5.10 Die genetischen Ursachen des primaren
Lymphoédems

K. Mattonet, J. Wilting, M. Jeltsch

Primére Lymphédeme sind behandelbar, aber nicht heilbar. Zudem ist die
Diagnostik aufgrund heterogener Phinotypen oft nicht eindeutig. Um
diese Probleme anzugehen, miissen die das Odem verursachenden geneti-
schen Ursachen gefunden, diagnostiziert und gezielt behandelt werden. Die
hierzu notwendigen Techniken liefern die neuen Entwicklungen in der
Molekularbiologie. Insbesondere durch die Technik der Exom-Sequenzie-
rung wurden in den letzten Jahren die genetischen Ursachen vieler primé-
rer Lymphodeme identifiziert. Fiir einen weiteren groflen Anteil dieser
Erkrankungen werden multifaktorielle genetische Dispositionen vermutet.

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick iiber den derzeitigen Kenntnisstand
der genetischen Ursachen, der Kategorisierung sowie der molekularbiologi-
schen und biochemischen Grundlagen primarer Lymphddeme.

5.10.1 Probleme der Klassifikation und Ursachenforschung

Das menschliche Genom kann heutzutage schnell und effizient sequenziert
werden. Trotzdem sind ldngst noch nicht alle genetischen Elemente
bekannt, die an der Ausbildung primirer Lymphodeme beteiligt sind.

Zum einen erfassen die meisten derzeit iblichen genomweiten Sequenzi-
erungen nur das Exom des Patienten. Dadurch werden samtliche Mutatio-
nen, die nicht die Sequenz des Proteins selbst betreffen (z. B. Promotormu-
tationen, epigenetische Veridnderungen) nicht erfasst. Zudem treten viele
der Erkrankungen spontan auf, moglicherweise hervorgerufen durch
somatische Mutationen in den selben Genen, die auch fiir familidre Flle
ursichlich sind (1). Spontane Mutationen kénnen einen Mosaik-Phénotyp
zur Folge haben, bei dem nur bestimmte Korperteile die Mutation aufwei-
sen. Selbst bei einer vollstaindigen Genomsequenzierung von Probenmate-
rial aus der ,falschen’ Kérperregion konnten solche Mutationen nicht
gefunden werden.
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Modifizierter diagnostischer Algorithmus fiir primdre lymphatische Dysplasie nach
Connell et al. 2013 (2). Die Nummern in eckigen Klammern verweisen auf Eintrige
in Tabelle 5.10-1 und Abbildung 5.10-2.

Aus diesen Griinden wurden Mutationen nur in einem gewissen Anteil
der primédren Lymphddeme gefunden, und die Klassifikation erfolgt noch



immer primir nach phanotypischen Merkmalen (2). Diese jedoch sind
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oftmals polysem und unterliegen haufig einer subjektiven Einschétzung des
behandelnden Arztes (3). Zurzeit werden daher verstirkte Anstrengungen
unternommen, Erkrankungen mit gleicher genetischer Ursache zusam-
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menzufassen, neu zu ordnen und eine einheitliche Systematik zu etablieren,

die die genetische Ursache nach Moglichkeit in den Vordergrund stellt (4).
Als Hilfestellung fiir die klinische Praxis wurde in Abb. 5.10-1 ein derzeit
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Uberblick iiber die wichtigsten Signaltransduktionswege. Die dargestellten Pfeile wei-
sen auf eine aktivierende (griin) oder inhibierende (rot) Wirkung hin, sowie auf eine
Produktion des Proteins infolge der Signalgebung (schwarz). Sie sollten jedoch nicht

Abb. 5.10-2)

als einen Hinweis auf direkte physische Interaktion interpretiert werden. Die Zahlen
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in eckigen Klammern weisen auf eine in Tab. 5.10-1 beschriebene LymphgefifSerkran-

kung hin, die durch eine Mutation in der nummerierten Komponente verursacht wird.
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glltiger Algorithmus als Hilfestellung fiir die Klassifikation und Diagnose
primérer Lymphodeme dargestellt.

