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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Genetische Epidemiologie und klinische Auspragung

Die Aufklarung genetischer Krankheitsursachen ist ein wichtiger Teil der medizinisch-
biologischen Forschung. Sie ist entscheidend fiir das Verstandnis der Atiologie und
damit Voraussetzung fur verbesserte Pravention, gezielte Therapie und genetische Bera-
tung. AulRerdem liefern Untersuchungen gestorter Prozesse immer Erkenntnisse tber
den ungestorten ProzeR und tragen auf diese Weise zu unserem Verstandnis der Biologie
des Menschen bei.

Neuralrohrdefekte (NRD) sind angeborene Fehlbildungen des Gehirns und Rucken-
marks. Weltweit werden pro Jahr schatzungsweise 400.000 Kinder mit NRD geboren
(Larsen 1997). Dabei schwankt die Pravalenz mit der ethnischen Bevolkerungsgruppe
und der geographischen Lage. In Europa finden sich die hdchsten Pravalenzen in Nord-
irland (7:1.000 Neugeborene), die niedrigsten in Skandinavien (0,5:1.000) (Elwood et al.
1992; Stoll 1995). In Deutschland liegt die Pravalenz bei Geburt mit etwa 1:1.000 im mitt-
leren Bereich (Koch und Fuhrmann 1984; Queil3er-Luft et al. 1996). In den letzten Jahren
lie3 sich eine Abnahme der NRD-Prévalenz verzeichnen, die nicht allein auf eine zuneh-
mende Anwendung der Pranataldiagnostik (Ultraschall und Amniozentese) zuriickzu-
fuhren ist (Roberts et al. 1995).

Je nach Lokalisation und Ausmalf? der Fehlbildung unterscheidet man verschiedene For-
men von NRD (Tab. 1-1, Abb. 1-2; Moore und Persaud 1996; Botto et al. 1999). Im Bereich
der Wirbelsaule spricht man von Spina bifida (SB, lat. ,,Spaltwirbel*). Die haufigste Form
(55% aller NRD) ist die Spina bifida aperta (SBA), bei der durch einen Wirbelspalt Menin-
gen und Rukkenmark hervortreten. Je nachdem, ob nur Meningen oder auch Ricken-
mark in den Spalt verlagert sind, unterscheidet man verschiedene anatomische
Varianten (Meningocele, Meningomyelocele). Fast immer liegt der Spalt dorsal. In
Abhangigkeit von der Hohe des Defekts (thorakal, lumbal, sakral) weisen SBA-Patienten
eine inkomplette Querschnittslahmung mit Entleerungsstérungen von Blase und Mast-
darm auf. Die sensible und motorische Innervation der unteren Extremitéten ist beein-
trachtigt. Zusatzlich haben die meisten Patienten eine Arnold-Chiari-Fehlbildung und
ein Tethered Cord. Trotz gestiegener Uberlebenschancen durch verfeinerte Operations-
techniken und Antibiotikatherapie erreichen nur 60% der Betroffenen das 2. Lebensjahr.
Die meisten Patienten sind spater rollstuhlpflichtig.

Die leichteste Form — und im eigentlichen Sinn kein NRD - ist die Spina bifida occulta

(SBO). Bei dieser Form ist das Riuckenmark nicht fehlgebildet, lediglich die Verschmel-
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zung einzelner Wirbelbdgen im lumbosakralen Bereich ist ausgeblieben. Die SBO ist
meist symptomlos und tritt bei etwa 10% der Bevolkerung auf (Moore und Persaud
1996).

Im Bereich des Gehirns ist die haufigste Form die Anencephalie (35-45% aller NRD), bei
der das Schadeldach und wesentliche Teile des Vorderhirns fehlen. Betroffene Kinder
sterben vor oder kurz nach der Geburt. Von Craniorhachischisis spricht man, wenn sich
bei einem Anencephalus die Fehlbildung weiter in den Bereich des Rickenmarks
erstreckt. Eine seltene craniale NRD-Form ist die Encephalocele, ein von Haut bedeckter
Hirnprolaps durch einen Defekt des kndchernen Schadels. Er kann frontal, parietal oder
okzipital liegen (Abb. 1-2).

Tabelle 1-1 NRD-Phénotypen

VerschluRstelle

Phanotyp Lokalisation Defekt Ursache 3 2 4 1 5
Craniorhachischisis  craniospinal offen primare Neurulation X X X
Anencephalie cranial offen priméare Neurulation X X
Encephalocele cranial geschlossen fokaler Mesoderm-Defekt  x x X
SBA spinal offen primére Neurulation X X
SBO spinal geschlossen sekundare Neurulation /

Verkalkungsstérung?

Bei den phanotypischen Unterformen sind verschiedene VerschluBstellen (1-5) betroffen.

Anencephalie: Meroacranium = 2, Holoacranium = 2 + 4.

Encephalocele: frontale Encephalocele = 3/2, parietale Encephalocele = 2/4, okzipitale Encephalocele = 4.
SBA: cervicothorakale SBA =1 (cranial + Mitte), thorakolumbale SBA = 1 (Mitte + caudal), lumbosakrale
SBA =1 (caudal) + 5.

Erlauterungen zu den VerschlufBstellen in Kap. 1.2.1. Literatur: Van Allen et al. 1993

1.2 Embryologie

Das Neuralrohr, der Vorlaufer von Gehirn und Ruckenmark, entsteht in der dritten und
vierten Schwangerschaftswoche (18.-26. embryonaler Tag, Embryonalstadium 8-12). Es
bildet sich in einem Faltungsprozel? (Neurulation) aus der Neuralplatte (Abb. 1-1). Die
Neurulation ist ein komplexer Vorgang, bei dem koordinierte Gewebeumstrukturierun-
gen nach exaktem Zeitplan stattfinden. Das angrenzende Oberflachenectoderm und
Mesoderm stehen in engem Zusammenhang mit der Bildung des Neuralrohrs und
beeinflussen durch direkten Kontakt und sezernierte Signalmolekule die Neurulation
(Kelly und Melton 1995; Larsen 1997; DeSesso et al. 1999).

Die primare Neurulation beginnt am 18. Tag der Embryonalentwicklung (Stadium 8) mit
der Verdickung des Ectoderms zur Neuralplatte. Die lateralen Rander der Neuralplatte
(Neuralfalten) wélben sich hoch, wandern aufeinander zu und verschmelzen in der dor-
salen Mittellinie miteinander (22.-24. Tag, Stadium 10-11). Die Zellen des Neuroepithels

verandern dabei ihre Gestalt von quaderféormig in der Neuralplatte zu keilformig im
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Neuralrohr (Schoenwolf und Smith 1990). Kurz vor (cranial) oder nach (spinal) dem Neural-
rohrschlu® wandern dorsolateral die Neuralleistenzellen aus. Mit der Fusion der Neuralfalten
geht eine Ablésung vom Oberflachenectoderm einher. Das entstandene Neuralrohr verlagert
sich in das darunterliegende Mesoderm, dartber schlief3t sich das Oberflachenectoderm. Die
primare Neurulation endet mit dem Verschlul? des Neuroporus anterior (24. Tag, Stadium 11)

und des Neuroporus posterior (26. Tag, Stadium 12), den letzten Verbindungen zwischen dem

Lumen des Neuralrohrs und der Amnionhdhle.

Neuralplatte

Chorda dorsalis epidermales Ectoderm

% Neuralfalten

A

Deckplatte

Neuralrinne

Oberflachen-

Neuralrohr ectoderm

2
3

Bodenplatte

Somiten

paraxiales Mesoderm

Faltungsarten der primaren Neurulation

Y
!
0

2

<C -

Abbildung 1-1

Aus der Neuralplatte entsteht durch Hochwdlben der Neuralfalten die Neuralrinne, die sich zum Neuralrohr
schlieRt. Spinal findet die Neurulation von rostral nach caudal in drei Faltungsarten statt (Shum und Copp
1996). 1 (cervico-thorakal): ein Wendepunkt in der Mitte der Neuralplatte, Lumen V-férmig, nach Verschlu
schlitzférmig. 2 (thorako-lumbal): ein Wendepunkt in der Mitte, zwei dorsolaterale Wendepunkte, Lumen

Priméare Neurulation - schematischer Transversalschnitt

diamantférmig. 3 (sakral): kein Wendepunkt, gesamtes Neuroepithel gebogen, Lumen kreisformig.
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Caudal des Neuroporus posterior folgt die Neuralentwicklung einem anderen Mecha-
nismus. Diese sogenannte sekundare Neurulation beginnt am 26. Tag (Stadium 12). Es
kommt dabei nicht zur Neuralfaltung, sondern zur nachtraglichen Kanalisation mesen-
chymaler Vorlauferzellen des Rickenmarks. Der caudale Neuroporus liegt etwa auf
Hohe des zweiten Sakralwirbels (S2). Daher kdnnte eine rein sakral gelegene SBA auf
einen Defekt der sekundaren Neurulation zurtickzufiihren sein. Die meisten NRD liegen
jedoch oberhalb von S2, so daB es sich wahrscheinlich um Defekte der primaren Neuru-

lation handelt.

1.2.1 Das Modell der multiplen Verschluf3stellen

Urspriinglich hat man sich den NeuralrohrschluR nach dem ReiBverschluf3-Modell vor-
gestellt: von einer einzigen Initiationsstelle ausgehend und kontinuierlich nach cranial
und caudal fortschreitend. Untersuchungen an Mausen haben aber gezeigt, daR es vier
Initiationsstellen gibt (Golden und Chernoff 1993). Die einzelnen VerschluRstellen haben
eine unterschiedliche Sensitivitat fur teratogene Noxen und unterliegen wahrscheinlich
der Kontrolle verschiedener Entwicklungsgene. Aufgrund fetalpathologischer Beobach-
tungen geht man beim Menschen von funf unabhangigen VerschluBstellen aus (Van
Allen et al. 1993). Nach diesem hypothetischen Modell resultieren die verschiedenen
Formen von NRD aus dem spezifischen Defekt jeweils einer oder mehrerer Verschluf3-
stellen (Tab. 1-1, Abb. 1-2)

Eine Reihe von Studien konnten menschliche NRD-Falle plausibel den postulierten Ver-
schluBstellen zuordnen (Van Allen et al. 1993; Golden und Chernoff 1995; Martinez-Frias
et al. 1996; Oostra et al. 1998). Dabei erstreckten sich die NRD entweder tGiber den Bereich
einer oder mehrerer VerschluBstellen (SBA, Anencephalie, Craniorhachischisis) oder
betrafen die Neuroporen zwischen zwei Verschlubereichen (Encephalocelen). In einzel-
nen Bevodlkerungsgruppen scheinen NRD bestimmter VerschluRbereiche gehauft vorzu-
kommen. So treten frontoethmoidale Encephalocelen (VerschluBstelle 3) fast
ausschlieBlich bei Thais auf, okzipitale Encephalocelen (VerschlufB3stelle 4) und cervicale
SBA (VerschlufB3stelle 1 cranial) bei Sikhs (Flatz und Sukthomya 1970; Hall et al. 1988).
AuBerdem ergeben sich flr die nach Verschlu3stellen klassifizierten NRD unterschiedli-
che Geschlechtsverhaltnisse (Seller 1995a; Abb. 1-2). Diese Korrelationen zu Phanotyp,

Ethnie und Geschlecht sprechen fir das Modell der multiplen Initiationsstellen.
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Anencephalus

Meroacranium

Holoacranium

frontale
Encephalocele

parietale
Encephaloce

le

okzipitale
Encephalocele

Craniorhachischisis

Neuroporus
anterior
T
sekundare §
Neurulation \ ' thorakolumbale
° SBA
Neuroporus
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lumbosakrale
SBA
3 nasofrontal m>w
2 frontoparietal m=w
4 okzipital m<w
1 cervico-thorakolumbal m<w
5 lumbosakral m>w
Abbildung 1-2  Die funf postulierten VerschluRBstellen beim Menschen

Menschlicher Embryo am 29. embryonalen Tag (Stadium 13), nach komplettem Verschlu des Neuralrohrs. Die
Punkte 1-5 stellen die funf beim Menschen postulierten Initiationsstellen dar, an denen der Verschlu beginnt
und in die von den Pfeilen angedeuteten Richtungen fortschreitet (Golden und Chernoff 1993; Seller 1995).
VerschluBstellen 1 und 2 sind bidirektional, Verschlufstellen 3, 4 und 5 sind unidirektional. Der Mechanismus
im VerschluRbereich 4 unterscheidet sich von der sonstigen priméren Neurulation. Es bildet sich hier eine
Membrandecke, so da3 das Oberflachenectoderm verschmilzt, wahrend die Neuralfalten darunter offen

bleiben. Daher gilt VerschluBRbereich 4 eher als weiterer rostraler Neuroporus.
m/w = ménnlich/weiblich: NRD in den funf \erschlu3bereichen zeigen unterschiedliche
Geschlechtsverteilung.
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An Mausen hat man beobachtet, dal? die primére Neurulation im Bereich der VerschluR3-
stelle 1 wiederum morphologisch heterogen ist (Abb. 1-1). Die Faltungsform des Neu-
roepithels unterscheidet sich entlang der rostro-caudalen Achse und geht graduell in die
sekundare Neurulation Uber (Shum und Copp 1996).

Insgesamt ist die Entwicklung des Neuralrohrs also heterogen mit verschiedenen Ver-
schlustellen und unterschiedlichen Faltungsarten abhdngig von der anatomischen
Lage. Dieser morphologischen Heterogenitat liegen wahrscheinlich celluléare, biochemi-
sche und genetische Unterschiede zugrunde. Daher mu3 man davon ausgehen, daf? auch

die verschiedenen NRD-Phanotypen unterschiedliche genetische Ursachen haben.

1.3 Ursachen von Neuralrohrdefekten

Die Ursachen von NRD sind noch weitgehend ungeklart. Selten treten NRD im Rahmen
von Syndromen mit Mendelschem Erbgang (Meckel-Gruber-Syndrom, Waardenburg-
Syndrom, Currarino-Trias, Jarcho-Levin-Syndrom) oder chromosomalen Anomalien
(Trisomie 13 und 18) auf. Die meisten NRD (70-80%) sind nicht-syndromal und spora-
disch (Hall und Solehdin 1998a). Man geht davon aus, daf3 sporadische NRD eine multi-
faktorielle Genese haben, daf? also sowohl Umwelt- wie auch genetische Faktoren an der
Manifestation beteiligt sind. Zu den Umweltfaktoren gehtéren miutterliche Einflisse
durch Erndhrung (Folséaure, Alkohol), Stoffwechsel (Diabetes), Medikamente (Anti-Epi-
leptika wie Valproat) und Temperatur (Hyperthermie durch Fieber oder Sauna) (Lind-
hout und Schmidt 1986; Milunsky et al. 1992; Fleming et al. 1997). Die von Teratogenen
ausgeldsten NRD liegen haufig im Bereich spezifischer Verschlufstellen. Folsdureman-
gel betrifft die VerschluBstellen 2, 4 und 1 (caudal), Alkohol die Verschluf3stellen 2 und 1
und Valproat die Verschluf3stelle 5 (Van Allen et al. 1993).

Besondere Aufmerksamkeit hat der praventive Effekt von Folsaure auf sich gezogen,
dessen Mechanismus trotzdem noch immer ungeklart ist. Folsaure ist ein Vitamin der B-
Gruppe und kommt vor allem in rohem Obst (Apfelsine, Avocado) und Gemduse (Spinat,
WeiBkohl, Salat) vor. Der Name kommt von lateinisch folium (,,Blatt*), weil Folsdure
zuerst aus Spinatblattern isoliert wurde. Mehrere Studien haben belegt, daR eine peri-
konzeptionelle Folsaure-Einnahme (0,4 mg/d oral) das NRD-Risiko um bis zu 70%
senkt, auch bei Muttern, die bereits ein Kind mit NRD haben (MRC Vitamin Study Rese-
arch Group 1991; Czeizel und Dudas 1992; Berry et al. 1999). Seit 1998 werden deshalb in
den USA auf BeschluB3 der Regierung Getreideprodukte mit 1,4 mg/kg Folsaure angerei-
chert. In Deutschland wird Frauen mit Kinderwunsch zu einer medikamentdsen Folséu-

reprophylaxe geraten.
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Eindeutige genetische Faktoren sind bisher noch nicht identifiziert, aber ihr Vorhandensein
1al3t sich aus epidemiologischen Beobachtungen schliel3en. Ein erster Hinweis auf eine geneti-
sche Pradisposition ist die Abhangigkeit der Préavalenz von der ethnischen Zugehdrigkeit, die
auch bei einer Veranderung der Umgebung erhalten bleibt. So haben Sikhs auch dann ein
hoheres NRD-Risiko, wenn sie nach Kanada ausgewandert sind (Hall et al. 1988). Ein zweiter
Hinweis ist das signifikant erhdhte Wiederholungsrisiko fur Verwandte. Geschwister und Kin-
der eines NRD-Patienten haben ein empirisches Krankheitsrisiko von 3%, das ist etwa 30fach
hoher als das der Allgemeinbevdlkerung (Koch und Fuhrmann 1985). Aus diesem Wiederho-
lungsrisiko fuir Verwandte ersten Grades lait sich das relative Risiko A, berechnen, das ein Mal3

fur den genetischen Beitrag zu einer komplexen Krankheit ist (Risch und Merikangas 1996):

_ Krankheitshaufigkeit bei Verwandten n-ten Grades
n Krankheitshaufigkeit in der Bevélkerung

_ 0,03 _
0 A (NRD) = 20 = 30

A

Damit ist A; fur NRD wesentlich kleiner als bei Krankheiten mit rein genetischer Ursache wie
cystische Fibrose (A, > 500), aber groRer als bei anderen komplexen Krankheiten wie Diabetes
Typ 2 (A, = 3,5) (Lander und Schork 1994). Einen dritten Hinweis auf die Beteiligung geneti-
scher Faktoren liefern Untersuchungen an betroffenen Geschwister- und Zwillingspaaren. Die
Konkordanz in Hohe und Auspragung des NRD ist bei eineiigen Zwillingen signifikant héher
als bei zweieiigen (Hall et al. 1988; Seller 1990). Es sind allerdings auch Familien mit zwei
betroffenen, phanotypisch diskordanten Geschwistern (z.B. Anencephalie und SBA) beschrie-
ben (Koch und Fuhrmann 1985).

Sehr wahrscheinlich sind NRD polygen verursacht, das heilRt mehrere Gene sind an der Atio-
logie beteiligt. Jedes einzelne Gen leistet dabei nur einen kleinen Beitrag. Ein NRD entsteht erst
durch die Interaktion mehrerer genetischer und auf3erer Faktoren. Verschiedene NRD-Phano-
typen kénnten durch verschiedene Kombinationen der Faktoren entstehen. Um die genetische
Komponente einer Krankheit zu entschlisseln, gibt es mehrere mdgliche Ansétze, die aber bei
NRD nicht alle anwendbar sind. Parametrische Kopplungsanalysen erfordern die Spezifika-
tion eines prazisen genetischen Modells einschlie3lich der Dominanz/Rezessivitat und dem
Grad der Penetranz, so daf sie sich vor allem flir monogene Erkrankungen eignen. Nichtpara-
metrische Kopplungsanalysen wie Geschwisterpaaranalysen scheiden aus praktischen Grin-
den aus. Denn familidare NRD sind so selten, dal3 es fast nicht méglich ist, eine ausreichende
Zahl groRBer Familien mit mehreren Betroffenen zu rekrutieren. Bevorzugt wird daher in der

NRD-Erforschung der sogenannte Kandidatengenansatz.
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Kandidatengene sind Gene, bei denen aufgrund einer bekannten Eigenschaft (Funktion,
Expressionsmuster, chromosomale Lokalisation, Strukturmotiv) eine Beteiligung an der
Pathogenese vermutet werden kann. Diese Gene werden gezielt untersucht. Mutations-
suchen in Kandidatengenen haben das Ziel, Sequenzveranderungen zu finden, die aus-
schlieB3lich oder gehauft bei NRD-Patienten auftreten. Eine solche Assoziation deutet auf
eine ursachliche Beteiligung der Mutation hin. Ein Kausalzusammenhang wird wahr-
scheinlicher, wenn die Mutation zu einer Aminosaureveranderung fuhrt, insbesondere
in konservierten und daher vermutlich funktional wichtigen Bereichen des Proteins.
Eine andere Mdglichkeit sind Assoziationsstudien mit polymorphen Markern, die ent-
weder nahe am oder im Kandidatengen liegen. Diese Marker sind selbst nicht krank-
heitsausldosend. Stellt sich aber eine Assoziation mit dem Krankheitsphanotyp heraus,
deutet dies auf eine ursachliche Mutation in der Nahe hin, die mit dem polymorphen
Marker im Kopplungsungleichgewicht steht (Lander und Schork 1994).

Die zur Zeit fir NRD diskutierten Kandidatengene lassen sich in zwei Gruppen eintei-
len: erstens Gene, deren Genprodukte am Folsaurestoffwechsel beteiligt sind, zweitens
Entwicklungsgene, deren Untersuchung im Tiermodell auf eine Funktion in der Neuru-

lation hinweist.

1.3.1 Folsaurestoffwechsel

Die Reduktion des NRD-Risikos durch perikonzeptionelle Folsdureeinnahme ist nicht
auf einen alimentiren Folsauremangel bei den betroffenen Muttern zurtickzufiihren
(van der Put et al. 1997a). AuRerdem zeigten Mutter betroffener Kinder erhéhte Homo-
cystein-Spiegel (Steegers-Theunissen et al. 1994; Mills et al. 1995). Homocystein ist eine
Aminosaure, deren Stoffwechsel Folsdure-abhangig ist (Abb. 1-3). Daher vermutet man
einen Stoffwechseldefekt bei der Mutter, dem Kind oder beiden, der durch erhéhte Fol-
saurezufuhr ausgeglichen wird.

Wissenschaftler haben deshalb in den letzten Jahren begonnen, Gene des Folsaurestoff-
wechsels auf eine Beteiligung an der NRD-Atiologie zu untersuchen. Dazu gehoren die
Enzyme Cystathionin-B-Synthase (CBS), Methyltetrahydrofolat-Homocystein-Methyl-
transferase (MTR, auch ,,Methioninsynthase*), Methyltransferase-Reduktase (MTRR)
Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase (MTHFD) und Methylentetrahydrofolat-
Reduktase (MTHFR) sowie die Folatrezeptoren FRa und FR[3 (Tab. 1-2).
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Folat Methionin
aus der Nahrung aus der Nahrung
(Obst, Gemiise) (tierische Proteine)
MTHFD 3
THF Methionin > S-Adenosyl-
\/ Methionin Methylakzeptor
(DNA, Proteine,
Purinsynthese DHF ipi
4 (Vit.By,) Lipide)
DNA / RNA +| MTRR
10-Formyl Pyrin/”lli\dinsynthese S-Ad | methyliertes
i . . X i ~AOeNoSYl- produkt
THF 5 Ml_zt'?yl Homocystein <—— Homocystein
MTHFD 2 .
MTHFR (Vit.Be)
Cystathionin
5,10-Methenyl- AN 5,10-Methylen-
THF THF
MTHFD 1
Cystein

Abbildung 1-3  Vereinfachte Darstellung des Folsaure-/Homocysteinstoffwechsels

THF = Tetrahydrofolat, MTHFD = Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase (trifunktional: MTHFD1 = 5,10-
Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase EC 1.5.1.5, MTHFD2 = 5,10-Methylentetrahydrofolat-Cyclohydrolase
EC 3.5.4.9 und MTHFD3 = 10-Formyltetrahydrofolat-Synthase EC 6.3.4.3), MTHFR = Methylentetrahydrofolat-
Reduktase (EC 1.5.1.20), MTR = 5-Methyltetrahydrofolat-Homocystein-S-Methyltransferase (auch
»Methioninsynthase*, EC 2.1.1.13), CBS = Cystathionin-p-Synthase (EC 4.2.1.22)

Folsaure ist ein Vitamin, das als Coenzym eine Schltsselfunktion bei der DNA-Synthese und
im C,-Stoffwechsel hat. Im Blut liegt Folsédure hauptséchlich in Form von 5-Methyl-THF vor,
das von der MTHFR gebildet wird (Abb. 1-3). 5-Methyl-THF liefert die Methylgruppe fir die
von der MTR katalysierten Methylierung von Homocystein zu Methionin. Dabei wird die
Methylgruppe voriubergehend auf Cobalamin (Vitamin B,,) Ubertragen, einen Cofaktor der
MTR, der von der MTRR im aktiven Zustand stabilisiert wird. Das aus dieser Reaktion entste-
hende Methionin ist notwendig zur Proteinsynthese. In seiner aktivierten Form, S-Adenosyl-
methionin, ist es der wichtigste Methylgruppendonor bei Transmethylierungsreaktionen,
unter anderem von DNA, Proteinen und Lipiden. Eine ausreichende Methionin-Konzentration
im Embryo kénnte daher notwendig sein, damit die Entwicklung des Neuralrohrs normal ver-
lauft. Nach Abgabe der Methylgruppe entsteht wieder Homocystein. Homocystein kann ent-
weder von der MTR zu Methionin remethyliert oder von der CBS in einer Transsulfurierung
zu Cystathionin katabolisiert werden. Ein weiteres Enzym in diesem Stoffwechsel ist die
MTHFD, die drei hintereinandergeschaltete Reaktionen bei der stufenweisen Umwandlung
von THF katalysiert. Diese Stufen werden zur de novo-DNA-Synthese bendtigt, die bei der
Embryonalentwicklung essentiell ist. 5,10-Methylen-THF dient als Coenzym bei der Thymidy-
latsynthese, 10-Formyl-THF bei der Purinsynthese.
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Tabelle 1-2 Untersuchungen von Kandidatengenen des Folsaurestoffwechsels

Gen DNA AS M/IP n A Bemerkung Literatur
MTHFR 677C-T A222V P 1155 ? 4 x pos., 8 X neg. S. Text
1068C T S353S P 143 ? 1xpos., 1xneg. Morrison et al. 1998
Trembath et al. 1999
1298A-C A430E P 151 () 1xpos., 2Xneg. Trembath et al. 1999
van der Put et al. 1998
MTR polym. Marker P 73 - keinLD Brody et al. 1999
2756A -G D919G P 356 - pos. bei Mittern mit Brody et al. 1999
MTHFR 677TT? Morrison et al. 1998

Shaw et al. 1999
van der Put et al. 1997b

3778C-A R-R P 122 - - Trembath et al. 1999
insGAA PolyA P 122 - - Trembath et al. 1999
MTRR 66A -G 122M P 56 - pos. bei Mittern mit Vit.  Wilson et al. 1999
B,,-Mangel?
CBS 919G-A G307S P 83 - - Ramsbottom et al. 1997
844ins68 - P 206 - - Morrison et al. 1998
Ramsbottom et al. 1997
Richter et al. 2000
MTHFD 878G-G R293H M 117 - 1 Pat. mitfam. SBAund Hol etal. 1998
nichtbetr. Fam.-Mitglieder
1958G A R653Q P 117 - - Hol et al. 1998
FRa TGA-TAA - M 166 (?) 1 Pat.de novo Trembath et al. 1999
keine Seq.veranderungen ~200 - - Barber et al. 1998
Heil et al. 1999
FRB 5nt-Repeat Intron1 P 166 - - Trembath et al. 1999
keine Seq.veranderungen 39 - - Heil et al. 1999

AS = Aminosaure; M/P = Mutation/Polymorphismus; n = Gesamtzahl der untersuchten NRD-Patienten
bzw. NRD-Familien (z.T. geschétzt); A = statistische Assoziation mit NRD (Polymorphismus) oder
ausschlief3liches Vorkommen bei Betroffenen (Mutation); ? = widersprtchliche Beobachtungen; LD =
Linkage Disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht).

Bei MTHFD, MTHFR, MTR, MTRR und CBS handelt es sich also um Enzyme, die ent-
scheidend sind bei der Aufrechterhaltung der intracellularen Methionin-Konzentration
und bei der Bereitstellung von Folsaurederivaten zur DNA-Synthese. Defekte in diesen
Enzymen flhren zu einem Anstieg von Homocystein und kénnten durch Erhéhung der
Folsaurekonzentration korrigiert werden.

Folatrezeptoren sind Membranproteine mit GPI-Anker, die 5-Methyl-THF binden und
ins Zellinnere schleusen. Die humanen Folatrezeptoren treten in drei verschiedenen Iso-
formen auf (FRa, FRB, FRY), die sich in der Folataffinitat und dem Expressionsmuster
unterscheiden. Der physiologisch wichtigste Rezeptor ist FRa. Er wird selektiv in Tro-
phoblasten exprimiert und ist fur den Folat-Transport Uber die Placenta verantwortlich.
Mause, denen das homologe Gen (Fbpl) fehit, entwickeln letale NRD (Piedrahita et al.
1999). Wurden die Mause mit Folsaure supplementiert, liefl3 sich der Phanotyp verhin-

dern.
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Bisher sind die Gene von MTHFR, MTR, MTRR, CBS und MTHFD sowie von FRa und FR[3 auf
einen Zusammenhang mit NRD untersucht worden (Tab. 1-2). Bei MTR, CBS und FRp fand
man nur Polymorphismen, die mit der gleichen Haufigkeit auch in den Kontrollgruppen vor-
kamen. In FRa trugen von insgesamt Uiber 350 untersuchten Patienten nur zwei eine Punktmu-
tation, die zudem nicht zu einem Aminosaureaustausch fuhrten. In MTHFD entdeckte man bei
einem SBA-Patienten eine Missense-Mutation im Linker-Bereich zwischen den katalytischen
Domanen. Diese Mutation trat nicht in Kontrollpersonen, aber in gesunden Familienmitglie-
dern auf. Bisherige Untersuchungen haben also keinerlei Anhaltspunkte dafir geliefert, dal
diese Gene entscheidend an der NRD-Entstehung beteiligt sind.

Eine Reihe von Studien haben das Gen der MTHFR untersucht und kommen zu widerspruich-
lichen Ergebnissen. Zwei Polymorphismen werden kontrovers als genetische Risikofaktoren
fur NRD diskutiert. Der Basenaustausch 677C - T in Exon4 fuhrt auf Aminosdureebene zum
Austausch von Alanin zu Valin in der stark konservierten katalytischen Doméane und kodiert
eine thermolabile Enzymvariante. Die MTHFR-AKktivitat ist bei 677CT-Heterozygoten leicht
und bei 677TT-Homozygoten deutlich vermindert (Frosst et al. 1995). Die reduzierte Enzym-
aktivitat geht einher mit einem erhéhten Homocystein- und einem erniedrigten Folatspiegel
im Plasma. Durch Folsaurezufuhr liel3 sich der erhéhte Homocystein-Spiegel bei Erwachsenen
mit thermolabiler MTHFR wieder normalisieren (Blom 1998). Einige Studien haben eine Asso-
ziation des 677TT-Genotyps mit NRD gefunden (van der Put et al. 1995; Ou et al. 1996; de Fran-
chis et al. 1998a; Shields et al. 1999), andere haben diese Assoziation nicht gefunden (Bjorke-
Monsen et al. 1997; Mornet et al. 1997; Morrison et al. 1998; Shaw et al. 1998; van der Put et al.
1998; Boduroglu et al. 1999; Christensen et al. 1999).

Der zweite Polymorphismus im MTHFR-Gen, 1298A - C in Exon7, bewirkt einen Aminosau-
reaustausch von Glutaminsaure zu Alanin in der mutmaRBlich regulatorischen Domaéne (Viel et
al. 1997). 677CC Wildtyp-Homozygote mit einem 1298CC homozygot oder 1298AC heterozy-
got aberranten Genotyp zeigten eine leicht erniedrigte MTHFR-Aktivitat bei normalen Homo-
cystein- und Folat-Plasmaspiegeln (van der Put et al. 1998). Eine Assoziation von 1298A - C
mit NRD ist bisher nicht nachgewiesen worden. Allerdings beschrieb eine Studie ein erhdhtes
NRD-Risiko fur 677CT/1298AC kombiniert Heterozygote und erklarte 1298A - C zu einem

zusatzlichen genetischen Risikofaktor (van der Put et al. 1998).

1.3.2 Entwicklungsgene

NRD treten bei verschiedenen Tierarten spontan auf, zum Beispiel bei Kiihen, Schafen und
Katzen (Elwood et al. 1992). Zur wissenschaftlichen Untersuchung ztchtet man verschiedene

Labortiere (Maus, Huhn, Xenopus laevis) mit NRD. Die NRD in Labortieren sind entweder
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spontan entstanden oder wurden kunstlich durch operative Eingriffe und genetische
Manipulation erzeugt. Durch chemische Substanzen (z.B. ENU) oder Rontgenstrahlen
lassen sich ungezielt neue Mausmutanten mit unbekannten Genveranderungen induzie-
ren. Bei gezielt genetisch manipulierten Mausen (Knock-out (KO), Transgen, Knock-in)
werden dagegen bekannte Gene durch rekombinante Techniken verandert. Diese tierex-
perimentellen Untersuchungen dienen dazu, den Pathomechanismus von NRD aufzu-
klaren und die beteiligten Gene zu identifizieren. Wenn ein Entwicklungsgen zur Zeit
der Neurulation ein spezifisches Expressionsmuster zeigt und seine Ausschaltung, Fehl-
funktion oder Uberexpression NRD ausldst, geht man davon aus, daR es eine Rolle in der
Neurulation spielt. Mdglicherweise ist das homologe Gen beim Menschen fiir eine nor-
male Neuralentwicklung ebenfalls essentiell und eine Veranderung in diesem Gen
kénnte zu NRD fuhren. Deshalb untersucht man solche Kandidatengene auf Mutationen
bei NRD-Patienten. Die Ubertragung von Erkenntnissen aus dem Tiermodell auf den
Menschen baut darauf, daR Gene und ihre Funktion evolutionar konserviert wurden.
Das ist zwar in vielen Féallen belegt, muR aber im Einzelfall nicht zutreffen. Als Mindest-
voraussetzung fur eine konservierte Funktion gilt eine konservierte Sequenz.

