Anschließend erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der amplifi-

zierten Fragmente, die Detektion der Fluoreszenzdaten und die Datenauswertung 

auf einem ABI 3730 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Life Technologies, 

Carlsbad, USA). 

 

 

1.3.2 DNA-Sequenzierung  

 

Die genomische DNA wurde aus EDTA-Blut entsprechend dem Protokoll des 

QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Die Exonberei-

che der Kandidatengene wurden unter der Verwendung spezifischer Primer (s. 

Publikationen) mittels PCR amplifiziert und anschließend mit der Shrimp Alkaline 

Phosphatase (Affymetrix, Santa Clara, USA) enzymatisch gereinigt. Die Sequenz-

reaktion nach der Sanger-Methode wurde entsprechend dem Protokoll des 

BigDyetm Terminator v3.0 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems, Life Tech-

nologies, Carlsbad, USA) durchgeführt. Die Analyse der Sequenzierung erfolgte 

auf einem ABI 3730 Sequenzer. Abschließend wurden die erhaltenen Sequenzen 

mit Hilfe der Software SeqPilot und Seqman auf vorhandene Polymorphismen un-

tersucht und ausgewertet.  
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1.3.3 Quantitative PCR (qPCR) 

 

Für die quantitative Analyse der Genexpression wurde die gesamte RNA aus ver-

schiedenen Geweben und Zelllinien isoliert. Dazu wurden die Zellen nach der Ho-

mogenisierung mit Trizol® aufgeschlossen und mittels Phenol/Chloroform-

Extraktion die RNA isoliert. Danach wurde die RNA unter der Verwendung von Re-

vertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Thermo Fisher 

Scientific, Hampton, USA) in cDNA transkribiert. Die qPCR wurde mittels genspezi-

fischer Primer auf dem ABI Prism 7500 Thermocycler (Applied Biosystems, Life 

Technologies, Carlsbad, USA) unter der Verwendung von CyberGreen (Invitrogen, 

Life Technologies, Carlsbad, USA) durchgeführt. Die Auswertung erfolgte nach der 

ΔΔCt (CT=crossing time) Methode der relativen Quantifizierung als relative Ex-

pression, normalisiert gegen GAPDH als Referenzgen unter Verwendung des ABI 

Prism SDS Software-Pakets. 

 

 

1.3.4 Immunfluoreszenz 

 

Nach Kultivierung wurden die jeweiligen Zellen in PBS-Lösung gewaschen und in 

4% Paraformaldehyd für 10 min bei 4°C fixiert. Zur Permeabilisierung wurden die 

Zellen für 10 min bei 4°C inkubiert (1x PBS, 3% BSA, 0,4% Triton-X-100). Der 

spezifische Proteinnachweis erfolgte mit polyklonalen Antikörpern (Maus-anti-

B3GAT3, H00026229-B01P, Abnova, Taipei City, Taiwan). Zum Nachweis einer 

Co-Lokalisation mit Golgi-Proteinen wurden Schaf-anti-GM130, Kaninchen-Anti-

Giantin (Covance, Princeton, USA) und Schaf-Anti-TGN46 (Serotec, Bio-Rad La-

boratories, Hercules, USA) verwendet. Für den Fluoreszenznachweis wurde als 

Sekundärantikörper Anti-Maus IgG Alexa Fluor 555 (Invitrogen, Life Technologies, 

Carlsbad, USA) und ein „anti-sheep/rabbit IgG Alexa Fluor 488“ (Invitrogen, Life 

Technologies, Carlsbad, USA) genutzt. Die DNA wurde mit DAPI gegengefärbt, 

bevor die Zellen mit Fluoromount (Science Services, München, Deutschland) ein-
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gedeckelt wurden. Die abschließende Dokumentation erfolgte mit einem LSM 510 

META (Carl Zeiss, Göttingen, Deutschland) unter Verwendung eines Plan 

Apochromat Ölimmersionsobjektiv (x63).  
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1.4 Ergebnisse 

1.4.1  Publikation 1: Mutation im B3GAT3-Gen verursacht Herz- und Ge-

lenkdefekte     

Die fünf betroffenen Kinder konsanguiner Eltern (Familie 1) wiesen multiple Ge-

lenkdislokationen, Kleinwuchs und angeborene Herzfehler mit bikuspiden Aorten-

klappen auf. Die Verdachtsdiagnose betraf die rezessive Form des Larsen-

Syndroms, Typ CHST3 (Abb. 1). Allerdings wich das klinische Bild in einigen Punk-

ten davon ab, so dass zunächst eine genomweite Kopplungsanalyse durchgeführt 

wurde. Dadurch konnte die Kandidatengenregion mit einem signifikanten LOD 

score von 3,89 auf Chromosom 11q11-11q13 lokalisiert werden. Im Rahmen mei-

ner Arbeit habe ich die Region durch Einbeziehung weiterer Familienangehöriger 

und zusätzlicher genetischer Marker auf einen Bereich von 7,3 cM zwischen den 

Markern D11S4191 und M11SB019 eingegrenzt.    

