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1 Vorbemerkung und Zielsetzung

Seit dem ersten Auftreten von Malformationen bei Neugeborenen als Folge der
mutterlichen Einnahme von Thalidomid wahrend der Schwangerschaft 1957 bis 1962
und den in den nachfolgenden Jahren hierzu entstandenen wissenschaftlichen
Beitrdge (Lenz 1961; McBride 1961; Lenz 1962; Lenz und Knapp 1962; Somers 1962)
sind in allen relevanten Teildisziplinen der biomedizinische Forschung, insbesondere
aber auf dem Gebiet der Molekularbiologie bahnbrechende Fortschritte erzielt
worden. Als neue interdisziplindre Forschungsrichtung hat sich in den letzten zwei
Jahrzehnten die Systembiologie etabliert, von der weitere Erkenntnisse zur
intrinsischen und extrinsischen Entstehung von Fehlbildungen zu erwarten sind. Der
enorme wissenschaftliche Fortschritt hat sich auch in neuerer Literatur zur
Wirkungsweise von Thalidomid jedoch kaum niedergeschlagen und demnach bislang
noch keine systematische evidenzbasierte Beriicksichtigung gefunden. Lediglich
erfolgte die Erstellung eines Algorithmus zur Berechnung der Wahrscheinlichkeit
eines Zusammenhangs zwischen dem Auftreten einer angeborenen Fehlbildung und
der Einnahme von Thalidomid durch die Mutter wahrend der sensiblen Zeitfenster
in der Schwangerschaft. Dieser wird als diagnostischer Algorithmus fir Thalidomid-
Embryopathie (DATE) bezeichnet (Mansour et al. 2019). Neue Erkenntnisse und
Konzepte zur Entstehung sichtbarer Fehlbildungen, Fehlbildungsmuster und anderer
Folgeschdaden durch Thalidomid machen eine Neubeurteilung bestimmter Aspekte
notwendig. Dies erscheint nicht nur retrospektiv sinnvoll, sondern auch vor dem
Hintergrund des fortbestehenden weltweiten Einsatzes von Thalidomid und den
verwandten Pharmaka (z.B. Lenalidomid und Pomalidomid) zur Behandlung
onkologischer, dermatologischer, gastrointestinaler, neurodegenerativer und
infektidser Erkrankungen (Ubersicht bei Duraes et al., 2018; Richardson et al. 2002),
insbesondere bei der Behandlung des Erythema nodosum leprosum (ENL). Die
Verabreichung der Medikamente hat um die Jahrtausendwende in Brasilien zu einer
erhohten Inzidenz von Schadigungen bei Neugeborenen gefiihrt und wird weiterhin
bei Erwachsenen mit Nervenschadigungen in Zusammenhang gebracht wird
(Schuler-Faccini et al. 2007; Ochinsky et al. 1994).

Im Marz 2022 erwdhnten rund 12.250 internationale Publikationen den Begriff
Thalidomid im Zusammenhang mit Embryogenese. Es gibt eine Haufung der
Veroffentlichungen zu diesem Thema zwischen 2014 und 2017, die moglicherweise
mit der Entdeckung der Bindung an Cereblon und dessen Wirkungsweise (Ito et al.
2010, 2011; Eichner et al. 2016) in Verbindung gebracht werden kann. Auf Cereblon
wird im Abschnitt 2.4 ausfiihrlich eingegangen wird.

Mein hier vorgelegtes Gutachten orientiert sich sowohl an aktuellen naturwissen-
schaftlichen Erkenntnissen als auch an klinischen Studien und soll bisher ungel6ste
Fragen der Medizinischen Kommission der Contergan-Stiftung beantworten oder
zumindest die Diskussionsgrundlage fiir deren Beantwortung liefern. Eine direkte
(experimentelle) kausale Aufklarung systemischer Zusammenhange verbietet sich
beim Menschen, jedoch kdnnen aus experimentellen Teilbefunden in Zell-, Organ-
und Tiermodellen aussagekraftige Rickschlisse gezogen werden. Mit meinem
Gutachten mochte ich unter anderem Anregungen geben, in welche Richtung
zukunftige Forschungsansatze gerichtet sein konnten.



