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Einleitung

1. Einleitung

Heutzutage sind viele unterschiedliche Erkrankungen und Syndrome bekannt, die auf
Mutationen der Fibroblastenwachstums-Rezeptoren oder TWIST1-Gene beruhen.

Die Mehrzahl der klinisch relevanten FGFR-/TWIST-Defekte manifestieren sich als
Kraniosynostosen, aber auch die Hypo-, und Achondroplasie gehoren, diagnostisch
betrachtet, zu Familie der FGFR-Defekte.

Die Kraniosynostosen stellen eine sehr heterogene Krankheitsgruppe dar.

Allen gemeinsam ist ein vorzeitiger Verschluss einzelner oder mehrerer kndchernen
Schédelndhte (Suturen).

Ihre Prévalenz betrégt ca.1 zu 2100-3000 Geburten (HEHR und MUENKE 1999).
Bedingt durch diese vorzeitige Synostierung kommt es zu einer fehlerhaften Entwicklung
des Gehirnschadels, aber auch des Gesichtsschadels. Je nach Lokalisation entsteht eine
typische Schadeldeformierung (siehe Abbildung 1). Kompensatorisch kommt es zu einem
verstarkten Wachstum in Richtung der betroffenen Naht, was schon VIRCHOW 1851 in
seiner Virchow’schen Regel zusammenfasste:

,»,Das Wachstum des Schédels ist senkrecht zur fusionierten Naht gestort und in
Verlaufsrichtung derselben tiberdimensioniert. An den noch offenen Suturen sind

kompensatorische Expansionen des Schadels zu beobachten.”
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Abb 1:  Aus Cohen et al. 2005 — Perspectives on Craniosynostosis
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Da es sich bei den FGFR-/TWIST-Defekten um Krankheitsbilder handelt, die nicht nur die
korperliche Entwicklung, sondern auch bedeutend die psychische Entwicklung der Kinder
beeinflusst, ist es sehr wichtig, dass die Diagnostik auf diesem Gebiet Fortschritte macht.
Es ist entscheidend, dass die Patienten friihzeitig diagnostiziert und einer entsprechenden,

rechtzeitigen chirurgischen Korrektur zugefthrt werden.

1.2 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit betrachtet in einer retrospektiven Studie die Entwicklung der
molekulargenetischen Diagnostik von FGFR-/TWIST-Defekten in dem Zeitraum
2000-2004.

Das Institut fur Humangenetik der Universitat Wirzburg gehort zu den fihrenden
diagnostischen Zentren auf dem Gebiet der FGFR-/TWIST-Defekte.

Jéhrlich werden im Mittel 135 Patienten untersucht.

Dabei beruht der Schwerpunkt auf der Diagnostik des Apert-, Crouzon-, Muenke-, Saethre-
Chotzen- und Pfeiffer-Syndroms sowie der Achondroplasie/Hypochondroplasie.

Da die Mehrzahl der klinisch relevanten FGFR-/TWIST-Defekte sich als Kraniosynostosen
manifestieren wird in dieser Arbeit auch vorrangig auf diese Krankheitsgruppe
eingegangen.

Ziel der Arbeit ist es, herauszufinden, ob innerhalb des Zeitraums 2000-2004 eine Tendenz
erkennbar ist, was sowohl die Anzahl der zugesandten Patienten, das Diagnose-spektrum,
als auch das Muster der iiberweisenden Arzte und Kliniken anbelangt.

Besondere Aufmerksamkeit gilt dabei der molekulargenetischen Diagnostik der einzelnen
Krankheitsbilder.

Dem humangenetischen Institut der Universitatsklinik Wirzburg werden aus ganz Europa
Patienten zur Diagnostik zugewiesen. So ist es von besonderem Interesse festzustellen, ob
sich bei den Einsendern Schwerpunkte erkennen lassen, was die geographische Verteilung
der Einsender bzw. der tiberweisenden Kliniken und Arzte anbelangt.

Auf aktuelle atiopathogenetische Ergebnisse soll ebenfalls kurz eingegangen werden.

Exemplarisch werden 3 Familien mit syndromalen Kraniosynostosen vorgestellt.




Einleitung

In der abschliefenden Diskussion werden folgende Aspekte der FGFR-/TWIST —Defekte,
anhand der neuesten Literatur, dargestellt: Mutationsraten als Funktion des Alters, thera-
peutische Aspekte der FGFR-/TWIST-Defekte, differentialdiagnostische Aspekte — das
Muenke-Syndrom und das Saethre-Chotzen-Syndrom im Vergleich —und prénatale

Diagnostik der Achondroplasie.




Allgemeine Grundlagen

2.  Allgemeine Grundlagen

2.1 Kilassifizierung der Kraniosynostosen

Zu unterscheiden sind einfache, isolierte Synostosen von syndromalen Synostosen.

Bei den isolierten Synostosen kann es sowohl zur frihzeitigen Verkndcherung einzelner
Suturen kommen, als auch zu komplexeren Formen, bei denen mehrere Schédelnahte
betroffen sind.

Die syndromalen Kraniosynostosen sind dadurch gekennzeichnet, dass zu den Synostosen
weitere Defekte anderer Kdrperregionen hinzukommen. So treten vor allem Syndaktylien
der Hande und FuRe auf. Des Weiteren ist bei den syndromgebundenen Kraniosynostosen
nicht nur das Wachstum der Schéadelkalotte, sondern auch das des Gesichtsschéadels
betroffen. Folgen daraus kdnnen eine Mittelgesichtshypoplasie, gestorte Entwicklung des
Nasenrachenraums und Hypertelorismus sein.

Handelt es sich bei den isolierten Kraniosynostosen meist um Neumutationen so sind bei
den syndromalen Formen hdufig die urséchlichen und spezifischen Genmutationen bekannt.
Die folgende Arbeit beschéftigt sich mit den bekannten FGFR- und TWIST-Gendefekten

und deren molekulargenetischer Diagnostik.

2.2 Atiopathogenese der Kraniosynostosen - ein historischer Uberblick

Die Diagnostik und Einteilung syndromaler Kraniosynostosen erfolgte friiher nach
klinischen Aspekten. Dies fuhrte jedoch haufig zu Widerspruchen.

In den letzten Jahrzehnten wurde die klinische Einteilung immer mehr durch die
Errungenschaften der molekulargenetischen Diagnostik abgeldst (GRIMM und KRESS
1996).

Schon 1906 beschrieb Eugene Apert (1868-1940), ein Pariser Kinderarzt, das spéter nach
ihm benannte Apert-Syndrom, bestehend aus einer kranialen Synostose und Syndaktilien.
Im Jahr 1912 beobachtete L. Crouzon (1874-1938), ein Neurologe aus Paris, das gehaufte

familidre Auftreten einer kraniofazialen Dysostose, die jedoch ohne Syndaktilien auftrat.
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Dabei handelte es sich um das spater nach ihm benannte Crouzon-Syndrom.

Das Saethre-Chotzen-Syndrom geht auf die Erstbeschreiber Haakon Saethre, ein Psychiater
aus Oslo, und F. Chotzen, ein Breslauer Arzt zurtick.

1964 beschrieb Rudolf A. Pfeiffer, ein Erlanger Humangenetiker, eine Familie mit
Kraniosynostosen und Syndaktilien, die aufgrund der besonders breiten Daumen und

GrofRzehen als eigene Entitat definiert wurde.

Seit diesen klinischen Erstbeschreibungen haben sich die Mdglichkeiten der
molekulargenetischen Diagnostik laufend weiter entwickelt.

Durch so genannte Kopplungsanalysen (engl.: linkage analysis) konnte zum Beispiel in den
siebziger und achtziger Jahren der Genort fur das Saethre-Chotzen-Syndrom auf dem
kurzen Arm des Chromosom 7 (BRUETON et al. 1992) lokalisiert werden, fir das
Crouzon-Syndrom auf dem Chromosom 10q (PRESTON et al. 1994) und fir das Pfeiffer-
Syndrom wurde der Genort auf dem Chromosom 8 lokalisiert (ROBIN et al. 1994).

Durch molekulargenetische Untersuchungen konnten die verantwortlichen Genmutationen
einiger bekannter syndromaler Kraniosynostosen identifiziert werden.

Eine Schlisselrolle spielen dabei die Mutationen des Fibroblastenwachstumsfaktor-
Rezeptor-Gen 1, -2 und -3 (FGFR 1, 2, 3), welche das Apert-, das Crouzon-, das Pfeiffer-
und das Minke-Syndrom verursachen.

(REARDON et al. 1994, MUENKE et al. 1994, WILKIE et al. 1995 a u. b, SCHELL et
al.1995, RUTLAND et al. 1995, LAJEUNIE et al. 1995, WILKIE 1997, MUENKE et al.
1997).

Auch fir das Saethre-Chotzen-Syndrom konnten HOWARD et al. (1997) und EL
GHOUZZI et al. (1997) beweisen, dass die genetische Ursache auf einer Mutation des
TWIST 1 Gens beruht. Des Weiteren gelang es HOWARD et al. (1997) sowohl Missense-
und Nonsense- Mutationen, als auch Insertionen und Deletionen in betroffenen Patienten

zu identifizieren.
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] Chromosomen-
Gen Diagnose L okalisation OMIM

Referenzen

FGRF 1

(822 AS) Pfeiffer 8pll.2-12 136350

MUENKE et al.1994
SCHELL et al. 1995
TARTAGLIA et al.
1997

FGFR 2
(821 AS) Apert 10g25.3-26 176943

WILKIE et al. 1995
OLDRIGE et al.
1997

Crouzon 10926 176943

REARDON et al.
1994

OLDRIGE et al.
1995

MEYERS et al. 1996
RUTLAND et al.
1995

Pfeiffer 10926 176943

RUTLAND et al.
1995
MEYERS et al. 1996

FGFR 3
(806 AS) Muenke 4p16.3 134934

BELLUS et al. 1996
MUENKE et al.1997
WILKIE 1997
GRAHAM et al.
1998

Achondroplasie 4pl6 134934

SHIANG et al. 1994
ROUSSEAU et al.
1994

Hypochondroplasie | 4p16.3 146000

PRINOS et al. 1995
BONAVENTURE et
al. 1996

TWIST 1 Saethre-Chotzen 7p21 101400

CAl et al. 2003
HOWARD et al.
1997

EL GHOUZZ| et al.
1997

Tab.1: Uberblick tiber die FGFR-/TWIST Defekte und ihre Genlokalisationen
(OMIM: Online Inheritance in Man)
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2.3 Die Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptoren

Die Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptoren gehdéren zu der Gruppe der Tyrosinkinase-
rezeptoren, welche urséchlich an der Zellproliferation und Zelldifferenzierung in der
Fetalperiode, aber auch an malignen Transformationen beteiligt sind (PLOTNIKOV et al.
1999, SCHWERTFEGER 2009).

Aktuell sind vier FGF-Rezeptoren bekannt. Im Aufbau sind sich alle FGF-Rezeptoren

ahnlich (siehe Abbildung 2). Sie bestehen jeweils aus einem extrazelluldren, einem trans-

membrandsen und einem intrazellularen Bereich.

lg-loop-I
Ig-loop-l Ligand
Binding
Domain
Ig-loop-lll
Transmembrane
Domain "l

Tyrosine Kinase

Abb. 2:  Aus RICHETTE et al. 2008 — Achondroplasia - From genotype to phenotype

Der extrazellulare Bereich ist aus mehreren Immunglobulin-dhnlichen Protein-Doménen
zusammengesetzt (Ig I-111), wobei Ig 11 und Ig Il fiir die Ligandenbindung verantwortlich
sind.

Zwei Tyrosinkinase-Doménen entsprechen der intrazellulédren Region

(TKD 1 und TKD 2).

