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1. Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind weltweit die haufigste Todesursache." Als unabhangiger
Risikofaktor ist hoher Blutdruck (Hypertonie), global gesehen, fir 13% der Todesfalle
verantwortlich und damit auf Platz eins der Risikofaktoren fiir Mortalitit.? Die Pravalenz der
Hypertonie wird, mit deutlichen landerspezifischen Unterschieden, weltweit gegenwartig auf
26% geschatzt. Dabei wird bis zum Jahr 2025 mit einem Anstieg der Zahl der erwachsenen
Hypertoniker um 60% gerechnet, was voraussichtlich zu einer Gesamtzahl von 1,56 Milliarden
Betroffenen fiihren wird.® Aufgrund der fatalen Folgeerkrankungen wie Schlaganfall, Herz- oder
Niereninsuffizienz, vaskulare Demenz oder periphere GefalRkrankheiten stellt die Hypertonie ein
entscheidendes gesundheitspolitisches Problem dar. In Deutschland werden fiir die Versorgung
der Patienten mit hypertoniebedingten Erkrankungen vom Gesundheitssystem Kosten in

zweistelliger Milliardenhdhe getragen.*

Hypertonie liegt entsprechend den Klassifikationen der Hypertoniegesellschaften (WHO/ISH;
ESH; Deutsche Hochdruckliga) vor, wenn der systolische Blutdruckwert (SBP) 140 mmHg und
mehr sowie der diastolische Wert (DBP) 90 mmHg und mehr betragen. Da im Zentrum der
Aufmerksamkeit jedoch vor allem die Vermeidung von hypertonieassoziierten
Folgeerkrankungen steht, fur die Bluthochdruck nur einer, wenn auch der entscheidende,
Risikofaktor ist, definierten die Fachgesellschaften Unterklassifikationen, die fir die Indikation
einer Therapie unter Einbeziehung zusatzlicher kardiovaskularer Risikofaktoren von Bedeutung
sind (Tabelle 1).>°

Bei der groflen Mehrheit der Hypertoniker (>90 Prozent) ist eine eindeutige Ursache der
Hypertonie nicht erkennbar. Man spricht hier von priméarer oder auch essentieller Hypertonie.
Die Regulation des Blutdrucks ist ein &auferst komplexes Geschehen, das auf den
unterschiedlichsten physiologischen Ebenen beeinflusst wird. Auf das Wesentliche reduziert, ist
die Hoéhe des Blutdrucks direkt proportional zum Herzzeitvolumen und dem peripherem
Gefalwiderstand. Jedoch werden diese Schliisselparameter der Blutdruckregulation durch eine
Vielzahl sich gegenseitig beeinflussender Faktoren und deren direkte und indirekte

Interaktionen bestimmt.



Tabelle 1: Definitionen und Klassifikation der Blutdruckwerte (mmHg) é

Kategorie Systolisch Diastolisch
Optimal <120 <80
Normal 120-129 80-84
Hoch Normal 130-139 85-89
Grad 1 Hypertonie (leicht) 140-159 90-99
Grad 2 Hypertonie (mittelschwer) 160-179 100-109
Grad 3 Hypertonie (schwer) >180 2110
Isolierte systolische Hypertonie 2140 <90

Eine Vielzahl von Studien konnte belegen, dass eine blutdrucksenkende Behandlung die Zahl
der durch kardiovaskuladre Ursachen bedingten Todesfélle verringert und das Leben verlangern
kann.” Die Senkung des Blutdrucks hat sich als erfolgreichste Therapie erwiesen, um den

Anstieg von Herz-Kreislauf-Erkrankungen einzuschranken.

Die Suche nach den Ursachen, die zur Auspragung einer essentiellen Hypertonie fiihren und,
damit verbunden, die Aufklarung der molekularen Mechanismen, die zu einer

Blutdruckerhdhung beitragen, sind jedoch bei weitem nicht abgeschlossen.

Mit der Sequenzierung des humanen Genoms und der Identifizierung neuer Gene und Genloci
traten in den letzten Jahren insbesondere genetische Faktoren der Blutdruckregulation und,
damit verknlpft, die genetische Pradisposition zur Entwicklung einer Hypertonie in den Fokus

der Forschung.

Die Erkenntnis, dass Bluthochdruck eine erbliche Komponente hat, ist bereits fast 100 Jahre alt.
Wilhelm Weitz war der Erste, der sich grundsatzlich mit der Genetik des hohen Blutdrucks
beschaftigte. 1918 zum aulerordentlichen Professor der Universitat Tubingen berufen, war er
dort Leiter der medizinischen Poliklinik. Weitz lernte, Blutdruck zu messen, und machte diese
Messungen zur Routine in der ambulanten Praxis. Seine Ambulanz besuchten Patienten mit
unterschiedlichsten Krankheitsbildern. Weitz fiel auf, dass Hochdruckpatienten (damals mit
>160/110 mmHg definiert) viel haufiger an Herzinfarkten, Schlaganfallen und

GroRgefaRerkrankungen verstarben als Patienten mit anderen Beschwerden.® Weitz erkannte



Hypertonie als Risikofaktor, ein Wissen, das zunachst auf Deutschland beschrankt blieb und
erst spater von Franz Volhard verbreitet wurde.® Zusatzlich machte Weitz noch eine andere
bahnbrechende Beobachtung. Er stellte fest, dass Verwandte ersten Grades (Geschwister,
Eltern, Kinder) zweimal so haufig an Herz-Kreislauf-Erkrankungen verstarben wie entfernte
Verwandte oder fremde Personen. Bereits 1914 schlussfolgerte er daher, dass der Risikofaktor
Hypertonie vererbt werden konne. Erst im Jahr 1889 hatte u. a. De Vries die Mendelschen
Erbgesetzte wiederentdeckt und das Wort ,Pangen“ als vererbbare Einheit definiert.”
Wenige Jahre spater verwendete Wilhelm Ludvig Johannsen den Begriff Gen."? Keiner dieser
Wissenschaftler hatte jedoch eine auch nur annahernde Vorstellung davon, was ein Gen sein

kénnte.

Weitz verfolgte seine Idee der Vererbbarkeit der arteriellen Hypertonie weiter. Er
bestellte Familienangehorige seiner Hypertoniepatienten und der Patienten ein, die aus
anderen Grinden seine Poliklinik besuchten. Dazu gehoérten Geschwister, Eltern, Kinder und
weiter entfernte Verwandte. Allen wurde der Blutdruck gemessen. Weitz stellte fest, dass
Verwandte von Hypertonikern zweimal so haufig einen Hypertonus aufwiesen wie Verwandte
von Normotonikern.® Er schlussfolgerte daraus, dass die Hypertonie einem Mendelschen
autosomal-dominanten Erbgang folgt. Weitz bestatigte seine These, indem er Zwillinge in seine
Untersuchungen einbezog. Dies waren die ersten Uberlegungen zu einer vererbbaren
Komponente der arteriellen Hypertonie. Weitz's Erkenntnisse waren zur damaligen Zeit
aullerordentlich: Er erkannte zum einen Hypertonie als Risikofaktor fir kardiovaskulare
Ereignisse. Zum anderen erfasste er die erbliche und folglich genetisch bedingte Komponente
des Bluthochdrucks. Er postulierte einen Erbgang und wandte Zwillinge als neues genetisches

Modell an, um seine ldeen zu stltzen.

Nach dem zweiten Weltkrieg wurden die Ideen von Wilhelm Weitz wieder aktuell, seine
Arbeiten wurden wiederentdeckt. Die Erkenntnis, dass Bluthochdruck der bedeutendste
Risikofaktor fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen ist, fand allgemeine Anerkennung. Insbesondere
Robert (Baron) Platt (1900-1978), ein britischer Arzt, der Nierenerkrankungen erforschte,
begeisterte sich fur die Arbeiten von Weitz und war Uberzeugt, dass der Hypertonus einem
autosomal-dominanten Erbgang folgt. Seine These stimmte vollstandig mit den
Schlussfolgerungen von Wilhelm Weitz (iberein.”®> Aus epidemiologischer Sicht hatte dies
jedoch bedeutet, dass es zwei voneinander verschiedene Blutdruckverteilungen in der
Bevolkerung geben mdisste - eine Blutdruckverteilung fir Normotoniker und eine zweite
Blutdruckverteilung fiir Hypertoniker. Diese Vorstellung stieR unter den Fachkollegen auf
Widerstand.



Sir George Pickering setzte sich 1955 mit der Terminologie der Hypertonie
auseinander.” |hm missfiel der Begriff. ,Hypertonie ist ein schlecht gewahltes Wort, eine
Bastardierung von Griechisch und Latein, das eher auf eine GefaRlberstreckung hinweist als
auf einen zu hohen Blutdruck®, erklarte Pickering. Weiter flihrte er aus: ,Der unglickliche
Ausdruck hat dazu geflihrt, dass man Menschen mit Hypertonus als qualitativ unterschiedlich
zum Rest der Bevdlkerung einschatzt.“ Dagegen kampfte er sein Leben lang, obwohl er
zweifellos akzeptierte, dass die Hypertonie einem starken genetischen Einfluss unterliegt.
Worum ging es Pickering? Anhand von - fir die damalige Zeit - groRen Kollektiven konnte
Pickering mathematisch beweisen, dass bei Normotonikern, Hypertonikern, Eltern von beiden
Gruppen, Geschwistern usw. jeweils eine unimodale kontinuierliche Gaul¥’'sche Verteilung der
Blutdruckwerte (systolisch, diastolisch, Mittelwerte, Pulsamplitude) vorlag. Dabei Uberlappten
beide Gruppen - Hypertoniker und Normotoniker - stets erheblich.’ Dies bedeutet jedoch, dass
die Definition des Hypertonus zu einer letztlich willkirlichen Trennung von
Bevolkerungsgruppen fiihrt. Zu Pickerings Zeiten wurde Hypertonie ab einem Blutdruckwert von
160/110 mm Hg definiert. Heute spricht man dagegen von einer manifesten Hypertonie ab
einem Blutdruckwert von 140/90 mm Hg (Tab.1). Aufgrund der kontinuierlichen Verteilung der
altersabhangigen Blutdruckwerte bendtigt die Einteilung in ,hypertensiv‘ und ,normotensiv® die
Definition eines Schwellenwertes, ab dem das kardiovaskulare Risiko ansteigt und eine
therapeutische Intervention von klinischem Nutzen ist (Tab.1). Pickerings Beobachtungen
wiesen ebenfalls darauf hin, dass Bluthochdruck zwar genetisch bedingt ist, aber auf ein
komplexes Zusammenspiel multipler genetischer Faktoren zuriickzufiihren sein sollte und
folglich mehrere (oder viele) Gene fir eine Blutdruckerhéhung verantwortlich sind. Pickering
gewann seinen Streit mit Platt.’® ' Historisch gesehen war diese Auseinandersetzung duRerst
fruchtbar. Sie riickte den Fokus der Bluthochdruckforschung auf die Fragen, welche Gene den
Blutdruck beeinflussen und welche genetischen Pradispositionen die Entwicklung einer

Hypertonie ermdglichen.

Dennoch hatten Weitz und Platt nicht ganz Unrecht, denn in den nachsten Jahren
fanden sich Familien mit Hypertonie, in denen der erhdhte Blutdruck einem monogenen
Erbgang folgte. Die moderne Molekularbiologie erméglichte seit den neunziger Jahren des
vorigen Jahrhunderts ein tieferes Verstandnis der molekulargenetischen Ursachen dieser
Syndrome. Alle beschriebenen Krankheitsbilder weisen auf Mechanismen der
Salzrickresorption im Sammelrohr der Niere hin, die zu einer gestorten Salz-Wasser-
Homobostase und damit zur Auspragung eines Hypertonus filhren. Die auf
molekulargenetischem Wege gewonnenen Erkenntnisse unterstiitzten langjahrig gesammelte
physiologische Daten, die darauf hinwiesen, dass die diatische Kochsalzzufuhr im

Zusammenhang mit der Entwicklung von Bluthochdruck stehen kénnte.'®



Eine der monogenen Bluthochdruckformen ist der Glukokortikoid-reagible
Aldosteronismus (GRA; glucocorticoid-remediable aldosteronism). GRA ist eine autosomal-
dominante Erkrankung, die seit den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts bekannt ist. GRA ist
durch einen frihzeitigen schweren Hypertonus, erhohte Aldosteron- und reduzierte
Plasmareninwerte charakterisiert. Als Kortikoide therapeutisch eingefiihrt wurden, fiel auf, dass
bei betroffenen Patienten nach Verabreichung minimaler Substitutionsdosen von Kortison der
Blutdruck abfiel.'®# Die kodierenden Gene fiir zwei Schliisselenzyme der adrenalen
Steroidbiosynthese zur Bildung von Kortison (CYP11B1) und Aldosteron (CYP11B2) liegen auf
dem langen Arm von Chromosom 8 unmittelbar nebeneinander und weisen eine hohe
Sequenzhomologie auf. Die Gruppe um Richard P. Lifton konnte nachweisen, dass GRA-
Patienten Uber ein zusatzliches, durch Duplikation und ungleiches Crossing-over entstandenes
chimares Gen verfligen. Dieses Gen besteht aus dem regulierenden Teil des Steroid-11-beta-
Hydroxylase-Gens (CYP11B1) und dem kodierendem Teil des Aldosteronsynthase-Gens
(CYP11B2).” Dieser Befund erklarte auch, warum Betroffene nach Gabe von 5 mg Prednison
einen Blutdruckabfall aufwiesen. Die Expression des Enzyms Steroid-11-beta-Hydroxylase wird
durch das Adrenokortikotrope Hormon (ACTH) reguliert. Nach Verabreichung von Kortikoiden
bei GRA-Patienten wurde die Wirkung von ACTH unterdriickt, und der treibende Mechanismus,
der zur Uberschissigen Aldosteronproduktion und damit zum Hypertonus flhrte, wurde

ausgeschaltet, was den Blutdruck normalisierte.

Auf diesen Befund aufbauend konnten weitere monogene Hypertonieformen
insbesondere durch die Gruppe um Lifton aufgeklart werden. Ein gestorter Abbau von Kortisol
zu Kortison, verursacht durch Mutationen im Gen der 11-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-2
(HSD11B2), fuhrt zu augenscheinlichem Mineralokortikoidexzess (AME; Apparent
Mineralocorticoid Excess), einer autosomal-rezessiven Erkrankung.?* Kortisol und Aldosteron
weisen die gleiche Affinitdt zum Mineralokortikoidrezeptor auf, wohingegen Kortison nicht mit
diesem interagiert. In AME-Patienten verursacht die Aktivierung des Rezeptors durch das im
Uberschuss verfligbare Kortisol einen Hypertonus, der durch eine erhdhte Aktivitat des
epithelialen Natriumkanals (ENaC) vermittelt wird. Auch aktivierende Mutationen im
Mineralokortikoidrezeptor selbst fihren zu Hypertonie —in besonders ausgepragter Form bei
schwangeren Frauen (Hypertension exacerbated by pregnancy).® Mutationen in der beta-
(SCNN1B-) bzw. gamma- (SCNN1G-) Untereinheit des Schlisselionenkanals ENaC im distalen
Nephron, die zu einer erhohten ENaC-Aktivitat fihren, sind Ursache des autosomal-dominant

vererbten Liddle-Syndroms.?%*°

Kopplungsanalysen in Familien mit
Pseudohypoaldosteronismus Typ Il fihrten zum Nachweis von Mutationen in den Genen der
beiden wichtigen Kinasen WNK1 und WNK4 (with no Lysin=K kinase), die in der

Signaltransduktion des Sammelrohrs eine bedeutende Rolle spielen.’’ Diese Kinasen sind



entscheidend an der Regulation des Natrium-Chlorid-Cotransporters (NCC) und des Natrium-
Kalium-Chlorid-Cotransporters (NKCC) und damit am renalen lonentransport beteiligt.* *
Zusatzlich wurde eine Reihe von Genen gefunden, deren Mutationen als monogener Erbgang
mit erniedrigten Blutdruckwerten und Salzverlust assoziiert sind.'® ** Mehrere dieser wichtigen
genetischen Erkrankungen sind gleichzeitig aufgeklart worden und betreffen essentielle
physiologische Prozesse der Salz-Wasser-Regulation der Niere, so dass anhand dieser
pathologischen Vorgange letztlich ein detailierteres Bild der Funktion des Sammelrohres und

der Blutdruckregulation gewonnen werden konnte (Abb. 1).
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Abb. 1: Mutationen in Genen, die zu einer veranderten Blutdruckregulation fiihren.