Aus den ca. 360 Genen dieser Region habe ich 30 Kandidatengene ausgewählt 

und jeweils komplett sequenziert. Auf diese Weise gelang es, eine homozygote 

missense Mutation c.830G>A (p.Arg277Gln) im B3GAT3-Gen zu identifizieren. 

Diese Mutation betrifft eine evolutionär hoch konservierte Aminosäure in einer 

Substratbindungsstelle, was für eine funktionelle Relevanz spricht. 

 

Durch Immunofluoreszenz konnte die Lokalisierung des Proteins im Golgi-Apparat 

bestätigt werden. Zudem konnten wir zeigen, dass durch die Mutation die Enzym-

aktivität dieser Glukuronyltransferase stark vermindert ist. Dementsprechend wa-

ren verschiedene Proteoglykane in Fibroblasten dieser Patienten deutlich vermin-

dert. 
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Abb. 1: Klinischer Phänotyp mit charakteristischem Gesicht (flaches Gesicht, flache Nase, Hypertelorismus, 

Gaumenspalte, Exophthalmus, kleiner Mund und kleine Mandibula), bilaterale Gelenkdislokationen der Ellen-

bogen und bikuspide Aortenklappen.  

 

 

 

1.4.2  Publikation 2: Osteopoikilose und multiple Exostosen werden 

durch neue Mutationen in den LEMD3 und EXT1 Genen verursacht  

 

In einer Familie mit Osteopoikilose (Familie 2) konnten radiologisch unregelmäßi-

ge, runde bis ovale Verdichtungszonen in der Spongiosa der Hand- und Fußkno-

chen, im epiphysären Teil der langen Knochen, im Becken und im Kreuzbein der 

Betroffenen nachgewiesen werden (Abb. 2). Da als Hauptursache dieser klinischen 

Entität heterozygote Mutationen im LEMD3-Gen vorliegen, habe ich die kodieren-

den Bereiche des LEMD3-Gens sequenziert und auf diese Weise eine neue non-

sense Mutation c.2203C>T (p.Arg735X) im Exon 9 identifiziert. Codon 735 kodiert 

gewöhnlich Arginin und wird nun zum vorzeitigen Stoppcodon. 

Abweichend von dem klinischen Bild wurden bei einem Patienten der Familie zu-

sätzlich multiple Exostosen vom Typ 1 diagnostiziert, so dass ich bei diesem Pati-

enten zusätzlich eine Sequenzanalyse des dafür verantwortlichen Gens EXT1 

durchgeführt habe (Abb. 3). Ich wies eine bisher noch nicht beschriebene splice si-
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te-Mutation im Intron 5 nach (c.1285-2A>G). Dies führt zu einer in frame-Deletion 

von 9 Basenpaaren, was drei evolutionär konservierte Aminosäuren betrifft. Im 

weiteren Verlauf der Arbeit konnten noch bei 3 von fünf an Osteopoikilose erkrank-

ten Familienmitgliedern eine Basensubstitution G>A im EXT1-Gen auf der cDNA 

Position 1732 im Exon 9 (p.Ala578Thr) nachgewiesen werden. Die Konservierung 

der betroffenen Aminosäure ließ eine mögliche funktionelle Relevanz vermuten, al-

lerdings wiesen diese Betroffenen neben der Osteopoikilose keine weiteren klini-

schen Auffälligkeiten auf. Da LEMD3 ein Kernmembran Protein ist, führt die 

LEMD3-Mutation möglicherweise zu einer erhöhen Rate an Neumutationen.  

 

 

Abb. 2: Sklerotische Veränderungen in den Händen, Füßen und dem Becken der Osteopoikilose betroffenen 

Patienten mit der Mutation c.2203C>T (p.R735X) im Exon 9 des LEMD3-Gens. Hyperostotische Spots wurden 

in den Handwurzelknochen, Mittelhandknochen, sowie in dem Becken identifiziert. 