2  Wirkungsweise von Thalidomid

Das Ausgangsmolekil (,parent molecule”) Thalidomid mit einem chiralen
Kohlenstoffatom im Glutarimid-Ring liegt in wassrigen Losungen, also auch in den
Korperflissigkeiten unter physiologischen pH-Wert-Bedingungen instabil vor, so
dass es ein Racemat aus zwei Enantiomeren (R- und S-) bildet, von denen das S-
Enantiomer teratogen ist. Im Korper hat das Ausgangsmolekiil eine Halbwertszeit
von 8-12 Stunden und bildet bereits nach kurzer Zeit mehr als ein Dutzend
Stoffwechselprodukte, von denen einige selbst oder in Kombination teratogen
wirken (Franks et al. 2004; Lee et al. 2011). Eine tierexperimentelle Testung an
Mausen zeigt keine Teratogenitdt, inzwischen wurde dies auf Unterschiede im
Cytochrom P450 (CYP) 3A Cluster beider Spezies zurlickgefihrt, der in Embryonen
und in der Plazenta aktiv ist (Kazuki et al. 2016).

Im Wesentlichen sind drei nachgewiesene Wirkungsmechanismen beschrieben, die
allerdings nicht separat zu betrachten sind, sondern in komplexer Weise ineinander
greifen:

1.) Hemmung der Angiogenese durch Thalidomid
2.) Induktion von oxidativem Stress durch Thalidomid
3.) Bindung von Thalidomid an Cereblon

Weitere Erklarungsansdtze existieren, lassen sich aber nicht ausreichend
experimentell untermauern. So konnte aufgrund tierexperimenteller und
genetischer Daten das Postulat widerlegt werden, Thalidomid sei mutagen (McBride
1994; Ashby et al. 1997; Stromland et al. 2002; Kohlhase und Holmes 2004).

Im Folgenden werden die drei genannten Mechanismen naher erldutert und durch
entsprechende Literatur belegt, um sie spater zu den von der Medizinischen
Kommission formulierten Fragen in Beziehung zu setzen.

2.1 Hemmung der Angiogenese durch Thalidomid

Wahrend der Embryonalentwicklung von Wirbeltieren werden Prozesse der
Organogenese durch ein Zusammenspiel zahlreicher Signalmolekile und
Transkriptionsfaktoren eng reguliert. Bei der Angiogenese gehen neue Blutgefille
aus vorhandenen hervor, wobei Endothelzellen auf lokale Stimuli hin proliferieren
und gezielt auswandern (Folkman und D’Amore 1996). Dieser Prozess steht unter der
Kontrolle des diffusiblen Signalmolekils Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
und dessen Tyrosin Kinase Rezeptoren (VEGFR1, VEGFR2; Gale und Yankopoulos
1999). Thalidomid und seine Metaboliten hemmen die Expression von VEGF und
konnen auf diese Weise die Bildung neuer Blutgefale wahrend der
Embryonalentwicklung reduzieren oder verhindern (Price et al. 2002; Ng et al. 2003).
Dass dies auch fir die Extremitatenanlagen gilt, konnte in mehreren Studien
dokumentiert werden (Therapontos et al. 2009, Beedie et al. 2016).



Minderdurchblutung durch Fehlen von BlutgefaBen fiihrt zu Hypoxie in den
abhangigen Geweben, die wiederum zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies fiihren
und den Zelltod (Apoptose) auslésen kann (siehe 2.3).

Wichtig zu erwdhnen ist in Bezug auf die durch Thalidomid verursachten
Neuropathien (Kapitel 5 und 6.6), dass die anti-angiogene Wirkung sowohl wahrend
der Embryonalentwicklung als auch nachgeburtlich nachgewiesen werden konnte
(D‘Amato et al. 1994) und demzufolge eine Beeintrachtigung der Durchblutung des
perineuralen Gewebes von peripheren Nerven darstellen kann.