Die transmembrandse Region wiederum besteht aus 20 hydrophoben Aminosduren
(GRIMM u. KRESS 1996, PLOTNIKOV et al. 1999).
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Drei verschiedene Regionen der FGF-Rezeptoren kdnnen von einer Mutation betroffen
sein:

1.) der Immunglobulin-&hnliche Bereich I-I11,

2.) die Transmembranregion

3.) die Tyrosinkinase des intrazellularen Bereichs (CUNNINGHAM et al. 2007).

Aktiviert werden die FGF-Rezeptoren durch die Bindung der Fibroblastenwachstums-
faktoren (FGFs). Zurzeit sind Uiber 23 FGFs bekannt, diese verfugen uber unterschiedliche
Affinitaten und Spezifitaten gegeniiber den Rezeptoren (NIE et al.2006).

Die Bindung eines FGFs flhrt zu einer Liganden-induzierten Dimerisierung des Rezeptors.
Dies fiihrt zu einer Aktivierung des Rezeptors und einer Aktivierung einer komplexen
Signalkaskade im Inneren der Zelle. FGFs gehdren zu einer groRen Gruppe von
Wachstumsfaktoren, die eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung, der
Angiogenese, der Wundheilung, der Schédel- und Extremitatenentwicklung sowie der
malignen Transformation spielen (HELDIN 1995, ORNITZ 2001, SCHWERTFEGER
2009).

Auch in der Entwicklung der kraniofazialen Region spielen die FGFs eine wichtige Rolle,
insbesondere in der Regulation des Wachstums der Schadelnéhte (NIE et al. 2006).

So konnten ZHOU et al. 2000 anhand eines Tiermodells mit M&usen beobachten, dass
Maéuse die die pro250-to-arg-Mutation trugen, welche ortholog zu der FGFR1-Mutation
beim Pfeiffer-Syndrom ist, einen deformierten Schadel aufweisen. Es kam bei den Mausen
zu vorzeitigen Verschlussen der Suturen und zu einer vermehrten Proliferation der
Osteoblasten. Das wurde als Hinweis gedeutet, dass es beim Pfeiffer-Syndrom zu einer

verstarkten Knochenbildung entlang der Schadelnghte kommt.

DENG et al. 1996 gelang es im Rahmen eines Experiments mit Mausen zu
veranschaulichen, dass der FGF-3-Rezeptor mit verantwortlich fur das Langenwachstum
der Réhrenknochen ist, und normalerweise eine hemmende Wirkung auf die
Chondrozytenproliferation austbt.

Im Falle einer inaktivierenden Mutation féllt diese negative Wachstumsregulierung weg
(DENG et al. 1996).
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Der FGF-2-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung der Extremitdtenanlagen
sowie beim Aufbau der kraniofazialen Strukturen (MUENKE et al. 1995).
Zusammenfassend kann man sagen, dass die FGFR-Familie eine entscheidende Rolle in der
Zellproliferation, der Zelldifferenzierung, der Wundheilung und der Angiogenese spielt
(WEBSTER et al. 1997). Von Funktionsausféllen dieser wichtigen Genfamilie sind vor

allem Schédel- und Skelettsystem betroffen.

2.4 TWIST 1 - Mutation

Das Saethre-Chotzen-Syndrom beruht auf einer autosomal-dominant vererbten loss-of-
function Mutation im TWIST-1-Gen, wie HOWARD et al. (1997) und EL GHOUZZI et
al. (1997) zeigen. HOWARD et al. (1997) lokalisierten den Gendefekt auf dem
Chromosom 7p21. Das TWIST-Gen kodiert fur einen ,,basic helix-loop-helix*-
Transkriptionsfaktor , welcher unter anderem Wachstumsfaktoren wie auch der FGFR-
Familie vorgeschaltet ist. Dies konnten SHISHIDO et al. (1993) anhand von Studien mit
Drosophila feststellen. Des Weiteren konnten SOSIC et al. (2003) zeigen, dass die TWIST-
Gene eine wichtige Rolle in der Cytokinexpression spielen, indem sie tber einen negativen
Feedback-Mechanismus die NF-kappaB abhangige Cytokinexpression hemmen.
CONNERNEY et al. (2006) wiesen nach, dass das TWIST-1 Gen sowohl eine hemmende
als auch eine aktivierende Funktion in der mesenchymalen Zelldifferenzierung hat.

Der Pathomechanismus der TWIST-Mutation beruht auf einer Haploinsuffizienz oder sogar
einem totalen Funktionsverlust. Es sind mittlerweile iber 100 Mutationen des Twist-Gens
bekannt, die zum Phanotyp des Saethre-Chotzen-Syndroms fuhren (CUNNINGHAM et al.

2007).
TWIST
- — ﬂ - -

DNA Helix 1 Loop Helix Il
binding

Abb. 3:  Aus Siegel, Michael 1. (2002): Understanding craniofacial anomalies. The etiopathogenesis of
craniosynostoses and facial clefting. Mooney, Mark P. (Hg.). New York: Wiley-Liss.
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2.5 FGFR-/TWIST - Defekte
2.5.1 Apert-Syndrom

Schon 1906 wurde dieses Syndrom(auch Akrozephalosyndaktilie genannt) erstmalig von
dem franzésischen Kinderarzt Eugen APERT beschrieben.

Laut BLANK(1960) liegt die Inzidenz bei 1:160.000 Geburten.

Eine Inzidenz von 15,5:1.000.000 Geburten wurde von COHEN et al. (1992) beschrieben.
Obwohl das Syndrom, welches zu den schwerwiegendsten, aber auch zu den variabelsten
Formen einer Kraniosynostose gehort, auch autosomal-dominant vererbt werden kann,
handelt es sich in den meisten Fallen (98%) um Neumutationen.

Die Mutationen, die dem Apert-Syndrom zu Grunde liegt, befinden sich im FGFR2-Gen
(fibroblast growth factor receptor-2)(WILKIE et al. 1995).

WILKIE et al. (1995) beschrieben zwei Mutationen im Exon 7 des FGFR2-Gen. Beide
Mutationen Ser252Trp und Pro253Arg fiihren zu einem Aminoséuren-Austausch an
kritischen Stellen des Rezeptor-Molekiils.

Klinisch findet man eine Vielfalt unterschiedlicher Auspréagungen.

Meistens betroffen ist die Koronarnaht, was zu dem charakteristischen Bild eines
Turibrachyzephalus fihrt.

Des Weiteren liegt oft eine Mittelgesichtshypoplasie vor, das Gesicht ist im Profil stark
abgeflacht, die Augen treten aus den flachen Orbitae hervor.

Auffallig ist auch der ausgepragte Hypertelorismus.

Ein wesentliches Merkmal sind die an H&nden und FiiRen vorkommenden schweren
Syndaktylien, mit der Tendenz zu knécherner Verschmelzung (APERT 1906).

Auch bei den Syndaktilien sind unterschiedliche Auspragungen bekannt.

Immer betroffen sind der 2.-4.Strahl (UPTON 1991).

Sind alle Finger vollstandig miteinander verbunden spricht man von einer so genannten
“Loffelhand” (APERT 1906).

Fusionen der Halswirbel (v. a. im Bereich C5-C6) fanden KREIBORG et al. (1992) bei
68% der von Ihnen untersuchten Patienten. Haufig werden auch abnorme Schulter-,
Ellenbogen-, Hiift- und Kniegelenke beobachtet.

10



Allgemeine Grundlagen

Unterschiedliche Grade an mentaler Retardierung sind bekannt, aber auch Patienten mit
normaler Intelligenz wurden beschrieben (PATTON et al 1988).

Abb. 4:  Apert-Syndrom, aus Cunningham et al. 2007 — Syndromic craniosynostosis — from history to
hydrogen bonds

2.5.2 Crouzon-Syndrom

Erstmalig wurde diese Fehlbildung von dem Pariser Neurologen CROUZON (1912)
beschrieben. Die Inzidenz, der auch Dysostosis craniofacialis Crouzon genannten
Fehlbildung liegt bei 16,5: 1 Mio Geburten (COHEN und KREIBORG 1992), dies
entspricht ungefahr 4,8 % aller Kraniosynostosen.

Das Crouzon-Syndrom wird autosomal-dominant vererbt, wie schon von CROUZON im
Jahre 1912 bei seinen ersten Beschreibungen erkannt, und von vielen weiteren Autoren
spater ebenfalls beschrieben (z. B.: SHILLER 1959, FOGH-ANDERSON 1943, FLIPPEN
1950 und DODGE et al. 1959).

Ungefahr 44% - 67% sind familiar bedingt, wahrend Spontanmutationen in 30% - 60% der
Félle auftreten (KREIBORG 1981).

11
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Urséchlich ist wie beim Apert-Syndrom eine Mutation des FGFR2-Gens (REARDON et al.
1994), welches auf dem langen Arm des Chromosoms 10 lokalisiert ist (MATTEI et al.
1991).

Klinisch zeichnet sich das Crouzon-Syndrom ebenfalls durch eine hohe phanotypische
Variabilitat aus. Deutlich wird dies vor allem durch die unterschiedlichen Schadelformen.
Am hdufigsten beobachtet man eine brachyzephale Form, seltener einen Trigonozephalus,
Skaphozephalus oder einen sogenannten Kleeblattschadel (KREIBORG 1981).

Meist sind Koronar-, Sagittal- und Lamdanéhte von der Synostierung betroffen.
Charakteristische klinische Befunde sind aullerdem ein stark ausgepragter Exophtalmus,
Strabismus, Hypertelorismus und eine schnabelférmige Nase sowie eine maxillére
Hypoplasie bei jedoch normal groBem Unterkiefer, was zu einer Pseudoprogenie fihrt.
Desweiteren kommt es bei der Mehrzahl der Patienten zu Horverlusten, und sie erkranken
h&ufiger an einer Otitis media (ORVIDAS et al. 1999).

Optikusatrophie bis hin zur volligen Erblindung kénnen Folge einer Verengung des Canalis
Opticus sein (WOOD-SMITH et al. 1976).

Wie auch beim Apert-Syndrom leiden viele Patienten aufgrund der Mittelgesichtshypopla-
sie an einer Obstruktion der oberen Atemwege.

Als Folge dessen beobachtet man viele so genannte ,,Mundatmer*.

Anders als beim Apert-Syndrom sind Syndaktilien an Handen und FlRen selten (M. Siegel
2002 - Understanding Craniofacial Anomalies).

Abb.5:  Crouzon-Syndrom, aus Cunningham et al. 2007 — Syndromic craniosynostosis —
from history to hydrogen bonds
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2.5.3 Muenke-Syndrom

Ende der Neunziger Jahre definierte der Humangenetiker Muenke das nach ihm benannte
Syndrom, welches auch FGFR3-Koronarnahtsynostose-Syndrom genannt wird (MUENKE
etal. 1997, BELLUS 1996).

Bei dieser genetisch determinierten Fehlbildung mit sehr variablen Phanotypen handelt es
sich um eine einzelne Mutation des FGFR3-Gens.

Die Mutation bewirkt einen Aminosaurenaustausch in der extrazelluldaren Doméne des
FGFR3-Proteins. Die dadurch entstehende Konfigurationsdnderung der
Ligandenbindestelle bewirkt eine Veranderung der Affinitat der Liganden (die
Wachstumsfaktoren FGFs) zum Rezeptor (BELLUS et al. 1996).

Das Muenke-Syndrom wird autosomal-dominant vererbt, es tritt jedoch héufiger als Neu-
mutation auf.

MOLONEY et al. (1997) stellten fest, dass diese Mutation zu den am h&ufigsten
beschriebenen Mutationen im menschlichen Genom gehért.

Es handelt sich um ein stark variierendes klinisches Erscheinungsbild.

GOLLA et al. (1997) beschrieben unterschiedliche Phanotypen innerhalb einer Familie mit
identischer Mutation. In den meisten Féllen ist der Sch&del mitbetroffen.

Zweidrittel der Syndromtréger weisen eine uni-, oder bilaterale Koronarnahtsynostose auf,
aber auch Makrozephalie ohne begleitende Synostose, oder eine Hervorwélbung des
Temporallbereichs kdnnen beobachtet werden. Selten kommt sogar ein Kleeblattsschadel
vor (SABATINO et al. 2004).

