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Zusammenfassung

Am Beispiel des Smith-Lemli-Opitz
Syndroms (SLOS) kénnen zwei gene-
tische Faktoren dargestellt werden,
die die Ausprdgung des Phénotyps
beeinflussen: Sie reicht von sehr mild
betroffenen Patienten bis zu intraute-
rinem Fruchttod. Das SLOS wird
durch eine Vielzahl von Mutationen im
DHCR7-Gen verursacht. Der unter-
schiedliche Schweregrad der Auspré-
gung von SLOS kann zum gréBten Teil
durch die modulierende Wirkung des
DHCR7-Genotyps erklart werden. Zur
schwersten Form der Ausprdgung,
dem intrauterinen Fruchttod, flahrt
meist Homozygotie oder compound
Heterozygotie zweier sogenannter
Nullmutationen. Diese Nullmutationen
fihren héchstwahrscheinlich zu einem
komplett inaktiven Enzym.

Der zweite modifizierende Faktor,
Apolipoprotein E (Apo E), beeinflusst
die Bereitstellung von Cholesterol
wéhrend der Embryogenese. Die Effi-
zienz des Cholesteroltransports von
Mutter zum Embryo wird durch den
maternalen Apo E-Genotyp beein-
flusst. Apolipoprotein E hat also ne-
ben seiner Funktion der Cholesterol-
bereitstellung eine weitere modifizie-
rende Funktion wdhrend Embryoge-
nese und Entstehung von Fehlbildun-
gen.

Schliisselwérter: Smith-Lemli-Opitz-
Syndrom, Cholesterolbiosynthese,
Apolipoprotein E, sonic hedgehog
(SHH)
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Summary

Considering as example the Smith-
Lemli-Opitz syndrome two genetic
factors may be demonstrated, which
modify the phenotypical severity of
the disease. The Smith-Lemli-Opitz
syndrome is an autosomal recessive
malformation and mental retardation
syndrome that ranges in clinical
severity from minimal dysmorphism
and mild mental retardation to severe
congenital anomalies and intrauterine
death. Smith-Lemli-Opitz syndrome is
caused by mutations in the A7-
sterolreductase gene (DHCR?7), which
impair endogenous cholesterol bio-
synthesis and make the growing
embryo dependent on exogenous
(maternal) sources of cholesterol. Up
to now over 80 causal DHCR7
mutations have been described. The
DHCRY7 genotype explains the major
part of the variability of the disease
severity. The DHCR7 genotype re-
presents therefore a modulating
factor of the SLOS phenotype. Homo-
zygosity or compound heterozygosity
of so called null mutations is leading
in the majority of cases to intrauterine
death. The second modifying factor is
apolipoprotein E (apo E). The effi-
ciency of cholesterol transport from
the mother to the embryo is affected
by the maternal apo E genotype and
extends the role of apo E and its
disease association to modulation of
embryonic development and mal-
formations.

Keywords: Smith-Lemli-Opitz syn-
drome, cholesterol biosynthesis, apo-
lipoprotein E, sonic hedgehog (SHH)

Einleitung

Das Smith-Lemli-Opitz-Syndrom
(SLOS, MIM 270400) wurde erstmalig
1964 von David Smith, Luc Lemli und
John Opitz beschrieben und von ih-
nen auch RSH-Syndrom genannt,
nach den Namen der ersten drei Pa-
tienten. Es handelt sich bei diesem
Syndrom um eine autosomal rezessiv
vererbte Stoffwechselstérung, die zu
Fehlbildungen und mentaler Retardie-
rung fuhrt. Die charakteristischen
Merkmale sind, neben einer allgemei-
nen kdrperlichen und geistigen Ent-
wicklungsverzégerung, antevertierte
Nasenrillen (Steckkontaktnase), Syn-
daktylie der zweiten und dritten Zehe,
gelegentlich mit postaxialer Polydak-
tylie, Ptosis, Hypospadie und Kryp-
torchismus, ausgepragte Muskelhy-
potonie, Mikrozephalie und Mikrogna-
thie. Es kdnnen auch Gaumenspalten,
Katarakte, epileptische Anfalle und
Myelinisierungsstérungen auftreten.
Die phanotypische Ausprédgung kann
sehr unterschiedlich sein. Sie reicht
von minimalen Dysmorphien und
leichter psychomotorischer Retardie-
rung bis hin zu intrauterinem Frucht-
tod. Das SLOS kommt praktisch nur
bei Europédern, bzw. Menschen euro-
paischer Herkunft vor. Die Haufigkeit
betragt in Osteuropa ca. 1:20.000, in
Westeuropa 1:60.000.

