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Zusammenfassung

Einfuhrung: Osteogenesis Imperfecta ist eine heterogene Gruppe hereditarer Bin-
degewebserkrankungen und prasentiert sich mit grof3er klinischer und genetischer
Variabilitat. Hauptmerkmal der Erkrankung sind eine erniedrigte Knochendichte-und
fragilitat, einhergehend mit erhdhter Frakturneigung. Die klinische Auspragung
reicht von mild betroffenen Individuen bis hin zu perinatal letalem Krankheitsbild.
Ein Verstandnis der Pathophysiologie der Erkrankung und Genotyp-Phanotyp-Kor-
relation zeigt sich essenziell fir die Prognose sowie Therapiemdglichkeiten. Korre-
lationsanalysen sind gegenwartig Inhalt der Forschung und zeigen verschiedene

Hypothesen.

Methode: Zur Eruierung dieser Thematik wurde eine retrospektive Datenanalyse
aus einem Register mit 31 Patientinnen mit heterozygoten, pathogenen Varianten
in den Genen COL7A71 und COL1A2 mit der klinischen Diagnose einer Osteogene-
sis Imperfecta bzw. eines Osteogenesis Imperfecta/Ehlers-Danlos-Overlap-Syn-
drom durchgefuhrt sowie eine umfassende Literaturrecherche  mit
Gegenuberstellung von bereits publizierten Fallen identer oder ahnlicher pathoge-

ner Varianten betrieben.

Ergebnis: Glycin-Substitutionen in der a1(l)-Kette der Triple Helix-Doméane flihren
eher zu einem letalen OI-Typ-ll als jene in der a2(l)-Kette. Patientinnen mit Glycin-
Substitutionen in COL1A17 im Bereich des N-Terminalen Ende der Triple-Helix sind
mit einem milden OI-Typ-l assoziiert, wahrend Glycin-Substitutionen im Bereich des
C-Terminalen-Ende der Triple-Helix-Kette mit einem schweren-letalen OI-Typ-Il o-
der -V assoziiert sind. Im Gegensatz hierzu zeigt sich, dass der klinische Schwere-
grad der Glycin-Substitutionen in der o2(l)-Kette nicht mit einem gehauften
Auftreten im Bereich des N-oder C-Terminalen-Ende der Triple-Helix assoziiert ist,
sondern zufallig im gesamten Bereich der Triple-Helix auftritt.Bezuglich der OI/EDS-
Overlap-Syndrom Patientinnen zeigt sich, dass die Halfte aller Mutationen im Be-
reich des N-Terminalen-Ende der Triple-Helix auftritt. Die klinische Symptomatik
zeigt sich in beiden Genen ahnlich, mit haufigem Auftreten von Frakturen, Orthopa-
dischen Merkmalen und Blauen Skleren. Interfamiliar kann, bei unterschiedlicher



klinischer Auspragung bei identer Mutation, kein direkter Ruckschluss von Genotyp

auf Phanotyp gezogen werden.
Schlussfolgerung: Weiterhin ist eine genaue Phanotyp-Genotyp-Korrelation un-

klar, dank intensiver Forschung zeigen sich jedoch zahlreiche vielversprechende

Hypothesen.



Abstract

Introduction: Osteogenesis Imperfecta is defined as a heterogenous group of he-
reditary connective tissue disorders characterized by an increased clinical and ge-
netic variability. Characteristic features of the disease are a reduced bone mass and
fragility, followed by a higher incidence of bone fractures. The clinical manifestation
ranges from mildly affected individuals to a perinatal lethal form. An understanding
of the underlying pathophysiology of the disease as well as of the genotype-pheno-
type-correlation is essential for the prognosis and therapy. Correlation analysis are

currently the subject of research und show different hypothesis.

Methods: To investigate this topic a retrospective data analysis from a register of
31 patients with heterozygous, pathogenic variants in the genes COL1A71 and
COL1A2 with the clinical diagnosis of Osteogenesis Imperfecta respectively Osteo-
genesis Imperfecta/Ehlers-Danlos-Overlap-Syndrom was performed. Furthermore,
a comprehensive literature research was conducted with comparison of already

published cases with the same or similar pathogenic variants.

Results: Glycine substitutions in the a1(l)-chain of the triple helix domain rather
lead to a lethal Ol-type-I than those in the a2(l)-chain. Patients with glycine substi-
tutions in COL1A1 near the N-terminal end of the triple helix are associated with a
mild Ol type-l, whereas glycine substitutions near the C-terminal end of the triple
helix are associated with a severe-lethal Ol type-Il or -IV. In contrast it turns out that
the severity of glycine substitutions in the a2(l)-chain is not associated with a fre-
quent occurrence near the N-or C-terminal end of the triple helix, but occurs rather
randomly along the triple helical domain. Regarding the OI/EDS-Overlap-syndrome
patients it is shown that half of the mutations occur in the area near the N-terminal
end of the triple helix. The clinical symptoms are similar in both genes, with frequent
occurrence of fractures, orthopedic features and blue sclera. In the families with the

same variant no direct conclusion can be drawn from genotype to phenotype.

Conclusion: Still an exact phenotype-genotype correlation is unclear, but thanks to

intensive research numerous promising hypotheses have emerged.



1. Einleitung

1.1. Osteogenesis Imperfecta

1.1.1. Klinik und Epidemiologie

Osteogenesis Imperfecta (Ol) ist eine Bindegewebserkrankung der Knochen-
matrixformation und des Remodeling, welche sich mit grol3er phano- sowie genoty-
pischer Variabilitat prasentiert. Verursacht wird die Erkrankung durch Mutationen in
jenen Genen (COL1A1, COL1A2), welche fur Typ-I-Kollagen codieren. Typ-I-Kol-
lagen macht den Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix von Knochen und Haut
aus. Heutzutage weild man, dass auch zahlreiche Mutationen in Kollagenzugehori-
gen Genen Ol verursachen kénnen.

Charakteristika der Ol sind eine niedrige Knochendichte sowie Knochenfragilitat,
welche eine Pradisposition fur Frakturen der langen Knochen, Wirbelkorperkom-
pressionen, Deformitaten der langen Knochen, Rippen und Wirbelsdule sowie
Wachstumsretardierung darstellen. Weiters konnen assoziierte sekundare Merk-
male, wie beispielsweise blaue Skleren, Schallleitungs-/empfindungsschwerhorig-
keit, Zahnanomalien (Dentinogenesis Imperfecta), Skoliose,
Herzklappenerkrankungen, Muskelschwache und erhéhte Bandbeweglichkeit auf-
treten.

Die intellektuellen Fahigkeiten sind in der Regel nicht beeintrachtigt. Die Manifesta-
tionsformen reichen vom bereits intrauterinen Fruchttod bis hin zu sehr milden OI-
Symptomen im hoéheren Lebensalter. Die unterschiedlichen Schweregrade der Ol
konnen nur teilweise durch das ursachliche Gen bzw. den Typ von Mutation erklart
werden. Ein Verstandnis der unterschiedlichen pathophysiologischen Pathways ist
Voraussetzung zur Entwicklung neuer therapeutischer Optionen sowie Verbesse-
rung der Lebensqualitat dieser Patienten 2.

Die genaue Inzidenz der Ol ist unklar, liegt zwischen 1:15.000-1:20.000, und wird
zu den sogenannten® Orphan diseases” gezahlt, also seltenen Erkrankungen, die
laut Definition der Europaischen Union weniger als 1:2000 Einwohner betreffen 36,
Das Gebiet der Ol-Forschung hat von den neuesten Fortschritten der klinischen und
molekularen Charakterisierung profitiert. Hierdurch zeigt sich ebenso eine Verbes-

serung der klinischen Diagnose und des Managements.



In der Vergangenheit war Ol als autosomal-dominante Erkrankung bekannt, welche
durch einen Typ-l Kollagen Defekt entsteht. Zwischen 85-90% aller OlI-
Erkrankungen werden durch strukturelle oder quantitative Mutationen in den Typ-I-
Kollagen-Genen verursacht 7.

Der heutige Stand der Forschung zeigt die Entdeckung zahlreicher autosomal-re-
zessiver genetischer Formen der Erkrankung. Im Jahr 2006 wurde das erste nicht-
Kollagen-Gen fir eine rezessive Form der Ol identifiziert und zeigte somit neue Pa-
thomechanismen der Ol auf 8°, Seither sind ungefahr 18 weitere Gene, welche eine
Ol verursachen konnen, bekannt und die Erkrankung hat sich hin von einem klar
definierten klinischen Erscheinungsbild zu einer Gruppe heterogener genetischer
Erkrankungen gewandelt. Die meisten dieser Gene kodieren fir Proteine, welche in
der Kollagensynthese und posttranslationalen Modifikation involviert sind, jedoch
auch fur jene, welche an der allgemeinen Knochenmineralisierung und Osteoblas-
ten-Entwicklung beteiligt sind. Durch Mutationen in jenen Genen kommt es zu quan-
titativen sowie qualitativen Beeintrachtigung des Skelettsystems '-10.

Es existieren zahlreiche Modellansatze zu einer Erklarung einer mdglichen Geno-
typ-Phanotyp-Korrelation. Die ersten Modelle fokussierten sich auf die Kollagen-
Kette, in welcher die Mutation auftritt. Man ging davon aus, dass Mutationen in dem
Gen COL1A1 schwerwiegender als jene in dem Gen COL1AZ2 sind. Erklart wurde
dies dadurch, dass Typ-I-Kollagen-Heterotrimere zwei Kopien der a1(1)-Kette ent-
halten, sodass eine zufallige Anordnung der mutierten Ketten dazu fihrt, dass bis
zu 75% der Heterotrimere eine oder mehrere abnormale a1(1)-Ketten enthalten. Im
Gegensatz hierzu wurden nur bis zu 50% der Heterotrimere abnormale o2(1)-Ketten
enthalten 11-13,

Eine spater etablierte Theorie fokussierte sich auf eine verzogerte Faltung der Helix
aufgrund von Glycin Substitutionen. Es wurde erkannt, dass Mutationen in der
Triple-Helix-Domane zu zusatzlicher Hydroxylierung und Glykosylierung an N-Ter-
minalen Enden an der Stelle der veranderten Sequenz mit Folge einer verzégerten
Helixfaltung fihren. Man schloss daraus, dass der klinische Schweregrad der Er-
krankung mit der Position der Mutation korreliert. Jene Mutationen, welche sich
nahe am C-Terminalen-Ende der a1(l)-Ketten befinden, waren mit einem letalen
Krankheitsbild assoziiert, wahrend jene, welche sich am N-Terminalen-Ende lokali-

siert zeigen, mit einem moderaten bis milden Krankheitsbild assoziiert waren. Jene



Mutationen, welche mittig lokalisiert waren, wurden mit einem schweren, nicht-leta-
len Krankheitsbild assoziiert 114,

Ein weiteres Modell beschaftigte sich mit der Stabilitat der Kollagen-Typ-I Helix. Man
ging davon aus, dass Mutationen, welche hoch-stabilisierende Regionen der Helix
unterbrechen mit einem klinisch schwerwiegenderen Phanotyp einhergehen als Mu-
tationen in niedrig-stabilisierenden Regionen 1:15.16,

Weitere Theorien zeigten, dass letale Mutationen in a2(l)-Ketten seltener auftreten
als in al(l)-Ketten und in Clustern oder regelmaligem Abstand anzutreffen

Sind11,17,18_

1.1.2. Klassifikation nach Sillence

Seit 1979 erfolgt die klassische Einteilung der Ol nach Sillence in vier Typen. Diese
werden durch dominant vererbte Mutationen in COL1A1 sowie COL1A2 verursacht
und die Klassifikation erfolgt anhand der klinischen Prasentation, der radiologischen
Merkmalen sowie des Vererbungsmuster. Der Typ-l ist charakterisiert durch blaue
Skleren, nahezu unauffalliges Korperwachstum und late-onset Hoérverlust. Eine
Dentinogenesis Imperfecta fehlt hier normalweise. Die letale Form der Ol, meist
bereits intrauterin auftretend, wird als Typ-Il bezeichnet. Der Typ-lll ist eine schwere
Form der Ol, gekennzeichnet durch progressiv fortschreitende Deformitaten und
extremen Kleinwuchs. Typ-V zeigt sich in der Regel schwerwiegender als Typ-l,
allerdings milder als Typ-Il und -lll, mit weiRen Skleren, Kleinwuchs, Knochendefor-
mitat und Dentinogenesis Imperfecta. Die Einteilung der Nomenklatur erfolgte be-
reits vier Jahre vor der Entdeckung des genetischen Ursprungs der Erkrankung,
denn erst 1984 wurde festgestellt, dass ein Kollagendefekt zur Ol fiihren kann 21019,
Heutzutage gibt es neue Ansatze der Typeneinteilung der Ol anhand von weiteren
Symptomen, histologischen sowie molekulargenetischen Befunden. Einerseits ba-
sierend auf den klinischen Erscheinungsbildern der rezessiven Ol, andererseits ein
genetisch funktioneller Ansatz, wobei die Sillence Typen I-IV fiur Mutationen in
COL1A1 und COL1A2 verwendet werden und neue Gene zusatzliche Typennum-

mern, basierend auf der genetischen Mutation ohne klinische Korrelation, erhalten
2,10



1.1.3. Mechanismus und Pathophysiologie

1.1.3.1. Biosynthese Kollagen
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Kollagen Biosynthese. A) Intrazellularer Weg

B) Extrazellularer Weg.

Die Kollagensynthese kann in einen intrazellularen und einen extrazellularen Weg
unterteilt werden. Beim intrazellularen Weg lagert sich die mRNA nach abge-
schlossener Transkription an die freien Ribosomen und beginnt mit der Translation
des Praprokollagen. Zusammen mit dem Signalpeptid verbindet sich das Ribosom
mit dem rER und fihrt die weiter Biosynthese in das Lumen des ER fort. Im weite-
ren Schritt kommt es durch die Hydroxylase und weitere Cofaktoren zur Hydroxi-

lierung von Prolin zu Hydroxyprolin und Lysin zu Hydroxylysin. Dies ist besonders



fur die Stabilitat des Kollagenmolekuls wichtig, da es hierdurch zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen kommt, welche die drei Einzelhelices in ihrer Ver-
drillung unterstitzen. Im weiteren Verlauf kommt es zur Glykolisierung des Prokol-
lagen und an den Enden der Peptidkette werden Registerpeptide befestigt, Gber
die jeweils drei Prokollagenmolekule zu einer Triplehelix via Disulfidbricken ver-
bunden werden. Im extrazellularen Weg kommt es zu einer Abspaltung der uber-
schussigen Registerpeptide durch eine Peptidase und die Prokollagenmolekule
lagern sich zusammen. Mithilfe von Lysoxyl-Oxidasen kénnen kovalente feste Ver-
knUupfungen ausgebildet werden, welche wichtig fur die Zugfestigkeit des Kolla-
gens sind. Durch Quervernetzungen zwischen den Kollagenmolekulen entstehen
die Tropokollagenmolekiile, die zu Protofilamenten aneinandergereiht werden und
sich zu Kollagenfibrillen verbinden. Diese werden im nachsten Schritt zu Faser-
blindeln, den Kollagenfasern, zusammengefligt 2°.