Schematisch ist ein Nephron, die Filtereinheit der Niere, dargestellt. A. Mutationen in Genen (blau), die
im Epithel des distalen Konvoluts (DCT, distal convoluted tubule) exprimiert werden, flihren zu

Salzverlust, Elektrolytabnormalitdten und erniedrigtem Blutdruck. B. Mutationen in Genen (rot) des



kortikalen Tubulus (CCT, cortical collecting tubule) fihren zu Salzretention und erhdhtem Blutdruck. C.
Mutationen von Genen, die im Epithel der dicken aufsteigenden Henle-Schleife (TAL, thick ascending
limb) exprimiert werden, verursachen das Bartter-Syndrom. Mutationen in den blau dargestellten Genen
fuhren zu Salzverlust. ENaC, Epithelialer Natriumkanal; Kir4.1, Kaliumkanal (inwardly rectifying,
subfamily J, member 10); Aldo, Aldosteron; cAldo, chimares Aldosteron; MR, Mineralokortikoidrezeptor;
APA, Aldosteron-produzierendes adrenales Adenom; CAH, kongenitale adrenale Hyperplasie; ACTH,
Adrenokortikotropes Hormon; DOC, Deoxykortikosteron; Cul3, Cullin 3; KLHL3, Kelch-like 3; 11-8-HSD,
11-B-Hydroxysteroiddehydrogenase; NCCT, NaCl-Cotransporter; ROMK, Kaliumkanal (renal outer
medullary); CASR, Calcium sensing receptor; NKCC2, Natrium-Kalium-Chlorid-Cotransporter; CLCNKB,
Chloridkanal kb. Adaptiert von®.

Unsere Arbeitsgruppe engagiert sich seit 1993 auf dem Gebiet der Genetik des
Bluthochdrucks. Prof. Dr. med. Friedrich C. Luft wurde an die dem Max-Delbriick Centrum flr
Molekulare Medizin Berlin-Buch (MDC) angeschlossene Franz-Volhard-Klinik (jetzt ECRC:
Experimental and Clinical Research Center der Charité Berlin) berufen. Eine seiner Aufgaben
war es, im Rahmen der Herz-Kreislauf-Forschung am MDC das Forschungsthema ,Genetik der
Hypertonie“ zu etablieren. In der von Friedrich Luft begriindeten Arbeitsgruppe waren ab 1994
der PD Dr.med. Herbert Schuster, der genetische Epidemiologe PD Dr.med. Thomas Wienker
und ich als Molekularbiologin tatig. Thomas Wienker machte nach umfangreicher
Literaturrecherche auf eine Publikation des tirkischen Arztes Nihat Bilginturan aus dem Jahr
1973 aufmerksam, der eine groRe tlrkische Familie mit vererbter Brachydaktylie
(Kurzfingrigkeit) und assoziiertem Hypertonus beschrieben hatte.®®* Stammbaum und
autosomal-dominanter Erbgang wiesen auf eine der seltenen monogenen Hypertonieformen
hin. Fir an genetischen Fragestellungen interessierte Wissenschaftler sind diese Familien
aullerordentlich interessant und wertvoll, da ihre Analyse die Md&glichkeit erdffnet, einzelne
Gene aus einem komplexen pathogenetischen Geschehen herauszufiltern und somit einen
Einblick in den physiologischen Zusammenhang des Gesamtgeschehens gewinnen zu koénnen.
Das Interesse unserer neu etablierten Arbeitsgruppe, diese Familie zu untersuchen, war
aulerordentlich grof3 und richtete sich vor allem auf die Frage, ob die molekularen Ursachen
dieses Hypertonus mittels genetischer Kopplungsanalysen aufgeklart werden kénnten. Hakan
Toka, ein in der klinischen Abteilung tatiger turkisch-stdmmiger Doktorand stellte den Kontakt
zu Nihat Bilginturan her, der vor seiner Emeritierung als Professor flir padiatrische
Endokrinologie an der Universitat Ankara tatig gewesen war. Nihat Bilginturan vermittelte den
Kontakt zur betroffenen Familie und holte deren Einwilligung zu weitergehenden genetischen

Analysen ein.



Im Rahmen der hier durchzuflihrenden genetischen Feldarbeit (genetic fieldworking) war
neben der exakten Erfassung der Verwandtschaftsverhaltnisse sowohl eine eindeutige
Beschreibung der phanotypischen Merkmale, um den Betroffenenstatus eindeutig definieren zu
kénnen, als auch eine dem Datenschutz gerecht werdende Verschlisselung der Personendaten
erforderlich. Fir eine erfolgreiche Kopplungsanalyse war die korrekte Erfassung des
Familienstammbaums eine essentielle  Voraussetzung. Insgesamt wurden drei
Forschungsreisen in die Turkei durchgeflhrt (1994, 1997 und 2009). Im Rahmen der ersten
Reise wurden etwa 60 Familienmitglieder untersucht, die aus allen Teilen der Turkei in ihrem
Heimatdorf eintrafen. Es wurden oszillometrische Blutdruckmessungen durchgefiihrt, die
Korpermorphometrie bestimmt und prazise Aufnahmen von Handen und FiRen erstellt.
Betroffene Familienangehdrige, die alter als 10 Jahre waren, konnten bereits anhand dieser
Parameter von nichtbetroffenen eindeutig unterschieden werden. Sie zeichneten sich durch
einen schweren Hypertonus aus, waren im Durchschnitt zehn Zentimeter kleiner und zeigten
Hand- und Fuffehlbildungen in Form von verkirzten Mittelhand- und MittelfuRknochen. Die
Beobachtung von Bilgituran, dass Hypertonus und Brachydaktylie ausnahmslos gemeinsam
auftraten, konnte bestatigt werden. Mit Hilfe von Rontgenbildern wurde die Brachydaktylieform
als Typ E (BDE) mit Zapfenepiphysen klassifiziert (Abb. 2). Brachydaktylien (brachy=kurz;
dactylos=Finger) sind infolge einer Storung der Extremitatenentwicklung in der frihen
Embryogenese angeborene Hand- und FufRfehlbildungen. Sie sind charakterisiert durch die
Verkurzung von Fingern und/oder Zehen, der Veranderungen an den Phalangeal- oder
Metacarpal-/Metatarsalknochen zugrunde liegen. Klinisch werden Brachydaktylien in die finf

t.% Sie treten isoliert oder als Bestandteil eines komplexen Syndroms

Typen A bis E klassifizier
auf. BDE ist gekennzeichnet durch eine Verkirzung der Metacarpalia und Metatarsalia. Thomas
Wienker konnte anhand des Uber sechs Generationen reichenden Stammbaums eine
erfolgversprechende Wahrscheinlichkeit flir die geplante Kopplungsanalyse berechnen. Der
Weg fiir die molekulargenetische Aufarbeitung der Phanotypen Hypertonie und Brachydaktylie
Typ E war geebnet. Neben unseren wissenschaftlichen Zielen war es unser wichtigstes
Anliegen, mit der betroffenen tlrkischen Familie ein Vertrauensverhaltnis aufzubauen und Mittel

fur deren medizinische Versorgung bereitzustellen.

Ab Herbst 1994 wurden die in der Turkei gewonnenen Blut- und Gewebeproben
umfangreichen  molekulargenetischen  Analysen unterzogen. Samtliche molekularen
Untersuchungen fallen seit dem in meinen Verantwortungsbereich. Kopplungsanalysen durch
aufwendige RFLPs (Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismen) und Southernblots wurden
zu dieser Zeit durch Mikrosatelliten-Marker ersetzt. Diese polymorphen genetischen Marker
zeichnen sich durch sich wiederholende Di-, Tri- und Tetranukleotide aus. Die erste Karte mit

genetischen Abstdnden der Mikrosatellitenmarker zueinander war flir das gesamte humane



Genom durch das von Jean Dausset 1984 in Paris gegrindete Institut Centre d'Etude du
Polymorphisme Humain (CEPH) der wissenschaftlichen Gemeinschaft zur Verfigung gestellt
worden.®® % Die damals (ibliche Vorgehensweise, diese iiber PCR von Probanden-DNA
amplifizierten Polymorphismen radioaktiv zu markieren, wurde durch eine von der Firma
Applied Biosystems Inc. (ABI) entwickelte Vorgehensweise ersetzt, die auf
fluoreszenzmarkierten Mikrosatellitenmarkern und deren Auftrennung auf
Lasersequenzierautomaten beruht. Die Kopplungsanalyse mit dem derzeit zur Verfligung
stehenden Markerset ergab, dass der Kopplungsbereich fiir autosomal-dominante Hypertonie
mit Brachydaktylie Typ E auf den kurzen Arm von Chromosom 12 in einem Intervall von 24

centiMorgan (cM) kartiert werden konnte.*

Um einen Einblick in die pathologischen Vorgange zu erhalten, die zu dieser schweren
Hypertonie flhren, wurden betroffene und nichtbetroffene Familienmitglieder in Berlin
umfangreichen physiologischen Untersuchungen unterzogen. Sekundare Hypertonieformen
wurden durch Doppler-Sonographie der Nierenarterien sowie durch die Bestimmung der
Reninaktivitdt, des Aldosteronspiegels und der Konzentration der Katecholamine
ausgeschlossen. Unter Salzbelastung bzw. Salzentzug wurden Volumenexpansions- und
Volumenkontraktionsstudien durchgefiihrt.*’ Diese Untersuchungen zeigten, dass der
Hypertonus nicht kochsalzbedingt ist, was das Syndrom komplett von den vorher
beschriebenen monogenen Hypertonieformen abgrenzt. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron
Regelsystem war bei allen untersuchten hypertensiven Familienangehérigen vdllig normal.
Unauffallige Renin-, Angiotensin- und Aldosteronwerte sind fir Patienten mit primarer
Hypertonie ebenfalls charakteristisch. Zusatzlich stellte sich heraus, dass Endorganschaden
begrenzt waren. Arteriosklerose, Nephrosklerose, Augenhintergrundveranderungen lagen nicht
vor.*? GefaRschadigungen waren trotz des schweren Hypertonus, der bei den Betroffenen zu
einem Schlaganfall vor dem 50. Lebensjahr fihrt, minimal (Abb. 2). Das einzige

hypertonieassoziierte Merkmal war ein erhéhter peripherer GefalRwiderstand.

Die sich anschlieRenden molekulargenetischen Analysen waren darauf ausgerichtet,
das Kopplungsintervall von 24 cM weiter einzugrenzen. Voraussetzung daflir war allerdings der
Zugang zu weiteren informativen Familienmitgliedern aus der betroffenen tlrkischen Familie.
Dieses Potential war jedoch bereits ausgeschopft. Als Alternativen waren der Einschluss
anderer Familien mit dem gleichen Syndrom oder aber die Analyse von DNA aus Patienten mit
nachgewiesenen chromosomalen Aberrationen, die den gleichen Phanotyp aufweisen, moglich.
Japanische Wissenschaftler berichteten zu dieser Zeit Uber ein Kind mit einer grofien
zytogenetisch aufflligen de novo-Deletion auf dem kurzen Arm von Chromosom 12.* Dieses
Kind war auller von einer Reihe schwerer Anomalien auch von einer Brachydaktylie Typ E mit

Zapfenepiphysen betroffen. Der Blutdruck des damals finfjahrigen Jungen war fir sein Alter



grenzwertig hypertensiv. Durch Analyse der DNA von diesem Kind, seinen Eltern und
Geschwistern konnten wir mittels Mikrosatellitenmarkern eine Uberlappung der Deletion mit
dem bereits bekannten Kopplungsintervall nachweisen.** Da beide Brachydaktylien véllig
identisch waren, konnte nunmehr davon ausgegangen werden, dass das betroffene Gen
zumindest flr den Phanotyp Brachydaktylie das gleiche sein sollte. Kollegen aus Kanada,
Frankreich, den USA und Sudafrika stellten uns DNAs von weiteren, nicht-tirkischen, Familien
mit beiden Phanotypen zur Verfiigung, die in die Kopplungsanalysen eingeschlossen wurden.**”
*" Hakan Toka untersuchte wahrend eines Aufenthaltes am Massachusetts General Hospital in
Boston eine Familie, die bereits 1974 als typische BDE-Familie beschrieben worden war und
durch kurzgliedrigen Kleinwuchs, kurze Mittelhand- und MittelfuBknochen, Zapfenepiphysen
und einen autosomal-dominanten Erbgang charakterisiert war.*® *” Auch in dieser Familie war
eine vollstandige Assoziation von BDE und Hypertonie nachweisbar, wobei der Bluthochdruck
in der Zeit der Erstbeschreibung allerdings Gbersehen worden war. Nach der Genotypisierung
der zusatzlichen Familien mittels Mikrosatellitenmarkern konnten wir durch die Konstruktion von
Haplotypen das Kopplungsintervall auf dem kurzen Arm von Chromosom 12 um die Halfte

reduzieren.*®

Parallel zu den molekulargenetischen Analysen wurden weitere klinisch-
pharmakologische Untersuchungen an 13 betroffenen Mitgliedern der eingangs erwahnten
tirkischen Familie vorgenommen, um die Pathophysiologie des Bluthochdrucks besser zu
verstehen. Diese Untersuchungen wurden von Okan Toka in der Turkei durchgefiihrt. Dabei
wurden die sechs von der WHO/ISH flir die Behandlung von Bluthochdruck empfohlenen
Medikamentenklassen in einer randomisierten Doppelblind-Cross-Over-Studie bezlglich ihrer
Wirksamkeit getestet. Zum Einsatz kamen ein Beta-Blocker, ein Alpha-Blocker, ein
Kalziumkanalblocker, ein ACE-Hemmer, ein Thiaziddiuretikum und der
Imidazolinrezeptoragonist Moxonidin. Beta-Blocker, Alpha-Blocker, Kalziumkanalblocker und
ACE-Hemmer senkten den Blutdruck im gleichen Mall um 6-10 mmHg, wahrend das
Diuretikum und Moxonidin keinen Effekt zeigten, was das Ergebnis der ersten physiologischen
Untersuchungen bestéatigte. Die vorliegende monogene Form der Hypertonie ist salzunabhangig
und entspricht der primaren Hypertonie.*® Um bei Betroffenen Blutdruckwerte im Normbereich
zu erhalten, war die Kombination von drei Medikamentenklassen notwendig. Auch dieser
Befund grenzte das hier vorliegende Syndrom von den anderen monogenen Hypertonieformen
ab. Die Hoffnung, dass eine einzelne Medikamentenklasse Hinweise auf den Wirkmechanismus

des vorliegenden Gendefektes auf molekularer Ebene geben wiirde, erfiillte sich nicht.