In vielen Fallen ist die Ubertragung von Erkenntnissen aus dem Tiermodell auf den Men-
schen gelungen. Ein Beispiel ist die ADR-Mausmutante, ein Modell fur Myotonie. Sie
tragt einen genetischen Defekt im Chloridkanal des Skelettmuskels. Beim Menschen
haben sich Mutationen im Chloridkanal-Gen inzwischen als Ursache von Myotonie
erwiesen (Koch et al. 1992). Auch andere Organismen haben erfolgreich als Modelle
gedient. Bei kongenitalen Herzfehlbildungen sind Gene mutiert, die zuvor in der Herz-
entwicklung von Maus, Huhn oder Drosophila identifiziert wurden (Brand et al. 1999). Es
gibt allerdings kein Tiermodell, das der Situation beim Menschen voll entspricht. Mause
sind das beliebteste Modell, weil sie in ihrer Embryonalentwicklung und ihrem Genom
dem Menschen sehr dhnlich sind (Wynshaw-Boris 1996). Bei NRD gibt es aber grundle-
gende Unterschiede zwischen beiden Spezies. So sind beim Menschen die meisten NRD
nicht- syndromal, bei Mausen syndromal (Harris und Juriloff 1997). Bei Mausen ist
Exencephalie (Merschluf3stelle 2) der mit Abstand haufigste NRD, beim Menschen dage-
gen SBA (VerschluRstelle 1 und 5).
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Tabelle 1-3 Gene, deren homozygote Mutation bei Mausen NRD ausldsen

Gen Genprodukt Typ der Mutation NRD NLD andere praventiv
(Mausmutante) cranial spinal FB

Ap2a Transkriptionsfaktor KO X - - X

apoB Transportlipoprotein KO X - - X

Cartl Transkriptionsfaktor KO X - - X Folsaure

Macs Signaltransduktion KO X - - -

Msx2 Transkriptionsfaktor transgen X - X X

p53 Tumorsuppressor KO X - - X

RARaly Kernrezeptor KO X - - X

Shh Signalprotein ektopische Expression X - - X

twist Transkriptionsfaktor KO X - - X

Lp unbekannt spontan (loop tail) X X - -

Brcal Tumorsuppressor KO X X - X

ct unbekannt spontan (curly tail) X X - - Inositol

Mlp Signaltransduktion KO X X - -

Noggin Signalprotein KO X X - X

opb unbekannt spontan (open brain) X X - X

Pdgfra Transmembran-Rez. spontan (Patch) X X X X

Pax3 Transkriptionsfaktor spontan (Splotch Sp%) X X X - Folsaure

ptc Transmembran-Rez. KO X X X X

Axd unbekannt spontan (axial defects) - X - X Methionin

TofB Signalprotein KO - X - X

Pax1/Pdgfra TF/TM-Rez. spontan (undulated / Patch) - X - -

T Transkriptionsfaktor spontan (Brachyury) - X - X

NLD = Neuralleistendefekt, FB = Fehlbildungen, TF = Transkriptionsfaktor, TM-Rez. = Transmembran-Rezeptor
Literatur: Ubersicht: Copp 1998; Juriloff und Harris 2000; Harris und Juriloff 1999, 1997. Msx2: Winograd et al.
1997; Brcal: Gowen et al. 1996; ptc: Goodrich et al. 1997; TGFf3: Sanford et al. 1997; Patch: Soriano 1997,
undulated/Patch: Helwig et al. 1995; Brachyury: Beddington et al. 1992.

erganzende Information: Jackson Laboratory (http://www.informatics.jax.org)

Nur wenige Mausmutanten entwickeln eine isolierte lumbosakrale SBA. Trotz der unter-
schiedlichen phanotypischen Auspragungen gibt es jedoch Parallelen. So 16st Valproat in bei-
den Spezies NRD aus, bei der Maus Exencephalie und beim Menschen SBA (Copp et al. 1990).
Beim Schlu3 des Neuralrohrs sind viele Entwicklungsgene beteiligt, die in genau abgestimm-
ter Weise arbeiten mussen (Tanabe und Jessell 1996; Bronner-Fraser und Fraser 1997; Sporle
und Schughart 1997). Theoretisch kann jedes dieser Gene betroffen sein. Diese Komplexitat
spiegelt sich wider in der Vielzahl von Gendefekten, die bei der Maus NRD ausldsen. Inzwi-
schen sind tber 60 Mausmutanten mit NRD beschrieben, bei mehr als der Halfte ist das betrof-
fene Gen kloniert (Copp 1998; Juriloff und Harris 2000). Eine Auswahl von Mausmutanten und
den betroffenen Genen zeigt Tab. 1-3. Die biochemische Funktion der Proteine, die von den
mutierten Genen kodiert werden, ist kaum bekannt, ihre Bedeutung wahrend der Neurulation
ungeklart. Zu den betroffenen Genprodukten gehdren Transkriptionsfaktoren, Signaltrans-

duktionsmolektile, Transportmolekiile und Tumorsuppressoren.

16



1 Einleitung

Pax3 ist ein Beispiel dafiir, da Erkenntnisse aus Expressions- und Funktionsanalysen an
Tiermodellen tatsachlich wertvolle Hinweise auf eine Funktion beim Menschen geben
kénnen. Pax3 gehdrt zu einer Familie von Homodobox-Genen, die mit den Segmentati-
onsgenen von Drosophila verwandt sind. Zur Zeit der Neurulation wird Pax3 spezifisch
in der dorsalen Halfte des Neuralrohrs exprimiert und spielt eine Rolle bei der dorso-
ventralen Musterbildung im Neuralrohr und bei der Neuralleistenentwicklung (Goul-
ding et al. 1991). Mause mit Mutationen in Pax3 (Splotch) entwickeln NRD (Epstein et al.
1991). Beim Menschen verursachen PAX3-Mutationen das Waardenburg-Syndrom (WS),
ein autosomal dominant vererbtes Syndrom mit Defekten der Neuralleisten-Abkémm-
linge (Tassabehiji et al. 1992). In einigen WS-Familien tritt zusatzlich eine SBA auf, so daf
beiden Phanotypen mdglicherweise PAX3-Mutationen als gemeinsame Ursache zugrun-
deliegen. Tatsachlich hat man bei einer Patientin mit WS Typ 1 und SBA eine PAX3-Non-
sense-Mutation gefunden. Allerdings waren alle Familienmitglieder mit WS und ohne
SBA ebenfalls Mutationstrager (Hol et al. 1995). Offensichtlich war die PAX3-Mutation
die Ursache flr das WS und spielte fur die SBA hdchstens eine pradisponierende Rolle.
Weitere Kopplungs- und Assoziationsanalysen haben ausgeschlossen, dal PAX3 ein
wichtiges NRD-Risikogen ist (Chatkupt et al. 1995; Trembath et al. 1999).

Tabelle 1-4 Beim Menschen untersuchte Kandidatengene aus Tiermodellen fir NRD
Gen DNA AS M/P n A Bemerkung Literatur
MACS polym. Marker - 43 - keinLD Stumpo et al. 1998
p53 polym. Marker - - 78 - keinLD Melvin et al. 1997
BRCA1 polym. Marker - - 78 - keinLD Melvin et al. 1997
1186A-G Q356R P 61 - - Morrison et al. 1998
4956A -G S1613G P 62 - - Morrison et al. 1998
MLP polym. Marker - - 43 - keinLD Stumpo et al. 1998
PAX3 polym. Marker - - 31 - keine Kopplung Chatkupt et al. 1995
polym. Marker - - 78 - keinLD Melvin et al. 1997
del5 (Ex 5) frame- M 39 - 1Patientin (+ WS 1) und Hol et al. 1995
shift nichtbetr. Fam.mitglieder
del2g35-36.2 - M 2 ? +WSTyp3 Nye et al. 1998
245C- A T-K P 122 - - Trembath et al. 1999
PAX1 472G - C Q115H M 117 - 1 Patient und nichtbetr. Hol et al. 1996
Familienmitglieder
C-T(Ex2) G43G P 117 - - Hol et al. 1996
C- A (Ex6) T315K P 117 - - Hol et al. 1996
human T +79T-C - P 93 (?) Intron7 Morrison et al. 1998
Trembath et al. 1999
530A-G N177G P 81 - - Morrison et al. 1998
SHH keine Seq.veranderung - 51 - - Vargas et al. 1997

AS = Aminosaure; M/P = Mutation/Polymorphismus; n = Gesamtzahl der untersuchten NRD-Patienten
bzw. NRD-Familien; A = statistische Assoziation mit NRD (Polymorphismus) oder ausschlieRliches
Vorkommen bei Betroffenen (Mutation); ? = widersprchliche Beobachtungen; LD = Linkage
Disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht); WS = Waardenburg-Syndrom
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Die Untersuchungen an Mausen lieferten auch ein Beispiel fur die Interaktion unabhéngiger
Loci. Doppelmutanten mit homozygoter undulated-Mutation (Pax1) und heterozygoter Patch-
Mutation (Pdgfra) entwickelten eine extreme Form der SBO, ein Phanotyp, der bei den Einzel-
mutanten nicht auftrat (Helwig et al. 1995). Auch beim Menschen sind einige Krankheiten mit
digenem Erbgang bekannt. Beispiele sind Retinitis pigmentosa (RDS/ROM1; Kajiwara et al.
1994) und Schwerhdérigkeit (DFNA2/DFNA12; Balciuniene et al. 1998). Eine solche digene Ver-
erbung ist auch bei NRD denkbar und wiirde das sporadische Auftreten erklaren. Das bei dem
Mausmodell beteiligte Pax1-Gen spielt aber bei menschlichen NRD keine entscheidende Rolle.
Nur bei einer Patientin mit SBA fand man eine PAX1-Mutation. Diese Mutation fihrte zwar zu
einem Aminosaureaustausch in der konservierten paired-Domane, trat aber auch bei nicht
betroffenen Mitgliedern der Familie auf. Zwei weitere Polymorphismen in PAX1 waren nicht
mit NRD assoziiert (Hol et al. 1996).

Tab. 1-4 gibt eine Ubersicht tiber die aus Tiermodellen abgeleiteten Kandidatengene, die auf
einen Zusammenhang zu NRD beim Menschen untersucht worden sind. Aul3er den erwahn-
ten Mutationen in PAX1 und PAX3 hat man in den bisher untersuchten Entwicklungsgenen
nur Polymorphismen gefunden, die nicht mit NRD korrelieren. Weitere Untersuchungen soll-
ten sich also auf andere Gene konzentrieren. Zu den mdoglichen Kandidaten zéhlen SLUG,
CART1, NOGGIN, TWIST, AP2a und MSX2. Es handelt sich um hochkonservierte Gene, deren
Expressionsmuster und Funktionsanalysen im Tiermodell zeigen, daf3 sie in der Neurulation

eine wichtige Rolle spielen (Tab. 1-5).

Tabelle 1-5 Kandidatengene aus Tiermodellen fir NRD, die noch nicht beim Menschen untersucht

sind

Gen Genprodukt Tier- AS- Expressionsmuster Mutante Phanotyp

modell Homo- wahrend Neurulation

logie

SLUG TF ZnF Maus 95% Neuralfalten KO -

Huhn 94% Neuralfalten Antisense-Oligos NRD
CART1 TF Homo6obox Maus 96% craniales Mesenchym KO EX
NOGGIN Signalpeptid Maus 99% Neuralfalten KO EX,SBA
TWIST TF bHLH Maus 95% craniales Mesenchym KO EX
AP2a TF HSH Maus 99% Neuralfalten KO EX
MSX2 TF Homo6obox Maus 92% Neuralfalten transgen EX

KO

TF = Transkriptionsfaktor, bHLH = basisches Helix-Loop-Helix-Motiv, ZnF = Zinkfinger, HSH = Helix-Span-Helix,
KO = Knock-out, EX = Exencephalie, SBA = Spina bifida aperta, - = kein NRD-Phanotyp
Erlauterungen und Literatur: s. Text
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Die Untersuchungen an den Mausmutanten haben gezeigt, dall NRD durch Stérung
eines oder mehrerer Prozesse innerhalb der Neurulation ausgeldst werden kénnen (Ben-
nett et al. 1998; Harris und Juriloff 1999). Die hier ausgewahlten Kandidatengene lassen
sich vier solchen Prozessen zuordnen (A-D, Tab. 1-6). Sie betreffen die Interaktion mit
anderen Geweben (Mesoderm, Neuralleiste) und die Entwicklungen innerhalb des

Neuralrohrs (Apoptose, Differenzierung).

Tabelle 1-6 Mechanismen der NRD-Entstehung

gestdrter Mechanismus beteiligte Gene
A Unterstltzung durch das Mesoderm Twist, Cartl
B Differenzierung und Auswanderung der Neuralleiste Slug, Ap2a
C Umstrukturierung der Mittellinie, einschlie3lich Apoptose Msx2
D Differenzierung innerhalb des Neuralrohrs Noggin

Entscheidend bei der Aufwdlbung der Neuralfalten ist die Unterstiitzung durch das
umgebende Mesoderm (A). Ohne intaktes Mesoderm kann sich das Neuralrohr nicht
normal entwickeln. Zu den Mesoderm-spezifischen Genen gehéren Twist und Cartl. Sie
werden zur Zeit der Neurulation im cranialen Mesenchym exprimiert. Knock-out-Mause
zeigten Defekte des Kopf-Mesenchyms und entwickelten craniale NRD (Chen und
Behringer 1995; Zhao et al. 1996). Interessanterweise liel3en sich die NRD bei Cartl-KO-
Mausen durch pranatale Folsaurebehandlung reduzieren. Vielleicht handelt es sich um
ein Modell fur Folsaure-praventierbare NRD, die beim Menschen auf 70% aller NRD
geschéatzt werden.

Ein weiterer Prozel3, dessen Stérung zu NRD fuhren kann, ist die Auswanderung der
Neuralleistenzellen (B). Die ausbleibende Migration der Neuralleistenzellen aus der
Spitze der Neuralfalten kénnte die fusionsfahigen Zellen darunter blockieren. Ap2a und
Slug sind Gene, die spezifisch in den Neuralleistenzellen exprimiert werden. Slug ist ein
Marker fur pramigratorische (Huhn, Xenopus) und migratorische (Maus, Huhn, Xenopus)
Neuralleistenzellen. Funktionsanalysen wurden zunachst am Huhn durchgefiihrt. Die
Behandlung mit Slug-Antisense-Oligonucleotiden verhinderte die Auswanderung der
Neuralleistenzellen und den Verschlul? des Neuralrohrs (Nieto et al. 1994). Nach chirur-
gischer Abtragung der Neuralfalten ging die anschlielende Regeneration und Neufu-
sion mit einer Hochregulation der Slug-Expression einher (Sechrist et al. 1995). Bei der
Maus fuhrte die Ausschaltung von Slug Uberraschenderweise nicht zu NRD (Jiang et al.
1998b). Mdglicherweise hat hier ein anderes Mitglied der Genfamilie die Funktion Uber-

nommen.
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Ap2a wird in den sich schlieBenden cranialen Neuralfalten, im angrenzenden Ectoderm und
in den migrierenden Neuralleistenzellen exprimiert. Ap2a-KO-Mause entwickelten schwere
craniale NRD (Schorle et al. 1996; Zhang et al. 1996). Der Zusammenhang zwischen gestorter
Neuralleistenentwicklung und NRD scheint dabei komplexer zu sein als nach dem mechani-
stischen Modell angenommen, denn die Neuralleistenzellen blieben migrations- und differen-
zierungsfahig (Zhang et al. 1996).

Ein vierter ProzeR in der Neurulation ist die Umstrukturierung der Mittellinie (C), bei dem es
zu einem entwicklungsbiologisch genau regulierten, programmierten Zelltod kommt. Msx2 ist
an dieser Apoptose-Regulation beteiligt. Msx2-Uberexpression fiihrte zu gesteigertem Zelltod
im cranialen Neuralgewebe, die Mause entwickelten Exencephalie, Gesichtsspalten und
Defekte der Neuralleisten-Abkdmmlinge (Winograd et al. 1997). Beim Menschen sind bei Cra-
niosynostose Typ Boston Mutationen in MSX2 gefunden worden (Jabs et al. 1993).

SchlieBlich kbnnen NRD auch auf eine Stoérung der Proliferation und Differenzierung inner-
halb des Neuroectoderms zurtickgehen (D). Diese Musterbildung entsteht aus dem Gleichge-
wicht von induktiven Signalen und ihren Antagonisten. Fur die Differenzierung des dorsalen
Neuralrohrs sind die zentralen Gegenspieler BMPs (Bone morphogenetic proteins) und Nog-
gin. BMPs werden zuerst vom benachbarten epidermalen Ectoderm produziert und induzie-
ren die Differenzierung der dorsalen Neuralzellen in die sogenannte Deckplatte. Spater
Ubernimmt diese die BMP-Produktion und bewirkt so die Differenzierung in Neurone vom
dorsalen Typ. Noggin wird im dorsalen Bereich des Neuralrohrs und der Somiten exprimiert.
Als sezerniertes Signalpeptid bindet und inaktiviert es BMPs und begrenzt damit ihre Wir-
kung. Bei Ausschaltung von Noggin in Mausen blieb das Neuralrohr offen und zeigte gravie-
rende Musterveranderungen. Die Mause hatten Exencephalie und SBA (McMahon et al. 1998).
Aus den Tierexperimenten laRt sich also mit Sicherheit schlieRen, daR Twist, Cartl, Slug, Ap2a,
Msx2 und Noggin an der Neuralentwicklung beteiligt sind, auch wenn ihre genaue Funktion
dabei noch unbekannt ist. Basierend auf einer starken Sequenzhomologie 1Bt sich postulieren,
daR sie diese Funktion auch beim Menschen haben. Es ist daher denkbar, dal} Mutationen in

den entsprechenden humanen Genen zur genetischen NRD-Pradisposition beitragen.

1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Diese Arbeit soll untersuchen, ob ausgewahlte Kandidatengene als Risikofaktoren zur multi-
faktoriellen Genese von NRD beitragen. Die untersuchten Gene gelten als Kandidaten entwe-

der aufgrund ihrer wichtigen Funktion im Folsaurestoffwechsel (MTHFR) oder aufgrund von
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induzierten Mutanten bei Tiermodellen (Entwicklungsgene SLUG, CART1, NOGGIN,
TWIST, AP2a und MSX2).

1.4.1 Assoziationsstudien zu MTHFR-Polymorphismen

Eine der wenigen Tatsachen, die man im Zusammenhang mit der NRD-Entstehung beim
Menschen sicher weil3, ist der praventive Effekt perikonzeptioneller Folséauregaben.
Mehrere umfangreiche, internationale Studien haben gezeigt, dafl eine Folsdureein-
nahme der Mutter in den ersten Schwangerschaftswochen das Risiko eines NRD bei
ihrem Kind reduziert. Ein Schlisselenzym des Folsdurestoffwechsels ist die Methylente-
trahydrofolat-Reduktase (MTHFR). Deren thermolabile Variante hat eine erniedrigte
Enzymaktivitat, die zu einem Mangel an aktivierten C;-Einheiten und damit zu gestor-
ten Methylierungsreaktionen fuhren kann. Die Bereitstellung von C;-Einheiten ist bei
allen Wachstumsprozessen notwendig, auch bei der Entwicklung des Neuroectoderms
einschlieBlich der Neurulation. Durch Folsauregaben laRt sich die thermolabile MTHFR
stabilisieren und ihre Aktivitat steigern. Diese Zusammenhange haben dazu geflhrt,
dal’ die thermolabile MTHFR als moglicher NRD-Risikofaktor angesehen wird.

Nachdem die genetische Ursache der thermolabilen MTHFR, eine Homozygotie flr den
Basenaustausch 677C - T in Exon4 (A222V), geklart war, konnte der Enzymdefekt auf
einfache Weise getestet werden. In der Folge ist in Fall-Kontroll-Studien in Nordamerika
und einigen europaischen Landern eine Assoziation zwischen 677C - T und NRD unter-
sucht worden. Die Ergebnisse waren widersprichlich. In manchen Landern wurde eine
Assoziation des 677TT-Genotyps mit NRD gefunden (Irland, Holland, Italien), in ande-
ren Landern fand sich keine Assoziation (Kanada, USA, Norwegen, England, Frank-
reich, Turkei). In Deutschland gab es bisher noch keine Studie zu dieser Fragestellung.
Die Ergebnisse aus anderen Landern lassen sich nicht auf die deutsche Population Uber-
tragen, da sich Genotyp- und Allelfrequenzen unterscheiden und die genetischen Ursa-
chen von NRD populationsspezifisch sein kénnen. Daher soll die vorliegende Arbeit
einen Beitrag dazu leisten, diesen wichtigen, bisher ungeklarten Aspekt fur die deutsche
Population zu erfassen, und die thermolabile Variante als NRD-Risikofaktor auf geneti-
scher Ebene untersuchen. Neben dem Polymorphismus 677C — T soll auch der klrzlich
als zusatzlicher Risikofaktor beschriebene Polymorphismus 1298A — C (A430E) auf eine

Assoziation mit NRD gepruft werden. Da Fall-Kontroll-Studien aufgrund maéglicher
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Stratifikationseffekte angreifbar sind, soll zuséatzlich eine familienbasierte Assoziationsstudie
durchgefuihrt werden.

Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen thermolabiler MTHFR und NRD ist von
praktischer Relevanz, denn eine Assoziation hatte Auswirkungen auf die Vorsorgeberatung
von Frauen mit Kinderwunsch. Frauen mit 677TT-Genotyp mufite dann gezielt zu einer Fol-

saureprophylaxe bereits vor Eintritt einer Schwangerschaft geraten werden.

1.4.2 Mutationssuchen in Entwicklungsgenen

In den letzten Jahren hat man durch Manipulation an bekannten Genen gezielt Tiermutanten
erzeugt, von denen einige (z.T. Uberraschenderweise) einen NRD entwickelten. Diese Mutan-
ten werden als Modelle fiir NRD beim Menschen angesehen. Die homologen humanen Gene
sind Kandidaten fiur eine Beteiligung an der NRD-Entstehung beim Menschen. Diese Arbeit
soll eine Auswahl dieser Gene auf ihre Rolle bei der Auslésung von humanen NRD untersu-
chen. Die zu untersuchenden Kandidatengene sind so gewahlt, dal? sie das Spektrum der an
der Neurulation beteiligten Mechanismen reprasentierten. Dazu zahlen extrinsische Kréafte
wie die Unterstitzung durch mesodermales Gewebe (TWIST, CART1) und intrinsische Kréafte
wie Differenzierungsprozesse im Neuroectoderm (NOGGIN, MSX2) sowie die Auswanderung
der Neuralleistenzellen (SLUG, AP2a). CARTL1 gilt zudem als wichtiges Kandidatengen flr
Folsdure-abhangige NRD, da Folsdure bei der entsprechenden Knock-out-Maus einen praven-
tiven Effekt zeigte. Keines der gewahlten Gene ist bisher beim Menschen auf einen Zusammen-
hang zu NRD analysiert worden.

Die Gene sollen mit Hilfe der Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA) auf Sequenzveran-
derungen bei NRD-Patienten untersucht werden. Bereits bekannte Gen-Sequenzen bzw. Teil-
sequenzen sollen durch Datenbank-Recherche gefunden, zusammengesetzt und auf
Inkongruenzen uberpruft werden. Soweit noch nicht bekannt, soll die Exon-Intron-Struktur
der humanen Gene bestimmt werden. Die Amplifikation jedes Gens soll so erfolgen, daf3 der
gesamte kodierende Bereich einschlieRlich der Exon-Intron-Ubergange abgedeckt wird. Die
amplifizierten Fragmente sollen dabei so entworfen werden, daR sich eine optimale Detekti-
onssensitivitat in der SSCA ergibt. Gefundene Sequenzveranderungen sollen auf eine Assozia-
tion mit NRD getestet und in ihren mdglichen Auswirkungen untersucht werden. Um eine
Interaktion von Allelen verschiedener Gene zu prifen, sollen die Genotypkombinationen aller

Varianten zusammengestellt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Benutzte Chemikalien, L6ésungen, Enzyme und Nucleinsauren, die zu den Standardma-

terialien eines molekularbiologischen S1-Labors gehoren, werden hier nicht aufgefuhrt.

Bei der Materialbestellung wurde eine Optimierung von hoher Qualitat und niedrigen

Kosten angestrebt.

2.1.1 Chemikalien

Hydrolink Long Ranger
MetaPhor Agarose

2.1.2 Enzyme

AmpliTag

HotStarTaq

Platinum Tagq DNA Polymerase
Taq DNA Polymerase

Vent DNA Polymerase

2.1.3 Kitsysteme

Advantage-GC Genomic PCR Kit
Big Dye Terminator Kit
GeneAmp XL PCR Kit

Kristal Kit

QIAquick PCR Purification Kit
RNeasy Blood Mini Kit

TOPO TA Cloning

FMC BioProducts, USA
FMC BioProducts, USA

Perkin Elmer, USA

Qiagen, Hilden

Gibco BRL, USA
Amersham, UK

New England BiolLabs, USA

Clontech, USA

ABI, Weiterstadt
Perkin Elmer, USA
Cambridge Mol. Tech.,
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Invitrogen, USA
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2.1.4 Gerate

Neben Geréten, die zur Grundausstattung eines S1-Labors gehdren, wurden eingesetzt:

GeneAmp PCR System 9600 bzw. 2400 Perkin Elmer, USA
Trio Thermoblock TB1 Biometra, Gottingen
DGGE/SSCA-Kammer PhorU-2 Ingeny, Leiden, NL
Hoefer SE600 Elektrophorese Einheit Amersham, Freiburg
automatischer Sequenzierer ABI 373 bzw. 310 Perkin Elmer, USA

2.1.5 Software

Textverarbeitung Word 97, Microsoft
FrameMaker 5.0, Adobe
Datenverwaltung Excel 97, Microsoft

Access 97, Microsoft

Primerdesign Oligo 5.0, NBI

Statistik StatXact 4, Cytel Software
Literaturverwaltung EndNote 3.1, Niles Software
Grafik PowerPoint 97, Microsoft

CorelDraw 8, Eastman Kodak
Photoshop 4.0, Adobe
Illustrator 8.0, Adobe
PageMaker 5.5, Adobe
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2.2 Probanden und Kontrollen

Frau Prof. Dr. M.C. Koch (Marburg), Herr Dr. A. Ermert (Mainz), Frau Dr. E. Strehl
(Erlangen), Frau Dr. E.T.K.M. Piecha-Ngo (Marburg) und Herr Dr. N. Kohlschmidt
(Mainz) haben das Patientengut zusammengetragen. Im Rahmen einer Kooperation
stellten Herr Dr. R.H. Finnell (Omaha, Nebraska) und Frau Dr. V. Capra (Genua) zusatz-
liche DNA-Proben von Probanden mit cranialen NRD zur Verfligung. Alle Personen
wurden Uber die Intention dieser Studie informiert und ausschlief3lich nach Einverstand-
niserklarung in die Untersuchungsgruppen aufgenommen. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Philipps-Universitat Marburg geprift und anerkannt.

Fur diese Studie standen insgesamt 215 nicht miteinander verwandte Probanden mit
nicht-syndromalem NRD sowie einige ihrer Eltern (128 Mutter, 99 Vater) zur Verfligung.
Die NRD wurden in drei Kategorien zusammengefalit: SBA (alle spinalen NRD aul3er
SBO), Anencephalie (Anencephalie alleine oder in Kombination mit SB und Craniorha-
chischisis) und Encephalocele. Dies entspricht der Gblichen und empfohlenen Einteilung
(Elwood et al. 1992). Die meisten Probanden waren sporadische Falle mit SBA. Eine Auf-
schlisselung gibt Tab. 2-1.

Als Kontrollgruppe dienten 287 deutsche, reprasentativ rekrutierte, nicht verwandte
mannliche und weibliche Personen ohne NRD im Alter von 18 — 60 Jahren. Die einzelnen
Untersuchungen umfaten meistens weniger als die Gesamtzahl der Patienten und Kon-

trollen, weil die Proben Uber den gesamten Zeitraum gesammelt wurden.

Tabelle 2-1 Ubersicht iiber das Probandenkollektiv und Aufschliisselung nach verschiedenen
Gesichtspunkten

MR Kooperation gesamt
Probanden (Patienten + Feten) 188 (165+23) 27 (0+27) 215 (165 +50)
Phéanotyp SBA 176 0 176
Anencephalie + Craniorhachischisis 9 4 13
Encephalocele 3 23 26
Auftreten sporadisch 173 27 200
familiar 15 0 15
Geschwister 11
Eltern / Kind 1
Vetter 1° 1
Grol3eltern / Enkelkind 1
Ubrige Verwandtschaft 1
Familienstruktur Trios (Mutter, Vater, Kind) 98
zusétzliche Eltern-Kind-Paare 31
Patienten ohne Eltern 59

MR = Marburger Patientengut
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2.3 Methoden

2.3.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Die folgenden Methoden sind Standardmethoden in der Molekularbiologie und wurden
anhand der ,,Current Protocols in Human Genetics* und der ,,Current Protocols in Mole-
cular Biology* durchgefuihrt (Ausubel et al. 1993; Dracopoli et al. 1997). Die Verwendung
von Kits erfolgte nach Anleitung der Hersteller. Diese Techniken sollen deswegen hier

nur aufgefiihrt aber nicht im einzelnen dargestellt werden.

< DNA-Isolierung aus Blut oder Gewebe durch Aussalzen und Ethanolfallung

« photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

= Polymerasekettenreaktion (PCR)

= Restriktionsspaltung von PCR-Produkten

« Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose- und Polyacrylamidgelelektro-
phorese

= Visualisierung aufgetrennter DNA-Fragmente mit Ethidiumbromid oder Silbernitrat

= Extraktion von DNA aus Agarosegelen

< RNA-Isolierung aus Blut (RNeasy Blood Mini Kit)

< cDNA-Synthese (Superscript)

= Klonierung von PCR-Produkten in Plasmid-Vektoren (TOPO TA Cloning Kit)

= Transformation in E.coli

e Préparation von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse

2.3.2 PCR-Optimierung

Das Primerdesign erfolgte mit Hilfe der Programme Primer 0.5 (Whitehead Institute)
und Oligo 5.0 (NBI). Alle PCRs wurden auf méglichst spezifische und hohe Ausbeute
optimiert. Die optimalen Bedingungen (Annealing-Temperatur, Puffer, Tag-Polymerase,
Zykluszahl) sind abhéngig von der Sequenz, insbesondere dem GC-Gehalt der Primer
und des Templates und muften empirisch ermittelt werden (McPherson et al. 1991). Bei
der Zusammensetzung des Reaktionspuffers wurde vor allem die Konzentration an
Mgz"-lonen variiert. Ist sie zu hoch, entstehen unspezifische Produkte; ist sie zu gering,
verringert sich die Ausbeute. Unspezifische PCR-Produkte wurden auch durch Zugabe
denaturierend wirkender Agenzien (z.B. DMSO, Formamid, Betain, Glycerol) eliminiert
(Sarkar et al. 1990; Henke et al. 1997). Dabei wurde darauf geachtet, dal die Zusatze das

SSCA-Laufmuster nicht verschlechterten. Tag-Polymerasen verschiedener Hersteller
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zeigten bei ansonsten gleichen Bedingungen unterschiedliche Ergebnisse und wurden
bei der Optimierung miteinbezogen. Bei problematischen PCRs wurde die Hot Start-
(Chou et al. 1992) oder die Touchdown-Methode (Don et al. 1991) angewendet. Die
Zykluszahl wurde bei guter Ausbeute moglichst gering gehalten, da hohe Zykluszahlen
die Gefahr bergen, daR anfanglich falsch eingebaute Nucleotide in weiteren Zyklen

exponentiell vervielfaltigt werden.

2.3.3 SSCA (Single-stranded conformational analysis)

Zur Mutationssuche in den ausgewahlten Kandidatengenen wurde die nichtradioaktive
Einzelstrang-Konformations-Analyse eingesetzt (Orita et al. 1989; Chaubert et al. 1993).
Das Prinzip der SSCA beruht darauf, dal} die Migration einzelstrangiger DNA in der
Elektrophorese abhangig ist von der Sekundarstruktur, die wiederum bestimmt wird
durch die Nucleotidsequenz (Primarstruktur). Ein einziger Basenaustausch kann die
Sekundarstruktur und damit das Laufmuster andern. Die Sensitivitat der SSCA nimmt
bei sehr groen (> 400 bp) und sehr kleinen (< 130 bp) PCR-Produkten ab (Sheffield et al.
1993).

Das jeweilige Kandidatengen wurde aus genomischer DNA mit PCR so amplifiziert, daf
Uberlappende Produkte von moglichst nicht mehr 260 bp entstanden. Diese wurden
denaturiert und auf ein nicht-denaturierendes PAA-Gel (12%, 49:1) aufgetragen. Die
SSCA-Elektrophorese wurde bei Raumtemperatur und im Kidhlraum (4°C) durchgefuhrt
und die Gele anschlieBend silbergefarbt (Budowle et al. 1991). Aberrante Banden wurden
ausgestochen, reamplifiziert und sequenziert.

Die SSCA-Bedingungen wurden zunachst allgemein optimiert (Gelkonzentration, Lauf-
puffer, Temperatur) und spater fur jedes PCR-Produkt feinadjustiert (aufgetragene
Menge, Ladepuffer, Spannung, Laufzeit) (Glavac und Dean 1993; Hongyo et al. 1993).
Um die Effizienz des Mutations-Screenings zu steigern, wurden fur alle Arbeitsschritte

96-Lochplatten benutzt und Multiplex-SSCAs mit bis zu vier Produkten durchgefihrt.

2.3.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al. 1977). In die
Sequenzreaktion mit dem Big Dye Kit (ABI) wurde in Doppelansatzen fur beide Richtun-
gen das gereinigte PCR-Produkt mit je einem Primer eingesetzt. Die Sequenzierung
erfolgte auf einem automatischen Sequenziergerat (ABI 373 bzw. 310, Perkin Elmer)
unter Benutzung der zugehorigen Software (Sequencher und Sequence Navigator von
Gene Codes, Ann Arbor).
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2.3.5 Direkter Nachweis bekannter Mutationen

2.3.5.1 ARMS (Amplification refractory mutation system)

Bekannte Punktmutationen kdnnen in einer PCR mit allelspezifischen Primern nachge-
wiesen werden. Darauf beruht der ARMS-Test, bei dem zwei PCR-Reaktionen parallel
ausgefuhrt werden (Newton et al. 1989). In einem Ansatz befindet sich ein wildtypspe-
zifischer Primer, im anderen ein mutationsspezifischer Primer. lhre terminalen Basen
sind komplementar zur Wildtyp- bzw. mutierten Sequenz. Der zweite Primer ist in bei-
den Ansatzen gleich. Ein Template generiert in dem einen und/oder anderen Ansatz ein
Produkt, je nachdem ob es das Wildtyp- und/oder das mutierte Allel enthalt. Mit dem
ARMS-Test wurden die MTHFR-Polymorphismen haplotypisiert und die in den Ent-

wicklungsgenen gefundenen Punktmutationen verifiziert.

2.3.5.2 RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

Bekannte Punktmutationen, die eine Restriktionsschnittstelle verandern (einfihren oder
zerstoren), wurden durch PCR mit flankierenden Primern und anschlieBenden Restrik-
tionsverdau nachgewiesen. Auf diese Weise wurden die MTHFR-Polymorphismen
677C - T und 1298A - C untersucht. 677C - T fuhrt eine neue Hinfl-Schnittstelle ein,
1298A - C zerstort eine vorhandene Mboll-Schnittstelle.

2.3.6 Statistische Methoden

Zur Entscheidung, ob ein genetisches Merkmal ein Risikofaktor ist, wurden Ubliche sta-
tistische Verfahren angewandt (Terwilliger und Ott 1994). Dabei wurde untersucht, ob
die Unterschiede zweier Stichproben durch zufallsbedingte Streuung zu erklaren waren
(Nullhypothese H,) oder ob tatsachlich ein Effekt vorlag (Alternativhypothese H,). Mit
einem statistischen Test (x?, Fisher, McNemar, Cochran-Armitage) wurde aus den Beob-
achtungsdaten die jeweilige TestgroRe errechnet und der zugehdrige p-Wert ermittelt.
Der p-Wert ist die Wahrscheinlichkeit, mit der sich die vorliegenden Ergebnisse (oder
noch extremere) zufallig ergeben kdnnten, d.h. der p-Wert ist die Wahrscheinlichkeit, mit
der man sich irrt, wenn man die Nullhypothese H, ablehnt. Wenn diese Wahrscheinlich-
keit gering ist (kleiner als das zuvor vereinbarte Signifikanzniveau a), wird H, verworfen
und das Ergebnis als statistisch signifikant bezeichnet. Meist (so auch in der vorliegen-

den Arbeit) setzt man a = 0,05.
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AuBerdem wurden Odds Ratio (OR) und Konfidenzintervall (Cl) berechnet. Die OR gibt
an, um welchen Faktor das Krankheitsrisiko einer Person steigt, wenn sie Trager eines
bestimmten Allels oder Genotyps ist. Bei Krankheiten mit niedriger Pravalenz (wie hier
bei NRD) wird die OR gleich dem Relativen Risiko. Um die Genauigkeit der OR beurtei-
len zu kénnen, wurde das zugehorige Cl angegeben. Ein Cl ist der Wertebereich, der mit
einer vorgegebenen Vertrauenswahrscheinlichkeit (1 - o) die wahre OR enthélt. Ein gro-
Bes Clist Indiz fur eine starke Variabilitat der Daten. Enthélt das Cl die 1, ist das Ergebnis
nicht signifikant. Da wie Ublich eine Irrtumswahrscheinlichkeit a = 5% gewahlt wurde,

werden 95% CI angegeben.

2.3.6.1 Fall-Kontroll-Vergleich

In Fall-Kontroll-Vergleichen wird geprft, ob ein genetische Merkmal mit dem Krank-
heitsphanotyp assoziiert ist, das heif3t ob es bei Betroffenen signifikant haufiger auftritt
als bei Nicht-Betroffenen (Gambaro et al. 2000). Die Genotypfrequenzen von Betroffenen
und Nicht-Betroffenen wurden mit dem Cochran-Armitage Trend-Test verglichen (Agre-
sti 1991). Bei diesem Test werden alle drei Genotypen (homozygot wildtyp -/-, heterozy-

got +/-, homozygot mutiert +/+) miteinbezogen.