Anomalien des Gesichtsschadels treten in ungefahr 50% der Falle auf. Dies kénnen
Gesichtsasymmetrien, Mittelgesichtshypoplasien, ein hohes Gaumendach, antimongoloide
Lidspalten, Ptosis und Hypertelorismus sein (MUENKE et al. 1997).

Auch extrakranial kénnen in 26% - 42% Fehlbildungen beobachtet werden.

MUENKE et al. beschrieben 1997 das Auftreten von fingerhutadhnlichen Phalangen,
kegelférmigen Epiphysen, karpale und tarsale Fusionen und Brachydaktylien.

Allerdings wies die Halfte der Patienten keine Anomalien an den Extremitéaten auf. In
keinem der von MUENKE et al. (1997) und SABATINO et al. (2004) beschriebenen Félle

konnten Klinisch relevante Syndaktylien gefunden werden.
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Die meisten Patienten weisen eine normale Intelligenz auf (MUENKE et al. 1997), bei
einigen ist jedoch eine mentale Retardierung zu beobachten. Diese ist allerdings nicht als
Folge der Synostose zu sehen, sondern vielmehr als ein priméres Symptom des Syndroms
(REARDON et al. 1997).

Abb. 6:  Muenke-Syndrom, aus Cunningham et al. 2007 — Syndromic craniosynostosis — from history to
hydrogen bonds

2.5.4 Pfeiffer-Syndrom

1964 beschrieb der Humangenetiker Pfeiffer erstmals das spater nach ihm benannte
Pfeiffer-Syndrom (PFEIFFER 1964).

Bei der von Pfeiffer beschriebenen Familie waren neben einer bestehenden
Kraniosynostose die besonderen klinischen Merkmale die breiten, kurzen Daumen in
Varus-Stellung und die breiten und kurzen Zehen, die dieses neue Syndrom als eigene
Entitat kennzeichnen.

Wie auch beim Apert-Syndrom beobachtet man eine deutliche Brachyzephalie, eine
maxilére Hypoplasie, einen Hypertelorismus und eine ausgeprégte Proptosis.

Anders als beim Apert-Syndrom bestehen jedoch keine ausgepragten Syndaktylien,
lediglich leichte Weichteilfusionen kdnnen, bevorzugt zwischen dem 2. und 3. Zeh,
auftreten (COHEN 1993; VOGELS et al. 2006).

Das Pfeiffer-Syndrom ist sowohl autosomal-dominant vererbbar, tritt allerdings auch als
Spontanmutation auf.

COHEN (1993) unterschied 3 Subtypen des Pfeiffer-Syndroms.

Die Zuordnung zu der jeweiligen Gruppe dient hauptséchlich zur Einschatzung des

Krankheitsverlaufs und der Prognose.
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So entspricht der Typ 1 dem klassischen Bild des Pfeiffer-Syndroms mit Brachyzephalie
und Synostose der Koronarnaht. Eine Beeintrachtigung der geistigen Entwicklung ist
normalerweise nicht der Fall.

Weitaus schwerwiegender ist die Symptomatik des Zweiten Typs. Die Schadelform
entspricht der eines Kleeblattschadels, auch das ZNS ist meist mitbetroffen. Es findet sich
eine ausgepragte Proptosis und Mittelgesichtshypoplasie. Desweiteren treten
Ankylosen/Synostosen der Ellbogen und Anomalien der Finger und Zehen auf.

Typ 3 entspricht groBteils dem klinischen Bild von Typ 2. Wesentlicher Unterschied ist
hierbei das Fehlen des Kleeblattschéadels.

Diese 3 Subtypen stellen keine separaten Entitaten dar, eine Zuordnung ist allerdings aus
prognostischer Sicht sehr wichtig, da die Typen 2/3 mit einer wesentlich schlechteren
Prognose einhergehen, sowohl hinsichtlich der neurologischen Defizite als auch einer
kiirzeren Lebenszeit.

Die Subtypen 2 und 3 treten vorwiegend sporadisch auf, im Gegensatz zu dem vor allem
autosomal-dominant vererbten Subtyp 1 (COHEN 1993; VOGELS et al. 2006).

Dem Pfeiffer-Syndrom kann sowohl eine Mutation des FGFR1-Gens zugrunde liegen, wie
MUENKE et al. 1994 anhand von 5 untersuchten Familien nachweisen konnten, als auch
eine Mutation des FGFR2-Gens (SCHELL et al. 1995; LAJEUNIE et al. 1995; RUTLAND
et al. 1995).

ROBIN et al. wiesen 1994 nach, dass das urséchliche Gen auf dem Chromosom 8
lokalisiert ist.
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Abb. 7:  Pfeiffer-Syndrom, aus Muenke et al. 1994 — A commonm mutation in the fibroblast growth
factor receptor 1 gene in Pfeiffer syndrome

2.5.5 Saethre-Chotzen-Syndrom

Haakon SAETHRE, ein norwegischer Psychiater, beschrieb im Jahre 1931 eine Familie mit
milder Akrozephalie, asymmetrischem Schédel und kutanen Syndaktylien des zweiten und
dritten Fingers, sowie der dritten und vierten Zehe.

Ein Jahr spater beschrieb auch der deutsche Psychiater F. CHOTZEN (1932) eine Familie
mit der gleichen Fehlbildung.

Das nach den beiden Arzten benannte Saethre-Chotzen-Syndrom wird klinisch durch
craniofaziale Anomalien und Fehlbildungen der Extremitéten charakterisiert. Hierzu
gehoren eine uni-, oder bilaterale Synostose, eine Asymmetrie des Schadels, ein
tiefsitzender, frontaler Haaransatz, eine Ptosis der Augenlider, eine Papageienschnabel-
ahnliche Nase mit verschobenem Septum sowie kleine, tiefstehende Ohren. Die Anomalien
der Extremitaten betreffen typischerweise den zweiten und dritten Finger. Zu beobachten
sind Brachydaktylien und kutane Syndaktylien (SIEGEL 2002, PANTKE et al. 1999).
2006 postulierten KRESS et al., dass eine rein klinische Unterscheidung zwischen den sehr
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ahnlichen Saethre-Cotzen- und Muenke-Syndromen anhand charakteristischer
phanotypischer Merkmale mdglich ist. So definieren folgende klinischen Merkmale das
Saethre-Chotzen-Syndrom:* ... tiefsitzender, frontaler Haaransatz, Ptosis der Augenlider,
abnormale Ohrlénge, dilatierte parietale Foramina, interdigitale Fusionen, Hallux Valgus
oder breite GrofRzehen mit zweigeteilten distalen Phalangen.” (KRESS et al. 2006)
Wichtiger zur Differenzierung sind allerdings die funktionellen Unterschiede.

Ein erhohter intrakranieller Druck, bedingt durch die friihzeitige Verkndcherung der
Schédelnahte tritt nur beim Saethre-Chotzen-Syndrom auf. Eine verzdgerte geistige
Entwicklung und ein sensoneuraler Horverlust sind Kennzeichen des Muenke-Syandroms
(KRESS et al. 2006).

Das Saethre-Chotzen-Syndrom wird autosomal-dominant vererbt (EL GHOUZZI et
al.1999). Der Gendefekt wurde von BOURGEOQIS et al. (1996) auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 7 (7p21) lokalisiert. HOWARD et al. (1997) und EL GHOUZZI et al. (1997)
konnten zeigen, dass dem Syndrom Mutationen im TWIST1-Gens zu Grunde liegen.
Desweiteren konnten sie nachweisen, dass viele verschiedene Arten von Mutationen

vorliegen kénnen, wie z.B. Nonsense-, Missense-Mutationen, Insertionen und Deletionen.

Abb. 8:  Saethre-Chotzen-Syndrom, aus Cunningham et al. 2007 — Syndromic craniosynostosis —
from history to hydrogen bonds
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2.5.6 Achondroplasie

Die Achondroplasie, auch Chondrodysplasie genannt, ist mit einer Inzidenz von 2-3/
100.000 Geburten die haufigste Form des kurzgliedrigen Kleinwuchses.

Schon im alten Agypten sind Flle beschrieben worden (KOZMA 2008).

Sie beruht auf einer autsomal-dominanten Mutation des FGFR3-Gens, der Grol3teil besteht
jedoch aus Neumutationen. Die Mutation verursacht eine Stérung der endochondralen
Ossifikation.

Klinisch fallen die Patienten schon bei Geburt durch einen Minderwuchs, eine
Makrozephalie mit vorgewolbter Stirn, Mittelgesichtshyperplasie, einer so genannten
Dreizackhand (es besteht ein vergrofRerter Abstand zwischen dem dritten und vierten
Finger) sowie einer thorakolumbalen Kyphose und einer verstarkten Lendenlordose auf
(RICHETTE et al. 2008; SITZMANN 2007).

Die Betroffenen weisen in der Regel eine normale Intelligenz auf (HECHT et al. 1991).
Die Wahrscheinlichkeit des Auftretens steigt mit dem Alter des biologischen Vaters
(PENROSE 1955; STOLL et al. 1982).

1994 konnten VELINOV et al. und LE MERRER et al. das verantwortliche Gen am
distalen Ende des kurzen Arms des Chromosoms 4 lokalisieren. SHIANG et al. (1994) und
ROUSSEAU et al. (1994) fanden unabhangig voneinander die Mutation des FGFR-3 Gens,
bei welcher es sich um einen Austausch von Glycin durch Arginin in Position 380 handelt.
In wenigen Fallen liegt eine so genannte G-C_Mutation vor, hierbei wird Glycin durch

Glutamin ersetzt.

2006 gelang es HORTON et al. den Mechanismus der Knorpelschadigung durch die
FGFR3-Mutation zu identifizieren. So zeigte sich, dass der FGF-3-Rezeptor ein negativer
Regulator fiir die Proliferation und Differenzierung der Chondrozyten ist. Durch die
Mutation kommt es zu einer Aktivierung des Rezeptors, im Sinne einer gain-of-function-
Mutation.

Die Diagnose wird sowohl klinisch als auch radiologisch gestellt.
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Abb. 9:  Achondroplasie, aus Almeida et al. 2009 — Clinical and Molecular diagnosis of the skeletal
dyslpasias associated with mutations in the gene encoding Fibroblast Growth Factor Receptor 3
(FGFR3) in Portugal

2.5.7 Hypochondroplasie

Auch die Hypochondroplasie gehort zu der Gruppe der Chondrodysplasien und ist wie auch
die Achondroplasie auf eine autosomal-dominant vererbte Mutation des FGFR3-Gens
zuruckzufuhren (BONAVENTURE et al. 1996, PRINOS et al. 1995).

Die Pravalenz betragt 4-10/10.000.

Die Hypochondroplasie hat sowohl klinisch als auch radiologisch viele Ahnlichkeiten mit
der Achondroplasie. Es handelt es sich dabei ebenfalls um einen kurzgliedrigen
Kleinwuchs, jedoch in milderer Auspréagung, und im Gegensatz zur Achondroplasie, ohne
die Beteiligung des Beckens oder des Schadelknochens (GLASGOW et al. 1978, BELLUS
et al. 1995).
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1978 berichteten GLASGOW et al. Uber drei Patienten mit Hypochondroplasie, die stark
verkdirzte Extremitéten, einen langen Rumpf und eine verstarkte Lumballordose aufwiesen.
Die Gesichtsschéadel waren jedoch nicht mit betroffen. Bei Patienten mit
Hypochondroplasie beobachtet man zwar stark verkirzte Finger, die fur die Achondroplasie
so typische Dreizackhand tritt jedoch nicht auf. Im Gegensatz zur Achondroplasie
erscheinen die Kinder mit Hypochondroplasie bei der Geburt noch unauffallig. Haufiger als
bei der Achondroplasie kommt es bei der Hypochondroplasie zu einer mentalen
Retardierung (NEWMAN et al. 1975).