2.2 Wechselwirkung zwischen Blutgefdfen und Nerven

BlutgefdaRe und Nerven benutzen groRtenteils gemeinsame ,GefalR-Nerven-StraBen”
im Bindegewebe. Diese ziehen an Kopf, Hals, Rumpf und GliedmaRen typischerweise
entlang von Weichteilrinnen, innerhalb der Kérperhéhlen vom Retroperitonealraum
aus zu den Organen. Wahrend der Aussprossung der GefalRe und Nerven orientieren
sich diese an permissiven und repulsiven Signalen in der Umgebung, fir die die
Wachstumskegel der peripheren Nerven und die Endothelzellen spezifische
Rezeptoren aufweisen. Die Verfligbarkeit der Signale hangt unter anderem von der
molekularen Zusammensetzung des Interzellularraums ab, da Chemokine/Cytokine
unterschiedlich stark an ECM-Komponenten binden, insbesondere an
Glycosaminoglykane. Sowohl bei der Entstehung neuer Gefdlle oder groéRerer
Nerven, als auch bei der Nervenregeneration, sind vielfaltige Interaktionen zwischen
Nerven und GefalRen beschrieben, die zumeist Uber den Austausch von Mediatoren
und Aktivierung von Signalkaskaden laufen, wie beispielsweise NGF, STAT3, EPHB3,
und Cdc42 (Emanueli et al. 2002; Wang et al. 2017; Hobson et al. 1997). Die
Entstehung von Blutgefdllen im umgebenden Bindegewebe der auswachsenden
Axone wird bereits wiahrend der Embryonalentwicklung beschrieben (Taib et al.
2022) und ist weiterhin eine Voraussetzung fiir die Aufrechterhaltung der
Funktionalitat peripherer Nerven und deren Regeneration (Goda et al. 2016; Wang
et al. 2017).

2.3 Induktion von oxidativem Stress durch Thalidomid

Stérungen der Ontogenese und Organogenese durch oxidativen Stress sind auch fir
die teratogene Wirkung anderer Xenobiotika beschrieben (z.B. Phenytoin, Valproat).
Die Art der Fehlbildungen unterscheidet sich jedoch typischerweise von Thalidomid,
da sie bei den Antikonvulsiva in der Hauptsache Gesichtsfehlbildungen und
Storungen der Entwicklung des Zentralnervensystems umfassen. Die Auslosung
oxidativen Stresses in Geweben durch Thalidomid ist gut belegt (Arlen und Wells
1990; Parman et al. 1998; Hansen und Harris 2004, 2013; Hansen et al. 2002).
Thalidomid wird im Korper durch die embryonale Prostaglandin H Synthase (PHS)
bioaktiviert. Hierdurch kommt es zum Auftreten der Reaktiven Oxygen Spezies (ROS),
die die DNA und andere zelluldre Makromolekile schadigen kann und das Absterben
von Zellen (Apoptose) herbeifiihrt. In Tierversuchen traten bei Kaninchen



hochsignifikant Thalidomid-typische Fehlbildungen (z.B. Dysmelien) auf, die sich
durch Inaktivierung freier Radikale bei identischem Versuchsaufbau vermeiden
lieBen. Der Wirkmechanismus von Thalidomid (iber oxidativen Stress kann als
spezifisch ursachlich angesehen werden, da er sich durch Verabreichung von Alpha-
Phenyl-N-t-Butylnitron (PBN), welches freie Radikale abfangen kann, hochsignifikant
inhibieren lasst (Arlen und Wells 1996). Darliber hinaus konnte belegt werden, dass
Thalidomid nur in Spezies eine derartige Wirkung auf die DNA entfaltet, bei denen
auch tatsachlich Fehlbildungen auftreten, die denen des Menschen dhneln. Mause,
bei denen bekanntlich keine typischen Fehlbildungen auftreten, sind selbst bei
einem Vielfachen der verabreichten Thalidomid-Dosis unempfindlich gegen DNA-
Oxidation.

Neben der generellen Wirkung liber eine Oxidation der DNA konnte durch andere
Wissenschaftler gezeigt werden, dass Thalidomid spezifische Signalwege durch
Kontrolle der Genexpression hemmt (Knobloch et al. 2007).

Thalidomid
Anti-Angiogenese

I

Hypoxie f::> Oxidativer Stress

ﬂ ROS

Genregulation {———]  DNA-Schaden

Zellzyklus ﬁ < Apoptoseﬂ

Stérungen der Organogenese
Storungen des physiologischen
Gleichgewichtsvon Geweben

Abb. 1 Zusammenfassung der bisher beschriebenen Wirkungsweisen von
Thalidomid.



