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1. EINFUHRUNG

Die Hypophyse ist ein =zentrales Organ bei der hormonellen Steuerung aller
Sdugetierorganismen. Es integriert eine Vielzahl von lebenswichtigen Regelkreisen auf
engstem Raum. So sezerniert sie Peptide und Proteohormone, welche die Stressantwort des
Organismus (Nebennierenachse), seine Fortpflanzung (Gonadenachse), sein Wachstum
(Wachstumshormonachse) und seinen Energiehaushalt (Schilddriisenachse) steuern.

In den letzten 20 Jahren wurden eine Vielzahl von hypophysdren Transkriptionsfaktoren
identifiziert, welche die embryonale Entwicklung wund die Funktion des
Hypophysenvorderlappens steuern (Watkins-Chow u. Camper 1998; Dasen u. Rosenfeld
1999b; Savage et al. 2003b). Mit der Untersuchung dieser Faktoren lieBen sich zum einen
einige der Mechanismen aufkldren, welche fiir den Funktionsausfall dieses Organs
verantwortlich sein konnen. Andererseits erbrachten sie Erkenntnisse liber den genauen
Ablauf der embryonalen Entwicklung dieses Organs.

Da sich in der Hypophyse embryonal mindesten 5 verschiedene hormonproduzierende
Zelllinien (die Wachstumshormon produzierenden somatototrophen, die Prolaktin
produzierenden laktotrophen, die LH und FSH produzierenden gonadotrophen und die TSH
produzierenden thyreotrophen Zellen) aus einer urspriinglichen Organanlage entwickeln,
tragen diese Untersuchungsergebnisse auch zum grundsitzlichen Verstindnis embryonaler
Entwicklungsprozesse komplexer Organsysteme bei. Die genetischen Mechanismen, welche
beispielsweise die spezifische Transkription des GH1-Gens regulieren, miissen zum einem
sehr effektiv, zum anderen jedoch auch sehr spezifisch die Expression innerhalb der
wachstumshormonproduzierenden, somatotrophen Zelle gewéhrleisten. Die adulte etwa 600
mg schwere Hypophyse produziert tiglich etwa 1-3 mg dieses Proteohormons. Etwa die
Hilfte aller Zellen des Hypophysenvorderlappens sind somatotrophen Ursprungs und in ihrem
Transkriptionsapparat auf diese optimierte Syntheseleistung eingerichtet. Jeder Defekt
innerhalb des Transkriptionsapparates kann dessen Effektivitit empfindlich beeinflussen und
daher funktionelle Konsequenzen fiir den Organismus tragen (z.B. einen hypophysiren
Kleinwuchs). Dariiber hinaus haben viele der beschriebenen Transkriptionsfaktoren auch
zentrale Funktionen wihrend der embryonalen Differenzierung und Proliferation einzelner
hypophysédrer  Zelllinien. Ein Defekt innerhalb der hypophysdr exprimierten
Transkriptionsfaktoren geht daher in der Art und dem Umfang des Hormonausfalls iiber das
hinaus, was sich aufgrund seines Expressionsmusters in der adulten Hypophyse vermuten

lasst. Das folgende Kapitel versucht den derzeitigen Wissenstand iiber die Funktion der



Faktoren wiederzugeben, welche fiir die Entwicklung und Funktion vor allem des

Hypophysenvorderlappens von Bedeutung sind.

1.1. Anatomie der Hypophyse

Vordere Kommissur Nucl. paraventricularis

A. hypophysea sup.
Nucl. supraopticus

Eminentia mediana >

/é - :

HHL
Infundibulum

HHL
Hypophysenstiel

Chiasma opticum
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HVL _ Pars nervosa
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A. hypophysea inf.
HVL
Sinus cavernosus Pars intermedia

Abbildung 1 Schema der Anatomie der Hypophyse. Der Hypophysenvorderlappen (HVL) untergliedert sich in
einer Pars distalis, die aus dem vorderen Anteil der Rathke Tasche hervorgeht, eine Pars intermedia (oder
Mittellappen), die aus dem hinteren Anteil der Rathke Tasche entspringt und der Pars infundibularis, welche
dem Hypophysenstiel entspricht. Der Hypophysenhinterlappen (HHL) gliedert sich in die pars nervosa mit den
axonalen Nervenendigungen hypothalamische Kerne, dem Hypophysenstiel und der Pars infundibularis. Die
arterielle Versorgung des HVL erfolgt vor allem aus Asten der A. hypophysea sup. und zum Teil aus der A.
hypophysalis inf., die Gefdllversorgung des HHL aus der A. hypophysea inf.. Hypothalamische Releasing-

Hormone werden tiber die Eminentia mediana in den hypophyséren Portalkreislauf an die Zielzellen befordert.

Das durchschnittliche Gewicht der Hypophyse beim Erwachsenen betrigt etwa 600 mg,
wobei es einer starken interindividuellen Schwankung (400 bis 900 mg) unterliegt. Frauen
haben durchschnittlich ein etwas groBeres Organ, speziell widhrend und nach der
Schwangerschaft, welches dann mehr als 1 g wiegen kann. Das Gewicht der Hypophyse beim
Neugeborenen betrégt zumeist schon etwa 100 mg (Thorner et al. 1992). Da fast die Halfte
aller Zellen des Hypophysenvorderlappens somatotrophen Ursprungs sind, d.h.
Wachstumshormon produzieren, gehen isolierte oder inkomplette Ausfille der
Wachstumshormonsekretion ~ hdufig mit einer deutlichen  Verkleinerung  des
Hypophysenvorderlappens einher (Magalhaes et al. 1995). Die starken interindividuellen
Unterschiede in der Grofle und Form des Hypophysenvorderlappens verbieten jedoch in der

Praxis zumeist Riickschliisse von der Grofle der Hypophyse auf die Funktionskapazitit des



Organs. Die Diagnose einer Hypophyseninsuffizienz ergibt sich daher zunidchst immer aus
dem pathologischen Ergebnis eines Hypophysenstimulationstests.
Die reife Hypophyse setzt sich aus zwei Anteilen zusammen:

» dem Hypophysenvorderlappen (Adenohypophyse),

» dem Hypophysenhinterlappen (Neurohypohyse)
Anatomisch lédsst sich die Adenohypophyse, die einen Grofiteil des Hypophysenvolumens und
-gewichts ausmacht in 3 Anteile unterteilen: Pars distalis, Pars intermedia (auch
Hypophysenmittellappen) und Pars infundibularis (sieche Abbildung 1.1). Beim Menschen
finden sich die meisten hormonproduzierenden Zellen im Bereich der Pars distalis, wéhrend
die Pars intermedia weitaus weniger differenziert ist. Multiple, von einem einschichtigen
Zylinderepithel ausgekleidete zystische Strukturen durchsetzen diesen Anteil der Hypophyse
(Asa u. Kovacs 1984; Asa et al. 1986; Asa et al. 1988). Die Pars intermedia produziert das
sog. Proopiomelanocortin (POMC), das Vorlduferprotein fiir das Melanozyten stimulierende
Hormon (MSH) und Endorphine(Hagan u. Brooks 1998). Hier finden sich auch MSH
produzierende sog. melanotrophe Zellen. Die Pars intermedia setzt sich kranial in den
Hypophysenstiel fort (Pars infundibularis).
Die Adenohypophyse enthilt 5 Zelltypen, welche nach dem Hormon, das produziert wird, in
somatotrophe- (GH-produzierende), laktotrophe- (Prolaktin produzierende), gonadotrophe-
(LH- und FSH-produzierende), kortikotrophe- (ACTH-produzierende) sowie thyreotrophe-
(TSH-produzierende) Zellen eingeteilt werden.
Der Hypophysenhinterlappen ist neuronalen Ursprungs und enthdlt die terminalen
synaptischen Endungen von Neuronen, deren Zellkérper im Hypothalamus liegen und die
Oxytozin und Vasopressin sezernieren. Der Hypophysenhinterlappen (HHL) setzt sich aus
drei Anteilen zusammen, dem Infundibulum, dem Hypophysenstiel und der Pars nervosa der
Hypophyse (Abb. 1.1).
Der HHL enthidlt verschiedene Nuclei mit neuronalen Projektionen in verschiedene
Hirnregionen (Thorner et al. 1992).
Fiir die Funktion des Hypophysenvorderlappens hingegen sind vor allem hypothalamische
Projektionen in den Bereich der Eminentia mediana wichtig. Die Eminentia mediana stellt
ein portales Gefdllsystem dar, das Hormone von den Nervenendigungen in diesem Bereich zu

ihren Zielzellen im Bereich des Hypophysenvorderlappens transportiert.



1.2. Embryologie der Hypophyse

In den letzten 20 Jahren ist das Versténdnis iiber die Vorgidnge, welche bei der Organogenese
des Hypophysenvorderlappens eine Rolle spielen, immens gewachsen. Dies resultierte aus der
Untersuchung von Mutationen beim Menschen, aber auch im Tiermodell sowie
umfangreichen invitro-Untersuchungen von hypothalamisch-hypophyséren
Transkriptionsfaktoren, die wéhrend der Embryogenese in diesem Bereich nachgewiesen
werden konnen.

Der Hypophysenvorderlappen mit der Pars intermedia entwickelt sich embryonal aus der
Rathke-Tasche, welche urspriinglich eine Ausstiilpung des oralen Ektoderms darstellt.
AnschlieBend kommt es im Regelfall zur vollstdndigen Separation vom oralen Ektoderm und
zur Anlagerung der Rathke-Tasche an das Infundibulum, einer Ausstiilpung des ventralen

Dienzephalon.
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Durch Schluss der kaudalen Abschnitte der primitiven Rathke Inf ) prop1
Tasche (pri RT) kommt es zur Ausbildung der definitiven Rathke
Tasche (def RT). Diese proliferiert vor allem in ihrem vorderen Anteil, SiL A
der hintere Anteil wird zur Pars intermedia (Pl). Durch Gradienten
der Entwicklungsfaktoren innerhalb der RT kommt es zur rdumlichen | T w
Ordnung der sich differenzierenden Hypophysenzellen: der | g
Melanotrophen (M), Somatolaktotrophen (S/L), Thyreotrophen (T), K PTX1
Gonadotrophen (G) und Kortikotrophen (K). TPit
Zum Zeitpunkt der Geburt ist die Hypophyse weitgehend ausgeformt. Der Hypophysenvorderlappen
(HVL) entsteht aus dem vorderen Abschnitt der RT. Die Pars intermedia (Pl) aus ihrem hinteren Anteilen.
Der Hypophysenhinterlappen (HHL) entwickelt sich aus dem Infundibulum (Inf), einer Ausstiilpung des
Diencephalon (DI).

Abbildung 2 Schema der Hypophysentwicklung am Beispiel der Maus. In der frithen Phase am Embryonaltag (e)
8.5 kommt es durch Sekretion von Signalpeptiden zur Induktion einer Zone des oralen Ektoderms (OE), die sich
spater verdickt und zur Rathke Tasche evaginiert. Diese Zone ist zuvor gekennzeichnet dadurch, dass hier die
Expression von Sonic Hedgehog (Shh) sistiert. Im weiteren Verlauf formt sich zunéchst eine primitive Rathke
Tasche (pri RT) und unter dem Einfluss hypophysérer Transkriptionsfaktoren die definitive Rathke Tasche (def
RT) aus. Eine Kaskade von Entwicklungsfaktoren fiihren schlie8lich zur Ausformung des endgiiltigen Organs

und zur Differenzierung der unterschiedlichen hormonproduzierenden Zelllinien.




Wihrend der Embryonalentwicklung findet sich die Rathke-Tasche bereits in der 3. Woche
bei einem 3 mm langen menschlichen Embryo ; die wachstumshormonproduzierenden,
somatotrophen Zellen entwickeln sich gemeinsam mit den prolaktinproduzierenden,
laktotrophen Zellen aus der somatolaktotrophen Zelllinie (Simmons et al. 1990b).
Differenzierte wachstumshormonproduzierende Zellen sind beim Embryo etwa in der 9.
Lebenswoche erkennbar. Etwa zum gleichen Zeitpunkt bildet sich die komplexe
Gefdlversorgung des Hypophysenvorderlappens aus, welche dann das hypothalamo-
hypophysére PortalgefaBsystem ausmacht.

Zu Beginn ist die Rathke-Tasche eine noch rudimentdre Ausstiilpung, die sich in ihren
kaudalen Abschnitten zunehmend ausformt und spdter schlieBt, um sich dann vom
Stomadeum zu trennen (Abbildung 1.2-1).