Das verantwortliche Gen wurde 1994 von LE MERRER et al. (1994) auf dem Chromosom
4p16.3 lokalisiert.

PRINOS et al. (1995) und BELLUS et al. (1995) konnten zeigen, dass es sich bei der
Hypochondroplasie ebenfalls um eine Mutation des FGFR3-Gens handelt.

Abb. 10: Hypochondroplasie, aus Rousseau et al. 1996 — Clinical and genetic heterogeneity of
hypochondroplasia
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3.  Material und Methoden

3.1 Patientengut

Das untersuchte Patientengut aus dem Zeitraum 2000 - 2004 bestand aus insgesamt 714
Patienten, die dem Institut fur Humangenetik der Universitat Wirzburg zur
Differentialdiagnostik hinsichtlich einer syndromalen Kraniosynostose (Apert-, Muenke-,
Pfeiffer-, Crouzon-, oder Saethre-Chotzen-Syndrom) bzw. Achondroplasie/
Hypochondroplasie zugewiesen wurden.

Das vorgestellte Patientenkollektiv setzte sich aus 48 Patienten die auf Achondroplasie
getestet wurden, 36 auf Apert-Syndrom untersuchte Patienten, 152 auf Crouzon- und
Pfeiffer-Syndrom untersuchte Patienten, 43 auf Hypochondroplasie, 219 auf Muenke-

Syndrom und 180 auf Saethre-Chotzen-Syndrom untersuchte Patienten zusammen.

Patientenkollektiv 2000-2004

av..
-

@ Achondroplasie m Apert-Syndrom 0O Crouzon-/Pfeiffer-Syndrom

0O Hypochondroplasie m Muenke-Syndrom m SCS

Abb. 11: Patientkollektiv 2000-2004 Gesamtiibersicht der untersuchten Patienten
SCS= Saethre-Chotzen-Syndrom
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3.2 Methoden der molekulargenetischen Diagnostik von

Kraniosynostosen

3.2.1 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde 1985 von Kary Mullis erfunden, der 1993 hierfir
den Nobelpreis fur Chemie verliehen bekam.

Bei der PCR-Methode ( polymerase chain reaction) handelt es sich um eine in vitro-
Technik, mit der man bestimmte DNA-Abschnitte vervielfaltigen kann.

Angewandt wird diese Technik in der Diagnostik von Erbkrankheiten und
Virusinfektionen, sowie fur das Erstellen so genannter genetischer Fingerabdriicke.

Die Polymerase-Kettenreaktion besteht aus 12 - 50 Zyklen, jeder Zyklus wiederum setzt
sich aus 3 grundlegenden Schritten zusammen:

1. Die Denaturierung (Melting) - Als erstes wird die DNA auf 94° - 96° C erhitzt, um die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den beiden DNA-Strangen aufzubrechen.

2. Die Primerhybridisierung (primer annealing) - Zwei so genannte Oligonukleotidprimer,
kurze einzelstrangige DNA-Abschnitte, dienen als Starthilfe fir die Amplifikation.

Die Primer sind komplementér zu den Enden einer definierten DNA-Sequenz.

Diese lagern sich bei einer bestimmten Temperatur (meist zwischen 55° - 65° C) an die zu
amplifizierende DNA-Sequenz an, was man als Annealing bezeichnet.

3. Die Elongation - Im letzten Schritt verlangern hitzestabile Enzyme (DNA-Polymerasen)
aus thermophilen Bakterien (zum Beispiel die Tag-Polymerase aus Thermua aquaticus) mit
Hilfe von Desoxynukleotiden (dNTPs) die Primer entlang der DNA-Matrize und
synthetisieren so die jeweiligen komplementaren DNA-Abschnitte. Dies geschieht bei einer
Temperatur von 68° - 72° C.

Die gesamte Reaktion findet in einem Thermocycler statt, ein Geréat, das die jewelils
benoétigten Temperaturen sicherstellt.
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3.2.2 SSC - Analyse

Bei der SSC-Analyse (single strand conformation analysis) wird eine durch PCR-
Amplifikation entstandene Gensequenz auf eine Punktmutation hin tberpriift. Die PCR-
Produkte werden in Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt. Einzelstrangfragmente, die eine
Mutation aufweisen werden durch ihre abweichenden Laufeigenschaften im elektrischen
Feld erkannt, da sie im Vergleich zur Normalsequenz eine veranderte Sekundarstruktur
aufweisen.

Um welche Art von Genmutation bzw. Punktmutation es sich handelt, muss mittels sich
anschlieRender Sequenziertechniken (siehe unten) ermittelt werden (W. BROCKER,

Repetitorium Pathologie).

3.2.3 Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzanalyse ist eine automatisierte Bestimmung von Nukleinséuresequenzen.
Man erhélt dadurch Informationen tber die Abfolge und Position der Basenpaare.

Wie bei der PCR erfolgt zunachst eine DNA-Synthese mit Hilfe eines Primers. Zusatzlich
zu den normalen vier Nukleotiden Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin werden dem
Reaktionsansatz so genannte Dideoxynukleotide (ddNTPs) zugesetzt. Da diesen die zur
Ausbildung einer Esterbindung zum néchsten Nukleotid benétigte 3'-OH-Gruppe fehlt
kommt es zum Kettenabbruch.

Die Sequenzierungsreaktion wird parallel in vier verschiedenen Reaktionsansatzen
durchgefthrt. In jedem Ansatz befindet sich allerdings jeweils nur eines der vier

Dideoxynukleotide, somit ist eine Sequenzbestimmung moglich.

Die so entstandnen PCR-Produkte werden im Anschluss nebeneinander mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt, so l&sst sich nachwiesen, wo welches Nukleotid zum
Abbruch gefihrt hat. Die Dideoxynulkeotide sind entweder radioaktiv markiert, oder bei
neueren Methoden mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. So kann man auf

die Sequenz riickschliel3en.
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3.2.4 Southern-Blot-Hybridisierung

Das Prinzip der Southern-Blot-Hybridisierung beruht auf einer so genannten DNA-Sonde,
ein radioaktiv markiertes DNA-Fragment einer bekannten Sequenz, die sich an
komplementéren genomischen DNA-Abschnitten anlagert und diese somit nachgewiesen
werden konnen.

Als erstes wird die DNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen in Fragmente gespalten. Diese
DNA-Fragmente werden dann per Gelelektrophorese entsprechend ihrer Lange aufgetrennt.
Als néchstes wird die aufgetrennte DNA auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert.
Diesen Vorgang nennt man ,,Blotting®. Erst jetzt findet die eigentliche
Hybridisierungsreaktion statt. Die radioaktiv markierte DNA-Sonde wird zugesetzt und die

koplementdren Strange konnen mittels Rontgenfilter detektiert werden.

3.3  Graphische Darstellung der Patientendaten

Die Patientendaten wurden mittels einer Excel-Tabelle erfasst (Microsoft Office Excel
2003).

Von jedem Patienten wurde das Alter, das Geschlecht, die Verdachtsdiagnose, die Methode
der genetischen Diagnostik, das untersuchte Material, die Anzahl der Untersuchungen, das
Ergebnis der Untersuchungen sowie die daraus resultierende Diagnose erfasst.
AnschlieRend wurden diese Daten zu einfachen Tabellen, Haufigkeitstabellen und

Graphiken weiterverarbeitet.

3.4 Maplnfo Professional

Fur die geographische Darstellung der Einsender wurde die Software Maplnfo Professional
verwendet. Es handelt sich dabei um eine Software zur Présentation raumbezogener Daten.
Die Darstellung erfolgt anhand der ersten zwei Stellen der Postleitzahlen, es entstehen

dadurch so genannte PLZ-2-Grenzen.
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4.  Fallbeispiele

4.1 Fall 1: Crouzon-Syndrom

Im Januar 2001 wurde eine Blutprobe eines zwei Monate alten Patienten mit der
Verdachtsdiagnose Crouzon-Syndrom zur molekulargenetischen Diagnostik in das Institut
fir Humangenetik der Universitat Wiirzburg eingesandt.

Zunachst wurden die relevanten Genabschnitte ( Exon 5 des FGFR1-Gens, Exon 8 und 10
des FGFR2-Gens) mittels Polymeraseketten-Reaktion vervielfaltigt. Danach wurden die
entstandenen DNA-Fragmente mit Hilfe der SSC-Analyse untersucht. Bei Exon 10 des
FGFR2-Gens zeigte sich ein auffalliges Bandenmuster, weshalb es direkt sequenziert
wurde. Es konnte der Aminosaurenaustausch Cys342Arg festgestellt werden, bei dem es
sich um eine fur das Crouzon-Syndrom bekannte Mutation handelt. Der Verdacht des
Crouzon-Syndroms wurde bei dem Patienten molekulargenetisch bestatigt. Daraufhin
entschieden sich die beiden, phanotypisch unauffélligen, Eltern des Patienten sich ebenfalls
auf die Mutation untersuchen zu lassen. Auch hier wurden zunéchst das Exon 10 des
FGFR2-Gens mittels PCR vervielfaltigt und danach per SSC-Analyse untersucht. Es
konnten jedoch keine auffélligen Banden dargestellt werden, sodass es sich bei den Eltern
nicht um Ubertrager der Mutation Cys342Arg handelt und die Mutation des Patienten eine
Neumutation darstellt. Im Mé&rz 2002 wurden dem Institut Amnionzellen eines Feten der
Familie zugesandt, auch diese Zellen sollten auf die Mutation Cys342Arg im Exon 10 des
FGFR2-gens untersucht werden. Es erfolgte mittels PCR eine Vervielfaltigung des Exon 10
des FGFR2-Gens und eine anschliefende Sequenzierung. Die Mutation Cys342Arg konnte
ausgeschlossen werden, somit war der Fet nicht Tréger der Crouzon-Mutation.

O

.

Cys342Arg

Abb. 12:  Stammbaum Fallbeispiel 1
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4.2  Fall 2: Muenke-Syndrom

Im Juni 2000 wurde dem Institut fir Humangenetik der Universitat Wirzburg eine
Blutprobe einer sieben Jahre alten Patientin zugesandt zur molekulargenetischen Diagnostik
bei Verdacht auf Muenke-Syndrom bzw. Saethre-Chotzen-Syndrom.

Zuerst wurde der relevante Genabschnitt (Exon 7 des FGFR3-Gens) mittels
Polymeraseketten-Reaktion vervielfaltigt und anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Nci
I gespalten. In der folgenden Auftrennung im Agarosegel zeigte sich das typische
Fragmentmuster der Muenke-Mutation Pro250Arg.

Somit konnte die Diagnose Muenke-Syndrom molekulargenetisch bestatigt werden.

Es wurde den Eltern geraten bei weiterem Kinderwunsch sich ebenfalls molekulargenetisch
untersuchen zu lassen.

Die daraufhin vom Vater der Patientin zugesandte Blutprobe ergab in der
molekulargenetischen Untersuchung ebenfalls das typische Fragmentmuster der Muenke-
Mutation Pro250Arg, sodass auch bei dem Vater die Diagnose Muenke-Syndrom gestellt
werden konnte.

Die mit ,,?** gekennzeichneten Familienangehdérigen wurden nicht untersucht.

Abb. 13:  Stammbaum Fallbeispiel 2 Pro250Arg
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4.3 Fall 3: Saethre-Chotzen-Syndrom

Im Dezember 2000 wurde dem Institut flir Humangenetik der Universitat Wirzburg
Blutproben eines Ehepaares zugesandt, dessen Sohn ein nachgewiesenes Saethre-Chotzen-
Syndrom mit der Mutation Glu 119 STOP im TWIST-Gen hat, mit der Fragestellung ob die
Eltern Ubertrager dieser Mutation sind.

Zuné&chst wurde das 3 -Fragment des Exon 1 des TWIST 1-Gens mittels Polymeraseketten-
Reaktion vervielféltigt und anschlieBend direkt sequenziert.

Die Mutation konnte weder bei dem Vater noch bei der Mutter nachgewiesen werden.
Somit handelt es sich bei dem Saethre-Chotzen-Syndroms des Sohnes um eine
Neumutation.