Die rostrale ventrolaterale Medulla oblangata (RVLM) des Hirnstamms spielt eine
wichtige Rolle in der Regulation des Blutdrucks. Bereits 1901 veréffentlichte Harvey Cushing,

einer der grofiten Neurochirurgen des 20. Jahrhunderts, dass eine Kompression des
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Hirnstamms zu einem Blutdruckanstieg fiihren kann.*® Im Bereich der RVLM Hirnstammregion
liegen die Wurzeleingangszonen des 9. und 10. Hirnnervs, die Signale der kardiovaskularen
Barorezeptoren aus dem Karotissinus und aus dem Aortenbogen zum Hirnstamm leiten.
Aberrierende Schlingenbildung arterieller Gefalle in dieser Region kann zu einem Gefal3-
Nerven-Kontakt fihren. Durch den permanenten pulsatilen Kontakt kommt es zu funktionellen
Irritationen dieser sensiblen Nerven. Gut bekannt sind diese sogenannten neurovaskularen
Kontaktsyndrome aus der Neurologie. Ein Beispiel ist die Trigeminusneuralgie. Hier pulsiert die
Arteria cerebelli anterior gegen das Ganglion Gasserii am Hirnstamm, was paroxysmale
Schmerzen auslésen kann. Ein neurovaskuldres Kontaktsyndrom ist ebenfalls flir die Arteria
cerebelli inferior posterior bekannt, die im Bereich der rostralen ventrolateralen Medulla den
Hirnstamm berihrt. Im Primatenmodell flihrte diese Manipulation zur Fehlregulation des

1 Operative mikrovaskuldre Dekompressionen in

Barorezeptorreflexes und zu Hypertonie
Patienten mit essentieller Hypertonie flhrten bei einer nicht unwesentlichen Anzahl von
Patienten zu einer Normalisierung der Blutdruckwerte.®® °® Bilginturan berichtete von seinem
angiographischen Befund Uber die Prasenz geschlangelter Intrakranialgefalle in einem
betroffenen Patienten der tiirkischen Hypertonie/BDE-Familie. Des weiteren lieRen die bislang
durchgeflhrten physiologischen Untersuchungen einen gestérten Barorezeptorreflex vermuten.
Um die Hypothese zu Uberprifen, dass neurovaskulare Gefaflanomalien ein neurovaskulares
Kontaktsyndrom bedingen und Uber eine gestdrte Barorezeptorfunktion fir den schweren
Hochdruck verantwortlich sind, wurden in der Tuarkei Magnetresonanztomographien des
Hirnstamms an 15 hypertensiven und 12 normotensiven Mitgliedern der tirkischen Familie
durchgefihrt. Die Befunde wiesen daraufhin, dass samtliche Betroffene ein neurovaskulares
Kontaktsyndrom mit linksseitigen Schlingen der Arteria cerebelli inferior posterior (PICA)
aufwiesen, wohingegen Nichtbetroffene keine abnormalen GefaRschlingen zeigten (Abb. 2).%*
Spatere detaillierte Untersuchungen in der Franz-Volhard-Klinik belegten sehr (iberzeugend,
dass die Kapazitat des Baroreflexes, Blutdruckerhdhungen abzupuffern, bei den Betroffenen

nahezu nicht vorhanden war.%% 56
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Abb. 2: Phanotypen des Bilginturan-Syndroms.

A. Gezeigt sind die Unterschiede im mittleren arteriellen Blutdruck zwischen betroffenen (ausgefiillte
Symbole) und nichtbetroffenen (offene Symbole) Mitgliedern der tirkischen Hypertonie/BDE Familie. Die
in Klammern stehenden Symbole verweisen auf Patienten, die zum Zeitpunkt der Messungen bereits auf
eine antihypertensive Therapie eingestellt waren. B. Das Handrontgenbild eines betroffenen
Familienmitgliedes (links) demonstriert die typischen Charakteristika einer Typ-E-Brachydaktylie. C. In
der Magnetressonanztomographie des Hirnstamms eines Betroffenen ist ein neurovaskulares
Kontaktsyndrom mit linksseitigen Schlingen der Arteria cerebelli inferior posterior (PICA) nachweisbar,
die die ventrolaterale Medulla (VLM) berihrt (links). D. Die Tunica media der peripheren Arterien von

Betroffenen ist durch eine Hyperplasie der glatten Gefallmuskulatur gekennzeichnet (links).

Die klinischen Befunde von Patienten mit Hypertonie/BDE legten den Bezug zu
essentieller Hypertonie nahe. Bestarkend fiir eine allgemeine Relevanz des zugrundeliegenden
genetischen Mechanismus ware der Kopplungsnachweis fiir Hypertonie der gleichen Region
auf Chromosom 12 in einem Patientenkollektiv essentieller Hypertoniker. Isolierte Populationen
sind fir die Erforschung komplexer genetischer Erkrankungen wie der Hypertonie ein wertvolles
Ausgangsmaterial, da sie auf wenige Populationsgrinder zurickzufihren sind und der
Austausch genetischen Materials durch die isolierten Lebensumstande limitiert ist. In

Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Norbert Hibner gelang es, den Genort fur essentielle
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Hypertonie (ohne Brachydaktylie) in einer groRen chinesischen Familie und einer Vielzahl von
Kernfamilien aus einer isolierten landlichen Gegend in China auf dem kurzen Arm von
Chromosom 12 nachzuweisen. Beide Kopplungsintervalle (berlappten sich nahezu

vollstandig.®’

Bis zur Veroffentlichung des humanen Genoms im Jahr 2001 hatten wir auf der Basis
von YACs (Yeast Artificial Chromosomes), BACs (Bacterial Artificial Chromosomes) und PACs
(P1-derived Artificial Chromosomes) eine physikalische Karte der Kopplungsregion von
Chromosom 12 erstellt, mit deren Hilfe potentielle Kandidatengene auf deren Lokalisation hin
Uberprift werden konnten. Von den wichtigsten Genen klarten wir die Exon-Intron-Struktur auf,
um Mutationsanalysen anschlieRen zu kénnen. Dazu gehoérten unter anderen das Gen des
humanen Sulfonylharnstoffrezeptors 2 (SURZ2 alias ABCC9, ATP-binding cassette sub-family C
member 9) und das Gen der chondrogenen Variante von SOX5 (L-SOX5; SRY sex determining
region Y-box 5). Nach der Sequenzierung des menschlichen Genoms waren 18 Gene im
Kopplungsintervall annotiert.’® > Die Uberpriifung von mehr als 200 Exonen der potentiellen
Kandidatengene von betroffenen Familienmitgliedern erbrachte keinen Hinweis auf das

Vorliegen von Mutationen in diesen Genen.

Chromosomale Umbauten (Rearrangements) konnen durch die Veranderung der
chromosomalen Architektur die Expression und Regulation von Genen wesentlich beeinflussen,
was seit der Entdeckung des Positionseffektes in Drosophila melanogaster 1930 durch
Herrmann Muller bekannt ist.®® Der Umstand, dass in keinem der positionellen Gene eine
funktionelle Mutation nachgewiesen werden konnte, lieR uns die Moglichkeit einer
chromosomalen Aberration in Erwagung ziehen. GroRRere chromosomale Umbauten waren
nach G-Banderung der Metaphase-Chromosomen ausgeschlossen worden. Die
Hypertonie/BDE-Patienten zeigten einen in dieser Auflésung unauffalligen Karyotyp. Dies flhrte
uns zu der Hypothese, dass eine mdgliche Inversion zwischen phanotyprelevanten
Kandidatengenen innerhalb der Kopplungsregion deren Genregulation, ahnlich wie bei einem
Positionseffekt, beeinflussen kdnnte. Der Nachweis von mittelgrol3en Inversionen, die in der
Metaphase durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) nicht auflésbar waren, war durch
die Kombination von drei Fluoreszenzfarben im Interphasekern 2001 zum ersten Mal gezeigt
worden.®' Auf der Grundlage der physikalischen Karte der Kopplungsregion wurden fiinf BACs
bzw. PACs ausgewahlt, die in genomischer Nahe zu vier Kandidatengenen kartiert waren, diese
aber nicht Uberspannten. Anita Rauch vom Humangenetischen Institut in Erlangen setzte die
finf BACs in finf verschiedenen Kombinationen, markiert mit jeweils drei Fluoreszenzfarben,
fir eine FISH-Analyse an Interphasekernen (i-FISH) von betroffenen und nichtbetroffenen
Mitgliedern der tlrkischen Familie ein. Tatsachlich wiesen die Ergebnisse darauf hin, dass

chromosomale Rearrangements mit Deletionen, Reinsertionen und Inversionen innerhalb des
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Kopplungsintervalls ausschlieRlich in Betroffenen vorliegen.®® Um die Ausdehnung der
einzelnen Rearrangements besser eingrenzen und untersuchen zu kénnen, ob chromosomale
Rearrangements in jedem Fall ein Charakteristikum des Syndroms sind, wurde die Anzahl der
BACs auf zwanzig und die Anzahl der Kombinationen auf mehr als 60 erweitert und die i-FISH-
Experimente nunmehr an Patienten aus finf unterschiedlichen Familien durchgefiihrt. Von den
untersuchten Patienten wiesen alle vom Syndrom Betroffenen Rearrangements auf, die fir jede
Familie verschieden waren, jedoch ausnahmslos einen invertierten chromosomalen Abschnitt
als Gemeinsamkeit aufwiesen. Die Abfrage von Datenbanken ergab keinen Anhaltspunkt fir die
Prasenz bekannter proteinkodierender Gene in diesem Bereich, jedoch Hinweise auf vier ESTs
(Expressed Sequenced Tags), partielle Transkripte aus cDNA-Bibliotheken. Wir versuchten aus
RNA unterschiedlicher humaner Gewebe, basierend auf den bekannten EST-Sequenzen, die
vollstdndigen Transkripte aufzuklaren. Dabei wurde eine genadhnliche Struktur nachgewiesen,
die aus 32 Exonen besteht und die in unterschiedlichen Geweben in unterschiedlichem Malle
transkribiert und verschieden gespleilt wird. Die Transkripte schienen keinen offenen
Leserahmen zu kodieren. Dieser Befund legte nahe, dass diese genahnliche Struktur nicht fir
ein Protein kodiert, sondern dass es sich bei den ,Genprodukten” aller Wahrscheinlichkeit nach
um nichtkodierende RNAs (non-coding RNAs; ncRNAs) handeln sollte. Eines der Exone (Exon
22) wurde in kultivierten primaren Fibroblasten von betroffenen Patienten nicht exprimiert. Die
Ergebnisse von In-silico-Analysen zeigten, dass die RNA-Sekundarstruktur der Exon22-

Sequenz der einer microRNA dhnelte.®

Im Jahr 2009 besuchten wir erneut die tlrkische Familie an der Schwarzmeerkiste.
Unsere Besuche sind einerseits von wissenschaftlich-medizinischem Interesse bestimmt,
andererseits gepragt von einem personlichen Verantwortungsgefiihl gegeniber den Patienten.
Die Versorgung der meisten Patienten mit Antihypertensiva erfolgt nach wie vor von
Deutschland aus. Okan Toka, jetzt Kinderkardiologe an der Universitat Erlangen, untersuchte
im Rahmen dieser Reise den Hochdruck bei Kleinkindern genauer, was bei der Ersterfassung
der Familie ca. 15 Jahre zuvor nicht in dieser Qualitdt moglich war. In die ersten
Kopplungsanalysen waren entsprechend nur Kinder eingeschlossen worden, die zum Zeitpunkt
der Untersuchung alter als 10 Jahre waren. Interessanterweise ergaben die nun erhobenen
Daten von 30 Kindern, dass die Messung des Blutdrucks ein zuverlassigerer Pradiktor als BDE

fur die Diagnose des Syndroms ist. *

Aulder auf die direkte Untersuchung des Hypertonie/BDE-Syndroms war unser Interesse
auch auf isolierte BDE-Familien gerichtet, um moglicherweise eine gemeinsame molekulare
Basis der Typ-E-Brachydaktylie zu finden. Die genetischen Ursachen der meisten der
Brachydaktylietypen wurden in den letzten Jahren aufgeklart.®® Fiir die Brachydaktylietypen D

und E waren bis zu diesem Zeitpunkt in einzelnen Individuen Mutationen in HOXD13
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beschrieben.®® Das Gen HOXD13 ist auf Chromosom 2 lokalisiert und konnte somit als Ursache
fur die hier vorliegende BDE ausgeschlossen werden. Philipp Maass nahm im Rahmen seiner
Promotionsarbeit die molekulare Charakterisierung einer BDE-assoziierten balancierten
Translokation t(8;12)(q13;p11.2) vor. Dabei wurden die Translokationsbruchpunkte, von denen
einer auf dem kurzen Arm von Chromosom 12 lokalisiert war, jedoch ca. 4,6 Millionen
Basenpaare vom Kopplungsintervall flir Hypertonie/BDE entfernt, kloniert und sequenziert.
Innerhalb  der Bruchpunktsequenz konnten zwei Transkriptionsfaktorbindungsmotive
nachgewiesen werden, ein AP-1-Motiv auf Chromosom 12p11.2 und ein C-ets-1-Motiv,
transloziert von Chromosom 8q13. In chondrogen differenzierten Fibroblasten der
Translokationspatienten war die Expression des benachbarten Gens PTHLH (Parathyroid
Hormone Like Hormone) aufgrund der translokationsbedingt veranderten epigenetischen
Situation 86 Kilobasen vor seinem Promotor vermindert.®” Etwa zeitgleich publizierte die
Arbeitgruppe um Stefan Mundlos (Charité, MPI fir Molekulare Genetik, Berlin) Mutationen in
isolierten kleinwiichsigen BDE-Familien direkt im PTHLH-Gen, die zu einem Funktionsverlust
des Gens fiihrten.®® PTHLH war damit neben HOXD13 das einzige bekannte mit Kleinwuchs
assoziierte BDE-Gen. PTHLH kodiert fir das dem Parathormon ahnliche Parathyroid hormone-
related protein (PTHrP). PTHrP wurde 1987 als ursachlich fir die humorale Hyperkalzamie von
Malignomen (humoral hypercalcemia of malignancy, HHM) entdeckt und seine cDNA kloniert.®®"
" PTHrP wird in einer Vielzahl von Zelltypen und Gewebearten synthetisiert und agiert tiber
autokrine, parakrine, endokrine und intrakrine Wirkmechanismen. Trotz der Tatsache, dass
PTHrP seit nunmehr 25 Jahren im Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen steht, ist seine
komplexe Funktionsweise weiterhin nur unvollstandig aufgeklért.72 Sowohl PTHLH-Knockout-
Mause als auch transgene Mause, in denen das Gen in Chondrozyten Uberexprimiert wird,
zeigten schwere Skelettanomalien.”> " Spatere Arbeiten untermauerten seine zentrale
Bedeutung in der Skelettentwicklung.”” PTHLH war durch seine zytogenetische Kartierung auf
den kurzen Arm von Chromosom 12 unser erstes prominentes Kandidatengen fir
Hypertonie/BDE. Dafiir sprach zum einen seine Beteiligung an der Ausbildung des Skeletts,
zum anderen, seine Expression in Gefallen und die vasorelaxierenden Eigenschaften von
PTHrP in Ratten, was PTHLH als ein potentiell hypertonieassoziiertes Gen attraktiv erscheinen
lieR.” Jedoch bereits 1995 schlossen wir PTHLH durch einen verfiigbaren intragenischen
Polymorphismus mittels Kopplungsanalyse aus dem Kopplungsintervall fir Hypertonie/BDE

aus.®®

Die chondrogene Regulation von PTHLH war fir uns weiterhin von groltem Interesse,
auch unter dem Aspekt, dass die Inversionsregion des Hypertonie/BDE-Syndroms
mdglicherweise regulativ auf die Expression von PTHLH Einfluss haben kdnnte. Bisher waren

trotz der vielfaltigen gewebespezifischen Funktionen von PTHLH keine cis-regulatorischen

15



Elemente fir dieses Gen bekannt. Philipp Maass identifizierte u. a. ein an der
GliedmaRenentwicklung beteiligtes regulatives DNA-Element auf dem langen Arm von
Chromosom 12 (CISTR-ACT), das sowohl in cis mit PTHLH als auch in trans mit dem Gen des
chondrogenen Transkriptionsfaktors SOX9 auf Chromosom 17 interagiert. In diesen
Regulationsmechanismus greift zusatzlich eine lange nichtkodierende RNA (IncRNA) ein. Wir
konnten anhand zweier Translokationsfamilien mit BDE zeigen, dass die translokationsbedingte

Stérung der komplexen Interaktion zum Phanotyp BDE fiihrt.””