Die Zellen des ventralen Anteils der Tasche proliferieren und differenzieren sich dabei, um
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Abbildung 3 Fiinf unterschiedlich differenzierte Zelllinien priagen den Hypophysenvorderlapppen (HVL). Sie
entstehen unter dem Einflu} einer Reihe sukzessive exprimierter hypophysarer Transkriptionsfaktoren (hier
nur zum Teil dargestellt), die alleine oder in Kombination die Identitét der kortikotrophen (K), thyreotrophen
(T), somatolaktotrophen (S/L), somatotrophen (S), aktotrophen (L) und gonadotrophen (G) Zelllinien
festlegen. Die Zeitpunkte wihrend der Embryonalentwicklung der Maus, an denen diese Faktoren erstmalig
nachweisbar sind, sind dargestellt. Analog ist das grobe Zeitraster der Embryonalentwicklung bei Menschen
wiedergegeben. Beachte dass das Auftreten der Thyreotrophen beim Menschen verhéltnismaBig spéter

erfolgt.




spater den Hypophysenvorderlappen zu formen. Die Zellen des dorsalen Anteils zeigen eine
geringere Proliferationsrate und bilden schlieBlich den Hypophysemittellappen (Pars
intermedia).

Wéhrend der Entwicklung des Hypophysenvorderlappens  differenzieren  sich
hormonproduzierende Zellen nach einem festen Zeitplan, welcher bislang am besten im
Mausmodell untersucht ist (Simmons et al. 1990a; Japon et al. 1994).

Interessanterweise entstehen die unterschiedlichen Zelltypen in spezifischen Regionen des
entwickelnden Hypopyhsenvorderlappens (Abb 1.2-1):

Kortikotrophe Zellen finden sich in den dorsalen Anteilen des Vorderlappens an seinem
rostralen Ende, gonadotrophe Zellen bilden sich in den ventralen Anteilen, thyreotrophe
Zellen werden in zentralen Abschnitten nachgewiesen, wihrend somatotrophe und
laktotrophe Zellen, die sich aus einer gemeinsamen Vorlduferzelllinie entwickeln, die
dorsalen Anteile des Hypophysenvorderlappens ausmachen (Dasen u. Rosenfeld 1999a;
Kioussi et al. 1999¢). Eine nur voriibergehend nachzuweisende Zellpopulation von
Thyreotrophen werden in den rostralen Anteilen des Hypophysenvorderlappens der Maus
nachgewiesen (Lin et al. 1994b). Einschrankend muss man hinzufiigen, dass diese rdumliche
Aufteilung in der adulten Hypophyse von Sdugetieren nicht mehr so klar umrissen

nachweisbar ist.

2. SIGNALE DES HYPOTHALAMUS AN DIE SICH
ENTWICKELNDE HYPOPHYSE

Die Zellen, die spdter die Rathke Tasche und damit die Hypophyse formen, stammen
urspriinglich aus den vordersten Abschnitten der Neuralleiste. Dieser Abschnitt knickt
wihrend der embryonalen Kopfentwicklung nach ventral ab und bildet den Abschnitt des
spiteren oralen Epithels aus, welches das Rachendach und seine daraus abgeleiteten
Strukturen einschlieBlich der Rathke Tasche bildet (Couly u. Le Douarin 1988; Rubenstein et
al. 1998). Der eigentliche Beginn der Hypophysenentwicklung wird aber durch eine
Verdickung dieser zunidchst gleichmifBig dicken Epithelzone markiert (bei der Maus am
Embryonaltag 8.5) (Abbl.2-1). Jedoch bereits am Embryonaltag 9 der Maus ist dort die
Invagination der Rathke Tasche zu erkennen. Fast zeitgleich evaginiert ein Abschnitt des
ventralen Diencephalons (das spitere Infundibulum) und nimmt Kontakt zu den dorsalen

Abschnitten der Rathke Tasche auf.



Wihrend diesem frithen Stadium der Hypophysenentwicklung spielen Interaktionen des
ventralen Dienzephalons mit der Rathke-Tasche eine wichtige Funktion auch bei der
Ausdifferenzierung des Organs. Klassische embryologische Experimente konnten
nachweisen, dass dieser Kontakt fiir die Festlegung der hypophysdren Zelllinien von
Bedeutung ist (Daikoku et al. 1982; Watanabe 1982; Gleiberman et al. 1999).

Diese Interaktion zwischen Infundibulum und Rathke Tasche erfolgt in beidseitiger Richtung
und wird durch 16sliche Signalpeptide vermittelt (Ericson et al. 1998; Takuma et al. 1998c;
Treier et al. 2001b). Diese Signaltrdger scheinen vor allem die Expression hypophysérer
Transkriptionsfaktoren zu initiieren, welche damit das Programm der Organentwicklung im
Folgenden festlegen.

Zu diesen Signalpeptiden gehdren der Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF), das Bone
Morphogenic Protein 4 (BMP4) und WNT5, welche alle im Bereich des ventralen
Dienzephalon sezerniert werden sowie BMP2 und WNT4 aus der Rathke-Tasche (Treier et
al. 1998b; Dasen u. Rosenfeld 1999c; Kioussi et al. 1999d; Treier et al. 2001a).

2.1. BMP4

BMP4 (OMIM 112262) gehort zu den Signalpeptiden der transforming-growth-factor beta
Familie (Hogan 1996). BMP4 wird im ventralen Diencephalon aber auch in weiteren
embryonalen Geweben exprimiert. Wird die Wirkung von BMP4 im Bereich des
Hypothalamus des Mausembryo gezielt antagonisiert, so bleibt die Hypophysenentwicklung
am Entwicklungstag 10 stehen und es kommt zum vollstindigen Verlust aller hypophyséiren
Zelllinien (Treier u. Rosenfeld 1996; Treier et al. 1998a). Auch Embryos mit einem Knockout
fiir BMP4 weisen keine Hypophysenanlage auf, diese Embryos sterben jedoch zum Zeitpunkt
der initialen Hypophysendifferenzierung ab(Takuma et al. 1998Db).

2.2. Sonic Hedgehog (SHH)

Sonic Hedgehog (SHH) (OMIM 600725) spielt eine entscheidende Rolle wihrend der frithen
Entwicklungsphase einer ganzen Reihe von Organsystemen. In der Friihphase der
Hypophysenentwicklung wird SHH im gesamten Bereich des oralen Ektoderms exprimiert,
wobei kurz vor Invagination der Rathke Tasche genau der Bezirk im oralen Ektoderm in
seiner Expression ausgespart bleibt, der zur Rathke Tasche invaginiert (Abb 1.2-1). SHH
scheint daher in den Prozess der Hypophysenentwicklung einzugreifen, indem es die Region
des oralen Ektoderms in der die Interaktion zwischen Hypothalamus und Rathke-Tasche

stattfindet, festlegt (Treier et al. 2001c). Die Folgen eines Defekts im SHH-Gen sind
9



phinotypisch sehr variabel, am markantesten jedoch prédsentieren sie sich im klinischen Bild
der Holoprosenzephalie (Roessler et al. 1996; Belloni et al. 1996). Auffélligkeiten der
Hypophyse sind ein moglicher, aber eher selten zu beobachtender Bestandteil des

Symptomenkomplexes, der durch SHH-Mutationen bedingt werden kann (Nanni et al. 1999).

3. WICHTIGE TRANSKRIPTIONSFAKTOREN WAHREND
DER ENTWICKLUNG DES
HYPOPHYSENVORDERLAPPENS

Es gibt eine lange Liste von Transkriptionsfaktoren, welche sich wéhrend der
Hypophysenentwicklung innerhalb des Organs nachweisen lassen (siche Tabelle 3.1) Zum
grofBen Teil sind sie in ihrer genauen Funktion noch nicht bekannt und es sind entsprechende
Tier-Knockout-Modelle noch nicht untersucht. Im Folgenden werden vor allem regulatorische
Proteine beschrieben, die eine herausragende Rolle wihrend der Hypophysenentwicklung
spielen, und bei denen die klinisch assoziierten Krankheitsbilder im Tiermodell oder beim

Menschen bereits bekannt sind.

3.1. Die PTX-Genfamilie

PTX-Proteine enthalten eine Homdodomine, welche sich der Untergruppe der BICOID-

Homdodoménen zuordnen lasst.

3.1.1. PTX1

Ptx1 (OMIM 602149) wurde zunichst charakterisiert als ein Aktivator des POMC-Gens und
als ein Interaktionspartner von Pitl (Lamonerie et al. 1996a; Szeto et al. 1996b). Miuse mit
Ptx1-Defekten zeigen Auffilligkeiten in der Entwicklung der Hyophyse, an ihren unteren
Extremitidten und oral im Bereich des Gesichtsschiadels (Szeto et al. 1999; Lanctot et al.
1999a)

Ptx1 wird in einem relativ frithen Stadium der Hypophysenentwicklung in der Rathke-Tasche
exprimiert gefunden (siche Abb. 1.2-1). Eine transaktivierende Eigenschaft auf eine Reihe
von Hypophysenvorderlappenhormonen und Transkriptionsfaktoren ist nachgewiesen (Szeto

et al. 1996a; Lamonerie et al. 1996b; Tremblay et al. 1998; Lanctot et al. 1999b).

10



3.1.2. PTX2

Ptx2 (OMIM 601542) ist mit PTX1 nahe verwandt und wird in der Maushypophyse wihrend
eines frithen Entwicklungsstadiums exprimiert gefunden (Gage u. Camper 1997a). Méuse mit
einem Ptx2-Defekt zeigen ein weites Spektrum von Entwicklungsstorungen, wie Links-
Rechts-Asymmetrien und Defekte im Bereich der Hypophyse, des Herzens, der Augen sowie
der Zahn- und Schidelentwicklung (Gage u. Camper 1997b; Suh et al. 2002b). Ptx2 zeigt
seine Wirkung wéhrend der Induktion der Rathke Tasche sowie bei der folgenden
Differenzierung der gonadotrophen, thyreotrophen, somatotrophen und laktotrophen Zellen in
der Hypophyse (Suh et al. 2002a).

Die Wirkung von Ptx2 wird tiber die Aktivierung von Zielgenen wie Cyclin D2 oder C-Myc
vermittelt, was eine hypophysére Zellproliferation zur Folge hat (Kioussi et al. 1999c¢). Ptx2
kann jedoch auch die Expression von FSH-B und Prolaktin direkt steigern, was seine Funktion
auch innerhalb der ausdifferenzierten Zellen des Hypophysenvorderlappens unterstreicht
(Amendet et al. 1999; Suszko et al. 2003).

Mutationen innerhalb des PTX2-Gens wurde bei Patienten mit Rieger-Syndrom,
liridodysgenesie, Irishypoplasie und der so genannten Peter-Anomalie gefunden (Amendt et

al. 1998; Saadi et al. 2001).

3.2. LIM-HomOddoméan —Transkriptionsfaktoren

Bei Sdugetieren sind mindestens 12 verschiedene LIM-Homddomén-Transkriptionsfaktoren
nachweisbar. Das Protein beinhaltet eine charakteristische Homddomaine, welche die DNA-
Bindung des Faktors vermittelt sowie 2 so genannte LIM-Domainen mit Zinkfingerstruktur ,
die die DNA-Bindung und Transkriptionsaktivierung durch Interaktion mit anderen Proteinen
modulieren. LIM-Homddoménfaktoren finden sich in einer Reihe von endokrinen Geweben,
aber auch im zentralen Nervensystem (Hobert u. Westphal 2000). Auch in der Hypophyse
finden sich mehrere LIM-Faktoren wie ISL1, ISL2, LHX2, LHX3 und LHX4 (Fujii et al.
1994; Bach et al. 1995; Appel 1999).

3.3. LHX3

LHX3 (OMIM 600577) ist ein Mitglied der Transkriptionsfaktoren, die eine Homdodoméne
tragen. LIM-Homooboxproteine gehoren zu der Familie der Transkriptionsfaktoren, die neben
einer Homdodomaéne zwei Zinkfingerdoménen (LIM-Doménen) in ithrem c-terminalen Anteil

besitzen (Abb. 3.3). Der Name leitet sich als Akronym der drei urspriinglichen Mitglieder
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Transkriptionsfaktoren der Entwicklung der Adenohypophyse