Eine detaillierte Beschreibung aller priméren Lymphddeme sprengte den
Rahmen dieses Artikels, ist aber fiir viele Félle auch nicht verfiigbar. Der
Fokus dieser Ubersicht liegt daher auf Erkrankungen mit einer hohen Fall-
zahl oder bekannten genetischen Ursachen. Ohne Anspruch auf Vollstin-
digkeit ist eine solche Auswahl von Lymphddemen in Tabelle 5.10-1 zusam-
mengefasst. Insbesondere Erkrankungen, die durch lymphatische Missbil-
dungen und Tumoren definiert sind, wurden ausgelassen. Diese sind
jedoch in Abbildung 5.10-1 mit aufgefiihrt. Abbildung 5.10-2 ist eine
schematische Darstellung von Signalwegen, die in Tabelle 5.10-1 erldutert
werden.

Entwicklung und Homdostase des lymphatischen Systems werden durch
ein komplexes Netzwerk von Signaltransduktionswegen reguliert. Mutatio-
nen in den beteiligten Komponenten, die zu einer verdnderten Aktivitit
(Funktionsgewinn oder Funktionsverlust) fithren, beeintrachtigen die Sig-
nalwege und damit die Struktur oder Funktion des Lymphgefafisystems
(38). In den folgenden Abschnitten werden ausgewahlte Gene vorgestellt,
deren Mutationen mit dem Auftreten primarer Lymphddeme korrelieren.

5.10.2 Die VEGF-Rezeptor-3 / VEGF-C-Signalachse

Der wichtigste Wachstumsfaktor fiir die Entwicklung und Homdoostase des
Lymphgeféfisystems ist VEGF-C (39). Eine Gen-Deletion beider VEGF-C-
Allele ist in einer frithen Phase der Embryonalentwicklung letal und geht
mit einem generalisierten Lymphodem einher (40). Ein vollstindiger Funk-
tionsverlust des VEGF-C-Signalweges tritt daher klinisch nicht auf. Doch
auch die Mutation nur eines Allels der beteiligten Gene kann gravierende
Auswirkungen haben (41).

Eine Mutation im Gen fiir VEGF-Rezeptor-3 (VEGFR-3), dem priméaren
lymphangiogenen Rezeptor fiir VEGF-C, ist die Hauptursache fiir heredité-
re Lymphddeme. VEGFR-3 wird auf den Endothelzellen der Lymphgefifie
exprimiert (Abb. 5.10-3). Er ermdglicht das Uberleben, die Migration und
die Proliferation dieser Zellen und ist somit essentiell fiir das Aussprossen
neuer Lymphgefif3e (41). Primédre Lymphédeme mit Mutationen in diesem
Rezeptor werden als hereditires Lymphddem Typ IA bezeichnet. Trotzdem
fithrt eine Mutation nicht zwangsldufig zur Erkrankung. Nur bei etwa 85 %
der Patienten mit einem mutierten Allel tritt ein Lymphddem auf (2). Somit
sind die Mutationen, die zur Erkrankung fiihren, meist dominant mit redu-

Abb. 5.10-3)

Immunohistochemie eines Mduseohres, Mafstab 100 ym. Oben links wurden simtli-
che GefiifSe mit dem Endothelzellmarker PECAM-1 (auch CD31) in griin angefdirbt.

Oben rechts und unten links finden sich Aufnahmen desselben Gewebes, die mit den
Markern LYVE-1 (rot) und VEGFR3 (blau) fiir lymphatische Endothelzellen geféirbt
wurden. Unten rechts findet sich eine Uberlagerung aller drei Aufnahmen. Wir dan-
ken Georgia Zarkada fiir die Bereitstellung dieser Abbildung.

zierter Penetranz. Der Grund fiir die Dominanz ist ein dominant negativer
Effekt, der dadurch zustande kommt, dass der mutierte Rezeptor Dimere
mit dem gesunden VEGFR-3 (vom gesunden Allel) bilden kann, was zu
funktionslosen Dimeren fiihrt.