Im April 2004 wurde dem Institut fir Humangenetik der Universitat Wiirzburg
Chorionzottenmaterial einer erneuten Schwangerschaft des oben genannten Paares zur
molekulargenetischen Diagnostik auf das Saethre-Chotzen-Syndrom zugeschickt.

Zuerst erfolgte die Praparation von DNA aus den Chorionzotten, anschlieRend wurde das 2.
Fragment des codierenden Exon 1 des TWSIT-Gens per PCR vervielfaltigt und eine
automatische Sequenzierung beider Strange durchgefuhrt.

Die bekannte Mutation Glu 119 STOP im TWIST 1-Gen des ersten Sohnes konnte in der
DNA des Zottenmaterials nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Fet kein Risiko fur ein Saethre-Chotzen-

Syndrom hat.

O

Abb. 14:  Stammbaum Fallbeispiel 3 Glul99 STOP
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5. Ergebnisse

5.1 Uberblick aller untersuchter Krankheitsgruppen des Instituts fir

Humangenetik der Universitat Wirzburg im Zeitraum 2000-2004

Ubersicht der Krankheitsgruppen 2000-2004
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B FGFR-/TWIST-Defekte O Netzhauterkrankungen
B Neurodegenerative Erkrankungen @ Neuromuskulate Erkrankungen
O SMA @ Sonstige
B Speicherkrankheiten B Stoffwechselstérungen
0O Zellzyklusstérungen

Abb. 15:  Ubersicht der Krankheitsgruppen 2000-2004

Abbildung Nr. 15 zeigt einen Uberblick tiber alle Krankheitsgruppen, die im Zeitraum 2000
- 2004 im Institut fir Humangenetik der Universitat Wirzburg untersucht wurden.

Im Vordergrund stehen hierbei die Diagnostik von neuromuskularen Erkrankungen mit
5621 Patienten innerhalb des Zeitraums 2000 - 2004, die Diagnostik von
Gerinnungsstérungen mit 2862 Patienten innerhalb des Zeitraums 2000 - 2004 sowie die
Diagnostik von FGFR/TWIST-Defekte mit 714 Patienten.
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Uberblick aller untersuchter Krankheitsgruppen

2000 - 2004
46,6%
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12,2%
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B SMA O Sonstige
B Speicherkrankheiten | Stoffwechselstérungen
O Zellzyklusstérungen

Abb. 16: Prozentuale Verteilung aller untersuchten Krankheitsgruppen im Zeitraum 2000-2004

In Abbildung Nr. 16 wird die prozentuale Verteilung aller untersuchter Krankheitsgruppen
dargestellt. Die Anzahl an FGFR-/TWIST-Defekte entsprechen 6 % des gesamten

Patientenguts.
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Quelle: Institut fiir Humangenetik, Universitat Wiirzburg, 2000-2004

Abb. 17:  Uberblick tiber die geographische Verteilung der einweisenden Arzte aller Krankheitsgruppen
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In Abbildung 17 wird die geographische Verteilung der einweisenden Arzte aller
Krankheitsgruppen im Zeitraum 2000 - 2004 dargestellt. Die Aufteilung erfolgt anhand der

ersten zwei Stellen der Postleitzahlen so genannter PLZ-2-Grenzen.

Die nachste Abbildung (Abb. 18) liefert einen Uberblick tiber die prozentuale Verteilung

der flnf wichtigsten Einsendegebiete.

Prozentuale Verteilung der Haupteinsendegebiete aller
Krankheitsgruppen

19%

) %
55% S %

6%
6%

O Wirzburg B Minchen 0O Bonn O Frankfurt am Main m Berlin @ Sonstige

Abb. 18:  Uberblick iber die prozentuale Verteilung der Haupteinsendegebiete aller Krankheitsgruppen
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5.2 Uberblick tiber die FGFR-/TWIST-Defekte 2000-2004

Uberblick FGFR-/TWIST-Defekte 2000-2004
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Abb. 19: Uberblick iiber die FGFR-/TWIST-Defekte 2000-2004

Insgesamt wurden im Zeitraum 2000-2004 714 Patienten auf eine syndromale
Kraniosynostose bzw. auf Achondroplasie/Hypochondroplasie im Institut fr
Humangenetik der Universitat Wirzburg untersucht.

36 Patienten wurden auf das Apert-Syndrom untersucht.

Auf Achondroplasie wurden 7 Patienten getestet sowie 43 auf Hypochondroplasie.
Weitere 152 Patienten wurden auf das Crouzon- und das Pfeiffer-Syndrom untersucht.
219 Patienten wurden in diesem Zeitraum auf das Muenke-Syndrom hin getestet.

Mit der Fragestellung auf das Saethre-Chotzen-Syndrom wurden 180 Patienten untersucht.
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Quelle: Institut fiir Humangenetik, Universitat Wiirzburg, 2000-2004

Abb. 20:  Uberblick tiber die geographische Verteilung der einweisenden Arzte der FGFR-/TWIST Defekte
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In Abbildung 20 wird die geographische Verteilung der einweisenden Arzte der FGFR-/
TWIST-Defekte im Zeitraum 2000 - 2004 dargestellt. Die Aufteilung erfolgt ebenfalls

anhand der ersten zwei Stellen der Postleitzahlen, so genannter PLZ-2-Grenzen.

Die nachste Abbildung (Abb. 21) liefert einen Uberblick tiber die prozentualen Anteile der
finf wichtigsten Einsendegebiete fir FGFR-/TWIST-Defekte.

Prozentuale Verteilung der Haupteinsender der FGFR-TWIST-
Defekte
22%
@ Wirzburg
m Minchen
49% O Ansbach
14% O Erfurt
m Berlin
Sonsti
7% @ Sonstige
4% 4%

Abb. 21:  Uberblick Gber die prozentuale Verteilung der Haupteinsendegebiete der FGFR-/TWIST-Defekte
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5.3.1 Apert-Syndrom

Apert-Syndrom: Eingesandte Patienten von 2000 - 2004
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Abb. 22:  Apert-Syndrom: Anzahl aller eingesandter Patienten vom Zeitraum 2000-2004

Die Abbildung 22 zeigt den Uberblick iiber alle eingesandten Patienten im Zeitraum 2000 -
2004 die im Institut fir Humangenetik der Universitat Wirzburg, auf das Apert-Syndrom
untersucht wurden.

Im Jahr 2000 wurde kein Patient zur molekulargenetischen Diagnostik auf das Apert-
Syndrom zugewiesen. 2001 waren es 9 Patienten, 2002 8 Patienten, 2003 11 Patienten und
2004 waren es 8 Patienten, die zur Diagnostik tiberwiesen wurden.

Es wurden alle 36 Patienten untersucht, dass bedeutet, dass jeder klinischen Zuweisung
auch eine molekulargenetische Diagnostik folgte.

Insgesamt wurden im Zeitraum 2000 - 2004 36 Patienten auf das Apert-Syndrom hin

untersucht.
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Die néchste Abbildung (Nr. 23) stellt die prozentualen Anteile der positiv, negativ bzw.
unklar getesteten Patienten dar. Bei ungeféhr zweidrittel der Patienten konnte sich die

klinische Verdachtsdiagnose des Apert-Syndroms bestéatigen.

Apert-Syndrom: Anzahl der positiv / negativ getesteten Patienten

unklar

0%
negativ
33%‘

positiv
67%

Abb. 23: Darstellung der Ergebnisse der molekulargenetischen Diagnostik aller auf das Apert-Syndrom
getesteter Patienten von 2000-2004

5.3.2 Crouzon-/Pfeiffer-Syndrom

Die Abbildung 24 zeigt den Uberblick tiber alle Patienten, die im Zeitraum 2000 - 2004 im
Institut fir Humangenetik der Universitat Wirzburg auf das Crouzon-/bzw. Pfeiffer-
Syndrom untersucht worden sind. Im Jahr 2000 wurden 33 Patienten untersucht, 2001
40 Patienten, 2002 26 Patienten, 2003 27 Patienten und 2004 erneut 26 Patienten.
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Crouzon-/Pfeiffer-Syndrom: Untersuchte Patienten von 2000 - 2004
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Abb. 24: Crouzon-/Pfeiffer-Syndrom: Anzahl aller untersuchter Patienten vom Zeitraum 2000-2004

Abbildung Nr. 25 veranschaulicht die prozentualen Anteile der positiven/negativen bzw.
unklaren Testergebnisse bei der molekulargenetischen Diagnostik bei Verdacht auf
Crouzon- bzw. Pfeiffer-Syndrom. In einfunftel der Félle konnte die klinische

Verdachtsdiagnose bestétigt werden.

Crouzon-/Pfeiffer-Syndrom: Anzahl der positiv / negativ getesteten Patienten

unklar .
0% positiv

20%

negativ
80%

Abb. 25: Darstellung der Ergebnisse der molekulargenetischen Diagnostik aller auf das Crouzon-/Pfeiffer-
Syndrom getesteter Patienten von 2000-2004
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5.3.3 Muenke-Syndrom

Die Abbildung 26 zeigt den Uberblick tiber alle Patienten, die im Zeitraum 2000 - 2004 im
Institut fir Humangenetik der Universitat Wiirzburg auf das Muenke-Syndrom untersucht
worden sind. Im Jahr 2000 wurden 34 Patienten auf das Muenke-Syndrom untersucht, 2001
56 Patienten, 2002 46 Patienten, 2003 42 Patienten und im Jahr 2004 41 Patienten.
Insgesamt wurden im Zeitraum 2000 - 2004 219 Patienten auf das Muenke-Syndrom

getestet.

Muenke-Syndrom: Untersuchte Patienten von 2000 - 2004
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Abb. 26:  Muenke-Syndrom: Anzahl aller untersuchter Patienten vom Zeitraum 2000-2004
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Abbildung 27 zeigt die prozentualen Anteile der Untersuchungsergebnisse
(positiv/negativ/unklar) bei der molekulargenetischen Diagnostik bei Verdacht auf ein
Muenke-Syndrom. So konnte in 9% der Félle die klinische Verdachtsdiagnose bestéatigt

werden.

Muenke-Syndrom: Anzahl der positiv / negativ getesteten Patienten

unklar  positiv
0% 9%

/

negativ
91%

Abb. 27: Darstellung der Ergebnisse der molekulargenetischen Diagnostik aller auf das Muenke-Syndrom
getesteter Patienten von 2000-2004

5.3.4 Saethre-Chotzen-Syndrom

Die Abbildung 28 zeigt den Uberblick tiber alle Patienten, die im Zeitraum 2000 - 2004 im
Institut flir Humangenetik der Universitat Wirzburg, auf das Saethre-Chotzen-Syndrom
untersucht worden sind.

Im Jahr 2000 wurden 25 Patienten auf das Saethre-Chotzen-Syndrom untersucht, 2001 46
Patienten, 2002 43 Patienten, 2003 43 Patienten und im Jahr 2004 waren es 23 Patienten.
Insgesamt wurden im Zeitraum 2000 - 2004 180 Patienten auf das Saethre-Chotzen-

Syndrom getestet.
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Saethre-Chotzen-Syndrom: Untersuchte Patienten von 2000 - 2004
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Abb. 28: Saethre-Chotzen-Syndrom: Anzahl aller untersuchter Patienten vom Zeitraum
2000-2004

Abbildung 29 zeigt die prozentualen Anteile der Untersuchungsergebnisse
(positiv/negativ/unklar) bei der molekulargenetischen Diagnostik bei Verdacht auf ein
Saethre-Chotzen-Syndrom.

In weniger als einflinftel der Falle konnte die klinische Verdachtsdiagnose per Genanalyse
bestatigt werden.