Biochemischer Defekt im SLOS

Dieses Fehlbildungssyndrom wird
durch einen Defekt in der Cholester-
olbiosynthese verursacht. Irons und
Mitarbeiter (1993) konnten zeigen,
dass die Cholesterolvorstufen 7- und
8-Dehydrocholesterol in Patienten mit
SLOS angereichert werden und ha-



Tab 1 Frequenzen der hdufigsten DHCR7-Mutationen

Patienten mit Smith-Lemli-Opitz-Syndrom
Populationen (Haufigkeiten in %)

Mutationen Deutsche Italienische Polnische Spanische Britische
IVS8-1G>C 20 20 <5 30 34
W151X 18 <5 33 <5 <5
V326L 18 - 23 - <5
R352wW 7 <5 > 6 <5 <5
L157P <5 - >6 - -
T93M <5 45 - 23 <7
F302L - - - 10 <5

ben daraus geschlossen, dass es sich
um eine Defizienz im letzten Schritt
des Kandutsch-Russell-Synthesewe-
ges handelt. Diesen Schritt katalysiert
die A7-Dehydrocholesterol-Redukta-
se (E.C. 1.3.1.21), ein transmembra-
nares Protein des endoplasmatischen
Retikulums. Mittels Hydrophobizitats-
plot konnte ein Modell zu Struktur
und Lokalisierung dieses Proteins in
der Membran postuliert werden. Die
Expression des Enzyms erfolgt im er-
wachsenen Menschen vorwiegend in
der Leber, in geringerem Ausmaf in
allen anderen Geweben. Besonders
stark wird die A7-Dehydrocholesterol-
Reduktase in der fétalen Leber expri-
miert (Moebius 1998). Die Patienten
haben als Folge des A7-Dehydrocho-
lesterin-Reduktasedefekts einen ver-
minderten Cholesterol- und einen er-
héhten 7-Dehydrocholesterolwert im
Plasma und im Gewebe. Die Quantifi-
zierung von 7- und 8-Dehydrocholest-
erol mittels Gaschromatographie und
Massenspektrometrie (GC/MS) wird
auch zur Diagnostik des SLOS ver-
wendet. Es ist zur Zeit noch nicht ge-
klart, wie diese niedrigen Cholester-
olwerte und die erhéhte Konzentra-
tion der Cholesterol Vorstufen zum
klinischen Phénotyp fuhren. Der zel-
lulére cholesterolabhangige SHH-Sig-
naltransduktionsweg (sonic hedge-
hog) scheint dabei eine bedeutende
Rolle zu spielen (Cooper 2003). Der
klinische Phanotyp, im Besonderen
die mentale Retardierung kénnten
auch durch das Fehlen von Cholest-
erol wéhrend der Synaptogenese her-
vorgerufen werden. Es wurde postu-
liert, dass Cholesterol der Gliazellen
mittels Apo E-haltigen Lipoproteinen

von den Neuronen importiert wird, um
Synapsen zu bilden (Mauch 2001).

DHCR7-Gen

und SLOS-Mutationen

1998 wurde das DHCR7-Gen, das flr
die A7-Dehydrocholesterin-Redukta-
se kodiert, kloniert (Moebius 1998).
Die genomische Sequenz umfasst un-
gefédhr 14 kb, die cDNA besteht aus
2646 Basenpaaren in 9 Exons. Der
Translationsstart befindet sich im 3.
Exon und das offene Leseraster ko-
diert fir 475 Aminosé&uren. Das Gen
liegt auf dem langen Arm von Chro-
mosom 11 in der Bande 11913 (Fitz-
ky 1998).