Die fir die Symptome verantwortliche Mutation betrifft meistens die
Phosphorylierungsstellen des Rezeptors, wodurch die Signalweiterleitung
verhindert wird (1, 42). Es sind jedoch auch einzelne rezessive Fille
bekannt, bei denen lediglich die ATP-Bindung verringert ist, wodurch sich
der Effekt des Allels geringer auspragt (43). Das Leitsymptom des hereditd-



ren Lymphodems Typ IA ist ein kongenitales Lymphodem der unteren
Extremititen. Ein naheliegender Grund fiir die Ausbildung des Odems fast
ausschliefflich in den Beinen ist der dort stark erhohte hydrostatische
Druck, der zu einer erhohten Beanspruchung des dortigen Lymphgefaf3sys-
tems fihrt (44). Die exakten Griinde bleiben aber letztlich unklar. In den
Armen oder inneren Organen werden nur selten Symptome beobachtet.

Es konnen aber auch dominante Mutationen im VEGF-C-Gen einen
klinisch vom hereditdren Lymphédem IA nicht zu unterscheidenden Phi-
notyp hervorrufen (9, 10). Bei dieser, als hereditires Lymphodem Typ ID
Kklassifizierten Erkrankung ist sowohl die Sekretion von VEGF-C als auch
seine Affinitdt zum VEGFR-3 stark reduziert. Dadurch zirkuliert eine
geringere Menge VEGEF-C im Organismus, und der VEGFR-3-Signalweg
wird weniger stark stimuliert.

5.10.3 CCBE1-Regulierung des VEGFR-3-Signalweges

Anders als VEGF-A, das als aktives Protein sezerniert wird, wird VEGF-C
als inaktives Propeptid gebildet (45). Es durchlauft eine Reihe aktivierender
Prozesse und intermedidrer Formen, bis es seine biologisch voll aktive
Form annimmt und den VEGFR-3 stimulieren kann. Die Aktivierung von
VEGEF-C ist Gegenstand intensiver Forschung, jedoch ist der Prozess noch
nicht vollstindig aufgeklirt. Das kollagenbindende Protein CCBE1 scheint
aber eine entscheidende Rolle zu spielen, indem es eine verstirkte Aktivie-
rung von VEGF-C herbeifiihrt (15). Im Maus- und Zebrafischmodell
wurde gezeigt, dass CCBE1, genau wie VEGF-C, fiir die korrekte Entwick-
lung des Lymphgefiflsystems benotigt wird (46, 47). Wahrscheinlich fixiert
CCBEI1 das inaktive Pro-VEGF-C auf der Zelloberfliche und ermdglicht
dort eine effektive Aktivierung durch Proteasen wie ADAMTS3 (15).

Vor wenigen Jahren wurde bekannt, dass Mutationen im CCBEI1-Gen
das Hennekam-Syndrom hervorrufen kénnen (14). Da hierbei die Lymph-
O6deme in allen Korperregionen zu beobachten sind, unterstreicht dies die
essenzielle Bedeutung dieses Proteins. Insbesondere die charakteristische
intestinale Lymphangiektasie fiihrt durch Hypogammaglobulindmie,
Hypoalbumindmie und Lymphozytopenie zu schweren Komplikationen.
Zusitzlich treten auch mentale Retardierung und Gesichtsanomalien auf
(18). Auch fiir andere Syndrome, wie z. B. das Aagenaes-Syndrom, werden
CCBEIl-Mutationen inzwischen als ursachlich vermutet (19). Dass die
Klassifikation aufgrund phanotypischer Merkmale an ihre Grenzen stofit,
wird hier wieder deutlich, weil als alternative Ursache des Hennekam-

Syndroms mutierte FAT4-Gene identifiziert worden sind, welche bisher nur
mit dem Van-Maldergem-Syndrom assoziiert worden sind (48). Die mole-
kularen Ursachen fiir diese Phinokopie sind allerdings noch ungeklart.