2.3.6.2 Familien-Analyse

Auch in familienbasierten Assoziationsstudien wird geprift, ob ein spezifisches Allel bei
erkrankten Personen Uberzufallig haufig auftritt. Es wurden Kernfamilien mit einem
betroffenen Kind untersucht und aus den nicht transmittierten Allelen der beiden Eltern
interne Kontrollen gebildet (Abb. 2-1). Dadurch waren Stratifikationseffekte wie bei Fall-
Kontroll-Vergleichen mit externen Kontrollen ausgeschlossen.

Mitdem TDT (Transmission disequilibrium test; Spielman et al. 1993) wurde geprift, ob
ein bestimmtes Allel tberzuféllig haufig von heterozygoten Eltern an ihr betroffenes
Kind transmittiert wurde (Tab. 2-2). Der TDT ist ein kombinierter Kopplungs-Assozia-
tionstest. Er detektiert eine Assoziation nur, wenn Kopplung vorhanden ist, und umge-
kehrt. Sind genetischer Marker und Krankheit nicht gekoppelt oder nicht assoziiert,

erwartet man eine Transmissionsrate von 50%. Die berechnete PriifgroRe ist x*

2 _ (Anzahl der transmittierten Allele — Anzahl der nicht transmittierten Allele)? _(b —c)?
(Anzahl der transmittierten Allele + Anzahl der nicht transmittierten Allele) (b+c)
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Der p-Wert wurde nach dem exakten McNemar-Test berechnet. Bei der Analyse von
Haplotypen mehrerer Polymorphismen wurde der multiallelische TDT angewendet und
als Teststatistik T, berechnet (Kaplan et al. 1997).

Ein signifikantes TDT-Ergebnis bedeutet, es liegt Kopplung und Assoziation vor. Ein
nichtsignifikantes TDT-Ergebnis bedeutet, es liegt keine Kopplung oder keine Assozia-

tion vor.

_________

Abbildung 2-1  Familienbasierte Assoziationsstudie

(A) Trios aus Mutter, Vater und betroffenem Kind wurden genotypisiert. (B) Die trans-
mittierten Allele A;A, dienten als Félle, die nicht transmittierten Allele A,A, als fiktive
interne Kontrollen. Damit entstammten die Kontrollen exakt derselben Population wie
die Falle, anders als bei Fall-Kontroll-Studien mit realen Kontrollpersonen.

Tabelle 2-2 Vierfeldertafel im TDT

nicht-transmittierte

Allele
A A, gesamt
transmittierte Aq a b a+b
Allele A, c d c+d
gesamt a+c b+d 2n

Bei n Familien wurde fiir die 2n Eltern untersucht, welches der beiden Markerallele A, und
A, sie jeweils an ihr betroffenes Kind transmittiert hatten und welches nicht. Von den
insgesamt 4n Allelen werden 2n transmittiert und 2n nicht transmittiert. Homozygote Eltern
(a + d) sind nicht informativ. Unter der Nullhypothese wird erwartet, daf} heterozygote
Eltern beide Allele gleich haufig transmittieren (b = c).

2.3.6.3 Mutter-Kind-Paare

Um zu beurteilen, ob eine bestimmte Mutter-Kind-Genotypkombination tberzuféllig
haufig vorkam, wurde die beobachtete Genotypverteilung mit erwarteten Werten vergli-
chen. Die Erwartungswerte wurden aufgrund der Genotypverteilung in der Kontroll-
gruppe unter Hardy-Weinberg-Gleichgewicht berechnet. Beobachtete und erwartete

Genotypfrequenzen wurden mit einem x2-Test verglichen.
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2.3.7 Sicherheitsmallnahmen

Bei allen gentechnischen Arbeiten wurden die Vorschriften des Gentechnikrechts einge-
halten. Die Materialverarbeitung und die Auswertung von personengebundenen Daten
wurde durch zufallsbedingte Identifikationsnummern verschlisselt und gemafl Daten-

schutzgesetz gehandhabt.

2.4 Untersuchung der einzelnen Kandidatengene

Im MTHFR-Gen wurden zwei bekannte Punktmutationen durch RFLP-Analyse unter-
sucht. Die Entwicklungsgene SLUG, CART1, NOGGIN, TWIST, AP2a und MSX2 wurden
mit SSCA auf unbekannte Mutationen gescreent. Dazu wurde der gesamte kodierende
Bereich einschlie3lich der Spleistellen in Gberlappenden Fragmenten mit PCR amplifi-

ziert. Tab. 2-3 stellt die jeweilige GroRe der untersuchten Personengruppen zusammen.

Tabelle 2-3 Anzahl der untersuchten Probanden und

Kontrollen
Gen Patienten Feten Kontrollen
MTHFR 148 18 174
SLUG 145 5 136
CART1 152 21 166
NOGGIN 150 20 239
TWIST 130 0 0
AP2a 150 20 146
MSX2 150 50 232
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2.4.1 MTHFR

Im Gen der MTHFR wurden gezielt zwei bereits beschriebene Polymorphismen unter-
sucht; 677C - T in Exon4 (Frosst et al. 1994) und 1298A - C in Exon7 (van der Put et al.
1998). Beide verandern Restriktionsschnittstellen und liel3en sich durch Restriktionsver-
dau des entsprechenden PCR-amplifizierten Fragments nachweisen (Abb. 2-2). Durch
677C - T entsteht eine Hinfl-Schnittstelle, so dal das 198 bp groRe PCR-Produkt in zwei
Fragmente (175 und 23 bp) gespalten wird. Durch 1298A -, C wird eine von vier Mboll-
Schnittstellen im 163 bp grofRen PCR-Produkt zerstért, so daB statt zwei Fragmenten (56
und 18 bp) ein Fragment (84 bp) entsteht. Die Verdaufragmente wurden durch Gelelek-
trophorese aufgetrennt: das Hinfl-verdaute 677-Fragment in einem 8%igen nichtdenatu-
rierenden PAA-Gel, das Mboll-verdaute 1298-Fragment in einem 5%igen MetaPhor-
Agarose-Gel. Die Farbung erfolgte in beiden Fallen mit Ethidiumbromid.

Zur Haplotypisierung kombiniert Heterozygoter (677CT-1298AC) wurde eine geneti-
sche Stammbaumanalyse durchgefihrt. Bei uninformativer oder nicht vorhandener
Familie wurde ein neuentwickelter ARMS-Test angewendet (Abb. 2-3). Dazu wurde mit
allelspezifischen Primern in zwei Ansétzen das 677T- oder das 677C-Allel amplifiziert.
Der in beiden Fallen eingesetzte reverse Primer 7r umfalite die Stelle 1298. Das resultie-
rende PCR-Produkt (etwa 2,1 kb) wurde als Template in eine Semi-nested PCR mit den
die 1298-Stelle flankierenden Primern 7f und 7r eingesetzt. Die Base an der Stelle 1298
wurde, wie oben beschrieben, durch Mboll-Verdau bestimmt.

Far einen Fall-Kontroll-Vergleich an der Stelle 677C/T (1298A/C) wurden 137 (148) SBA-
Patienten und 153 (174) Kontrollpersonen genotypisiert und haplotypisiert, flr eine
Familien-Analyse 72 (77) Trios (Mutter, Vater, betroffenes Kind) und flr die Analyse der
kombinierten Genotypverteilung 106 (110) Mutter-Kind-Paare.

Tabelle 2-4 Primer zur Untersuchung der MTHFR Polymorphismen 677C - T und 1298A - C

Primer Sequenz5 - 3 Annealing Literatur

af t gaaggagaaggt gt ct gcggga 60°C  Frosst et al. 1094

ar aggacggt gcggt gagagt g

7f ctttggggagct gaaggact act ac R

7r cactttgtgaccattccggtttg 57°C van der Put et al. 1998
ARMS 677C wt agcact t gaaggagaaggt gt ct gcgggaac o

ARMS 677T mut agcact t gaaggagaaggt gt ct gcgggaat 59°C  Stegmann etal. 1999a

Annealing = Anlagerungstemperatur in der PCR
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677C-T 1298A-C

| |

4f —» <« 4r 7t —» <« 7r
] | ] |
| 198bp | | 163bp |
L____J./_____l L___i____l
Hinfl Mboll
677C: 198 bp 1298A: 56 + 18, 31, 30, 28 bp
677T: 175+ 23 bp 1298C: 84, 31, 30, 28 bp

Abbildung 2-2  Nachweis der MTHFR-Polymorphismen 677C T und 1298A - C

Beide Polymorphismen wurden durch flankierende Primer amplifiziert (4f + 4r bei 677C/T bzw. 7f + 7r bei
1298A/C) und die PCR-Produkte einem Restriktionsverdau (Hinfl bei 677C/T bzw. Mboll bei 1298 A/C)
unterworfen. Die Verdaufragmente wurden gelelektrophoretisch getrennt (8% PAA bei 677C/T bzw. 5%
MetaPhor bei 1298A/C) und mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

Literatur zur genomischen Struktur: Goyette et al. 1998

677C
4
Ansatzl | 4, | ..
677C wt I—P
L
1298A/C?
677T ﬂ
4
Ansatz 2 H 5 6 7 ]7
677T mut —» = e
| i 163bp |
=2,1kb :l/
Mboll
1298A: 56 + 18, 31, 30, 28 bp
1298C: 84, 31, 30, 28 bp

Abbildung 2-3  ARMS-Test zur Haplotypisierung MTHFR 677CT-1298AC-Heterozygoter

Die allelspezifischen Primer wurden so konzipiert, daf die letzte Base am 3’-Ende komplementar war

entweder zur Wildtyp-Sequenz 677C (ARMSwt) oder zur mutierten Sequenz 677T (ARMSmut). Zusatzlich
wurde zur Erhéhung der Spezifitat an der vorletzten Base ein AC-Mismatch eingefiihrt. Die allelspezifische
PCR (ARMS 677wt/mut + 7r) ergab ein Produkt von etwa 2,1 kb, das als Template in eine Semi-nested PCR

(7f + 7r) eingesetzt wurde. Das Produkt der Semi-nested PCR wurden in einem Mboll-Restriktionsverdau
analysiert.
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2.4.2 SLUG

SLUG kodiert einen Zinkfinger-Transkriptionsfaktor der Snail-Familie und besteht aus
drei Exons (Cohen et al. 1998; Stegmann et al. 1999b). Die finf im Tandem angeordneten
Zinkfinger werden von Exon 2 und 3 kodiert. Unmittelbar vor der Zinkfingerdoméane
befindet sich ein 29 Aminosauren langer Abschnitt, der typisch ist fur die Slug-Unterfa-
milie (Sefton et al. 1998).

Fur die Mutationssuche wurden neun PCR-Fragmente von 169 bis 267 bp Grolze gene-
riert und mit SSCA analysiert (Abb. 2-5, Tab. 2-5).

Zur Verifizierung der gefundenen Mutation 1548C - A (D119E) wurde ein ARMS-Test
entwickelt. Dabei wurde mit allelspezifischen Primern in zwei Ansatzen entweder das

Wildtyp- oder das mutierte Allel amplifiziert. (Abb. 2-4).

Ansatz 1 Ansatz 2
wildtypspezifischer Primer mutationsspezifischer Primer
2.4f ARMSwt 2.4r 2.4f ARMSmut 2.4r
—_ —_— - —_ —_— -
L 177 bp 177 bp
122 bp 122 bp
Wildtyp- ‘ c , ca
5' - gaggaaagact acagt ccaagctttcag ¢ 5' - gaggaaagact acagt ccaagct ttcag
Sequenz 3'-...cttctcctttctgatgtcaggttcgaaagtctggg... -5 3'-...cttctcctttctgatgtcaggtt cgaaagt ctggg. . . -5°
— Produkt — kein Produkt
cc c
mutierte 5' - gaggaaagact acagt ccaagct ttcag 5' - gaggaaagact acagt ccaagctttcag a
Sequenz 3'-...cttctcctttctgatgtcaggttcgaaagtcttgg...-5" 3'-...cttctcctttctgatgtcaggttcgaaagtcttgg...-5"
— kein Produkt — Produkt

Abbildung 2-4  ARMS-Test zum alternativen Nachweis der SLUG-Mutation 1548C - A (D119E)

Die letzte Base am 3’-Ende der allelspezifischen ARMS-Primer war komplementar zur Wildtyp-Sequenz
1548C (ARMSwt) oder zur Mutation 1548A (ARMSmut). Zur Erhéhung der Spezifitat wurde an der
vorletzten Base ein zuséatzliches CT-Mismatch eingefuhrt.

Jeder Ansatz enthielt drei Primer: 2.4f, 2.4r und einen allelspezifischen Primer (ARMSwt oder ARMSmut).
2.4f und 2.4r generierten ein 177 bp grofRes Kontrollfragment. Das 122 bp groRe allelspezifische Fragment
entstand nur dann, wenn das Template die zum ARMS-Primer passende Sequenz hat.
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Exon 1 (79 bp) Exon 2 (546 bp) Exon 3 (182 bp)
5 | 3
LT | 1
Slug-Def. Zinkfinger
265 237 177 250 246
— > —r —> +—>
1f 1r 2.1f  2.1r 2.4f 2.4r 2.6f 2.6r 3.1f 3.1r
260 191 169
—> —> —>
2.2r  25f  25r 3.2f  3.2r
267
+—>r
2.3f 2.3r
Abbildung 2-5  SLUG-Genstruktur, Lage der zum SSCA-Screen verwendeten Primer und Grél3e

der PCR-Produkte

Die funf Zinkfinger werden von Exon 2 und 3 kodiert. Unmittelbar vor dem Zinkfingerbereich liegt die
sogenannte Slug-definierende Region, ein 29 Aminoséuren langer Abschnitt, der bei den Homologen aller

Vertebraten konserviert ist und die Slug-Subfamilie von den Ubrigen Mitgliedern der Snail-Familie

unterscheidet. Literatur: Cohen et al. 1998; Stegmann et al. 1999b. Acc.No. AF084243.

Tabelle 2-5 SLUG-Primerpaare fir den SSCA-Screen

Primer Sequenz5 - 3 Primer Sequenz5 - 3 Annealing Zusatz
SLU1f gatgctgtagggaccgecegtg SLU1Lr ggaaaacagttgaatctttggc 55°C -
SLU2.1f tgctaaatatctttccagtgtg SLU2.1r agagaggccatt gggt ag 55°C -
SLU2.2f ttcccagtgattatttccc SLU2.2r tcctcttcatcactaatggg 54°C -
SLU2.3f tggcctctctcctcetttce SLU2.3r ctgaaagattttctagactggg 55°C -
SLU2.4f at ct gacacct cctccaag SLU2.4r tgcagctgcttatgtttggec 58°C -
SLU2.5f acctattcaactttttctgg SLU2.5r aaccagggt ct ggaaaac 52°C -
SLU2.6f ccagt ct agaaaat ctttcagc SLU2.6r cacaacttcat gcaaatcc 53°C Mg?*
SLU3.1f tgctgcttctcattatttaa SLU3.1r tctggagaaggttttggag 52°C -
SLU3.2f t cat ct gcagacccattctg SLU3.2r gcttcggagt gaagaaat gc 56°C -
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2.4.3 CART1

CART1 kodiert einen Homéodomaéanen-Transkriptionsfaktor. Bisher war nur die cDNA-
Sequenz bekannt (Gordon et al. 1996). Zur Bestimmung der genomischen Struktur wur-
den PCR-Fragmente generiert, die die Introns enthielten. Sie wurden in Vektoren klo-
niert, TOP10-Zellen damit transformiert und die Exon-Intron-Ubergidnge mit
vektorspezifischen Primern sequenziert. In der SSCA wurde der kodierende Bereich von
CARTL1 in 8 Uberlappenden PCR-Produkten untersucht (Tab. 2-6).

Tabelle 2-6 CART1-Primerpaare fliir den SSCA-Screen und die Amplifizierung der Introns

Primer Sequenzb - 3 Primer Sequenzb - 3 Anneal. Produkt
CARTI1f agcgctctccagtttctgtg CART1r ct ccagaggacct cct gc 56°C  139bp
CART2f at ggagtttctgagcgagaag CART2.1r gctgctgtcctgacagggcg 57°C  225bp
CART15f aaagcgt ct gcaggcaaat CART15r* tcgctcccacttttctcctt 59°C 206 bp
CART16f* cctgagaactgttgtttttcct CART16r cgtatcacatttatccccaagt 56°C 184 bp
CART3f aggacagccccttcacaccga CART4r cggtgcctccecgtttcttac 57°C 156 bp
CART17f gaagggagagct ggat gaac CART17r* atcccat ccat caaggcctc 56°C 230bp
CART10f cggacagattccagttacac CART11lr acatggcccatgaaatattg 57°C 211 bp
CART16f gaggtcttccagtatcgcag CART12r-2 tccacacacagcagcttattg 56°C 167 bp
CARTI-13f gt gcgcttggagaggacc CARTI-13r cacgggagacatt cggagac 67°C Intron 1
CARTi-5f actcattacccggatgtg CARTI-7r tcgcttgttgtatttgge 54°C  Intron 2
CARTI-8f atcagttttgccaaggac CARTI-11r ct gt ccgaggcgagt gag 57°C Intron 3

* = intronisch; Anneal. = Annealing: Anlagerungstemperatur in der PCR
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2.4.4 NOGGIN

NOGGIN ist ein Signalpeptid von 232 Aminosauren, das von einem einzigen Exon
kodiert wird (Valenzuela et al. 1995). FUr den SSCA-Screen wurden sechs Uberlappende
PCR-Produkte zwischen 154 und 219 bp generiert (Abb. 2-6, Tab. 2-7).

Exon (699 bp)

o — —

219 207 183
— > ———p ——»p
1f 1r 3f 3r 5f 5r
154 170 213
2f 2r af 4r  6f 6r

Abbildung 2-6  NOGGIN-Genstruktur, Lage der zum SSCA-Screen verwendeten Primer und Grof3e
der PCR-Produkte

Literatur: Valenzuela et al. 1995. Acc.No. U31202.

Tabelle 2-7 NOGGIN-Primerpaare fiir den SSCA-Screen

Primer Sequenz5t - 3 Primer Sequenz5' - 3’ Annealing Zusatz

NOG1f agcgcggcggecgecgeggget cg NOG1r gaggt ccaccaggggcaggttg 58°C DMSO 10%

NOG2f agcact at ctccacatccgce NOG2r atgaagcct gggt cgtagtg 58°C DMSO 10%
NOG3f accccaaggaaaaggatctg NOG3r ctagccctttgatctcgcetc 55°C DMSO 10%
NOG4f gagctggaccagcetgcetg NOG4r tacagcacggggcagaat 57°C DMSO 10%
NOG5f aagct gcggaggaagttaca NOG5r gaggt gcacggacttggac 59°C DMSO 10%
NOG6f gcagctgcttcagtaagcg NOG6r aggat caagt gtccgggtg 58°C DMSO 10%
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2.45 TWIST

TWIST ist ein basischer Helix-Loop-Helix-Transkriptionsfaktor, der von einem einzigen
Exon kodiert wird (Bourgeois et al. 1996). Das TWIST-Gen ist extrem GC-reich. Daher
wurden fur die SSCA bereits vertffentlichte Primer verwendet. Die PCR-Produkte
waren grofRer als fur eine optimale Detektionssensitivitat angestrebt. Ein Produkt wurde
deshalb vor der SSCA durch Restriktionsverdau mit Rsal gespalten (Abb. 2-7, Tab. 2-8).

Exon 1 (609 bp)

375 bHLH

A
Ay
=

D

>

=

249 + 212 bp

Abbildung 2-7  TWIST-Genstruktur, Lage der zum SSCA-Screen verwendeten Primer und Grof3e
der PCR-Produkte

Das Produkt aus 2f + 2r wurde vor der SSCA mit Rsal in zwei Fragmente von 249 und 212 bp GréRe
gespalten. Acc.No. U80998

Tabelle 2-8 TWIST-Primerpaare fur den SSCA-Screen

Primer Sequenz5 - 3 Annealing Zusatz Literatur

TWIST1f gaggcgccccgetcttctcece
TWIST1r agctcct cgt aagact gcggac
TWIST2f gcaagcgcggcaagaagt ct
TWIST2r ggggt gcagcggcgeggt c

61°C DMSO 10% Howard et al. 1997

63°C DMSO 5% El Ghouzzi et al. 1997
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2.4.6 AP2a

AP2a kodiert einen Transkriptionsfaktor und besteht aus 7 Exons, die sich Uber einen
genomischen Bereich von 18 kb erstrecken (Bauer et al. 1994). Exon2 kodiert die Prolin-
und Glutamin-reiche Transaktivierungsdoméane am N-Terminus. Exon 4 bis 7 kodieren
eine basische Helix-Span-Helix(HSH)-Doméane am C-Terminus, die die Homodimerisie-
rung und DNA-Bindung vermittelt (Williams und Tjian 1991). Durch alternatives Splei-
Ren entstehen zwei verschiedene Transkripte: das Gesamtlangen-Protein AP2aA und
das verkirztes Protein AP2aB mit einem alternativen C-Terminus (Buettner et al. 1993).
Dem alternativen B-Protein fehlt der grofite Teil der HSH-Domaéne, so dal3 es nicht an
DNA binden kann und wahrscheinlich eine inhibierende Funktion hat. Fir die SSCA
wurden Primer so gelegt, daf3 18 tberlappende PCR-Produkte zwischen 152 und 250 bp
entstanden und beide Transkripte vollstandig abgedeckt waren (Abb. 2-8, Tab. 2-9).
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AP2aB
AP20A e — — — — = = = = = = =
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7
45 bp 435 bp 52 bp 232 bp 119/213 bp 142 bp 286 bp
—{~ B P B =
Transaktivierung basisch Helix-Span-Helix
165 230 172 162 202 229 242
«—> «—> “«—> > «—> +«—> «—>
1f 1r 3f 3r 5f  br 7 TIr 9.1f 9.1r 11f  11r 13f 13r
209 210 193 136 237 250
«—> «—> “— —> +—> «—>
2.1f 2.1r Af ar 6.1f 6.1r 8.1f 8.1r of 9r 12f 12r
171 152 187 211 169 187
“—>> “—r — «—> —> <—>
2f 2r 6.2f 6.2r 8.2f 8r 10f 10r 12.1f 12.1r 14.1f 14r

Abbildung 2-8  AP2a-Genstruktur, Lage der zum SSCA-Screen verwendeten Primer und Grof3e der
PCR-Produkte

AP20A ist das vollstandige Protein. Durch Uberlesen der SpleiRstelle in Exon5 entsteht alternativ das
verkurzte Transkript AP2aB. Die Prolin- und Glutamin-reiche Transaktivierungsdoméne wird von Exon2
kodiert. Die Helix-Span-Helix-Doméane besteht aus zwei a-Helices mit einem 82 Aminosédure langen
Abschnitt (Span) dazwischen und vermittelt die Homodimerisierung. Sie wird von Exon 5 bis 7 kodiert.
Unmittelbar davor (kodiert von Exon 4 und 5) liegt eine Arginin- und Lysin-reiche basische Domane, die
fur die DNA-Bindung notwendig ist. Literatur: Bauer et al. 1994. Acc.No. X77343.

Um optimale SSCA-Laufmuster zu erhalten, wurden fiir das PCR-Produkt 12 je nach Untersuchungs-
temperatur verschiedene Alternativen eingesetzt: 12f + 12r bei Raumtemperatur, 12.1f + 12.1r im Kdhlraum.
Das PCR-Produkt 7f + 7r Uberlappte vollstdndig mit angrenzenden Produkten, wurde aber wegen des
besonders aussagekréaftigen SSCA-Laufmusters zusatzlich untersucht.

Tabelle 2-9 AP2a-Primerpaare fir den SSCA-Screen

Primer Sequenz5 - 3 Primer Sequenz5 - 3’ Annealing Zusatz
AP1f gt t agaggt gcgagaccgag AP1r gaggaggagagggagggt c 56°C -
AP2.1f tgtcaagtggattttgtgtgg AP2.1r aagtat gggggct ggaagtc 56°C -
AP2f ttctaggaccgtcacgacg AP2r tt gcgact gggggt agat ag 52°C -
AP3f gacttccagcccccatactt AP3r ct gt agt ccct gcgaggat ¢ 53°C DMSO 5%
AP4f gctgecct caccagetgtc AP4r ccaggtatcctttctgggot 56°C -
APS5f ctcccatcttgcagggaata AP5Sr tgcct gt aaggacatgettg 56°C -
AP6.1f agaatttcagagccggacg AP6.1r tgttaat agggat ggcggag 54°C DMSO 5%
AP6.2f ctgtccaagtccaacagcaa AP6.2r gccaccgtgaccttgtactt 55°C -
APT7f ctccgccatccctattaaca AP7r agacact cgggt ggt gagag 56°C -
AP8.1f ctgttcagttccgggtcg AP8.1r ctcactccggagcactcc 51°C DMSO 5%
AP8.2f acccgagt gt ctcaacgc AP8r ctctacgctcttctccccg 54°C DMSO 10%
AP9.1f ttaat gt ggt gcagagaaccc AP9.1r tagcaagtggattcgcttacc 55°C -
APSf gctgccaacgttaccctg APO9r aaagaaggaagaaggat ggagg 53°C -
AP10f atggcaaaaagaaacatttgc AP10Or atggtcacgcatttctaaacg 54°C DMSO 5%
AP11f cccactcttcattctctcgc APllr cgaagacacagagaccccat 60°C -
AP12f ctgtctgtctctggggtcttg AP12r gtcaagcagctctggatgc 57°C -
AP12.1f ctgcccat agtggagcctta AP12.1r gaggtt gaagt gggt caagc 57°C -
AP13f tggctcaggaccgatctc AP13r ctctttgtcactgcttttggce 56°C -
AP14.1f ggccat ggacaaaat gt acc AP14r ggaagggttgctgatccc 50°C -
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2.4.7 MSX2

MSX2 ist ein Homg@obox-Gen, das einen Transkriptionsfaktor kodiert und aus 2 Exons
besteht (Jabs et al. 1993). Exonl kodiert die Transaktivierungsdomane, Exon2 die
Homdoodoméne.

Der gesamte kodierende Bereich wurde in sechs Uberlappenden PCR-Fragmenten von
208 bis 252 bp GroRe amplifiziert und mittels SSCA auf Sequenzabweichungen unter-
sucht (Abb. 2-9, Tab. 2-10).

Exon 1 (379 bp) Exon 2 (422 bp)
s — —— —
Transaktivierung Homdéobox
238 240 252
< > < > —>
1f ir 3f 3r 5f 5r
208 210 248
«—> «—> «—>>
2f 2r Af 4ar 6f 6r

Abbildung 2-9  MSX2-Genstruktur, Lage der zum SSCA-Screen verwendeten Primer und Gréf3e
der PCR-Produkte

Exon1 kodiert die Transaktivierungsdomaéne (127 AS), Exon2 die Homéodomaéne (60 AS).
Literatur: Jabs et al. 1993. Acc.No. AH004951

Tabelle 2-10 MSX2-Primerpaare fir den SSCA-Screen

Primer Sequenz5 - 3 Primer Sequenz5 - 3’ Annealing Zusatz
MSX1f aagtttgagtcgccgcetg MSX1r tcttgtcggacatgagcg 55°C DMSO 5%
MSX2f tcaaggtctccagcctgce MSX2r gaattttccgacttgaccga 54°C DMSO 5%
MSX3f tggtgaagcccttcgagac MSX3r acccaggagt ccagaggc 55°C DMSO 15%
MSX4f agagat gacgggggagat g MSX4r ggagaggtactgtttctgacgg 57°C DMSO 5%
MSX5f acaagaccaat cggaagcc MSX5r ggagact gaagct ggaggg 55°C -
MSX6f gaaaagct gaaaat ggctgc MSX6r agggagaggaaaccctttga 54°C -
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Assoziationsstudien zu MTHFR-Polymorphismen

3.1.1 67/7C-T

Koch MC, Stegmann K, Ziegler A, Schroter B, Ermert A (1998) Evaluation of the MTHFR
C677T allele and the MTHFR gene locus in a German spina bifida population. Eur J Pediatr
157: 487-492

Der Polymorphismus 677C-T in Exon4 des MTHFR-Gens wurde mittels PCR und
Hinfl-Restriktionsverdau (Kap. 2.4.1) bei insgesamt 468 Personen (137 SBA-Patienten,
106 Mdttern, 72 Vatern und 153 Kontrollen) bestimmt. Ein repréasentatives Beispiel fur
die Analyse des MTHFR 677C/T-Genotyps zeigt Abb. 3-1.
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Abbildung 3-1  Hinfl-Analyse des MTHFR 677C/T Polymorphismus

Genotypen eines SBA-Patienten und seiner Familie im Vergleich zu
homozygoten 677TT- und 677CC-Kontrollen.
198 bp = C-Allel, 175 bp = T-Allel (23 bp-Fragment nicht auf dem Gelbild).

3.1.1.1 Fall-Kontroll-Vergleich

Die Verteilung der MTHFR 677C/T-Genotypen bei 137 SBA-Patienten und 153 gesunden
Kontrollpersonen ist in Tab. 3-1 dargestellt. Es lag kein statistisch signifikanter Unter-

schied in der Genotypverteilung zwischen beiden Gruppen vor (p > 0,2).

Tabelle 3-1 MTHFR 677C/T Genotyp- und Allelfrequenzen

untersuchte Anzahl Genotyp Allelfrequenz
Personen cC CT TT C T

SBA-Patienten 137 58 (42%) 60 (44%) 19 (14%) 064 0,36
Kontrollen 153 75 (49%) 61 (40%) 17 (11%) 069 031

OR =10,82; 95% CI = [0,58; 1,62]; p = 0,28 (Cochran-Armitage Trend-Test)
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3.1.1.2 Familien-Analyse

72 Trios (Mutter, Vater, Kind mit SBA) wurden auf die 677C/T-Alleltransmissionsraten
untersucht (Tab. 3-2). Von den insgesamt 144 genotypisierten Elternteilen waren 70 hete-
rozygot (informativ). Diese 70 heterozygoten Eltern gaben 34mal das T-Allel und 36mal
das C-Allel an ihr betroffenes Kind weiter. Die Transmissionsrate des T-Allels war also

nicht héher als erwartet (p > 0,8).

Tabelle 3-2 TDT fir MTHFR 677C/T bei 72 Trios

nicht-transmittierte Allele

C T
transmittierte C 61 34
Allele T 36 13

Untersucht wurden 72 Trios mit 144 einzelnen Eltern, von denen 70 (34 +
36) heterozygot waren. x?= 0,0571, p = 0,81 (exakter Test nach McNemar).

3.1.1.3 Mutter-Kind-Paare

Um zu untersuchen, ob eine Genotypkombination bei Mutter-Kind-Paaren geh&uft vor-
kam, wurden 106 Mutter und ihre betroffenen Kinder fir MTHFR 677C/T genotypisiert.
Der Vergleich der beobachteten Verteilung mit den erwarteten Werten ergab keinen

signifikanten Unterschied (p > 0,5).

Tabelle 3-3 MTHFR 677C/T Genotypkombinationen
bei 106 Mutter-Kind-Paaren

Genotyp beobachtet erwartet
Mutter Patient n % %

TT TT 4 34 30 %

TT CT 6 57 6,6

CT TT 11 10,4 6,6

CT CT 25 23,6 21,4

CT CcC 18 17,0 14,8

CcC CT 11 104 14,8

CcC CcC 31 29,2 32,9

x2=5,01; p > 0,5 (x>-Test ,,goodness of fit”)
*677TT homozygote Mutter-Kind-Paare versus erwartete
homozygote Kontrollpaare: OR =1,32; 95% CI = [0,28; 6,05].
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3.1.2 1298A - C

Stegmann K, Ziegler A, Ngo ETKM, Kohlschmidt N, Schréter B, Ermert A, Koch MC (1999a)
Linkage disequilibrium of MTHFR genotypes 677C/T-1298A/C in the German population and
associations studies in probands with neural tube defects (NTD). Am J Med Genet 87: 23-29

Fur die kombinierte Analyse der MTHFR-Polymorphismen 677C - T und 1298A - C
wurden die GruppengréfBen erhdht. Insgesamt wurden 527 Personen (166 Probanden,
110 Matter, 77 Vater und 174 Kontrollen) fir 677C/T und 1298A/C genotypisiert. Der
1298A/C Genotyp wurde mittels PCR und Mboll-Restriktionsspaltung bestimmt (Kap.
2.4.1). Alle kombiniert heterozygoten Personen (677CT-1298 AC) wurden haplotypisiert.
Die Haplotypisierung ist exemplarisch in Abb. 3-2 dargestellt.
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Abbildung 3-2  677C/T-1298A/C Haplotypisierung durch Stammbaumanalyse (A)
oder ARMS-RFLP (B)

(A) Der heterozygote Patient 8013 hat das 677T-1298A Allel von seiner Mutter geerbt. (B) Fur
Patient 8131 war die Stammbaumanalyse nicht informativ, so daf} die Haplotypisierung mit
dem ARMS-RFLP-Test erfolgte. Das 677T-Allel zeigte das 56 bp Mboll-Fragment der Wildtyp-
Sequenz (1298A). Das 677C-Allel ergab im Mboll-Verdau das 84 bp Fragment der mutierten
Sequenz (1298C). Die kleineren Mhboll-Fragmente von 31-28 bp sind nicht auf dem Gelbild.

3.1.2.1 Fall-Kontroll-Vergleich

Die 677C/T und 1298A/C Genotypverteilungen und Allelfrequenzen bei NRD-Patien-
ten (n = 148), Feten (n = 18) und Kontrollpersonen (n = 174) sind in Tab. 3-4 aufgefuhrt.
Die Patienten bzw. Feten unterschieden sich in ihrer Genotypverteilung nicht signifikant
von den Kontrollen (p > 0,11). Die Genotypkombinationen 677TT-1298AC, 677TT-
1298CC und 677CT-1298CC wurden in keiner Gruppe beobachtet, das heil3t keine Person
trug insgesamt mehr als zwei Mutationen. 36 Patienten, 5 Feten und 28 Kontrollen waren
kombiniert heterozygot (677CT-1298AC). Ihre Haplotypen wurden durch Stammbaum-
analyse oder ARMS-RFLP-Test bestimmt (Abb. 3-2). Alle 69 Personen waren Compound-
Heterozygote mit einem 677T-1298A und einem 677C-1298C Allel. Die Mutationen tra-

ten also immer auf zwei verschiedenen Allelen (trans) auf.
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Tabelle 3-4 MTHFR 677C/T und 1298A/C Genotyp- und Allelfrequenzen

MTHFR 677 Allelfrequenz
CcC CT TT C T
Patienten n =148 62 (42%) 65 (44%) 21 (14%) 0,64 0,36
Feten n=18 7 (39%) 10 (56%) 1 (6%) 0,67 0,33
Kontrollen n=174 90 (52%) 64 (37%) 20 (11%) 0,70 0,30
MTHFR AA 66 (45%) 16 (11%) 29 (20%) 21 (14%)
1298 9 (50%) 3 (17%) 5 (28%) 1 (6%)
88 (51%) 32 (18%) 36 (21%) 20 (11%)
AC 73 (49%) 37 (25%) 36 (24%) -
9 (50%) 4 (22%) 5 (28%) -
68 (39%) 40 (23%) 28 (16%) -
CcC 9 (6%) 9 (6%) - -
0 (0%) 0 (0%) - -
18 (10%) 18 (10%) - -
Alllel- A 0,69
frequenz 0,75
0,70
C 0,31
0,25
0,30

3.1.2.2 Familien-Analyse

Um Stratifikationseffekte durch inadaquate Wahl der Kontrollgruppe auszuschlief3en,
wurden Familien-Trios untersucht und mit einem multiallelischen TDT auf ein Kopp-
lungsungleichgewicht zwischen den beiden MTHFR-Polymorphismen und dem NRD-
Phanotyp getestet. Es wurden 77 Trios (154 Eltern und 77 SBA-Patienten) in die Familien-
Analyse einbezogen (Tab. 3-5). Keiner der drei beobachteten Haplotypen (677C-1298A,
677C-1298C und 677T-1298A) wurde Uberzufallig hadufig an das betroffene Kind vererbt
(p >0,5).