Faktor Alternative Namen DNA-bindende Doméne Funktion bzw. Expressionsmuster
AP1 Fos + Jun Heterodimer Basic zipper Funktion in der basalen Genregulation
AP2 bHLH Funktion in der basalen Genregulation
BRN4 POU3F4 POU-HD Ventral induziert wahrend der Hypophysenentwicklung
DAX1 NROB1 Nuklearer Rezeptor-like Entwicklung der gonadotropen Zelllinien
EGR1 KROX24, NGFIA, ZIF268 Zink Finger Entwicklung der gonadotropen u. somatotropen Zelllinien
ERa ESR1, ESRA Nuklearer Rezeptor Wichtig fiir die Genexpression von PRL und Gonadotropinen sowie laktotropes
Zellwachstum
Er ESRZ,ESRB Nukleérer Rezeptor Expression in der Hypophyse
ETS1 ETS Wichtig fiir die PRL-Genexpression
Winged helix / forkhead Expression in der friihen Hypophysenentwicklung
FOXL2 PFRK
box
GATA2 NF-E1b Zink Finger Regulation der gonadotropen und thyreotropen Zelldifferenzierung
ISL1 LIM-HD Expression in der friihen Hypophysenentwicklung
ISL2 LIM-HD Expression in der friihen Hypophysenentwicklung
LHX2 LH2, LH-2A LIM-HD Expression in der friihen Hypophysenentwicklung
LHX3 P-LIM, LIM3 LIM-HD Notwendig fir Entwicklung des Hypophysenvorder- und mittellappens
Sowie Differenzierung der GH, PRL, TSH, LH, FSH produzierenden Zellen
LHX4 GSH4 LIM-HD Notwendig fiir Entwicklung des Hypophysenvorder- und mittellappens
MSX1 HOX7, MSH HD Expression in thyreotropen Zellen; kann das aGSU-Gen aktivieren
NEUROD1 BETA2 bHLH Wichtig fir POMC Genregulation in kortikotropen Zellen
NFY CBF, CP1 Heterotrimeric Wichtig fiir die Regulation der LHR und FSHR Gene
NHLH2 NSCL2, HEN2 bHLH Entwicklung der gonadotropen Zelllinien
NZF1 MyT1 Zink Finger Expression in der Hypophyse; kann das PIT1-Gen regulieren
OCT1 OTF1, POU2F1 POU-HD Wichtig fiir die Transkription des GH-Gens
oTX1 Bicoid-related HD Entwicklung der gonadotropen u. somatotropen Zelllinien
PAX6 Paired-HD Erméglicht die friihe Verbindung zwischen dorsalen und ventralen
Hypophysenzellen
PIT1 GHF1, POU1F1 POU-HD Entwicklung der thyreotropen, laktotropen u. somatotropen Zelllinien
PREB WD Motiv Unterdriickt GH und PRL-Gene in Nicht-Hypophysen-Zellen
PROP1 Paired-like HD Entwicklung der thyreotropen, laktotropen, gonadotropen u. somatotropen
Zelllinien
PITX1 P-OTX/PTX1/OTLX1/BFT Bicoid-related HD Wichtig fiir die friihe Hypophysenentwicklung und die spatere Aktivierung der
Hormon-Gene
PITX2 RIEG/PTX2/0TLX21/ARP1 Bicoid-related HD Wichtig firr die friihe Hypophysenentwicklung und die spatere Aktivierung der
Hormon-Gene
PITX3 PTX3 Bicoid-related HD Expression in der Hypophyse
RARs Retinolséurerezeptoren Nuklearer Rezeptor PIT1 und GH Genregulation
HESX1 RPX Paired-like HD Wichtig in der friihen Hypophysenentwicklung
SF1 Ad4BP, Nr5a1, FtzF1 Nukledrer Rezeptor Entwicklung der gonadotropen Zelllinien
SIX3 Sine oculis HD Expression in der Hypophysenentwicklung
SIX6 OPTX2 Sine oculis HD Notwendig fiir die Proliferation hypophysérer Prekursorzellen
SP1 Zink Finger Funktion in der basalen Genregulation
SP3 Zink Finger Funktion in der basalen Genregulation
T3Rs Schilddriisenhormon-rezeptoren Nukleérer Rezeptor Regulation der thyreotropen Zellfunktion
TEF PAR bZIP Kann das TSHR-Gen aktivieren
TPIT TBX19 T box Wichtig fir POMC Genexpression in kortikotropen u. melanotropen Zellen
Zink Finger/ Wichtig fir die Regulation des GH-Gens
ZFHEP . x
Homdodoméne
ZN16 ZN15, ZFP15 Zink Finger Aktivator des GH-Gens

Tabelle 1 Auflistung von Transkriptionsfaktoren, welche einen Einfluss auf die Entwicklung des

Hypophysenvorderlappens haben. (Savage et al. 2003c).

dieser Subfamilie ab, ndmlich der Lin-11, Islet-1 und Mec-3 (Sheng et al. 1996e). Die LIM-

Domanen, d.h. die Zinkfingerproteinanteile von LHX3 scheinen an der DNA-Bindung dieses
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Transkriptionsfaktors nicht unmittelbar beteiligt zu sein (Bridwell et al. 2001). Hierfiir ist in
erster Linie die Homddoméne des Proteins verantwortlich. Die LIM-Doménen hingegen
spielen eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit weiteren Transkriptionsfaktoren. Das
menschliche LHX3-Gen wird auf Chromosom 9q34.3 codiert und besteht aus 6 Exons
(Mbikay et al. 1995; Sloop et al. 2000) (OMIM 600577). Exon 1 wird in zwei
unterschiedlichen Formen (1A und 1B) an das zweite Exon gespliced (Sloop et al. 1999b).
Die daraus resultierenden Genprodukte differieren an ihrem aminoterminalen Ende und
resultieren in Proteinen von 397 bzw. 402 Aminosduren (aa) Lénge. Funktionelle
Untersuchungen ergaben, dass LHX3a die aktivere Form des LHX3-Gens darstellt (Sloop et
al. 1999a; Sloop et al. 200la). Beide Isoformen werden wéihrend der embryonalen
Entwicklung und in der adulten Hypophyse exprimiert (Zhadanov et al. 1995¢; Sheng et al.
1996d).

Die hypophysdren Gene, die durch LHX3 aktiviert werden, sind in ihrer Gesamtheit nicht
bekannt. Nachgewiesen ist jedoch ein aktivierender und stimulierender Effekt auf die
Transkription des Gens fiir die a-Untereinheit der hypophysédren Glykoproteinhormone (TSH
und LH/FSH). Zudem aktiviert es in Kombination mit Pit-1 den Prolaktin-Gen Promotor
(Rhodes et al. 1996; Sloop et al. 2001b; Sloop et al. 2001¢c; Savage et al. 2003a; West et al.
2004).

Die Funktion von LHX3 ist jedoch sicher nicht auf die Transaktivierung von Zielgenen
innerhalb der Hypophyse beschrinkt. So kommt es im Mausmodell schon relativ friih
wihrend der Embryonalentwicklung zur Expression des Lhx3 in der Rathke Tasche
(Zhadanov et al. 1995b; Sheng et al. 1996¢) (Abb 1.2-1 und 1.2-2).

Sheng und Mitarbeiter konnten anhand von gezielten Mutationen innerhalb des Lhx3-Gens
dokumentieren, dass es bei Lhx3 Knockout-Mdusen zu Auffilligkeiten der
Hypophysenentwicklung im Stadium der Ausbildung der definitiven Rathke-Tasche kommt
(Sheng et al. 1996b). In der Folge bleibt die Spezifizierung der somatotrophen-, laktotrophen-,
thyreotrophen- und gonadotrophen Zellreihe aus. Lediglich die kortikotrophe Zelllinie schien
unbeeintrichtigt. Der Lhx3-Phénotyp war lediglich bei homozygoten Knockout-Mausen zu
beobachten, dann jedoch war er so schwer ausgeprigt, dass die Tiere schon frith postnatal

verstarben.

3.3.1. LHX3 Mutationen beim Menschen

Aufgrund dieser Tatsache bestanden lange Zweifel, ob ein entsprechender Phénotyp beim

Menschen beobachtet werden konnte. Netchine und Mitarbeiter beschrieben bei 2
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unabhingigen Familien mit einer Hypophysenvorderlappeninsuffizienz fiir
Wachstumshormon (GH), Prolaktin, TSH und die Gonadotropine LH und FSH eine Mutation
im LHX3-Gen (Netchine et al. 2000) (OMIM 62600). Der Phénotyp war charakterisiert durch
eine ausgepriagte Hypophysenvorderlappeninsuffizienz, welche sich bereits bei Geburt
manifestierte. Im Weiteren waren die Patienten auffdllig durch eine eingeschrinkte
Rotationsfdhigkeit des Halses, welche klinisch als kurzer Hals mit hochstehenden
Schulterbléttern imponierte. Radiologisch sowie MR-tomographisch lieBen sich jedoch keine
Auffilligkeiten an der Halswirbelsdule nachweisen.

Dieses phénotypische Merkmal ist am ehesten mit einer fehlerhaften Innervation der
Nackenmuskulatur in Zusammenhang zu bringen. LHX3 wird embryonal nicht nur in der
Hypophyse sondern wihrend der frithen Entwicklungsphase auch im Hypothalamus und

entlang des Spinalkanals exprimiert gefunden (Zhadanov et al. 1995a). LHX3 scheint mit

Humane LHX3 Mutationen

| 1] 2 | 3 4 | 5 | Exon 6
[ IvS3AHD >
\_Y1[11c A210V
[ ]
| [ W22dter |

Lim Lim Homoo

0 100 200 300 400 aa
L | | | J

Abbildung 4 Humane LHX3-Mutationen. Das humane LHX3 wird in 6 Exons kodiert. Das Protein ist
charakterisiert durch 2 aminoterminal gelegene LIM-Doménen (LIM) welche Zinkfingermotive enthalten. C-
terminal davon liegt die DNA-bindende Hom6odoméne (Homoo). Alle bislang beim Menschen beobachteten
LHX3-Mutationen werden rezessiv vererbt (hellblaue Punkte). Sie betreffen samtlich die Hom6odoméne sowie

die LIM-Doménen des Proteins.
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anderen neuronalen Entwicklungsfaktoren eine wichtige Rolle bei der Steuerung der
Migration der synaptischen Fortsdtze von alpha-Motoneuronen zu den innervierten
Muskelgruppen zu spielen (Sharma et al. 1998). Warum Patienten mit LHX3-Mutationen
diese Auffilligkeit nur im Bereich der Nackenmuskulatur aufweisen, ist noch unklar. So
besteht ein Gradient der Expression fiir das LHX3-Protein entlang des Spinalkanals, der diese
segmentale Auspragung erkliren konnte. Zu einem gewissen Teil konnte die Wirkung eines
Funktionsverlusts von LHX3 auf die embryonale Migration und Differenzierung von
Synapsen der alpha-Motoneurone im Spinalkanal durch andere strukturell #hnlich
Entwicklungsfaktoren wie das LHX4, die ebenfalls entlang eines spinalen Gradienten

exprimiert werden, kompensiert werden.
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Patienten mit LHX3 Mutationen (W224ter und A210V) vor Beginn einer

kurzen Hals und eine eingeschriankte Nackenrotation aufwiesen. C. Variabilitét auf in der Darstellung der

gelegener Neurohypophyse (Deletion des LHX3) Hyperplasie des Hypophysenvorderlappen bei zwei
Patienten mit Punktmutation innerhalb der Homéodoméne (LHX3 A210V).

Abbildung 5 Phinotypische Variabilitit von LHX3 Mutationen. A. Unterschiedliche Wachstumskurven bei

Wachstumshormonsubstitutionstherapie (leere Kreise und unter Therapie (gefiillte Kreise). B. Familie mit

zwei betroffenen Kindern (LHX A210V), welche eine ausgeprégten hypophysiren Kleinwuchs, sowie. einen

Hypophysen von Patienten mit LHX3 Mutationen: Hypoplastischer Hypophysenvorderlappen mit normotop
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Mutationen scheinen insgesamt selten Ursache eines kombinierten
Hypophysenvorderlappenausfalls zu sein. Unsere eigenen Untersuchungen bei iiber 200
Patienten mit einem kombinierten Hypophysenvorderlappenausfall zeigen in weniger als 2 %
LHX3-Mutationen. Die Mehrzahl der Mutationen betrifft die LIM-Doménen bzw. die
Homododoméane des Proteins und fiihrt zu einem Funktionsverlust des Faktors durch das
vollstindige Fehlen der DNA-Bindung der Mutanten (Abb. 3.3).

Ein GroBteil der Patienten mit LHX3-Mutationen weist einen sehr ausgeprigten
Hypopituitarismus auf, der sich bereits kurz nach Geburt als Zeichen eines neonatalen
Wachstumshormonmangels, z.B. mit Hypoglykdmien manifestiert. Die Patienten sprechen gut
auf eine Substitutionstherapie mit Wachstumshormon und Schilddriisenhormon an, sie
miissen zum Zeitpunkt der Pubertit jedoch alle aufgrund eines hypogonatotropen
Hypogonadismus mit Sexualsteroiden substituiert werden (Abb 3.3.1).

Beziiglich der langfristigen Funktionsfahigkeit der kortikotrophen Zelllinie ldsst sich
aufgrund der wenigen bislang beobachteten Félle keine endgiiltige Aussage treffen.
Festzuhalten bleibt jedoch, dass ein ACTH-Mangel kein typisches Symptom eines LHX3-
Defektes darstellt.

Alle Patienten mit dem schweren Phédnotyp eines multiplen hypophysiren Hormonausfalls
aufgrund eines LHX3-Defektes wiesen auch eine eingeschrinkte Nackenrotation mit der
Anmutung eines kurzen Halses auf.

In Einzelfillen, in denen die Mutation des LHX3-Gens nicht direkt die Homdodoméne betraf
(Mutation LHX3 W224ter), war ein deutlich schwicher ausgeprigter Phidnotyp zu
beobachten. Der multiple hypophyséire Hormonausfall wurde nicht direkt postnatal sondern
wesentlich spiter diagnostiziert (mit 12 bis 15 Jahren), und eine eingeschrinkte
Beweglichkeit des Halses war nicht zu beobachten (Abb 3.3.1).