Im Weiteren wird detaillierter auf die einzelnen Schritte der Biosynthese eingegan-

gen.

1.1.3.2. Strukturelle und quantitative Kollagen Defekte

Die zwei Hauptgene der Ol, COL1A71 und COL1A2, zahlen zu den haufigsten Aus-
|6sern der Erkrankung. Aufgrund der GroRRe der beiden Gene sind zahlreiche Muta-
tionen bekannt, welche zu sehr unterschiedlichen Krankheitsbildern fuhren kénnen.
COL1A1 ist lokalisiert am Chromosom 17 und besteht aus 51 Exons, wahrend
COL1A2 am Chromosom 7 lokalisiert ist und aus 52 Exons besteht. Eine zuverlas-
sige Genotyp-Phanotyp Korrelation konnte bisher nicht identifiziert werden. Grund-
satzlich konnen zwei Pathophysiologien unterschieden werden: Einerseits die
,Loss-of-function“ Mutationen, welche zu einer Haploinsuffizienz fuhren. Hier kommt
es zu einer Verminderung der Genexpression und daraus resultierend zu einer ver-
minderten Menge von normalem Typ-| Kollagen, jedoch ohne Beeintrachtigung der
Qualitat. Diese Mutationen sind meist mit einer milden Form der Ol (Typ-l) assozi-
iert. Im Gegensatz dazu kdnnen strukturelle Defekte (haufig Gylcin Substitutionen)
in veranderter Struktur der Kollagenmolekiile resultieren und kdnnen sowohl zu mil-
den bis hin zu letalen Ol Formen fiihren *1°,

Durch diese Veranderungen wird ebenso die Knochenresorption stimuliert, da ver-
sucht wird, qualitativ geminderten Knochen abzubauen. Osteoblasten produzieren

aufgrund des vermehrten Abbaus und der verminderten Knochenstabilitat reichlich



Osteoid von geringer Qualitat. Hierdurch entwickelt sich eine sogenannte ,high tur-

nover Osteoporose” 2!,

1.1.3.3. Defekte der Kollagen Synthese, Prozessierung und Reifung

Die Kollagen Typ-| Biosynthese setzt sich aus diversen Schritten zusammen und
bendtigt zahlreiche Proteine flr die post-translationale Modifikation, Faltung, Trans-
port und Qualitatskontrolle. Mutationen in ebendiesen Genen kénnen ebenso zum
klinischen Bild einer Ol fihren wie Mutationen in den Kollagen-Genen (COL1A1,
COL1A2)".

Typ-I Kollagen ist ein Triple-Helix-Molekul bestehend aus zwei pro-a.1(l) Ketten so-
wie einer pro-a2(l) Kette, welche durch COL71A1 und COL1A2 kodiert werden. Es
ist die Hauptkomponente der Extrazellularmatrix von Knochen, Haut und Sehnen.
Die Kollagen-Triplehelix besteht aus einer einfachen Struktur, allerdings zeigt sich
die Biosynthese von Prokollagen Typ-l dulRerst komplex 0.

Kollagen wird als Prokollagenmolekul synthetisiert und besteht aus einem N-termi-
nalen sowie C-terminalen globularen Pro-Peptid, welches die helikale Domane flan-
kiert. Die helikalen Domanen bestehen aus ununterbrochenen Wiederholungen von
Gly-Xaa-Yaa Triplets, in welchen die Aminosaure Glycin systematisch an jedem
dritten helikalen Rest auftritt, wahrend die Aminosauren Prolin und Hydroxyprolin
haufig an den X-bzw. Y-Positionen vorkommen. Mehr als 1600 verschiedene krank-
heitsverursachende Varianten wurden innerhalb des Kollagen Typ-l beschrieben.
Die Mehrheit tritt in dem fir die Triplehelix codierenden Teil der Gene auf .

Die entfalteten Ketten werden zahlreichen posttranslationalen Modifikationen unter-
zogen. Im rauen Endoplasmatischen Retikulum beginnt die Faltung der drei pro-a-
Ketten an ihrem C-terminalen Ende zu einer Triplehelix und setzt sich reil3ver-
schlussartig zu dem N-Propeptid fort 22.

Dieser Prozess findet nach Abschluss der Synthese der pro-a-Ketten und wahrend
ihrer posttranslationalen Modifikation statt und wird héchstwahrscheinlich durch die
cis-trans Isomerisierung der Prolin-Peptidbindung geschwindigkeitslimitiert 23.

1.1.3.3.1. P4HB
Die Kollagen Triple-Helix-Domanen der pro-o-Ketten sind weitestgehend hydroxy-

liert und gylkolisiert. Die Hydroxylierung mehrerer Prolinreste durch den Prolyl-4-



Hydroxylase Komplex verleiht der Triplehelix thermische Stabilitat. Eine Unterein-
heit dieses Komplexes ist das Protein PDI (Protein Disulfid Isomerase), welches
durch das P4HB Gen kodiert wird. Mutationen in diesem Gen fuhren zu Typ | Cole-
Carpenter-Syndrom und sind klinisch ebenso im Zusammenhang mit moderater bis

schwerer Ol beschrieben. Der genaue Pathomechanismus hierbei ist unklar 124,

1.1.3.3.2. PLOD2

Durch die Hydroxylierung einiger Lysinreste durch die Lysylhydroxylase 1 und 2
(LH1, LH2) kommt es zu Vernetzungen innerhalb der Molekile sowie zu zusatzli-
cher Stabilitat. Weiters entstehen Bindungsstellen fur Kohlenhydrateinheiten, ent-
weder Galactose oder Glucosyl-Galactose, welche unverzichtbar fir die
Kollagenstabilitat sind. LH2 wird durch PLODZ2 codiert und Mutationen in diesem
Gen koénnen zum Bruck-Syndrom-Typ 2 sowie Ol Typ-XI fuhren. Klinisch prasentie-
ren sich die Patienten mit moderaten bis schweren Skelettveranderungen und pro-
gressiven Gelenkskontrakturen. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat
von LH2 durch die Chaperone HSP47 (codiert durch SERPINH1) sowie FKBP65
(codiert durch FKBP10) im Endoplasmatischen Retikulum (ER) reguliert wird '-24.

1.1.3.3.3. P3H1, CRTAP und PPIB

Im Gegensatz dazu erfolgt die Hydroxylierung von spezifischen Prolin-Resten im
Kollagenmolekil an Position Pro986 der a.1(l) Ketten und Position Pro707 der o2(l)
Ketten vollstandig oder teilweise durch den Prolyl-3-Hydroxylyierungs-Komplex,
welcher aus Prolyl-3-Hydroxylase-1 (P3H1), Knorpel-assoziiertem-Protein
(CRTAP) und Cyclophylin B (PPIB) besteht 7-25.

Diese Proteine sind daflir bekannt, als Kollagen-spezifische ER-Chaperone zu fun-
gieren und wurden als Erste fur die Ursache der autosomal rezessiven Ol beschrie-
ben 8,9,26-33_

Kommt es zu Mutationen in jenen drei Genen (P3H1, CRTAP und PPIB) fuhrt dies
zu Ol unterschiedlicher Schweregrade. Pathophysiologisch kommt es durch Muta-
tionen in jenen Genen zu einer Verminderung der Prolin-986 Hydroxylierung, wel-
che eine Verzogerung der Kollagenfaltung zur Folge hat. Eine intrazellulare
Retention sowie Aggregation von Ubermodifizierten Kollagen a-Ketten kann einen

Zelltod induzieren.



Alle Falle der CRTAP- oder P3H1-Defekte teilen sich dieselben biochemischen Ei-
genschaften und fuhren zu einer heterogenen klinischen Prasentation ahnlich zur
Ol, welche durch COL1A1/COL1A2 Mutationen verursacht wird. Mutationen in die-
sen Genen flhren meist zu schweren Ol-Formen, welche haufig bereits intrauterin
zu Frakturen fuhren kénnen. Eine Ol, welche durch PPIB-Defekte verursacht wird,
zeigt sich aulert selten und biochemisch deutlich unterschiedlich. Cyclophilin B
(PPIB) stellt die cis-trans Isomerisierung der Kollagen-Prolyl-Peptid Verbindung si-
cher und zusammen mit FKBP65, ein molekulares Chaperon, verhindert es eine
vorzeitige Zusammensetzung der Prokollagenketten in Fibrillen. Weiters kann Cyc-
lophilin B die Lysyl-Hydroxylierung der Kollagenketten sowie intermolekulare Ver-
netzungen beeinflussen, indem es mit der LH1 interagiert. Die Patienten sind

klinisch meist sehr schwer betroffen 1.34.

1.1.3.3.4. ADAMTS2

Zusammengefligte Prokollagene werden via Golgi-vesikularem-Transport in den
Extrazellularraum sezerniert. lhre N-und C-Propeptide werden anschlieend durch
spezifische Proteinasen gespalten. Hierdurch bilden sich die reifen Tropokollagen-
Molekule, welche sich zu den charakteristischen Kollagenfibrillen formieren. Diese
werden durch kovalente Vernetzungen zwischen Hydroxylysyl-und Lysylresten der
N-und C-Telopeptide und den hydroxylierten Seitenketten stabilisiert. Kommt es zu
einer fehlerhaften N-Propeptid-Spaltung durch das Enzym ADAMTS2, entsteht das
Ehlers-Danlos-Syndrom Typ-VIIC 34,

1.1.3.3.5. BMP1

Die Spaltung des C-Propeptids ist komplexer, hier sind vier verschiedene Proteasen
sowie Veranderungen durch Enhancer Proteine beteiligt. BMP1 ist ein Gen, wel-
ches flur die Protease BMP1 codiert und wichtig fir die Spaltung von C-Propeptiden
ist. Mammalian Tolloid Protein (mTLD) ist ein alternatives Splice-Produkt von
BMP1. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass Mutationen im wichtigsten C-Pro-
tease-Enzym BMP1/mTLD zu schwerer Ol fiihren 353,

Durch ein Fehlen der BMP1/mTLD-Funktion kommt es zu einer Veranderung der
C-terminalen Prozessierung beider Prokollagen-I-Ketten gleichzeitig. Dies fuhrt zu

sehr niedrigen Levels von vollstandig prozessiertem Typ-I-Kollagen: Die Prozessie-



rung von Kollagen Typ-| zeigt sich bei jenen Patienten beeintrachtigt und moglich-

erweise verzogert. Eine Kollagenubermodifikation wurde jedoch nicht gefunden
36,37

1.1.3.3.6. TMEM38B

Einige Proteine im ER, welche am Kollagenstoffwechsel und -modifikation beteiligt
sind, sind kalziumabhangig. TMEM38B codiert fur einen ubiquitar exprimierten mo-
novalenten Kationenkanal (TRIC-B), welcher im ER in der Membran integriert ist.
Er spielt eine wichtige Rolle bei der intrazellularen Calciumentleerung und somit der
Zelldifferenzierung. Kommt es zu Veranderungen in der Calciumentleerung beein-
trachtigt dies die Regulierung der Kollagenmodifikation durch diverse Enzyme im
ER. Folgend entsteht ER Stress und es kommt zu einer reduzierten Kollagen Sek-
retion. Mutationen in diesem Transmembranprotein kdnnen zu autosomal rezessi-

ver Ol fUhren und sind mit einem moderaten klinischen Phanotyp assoziiert 13840,

1.1.3.3.7. MBTPS2

S2P, eine membrangebundene Zink-Metalloprotease, (codiert durch MBTPS?2) wird
mit diversen intrazellularen Kaskaden in Verbindung gebracht. Eine Aufgabe ist die
intramembrane Proteolyse der Transkriptionsfaktoren CR3L1, ATF6 und SREBP.
Vermittelt durch eine Verringerung von LH1 kommt es zu eine verminderten Kolla-
gensekretion sowie einer beeintrachtigten Differenzierung der Osteoblasten. Kli-
nisch fuhrt diese Mutation zu einem moderaten bis schweren Phanotyp, allerdings

sind bisher nur wenige Mutationstrager bekannt .

1.1.3.3.8. SERPINH1

Um die thermodynamisch ungunstige Faltung von Prokollagenketten in eine Triple-
Helix Struktur zu ermdéglichen, werden Kollagen-spezifische ER-Chaperons bend-
tigt. Diese binden bevorzugt an die gefaltete Triple-Helix und stabilisieren somit de-
ren Struktur 4!. Das Kollagen spezifische ,Heat Shock Protein 47 (HSP47), welches
von SERPINH1 kodiert wird, erkennt nur korrekt gefaltete Kollagen-Triple-Helixe
42,43_

Mutationen in dem Gen SERPINH1 fihren zu einer Missfaltung und/oder Instabilitat
von HSP47. Die Folge sind eine verzdogerte Kollagensekretion sowie eine Verande-

rung der Kollagenstruktur oder teilweise eine Retention des Kollagens in der Zelle.



Klinisch fuhrt eine Mutation in diesem Gen zu moderaten bis schweren Ol-Formen
1

1.1.3.3.9. FKBP10

Im Gegensatz dazu zahlt das Protein FKBP65 (codiert durch FKBP10), welches
ebenso als Peptidyl-Prolyl-lsomerase funktioniert, als generelles Chaperon. Es
konnte in-vitro gezeigt werden, dass FKBP65 in Verbindung mit HSP47 als Chape-
ron des Kollagen-Heterotrimers wirkt 44. Auf diese Weise filhrt der FKBP65/HSP47
Komplex als Chaperon zur Kollagen Triple-Helix Faltung im ER. Mutationen in die-
sen zwei Proteinen wurden in rezessiven Ol-Fallen identifiziert. Eine Kollagen Uber-
modifikation konnte nicht nachgewiesen werden 4547,

Im Dachshund Modell der rezessiven Ol zeigte sich die HSP47-Mutation jedoch
charakterisiert durch Ubermodifikation und intrazellulare Retention von Prokol-
lagen-Typ-l 484°. Ebenso wurde kiirzlich eine HSP47-Arg222Ser Variante in einem
schwer betroffenen Patienten entdeckt, welche zu posttranslationaler Ubermodifi-
kation von Typ-I Prokollagen mit erhéhter Glykolisierung und/oder Hydroxylierung
von Lysin und Prolinresten fuhrt, wie dies bereits im Dachshund Modell demonstriert
wurde 50, Es konnte gezeigt werden, dass die Ubermodifikation auf einen Kompen-
sationsmechanismus zurtickzuflhren ist, welcher zu einer erhéhten Expression und
Bindung von Molekilen anderer Kollagen-Chaperone und modifizierender Enzyme
zu Typ-I-Prokollagen fiihrt 57.