Saethre-Chotzen-Syndrom:
Anzahl der positiv / negativ getesteten Patienten

unoklar positiv
1% 149

»

negativ
85%

Abb. 29: Darstellung der Ergebnisse der molekulargenetischen Diagnostik aller auf das Saethre-Chotzen-
Syndrom getesteter Patienten von 2000-2004
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5.3.5 Achondroplasie

Die Abbildung 30 zeigt den Uberblick tiber alle Patienten, die im Zeitraum 2000 - 2004 im
Institut fir Humangenetik der Universitat Wirzburg auf Achondroplasie untersucht worden
sind.

Im Jahr 2000 wurden 7 Patienten auf das Achondroplasie untersucht, 2001 4 Patienten,
2002 14 Patienten, 2003 15 Patienten und im Jahr 2004 waren es 8 Patienten. Insgesamt
wurden im Zeitraum 2000 - 2004 48 Patienten auf das Achondroplasie getestet.

Achondroplasie: Untersuchte Patienten von 2000 - 2004
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Abb. 30: Achondroplasie: Anzahl aller untersuchter Patienten vom Zeitraum 2000-2004
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Abbildung 31 zeigt die prozentualen Anteile der Untersuchungsergebnisse

(positiv/negativ/unklar) bei der molekulargenetischen Diagnostik bei Verdacht auf

Achondroplasie.
In eindrittel der Falle konnte die klinische Verdachtsdiagnose per Genanalyse bestatigt

werden.

Achondroplasie: Anzahl der positiv / negativ getesteten Patienten

unklar

2%
positiv

‘ 33%

negativ
65%

Abb. 31: Darstellung der Ergebnisse der molekulargenetischen Diagnostik aller auf Achondroplasie
getesteter Patienten von 2000 -2004
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5.3.6 Hypochondroplasie

Die Abbildung 32 zeigt den Uberblick tiber alle Patienten, die im Zeitraum 2000 - 2004 im
Institut fir Humangenetik der Universitat Wiirzburg auf Hypochondroplasie untersucht
worden sind.

Im Jahr 2000 wurden 9 Patienten auf das Hypochondroplasie untersucht, 2001 6 Patienten,
2002 11 Patienten, 2003 9 Patienten und im Jahr 2004 waren es 8 Patienten. Insgesamt
wurden im Zeitraum 2000-2004 43 Patienten auf Hypochondroplasie getestet.

Hypochondroplasie: Untersuchte Patienten von 2000 - 2004

Anzahl der Patienten
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Abb. 32: Hypochondroplasie: Anzahl aller untersuchter Patienten vom Zeitraum 2000 - 2004
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Abbildung 33 zeigt die prozentualen Anteile der Untersuchungsergebnisse
(positiv/negativ/unklar) bei der molekulargenetischen Diagnostik bei Verdacht auf
Hypochondroplasie.

In weniger als einfunftel der Félle konnte die klinische Verdachtsdiagnose per Genanalyse

bestatigt werden.

Hypochondroplasie:
Anzahl der positiv / negativ getesteten Patienten

unl;lar positiv
2% 149

»

negativ
84%

Abb. 33: Darstellung der Ergebnisse der molekulargenetischen Diagnostik aller auf Hypochondroplasie
getesteter Patienten von 2000 - 2004
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5.4 Funfjahresverlauf

Funfjahresverlauf der FGFR-TWIST Defekte
2000 - 2004
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Abb. 34: Finfjahresverlauf der FGFR-/TWIST-Defekte
SCS= Saethre-Chotzen-Syndrom

Abbildung 34 zeigt den Fiinfjahresverlauf aller FGFR-/TWIST-Defekte die im Institut fr
Humangenetik der Universitdt Wirzburg molekulargenetisch untersucht werden.

Wie in Abbildung 34 erkennbar stieg die Anzahl der auf das Muenke-Syndrom getesteter
Patienten von 2000 auf 2001 auf den Hochstwert von 56 Patienten/Jahr.

Danach hielt sich die Anzahl der untersuchten Patienten konstant bei um die 40
Patienten/Jahr.

Auch die Anzahl der Genanalysen auf das Saethre-Chotzen-Syndrom nahm von 2000 zu
2001 von 25 auf 46 Patienten/Jahr zu, blieb dann konstant bei Werten um die 43 - 46
Patienten/Jahr und sank 2004 wieder auf 23 Patienten/Jahr ab.

Die Anfragen zur Genanalytik hinsichtlich eines Crouzon-/Pfeiffer-Syndroms nahmen von
2000 zu 2001 zu.
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Waren es im Jahr 2000 noch 33 Patienten/Jahr so wurden 2001 40 Patienten/ Jahr
untersucht. In den darauf folgenden drei Jahren sank die Anzahl der Anfragen auf 26 bzw.
27 Patienten/Jahr ab.

Relativ konstant blieb die Anzahl der Anfragen nach molekulargenetischer Diagnostik

hinsichtlich eines Apert-Syndroms sowie der Hypo-/Achondroplasie.
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6. Diskussion

6.1 Eigene Daten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine retrospektive Analyse der zur molekulargenetischen
Diagnostik zugewiesenen Indikationen im Flnfjahres-Zeitraum von 2000 bis 2004 am
Institut fur Humangenetik durchgefihrt. Die Gesamtzahl der Zuweisungen wurde nach
Indikationsstellung gruppiert und hinsichtlich der geographischen Verteilung der
Einsender, der zeitlichen Fluktuationen sowie der positiven bzw. negativen Ergebnisse
aufgeschlusselt.

Der Fokus dieser Arbeit lag dabei auf der Krankheitsgruppe der durch FGFR-/TWIST-
Defekte bedingten syndromalen Wachstumsstérungen. Mit einer Gesamtzahl von 714
untersuchten Patienten entspricht diese Gruppe einem Anteil von 6% der gesamten
Zuweisungen in diesem Finfjahreszeitraum.

Innerhalb dieser Krankheitsgruppe préasentiert sich das Muenke-Syndrom mit 33% das am
héufigsten untersuchte Syndrom. An zweiter Stelle steht das Saethre-Chotzen-Syndrom,
welches 27% des Patientenguts ausmacht. Am dritthaufigsten wurden mit 22% Patienten
zur molekulargenetischen Abklarung eines Crouzon- bzw. Pfeiffer-Syndroms zugewiesen.
Die genetische Abklarung eines Apert-Syndroms sowie einer Achondroplasie oder
Hypochondroplasie machen zusammen lediglich ein Drittel der Zuweisungen unter der
Indikationsstellung FGFR- bzw. TWIST-Defekte aus (vgl. Abb. 35)

47



Diskussion

Uberblick: FGFR-/TWIST-Defekte 2000 - 2004
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Abb. 35: Prozentuale Verteilung der FGFR-/TWIST-Defekte
SCS = Saethre-Chotzen-Syndrom

Im Flnfjahresverlauf sind in Bezug auf die Anzahl der untersuchten Patienten kleinere
Fluktuationen, jedoch keine exzeptionellen Anstiege oder Abfalle festzustellen. Die relativ
starkste Fluktuation zeigte sich bei der Indikation zur Bestatigung oder zum Ausschluss der
Verdachtsdiagnose ,,Muenke-Syndrom*. Die Anzahl an untersuchten Patienten nahm von
34 Patienten im Jahr 2000 auf den Hochstwert von 56 Patienten im Jahr 2001 zu. In den
darauf folgenden drei Jahren blieben die Anfragen auf eine Genanalyse hinsichtlich eines
Muenke-Syndroms auf einem etwas niedrigeren Niveau relativ konstant (41 - 46 Patienten/
Jahr).

Die zweitstarkste Schwankung an Patientenzahlen war beim Saethre-Chotzen-Syndrom zu
beobachten. Auch hier stieg zundchst die Anzahl an untersuchten Patienten von 25
Patienten im Jahr 2000 auf 46 Patienten im Jahr 2001, verblieben dann konstant auf Werten
zwischen 43 und 46 Patienten/Jahr, um dann im Jahr 2004 auf einen Tiefstwert von 23
Patienten/Jahr abzufallen.

Auch die Anfragen auf eine Genanalyse bei Verdacht auf ein Crouzon- bzw. Pfeiffer-
Syndrom wiesen eine geringfligige Fluktuation auf. So stieg zunachst ebenfalls die Anzahl
an untersuchten Patienten von 33 Patienten im Jahr 2000 auf 40 Patienten im Jahr 2001. Ab
dem Jahre 2002 sank dann allerdings die Patientenzahl auf einen Wert von 26

Patienten/Jahr und blieb die folgenden zwei Jahre konstant auf diesem Niveau.
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Sehr deutliche Unterschiede fanden sich hinsichtlich der Préazision der klinischen
Verdachtsdiagnosen. Am haufigsten, namlich in 67% der Zuweisungen, konnte die
klinische Verdachtsdiagnose bei dem Apert-Syndrom durch eine molekulargenetische
Untersuchung bestatigt werden. Bei den Genanalysen auf Achondroplasie bestétigte sich
die klinische Verdachtsdiagnose in 33% der Félle. Bei Verdacht auf ein Crouzon-bzw.
Pfeiffer-Syndrom konnte der klinische Verdacht lediglich in 20% der Zuweisungen
bestatigt werden.

Beim Muenke-Syndrom sowie dem Saethre-Chotzen-Syndrom und der Hypochondroplasie
erwies sich die klinische Verdachtsdiagnose in weniger als 15% der Falle als zutreffend.
Diese Ergebnisse verdeutlichen die ausgepragte phénotypische Variabilitat die bei den
einzelnen Erkrankungen besteht. Sie reflektieren vermutlich z. T. auch die
unterschiedlichen Erfahrungswerte der iberweisenden Arzte, bzw. die klinischen
Schwerpunktbildungen fur die Gruppe der FGFR- und TWIST-Defekte.

Bei der geographischen Verteilung der einweisenden Arzte aller Krankheitsgruppen steht
Wirzburg mit 19% aller zugewiesenen Patienten an erster Stelle, gefolgt von Bonn und
Miinchen mit jeweils 7% und Frankfurt am Main und Berlin mit jeweils 6% aller
zugewiesenen Patienten. Bei den einzelnen FGFR-/TWIST-Defekten stammen insgesamt
22% der zugewiesenen Patienten aus Wirzburg selbst. Zweitwichtigstes Einsendegebiet
mit 14% aller zugewiesenen Patienten ist der GroBraum Minchen. An dritter Stelle mit 7%
steht das Klinikum Ansbach, gefolgt von Kliniken in Erfurt und Berlin mit jeweils 4% aller

zugewiesenen Patienten.

6.2 Mutationsraten als Funktion des Alters —

Der ,,paternal-age-effect* beim Apert-Syndrom

Epidemiologische Studien zeigen, dass die Haufigkeit von Punktmutationen mit dem
zunehmenden Alter des Vaters ansteigt. Erklart wird dies durch die Tatsache, dass sich
mannliche Keimbahnzellen auch bei zunehmendem Alter weiterhin teilen. Jede dieser
Teilungen stellt ein geringfugiges Risiko zur Entstehung einer Fehlreplikation dar. Das
Risiko eines Replikationsfehlers, der bei der Sequenzanalyse als Mutation erfasst wird,
bewegt sich generell in den Grossenordnungen von 10 hoch minus 7 bis 10 hoch minus 9
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(NACHMAN et al. 2000; KONDRASHOV 2003). In einer kiirzlichen Arbeit, in der die
Veranderungen von Y-chromosomalen Sequenzen im Verldaufe von 13 Generationen durch
Direkt-Sequenzierung untersucht wurden, bewegte sich die Mutationsrate in der erwarteten
Grolenordnung von 10 hoch minus 8 (KONDRASHOV 2003).

Das Apert-Syndrom ist eine genetische Erkrankung der eine Spontanmutation speziell des
paternalen FGFR2-Gens zugrunde liegt (Ubersicht bei YOON et al. 2009).