Funktionell lie3 sich bei dieser Mutante des LHX3 eine Restbindung des Proteins in vitro an
seine Zielsequenzen nachweisen, Kotransfektionsanalysen an den Zielgenpromotoren (a-
Untereinheit (aGSU) und Prolaktin) zeigten jedoch einen vollstdndigen Funktionsverlust der
Mutante an. Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Funktionen des LHX3-Protein in der
frithembryonalen Entwicklung der Hypophyse vielfdltig sind. Funktionelle Untersuchungen
an den Zielgenen des differenzierten Hyophysengewebes geben aber wahrscheinlich nur einen

Teil des Spektrums an Funktionen dieses Entwicklungsfaktors wider.
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3.3.2. Vererbungsmodus von LHX3-Mutationen

LHX3-Mutationen wurden bislang nur in homozygoter Form beobachtet. Insgesamt sind sie
verglichen mit Mutationen innerhalb des PROPI1-Gens als Ursache eines multiplen
hypophysdren Hormonausfalls sehr selten. Bislang konnte auch noch kein Hotspot fiir

Mutationen innerhalb des LHX3-Gens identifiziert werden (Abb 3.3).

3.3.3. Hypophysenmorphologie bei Patienten mit LHX3-Mutationen

Ahnlich wie bei den PROPI-Patienten zeigt sich eine auffillige Variabilitit der
Hypophysenmorphologie bei Patienten mit LHX3-Mutationen. Die Mehrzahl der Patienten
zeigt eine ausgepridgte Hypoplasie des Hypophysenvorderlappens, wobei sich der
Hypophysenhinterlappen an normaler Stelle nachweisen ldsst (Netchine et al. 1998). In ca. 20
bis 30 % der Fille wird jedoch auch eine VergroBerung des Hypophysenvorderlappens
beobachtet, dhnlich wie sie bei Patienten mit PROP1-Mutation beobachtet wurde (Abb 3.3.1).
Uber die Atiologie dieser HypophysenvorderlappenvergroBerung ist jedoch noch wenig
bekannt. Bei den Patienten mit geringer ausgeprigtem Phénotyp und fehlender
Beeintrachtigung der Nackenrotation wurden bei MR-tomographischen Untersuchungen des
Schédels hingegen Hypophysen von normaler Gréf3e beobachtet.

Aufgrund der wenigen bislang beobachteten Fille ist das volle Spektrum der phéanotypischen
Manifestationen von LHX3-Mutationen noch nicht sicher. Festzuhalten bleibt, dass man von
einer Variabilitit der Manifestation der Hypophyseninsuffizienz als auch der Ausprigung

assoziierter klinischer Symptome, wie das Zeichen des ,,kurzen Nackens*, ausgehen kann.

3.4. LHX4

LHX4 (OMIM 602146) ist strukturell dem LHX3 nahe verwandt. Die Aminosiduresequenz
stimmt im Bereich der LIM-Domainen in 70 bis 80 % mit denen des LHX3-Gens iiberein.
Das menschliche Gen ist auf Chromosom 125 lokalisiert, es kodiert fiir ein 390
Aminosduren langes Protein, das wiederum c-terminal zwei LIM-Doménen und n-terminal
eine, dem LHX3 nahe verwandte Homoodomine, besitzt (Yamashita et al. 1997). An
Knockout-Méusen untersuchten Sheng und Mitarbeiter 1996 Mutationen, die zum
vollstindigen Funktionsverlust des LHX4-Proteins fiihrten (Sheng et al. 1996a). LHX3 und
LHX4 haben redundante Funktionen bei der Formation der so genannten definitiven Rathke-
Tasche (Sheng et al. 1997b). Der Phénotyp der homozygoten LHX4-Maus zeigte sich nicht so
ausgeprdgt, wie der der LHX3-Knockout-Maus. Jedoch zeigten sich bei der Doppel-
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Knockout-Maus fiir LHX3 und LHX4 die ausgeprigtesten Zeichen einer Hypophysenaplasie.
Dies lie vermuten, dass LHX3 und LHX4 zum Teil synergistische Funktionen bei der
Induktion, Differenzierung und spéteren Proliferation hypophysérer Zelllinien haben (Sheng

et al. 1997a).

3.4.1. LHX4 Genmutationen beim Menschen

Mutationen innerhalb des LHX4-Gens sind extrem selten. Bislang gibt es die Beschreibung
einer Familie aus Frankreich, in der die betroffenen Patienten mit heterozygoter LHX4-
Mutation einen multiplen hypophyséren Hormonausfall (MPHD) mit einem Mangel an GH,
Prolaktin, TSH, Gonadotropinen und ACTH aufwiesen. Die Patienten hatten zusitzlich
morphologische Auffilligkeiten im Bereich der Sella turcica sowie im Bereich des Kleinhirns
im Sinne einer Arnold Chiari Malformation (Machinis et al. 2001). Verdnderungen der

Wirbelséule bestanden jedoch nicht.

3.4.2. Vererbungsmodus und Haufigkeit von LHX4 Mutationen

Bislang konnten 3 verschiedene Mutationen innerhalb des LHX4 Gens in heterozygoter Form
beobachtet werden. Alle Mutationen fiihrten zu einem invitro-Funktionsverlust des Proteins
und wurden bei Patienten mit sehr variablen Formen einer
Hypophysenvorderlappeninsuffizienz nachgewiesen. In den meisten Fillen bestand ein GH-
Mangel, alle weiteren Zelllinien des Hypophysenvorderlappens waren unterschiedlich schwer
betroffen. Auch waren die initial beobachteten Symptome einer Dysgenesie der Sella turcica
sowie zerebellire Malformationen nicht konstant ausgepragt.

Die Haufigkeit von LHX4 Gen Mutationen erscheint extrem selten. In einem eigenen
untersuchten Patientenkollektiv von iiber 200 Familien mit multiplem hypophsidrem
Hormonausfall lie sich eine LHX4 Genmutation nur bei einer Familie nachweisen.

Warum die LHX4 Mutationen nur in heterozygoter Form nachweisbar sind, d.h. homozygote
Mutationen bislang nicht nachzuweisen waren, ist noch unklar. Dies {iberrascht insbesondere,
weil sich der LHX4 Phinotyp der Maus nur bei homozygoten Tieren und dann schwicher
ausgepriagt darstellte, als bei Knockout-Mausen mit LHX3 Mutationen. Ein dominant
negativer Effekt der von uns beobachteten Mutationen war in Kotransfektionsanalysen nicht
nachweisbar. Dies und die Variabilitit des Phinotyps der beobachteten Mutationen spricht fiir
einen dosisabhingigen Effekt dieser Mutationen in den Phasen der maximalen Expression des

LHX4-Molekiils in den frithen Stadien der Hypophysenentwicklung.
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3.5. PROP1

Bei der  Untersuchung einer  Zwergmauslinie  mit einem  kombinierten
Hypophysenvorderlappenausfall fiir Wachstumshormon, Prolaktin und TSH, der so genannten
Ames-Zwergmaus (dw), lieBen sich trotz der phinotypischen Ahnlichkeiten mit
Zwergmiusen, die Pit] Mutationen aufweisen (Snell und Jackson dw® und dw’), keine Pitl-
Mutationen nachweisen (Li et al. 1990c). Riickkreuzexperimente mit Ames-Zwergmausen
lokalisierten den Ursprung des hypophysdren Defektes auch auf Mauschromosom 11
(Buckwalter et al. 1991; Lin et al. 1994a), wohingegen das Pitl-Gen der Maus auf
Chromosom 16 lokalisiert ist (Ohta et al. 1992c). Zudem gab es auch einige auffillige
phinotypische Unterschiede zwischen den Ames-Zwergmausen (dw) und den Jackson- und
Snell-Zwergméusen (dw® und dw'). Wihrend in der Hypophyse der Pit-1 Mutanten keine
somatotrophen Zellen nachweisbar waren, fanden sich in den Hypophysen von Ames-
Zwergmdusen immerhin noch 0,1 bis 1 % der somatotrophen Zellen von Wildtypmausen (Li
et al. 1990b). Zudem lie} sich bei einem Teil der Ames-Zwergméuse eine Form von
sekundidrem Hypogonadismus nachweisen, welcher bei den Snell- und Jackson-Zwergméausen
nicht zu beobachten war. Sornson und Mitarbeiter fithrten umfangreiche Untersuchungen zur
Lokalisierung des Gens durch, welches fiir den Ames-Zwergwuchs verantwortlich war
(Sornson et al. 1996c¢). SchlieBlich wurde ein Gen identifiziert, welches fiir einen hypophysar
exprimierten Transkriptionsfaktor kodiert, welcher als DNA-Bindungsdoméne wiederum eine
Homoodoméne enthdlt. Das an den Hypophysen von Mausembryonen erhobene
Expressionsmuster dieses Faktors zeigte eine Expression vor allem innerhalb der Zelllinien,
welche spéter Pitl exprimieren. Zusétzlich fand sich der neue Faktor jedoch auch in
gonadotrophen Zelllinien exprimiert. Die Expression erfdhrt zeitlich ihr Maximum vor der
Expression von Pitl und sie zeigt anders als bei Pitl im weiteren Verlauf der
Hypophysenvorderlappenentwicklung einen deutlichen Abfall an Intensitit. Aufgrund dieses
Musters wurde dieser neue Faktor Prophet of Pitl genannt (PROP1) (Sornson et al. 1996a;
Dutour 1997a; Nakamura et al. 1999). Neuere Untersuchungen zum Expressionsmuster des
Prop1-Molekiils bei Méusen legen nahe, dass die Synthese von Propl bis zur Geburt nicht
vollstindig versiegt, sondern unter Umstdnden auf einem relativ niedrigem Niveau auch in

adulten Hypophysenzellen nachweisbar ist.
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3.5.1. Aufbau des PROP1-Gens

Das murine Propl-Gen codiert in 3 Exons, ein Protein von 223 Aminosduren Linge. Das
humane PROP1-Gen (OMIM 601538) liegt auf Chromosom 5q35.3. Das Peptid hat eine
Lange von 226 Aminosduren und beinhaltet ein Segment von 58 Aminosduren, das strukturell
einer so genannten Paired- Homddoméne zuzuordnen ist (Dutour 1997b; Duquesnoy et al.
1998). Ahnlich der POU-Hom&odomine im Pit1-Molekiil enthilt die Paired- Homddoméne
ein so genanntes Helix-Turn-Helix-Motiv, das einen GroBiteil der DNA-
Bindungseigenschaften dieses Proteins auszumachen scheint (Wilson et al. 1993; Wilson et
al. 1995; Olson et al. 2003) (Abb 3.5.2-1). In der Hypophyse des Mausembryos lédsst sich
Propl vom Embryonaltag 10 an nachweisen (E10) (Sornson et al. 1996b). Eine maximale
Expression erfolgt jedoch um den 12. Entwicklungstag in den mediokaudalen Abschnitten der
Adenohypophyse. In diesen Anteilen des Hypophysenvorderlappens beginnt die Expression
von Pit]l um den Entwicklungstag 12. Der Phénotyp der Ames-Zwergmaus resultiert aus einer
Punktmutation innerhalb des Propl-Gens, welche das Serin in Position 83 in Prolin
verwandelt (S83P) (Andersen et al. 1995; Sornson et al. 1996d). Im Gegensatz zu dem
mutierten Pitl Molekiil der Snell-Zwergmaéuse, in deren Hypophysen keine Pitl-Expression
mehr nachweisbar ist, ldsst sich das S83-Propl in den Hypophysen der Ames-Zwergmaus
nachweisen. Das mutierte Propl scheint im Vergleich zum Wildtyp Propl sogar lédnger
exprimiert zu werden. Die Zielgene von Propl sind bislang noch nicht eindeutig identifiziert.
Eine Autoamplifikation der Gentranskription durch Bindung an den eigenen Promoter, wie sie

bei Pitl nachweisbar ist (Chen et al. 1990), ist bei Prop1 nicht vorhanden.