Mutationen in FKBP10 wurden zusatzlich in Patienten mit klinischem Phanotyp mit
Knochenfragilitat sowie kongenitalen Kontrakturen beschrieben, passend zu dem
Krankheitsbild ,Bruck Syndrom* 52,

1.1.3.3.10. KDELR2

Weiters wurden kurzlich biallelische Missense- und Nonsense-Varianten in
KDELR?Z2 entdeckt, welche zu schweren Ol-Krankheitsbildern fihren. KDELR?2 ist
am retrograden Transport von Proteinen von cis-Golgi zu ER beteiligt. In Patienten-
zellen konnte eine verzdgerte Sekretion und intrazelluléare Retention von Kollagen-
Typ-l innerhalb des ER gezeigt werden. Ebenso zeigte sich eine reduzierte Menge
an sezerniertem Kollagen-| als Reaktion auf eine reduzierte Expression von Kol-
lagen in Fibroblasten. Eine wichtige Rolle hierbei spielen die intrazellulare Reduk-
tion von HSP47 und FKBP65. In betroffenen Individuen kommt es
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hochstwahrscheinlich zu dem klinischen Bild einer Ol durch das Unvermdgen von
HSP47 an KDELR2 zu binden. Daraus resultiert, dass HSP47 nicht von Kollagen-
Typ-I dissoziieren kann. Stattdessen bleibt HSP47 an die extrazellularen Kollagen-

molekiile gebunden und stort die Bildung von Kollagenfibrillen 3.

1.1.3.3.11. SEC24D

SEC24D codiert fur ein Protein des COPII (Mantelproteinkomplex IlI)-abhangigen
ER-zu-Golgi-Transports und Mutationen hier induzieren eine Retention von Prokol-
lagen im ER. Diese Mutationen fuhren zu einer syndromalen Form der Ol, ahnlich
dem Cole-Carpenter-Syndrom. Klinisch prasentieren sich Betroffene mit einer ge-
storten Schadelossifikation sowie erhohter Frakturrate, teils auch bereits intrauterin

auftretend 154,

1.1.3.3.12. SPARC

SPARC (secreted protein, acidic, cysteine-rich) ist ein Glykoprotein, welches durch
SPARC codiert wird. Es bindet an Kollagen-Typ-I und wirkt als molekulares Chape-
ron wahrend der Kollagen Biosynthese. Ebenso bindet es an weitere Proteine der
Extrazellularmatrix (ECM). Mutationen in diesem Gen flhren zu einem Austausch
von Aminos&uren des Proteins, hierdurch kommt es zu einer Ubermodifizierung und
verzogerten Sekretion von Kollagen. Bisher wurden zwei Mutationen in SPARC ent-
deckt, welche zu schwerer Knochenfragilitat und klinischem Phanotyp einer Ol Typ-
IV flhrten 15,

1.1.3.4. Defekte in Osteoblastendifferenzierung und -funktion
Kurzlich wurden einige neue Gene, welche an der Differenzierung von Osteoblasten

beteiligt sind, mit dem Phanotyp der Ol beschrieben.

1.1.3.4.1. WNT1

Heterozygote WNT7-Mutationen wurden bei Patienten mit frih einsetzender Oste-
oporose identifiziert. Im Gegensatz dazu fuhren homozygote WNT71-Mutationen zur
schwerer Ol mit Kleinwuchs, Frakturen sowie vertebralen Kompressionen. Ebenso
prasentierten sich einige Patienten mit Hirnfehlbildungen %6-°°. Die genaue Patho-
physiologie der WNT1-Mutationen hin zum OI-Phanotyp ist weiterhin nicht ganz ver-

standen. WNT1 bindet an den zweifachen Rezeptorkomplex ,Frizzled® und
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,LRP5/6“, hierdurch wird das Messenger Protein -Catenin stabilisiert und zum Nu-
cleolus transportiert. Seine Aufgabe besteht nun in der Expression von Genen, wel-
che die Osteoblastendifferenzierung und-funktion regulieren. Treten Mutationen in
WNT1 auf, fuhrt dies zu veranderter Signaltransduktion und eingeschrankter Ex-
pression von Osteoblast-spezifischen Genen. Dies fuhrt zu einer Veranderung der
Knochenhomdostase mit einem Ungleichgewicht der Knochenbildung und -resorp-
tion. WNT1 wird ebenso im Gehirn exprimiert und betroffene Patienten weisen da-

her haufig auch eine Beteiligung des zentralen Nervensystems auf 1-59-61,

1.1.3.4.2. MESD

MESD codiert fur ein ER-Chaperon fur die WNT Signalrezeptoren LRP5 und LRP6.
Die bisher identifizierten Mutationen sind Trunkierende- oder Frameshift- Mutatio-
nen, welche ,downstream“ der Chaperon-Aktivitdts-Domane, jedoch ,upstream® der
ER-Retentions-Domane auftreten. Klinisch prasentieren sich Betroffene mit Kno-
chenfragilitat und Oligodontie. Betroffene von LRP5- oder LRP6-Mangel zeigen sich
ebenso mit Knochenfragilitdt und Oligodontie. Da es bei Ol verursachenden Muta-
tionen in MESD hdchstwahrscheinlich nicht zu einem vollstandigen Mangel der
Chaperon Funktion fur LRP5 oder LRP6 kommt, ist der klinische Phanotyp nicht
ident mit jenem Phanotyp mit komplettem LRP5- oder LRP6-Mangel 62,

1.1.3.4.3. CREB3L1

Ein weiteres Gen, welches hauptsachlich auf Osteoblastenebene wirkt, ist
CREB3L1. Es codiert flr den Transkriptionsfaktor CR3L1 (friher OASIS), welcher
die Typ-l Prokollagenexpression wahrend der murinen Knochenbildung reguliert.
Kommt es zu ER Stress wird das N-Terminale Fragment von CR3L1 durch zwei
Metalloproteasen (S1P und S2P) freigesetzt. Dieses Fragment enthalt einen Tran-
skriptionsfaktor und kann somit die Expression von UPR-Genen (=unfolded protein
response) induzieren. Durch die Bindung von CR3L1 kommt es zu einer Aktivierung
der Osteoblasten-spezifischen COL1A1 Promoter-Region. Diese existiert nicht in
der korrespondierenden Haut-spezifischen COL71A71 Promoter-Region, daher fih-
ren Mutationen in jenem Gen bei betroffenen Patienten zwar zu verminderter Kol-

lagen Produktion im Knochen, jedoch nicht in Hautzellen .
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Bei einem Geschwisterpaar konnte eine grol3e, homozygote Deletion von CREB3L 1
nachgewiesen werden, welche zu einer letalen Knochendysplasie sowie Merkma-
len von Ol flhrte 83, Biallelische Varianten flihren meist zu einem klinisch moderaten
bis schweren Ol-Phanotyp, wahrend monoallelische Varianten in CREB3L1 meist
mit einem milden Ol-Phanotyp assoziiert sind und teils keine klinischen Symptome

einer Skeletterkrankung vorweisen .

1.1.3.4.4. TENT5A

TENTS5A (friher FAM46A) codiert flr eine Nukleotidyltransferase, dessen genaue
Funktion unklar ist. Es konnte gezeigt werden, dass TENT5A Protein in menschli-
chen Osteoblasten exprimiert wird, dies lasst eine Rolle in der Knochenhomdostase
vermuten. Im Mausmodell fihrte eine Nonsense-Mutation im TENT5A zu einem Ol-
ahnlichen Phanotyp mit Skelettdysplasien. Studien betreffend den Klauenfrosch zei-
gen eine Aktivierung des BMP-Signalwegs durch das TENT5A Protein. Dieser ist

wesentlich flir die Knochenbildung und Homéostase 64,

1.1.3.4.5. SP7

Wichtig fur die Initilerung der Differenzierung von Pre-Osteoblasten in Osteoblasten
und Osteozyten ist der Osteoblasten-spezifische Transkriptionsfaktor SP7 (codiert
durch SP7). Mutationen in jenem Gen zeigten in einer Studie einen Patienten mit

Knocheninstabilitat sowie daraus resultierend gehauften Frakturen .65,

1.1.3.5. Weitere Gene mit Beeinflussung der Knochenstabilitét

Mutationen in Genen, welche fur die Regulierung der ECM Mineralisierung oder
Osteoklastenfunktion verantwortlich sind, stehen ebenso in Verbindung zur Ol. Os-
teoklasten sind verantwortlich fir die Resorption von Knochenmaterial. Folgend fuh-

ren Mutationen in jenen Genen zu einer gestorten Knochenhomoostase .

1.1.3.5.1. SERPINF1

SERPINF1 kodiert fur das Protein PEDF (pigment epithelium-derived factor) und ist
eines jener beiden Gene, welche fur den Ol Typ-VI verantwortlich ist. Mutationen in
diesem Gen fuhren zu einer normalen Produktion und Sekretion von Typ-I Kollagen

in Fibroblasten von Betroffenen, begunstigen jedoch eine erhdhte Knochenresorp-
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tion %0, In Knockout Maus Modellen fiihrte ein Verlust von PEDF zu keinem offen-
sichtlichen Knochenphanotyp, sondern zu epithelialen und vaskularen Anomalien
66, Kommt es hingegen zu einem Verlust von PEDF beim Menschen, fiihrt dies zu
schwerer Ol. PEDF reguliert OPG (=Osteoprotegerin), einen physiologischen Hem-
mer der Osteoklastengenese, im Knochen hoch und hemmt somit die Osteoklas-
tenreifung. Dies ist zurickzufihren auf eine RANKL (Receptor Activator of NF-KB-
Ligand) vermittelte Blockierung der Osteoklastenproliferation und -differenzierung
67, Bei betroffenen Patienten zeigt sich eine charakteristische Klinik: Initial zeigen
die Patienten in der Regel keine Frakturen, gefolgt von einer fortschreitenden,

schweren Knochendysplasie 8.

1.1.3.5.2. PLS3

Ein weiteres Gen, welches eine wichtige Rolle in der Knochenbildung, -Mineralisie-
rung und Resorption spielt, ist PLS3 (codiert fur Plastin-3). Studien zeigen, dass
Mutationen in PLS3 wahrscheinlich zu einer frihen Osteoporose bzw. Ol-ahnlichen
Phanotypen flihren kénnen, indem sie eine insuffiziente Mineralisierung der Osteo-
blasten, Dysregulation der Osteozyten und erhéhte Knochenresorption durch Oste-
oklasten bewirken. Die Vererbung erfolgt Uber das X-Chromosom, daher sind
homozygote mannliche Individuen meist friiher und starker betroffen als heterozy-

gote Frauen -9,

1.1.3.5.3. IFITM5

Im Gegensatz zu Ol-Mutationen, welche zu reduzierter Knochenmineralisierung
fuhren, zeigt sich, dass eine Mutation in /FITM5 eine erhdhte ektopische Ossifika-
tion begunstigt und zu einer Ol Typ-V fuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass diese
einzigartige Form der Ol bei allen Individuen durch die gleiche heterozygote Vari-
ante c.[-14C>T] in der 5'-UTR des IFITM5 Gens verursacht wird 7071,

Klinisch betroffene Individuen weisen eine mittelschwere Knochendysplasie auf,
charakterisiert durch Verknécherung der Membrana interossea des Unterarms, Ra-
diuskopfdislokation sowie hyperplastische Kallusformierungen nach Knochenbri-
chen 7273,

IFITM5 kodiert ein Protein welches 132 Aminosauren lang ist, und zwei Transmem-
brandomanen besitzt. Es zeigt sich in Osteoblasten stark angereichert und wird im

Mausmodell bei der Osteoblastenbildung als wichtig angesehen (86).
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2014 konnte eine De-novo-Mutation (c.119C>T) in der codierenden Region von
IFITM5 bei schwer betroffenen Ol Patienten identifiziert werden, welche ahnliche
knochenhistologische Merkmale wie Patienten mit autosomal-rezessiver Ol Typ-VI
aufwiesen (SERPINF1) 74,

1.1.4. Therapien der Osteogenesis Imperfecta

Trotz jahrelanger Forschung bleibt die Ol weiterhin eine lebenslange, nicht kurative
Erkrankung. Die orthopadischen Interventionen sowie pharmakologischen Thera-
pien, welche flr die Behandlung der Ol zuldssig sind, sind nicht spezifisch. Haupt-
ziel sind eine supportive und symptomatische Therapie zur Verbesserung der
Lebensqualitat. Die unterschiedlichen Therapiemoglichkeiten sind abhangig von
der Schwere der Ol, die auch innerhalb einer Familie stark variieren kann. Einige
Patienten mit milder Ol benétigen keine spezifische Therapie, sondern werden le-
diglich regelmaRig bezlglich Komplikationen Gberwacht. Operationen sind hier sel-
ten notwendig und abhangig von der Frakturart und nicht vom OI-Typ. Patienten mit
moderater bis schwerer Ol bendtigen meist multidisziplinare Behandlungen und

haufig friihe Korrekturen von ,Lange-Rdéhrenknochen-Deformitaten® 7576,

1.1.4.1. Medikamentdése Therapien

1.1.4.1.1. Bisphosphonate

Eine Mdoglichkeit der Ol Therapie ist die intravendse Behandlung mit Bisphospho-
naten. Diese hemmen die Osteoklastenaktivitat und Knochenresorption, indem sie
sich an die Hydroxylapatitkristalle am Knochen binden und zur Apoptose der Oste-
oklasten fuhren. Hierdurch verbessern sie die Knochenmasse und férdern das Kno-
chenwachstum bei Kindern 2'.75. Ein Therapiebeginn wird meist bei moderat bis
schwer betroffenen Patienten mit einer Frakturrate >2/Jahr, Wirbelkorperfrakturen
oder chronischen Knochenschmerzen initiiert 2'.

In Metaanalysen wurde der positive Effekt der Bisphosphonat-Therapie zur Sen-
kung der Frakturrate der langen Rohrenknochen nicht bestatigt. Trotzdem konnte
eine Verbesserung der Lebensqualitat im Sinne von Schmerzreduktion und Zuge-
winn an Mobilitat gezeigt werden. Haufige Nebenwirkungen der Therapie sind ins-
besondere bei der ersten Gabe ,Akute-Phase Reaktion“ mit grippeahnlichen
Symptomen und transienter Hypocalciamie. Bei Erwachsenen wurde ebenso eine

Kieferkopfnekrose in beobachtet '°. Langfristige Nebenwirkungen sind aufgrund der
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mangelnden Erfahrung bei Kindern bislang nicht bekannt. Bei bestimmten Ol-Typen

zeigen sich jedoch ungeniigende Therapieerfolge mit Bisphosphonaten 2'.75.77,

1.1.4.1.2. Teriparatid und Denosumab

Neuere Therapiealternativen sind beispielsweise Teriparatid, welches die Knochen-
bildung stimuliert und einen positiven Effekt auf die Knochendichte vorweist. Es
zahlt zu den Parathormon-Analoga und fuhrt zu einer direkten Stimulation des Kno-
chenaufbaus, beeinflusst jedoch nicht den Knochenabbau. Weiters fuhrt Teriparatid
zu einer erniedrigten Frakturrate. Bei Kindern wird dieses Praparat aufgrund von
erhohtem Neoplasie-Risiko allerdings bislang nicht eingesetzt 76.78.

Eine weitere Therapieoption ist Denosumab, ein anti-RANK Ligand-Antikorper, wel-
cher die Osteoklastenformierung und Knochenresorption hemmt. Dieser wird be-
reits seit einigen Jahren zur Therapie der Osteoporose bei postmenopausalen
Frauen und Mannern eingesetzt. In Kindern gibt es Studien zu Ol Typ-VI Patienten
uber einen Zeitraum von 2 Jahren. Hier konnte eine Erhdhung der Knochendichte
und -mobilitdt sowie eine Suppression der Knochenresorption gezeigt werden.