Trotz intensiver arbeits-, zeit- und materialaufwendiger Anstrengungen, die komplexen
chromosomalen Rearrangements in den Familien mit Hypertonie/BDE mittels konventioneller
Methoden wie Southernblotting und Klonierung aufzuklaren, entzogen sich die Bruchpunkte
bisher ihrer Identifikation. Die neuen technologischen Mdglichkeiten der Next-Generation-
Sequenzierung erlauben aber seit kurzem die basengenaue Aufklarung des gesamten
individuellen Genoms. Die Sequenzierung der Genome von betroffenen und nichtbetroffenen
Familienangehorigen von drei Familien wurden von uns in Auftrag gegeben. Die Daten nehmen
mehrere Terabyte auf Festplatten ein und werden gegenwartig von uns analysiert. Wir erwarten
einen weiteren Einblick in die chromosomale Architektur des Kopplungsintervalls auf
Chromosom 12. Unser Labor hat sich inzwischen auch auf zellbiologischer Ebene erheblich
weiter entwickelt. Es ist uns gelungen, mesenchymale Stammzellen von Patienten zu
gewinnen, zu Kkultivieren und zu differenzieren. Das MDC und unsere nationalen und
internationalen Kooperationen bieten uns die Moglichkeit, dieses Syndrom aufzuklaren. Wir
hoffen, mit unserem Beitrag Patienten mit primarer Hypertonie in Zukunft besser helfen zu
kénnen. Dieses Projekt ist nicht nur fir uns alle eine personliche Herausforderung, sondern
beschreibt auch sehr anschaulich die enormen wissenschaftlichen Entwicklungen der letzten

Jahre auf dem Gebiet der Humangenetik.
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2. Originalarbeiten

21 Schwerer, autosomal-dominant vererbter Bluthochdruck und Brachydaktylie in

einer tiirkischen Familie kartiert auf das humane Chromosom 12

Schuster H*, Wienker TE*, Bahring S, Bilginturan N, Toka HR, Neitzel H, Jeschke E, Toka O,
Gilbert D, Lowe A, Ott J, Haller H, Luft FC. Severe autosomal dominant hypertension and
brachydactyly in a unique Turkish kindred maps to human chromosome 12. Nature Genetics,
1996. 13(1): p. 98-100. (* geteilte Erstautorschaft)

Familien, in denen der pathologisch und genetisch komplexe Phanotyp Hypertonie als
monogener Erbgang auftritt, sind selten. Sie bieten die einzigartige Maoglichkeit, mittels
klassischer Kopplungsanalyse den flr die Erkrankung relevanten genetischen Defekt
chromosomal zu lokalisieren und molekulargenetisch aufzuklaren. Fir das Verstandnis der
multifaktoriell bedingten Pathophysiologie der essentiellen Hypertonie kdnnen auf diesem Weg

Gene und deren Proteine als Hauptakteure entschliisselt werden.

Die von Bilginturan et al. 1973 beschriebene Familie mit autosomal-dominant vererbter
Brachydaktylie und schwerem Hypertonus wurde von uns im Rahmen einer genetischen
Feldstudie reanalysiert.*® Blutdruck und Herzfrequenz wurden oszillometrisch im Stehen und
Liegen Uber 20 Minuten aufgezeichnet, Groélke und Gewicht gemessen und Hand- und

FuRphotographien aufgenommen. 60 Familienmitglieder waren in die Studie eingeschlossen.

Der autosomal-dominante Erbgang beider kosegregierender Merkmale wurde bestatigt. Alle
betroffenen Personen zeigten Brachydaktylie, die mit individuell variierenden Auspragungen
hauptsachlich die Metakarpalien betraf. Der Anstieg des altersabhangigen mittleren Blutdrucks
verlief in der Gruppe der betroffenen Familienangehdrigen deutlich steiler. Haupttodesursache
unter den Betroffenen war Schlaganfall vor Vollendung des 50. Lebensjahrs. Die Verkirzung
insbesondere des vierten und funften Mittelhandknochens &hnelte den Handanomalien in
Albright’s hereditary osteodystrophy (OMIM: 103580), jedoch waren die von uns untersuchten

Patienten weder mental retardiert noch adipds.”® ™

Nachdem die zytogenetische Analyse keine nachweisbaren chromosomalen Aberrationen
lieferte, fihrten wir eine genomweite Kopplungsanalyse mittels fluoreszenzmarkierter
Mikrosatellitenmarker mit einem durchschnittlichen genetischen Abstand von 10 cM durch.
Kinder unter 10 Jahren waren aufgrund des noch nicht sicher definierbaren Phanotyps aus
dieser ausgeschlossen. Als altersunabhangiges und damit verlassliches Merkmal wurde die

Brachydaktylie gewahlt. Wir kartierten den Krankheitslocus auf den kurzen Arm von
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Chromosom 12 in ein 24 cM Intervall zwischen die Marker D12S364 und D12S87. In der

Mehrpunktanalyse wurde ein maximaler Lodscore von 9,29 am Markerlocus D12S310 erreicht.

Wir postulierten, dass beide Phanotypen entweder durch ein einzelnes pleiotropes Gen oder
zwei im Kopplungsintervall lokalisierte Gene verursacht werden sollten. Das zu dieser Zeit auf
Chromosom 12p11 zytogenetisch kartierte, hinsichtlich seiner vasorelaxierenden Wirkung
vielversprechende Kandidatengen PTHLH wurde mittels eines VNTR- Polymorphismus

(Variable Number Tandem Repeat polymorphism) aus der Kopplungsregion ausgeschlossen.®

Wir schlussfolgerten, dass ein Gendefekt, der im Alter von 50 Jahren einen
Blutdruckunterschied von 50 mmHg verursacht, auf einen bedeutsamen Mechanismus in der
Blutdruckregulation hinweisen und somit das (die) betroffene(n) Gen(e) ebenfalls in der

essentiellen Hypertonie eine ursachliche Rolle spielen kdnnte.
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2.2 Eine Deletion auf 12p in einem japanischen Kind mit Brachydaktylie tiberlappt mit

dem Locus fiir Brachydaktylie und Hypertonie in einer tiirkischen Familie

Bédhring S, Nagai T, Toka HR, Nitz I, Toka O, Aydin A, Mihl A, Wienker TF, Schuster H, Luft FC.
Deletion at 12p in a Japanese child with brachydactyly overlaps the assigned locus of
brachydactyly with hypertension in a Turkish family. American journal of human genetics, 1997.
60(3): p. 732-5.

Chromosomale Aberrationen kénnen die positionelle Klonierung krankheitsrelevanter Gene
unter Umstanden erleichtern. Unsere Literaturrecherche zu zytogenetisch Kkartierten
chromosomalen Rearrangements, die den kurzen Arm von Chromosom 12 einschlossen und
mit einem Skelettphanotyp bzw. Bluthochdruck assoziiert waren, lie® uns auf die Beschreibung
eines 5 Jahre alten Jungen mit einem chondroektodermaldysplasiedhnlichen Syndrom stofRen.
Nagai et al. beschrieb 1995 diesen japanischen Jungen, der neben einer Thoraxdystrophie,
einer milden mentalen Retardierung, Kleinwuchs, hypoplastischer Haut, Haar und Oligodontie
eine Brachydaktylie mit Zapfenepiphysen aufwies.”’ Sein Karyogramm zeigte eine de novo-
Deletion Del(12)(p11.21p12.2).

Der Vergleich der Brachydaktylie mit der eines in etwa gleichaltrigen Jungen einer turkischen
Familie mit Hypertonie/BDE ergab eine ausgepragte Ahnlichkeit. Beide zeigten
Zapfenepiphysen des Typs 16 nach Giedion an den interphalangealen Gelenken.®' Die Hande
wiesen jeweils eine Brachyphalangie der zweiten bis vierten Finger und eine
Brachymesophalangie der Finger vier und funf auf. Der Blutdruck des Deletionspatienten war
altersentsprechend an der Grenze zum Hochdruck. Dagegen waren gleichaltrige Kinder der

tlrkischen Hypertonie/BDE-Familie deutlich hypertensiv.

Wir fanden eine Uberlappung zwischen dem Kopplungsintervall fir Hypertonie/BDE und der
Del(12)(p11.21p12.2) mit Hilfe der Genotypisierung von Mikrosatellitenmarkern des
Deletionspatienten und seiner phanotypisch unauffalligen Eltern und Geschwister. Wir
schlussfolgerten, dass es sich in beiden Fallen um das gleiche BDE-relevante Gen handeln
sollte. Der Genlocus wurde durch die beiden Marker D12S1682 und D12S1057 definiert.
Aufgrund der durch Haploinsuffizienz verursachten BDE des japanischen Jungen postulierten

wir einen Funktionsverlust des Brachydaktyliegens im Hypertonie/BDE-Syndrom.
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2.3 Familien mit autosomal-dominanter Brachydaktylie Typ E, Kleinwuchs und

schwerer Hypertonie

Toka, HR, Bédhring S, Chitayat D, Melby JC, Whitehead R, Jeschke E, Wienker TF, Toka O,
Schuster H, Luft FC. Families with autosomal dominant brachydactyly type E, short stature, and
severe hypertension. Annals of internal medicine, 1998. 129(3): p. 204-8.

In dieser Arbeit beschreiben wir zwei weitere Familien mit autosomal-dominantem
Hypertonie/BDE-Syndrom und die Kartierung des Krankheitslocus. Ziel der Arbeit war es, zum
einen zu verifizieren, ob Hypertonie/BDE in diesen Familien auf den kurzen Arm von
Chromosom 12 beschrankt bleibt, und zum anderen zu Uberprifen, ob durch zusatzliche

Familien der Krankheitslocus weiter eingeschrankt werden kann.

Beide Familien waren englischer Abstammung. DNA von einer aus 11 Mitgliedern bestehenden
Familie aus Kanada wurde uns von David Chitayat zur Verfliigung gestellt. Sechs der
Familienmitglieder waren vom Syndrom betroffen.** Die zweite, eine siebenkdpfige Familie mit
vier betroffenen Personen, wurde von Hakan Toka in den USA rekrutiert. Hinsichtlich des
Phanotyps BDE war diese bereits publiziert worden.*® * Die assoziierte Hypertonie war jedoch
nicht zur Kenntnis genommen worden. Die betroffenen Mitglieder dieser Familien zeigten alle
charakteristischen Phanotypen fir das Syndrom wie Hypertonie, BDE mit Zapfenepiphysen,

Kleinwuchs und Schlaganfall.

Die Genotypisierung aller verfigbaren Familienmitglieder und die vergleichende
Haplotypanalyse erlaubte die Zuordnung des ursachlichen Krankheitslocus beider Familien auf
Chromosom 12p und eine drastische Reduzierung des Kopplungsintervalls fir das
Hypertonie/BDE-Syndrom auf einen genetischen Abstand von 6 cM zwischen die Marker
D12S1650 und D12S1057.

Damit konnten wir zeigen, dass autosomal-dominante Hypertonie/BDE nicht auf einen
tirkischen genetischen Hintergrund begrenzt ist. Unsere Vermutung war, dass das Syndrom

haufiger auftritt, als es als solches erkannt wird.
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24  Autosomal-dominante Hypertonie mit Brachydaktylie Typ E wird durch ein

Rearrangement auf dem kurzen Arm von Chromosom 12 verursacht

Bédhring S, Rauch A, Toka O, Schroeder C, Hesse C, Siedler H, Fesis G, Haefeli WE, Busjahn
A, Aydin A, Neuenfeld Y, Mihl A, Toka HR, Gollasch M, Jordan J, Luft FC. Autosomal-dominant
hypertension with type E brachydactyly is caused by rearrangement on the short arm of
chromosome 12. Hypertension, 2004. 43(2): p. 471-6.

Die minimale Kopplungsregion fir Hypertonie/BDE enthielt drei Gene, deren funktionelle
Beteiligung an der Regulation des Blutdrucks plausibel erschien. Es handelte sich dabei um den
ATP-abhangigen Kaliumkanal Kir6.1 (Gen: KCNJS8; potassium inwardly-rectifying channel,
subfamily J, member 8) und dessen regulatorische Untereinheit SUR2 (ABCC9). Wie in den
bereits etablierten Mausmodellen kdénnte ein Funktionsverlust des ATP-abhangigen
Kaliumkanals auch beim Menschen zu einer erhéhten Kontraktion der GefaBmuskulatur
filhren.®? ® Ein weiteres Gen war PDE3A (Phosphodiesterase 3A, cGMP-inhibited). PDE3A
hydrolisiert cAMP und cGMP mit hoher Affinitdt und wechselseitig kompetitiv ®. Ein
Funktionszugewinn (gain-of-function) von PDE3A koénnte durch eine gesteigerte cAMP-
Hydrolyse zu unzureichenden cAMP-Konzentrationen fuhren, was wiederum eine reduzierte
Aktivierung von cAMP-abhangigen Proteinkinasen und damit einen erhéhten GefalRwiderstand
bedingen wiirde.®® Unmittelbar proximal zum Kopplungsintervall, jedoch iiber SNPs als fiir
Hypertonie/BDE ursachlich ausgeschlossen, war das fiir die Chondrogenese essentielle Gen L-
SOX5 lokalisiert.®® ® Mutationsanalysen der Exone dieser vier Gene mittels Sanger-

Sequenzierung waren negativ.

Hinsichtlich der iberzeugenden Phanotyprelevanz dieser Gene priften wir die Hypothese, dass
durch eine Inversion zwischen dem potentiellen BDE-Gen SOX5 und einem (oder mehreren)
der drei moglichen hypertonierelevanten Gene wichtige regulatorische Elemente abkoppelt sein

kénnten, was zu einer Fehlregulation der betroffenen Gene flhren sollte.