3.5.2. PROP1-Mutation beim Menschen

Der Phianotyp der PROP1-Mutationen beim Menschen unterscheidet sich von dem der PIT1-
Mutationen durch den zusétzlichen Ausfall der gonadotrophen Zellenreihen (Wu et al. 1998).
Zudem scheint der Phédnotyp variabler angelegt. Eine retrospektive Analyse von Patienten mit
nachgewiesenen PROP1-Mutationen zeigt, dass anders als bei Patienten mit PIT1-Mutationen
eine Manifestation zum Zeitpunkt der Geburt eher selten ist (Fluck et al. 1998b; Mendonca et
al. 1999b; Rosenbloom et al. 1999b). Auch scheint das vollstindige Versiegen der
Hormonproduktion der betroffenen Zellreihen variabel zu verlaufen (Bottner et al. 2004). So
sind bei einem Teil der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eines
Wachstumshormonmangels oder einer sekundidren Hypothyreose noch normwertige

Prolaktinkonzentrationen vorhanden. Die Wachstumshormonspiegel in den Stimulationstests
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sind im Vergleich zu den Patienten mit PIT1 Mutationen signifikant héher, zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung bei allen Patienten jedoch im pathologischen Bereich (Pféffle et al. 1993;
Pfiffle et al. 1996). Ahnliche Befunde sicht man bei den so genannten TRH-Stimulationstests,
bei denen sich maximale TSH-Werte finden, die zwar eine sekundire Hypothyreose anzeigen,
die aber gegen den vollstindigen Verlust der thyreotrophen Zellreihen sprechen. Beobachtet
man Patienten mit einem PROP1-Gendefekt im Verlauf, so ldsst sich jedoch ausnahmslos
eine Progression des Funktionsverlustes der betroffenen Zellreihen nachweisen (Abb 3.5.2-2).
Naturgemil ist der eindeutige Nachweis der gonadotrophen Unterfunktion erst zu einem
relativ spéten Zeitpunkt moglich. Wihrend der prapubertiren Phase lassen sich in so
genannten GnRH-Tests keine signifikanten Steigerungen von LH und FSH induzieren.
Patienten mit PROP1-Gendefekt unterscheiden sich hierin préapubertdr nicht signifikant von
thren gesunden Altersgenossen. Zum Zeitpunkt der Pubertdt jedoch wird ein sekundérer
Hypogonadismus offensichtlich. Von einigen Ausnahmen abgesehen, in denen klinisch eine

Auspragung der frithen Pubertdtsstadien beobachtet werden konnte, weisen alle Patienten mit

Humane PROP1 Mutationen
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Abbildung 6 Humane PROP1 Mutationen. Das humane PROP1 Gen wird in drei Exons kodiert. Das Protein ist
charakterisiert durch eine zentral gelegene Homdodoméne. Samtliche bislang nachgewiesenen Mutationen
wurden rezessiv vererbt. Die am hdufigsten beobachteten Mutationen entsprechen Mikrodeletionen (AA150 und
AGA301/302), welche zu einer Verschiebung des Leserasters ab dieser Position fithren und durch Einfiihrung
frither Stopp-Kodons (V164ter bzw. S109ter) gekennzeichnet sind. Alle nachgewiesenen Mutationen betreffen

die Homandomine dec Maolekiile
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einem PROPI1-Defekt einen hypogonadotropen Hypogonadismus auf, welcher einen
infantilen Habitus und letztendlich eine Infertilitdt zur Folge hat.

Die héufigsten bislang entdeckten PROP1-Mutationen entsprechen Mikrodeletionen im
PROP1-Gen (Cogan et al. 1998; Deladoey et al. 1999; Vallette-Kasic et al. 2001a). So scheint
eine Zweibasenpaardeletion (Delta GA 301/302) und eine Einbasenpaardeletion (Delta A
150) zumindest in den kaukasischen Populationen besonders hdufig zu sein (Abb 3.5.2-1).
Beide Mutationen fithren zu einer Verschiebung des Leserasters ab Aminosdure 50 bzw. 100,
mit der Einfithrung eines frithen Stopp-Kodons in Position 109 bzw. 164. Die resultierenden
PROPI1-Molekiile verlieren ihre DNA-Bindungseigenschaften vollstindig, da die
beschriebene Paired-Homoéodoméne in ihrer Struktur aufgelost ist. Die beobachteten
Deletionen in den PROP1-Molekiilen liegen in Regionen mit so genannten GA-Repeats
innerhalb des PROP1-Gens (Abb 3.5.2-3). Dies konnte ihr hdufiges Auftreten erkléren.
Interessant ist jedoch, dass die Pravalenz dieser Mutationen in unterschiedlichen Populationen
unterschiedlich hdufig ist. Wahrend sie in den Osteuropédischen Léndern eine hohe Préavalenz
aufweist, ist sie in Japan sehr selten nachweisbar. Die iibrigen, vor allem Punktmutationen
innerhalb des PROP1-Gens, lassen sich dagegen sehr viel seltener nachweisen (Takamura et
al. 1999; Rosenbloom et al. 1999a; Mody et al. 2002a; Paracchini et al. 2003; Kim et al. 2003;
Park et al. 2004; Voutetakis et al. 2004c). Die bislang nachgewiesenen Punktmutationen

betreffen ausschlieBlich Aminosduren innerhalb der Paired-Homddoméne (Abb 3.5.2-1).

3.5.3. Die Variabilitat des Phanotyps von PROP1-Mutationen

Die Variabilitit des Phénotyps von PROPI-Mutationen ist klinisch bei Diagnosestellung
letztendlich relativ gering, da zu diesem Zeitpunkt meist alle vermuteten Hormonachsen, das
Wachstumshormon, das Prolaktin, das TSH und die Gonadotropine betroffen sind (Abb 3.5.2-
2). Andererseits ist das Spektrum der Manifestationsformen deutlich grof3er als das, was man
bei Patienten mit PITI1-Mutationen beobachtet. Die beobachtete Restfunktion der
hypophyséren Zelllinien scheint fiir die Variabilitdt dieser Manifestationsform verantwortlich
zu sein (Fluck et al. 1998a). Eine mogliche Erkldrung fiir die Variabilitit des
Krankheitsbildes, welches durch PROP1Mutationen verursacht wird ist die Tatsache, dass
PROPI1, anders als PIT1 nur voriibergehend eine differenzierende Rolle in der
Hypophysenentwicklung spielt. Zudem scheint die Expression des mutanten Proteins durch
den Funktionsverlust kaum beeintrdchtigt. Das bedeutet, ist eine Restfunktion einer Mutante
vorhanden, so hétte diese eine Auswirkung auf die Differenzierung eines gewissen Restes an
Zellen innerhalb der Hypophyse. PIT1 hingegen entfaltet seine Wirkung nicht nur wéhrend
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Abbildung 7 Progressiver Abfall der Hypophysenvorderlappenhormone bei 9 Patienten mit PROP1 Mutationen

(unterschiedliche Linienfarben) in wiederholten Stimulationstests. Es zeigt sich ein statistisch signifikanter

Abfall der maximal erreichten Werte fiir GH und TSH wihrend Kindheit und Adoleszenz, wobei jedoch die

Werte fiir GH und TSH schon beim ersten Test in einem pathologisch niedrigen Bereich liegen. Die

Interpretation der Gonadotropine in der Vorpubertit féllt naturgemal3 schwer, wihrend Adoleszenz und

Erwachsenenalter ist jedoch ein hypogonadotropher Hypogonadismus eindeutig nachweisbar. Der Ausfall der

kortikotrophen Zellreihe erfolgt spéter, Die Mehrzahl der Patienten hat zunichst noch normale Kortisolspiegel,

die Entwicklung eines Hypokortikolismus scheint jedoch nur eine Frage der Zeit zu sein. Untere Reihe:

Mittelwert der maximalen Hormonspiegel in dem ersten und zweiten durchgefiihrten Tests.

der Embryonalentwicklung der Hypophyse, hier ist auch ein anhaltender Funktionsverlust als

Stimulationsfaktor der Hormonsysteme innerhalb der ausdifferenzierten Zellen anzunehmen.

Nach dem im Mausmodell beobachteten hypophysidren Ausfallmuster war ein weiteres

Merkmal bei Patienten mit PROP1-Mutationen unerwartet. Neben ihren Ausféllen fir GH,

TSH, Prolaktin und Gonadotropinen weisen sie mit zunechmendem Alter auch eine steigende

Rate einer sekundidren Nebennierenrindeninsuffizienz auf (Agarwal et al. 2000; Lamesch et

al. 2002; Mody et al. 2002b; Kim et al. 2003). Aufgrund des Expressionsmusters von PROP1

wihrend der Embryonalentwicklung schien eine Beteiligung der kortikotrophen Zellreihe

bei Patienten mit PROP1-Gendefekten

zundchst unwahrscheinlich. Dennoch wurde

regelmiBig eine sekundidre Nebennierenrindeninsuffizienz beobachtet, die sich jedoch

deutlich spiter manifestierte als die Insuffizienz der iibrigen Hormonachsen. Zum Teil fand

sich diese Nebennierenrindeninsuffizienz erst im Erwachsenenalter, dann jedoch zum Teil als

schwere adrenale Krisen (Lamesch et al. 2002) (Abb 3.5.2-2). Die Ursache dieses mit langer

Latenz auftretenden Ausfalls der kortikotrophen Zellreihe bleibt bislang spekulativ.

Letztendlich bleibt zu vermuten, dass der Ausfall der kortikotrophen Zelllinien an den

vollstindigen Funktionsverlust der

tibrigen hormonproduzierenden Zellreihen des
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Abbildung 8 A. Nachweis von Propl Mutationen beim direkten Sequenzieren von PCR-Fragmenten. Die am
hiufigsten nachweisbaren AA150 und AGA301/302 PROP1 Mutationen (jeweils homozygot) im Vergleich zum
Wildtyp und die F1171 Mutation (heterozygot). B. Wachstumsverlauf von 9 Patienten mit Prop-1 Mutationen.
Bei normaler Geburtslénge kommt es postnatal zu einem zunehmenden Kleinwuchs solange die Patienten noch
unbehandelt sind (offene Symbole), Dieser Kleinwuchs normalisiert sich unter einer
Wachstumshormonbehandlung (geschlossene Symbole).

C. Hypophysenmorphologie von Patienten mit PROP1 Mutationen. Typischerweise zeigt sich ein hypotropher
Hypophsenvorderlappen mit normaler Neurohypophse. D. Bei einem Teil der Patienten zeigt sich jedoch eine
pathologische Vergrosserung der Hypophyse (linke Abbildung), welche zumeist jedoch eine spontane
Regredienz aufweist. Abgebildet zwei Geschwister mit identischer PROP1 Mutation, multiplem hypophirem

Hormonausfall, aber unterschiedlicher Hypophysenmorphologie.

Hypophysenvorderlappens gekoppelt ist, andererseits ist nicht auszuschlieBen, dass sich die
kortikotrophen Zellen aufgrund des PROPI1-Gendefektes friihzeitig erschopfen oder

apoptotisch untergehen.

3.5.4. Morphologie der Hypophyse bei Patienten mit PIT1 und PROP1-

Genmutation

Die Hypophysen der Patienten mit Pit-1-Mutationen zeigen MR-tomographisch einen
Hypophysenhinterlappen, der in normaler Position zu finden ist (Pfaffle et al. 1992b; Ohta et
al. 1992b; Tatsumi et al. 1992b; Irie et al. 1995; de Zegher et al. 1995d; Pernasetti et al. 1996;
Pfaffle et al. 1996; Pellegrini-Bouiller et al. 1996a; Fofanova et al. 1997; Holl et al. 1997;

Brown et al. 1998; Fofanova et al. 1998; Pernasetti et al. 1998a; Hendriks-Stegeman et al.
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2001; Vallette-Kasic et al. 2001b). Andererseits findet sich ein auffdllig kleiner
Hypophysenvorderlappen, welcher wahrscheinlich vor allem bedingt ist durch die Hypoplasie
bzw. Aplasie der somatotrophen Zelllinie.

Bei der Mehrzahl der PROP1-Patienten findet sich ein dhnlicher Befund, jedoch zeigten schon
frihe Untersuchungen von Patienten mit PROPI1-Gendefekten, dass hier, oft als
Zufallsbefund, eine VergroBerung des Hypophysenvorderlappens nachweisbar sein kann
(Mendonca et al. 1999a; Fofanova et al. 2000; Riepe et al. 2001c; Voutetakis et al. 2004b).
Diese Vergroferung ist vor allem wihrend der Kindheit und der Adoleszenz nachweisbar und
sie zeigt eine spontane Regressionstendenz (Riepe et al. 2001b; Teinturier et al. 2002; Osorio
et al. 2002; Voutetakis et al. 2004a). Die VergroBerung der Hypophyse ist nicht gekoppelt an
das Vorhandensein bestimmter Mutationen innerhalb des PROP1-Gens. So wurden oft
diskordante Befunde selbst bei Angehorigen einer Familie mit identischer PROP1-Mutation
gefunden (Riepe et al. 2001a) (Abb 3.5.2-3). In der Mehrzahl der Fille ist die VergroBerung
der Hypophyse relativ gering ausgeprigt, sie stellt somit keine Indikation zur operativen
Intervention dar. In Einzelfdllen jedoch fand sich die HypophysenvergréBerung so ausgeprigt,
dass eine Kompression der Sehnerven vorhanden war. Die histologischen Untersuchungen der
operativ entfernten Tumorpréiparate konnten jedoch die Genese dieser Gewebeformationen
nicht kldren. Histologisch handelt es sich um undifferenziertes myxoides Gewebe.

Es lasst sich spekulieren, dass durch Mutation im PROP1 eine unzureichende Repression von
hypothalamo-hypophysdren Entwicklungsfaktoren wie LHX3 oder HESX1 vorhanden ist,
deren fortgesetzte Expression zur Proliferation undifferenzierten Gewebes Anlass geben
konnten. Andererseits ist hiermit kaum erklarbar, dass solche Gewebsproliferationen oft nur

passageren Charakter haben.