MOLONEY und Mitarbeiter konnten den ausschliel3lich paternalen Ursprung der Apert-
Mutationen bereits im Jahre 1996 anhand der Analyse von 57 Neumutationen in Apert-
Familien nachweisen (MOLONEY et al. 1996). Eine Uberraschende Ergédnzung der
paternalen Mutationshypothese stellten GORIELY und Mitarbeiter im Jahre 2003 vor.
Diese Autoren konnten experimentell zeigen, dass Mutationen des FGFR 2-Gens zwar
geringfugig mit dem vaéterlichen Alter zunehmen, die mit dem paternalen Alter stark
ansteigende Haufigkeit von Apert-Geburten jedoch offenbar auch dadurch zu erklaren sind,
dass die mutationstragenden Spermien bevorzugt zur Befruchtung kommen, also einen
offensichtlichen Selektionsvorteil haben (GORIELY et al. 2003). In einer Folgearbeit
konnte die Gruppe um GORIELY et al. im Jahre 2005 die wahrscheinliche Ursache des
Selektionsvorteils plausibel machen. FGFR 2-Mutationen fiihren offenbar zu funktionellen
Veranderungen der kodierten Genprodukte (,,gain of function), welche die klonale
Vermehrung der mutationstragenden Spermatogonien begtinstigen (GORIELY et al. 2005).

In einer Uberaus interessanten Arbeit untersuchten CHOI und Mitarbeiter im Jahr 2008
Hodengewebe von &lteren und jiingeren Spendern. Sie konnten zeigen, dass bei den alteren
Spendern die Spontanmutationen nicht gleichmé&Rig verteilt im Hodengewebe vorkommen,
sondern dass es bestimmte Foci gibt in denen die Mutationsrate drei- bis viermal hoher ist
als im restlichen Gewebe. Sie fanden heraus, dass bei den jingeren Spendern die
Mutationsrate geringer und die Foci kleiner waren als bei den alteren Spendern. Diese
Ergebnisse bestéatigen zwar die Beobachtung, dass die Haufigkeit der Mutationen mit
zunehmendem Alter ansteigt. Gleichzeitig weisen diese Ergebnisse auf eine Giberraschende
Heterogenitat der Mutationsereignisse hin. CHOI et al. gehen davon aus, dass es sich bei

diesen Foci nicht um so genannte ,,Mutations-Hot-Spots*“ handelt, sondern dass vielmehr
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ein Selektionsvorteil fir premeiotische, mutationstragende Zellen die Focus-Bildung erklart
(CHOI et al. 2008).

Letztlich untersuchten YOON und Mitarbeiter im Jahr 2009 mittels PCR einzelne Spermien
von tber 300 nicht betroffenen Spendern unterschiedlichen Alters auf die zwei urséchlichen
FGFR2-Mutationen des Apert-Syndroms. Sie konnten ebenfalls bestéatigen, dass die
Héufigkeit der Mutationen mit dem Alter des Spenders ansteigt, und dass dieser Anstieg
mit der ansteigenden Inzidenz des Apert-Syndroms korreliert ist (siehe Abbildung 35). Der
Anstieg der von YOON et al. beobachteten Mutationen war jedoch hoher als er durch die
Teilungsraten der mannlichen Keimbahnzellen zu erwarten ware. Auch dieses jungste
Ergebnis deutet daraufhin, dass die mutationstragenden, premeiotischen Zellen der
mannlichen Keimbahn einen Selektionsvorteil gegeniuiber den nicht mutierten Zellen haben
(YOON et al. 2009).
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Abb. 36: Aus YOON et al. 2009 — The Ups and Downs of Mutation Frequencies during Aging Can Account
fort the Apert Syndrome Paternal Age Effect

Die Abbildung 36 aus der Arbeit von Yoon et al. zeigt im linken Teil den erwarteten
Anstieg der mutationstragenden Spermien aufgrund der altersabhéngigen Zahl der
Keimbahnteilungen (gestrichelte Linie). Die durchgezogene Linie der linken Abbildung
entspricht der Anzahl an beobachteten Geburten von Kindern mit Apert-Syndrom als
Funktion des véterlichen Alters. Wie man deutlich sehen kann, verlauft diese Kurve sehr

viel steiler.

51



Diskussion

In Ubereinstimmung mit den friiheren Arbeiten von GORIELY et al. (2003; 2005)
interpretieren YOON et al. diesen steileren Anstieg als Folge des Selektionsvorteils der
mutationstragenden premeiotischen Zellen der mannlichen Keimbahn.

Der rechte Teil der Abbildung 35 zeigt die Anzahl der tatséchlich beobachteten Mutationen
pro Millionen Molekiile als Funktion des paternalen Alters. Diese Ergebnisse belegen
definitiv den aufgrund von theoretischen Uberlegungen erwarteten Anstieg der
Punktmutationen als Funktion des vaterlichen Alters. (YOON et al. 2009). Somit ist davon
auszugehen, dass der sogenannte ,,paternale Alterseffekt” beziiglich Punktmutationen,
welche sich als autosomal-dominante Fehlbildungen bzw. Entwicklungsstérungen
manifestieren, auf eine Kombination von alterskorrelierter Mutationshaufigkeit und

Selektionsvorteil mutationstragender Spermien zurtickgehen.

6.3 Therapeutische Aspekte der FGFR-/TWIST-Defekte

Durch den frihzeitigen Verschluss einer oder mehrer Schédelnéhte kdnnen nicht nur
asthetische Probleme auftreten, sondern auch schwerwiegende funktionelle Schadigungen
wie ein erhéhter Hirndruck, Seh- und Horverluste. Deswegen ist eine rechtzeitige
chirurgische Korrektur der pramaturen Synostosen von grof3er Bedeutung. Sie sollte
zwischen dem 4. und 6. Lebensmonat erfolgen. An der neurochirurgischen
Universitatsklinik in Wirzburg wird ein standardisiertes Osteotomieschema angewandt
welches auf der Tongue-in-groove-Technik von TESSIER (1967) beruht und Teilaspekte
des bilateralen frontoorbitalen Advancement von MARCHAC (1978) einschlief3t.

FLAPPER und Mitarbeiter publizierten im Jahre 2009 eine umfassende retrospektive
Studie Uber die intellektuelle Entwicklung von Patienten mit Crouzon-, Pfeiffer- und
Muenke-Syndrom. Uber einen Zeitraum von 35 Jahren wurden in einem australischen
Zentrum fir kraniofaziale Fehlbildungen Patienten mit Crouzon-, Pfeifer- und Muenke-
Syndrom von der Geburt bis zur skelettalen Reife in regelmafiigen Abschnitt untersucht.
Der Schwerpunkt dieser Untersuchungen lag hierbei auf psychologischen und sozialen

Aspekten.
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FLAPPER et al. konnten zeigen, dass die chirurgisch behandelten Patienten generell gut
entwickeln und auch einen héheren Bildungsweg einschlagen kénnen.

Der Artikel verdeutlicht, wie wichtig regelmaRige Kontrollen sind um neu aufgetretene
Probleme friihzeitig erkennen und rezidivierende Synostosen rechtzeitig behandeln zu
konnen (FLAPPER et al. 2009).

Speziell zum Muenke-Syndrom verdffentlichen HONNEBIER et al. im Jahre 2008 eine
Studie, in der die natirliche Entwicklung und das kraniofaziale Wachstum bei Patienten die
in der Kindheit operiert wurden, uber einen langen Zeitraum beobachtet wurden.
Besondere Aufmerksamkeit galt dabei den postoperativen, funktionellen und asthetischen
Ergebnissen. In dieser Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass u. a. auch
geschlechtsabhangige Unterschiede in der Merkmalsauspragung bestehen, die sich vor
allem bei méannlichen Patienten mit unicoronarer Synostose manifestieren.

Des Weiteren stellten HONNEBIER et al. fest, dass bei 43% der Patienten ein zweiter
intrakranieller Eingriff nétig war um die rezidivierende supraorbitale Retrusion zu
beseitigen. Es ist davon auszugehen, dass voraussichtlich alle Patienten schon aus
asthetischen Griinden im Laufe ihres Lebens einen zweiten oder sogar dritten
extrakraniellen Eingriff bendtigen, um die Kontur des Stirnbereiches zu verbessern. Bei
keinem der entsprechend operierten und Uberwachten Patienten kam es zu einem erhéhten
Hirndruck, trotz initial schwerwiegender Klinik. Signifikante Mittelgesichtshypoplasien
konnten ebenfalls nicht beobachtet werden. Allerdings wiesen alle Patienten einen
charakteristischen bilateralen, symmetrischen sensoneuralen Horverlust der tiefen und

mittleren Frequenzen auf.
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Die folgende Abbildung 37 aus der Arbeit von HONNEBIER et al. zeigt exemplarisch den
zeitlichen Verlauf der Entwicklung des kraniofazialen Wachstums bei einem Kind mit

bicoronarer Synostose, das in der friihen Kindheit operiert wurde.
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Abb. 37:  Aus HONNEBIER e al. 2008 — The Natural History of Patients Treated for FGFR3-Associated
(Muenke-Type) Craniosynostosis

Wegen der Hirndruckproblematik kommt der chirurgischen Behandlung beim Saethre-
Chotzen Syndrom eine uber die kosmetischen Aspekte hinausgehende Bedeutung zu.
WOODS et al. publizierten 2009 eine Studie, in der Sie die chirurgischen Eingriffe bei
Patienten mit Saethre-Chotzen-Syndrom evaluieren. Im Vordergrund stand dabei die Rate
an Zweitoperationen bei erhohtem Hirndruck. Das Patientengut bestand aus allen Patienten
mit Auffalligkeiten im TWIST 1-Gen, die im kraniofazialen Zentrum in Oxford im
Zeitraum von 15 Jahren untersucht wurden. Besondere Aufmerksamkeit galt dabei den
chirurgischen Interventionen und den Spétfolgen.

WOODS et al. konnten feststellen, dass Patienten mit Saethre-Chotzen-Syndrom trotz der
primdr durchgefihrten chirurgischen Korrektur eine hohe Rate (35-42%) an
Zweitoperationen aufweisen, der Notwendigkeit durch rezidivierende Anstiege der

intrakraniellen Druckverhéltnisse gegeben war.
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In diesem Zusammenhang betonen die Autoren , dass alle Patienten mit Synostosen und
Merkmalen eines Syndroms auf TWIST 1-Mutationen gescreent werden sollten, da
TWIST-1 positive Patienten ein hoheres Hirndruck-Risiko als Patienten mit nicht-
syndromalen Synostosen haben. RegelméaRige Kontrollen wéhrend der Kindheit seien
unbedingt erforderlich (WOODS et al. 2009).

6.4 Differentialdiagnostische Aspekte - das Muenke-Syndrom und das

Saethre-Chotzen-Syndrom im Vergleich

Wegen der ausgepragten phanotypischen Variabilitat der Kraniosynostose-Syndrome setzt
die optimale Versorgung dieser Patienten eine enge interdisziplindre Zusammenarbeit
voraus. In Wiirzburg waren an dieser engen Zusammenarbeit unter Leitung der Abteilung
flr padiatrische Neurochirurgie der Neurochirurgischen Klinik insbesondere die Klinik fir
Mund-, Kiefer-, und Gesichtschirurgie, die Kinderklinik, die Augenklinik, das Institut fir
Rdntgendiagnostik sowie das Institut fir Humangenetik beteiligt. Eine Vielzahl von
Publikationen auf dem Gebiet der Wachstumsstérungen im Kopf-Schadelbereich sind aus
dieser interdisziplindren Zusammenarbeit hervorgegangen. Beispielhaft seien hier nur
einige dieser interdisziplindren Arbeiten genannt: tber die Trigonozephalie (COLLMANN
et al, 1996), uber eine ungewohnliche FGFR1 Mutation bei einer Patientin mit nicht-
syndromaler Trigonozephalie (KRESS et al, 2000a) tGiber das Mutationsspektrum bei
FGFR2-assoziierten Kraniosynostosen (KRESS et al, 2000b), tber die standardisierte
Evaluation und Dokumentation der klinischen Befunde bei Kraniosynostose-Patienten
(JUNGER et al, 2001), iiber die Skelettanomalien bei Patienten mit Saethre-Chotzen- und
Muenke-Syndromen (TRUSEN et al, 2003), uber Hydrozephalie-Bildung und Therapie bei
Kraniosynostose-Syndromen (COLLMANN et al, 2005).