5.10.4 HGF und MET

Eine weitere relativ neue Entdeckung ist die Beteiligung von HGF (hepato-
cyte growth factor) und seinem Rezeptor MET (high affinity hepatocyte
growth factor receptor) an der Ausbildung von Lymphdédemen. Mutationen
dieser Gene stehen nicht nur im Verdacht, Ausloser fiir die Lymphédem-
Lymphangiektasie zu sein, sondern konnten auch einen Risikofaktor fiir
das Auftreten sekunddrer Lymphodeme darstellen (26). Die Stimulation
von MET durch HGF hat eine RAS/MAPK-Signalkaskade zur Folge, auf
deren Stérungen im folgenden Abschnitt eingegangen wird.

5.10.5 Rasopathien

Als Rasopathien werden allgemein Stérungen des RAS/MAPK-Signaltrans-
duktionsweges bezeichnet. Charakteristisch fiir diese Gruppe von Erkran-
kungen ist ein breites Spektrum von Entwicklungsdefekten (49). Da es sich
bei dem lymphatischen System um ein hochgeordnetes und komplexes
System handelt, ist es nicht verwunderlich, dass Fehlbildungen der Lymph-
gefifle und ein daraus resultierendes Lymphodem oftmals zu den Sympto-
men gehoren. Auch wenn dieses Lymphodem meist kein Leitsymptom ist,
soll an dieser Stelle aufgrund der hohen Inzidenz auf einige dieser Syndro-
me eingegangen werden.

Die hdufigste Rasopathie ist mit einer Inzidenz von 1:1000-2500 Gebur-
ten das Noonan-Syndrom (50), dessen hiufigste Ursache eine Mutation im
PTPN11-Gen ist, das die Phosphotyrosinphosphatase SHP2 codiert (27).
Diese und neun weitere Mutationen l6sen Erkrankungen aus, die als Noo-
nan-Syndrom zusammengefasst werden, da sie sich nur geringfiigig in
ihrem klinischen Phanotyp unterscheiden. Alle diese Mutationen betreffen
Komponenten im RAS/MAPK-Signalweg (Abb. 5.10-2) und fithren zu
einem Phénotyp, der dem Turner-Syndrom dhnelt (51). Auch beim Costel-
lo-Syndrom und dem Kardio-Fazio-Kutanen-Syndrom treten primére
Lymphodeme gelegentlich auf. Alle bekannten Mutationen, die zu Rasopa-
thien fithren, resultieren in einer vermehrten Aktivitit des Signalweges
(49).



5.10.6 FOXC2-assoziierte Syndrome

Sowohl der RAS/MAPK-Signalweg als auch der durch den VEGFR-3 sti-
mulierte PI3K/Akt-Weg resultieren in der Aktivierung von Transkriptions-
faktoren, die eine veranderte Expression der unter ihrer Kontrolle stehen-
den Gene zur Folge haben (41). Beispiele hierfiir finden sich in Abbildung
5.10-2. Mutationen im FOXC2-Gen sind urséchlich fiir das Lymphodem-
Distichiasis-Syndrom verantwortlich (52). Trotzdem ist die Abgrenzung
zwischen diesem und zwei weiteren Erkrankungen, der Meige-Krankheit
und dem Yellow-Nail-Syndrom, bis heute kontrovers. Das Resultat ist, dass
in der Literatur von FOXC2-Mutationen in allen drei Krankheiten berichtet
wird (3).