3.6. PIT1

Pitl (OMIM 173110) wurde bei der Suche nach hypophysédren Transkriptionsfaktoren
identifiziert, die in der Lage sind, die GH-Gen-Transkription zu modellieren (Ingraham et al.
1988). Neben seinen stimulierenden Eigenschaften am Promotor fiir das GH-Gen findet sich
jedoch auch ein stimulierender Effekt am Prolaktin-Gen-Promoter (Mangalam et al. 1989)
sowie am Promotor der B-Untereinheit fiir das TSH-Gen (Steinfelder et al. 1991). Neben
diesen 3 hypophysdren Zielgenen fanden sich jedoch auch Bindungsstellen dieses
Transkriptionsfaktors im Promoter des Pit1-Gens selbst (Pfaffle et al. 1992a), sowie im Gen
des Wachstumshormon-Releasing-Hormonrezeptors (Petersenn et al. 1998). Die so genannten

Zielsequenzen des Pitl sind innerhalb des Genoms durch AT-reiche Sequenzabschnitte
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charakterisiert, welche alle einen gemeinsamen Sequenzabschnitt (TATNCAT) als Kernmotiv
aufweisen. Das Wachstumshormon enthilt insgesamt zwei dieser Sequenzmotive in seinem
Promoter wihrend der Prolaktin-Gen-Promoter vier solcher Pitl-bindenden Stellen aufweist
(Fox et al. 1990). Die Art der Bindung des Pitl-Faktors an seinen Zielsequenzen ist
inzwischen durch verschiedene invitro-Experimente aber auch MR-spektrometrisch genau
untersucht worden (Ingraham et al. 1990). Pit-1 bildet Homodimere im Bereich der DNA-
Doppelhelix aus und kann dann meist durch Interaktion mit weiteren Proteinen des

Transkriptionsapparates die Aktivierung des Zielgens vornehmen.

3.6.1. Aufbau von PIT1

PIT1 ist ein 317 Aminosduren langes Protein mit einem Molekulargewicht von 35668 Da.
Das menschliche Gen besteht aus 6 Exons, welche auf Chromosom 3 (3p11.2) codiert sind
(Pfaffle et al. 1992) (Abb. 3.6.1-1). Untersuchungen zur Sequenzhomologie von Pitl bei
verschiedenen Spezies zeigen einen hohen Grad von Konservierung an, welcher im Bereich
der DNA-bindenden Anteile des Proteins am ausgeprigtesten ist. Nahe seinem c-terminalen
Ende besitzt das Protein eine so genannte Homododomine (Gehring 1987). N-terminal
hiervon, nur durch wenige Aminosiuren getrennt, findet sich eine weiter Subdoméne, die zum
Zeitpunkt der Identifizierung von Pitl durch die hohe Homologie zu 2 weiteren, damals
identifizierten Entwicklungsfaktoren gekennzeichnet war (Herr et al. 1988). Bei diesen
Proteinen handelt es sich um Octl sowie Unc86, ein Transkriptionsfaktor der in
Caenorrhabdidis elegans identifiziert wurde. Das Akronym der 3 Faktoren Pitl, Octl und
Unc86 verlieh daher dieser Region den Namen POU-spezifisch. Mutationsanalysen sowie
funktionelle Studien haben erwiesen, dass sich POU-spezifische und POU-Homdodomine als
der eigentlich DNA-bindende Abschnitt des Pitl Molekiils darstellt. Die Tertidrstruktur dieser
DNA-bindenden Doméne weist eine Abfolge so genannter Helix-Motive auf, welche fiir die
Auffaltung dieser Proteindoméne entscheidend sind und welche den direkten Kontakt zu der

DNA-Doppelhelix herstellen (Jacobson et al. 1997).

3.6.2. Funktion des Pitl1-Moleklls

Die Funktion des Pitl1-Molekiils beschrinkt sich nicht allein auf die Transaktivierung seiner
Zielgene. Pitl hat wie viele andere Transkriptionsfaktoren eine Schliisselrolle bei der
Spezifizierung und spiter der Proliferation von Zelllinien wihrend der Embryogenese. So
kommt es unter der Expression von Pitl zur Differenzierung der somatotrophen-, der

laktotrophen- und thyreotrophen Zelllinien im Hypophysenvorderlappen (Simmons et al.
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1990c¢). Fehlt die Pitl-Expression wihrend der Hypophysenentwicklung, so werden diese 3
Zelllinien nicht oder nur unzureichend angelegt. Zudem ist die Funktion der 3 Zelllinien

durch das Fehlen dieses Transkriptionsfaktors tiefgreifend gestort.

3.6.3. Tiermodelle zu Pit1l-Defekten

Anhand des Expressionsmusters von Pitl in der Maushypophyse lieB sich annehmen, dass
Maiuse mit Pitl-Mutationen eine Fehlfunktion dieser 3 Zelllinien aufweisen. Zwei natiirlich
beobachtete Zwergmausstimme (Snell und Jackson) weisen Verdnderungen im Pitl1-Gen auf
(Li et al. 1990a). Bei der Jackson-Maus (dw') liegt eine Deletion eines groBeren Anteils des
Pit1-Gens vor, wohingegen die so genannte Snell-Maus eine Punktmutation innerhalb des
Pit1-Gens aufweist, welche jedoch zu einem Aminosdureaustausch innerhalb eines

hochkonservierten Abschnitts der POU-Homodoméne fiihrt.

3.6.4. PIT1-Mutation beim Menschen

Der Phinotyp, der aus Mutationen innerhalb des menschlichen PIT1-Gens resultiert, ist

Humane PIT1 Mutationen
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Abbildung 9 Aufbau des humanen PIT1. PIT1 wird in 6 Exons kodiert. C-terminal findet sich die
Homoodomine, zentral die fiir POU-Homdodomaén-Proteine typische POU-spezifische Domédne, Am N-
terminalen Ende liegt eine sog. Transaktivierungsdoméne. Mutationen mit einem dominanten Vererbungsmodus
sind dunkelblau, solche mit rezessivem Vererbungsmodus hellblau dargestellt. Einen sog ,.hotspot® stellt die

dominant vererbte R271W-Mutation dar.
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relativ konstant. Ein kompletter Wachstumshormonmangel ist kombiniert mit einer
sekunddren Hypothyreose sowie einem eindeutigen Prolaktinmangel (Pfaffle et al. 1993)
(Abb. 3.6.4). Die iibrigen Zelllinien des Hypophysenvorderlappens, d.h. die gonadotrophen-
und kortikotrophen Zelllinien sind nicht beeintrachtigt. Die Patienten zeigen eine normale
Fertilitdt, der Prolaktinmangel fdllt bei den Miittern mit einem PIT1-Gendefekt durch
Laktationsstorungen auf (Pfiffle et al. 1996).

Die Wachstumshormon- und Prolaktinwerte finden sich bei den Patienten sowohl basal als
auch stimuliert stark erniedrigt bzw. im unteren Bereich der Nachweisgrenze moderner
immunometrischer Assays. Im Gegensatz hierzu finden sich héufig noch nachweisbare
Serumspiegel fiir TSH, obgleich in allen bislang untersuchten Patientenfdllen eine sekundire
Hypothyreose nachweisbar war (Pfiffle et al. 1997). Eine mogliche Erklarung fiir diese
beobachtete Restsekretion von TSH ist die Beobachtung aus dem Tiermodell, dass sich ein
kleiner Anteil der thyreotrophen Zellen unabhingig von der PITI-Expression im

Hypophysenvorderlappen entwickelt.

3.6.5. Variabilitat des Phanotyps bei PIT1-Mutation

Alle Patienten mit PIT1-Mutationen zeigen einen Ausfall von Wachstumshormon, Prolaktin
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Abbildung 10 Wachstumsverlauf von 2 Geschwistern mit PIT1 Mutationen. Gutes Autholwachtum bei frithem
Beginn der Substitutionstherapie mit Wachstumshormon (GH) und Thyroxin T4). Die Pubertit tritt relativ spat
aber spontan auf. Rechte Bilder: Relativ gering ausgepriagte Hypoplasie des Hypophysenvorderlappens bei den

beiden Patienten.
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und TSH. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung jedoch, die bei der Mehrzahl der Patienten im
Kleinkindesalter erfolgt, kann das klinische Bild variieren. Bei einzelnen Patienten ist die
sekundire Hypothyreose bei Geburt bereits so ausgeprigt vorhanden (Pfaffle et al. 1993; de
Zegher et al. 1995b; de Zegher et al. 1995¢; Brown et al. 1998; Blankenstein et al. 2001),
dass sie klinisch im Vordergrund steht und vor dem GH- und Prolaktinmangel diagnostiziert
wird. In einzelnen Féllen fiihrte diese ausgeprdgte Hypothyreose zu so schweren perinatalen
Krankheitsverldufen, dass eine langwierige, intensivmedizinische Betreuung der Patienten
notwendig wurde (de Zegher et al. 1995a). Andererseits gibt es Patienten, deren
Perinatalperiode relativ unauffallig verlduft und die erst nach Vollendung des 1. Lebensjahres
aufgrund des zunehmenden Kleinwuchses auffallen (Pféffle et al. 1992). Bei einem Teil der
Patienten wurde daher zunichst der Wachstumshormonmangel diagnostiziert und die
sekunddre Hypothyreose erst unter einer GH-Substitutionstherapie manifest. Eine
ausreichende Erkldrung fiir die unterschiedlichen klinischen Verldufe, welche vor allem die
Manifestation der sekundédren Hypothyreose betreffen, gibt es noch nicht. Sie lassen sich auch
nicht unterschiedlichen Mutationen innerhalb des PIT1-Gens zuordnen, denn Patienten mit

einem identischen Genotyp zeigen durchaus unterschiedliche klinische Verldufe.

3.6.6. Vererbungsmodus von PIT1-Gen-Mutationen

Die ersten Familien, bei denen PIT1-Gen-Mutationen beschrieben wurden, wiesen einen
autosomal rezessiven Verarbeitungsmodus fiir den multiplen hypophysdren Hormonausfall
(MPHD) auf (Pfiffle et al. 1992; Tatsumi et al. 1992a). Andere PIT1-Gen-Mutationen folgen
jedoch einem autosomal dominanten Vererbungsmuster (Radovick et al. 1992b; Cohen et al.

1995b).

Autosomal rezessive PIT1-Gen-Mutationen

Die meisten der bislang bekannten PIT1-Gen-Mutationen lassen sich innerhalb der DNA-
Bindungsdoméne des Transkriptionsfaktors nachweisen (Pfaffle et al. 1996; Pellegrini-
Bouiller et al. 1996b; Bakker et al. 1997; Fofanova et al. 1997; Arnhold et al. 1998;
Pernasetti et al. 1998b; Gat-Yablonski et al. 2002; Salemi et al. 2003; Hashimoto et al. 2003).
Diese werden ausnahmslos autosomal rezessiv vererbt. Diese Tatsache erklirt sich vor allem
daraus, dass Mutationen innerhalb der DNA-Bindungsdomdne mit hoher Wahrscheinlichkeit
das Helix-Turn-Helix Motiv verdndern und somit die DNA-Bindungsfihigkeit des
Transkriptionsfaktors an seine Zielgensequenzen beeintrachtigen. Bei Individuen, die

heterozygot fiir solche Mutationen sind, ist das mutierte PIT1-Molekiil nicht in der Lage, mit
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dem Wildtyp PIT1-Molekiill um die DNA-Bindung zu konkurrieren. Innerhalb eines
Komplexes verschiedener Transkriptionsfaktoren an den Zielgensequenzen kommt daher die
negative Wirkung eines solchen PIT1-Molekiils nicht zur Wirkung. Heterozygote Personen
mit diesen Mutationen zeigen daher keine Auffilligkeit ihrer Hypophysenentwicklung oder -
funktion. Viele der beobachteten Mutationen lassen ihre Auswirkungen relativ einfach
voraussagen. Die so genannten Nonsense-Mutationen, die innerhalb der DNA-
Bindungsdoméne zu einem Translationsabbruch fiihren, besitzen keine Moglichkeit zur DNA-
Bindung mehr. Punktmutationen innerhalb der DNA-Bindungsdoméne die zu einem
einfachen Aminosdureaustausch fiihren, erfordern jedoch eine sorgsame funktionelle Analyse
(Abb. 3.6.1-1). Bei den meisten nachgewiesenen Mutationen wurde durch die Analyse der
beobachteten Mutanten in vitro ein vollstdndiger oder teilweiser Verlust der DNA-
Bindungsfahigkeit an den Zielsequenzen nachweisbar. Zudem ldsst sich in so genannten
Kotransfektions-Experimenten der Verlust der transaktivierenden Eigenschaften von PITI

nachweisen. Das Protein ist diesbeziiglich ausfiihrlich untersucht (Pfiffle et al. 1992).

Autosomal-dominante PIT1-Mutation

Bald nach den ersten Publikationen iiber PIT1-Mutationen bei Patienten mit einem multiplen
hypophysdren Hormonausfall wurde von Radovick und Mitarbeitern der erste Patient
beschrieben, bei dem lediglich eine heterozygote Mutation im PIT1-Gen nachweisbar war
(Radovick et al. 1992a). Sie fanden eine Mutation einer Base, welche den Austausch einer
Aminosdure am c-terminalen Ende der Homdodomaine zur Folge hatte (R271W) (Abb. 3.6.1-
1). Die Autoren konnten nachweisen, dass das mutierte PIT1-Molekiil seine DNA-
Bindungsfahigkeit beibehielt, innerhalb des Komplexes von Transkriptionsfaktoren am
Zielgenpromotor jedoch zu einer verringerten Expression der Zielgene fiihrte. Dieser
dominant negative  Effekt wurde durch eine sterische Behinderung des
Transkriptionsapparates erkldrt, welcher das mutante PIT1-Molekiil enthielt. Die R271W-
Mutation hat sich inzwischen als ein Hotspot fiir Mutationen innerhalb des PIT1-Gens
herausgestellt (Cohen et al. 1995a). AuBlerhalb dieser Region wurden jedoch noch weitere
Mutationen innerhalb des PIT1-Molekiils mit einem dominant negativen Effekt nachgewiesen

(P14L) (Ohta et al. 1992a).