Tabelle 3-5 Multiallelischer TDT fiir MTHFR 677C/T-
1298A/C Haplotypen bei 77 Trios

nicht-transmittierte Allele

677C 677C 677T
1298A  1298C  1298A

transmittierte 677C
Allele 1298A 9 1 22
677C
12980 18 20 13
677T
1298A 19 23 13

Toonet = 1,22, p = 0,54
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3.1.2.3 Mutter-Kind-Paare

Bei 110 Mutter-Kind-Paaren wurde die Kombination der MTHFR 677-1298 Genotypen
untersucht. Die Genotypverteilung der 36 empirisch mdglichen Kombinationen (nach
Ausschlul? der drei nicht vorkommenden 677-1298-Kombinationen, Kap. 3.1.2.1) zeigt
Tab. 3-6. Der Vergleich mit den Erwartungswerten ergab keine signifikante Abweichung
(p >0,8).

Tabelle 3-6 MTHFR 677C/T und 1298A/C Genotypkombinationen
bei 110 Mutter-Kind-Paaren

Mutter
cc CT cc 1T cc CT
Kind AA AA AC AA cC CA
cC 3 5 3 0 0 0
AA
CT 1 8 3 4 0 1
AA
cC 4 3 1 0 5 6
AC
T 0 4 0 5 0 8
AA
CcC 0 0 2 0 4 3
cc
CT 0 10 5 2 4 6
CA

nominaler p-Wert = 0,84 (Monte-Carlo x?-Test mit 10.000 Replikationen)
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3.2 Mutationssuchen in Entwicklungsgenen

3.2.1 SLUG

Stegmann K, Boecker J, Kosan C, Ermert A, Kunz J, Koch MC (1999b) Human transcription
factor SLUG: mutation analysis in patients with neural tube defects and identification of a
missense mutation (D119E) in the Slug subfamily-defining region. Mut Res Genomics 406: 63-
69

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. J. Kunz wurde die genomische
Struktur des humanen SLUG-Gens aufgeklart und Primer fur den SSCA-Screen gelegt
(Kap. 2.4.2). 150 NRD-Probanden wurden auf Mutationen in SLUG untersucht. Bei einer
SBA-Patientin (80157) und ihrem Vater wurde ein aberrantes SSCA-Migrationsmuster
gefunden, das bei ihrer Mutter, inrem Bruder und 136 gesunden Kontrollen nicht auftrat
(Abb. 3-3 A). Die anschlielRende Sequenzierung zeigte einen Basenaustausch von Adenin
zu Cytosin an der Stelle 1548 (1548A - C). Ein ARMS-Test bestétigte, daR die Patientin
und ihr Vater heterozygote Mutationstrager sind (Abb. 3-3 B). Die Mutation 1548A - C
fuhrt zum Austausch eines hochkonservierten Aspartatrestes gegen einen Glutamatrest
in der vorhergesagten Aminosauresequenz (D119E, Abb. 3-4). Die ausgetauschte Amino-
saure liegt in der sogenannten Slug-definierenden Region, die charakteristisch ist fur alle
Slug-Homologe in Vertebraten. Eine Rdntgenanalyse schloR eine Spina bifida occulta

beim Vater der Patientin aus. Weder bei Patienten noch bei Kontrollen fanden sich Poly-

morphismen.
A B ARMS wt ARMS mut
N 7 1 2 3 4 12 3 4
B <
600 = = —
-4'---- 300 = [ v
(G = § =l T ——— — S €177 bp

Abbildung 3-3  SLUG-Mutation 1548C - A (D119E): Identifikation durch SSCA (A) und alternativer
Nachweis durch ARMS-Test (B)

A Die SSCA mit Primerpaar 2.4f + 2.4r zeigte bei der SBA-Patientin 80157 (3) und ihrem Vater (1) eine
aberrante Bande (Dreieck). B Ein ARMS-Test bestatigte, dad Patientin und Vater heterozygote
Mutationstrager sind. Neben dem 177 bp grofRen Kontrollfragment (Primer 2.4f + 2.4r) generierten
allelspezifische Primer (ARMSwt bzw. ARMSmut + 2.4r) ein zusatzliches 122 bp groRes Fragment. Alle
Familienmitglieder zeigten das wildtypspezifische Fragment, aber nur Patientin (3) und Vater (1) das
mutationsspezifische Fragment.
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Y
hSLUG 1 MPRSFLVKKHFNASKKPNYSELDTHTVIISPYLYESYSMPVIPQPEILSSGAYSPI s6
mSlug 1 MPRSFLVKKHFNASKKPNYSELDTHTVIISPYLYESYPIPVIPKPEILTSGAYSPI s6
cSlug 1 MPRSFLVKKHFNSSKKPNYSELDTHTVIISPYLYESYPVPI|IPQPEILSSVAYNPI s6
xSlug 1 MPRSFLVKKHFNSAKKPNYGELDNHTVIISPFLYERYPVSVLPQPDIYSSVAYSPI s6
hSLUG 57 TVWTT-AAPFHAOLPNGLSPLSGYSSSLGRVSPPPPSDT:-SSKDHSGSESPISDEEE111
mSlug 57 TVWTSSAAPLHSPLPSGLSPLTGYSSSLGRVSPPPSSDTISSKDHSGSESPI|ISDEEE 112
cSlug 57 TVWTT-TGLLPSPLPNDLSPLSGYPSSLGRVSPPPPSDT:SSKDHSGSESPISDEEE111
xSlug 57 TVWTG---II:_)Iigi—lizF’PLPSDLSPLSGYPSSLGRVSPPPQSDT|SSKDHSGSESPISDEEE109
hSLUG 112 RLQSKLSgPHAI|EAEKFQCNLCNKTYSTFSGLAKHKQLHCDAOSRKSFSCKYCDKE157
mSlug 113 RLQPKLSDPHAINEAEKFQCNLCNKTYSTFSGLAKHKQLHCDAQSRKSFS|CKYCDKE 168
cSlug 112 RIQSKLSDPHAI'lEAEKFQICGLCNKTYSTFSGLAKHKQLHCDAQSRKSFS|CKYCDKE 167
xSlug 110 _R_L_Q_'I'_}il;gg_S_I—i_A_lJlEAEKFQCS LCSKTYSTFSGLAKHKQLHCDAQSRKSFS[CKYCEKE 165

' —_—
CGKAFSRPWLLOQGHIRTHTGEKPFS|ICPHCNRAFA 223

hSLUG 168 YVSLGALKMHIRTH|TLPCV|CK I

mSlug 169 YVSLGALKMHIRTHITLPCVICKICGKAFSRPWLLQGHIRTHTGEKPFS|ICPHCNRAFA 224
cSlug 168 YVSLGALKMHIRTHITLPCVICKICGKAFSRPWLLOGHIRTHTGEKPFSCPHCNRAFA 223
xSlug 166 YVSLGALKMOIRTHTLPCVICKICGKAFSRPWLLQGH IRTHITGEKPFSCQPHENRAFA 221
hSLUG 224 DRSNLRAHLQTHSDVKKYQCKNCSKTFSRMSLLHKHEESGC|CVAH 268
mSlug 225 DRSNLRAHLOQTHSDVKKYQCKNCSKTFSRMSLLHKHEESGC|CVAH 269
cSlug 224 DRSNLRAHLOTHSDVNKYQCKNCSKTFSRMSLLHKHEESGC|CVAH 268
xSlug 222 DRSNLRAHLQTHSDVKKYQCKNCSKTFSRMSLLHKHEESGC|CVAH 266

Abbildung 3-4 Homologe Slug-Proteine bei Vertebraten

Mensch hSLUG  Acc.No. AF084243  Stegmann et al. 1999b

Maus mSlug Acc.No. U79550 Jiang et al. 1998a

Huhn cSlug Acc.No. X77572 Nieto et al. 1994

Xenopus  xSlug Acc.No. X80269 Mayor et al. 1995

Verglichen mit Slug-Homologen anderer Vertebraten zeigt humanes SLUG sehr starke Ahnlichkeit in der
Zinkfingerdoméane (mSlug 100% Identitat, cSlug 99,3%, xSlug 98,5%) und starke Ahnlichkeit im Ubrigen
Protein (mSlug 91%, cSlug 87%, xSlug 81%).

Identische Aminoséurereste sind grau hinterlegt. Die Késten markieren die funf konservierten Zinkfinger.
Hervorgehoben sind die Cystein- und Histidinreste, die das Zinkion koordinieren. Gestrichelter Kasten =
Slug-Subfamilie-definierende Region. Stern = Missense-Mutation D119E in Patientin 80157. Pfeilspitzen =
Exon-Grenzen. Slug wird von drei Exons kodiert.
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3.2.2 CART1

Stegmann K, Richter B, Roper B, Capra V, Finnell RH, Strehl E, Koch MC (2000) Analysis of
developmental genes CART1, TWIST, and NOGGIN potentially involved in human neural tube
defects (NTD). Am J Hum Genet (in Vorbereitung)

Bisher war nur die cDNA-Sequenz des humanen CART1-Gens bekannt (Gordon et al.
1996). Auch von homologen Genen bei Ratte und Xenopus war die genomische Struktur
nicht bekannt (Zhao et al. 1993). Deshalb wurde zunachst die genomische Struktur des
humanen CART1 aufgeklart.

CART1 besteht aus vier Exons. Die drei Introns wurden mit PCR amplifiziert, kloniert
und die Exon-Intron-Ubergénge sequenziert (Tab. 3-7). Die Ubergiange Exon2-Intron2,
Intron2-Exon3 entsprachen volistandig der Consensus-Sequenz AGgt...agG. Die
Intron1-Ubergéange wiesen Abweichungen von der Consensus-Sequenz auf, die in etwa
10% der Falle vorkommen (Krawczak et al. 1992). Intron3 hat eine Gré3e von rund 1,7
kb und liegt zwischen Nucleotid 801 und 1002. Die genauen Ubergange werden zur Zeit
noch bestimmt.

Fur die SSCA wurden Primer gelegt, die den gréf3ten Teil des kodierenden Bereichs von
CART1 abdeckten (Kap. 2.4.3). In den Mutationsscreen wurden 173 NRD-Betroffene ein-
bezogen. Es wurden vier Polymorphismen gefunden (Tab. 3-8, Abb. 3-5). Alle Polymor-
phismen traten auch bei gesunden Kontrollpersonen auf (Tab. 3-9). Die Genotypver-
teilung bei den Patienten war nicht signifikant verschieden von der bei den Kontrollen
(p > 0,1). Kein Patient trug mehr als eine Mutation. Nur eine Kontrollperson trug zwei
Polymorphismen (-19G - A und 48A - G). Die allelspezifische Sequenzierung der aber-
ranten Banden (1f + 1r) zeigte, dal’ die beiden Polymorphismen in trans vorkamen. Bei
einer weiteren Kontrollperson wurde in Exon1 eine Sequenzabweichung gefunden, die
bei den Patienten nicht auftrat (190C - T: R64C). Von den insgesamt 12 Patienten, die eine
Sequenzveranderung trugen, wurden auch ihre Familienangehérigen auf diese Veran-
derung getestet. 3/8 Vatern, 6/10 Mittern und 4/5 Geschwistern waren ebenfalls Muta-
tionstrager. Die beiden gefundenen Missense-Polymorphismen betrafen konservierte
Aminosauren im insgesamt weniger konservierten Bereich vor der Homdodomaéane
(Abb. 3-6).

Tabelle 3-7 Exon-Intron-Ubergéange in CART1

Position GrolRe Exon-Ende Intron Exon-Anfang
nach nt *

Intron 1 381 3,3kb AGC AGC G gtgagtcgct ... ctgggtacag TG AAC TAT
Intron 2 686 3,2kb AGG GTC CAG gtaggagcca ... aaataattag GTT TGG TTT

* bezogen auf die cDNA-Sequenz der Datenbank (Acc.No. NM_006982)
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Tabelle 3-8 Polymorphismen in CART1
Lage Art Bezeichnung Primerpaar gefunden bei

nt AS Probanden Kontrollen
5-UTR Transition -19G - A - 1f + 1r + +
Exon 1 Transition 48A-G K16K 1f+ 1rund 2f + 2r + +
Exon 1 Missense 182A-G  H61L 2f + 2r und 15f + 15r 2 +
Exon 1 Missense 191G-T R64L 2f + 2r und 15f + 15r 1 +

nt = Nukleotidebene; AS = Aminosdureebene; + = Polymorphismus wurde bei mehreren Personen
gefunden (Verteilung in Tab. 3-9). Die Missense-Varianten traten bei folgenden Patienten auf:
182A -, G (H61L) bei SBA-Patientin 80349 und 80444, 191G - T (R64L) bei SBA-Patient 80218.

tnﬁgb!

48A - G (K16K)

Patientin 80349

el

ua‘hwj

182A -G (H61L)

Patient 80218

“m

B

v
C GAGCGTZCATCG

182A -G (H61L)

v
C GAGCATCATZCG

+/-
b < L - o
‘m4 . of < Kontrolle
' =4 K
b il
-19G - A 191G T (R64L)
Abbildung 3-5 CART1-Polymorphismen in SSCA (A) und Sequenzierung (B)

A Beispiele fuir die von den CART1-Polymorphismen hervorgerufenen aberranten SSCA-Muster. (+/-) =
heterozygot. B Sequenzierung der aberranten Bande von Patientin 80349 im Vergleich zur Normalkontrolle
zeigte den Austausch G - A an der Stelle 182 (Dreieck), der in der vorhergesagten Aminosauresequenz zum
Austausch von Histidin zu Leucin an der Stelle 61 fuhrt.
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Tabelle 3-9 Genotypverteilungen und Allelfrequenzen bei CART1-Polymorphismen
Polymorphismus  SBA-Patienten Feten Kontrollen

(n =152) (n=21) (n = 166)

(-F) () Y (H) () () (-F) (+-) ()
5-UTR 146 6 0 21 0 0 162 4 0
-19G - A 96,05% 3,95% 100% 97,59% 2,41%

Allelfrequenzen:
Statistik:

Exon 1
48A - G (K16K)

Allelfrequenzen:
Statistik:

Exon 1
182A - G (H61L)

Allelfrequenzen:
Statistik:

Exon 1
191G - T (R64L)

Allelfrequenzen
Statistik

G =0,98, A=0,02
0,60 [0,12; 2,60] 0,64

149 3 0
98,03% 1,97%
A=0,99, G = 0,01
0,91 [0,12; 6,93] 1,00

150 2 0
98,68% 1,32%
A=0,99, G = 0,01
1,38 [0,16; 16,72] 1,00

151 1
99,34% 0,66%

© G =1,00,T =0,00

: 5,64 [0,67; 262,1] 0,15

G =1,00, A =0,00
1,00 [0,08; ©0] 1,00

20 1 0
95,24% 4,76%
A=0,98, G = 0,02
0,37 [0,03; 20,28] 0,76

21 0 0
100%

A =1,00, G = 0,00
1,00 [0,05; ©0] 1,00

21 0 0
100%

G = 1,00, T = 0,00
1,00 [0,14; ©0] 0,97

G=0,99, A=0,01

163 3 0
98,19% 1,81%
A=0,99,G=0,01

163 3 0
98,19% 1,81%
A=0,99,G=0,01

160 6 0
96,39% 3,61%
G=0,98,T=0,02

(-/-) = homozygot wildtyp; (+/-) = heterozygot; (+/+) = homozygot mutiert.
Statistik: OR [95% CI] p-Wert (Cochran-Armitage Trend-Test).

¥ K16K
hCARTL 1 MEFLSEKFALKSPPSKNSDFYMGAGGPLEHVMETLDNESFYSK- - - - - - - - ASAGK 4
rCatl 1 MEFLSEKFALKSPPSKNSDFYMGTGGALEHVMETLDNESFYGK- - - - - - - - ATAGK 4
xCatl 1 MDFLTDKFSLKNQPSKAGDFFMGGAGTLEHVMDSMDTESFYSKSPAVVAAAAGASK s6

Hell % W R6AL

Y
hCART1 49 CVQA-FGPLPRAEHHVRLERTSPCQDSSVNYGITKVEGQPLHTELNRAMDNCNSLR 103

rCartl 49 CVQA-FGPLPRAEHHVRLDRTSPCQDSSVNYGITKVEGQPLHTELNRAMDGCNNLR 103
xCartl 57 CVQQGFSAIHRAEHHVRMERASPCQENNANYGLAKVEGQTVHTELGRSMDTCCSLA 112
hCART1 104 MSPVKGMQEKGELDELGDKCDTNVSSSKIKRRHRTTFTSLQLEELEKVFQKTHYPDV 15
rCartl 104 MSPVKGMPEKSELDELGDKCDSNVSSSKIKRRHRTTFTSLQLEELEKVFQKTHYPDV 159

xCartl 113

VSPGKSMADKVELDELGDKCDSNVSSSKIKRRHRTTFTSLOQLEELEKVFQKTHYPDV 168
Y
YVREQLALRTELTEARVQVWFQNRRAKWRKREIRYGQIQQAKSHFAATYDISVLPRT o215
YVREQLALRTELTEARVQVWFQNRRAKWRKREIRYGQIQQAKSHFAATYDISVLPRT o215
YVREQLALRTELTEARVOVWFONRRAKWRKREIRYGQIQQAKSHFAATYDISVLPRA 224

hCART1 160
rCartl 160
xCartl 169

hCART1 216 DSYPQIQNNLWAGNASGGSVVTSCMLPRDTSSCMTPYSHSPRTDSSYTGFSNHQNQ 271

rCartl 26 DSYPQIQNNLWAGNTSGGSVVTSCMLPRDASSCMTPYSHSPRTDSSYTGFSNHQNQ 271

xCartl 225 DSYPQIQNNLWAGNPSGGSVVTSCMLPREPSSCMTPYSHSSRTDSPYTGFTNHQNQ 280

hCART1 272 FSHVPLNNFFTDSLLTGATNGHAFETKPEFERRSSSI|IAVLRMKAKEHTANISWAM 326

rCartl 272 FGHVPLNNFFTDSLLTGTTNGHAFETKPEFERRSSS|I AVLRMKAKEHTANISWAM 326

xCartl 288 FSHMPLNIFFTESLLSGSANGHSFEAKPEFERRSSS|IAVLRMKAKEHTANISWAM 335
Abbildung 3-6 Homologe Cartl-Proteine bei Vertebraten

Gordon et al. 1996
Zhao et al. 1993

Mensch hCART1 Acc.No. NM_006982
Ratte rCartl Acc.No. L14018
Xenopus xCartl  Acc.No. U15276
Der Vergleich von humanem CART1 mit homologen Proteinen anderer Vertebraten zeigt starke Ahnlichkeit
(rCartl 96% ldentit&t, xCartl 79%). Die Homdodoméne ist bei allen drei Vertebraten-Homologen 100%ig
konserviert. Die Sequenz des Maus-Homologen war in den Datenbanken nicht vorhanden.

Identische Aminosaurereste sind grau hinterlegt. Sterne = exonische Polymorphismen. Kasten =
Homoodomane. Pfeilspitzen = Exon-Grenzen. hCART1 wird von 4 Exons kodiert.
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3.2.3 NOGGIN

Stegmann K, Richter B, Roper B, Capra V, Finnell RH, Strehl E, Koch MC (2000) Analysis of
developmental genes CART1, TWIST, and NOGGIN potentially involved in human neural tube
defects (NTD). Am J Hum Genet (in Vorbereitung)

Humanes NOGGIN besteht aus einem einzigen kodierenden Exon, dessen Sequenz ver-
offentlicht war (Valenzuela et al. 1995). Anhand der Datenbank-Sequenz wurden Primer
generiert (Kap. 2.4.4) und mit SSCA 170 NRD-Betroffene auf Mutationen in NOGGIN
untersucht. Bei einer SBA-Patientin (80332) wurde ein aberrantes SSCA-Muster gefun-
den (Abb. 3-7 A). Die anschliefende Sequenzierung (Abb. 3-7 B) zeigte, dald es sich um
eine Transition G - A an der Stelle 275 handelt, die zu einem Aminoséureaustausch von
Glycin zu Glutaminsaure an der Stelle 92 flhrt (275G - A: G92E). Diese Sequenzvariante
wurde bisher nicht beschrieben (Gong et al. 1999). Der ausgetauschte Glycinrest befindet
sich in einer Kette von Glycinresten, die bei Mensch und Maus konserviert ist, bei Huhn,
Xenopus und Zebrafisch jedoch nicht vorhanden ist (Abb. 3-8). Die Eltern der Patientin
und 239 gesunde Kontrollpersonen wurden ebenfalls auf diese Sequenzveranderung hin
untersucht. Der Vater war Mutationstrager, die Mutter nicht. Bei einer Kontrollperson
(M152) trat die Variante ebenfalls auf. AuRerdem wurde bei einer Kontrollperson (M281)
die synonyme Veranderung 252C - G (P84P) gefunden, die in der Probandengruppe

nicht beobachtet worden war.

A u B cececeAaGcgGeaeT e A

"
uuhni‘

s.A.LA..rL*A.,A

LI

275G - A (G92E)

v
GG GC GGG G GT GC A

275G - A (G92E)
Patientin 80332

0l

Kontrolle

Abbildung 3-7 NOGGIN-Variante G92E: SSCA-Gel (A) und Sequenzierung (B)

A Das Produkt 3f + 3r von SBA-Patientin 80332 zeigte bei SSCA im Kuhlraum aberrante Banden.
B Sequenzierung der aberranten Banden ergab den Austausch G — A an der Stelle 275 (Dreieck).
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hNOG 1 :MERCPSLGVTLYALVVVLGLRATPAGGOHYLHIRPAPSDNLPLVDLIEHPDPIFDPKEK 59
mNog 1 .MERCPSLGVTLYALVVVLGLRAAPAGGQOHYLHIRPAPSDNLPLVDLIEHPDPIFDPKEK 59
cNog 1 (MDHSQCL -VTIYAAAVLLGLRLQQGSCIOHYLHI RPAPSDNLPLVDLIEHPDPIFDPKEK s8
xNog 1 iMDHSQCL -VTIYALMVFLGLRIDQGGCIQHYLHI RPAPSENLPLVDLI|IEHPDPIYDPKEK s8
zNogl 1 i-soson.oicas MDEPRELLSAYLLLLSFAQCIOHYYIL I RPIPSDTLPLILELKEDPDPIYDPREK 52
X Y G92E

hNOG 60 DLNETLLRSLLGGHYDPGFMATSPPEDRPGGGGGAAGGAEDLAELDQLLRQRPSGAMPS 118
mNog e0 DLNETLLRSLLGGHYDPGFMATSPPEDRPGGGGGPAGGAEDLAELDQLLRQRPSGAMPS 118
cNog 59 DLNETLLRSLMGGHFDPNFMAMSLPEDR- ------ - LGVDDLAELDLLLRORPSGAMPG 109
xNog 59 DLNETLLRTLMVGHFDPNFMATILPEER-------- LGVEDLGELDLLLRQKPSGAMPA 109
ZNogl 53 DLNETELIRSALG-DFDSRFLSVGPPQDR- - - - - - - YAGNEDLDEQELQLN--LAGMMPK 101
hNOG 119 EI KGLEFSEGLAQGKKQRLSKKLRRKLOMWLWSQTFCPVLYAWNDLGSRFWPRYVKVGS 177
mNog 119 EI KGLEFSEGLAQGKKQRLSKKLRRKLOMWLWSOQTFCPVLYAWNDLGSRFWPRYVKVGS 177
cNog 110 EIKGLEFYDGLQPGKKHRLSKKLRRKLOMWLWSQTFCPVLYTWNDLGSRFWPRYVKVGS 168
xNog 120 EIKGLEFYEGLQ-SKKHRLSKKLRRKLOMWLWSQTFCPVLYTWNDLGTRFWPRYVKVGS 167
zNogl 102 DIKNLDFDAPWG--KKRKASKKLKRRLOMWLWSYSFEPVLYAWNDLGSRFWPRFVRAGS153
hNOG 178 CFSKRSCSVPEGMVCKPSKSVHLTVLRWRCQ-RRGGQRCGWIPIQYPIISECKCSC|- - 232
mNog 178 CFSKRSCSVPEGMVCKPSKSVHLTVLRWRCO-RRGGORCGWIPIQYPIISECKCSC|- - 232
cNog 169 CYSKRSCSVPEGMVCKPAKSVHLTILRWRCQ-RRGGQRCTWIPIQYPI |IAECKCSC|- - 223
xNog 168 CYSKRSCSVPEGMVCKAAKSMHLTILRWRCQ-RRVQQKCAWITIQYPVISECKCSC|- - 222
zZNogl 159 CYTKRSCSVPEGMVCKPAKSTHITLLRWRCVARRGALKCAWIPVOYPI ITECKCSCIAN 216

Abbildung 3-8 Homologe Noggin-Proteine bei Vertebraten

Mensch hNOG  Acc.No. U31202 Valenzuela et al. 1995

Maus mNog Acc.No. U79163 McMahon et al. 1998

Huhn cNog Acc.No. AF057364  Pizette und Niswander 1999

Xenopus xNog Acc.No. M98807 Smith und Harland 1992

Zebrafisch ~ zNog Acc.No. AF1159147 Furthauer et al. 1999

Humanes NOGGIN unterscheidet sich nur in 2/232 Aminoséaureresten von Maus-Noggin (99% Identitat).
Die Ahnlichkeit zu den anderen Noggin-Homologen betragt: cNog 81% ldentitét, xNog 69%, zNog 55%.
Identische Aminosaurereste sind grau hinterlegt. Stern = Missense-Variante 275G - A (G92E) in SBA-
Patientin 80332. Kasten = konservierte Regionen, darin hervorgehoben: neun véllig konservierte
Cysteinreste, die wahrscheinlich bei der Dimerisierung Disulfidbriicken bilden. Gepunkteter Kasten =
hydrophobes Sekretionssignalpeptid. Noggin wird von einem einzigen Exon kodiert.
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3.2.4 TWIST

Stegmann K, Richter B, Roper B, Capra V, Finnell RH, Strehl E, Koch MC (2000) Analysis of
developmental genes CART1, TWIST, and NOGGIN potentially involved in human neural tube
defects (NTD). Am J Hum Genet (in Vorbereitung)

Die humane TWIST-Sequenz war bekannt und Primer zur Amplifikation des einzigen
kodierenden Exons veroffentlicht (EI Ghouzzi et al. 1997; Howard et al. 1997; Kap. 2.4.5).
In einem SSCA-Mutationsscreen wurden 130 NRD-Patienten auf Sequenzveranderun-
gen in TWIST untersucht. Es wurden keine Abweichungen gegentber der veroffentlich-
ten Sequenz gefunden (Wang et al. 1997). Auch die in der Literatur beschriebenen
Mutationen und Polymorphismen (Gripp et al. 2000) wurden in unserer Patienten-

gruppe nicht beobachtet.

hTWIST 1 === - MMQDVSSSPVSPADDSLSNSEEEPDROQOPPSGKRGGRKRRSSRRSAGGGA =0
mTwist 1 - - - - - MMQDVSSSPVSPADDSLSNSEEEPDRQQPASGKRGARKRRSSRRSAGGSA =0
cTwist 1 ----MMOODESNSPVSPADDSLSNSEEEPDROQLPSAKRGGRKRRSSRR- - - - - - 45
XTwist 1 - - - - MMQEESSSPVSPVD-SLSNSEEELDKQQ---SKRGCRKRRSARK- - --- - 40
sTwist 1 - - .- - MMQEESSSPVSPVD-SLSNSEEELDRQH - --SKRGCRKKRSTRK - - - - - - 40
zTwistl 1 MFEEEAMHEDSSSPESPVD-SLGNSEEELDRRQP---KRVSRKKRASRK- - --- - 45
hTWIST 51 GPGGAAGGGVGGGDEPGSPAQGKRGKKSAGCGGGGGAGGGGG----SSSGGGSPQ 101
mTwist 51 GPGGATGGGIGGGDEPGSPAQGKRGKKSAGGGGGGGAGGGGGGGGGSSSGGGSPQ 105
cTwist 46 ----SAGGAVGAADEPCSPAQGKRGKK---CGAGAGGGGGGG----SSSGGGSPQ a9
XTwist 44 - - - - .- - SP---EDPDSPISVKRNKK - - - - - - - - - - ASSTGSSPQ &5
sTwist 4@ - - - - - - SP---EDPDSPISVKRNKK - - - - - - - - - - - -------- SSSTGSSPO 65
zTwistl 46 - - - - - - - - NA---EDSDSPTPGKRSKK - - - - - - - ------------ CSNSSSSPQ 10
hTWIST 102 SYEELQTIQRVMANVRERQRTQSLNEAFAALRKI IPTLPSDKLSKIQTLKLAARY | 156
mTwist 106 SYEELQTIORVMANVREROQRTOSLNEAFAALRKIIPTLPSDKLSKIQTLKLAARY ! 160
cTwist 90 SYEELQTIQRVMANVRERQRTQSLNEAFAALRKI IPTLPSDKLSKIQTLKLAARY | 144
xTwist 66 SFEELOSORVMANVREROQRTOSLNEAFSSLRKIIPTLPSDKLSKIQTLKLASRY | 120
sTwist 66 SFEELQSIQRVMANVRERQRTQSLNEAFAALRKI IPTLPSDKLSKIQTLKLASRY I 120
zTwistl 71 SLEDLQTIQRVMANVRERQRTOSLNEAFASLRKIIPTLPSDKLSKIQTLKLAARYI 125
hTWIST 157 DFLYQVLOSDELDSKMASCSYVAHERLSYAFSVWRMEGAWSMSASH 202
mTwist 161 DFLYQVLQSYDELDSKMASCSYVAHERLSYAFSVWRMEGAWSMSASH 206
cTwist 145 DFLYQVLOQSDELDSKMASCSYVAHERLSYAFSVWRMEGAWSMS ASH 190
XTwist 122 DFLCOVLOSDELDSKMASCSYVAHERLSYAFSVWRMEGAWSMS ASH 166
sTwist 122 DFLCOVLOQSDELDSKMASCSYVAHERLSYAFSVWRMEGAWSMS ASH 166
zTwistl 126 DFLCOQVLOYDELDSKMSSCSYVAHERLSYAFSVWRMEGAWSMSTSH 171

Abbildung 3-9 Homologe Twist-Proteine bei Vertebraten

Mensch hTWIST Acc.No. NM_000474 Wang et al. 1997
Maus mTwist  Acc.No. NM_011658 Wolf et al. 1991
Huhn cTwist Acc.No. AF093816 Isaac et al. 1997
Xenopus xTwist  Acc.No. M27730 Hopwood et al. 1989
Silurana tropicalis ~ sTwist Acc.No. AF176819

Zebrafisch zTwistl  Acc.No. AF205259

Das humane TWIST zeigt sehr groRe Ahnlichkeit zu den homologen Proteinen in Maus und Huhn. Die
bHLH-Doméne von hTWIST ist 100% identisch mit der von mTwist und cTwist. Im Gbrigen Protein betragt
die Identitat 93% mit mTwist und 82% mit cTwist. Die Ahnlichkeit zu den Amphibien- und Fisch-
Homologen ist sehr grof3 in der bHLH-Doméne (93% xTwist, 96% sTwist, 96% zTwistl), deutlich geringer
im Ubrigen Protein (60% xTwist, 60% sTwist, 41% zTwist1).

Identische Aminoséurereste sind grau hinterlegt. Kasten = bHLH-Doméane. Twist wird von einem einzigen
Exon kodiert.
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3.2.5 AP2a

Stegmann K, Boecker J, Richter B, Ngo ETKM, Capra V, Finnell RH, Ermert A, Koch MC
(2000) Sequence analyses of candidate risk factors AP2a and MSX2 in patients with neural tube
defects (NTD). Eur J Hum Genet (in Vorbereitung)

Die genomische Struktur und Sequenz des humanen AP2a war verdffentlicht (Bauer et
al. 1994, Acc.No. X77343). Allerdings lag, anders als angegeben, Exon2 bei Nucleotid
6563 bis 6997 und Exonb5 bei 14344 bis 14462. Auch in Exon5 (AP2aB: 14541 +CT, 14564
G - C), Exon6 (16435 -A) und in angrenzenden Intronbereichen fanden sich Diskrepan-
zen zu sequenzierten Kontrollproben. Nach Uberpriifung der Sequenz wurden Primer
etabliert (Kap. 2.4.6) und mit SSCA 170 NRD-Probanden (150 Patienten + 20 Feten) auf
Sequenzabweichungen in AP2a untersucht.

Es wurden drei intronische Polymorphismen gefunden, die bei mehreren Patienten auf-
traten, und drei Varianten, die jeweils nur bei einem Patienten auftraten (Tab. 3-10, Abb.
3-10).

Zwei der drei Varianten fuihrten zu keiner Anderung in der vorhergesagten Aminosau-
resequenz (924C - T und 1188G - T) und traten bei 146 untersuchten Kontrollpersonen
nicht auf. Die dritte Variante, eine C » T Transition, befand sich bei AP2aA in Intron5
(+78C - T); beim alternativen SpleiRprodukt AP2aB lag sie in Exon5 (961C - T) und
bewirkte einen Aminosaureaustausch von Arginin zu Cystein an der Stelle 321 (R321C).
Diese Veranderung wurde auch bei einer Kontrollperson beobachtet. Alle drei Varianten
erbten die Patienten jeweils von ihrem Vater.

Zwei der drei bei mehreren Probanden und Kontrollen gefundenen Polymorphismen
waren im Kopplungsungleichgewicht (+284insCT in Intron5 und -44T - A in Intron6).
Alle Personen, die heterozygot bzw. homozygot fur +284insCT waren, waren auch hete-
rozygot bzw. homozygot flr -44T - A. Der dritte Polymorphismus -53delG war weniger
haufig. 4 Patienten waren heterozygot, keiner homozygot. Von den 4 heterozygoten
Patienten hatten zwei die Mutation von der Mutter und zwei vom Vater geerbt. Der Ver-
gleich der Genotypverteilung der Polymorphismen zwischen Patienten bzw. Feten und
Kontrollen ergab keinen signifikanten Unterschied (p > 0,9; Tab. 3-11).

Durch die Mutation 924C - T bei SBA-Patientin 80023 entstand ein neues GT-Dinucleo-
tid. Von der Patientin wurde cDNA prapariert. Weitere Untersuchungen sollen kléaren, ob

durch die Mutation eine alternative Spleil3stelle entsteht.

55



3 Ergebnisse

Tabelle 3-10 Sequenzveranderungen in AP2a

Lage Art Bezeichnung Primerpaar gefunden bei
nt AS Probanden Kontrollen

* Polymorphismen

Intron 3 1 bp-Deletion  -53delG - 6.1f + 6.1r + +
Intron 5 2 bp-Insertion ~ +284insCT - 10f + 10r + +
Intron 6 Transversion 44T S A - 12f + 12r + +
¢ Variante
Intron 5 bzw. Transition bzw. AP20A: +78C-T - of + or 1 1
Exon 5 Missense AP20B: 961C-T R321C
* Mutationen
Exon 6 Transition 924C-T C308C  1iaf + 11r 1 0
Exon 7 Transversion 1188G T T396T 13f+ 13r 1 0

nt = Nukleotidebene; AS = Aminosaureebene; + = bei mehreren Personen gefunden (Verteilung in Tab. 3-11)
Die Mutation +78C - T bzw. 961C - T (R321C) trat bei SBA-Patientin 80219 auf, 924C . T (C308C) bei SBA-
Patientin 80023 und Kontrollperson M100, 1188G - T (T396T) bei SBA-Patient 80178.