2.4 Bindung von Thalidomid an Cereblon

Von einer japanischen Gruppe wurde erstmals die Bindung von Thalidomid an das
Protein Cereblon beschrieben (Ito et al. 2010; Ito und Handa 2012; Ito et al. 2011).
Cereblon stellt eine Untereinheit der E3-Ubiquitin-Ligase dar und interagiert mit
DDB1 (DNA damage-binding protein 1) und den Cullinen (CUL4A und B). Mit diesen
Proteinen bildet Cereblon eine Ringstruktur, welche in Anwesenheit von
gebundenem Thalidomid sogenannte Neosubstrate binden kann, so dass diese
ubiquitiniert und durch Proteasomen degradiert werden. Bei Cereblon handelt es
sich um die erste Beschreibung eines direkten, funktionell bedeutsamen
Bindungspartners von Thalidomid. Genetisch verandertes Cereblon kann nicht an
Thalidomid binden und verursacht keine Fehlbildungen nach Gabe des
Medikaments.

Wenn Cereblon durch Thalidomid gebunden ist, kann es auch seine Funktionen bei
der Expressionskontrolle nicht mehr erfillen, z.B. von FGF8 bei der
Extremitatenentwicklung. Die Autoren postulieren, dass eine Ubiquitin-abhangig
gestorte Proteolyse sich auf BMPs und FGF8-Signalwege in den Extremitdatenanlagen
auswirkt und auf diese Weise Fehlbildungen herbeifiihren kann (Ito et al. 2010).
Besonders bedeutsam ist in diesem Zusammenhang der spezies-spezifische Abbau
des Spalt-like transcription factor 4 (SALL4) als Neosubstrat von Cereblon durch
Ubiquitinierung, der nur in Spezies (Kaninchen, Mensch, nicht Maus) zu beobachten
ist, die anfallig fiir Thalidomid sind (Donovan et al. 2018). SALL4-Mutationen liegen
dem Okihiro-Syndrom und dem Holt-Oram-Syndrom zugrunde, die phanotypisch
von typischen Auspragungen der Thalidomid-Embryopathie nicht zu unterscheiden
sind (Al-Baradi et al. 2002; Kohlhase et al. 2003; siehe Kapitel 4).

Die Degradation von SALL4 bei Bindung von Thalidomid an Cereblon im Ubiquitin-
Ligase-Komplex konnte experimentell zweifelsfrei bewiesen werden und erklart
sehr viele oder sogar alle fir die Thalidomid-Embryopathie spezifischen
Malformationen, einschlieRlich der Phenokopien bekannter menschlicher
Syndrome, die durch Mutationen im Gen fiir SALL4 verursacht werden (Kohlhase et
al. 2003; Kohlhase und Holmes 2004; Koshiba-Takeuchi et al. 2006). Neben SALL4
wurden auch Isoformen (ANp63a and TAp63a) von p63 als Neosubstrate von
Cereblon-Thalidomid identifiziert (Asatsuma-Okumura et al. 2019). p63 erfiillt
wichtige Funktionen bei der Organogenese der Extremitatenanlagen und der
Ohranlagen. Bereits durch die Korrelation dieser beiden Neosubstrate des E3-
Ubiquitin-Ligase-Rings mit Cereblon-Thalidomid lassen sich mehrere fiir die
Thalidomid-Embryopathie als typisch beschriebene Malformationen erklaren.
Zusammen mit Beobachtungen der Humangenetik bezliglich stochiometrischer
Korrelationen bei Erklarungsansatzen zur variablen Penetranz und den
Erkenntnissen der Systembiologie und Biochemie beziiglich stochastischer Prozesse,
liefern diese Daten auch eine wissenschaftliche Grundlage sowohl fiir die unilaterale
Auspragung fir auf Thalidomid beruhende Malformationen und als auch deren
Diskordanz bei eineiigen Zwillingen.