Immer wieder wird von Meige-Krankheiten mit FOXC2-Mutationen
berichtet (11, 53). Da die Erkennung einer Distichiasis jedoch schwierig ist,
ist es gut moglich, dass sie in vielen Fillen nicht diagnostiziert oder der
Zusammenhang mit dem bestehenden Lymphddem nicht bekannt ist und
das Lymphodem aus diesem Grund félschlicherweise als Meige-Lymph-
6dem diagnostiziert wird. Allerdings gibt es ein breites Spektrum bekannter
FOXC2-Mutationen. Es existiert die bislang ungepriifte Hypothese, dass
aktivierende FOXC2-Mutationen zu einer Hyperplasie und einem Phéano-
typ fithren, der dem Meige-Phénotyp entspricht, wihrend inaktivierende
Mutationen eine Hypoplasie und ein Lymphddem-Distichiasis-Syndrom
bewirken (11).

Das Yellow-Nail-Syndrom (YNS) ist eine seltene Erkrankung, deren
Eigenstindigkeit inzwischen jedoch bezweifelt wird, da es sich beim YNS
vermutlich um eine besondere Ausprigung des Lymphédem-Distichiasis-
Syndroms handelt (13). Erhdrtet wird diese Vermutung durch den Umstand,
dass nur in einem Drittel der Fille alle drei fiir das Syndrom typischen
Symptome (gelbe Nigel, Lymphodem, Atemwegsbeteiligung) vorhanden
sind. Fiir die Diagnose des YNS sind zwei dieser drei Kriterien hinreichend
(54). In neueren Ubersichtsartikeln wird das YNS oft schon zum Lymph-
6dem-Distichiasis-Syndrom gezihlt (1, 38). Da wir in diesem Kapitel die
OMIM-Klassifizierung (OMIM = Online Mendelian Inheritance in Man-
Datenbank) als Grundlage gewahlt haben, die das YNS noch als selbststan-
dige Erkrankung listet, wurde es in Tabelle 5.10-1 mit aufgefiihrt.

Die Kontroverse um diese drei Syndrome unterstreicht deutlich die Not-
wendigkeit einer méglichst objektiven Klassifizierung von Lymphodemen
unter Beriicksichtigung genetischer Marker. Die bislang giiltige phanoty-
pische Klassifizierung hat sich in vielen Fllen als nicht eindeutig erwiesen.

5.10.7 Perspektiven in der Diagnostik und Behandlung

Wie die meisten Erbkrankheiten sind auch die priméren Lymphddeme
derzeit nicht ursichlich behandelbar. Die Aufkldrung der molekularbiolo-
gischen Ursachen der Erkrankung ist aber der Ausgangspunkt fiir ein
Verstindnis der Lymphangiogenese und die Basis fiir die Suche nach
potenziellen therapeutischen Ansétzen.

Beispielsweise steht die erste pro-lymphangiogene Therapie mit dem
Wachstumsfaktor VEGEF-C vor ersten klinischen Studien. Ziel der unter
dem Namen Lymfactin® entwickelten Therapie ist die Steigerung der
Erfolgsquote von Lymphknotentransplantationen zur Behandlung post-
operativer Lymphodeme (55). Experimente in Tiermodellen zeigen, dass
eine Therapie mit VEGF-C unter Umsténden auch zur Behandlung der
Milroy-Krankheit geeignet sein konnte, sollte sich Lymfactin® in der Phase
1 als sicher und vertréglich darstellen (44).

Doch auch das Screening nach Risikofaktoren fir die Ausbildung von
Lymphodemen nach operativen Mafinahmen koénnte sich in der klini-
schen Praxis als wertvoll erweisen, sobald eine ausreichend grofle Palette
molekularer Marker zur Verfiigung steht. Tatsache ist, dass Lymphodeme
in vielen Fillen nicht als solche diagnostiziert werden, wenn die Symptome
nicht gravierend sind. Die Moglichkeit, mit einer Blutprobe ein grofles
Spektrum genetischer Marker zu testen, und damit zu einer eindeutigen
Diagnose zu gelangen, kénnte fiir viele Patienten eine bessere Pravention
und medizinische Versorgung bedeuten.