-44T S A +/+ +/-
A —
+284insCT
Patientin 80219 Patientin 80023
[ee]
S
8 -
+78C T bzw. 924C T (C308C) 1188G - T (T396T)
961C T (R321C)
B GTGTGTGAAAC GTGTGCGAA
924C T (C308C) Kontrolle
Patientin 80023

Abbildung 3-10 AP2a-Sequenzveranderungen in SSCA (A) und Sequenzierung (B)

A Beispiele fur SSCA-Gele mit aberranten Mustern bei AP2a-Sequenzverédnderungen. B Sequenzierung der
aberranten Bande von Patientin 80023 ergab den Austausch C - T an der Stelle 924 (Dreieck).
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Tabelle 3-11  Genotypverteilungen und Allelfrequenzen bei AP2a-Polymorphismen
Polymorphismus  SBA-Patienten Feten Kontrollen
(n = 150) (n =20) (n = 146)
(-F) ) ) (H) () () () (+-) ()
-53delG (Intron 3) 146 4 0 20 0 0 143 3 0
97,33% 2,67% 100% 97,95% 2,05%
Allelfrequenzen wt = 0,99, del = 0,01 wt = 1,00, del = 0,00 wt =0,99, 0,01
Statistik 0,77 [0,11; 4,62] 1,00 1,00 [0,06; ©]1,00
-44T - A (Intron 6) * 103 45 2 15 103 40 3

68,67% 30,00% 1,33%
Allelfrequenzen T =0,84, A=0,16
Statistik 0,96 [0,59; 1,54] 0,93

5
75,00% 25,00%
T=0,88A=0,13
1,32 [0,47; 4,65] 1,79

70,55% 27,40% 2,05%

T=084,A=0,16

* der gekoppelte Polymorphismus +284insCT (Intron5) zeigte eine identische Genotypverteilung bei

Probanden und Kontrollen.

(-/-) = homozygot wildtyp; (+/-) = heterozygot; (+/+) = homozygot mutiert.
Statistik: OR [95% CI] p-Wert (Cochran-Armitage Trend-Test)

Y
hAP2 1 MLWKLTDNIKYEDCEDRHDGTSNGTARLPQLGTVGQSPYTSAP
mAp2 1 MLWKLTDNIKYEDCEDRHDGTSNGTARLPQLGTVGQSPYTSAP
CAp2 1 MLWKLTDNIKYEECEEERHDSASNGTARLPQLGAVGQSPYSSAP
XAp2 1
hAP2 56
mAp2 56
CcAp2 56
XAP2 5 PYERRRYQRILYPQSQDPYSHYNDPYSLNSLHAQRQRQHRGWPGQRQSQETSLLHT
hAP2 i HR........G.Lb.P.R......DLSIH.S L IEEIAYIE ERIEETIEEE
mAp2 11 HRGL GLDPR GDLPIHSLPHAIEDVPHVEDP
CAp2 11 HRGLP GGLDPRR LADLPLHSSIPHAIEDVPHVDDP
xAp2 w0 HRGLEHQLSGLRPRREYRRUEDLLHGPHGLSSGLGRLRLHS | PHVIEDVSHVEDP
hAP2 166 GINIPDQTVIKKEPVSLSKSNSNAVSAIPINKDNLFGG'VVNPNEVFCSVPGRLSL
mAp2 166 GINIPDQTVIKKGPVSLSKSNSNAVSAIPINKDNLFGG|VVNPNEVFCSVPGRLSL
CAp2 166 GINIPDQTVIKKGPVSLSKSNNNAVSSIPINKDALFGGVVNPNEVFCSVPGRLSL
XAp2 155 SINIPDQTVIKKGPVSFSKSNNNAVSSLSLNKDNLFGGVLNPNEVFECSVPGRLSL
hAP2 221 LSSTSKYKVTVAEVQRRLSPPECLNASLLGGVLRRAKSKNGGRSLREKLDKIGLN
mAp2 221 LSSTSKYKVTVAEVQRRLSPPECLNASLLGGVLRRAKSKNGGRSLREKLDKIGLN
CcAp2 21 LSSTSKYKVTVAEVQRRLSPPECLNASLLGGVLRRAKSKNGGRSLREKLDKIGLN
WPz 2o LSSTSKYKVIVAEVORRLSPPECLNASLLGGVERRAKSKNGGRSLREKLDKIGLN
C308C
hAP2 276 TP_AGRRKAANVTLLTSLVEGEAVHLARDFGYVCETEFPAKAVAEFLNRQHSDPNE
mAp2 26 LPAGIRRKAANVTLLTSLVEGEAVHLARDFGYVCETEFPAKAVAEFLNRQHSDPNE
CcAp2 276 LPAGIRRKAANVTLLTSLVEGEAVHLARDFGYVCETEFPAKAVAEFLNRQHSDPNE
XAp2 265 LPAGIRRKAANVTLLTSLVEGEAVHLARDFGYVCETEFPAKAAAEFVNRQHSDPNE
Y
hAP2 338 QVTRKNMLLATKQICKEFTDLLAQDRSPLGNSRPNPILEPGIQSCLTHFNLISHG
mAp2 338t QVARKNMLLATKQICKEFTDLLAQDRSPLGNSRPNPILEPGIQSCLTHFNLISHG
CAp2 331 QVTRKNMLLATKQICKEFTDLLAQDRSPLGNSRPNPILEPGIQSCLTHENLISHG
XAp2 320 QVTRKNMLLATKQICKEFTDLLSQDRSPLGNSRPNPILEPGIQSCLTHENLISHG
X T396T
hAP2 338 FGSPAVCAAVTALONYLTEALKAMDIKMYLSNNPNSHTDNNAKSSDKEEKHRK
mAp2 386 FGSPAVCAAVTALQNYLTEALKAMDKMYLSNNPNSHTDNSAKSSDKEEKHRK
CcAp2 386 FGSPAVCAAVTALQNYLTEALKAMDKMYLSNNPNSHTDNSTKSSDKEEKHRK
XAp2 3755, FGSPAVCAAITALONYLTEALKAMDIKMYLNNNPNSHTDNS -KGGDKDEKHRK

110
110
110
99

165
165
165
154

220
220
220
209

275
275
275
264

330
330
330
319

385
385
385
374

437
437
437
425

Abbildung 3-11 Homologe AP2aA-Proteine bei Vertebraten

Mensch hAP2 Acc.No. NM_003220 Williams et al. 1988
Maus mAp2 Acc.No. X74216 Moser et al. 1993
Huhn cAp2 Acc.No. U72992 Shen et al. 1997
Xenopus XAp2 Acc.No. M59455 Winning et al. 1991

Ap2aA ist bei Vertebraten evolutiondr stark konserviert. Humanes AP20 A ist mit dem Homolog von Maus
99%, Huhn 94% und Xenopus 92% identisch.
Identische Aminosaurereste sind grau hinterlegt. Sterne = synonyme Mutationen bei NRD-Patienten:

C308C bei SBA-Patientin 80023 und T396T bei SBA-Patient 80178. Kasten = HSH-Domane. Gestrichelter

Kasten = basische Doméne. Gepunkteter Kasten = Transaktivierungsdoméne. Pfeilspitzen = Exon-Grenzen.
Ap2aA wird von sieben Exons kodiert.
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3.2.6 MSX2

Stegmann K, Boecker J, Richter B, Ngo ETKM, Capra V, Finnell RH, Ermert A, Koch MC
(2000) Sequence analyses of candidate risk factors AP2a and MSX2 in patients with neural tube
defects (NTD). Eur J Hum Genet (in Vorbereitung)

Die humane MSX2-Sequenz ist wegen der Assoziation einer Missense-Mutation in der
Homdodomane (P148H) zum Craniosynostose-Boston-Phanotyp in einer Familie gut
untersucht (Jabs et al. 1993). Nach der veréffentlichten Sequenz wurden Primer flr einen
SSCA-Screen gelegt (Kap. 2.4.7) und 200 NRD-Probanden (150 Patienten und 50 Feten)
auf Sequenzabweichungen in MSX2 untersucht.

Es wurden drei Polymorphismen gefunden, die bei mehreren Probanden auftraten, und
eine Mutation, die nur bei einem Patienten (80385) auftrat (Tab. 3-12). Bei der Mutation
handelte es sich um eine 9 bp-Deletion im Leseraster, die zum Verlust der Aminosauren
Glutaminsaure, Serin und Alanin an den Stellen 68 bis 70 (del68-70ESA) in einem nicht
konservierten Bereich des deduzierten Proteins fihrte (Abb. 3-12 und 3-13). Die Mutter
des Patienten war homozygot fur die Wildtypsequenz. Weitere Verwandte des Patienten
standen nicht zur Verfliigung. Die Deletion trat bei 232 untersuchten Kontrollpersonen
nicht auf.

Der Polymorphismus 386C - T in Exon2 fihrt zum Aminosaureaustausch von Threonin
zu Methionin an der Stelle 129 (Abb. 3-13). Der ausgetauschte Threoninrest liegt 13 Reste
vor Beginn der Homdodomaéane und ist evolutionar nicht konserviert. Diese Position
wurde bereits als polymorphe Stelle beschrieben (Jabs et al. 1993). Der Polymorphismus
386C - T zeigte vollstandige Kopplung mit dem Polymorphismus +59A - G in Intron 1.
Die Genotypverteilung der Polymorphismen bei den Probanden unterschied sich nicht

signifikant von der bei gesunden Kontrollpersonen (p > 0,5; Tab. 3-13).
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Tabelle 3-12 Sequenzverénderungen in MSX2

Lage Art Bezeichnung Primerpaar gefunden bei
nt AS Probanden Kontrollen

* Polymorphismen

5-UTR Transversion -17C -G - 1f + 1r + +

Intron 1 Transition +59A - G - 3f+3r + +

Exon 2 Missense 386C-T T129M A4f + 4r + +
* Mutation

Exon 1 9 bp-Deletion 102-110del(gaaagcgcc) 68-70delESA 2f+ 2r 1 0

nt = Nukleotidebene; AS = Aminosdureebene; + = Polymorphismus trat bei mehreren Personen auf.
Die 9 bp-Deletion wurde nur bei SBA-Patient 80385 beobachtet.

-/- ++ +/-

386C T (T129M)

B TGGCCGGCCTCGGT CCGSG

b | <

del 9 bp

del 9 bp (Patient 80385)

TGCCGGCCIGAAAGCGCCTCGGCCGG

2o i, ll‘-’.\l‘ ! SN
la

A

— ‘_u.._ ey ¥,

Kontrolle

Ser A

Abbildung 3-12 MSX2-Sequenzveranderungen in SSCA (A) und Sequenzierung (B)

A Beispiele fiir aberrante SSCA-Laufmuster bei MSX2-Sequenzveranderungen. B Die Sequenzierung einer
aberranten Bande von SBA-Patient 80385 im Vergleich zu einer Normalkontrolle zeigte die Inframe-
Deletion von 9 Basen (GAA AGC GCC), die zum vorhergesagten Verlust der Aminosauren Glutaminsaure,
Serin und Alanin (del68-70ESA) fuhrt.
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Tabelle 3-13 Genotypverteilungen und Allelfrequenzen bei MSX2-Polymorphismen

Polymorphismus  SBA-Patienten Feten Kontrollen
(n = 150) (n = 50) (n =232)
() (+-) (++) () () (+14) () (+-) (+/+)
5-UTR 140 10 0 44 6 0 214 17 1
-17C -G 93,3% 6,7% 0,0% 88,0% 12,0% 0,0% 92,2% 7,3% 0,4%
Allelfequenzen C =0,97, G = 0,03 C=0,94,G=0,06 C=0,96,G=0,04
Statistik 1,23 [0,54; 2,97] 0,75 0,68 [0,26; 2,09] 0,55
Exon 2 117 30 3 39 10 1 182 46 4
386C T (T129M) * 78,0% 20,0% 2,0% 78,0% 20,0% 2,0% 785% 198% 1,7%
Allelfequenzen C=0,88, T =0,12 C=0,88,T=0,12 Cc=0,88,T=0,12
Statistik 0,97 [0,61; 1,55] 0,97 0,97 [0,49; 2,04] 1,00

(-/-) = homozygot wildtyp; (+/-) = heterozygot; (+/+) = homozygot mutiert.

Statistik: OR [95% CI] p-Wert (Cochran-Armitage Trend-Test)

* der vollstandig gekoppelte Polymorphismus +59A - G zeigte eine identische Genotypverteilung bei
Probanden und Kontrollen.

hMSX2 1 MASPSKGNDLFSP-DEEGPAVVAGPGPGPGGAEGAAEERRVKVSSLPFSVEALMS sa
mMsx2 1 MASPTKGGDLFFSSDEEGPAVLAGPGPGPGGAEGSAEERRVKVSSLPFSVEALMS s5
cMsx2 1 MASPSKAKEVFSSDEEG---PAAGA---------- EEHHKVKVSSLPFSVEALMS 4
qMsx2 1 MASPSKAKEVFSSDEEG---PAAGA---------- EEHHKVKVSSLPFSVEALMS 4
xMsx2 1 MSSPRRIKEDLSSDEEGQVHPTLSP - --------- SEDHKIKISSLPFSVEALMA 15
msh I N QbpDeEl - - - - - s s s s s s e e s s e s s e e s e - 0
hMSX2 55 DKKPPKEAS ---PLPAESASAGATLR SGHGAREAHSP-GPLVKPFETASVK 105
mMsx2 s6 DKKPPKESP---AVPPDCASAGAVLR PGHGVRDAHSP -GPLVKPFETASVK 106

cMsx2 43 DKKPPKELPLAAAGGSADGATVGTSR
qMsx2 43 DKKPPKELPLAAAGSSADGATVGTSR
xMsx2 46 DKRVPKEAPPSRAVDSSA-ATSTPNR

PGHGSRDAHSPPGALTKTFDTASVK o7
PGHGSRDAHSPPGALTKTFDTASVK o7
--GIRDSPSPLGSQKGLKPRRSNR 9

IZ2Z2717UO
rFrErrr
I
(ol el el o

msh e I R TI2OM - - = = - - - s - e s s s s s e e e e e e - 0
hMSX2 106 SENSEDGAAWMQEPGRYSPPPRHTSPTTCTLRKHKTINRKPRTPFTTSQLLALERK 160
mMsx2 107 SENSEDGAPWIQEPGRYSPPPRHMSPTTCTLRKHKTINRKPRTPFTTSQLLALERK 161
cMsx2 98 SENSEDGTSWIQEAGRYSPPPRHLSPTACTLRKHKTINRKPRTPFTTSQLLALERK 15
qMsx2 98 SENSEDGTSWIQEAGRYSPPPRHLSPTACTLRKHKTINRKPRTPFTTSQLLALERK 15
XMsx2 97 -KNSEDGTSWSKDGGSYSPPPRHLSPSSCTLRKHKTINRKPRTPFTTSQLLALERK 15
msh L T NN NI NRKPRTPFTTOQOLLSLEKK 19
hMSX2 161 FRQKQYLS | AERAEFSSSLNLTETQVKIWFQNRRAKAKRLQEAELEKLKMAAKPM 215
mMsx2 162 FRQKQYLS I AERAEFSSSLNLTETQVKIWFQNRRAKAKRLQEAELEKLKMAAKPM 216
cMsx2 153 FRQKQYLS I AERAEFSSSLNLTETQVKIWFQNRRAKAKRLQEAELEKLKMAAKPM 207
gqMsx2 153 FRQKQYLS | AERAEFSSSLNLTETQVKIWFQNRRAKAKRLQEAELEKLKMAANAM 207
xMsx2 151 FRQKQYLS | AERAEFSSSLNLTETQVKIWFQNRRAKAKRLQEAE|I EKLKMAAKP I 205
msh 20 FREKQYLS|IAERAEFSSSLRLTETOQVKIWFONRRAKAKRLQ-------------- 60
hMSX2 216 LPSSFSLPFPISSPLQAASIYGASYPFHRPVLPIPPVGLYATPVGYGMYHLS 267
mMsx2 217 LPSGFSLPFPINSPLQAASIYGASYPFHRPVLPIPPVGLYATPVGYGIYHVS 268
cMsx2 208 LPSGFSLPFPINSPIQAASLYGTSYPFHRPVLPIPPVGLYATPVGYSMYHLS 259
gqMsx2 208 LPSGFSLPFPINSPIQAASLYGTSYPFHRPVLPIPPVGLYATPVGYSMYHLS 259
xMsx2 206 LPPGFSIPFPINSPIQAASLYGSSYQFHRPVLPIPPMGLYATPVGYSMYHLS 257
msh [ L L T R I LI B 60

Abbildung 3-13 Homologe Msx2-Proteine bei Vertebraten und die Homéodomane von
Drosophila msh

Mensch hMSX2  Acc.No. AH004951 Jabs et al. 1993

Maus mMsx2  Acc.No. NM_013601 Monaghan et al. 1991

Huhn cMsx2 Acc.No. S64478 Coelho et al. 1991

Wachtel gMsx2  Acc.No. M57611 Takahashi und Le Douarin 1990

Xenopus XMsx2 Acc.No. X58772 Su et al. 1991

Drosophila msh Acc.No. U33319 D’Alessio und Frasch 1996 (nur Homéodomane)

Die Homdodoméne aller Vertebraten Msx2-Homologe ist 100% identisch und zeigt 92% ldentitét mit der
Homdodomane von Drosophila msh. Insgesamt liegt die Identitdt von humanem MSX2 bei 92% mMsx2,
74% cMsx2, 75% qMsx2 und 64% xMsx2.

Identische Aminosauren sind grau hinterlegt. Sterne = 9 bp-Deletion (68-70delESA) in SBA-Patient 80385
und exonischer Polymorphismus 386C — T (T129M). Kasten = Homéodoméne. Pfeilspitze = Exon-Grenze.
Msx2 wird von 2 Exons kodiert.
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3.3 Gen-Gen-Interaktion

Um zu prifen, ob SBA-Patienten insgesamt mehr Sequenzveranderungen tragen als
Kontrollen, wurde die Anzahl der Mutationen in den untersuchten Genen summiert
(Tab. 3-14). Der Vergleich zwischen Patienten- und Kontrollgruppe ergab keinen stati-

stisch signifikanten Unterschied (p > 0,09).

Tabelle 3-14 Summe der Mutationen in MTHFR und den untersuchten
Entwicklungsgenen (SLUG, CART1, NOGGIN, AP2a und MSX2)
bei 150 SBA-Patienten und 140 gesunden Kontrollpersonen

Gene Personen Anzahl der Mutationen
0 1 2 3 4 >4

MTHFR (677C/T + 1298A/C)  Patienten 16 68 66 0 0 0
Kontrollen 26 61 53 0 0 0

Statistik: 0,75 [0,54; 1,04] 0,09
Entwicklungsgene Patienten 69 54 22 4 0 1
Kontrollen 61 54 23 2 0 0

Statistik: 1,00 [0,74; 1,34] 1,00
MTHFR + Entwicklungsgene Patienten 9 30 63 36 10 2
Kontrollen 11 34 59 25 9 2

Statistik: 0,88 [0,70; 1,10] 0,27

gekoppelte Polymorphismen in AP2a und MSX2 wurden nur einmal gezahlt
Statistik: OR [95% CI] p-Wert (Cochran-Armitage Trend-Test)

Um eine mdgliche Gen-Gen-Interaktion zwischen MTHFR und den untersuchten Ent-
wicklungsgenen zu analysieren, wurde geprift, ob Patienten mit MTHFR 677TT- oder
677CT-Genotyp haufiger zusatzliche Mutationen in den Entwicklungsgenen tragen als
Kontrollpersonen. In die Untersuchung gingen 150 SBA-Patienten und 140 gesunde
Kontrollen ein (Tab. 3-15). Bei 677TT-Homozygotie trugen 4/21 Patienten und 2/15 Kon-
trollen mehr als eine zuséatzliche Mutation in den untersuchten Entwicklungsgenen. Bei
677CT-Heterozygotie waren es 10/65 Patienten und 8/49 Kontrollen. Der Unterschied
zwischen Patienten und Kontrollen war statistisch nicht signifikant (p > 0,2). Eine detail-
lierte Aufschlisselung, welche zusatzlichen Mutationen die MTHFR 677TT-homozygo-

ten Patienten (n = 21) und Kontrollen (n = 15) trugen, gibt Tab. 3-16.
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Tabelle 3-15 Ausgewahlte Genotypkombinationen von MTHFR 677C/T und
Entwicklungsgenen bei 150 SBA-Patienten und 140 Kontrollpersonen

MTHFR Personen

Anzahl der Mutationen in Entwicklungsgenen

0 1 2 3 >3
677TT Patienten n=21/150 14 3 4 0 0
Kontrollen n = 15/140 13 0 1 1 0

Statistik: 0,66 [0,05; 5,47] 0,32
677CT Patienten n = 65/150 24 31 7 3 0
Kontrollen n = 49/140 22 19 7 1 0

Statistik: 1,07 [0,34; 3,23] 0,20

Far den statistischen Vergleich wurden je nach Anzahl der Mutationen in den Entwicklungs-
genen zwei Gruppen gebildet: Personen mit < 1 Mutation und Personen mit > 1 Mutation.

Statistik: OR [95% CI] p-Wert (exakter Test nach Fisher).

Tabelle 3-16  Aufschlisselung der Mutationen in den untersuchten Entwicklungsgenen bei MTHFR

677TT homozygoten Patienten (n = 21) und Kontrollen (n = 15)

DNA- MTHFR SLUG CART1 NOGGIN AP2a MSX2
Nr. =
®] O (8 =
1 1 $ <95 T oeopgh o 09K
O @ © o .+ < O 0} 230 0 & 0 <O
~ o < S O o o o] ® Vg ©®© I O K 9O
~ N Lo g © o o N~ B N N N 4 5 10
© - — PR R S (N Y +Y + o d T+ M

del9bp

Summe
Mut. in
Entwick-
lungs
genen

80026
80055
80070
80106
80151
80213
80224
80236
80246
80305
80314
80368
80422
80474
80041
80207
80265
80074
80157
80190
80498

NNNPNNPNNONNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
[eNeooNooooolololololo oo oloNoloNoNe]
[eNeol NeoloooNooooloooloNoloNoNoNoNe)
PRPOOO0OO0OO0OO0O000000O00O0O0O00O0O0O0OO0O
[eNoNoNool JoloooolooooNoloNoNoNoNe)
[eNeooNooooNolololololooloNoloNoloNoNe]
[eNeooooooNolololololo oo oloNoloNoNe]
[eNeooNoooloNoooololoooNoloNoNoNoNe)
[eNeooNoooloNoooololooloNoloNoNoNoNe)
PORPPOOOO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0O
[eNeooNeooNooNoloolololo oo oloNoloNoNe]
[eNeoloNooooNooooloooloNoloNoNoNoNe)
[eNeooNoooloNoooololoooNoloNoNoNoNe)
OFRPORFRPROO0OO0O000O0O0OO0O0OO0O0OO0OO0O0OO0OO0O

M31
M35
M57
M75
M97
M108
M109
M127
M151
M163
M175
M196
M216
M53
M177

NNNNNNNNNNNNNNDN
[eNeooeooNoloNoloNololoNoNoNe]
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POOOOO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0O
[eNeooNooNooNooNoNoNoNoNoNo)
[eNeooeooNoloNoloNoloNoloNoNe]
[eNeooooNoloNoloNolololoNoNe]
[eNeooNooNooNooNooNoNoNoNo)
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[eNeooNooNooNooNoNoNoloNoNo)
[eNeooNooNoloNoloNooNoloNoNo)
POOOO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0O0OO0
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Identifikationsnummern: 80... = Patienten. M... = Kontrollpersonen. Die gekoppelten Polymorphismen in

AP2a (+284insCT und -44T - A) und MSX2 (+59A - G und 386C - T) z&hlten einfach.
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4 Diskussion

4.1 Heterogene Atiologie

Als Neuralrohrdefekte (NRD) fa3t man verschiedene angeborene dorsale Fehlbildungen
des Ruckenmarks und des Gehirns zusammen. Das phéanotypische Spektrum der NRD
erstreckt sich von den verschiedenen Formen der Spina bifida aperta (SBA) bis hin zu
den cranialen Formen Anencephalie und Encephalocele (Kap. 1.1). Man geht davon aus,
dafll allen NRD-Formen eine primare Verschluf3storung des Neuralrohrs in der dritten
und vierten Woche der menschlichen Embryonalentwicklung (Stadium 8-12) zugrunde-
liegt (Kap. 1.2). Wahrscheinlich laufen die Entwicklungsschritte von der Neuralplatte bis
zum geschlossenen Neuralrohr in unterschiedlichem Ausmaf unvollstandig ab. Je nach-
dem welche der funf Verschluf3stellen dabei betroffen sind, kdnnen die verschiedenen
genannten Phanotypen entstehen.

Die Ursachen der NRD sind bisher nicht geklart (Kap. 1.3). Sehr wahrscheinlich flhrt erst
das gemeinsame Vorliegen von exogenen Faktoren (z.B. Erndhrung, Medikamente) und
polygener Pradisposition zur Auslosung der Krankheit. Man spricht daher von einer
multifaktoriellen Genese. In Einklang mit dieser Vorstellung steht die Beobachtung, daf
die Geburtenpravalenz nicht nur abhangig ist von der ethnischen Gruppe, sondern auch
von der geographischen Lage, der soziobkonomischen Schicht und der Jahreszeit
(Elwood et al. 1992).

Die Auffindung genetischer Faktoren wird durch die morphologische Heterogenitat, die
wahrscheinlich auf einer atiologischen Heterogenitat beruht, erschwert. Entlang der
rostro-caudalen Achse gliedert sich die Neurulation in priméare und sekundare Neurula-
tion (Kap. 1.2). Ausgehend vom segmentalen VerschluBmodell ist die priméare Neurula-
tion wiederum in verschiedene Verschlufstellen unterteilt, wobei ein NRD entweder
innerhalb eines VerschlulRbereichs oder an der Stelle zwischen zwei VerschluRbereichen
entstehen kann. AuBerdem hat man kurzlich festgestellt, dal? die Neurulation auch
innerhalb eines VerschluBbereichs nicht homogen ist, sondern sich in der Faltungsform
unterscheidet (Abb. 1-1). Im Mausmodell ist inzwischen belegt, daR an der Kontrolle der
verschiedenen VerschluBstellen unterschiedliche Gene beteiligt sind (Juriloff et al. 1991;
Van Allen et al. 1993; Harris und Juriloff 1999). Vermutlich werden verschiedene NRD-
Formen von verschiedenen Gen-Sets verursacht, wobei erst die Kombination von Muta-
tionen mehrerer Gene den Defekt auslost. Aullerdem ist es mdglich, dal? einzelne Gen-
defekte nur in bestimmten Populationen auftreten. Dies wirde das populations-

spezifische Auftreten bestimmter NRD-Formen erklaren.
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4.2 Kandidatengenansatz

Zur Genidentifizierung bei NRD kommt insbesondere der Kandidatengenansatz infrage
(Kap. 1.3). Als Kandidatengen bezeichnet man jedes Gen, das vor dem Hintergrund
bereits bekannter Eigenschaften (Funktion, Expressionsmuster, Lokalisation im Genom,
Strukturmotiv) als moégliche Ursache einer Erkrankung in Betracht kommt. Diese Gene
werden gezielt auf eine Beteiligung an der Krankheitsentstehung untersucht. NRD sind
komplexe Krankheitshilder, fur die es eine groBe Zahl méglicher Kandidatengene gibt.
Im Vordergrund stehen zwei Gruppen von Kandidatengenen: 1) Gene des Folsaurestoff-
wechsels, da perikonzeptionelle Folsduregabe das Auftreten von NRD reduziert. 2) Ent-
wicklungsgene, flr die Expressionsanalysen und Tiermutanten eine Bedeutung in der
Neurulation nahelegen.

Es gibt viele Hinweise daflr, dal? bei der NRD-Entstehung Folsaure bzw. der Folsaure-
stoffwechsel eine zentrale Rolle spielen (Kap. 1.3.1). Folsaure ist ein wasserldsliches Vit-
amin, das als Cofaktor von Enzymen der RNA- und DNA-Biosynthese und als
Methylgruppendonor dient. Die normale Stoffwechselfunktion der Folsaure ist abhan-
gig von einer ausreichenden Zufuhr mit der Nahrung sowie von Resorption, Transport
und Metabolisierung. Folsaure senkt nachweislich das NRD-Risiko unabhangig von der
betroffenen Verschluf3stelle (Seller 1995b) und wird in vielen Landern Frauen mit Kinder-
wunsch zur perikonzeptionellen Einnahme empfohlen (Hall und Solehdin 1998b). Hin-
sichtlich des Folsaurestoffwechsels hat man bisher vor allem das Enzym Methylen-
tetrahydrofolatreduktase (MTHFR) untersucht. Ob und welche Rolle die thermolabile
Variante der MTHFR als Risikofaktor fir NRD spielt, ist noch umstritten. In der vorlie-
genden Arbeit wurde auf genetischer Ebene untersucht, ob die thermolabile Variante in
der deutschen Population ein Risikofaktor ist (Kap. 3.1 und 4.3).

Bei den Entwicklungsgenen gelten vor allem die Gene als Kandidaten, die wahrend der
Embryonalentwicklung spezifisch im sich entwickelnden Neuralrohr exprimiert werden
(Kap. 1.3.2). Bei manchen von ihnen ist eine wichtige funktionelle Rolle wahrend der
Neurulation durch die Untersuchung von Knock-out-Mausen mit NRD demonstriert
worden. In Ubersichtsartikeln werden immer wieder NRD-Kandidatengene zusammen-
getragen, die beim Menschen untersucht werden sollten (Juriloff und Harris 2000; Tab.
4-6). Von Literatur- und Datenbankrecherchen ausgehend wurden flir die vorliegende
Arbeit sechs besonders interessante Kandidaten (SLUG, CART1, NOGGIN, TWIST, AP2aq,
MSX2) ausgewahlt und bei NRD-Probanden auf Mutationen durchsucht (Kap. 3.2 und
4.4). Mutationen in diesen Entwicklungsgenen kénnten zu einer Beeintrachtigung des

Genprodukts fuhren und die Entstehung eines NRD beguinstigen.
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Bei komplexen Krankheiten wie NRD konnte der Kandidatengenansatz problematisch
sein. Man schatzt, da an der Neurulation mindestens 1.000 Gene beteiligt sind. Sie alle
kénnten zur NRD-Entstehung beitragen. Die Erkenntnisse aus Tiermodellen liefern zwar
weitere Selektionskriterien, erméglichen aber nicht die Herausfilterung von wenigen,
besonders guten Kandidaten. Es gibt inzwischen mehr als 60 Mausmutanten mit NRD
und jedes Jahr kommen neue hinzu. Vor diesem Hintergrund kann der Kandidatengen-
ansatz leicht zur Suche nach der Nadel im Heuhaufen werden. In Anbetracht der Tatsa-
che, dal das Probandengut zu Gber 90% aus sporadischen Féllen besteht (Tab. 2-1), gibt

es aber zur Zeit keine bessere Herangehensweise (Kap. 1.3).

4.3 Die thermolabile MTHFR

Seit Anfang der 1990er Jahre haben mehrere Studien belegt, daR perikonzeptionelle Fol-
sauregaben eine deutliche Risikoreduktion von erstmaligem und wiederholtem Auftre-
ten nicht-syndromaler NRD bewirken (MRC Vitamin Study Research Group 1991;
Czeizel und Dudas 1992; Berry et al. 1999). Man vermutet einen Stoffwechseldefekt, da
betroffene Miutter keinen Folsauremangel, aber erhéhte Homocysteinspiegel zeigten
(Mills etal. 1996; van der Put et al. 1997a). Auch bei Méausen fuhrte Folsauremangel allein
nicht zu NRD (Heid et al. 1992). Deshalb gelten Gene des Folsaurestoffwechsels als Kan-
didaten bei der Entstehung von NRD. Im Mittelpunkt der Forschungen steht dabei die
thermolabile Variante der Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR). Eine reduzierte
MTHFR-AKktivitat konnte durch Beeintrachtigung des C,-Stoffwechsels die Entstehung
eines NRD beguinstigen und wurde sowohl die praventive Wirkung von Folsaure als
auch den erhéhten Homocysteinspiegel erklaren.

Die thermolabile Variante ist im Gegensatz zur seltenen MTHFR-Defizienz (Tab. 4-1)
klinisch unauffallig und wird durch eine erhéhte Anfalligkeit bei Temperaturbehand-
lung in vitro sowie eine verminderte Aktivitat in vivo charakterisiert (Kang et al. 1988,
1991). Folge der verminderten Enzymaktivitat kann eine milde Hyperhomocysteinamie
sein, die sich durch Folsduregabe wieder normalisieren laf3t (Kang et al. 1988). Da Hyper-
homocysteinamie mit vascularen Stérungen assoziiert ist (Graham et al. 1997), wird die
thermolabile MTHFR nicht nur als Risikofaktor fur NRD, sondern auch fur Herz-Kreis-
lauferkrankungen diskutiert (Kang et al. 1991; Kluijtmans et al. 1996; Fletcher und
Kessling 1998; Bailey und Gregory 1999).
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Tabelle 4-1 Charakteristika verschiedener Formen der MTHFR-Unterfunktion

MTHFR-Defizienz * thermolabile MTHFR 2
Enzymaktivitat bei Homozygoten 0-20% 30-50%
Mutationen 14 verschiedene 677C-T

(Missense, Nonsense, Spleil)
Homocystein schwere Hyperhomocysteinamie  milde Hyperhomocysteinamie

Hyperhomocystinurie keine Homocystinurie
Folsaure erniedrigte Plasma-Folsaure * niedrig oder normal
klinischer Phanotyp neurologische und vasculare St6- Risikofaktor fiir

rungen (Arteriosklerose, Throm- - Arteriosklerose

bose), mentale Retardierung - NRD?

! Goyette et al. 1994, 1995, 1996, 1998; Kluijtmans et al. 1998. 2 Frosst et al. 1995; van der Put et al. 1995.
* Die erniedrigten Plasmafolatwerte sind Folge des Mangels an 5-Methyl-THF, dem Produkt der MTHFR
und Hauptzirkulationsform von Folat.

Genetische Ursache der thermolabilen MTHFR ist die Punktmutation 677C - T, die zu
einem Aminosaureaustausch von Alanin zu Valin (A222V) in der katalytischen Domaéane
des Proteins fuhrt (Frosst et al. 1995). Der Alanin-Rest ist evolutionar sehr stark konser-
viert und auch im E.coli-Homolog vorhanden (Goyette et al. 1994). Die Enzymaktivitat
677CT-Heterozygoter liegt bei 65%, die 677TT-Homozygoter bei 30-50% (Frosst et al.
1995; Kluijtmans et al. 1996). Mindestens 5% der kaukasischen Bevélkerung sind 677TT-
homozygot (Botto und Yang 1999). Einen Uberblick tiber die komplexen Zusammen-
héange zwischen NRD, Homocysteinspiegel, thermolabiler MTHFR und 677C/T-Geno-
typ gibt Abb. 4-1.