Weitere gesicherte Erkenntnisse zu den Abldufen bei der Teratogenese wurden
2016 von einem Minchner Forschungsteam durch die Identifizierung
physiologischer Funktionen von Cereblon gewonnen, die von seiner Rolle im
Ubiquitin-Ligase-Komplex unabhéngig sind (Eichner et al. 2016). Cereblon erfiillt



eine Chaperon-ahnliche Funktion fiir die Proteine CD147 (Basigin, EMMPRIN) und
MCT1. Das Zusammenwirken dieser beiden membranstandigen Proteine ist
entscheidend fiir eine Vielzahl essentieller Ablaufe wahrend der Embryogenese,
zum Beispiel bei der Zellteilung, Zellmigration, beim Stoffwechsel und Uberleben
von Zellen sowie der Angiogenese. Sie sind aullerdem besonders zahlreich in vielen
verschiedenen Krebsarten vorhanden und sind deshalb ein pharmakologisch
relevantes Zielprotein von immunmodulatorischen Medikamenten, zu denen auch
Thalidomid gehort. Die Pharmaka konkurrieren mit Cereblon um dessen Bindungen
an CD147 und MCT1], so dass diese instabil werden und ihre Funktionen nicht mehr
ausiiben konnen. Dieser Mechanismus erklart die teratogene Wirkung von
Thalidomid auf zelluldarer Ebene aus meiner Sicht sehr gut und lasst sich mit vielen
Beobachtungen und bisherigen Theorien in Einklang bringen. Eine systematische
Analyse der Expression bzw. Proteinverteilung von CD147 und MCT1 wahrend der
Embryogenese ist bisher nicht erfolgt; eine solche wadre jedoch duRerst
winschenswert fiir die weitere experimentelle Aufklarung der teratogenen Wirkung
von Thalidomid. Der durch Cereblon vermittelte Wirkmechanismus von Thalidomid
ist vereinfacht in Abb. 2 dargestellt.

Nicht alle Patient*innen sind gleichermalien anfillig fir Nebenwirkungen von
Thalidomid. Pharmakogenetische Studien der letzten Jahre haben ergeben, dass
zwei genetische Varianten in Form von SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) in
der Promotorregion von Cereblon signifikant mit dem Auftreten von
Polyneuropathien und anderen Nebenwirkungen korrelieren (Mlak et al. 2019).
AulRerdem wurden Polymorphismen bei Patient*innen mit Thalidomid-bedingten
Malformationen identifiziert, die eine Bindung von Thalidomid an Cereblon
beglinstigen (Kowalski et al. 2020).
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Abb. 2 Stark vereinfachtes Schema zur physiologischen Wirkung des
CD147/MCT1/Cereblon-Komplexes (links) und zur Ubiquitinierung von SALL4 (rechts).



Bei Anwesenheit von Thalidomid (rot) wird Cereblon abgefangen und kann nicht
mehr seine Chaperon-dhnliche Wirkung im CD147/MCT1/Cereblon-Proteinkomplex
erfiillen. CD147 und MCT1 verschwinden und kénnen ihre Wirkung nicht mehr
entfalten. Dies hat sowohl Anti-Angiogenese, Hemmung der Zellteilung, Zelltod und
verdnderte Genregulation zur Folge, die sich in Stérungen des physiologischen
Gleichgewichts und der Organentwicklung zeigen. Bei Bindung von Thalidomid an
den Ubiquitin-Ligase-Komplex (rechts) wird SALL4 als Neosubstrat gebunden und
nach Ubiquitinierung degradiert. SALL4 kann seine physiologischen Funktionen zur
epigenetischen Kontrolle der Genregulation wdhrend der Embryogenese nicht mehr
wahrnehmen. Dies hat Malformationen zur Folge, die aufler fiir Betroffene der
Thalidomid-Embryopathie auch fiir Patient*innen mit Holt-Oram oder Okihiro-
Syndrom typisch sind.

3 Organogenese am Beispiel der Extremitdtenentwicklung

Die Organanlagen entstehen wahrend der Embryonalperiode direkt im Anschluss an
die Entstehung der Keimblatter durch die Gastrulation, d.h. zu Beginn der dritten
Woche und achten Woche nach der Befruchtung. Die Entwicklungsstadien werden
von mir im Folgenden anhand der Carnegie-Stadien nach Streeter benannt (Streeter
1942, 1945, 1948, 1951; Gasser et al. 2014). Hinsichtlich der Entwicklung in Tagen ab
der Befruchtung (wie auch die Befruchtung selbst) ist eine Variabilitat von 1 bis 3
Tagen beschrieben, die sich in den Entwicklungshorizonten von Streeter und
spateren Embryolog*innen widerspiegelt (O’Rahilly und Miller 2001).