Langzeitdaten sind noch nicht bekannt 76.

1.1.4.1.3. Sclerostin-Antikérper

Weiters wurde kurzlich eine Therapie mit einem Sclerostin-Antikorper publiziert,
welche eine Erhdhung der Knochenbildung, -Masse und -Starke bei Osteoporose
in Ol Mausen gezeigt hat 767°. Eine Inhibition von Sclerostin, welches ein negativer
Regulator der Knochenmasse ist, kdnnte neue therapeutische Moglichkeiten in der
Behandlung von Ol aufzeigen. Sclerostin wird vor allem von Osteozyten sezerniert
und antagonisiert Wnt/B-catenin Signale in Osteoblasten. Dies flhrt zu einer Inhibi-
tion der Osteoblastengenese und Knochenformation. In Tierstudien wurde gezeigt,
dass Sclerostin-Antikérper die Knochenformation und Knochendichte verbessern
konnten. Weiters wurden Studien an Mausen bezlglich rezessiver Ol Formen
durchgefuhrt. Hier konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Antisclerostin
Antikdrpern zu einer Verbesserung der Knochenmasse, trabekularen Mikroarchitek-
tur und erhdhter Knochenstarke-und -formation flhrt. Diese Effekte waren allerdings

deutlich geringer bei der jungeren Mausekohorte, dies lasst einen Unterschied des
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Therapieerfolgs bei unterschiedlichen Altersgruppen vermuten. Studien am Men-
schen bezlglich Ol Therapien mit Sclerostin Antikorpern sind aktuell Thema der

Forschung 8°.

1.1.4.1.4. Gentherapien

Innovative Therapien, welche in Zukunft eine moégliche Heilung der Ol bewirken
koénnten, sind Gentherapien. ,Gene Silencing“ kann zu einer Suppression des mu-
tierten Allels von COL71A1 oder COL1AZ2 fihren und wirde den klinisch schweren
Phanotyp der Ol in eine mildere Form, in welcher eine reduzierte Menge von quali-
tativ normalem Kollagen vorliegt, umwandeln. Aktuell sind in vitro Studien diesbe-

zlglicher Gentherapien in der Forschung 1°.

1.1.4.2. Orthopéaddisches Management

Frakturen kdnnen in der Regel je nach Frakturbild (undisloziert/disloziert) konserva-
tiv oder chirurgisch behandelt werden. Die Dauer der Frakturheilung unterscheidet
sich bei den klassischen Ol-Formen nicht zu jener von Nicht-Betroffenen. Einige
seltene Varianten sind mit verlangerter Heilung assoziiert, wie beispielsweise Mu-
tationen in IFTM5 oder WNT1. Implantationsmaterial fir Ol Patienten muss anpas-
sungsfahige Elastizitat und Starke, optimiert fur den Ol Knochen, aufweisen. Ein
Material, welches diese speziellen mechanischen und biologischen Anforderungen
fur dysplastischen Knochen erfullt, ist aktuell nicht am Markt verfugbar. Studien

diesbezlglich sind aktuell Thema der Forschung. '

1.1.4.3. Physiotherapien

Grundsatzlich dienen alle Therapiemoglichkeiten der Ol einer Verbesserung der
Mobilitat und Selbststandigkeit. Durch regelmassige Muskulaturkraftigung im Sinne
einer Physiotherapie kann der Sehnen-und Bandapparat gestarkt werden. Die Kraf-
tigung der Muskulatur flihrt ebenso zu einer Anregung der Osteoblastenaktivitat.
Eine grolRere Unterstlitzung der Ol Forschung flr eine bessere molekulare Charak-
terisierung sowie ein umfassenderes Verstandnis der Pathomechanismen ist not-
wendig, um die Entwicklung neuer Ol zentrierter Therapien zur Verbesserung der

Patientenversorgung zu gewahrleisten 2.
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2. Methodik

2.1 Datensatz

2.1.1. Genehmigung durch SWISSETHIK

Am 04. 06. 2019 genehmigte SWISSETHIK, die Kantonale Ethikkommission Zurich,
die Durchfuhrung der wissenschaftlichen Arbeit ,Molecular Basis and Pathology of
Connective Tissue Disorders. Towards Personalized Medicine“ am Patientengut
des Registers und der Biobank der Abteilung Stoffwechsel und Forschungszentrum
fur das Kind, Universitatskinderspital Zurich. Alle Patientinnen bzw. deren rechtli-
cher Vormund, stimmten zu Lebzeiten zu, ihre Daten zu Forschungszwecken nut-
zen zu durfen. Die Bewilligung erlaubt auch die Weiterverwendung des biologischen
Materials und/oder der gesundheitsbezogenen Personendaten bei fehlender Einwil-
ligung und Information nach Art. 34 HFG der Helvetischen Konfoderation.

Die Durchfiihrung dieser Arbeit ist Teil der erwahnten Forschungsgruppe. Um den
medizinischen Datenschutz zu gewahrleisten, gemaf Bewilligung, wurden alle Pa-

tientendaten anonymisiert.

2.1.2. Beteiligte Zentren
Die Datensammlung erfolgte an der Stoffwechselabteilung und am Forschungszent-

rum fur das Kind des Universitats-Kinderspital Zurich, Schweiz.

2.1.3. Datensammlung

Das RedCAP Register der Einheit fur Bindegewebserkrankungen der Abteilung
Stoffwechsel und Forschungszentrum fir das Kind, Kinderspital Zurich wurde nach
Fallen mit folgender pathologischer, genetischer Diagnose durchsucht: Heterozy-
gote, pathogene Varianten in den Genen COL71A71 und COL71A2 mit der klinischen
Diagnose einer Osteogenesis Imperfecta bzw. eines Osteogenesis Imperfecta/Eh-
lers-Danlos-Overlap Syndrom. Falle mit klinischer Osteogenesis Imperfecta, welche
nicht durch heterozygote Mutationen in den zwei Hauptgenen COL71A71 und
COL1A2 verursacht werden, wurden nicht bericksichtigt.

Ziel der Arbeit ist ein Vergleich der inter-und intrafamiliaren Variabilitdt der Osteo-

genesis Imperfecta verursacht durch Mutationen in den Genen COL7A71 und
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COL1A2 anhand der ausgewahlten Patientenpopulation sowie eine vergleichende

Literaturrecherche bezuglich identischer bzw. ahnlicher Mutationen.

Die Daten wurden retrospektiv aus einer Untergruppe des RedCAP Registers der
Einheit fur Bindegewebserkrankungen der Abteilung Stoffwechsel und Forschungs-
zentrum fur das Kind, Kinderspital Zirich von insgesamt 31 Patientinnen mit klinisch
sowie genetisch diagnostizierter Ol bzw. eines OI/EDS Overlap-Syndrom extrahiert.
Folgende demographische Parameter wurden aus den Akten ermittelt: Alter bei kli-
nischer Diagnose, Alter bei biochemischer Diagnose, Alter bei genetischer Diag-
nose, Geschlecht.

Die Datenauswertung wurde in unterschiedliche Perioden eingeteilt, deren Auftei-
lung wie beschrieben erfolgte: Antenatal (=vorgeburtlich), Neonatal (=0-1.Lebens-
monat), Sauglingsperiode (=1.-12.Lebensmonat), Kindheit (=1.-9.Lebensjahr),
Jugend (=10.-19.Lebensjahr), Erwachsenenperiode (=ab dem 20.Lebensjahr).
Weiters wurde nach Vorhandensein folgender Symptome recherchiert und der Zeit-
raum des Auftretens (Antenatal, Neonatal, Sauglingsperiode, Kindheit, Jugend, Er-
wachsenenperiode) notiert  (in  alphabetischer  Reihenfolge):  Aborte,
Arachnodaktilie, betroffene Verwandte Ersten-Grades, Blaue Skleren, definitive Di-
agnose, Deformitaten der langen Roéhrenknochen, Dentinogenesis Imperfecta,
Frakturen, Genetische Mutation, Gelenkdislokation, Gelenkhypermobilitat
(Beighton Score), Gelenkschmerzen, Hamatomneigung, Herzklappenerkrankun-
gen, Horverlust, Kleinwuchs, Knochendichte (T-Score), Operationen, Orthopadi-
sche Merkmale (Skoliose/Lordose, Knochenfehlbildungen, Knocherne
Hypoplasien, Knochendeformitaten-/fehlistellungen,), Sillence Klassifikation.
Detaillierter erfolgte eine Einteilung der Frakturen in einen milden, moderaten sowie
schweren Typ. Definiert als milder Typ wurde, wer in einer bis allen Lebensperioden
<5 Frakturen mit adaquatem Trauma und/oder keine Frakturen hatte.

Definiert als moderater Typ wurde, wer in einer bis drei Lebensperioden <3 Fraktu-
ren ohne adaquates Trauma und/oder wer in einer bis allen Lebensperioden >5
Frakturen mit adaquatem Trauma hatte. Die Einteilung in einen schweren Typ er-
folgte, wenn ein Patient in einer bis allen Lebensperioden >5 Frakturen ohne ada-
quates Trauma und/oder in > vier Lebensperioden <5 Frakturen ohne adaquates

Trauma und/oder intrauterine Frakturen hatte.
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Der Zeitpunkt des Auftretens der klinischen Symptome sowie eine genaue Angabe
der klinischen Symptome lie? sich nicht bei jedem Patientln nachvollziehen. In die-
sen Fallen wurde bei der Datenerhebung ein ,not reported“ (=ohne Angabe) ver-
wendet. Dies wurde bei der Auswertung einem ,no“ (=nein) gleichgesetzt.

Erfullten die Patientinnen das vorgesehene Alterskriterium nicht, wurde ein ,age not
reached” (=Alter nicht erreicht) verwendet. Patientlnnen die dieses Kriterium nicht
erflllten, wurden in der entsprechenden Zeitperiode bei der Auswertung nicht mit-
einbezogen.

Einige Patientinnen zeigten sich in der vorgesehenen Alterskategorie bereits ver-
storben, dies wurde in der Datenerhebung als ,deceased” (=verstorben) klassifi-
ziert. Diese wurden in der entsprechenden Zeitperiode bei der Auswertung ebenso
nicht berucksichtigt.

Der Zeitpunkt der klinischen Diagnose wurde als die Erstkonsultation bei Auftreten
von Symptomen, welche mit Ol vereinbar sind, definiert. Der Zeitpunkt der bioche-
mischen und genetischen Diagnose wurde als Datum des Erhalts des schriftlichen
Befundes der jeweiligen Untersuchung definiert.

Die Einteilung der Mutation in der Triple-Helix erfolgte in drei Teile zu je ca. 1014
Basenpaaren: Im Gen COL1A1 wurde flur eine Mutation mit Lokalisation zwischen
Exon 6-20 der Begriff ,,im Bereich des N-Terminalen-Ende der Triple-Helix* verwen-
det. Eine Mutation mit Lokalisation zwischen Exon 21-32 wurde als ,im mittleren
Bereich der Triple-Helix“ bezeichnet und eine Mutation mit Lokalisation zwischen
Exon 33-49 wurde als ,im Bereich des C-Terminalen-Ende der Triple-Helix“ be-
zeichnet.

Far das Gen COL1AZ2 zeigt sich die Einteilung wie folgt: Fur eine Mutation mit Lo-
kalisation zwischen Exon 6-21 wurde der Begriff ,im Bereich des N-Terminalen-
Ende der Triple-Helix“ verwendet. Eine Mutation mit Lokalisation zwischen Exon 22-
36 wurde als ,im mittleren Bereich der Triple-Helix“ bezeichnet und eine Mutation
mit Lokalisation zwischen Exon 37-49 wurde als ,im Bereich des C-Terminalen-
Ende der Triple-Helix“ bezeichnet.
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2.1.4. Statistische Analyse und Literaturrecherche

Zur statistischen Datenanalyse und Sammlung aller relevanten Informationen
wurde das Programm Microsoft Excel for Mac Version 16.63.1 verwendet. Es er-
folgte eine deskriptive statistische Analyse der erworbenen Daten und eine Darstel-
lung der Informationen in Prozent.

Weitere statistische Tests (Fishers Exact Test; Logistisches Regressions Modell)
konnten aufgrund der niedrigen Patientenzahl und damit verbundenen fehlenden
Signifikanz nicht durchgeflhrt werden.

Die Literaturrecherche erfolgte Uber die medizinische Datenbank PubMed. Mithilfe
von Schlusselwodrtern wie beispielsweise ,Osteogenesis Imperfecta®, UND ,Patho-
physiologie“ UND ,COL1A7“ UND ,COL1A2“ erfolgte die Suche in dieser Daten-
bank. Die Suche wurde mit einigen anderen Kombinationen verglichen, die sich
spater als nicht optimal herausstellten. Diese dienten jedoch dazu, die Validitat der
anderen Suchergebnisse zu bestatigen. Weiters wurde eine Recherche der Daten-
banken nach Publikationen von Autoren durchgefihrt, welche sich intensiv mit Os-
teogenesis Imperfecta beschaftigen, ohne die Suche auf die Schllsselworter
einzuschranken.

Weiters wurden die Publikationen auf Quellenangaben von Arbeiten durchsucht, die

ahnliche oder idente Mutationen wie unser Patientengut vorweisen konnten.
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3. Ergebnisse

3.1. Demographische Daten

Es wurden 31 Ol-Patientinnen bzw. Ol/Ehlers-Danlos-Overlap-Syndrom Patientin-
nen untersucht, von denen ausreichende Informationen bezlglich klinischer Symp-
tome vorlagen, sowie eine Mutation in den zwei Hauptgenen COL71A7 und COL1A2

nachgewiesen werden konnte.

3.1.1. Klinischer Phanotyp intrafamiliar in COL71A7 und COL1A2

In der Gesamtkohorte zeigen sich 45.2% (N=14) der Patientinnen als Trager einer
Mutation im Gen COL1A1, sowie 54.8% (N=17) der Patientlnnen als Trager einer
Mutation im Gen COL1A2. Bei 51.6% (N=16) der Patientinnen fuhrt die Mutation zu
einem qualitativen und quantitativen Defekt (57.2% in COL1A1, 47% in COL1A2).
Bei den restlichen Patientinnen wurde entweder keine biochemische Untersuchung
der Fibroblasten durchgefuhrt oder die Untersuchung zeigte sich normal.
Betreffend der Kollagenstruktur zeigen sich 3.2% (N=1) der Mutationen im Signal-
peptid, 48.4% (N=15) im Bereich des N-Terminalen-Ende der Triple-Helix, 19.4%
(N=6) im mittleren Teil der Triple-Helix, 12.9% (N=4) im Bereich des C-Terminalen-
Ende der Triple-Helix und 3.2% (N=1) im C-Terminalen-Propeptid. 12.9% (N=4) der
Patienen_lnnen kann keine Lokalisation zugeordnet werden.

Insgesamt werden 20 verschiedene Mutationen identifiziert, mit Uberwiegendem
Teil Glycin-Substitutionen.