Da der MTHFR 677C/T-Genotyp mit dem biochemischen und physiologischen Phano-
typ korreliert (Abb. 4-1), wurde vermutet, dal} er auch mit dem klinischen Phéanotyp
NRD korreliert. Wenn die thermolabile MTHFR eine Ursache von NRD ist und der Poly-
morphismus 677C - T die Ursache der thermolabilen MTHFR, mif3te es auch eine Asso-
ziation des MTHFR 677C/T-Genotyps mit dem Krankheitsphanotyp geben. Das heilit,
bei NRD-Patienten mufite das 677T-Allel haufiger auftreten als bei nichtbetroffenen Kon-
trollpersonen. Viele Studien haben diesen Zusammenhang untersucht. Die Ergebnisse
sind widersprichlich. Studien in den USA, den Niederlanden, Irland und Italien haben
eine Assoziation mit dem homozygoten 677TT-Genotyp gefunden (van der Put et al.
1995; Ou et al. 1996; de Franchis et al. 1998a; Shields et al. 1999). Studien in Kanada, Nor-
wegen, GroRbritannien und Frankreich haben keine Assoziation gefunden (Bjorke-
Monsen et al. 1997; Mornet et al. 1997; Morrison et al. 1998; Christensen et al. 1999).
Offensichtlich sind die Ergebnisse populationsabhéangig. Daher stellte sich fir die vorlie-
gende Arbeit die Frage, ob in der deutschen Population der MTHFR 677C/T-Genotyp

mit NRD assoziiert ist und als genetischer Risikofaktor angesehen werden muf3.
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biochemischer Phanotyp 1 physiologischer Phanotyp 2 klinischer
MTHFR > Blutspiegel <&——> | Phanotyp
* Thermolabilitat 1 * Folsaure | NRD

* Enzymaktivitat | * Homocystein 1

Genotyp
MTHFR 677CIT

Abbildung 4-1  Phanotyp-Phénotyp- und Genotyp-Phéanotyp-Korrelationen bei
thermolabiler MTHFR und NRD

1 Die thermolabile MTHFR hat eine erniedrigte Enzymaktivitat
(Frosst et al. 1995; van der Put et al. 1995; Kluijtmans et al. 1996).
Die thermolabile MTHFR korreliert mit einem erh6hten Homocysteinspiegel
(Kang et al. 1988, 1991; Engbersen et al. 1995).
Bei thermolabiler MTHFR korreliert ein hoher Homocystein- mit einem niedrigen Folatspiegel
(Lucock et al. 1996; Kluijtmans et al. 1996).
2 Erhéhte Homocysteinspiegel bei der Mutter korrelieren mit NRD beim Kind
(Steegers-Theunissen et al. 1994; Mills et al. 1995).
Erniedrigte Folsdurespiegel bei der Mutter korrelieren mit NRD beim Kind
(Hibbard et al. 1965; Smithells et al. 1976; Daly et al. 1995; Kirke et al. 1996).
aber: Bei betroffenen Muttern wurden in manchen Studien normale Folatspiegel gefunden
(Molloy et al. 1985; Steegers-Theunissen et al. 1991; Mills et al. 1992).
3 Der MTHFR-Polymorphismus 677C - T ist die Ursache der thermolabilen MTHFR
(Frosst et al. 1995; van der Put et al. 1995).
4 Der MTHFR 677C/T-Genotyp korreliert mit erhéhtem Homocysteinspiegel
(Frosst et al. 1995; van der Put et al. 1995; Kluijtmans et al. 1996; Gudnason et al. 1998),
insbesondere bei niedrigem Folatspiegel
(Jacques et al. 1996; Harmon et al. 1996).
Der MTHFR 677C/T-Genotyp korreliert mit erniedrigtem Folatspiegel
(van der Put et al. 1995; Harmon et al. 1996; Molloy et al. 1997, 1998).
5 Ist der Genotyp MTHFR 677C/T mit dem Phanotyp NRD assoziiert?
ja (van der Put et al. 1995; Ou et al. 1996; de Franchis et al. 1998a; Shields et al. 1999).
nein: (Bjorke-Monsen et al. 1997; Mornet et al. 1997; Morrison et al. 1998; Christensen et al. 1999;
Stegmann et al. 1999a).

67



4 Diskussion

431677C-T

In der vorliegenden Arbeit wurde beim Vergleich der MTHFR 677TT-Homozygotenrate
von Patienten mit Kontrollen kein signifikanter Unterschied gefunden (Kap. 3.1.1.1 und
3.1.2.1; Stegmann et al. 1999a). Dieses Ergebnis steht in Einklang mit anderen Studien aus
Europa. Abb. 4-2 zeigt anschaulich die Ergebnisse der bisherigen europaischen Studien
im Vergleich. Dabei wird deutlich, daf3 es in der 677C/T-Genotypverteilung eine auffal-
lige Heterogenitat gibt, sowohl bei der Kontrollgruppe verschiedener Lander als auch
bei Patienten und Kontrollen innerhalb eines Landes.

Die vorliegende Arbeit ist die bisher einzige negative europaische Studie mit Gber 100
Patienten und 100 Kontrollen. In Europa wurde nur in Irland und Italien in Studien von
je Uber 100 Patienten und Kontrollen eine klare Assoziation des MTHFR 677TT-Genotyps
mit NRD gefunden (de Franchis et al. 1998a; Shields et al. 1999). Ergebnisse aus den Nie-
derlanden waren inkonsistent. In einer ersten Studie mit 55 Patienten und 207 Kontrollen
wurde eine Assoziation gefunden (van der Put et al. 1995). In der Folgestudie mit 86
Patienten und 403 Kontrollen wurde keine Assoziation gefunden (van der Put et al.
1998). Das negative Ergebnis der Folgestudie ist auf eine verdnderte Homozygotenrate
in der Kontrollgruppe zurtckzufiihren (von 4,8% auf 8,9%); in der Patientengruppe blieb
sie in etwa gleich (von 12,7% auf 11,6%).

Dies zeigt die extreme Anfélligkeit von Fall-Kontroll-Studien fir verfalschende Effekte
durch die Wahl der Kontrollgruppe (Kap. 4.3.9). Daher wurden sie in der vorliegenden
Arbeit mit familienbasierten, also Stratifikations-unanfalligen Analysen (TDT) uber-
pruft. Der durchgefuhrte TDT bestatigte das negative Ergebnis des Fall-Kontroll-
Vergleichs (Kap. 3.1.1.2 und 3.1.2.2). Von den Studien mit positivem Assoziationsergeb-
nis wurde nur in der irischen ein TDT durchgefuihrt und das positive Ergebnis der Fall-
Kontroll-Studie bestétigt (Shields et al. 1999).
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occ Kontrollen Patienten Assoziation? Literatur
oCT Anzahl Kontrollen / Patienten
ETT
5,9% 3,6%
Norwegen — 32:4% 42,9% nein Bjérke-Monsen et al. 1997
61,8% 53,6% n=68/28
8,3% 18,8%
37,3%
Irland 44.6% 47.1% ja Shields et al. 1999
o n=242/271
43,9%
12,1% 9,8%
40,7% 39,2%
England ® ® nein Morrison et al. 1998
47,2% 51,0% n=199/51
8,9% 11,6%
Niederlande 50,9% 30.5% nein van der Put et al. 1998
40.2% n=403/86
48,8%
11,5% 13,3%
Deutschland 517% 41,6% nein Stegmann et al. 1999
36,8% n=174/166
45,2%
9,8% 7,0%
37,6% .
Frankreich ’ 44,2% nein Mornet et al. 1997
48,8% n=133/43
52,6%
16,6% 20.7% 25.6% 205%
Italien ja de Franchis et al. 1998
n=583/203
53,7% 43,8%
Abbildung 4-2  Prozentuale Verteilung der MTHFR 677C/T-Genotypen bei Fall-Kontroll-

Assoziationsstudien mit NRD in Europa
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4.3.2 1298A - C

Vor kurzem wurde ein zweiter Polymorphismus (1298A - C in Exon7), der zum Amino-
saureaustausch A430E in der regulatorischen Domane fuhrt, als zusatzlicher NRD-Risi-
kofaktor beschrieben (van der Put et al. 1998). Obwohl er mit einer verminderten
Enzymaktivitat einhergeht, sind weder der heterozygote noch der homozygote Genotyp
mit einem erhéhten Homocystein- oder einem erniedrigten Folatspiegel assoziiert (van
der Put et al. 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde keine Assoziation zwischen MTHFR 1298A - C und
NRD gefunden (Kap. 3.1.2.1; Stegmann et al. 1999a). Das steht in Einklang mit bisherigen
Untersuchungen (van der Put et al. 1998; Akar et al. 2000). Tab. 4-2 gibt einen Vergleich
der in dieser Arbeit gefundenen 1298A - C Genotyp- und Allelfrequenz mit den bisher
verdffentlichten Werten in anderen Populationen.

Van der Put et al. (1998) stellten fest, daR NRD-Patienten haufiger kombiniert heterozy-
got (677CT-1298AC) waren als Kontrollen. Sie postulierten eine Interaktion zwischen
den beiden MTHFR-Polymorphismen, denn bei kombinierter Heterozygotie lag die
Enzymaktivitat niedriger als bei Heterozygotie flr jeden einzelnen Polymorphismus. In
der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls eine héhere Rate an kombiniert Heterozygoten
bei NRD-Patienten (24%) als bei Kontrollpersonen (16%) beobachtet. Der Unterschied
war allerdings nicht signifikant (p = 0,07), so dal? die Bedeutung dieser Beobachtung nur
durch weitere Untersuchungen geklart werden kann.

Interessanterweise wurden weder bei Probanden noch bei Kontrollen Genotypkombina-
tionen beobachtet, die drei oder vier Sequenzvarianten zugleich aufwiesen (677TT-
1298AC, 677CT-1298CC, 677TT-1298CC; Tab. 3-4). AuRerdem wurde kein Allel beobach-
tet, das beide Sequenzvarianten trug, d.h. der Haplotyp 677T-1298C kam nicht vor. Auch
in anderen Studien wurde 677T immer nur in trans zu 1298C gefunden (van der Put 1998;
Rady et al. 1999). Offensichtlich liegen also die beiden Polymorphismen im Kopplungs-
ungleichgewicht. Vermutlich sind sie getrennt voneinander auf verschiedenen Allelen
entstanden. Aufgrund der geringen physikalischen Distanz von rund 2 kb ist ein Rekom-
binationsereignis auBerst unwahrscheinlich und bei den bisher untersuchten Personen

nicht aufgetreten.
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Tabelle 4-2 MTHFR 1298CC Genotyp- und 1298C Allelfrequenzen in verschiedenen
Populationen

Land n 1298CC 1298C Literatur

Europa

Niederlande 403 9,4% 0,33 vander Put et al. 1998
Deutschland 174 10,3% 0,30 Stegmann et al. 1999a
Tarkei 76 53% 0,29 Akar et al. 2000
Nordamerika

Kanada, Montreal 274 9,5% 0,26 Weisberg et al. 1998
USA, Texas (Weil3e) 187 11,2% 0,35 Rady et al. 1999

USA, Texas (Aschkenasim-Juden) 149 8,1% 0,27 Rady etal. 1999

USA, Kalifornien (Schwarze) O - 0,13 Gregg et al. 1998
USA, Kalifornien (Asiaten) 449 - 0,19 Gregg et al. 1998
USA, Kalifornien (Indianer) O - 0,10 Gregg et al. 1998
USA, Kalifornien (Hispanier) O - 0,20 Gregg et al. 1998

Mittel- und Stidamerika
Brasilien, Sao Paulo (gemischt) 190 5,8% 0,23 Franco et al. 1999

4.3.3 Die Rolle der Mutter

Verschiedene Studien fanden heraus, daf3 der Folat- und Homocysteinstatus der Mutter
eine Auswirkung auf die Entstehung von NRD bei ihren Kindern hat (Kirke et al. 1993;
Molloy et al. 1998). Ein erhéhter Homocystein- und ein erniedrigter Folatspiegel bei der
Mutter waren mit einem erhéhten NRD-Risiko beim Kind assoziiert (Abb. 4-1). Daher
stellte sich die Frage, ob das Risiko ftr ein krankes Kind durch den Genotyp der Mutter,
des Kindes oder einer Kombination beider vermittelt wird. Manche Studien fanden ein
erhohtes Risiko, wenn sowohl Mutter als auch Kind homozygot MTHFR 677TT waren
(van der Putet al. 1996; Christensen et al. 1999). Dagegen kam eine andere Studie zu dem
SchluB, daR allein der kindliche TT-Genotyp mit NRD assoziiert ist, nicht der mutterliche
(Shields et al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurden die MTHFR 677C/T-1298A/C Genotypkombinatio-
nen bei 110 Mutter-Kind-Paaren bestimmt (Kap. 3.1.1.3 und 3.1.2.3). Keine Mutter-Kind-
Genotypkombination kam haufiger vor als erwartet. Daher scheint der MTHFR-Genotyp
der Mutter bzw. die Genotypkombination von Mutter und Kind in der deutschen Popu-

lation kein Hauptrisikofaktor fir NRD zu sein (Stegmann et al. 1999a).
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4.3.4 Populationsspezifische Unterschiede

Bisher hat man den MTHFR 677C - T Polymorphismus in allen untersuchten Populatio-
nen gefunden (Tab. 4-3) — allerdings mit sehr heterogenen Genotyp- und Allelfrequen-
zen. In Mexiko war die 677TT-Homozygotenrate mit 35% am hochsten. Bei Schwarzen
verschiedener Ethnien ist der Polymorphismus am seltensten. Unter insgesamt 595
untersuchten Schwarzen aus Afrika und den USA war kein 677TT-Homozygoter
(McAnNndrew et al. 1996; Stevenson et al. 1997; Franco et al. 1998; Giles et al. 1998; Schnei-
der et al. 1998). Bei kaukasischen Populationen in Europa schwankt die 677TT-Rate zwi-
schen 6% (Norwegen) und 17% (Italien). Die vorliegende Arbeit ergab fur Deutschland
eine mittlere Homozygotenrate von 12%.

Es gibt keine klare Korrelation zwischen der 677TT-Genotypfrequenz und der NRD-
Pravalenz. In manchen Populationen verhalten sich die beiden Werte gleichsinnig.
Schwarze haben eine niedrige 677TT-Rate und eine niedrige NRD-Pravalenz (Stevenson
et al. 1997). Mexikaner haben eine hohe 677TT-Rate und eine hohe NRD-Pravalenz
(Mutchinick et al. 1999). In anderen Populationen verhalten sich die beiden Werte gegen-
sinnig. Iren haben eine niedrige 677TT-Rate aber eine hohe NRD-Préavalenz (Shields et al.
1999). Italiener haben eine hohe 677TT-Rate (17%, in der Toskana sogar 30%) aber eine
niedrige NRD-Pravalenz (Abbate et al. 1998; de Franchis et al. 1998a). Griinde fir das
unterschiedliche Verhalten von 677TT-Homozygotenrate und NRD-Pravalenz kénnten
Umweltfaktoren (Ernahrung, Lebensstil; Kap. 4.3.5) und andere genetische Faktoren
(Kap. 4.3.10.2) sein.

Die starken populationsspezifischen Unterschiede verdeutlichen, dafl Beobachtungen in
einer Population nicht ohne weiteres auf eine andere Ubertragbar sind. Insbesondere die
Frage, ob eine Assoziation zwischen dem 677C — T Polymorphismus und NRD vorliegt,
muf in jeder Population getrennt untersucht werden. Deshalb sind die im Rahmen
dieser Studie erhobenen Daten flr die deutsche Population so wichtig (Koch et al. 1998;

Stegmann et al. 1999a).
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Tabelle 4-3 MTHFR 677TT Genotyp- und 677T Allelfrequenzen in verschiedenen
Populationen
Land n 677TT 677T Literatur
Europa
Norwegen 68 5,9% 0,22 Bjorke-Monsen et al. 1997
Baltische Staaten 86 - 0,23 Gudnason et al. 1998
Irland 242 8,3% 0,31 Shields et al. 1999
England 199 12,1% 0,36 Morrison et al. 1998
GroRbritannien 85 - 0,35 Gudnason et al. 1998
Niederlande 403 8,9% 0,29 vander Putetal 1998
Deutschland 174 11,5% 0,30 Stegmann etal. 1999a
Europa - Mitte 125 - 0,31 Gudnason et al. 1998
Frankreich 133 9,8% 0,36 Mornetetal. 1997
Schweiz, Basel 118 16,1% 0,39 Todesco et al. 1999
Italien 583 16,6% 0,43 de Franchis et al. 1998a
Italien 137 18,3% 0,44 Girellietal. 1998
Italien, Toskana 106 30,2% 0,53 Abbate et al. 1998
Europa - Sid 106 - 0,41 Gudnason et al. 1998
Turkei 93 7,5% 0,28 Boduroglu et al. 1999
Turkei 76 10,5% 0,26 Akar etal. 2000
Nordamerika
Kanada 97 11,3% 0,34 Christensen et al. 1999
USA (WeilRe) 120 9,2% 0,31 Speer etal. 1997
USA, Nordost (Weilke) 77 7.8% 0,34 Gilesetal 1998
USA, Ohio (WeilRe) 101 8,9% 0,30 McAndrew et al. 1996
USA, South Carolina (WeilRe) 151 13,2% 0,35 Stevenson et al. 1997
USA, Kalifornien (WeilRe) 269 11,9% 0,35 Shaw etal. 1998
USA, Texas (WeilRe) 200 12,5% 0,29 Rady etal. 1999
USA, Nordost (Schwarze) 46 0,0% 0,10 Gilesetal 1998
USA, Ohio) (Schwarze) 102 0,0% 0,10 McAndrew et al. 1996
USA, South Carolina (Schwarze) 146 0,0% 0,11 Stevenson etal. 1997
USA, Kalifornien (Hispanier) 169 20,7% 0,42 Shaw etal. 1998
USA, Texas (Aschkenasim) 155 26,5% 0,48 Rady etal. 1999
Mittel- und Stidamerika
Mexiko 250 34,8% 0,59 Mutchinick et al. 1999
Brasilien (WeiRRe) 107 10,3% 0,37 Arrudaetal. 1998
Brasilien (Schwarze) 137 1,5% 0,20 Arrudaetal. 1998
Brasilien (Indianer) 83 12% 0,11 Arrudaetal 1998
Australien
Sydney 225 10,7% 0,36 Wilcken und Wang 1996
Asien
Japan 778 10,2% 0,33 Morita et al. 1997
Japan 311 18,6% 0,42 Matsushita et al. 1997
Afrika
Zentralafrika, Gambia, Kenia, Madagaskar 234 0,0% 0,07 Schneider et al. 1998
Subsahara 89 - 0,07 Pepeetal. 1998
Zaire, Kamerun 67 0,0% 0,03 Franco etal. 1998

n = Anzahl der untersuchten Personen; - = keine Angaben
Ubersichtartikel: Fletcher und Kessling 1998; Schneider et al. 1998; Botto und Yang 1999.
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4.3.5 Der Einflu3 der Umwelt

Mehrere Studien haben festgestellt, dal 677TT-Homozygotie mit einem erhéhten Homo-
cysteinspiegel korreliert (Abb.4-1). Bei genauerer Betrachtung zeigte sich, dafl diese Kor-
relation limitiert ist auf diejenigen 677TT-Homozygoten, die einen Folsaurespiegel im
unteren Normalbereich hatten (Harmon et al. 1996; Jacques et al. 1996; Brattstrém et al.
1998). Offensichtlich kommt es bei homozygoten Tragern der thermolabilen MTHFR-
Variante nur dann zu einem Anstieg des Homocysteinspiegels, wenn gleichzeitig die
Versorgung mit Folsaure suboptimal ist. Sogar bei 677CT-Heterozygoten stieg der
Homocysteinspiegel, wenn der Folatstatus schlecht war (Girelli et al. 1998). Es handelt
sich also um eine Gen-Erndhrung-Interaktion (Motulsky 1996).

Einen Zusammenhang zwischen Erndhrung und NRD hat man schon lange festgestellt.
So ergab eine Studie, dal? eine schlechte Erndhrung in der frihen Schwangerschaft mit
NRD beim Kind assoziiert ist (Laurence et al. 1980). Es gibt auch Veréffentlichungen tber
eine hohere NRD-Rate in sozio6konomisch niedriggestellten Gruppen und bei Konzep-
tion am Jahresanfang, wenn es besonders wenig frisches Obst und Gemiuse gibt (Elwood
et al. 1992). Fur eine Gen-Erndhrung-Interaktion spricht auch, dal die Kombination von
677TT-Genotyp und niedrigem Folatspiegel mit einem gréReren NRD-Risiko einhergeht
als die Summe beider Einzelfaktoren (Christensen et al. 1999). Offensichtlich ist es eher
die Wechselwirkung von Erndhrung und Genotyp als der Genotyp allein, der zu Hyper-
homocysteinamie und mdoglicherweise zu einem erhéhten NRD-Risiko fuhrt.

Dieser EinfluB der Erndhrung kénnte einen Teil der populationsspezifischen Unter-
schiede in der NRD-Pravalenz erklaren. In Mittelmeerldndern enthalt die traditionelle
Kuche viel folatreiches Gemuse und tragt méglicherweise mit zu der niedrigen NRD-
Pravalenz bei (Rizzari et al. 1997). In Irland, das in der Vergangenheit eine sehr hohe
NRD-Pravalenz hatte, kdnnte es eine Unterversorgung mit Folsdure gegeben haben. Seit
1987 versetzt man dort Fruhstlcks-Cerealien mit Folsaure. Eine irische Arbeitsgruppe
vermutete, dafd der Rlickgang der NRD-Pravalenz damit in Zusammenhang steht (Kirke
et al. 1993). Neben der Erndhrung haben auch andere Faktoren des Lebensstils (u.a. Rau-
chen, Alkohol, Bewegung) Einflu auf die Assoziation zwischen 677TT-Genotyp und
Homocystein (Nygard et al. 1997; Giles et al. 1998; DeRose et al. 2000).
Zusammenfassend &Rt sich sagen, dal? der hyperhomocysteinamische Effekt der ther-
molabilen MTHFR variabel und abhéngig vom Folsaurestatus ist. Der Einfluf3 der Ernédh-
rung und anderer aulierer Faktoren kénnte es sehr schwierig machen, eine Assoziation
zu NRD festzustellen, selbst wenn der 677TT-Genotyp wirklich ein Risikofaktor sein

sollte.
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4.3.6 Selektionsvorteil der thermolabilen MTHFR

Die 677C - T Mutation kommt bei mindestens 5% der kaukasischen Bevélkerung homo-
zygot und bei mindestens 30% heterozygot vor (Tab. 4-3). Eine solche hohe Frequenz
konnte mit einem Selektionsvorteil zu erkléaren sein. Der Vorteil bei einer reduzierten
MTHFR-Enzymaktivitat wurde darin gesehen, dal? durch die verminderte Umsetzung
von 5,10-Methylen-THF mehr Folatmetaboliten fur die Nucleotid-Synthese zur \Verfi-
gung stehen (Abb. 1-3; Engbersen et al. 1995).

Auf diese Weise soll der MTHFR 677TT-Genotyp unter anderem als Schutzfaktor bei
Colonkarzinom wirken. Studien haben bei 677TT-Homozygoten ein 2-4fach niedrigeres
Risiko fur Colonkarzinom als bei 677CC-Homozygoten festgestellt (Ma et al. 1997). Ver-
mutlich fuhrt die Erhéhung der 5,10-Methylen-THF-Konzentration durch die thermola-
bile MTHFR zu einer gesteigerten Thymidylatsynthese. Die gesteigerte Methylierung
von dUMP zu dTMP vermindert den Uracil-Einbau in die DNA, der zu Chromosomen-
brichen fuhren kann und ein bekannter Faktor in der Karzinogenese ist (Blount et al.
1997).

4.3.7 Der protektive Mechanismus der Folsaure

Noch ist ungeklart, Gber welchen Mechanismus Folsdure das NRD-Risiko reduziert. Der
metabolische Defekt kdnnte neben der MTHFR auch andere Enzyme des Folsaurestoff-
wechsels betreffen (Abb. 1-3) sowie Faktoren, die an Resorption, Transport und Speiche-
rung von Folat beteiligt sind. Bisher sind aber alle Untersuchungen solcher Folsaure-
abhangigen Kandidatengene auRer fir MTHFR ergebnislos gewesen (Tab. 1-2).
Vielleicht ist der Schluf? von dem beobachteten praventiven Effekt der Folsdure auf einen
Defekt im Folsduremetabolismus zu simpel. Es kann sein, dal? der verantwortliche gene-
tische Defekt auRerhalb des eigentlichen Folsaurestoffwechsels liegt. Daflr spricht, daid
bei den zwei Mausmutanten, bei denen Folsdure einen praventiven Effekt hat, Gene
mutiert sind, deren Produkte keinen offensichtlichen Bezug zum Folsauremetabolismus
haben: Cartl und Pax3 (Tab. 1-3). Es handelt sich um Entwicklungsgene mit spezifischem
Expressionsmuster wahrend der Neurulation, die fur Transkriptionsfaktoren kodieren.
Ein Zusammenhang zwischen PAX3 und humanen NRD wurde von mehreren Arbeits-
gruppen untersucht aber nicht gefunden (Tab. 1-4). CART1 wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht (Kap. 3.2.2 und 4.4.3.2).
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4.3.8 Homocystein als NRD-Risikofaktor

Es ist noch nicht geklért, ob Hyperhomocysteindmie nur ein Marker fur eine thermola-
bile MTHFR und einen niedrigen Folatstatus ist oder ob Homocystein selber als NRD-
Risikofaktor wirkt (Steegers-Theunissen et al. 1994; Mills et al. 1995). Direkte Exponie-
rungsversuche an Vogelembryonen haben Hinweise auf eine teratogene Wirkung von
Homocystein geliefert (Rosenquist et al. 1996). Eine Studie stellte bei SBA-Patienten und
deren Eltern erhohte Homocysteinspiegel fest (van der Put et al. 1997a). Allerdings fan-
den die Messungen lange nach dem kritischen Zeitpunkt der Neurulation statt. Da der
Homocysteinspiegel stark durch die Ernahrung (Methionin, Folat, Vitamin B,,, Vitamin
Bg) beeinflulRt wird (Abb. 1-3; Miner et al. 1991; Lucock et al. 1996), sind solche nachtrég-
lichen Untersuchungen in ihrer Aussagekraft zweifelhaft und wurden in der vorliegen-
den Arbeit nicht durchgeflihrt. Aussagekraftiger sind Untersuchungen der Amnion-
flussigkeit (Wenstrom et al. 2000a, 2000b), die aber von dem hier untersuchten Patienten-
gut nicht zur Verfligung stand.

Metabolische Ursache fur eine Hyperhomocysteinamie kann neben der MTHFR (Reme-
thylierung) auch die Cystathionin-B-Synthase (CBS, Transsulfurierung) betreffen. Des-
halb wurde ein CBS-Polymorphismus in unserer Arbeitsgruppe ebenfalls untersucht
(Kap. 4.3.10.2).

4.3.9 Methodisches: Fall-Kontroll-Studien

4.3.9.1 Reduzierung der atiologischen Heterogenitat

Es wird davon ausgegangen, dal? die genetischen Ursachen mit dem Typ und der Loka-
lisation des NRD variieren (Kap. 4.1). Bei der Suche nach den genetischen Ursachen
sollte das Patientengut deswegen in moglichst homogene Subgruppen eingeteilt wer-
den, bei denen man eine gemeinsame Atiologie annehmen kann. Besser als die tibliche
(und auch in der vorliegenden Arbeit verwendete) grobe anatomische Klassifikation
(Kap. 2.2) ware eine Klassifikation nach embryologischen Mechanismen wie der betrof-
fenen VerschluBstelle (Kap. 1.2.1). Die atiologische Heterogenitat lieRe sich durch Eintei-
lung nach zusatzlichen Gesichtspunkten wie Ernahrungsstatus und Folsaureprophylaxe

der Mutter weiter reduzieren. Praktisch wird das aber nur eingeschrankt moglich sein.
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4.3.9.2 Wahl der Kontrollgruppe

Die Gultigkeit von Fall-Kontroll-Studien hangt entscheidend von der Wahl der Kontroll-
gruppe ab. Falle und Kontrollen sollten aus einer homogenen Gruppe stammen und sich
allein in Bezug auf die interessierende Variable (hier: Vorhandensein oder Nichtvorhan-
densein eines NRD) unterscheiden. Durch inadaquate Wahl der Kontrollen kann es zu
falschen Ergebnissen kommen. So lief3e sich in San Francisco eine Assoziation feststellen
zwischen dem HLA-A1-Allel und der Fahigkeit, mit Stdbchen essen zu kénnen (Lander
und Schork 1994). Grund ist allerdings kein Kausalzusammenhang zwischen dem HLA-
Locus und der ERkultur, sondern ein haufigeres Auftreten des Al-Allels bei Asiaten ver-
glichen mit Kaukasiern. Eine solche sogenannte Populationsstratifikation kann durch
sorgfaltige Auswahl der Kontrollen und durch familienbasierte Assoziationsstudien ver-
mieden werden.

Gerade vor dem Hintergrund der groBen Unterschiede in den MTHFR Allel- und Geno-
typfrequenzen in verschiedenen Populationen (Tab. 4-3) wird klar, daR fUr eine aussage-
kraftige Assoziationsstudie Falle und Kontrollen aus ethnisch homogenen Bevol-
kerungsgruppen stammen sollten. Im Gegensatz zu europaischen Populationen ist die
US-amerikanische BevoOlkerung durch Immigration genetisch sehr inhomogen. Die
untersuchte Patientengruppe (n = 41) der bisher einzigen US-amerikanischen Assozia-
tionsstudie mit positivem Ergebnis bestand aus 34 Wei3en und 7 Schwarzen. Dabei ist
bekannt, da die 677T-Allelfrequenz bei Schwarzen wesentlich niedriger liegt als bei
Weifllen (Tab. 4-3). Zudem ist die NRD-Pravalenz bei WeiRen etwa doppelt so gro3 wie
bei Schwarzen (Schiltenwolf und Carstens 1990). Bei diesen Populationsunterschieden
ist es leicht vorstellbar, dal? Stratifizierung zu falsch positiven Assoziationsergebnissen
fuhrt.

Falle und Kontrollen sollten auch in Bezug auf ihr Alter vergleichbar sein, denn der
Anteil 677TT-Homozygoter ist altersabhangig. In Frankreich, Japan und der Schweiz
wurde festgestellt, dal} innerhalb derselben Population der 677TT-Homozygotenanteil
mit steigendem Alter abnimmt (Faure-Delanef et al. 1997; Matsushita et al. 1997; Todesco
et al. 1999). Offensichtlich senkt die homozygote Mutation die Lebenserwartung, mogli-
cherweise durch eine erhéhte Anféalligkeit fir Herz-Kreislauferkrankungen. Vor dem
Hintergrund einer Gen-Umwelt-Interaktion (Kap. 4.3.5) mufite ein ideales Matching
auBBerdem Ernahrung, Rauchen und andere Faktoren des Lebensstils umfassen.

In der vorliegenden Arbeit stammten die Patienten und Kontrollen aus der gleichen
deutschen Population. Die Patienten wurden tUber eine NRD-Ambulanz rekrutiert und

reprasentieren daher ein breiteres Spektrum sozio6konomischer Gruppen als beispiels-
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weise bei einer Rekrutierung tiber eine Selbsthilfeorganisation. Bei den Kontrollpersonen
handelt es sich hauptséachlich um Studenten, Mitglieder eines Sportvereins und Klinik-
angestellte. Es wurde sichergestellt, daB die Kontrollpersonen keinen NRD hatten. Eine
detaillierte Familienanamnese wurde allerdings nicht erhoben. In Alter- und
Geschlechtsverteilung entsprechen die Kontrollen etwa den Fallen. Da die Kontrollper-
sonen aber ganz Uberwiegend einer Mittelschicht angehdéren, decken sie wahrscheinlich

nicht das ganze soziobkonomische Spektrum der Patienten ab.

Tabelle 4-4 Gesichtspunkte beim Studiendesign von Fall-Kontroll-Studien bei NRD
und ihre Bericksichtigung in der vorliegenden Arbeit

Gesichtspunkt bericksichtigt
Patienten anatomische Einteilung (SBA, A + C, E) +
embryologische Einteilung (Verschlu3stelle 1 bis 5) -
Kontrollen kein NRD +
keine SBO -
leere Familienanamnese -
Matching Ethnie ++
Alter +
Geschlecht +
soziodkonomische Gruppe -
Lebensstil -

SBA = Spina bifida aperta, A = Anencephalie, C = Craniorhachischisis, E = Encephalocele,
SBO = Spina bifida occulta

4.3.9.3 GruppengrélRe

Bei der durchgefuhrten Assoziationsstudie besagt die Nullhypothese: Es gibt keinen
Unterschied der 677TT-Homozygotenfrequenz zwischen Fallen und Kontrollen. Sie laf3t
sich durch empirische Beobachtungen nur verwerfen, nicht beweisen. Laut Fletcher und
Kessling (1998) liegt die minimale StichprobengroéRe, die erforderlich ist, um die Null-
hypothese zu verwerfen, bei etwa 250 Kontrollen und 250 Fallen. Studien mit kleinerem
Stichprobenumfang, die keine Assoziation finden, schlieBen eine tatsachliche Assozia-
tion nicht aus. Nur eine Studie (mit positivem Ergebnis) verflgte bisher tber die gefor-
derten GruppengrofRen (Shields et al. 1999). Daneben gibt es in Europa nur zwei weitere
Studien mit mehr als 100 Personen in beiden Gruppen: de Franchis et al. 1998a (positiv)
und die vorliegende Arbeit (negativ). Das heif3t, die vorliegende Arbeit ist die gréte Stu-

die in Europa, die keine Assoziation findet (Stegmann et al. 1999a).
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4.3.9.4 Statistischer Test

Selbst bei gleichem Studiendesign (Fall-Kontroll-Vergleich) lassen sich verschiedene sta-
tistische Testverfahren anwenden, die zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren kénnen.
Die Wahl des Testverfahrens ist abhdngig vom zugrundeliegenden genetischen Modell,
das aber im vorliegenden Fall nicht geklart ist. In dieser Arbeit wurde beim Vergleich von
Genotypfrequenzen bei Patienten und Kontrollen der Cochran-Armitage Trend-Test
angewendet (Agresti 1991). Bei diesem Test werden alle drei Genotypen miteinbezogen
und das Risiko Uber das gesamte Genotypspektrum betrachtet. Im Gegensatz zum exak-
ten Test nach Fisher, der auf einer Vierfeldertafel beruht, missen also keine willkurlichen
Gruppen zum paarweisen Vergleich gebildet werden. Das zugrundeliegende genetische
Modell geht von einem Risikozuwachs mit wachsender Zahl der mutierten Allele aus.
Auf biochemischer Ebene 14t sich das mit dem MTHFR 677C/T-Genotyp gut in Ein-
klang bringen, denn die Enzymaktivitat ist bei 677CC-Homozygoten am hdchsten, bei
677CT-Heterozygoten vermindert und bei 677TT-Homozygoten am niedrigsten. Ob das
Modell allerdings auch auf klinischer Ebene angemessen ist, 1aBt sich zum jetzigen Zeit-
punkt nicht entscheiden und kénnte insbesondere vor dem Hintergrund des diskutier-
ten Heterozygotenvorteils (Kap. 4.3.6) angezweifelt werden.

Die Abhangigkeit des Studienergebnisses vom angewendeten statistischen Verfahren
zeigt folgendes Beispiel: Nach Abschlul? der vorliegenden Arbeit wurden die Studien-
gruppen erweitert (um 18 Patienten und 59 Kontrollen) und in einer Untersuchung der
Cystathionin-B-Synthase auch auf MTHFR 677C - T getestet (Richter et al. 2000). In die-
ser erweiterten Studie detektierte der Cochran-Armitage Test eine signifikante Assozia-
tion, der exakte Test nach Fisher nicht (Tab. 4-5).