Die meisten Organen entwickeln sich durch Interaktionen zwischen Zellen aus zwei
Keimblattern durch wechselseitige Induktionsprozesse. Dabei kdnnen beide
Keimblatter Zellen beitragen oder nur Signale austauschen. Unter Beteiligung von
Endoderm und Mesoderm entstehen die inneren Organe; auBerdem ist an den
enterischen Ganglien, dem Nebennierenmark und der Ausstrombahn des Herzens
zusatzlich noch die Neuralleiste beteiligt. Die Extremitdaten entwickeln sich durch
Interaktionen zwischen Mesoderm und Ectoderm, welches schlielich nur die Haut
und die peripheren Nerven beitrdagt. Das ZNS und die Sinnesorgane entwickeln sich
vorrangig allein aus dem Ectoderm. Die Ausdifferenzierung der Organe erfolgt
organspezifisch bis zur Geburt und sogar darliber hinaus (Gehirn, Nieren, Skelett).
Insbesondere wahrend der Friihentwicklung der Organe gibt es sensible Phasen,
wahrend derer Teratogene mit besonders hoher Wahrscheinlichkeit Organschaden
verursachen konnen. Diese Phasen sind organspezifisch und koénnen sich
Uberlappen, da sich insbesondere zwischen dem 20. und dem 37. Tag nach der
Befruchtung (entsprechend dem 34. und 51. Tag nach Beginn der letzten Periode)
mehrere Organe im kritischen Zeitfenster befinden (Nowack 1965; Kreipe 1967;
Haristos 1983). Kombinationen von Schaden an mehreren Organen kdnnen deshalb
resultieren, dies ist jedoch nicht zwingend der Fall (siehe unten).

Die Extremitatenentwicklung kann als Paradigma der Organogenese angesehen
werden und ist sehr gut untersucht. Da die Extremitaten von Thalidomid spezifisch
betroffen sind und ich mich in allen Kapiteln darauf beziehe, findet sich hier eine
Ubersicht tiber relevante molekulare Abldufe wihrend der Entwicklung von Armen
und Beinen. Die molekulare Aufklarung der Extremitatenentwicklung hat sich auch



niedergeschlagen in einer neuen Klassifikation der Fehlbildungen an den oberen
Extremitaten des Menschen (Oberg et al. 2010; Tonkin et al. 2013; Lam et al. 2020),
die eine evidenzbasierte Verfeinerung der bisherigen Klassifikation nach Swanson
erlaubt (Swanson 1964), auf der die damaligen Einschatzungen der am haufigsten
von Contergan betroffenen Organe basieren.

Die Anlagegebiete der GliedmalRen werden durch HOX-Proteine unter Vermittlung
der Signalmolekile WNT2b (Arme) und WNT8c (Beine) entlang der cranio-caudalen
Koérperachse bereits vor deren Sichtbarwerden im Stadium 13 spezifiziert. Das
Ausgangsmaterial der GliedmalRen entstammt den Seitenplatten (Somatopleura)
und ist durch die Aufrechterhaltung hoher mitotischer Aktivitdt in diesen vier
umschriebenen Bezirken gegeniber den angrenzend (davor, dahinter und
dazwischen) liegenden Gebieten der Flanken gekennzeichnet. Die weitere
Entwicklung vollzieht sich als komplexes Wechselspiel zwischen dem mesodermalen
Kern der Extremitdtenknospen und ihrem Uberzug aus Ektoderm, insbesondere der
apikalen ektodermalen Randleiste (AER). Letztere ist fiir das Auswachsen der
Gliedmafienanlagen essentiell, indem sie die Quelle der Wachstumsfaktoren FGFS,
spater FGF4, 9 und 17 darstellt, die auf das darunter gelegene mesodermale
Mesenchym, zusammen mit FGF10, als Stimulatoren der Zellproliferation wirken.
FGF8 ist fiir das Auswachsen der Extremitatenanlagen essentiell (Lewandowski et al.
2000). Neben FGF10 im Mesenchym der Extremitatenknospe werden mehrere Bone
Morphogenetic Proteine produziert. Beide Faktoren sind fir die Ausbildung und
Aufrechterhaltung einer funktionalen Randleiste erforderlich. Zwischen FGF10 und
FGF8 besteht eine positive Signal-Rickkopplungsschleife. Die Extremitaten-
entwicklung benutzt also in mehreren Zusammenhangen die Kooperativitat und den
sogenannten ,Feed forward“-Mechanismus (siehe Kapitel 5, Abschnitt 5.1).
Zunachst unabhadngig davon wird am Hinterrand der Extremitdtenknospe das
Signalmolekil Sonic Hedgehog (SHH) produziert (Riddle et al. 1993). Zwischen SHH
und FGFs entwickelt sich eine weitere Riickkopplungsschleife, in die aullerdem BMP4
und sein Inhibitor Gremlin (GREM) eingebunden sind, die die Wirkung von SHH
vermitteln.