Mit funf BACs bzw. PACs, die in unmittelbarer Nahe zu den Kandidatengenen positioniert
waren, diese aber nicht tberspannten, fihrten wir FISH an Interphasekernen von betroffenen
und nichtbetroffenen tlrkischen Familienmitgliedern durch. Wir identifizierten ein komplexes
Rearrangement mit einer Deletion distal zu PDE3A und Reinsertion innerhalb des
Kopplungsintervalls und einer zusatzlichen Inversion distal zu SOX5. Die Kir6.1/SUR2

flankierenden BACs/PACs waren in die chromosomalen Umbauten nicht involviert.

Den Einfluss der Rearrangements auf die Funktionalitdt der Kandidatengene studierten wir an

sechs betroffenen und vier nicht betroffenen Mitgliedern der tirkischen Familie. Kleine Arterien
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wurden aus Gesalbiopsien prapariert. Ihre Kontraktibilitdt wurde unter Zugabe von KCI und
Norepinephrin und die Relaxation nach Exposition von Cromakalim (ATP-abhangiger
Kaliumkanalo6ffner), Glibenclamid (ATP-abhangiger Kaliumkanalinhibitor) und Milrinon (PDE3-
Inhibitor) im Myographen gemessen. Milrinon flihrte zu einer erhdohten Relaxation in zwei
Patienten. Mittels qRT-PCR wurde die Expression der vier Kandidatengene verifiziert. PDE3A
wurde in den alteren Betroffenen héher exprimiert als in jingeren und Nichtbetroffenen. Die
Anderung des Unterarm-Blutflusses wurde nach Infusionen von Diazoxid (ATP-abhéngiger
Kaliumkanalo6ffner), Isoproterenol (beta-Adrenorezeptor-Agonist) und Milrinon bestimmt. Sie
war jedoch nicht signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Gruppen. Systemisch zeigten
Betroffene eine deutlichere Reaktion des Blutdrucks auf Diazoxid und Nitroprussid
(Vasorelaxanz) und eine starkere Reaktion der Herzfrequenz auf Isoproterenol als
Nichtbetroffene.

Die wichtigste Erkenntnis dieser Arbeit war, dass Hypertonie/BDE ein Rearrangement-Syndrom
ist. Ob die untersuchten Kandidatengene in ihrer Funktionalitat aufgrund der chromosomalen
Umbauten beeinflusst sind, konnte nicht hinreichend geklart werden. PDE3A war in
Abhangigkeit vom Alter der Betroffenen in kleinen Arterien héher exprimiert. Arterienringe der
Betroffenen relaxierten starker nach PDE3-Inhibition, was jedoch auch bei niedriger Expression
bei einem der Studienteilnehmer der Fall war. Diese Diskrepanz blieb ungeklart. Wir
vermuteten, dass eine hohere vaskulare PDE3A-Expression moglicherweise nicht die Ursache

der Hypertonie sondern die Folge des erheblichen Blutdruckanstiegs im Alter ist.
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25 Eine Inversionsregion auf Chromosom 12p ist verantwortlich fiir Hypertonie und
Brachydaktylie und zeichnet sich durch multiples SpleiBen und nichtkodierende
RNA aus

Bahring S, Kann M, Neuenfeld Y, Gong M, Chitayat D, Toka HR, Toka O, Plessis G, Maass P,
Rauch A, Aydin A, Luft FC. Inversion region for hypertension and brachydactyly on chromosome
12p features multiple splicing and noncoding RNA. Hypertension, 2008. 51(2): p. 426-31.

Unsere intensiven klinischen Untersuchungen der tirkischen Familie mit Hypertonie/BDE-
Syndrom belegten, dass neben den Hauptphanotypen schwerer Bluthochdruck, Brachydaktylie
Typ E und Kleinwuchs eine Reihe weiterer intermediarer Phanotypen das Syndrom
charakterisieren. Die Hypertonie ist nicht salzsensitiv und es bedarf unterschiedlicher

49 Betroffene

Medikamentenklassen, um den Blutdruck effektiv zu senken.*"
Familienangehorige zeigen eine gestorte Barorezeptorfunktion und weisen ein neurovaskulares
Kontaktsyndrom mit linksseitigen Schlingen der Arteria cerebelli inferior posterior (PICA) auf.>*
%% Kultivierte Hautfibroblasten Betroffener haben im Vergleich mit Fibroblasten Nichtbetroffener
eine hdhere Proliferationsrate.*’ Die arterielle GefaBwand der Patienten ist aufgrund einer
Hyperplasie der Tunica media verdickt. Als molekulare Ursache des Syndroms waren komplexe
chromosomale Umbauten innerhalb der Kopplungsregion in der tirkischen Familie

nachgewiesen worden.®

In dieser Arbeit wurde anhand von FISH-Analysen von Interphasekernen in flnf
unterschiedlichen Familien gezeigt, dass chromosomale Rearrangements mit Hypertonie/BDE
assoziiert sind. Experimentell wurden 20 verschiedenfarbig fluoreszenzmarkierte BACs/PACs in
64 unterschiedlichen Dreierkombinationen auf Interphasekerne von jeweils mindestens zwei
Betroffenen und einem Nichtbetroffenen jeder Familie hybridisiert. Die nachgewiesenen
Rearrangements waren fir jede der Familien spezifisch, beinhalteten jedoch alle eine Inversion
mit einem Uberlappenden minimalen Intervall. Datenbankanalysen wiesen dieses als eine
genfreie Region aus, in der vier kartierte ESTs vorlagen. Um vollstandige cDNAs zu generieren
und gegebenenfalls einen offenen Leserahmen (ORF) zu identifizieren, wurden von den ESTs
ausgehend 5- bzw. 3-RACE-(rapid amplification of cDNA ends) PCRs mit RNA
phanotyprelevanter fetaler Gewebe (Aorta, Gehirn, Knorpel) durchgefihrt. Insgesamt wurden
zusatzlich zu den bekannten ESTs 16 unterschiedlich gespleildte partielle Transkripte und 12
RT-PCR Produkte mit in Abhangigkeit vom Ausgangsgewebe unterschiedlicher Exon-Nutzung
gefunden. Keines der Transkripte verfligte iber einen ORF, der groRer als 89 Aminosauren war
und eine vorhersagbare Kozak-Sequenz zur Translationsinitiation aufwies. Wir identifizierten

eine gendhnliche Struktur von 32 Exons sowohl in sense- als auch antisense-Orientierung.
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Um zu uberprifen, ob aufgrund der Inversion und der damit einhergehenden veranderten
chromosomalen Umgebung die regelrechte Expression der verschiedenartig gespleillten
Transkripte beeintrachtigt ist, wurden alle SpleiRvarianten mittels qRT-PCRs in Fibroblasten
betroffener und nichtbetroffener Familienmitglieder der tirkischen Familie getestet. Wahrend
zehn Varianten keine differentielle Expression zeigten, wurden zwei der zwolf Transkripte
ausschlief3lich in Fibroblasten nichtbetroffener Personen exprimiert. Beide RT-Amplikons trugen
das gemeinsame Exon22. Exon 22 war auf genomischer Ebene in den Betroffenen nicht

deletiert, wurde jedoch nicht transkribiert.

Eine In-silico-Analyse mit dem microRNA-Vorhersageprogramm MiRscan ergab Hinweise auf
das Vorliegen einer fir microRNAs typischen Haarnadelstruktur. microRNAs sind kleine
nichtkodierende RNAs von ca. 21-23 Nukleotiden Lange, die uber eine unvollstandig
komplementére Bindung bevorzugt in der 3’'UTR von Transkripten zu translationaler Repression
und mRNA-Destabilisierung fiihren.®® 8 Der Nachweis der vorhergesagten microRNA gelang
exemplarisch in der Fraktion kleiner Fibroblasten-RNAs eines Nichtbetroffenen, jedoch nicht

eines Betroffenen.

Das Hypertonie/BDE-Syndrom zeichnet sich durch multiple Phanotypen aus. Unsere Daten
legten nahe, dass es sich bei dem zugrundeliegenden genetischen Defekt um eine Inversion
handelt. Fehlregulierte nichtkodierende RNAs, die eine Vielzahl von Zielgenen regulativ

beeinflussen, kdnnten an der Auspragung des phanotypischen Spektrums beteiligt sein.
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2.6 Hypertonie im Kindesalter bei autosomal-dominanter Hypertonie und

Brachydaktylie

Toka O, Maass PG, Aydin A, Toka H, Hibner N, Rischendorf F, Gong M, Luft FC, Béahring S.
Childhood hypertension in autosomal-dominant hypertension with brachydactyly. Hypertension,
2010. 56(5): p. 988-94.

Die bisherigen phanotypischen Beschreibungen des Hypertonie/BDE-Syndroms bezogen sich
auf aus erwachsenen Betroffenen gewonnene Daten und Erkenntnisse. Die nunmehr
durchgefiihrte Studie hatte zum Ziel, Kriterien zur Diagnostik des Syndroms und der
Behandlung des Hochdrucks im Kindesalter zu erstellen. In diesem Zusammenhang sollten
insbesondere das erste Auftreten dokumentiert und die altersabhangige Entwicklung des

Hypertonus und der Brachydaktylie verfolgt werden.

Ein erneuter Besuch der Familie in der Tirkei im Jahr 2009 ermdéglichte es, 30 Kinder im Alter
von 1 bis 17 Jahren genauer zu untersuchen, von denen 12 vom Syndrom betroffen und 18
nicht betroffen waren. Verglichen wurden das Geburtsgewicht, Gréf3e und Gewicht unter der
Benutzung turkischer Perzentilen, die Langen der Metakarpalien, Basophalangen,
Mesophalangen und Telephalangen, systolischer, diastolischer und mittlerer Blutdruck nach
oszillometrischer Messung im Sitzen und Liegen.?® ®' Fiir die Analyse wurden beide Gruppen
jeweils in die Altersgruppen vor und nach dem prapubertaren Wachstumsschub unterteilt (1 bis
9 Jahre bzw. 10-17 Jahre).

Betroffene Kinder zeigten schon zur Geburt ein signifikant geringeres Geburtsgewicht.
Adipositas im Kindesalter gehdrte nicht zum Phanotyp. Brachydaktylie und Kleinwuchs waren
mit Sicherheit erst nach dem prapubertaren Wachstumsschub diagnostizierbar. Dagegen lagen
die Blutdruckwerte aller betroffenen Kinder Uber der 99. altersabhangigen Perzentile. Damit

konnten bereits Kinder ab dem dritten Lebensjahr eindeutig als hypertensiv klassifiziert werden.

Zusatzlich bestatigten wir in dieser Arbeit den Locus der Kopplungsregion des Syndroms
ausschlief3lich auf Chromosom 12p mit dem hochaufldsenden genomweiten SNP-Array 6.0 von
Affymetrix. Aufgrund der im Vergleich zur initialen Mikrosatellitenmarkeranalyse hdheren
Markerdichte konnte das Kopplungsintervall distal um 280 kb reduziert werden. Besonderes
Augenmerk wurde auf die Analyse von Kopienummervariationen (CNVs, Copy number
variations) gelegt. Es konnten keine mit dem Phanotyp gekoppelten grofleren Deletionen bzw.

Duplikationen nachgewiesen werden.
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Der wichtigste Befund dieser Studie war, dass ein systolischer Blutdruck, der Uber der 99.
altersabhangigen Perzentile liegt, das entscheidende Kriterium zur Diagnosestellung in den
jungsten Patienten war. Betroffene Kinder waren bereits vor dem prapubertaren
Wachstumsschub hypertensiv. Daraus folgend war unsere Empfehlung, Bluthochdruck als das
leitende Diagnostikkriterium flr Hypertonie/BDE-Syndrom im Kindesalter festzulegen. Aufgrund
der hohen Morbiditat und Mortalitdt des Syndroms empfahlen wir, bereits in der frihen Kindheit

mit einer antihypertensiven Therapie nach den entsprechenden Richtlinien zu beginnen.% %
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2.7 Ein cis-Regulator ist verantwortlich fiir die Herunterregulation von PTHLH bei der
Translokation t(8;12)(q13;p11.2) und fiihrt zu Brachydaktylie Typ E

Maass PG, Wirth J, Aydin A, Rump A, Stricker S, Tinschert S, Otero M, Tsuchimochi K, Goldring
MB, Luft FC, Bahring S. A cis-regulatory site downregulates PTHLH in translocation
1(8;12)(q13;p11.2) and leads to Brachydactyly Type E. Human molecular genetics, 2010. 19(5): p.
848-60.

Translokationen sind chromosomale Strukturaberrationen, die direkt durch die initialen
Chromosomenbriiche innerhalb von Genen oder durch Anderung der Chromosomenarchitektur

krankheitsassoziiert auftreten und weitervererbt werden konnen.

Sigrid Tinschert rekrutierte am Humangenetischen Institut der Charité eine Familie mit einer
Uber vier Generationen segregierenden BDE. Der Erbgang war autosomal-dominant. Die
betroffenen Familienmitglieder waren jedoch nicht hypertensiv. Im Indexpatienten war
karyotypisch eine Translokation 1(8;12)(q13;p11.2) nachgewiesen worden, die mit dem
Phanotyp BDE generationenlbergreifend assoziiert war. Die Familie war fir uns von grol3em
Interesse, da einer der Bruchpunkte nach G-Banderung zur chromosomalen Bande 12p12.1-
p11.2 des Kopplungsintervalls fir Hypertonie/BDE zugeordnet werden konnte. Gegebenenfalls
ware das gleiche Gen verantwortlich fir die Auspragung der BDE beim Hypertonie/BDE-

Syndrom.

Initial wurden im Metaphase-FISH die Bruchpunkte unter Nutzung von fluoreszenzmarkierten
YACs und BACs kartiert. Der Bruchpunkt 12p11.2 befand sich proximal zur Hypertonie/BDE-
gekoppelten Region. Die anschlieBende Feinkartierung erfolgte Uber Pulse-Field-
Elektrophoresen und Southernblotting. Im Anschluss daran wurden die Bruchpunkte mittels
PCR amplifiziert und sequenziert. Der Bruchpunkt auf dem derivativen Chromosom 8 [der(8)]
wurde ca. 86 kb entfernt zum Exon 1 von PTHLH (Chromosom 12p11.2) lokalisiert. Der
Bruchpunkt auf dem derivativen Chromosom 12 [der(12)] wurde im Intron 2 des Gens KCNB2
(Chromosom 8qg13) identifiziert. KCNBZ2 wurde als chondrogenes Entwicklungsgen u. a. anhand
von In-situ-Hybridisierungen in verschiedenen fetalen Mausstadien ausgeschlossen. PTHLH
und sein Genprodukt PTHrP spielen in der Skelettentwicklung eine essentielle Rolle.”” Die
Charakterisierung der Bruchpunkte zeigte flr der(8) hochkonservierte Bindungsstellen fir den
Transkriptionsfaktor AP-1 (Activator protein 1) auf 12p11.2 sowie ein Bindungsmotiv fiir C-ets-1,
das infolge der Translokation von 8q13 auf der(8) verlagert wurde. Der der(12)-Bruchpunkt
hingegen war nicht konserviert. Im EMSA (electrophoretic mobility shift assays) banden sowohl
AP-1  (c-Jun) als auch C-ets-1 an den der(8)-Bruchpunkt. In ChIP (chromatin
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immunoprecipitation)-Experimenten mit AP-1- bzw. C-ets-Antikbrpern und Chromatin von
chondrogen differenzierten Fibroblasten von einem BDE-Patienten konnten wir eine
Anreicherung des der(8)-Bruchpunktes fiir beide Transkriptionsfaktoren nachweisen. Dagegen
war am Wildtypallel des Chromosoms 12 die AP-1 Bindung reduziert und C-ets-1 nicht
angereichert. Basierend auf diesen Daten und den zusatzlich nachgewiesenen
euchromatischen Histonmodifikationen H3K4me1 und H3K4me3 postulierten wir fir den der(8)-
Bruchpunkt die Funktion eines cis-regulatorischen Elements. Wir folgerten, dass eine
Dysregulation von PTHLH (infolge der Translokation zu einer gestérten chondrogenen
Differenzierung und damit zur Auspragung der BDE fihrt. Ursachlich dafiir sollte entweder der
direkte epigenetische Einfluss des der(8)-Bruchpunktes oder die translokationsbedingte
Abkopplung gewebespezifischer cis-regulatorischer Elemente sein. Unsere Daten favorisierten

die erstgenannte Mdglichkeit.