Bei Patienten mit SLOS kann jeweils
auf dem mutterlichen und véterlichen
Chromosom eine Mutation im DH
CR7-Gen nachgewiesen werden. Die
Kausalitat einiger dieser Mutationen
wurde nach in vitro Mutagenese und
heterologer Expression in humanen
Zelllinien gezeigt (Fitzky 1998). Bisher
wurden Uber 80 verschiedene Muta-
tionen beschrieben (Witsch-Baum-
gartner 2001). Diese Mutationen sind
Uber das gesamte Gen verstreut,
allerdings gibt es Regionen im Pro-
tein, die vermehrt von Mutationen be-
troffen sind. Ein groBer Teil der SLOS
kausalen DHCR7-Mutationen befindet
sich in den postulierten transmembra-
naren Doméanen des Proteins. AuB3er-
dem sind die 4. cytoplasmatische
Schleife und das C-terminale Ende
des Proteins betroffen. Zusatzlich gibt
es noch die Gruppe der so genannten
Nullmutationen, die zu einem kom-
pletten Funktionsverlust des DHCR7
Proteins fuhren. Die haufigsten Null-

mutationen sind eine SpleiBmutation,
die das letzte Nukleotid in Intron 8
betrifft (IVS8-1G>C), und eine Stop-
mutation in Exon 6 (W151X). Diese
beiden Mutationen machen gemein-
sam ca. 40% der europdischen
SLOS-Allele aus, wobei die Frequenz
je nach Herkunft der Patienten unter-
schiedlich hoch sein kann (siehe Ta-
belle Witsch-Baumgartner 2005).

Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Die Einteilung der unterschiedlichen
Mutationen in vier Gruppen geordnet
nach Lokalisierung im Protein (trans-
membranédre Regionen, 4. cytoplas-
matischen Schleife und C-terminales
Ende) und Nullmutationen als 4.
Gruppe und die objektive Beschrei-
bung der duBeren Fehlbildungen in
Form eines ,severity scores” (Kratz
1999) ermdglichte eine Genotyp-Pha-
notyp Korrelation. Dabei stellte sich
heraus, dass die Nullmutationen ho-
mozygot oder compound heterozygot
zu den schwersten Auspragungen
(,severity score” >50) des SLOS fiih-
ren — meist zum intrauterinen Frucht-
tod. Zu schwerem Phanotyp fuhren
auch Mutationen in der 4. cytoplas-
matischen Schleife (4L) homozygot
oder compound heterozygot in Kom-
bination mit Nullmutationen. Eher mo-
derat (,severity score” 25 — 50) be-
troffen sind Patienten mit Mutationen
in transmembrandren Doméanen (TM)
homozygot oder compound heterozy-
got mit Null-, 4L-, oder CT-Mutatio-
nen. Am mildesten (,severity score”
<25) betroffen sind Patienten mit
SLOS, die Mutationen am C-termina-
len Ende (CT) homozygot oder in
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Abb 1 Genotyp-Phénotyp-Korrelation im SLOS

Es wird der statistische Zusammenhang gezeigt zwischen

A) den DHCR7-Genotypen (geordnet nach der jeweiligen
Position im Protein) bei Patienten mit SLOS und dem

Schweregrad der Auspragung (,severity score®)

B) den DHCR7-Genotypen bei Patienten mit SLOS und der
Cholesterol-, bzw. 7-Dehydrocholesterolkonzentration.

Maternale Lipoproteine (Apo E 2,3,4)

Rezeptor-vermittelte Aufnahme
(Apo E-Rezptor?) /

Uterus

® 0
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Extraembryo-
nales Gewebe
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Abb 2 Vereinfachtes Modell iiber den méglichen Ein-
fluss von Apolipoprotein E auf den maternal-embryona-
len Cholesteroltransport.

Patienten mit SLOS mit defekter Cholesterolbiosynthese
sind abh&ngig vom maternalen Cholesteroltransport. Apo E-
Isoformen haben unterschiedliche Bindungsaffinitaten zu
den spezifischen Rezeptoren, daher héngt die Effizienz des
Cholesteroltransports vom maternalen Apo E-Genotyp ab.
Schematische Darstellung nach Herz J, Willnow TE, Farese
RV. Cholesterol, hedgehog and embryogenesis. Nat Genet

Kombination mit TM-Mutationen tra-
gen (Abb. 1A).