Es ware winschenswert, andere statistische Verfahren mit mehr Aussagekraft einzuset-
zen. Verfahren wie Kopplungsanalyse und die Analyse betroffener Geschwisterpaare
sind aber wegen der Probandenlage nicht anwendbar. AuRerdem sind Assoziationsstu-
dien trotz ihrer prinzipiellen Angreifbarkeit in der Vergangenheit erfolgreich eingesetzt
worden. Ein wichtiges Beispiel ist der Nachweis einer Haufung des ApolipoproteinE €4-

Allels bei Patienten mit M. Alzheimer (Saunders et al. 1993).
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Tabelle 4-5  Verschiedene statistische Testverfahren haben jeweils Vor- und Nachteile und
kénnen zu verschiedenen Ergebnissen kommen

Exakter Test nach Fisher Cochran-Armitage
Vorteil je nach angenommenem Modell las- nutzt gesamte Information tber
sen sich die CT-Heterozygoten auf die alle drei Genotypen (CC, CT, TT)
Seite der CC- oder der TT-Homozygo-
ten stellen oder ganz weglassen
Nachteil erfordert (willkirliche) Reduktion der setzt monoton steigenden Zusam-
Information durch Gegenuberstellung menhang zwischen Genotyp und
von zwei Gruppen (meist TT versus Risiko voraus
CC + CT oder TT versus CC)
Daten: OR [90% ClI] einseitiger p OR [90% CI] einseitiger p
vorliegende Arbeit
Probanden (n = 166):
69 CC,75CT,22TT 1,18 [0,65; 2,14] 0,31 1,29 [0,98; 1,69] 0,06
Kontrollen (n = 174): nicht signifikant nicht signifikant
90CC,64CT,20TT
Richter et al. 2000
Probanden (n = 184):
73CC,83CT,28TT 1,37 [0,82; 2,30] 0,14 1,30 [1,02; 1,66] 0,04
Kontrollen (n = 233): nicht signifikant signifikant

113CC,93CT, 27 TT

Der exakte Test nach Fisher wurde auf TT versus CT + CC angewendet. Die Genotypen beziehen sich auf
den MTHFR-Polymorphismus 677C - T.
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4.3.10 Ausblick

4.3.10.1 Kein Ausschluf® der MTHFR als NRD-Risikofaktor

Trotz Uberzeugender Berichte Uber eine Korrelation zwischen thermolabiler MTHFR
und Homocystein sowie zwischen Homocystein und NRD bleiben Studien Uber eine
Assoziation der thermolabilen MTHFR mit NRD widersprtchlich (Abb. 4-1). In der vor-
liegenden Arbeit wurde keine Assoziation zwischen dem der thermolabilen MTHFR
zugrundeliegenden 677C/T-Genotyp und NRD gefunden. Der gro3e Umfang der unter-
suchten Personengruppen und die zusatzliche Familien-Analyse machen dieses nega-
tive Ergebnis zu einer stichhaltigen Aussage. Trotzdem laf3t sich nicht schliel3en, daR die
thermolabile MTHFR keinerlei Risikofaktor in der deutschen Population ist. Da es offen-
bar nicht der MTHFR-Genotyp allein ist, der ein erhdohtes NRD-Risiko bewirkt, sondern
das Zusammenspiel dieses Genotyps mit suboptimaler Folsdureversorgung, kénnte eine
gute Erndhrung einen maskierenden Effekt haben. Neben einer VergréRerung der Fall-
und Kontrollgruppen wirde vor allem eine (praktisch sehr schwierige) Stratifizierung

nach Folatstatus die Aussagekraft einer Assoziationsstudie erhéhen.

4.3.10.2 Cystathionin- (-Synthase (CBS)

MTHFR 677TT-Homozygotie ist der haufigste aber nicht der einzige Grund fur milde
Hyperhomocysteindmie. So zeigte der Homocysteinspiegel auch dann ein Nord-Sud-
Gefélle in Europa (Kap. 4.3.4), wenn nur 677TT-Homozygote verglichen wurden (Gud-
nason et al. 1998). Offenbar gibt es noch andere Enzymvarianten, die den Homocystein-
spiegel beeinflussen.

Ein weiteres wichtiges Enzym bei der Regulation des Homocysteinspiegels ist die Cysta-
thionin-B-Synthase (CBS), die den ersten Schritt der Transsulfurierung von Homocystein
katalysiert (Abb. 1-3). Verschiedene NRD-Studien haben den CBS-Polymorphismus
844ins68 untersucht (de Franchis et al. 1997, 1998b; Ramsbottom et al. 1997; Morrison et
al. 1998; Speer et al. 1999; Akar et al. 2000). Zwei von ihnen fanden eine signifikante Asso-
ziation von NRD zu MTHFR 677TT-Homozygotie in Kombination mit CBS 844ins68-
Heterozygotie (de Franchis et al. 1997, 1998b; Speer et al. 1999). Daher wird diskutiert, ob
es sich bei dem CBS 844ins68-Allel um einen zusétzlichen Risikofaktor fur NRD in man-
chen Populationen handelt. In unserer Arbeitsgruppe konnte eine Modifier-Funktion
von CBS 844ins68 in der deutschen Population nicht nachgewiesen werden (Richter et al.
2000).
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4.4 Entwicklungsgene

Der grofite Teil unseres Wissens tUiber Vorgange wahrend der Embryonalentwicklung lei-
tet sich aus Beobachtungen und Experimenten an einer kleinen Auswahl von Organis-
men ab. Man nennt sie Modellorganismen. lhre Auswahl ist praktisch und historisch
bedingt (Wolpert et al. 1999). Es ist wichtig, dalR man die Tiere leicht und kostengunstig
in groBer Zahl zlchten kann und daB ihre Embryonen gut zugénglich, gro3 und robust
sind. Sobald eine bestimmte Spezies erforscht und als Modelltier etabliert ist, wird die
Untersuchung neuer Fragestellungen eher bei dieser Spezies durchgeftihrt als bei einem
noch nicht etablierten Modell. Als Wirbeltiermodelle dienen heute vor allem Maus,
Huhn, Zebrafisch und Xenopus laevis. Bei vergleichenden Untersuchungen hat man fest-
gestellt, daR sich die grundlegenden Vorgéange wahrend der Neurulation trotz Unter-
schieden im Detail stark ahneln, sowohl auf anatomischer wie auf molekularer Ebene
(Shimeld 1999). Deshalb gibt es Grund zum Optimismus, daf3 Studien an Modelltieren
Erkenntnisse liefern, die auch fur den Menschen relevant sind.

Es erscheint sehr plausibel, da Defekte am Neuralrohr auf Stdrungen von Entwick-
lungsgenen beruhen, die in der dritten bis vierten Woche der menschlichen Embryonal-
entwicklung wahrend der Neurulation exprimiert werden (Stadium 8-12). Aus
Untersuchungen an Wirbeltiermodellen sind inzwischen viele Gene bekannt, die wah-
rend der Neurulation ein spezifisches raumlich-zeitliches Expressionsmuster zeigen und
daher als NRD-Kandidatengene gelten. Besonders interessant sind diejenigen Kandida-
ten, die zusatzlich bei genmanipulativer Veranderung im Tiermodell NRD auslésen (Tab.
1-3).

Far die vorliegende Untersuchung wurden sechs Entwicklungsgene ausgewahlt (Tab. 1-
5 und 1-6). Vier von ihnen zeigen ein Neurulations-spezifisches Expressionsmuster und
fuhren im Tiermodell zu NRD (SLUG, NOGGIN, AP2a, MSX2). Zwei von ihnen werden
nicht im sich entwickelnden Neuroectoderm exprimiert, I6sen in Knock-out-Mausen
aber trotzdem NRD aus (CART1, TWIST). Bei diesen beiden Genen wird angenommen,
dal sie fur die Neurulation notwendige extrinsische Krafte stdren (Smith und Schoen-
wolf 1997). Alle sechs Gene erscheinen in der wichtigsten humangenetischen Datenbank
OMIM unter dem Suchbegriff Neuralrohr. In Ubersichtsartikeln werden sie regelmaRig
als NRD-Kandidatengene aufgefiihrt (Tab. 4-6).
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Tabelle 4-6 Ubersicht Uber die untersuchten Entwicklungsgene als NRD-Kandidatengene

Slug Cartl  Noggin Twist AP2 a Msx2

NRD im Tiermodell

Knock-out (Maus) - X X X X
Transgen (Maus) - - - - - X
Antisense-Oligos (Huhn) X - - - -
spez. Expressionsmuster X - X - X X

Ubersichtsartikel (iber Kandidatengene aus Mausmodellen

Harris und Juriloff 1997 - X X X

Copp 1998 - X - X X -
Harris und Juriloff 1999 - X X X X -
Juriloff und Harris 2000 - X X X X -
OMIM 2000 “neural tube” X X X X X X

4.4.1 Methodisches: PCR-SSCA

Einige der in dieser Arbeit untersuchten Gene (insbesondere TWIST) wiesen einen
extrem hohen GC-Gehalt auf. Eine PCR-Amplifizierung stark GC-haltiger Sequenzen ist
wegen der hohen Schmelztemperatur und geringeren PCR-Effizienz schwierig, so dald
das PCR-Standardprotokoll modifiziert werden muf3te (Dutton et al. 1993; Gottlieb et al.
1997). Es wurden denaturierende Zuséatze und sehr hitzestabile Polymerasen mit Korrek-
turaktivitat (Proofreading) eingesetzt. Die Amplifikation wurde mit einer langeren Dena-
turierung bei hoherer Temperatur durchgefiihrt, Annealing und Elongation wurden in
einem Zwei-Schritt-Programm kombiniert.

Far ein schnelles und effektives Mutationsscreening eines groRen Kollektivs kommen
generell drei Methoden infrage (Tab. 4-7): Denaturierende Gradientengelelektrophorese
(DGGE), Heteroduplexanalyse (HA) und Einzelstrangkonformationsanalyse (SSCA). Sie
alle basieren auf der PCR und detektieren Sequenzveranderungen Uber ein abweichen-
des Migrationsverhalten in der Elektrophorese (Grompe 1993). Die DGGE erreicht eine
hohe Sensitivitat, erfordert aber eine zeitaufwendige Optimierung (Myers et al. 1987).
Die HA erfordert wenig Arbeitsaufwand, erreicht aber nur eine Sensitivitdt von 80%
(White etal. 1992; Prosser 1993). In der vorliegenden Arbeit wurde die SSCA gewahlt. Sie
verbindet einen geringen Etablierungs- und Arbeitsaufwand mit einer hohen Sensitivitat
von bis zu 95% (Sheffield et al. 1993). Mit der SSCA kann ein umfangreiches Patientengut
in wenigen Arbeitsschritten und in kurzer Zeit auf Sequenzvarianten untersucht wer-
den. Durch Elektrophorese bei zwei verschiedenen Temperaturen und Feinoptimierung

fur jedes einzelne PCR-Produkt (Kap. 2.3.3) wurde in der vorliegenden Arbeit ange-
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strebt, die Sensitivitat der SSCA zu maximieren. Die durchschnittliche GroRe der unter-
suchten PCR-Produkte lag bei etwa 210 bp, in Einklang mit der angegebenen optimalen
Fragmentléange von 100 bis 300 bp (Sheffield et al. 1993). Trotzdem muR man davon aus-
gehen, dal} die Sensitivitat nicht 100% betrug, denn nicht alle Sequenzveranderungen
fuhren auch zu einer veranderten Konformation des DNA-Einzelstrangs, insbesondere
nicht in stabilen GC-reichen Regionen. Wie bei allen PCR-abhangigen Mutationsdetekti-
onsmethoden mufite bei den gefundenen Sequenzvarianten ausgeschlossen werden, daf}
sie durch ein Artefakt der Tag-Polymerase entstanden waren. Die Tag-Polymerase hat
eine Fehlerrate von etwa 1 Fehler pro 10.000 eingebaute Nucleotide (Newton et al. 1988).
Deshalb wurde jede PCR bei auffalligem SSCA-Muster wiederholt. Die Wahrscheinlich-
keit fur einen Tag-Polymerasefehler an derselben Stelle bei einer Wiederholung der PCR
ist verschwindend gering.

Einen neuen Ansatz zum Nachweis bekannter und unbekannter Mutationen ermdéglicht
die DNA-Chip Technologie (Hacia 1999; Wilgenbus und Lichter 1999). Dabei tragt ein
Chip die in Oligonucleotide aufgeteilte Sequenz eines oder mehrerer Gene. Eine einzige
Hybridisierung der genomischen DNA einer Person gegen den Chip ermittelt, welche
Polymorphismen und Mutationen die Person tragt. Auf diese Weise sind schnelle und
kostenguinstige Screens in groBem Stil moglich. Diese Technologie wird in der Zukunft

wahrscheinlich die Mutationssuchmethode der Wahl sein.

Tabelle 4-7 Vergleich von Methoden zum Mutationsscreening

SSCA DGGE HA

optimale FragmentgroiRe 100-300 bp bis 600 bp bis 300 bp

Sensitivitat 80-95% 95% 70-80%

1 bp-Austausch detektierbar? ja ja ja

Vorteil geringer Etablierungs-  grof3e Fragmente geringer Arbeitsaufwand
aufwand

Nachteil viele Fragmente Etablierung aufwendig  geringere Sensitivitat

Literatur: Grompe 1993; Myers et al. 1987; White et al. 1992
SSCA = Einzelstrangkonformationsanalyse; DGGE = Denaturierende Gradientengelelektrophorese; HA =
Heteroduplexanalyse.
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4.4.2 Transkriptionsfaktoren und Krankheiten

Bis auf NOGGIN kodieren alle untersuchten Entwicklungsgene fiir Transkriptionsfakto-
ren. Es ist bekannt, dall Mutationen in Transkriptionsfaktoren zu congenitalen Fehlbil-
dungen fuhren kdénnen (Tab. 4-8).

Transkriptionsfaktoren binden sequenzspezifisch an regulatorische DNA-Motive (Pro-
motoren, Enhancer, Silencer) und regulieren dadurch die Expression des zugehdrigen
Gens. Neben konstitutiven regulatorischen Elementen, an die ubiquitére Transkriptions-
faktoren binden, gibt es auch solche, die zell- und entwicklungsspezifisch induziert wer-
den und ein raumlich-zeitlich individuell reguliertes Expressionsmuster erlauben. Viele
Transkriptionsfaktoren enthalten mehrere Doméanen: eine DNA-bindende Domaéne, die
direkt mit der DNA in Kontakt tritt, eine Multimerisierungsdomane, die die Bildung von
Homo- und Heteromultimeren erlaubt, und eine oder mehrere Transaktivierungsdoma-
nen.

Die DNA-Bindungsdoménen kénnen eine Reihe konservierter Strukturmotive haben
(Harrison 1991; Strachan und Read 1999), darunter:

e Helix-Turn-Helix (HTH)

Dieses Motiv besteht aus zwei a-Helices, die durch eine kurze Aminosauresequenz
(Turn) miteinander verbunden sind. Die C-terminale Helix bezeichnet man als Erken-
nungshelix. Sie interagiert vermutlich mit cis-regulatorischen Faktoren, wahrend die
andere Helix eine stabilisierende Funktion hat. Bei Eukaryonten ist das HTH-Motiv Teil
der sogenannten Homoéodomane, einer konservierten Struktur aus 60 Aminosauren. In
der vorliegenden Arbeit wurden die Gene von zwei Homéodomanen-Transkriptionsfak-
toren untersucht: CART1 und MSX2. Beispiele flr Syndrome, die durch Mutationen in
der Homdodoméne von Transkriptionsfaktoren verursacht werden, sind Waardenburg-
Syndrom Typ 1 (PAX3) und Rieger-Syndrom Typ 1 (PITX).

e Helix-Loop-Helix (HLH)

Ahnlich dem HTH-Motiv besteht dieses Motiv aus zwei a-Helices. Das Verbindungsele-
ment ist langer und bildet eine flexible Schlaufe (Loop). Das HLH-Motiv vermittelt
sowohl die DNA-Bindung als auch die Homo- oder Heterodimerisierung. In der vorlie-
genden Arbeit wurde das Gen des HLH-Transkriptionsfaktors TWIST untersucht. Muta-
tionen in TWIST kdnnen zu Saethre-Chotzen-Syndrom flihren. Mutationen in MITF, das
ebenfalls einen HLH-Transkriptionsfaktor kodiert, sind Ursache von Waardenburg-Syn-

drom Typ 2.
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= Helix-Span-Helix (HSH)

Bei diesem Motiv ist die Aminosduresequenz zwischen den beiden a-Helices noch lan-
ger als beim HLH-Motiv. Dieses Motiv wurde bei dem hier genetisch untersuchten Tran-
skriptionsfaktor AP2a erstmals beschrieben (Williams und Tjian 1991). Datenbank-
recherchen ermittelten keinen weiteren Transkriptionsfaktor mit einem HSH-Motiv.

= Zink-Finger (ZnF)

Das in dieser Arbeit untersuchte SLUG-Gen kodiert einen Transkriptionsfaktor mit funf
Zinkfingermotiven. Bei diesem Motiv koordinieren vier konservierte Aminosauren
(Histidin- und Cysteinreste) ein zentrales Zn?*-lon derart, daR sich eine fingerférmige
Struktur bildet. Diese Struktur wiederholt sich mehrfach hintereinander, wobei jeder
Zinkfinger 3 bp der Zielsequenz erkennt. SLUG besitzt vier CCHH-Zinkfinger und einen
fur die Snail-Familie typischen CCHC-Zinkfinger (Abb. 3-4). Ein Beispiel fur eine erbli-
che Krankheit, die durch Mutationen in einem Zinkfinger-Protein hervorgerufen wird,
ist das Greig-Syndrom (GLI3).

Tabelle 4-8 Mutationen in Transkriptionsfaktoren als Ursache angeborener Krankheiten

Motiv Beispiel in dieser Arbeit
N . untersuchte Gene

Gen Phéanotyp Literatur mit diesem Motiv
HTH PAX3 Waardenburg-Syndrom Typ 1 Hol et al. 1995 CART1, MSX2

MSX1 familiare Zahn-Agenesie Vastardis et al. 1996

Van den Boogaard et al. 2000

PITX Rieger-Syndrom Typ 1 Semina et al. 1996

HLH TWIST Saethre-Chotzen-Syndrom Howard et al. 1997 TWIST

El Ghouzzi et al. 1997
Gripp et al. 2000

MITF  Waardenburg-Syndrom Typ 2 Tassabehji et al. 1994

HSH - - - AP2
ZnF  MID1 Opitz-Syndrom Quaderi et al. 1997 SLUG
SALL1 Townes-Brocks-Syndrom Kohlhase et al. 1998
GLI3  Greig-Syndrom Vortkamp et al. 1991

Kalff-Suske et al. 1999

HTH = Helix-Turn-Helix, HLH = Helix-Loop-Helix, HSH = Helix-Span-Helix, ZnF = Zinkfinger
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4.4.3 Sequenzvarianten der untersuchten Entwicklungsgene

In den folgenden sechs Kapiteln (4.4.3.1 bis 4.4.3.6) werden die Einzelergebnisse des
SSCA-Screens fur jedes untersuchte Gen (SLUG, CART1, NOGGIN, TWIST, AP2a und
MSX2) individuell erértert. Die Diskussion von Aspekten, die mehrere Gene betreffen,
erfolgt im Anschlul? daran gemeinsam (Kap. 4.4.4 und 4.4.5). Dazu zahlen die Wertung
der gefundenen DNA-Sequenzveranderungen als Mutation, Variante oder Polymorphis-
mus, die Beurteilung moglicher pathogener Auswirkungen und die Interpretation der

Ergebnisse in Bezug auf das Mausmodell.

443.1 SLUG

Slug ist ein Vertebraten-Gen, das einen Zinkfinger-Transkriptionsfaktor der Snail-Familie
kodiert. Wahrend der Neurulation wird Slug an den Spitzen der Neuralfalten und in den
Neuralleistenzellen exprimiert (Nieto et al. 1994; Mayor et al. 1995; LaBonne und Bron-
ner-Fraser 1998). Induziert wird die Slug-Expression durch BMP4, dem wichtigsten Dor-
salisierungssignal (Liem et al. 1995). Die Behandlung mit Slug-Antisense-Oligo-
nucleotiden fuhrte beim Huhn zu NRD (Nieto et al. 1994). AuBerdem kam es nach mikro-
chirurgischer Abtragung der Neuralfalten zu einer erneuten Slug-Expression im sich
wieder schlieBenden Neuralrohr (Sechrist et al. 1995; Buxton et al. 1997). Diese Beobach-
tungen sprechen dafir, da Slug beim NeuralrohrschluB eine Rolle spielt. Deshalb wurde
das humane SLUG als Kandidatengen gewahlt und in dieser Arbeit bei 150 SBA-Proban-
den nach Sequenzveranderungen durchsucht (Kap. 2.4.2 und 3.2.1).

Es wurden keine Polymorphismen und Varianten gefunden. Auch bei Berlcksichtigung
einer eventuell nur 80%igen Sensitivitat der SSCA muf man daher von einer sehr starken
evolutionaren Konservierung von SLUG ausgehen. Eine SBA-Patientin, aber keine der
136 untersuchten Kontrollpersonen trug heterozygot die Missense-Mutation 1548A - C
(D119E). Der ausgetauschte Aspartatrest liegt 11 Aminosauren vor dem ersten Zinkfin-
ger in der Slug-definierenden Region und ist bei allen bekannten Slug-Homologen voll-
standig konserviert (Abb. 3-4). Die Aminosduresubstitution betraf also einen struktur-
und mdglicherweise funktionsrelevanten Rest. Bemerkenswerterweise war die Patientin
zusatzlich homozygot fir den MTHFR-Polymorphismus 677C - T, der die thermolabile
Enzymvariante kodiert (Tab. 3-16). Mdglicherweise haben diese beiden Veranderungen
in Kombination mit weiteren Faktoren zur Krankheitsentstehung beigetragen. Aller-
dings war auch der Vater der Patientin, bei dem eine Spina bifida occulta ausgeschlossen
wurde, SLUG-Mutationstrager und MTHFR 677TT-homozygot. Eine ausfiihrliche Dis-

kussion findet sich in Stegmann et al. 1999b.
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Erst kirzlich wurde Slug bei der Maus untersucht. Dabei stellte sich heraus, dal das
Expressionsmuster von Maus-Slug dem von Xenopus- und Huhn-Snail &hnelt und umge-
kehrt. Insbesondere wird Maus-Slug nicht in pramigratorischen, sondern erst in migrie-
renden Neuralleistenzellen exprimiert. Auf’erdem zeigten homozygote Slug-KO-Mause
keinen NRD, sondern waren Uberraschenderweise lebensfahig und fertil, lediglich min-
derwiichsig (Jiang et al. 1998b). Diese Beobachtung bei der Maus schlie3t nicht aus, daf}
ein durch die Missense-Mutation D119E verandertes SLUG-Protein einen negativen
Effekt auf die Neurulation hat. Sie legt aber nahe, dal SLUG kein Haupt-Kandidatengen
ist. Es wird nun angenommen, dal? die Sequenz, jedoch nicht die Funktion von Slug kon-
serviert wurde und Maus-Snail die Funktion von Xenopus- und Huhn-Slug ibernommen
hat (Sefton et al. 1998). Daher kdnnte das humane SNAIL ein NRD-Kandidatengen sein.
Um das zu entscheiden, ware der Phanotyp einer Snail-KO-Maus (evtl. einer Slug-Snail-

Doppel-KO-Maus) interessant.

4.43.2 CARTI1

Der Transkriptionsfaktor Cartl wird von einem paired Homéobox-Gen kodiert. Expressi-
onsstudien an Ratten- und Mauseembryonen haben gezeigt, dal Cartl im Kopfmesen-
chym und den Neuralleisten-Abkémmlingen exprimiert wird (Zhao et al. 1996). Diese
Strukturen spielen eine wichtige Rolle bei der cranialen Neuralrohrentwicklung (Chen
und Behringer 1995). Bei Knock-out-Mausen hatte die Ausschaltung von Cartl eine
Anencephalie zur Folge (Zhao et al. 1996). Die Entwicklung der mesenchymalen Zellen
zwischen Neuroectoderm und Oberflachenectoderm war gestort, und der Neuralrohr-
schluBR an VerschluBstelle 2 blieb aus. Interessanterweise hatte Folsaure bei den Knock-
out-Mausen einen praventiven Effekt. Wurden die trachtigen Weibchen mit Folsaure
behandelt, konnten 76% der NRD bei ihren Nachkommen verhindert werden (Zhao et al.
1996). Deshalb gilt das humane CART1 als Kandidatengen fur Folsdure-praventierbare
NRD, deren Anteil beim Menschen auf 70% geschéatzt wird, und wurde in der vorliegen-
den Arbeit untersucht (Kap. 2.4.3 und 3.2.2). Zunachst wurde die genomische Struktur
von CART1 bestimmt und anschlieRend der Grofiteil des kodierenden Bereichs bei 173
NRD-Probanden nach Mutationen durchsucht. Die Aufklarung der Exon-Intron-Struk-
tur ermdglicht in Zukunft auch eine Untersuchung der Spleif3stellen.

Sequenzveranderungen, die ausschliellich bei Probanden auftraten, wurden nicht
gefunden. Es wurden vier Polymorphismen gefunden, drei davon exonisch im insge-
samt weniger konservierten Exonl (Abb. 3-6). In den starker konservierten Bereichen,

insbesondere in der Homdobox, fanden sich keine Sequenzabweichungen. Die Genotyp-
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verteilungen der vier Polymorphismen bei Probanden und Kontrollen wiesen keinen
statistisch signifikanten Unterschied auf (Tab. 3-9). Zwei der Polymorphismen flihrten
zu Veranderungen der vorhergesagten Aminosauresequenz (H61L und R64L). Die aus-
getauschten Aminosauren waren bei den Homologen von Ratte und Xenopus identisch
(Abb. 3-6). Da sie evolutionar konserviert sind, kénnten sie funktional wichtig sein, so
dal? ihr Austausch Auswirkungen auf das Protein hatte. Die Stelle 64 scheint allerdings
polymorph zu sein. Der Austausch R64L trat bei Kontrollen (6/166) etwas haufiger auf
als bei Probanden (1/152). AuRerdem wurde bei einer Kontrollperson ein anderer Aus-
tausch an derselben Stelle gefunden (R64C). Die Bedeutung der beiden Missense-Poly-
morphismen laRt sich nicht endgultig beurteilen. Es ist nicht ausgeschlossen, daB sie die
Funktion des Proteins modifizieren und in Kombination mit anderen Faktoren zur Ent-
stehung eines NRD beitragen kénnen. Als interagierender Faktor scheint die thermola-
bile MTHFR auszuscheiden, denn keiner der Trager der CART1 Missense-Varianten war
homozygot fur 677C - T (Tab. 3-16).

Die vorliegenden Ergebnisse geben keinen Hinweis auf eine Rolle von CART1 als Risiko-
faktor fur NRD in der deutschen Population. Die Bedeutung dieses Befundes in Bezug
auf die Tatsache, dal3 die Inaktivierung des homologen Cartl-Gens bei der Maus NRD

auslost, wird in Kap. 4.4.5 diskutiert.

4.4.3.3 NOGGIN

Noggin ist ein sezerniertes Signalpeptid, das Uber Disulfidbriicken ein Homodimer bil-
det. Es spielt bei der Musterbildung im Neuralrohr eine wichtige Rolle (Bronner-Fraser
und Fraser 1997) und hemmt die Auswanderung der Neuralleistenzellen (Sela-Donen-
feld und Kalcheim 1999). Seine Wirkung vermittelt Noggin, indem es BMP4 bindet und
antagonisiert (Zimmerman et al. 1996). So begrenzt Noggin den Bereich der dorsalisie-
renden Wirkung von BMP4 und ermdglicht die Shh-vermittelte Ventralisierung (Liem et
al. 1997). Studien an Vertebraten fanden eine friihe Expression von Noggin im Knoten am
Vorderende des Primitivstreifens (Maus, Huhn) bzw. im Spemannschen Organisator (der
homologen Struktur bei Xenopus). Spater wird Noggin im dorsalen Neuralrohr, in einem
Teil der Neuralleistenzellen und im Kopfmesoderm exprimiert (Smith und Harland
1992; Capdevila und Johnson 1998; McMahon et al. 1998). Noggin-KO-Mause zeigten
Defekte in der dorsoventralen Musterbildung des Neuralrohrs und entwickelten
craniale und lumbale NRD (McMahon et al. 1998). Die Autoren postulierten, da Noggin
eine Rolle spielt bei der Regulation der Prozesse, die zur Auffaltung und Fusion der

Neuralfalten fuhren.
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Deshalb wurde das humane Homolog NOGGIN in einem Mutationsscreen bei 170 NRD-
Probanden untersucht (Kap. 2.4.4 und 3.2.3). Bei einer SBA-Patientin, ihrem nicht-betrof-
fenen Vater und einer gesunden Kontrollperson wurde eine Missense-Variante gefunden
(275G - A: G92E), die bei der Mutter der Patientin und den Gbrigen 238 getesteten Kon-
trollpersonen nicht auftrat. Der ausgetauschte Glycinrest (G) liegt in einer Glycinkette,
die zwischen Mensch und Maus, nicht aber bei Huhn und Xenopus konserviert ist (Abb.
3-8). Glycin ist eine aliphatische Aminosaure mit einer ausgepragt unpolaren Seitenkette.
Im Gegensatz dazu ist die eingetauschte Glutaminsaure (E) eine saure Aminosaure mit
einer Carboxygruppe in der Seitenkette, die bei physiologischem pH-Wert ionisiert ist.
Daher ist es vorstellbar, da8 durch die Missense-Variante dieser unpolare Proteinbereich
gestort und so die Funktion des Proteins verandert wird. Doch auch wenn die NOGGIN-
Variante G92E bei der Patientin eine pradisponierende Rolle gespielt haben sollte, mis-
sen zusatzliche Faktoren interagiert haben, da ihr Vater und eine Kontrollperson eben-
falls Mutationstrager waren, aber keine SBA hatten.

Kurzlich wurden bei Patienten mit syndromalen Gelenkverschmelzungen Mutationen in
NOGGIN gefunden (Gong et al. 1999). Das steht in Einklang mit den beobachteten Ske-
lettfehlbildungen von Noggin-KO-Mausen (McMahon et al. 1998). Die von Gong und
Mitarbeitern gefundenen sieben Mutationen lagen alle in konservierten Bereichen
(Kasten in Abb. 3-8). Die in der vorliegenden Arbeit gefundene Variante G92E wurde
nicht beschrieben.

Dall Noggin neben der Skelettentwicklung auch die Entwicklung des Neuroectoderms
entscheidend beeinflufdt, demonstrierte die jingst beschriebene Chordin-Noggin-Doppel-
KO-Maus (Bachiller et al. 2000). Chordin hat eine dhnliche biochemische Aktivitat wie
Noggin und ein Uberlappendes Expressionsmuster, so dall man von einer redundanten
Funktion ausgeht (Piccolo et al. 1996). Die Doppelmutanten hatten ein unterentwickeltes

Vorderhirn sowie Defekte der Chorda dorsalis und dhnelten Shh-KO-Mé&usen.

4.4.3.4 TWIST

Das humane TWIST-Gen gehort zu einer Familie evolutionar konservierter bHLH-Trans-
kriptionsfaktoren, die fur die Embryogenese essentiell sind. Urspringlich wurde twist in
Drosophila als rezessiv letale Mutation identifiziert, bei der die Mesoderm-Differenzie-
rung gestort und die Gastrulation unterbrochen ist (Simpson et al. 1983). Neben dem
humanen TWIST sind Vertebraten-Homologe von twist bei Zebrafisch, Xenopus, Huhn
und Maus isoliert worden (Abb. 3-9). In der frihen Mausentwicklung wird Twist in Zel-

len mesodermalen Ursprungs und in pramigratorischen Zellen der cranialen Neurallei-
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ste exprimiert (Flchtbauer 1995; Gitelman 1997). Obwohl Twist selber nicht im
Neuralrohr exprimiert wird, zeigten KO-Mause NRD im cranialen Bereich (Chen und
Behringer 1995). Es wird vermutet, dal} das Mesenchym die Neurulation unterstitzt,
indem es die korrekte Wélbung und Gegenuberstellung der Neuralfalten koordiniert.
Wird Twist ausgeschaltet, kommt es zu Mesenchymdefekten und damit zu einer gestor-
ten Neurulation.

Deshalb wurde TWIST als Kandidatengen fur humane NRD ausgewahlt und bei 130
NRD-Patienten auf Sequenzveranderungen untersucht (Kap. 2.4.5 und 3.2.4). Erstaunli-
cherweise wurden keinerlei Veranderungen gefunden, auch keine synonymen. Offen-
sichtlich ist TWIST extrem stark konserviert. Es ist nattrlich nicht auszuschlieRen, dafl}
vorhandene Sequenzveranderungen nicht detektiert wurden, zumal das Gen sehr GC-
reich ist und ein hoher GC-Anteil die SSCA-Sensitivitat vermindern kann. Doch auch bei
niedriger Sensitivitat hatten Polymorphismen bei Vorhandensein detektiert werden kén-
nen.

Wahrend homozygote Twist-KO-Mause NRD zeigten, entwickelten heterozygote KO-
Mause unter anderem Schadeldefekte, so dall TWIST auch als Kandidatengen fir Cra-
niosynostosen galt. Bei Patienten mit Saethre-Chotzen-Syndrom, einer syndromalen
Form der Craniosynostose, wurde eine Reihe von Insertionen und Deletionen sowie Mis-
sense- und Nonsense-Mutationen in funktionellen Doménen gefunden (Gripp et al.
2000). Funktionsanalysen haben gezeigt, dal? die Mutationen zu einer erhéhten Protein-
degradation, einem Verlust der Dimerisierungsfahigkeit oder einer falschen subzellula-
ren Lokalisation fihren und bestatigten so, daR Haploinsuffizienz der pathogene
Mechanismus ist (EI Ghouzzi et al. 2000). Vielleicht sind beim Menschen, anders als bei
der Maus, TWIST-Mutationen nur an Fehlentwicklungen des Schédels, aber nicht an
NRD beteiligt.

4.43.5 AP2a

AP2a gehort zu einer Genfamilie, von der bisher drei Mitglieder identifiziert sind (AP2a,
AP2[, AP2y) (Williamson et al. 1996). Sie kodieren Transkriptionsfaktoren, die in ihrer
Dimerisierungs- und DNA-Bindungsdomane hochkonserviert sind, sich aber in der
Transaktivierungsdomane unterscheiden. AP2a hat eine wichtige regulative Funktion in
der Embryonalentwicklung, insbesondere bei der Entwicklung ectodermaler Gewebe. In
Maus und Huhn wird Ap2a zuerst in den pramigratorischen und migrierenden Neural-
leistenzellen und in den sich schlieenden Neuralfalten exprimiert (Schorle et al. 1996;

Zhang et al. 1996; Shen et al. 1997). Spater weitet sich die Expression auf die sich entwik-
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kelnde Epidermis und das Mesenchym im Kopfbereich aus. Homozygote Ap2a-KO-
Mause starben perinatal an schweren Entwicklungsfehlern wie Exencephalie und Cra-
nio-Abdominoschisis (Schorle et al. 1996; Zhang et al. 1996). Dabei war die friiheste Fehl-
entwicklung ein komplettes Ausbleiben des Neuralrohrschlusses, das eine Stérung der
gesamten Kopfentwicklung zur Folge hatte. Die Untersuchung von Maus-Chimaren aus
Wildtyp- und Ap2a-Null-Zellen bestéatigte, daR der defekte Neuralrohrschluf? unabhéan-
gig war von den anderen Fehlbildungen (Nottoli et al. 1998).

Die Ap2a-Expression ist durch Retinsaure induzierbar (Schorle et al. 1996), die in vielen
embryologischen Entwicklungen als wichtiges Morphogen wirkt (Eichele 1997). Wahr-
scheinlich steht Ap2a als zentraler Schalter zwischen Retinsdure und den von ihr gesteu-
erten Differenzierungs-Genen, die unter anderem fir eine normale Entwicklung des
Neuralrohrs sorgen. Deshalb wurde das menschliche Homolog AP2a in die vorliegende
Untersuchung von NRD-Kandidatengenen aufgenommen und bei 170 NRD-Probanden
auf Sequenzveranderungen untersucht (Kap. 2.4.6 und 3.2.5).

Es wurden drei Polymorphismen in nicht-kodierenden Bereichen, eine Missense-Vari-
ante im alternativen AP2aB-Transkript und zwei stille Mutationen gefunden. Die Poly-
morphismen traten in der Kontrollgruppe mit gleicher Verteilung auf wie bei den
Probanden, so daB ihre Beteiligung an der NRD-Entstehung eher unwahrscheinlich ist.
Die bei einer SBA-Patientin gefundene Missense-Variante fiihrt zu einem Austausch von
Arginin zu Cystein im alternativen AP2aB-Transkript (R321C). Die eingetauschte Ami-
nosaure Cystein ist im Gegensatz zu Arginin schwefelhaltig und spielt wegen ihrer
Fahigkeit zur Ausbildung von Disulfid-Bricken eine wichtige Rolle bei der Stabilisie-
rung und Homo-/Heterodimerisierung von Proteinen. Die Missense-Variante kdnnte
auf diese Weise zu einem strukturell und funktionell verdnderten Protein fuhren. Aller-
dings trat sie bei dem nicht-betroffenen Vater der Patientin und bei einer gesunden Kon-
trollperson ebenfalls auf.