Die chondrogene Differenzierung von Patienten- und Kontrollfibroblasten erlaubte den direkten
Nachweis der spezifischen chondrogenen PTHLH-Expression am BDE-Phanotyp. PTHLH
wurde nach chondrogener Induktion in nichtbetroffenen Individuen verstarkt exprimiert,
wohingegen die Expression des Gens im BDE-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen gering
war. Der gleiche Effekt auf die Expression konnte bei den direkten chondrogenen PTHLH-
Zielgenen ADAMTS-7 und ADAMTS-12 nachgewiesen werden.** %

Fir eine weitere funktionelle Analyse des Regulationspotentials des der(8)-Bruchpunktes auf
den PTHLH-Promotor wurden in vitro Reportergenassays in einer murinen und einer humanen
Chondrozytenzelllinie durchgefuhrt. Eine consensus C-ets-1 (EBS)-Sequenz, die Wildtypallel-
Sequenz des Bruchpunkts auf Chromosom 12 wt(12) und der der(8)-Bruchpunkt wurden vor
den PTHLH-Gesamtpromotor kloniert. Wahrend AP-1 allein [wt(12)] die Aktivitat des Promotors
stark aktivierte, verhinderte die Prasenz der EBS-Bindungsstelle am der(8)-Bruchpunkt diesen
Effekt. Wir schlussfolgerten, dass AP-1 einen positiven transaktivierenden Effekt auf den
PTHLH-Promotor hat, wahrend C-ets-1 als Folge der Translokation die von AP-1 vermittelte

PTHLH-Expression negativ moduliert.

Die wichtigste Aussage dieser Studie war, dass eine translokationsbedingte Verminderung der
Expression von PTHLH in der Chondrogenese ursachlich fir BDE ist. Eine Verbindung dieses
seit langem wissenschaftlich untersuchten Gens (3686 PubMed Eintrage) zu einer
humangenetischen Erkrankung war bis zu dieser Arbeit nicht bekannt. Kurze Zeit spater
veroffentlichten  Klopocki et al., dass eine Deletion von und heterozygote

Funktionsverlustmutationen in PTHLH ursachlich fir isoliete BDE mit Kleinwuchs sind.®®
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Zusatzlich zeigt unsere Arbeit die translokationsbedingte epigenetische Dysregulation des
PTHLH-Gens durch die Transkriptionsfaktoren AP-1 und C-ets-1 am Bruchpunkt der(8).
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2.8 Eine deplazierte IncRNA verursacht Brachydaktylie beim Menschen

Maass PG, Rump A, Schulz H, Stricker S, Schulze L, Platzer K, Aydin A, Tinschert S, Goldring
MB, Luft FC, Bahring S. A misplaced IncRNA causes brachydactyly in humans. The Journal of
Clinical Investigation, 2012. 122(11): p. 3990-4002.

Primares Ziel der Arbeit war die Detektion der cis-regulatorischen Elemente (CREs) von PTHLH
wahrend der Chondrogenese und die Aufklarung des Mechanismus ihrer aufgrund
translokationsbedingter Positionseffekte veranderten Interaktion mit dem Zielgen, die im Fall

zweier Translokationsfamilien zu BDE fiihrten.

Wir untersuchten eine zweite Familie mit autosomal-dominanter BDE und einer balancierten
Translokation t(4;12)(q13.2-13.3;p11.2). Der Bruchpunkt des derivativen Chromosoms 4 [der(4)]
befand sich in einer Distanz von ca. 145 kb zu PTHLH und lag damit ca. 45 kb vom der(8)-
Bruchpunkt der ersten Translokationsfamilie zentromerwérts gerichtet entfernt. Die Expression
von PTHLH und seinen Zielgenen ADAMTS-7 und ADAMTS-12 war in chondrogen
differenzierten Fibroblasten der BDE-Patienten stark reduziert und mit BDE in betroffenen
Familienmitgliedern korreliert. Hypothetisch war in beiden BDE-Familien von einer
translokationsbedingten Trennung cis-aktiver Regulatoren auszugehen, deren chromosomale

Abkopplung die PTHLH-Dysregulation und die damit einhergehende BDE bedingten.

Um die nativen PTHLH CREs zu identifizieren, wurden an sonifizietem Chromatin der
humanen Chondrozytenzelllinie C28/I2 Chromatin-Immunoprézipitationen (ChIP) mit
Antikdrpern gegen RNA-Polymerase 1l und gegen die Histonmodifikation H3K4me1
durchgefihrt und das isolierte Chromatin im Anschluss zirkularisiert (chromosome conformation
capture with ChIP, circularization and cloning - 6C). Uber inverse Ring-PCR mit
Primersequenzen des PTHLH-Promotors wurden die im Chromatinkomplex gebundenen
unbekannten CREs amplifiziert und sequenziert. Der Promotor des chondrogenen
Transkriptionsfaktors SOX9, dessen Regulation liber gewebespezifische CREs bereits bekannt
war, diente als Positivkontrolle. Fir PTHLH wurden neun CREs auf Chromosom 12 und fir
SOX9 vier CREs auf Chromosom 17 identifiziert. Uberraschenderweise wurde eines der CREs
im Abstand von mehr als 24,4 Mb zum PTHLH-Promotor auf Chromosom 12q ebenfalls in trans
in Verbindung mit dem SOX9-Promotor nachgewiesen. Aufgrund der cis- und frans-
chromosomalen Interaktion nannten wir dieses regulatorische Element CISTR-ACT (cis and

trans acting).
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Das regulatorische Potential auf den assoziierten Promotor von drei ausgewahlten CREs mit

dem hdchsten Konservierungsgrad wurde mittels Reportergenassays verifiziert.

Voraussetzung flir eine funktionale rdumliche Interaktion zwischen einem entfernt lokalisierten
CRE und dem zugehdrigen Promotor ist die Bildung einer Chromatinschleife (chromatin loop).
Auch frans-Interaktionen sollten sich durch geringe nukledre Distanzen physikalisch
nachweisen lassen. In Kolokalisations-FISH-Experimenten an C28/12-Interphasekernen wurden
die Distanzen zwischen jeweils einem CRE und dem assoziierten Promotor mikroskopisch
vermessen und im Vergleich zu angemessenen Kontrollen einer statistischen Analyse
unterzogen. Die drei ausgewahlten CREs und ihre Interaktionen in cis bzw. in trans lieRen den
Schluss zu, dass sie eine signifikant geringere nukleare Distanz zu PTHLH oder SOX9

aufwiesen als die Kontrollen.

Interessanterweise fanden wir einen die CISTR-ACT-Region Uberspannenden EST im UCSC
Genome Browser. In RACE-Experimenten an C28/12-RNA identifizierten wir diesen als lange
nicht-polyadenylierte nichtkodierende RNA (IncRNA). IncRNAs kénnen, analog zu Enhancern,
Zielgene regulieren, die mehrere Megabasen von ihnen entfernt liegen.” Wir stellten die Frage,
ob diese IncRNA selbst einen regulativen Einfluss auf die Expression von PTHLH in cis und
SOXQ9 in trans hat. Die Depletion der IncRNA und der Transkripte der beiden kodierenden Gene
PTHLH und SOX9 in der Chondrozytenzelllinie C28/12-Zellen mittels siRNA deckte ein
expressionsabhangiges Netzwerk auf, wobei die Repression der IncRNA zur Verminderung der
PTHLH- und SOX9-Expression fuhrte, die Depletion von PTHLH und SOX9 jedoch die

Expression der INcCRNA verstarkte.

Genomweit konnten wir im Expressionsarray nach Depletion bzw. Uberexpression der IncRNA
in C28/12-Zellen nachweisen, dass Cluster mit chromatinremodulierenden Genen und
essentiellen Morphogenesegenen der friihen Gliedmalfienentwicklung und der Chondrogenese
differentiell exprimiert werden.

Im né&chsten Schritt untersuchten wir, ob und inwieweit die beiden Translokationen
t(4;12)(913.2-13.3;p11.2) und t(8;12)(q13;p11.2) neben einer reduzierten PTHLH-Expression
auch eine veranderte Expression der IncRNA und SOX9 in chondrogen differenzierten
Fibroblasten der BDE-Patienten bedingen. Im BDE-Patientenmaterial war, aquivalent zur
Depletion von PTHLH in C28/12-Zellen, die Expression der IncRNA signifikant erhéht. SOX9 war
nur unwesentlich niedriger exprimiert als in den Kontrollen. Um zu ermitteln, ob beide Gene
durch die IncRNA direkt okkupiert werden und ob die Interaktion zwischen den betroffenen
Genen und der IncRNA in BDE-Translokationspatienten gestort ist, nutzten wir die Methode der

Chromatinisolation mittels RNA-Aufreinigung (ChIRP - chromatin isolation by RNA purification).
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Wir konnten zeigen, dass die IncRNA in der Chondrozytenzelllinie an beide Gene bindet,
sowohl an PTHLH als auch an SOX9. In BDE-Translokationspatienten war die Bindung an
PTHLH jedoch signifikant geringer. Die Bindung an das SOX9-Gen war in Patienten nahezu

unverandert.

Analoge Experimente mit Maus- und Rattenchondrozytenlinien belegten, dass es sich bei
CISTR-ACT um einen evolutionar konservierten Mechanismus handelt, der auch die regulativen
Effekte einer nichtkonservierten IncRNA auf PTHLH und SOX9 einschliel3t.

In transgenen Mausembryonen mit dem humanen und Maus-CISTR-ACT wiesen wir eindeutig
die mesenchymale und prachondrogene Beteiligung des Regulators wahrend der

GliedmaRenentwicklung nach.

Unsere Daten belegen, wie eine translokationsvermittelte Unterbrechung der PTHLH—(CISTR-
ACT)-Assoziation zur Erkrankung BDE fiihrt. Sie geben einen neuen Einblick in die Komplexitat
der dahinter liegenden molekularen pathogenen Mechanismen. Chromosom 12 (PTHLH; CISR-
ACT) und Chromosom 17 (SOX9) nehmen im Zellkern benachbarte Territorien ein.®” Wir
postulierten, dass PTHLH und SOX9 einer chondrogenen Transkriptionsfabrik angehdéren. Im
Falle der hier untersuchten Translokationen verbleibt das derivative Chromosom 12 und somit
CISTR-ACT in seinem chromosomalen Territorium und kann weiterhin mit SOX9
kommunizieren, wohingegen PTHLH in das Territorium des Chromosoms 8 bzw. 4 transloziert
wird. Damit ist ein Zugang zu seinem Regulator CISTR-ACT verhindert. Die gewebespezifische
rickgekoppelte Expressionsregulation von PTHLH und IncRNA kann nicht stattfinden, was zu

einer gestoérten Chondrogenese und im Ergebnis zur Auspragung des BDE-Phanotyps fuhrt.
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3. Diskussion

Die Aufklarung der genetischen Ursachen der Hypertonie verspricht eine objektive, von
bekannten physiologischen Vorgangen unabhangige, Herangehensweise, die Pathogenese des
Bluthochdrucks zu verstehen, was zuklnftig gegebenenfalls zur Identifizierung neuer
Zielmolekule fur therapeutische Interventionen fihren kann. Neuere Studien bestatigen die
genetische Determiniertheit des Blutdrucks und schatzen ihren Anteil auf 31-67%.% %° Trotz des
betrachtlichen technologischen Fortschritts gestaltet sich die Identifizierung der genetischen
Mechanismen, die der essentiellen Hypertonie, aber auch anderen komplexen humanen
Erkrankungen zugrunde liegen, weiterhin schwierig. Der Grofdteil der genetischen Faktoren
bleibt aufgrund der Komplexitdt des Merkmals Hypertonie weiter ungeklart. Mit grol3er
Wahrscheinlichkeit ist die Blutdruckvariabilitat in der allgemeinen Bevolkerung auf eine héhere
Anzahl von Genen und deren Regulatoren als erwartet zuriickzufiihren. Dabei hat jedes Gen fiir

sich moglicherweise nur einen kleinen Effekt auf die Regulation des Gesamtgeschehens.

Einen grolRen Fortschritt hinsichtlich der Identifikation von neuen blutdruckrelevanten Genen
versprach man sich durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS, genome wide associaten
studies). GWAS nutzen Sets genomweit relativ dicht verteilter haufiger SNPs (common
variants). In den letzten Jahren wurden, auf groRBe Personengruppen mit vielen tausend
Probanden zurlickgreifend, mehrere GWAS mit systolischem und diastolischem Blutdruck als
quantitatives Merkmal durchgefihrt. Diese GWAS identifizierten 41 Loci mit der ausreichenden
signifikanten statistischen Assoziation.'”'% Sie bestitigten die Annahme, dass zahlreiche
genetische Varianten den Blutdruck in der menschlichen Population beeinflussen. Jedoch hatte
jede der bisher auf diesem Wege identifizierten Varianten nur einen sehr geringen Effekt auf
den Blutdruck. So wurde abgeschatzt, dass 29 Loci nur ca. 0,9% der phanotypischen Varianz

am systolischen und diastolischen Blutdruck erklaren.'®*

Der gemeinschaftliche Effekt aller
Uber GWAS identifizierten blutdruckassoziierten Loci erklart nur ca. 2% der
Blutdruckheritabilitat.'® Dafiir gibt es mehrere mégliche Erklarungen: Erstens ist die fir die
SNP-Arrays ausgewahlte Variantendichte zu gering. Es ist deshalb relativ unwahrscheinlich,
dass die ursachlichen Polymorphismen tatsachlich auf dem Array enthalten sind und detektiert
werden kdnnen. Zweitens sind SNPs nur Marker flr potentielle genomische Loci. Sie kénnen im
Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium) liegen und eine weit groflere genomische
Region und damit andere funktionelle Varianten reprasentieren. Drittens bezieht sich die
Auswertung der assoziierten SNPs nur auf die unmittelbar benachbarten Gene. Epigenetische
Kontrollregionen werden damit nicht erfasst. Unsere eigenen Daten haben gezeigt, dass

Kontrollregionen in grof3er Distanz zum regulierten Gen oder gar auf anderen Chromosomen
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lokalisiert sein konnen.”” Erstaunlicherweise wurde nur eines der vorher in monogenen
Hochdruckfamilien gefundenen Gene in GWAS detektiert (CYP17A1). ' Die Definition von
klinischen Subphanotypen konnte fiir den Nachweis seltener assoziierter Varianten daher
geeigneter sein als die Nutzung der Blutdruckwerte als alleiniges quantitatives Merkmal selbst.
Varianten von blutdruckregulierenden Genen mit groReren Effekten kdnnen relativ rar sein, so
dass sie in der Breite der Kohorte nicht signifikant genug assoziiert sind. Eine eindrucksvolle
Studie lieferte das Labor von Richard Lifton. In mehr als 5000 Personen der Framingham Heart
Study suchten sie nach Mutationen in drei Genen (SLC12A3, SLC12A1, KCNJ1), die fur die
monogenen rezessiven Erkrankungen Bartter-Syndrom und Gitelmann-Syndrom ursachlich
sind. Beide Syndrome sind durch niedrigen Blutdruck und Salzverlust charakterisiert. In diesen
drei Genen wurden 30 funktionelle Mutationen gefunden, die im heterozygoten Zustand mit
niedrigeren Blutdruckwerten assoziiert und protektiv fir Hypertonie waren. Bei den Mutationen
handelte es sich um seltene Varianten, die jedoch einen relativ groRen Effekt auf den Blutdruck
hatten.'”” Zusétzlich verdeutlichte diese Studie erneut zwei grundlegende Sachverhalte: Zum
einen wurde bestatigt, dass die veranderte renale Salz-Wasser-Regulation zur Blutdruckvarianz
in der Allgemeinbevdlkerung beitragt, und zum anderen wird wiederholt erkennbar, dass die
Untersuchung seltener monogener Formen komplexer Erkrankungen zur Identifizierung von
Genen nach wie vor wichtige grundlegende Erkenntnisse zum pathophysiologischen

Gesamtgeschehen liefert.*®

Die Niere ist nur eines der zur Blutdruckhomoéostase beitragenden Systeme. Sie kontrolliert den
Salz—Wasser-Haushalt und somit das zirkulierende Blutvolumen. Neue Studien belegen, dass
dabei dem Interstitium der Haut als Natriumspeicherreservoir eine entscheidende Bedeutung
zukommt, da es die Wirkung der Natriumanreicherung auf das intravaskulare Volumen und den
Blutdruck puffern kann.'®® Vasoaktive Hormone, die Aktivitdt des zentralen und autonomen
Nervensystems, immunologische und Entziindungsprozesse und nicht zuletzt die Kontraktibilitat
der GefaRmuskulatur sind an der Regulation des Blutdrucks beteiligt."” Hypertonierelevante

Gene sollten in allen diesen physiologischen Regelsystemen zur Blutdruckvarianz beitragen.