Je nach betroffenem Gen erfolgt eine Zuteilung zu Kohorte 1 (COL71A17) oder Ko-
horte 2 (COL1A2). Insgesamt 80.6% (N=25) der Patientinnen prasentieren sich mit
der klinischen Diagnose einer Ol sowie 19.4% (N=6) der Patientinnen mit der Klini-
schen Diagnose eines Ol/Ehlers-Danlos-Overlap-Syndrom.

In der Gesamtkohorte zeigt sich die Geschlechterverteilung wie folgt: 48.39%
(N=15) Manner und 51.61% (N=16) Frauen. Insgesamt sind 8 Familien Teil der Ko-
horte. Die einzelnen Familienmitglieder sind interfamiliar Trager der identischen ge-
netischen Mutation.

Der Zeitpunkt der klinischen Diagnose liegt im Durchschnitt bei 78 Monaten. Im Ver-

gleich hierzu liegt der Zeitpunkt der biochemischen Diagnose im Durchschnitt bei
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194 Monaten, sowie der Zeitpunkt der genetischen Diagnose im Durchschnitt bei
165 Monaten.

74.2% (N=23) der Patientinnen zeigen sich mit einer positiven Familienanamnese,
wahrend sich 25.8% (N=8) mit einer sporadischen Form zeigen. Eine positive Fa-
milienanamnese korreliert mit Ol-Typ | (34.8% der Falle), wahrend eine sporadische
Form mit OI-Typ-Il in Verbindung gebracht wird (37.5% der Falle).

Mutationen, welche im Bereich des C-terminalen-Ende der Triple-Helix auftreten,
fuhren in 25% (N=1) zu OI-Typ-Il, 25% (N=1) zu OI-Typ-Ill, 25% (N=1) zu OI-Typ-
IV und 25% (N=1) zu OI/EDS-Overlap-Syndrom und verursachen meist einen mo-
deraten bis schweren klinischen Phanotyp. Mutationen, welche im Bereich des N-
Terminalen-Ende der Triple-Helix auftreten fihren in 40% (N=6) zu OI-Typ-I, in
26.7% (N=4) zu OI-Typ-IV, 20% (N=3) zu OI/EDS-Overlap-Syndrom, 6.7% (N=1)
zu OI-Typ-lll und 6.7% (N=1) zu OI-Typ-I/IV und verursachen meist einen milden-

moderaten klinischen Phanotyp.

3.1.1.1. Kohorte 1 (COL1A1)

Von den insgesamt 14 Individuen der Kohorte 1 zeigt sich die Geschlechtervertei-
lung wie folgt: 50% Frauen (N=7) und 50% Manner (N=7). 21.4% (N=3) verstarben
bereits intrauterin oder kurz nach der Geburt (< 1.Lebensmonat). Alle Patienten der
Kohorte 1 zeigen sich mit der definitiven Diagnose einer Osteogenesis Imperfecta.
Nach Sillence-Klassifikation entsprechen 42.9% Typ | (N=6), 21.4% Typ Il (N=3),
0% Typ 1l (N=0), 14.3% Typ IV (=2) und 21.4% Typ | oder Typ IV (N=3). Der Grol3-
teil der Patientlnnen ist Trager einer Glycin-Substitution.

Die Lokalisation der Mutation zeigt sich bei 7.1% (N=1) im Signalpeptid, 28.6%
(N=4) im Bereich des N-Terminalen-Ende der Triple-Helix, 28.6% (N=4) im mittleren
Teil der Triple-Helix, 14.3% (N=2) im Bereich des C-Terminalen-Ende der Triple-
Helix und 7.1% (N=1) im C-Terminalen Propeptid.

28.6% (N=4) zeigen sich mit einem quantitativen und qualitativen Defekt, 28.6%
(N=4) mit einem qualitativen Defekt. Bei 35.7% (N=5) wurde keine biochemische
Kollagenuntersuchung durchgefihrt. Bei 7.1% (N=1) zeigt sich eine unauffallige bi-
ochemische Untersuchung.

Die haufigsten klinischen Symptome, die in einer bis allen der sechs Lebensperio-
den auftreten, sind Frakturen mit 78.57% (N=11), gefolgt von Orthopadische Merk-
malen mit 71.43% (N=10), sowie Blaue Skleren bei 64.29% (N=9), Deformitaten der
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langen Rohrenknochen bei 57.14% (N=8) und verminderte Knochendichte (T-
Score) bei 57.14% (N=8).

Bezlglich der Frakturschwere zeigen sich 42.86% (N=6) mit einem milden Typ,
28.57% (N=4) mit einem moderaten Typ und 28.57% (N=4) mit einem schweren
Typ.

Seltene klinische Symptome, welche in mindestens einer Lebensperiode auftreten,
sind mit 0% (N=0) Arachnodaktylie, mit 0% Hamatomneigung und mit 14.29% (N=2)

Horminderung.

COL1A1 Symptome
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Abbildung 2: Prozentuale Symptomverteilung des Gens COL1A1.

3.1.1.1.1. Glycin Substitutionen COL1A1

In Kohorte 1 zeigt sich eine Verteilung der Lokalisation der Mutation wie folgt:
Patientinnen mit dem letalen OI-Typ-ll zeigen sich alle mit Glycin-Substitutionen.
Hiervon weist ein Patientln die Substitution im Signal Peptid auf, ein Patientin im
mittleren Teil der Triple Helix sowie ein Patientln im Bereich des C-Terminalen Ende
der Triplex-Helix. Alle Patientinnen aus Kohorte 1 mit Glycin-Substitutionen im Be-
reich des N-Terminalen Ende der Triple-Helix (N=4) weisen einen milden OI-Typ-I
auf.

Patientinnen mit Glycin-Substitutionen im Bereich des C-Terminalen Ende (N=2)

weisen einen schweren bis letalen Ol-Typ-Il respektive -1V auf.

Ein Patientin (Fallbeispiel 1) mit Glycin-Substitution im Bereich des C-Terminalen-
Ende der Triple-Helix der a1(l) Kette prasentiert sich mit perinatal letaler OI-Typ-II.
Die Variante ist an folgender Position zu finden: COL7A7 im Exon 47, ¢.3496G>T
(p.Gly1166Cys) und zahlt zu den SNV. Sie befindet sich an Position Gly988Cys,
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Nahe der nach Marini et al. '* definierten Region 910-964 der Kollagen Triple-Helix,
(gezahlt ab des ersten Glycin der Triple-Helix, ab Exon 6 des COL7A1 Genes, nam-
lich Aminosaure 179 des kompletten ,Translatierten” Kollagen | Proteins ab Methio-
nin 1) zugeordnet werden kann. 1181,

In einer Publikation von Steinmann et al. 82 konnte gezeigt werden, dass dieser Pa-
tientin sowohl normale pro-a1(l) Ketten, als auch pro-a1(l) Ketten mit Cystein an-
stelle von Glycin in der Triple-Helix-Domane produziert. Bei keinem der Eltern
konnte die Mutation nachgewiesen werden, somit ist von einer De-Novo-Mutation
auszugehen. Die Kindsmutter ist am Marfan-Syndrom erkrankt.

Unser Patientln produziert drei verschiedene Typ-1-Prokollagene: Molekule mit
zwei mutierten proa1(l)-Ketten, Molekile mit einer normalen und einer mutierten
proai(l)-Kette und Molekile mit zwei normalen proai(l)-Ketten. Die Molekile mit
einer oder zwei mutierten a1(1)-Ketten werden zahlreichen post-translationalen Mo-
difikationen durch exzessive Lysyl-Hydroxilierung und Hydroxylysyl-Glycosylierung,
unterzogen, fuhren somit zu verzdgerter Triple-Helix-Formation und werden langer
als gewohnlich in der Zelle retiniert. Dadurch reduziert sich die Kollagensekretion

der betroffenen Zellen im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe 2.

Ein weiteres Fallbeispiel der Kohorte 1 zeigt einen PatientenIn (Fallbeispiel 2) mit
einer heterozygoten De-Novo-Glycin-Substitution im Signalpeptid mit schwerem Ol-
Typ-Il. Die Mutation zeigt sich an Position COL7A71 im Exon1, c.64G>C
(p.Gly22Arg).

In der Publikation des Falls von Lindert et al. im Jahr 2018 & konnte gezeigt werden,
dass die Mutation zu einer verminderten Kollagensekretion fuhrt. Weiters konnten
normale Kollagen-I-Ketten nachgewiesen werden, mit jedoch verminderter Sekre-
tion von Kollagen-| der Fibroblasten. Beide Kollagen-Typ-I-Ketten zeigen ein nor-
males Migrationsmuster, was auf fehlende strukturelle ECM-Veranderungen
ruckschlieRen Iasst. Weiters befindet sich die Mutation in einer Domane, welche
nicht Teil der Kollagenfibrillen der ECM ist, sowie keine Rolle bei der Triple-Helix-
Faltung und Prozessierung spielt.

Ein Teil des Kollagens mit abnormer Modifikation wurde in der Zelle retiniert. Hie-
raus wurde geschlossen, dass die vorliegende Mutation zu einer Beeintrachtigung

der Spaltung und folglich zu einer Verminderung der Abgabe von Pre-Pro-Kollagen
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fuhrt. Dies konnte zur einer Fehlfaltung und ER-Stress fuhren oder eine dominant

negative Wirkung auf die COL1A7-Kette haben, die vom normalen Allel kodiert wird
83
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Abbildung 3: Elektrophorese Fallbeispiel 2. Kollagen biochemische Analyse auf kultivierten
Fibroblasten von P (Patientln) und N (Kontrolle). Es zeigt sich nach 5 Minuten, 30 Minuten,
2 Stunden, 8 Stunden und 24 Stunden eine verminderte Menge von Typ-I Kollagen a1(l)-
und o2(l)-Ketten bei dem Patientin (P). Dies weist darauf hin, dass weniger Kollagen-Typ-
| von den Zellen produziert und sezerniert wird. Weiters zeigt sich eine breitere Bande in
der Zellschicht (C) der Ol Fibroblasten und nach 24 Stunden ist ein kleiner Kollagenrest
weiterhin in der Zellschicht (C) der Ol Fibroblasten sichtbar. In der Kontrollgruppe ist dieser

nach 24 Stunden nicht mehr sichtbar &

Ein weiterer Patientln (Fallbeispiel 3) zeigt eine COL1A1 Glycin-Substitution im
Exon 36 an Position ¢.2461G>A (p.Gly821Ser) lokalisiert in der Triple-Helix im Be-
reich des C-Terminalen-Ende mit einem klinisch schweren OI-Typ-IV. Klinisch pra-
sentiert sich der Patient mit bereits intrauterin aufgetretenen Frakturen und
Deformitaten der langen Réhrenknochen. Weitere klinische Symptome, welche in
mindestens einer Lebensperiode auftreten, sind: Gelenkshypermobilitat, Gelenks-
schmerzen, Orthopadische Veranderungen, Kleinwuchs, Operationen aufgrund der
Frakturen und verminderte Knochendichte.

Die biochemische Untersuchung der Fibroblasten einer Hautbiopsie zeigt eine ver-
minderte elektrophoretische Mobilitat, eine Ubermodifikation der a1(l)-und a2(l)-

Ketten sowie eine intrazellulare Retention.
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(diese sind als a1(l) und o2(l)* bezeichnet)®.

3.1.1.2. Kohorte 2 (COL1A2)

In Kohorte 2 zeigen sich 17 Individuen, hiervon 47.06% Frauen (N=8) und 52.94%
Manner (N=9). 11.8% (N=2) verstarben bereits intrauterin oder kurz nach der Ge-
burt (< 1.Lebensmonat). 64.7% (N=11) Individuen zeigen sich mit der definitiven
Diagnose einer Osteogenesis Imperfecta, 35.3% (N=6) Individuen weisen die defi-
nitive  Diagnose Osteogenesis Imperfecta/Ehlers-Danlos-Overlap-Syndrom
(OI/EDS-Overlap-Syndrom) auf.

Nach Sillence-Klassifikation entsprechen 11.8% Typ | (N=2), 5.9% Typ Il (N=1),
17.6% Typ Il (N=3), 23.5% Typ IV (=4) und 5.9% Typ | oder Typ IV (N=1).

Der Groldteil der Patienten ist Trager einer Glycin-Substitution. Der spezifische Mu-
tationstyp ist bei 100% (N=17) eine Missense-Mutation. Die Lokalisation der Muta-
tion zeigt sich bei 64.7% (N=11) im Bereich des N-Terminalen-Ende der Triple-
Helix, 11.8% (N=2) im mittleren Teil der Triple-Helix und 11.8% (N=2) im Bereich
des C-Terminalen-Ende der Triple-Helix. 11.8% (N=2) der Patientlnnen kann keine

Lokalisation zugeordnet werden.
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29.4% (N=5) der Patientlnnen zeigen sich mit einem quantitativen und qualitativen
Defekt, 17.6% (N=3) mit einem qualitativen Defekt. Bei 47.1% (N=8) wurde keine
biochemische Kollagenuntersuchung durchgefuhrt. Bei 5.9% (N=1) zeigt sich eine
unauffallige biochemische Untersuchung.

Die haufigsten klinischen Symptome, die in einer bis allen der sechs Lebensperio-
den auftreten, sind Orthopadische Veranderungen mit 64.71% (N=11), Blaue Skle-
ren bei 64.71% (N=11) und Frakturen bei 64.71% (N=11), gefolgt von
Gelenkhypermobilitat mit 52.94% (N=9), sowie Dentinogenesis Imperfecta bei
47.06% (N=8). Bezuglich der Frakturschwere zeigen sich 58.82% (N=10) mit einem
milden Typ, 23.53% (N=4) mit einem moderaten Typ und 17.65% (N=3) mit einem
schweren Typ.

Seltene klinische Symptome, welche in mindestens in einer Lebensperiode auftre-
ten, sind mit 0% (N=0) Arachnodakytlie, mit 11.76% (N=2) Hamatomneigung und
11.76% (N=2) Horminderung.
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Abbildung 5: Prozentuale Symptomverteilung des Gens COL1A2.

3.1.1.2.1. Glycin Substitutionen COL1A2

Die Verteilung der Lokalisation der Mutation in Kohorte 2 zeigt sich wie folgt:
18.2% (N=2) der Patientinnen mit Glycin Substitutionen im Bereich des N-Termina-
len-Ende weisen einen OI-Typ-I auf, 9.1% (N=1) der Patientin_Innen weisen einen
OI-Typ-lll auf, 36.4% (N=4) der Patientinnen weisen einen OI-Typ IV auf, 9.1%
(N=1) der Patientinnen weisen einen OI-Typ I/IV auf und 27% (N=3) der Patientin-
nen weisen ein Ol-Ehlers-Danlos-Overlap-Snydrom auf.

Patientinnen mit Glycin-Substitutionen im Bereich des C-Terminalen-Ende weisen
in 50% (N=1) einen OI-Typ-Ill und in 50% (N=1) ein OI/EDS-Overlap-Syndrom auf.
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In Kohorte 2 zeigt sich ein Patientin (Fallbeispiel 4) mit letaler Ol-Typ-Il verursacht
durch eine Glycin Substitution, lokalisiert in der Mitte der Triple Helix. Die Mutation
befindet sich an der Lokalisation COL1AZ2 Exon 28, c.1598G>A (p.Gly553Asp). Es
erfolgte eine biochemische Untersuchung der Chorionvillusbiopsie, welche ein ab-
normes in vivo sowie in vitro gebildetes Kollagen-Typ-I aufweist mit deutlich sicht-
barer Doublette der aZ2(l)-Ketten sowie uUbermodifizierten o1(l)-Ketten. Eine
biochemische Analyse von Hautfibroblasten zeigt ein identisches Bild mit Retention
von abnormem Kollagen-Typ-I in den Zellen.