Die Erforschung genetischer Ursachen und biochemischer Mechanis-
men primérer Lymphodeme ist ein relativ junges Forschungsfeld, da die
notwendigen technischen Mdglichkeiten noch nicht lange zur Verfiigung
stehen. Die meisten der hier aufgefithrten Arbeiten iiber die Genetik und
Biochemie primirer Lymphodeme entstammen dem letzten Jahrzehnt.
Wir hoffen sehr, in der nachsten Ausgabe dieses Lehrbuches schon ein
deutlich vollstandigeres Bild der genetischen Ursachen primarer Lymph-
6deme zeichnen zu kénnen.

Eine weitergehende Beschreibung der Genetik der primaren Lymphode-
me findet sich bei Brouillard (1). Die derzeit aktuellste Klassifizierung mit
einer Beschreibung der diagnostischen Vorgehensweisen liefert Connell et
al. (2). Einen Einblick in die Genetik der Entwicklung und Erhaltung des
Lymphgefaf3systems einschliefSlich einer Ubersicht iiber die existierenden
Mausmodelle findet sich bei Schulte-Merker et al. (38) und auch in der



Allel Zustandsform eines Gens. Humane somatische Zellen haben je
zwei Allele jedes codierten Gens
Cytokine Gruppe extrazelluldrer Signalmolekule, die zB. eine zentrale Rolle

in der Vermittlung von Entziindungsprozessen und der Immun-
antwort spielen

epigenetische

Sammelbegriff fur die Modifikationen des genetischen Materials,

Verdnderungen die nicht die Basensequenz der DNA verandern (z.B. Histonmodifi-
kationen oder Basen-Methylierungen)

Exom Gesamtheit aller codierenden Sequenzen des Genoms, die sich in
der mRNA wiederfinden

LEC Lymphatische Endothelzelle

Missense-Mutation

Punktmutation, die zur Folge hat, dass eine falsche Aminosaure
codiert wird. Dies kann je nach Eigenschaften der urspriinglichen
und der mutierten Aminosaure keine, geringe oder gravierende
Auswirkungen auf die Funktionen des Proteins haben

Phdnotyp

Ausprdgung eines Gens

Proliferation

Zellwachstum und -teilung

Promotor Sequenzmotive im Genom, die die Bindungsstelle der RNA-Poly-
merase Il und dadurch den Startpunkt der Transkription
(Umschreiben von DNA in mRNA) markieren

Propeptid Unreife Protein-Vorform, die erst durch mindestens eine proteo-
lytische Spaltung vollstandig aktiviert wird

Proteasen Enzyme, die andere Proteine an spezifischen Sequenzen spalten

Rasterschub- Mutation, die das Leseraster bei der Transkription verschiebt. Da

Mutation immer drei Basenpaare flir eine Aminosdure codieren und
lickenlos gelesen werden, bewirkt das Hinzuftigen von einer
oder zwei Basen eine Verschiebung dieses Leserasters und eine
vollkommen neue (falsche) DNA-Sequenz. Statistisch gesehen
wird diese veranderte Sequenz nach etwa 20 Basenpaaren durch
ein Stop-Codon terminiert und fihrt somit zu einem verkurzten
Protein

Signalweg/Signal- Intrazelluldre Kette von Sensoren, Effektoren und Signalmolekdlen,

kaskade die das Signal von einem aktivierten Rezeptor an die Effektoren
(zB. lonenkanale, Transkriptionsfaktoren) weiterleiten

Somatische Mutation, die nicht in der Keimbahn, sondern in Kérperzellen auf-

Mutation tritt

Transkriptionsfaktor

Regulatorisches Protein, das die Transkription (Umschreiben von
DNA in mRNA) kontrolliert. Dadurch wirkt ein Transkriptionsfaktor
auf die Proteinexpression ein

Tab. 5.10-2)
Glossar ausgewdhlter biochemischer Begriffe.

deutschsprachigen Literatur findet sich bei Krebs at al. eine umfassende
Darstellung der molekularbiologischen Grundlagen und Erkrankungen
(56, 57).
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