BMP15-Mutationen bei XX-Gonadendysgenesien und POF
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Einleitung

Der Begriff “pramatures Ovarialversagen” (POF) umfasst eine Vielzahl von
Erkrankungen, die durch eine hypergonadotrope Amenorrhoe vor dem 40.
Lebensjahr charakterisiert sind. Obwohl ca. 1% der Frauen betroffen ist, ist
die Atiologie des POF bis heute wenig verstanden. In Finnland wurden
homozygote oder compound heterozygote Mutationen im FSHR (follicle
stimulating hormone receptor)-Gen als genetische Ursache fir ovarielle
Dysgenesien bei Frauen mit XX-Karyotyp nachgewiesen. In anderen Landern
scheinen Mutationen im FSHR-Gen jedoch eine eher untergeordnete Rolle zu
spielen.

Zwei Mitglieder der TGF-B-Superfamilie, das X-chromosomal lokalisierte
BMP15 (bone morphogenetic protein-15) und sein autosomales Paralog
GDF9 (growth differentiation factor-9), spielen eine essentielle Rolle bei der
frihen Follikulogenese des Menschen und des Schafs [Galloway, 2000; Di
Pasquale, 2004]. Bei beiden handelt es sich um von Oocyten sezernierte
Faktoren, die als Granulosazell (GC)-Mitogene die Proliferation vom
primaren bis zum FSH-abhangigen Stadium fordern [Elvin, 1999; Otsuka,
2000]. BMP15 und GDF9 werden ebenso wie andere Mitglieder der TGF-B-
Superfamilie als Praproproteine translatiert. Diese bestehen aus einem kurzen
Signalpeptid, einer langen Proregion und einer sehr kurzen reifen
Proteinregion [McPherron, 1993; Dube, 1998]. Die Prodoméne ist fir die
Dimerisierung und die anschlieRende posttranslationelle Prozessierung zum
biologisch aktiven, dimeren Protein von Bedeutung.

Vor kurzem wurde eine heterozygote Mutation in der Proregion des BMP15-
Gens  zweier italienischer ~ Schwestern mit  hypergonadotroper
Ovarialinsuffizienz nachgewiesen [Di Pasquale, 2004]. Als Trager dieser
Mutation wurde der gesunde Vater der Madchen identifiziert. Funktionelle
Tests zeigten, dal® das mutierte Protein mit einer verminderten GC-
Proliferation assoziiert war, welche eventuell auf eine durch die Mutation
verursachte veranderte Prozessierung des Proteins zuriickzufihren ist.

Patienten

Bei Patientin 1 handelt es sich um eine 25 Jahre alte Frau mit hypergonadotroper
Ovarialinsuffizienz bei einem XX-Karyotyp. Im Alter von 16 Jahren traten leichte
Schmierblutungen auf. Histologische Untersuchungen der Ovarien ergaben zwar
regelrechtes Ovargewebe ohne Entziindungszeichen, jedoch wurden hauptsachlich Primar-
und Primordialfollikel, wenige Sekundarfollikel und nur ein friiher Tertidrfollikel
nachgewiesen. Die Schwester der Patientin ist nicht betroffen.

In der zweiten Familie sind zwei Schwestern erkrankt: Patientin 2 hat eine Oligomenorrhoe,
wahrend bei ihrer Schwester, Patientin 3, eine sekundare Amenorrhoe auftrat. Die Mutter
der Schwestern ist nicht betroffen. DNA des Vaters war nicht verfiigbar.

Methoden

Die DNA wurde aus peripheren Blut-Leucozyten isoliert [Miller,1988]. Fiir die PCR wurden
ca. 200 ng DNA in einem Volumen von 60 pl und Primer, die spezifisch fiir die kodierenden
Bereiche des FSHR- und BMP15-Gens sind, eingesetzt. Die entstandenen PCR-Produkte
wurden mittels direkter Sequenzierung (Dyenamic ET Terminator Kit, Amersham
Biosciences, Freiburg, Germany) auf dem Megabace 500 (Amersham Biosciences,
Freiburg, Germany) untersucht.