Eine weitere exemplarische Arbeit, welche nur auf dem Hintergrund enger
interdisziplindrer Zusammenarbeit entstehen konnte, wurde im Jahre 2006 von der
Wirzburger Arbeitsgruppe veroffentlicht (Kress et al, 2006). Es handelt sich um eine
Studie, die zum Ziel hatte, verschiedene phénotypische und funktionelle Merkmale bei
Patienten mit Saethre-Chotzen-Syndrom und Muenke-Syndrom herauszuarbeiten, um diese
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anhand der unterschiedlichen Merkmale klinisch voneinander abgrenzen zu kénnen
(KRESS et al. 2006). Es gelang den Autoren, spezifische Merkmale fir das jeweilige
Syndrom herauszuarbeiten. So konnten das klassische Saethre-Chotzen-Syndrom,
basierend auf einer TWIST 1-Mutation, phanotypisch anhand folgender Merkmale vom
Muenke-Syndrom abgegrenzt werden:* tief liegender frontaler Haaransatz, Ptosis,
auffallige Ohrlange, erweiterte Parietalforamina, interdigitale Weichteilfusionen, Hallux
valgus oder breite GroRzehen mit gespaltenen distalen Phalangen.* Noch deutlicher zeigten
sich jedoch die funktionellen Unterschiede zwischen den beiden, klinisch sehr &hnlichen
Syndromen. Charakteristisch fur das Saethre-Chotzen-Syndrom ist ein erhdhter Hirndruck,
hervorgerufen durch eine friih fortschreitende VVerkndcherung der Suturen, wéhrend mit
dem Muenke-Syndrom eine primére mentale Retardierung und ein sensoneuraler
Horverlust assoziiert sind (KRESS et al. 2006).

Die folgende Tabelle (Tab. 2) aus der Arbeit von KRESS et al. (2006) fasst die
wesentlichen Unterschiede zwischen dem Saethre-Chotzen Syndrom (TWIST-1 Mutation)

und dem Muenke-Syndrom (FGFR3-Mutation) zusammen.

TWIST mutation FGFR3, Pro250Arg

(n=71) (n=42)
Progressive synostosis 82 (57) 20 (30)
Intracranial hypertension 35 (68) 0 (39)
confirmed
Mental retardation 5(58) 35 (34)
(age >4 yrs)
Subnormal ear length 43 (63) 0(37)
Sensorineural hearing 0 (60) 34 (32)
deficit
Enlarged parietal 55 (58) 0(37)
foramina
Cutaneous syndactyly 52 (69) 0(42)
dig. 2/3
Bifid great toe (X-ray) 44 (43) 0 (20)

Tab.2:  Aus KRESS et al. 2006 — Saehtre-Chotzen syndrome caused by TWIST1 gene mutations:
functional differentiation from Muenke coronal synostosis syndrome

57



Diskussion

6.5 Aspekte der pranatalen Diagnostik der Achondroplasie

Die Achondroplasie gehort mit zu den hdufigsten Formen des kurzgliedrigen Kleinwuchses
beim Menschen. Umso wichtiger ist eine friihzeitige Erkennung dieser
Entwicklungsstérung, welche bereits préanatal durch die Sonographie erkannt werden kann.
BOULET und Mitarbeiter verdffentlichten im April 2009 eine Studie, in der Sie zwei neue
sonographische Merkmale fiir die pranatale Diagnostik der Achondroplasie beschreiben.
Normalerweise fallen die Feten bei dem Routine-Ultraschall im dritten Trimenon der
Schwangerschaft durch sehr kurze Réhrenknochen auf. Bei betroffenen Feten liegen die
Messwerte der langen R6hrenknochen meist unterhalb der dritten Perzentile fiir das
jeweilige Schwangerschaftsalter. Kopf- und Abdomenwerte kénnen normal sein, sind
jedoch haufig vergroRert. Bei diesen Merkmalen handelt es sich jedoch um relativ
unspezifische Zeichen, (,,soft markers*) sodass der Goldstandard der Diagnostik weiterhin
die DNA-Analyse darstellt. Bei den von BOULET et al. beschriebenen neuen
sonographischen Merkmalen handelt es sich um Auffélligkeiten des proximalen Femurs.

Die Autoren konnten beobachten, dass bei betroffenen Feten

1. die Grenzflache zwischen Metaphyse und Epiphyse, die normalerweise leicht konvex ist,
sich viel abgerundeter darstellt, und dass

2. der Winkel zur Diaphyse viel groRer ist als normal.

Bei 653 gesunden Feten erschien die proximale Femurmetaphyse unauffallig, was auf eine
hohe Spezifitat der zwei Merkmale hindeutet (BOULET et al. 2009).
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6.6 Bedeutung der molekulargenetischen Bestatigung / Ausschluss der
klinischen Verdachtsdiagnose bei FGFR- bzw- TWIST-Defekten

Auch wenn, wie an den vorhergehenden Beispielen gezeigt, die bildgebenden Verfahren
einschlieBlich vorgeburtlicher Sonographie zur klinischen Verdachtsdiagnose einer
isolierten oder syndromalen Wachstumsstérung beitragen kénnen, beruht die Bestatigung
der Art und Ursache einer Stérung auf dem Ergebnis der Mutationsanalyse. Eine definitive
Bestatigung ist jedoch nur beim positiven Nachweis einer Genveranderung maoglich. Ist das
Ergebnis der molekulargenetischen Untersuchung negativ, d. h. lasst sich in dem
untersuchten Gen keine krankheitsbedingende Genveranderung nachweisen, so bleibt die
Madglichkeit einer urséchlichen, jedoch mit den gegenwértigen Analyse-Methoden nicht
erfassbaren Genveranderung bestehen. Dariiberhinaus besteht bei den phanotypisch zumeist
sehr variablen Entwicklungsstérungen im Bereich der FGFR- bzw. TWIST-1 Defekte
jedoch auch die Mdglichkeit von sogenannten ,,Phanokopien®, deren Entstehung nicht
zwangslaufig mit genetischen, sondern ebenso mit externe Faktoren (z.B. intrauterine
Exposition gegenuber infektidsen bzw. teratogenen Substanzen und Agenzien)
zusammenhangen kénnen.

Als behandelnder Arzt sollte man sich daher der Limitationen der molekulargenetischen
Analyse bewusst sein und gegebenenfalls externe Faktoren in seine

differentialdiagnostischen Erwagungen einbeziehen.
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7. Zusammenfassung

Im Zeitraum 2000 - 2004 wurden dem Institut fur Humangenetik der Universitat Wirzburg
insgesamt 12.049 Patienten zur molekulargenetischen Diagnostik zugewiesen.
Anforderungen zum Ausschluss von FGFR-/TWIST-Defekten machen hierbei 6% des

gesamten Patientenguts aus (714 untersuchte Patienten).

Innerhalb der Krankheitsgruppe der FGFR-/TWIST-Defekte steht die molekulargenetische
Bestatigung bzw. der Ausschluss eines Muenke-Syndroms mit 219 Patienten im Zeitraum
2000-2004 an erster Stelle.

An zweiter Stelle folgt das Saethre-Chotzen-Syndrom mit 180 untersuchten Patienten.

Am dritthdufigsten wurden Anfragen zur molekulargenetischen Diagnostik bei VVerdacht
auf ein Crouzon-/bzw. Pfeiffer-Syndrom (152 Patienten) gestellt.

Die Zahl der Anforderungen blieb im Funfjahresverlauf relativ konstant, d. h. es gab in
Bezug auf die Anzahl der untersuchten Patienten/Jahr nur geringfugige Fluktuationen. Die
Anforderungen einer molekulargenetischen Diagnostik bei klinischem Verdacht auf
FGFR-/TWIST- Defekte kamen schwerpunktmaf3ig aus Wirzburg, Munchen, Ansbach,

Erfurt und Berlin.

Am haufigsten konnte die klinische Verdachtsdiagnose beim Apert-Syndrom durch den
Mutationsnachweis im FGFR2-Gen bestatigt werden (in 67% der Falle).

An zweiter Stelle, d. h. in 33% der Falle, konnte durch die molekulargenetische Diagnostik
des FGFR3-Gens die Verdachtsdiagnose der Achondroplasie bestétigt werden.

Am dritthaufigsten, d.h. in 20% der Félle konnten die Genanalysen die Verdachtsdiagnose

Crouzon-/bzw. Pfeiffer-Syndrom bestatigen.

Die groiiten differentialdiagnostischen Schwierigkeiten bestehen klinischerseits offenbar
beim Muenke-Syndrom (FGFR3) sowie beim Saethre-Chotzen-Syndrom (TWIST1) und
der Hypochondroplasie (FGFR3). Bei diesen Entitaten konnte die klinische
Verdachtsdiagnose lediglich in weniger als 15% der Félle auf der molekulargenetischen

Ebene bestatigt werden. Diese Ergebnisse verdeutlichen die ausgepragte phanotypische
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Variabilitat die bei den einzelnen Erkrankungen besteht. Die molekulargenetische
Bestatigung bzw. der Ausschluss der klinischen Verdachtsdiagnose bildet die Grundlage
flr Prognose und Therapie der Patienten. Dies wird insbesondere hinsichtlich der
Implikationen der molekulargenetischen Differenzierung zwischen den phénotypisch
ahnlichen Kraniosynostose-Syndromen (Saethre-Chotzen vs. Muenke) deutlich.

Z. B. kennzeichnen progressive multisuturale Fusionen das Saethre-Chotzen-, nicht jedoch
das Muenke-Syndrom. Wegen des hohen Risikos einer rekurrenten intrakraniellen

Hypertension bendtigen SCS-Patienten im Kindesalter eine regelmaRige Kontrolle.
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8. Summary

During a five year time period (2000 - 2004) the Department of Human and Medical
Genetics at the University of Wurzburg School of Medicine received a total of 12.049
requests for molecular genetic investigations of a variety of inherited conditions. The group
of patients requiring exclusion and/or confirmation of defects in the FGFR- and TWIST
genes amounted to 6% of the total requests (714 patients). The most frequent requests for
mutation analysis involved patients with the clinical suspicion of Muenke-syndrome (219
patients), followed by patients thought to be affected by the Saethre-Chotzen syndrome
(180 patients). Third in frequency were patients in whom the clinicians requested the
exclusion and/or confirmation of the Crouzon and Pfeiffer syndromes (152 patients). The
number of requests remained quite constant throughout the five year period, with only
minor fluctuations. Most of the requests originated from clinical centres in Wurzburg,
Munich, Ansbach, Erfurt and Berlin. In terms of the molecular confirmation of the clinical
diagnosis, the Apert-syndrome ranked first with 67% of cases confirmed by mutation
analysis. In contrast, the growth disorder achondroplasia could be confirmed at the
molecular level in only 33% of the referrals. This figure was even lower (around 20%) for
the clinical suspicion of the Crouzon and/or Pfeiffer syndromes. With only 15% positive
results of the mutation analysis Muenke and Saethre-Chotzen syndromes ranked last. These
relative low yields of patients who proved positive for the respective mutations reflect the
difficulties with regard to differential diagnosis of phenotypically overlapping and highly
variable clinical conditions. Exclusion and/or confirmation of a molecular defect in one of
the disease causing genes therefore is the starting point for the optimal clinical management
of these patients. This is illustrated by the comparison between syndromes with overlapping
clinical features, such as the Saethre-Chotzen and the Muenke syndromes: whereas
progressive multisutural fusions (with a high risk of recurrence after surgical intervention)
characterize the variable TWIST1 mutations causing Saethre-Chotzen syndrome, the
Pro250Arg substitution in FGFR3 underlying the Muenke syndrome leads to mental delay
and sensorineural hearing loss rather than intracranial hypertension. Because of the high
risk of recurrent intracranial hypertension, Saethre-Chotzen patients require close follow-
ups during their childhood years.
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