Das Bilginturan-Syndrom als autosomal-dominant vererbte Hypertonie, die ohne Ausnahme in
Assoziation mit BDE auftritt, entspricht pathophysiologisch der essentiellen Hypertonie in der
Allgemeinbevélkerung. Unbehandelt fiihrt der enorme Bluthochdruck zu Schlaganfall vor dem
50. Lebensjahr. Die Hypertonie ist das leitende Diagnostikkriterium des Syndroms und bereits
im friilhen Kindesalter nachweisbar.®* Unsere weitreichenden klinischen und physiologischen
Untersuchungen konnten sekundare Hypertonieformen und eine Beteiligung der Salz-Wasser-
Regulation ausschlieRen.*’  Ahnlich wie bei essentiellen Hypertonikern senkt nur die

Kombination mehrerer antihypertensiver Medikamentenklassen den Blutdruck normgerecht.*?
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Zusatzlich konnten wir eine Reihe intermedidrer Phanotypen charakterisieren. Betroffene
zeigen einen erhdhten Gefallwiderstand, der mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Hyperplasie
der peripheren Gefalmuskulatur zuriickzufiihren ist.”> Hautfibroblasten Betroffener zeichnen
sich durch eine erhohte Proliferationsrate aus.*' Beides lasst auf einen Einfluss der genetischen
Ursache(n) fir das Syndrom auch auf die Zellzyklusregulation schlieRen. In allen untersuchten
Patienten mit dem Syndrom sind GefaRanomalien in Form von Gefal3schlingen der Arteria
cerebelli inferior posterior (PICA) im Bereich der linksseitigen ventrolateralen Medulla

t.>* Der Beweis daflr, dass

nachweisbar, was fur ein neurovaskuldres Kontaktsyndrom sprich
der neurovaskulare Kontakt tatsachlich den Hypertonus bedingt, wurde bislang jedoch nicht
erbracht. Das Risiko, das mit einem neurochirurgischen Eingriff zur mikrovaskularen
Dekompression einhergeht, ist unverhaltnismalig hoch und daher von uns nicht verantwortbar.
Das autonome Nervensystem ist an der Auspragung des Hochdrucks beim Hypertonie/BDE-
Syndrom beteiligt. Betroffene haben eine Stérung des Barorezeptorreflexes und sind nicht in
der Lage, Blutdruckschwankungen zu puffern, wohingegen die Baroreflexkontrolle der Herzrate
nur geringfligig gestort ist.>> * Ein Ausdruck der Barorezeptorfunktionalitat ist die Anderung des
systolischen und diastolischen Blutdrucks zwischen liegender und stehender Position. Die
systolische Blutdruckdifferenz bei Lageverdnderung wurde in einer anderen genomweiten
Kopplungsanalyse auf den kurzen Arm von Chromosom 12 als einzigem Locus kartiert; dieser
iberlappt mit dem Hypertonie/BDE-Locus."'® Uberraschenderweise sind selbst bei &lteren
Patienten mit Hypertonie/BDE keine Arteriosklerose, Nephrosklerose oder
Augenhintergrundverdnderung nachweisbar.*> Auch die sonst bei Hypertoniepatienten haufig
auftretende linksventrikulare Hypertrophie ist trotz der enormen Blutdruckwerte nur schwach
ausgepragt. Neben den beschriebenen pathogenen Effekten scheinen die dem Syndrom
zugrundeliegenden genetischen Defekte offenbar auch eine protektive Wirkung hinsichtlich

hochdruckbedingter Folgeschaden zu haben.

Die Kopplungsanalyse unter Einbeziehung von flinf Familien mit unterschiedlichem genetischen
Hintergrund und dem japanischen Deletionspatienten flihrte zu einem Kopplungsintervall von 6
cM auf dem kurzen Arm von Chromosom 12. Physikalisch erstreckt sich diese Region im
humanen Referenzgenom vom Februar 2009 (UCSC; GRCh37/hg19) Uber eine Distanz von
3.178.336 bp, die zwischen den SNP-Markern rs2044316 und rs1899920 lokalisiert ist. Die
distale Grenze des Intervalls wird durch die in den USA rekrutierte Familie festgelegt. Die
proximale Grenze definiert die turkische Familie. Die chromosomale Region Uberlappt mit dem
Locus fir essentielle Hypertonie in einem chinesischen Patientenkollektiv, was die Bedeutung
des Chromosomenabschnittes fiir den komplexen Phanotyp Bluthochdruck unterstreicht.”” Von
vier Familien und einem spontanen Fall mit Hypertonie/BDE verfligten wir Gber kultivierte

Zellen. Mittels FISH an Interphasekernen konnten wir in allen Fallen individuelle familiare
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chromosomale Rearrangements innerhalb der Kopplungsregion nachweisen. Allen
Rearrangements war eine Inversion im proximalen Teil des Kopplungsintervalls oder Uber
diesen hinaus gemeinsam.®® Der minimale gemeinsame invertierte Chromosomenabschnitt
umfasst ca. 453 kb, wird durch die BACs RP11-114G22 und CITB-345P1 definiert und befindet

sich zwischen den beiden Genen ETNK1 (ethanolamine kinase 1) und SOX5.

In Positionsklonierungsstrategien zur Identifikation von krankheitsassoziierten Genen ist jedes
im Kopplungsintervall lokalisierte Gen aufgrund seiner allelischen Kosegregation mit dem
Phanotyp ein Positionskandidat.""’ Nachdem die Mutationsanalysen der ersten Gene nach
Aufklarung der Exon-Intron-Struktur auf der Basis von BAC- und PAC-Klonen durch uns erfolgt
war, basierte sie nachfolgend auf dem humanen Referenzgenom der Bilder hg16, hg17 und

hg18 (http://genome.ucsc.edu). Im Marz 2006 waren 18 Gene im Kopplungsbereich annotiert.

In keinem der Gene war eine Mutation mittels Sanger-Sequenzierung nachweisbar. Auf der
Grundlage von vier ESTs identifizierten wir in der Inversionsregion insgesamt 32 Exone, die
entweder auf dem Plus- oder auch auf dem Minusstrang der DNA liegen. In Abhangigkeit vom
Ausgangsgewebe wurden diese in unterschiedlicher Weise zu IncRNAs gespleift.®® Die Anzahl
der Gene im humanen Referenzgenom des aktuellen Bildes GRCh37/hg19 hat sich um nur
einen ORF (open reading frame) erhoht, jedoch sind eine Vielzahl annotierter Transkripte mit
zusatzlichen Exonen, aktualisierten UTRs (untranslated regions), Spleilvarianten, IncRNAs und
microRNAs hinzugekommen. Die von uns identifizierten IncRNAs sind heute ebenfalls fast
vollstandig in den Datenbanken (NCBI: http://www.ncbi.nilm.nih.gov/nuccore; UCSC: Human
mRNAs, Spliced ESTs) enthalten (Abb. 3). Um einen volistandigen Uberblick aller
Sequenzvarianten im Kopplungsintervall zu erhalten und die genomische Struktur der
Rearrangements aufzuklaren, wurden DNAs von Mitgliedern dreier Familien mit
Hypertonie/BDE einer genomweiten Sequenzierung unterworfen. Die Daten werden

gegenwartig analysiert.
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Abb. 3: Kopplungsintervall fiir Hypertonie/BDE auf dem kurzen Arm von Chromosom 12.

Die physiologischen und molekularbiologischen funktionellen Untersuchungen der
phanotyprelevanten Kandidatengene PDE3A, KCNJ8/ABCC9 und SOX5 lieferten keine
hinreichenden Belege fiir deren Kausalitat fiir das Syndrom.®> KCNJ8/ABCC9 und SOX5 waren
in den untersuchten Patientenmaterialien von Fibroblasten und peripheren Arterien im Vergleich
zu nichtbetroffenen Kontrollpersonen nicht differentiell exprimiert. Die Expression von PDE3A
war ausschlie3lich in den peripheren Gefallen alterer Betroffener erhoht. In Fibroblasten
Betroffener war fir keines der 18 Gene ein Expressionsunterschied zu Nichtbetroffenen
nachweisbar (unveréffentlichte Daten). Zehn Spleildvarianten der IncRNAs der Inversionsregion
zeigten ebenfalls keine differentielle Expression in Fibroblasten betroffener und nichtbetroffener
Familienmitglieder. Zwei der zwdlf Transkripte wurden allerdings ausschlielich in Fibroblasten
nichtbetroffener Personen exprimiert. Sie enthielten beide ein Exon, flir das eine fiir microRNAs
typische Sekundérstruktur vorhergesagt werden konnte.®® Die nur partielle Komplementaritat zu
den Zieltranskripten ermdglicht einer einzelnen microRNA die regulatorische Einflussnahme auf
eine Vielzahl unterschiedlichster Proteine innerhalb einer Zelle. Unser Ziel war es, die Existenz
der vorhergesagten microRNA gewebespezifisch nachzuweisen, ihre Zieltranskripte zu
identifizieren und eine maogliche differentielle Expression der Proteine in Betroffenen und
Nichtbetroffenen zu untersuchen, um einen kausalen Zusammenhang zu Hypertonie/BDE zu
belegen. Unter Berlcksichtigung unserer Befunde, dass Hypertonie/BDE eine Erkrankung ist,
die im Skelett-, im Gefall- und im Nervensystem manifestiert ist, wahlten wir verschiedene
humane Zelllinien, die die phanotyprelevanten Gewebe reprasentieren. Wir konnten im

Northern Blot niedrig exprimierte kleine RNAs von 18, 21 und 24 Nukleotiden nachweisen. Zum
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experimentellen Nachweis, welche Proteine durch die Wirkung dieser kleinen RNAs
gegebenenfalls reprimiert wirden, transfizierten wir die microRNA in humane Chondrozyten
(C28/12) und Endothelzellen (EA.hy926) unter Zusatz von Aminosauren, die mit stabilen
Isotopen markiert waren (pSILAC; pulsed stable-isotope labeling with amino acids in cell
culture). Die neu synthetisierten Proteine wurden massenspektrometrisch analysiert. Die dabei
identifizierten, negativ regulierten Proteine gaben Einblicke in Signalwege der Chondrogenese
und Angiogenese. Unter ihnen fanden wir Mitglieder des TGF-beta-Signalweges, u. a. Endoglin
(unveroffentlichte Daten). Entscheidend fir die syndrombezogene Rolle der microRNA ist
jedoch deren differentielle Regulation im Patienten- versus Kontroligewebe. Fibroblasten und
LCLs waren die einzig verfliigbaren =zellularen Ressourcen von Patienten und deren
nichtbetroffenen Familienangehdrigen. In ihnen war eine differentielle Expression zwischen
Betroffenen und Nichtbetroffenen nicht nachweisbar. Wir gehen davon aus, dass diese nur in
Zell- bzw. Gewebesystemen detektiert werden kann, die reprasentativ flir die jeweiligen
Phanotypen sind. Gegenwartig generieren wir induzierte pluripotente Stammzellen (iPS cells;
induced pluripotent stem cells) von Patienten und nichtbetroffenen Mitgliedern der tirkischen
Familie. Zusatzlich etablierten wir die Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen (MSC).
Unser gegenwartiges Engagement gilt der Differenzierung der Stammzellen in glatte
Gefallmuskelzellen (VSMCs), Endothelzellen, Kardiomyozyten, neuronale Zellen und

Chondrozyten.