Resultate
a) FSHR Mutationsanalyse
Durch die Mutationsanalyse des FSHR-Gens wurde bei Patientin 1 eine
bereits beschriebene heterozygote Mutation im Exon 6 (lle160Thr)
nachgewiesen, durch welche die Oberflaichenexpression des Proteins
beeintrachtigt wird [Beau, 1998]. Jedoch wurde bei der nicht betroffenen
Schwester von Patientin 1 dieselbe Mutation gefunden, die von dem Vater der
Schwestern vererbt wurde (Abb. 1).
Bei Patientin 2 und 3 wurde ein heterozygoter Polymorphismus (c.-29G>A) in
der Promoterregion des FSHR-Gens nachgewiesen.
Da das Vorliegen einer heterozygoten Mutation im FSHR-Gen keine
hinreichende Erklarung fiir vorzeitiges Ovarialversagen darstellt [Beau, 1998],
wurde eine Mutationsanalyse des BMP15-Gens durchgefiihrt.
b) BMP15 Mutationsanalyse
Im BMP15-Gen von Patientin 1 und 2 wurde dieselbe heterozygote Substitution
(Ala180Thr) identifiziert (Abb. 1), durch die eine p-Faltblattstruktur in der
Proregion des Proteins verandert wird. Dieser Austausch wurde vor kurzem im
Zusammenhang mit POF beschrieben [Di Pasquale, 2006].
Bei Patientin 3 konnte jedoch keine Sequenzverdnderung im BMP15-Gen
nachgewiesen werden (Abb. 2).
Bei 19 weiteren Patientinnen mit vorzeitiger Ovarialinsuffizienz und einem XX-
Karyotyp konnte keine Sequenzveranderung im BMP15-Gen festgestellt
werden.
Da in beiden Familien die jeweilige Mutter als Ubertrdgerin der BMP15-
Sequenzveranderung identifiziert wurde (Abb. 2), kénnen wir hiermit
heterozygote Mutationen als alleinige Ursache fiir POF ausschlieRen.
Unterstlitzt wird diese Aussage dadurch, daR die nicht betroffene Schwester
von Patientin 1 ebenfalls fiir dieselben Mutationen im FSHR-, bzw. BMP15-Gen
heterozygot ist.
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Abb. 1 bei Patientin 1 des FSHR- und BMP15-Gens bei Patientin 1, ihrer nicht betroffenen Schwester und ihren
Eltern. Die Mutationsanalyse ergab eine heterozygote Transition von T zu C an Basenposition 479 im FSHR-Gen und eine heterozygote Transition von
2 an sl S e S e W me e S o L i R e O
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Mutation im FSHR-Gen durch den Vater

A B
FSHR: le160THIWT FSHR:WTMT FSHR-WTMT
BMP1S: WT BMP15: AR1BOTHWT BMPLS: Ala1B0THIWT
FSHR: lle160ThrWT FSHR: lle160ThrWT FSHR: ¢.-29G>A FSHR: ¢.-20G>A

BMP15: Ala180ThrWT BMP15: Ala180ThrWT BMP15: Ala180ThrWT BMP15: WTWT

Abb. 2 der LA von Patientin 1. Die Patientin stelite sich mit vorzeitiger Ovarialinsuffizienz vor, wéhrend alle
anderen Familienmitglieder nicht betroffen sind. 8, Stammbaum von Patientin 2 und 3. Wahrend Patientin 2 eine Oligoamenorrhoe hat, leidet Patientin
3 an einer sekundéren Amenorrhoe.

Schlussfolgerungen

Im Gegensatz zur aktuellen Literatur sind wir der Meinung,
dall heterozygote Mutationen im X-chromosomalen
BMP15-Gen fur die Entstehung einer vorzeitigen
Ovarialinsuffizienz nicht ausreichen kénnen. Eventuell
bewirkt der Aminosaureaustausch Ala180Thr im BMP15-
Protein eine Verminderung seiner proliferativen Wirkung
auf Granulosazellen. Es ist denkbar, daf’ dieser Effekt bei
Patientin 1 durch eine verringerte FSHR-Expression der
Granulosazellen, verursacht durch die Mutation lle160Thr,
verstarkt wird.

Im Fall von Patient 2 und 3 sind Mutationen in anderen
Genen, die fiur die Follikulogenese von Bedeutung sind,
sehr wahrscheinlich.
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