Ein weiterer Patientin der Kohorte 2 (Fallbeispiel 5) prasentiert sich mit einer Glycin
Substitution zu Serin mit Lokalisation COL7A2 im Exon 24, c.1378G>A
(p.Gly460Ser) mit einem schweren OI-Typ-lll. Dieser Patient prasentiert sich bereits
in der Neonatalperiode mit auftretenden Frakturen sowie Deformitaten der langen
Roéhrenknochen. Weiters zeigt er in mindestens einer Lebensperiode Blaue Skleren,

Gelenkshypermobilitat, Orthopadische Veranderungen und Horminderung/-Verlust.

Ein weiteres Fallbeispiel aus Kohorte 2 (Fallbeispiel 6) zeigt einen Patientenin mit
einer heterozygoten Glycin-Substitution an Lokalisation COL7A2 im Exon 38,
c.2314G>C (p.Gly772Arg) in der Triple-Helix im Bereich des C-Terminalen-Ende.
Klinisch prasentiert sich der Patientln mit einem schweren OI-Typ-Ill mit Auftreten
von Frakturen bereits intrauterin sowie Deformitaten der langen Réhrenknochen.
Weiters zeigt sich der Patient mit folgenden Symptomen in mindestens einer Le-
bensperiode: Gelenkshypermobilitat, Gelenksschmerzen, Orthopadische Verande-
rungen, Kleinwuchs, Blauen Skleren, Operationen aufgrund der Frakturen,
verminderter Knochendichte, Dentinogenesis Imperfecta und Herzklappenerkran-
kung.

In der biochemischen Untersuchung der Hautfibroblasten zeigt sich eine signifikant
verminderte elektrophoretische Mobilitat der a-und p-Ketten, eine Ubermodifikation

al(l), B1,1- und B1,2-Ketten sowie intrazellulare Retention der abnormen a-Ketten.
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Abbildung 6: Elektrophorese Fallbeispiel 6 mit signifikant verminderter elektrophoretischer
Mobilitat der a-und B-Ketten des Patientenin (O12), eine Ubermodifikation a1(l), B1,1- und

B1,2-Ketten sowie intrazellulare Retention der abnormen o-Ketten im Vergleich zur Kon-
trolle (C)®.

3.1.2. Klinischer Phanotyp interfamiliar

In der Gesamtkohorte zeigen sich 8 Familien, welche interfamiliar Trager der iden-
tischen Mutation sind. Von diesen werden 5 Familien, von welchen sich ausreichend
klinische Information generieren lasst, genauer miteinander verglichen und deren
Geno-und Phanotyp in Korrelation gestellt. Eine Familie weist ein OI/EDS-Overlap-
Syndrom auf und wird dementsprechend im Kapitel 3.1.3. ,OlI/EDS-Overlap-

Syndrom*® genauer beschrieben.

3.1.2.1. Familie 1

Familie 1 prasentiert sich mit einer heterozygoten Mutation in COL7A7 im Exon 15
an Position c.976G>A (p.Gly326Ser), welche zu einem Austausch der Aminosaure
Glycin zu Serin fihrt und eine Missense-Mutation hervorruft. Insgesamt 3 Individuen

sind Teil dieser Auswertung.
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Die Geschlechterverteilung zeigt sich mit 66.67% (N=2) mannlich und 33.33% (N=1)
weiblich. Alle Individuen haben die bestatigte klinische Diagnose einer Osteogene-
sis Imperfecta vom Sillence-Typ-l.

100% (N=3) zeigen in einer bis allen sechs Lebensperioden Frakturen, Orthopadi-
sche Veranderungen sowie Blaue Skleren. Weitere klinische Symptome, welche in
mindestens einer Lebensperiode auftreten, sind mit 66.67% (N=2) Kleinwuchs und
Deformitat der langen Roéhrenknochen. Die Schweregradeinteilung der Frakturen
zeigt sich wie folgt: 66.67% (N=2) vom moderaten Typ und 33.33% (N=1) vom mil-
den Typ. Keines der Familienmitglieder prasentiert sich mit Frakturen vor der Le-
bensperiode Kindheit. Eine erniedrigte Knochendichte in mindesten einer
Lebensperiode findet sich bei 33.33% (N=1) der Individuen.

Bei keinem der Familienmitglieder treten die klinischen Symptome Dentinogenesis
Imperfecta, Herzklappenerkrankung, Hamatomneigung, Arachnodaktylie, notwen-

dige Operationen aufgrund der Frakturen oder Gelenksschmerzen auf.

3.1.2.2. Familie 2

Familie 2 prasentiert sich mit einer heterozygoten Mutation in COL1A7 im Exon 25
an Position ¢.1678G>A (p.Gly560Ser), welche zu einem Austausch der Aminosau-
ren Glycin zu Serin fuhrt und eine Missense-Mutation hervorruft. Lokalisiert zeigt
sich die Mutation in der Mitte der Triple Helix.

Insgesamt 3 Individuen sind Teil dieser Auswertung. Hiervon sind 66.67% (N=2)
weiblich und 33.33% (N=1) mannlich. Alle Individuen haben die bestatigte klinische
Diagnose einer Osteogenesis Imperfecta, 33.3% (N=1) vom Sillence-Typ-IV und
66.7% (N=2) vom Sillence-Typ-I/IV. Bei allen Individuen liegt eine bestatigte gene-
tische Diagnose vor, 2 Individuen zeigen sich ebenso mit einer biochemischen Di-
agnose mit Nachweis einer qualitativen Mutation.

Die haufigsten klinischen Symptome, welche in mindestens einer Lebensperiode
auftreten, sind mit 33.33% (N=1) Orthopadische Veranderungen, Kleinwuchs, De-
formitat der langen Réhrenknochen, Horbeeintrachtigung, Blaue Skleren, Frakturen
und Dentinogenesis imperfecta. 100% (N=3) der Familienmitglieder zeigen sich bei
der Schweregradeinteilung der Frakturen vom milden Typ. Keines der Familienmit-

glieder prasentiert sich mit Frakturen vor der Lebensperiode Jugend.
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Keines der Familienmitglieder weist eine verminderte Knochendichte, Hamatomnei-
gung, Herzklappenerkrankung, Arachnodaktylie, Gelenkhypermobilitat-/dislokation-
/-schmerzen oder notwendige Operationen aufgrund der Frakturen auf.

Es wurde eine biochemische Analyse der Kollagensynthese und -Sekretion aus Fib-
roblasten aus Hautbiopsien von zwei Familienmitgliedern durchgefihrt. In beiden
Patientlnnen zeigen sich ahnliche Veranderungen der Produktion von Typ-I-Kol-

lagen.
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Abbildung 7: Familie 2. Kollagen biochemische Analyse auf kultivierten Fibroblasten von
Patientln P1 und Patientin P2. In der Steady-State-Analyse von Prokollagen in der Elektro-
phorese zeigt sich, dass in beiden Familienmitgliedern die a1(l)- und a2(l)-Ketten des Kol-
lagen-| eine erniedrigte elektrophoretische Mobilitat und ein breiteres Erscheinungsbild im
Vergleich zu den Kontrollbanden aufweisen (Medium). Weiters kann eine moderate intra-

zellulare Retention von a1(l)-Ketten in der Zellschicht beobachtet werden (cell layer).
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Abbildung 8: Familie 2. Elektronen Mikroskopie der Dermis einer Hautbiopsie von P1 (A-C)

and P2 (D-F). In der Elektronenmikroskopie zeigen sich ahnliche Abnormalitdten der Kol-
lagenfibrillen im Sinne von erhdhter Variabilitat der GroRe und teils mit blumenkohlartigem

Erscheinungsbild. Weiters zeigen sich die Zysternen des ER erweitert.

3.1.2.3. Familie 3

Familie 3 prasentiert sich mit einer heterozygoten Mutation in COL1A2 im Exon 12
an der Position ¢.568G>A (p.Gly190Arg), welche zu einem Austausch der Amino-
sauren Glycin zu Arginin fihrt und eine Missense-Mutation hervorruft. Insgesamt
sind 2 Individuen Teil dieser Auswertung. Hiervon sind 50% (N=1) weiblich und 50%
(N=1) mannlich. Alle Individuen haben die bestatigte klinische Diagnose einer Os-
teogenesis Imperfecta vom Sillence-Typ IV. 100% (N=2) zeigen in mindestens einer
Lebensperiode Orthopadische Veranderungen und Frakturen auf. 100% (N=2) der
Individuen prasentieren sich bei der Schweregradeinteilung der Frakturen mit einem
moderaten Typ. Keines der Familienmitglieder prasentiert sich mit Frakturen vor der
Lebensperiode Sauglingsalter.

Weitere klinische Symptome sind mit 50% (N=1) Gelenkhypermobilitat/- und -dislo-
kation, Kleinwuchs, Deformitat der langen Réhrenknochen, Operationen aufgrund
der Frakturen, verminderte Knochendichte, Hdmatomneigung und Dentinogenesis
imperfecta. Keines der Familienmitglieder zeigt klinische Symptome von Gelenks-
schmerzen, Horminderung, Arachnodaktylie oder Herzklappenerkrankung.
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3.1.2.4. Familie 4

Familie 4 prasentiert sich mit einer heterozygoten Mutation in COL7AZ2 im Exon 19
an der Position ¢.956G>A (p.Gly319Glu), welche zu einem Austausch der Amino-
sauren Glycin zu Glutamin fihrt und eine Missense-Mutation hervorruft. Insgesamt
3 Individuen sind Teil dieser Auswertung. Hiervon sind 66.67% (N=2) weiblich und
33.33% (N=1) mannlich. Alle Individuen haben die bestatigte klinische Diagnose
einer Osteogenesis Imperfecta. 66.7% (N=2) vom Sillence-Typ IV und 33.3% (N=1)
vom Sillence-Typ I.

Die haufigsten klinischen Symptome, welche in mindestens einer Lebensperiode
auftreten, sind mit 100% (N=3) Frakturen, Blaue Skleren, verminderte Knochen-
dichte und Dentinogenesis Imperfetca. Die Schweregradeinteilung der Frakturen
liegt mit 66.67% (N=2) beim milden Typ und 33.33% (N=1) beim moderaten Typ.
33.33% (N=1) musste aufgrund der Frakturen in mindestens einer Lebensperiode
operiert werden. Bei keinem Individuum treten die Frakturen vor der Lebensperiode
Kindheit auf.

Weitere haufige klinische Symptome, welche in mindestens einer Lebensperiode
auftreten, sind mit 66.67% (N=2) Kleinwuchs. Keiner der Individuen prasentiert sich
mit den klinischen Symptomen Hérminderung, Hamatomneigung, Herzerkrankun-

gen oder Arachnodaktylie.

3.1.3. Symptomvergleich COL71A7 und COL1A2

Die Gesamtkohorte wurde in zwei Gruppen, je nach Auftreten der Mutation, in ent-
weder COL1A1 (Kohorte 1) oder COL1A2 (Kohorte 2), eingeteilt.

100% (N=14) der Patientinnen der Kohorte 1 zeigen sich mit der definitiven klini-
schen Diagnose einer Ol, wahrend in Kohorte 2 64.7% (N=11) der Patientinnen sich
mit der definitiven Diagnose einer Ol, sowie 35.3% (N=6) Patientinnen sich mit der
definitiven Diagnose OI/EDS-Overlap-Syndrom zeigen.

In Kohorte 1 zeigt sich nach Sillence-Klassifikation der grofite Anteil der Patientin-
nen mit 42.9% vom Typ |. In Kohorte 2 zeigt sich der grofdte Anteil der Patientinnen
mit 23.5% vom Typ IV.
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Kohorte 1 zeigt einen hoheren Anteil vom perinatal letalen Typ-ll Ol mit 21.4%
(N=3). In Kohorte 2 zeigen sich 5.9% (N=1) der Patientinnen mit perinatal letalem
Typ-II Ol

Die drei haufigsten klinischen Symptome, die in einer bis allen der sechs Lebens-
perioden auftreten, sind in Kohorte 1 und Kohorte 2 identisch: In Kohorte 1 zeigen
sich Frakturen mit 78.57% (N=11), gefolgt von Orthopadische Merkmalen mit
71.43% (N=10), sowie Blaue Skleren bei 64.29% (N=9). In Kohorte 2 zeigen sich
die haufigsten klinischen Symptome, die in einer bis allen sechs Lebensperioden
auftreten, mit Frakturen bei 64.71% (N=11), Orthopadische Veranderungen bei
64.71% (N=11) und Blaue Skleren bei 64.71% (N=11).
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Abbildung 9: Prozentuale Symptomverteilung des Gens COL1A71 und COL1A2

3.1.4. OI/EDS-Overlap-Syndrom

In der Gesamtkohorte zeigen sich ebenso 19.4% (N=6) mit einem OI/EDS-Overlap-
Syndrom. In all diesen Fallen zeigt sich eine heterozygote Mutation in COL1AZ2. Die
Verteilung der Lokalisation der Mutation in dieser Untergruppe zeigt sich wie folgt:
50% (N=3) befinden sich im Bereich des N-Terminalen-Ende der Triple-Helix sowie
16.7% (N=1) im Bereich des C-Terminalen-Ende der Triple Helix. 33.3% (N=2) der
Patientinnen zeigen sich mit einer Mutation im Intron.

Die haufigsten klinischen Symptome, welche in mindestens einer Lebensperiode
auftreten, sind mit 83.33% (N=5) Gelenkshypermobilitat und Orthopadische Veran-
derungen. Frakturen treten in mindestens einer Lebensperiode mit einer Haufigkeit
von 33.33% (N=2) auf. Bei keinem Individuum treten die Frakturen vor der Lebens-

periode ,Neonatal“ auf.

35



Weitere haufige klinische Symptome, welche in mindestens einer Lebensperiode
auftreten, sind mit 50% (N=3) Blaue Skleren und Dentinogenesis Imperfecta. Keiner
der Individuen prasentiert sich mit den klinischen Symptomen Kleinwuchs oder De-

formitat der langen Réhrenknochen.
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Abbildung 10: Prozentuale Symptomverteilung des OI/EDS Overlap Syndroms

Ein Beispiel einer Mutation in der a2(l)-Kette zeigt einen Patientln (Fallbeispiel 7)
mit einer Mutation im Intron 33 zwischen Exon 33 und 34 an der Position ¢.2026-
2A>G, die zu einem fehlerhaften Spleilien fuhrt. Ebenso ware auf molekularer
Ebene alternativ der Verlust von Exon 34 (Exon skipping), der Einschluss von Intron
33 (intron inclusion) oder die Verwendung einer kryptischen Spleil3stelle moglich.
Es wird hierbei entweder die mRNA instabil oder es bildet sich ein mutiertes, nicht-
funktionelles proa1(l)-Molekul.