Die Reihung der Genotyp-Gruppen
bezlglich der ,,severity scores” korre-
lieren invers mit den Cholesterolwer-
ten der Patienten mit SLOS (Abb. 1B).
Diese Patienten mit zwei Nullmutatio-
nen haben die niedrigsten Cholester-
olwerte, Patienten mit CT-Mutationen
weisen die hoéchsten Werte auf
(Witsch-Baumgartner 2000). Diese
Einteilung der DHCR7-Mutationen in
Gruppen und ihre Korrelation mit dem
Cholesterolwert erklart 29% der Vari-
anz des logarithmischen Cholesterol-
wertes. Das heiBt, andere Faktoren
mussen bei dieser Variabilitat der
Cholesterolwerte in Patienten mit
SLOS und der unterschiedlich starken
Auspréagung dieses Syndroms noch
eine Rolle spielen. Daflir spricht eini-
ges, denn die Einteilung der Mutatio-
nen in diese Gruppen wurde nur nach
dem Proteinmodell, beruhend auf ei-
nem Hydrophobizitatsplot, vorgenom-
men. Genauere Aussagen konnten
wahrscheinlich getroffen werden,
wenn die Mutationen nach ihren funk-
tionellen Konsequenzen eingeteilt
werden kénnten. Trotzdem ist davon
auszugehen, dass nur ein Teil der
phanotypischen Variabilitdt des SLOS
durch die allelische Heterogenitat am
DHCR7-Locus erklart werden kann.

Cholesterol und Embryogenese

Das Cholesterol spielt wahrend der
Embryogenese eine groBe Rolle bei
der Entstehung des SLOS (Cunniff
1997). Es konnte gezeigt werden,
dass die Holoprosenzephalie, die
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15:123-4, 1997.

auch mit dem SLOS assoziiert sein
kann, durch verschiedene Defekte der
Cholesterolbiosynthese oder des
Cholesteroltransports hervorgerufen
werden kann. Solche Defekte betref-
fen die Inhibierung der 3b-Hydroxy-
steroid-A7-Reduktase, die Zerstérung
des Megalin/gp330-Gens, die Dele-
tion von Apolipoprotein B und auch
Mutationen im “sonic hedghog“-Gen
(SHH-Gen). Die Bindung von Cholest-
erol an das SHH-Protein ist der akti-
vierende Faktor der SHH-Signalka-
skade. Man vermutet dass, die SHH-
Signalkaskade wé&hrend der Embryo-
nalentwicklung sehr unterschiedliche
Funktionen Gbernimmt, etwa bei der
Ausbildung des ZNS und der Extre-
mitaten. Die Versorgung des wach-
senden Embryos mit Cholesterol er-
folgt Ublicherweise Uber die endoge-
ne Biosynthese und Uber exogene
Quellen, d. h. den Transport von Lipo-
proteinen von der Mutter (Abb. 2).
Folglich kénnten genetische Unter-
schiede im Steroltransportsystem von
Mutter oder Kind den Phénotyp des
SLOS beeinflussen. Bisher ist wenig
Uber die Mechanismen des Cholest-
eroltransports von Mutter zum Em-
bryo bzw. Fetus bei Menschen be-
kannt.

Mittels Studien in Apo B-knockout-
Mausen konnte gezeigt werden, dass
Apolipoprotein B und Lipoproteinre-
zeptoren wesentlich an diesen Trans-
portmechanismen beteiligt sind (Fa-
rese 1995). Dass dem Cholesterol
wéhrend der Embryonalentwicklung
eine wichtige Funktion zukommt,
zeigt sich daran, dass die LDL-Kon-
zentration der mutterlichen Tiere die

GroBe ihrer Féten beeinflusst (McCo-
nihay 2001).

Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (Apo E) ist ein Be-
standteil von Lipoproteinen in Plasma
und Kdorperflussigkeiten. Méglicher-
weise ist es auch ein Bestandteil des
Cholesteroltransports zwischen Mut-
ter und Embryo bzw. Fétus. Apo E
zeichnet sich durch einen geneti-
schen Polymorphismus mit drei h&u-
figen Allelen, €2, €3 und e4, aus. Die-
se Allele unterscheiden sich durch
Basensubstitutionen in zwei Kodons
des Apo E-Gens, die zum Austausch
von Aminoséduren an den Positionen
112 (Cystein zu Arginin) und 158 (Ar-
ginin zu Cystein) im Apo E-Protein
fuhren. Apolipoprotein E wirkt weiter
als Ligand, der an der rezeptorvermit-
telten Aufnahme von Cholesterol
durch unterschiedliche Zelltypen und
Gewebe beteiligt ist. Es ist auch an
speziellen Prozessen beteiligt, wie
Lymphozytenaktivierung, Cholesterol-
homdostase in Makrophagen und
neuraler Plastizitdt (Mauch 2001). Die
verschiedenen Apo E-Isoformen (E2,
E3, E4), die auf den Allelen €2, €3 und
e4 beruhen, unterscheiden sich durch
ihre Bindungsaffinitdten zu Lipoprot-
einrezeptoren und Uben einen starken
Einfluss auf die Plasmacholesterol-
konzentration aus. Wahrend Apo E2
eine schwéchere Affinitdt zum Apo
B/E-Rezeptor zeigt, hat Apo E4 eine
starkere Bindung als der Wildtyp Apo
E3. Die unterschiedlichen Funktionen
des Apolipoproteins E erklédren des-
sen Beteiligung an verschiedenen Er-
krankungen wie Dyslipidamien, athe-
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rosklerotischen Erkrankungen und
Alzheimer-Erkrankung.

Apo E und SLOS

Nach Analyse des Apo E-Genotyps
bei mehr als 50 Familien mit SLOS
zeigte die statistische Auswertung ei-
nen deutlichen Zusammenhang des
Schweregrades der Auspragung des
SLOS und der Plasmacholesterolwer-
te der Patienten mit SLOS mit dem
Apo E-Genotyp der Mutter (Abb. 3).
Es wurde hingegen keine Assoziation
mit dem Apo E-Genotyp der Kinder
oder deren Vater gefunden (Witsch-
Baumgartner 2004). Der heranwach-
sende Embryo ohne funktionstiichti-
ge A7-Sterol-Reduktase benétigt das
Cholesterol von seiner Mutter. Dass
Apo E wahrscheinlich eine Rolle beim
embryonalen Cholesteroltransport
von Mutter zu Kind spielt, erklart
moglicherweise den Einfluss der Apo
E-Genotypen auf die Auspragung des
SLOS. Bestimmte Apo E-Genotypen
der Mutter, oder das Fehlen von Apo
E fihren weder beim Menschen noch
bei Nagern zu irgendwelchen Fehlbil-
dungen. Bei Patienten mit SLOS
steht der SLOS-Phanotyp in einem
statistisch signifikantem Zusammen-
hang mit dem Krankheitsbild. Patien-
ten mit SLOS von jenen Muttern, die
mindestens ein Apo E2-Allel besitzen,
zeigen signifikant niedrigere Cholest-
erolwerte und héhere ,severity sco-
res” als Patienten von Muttern ohne
E2 (Abb. 3). Im Kontext einer prinzi-
piell gestdrten Cholesterolbiosynthe-
se gewinnt ein weiterer unabhangiger
genetischer Faktor, hier Apo E, fur die
Auspréagung einer monogenen Erkran-
kung an Bedeutung. Im Durchschnitt

o =
E2(+) EZ()
mittericher apo E Genotyp

Abb 3 Einfluss von Apo E auf das SLOS

Deutlich wird der signifikante Unterschied

zwischen

A) den maternalen Apo E-Genotypen (mit E2
und ohne E2) im Hinblick auf die Cholest-
erolkonzentrationen bei Patienten mit
SLOS (p=0.006, Mann-Whitney U Test)
und

B) den maternalen Apo E-Genotypen (mit E2
und ohne E2) im Hinblick auf den Schwe-
regrad der Auspragung (,,severity score”)
(p=0.029).