3.7. PAX6

PAX6 (OMIM 607108) gehort zu den Homedomainproteinen mit einer so genannten Paired-

DNA-Bindungsdomaine und einer Paired-Homdodomidne. PAX6 scheint wichtig fiir die

30



Entwicklung von Augen, zentralem Nervensystem, Pankreas und der Hypophyse tu sein
(Bentley et al. 1999; Kioussi et al. 1999b; Spieler et al. 2004). PAX6 findet sich an der
Grenze zwischen den dorsalen und ventralen Anteil der Rathke Tasche. Mause mit einem
Knockout fiir Pax6 haben eine reduzierte Anzahl von Somatotrophen und Laktotrophen
zeigen aber gleichzeitig eine Hyperplasie der ventralen Thyreotrophen und Gonadotrophen

(Kioussi et al. 1999a).

3.8. SIX3 und SIX6

SIX3 (OMIM 603714) und SIX6 (OMIM 606326) stellen Homologe zu dem Drosophila
Homeoboxgen Sine Oculis darSowohl SIX3 als auch SIX6 werden in der embryonalen
Hypophyse exprimiert und werden daher mit wichtigen Entwicklungsschritten dieses Organs
in Zusammenhang gebracht (Oliver et al. 1995; Bovolenta et al. 1998; Leppert et al. 1999;
Wallis et al. 1999b).

SIX3-Genmutationen werden bei Patienten mit Formen von Holoproesenzephalie gefunden;
dies weist auf eine wichtige Rolle von SIX3 auch bei der Entwicklung der vorderen
Neuralplatte hin (Wallis et al. 1999a).

Die Expression von SIX6 beschriankt sich auf den sich entwickelnden Hypothalamus, die
Hypophyse, die Augen sowie den Sehnerven (Jean et al. 1999).

Six6-Knockoutméduse haben Defekte an Retina und Sehnerv sowie hypoplastische
Hypophysen (Li et al. 2002). Zusétzlich konnten bei Patienten mit Mikrophthalmie und einer
gestorten Hypophysenentwicklung heterozygote Mutationen innerhalb des SIX6-Gens

nachgewiesen werden (Gallardo et al. 2004).

3.9. HESX1

Das HESX1-Gen (OMIM 601802) kodiert fiir ein weiteres Mitglied der so genannten Paired-
Homeoddmaéne Transkriptionsfaktoren. Es wird in der sich entwickelnden Neuralplatte und
anschliefend in der Rathke-Tasche exprimiert (Thomas et al. 2001a; Hermesz et al. 2003).
Bei der Maus wird HesX1 im Hypophysenvorderlappen bis Entwicklungstag (el2)
exprimiert. Hiernach ldsst seine Expression in dem Malle nach, wie sich die
Hypophysenzellen funktionell differenzieren. Seine Expression wird am Entwicklungstag
13.5 (el3.5) nicht mehr nachweisbar. Die Expression von HESX1 im
Hypophysenvorderlappen erfordert die Expression von LHX3 in frithen Entwicklungsstadien
(Sheng et al. 1997c). Die Expression von PROPI hingegen scheint die Expression von
HESX1 zuriickzudrangen (Hermesz et al. 1996; Gage et al. 1996).
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Gezielte genetische Inaktivierungen des HesX1-Gens bei der Maus fiihrten zu
morphologischen Defekten im Mausembryo, die vom Entwicklungstag 9 (€9) an nachweisbar
waren. Die Méuse zeigten eine auffillig verringerte Kopfgrofle, kraniofaziale Dysmorphien
mit einer kurzen Nase und einer schweren Mikrophthalmie. Alle homozygoten Tiere waren
betroffen, jedoch auch eine geringe Anzahl (1 %) der heterozygoten Tiere (Dattani et al.
1998b). Die sehr variablen Mittellliniendefekte im Bereich des Prosenzephalons sowie die
Abnahme der Grofle des Hypophysenvorderlappens bei den mutanten Miusen erinnerte an
das Syndrom der septooptischen Dysplasie beim Menschen (De Morsier Syndrom; OMIM
182230).

Das menschliche HESX1-Gen wurde auf dem Chromosom 3 p21.1-21.2 lokalisiert. Es
umfasst 1,7 Kilobasen in 4 kodierenden Exons. Humanes HESX1 besteht aus 185
Aminosduren und es enthilt nahe dem Aminoterminus eine Homdodomine, welche der
Familie in Engrailed und Goosecoid angehdrt. Die ersten Mutationen beim Menschen wurden
bei einer Familie nachgewiesen, in der 2 Geschwister eine septooptische Dysplasie sowie eine
Hypoplasie des Hypophysenvorderlappens mit Panhypopituitarismus aufwiesen (Dattani et al.
1998a).

Ursache war eine homozygote Missensmutation in der Homeobox von HESX1 bei den 2
betroffenen Geschwistern der Familie, bei der ein hochkonserviertes Arginin in Position 160
in ein Cystein umgewandelt war (R160C). Die heterozygoten Eltern dieser Familie sowie
weitere heterozygote Mitglieder zeigten keine Auffalligkeiten. DNA-Bindungsexperimente
konnten nachweisen, dass die Mutation zu einem vollstindigen DNA-Bindungsverlust fiihrt.
Bei anschlieBenden umfangreichen Untersuchungen konnten 5 weitere heterozygote
Missensmutationen im HESX1-Gen bei Kindern mit einer sehr variablen Form eines
Hypophysenvorderlappenausfalls und septooptischer Dysplasie nachgewiesen werden
(S170L, T181A, Q6H, N125S) (Thomas et al. 2001b). Die funktionellen Konsequenzen dieser

scheinbar dominant negativen Mutationen sind jedoch noch nicht vollstindig erforscht.

4. WEITERE TRANSKRIPTIONSFAKTOREN

4.1. SF1

Steroidogenic factor 1 (SF1, Fushi Tarazu Factor, FTZF1) (OMIM*184757) beteiligt sich bei
der embryonalen Entwicklung einer Reihe von endokrinen Geweben. Gezielte Mutationen
innerhalb des SF1-Gens bei Méusen fiihren zum schnellen postnatalen Tod, wobei bei den

Tieren eine Agenesie von Gonaden und Nebennieren auffillt. Zusitzlich finden sich jedoch
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auch Defekte hypothalamischer Nuclei sowie das vollstindige Fehlen der gonadotrophen
Zellreihe in der Hypophyse (Ingraham et al. 1994; Sadovsky et al. 1995; Asa et al. 1996; Luo
et al. 1999). Eine organspezifische Deletion des SF1-Gens in der Hypophyse von Méusen
filhrt zu einem hypogonadotropen Hypogonadismus. Dies bestdtigt die wichtige Rolle von
SF1 fiir die embryonale Differenzierung der Gonadotrophen. Mutationen innerhalb des SF1-
Gens beim Menschen fithren zur primédren Nebennierenrindeninsuffizienz sowie einem XY-
Sex-Reversal mit persistierenden Miillerschen Strukturen (Achermann et al. 1999;

Achermann et al. 2001).

4.2. TPIT

TPit (T Box 19, TBX) (OMIM*604614), welches im Hyophysenmittel- und -vorderlappen
exprimiert gefunden wird, gehort zu der Klasse der T-Box-Proteine. Hier findet es sich in den
Kortikotrophen und Melanotrophen (Lamolet et al. 2001). TPit trdigt am POMC-Gen-
Promotor synergistisch mit PTX zur Transaktivierung des Gens bei. Untersuchungen an TPit-
Knockoutméusen zeigen, dass dieser Faktor wéhrend der Embryonalentwicklung eine
komplexe Rolle sowohl bei der Festlegung der Identitdt (Spezifizierung) der spiter POMC
exprimierenden Zelllinien als auch bei der Regulation der kortikotrophen Zellreihe spielt
(Lamolet et al. 2004). TPit hingegen scheint bei der initialen Festlegung der kortikotrophen
Zellreihe selbst nicht direkt beteiligt zu sein, so wie dies fiir NeuroD1 der Fall ist (Pulichino
et al. 2003d).

Maiuse mit Knockout fiir das TPit-Gen zeigen nur sehr wenige ACTH positive Zellen in ihren
Hypophysenvorderlappen (Pulichino et al. 2003a). Im Gegensatz hierzu finden sich bei den
Maiusen gonadotrophe und thyreotrophe Zelllinien im Hypophysenzwischenlappen, welche
dort normalerweise nicht nachweisbar sind. Dies zeigt, dass TPit ein Repressor der
gonadotrophen Differenzierung und dahingehend vermutlich ein Antagonist der SF1-Wirkung
ist (Pulichino et al. 2003c).

Inzwischen wurden mehrere Mutationen innerhalb des TPit-Gens beschrieben, welche zu
einer isolierten Defizienz der kortikotrophen Zellreihe im Hypophysenvorderlappen fiihren
(Pulichino et al. 2003b; Atasay et al. 2004). Die Patienten fielen zumeist durch eine neonatale
Hypoglykdmie mit ACTH-Mangel auf. Bei einem Teil der Patienten bestand ein Ikterus
prolongatus, alle Patienten zeigten deutlich erniedrigte ACTH-Spiegel mit resultierendem
Hypokortisolismus. Weitere hypophysdre Hormonméngel waren bei den Patienten nicht

nachweisbar. Es fanden sich Missensmutationen, Nonsensmutationen sowie jeweils eine
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Makro- und eine Mikrodeletion innerhalb des TPit-Gens. Bislang lie3 sich noch kein Hotspot

fir das Auftreten von TPit-Mutationen identifizieren.

4.3. SOX3

SOX3 (OMIM 313430) ist Mitglied einer Familie von 20 Genen, denen eine enge Verbindung
zum SRY-Gen gemeinsam ist. Von diesem leitet sich auch der Name SOX ,,SRY related
homebox* ab. Die SOX Gene besitzen eine in Sdugetieren hochkonservierte DNA-bindende
Domine, die sogenannte ,,high mobility group® (HMG) mit einer Linge von 79 Aminoséuren
(Collignon et al. 1996). SOX3 befindet sich auf dem X-Chromosom (Xq26.3) und besteht aus
einem einzigen Exon mit einer Lange von etwa 2 Kb, welches ein Protein von 446
Aminosduren kodiert (OMIM*313430).

Insbesondere SOX1, SOX2 und SOX3 weisen hohe Homologien zum SRY-Gen auf, welches
fiir die Geschlechtsdifferenzierung des minnlichen Embryos mitverantwortlich ist (Sinclair et
al. 1990). Daher wurde urspriinglich vermutet, SOX3 habe ebenfalls eine Funktion in der
Geschlechtsdifferenzierung des Feten (Graves 1998). Es konnte jedoch nachgewiesen werden,
dass es zwar fiir die Funktion, jedoch nicht fiir die Differenzierung der méinnlichen und
weiblichen Gonaden wichtig ist (Weiss et al. 2003).

Eine Expressionsaktivitit von SOX3 findet sich nicht nur in den Gonaden, sondern auch im
Gehirn bereits ab der frithen Embryogenese (Wood u. Episkopou 1999). Knockout Méuse fiir
Sox3 zeigen schwere phénotypische Auswirkungen, wie kraniofazialen Missbildungen,
Mittelliniendefekte, ausgepriagten Wachstumshormonmangel, ménnlichen Hypogonadismus
und einer erhohten Letalitdt. Dennoch schient auch hier der Phianotyp zu variieren (Rizzoti et
al. 2004b).

Obwohl in der Hypophyse keine Expression von SOX3 nachgewiesen werden kann, zeigen
SOX3 Mutanten im Mausemodell eine hypoplastische Adenohypophyse mit Ausfall von GH,
TSH und LH/FSH. Eine mogliche Erkldrung hierfiir ist eine induktive Wirkung der
neuroektodermalen Strukturen der Rathke Tasche auf die Differenzierung der hypophysiren
Zelllinien, moglicherweise vermittelt durch FGF8 und BMP4, die abhidngig von SOX3
gebildet werden (Takuma et al. 1998a; Rizzoti et al. 2004a).

Mutationen beim Menschen wurden bereits bei Patienten mit X-chromosomal vererbter
mentaler Retardierung und Wachstumshormonmangel beschrieben (Hol et al. 2000;
Laumonnier et al. 2002).