Der PatientIn prasentierte sich mit einem OI/EDS-Overlap-Syndrom mit klinischen
Symptomen einer Dentinogenesis Imperfecta, hyperelastischer Haut, moderater
Gelenksuberbeweglichkeit, Kyphoskoliose sowie blaulich/graulichen Skleren. Eine
biochemische Fibroblasten Analyse des Kollagen des Patientenln sowie des Vaters
des Patientenln mit identer Mutation zeigt, dass die beschriebene Mutation in der
Zelllinie der Fibroblasten zu einer Haploinsuffizienz des Typ-I-Kollagen flhrt.

Bisher existieren in der Literatur keine Publikationen zu dieser Variante.
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Abbildung 11: Fallbeispiel 7, Gelelektrophorese. OI/EDS Overlap Syndrom. Patientin P1
und Patientln P2 (Kindsvater). In einer biochemischen Analyse des Kollagen aus Fibroblas-
ten zeigt sich bei P1 ein normaler Anteil der Kollagene L:11I:1V im Kulturmedium (medium).
In der Zellschichtfraktion (cell layer) zeigt sich bei P1 jedoch eine Verminderung der Inten-
sitat der korrespondierenden Bande der a1(l)-Kette vergleichbar mit der Intensitat der a2(1)-
Kette, aufgrund der Anwesenheit einer zusatzlichen o 1(1)-Kette. In der Mediumfraktion fehlt
diese helle Bande, was darauf rickschlieen lasst, dass die Ubermodifizierte a1(l)-Kette in
der Zelle retiniert wird.

In der elektrophoretischen Mobilitat zeigt sich eine starke Verminderung der tbermodifizier-

ten und intrazellular retinierten o1(1)-Kette.

Ein weiteres Fallbeispiel (Fallbeispiel 8) zeigt eine Familie (Familie 5), welche sich
mit einer heterozygoten Mutation in COL7A2 im Exon 8 an der Position ¢.335G>T
(p.Gly112Val) prasentiert. Diese fuhrt zu einem Austausch der Aminosauren Glycin
zu Valin und ruft eine Missense-Mutation hervor. Insgesamt sind 3 Individuen Teil
dieser Auswertung. Die Geschlechterverteilung zeigt sich mit 66.67% (N=2) weib-
lich und mit 33.33% (N=1) mannlich. Alle Individuen haben die bestatigte klinische
Diagnose eines OI/EDS-Overlap-Syndrom. Die am haufigsten auftretenden Kklini-
schen Symptome in mindestens einer Lebensperiode sind mit 100% (N=3): Ge-
lenkshypermobilitat, Orthopadische Veranderungen und Blaue Skleren. Weiters

treten in mindestens einer Lebensperiode Frakturen sowie Operationen aufgrund
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von Frakturen mit einer Haufigkeit von 66.67% (N=2) auf. Die Schweregradeintei-
lung aufgrund von Frakturen zeigt sich wie folgt: 66.67% (N=2) mit mildem Typ und
33.33% (N=1) mit moderatem Typ. 33.33% (N=1) zeigt sich mit Frakturen (<5 ohne
adaquates Trauma) bereits in der Neonatalperiode.

Keiner der Patienten weist klinische Symptome von Gelenksdislokationen/-schmer-
zen, Kleinwuchs, Deformitaten der langen Rohrenknochen, Hérminderung, vermin-
derte Knochendichte, Himatomneigung oder Arachnodaktylie auf.

Ein Familienmitglied ist Teil einer Publikation von Morlino et al. aus 2020 84, welche
sich mit der neuen Klassifikation eines OI/EDS-Overlap-Syndrom beschaftigt. Hier
wurden 21 Individuen aus 13 Familien untersucht, in welchen, nach vermutetem
EDS, Mutationen in COL71A7 und COL1A2 gefunden wurden. Die Individuen konn-
ten weder als definitive Ol, noch als eine der drei bisher klassifizierten EDS Varian-

ten zugeordnet werden.
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Abbildung 12: Familie 5, P (PatientIn), Kollagen Biochemische Analyse eines Familienmit-
glieds der Familie 5. Es zeigt sich die Prasenz einer verbreiterten o2(l)-Bande und schnel-
lerer elektrophoretischer Migration der a.2(1)-und p1,2-Ketten des Kollagen Typ |. Dies weist

auf eine anders modifizierte a2(l)-Kollagen-Kette und modifiziertes Kollagen hin 8.
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4. Diskussion

4.1. Interpretation der Ergebnisse

Osteogenesis Imperfecta stellt eine seltene, klinisch auf3erst variable Erkrankung
dar. Bis heute konnte keine eindeutige Genotyp-Phanotyp-Korrelation detektiert
werden. Ziel dieser Arbeit ist es, Daten von betroffenen Patientinnen mit diagnosti-
zierter Ol bzw. OI/EDS-Overlap-Syndrom bezlglich klinischem und genetischem
Phanotyp auszuwerten und zu analysieren, um eine mogliche Korrelation zu identi-
fizieren sowie den interfamiliaren klinischen Phanotyp miteinander zu vergleichen.
Hierzu wurde die Arbeit in mehrere Teile gegliedert und mit bereits vorhandener

Literatur und Datenbanken verglichen.

4.1.1. Intrafamilidrer Vergleich in COL1A71 und COL1A2A

Es zeigt sich in dieser Arbeit, wie in der Publikation von Marini et al '" bereits be-
schrieben, dass Glycin-Substitutionen in der a1(l)-Kette der Triple Helix-Doméane
eher zu einem letalen OI-Typ-Il fihren als jene in der a2(1)-Kette.

Weiters lasst sich auch in dieser Arbeit ein unterschiedliches Muster der Genotyp-
Phanotyp Zusammenhange in Bezug auf die a1(1)- und a2(1)-Kette erkennen. In der
a1(l)-Kette zeigen sich Glycin-Substitutionen im Bereich des N-Terminalen-Ende
der Triple-Helix alle mit nicht-letalem OI-Typ. Alle Patientinnen mit Mutationen in
dieser Region aus Kohorte 1 prasentieren sich mit einem klinischen milden OI-Typ-
I. Respektive prasentieren sich alle Patientinnen mit Glycin-Substitutionen im Be-
reich des C-Terminalen-Ende der Triple-Helix mit schwerem bis letalem OI-Typ-II
oder -IV.

Es wurde ein Patientin aus Kohorte 1 mit letaler OI-Typ-Il identifiziert, welcher sich
sehr nahe jener, durch Marini et al. ' definierten letalen Region 910-964, befindet.
In dieser Region sowie einer vorangestellten Region 691-823 treten fast ausschliel3-
lich letale Mutationen auf. Diese Regionen korrelieren mit zwei der drei Major Ligand
Binding Regions®: MLBR2 und MLBR3, welche wahrscheinlich eine wichtige Rolle
fur die Kollagen-Anordnung, Matrix Metalloproteinasen (MMPs), Fibronectin und In-
tegrin-Bindungsstellen spielen. Die MLBR1 befindet sich am N-terminalen Ende der

Triple-Helix, hier sind die meistem Glycin-Substitutionen nicht letal .
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Im Vergleich hierzu findet sich die perinatal letale OI-Typ-Il Glycin-Substitution in
der a2(l)-Kette in der Mitte der Triple-Helix. Falle mit klinisch schwerer Ol zeigen
kein vermehrtes Auftreten im Bereich des N-Terminalen-Ende bzw. C-Terminalen-
Ende, sondern zeigen sich verteilt auf die gesamte Triple-Helix. Es zeigt sich ein
vermehrtes Auftreten von OI/EDS-Overlap-Syndrom im Bereich des N-Terminalen-

Ende der Triple-Helix.

4.1.1.1. Glycin Substitutionen COL1A1

Bereits in einer von Marini et al. veroffentlichten Publikation aus 2007 "' zeigt sich,
dass, mit wenigen Ausnahmen, der Grol3teil seiner Kohorte mit Glycin-Substitutio-
nenin COL1A1 im Bereich des N-Terminalen Ende der Triple-Helix-Kette mit einem
nicht-letalen klinischen Phanotyp assoziiert ist. Der generelle Schweregrad des Kkili-
nischen Phanotyps bei Glycin-Substitutionen entlang der a1(l) Kette verlauft nicht
linear mit einer Zunahme des klinischen Schweregrads vom N-terminalen zum C-
terminalen Ende der Triple-Helix. Ebenso lassen sich letale Formen der Ol nicht in
Clustern entlang der Kette identifizieren .

Byers et al.’ schreibt in einer Publikation aus 1991, dass Glycin-Substitutionen der
Triple-Helix der a1(l) Kette zu einem schweren klinischen Phanotyp fuhren, je naher
sie sich am C-Terminalen Ende befinden, sowie einen mildem Phanotyp hervorru-

fen, wenn sie sich N-Terminalen Ende befinden.

In Kohorte 1 zeigt sich, dass Patientinnen mit Glycin-Substitutionen im Bereich des
N-Terminalen-Ende alle einen milden OI-Typ-l aufweisen, wahrend Patienten mit
Glycin Substitutionen im Bereich des C-Terminalen-Ende einen schweren bis leta-

len OI-Typ Il bzw. IV. aufweisen.

Die Typ-I Kollagen-Fibrille 1asst sich in drei MLBR unterteilen: MLBR1, MLBR2 und
MLBR3. Die Region MLBR2 erstreckt sich von der helikalen Position 682-830 und
enthalt wichtige Regionen fur die Kollagen-Anordnung, Spaltung durch MMPs, Fib-
ronectin, und Integrin-Bindungsstellen. MLBR3 erstreckt sich von der helikalen Po-
sition 920 bis zum Ende der helikalen Region. Es konnten hier Abschnitte der
helikalen Position 691-823 sowie 910-964 nachgewiesen werden, in welchen laut
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Marini et al. ' nur letale Substitutionen identifiziert wurden. Dies korreliert mit den
MLBR2 und MLBR3 11:85,

Fallbeispiel 1 zeigt einen perinatal letalen OI-Typ-Il, welcher sich Nahe der nach
Marini et al. definierten Region 910-964 befindet 181,

Die Rolle des Marfan-Gens in der Beeinflussung des Phanotyps bei diesem Patien-
tenln ist unklar, eine Vererbung dieser Mutation von der Kindsmutter an den Pati-
entenln wurde jedoch auch nicht belegt.

Ein Erklarungsmodell des schwerwiegenden Phanotyps dieses Patienten von Stein-
mann et al.®? im Jahr 1983 beruht auf einer Verkiirzung der Lange der Triple-Helix
von Kollagen-Typ-l. Durch die Substitution von Cystein anstelle von Glycin entsteht
ein lokaler Verlust in der Triple-Helix und sie wird in zwei verkurzte Domanen unter-
teilt. Dies kann einen niedrigeren Schmelzpunkt zur Folge haben. Weiters be-
schreibt diese Publikation, dass der Effekt einer einzelnen Glycin-Substitution
wahrscheinlich abhangig von der Lokalisation in der Triple-Helix sowie der betroffe-
nen Kette ist. Eine weitere Hypothese ist, dass ein abnormes Molekil in der ECM
die Aggregation mit Umwandlung von Prokollagen in Kollagen stéren kann sowie

die Stabilisierung der Fibrillen beeintrachtigt 8.

Fallbeispiel 2 zeigt einen Patientenln mit einer heterozygoten Glycin-Substitution im
Signalpeptid mit perinatal letaler OI-Typ-Il. In zwei Publikationen wurden bereits Pa-
tientinnen mit identischer Mutation mit OI-Typ-Il sowie OI-Typ-III identifiziert 8687,
Signal-Peptide bestehen aus einem hydrophoben Kern, wodurch das Protein-Tar-
geting wahrend der Translation ermdglicht wird. Sie enthalten ebenso eine Spalt-
stelle, welche den Austritt des Proteins aus der Membranpore ermdglicht. Fur eine
suffiziente Spaltung werden kleine Aminosauren wie Alanin, Glycin und Serin an der
-1 Position der Spaltstelle bendtigt. Das Signal-Peptid spielt keine Rolle bei der
Triple-Helix-Faltung/Prozessierung und ist kein Teil der Kollagenfibrillen in der
ECM.

In anderen Studien, welche sich mit Signal-Peptid-Mutationen in verschiedenen Ge-
nen beschaftigten, konnten ebenso pathologische Veranderungen gezeigt werden.
Mutationen in COL5A1 (klassisches EDS) zeigten beispielsweise, dass Mutationen

in hydrophoben Regionen zu einem Protein Defizit fihren, wahrend Mutationen an
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der Spaltstelle, wie beispielsweise COL10A1 (Metaphysare Dysplasie Typ Schmid)
oder Insulin (Diabetes), mit ER Stress assoziiert sind 83.88-90,

Zusammenfassend schlussfolgert die Publikation von Lindert et al.8, dass eine Ak-
kumulation von ungefalteten Proteinen sowie ER Stress zu einem schwereren Ol-

Krankheitsbild fuhren kann.

Fallbeispiel 3 zeigt einen Patientenln mit einer heterozygoten Glycin-Substitution im
Bereich des C-Terminalen-Ende der Triple-Helix mit moderater bis schwerer Ol-
Typ-IV. Die Variante wurde schon mehrfach beschrieben und zeigt sich assoziiert
mit OI-Typ-I, OI-Typ-Ill, OI-Typ-IV und Ol mit normalen Skleren °'. In einer Publika-
tion von Ho Duy et al.%? zeigten sich 4 Patientinnen mit identer Variante, welche alle
einen ahnlichen klinischen Phanotyp mit OI-Typ-I oder OI-Typ-IV aufweisen.

In der ,Osteogenesis Imperfecta Variant Database® finden sich 31 beschriebene

pathogene idente Mutationen mit unterschiedlichen klinischen Phanotypen 3.

4.1.1.2. Glycin Substitutionen COL1A2

Gleiche Glycin Substitutionen in der a2(l)-Kette weisen in der Publikation von Marini
et. al " in unterschiedlichen Familien haufiger einen lbereinstimmenden Phanotyp
auf als in der a1(l)-Kette. Weiters zeigt sich in dieser Publikation, dass die letalen
Glycin-Substitutionsmutationen der o2(1)-Kette im Gegensatz zu jenen der a1(l)-
Kette in Clustern auftreten, welche sich uber 2/3 der Kette verteilen. Diese Cluster-
Regionen spielen eine wichtige Rolle bei der Bindung von Proteoglykanen und so-
mit bei der Interaktion der Kollagenfibrillen mit anderen Molekilen der ECM.
Bedeutend fur den klinischen Phanotyp ist hier die Lokalisation der Mutation und
nicht die ausgetauschte Aminosaure. Die Cluster treten vor allem in Regionen auf,
welche sich als entscheidende Domanen fur die Interaktion der Proteoglykane mit
Kollagenfibrillen zeigen Kein Patient aus Kohorte 2 mit nicht-letalem OI-Typ befindet
sich in einer der acht von Marini et al. definierten Cluster Region .