 

Abb. 3: Das Röntgen Bild der rechten Hand des Probanden mit der Mutation c.1285-2A>G im Intron 

des EXT1-Gens, im Alter von 5 Jahren. Multiple Exostose im proximalen Teil des Oberarmknochens sowie das 

proximale und distale Ende der Ulna und der Radius sind mit Pfeilen gekennzeichnet. 
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1.4.3 Publikation 3: Mutationen des LBR-Gens, die ausschließlich die 

Sterolreduktasefunktion der Kernmembran, aber nicht die Kern-

funktion beeinflussen 

 

In dieser Arbeit untersuchten wir drei Feten (Familien 3-5), die alle die klinischen 

Kriterien der Greenberg-Dysplasie wie intrauterine Wachstumsretardierung, massi-

ve generalisierte Ödeme (Hydrops), extreme Verkürzungen der Röhrenknochen, 

ektopische Verkalkungen und einen schmalen Brustkorb aufwiesen. Für einen der 

Feten lagen Sterol-Analysen im Muskelgewebe vor, welche abnorme Sterol-

Metaboliten 5α-Cholest-8,1-dien-3β-ol zeigten, die laut Literatur mit der Greenberg-

Dysplasie assoziiert sind.  

 

Da diese Greenberg-Dysplasie mit Mutationen im LBR-Gen assoziiert ist, wurden 

die Exons des Gens bei allen drei Feten sowie den jeweiligen Familien komplett 

sequenziert. Die Sequenzanalysen zeigten bei Fetus A eine homozygote Frame-

shift-Mutation c.1492delT (p.Y468TfsX475), Fetus B wies dagegen zwei verschie-

dene Mutationen, eine Deletion c.32delTGGT (p.V11EfsX24) sowie eine Basen-

substitution c.1748G>A (p.Arg583Gln) auf. Die Deletion von 4 Basenpaaren verur-

sacht eine Frameshift Mutation mit einem anschließenden vorzeitigen Stoppcodon 

nach weiteren 24 Codons (p.V11EfsX24). Die zweite Mutation c.1748G>A ist eine 

missense Mutation und führt zum Austausch von Arginin durch Glutamin an Positi-

on 583 (p.Arg583Gln). Beim dritten Fetus C konnte eine homozygote missense 

Mutation c.1639A>G (p.Asn547Asp) nachgewiesen werden. Diese Mutationen be-

finden sich in der Sterolreduktase-Domäne an einer evolutionär konservierten 

Aminosäure der Gensequenz. In folgenden Exprimenten konnten wir in Kooperati-

on auch deren funktionelle Relevanz in Bezug auf die Sterolstruktur nachweisen. 
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1.5 Diskussion 

 

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Familien wiesen alle bisher klinisch 

und molekulargenetisch nicht aufgeklärte Skelettveränderungen auf. Aufgrund von 

molekulargenetischen und immunhistochemischen Untersuchungen konnten in al-

len Familien Mutationen identifiziert werden, die ursächlich an der Ausbildung der 

jeweiligen Phänotypen beteiligt sind (Tab. 1). 

  

Familie 1 2 3 4 5 

Erkrankung Larsen like Syn-
drome, Typ B3GAT3 

Osteopoikilose und 
Exostose 

Greenberg- 
Dysplasie 

Greenberg- 
Dysplasie 

Greenberg- 
Dysplasie 

Mutation 1. c.830G>A,    
    p.R277Q 
    im B3GAT3-Gen 

1. c.2203C>T,     
    p.R735X    
    im LEMD3-Gen 
 
2. c.1285-2A>G,    
    im EXT1-Gen 
 
3. c.1732G>A,    
    p.A578T  
    im EXT1-Gen 

1. c.1492delT, 
    p.Y468TfsX475 
    im LBR-Gen 

1. c.32delTGGT ,    
    p.V11EfsX24 
    im LBR-Gen 

 
2. c.1748G>A, 
    p.R583Q 
    im LBR-Gen 

 
 
 
 

1. c.1639A>G, 
    p.N547D 
    im LBR-Gen 

Publikation 1 2 3 3 3 

Ergebnisteil 1.4.1 1.4.2 1.4.3 1.4.3 1.4.3 

 

Tabelle 1. Übersicht der untersuchten Familien. 