Unterschiede in der Anzahl der untersuchten
Personen zwischen der Abbildung A und B
kommen dadurch zustande, dass nicht von
allen Patienten Cholesterolwerte vorliegen.

haben heterozygote E2-Trdger um
15mg/dl niedrigere Cholesterolkon-
zentrationen als die durchschnittliche
Bevdlkerung, wahrend E4-Heterozy-
gote um 5-10mg/dl Gber dem Durch-
schnittswert liegen. Man vermutet da-
her, dass Apo E am Cholesteroltran-
sport von der Mutter zum Embryo
bzw. Fétus beteiligt ist. Diese Annah-
me wird unterstitzt durch die Beob-
achtung, dass die Apo E-mRNA in
den Chorionzotten und der Plazenta
vermehrt vorhanden ist ebenso sowie
jene speziellen Rezeptoren in Plaz-
enta und neuroepithelialem Gewebe
die Apo E binden (Overbergh 1995).

Bedeutung von Apolipoprotein E
fur Diagnostik, Prognose und
Therapie des SLOS

Bei Patienten mit SLOS zeigt sich ein
eindeutiger Zusammenhang zwischen
dem Apo E-Genotyp der Mutter und
dem Schweregrad der Erkrankung
und auch dem Plasmacholesterolwert
der Patienten mit SLOS. Allerdings ist
dieser Apo E nur ein ,modifizieren-
der” Faktor eines Phanotyps, der in
erster Linie durch die Mutationen im
DHCR7-Gen bestimmt wird. Das be-
deutet, dass Apo E hinsichtlich SLOS
keinerlei diagnostische Bedeutung
hat. Auch der prognostische Wert ei-
nes Apo E-Genotyp Befundes bei der
Mutter ist gering und lasst nur in sehr
geringem AusmaBe eine Aussage
Uber den Schweregrad des SLOS
beim einzelnen Patienten zu. Die Be-
deutung von Apo E wurde mittels sta-
tistischer Analysen gefunden, die dar-
auf beruhen, dass sehr viele ,SLOS“-
Familien untersucht wurden. Fast je-
der Patient mit SLOS tragt einen an-

deren DHCR7-Genotyp und dieser ist
maBgeblich flr die Ausprédgung mit-
verantwortlich. Man wirde den Apo
E-Genotyp also bei einer so schwer-
wiegenden Erkrankung wie dem
SLOS nicht in die Beratung einflieBen
lassen, mit der Aussage, dass es dem
Kind, falls die Mutter zum Beispiel
kein Apo E2-Allel aufweist, etwas
besser gehen kdnnte, als einem an-
deren mit den gleichen DHCR7-Muta-
tionen.

Die Therapie des SLOS erfolgt derzeit
vor allem Uber Cholesterolsubstitution
und eventuell einer Simvastatin-Be-
handlung mit dem Ziel, zum einen
fehlendes Cholesterol zuzufiihren und
zum anderen die Produktion an Cho-
lesterolvorstufen 7- und 8-Dehydro-
cholesterol durch Inhibierung der
HMGCoA-Reduktase einzudammen.
Die postnatale Cholesterolsupple-
mentierung &ndert nichts mehr an
den Fehlbildungen, sie fuhrt aber zu
einem verbesserten Wachstum der
Patienten und die psychosozialen De-
fizite werden etwas gemildert. Die Pa-
tienten entwickeln sich besser, sind
offensichtlich nicht so aggressiv und
zeigen ein sozialeres Verhalten (Kelley
1998). Uber Cholesteroltherapien bei
der Mutter wéhrend der Schwanger-
schaft gibt es nur einzelne Publikatio-
nen, die bisher keine generelle Aussa-
ge erlauben.

Schlussbemerkungen

Kenntnisse Uber beteiligte Faktoren
der Cholesterolsynthese, ber Cho-
lesteroltransportwege von Mutter zu
Kind und Uber die Funktionen von
Cholesterol wéhrend der Embryoge-

medgen 17 (2005)

159



160

nese kdnnen unter anderem durch die
Aufklarung weiterer modifizierender
Faktoren gewonnen werden. Auf der
Basis dieser Grundlagenforschung
kénnte es in Zukunft gelingen, kausa-
le Therapieformen zu entwickeln, die
das fur die normale Entwicklung des
Embryos essentielle Cholesterol mdg-
lichst optimal und in ausreichender
Menge dem Embryo mit SLOS zur
Verfligung stellen.
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