Im kodierenden Bereich von AP2aA wurden nur zwei stille Mutationen gefunden
(C308C und T396T), die auffalligerweise bei gesunden Kontrollpersonen nicht auftraten.
Eine mogliche Nicht-Neutralitdt von synonymen Mutationen wird in Kap. 4.4.4.2 disku-
tiert. Durch die Mutation 924C - T (C308C) bei einer SBA-Patientin entstand ein neues
GT-Dinucleotid in Exon 6 und damit mdglicherweise eine neue Splei3-Donorstelle. Von
der Patientin wurde cDNA prapariert, so dal} weitere Untersuchungen klaren kénnen,
ob es sich um eine SpleiBmutation handelt.

Auch wenn sich die Bedeutung der gefundenen Sequenzveranderungen noch nicht
abschlieBend beurteilen 14R3t, legen die Ergebnisse nahe, dali AP2a kein wesentlicher

kausaler Faktor bei der Auslésung von humanen NRD ist. Moglicherweise haben die
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drei AP2-Gene AP2a, AP23 und AP2yredundante Funktionen, so daf erst eine Kombi-
nation von AP2-Mutationen einen pathogenen Effekt hat. Daftr spricht, dal3 alle drei
Gene starke Homologie zeigen und in den verschiedenen embryonalen Geweben koex-
primiert werden. Uberraschenderweise zeigten aber Ap23-KO-Méuse im Gegensatz zu
Ap2a-KO-Mausen keine anderen Fehlbildungen auBer einer Nierenfehlbildung, die
postnatal zum Tod fuhrte (Moser et al. 1997). Die Autoren schlossen daraus, dal trotz der
Konservierung von Sequenz und Expressionsmuster Ap23 eine andere Funktion hat als
Ap2a.

4.4.3.6 MSX2

MSX2 ist ein Homdodoménen-Transkriptionsfaktor mit reprimierender Aktivitat, der
wahrscheinlich bei der BMP4-induzierten Apoptose eine Rolle spielt (Graham et al. 1994;
Maden et al. 1997; Marazzi et al. 1997). Ein regulierter programmierter Zelltod ist flir den
Neuralrohrschlul? notwendig (Weil et al. 1997). Bei Maus, Huhn und Xenopus wird Msx2
wahrend der Neurulation im dorsalen Neuralrohr exprimiert, zuerst in den Neuralfalten
einschlieBlich der pramigratorischen Neuralleistenzellen, nach dem Neuralrohrschluf3
in der Deckplatte und dem dartberliegenden Mesenchym und Oberflachenectoderm
(Hill et al. 1989; Su et al. 1991; Takahashi et al. 1992; Davidson 1995).

Bei open brain, einer Mausmutante mit cranialen und spinalen NRD, fehlte die Msx2-
Expression im dorsalen Neuralrohr (GUnther et al. 1994). Im cranialen Neuralrohr kam
es zu ausgedehntem Zelltod und spinal entwickelte sich keine Deckplatte. Die zugrun-
deliegende opb-Mutation wurde noch nicht identifiziert. Die Beobachtungen implizieren
aber, daR Msx2 bei der Apoptose und der dorso-ventralen Musterbildung im Neuralrohr
eine Rolle spielt. Aulzerdem gibt es Studien an transgenen Mausen (Liu et al. 1995, 1999;
Winograd et al. 1997). Sie wurden als Craniosynostose-Modelle untersucht, da eine Mis-
sense-Mutation in der konservierten Homéodomane von MSX2 (P148H) mit dominant-
aktivierender Wirkung bei Craniosynostose vom Boston-Typ gefunden wurde (Jabs et al.
1993; Ma et al. 1996). Neben Craniosynostose zeigten Msx2-transgene Mause einen
gesteigerten Zelltod im Neuroectoderm, besonders in der Neuralleiste, der zu Exence-
phalie fuhrte (Winograd et al. 1997; Liu et al. 1999). Msx2 spielt auch bei der Apoptose-
Regulation wahrend der Extremitatenentwicklung eine Rolle, da es in den apoptotischen
Mesenchymzellen der Interdigitalregionen exprimiert wird (Coelho et al. 1991; Ganan et
al. 1996). Die Autoren folgerten, daR MSX2 bedeutsam sein kénnte bei der Regulation
des Gleichgewichts zwischen Proliferation und Apoptose der Neuralzellen, das fir eine

normale Morphogenese notwendig ist.
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Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob Mutationen in MSX2 bei der
NRD-Entstehung beteiligt sind, und 200 NRD-Probanden in einem Mutationsscreen ana-
lysiert. Es wurden zwei Polymorphismen in nicht-kodierenden Bereichen, ein Missense-
Polymorphismus und eine Deletions-Mutation gefunden. Die beiden Polymorphismen
im 5’-UTR und im Intron1 waren vollstandig gekoppelt und zeigten keine Assoziation
mit NRD, so daB sie sehr wahrscheinlich keine ursachliche Bedeutung fur die Krankheit
haben. Der Missense-Polymorphismus (T129M) betraf eine evolutionar nicht konser-
vierte Aminosaure. Methionin tragt im Gegensatz zum substituierten Threonin ein
Schwefelatom und kénnte daher das Protein verandern. Doch beim Maus-Homolog sitzt
an dieser Stelle auch ein Methionin, so dafd es wahrscheinlich nicht zu einer drastischen
Funktionsveranderung des Proteins kommt. Zudem trat der Missense-Polymorphismus
bei den gesunden Kontrollpersonen mit der gleichen Haufigkeit auf.

Bei der Deletions-Mutation handelte es sich um eine 9 bp-Deletion im Leseraster, durch
die drei Aminosauren deletiert werden (del68-70ESA). Sie wurde nur bei einem Patien-
ten und nicht bei 232 gesunden Kontrollen gefunden. Von den Eltern des Patienten stand
nur die Mutter fir die Untersuchung zur Verfiigung, sie trug die Mutation nicht. Die
deletierten Aminosauren sind evolutionar nicht konserviert (Abb. 3-13). Jedoch verkirzt
sich dadurch ein Proteinabschnitt, der in der Lange bei Mensch und Maus identisch ist.
Ausgehend von der evolutiondren Konservierung ist es sehr unwahrscheinlich, da die
Deletion zu einem Funktionsverlust des Proteins fuhrt, sie kdnnte aber eine modifizie-
rende Wirkung haben.

Nach Abschluf3 des Mutationsscreens wurde eine Msx2-KO-Maus beschrieben, die
Defekte in der Schadelossifikation, aber keinen NRD zeigte (Satokata et al. 2000). In Ein-
klang damit stehen jingst gefundene Mutationen in MSX2 bei Patienten mit Ossifika-

tionsstdrung des Schadels (Wilkie et al. 2000).
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4.4.4 Mutation, Variante, Polymorphismus

Bei der hier angewendeten Klassifizierung der Sequenzverédnderungen spielen epide-
miologische und funktionelle Gesichtspunkte eine Rolle (Abb. 4-3). Zunachst werden
nach der Allelfrequenz in der Bevdlkerung Varianten (< 1%) von Polymorphismen (>
1%) unterschieden. Varianten, die nicht bei gesunden Kontrollen vorkamen, werden als
Mutationen bezeichnet, auch wenn sie bei nicht-betroffenen Familienmitgliedern eben-
falls auftraten. Im AnschluR an diese epidemiologische Einteilung wird eine Gewichtung
nach funktionellen Gesichtspunkten vorgenommen (kodierender/nicht-kodierender
Bereich, synonym/nicht-synonym). Eine (pathogene) Mutation im strengen Sinne, die
ausschlieBlich in Betroffenen vorkommt und zu einer veranderten Funktion des Genpro-

dukts fuhrt, wurde nicht gefunden.

| Sequenzveranderung |
epidemiologisch ‘
Haufigkeit 0
in der Bevélkerung 2 1%/N1A’
| Polymorphismus | | Variante |
Auftreten bei ja . ‘ .
gesunden Kontrollpersonen %%
funktionell | Mutation |

kodierender Bereich?
AS-Veranderung?
funktionell wichtig?
Intron oder synonym Missense- Missense- synonym Missense-

UTR Polym . Variante Mutation

CARTI1 -19G - A CART1 K16K NOGGIN G92E SLUG D119E

AP2a -53delG AP2a B R321C MSX2 9 bp Del

+284insCT CART1 H61L

MSX2 _1474CT qé R64L AP2a  C308C
150A. T396T
T59A G MSX2 T129M

Abbildung 4-3 Klassifizierung der gefundenen Sequenzverdnderungen

Der Entscheidungsbaum stellt nur die Aste dar, die fiir die gefundenen Sequenzveranderungen von
Bedeutung sind. Alle Varianten kamen nur heterozygot, nicht homozygot vor. Die 9 bp-Deletion in MSX2
ist bei den Missense-Mutationen eingeordet. AS = Aminosaure
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4.4.4.1 Nicht-synonyme Sequenzveranderungen

Als mdglicherweise krankheitsrelevant gelten vor allem die nicht-synonymen Verande-
rungen, von denen in der vorliegenden Arbeit eine 9 bp-Deletion und sechs Missense-
Veranderungen (drei Polymorphismen, zwei Varianten, eine Mutation) gefunden wur-
den (Tab. 4-9). Bei nicht-synonymen Veranderungen versucht man abzuschéatzen, ob sie
auch nicht-neutral sind, das heift, ob sie eine Auswirkung auf die Funktion des Genpro-
dukts haben. Eine Funktionsveranderung wird wahrscheinlicher wenn 1) ein nichtkon-
servativer Aminosaureaustausch vorliegt, 2) ein Proteinabschnitt mit einer wichtigen
Funktion betroffen ist und 3) die Substitution eine Aminosaure betrifft, die bei zahlrei-
chen verschiedenen Spezies oder innerhalb einer Genfamilie konserviert ist.

Keine der gefundenen Missense-Veranderungen flhrte zu einer Aminosauresubstitution
in einem bekannten Strukturmotiv (DNA-Bindungsdomane, Transaktivierungsdo-
mane). Die SLUG-Mutation lag jedoch in der sogenannten Slug-definierenden Region
(Abb. 3-4). Die Mutationen SLUG D119E und MSX2 9 bp-Deletion kamen bei den gesun-
den Kontrollpersonen nicht vor, so dal3 ein Zusammenhang zu NRD naheliegt. Die
SLUG-Mutation trat allerdings auch bei dem gesunden Vater der Patientin auf und die
MSX2-Deletion betraf drei evolutionar nicht konservierte Aminoséauren. Bei den Mis-
sense-Veranderungen in CART1, NOGGIN und AP2a handelte es sich um nichtkonserva-
tive Aminosauresubstitutionen von zum Teil evolutiondr konservierten, also vermutlich
strukturrelevanten Resten.

Bei allen Missense-Veranderungen ist es denkbar, daf? sie die Struktur und Funktion des
Proteins verandern und so zur Atiologie des NRD beigetragen haben. Da allerdings auch
gesunde Personen Mutationstrager waren, kénnen sie allein nicht hinreichende Ursache
eines NRD sein. Der NRD-Phanotyp konnte aber aus der Interaktion der Missense-\er-
anderung mit einer zweiten, nicht detektierten Veranderung in demselben Gen oder mit
weiteren, noch unbekannten Loci entstanden sein. Ein moglicher interagierender Faktor
kdnnte die thermolabile MTHFR sein. Den fur diese Enzymvariante verantwortlichen
Genotyp 677TT wies die Patientin mit der SLUG-Mutation auf. Eine Kombination der
sechs seltenen Missense-Veranderungen untereinander trat nicht auf.

Um eine pradisponierende Rolle der nicht-synonymen Veranderungen bei der NRD-Ent-
stehung zu belegen, muRte nachgewiesen werden, daR die entsprechenden Aminosaure-
veranderungen tatsachlich Auswirkungen auf die Proteinfunktion haben. Grundsatzlich
kann eine Missense-Mutation die Funktion des Genprodukts auf zwei Weisen veréandern
(Strachan und Read 1999): 1) Das Produkt besitzt nur noch eine eingeschrankte oder

Uberhaupt keine Funktion mehr (Funktionsverlust). 2) Das Produkt zeigt eine anomale
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Funktion (Funktionsgewinn). Im allgemeinen fuhren Funktionsverlustmutationen zu
rezessiven Phanotypen. Einige haben jedoch einen dominanten Phénotyp entweder auf-
grund eines Dosiseffekts (Haploinsuffizienz) oder wegen einer dominant-negativen Wir-
kung (vor allem bei Proteinen, die Dimere oder Multimere bilden). Funktionszugewinn-
mutationen bringen ebenfalls dominante Phanotypen hervor, wenn das betroffene Gen
seine Aktivitat in den falschen Zellen, zum falschen Zeitpunkt oder in UbermaBiger
Weise entfaltet. Um funktionelle Veranderungen festzustellen, mifite man das veran-
derte Protein exprimieren lassen und seine Funktion im Vergleich zum Wildtyp-Protein
untersuchen. Ohne solche biochemischen Experimente I3t sich zum jetzigen Zeitpunkt
die pathogene Relevanz der gefundenen nicht-synonymen Veranderungen nicht endguil-

tig beurteilen.

Tabelle 4-9 Nicht-synonyme Verénderungen in den untersuchten Entwicklungsgenen

Gen Verdn- M/V/P  nicht- konser- Protein- Patienten MTHFR nicht-betr. gesunde
derung konser- viert  Struktur-  (Anzahl) 677TT  Familien- Kontrol-
vativ motiv mitglieder len
SLUG D119E M - + +) 1 + + -
CART1 H61L P + + - 2 - + +
R64L P + + - 1 - + +
NOGGIN G92E \% + (+) - 1 - + +
AP2aB R321C \Y + ? - 1 - + +
MSXx2 T129M P + - - 44 + + +
del9bp M + - - 1 - “) -

M = Mutation, V = Variante, P = Polymorphismus.Die evolutiondre Konservierung laft sich den
Alignments in den entsprechenden Ergebnis-Kapiteln entnehmen. Bei der 9 bp-Deletion in MSX2 stand nur
die Mutter des Patienten zur Verfigung. Untersucht wurden mindestens je 130 NRD-Probanden und 130
gesunde Kontrollpersonen (eine Aufstellung der genauen Anzahl der bei bei jedem Gen untersuchten
Personen gibt Tab. 2-3).

4.4.4.2 Synonyme und nicht-kodierende Sequenzveranderungen

Allgemein geht man davon aus, dal Sequenzverédnderungen, die zu einem synonymen
Codon fuhren und daher fir dieselbe Aminosaure kodieren, keinen Selektionsvor- oder
nachteil haben, also neutral sind. Wenn sie aber tatsachlich keinen Angriffspunkt fir eine
Selektion bieten wiirden, mifRten sie haufiger sein. Die in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten Kandidatengene waren stark konserviert. In manchen wurden Uberhaupt keine
Polymorphismen gefunden (SLUG, NOGGIN, TWIST). Synonyme Sequenzveranderun-
gen wurden nur in CART1 (Polymorphismus K16K) und in AP2a (Mutationen C308C
und T396T) gefunden. In jungster Zeit wird eine mogliche Nicht-Neutralitat synonymer
Codons diskutiert. Synonyme Codons unterscheiden sich in der Haufigkeit ihrer Benut-

zung (Strachan und Read 1999). Dieser sogenannte Codon-Bias korreliert mit der tRNA-
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Verfugbarkeit, der Expression und der Genlange (Duret und Mouchiroud 1999; Kreitman
und Comeron 1999). Vor kurzem fand man aul’erdem heraus, dal? synonyme Codons zu
einer unterschiedlichen RNA-Faltung fihren (Shen et al. 1999). Auf diese Weise kdnnten
synonyme Veranderungen EinfluR haben auf die RNA-Prozessierung, die Translations-
kontrolle und den RNA-Abbau. Deshalb 1af3t sich eine funktionelle Relevanz der in die-
ser Arbeit gefundenen synonymen \erdnderungen nicht ausschlieBen. Das gilt
insbesondere flr die beiden AP2a-Mutationen, die bei gesunden Kontrollpersonen nicht
auftraten.

AuBerdem kénnen sich synonyme Mutationen als nicht-neutral erweisen, indem sie eine
vorhandene Spleil3stelle inaktivieren oder eine kryptische Spleif3stelle aktivieren. Schatz-
ungsweise 15% aller pathogenen Punktmutationen wirken Uber ein aberrantes RNA-
SpleiRen (Krawczak et al. 1992). Die Moglichkeit einer neu entstandenen Spleif3stelle ist
insbesondere bei der AP2a-Mutation 924C - T (C308C) gegeben und muf} anhand der
cDNA der Patientin noch Uberprift werden.

Sechs Polymorphismen in nicht-kodierenden Bereichen wurden bei CART1, AP2a und
MSX2 gefunden, zwei davon im 5’-UTR (CART1 -19G - A und MSX2 -17A - G), die Ubri-
gen in Introns. Regulatorische Elemente, insbesondere Promotoren sind flr diese Gene
noch nicht untersucht, so dal? sich keine Aussage dartiber machen lait, ob sie durch die
gefundenen Polymorphismen verandert werden. Gegen eine funktionelle Relevanz
spricht, daB alle Polymorphismen bei Probanden und Kontrollen mit gleicher Genotyp-

verteilung auftraten.

4.4.5 Die Maus als Modell

Die Maus steht als Sduger von den vier gangigen Wirbeltiermodellen (Kap. 4.4) dem
Menschen am nachsten und wird deshalb am haufigsten als Modellsystem gebraucht. In
Gensequenzen und Synténie sind sich Mensch und Maus Uberraschend ahnlich (Wake-
field und Graves 1996). Einiges spricht daflir, dal die Neurulation morphologisch und
genetisch bei Mensch und Maus @hnlich verlauft (Kap. 1.2.1). Daher geht man davon aus,
dall Mausmutanten mit NRD Hinweise auf die beteiligten Gene beim Menschen geben
koénnen.

Warum wurden dann aber in der vorliegenden Arbeit bei CART1, NOGGIN, TWIST und
AP2a keine deutlichen Hinweise auf eine Beteiligung dieser Gene an der NRD-Entste-
hung beim Menschen gefunden, obwohl die homologen Gene bei Knock-out-Mausen zu
NRD fuhren? Die banale Antwort ist: Die Maus ist nicht der Mensch. Die verbluffende

Konservierung zwischen den Spezies und die in vielen Fallen gelungene Ubertragung

98



4 Diskussion

vom Mausmodell auf den Menschen verfiihren dazu, diese Tatsache zu vernachlassigen.
Es gibt inzwischen eine Reihe von Féallen, in denen das ursachliche Gen einer humanen
Krankheit bekannt ist, die Ausschaltung des homologen Maus-Gens aber zu einem ande-
ren Phanotyp fuhrt (z.B. zeigen Hexa-KO-Mause keinen Tay-Sachs-Phanotyp). Ebenso
kann ein @nhnlicher Phanotyp aus der Ausschaltung eines anderen Gens resultieren (Phe-
nylketonurie aufgrund eines Defekts in der GTP-Cyclohydrolase statt in der Phenylala-
nin-Oxidase). Mogliche Erklarungen fur diese Diskrepanzen sind Unterschiede auf
genetischer, biochemischer, physiologischer und organischer Ebene (Tab. 4-10; Erickson
1989; Wynshaw-Boris 1996). Wegen dieser (grofitenteils noch unerforschten) Unter-
schiede hat die Ubertragbarkeit vom Mausmodell auf den Menschen ihre Grenzen. Das
gilt mit Sicherheit auch im Zusammenhang mit NRD. Zeigt eine KO-Maus einen NRD,
kann das homologe Gen bei humanen NRD ebenfalls eine Rolle spielen, muf§ aber nicht.
Andersherum lait sich aus einer KO-Maus ohne NRD-Phanotyp nicht schliel3en, dal’ das
homologe humane Gen flr die Krankheitsentstehung keine Rolle spielt. Deshalb kénnen
KO-Mause mit NRD bestenfalls Hinweise geben, die — wie in der vorliegenden Arbeit
geschehen — empirisch gepruft werden mussen. Bereits phanotypisch und epidemiolo-
gisch gibt es bei NRD gravierende Unterschiede zwischen Mensch und Maus. Im Gegen-
satz zum Menschen ist der Grof3teil der NRD bei Mausen cranial und syndromisch. Nur
sehr wenige Mausmutanten haben eine isolierte SBA. Deshalb ist es mdglich, dal die

Maus fur NRD kein sehr geeignetes Modellsystem ist.

Tabelle 4-10  Griinde fir die Unterschiede zwischen Mensch und Maus

Unterschied Beispiel / Erklarung
genetisch nicht-kodierende Bereiche, Steuerelemente, Regulation
biochemisch Hprt-KO-Mause zeigen keinen Lesch-Nyhan-Phéanotyp,

weil sie Harnsaure zu Allantoin umwandeln kénnen.

Hexa-KO-Mause zeigen keinen Tay-Sachs-Phanotyp,
weil sie einen anderen Gangliosid-Abbau haben.

Signalkaskaden anderes proximales und distales Regulationsnetzwerk
entwicklungsbiologisch anderes Expressionsmuster
Entwicklungen beim Menschen, die keine Entsprechung bei der
Maus haben (z.B. komplexe Hirnfaltung, gro3e Knochen)
absolute Zeit Manche Prozesse sind abhangig von der absoluten Zeit, nicht von
der Lebensspanne, so daR die Lebensspanne der Maus zu kurz
ist, um den Phanotyp zu entwickeln.
genetischer Hintergrund Dasselbe Gen kann bei verschiedenen Maus-Stammen zu unter-
schiedlichen Phénotypen fuhren (verschiedene Modifier-Gene).

Literatur: Erickson 1989; Wynshaw-Boris 1996.
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4.4.6 Ausblick

4.4.6.1 Entwicklungsgene als NRD-Risikofaktoren

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Entwicklungsgene SLUG, CART1, NOG-
GIN, TWIST, AP2a und MSX2 lassen sich als NRD-Risikofaktoren nicht ausschliel3en,
auch wenn in keinem Gen eine Mutation gefunden wurde, die bei mehreren Patienten
und nicht bei Kontrollen auftrat. In dem hier durchgefihrten Mutations-Screen wurde
nur der kodierende Bereich, einschlieBlich der Spleifistellen untersucht. Es ist daher
moglich, dal es unentdeckte Mutationen in regulatorischen Sequenzen, insbesondere im
Promoter gibt. Mit der hier verwendeten PCR-SSCA fallen auch grof3e Deletionen, die
das ganze Gen umfassen, nicht auf. Auflierdem war die untersuchte Gruppe von je 130
bis 200 Probanden zwar grol3, moglicherweise aber nicht gro3 genug, um bei einer mul-
tifaktoriellen Krankheit eine auslésende Mutation mit niedriger Frequenz zu detektie-
ren. Ein Beispiel illustriert das Problem: SHOX ist ein Hauptgen fir das multifaktorielle
Merkmal Korpergrofie. Trotzdem tragen nur 1% der Personen mit idiopathischem Klein-
wuchs Mutationen in SHOX. In einem Mutations-Screen muften 700 kleinwichsige Per-
sonen untersucht werden, um sechs Mutationen zu finden (Dr. G. Rappold, mundl.
Mitteilung). Daraus wird deutlich, daR bei multifaktoriellen Merkmalen ein extrem gro-

Res Probandengut untersucht werden muR, um selbst Hauptgene zu finden.

4.4.6.2 Tiermodelle

Zur Zeit ist es unmoglich zu beurteilen, welche der Gene, die bei der Maus NRD ausl6-
sen, beim Menschen zu multifaktoriellen NRD beitragen. Daher ist es wiinschenswert,
dall die NRD-Mausmodelle besser untersucht und die Funktionszusammenhange der
betroffenen Gene weiter aufgeklart werden. Dazu zahlt auch die Analyse von Modifier-
Genen, die der unterschiedlichen Penetranz je nach Mausstamm zugrundeliegen. Bei-
spielsweise betragt die Penetranz des Anencephalie-Phanotyps von Cartl-KO-Mause
100% bei einem Inzucht-Stamm, aber nur 65% bei einem Hybrid-Stamm (Zhao et al.
1996). Bei curly tail sind inzwischen Modifier-Gene identifiziert (Neumann et al. 1994,
Letts et al. 1995). Die Abhangigkeit des Phanotyps vom genetischen Hintergrund birgt
auch die Gefahr, daB ein wichtiges NRD-Risikogen noch nicht entdeckt ist, weil die Expe-
rimente nicht im geeigneten Mausstamm durchgefihrt wurden. Bei einigen der wenigen
nicht-syndromischen Mausmutanten sind die betroffenen Gene noch nicht identifiziert
(curly tail, loop tail). Die Klonierung und Charakterisierung dieser Gene kénnte relevante

Hinweise auf beteiligte Gene und Mechanismen bei menschlichen NRD liefern.
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4.5 Ausblick

Die genetischen Ursachen komplexer Krankheiten aufzudecken, ist eine der zuklinftigen
groRen Herausforderungen der Molekularbiologie. Komplexe Krankheiten sind weit
haufiger als Krankheiten mit einem einfachen Mendelschen Erbgang. Definitionsgeman
beeinflussen mehrere Gene und Umweltfaktoren, ob ein Individuum eine komplexe
Krankheit entwickelt. Sind viele Gene beteiligt, leistet jedes von ihnen eventuell nur
einen kleinen Beitrag und ist deshalb schwierig zu identifizieren. AuBerdem kdnnen ver-
schiedene Gene und nicht-genetische Faktoren bei nicht-verwandten Personen zum glei-
chen Phéanotyp fuhren. Man nimmt an, daR NRD zu diesen komplexen Erkrankungen
gehoren. Daher wird die Aufdeckung der beteiligten Gene beim Menschen nicht trivial
sein.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Polymorphismen des Folsdure-abhangigen
Enzyms MTHFR und eine Reihe von Entwicklungsgenen, die im Tiermodell zu NRD
fuhren, auf einen Zusammenhang zu NRD beim Menschen untersucht. Eine Assoziation
zwischen den MTHFR-Polymorphismen 677C - T und 1298A — C und NRD wurde nicht
detektiert. In den Entwicklungsgenen wurden einige Sequenzveranderungen gefunden,
bei denen ein Beitrag zur NRD-Ausldsung vorstellbar, aber nicht gesichert ist.

Wenn die NRD-Anfalligkeit durch eine bestimmte Kombination von Allelen an verschie-
denen Loci verursacht wird, die sich von Individuum zu Individuum unterscheiden
kdnnen, werden Analysen einzelner Allele nicht erfolgreich sein. Es mussen Analysen
kombinierter Genotypen durchgefuhrt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde in
einer solchen Kombinationsanalyse eine Interaktion zwischen MTHFR und den Ent-
wicklungsgenen nicht entdeckt. Die Ausweitung dieses Verfahrens auf ein gréReres Pro-
bandenkollektiv und eine umfangreichere Palette an Kandidatengenen kdnnte aber zur
Aufdeckung eines Kombinationsgenotyps mit erhéhtem NRD-Risiko fuhren.
Kandidatengene flr eine solche Untersuchungspalette lassen sich aus der Vielzahl von
Genen ableiten, die bei der Maus NRD auslésen. Diese vom Mausmodell abgeleiteten
Kandidatengene kénnen jedoch nicht mehr sein als ein erster Ausgangspunkt, um die
genetische Basis humaner NRD zu untersuchen. Denn sehr wahrscheinlich sind nicht
alle Gene, die an der Entstehung von NRD beim Menschen beteiligt sind, auch bei der
Maus involviert und umgekehrt. Trotzdem gilt, was eine Mausgenetikerin vor kurzem
so formulierte: ,,A mouse is hot a man, but it is as close as an experimental geneticist can
get.” (Anderson 2000).
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5 Zusammenfassungen

5.1 Zusammenfassung

Bisher ist Uiber die Atiologie von Neuralrohrdefekten (NRD) sehr wenig bekannt. Man
geht davon aus, daR NRD multifaktoriell verursacht werden. Einen der beteiligten Fak-
toren vermutet man im Folsaurestoffwechsel, da perikonzeptionelle Folsauregaben eine
praventive Wirkung haben. Deshalb sind die thermolabile Methylentetrahydrofolat-
Reduktase (MTHFR) bzw. die Polymorphismen 677C - T und 1298A - C im MTHFR-Gen
auf einen Zusammenhang mit NRD untersucht worden. In Holland und Irland fand man
eine Assoziation dieser Polymorphismen mit NRD. Da solche Daten nicht zwischen ver-
schiedenen Populationen Ubertragbar sind, stellte sich die Frage, ob die MTHFR-Poly-
morphismen auch in der deutschen Population ein NRD-Risikofaktor sind. Dieser Frage
wurde in der vorliegenden Arbeit mit einer populations- und einer familienbasierten
Assoziationsanalyse nachgegangen. Es stellte sich heraus, dal? die beiden Polymorphis-
men weder einzeln, noch in einer bestimmten Kombination bei NRD-Patienten haufiger
vorkamen als bei Kontrollen. Die Arbeit gibt also keinen Hinweis darauf, dal? diese
MTHFR-Polymorphismen in der deutschen Population an der NRD-Ausldsung beteiligt
sind.

Neben Faktoren des Folsaurestoffwechsels gelten viele Entwicklungsgene, die in mutier-
ter Form im Tiermodell NRD auslésen, als NRD-Kandidatengene. Nur von wenigen ist
bisher das Homolog beim Menschen auf einen Zusammenhang zu NRD untersucht wor-
den. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit sechs solcher Entwicklungsgene ausge-
wahlt (SLUG, CART1, NOGGIN, TWIST, AP2a und MSX2) und auf Sequenz-
veranderungen bei NRD-Patienten getestet. Die ausgewahlten Gene waren besonders
interessant, weil bekannt war, daR sie ein spezifisches Expressionsmuster wahrend der
Neurulation zeigen und/oder im Tiermodell NRD verursachen. In allen Genen bis auf
TWIST wurden Sequenzveranderungen gefunden. Neben einer Reihe von Polymorphis-
men wurden zwei Missense-Varianten, zwei synonyme Mutationen, eine Missense-
Mutation (SLUG D119E) und eine Deletions-Mutation (MSX2 9bpDel) gefunden. Diese
Veranderungen traten nicht (Mutation) oder bei weniger als 1% der Bevdlkerung auf
(Variante). Bei ihnen ist gut vorstellbar, dal sie als einer von mehreren Faktoren zur
NRD-Auslosung beigetragen haben. Ihre tatsachliche Krankheitsrelevanz lafit sich nur

durch weitere Untersuchungen Kklaren.
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5.1.1 Stichworter

Neuralrohrdefekte (NRD), Spina bifida, SLUG, TWIST, CART1, AP2a, MSX2, NOGGIN,

Transkriptionsfaktoren, Neurulation, SSCA

5.2 Abstract

The aetiology of neural tube defects (NTD) is largely unknown, but is thought to be mul-
tifactorial. One contributing factor is assumed to involve an altered folate metabolism
since periconceptional folic acid supplementation has been demonstrated to have a pre-
ventive effect. One key enzyme in folate metabolism is the methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR). Therefore, the thermolabile variant of MTHFR, especially the
MTHFR polymorphisms 677C - T and 1298A -, C have been investigated in relation to
NTD. Indeed, studies in the Netherlands and in Ireland found an association between
MTHFR polymorphisms and NTD. Since data of different populations are not transfera-
ble, it had to be determined if the MTHFR polymorphisms are NTD risk factors in the
German population as well. The present investigation was aimed to address this que-
stion using a population- and a family-based association study. The data revealed no
significant association between NTD and the MTHFR polymorphisms, neither alone nor
in combination with each other. Thus, the present study provides no evidence that the
investigated MTHFR polymorphisms are causally related to NTD in the German popu-
lation.

Further candidates for involvement in NTD are the numerous developmental genes
whose mutations result in impaired neural tube closure in animal models. So far, only
very few of them have been investigated as risk factors for NTD in humans. In the pre-
sent study, six developmental genes (SLUG, CART1, NOGGIN, TWIST, AP2a, and MSX2)
were chosen for investigation. They are considered attractive candidates because of their
specific expression pattern during neurulation and/or because they lead to NTD in ani-
mal models. In all genes except TWIST, sequence alterations were detected. Besides some
polymorphisms two missense variants, two synonymous mutations, one missense muta-
tion (SLUG D119E) and one deletion mutation (MSX2 9bpDel) were found. These altera-
tions appeared not (mutation) or in less than 1% (variant) of healthy controls. It is
possible that they contributed to the multifactorial development of NTD in our patients.

However, their functional relevance remains to be clarified by further investigations.
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5.2.1 Key words

neural tube defects (NTD), spina bifida, SLUG, TWIST, CART1, AP2a, MSX2, NOGGIN,

transcription factors, neurulation, SSCA
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6 Abklrzun gen

Abb.
Acc.No.

ApoB
ARMS
AS
BMP
bp
Brcal
Cartl
CBS
cDNA
DGGE
Cl
DMSO
DNA
E. coli
ENU
et al.
EX

FR

GPI
GTP
HA
HLH
HSH
HTH
Kap.
kb

KO

LD
Macs
Mlp
MRNA
Msx
MTHFD
MTHFR
MTR

MTRR
mut

nt

NRD
OMIM

OR

Abbildung

Identifikationsnummer der GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
Apolipoprotein B

Amplification refractory mutation system
Aminosaure(n)

Bone morphogenetic protein

Basenpaar(e)

Breast cancer 1

Cartilage homeo protein 1

Cystathionin-B-Synthase

komplementare DNA

Denaturierende Gradientengelelektrophorese
Konfidenzintervall

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonucleinsaure)
Escherichia coli

Ethylnitrosoharnstoff

et alteri (und andere)

Exencephalie

Folatrezeptor

Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol
Guanosin-Triphosphat

Heteroduplexanalyse

Helix-Loop-Helix

Helix-Span-Helix

Helix-Turn-Helix

Kapitel

Kilobasen

Knock-out

Linkage Disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht)
Myristoylated alanine rich protein kinase C substrate
MARCKS-like protein

messenger RNA (Boten-RNA)

msh-like homeo protein
Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase
Methylentetrahydrofolat-Reduktase
Methyltetrahydrofolat-Homocystein-Methyltransferase
(= Methioninsynthase)

Methyltransferase-Reduktase

Mutante / mutiert

Stichprobenumfang

Nukleotid(e)

Neuraldefekt(e)

Identifikationsnummer im Online-Katalog der menschlichen
Gene und Erbkrankheiten (Online Mendelian Inheritance in
Man; http://wwwa3.ncbi.nlm.nih.gov/omim/)

Odds ratio

p-Wert
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PAA
PAGE
PAX
PCR
Pdgfr
Ptc
RAR
RFLP

RNA
SB
SBA
SBO
SHOX
SSCA

Shh
Tab.
Taq
TDT
TF
TGF
THF
UTR
WS
wit
Xenopus
ZnF

Polyacrylamid
Polyacrylamidgelelektrophorese

Paired box-Gen

Polymerase chain reaction (Polymerasenkettenreaktion)
Platelet-derived growth factor receptor
Patched homolog

Retinoic acid receptor

Restriction fragment length polymorphism
(Restriktionslangenpolymorphismus)
Ribonucleic acid (Ribonucleinsaure)

Spina bifida

Spina bifida aperta

Spina bifida occulta

Short stature homeobox-containing gene on X-chromosome
Single-stranded conformational analysis
(Einzelstrangkonformationsanalyse)

Sonic hedgehog

Tabelle

Thermophilus aquaticus

Transmission disequilibrium test
Transkriptionsfaktor

Transforming growth factor

Tetrahydrofolat

Untranslated region (untranslatierter Bereich)
Waardenburg-Syndrom

Wildtyp

Xenopus laevis

Zinkfinger

Fur Mengen-, GréRen-, Zeit- und andere physikalische Angaben wurden SI- oder gesetz-

liche Einheiten benutzt. Die Basen der Nucleinsauren und die Aminosauren wurden mit

dem gebrauchlichen Einbuchstabencode abgekiirzt.
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