 

Darunter befand sich eine Familie (Familie 1) mit autosomal-rezessiver Vererbung, 

verschiedenen Skelettanomalien (Kleinwuchs, multiple Gelenkdislokationen) und 

variabler Mittelgesichtshypoplasie sowie Manifestationen am Herz und an der Aor-

ta. Aufgrund dieses Krankheitsbildes, insbesondere multiplen Gelenkdislokationen, 

breiten Fingerspitzen und Hallux valgus, kam unter anderem das klassische Lar-

sen-Syndrom (LRS [MIM150250]) als Diagnose in Frage, welches allerdings auto-

somal-dominant durch Mutationen des FLNB-Gens (MIM 603381) verursacht wird 

und auch leicht unterschiedliche Gesichtsmerkmale aufweist, wobei das Knochen-

alter eher verzögert als fortgeschritten ist [5]. Auch die autosomal rezessive Form 

des Larsen-Syndroms, Typ CHST3, weist ein abweichendes phänotypisches 

Spektrum auf, welches sich über humerospinale Dysostose, Chondrodysplasie, 
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multiple Dislokationen bis hin zur Spondylo-epiphysäre Dysplasie, Typ Omani, er-

streckt [6]. Aus diesem Grund wurde eine genomweite Kopplungsanalyse durchge-

führt, um weitere krankheitsassoziierte Loci einzugrenzen. Als Ergebnis konnte ei-

ne Mutation im B3GAT3-Gen, welche für eine Glucuronyltransferase (GlcAT-I) ko-

diert, identifiziert werden. 

 

GlcAT-I ist ein Enzym mit Dimer-Struktur aus zwei Subdomänen und spezifischer 

Donor- und Acceptorspezifität [7]. Die hier identifizierte Mutation c.830G>A 

(p.Arg277Gln) liegt an einer Aminosäureposition, die von Ouzzine et al. mittels in-

vitro-Mutagenese (Arg277Ala) untersucht wurde. Dabei wurde gezeigt, dass die 

Substratspezifität von GlcAT-I durch genau diese Aminosäure Arg277 definiert 

wird, die somit essentiell für die Funktion von GlcAT-I zu sein scheint [8]. Dies wird 

in unserer Familie bestätigt, da auch hier die missense Mutation p.Arg277Gln die 

GlcAT-I-Aktivität deutlich reduziert wird (in Kooperation durchgeführte Analysen in 

einem rekombinanten Zellsystem sowie in Patienten-Fibroblasten). Dabei zeigen 

die Fibroblasten der Patienten in vitro immer noch eine basale Restaktivität. Wei-

terhin wird durch die Reduktion der GlcAT-I-Aktivität die Synthese der Proteogly-

kane der extrazellulären Matrix verändert. Wir konnten zeigen, dass die Menge be-

stimmter Proteoglykane (Chondroitinsulfat und Heparansulfat) in Zellen mit der Mu-

tation c.830G>A (p.Arg277Gln) deutlich reduziert ist. Die durchgeführte Immunhis-

tochemie ergab, dass GlcAT-I im cis und cis-medialen Golgi-Apparat lokalisiert ist. 

Diese Lokalisation passt zur katalytischen Funktion von GlcAT-I bei der Glykolysie-

rung, die im Golgi-Apparat stattfindet. Die Mutation führt zu einem Defekt in der 

Synthese der Tetrasaccharid-Linker-Region in der Proteoglykansynthese. Somit 

sind die bei den betroffenen Patienten auftretenden Symptome wie Gelenkdisloka-

tionen, kongenitale Herzdefekte und Kleinwuchs wahrscheinlich auf diese spezifi-

sche Störung der Proteoglykansynthese, speziell von Glukosaminoglykanen (GAG) 

zurückzuführen. Insbesondere ist auch auf die bei allen untersuchten Patienten 

vorliegenden angeborenen multiplen Herzfehler hinzuweisen (Mitralklappen-
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prolaps, bikuspide Aortenklappe mit Aortenwurzelerweiterung, Ventrikelseptumde-

fekt und Vorhofseptumdefekt). 

 

Unter den angeborenen Herzfehlern ist die bikuspide Aortenklappe mit einer Häu-

figkeit von 1-2% bei Neugeborenen die am häufigsten auftretende Fehlbildung [9]. 

Bikuspide Aortenklappen haben ein deutlich erhöhtes Risiko von lebensbedrohli-

chen Spätkomplikationen wie Aortenwurzelerweiterung, Aortendissektion und Ste-

nose oder Insuffizienz der Aortenklappe. Mittlerweile sind eine ganze Reihe von 

Genen bekannt, die für die Ausbildung von Herzfehlern verantwortlich gemacht 

werden [9]. Allerdings ist unter denen mit NOTCH1 (Neurogenic locus notch homo-

log protein 1, [MIM 190198]),  bisher nur ein Gen, bei dem Mutationen mit bikuspi-

den Aortenklappen assoziiert sind [10]. In meiner Arbeit wurde mit B3GAT3 (beta-

1,3-glucuronyltransferase 3, [MIM 606374]) ein weiteres Gen identifiziert, welches 

mit bikuspiden Aortenklappen assoziiert ist. Unsere Ergebnisse bestätigen, dass 

Mutationen in der Proteoglykansynthese Bindegewebserkrankungen und angebo-

rene Herzdefekte wie bikuspide Aortenklappen verursachen. Das jetzt auch mole-

kulargenetische charakterisierte Syndrom wurde als autosomal rezessives „Larsen 

Like Syndrom Typ B3GAT3“ benannt. 