Unsere Fokussierung auf Translokationsfamilien mit BDE ohne Hypertonie hatte zum Ziel,
Mechanismen zu identifizieren, die ebenfalls von Relevanz fiir Hypertonie/BDE sein kdnnten.
Beiden untersuchten Familien war gemeinsam, dass einer der Bruchpunkte auf dem kurzen
Arm von Chromosom 12 lokalisiert war.” /" Diese Arbeiten fiihrten uns auf das Gebiet der
Epigenetik und gewebespezifischen Genregulation. Ursachlich fir die BDE ist die
translokationsbedingte Abkopplung des fir die GliedmaRenentwicklung essentiellen
regulatorischen Elementes CISTR-ACT von dem von ihm regulieten Gen PTHLH, was zur
Dysregulation eines transkriptionsabhangigen Netzwerkes fihrt, dem PTHLH, SOX9 und eine
IncRNA angehdren. In den die Translokation tragenden BDE-Patienten ist die Bindung der
IncRNA im PTHLH-Gen reduziert, was zu einer verminderten Expression von PTHLH flhrt ”
"2 Das haploinsuffiziente Gen PTHLH ist das einzige BDE-Gen auf Chromosom 12.% Es liegt
jedoch nicht im, sondern proximal zum Kopplungsbereich von Hypertonie/BDE. Die logische
Frage, die sich ergab, war die, ob PTHLH auch in Patienten mit Hypertonie/BDE fehlreguliert
ist. In Fibroblasten von betroffenen und nichtbetroffenen tirkischen Familienmitgliedern ist
PTHLH nicht differentiell exprimiert. Werden die Fibroblasten jedoch chondrogen differenziert,
ist die mMRNA-Expression von PTHLH in Betroffenen signifikant vermindert (unpublizierte Daten)

(Abb.4). Ob die Inversionsregion mit inren ncRNAs &quivalent zur Translokation eine Anderung
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der Chromatinarchitektur bewirkt und dies Auswirkungen auf die Expression sowohl der
ncRNAs selbst als auch potentieller Zielgene, u. a. PTHLH, hat, wird Gegenstand zukinftiger
Arbeiten sein. Wir werden die aus Patienten- und Kontrollstammzellen differenzierten Zelltypen
nutzen, um intra- und interchromosomale Regulatoren und Chromatininteraktionspartner zu
identifizieren (ChIA-PET; Chromatin Interaction Analysis by Paired-End Tag Sequencing).
Transkriptomsequenzierung wird uns einen Einblick in die qualitative und quantitative
Zusammensetzung der IncRNAs und kleinen RNAs der Inversionsregion, der Gene des
Kopplungsintervalls und aller genomweit exprimierten RNAs liefern. Durch Kombination der
Daten hoffen wir, jene zelltypspezifischen Regulationsmechanismen erschlieen zu kénnen, die

die Auspragung des Syndroms und seiner Phanotypen auf zellularer Ebene bedingen.
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Abb.4: PTHLH im Kontext des Hypertonie/BDE-Syndroms

Gezeigt werden die Chromsomenbanden 12p12.2 bis 12p11.23 mit der Kopplungsregion des
Hypertonie/BDE-Syndroms, der integrierten Inversion und den darin kodierten ncRNAs. PTHLH ist 4,6
Mb proximal zum Kopplungssegment lokalisiert. In Mikromassekulturen wurden Fibroblasten von
betroffenen und nichtbetroffenen Mitgliedern der tlrkischen Familie in Chondrozyten differenziert. PTHLH
ist in Fibroblasten nicht differentiell zwischen den beiden Gruppen exprimiert, in Chondrozyten dagegen

ist seine Expression in Betroffenen signifikant vermindert.
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Inwieweit die Regulation von PTHLH oder der Signalweg, in den es integriert ist, auch an der
Auspragung der Hypertonie des Hypertonie/BDE-Syndroms beteiligt sind, ist noch ungeklart.
Auf die vielfaltigen Funktionen des Gens wurde bereits hingewiesen. Alternatives Spleilden
generiert unterschiedliche mRNAs. Zusatzlich unterliegt das initiale Translationsprodukt
verschiedenen endoproteolytischen Spaltungen. PTHLH kodiert fir drei verschiedene
funktionelle Peptide. Die Aminosaurereste 1-37 bilden das N-terminale Peptid, das
parathormonahnliche und wachstumsregulatorische Funktionen ausiibt. Die hohe Homologie
zum Parathormon (PTH) war ausschlaggebend fir die Namensgebung sowohl des Gens als
auch des Proteins (PTHrP). Die Aminosauren 38-93 enthalten ein Kernlokalisationssignal,
regulieren den Kalziumtransport und die Zellproliferation."’® Die C-terminale Domane (AS 102-
141) moduliert Osteoklastenaktivitat und ist auch unter dem Namen Osteostatin bekannt.'™* '
PTHrP hat RNA-bindende Eigenschaften und ist in einigen Zelltypen im Nukleolus lokalisiert,
was vermuten lasst, dass es an der Regulation des RNA-Trafficking, der Ribosomendynamik
und/oder der Translation beteiligt ist."'® Das N-terminale Peptid von PTHrP bindet und aktiviert
den gleichen Rezeptor (PTH1R; parathyroid hormone 1 receptor) wie PTH selbst, hat aber eine
von der Rezeptorkonformation abhéngige unterschiedliche Bindungskapazitat.""” '"® PTH1R ist
ein typisches Mitglied der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und weist sieben
Transmembrandoméanen auf. Mutationen in seinem Gen (MIM 168468) flhren =zu
verschiedenen Chondrodysplasien. PTHR1 bindet bevorzugt an die alpha-Untereinheit des
stimulierenden G-Protein-Komplexes Gs und agiert nach PTH/PTHrP-Aktivierung Uber den
cAMP/PKA (protein kinase A)-Signalweg. Eine direkte Bindung an andere G-Proteine wie Ggx1,
Gio und Giz43 wurde ebenfalls gezeigt, was zur Aktivierung unterschiedlicher Signalwege
fuhrt."”® Mutationen im Gen der G-alpha-Untereinheit (GNAS) verursachen AHO (Albrights
hereditary osteodystrophy), eine Erkrankung mit einem genetisch heterogenen Phanotyp, der
Pseudohypoparathyroidismus Typ 1a (PHP1a [MIM 13580]), Typ 1c (PHP1c [MIM 612462]) und
Pseudopseudohypoparathyroidismus (PPHP [MIM 612463]) einschlie®t. Der GNAS complex
locus auf Chromosom 20q13.32 zeichnet sich durch Imprinting aus. Die Nutzung alternativer
Promotoren und alternatives Spleien fihren zur Entstehung verschiedener Transkripte (MIM
139320). Funktionsverlustmutationen in GNAS sind mit PHP1a and PPHP assoziiert.'**"?? Die
klinischen Symptome von AHO sind vielfaltig. BDE und Kleinwuchs gehdren dazu, aber auch
mentale Retardierung und Adipositas. Zwei unabhangige genomweite Studien assoziierten den
chromosomalen Locus 20g13.32 mit den Genen GNAS-EDN3 (Endothelin 3) zu Hypertonie,
systolischem und diastolischem Blutdruck.””" '® Akrodysostose (MIM 101800) ist eine
Multisystemerkrankung, die durch endokrine, neurologische und skelettale Auffalligkeiten
gekennzeichnet ist. Zu den Skelettanomalien gehort eine schwere Brachydaktylie mit
Zapfenepiphysen und haufig mild ausgepragter Kleinwuchs. Zwei Gene, die ursachlich fir diese

Erkrankung sind, wurden kirzlich verdffentlicht. Dominante Mutationen im Gen PRKAR1A
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(protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, alpha), das fir die cAMP-abhangige
regulatorische Untereinheit der PKA kodiert, fihren zu einer reduzierten PKA-Aktivierung durch
cAMP und zu einer eingeschrinkten Hormonantwort in einer Vielzahl von Geweben.'?® '
Heterozygote Missense-Mutationen des Gens PDE4D (phosphodiesterase 4D, cAMP-specific)
scheinen zu einer beeintrachtigten Phosphodiesteraseaktivitat fihren und somit die cAMP-
Hydrolyse und den zelluldren cAMP-Spiegel zu beeinflussen.'®'?" Fasst man diese Daten und
Erkenntnisse zusammen, unterstlitzen sie die Schlisselfunktion des cAMP-Signalweges in der

Genese des menschlichen Skeletts.

Die pathophysiologische Ursache der Hypertonie beim Bilginturan-Syndrom sehen wir in der
Struktur der arteriellen GefalRe. Hypertonie/BDE ist ein Syndrom, das sich sehr wahrscheinlich
bereits in der Embryonalentwicklung manifestiert. Betroffene Kinder kamen mit einem signifikant
geringeren Gewicht zur Welt.®* Eine veranderte Chondrogenese fuhrt zu BDE und Kleinwuchs.
Auch die Vaskulogenese und/oder Angiogenese der Betroffenen konnte bereits
entwicklungsbiologisch gestort sein. Allgemein wird die sogenannte Gefaliremodellierung
(vascular remodeling), die sich in der Auspragung einer Hypertrophie der GefalBmuskulatur
aulert, zu einer verringerten Elastizitat der peripheren Gefalle fihrt und damit einen erhéhten
Gefallwiderstand bedingt, als eine Auswirkung von Bluthochdruck angesehen. Folkow
postulierte jedoch, dass eine veranderte Gefaldstruktur und ein damit verbundener erhdhter
peripherer Widerstand eine Ursache, quasi den ,Startpunkt®, zur Entwicklung einer Hypertonie
darstellen.'® Diese Hypothese sehen wir in den Hypertonie/BDE-Patienten bestatigt. Eine
Hyperplasie der Tunica media scheint den nachweisbaren erhéhten GefalRwiderstand zu
bedingen. Zusatzlich zeigen die Betroffenen Gefal3strukturveranderungen in Form von
Gefallanomalien und Gefalschlingen. Inwieweit diese auch fir die gestorte
Barorezeptorfunktion ursachlich sind, kann derzeit nicht beurteilt werden. Unsere Befunde
zeigten, dass PTHLH in Chondrozyten von Patienten fehlreguliert ist. Auch in glatten
Gefallmuskelzellen sind sowohl das Gen fir PTHrP als auch das fir seinen Rezeptor PTH1R
exprimiert.”?® " PTHrP hat vasodilatorische Eigenschaften und senkt den Blutdruck im
Mausmodell.™" Seit einigen Jahren wird PTHrP als ein Schliisselprotein der
Gefallremodellierung untersucht. Erhohte PTHrP-Spiegel in VSMCs sind oft mit Hyperplasie
assoziiert. PTHrP hat einen entscheidenden Effekt auf die Proliferationskontrolle in VSMCs.'*
Die VSMC-Proliferationsrate in PTHrP-knock-out-Mausen ist — verglichen mit jener in Wildtyp-
Kontrollmausen — signifikant reduziert. Die Uberexpression von PTHrP in VSMCs in vitro fihrt
zu einer erhdhten Zellteilungsrate und scheint abhangig vom Kernlokalisationssignal zu sein."*
Exogenes PTHrP, das Uber die Stimulation des PTH1R wirkt, hemmt die VSMC-Proliferation.
Nach interzellularer Prozessierung und Sekretion ist PTHrP selbst an der Regulation seines
Rezeptors PTH1R beteiligt."®* Ob PTHLH/PTHrP auch an der Auspragung der arteriellen
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Hyperplasie der Hypertonie/BDE-Patienten beteiligt ist, konnte bislang nicht untersucht werden.
Die Nutzung von Stammzellen der Patienten und deren Differenzierung in VSMCs wird uns dies

in der nahen Zukunft ermoglichen.

Die Auspragung von Brachydaktylie Typ E, von Kleinwuchs und von arterieller Hyperplasie
scheinen dem gleichen regulatorischen Signalweg zu unterliegen. Dieser flhrt Gber die Bindung
von PTHrP an seinen Rezeptor PTH1R zur Aktivierung der Gs-alpha-Untereinheit. Die daraus
resultierende Stimulation der Adenylatcyklase  bewirkt die Synthese des sekundaren
Botenstoffs (second messenger) cAMP. Der zellulare cAMP-Spiegel unterliegt der Regulation
durch Phosphodiesterasen, die in diesen Signalweg eingreifen und cAMP zu AMP
hydrolysieren. Die Bindung von cAMP an PRKAR1A, die cAMP-abhangige regulatorische
Untereinheit von PKA, flhrt zur Dissoziation der katalytischen C-Untereinheit vom Holoenzym
und zur Aktivierung der Kinase. PKA phosphoryliert eine Vielzahl von Proteinen, u. a. CREB-
Proteine (cCAMP-responsive element binding proteins), eine Gruppe von Transkriptionsfaktoren,
die im phosphorylierten Zustand an konservierte palindromische DNA-Motive, sogenannte CRE
(cAMP-responsive elements) binden. Gemeinsam mit anderen Kofaktoren sind sie an der
transkriptionellen Regulation von Zielgenen beteiligt (Abb. 4). Unsere derzeitige
Arbeitshypothese besteht darin, dass der genetische Defekt fir Hypertonie/BDE zu einer
veranderten Aktivitdt des cAMP/PKA-Signalweges fuhrt und - aufgrund gewebe- und

zelltypspezifischer Regulationsmechanismen—die unterschiedlichen Phanotypen verursacht.
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Ausblick

Trotz des simplen autosomal-dominanten Erbgangs weist das Bilginturan-Syndrom in seiner
phanotypischen Auspragung ein komplexes Erscheinungsbild auf, das sich in zelltyp- und
gewebespezifischen regulatorischen Prozessen widerspiegeln sollte. Die nunmehr verfligbaren
neuen Technologien werden es uns ermoglichen, die bereits identifizierten chromosomalen
Rearrangements auf genomischer Ebene zu entschliisseln, relevante Chromatininteraktionen
aufzuklaren und transkriptionelle und proteinbasierte Unterschiede zwischen Hypertonie/BDE-
Patienten und deren nichtbetroffenen Familienmitgliedern in ihrer Komplexitat zu verifizieren.
Basis fiir diese Arbeiten werden die bereits generierten Stammzellen unserer Patienten und
ihrer nichtbetroffenen Familienangehérigen und die daraus differenzierten zellularen Subtypen

sein.
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4, Zusammenfassung

Bluthochdruck ist eine komplexe genetische Erkrankung, an deren Auspragung eine nach wie
vor noch unbekannte Anzahl von Genen und genetischen Varianten beteiligt ist. Seltene
monogene Hypertonieformen sind ungeachtet des groRRen technologischen Fortschritts und
umfangreicher genomweiter Assoziationsstudien ein hilfreiches Instrument, neue genetische

Hintergrinde und physiologische Mechanismen der Blutdruckregulation zu identifizieren.

Das Bilginturan-Syndrom ist durch eine autosomal-dominante Hypertonie charakterisiert, die mit
Brachydaktylie Typ E assoziiert ist. Pathophysiologisch dhnelt sie der essentiellen Hypertonie in
der allgemeinen Bevolkerung. Klinische und physiologische Untersuchungen konnten
sekundare Hypertonieformen und eine Beteiligung der Salz-Wasser-Regulation ausschlieRen.
Betroffene sterben vor Vollendung ihres 50. Lebensjahrs an den Folgen eines Schlaganfalls.
Der Bluthochdruck manifestiert sich bereits im frlhen Kindesalter und stellt das leitende
Diagnostikkriterium des Syndroms dar. Der Hypertonus ist sehr wahrscheinlich auf einen
erhdhten peripheren Gefallwiderstand zuridckzufihren, der durch eine Hyperplasie der
arteriellen Tunica media bedingt ist. Der Skelettphanotyp der Betroffenen zeichnet sich durch

eine Brachydaktylie des Typs E und Kleinwuchsigkeit aus.

Hypertonie/BDE wurde, basierend auf der von Bilginturan beschriebenen tirkischen Familie
und fanf weiteren Familien, auf den kurzen Arm des Chromosoms 12 kartiert. Das Syndrom ist
genomisch mit einer Inversion innerhalb des minimalen Kopplungsintervalls assoziiert. Die

Inversionsregion ist durch multiple nichtkodierende RNAs gekennzeichnet.

In zwei Translokationsfamilien mit BDE, t(4;12)(gq13.2-13.3;p11.2) und 1(8;12)(q13;p11.2), ist
eine reduzierte chondrogene Expression des Gens PTHLH urséachlich fur die Entwicklung der
BDE. Der zugrundeliegende Mechanismus ist die translokationsbedingte Abkopplung des fir
die GliedmaRenentwicklung essentiellen regulatorischen Elementes CISTR-ACT von dem durch
dieses  Element regulierten Gens PTHLH, was zur Dysregulation eines
transkriptionsabhangigen Netzwerkes fihrt, dem PTHLH, SOX9 und eine IncRNA angehoren.

Auch in Patienten mit Hypertonie/BDE ist die chondrogene PTHLH-Expression vermindert.
Eine mogliche Einflussnahme des fir Hypertonie/BDE urséchlichen genetischen Defektes auf

den cAMP/PKA-Signalweg als dysregulierte kausale Kaskade fir Brachydaktylie Typ E,

Kleinwuchs und arterielle Hyperplasie wird diskutiert.
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