Turton et al. (2004) fanden kiirzlich zwei Geschwister mit einer 600 Kb groflen Duplikatur im

Bereich des SOX3-Genlokus sowie drei Briider mit einer Verldngerung der Polyalanin-
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Sequenz um sieben Alanin-Reste. Alle Patienten zeigten einen Kleinwuchs ohne mentale
Retardierung mit Ausfillen von GH, TSH, LH/FSH und ACTH. Zudem fielen eine
Hypoplasie der Adenohypophyse bei fehlendem Infundibulum, eine ektope Neurohypophyse
und Mittelliniendefekte verschiedenen Ausmales auf. Funktionelle Analysen legten die
Vermutung eines so genannten Dosiseffektes der Polyalaninsequenz nahe. Dies ist ein
Phianomen, welches bereits bei mehreren anderen Genen beschrieben wurde (Albrecht et al.
2004). Albrecht et al. zeigten, dass Transkriptionsfaktoren mit einer Verldngerung der
Polyalaninsequenz zur Bildung amorpher Aggregate auflerhalb des Zellkerns neigen und
damit zum Funktionsverlust der betroffenen Zelle fithren. Dieser Effekt ist umso groBer je

langer die Polyalaninsequenz wird.

5. ZUSAMMENFASSUNG

Der Hypophysenvorderlappen als zentrales und integrierendes Organ fiir eine Reihe von vital
wichtigen hormonellen Regelkreisen vereint mindestens 5 verschieden differenzierte
Zellreihen auf engstem Raum. Alle entwickeln sich aus einer gemeinsamen Vorlduferzelllinie
unter dem Einfluss von ,,extrinsischen Signalpeptiden® (vor allem aus dem Hypothalamus)
und in Folge aus einer sich gegenseitig regulierenden Kaskade von hypophysdr exprimierten
Entwicklungsfaktoren, welche in einem engem Zeitschema exprimiert werden.. Dies
geschieht innerhalb eines engen Zeitschemas. Storungen in diesem Netzwerk von
Entwicklungsfaktoren fiihren zu Defekten der Hypophyse, die durch das Expressionsmuster
dieser Faktoren nur zum Teil erklédrbar sind.

Entwicklungsfaktoren, die zu einem relativ spdten Zeitpunkt der embryonalen
Hypophysenentwicklung exprimiert werden und die eine Expression in der adulten
Hypophyse zeigen, weisen bei genetischen Defekten (Mutationen) einen klar umrissenen
Phanotyp auf, der dem Expressionsmuster dieser Faktoren folgt. Beispiel: Pitl.

Je frither hingegen die Expression des Faktors innerhalb der Ontogenie der Hypophyse
erfolgt, umso variabler wird das Ausfallmuster, welches durch die beobachteten Defekte
solcher Entwicklungsfaktoren hervorgerufen wird. Wahrend der nur passager exprimierte
Transkriptionsfaktor Propl ein klinisch uniformes aber in seiner Auspragung variables Bild
des Hypophysenvorderlappenausfalls hervorruft, kommt es bei Mutationen innerhalb der frith
exprimierten Transkriptionsfaktoren (HesX1 oder Lhx3 und Lhx4) zu unterschiedlichen

Ausprigungen des Phédnotyps, die =zusdtzlich assoziiert sind mit weiteren
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Entwicklungsauftélligkeiten (septooptyscher Dysplasie oder Mittelliniendefekten im Falle des
HesX1 und Stérungen der Innervation der Nackenmuskulatur im Falle von LHX3).
Murine Knockout-Modelle fiir die identifizierten Transkriptionsfaktoren kdnnen wichtige

Hinweise auf die moglichen Manifestationsformen von Mutationen innerhalb der

entsprechenden  Entwicklungsfaktoren beim Menschen liefern. Identisch sind sie
erwartungsgemél nicht (Tabelle 3.5).
Ist der Phinotyp der Propl mutanten Ames-Maus geprdgt durch einen

Hypophysenvorderlappenausfall fiir GH, TSH und Prolaktin, so ist der entsprechende
hormonelle Phianotyp beim Menschen ein kombinierter Hypophysenvorderlappenausfall fiir
GH, TSH, Prolaktin und Gonadotropine, der kompliziert wird durch eine sich zusétzlich wenn
auch erst spét, manifestierende Insuffizienz der kortikotrophen Zellreihe.

LHX3 Knockout Miuse zeigen einen so ausgepridgten Phdnotyp, dass sie postnatal nicht

lebensfahig sind, wahrend die beim Menschen beobachteten Formen einer LHX3 Mutation

Vom Mausmodell zum menschlichen Krankheitsbild Tabelle 2 Vergleich von
Gen Genlokus |Phénotyp Maus Phéanotyp Mensch Vererbungsm Gendefekten hypophysérer
_ : _ : odus Transkriptionsfaktoren
Maus/ Maus/ Zelllinien Morphologie Zelllinien Morphologie Maus /
Mensch Mensch Hormonausfalle Mensch zwischen Maus und
Pit1/ 16C1/  [Somato-, Lakto-,| Hypoplasie des |  GH, TSH, Prl Hypoplasie des | rez / rez,dom Mensch. (HVL-
PIT1 3p11 Thyreotrophe HVL HVL Hypophysenvorderlappen,
Poulfl/POU1F1) .
: : SOD= septooptische
Propl/ 11B1/  |Somato-, Lakto-,| Hypoplasie des |  GH, TSH, Prl, Hypoplasie oder rez/
PROP1 5q34 Thyreo-, HVL LHIFSH, spéiter | Hyperplasiedes | rez Dysplasie)
Gonadotrophe ACTH HVL
Hesx1/ 14B/  |Somato-, Lakto-,| Anophthalmie, | GH, (TSH),(Prl), | Hypoplasie des rez/
HESX1 3p14.3 Thyreo-, Mikrophthalmie, | (LH/FSH),( ACTH) |HVL,SOD, ektope| rez, dom
Gonadotrophe, |  Mittellinien- Neurohypophyse
POMC-Zellen defekte,
Hypoplasie oder
Aplasie des HVL
Lhx3/ 2A3/  [Somato-, Lakto-,| Hypoplasie der | ~ GH, Prl, TSH, Hypoplasie oder rez/
LHX3 9934.3 Thyreo-, Rathke-Tasche LH/FSH Hyperplasie des rez
Gonadotrophe, HVL, kurzer Hals
mit
Rotationsdefizit
Lhx4/LHX4 1G3/  |Somato-, Lakto-, Milde GH, (Prl), (TSH), |MR-Auffalligkeiten rez/
1925.2 Thyreo-, Hypoplasie des | (LH/FSH),(ACTH) dom
Gonado-, HVL
Corticotrophe
Sox3/SOX3 XA5/ Gonaden- Hypoplasie der | GH, TSH, LH/FSH, | Hypoplasie des /
Xg27.1  |entwicklung und | Rathke-Tasche, ACTH HVL, ektope x-chrom.
-wachstum, Mittellinien- Neurohypophyse,
Hypophysen- defekte Mittellinien-
entwicklung defekte
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Gen POUTF1 | PROP1 HESX1 LHX3 LHX4 SOX3 Tabelle 3 Muster der

GH X X (x) X X X Hormonausfalle des
TSH X X ) X X X Hypophysenvorderlappens
PRL h h * h X X sowie assoziierte
LH/FSH X (x) X ? X i
Yo 5 w - - Symptome bei humanen
2D W Mutationen hypophysarer
Hypophyse | Hypoplasie | Hypoplasie | Hypoplasie des | Hypoplasie Variable Hypoplasie des Transkriptionsfaktoren
des HVL oder HVL und z.T oder Hypoplasie HVL und z.T.
Hyperplasie | ektoper HHL | Hyperplasie des HVL ektoper HHL
des HVL des HVL
Zusétzliche SOD, kurzer Hals | veranderte (ment.
Auffalligkeiten Mittellinien- mit Kleinhirn- Retardierung)

defekte Rotationsdefiz| tonsillen
it

Vererbung rez., dom. rez. rez., dom. rez. dom. x-chrom.

zwar in den meisten Fillen eine schwere, sich meist schon bei Geburt manifestierende Form
eines Hypopituitarismus aufweisen, in einzelnen Fillen jedoch eine klinisch eher milde Form
eines Panhypopituitarismus aufweisen. SchlieBlich manifestieren sich LHX4 Mutationen bei
Maidusen nur in der homozygter Form, wéhrend sie beim Menschen bislang nur als
heterozygote Mutationen nachweisbar waren.

Dies alles weist darauf hin, dass die Untersuchungen im Tiermodell zwar unschitzbar
wertvolle  Hinweise  auf die  Funktion der  beteiligten = Faktoren  der
Hypophysenvorderlappenentwicklung geben konnen, ihre Gewichtung aber sehr
speziesspezifisch sein kann.

In vitro Funktionsanalysen der mutanten Transkriptionsfaktoren in Form von
Kotranfektionsanalysen an Zielgenpromotoren, konnen die funktionellen Auswirkungen der
beobachteten Mutationen oft gut erkldren, hdufig jedoch spiegeln sie nicht das volle Spektrum
der beobachteten Symptome wider. Zu vielfiltig sind die Aspekte, die die
Transkriptionsfaktoren fiir die Hypophysenentwicklung haben.

Transkriptionsfaktoren  stimulieren nicht nur die in der ausdifferenzierten
Hypophysenvorderlappenzelle spezifischen Zielgene, sondern sie legen wie im Fall von
HesX1 oder Lhx3, wéhrend der frilhen Embryonalphasen Entwicklungsschritte wie die
definitive Ausformung der Rathke Tasche induktiv fest. Verschiedene Mutationen innerhalb
dieser Faktoren konnen diese unterschiedlichen Teilfunktionen verschieden stark
beeinflussen. Die Vorhersage eines spezifischen Phénotyps aus der Art und Lokalisation der
Mutation fdllt daher trotz Zuhilfenahme multipler in vitro Funktionsanalysen schwer. Zudem

zeigen selbst Patienten mit identischer Mutation oft eine unterschiedlich starke Auspragung
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thres hormonellen Phénotyps. Ursache hierfiir sind vermutlich modifizierende Faktoren, die
die endgiiltige Auspriagung festlegen. Im Fall von LHX3 und LHX4 ist aufgrund ihrer starken
Homologie und ihres dhnlichen Expressionsprofils zu vermuten, dass sie einen Anteil ihrer
entwicklungsphyiologisch relevanten Funktionen iberlappen und sie daher Ausfille
zumindest zum Teil kompensieren konnen. Bei anderen Faktoren wie HesX1 fillt eine
Erklarung fiir die Variabilitit des Phanotyps deutlich schwerer.

Es scheint daher keine wirkliche Alternative zur systematischen und umfassenden
Untersuchung dieser Faktoren bei Patienten mit angeborenen Formen eines
Hypophysenvorderlappenausfalls zu geben, wenn man das vollstdndige Funktionsspektrum

dieser Entwicklungsfaktoren erfassen will.

6. AUSBLICK:

Die molekulargenetische Untersuchung von hypophysdren Transkriptionsfaktoren bei
Patienten mit einem Hypopituitarismus kann nicht nur {iber den zu erwartenden Phianotyp bei
den Patienten Aussagen leisten. Neben dem Umfang des Hormonausfalls konnen vor allem
auch die zu erwartenden morphologischen Veridnderungen fiir den Patienten und Therapeuten
hilfreich sein. So werden neben der zu erwarteten Hypoplasie auch tumordse VergrofSerungen
der Hypophyse bei deren Funktionsausfall beobachtet, welche zu Fehlinterpretationen und
falschen Therapieentscheidungen Anlass geben konnen. Die molekulargenetische
Untersuchung dieser Faktoren hat daher schon heute einen wichtigen und klinisch relevanten
Stellenwert.

Ein besseres Verstindnis der Funktionsweise der beteiligten Entwicklungsfaktoren auf dem
Weg einer Anhdufung undifferenzierter Zellen zu einem komplexen innerhalb unterschiedlich
wirksamer Regelkreise funktionierenden Organs hat zudem Modellcharakter fiir das
Verstindnis der embryonalen Entwicklung komplexer Organsysteme tiberhaupt. So zeigt sich,
dass oft die Untersuchung von Faktoren lohnt, die aufgrund ihres Expressionsmusters nicht
unmittelbar an der Ausformung eines Organs beteiligt zu sein scheinen. Des Weiteren ist
bemerkenswert, dass sich genetische Storungen innerhalb frither Entwicklungsphasen eines
Organs nicht regelhaft schon bei Geburt ausprigen, sondern dass die daraus resultierenden
Krankheitsbilder durchaus einen dynamischen Charakter aufweisen konnen, welcher nicht
sofort an einen genetischen Ursprung denken ldsst.

Obwohl einige der Schliisselfaktoren der embryonalen Entwicklung der Hypophyse
identifiziert und in groBen Teilen ihrer Funktion charakterisiert sind, ist das Netzwerk der

Interaktionen dieser Faktoren bislang nur schemenhaft charakterisiert. Funktionsanalysen
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dieser Faktoren und ihrer beobachteten Mutanten sind ein wichtiger Aspekt bei der weiteren
Erforschung dieses Gebietes, eine anderer bleibt die gute klinische Charakterisierung von
Patienten mit Panhypopituitarismus aufgrund von Mutationen hypophysdrer oder

hypothalamischer Transkiptionsfaktoren.
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