Fallbeispiel 4 zeigt einen Patientenln mit letaler OI-Typ-Il verursacht durch eine Gly-
cin Substitution. Die Mutation lasst sich anhand der Clustereinteilung nach Marini et
al. Cluster 2 zuordnen ''. In der Literatur und den Datenbanken sind keine weiteren

Falle mit identer Mutation beschrieben.
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Fallbeispiel 5 zeigt einen Patientln mit Glycin-Substitution mit einem schweren OlI-
Typ-lll. Im Paper von Marini et al.' zeigen sich 6 Falle mit identischer Mutation mit
ebenso einem klinisch schweren Phanotyp mit OI-Typ-Ill, 2 Falle mit OI-Typ-Il/llI
und 1 Fall mit OI-Typ-IV. In den Datenbanken existieren keine weiteren publizierten

Falle betreffend dieser Mutation.

Fallbeispiel 6 zeigt einen PatientenIn mit schwerer OI-Typ-lll verursacht durch eine
Glycin-Substitution. Es handelt sich um eine Hot-Spot Region mit Austausch einer
hoch-konservierten Aminosaure %*.

Eine ahnliche Mutation an identer Lokalisation wurde bereits in der Literatur be-
schrieben: COL1A2 c.2314G>A (p.Gly772Ser). Der betroffene Patientln zeigt eine
schwere Dentinogenesis Imperfecta mit Verlust aller Zahne bis zum 20.Lebensjahr
sowie weitere Ol-Merkmalen wie beispielsweise erhdhte Frakturrate, verminderte
Knochendichte und Kleinwuchs .

Dies zeigt sich ahnlich zu den Symptomen, welche bei Fallbeispiel 6 beschrieben

wurden.

4.1.2. Interfamiliarer Vergleich in COL1A1 und COL1A2
4.1.2.1. Familie 1

Familie 1 prasentiert sich mit einer Glycin zu Serin Substitution und daraus folgend
einer Missense-Mutation. In der genetischen Datenbank Varsome wird die Variante
nach ACMG Kilassifikation als ,pathogen® eingestuft. Es zahlt als Hot-Spot-Region
mit einer Lange von 17 Aminosauren mit 15 Missense-/Inframe Varianten. Die be-
troffene Position gilt als hoch-konserviert. Ebenso wurden zwei pathogene alterna-
tive  Varianten bereits identifiziert: chr17:50196180C>T  (Gly326Asp);
chr17:50196181C>G (Gly326Arg). Es existieren aktuell keine Publikationen bezug-
lich dieser Variante °,

In Familie 1 flhrt die Variante bei allen Individuen zu einer Osteogenesis Imperfecta
vom Sillence-Typ-I. Alle Mitglieder der Familie 1 prasentieren sich mit einem milden
klinischen Phanotyp. Bezuglich der Frakturrate zeigen alle Individuen ein Auftreten

von erhohter Knochenbrichigkeit erst ab der Lebensperiode ,Kindheit“. Die
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Schweregradeinteilung der Frakturen zeigt sich bei der Mehrheit der Familienmit-
glieder, 66.67% (N=2), moderat. Ein Familienmitglied weist einen milden Schwere-
grad auf.

Eine Deformitat der langen R6hrenknochen tritt bei 66.67% (N=2) bereits antenatal
auf. Bezuglich des klinischen Phanotyps, insbesondere mit Augenmerk auf den Sil-
lence-Typ, Frakturhaufigkeit und Deformitat der langen Rohrenkndchen weisen die
Familienmitglieder eine ahnliche Krankheitsauspragung auf. Vergleiche in Bezug
auf andere Individuen mit identischer Mutation kdnnen aufgrund von fehlender Da-

tenlage nicht gezogen werden.

4.1.2.2. Familie 2

Familie 2 prasentiert sich mit einer Glycin zu Serin Substitution und daraus folgend
einer Missense Mutation. In der genetischen Datenbank Varsome wird die Variante
nach ACMG Klassifikation als ,pathogen“ eingestuft ®’. In der ,Osteogenesis Imper-
fecta Variant Database” betreffend dieser Variante finden sich 19 verschiedene Ein-
trage zu identen Mutationen, welche eine Assoziationen mit Ol Typ-I,-1l,-lll und Typ
-1V zeigen %.

Die betroffene Position gilt als hoch-konserviert. Und es wurden ebenso 2 patho-
gene alternative Varianten identifiziert: chr17:50194032 C>A (Gly560Cys);
chr17:50194032 C>G (Gly560Arg) ¥.

In eine Publikation von Marini et al " konnte gezeigt werden, dass eine Substitution
mit Arginin zu einem letalen OI-Typ-Il fihrt, wahrend Serin Substitutionen an identer
Stelle zu einer OI-Typ-l, -lll und -IV fihren, sowie Cystin Substitutionen an identer
Stelle zu einer OI-Typ-IV fuhren. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Substitu-
tion eines einzelnen Glycins durch eine andere Aminosaure bei unterschiedlichen
Individuen zu letaler und nicht-letaler Form der Ol fuhren kann.

In Familie 2 fuhrt die Variante bei 2 Individuen zu einer Ol Sillence-Typ-l/IV sowie
bei einem Individuum zu einer OI-Typ-IV. Der klinische Phanotyp zeigt sich bei den
Familienmitgliedern unterschiedlich stark ausgepragt von mildem bis hin zu schwe-
rem klinischen Phanotyp. Eine Genotyp-Phanotyp Korrelation kann hier nicht ge-

zeigt werden.
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4.1.2.3. Familie 3

Familie 3 prasentiert sich mit einer Gylcin zu Arginin Substitution und daraus folgend
einer Missense Mutation.

In der genetischen Datenbank Varsome wird die Variante nach ACMG Klassifikation
als ,pathogen” eingestuft. Bisher existieren keine Publikationen bezlglich der iden-
ten Variante. Die betroffene Position gilt als hoch-konserviert.

Es wurde bereits 1 pathogene alternative Varianten identifiziert: chr7:94406278
(Gly190Glu), welche durch ClinVar als ,likely pathogenic* eingestuft wird 9.

In Familie 3 fuhrt die Variante bei allen Individuen zu einer Osteogenesis Imperfecta
vom Sillence-Typ-IV. Alle Mitglieder der Familie 1 prasentieren sich mit einem mo-
deraten klinischen Phanotyp. Bezuglich der Frakturrate zeigen alle Individuen ein
Auftreten von erhdhter Knochenbrichigkeit erst ab der Lebensperiode ,Sauglings-
alter®. Die Schweregradeinteilung der Frakturen zeigt sich bei allen Familienmitglie-
der moderat. Im Zusammenschau der Symptome und des Schweregrades weil3t die
Familie 3 eine ahnliche phanotypische Krankheitsauspragung auf. Vergleiche in Be-
zug auf andere Individuen mit identischer Mutation kénnen aufgrund von fehlender

Datenlage nicht gezogen werden.

4.1.2.4. Familie 4

Familie 4 prasentiert sich mit einer Gylcin zu Glutamin Substitution und daraus fol-
gend einer Missense Mutation.

In der genetischen Datenbank Varsome wird die Variante nach ACMG-
Klassifikation als ,pathogen® eingestuft. Es zahlt als Hot-Spot-Region mit einer
Lange von 17 Aminosauren mit 13 Missense-/Inframe Varianten. Die betroffene Po-
sition gilt als hoch-konserviert. Ebenso wurden zwei pathogene alternative Varian-
ten bereits identifiziert: chr7:94409741 (Gly319Arg); chr7:94409741 (Gly319Arg).
Es existieren aktuell keine Publikationen beziiglich dieser Variante 1%,

In Familie 4 fuhrt die Variante bei allen Individuen zu einer Osteogenesis Imperfecta.
Bei 2 Individuen zu einer Ol Sillence-Typ-lIV sowie bei einem Individuum zu einer
OI-Typ-I. Alle Mitglieder der Familie 4 prasentieren sich mit einem milden bis mode-
raten klinischen Phanotyp. Bezuglich der Frakturrate zeigt keines der Individuen ein

Auftreten von erhdhter Knochenbrichigkeit vor der Lebensperiode ,Kindheit“. Die
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Schweregradeinteilung der Frakturen zeigt sich bei der Mehrheit der Familienmit-
glieder, 66.67% (N=2) mild. Ein Familienmitglied weist einen moderaten Schwere-
grad auf.

Bezuglich des klinischen Phanotyps, insbesondere mit Augenmerk auf den Sillence-
Typ, Frakturhaufigkeit und Deformitat der langen Rohrenknochen weisen die Fami-
lienmitglieder eine unterschiedliche Krankheitsauspragung auf, ein Individuum pra-
sentiert sich mit starkerer Krankheitsauspragung. Vergleiche in Bezug auf andere
Individuen mit identischer Mutation kdnnen aufgrund von fehlender Datenlage nicht

gezogen werden.

4.1.3. OI/EDS-Overlap-Syndrom

Malfait et al. veroffentlichte eine Hypothese, dass OI/EDS-Overlap-Syndrome hau-
fig im Bereich Nahe des N-Terminalen Propeptids der a.1(l) und a2(l)-Ketten auftre-
ten 8191 Dies konnte in der Publikation von Morlino et al. 8 ebenso, mit vereinzelten
Ausnahmen, in einem kleinen Patientengut bestatigt werden.

In unserer Gesamtkohorte zeigt sich, dass 50% (N=3) der Patientinnen mit OI/EDS-
Overlap-Syndrom Mutationen im Bereich Nahe des N-Terminalen-Ende der Triple-

Helix vorweisen.

4.1.3.1. Fallbeispiel 7

Fallbeispiel 7 zeigt einen Patientenln mit einer Mutation im Intron, welche in fehler-
haftem Spleil3en resultiert. Der genaue Pathomechanismus ist nicht verstanden und
ebenso ware ein Exon-Skipping von Exon 34, Intron-Inclusion von Intron 33 oder
die Verwendung einer kryptischen Spleilstelle mdglich. Klinisch prasentiert sich die
Patientin vorallem mit Symptomen einer Dentinogenesis Imperfecta sowie Kypho-
skoliose. Ein weiteres Familienmitglied prasentiert sich ebenso mit identer Mutation
und Dentinogenesis Imperfecta. In der ,Osteogenesis Imperfecta Variant Database*

sowie ,Varsome® sind keine weiteren identen Varianten gelistet.
4.1.3.2. Familie 5

Familie 5 prasentiert sich mit einer Gylcin zu Valin Substitution und daraus folgend

einer Missense Mutation.
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In der genetischen Datenbank Varsome wird die Variante nach ACMG-
Klassifikation als ,pathogen® eingestuft. Die betroffene Position gilt als hoch-konser-
viert.

Bisher existieren keine Publikationen bezuglich der identen Variante.

Es wurden bereits 2 pathogene alternative Varianten identifiziert: chr7:94404702
G>A(Gly112Ser); chr7:94404703G>A (Gly112Asp) '%.

Die Variante fuhrt bei allen Individuen der Familie 4 zu einem OI/EDS-Overlap-
Syndrom. Klinisch prasentieren sich die Familienmitglieder mit einem ahnlichen
Krankheitsbild.

Morlino et al. publizierte 2013 8 21 Familien mit 13 Mutationen mit pathogenen Va-
rianten in COL71A7 und COL1A2. Bei allen Familien war der initiale Verdacht auf ein
EDS aufgrund ihrer Bindegewebssymptome. Es wurden jedoch bei allen Familien
Varianten in Genen detektiert, welche primar mit Ol assoziiert sind. Ein Mitglied der
Familie 5 ist Teil dieser Publikation. In der Untersuchung der Fibroblasten jenes
Patientenln konnte gezeigt werden, dass die ECM-Zusammensetzung und Integrin-
Expression bei unserem Patientenin gréoRere Ahnlichkeit zu EDS-Kontrollen auf-
wies, als zu Ol Kontrollen.

Es sind keine weiteren identen Varianten in den Datenbanken (Varsome, Osteoge-
nesis Imperfecta Variant Database) aufgelistet, daher kbnnen keine weiteren Ver-

gleiche bezlglich Genotyp-Phanoptyp Korrelation gezogen werden.
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4.2. Fazit

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit versucht anhand von 31 Patientinnen mit
diagnostizierter Osteogenesis Imperfecta bzw. Osteogenesis Imperfecta/Ehlers
Danlos-Overlap-Syndrom eine mogliche Genotyp-Phanotyp-Korrelation auszuwer-
ten und zu analysieren. Hierzu wurden einerseits prediction Algorithmen (Varsome,
ClinVar), Ol-Datenbanken (Osteogenesis Imperfecta Variant Database) verwendet,
als auch Publikationen bezuglich identer bzw. ahnlicher Varianten herangezogen.
Es zeigt sich in dieser Arbeit, dass Glycin-Substitutionen in der a1(l)-Kette der Triple
Helix-Domane eher zu einem letalen OI-Typ-ll fihren als jene in der a.2(l)-Kette.
Alle Patientinnen mit Glycin-Substitutionen in COL7A1 im Bereich des N-Termina-
len Ende der Triple-Helix-Kette sind mit einem milden OI-Typ-| assoziiert ist, wah-
rend Glycin-Substitutionen im Bereich des C-Terminalen-Ende der Triple-Helix-
Kette mit einem schweren-letalen OI-Typ-Il oder -IV assoziiert sind.

Im Gegensatz hierzu zeigt sich, dass der klinische Schweregrad der Glycin-Substi-
tutionen in der a2(l)-Kette nicht mit einem gehauften Auftreten im Bereich des N-
oder C-Terminalen-Ende der Triple-Helix assoziiert ist, sondern zufallig im gesam-
ten Bereich der Triple-Helix auftritt.

Es zeigt sich weiters, dass die Halfte aller OI/EDS-Overlap-Syndrome im Bereich
des N-Terminalen-Ende der Triple-Helix auftritt.

Die haufigsten klinischen Symptome, die in einer bis allen der sechs Lebensperio-
den auftreten, waren in Mutationen der a1(l)-und o2(l)-Kette identisch mit Fraktu-
ren, Orthopadische Merkmalen sowie Blaue Skleren.

Im Gegensatz hierzu zeigte sich die Subgruppe des OI/EDS-Overlap-Syndrom mit
unterschiedlicher Symptomatik. Hier sind die haufigsten klinischen Symptome, wel-
che in mindestens einer Lebensperiode auftreten, Gelenkshypermobilitat und Or-
thopadische Merkmale. Frakturen treten nur in einem kleinen Teil der
Patientensubgruppe auf.

Innerhalb der Familien zeigen sich unterschiedliche phanotypische Auspragungen
trotz identer Mutation. Eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation kann hier in den meisten
Fallen nicht gezogen werden.

Bei der Auswertung zeigen sich einige Limitationen:
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Bei einem sehr kleinen Patientengut lassen sich keine statistischen Signifikanzen
berechnen. Ergebnisse konnen nur als prozentualer Anteil an der kleinen Gesamt-
population ausgewertet werden. Bei einigen Patientinnen war wenig klinische Infor-
mation zuganglich, was zu einer insignifikanten Korrelation zwischen bestimmten
Genotypen und Phanotypen flhrt.

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass hiermit einige bereits vorhandene Hypothe-
sen zur Genotyp-Phanotyp Korrelation unterstitzt werden kdnnen, flr eine genau-
ere und detaillierte Auswertung und Prognose allerdings eine groliere Kohorte

notwendig ware.
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