 

Bei einer weiteren Familie mit fünf Betroffenen  (Familie 2) wurde klinisch der Ver-

dacht auf eine Melorheostosis [MIM 155950] gestellt. Der Indexpatient wies jedoch 

zusätzlich multiple progressive Deformationen auf. Radiologisch wurde bei diesem 

Patienten ein Multiples Exostose-Syndrom festgestellt [MIM 133700]. Diese klini-

sche Diagnose wurde anschließend durch die Sequenzanalyse des EXT1-Gens 

und die Identifikation einer bisher unbeschriebenen Splice-Site-Mutation (c.1285-2 

A>G) bestätigt. Aufgrund dieses Befundes wurde das EXT1-Gen bei dem Rest der 

Familie ebenfalls sequenziert. Dabei zeigten drei der von Osteopoikilose betroffe-

nen Patienten einen zusätzlichen Aminosäureaustausch (p.Ala578Thr) im EXT1-

Gen. Das veränderte EXT1-Gen beeinflusst die Kettenverlängerung von Heparan-

sulfat in der Proteoglykansynthese. Dies zeigt noch einmal deutlich, welche zentra-
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le Rolle Proteoglykane als Bestandteile der extrazellulären Matrix sowohl bei der 

Signalfunktion der Zelle als auch bei der Gewebestabilisierung spielen.  

 

Neben den Mutationen im EXT1-Gen wiesen wir bei den anderen Betroffenen 

(Familie 2, V.a. Melorheostosis) auch eine bisher nicht beschriebene, heterozygote 

Veränderung (p.Arg735Stop) im Exon 9 des LEMD3-Gens auf. Damit wurde bei 

den anderen Betroffenen molekulargenetisch eine Osteopoikilose bestätigt [MIM 

166700]. Allerdings ist bisher unklar, wie Mutationen im LEMD3-Gen zur Bildung 

dieser Art von Knochenläsionen führen. In einem „knock-out“ Mausmodell für 

LEMD3 ist die homozygote Inaktivierung intrauterin letal, die heterozygoten Mäuse 

waren phänotypisch unauffällig und wiesen keine Knochenläsionen auf, die typisch 

für Osteopoikilose sind [11]. Somit konnten in dieser Familie mit komplexen Ske-

lettveränderungen erstmalig Mutationen im LEMD3-Gen zusammen mit Mutationen 

in einem anderen Gen EXT1 beschrieben werden. Ob die Funktion von LEMD3 als 

Kernmembran Protein möglicherweise die Neumutationsrate erhöht und damit 

eventuell das Auftreten der de-novo EXT1-Mutation beim Indexpatienten beein-

flusst hat, bleibt in weiteren Untersuchungen abzuklären. 

 

In der dritten Arbeit wurden bei drei schweren Skelettveränderungen mit V.a. 

Greenberg-Dysplasie [MIM 215140] betroffenen Feten (Familien 3-5) sowohl Mis-

sense- als auch Nonsense-Mutationen im LBR-Gen identifiziert. Beide Missense-

Mutationen betreffen dabei eine der beiden funktionellen Gruppen der Transmemb-

randomäne von LBR. Sie verändert evolutionär konservierte Aminosäuren der 

Sterolreduktase-Domäne. Funktionell konnte in Kooperation über ein Hefe-

Rescue-Experiment die durch die Mutation veränderte Sterolreduktaseaktivität 

nachgewiesen werden. Der N-terminale Abschnitt von LBR, der etwa 200 Amino-

säuren umfasst und mit Chromatin und anderen Kernkomponenten interagiert, wird 

durch diese missense Veränderungen nicht beeinflusst [12, 13]. Entsprechend un-

verändert waren auch die Kernform und Chromatinstruktur bei heterozygoten Trä-

gern der missense Mutationen. Die Kombination von einem Enzymdefekt bei der 
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rezessiv vererbten Greenberg-Dysplasie und einer strukturellen Kernveränderung 

bei der dominanten Pelger-Anomalie in demselben Genprodukt ist unserem Wis-

sen nach einzigartig.  
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