Weiterhin greift das Protein Dickkopf als Inhibitor des kanonischen Wnt-Signalwegs
(Gber B-Catenin) durch Verstirkung des pB-Catenin-Inhibitors GSK3B in die
Extremitdtenentwicklung ein (Mukhopadhyay et al. 2001; Grotewold und Riither
2002). Die Expression von Dickkopf wird durch Thalidomid verstarkt, wodurch der
kanonische Wnt-Signalweg gehemmt wird. Oxidativer Stress, der wie oben erlautert
durch Thalidomid verursacht werden kann, hemmt ebenfalls Wnt und Akt und
reguliert BMP4 und Dickkopf hoch mit dem Ergebnis der Einleitung von Apoptosen
(Knobloch et al. 2007).

Die Abschnitte der Extremitdten (Oberarm bzw. Oberschenkel, Unterarm bzw.
Unterschenkel und Hand bzw. Ful8) und der Extremitatengirtel werden zunachst als
knorplige Skelettelemente angelegt. Dabei wird das Stylopodium (Humerus und
Femur) zuerst spezifiziert, danach das Zeugopodium (Ulna und Radius bzw. Tibia und
Fibula) und schliefRlich das Autopodium (Hand- und FuRknochen). An der posterioren
(postaxialen, caudalen) Seite der Extremitdtenanlage entstehen spater die Ulna
(bzw. Fibula) und der kleine Finger (bzw. die kleine Zehe), an der anterioren
(praaxialen, cranialen) Seite der Radius (bzw. die Tibia) und der Daumen (bzw. die
Grolizehe). Die Finger und die Ulna stehen unter den Einfluss von SHH, wohingegen

10



der Humerus und die praaxialen Abschnitte (Radius und Daumen) der Extremitat
weiter von der SHH-Quelle entfernt sind und dessen Diffusion nach cranial begrenzt
ist (Bénazet und Zeller 2009; Tonkin und Oberg 2013). Diese Verhéltnisse kdnnen
entsprechend auf die Beinanlagen Ubertragen werden.

Die anfangs faltenférmig abstehenden Arm- und Beinanlagen werden spater an die
ventrale Rumpfwand angelegt und ihre distalen Abschnitte sind als paddelférmige
Hand- bzw. FuBteller abgeplattet. Durch lokale Apoptosen werden im Stadium 15
Unterarm bzw. Unterschenkel gegenliber Hand und Ful® abgegrenzt. Der Handteller
ist im Stadium 16 ausgebildet. Bei Embryonen des Stadiums 17 sind am Hand- bzw.
FuBteller vier radidar verlaufende Furchen zu erkennen, die den Metacarpus
(Metatarsus) untergliedern und distal die Finger- bzw. Zehenanlagen gegeneinander
abgrenzen. Die Randleiste bestimmt dabei die Breite des Hand- bzw. FuRtellers.

Im Inneren der Extremitatenanlage entwickeln sich fortschreitend von proximal nach
distal Zonen unterschiedlicher Zelldichte. In diesen chondrogenen Zonen verdichtet
sich ab dem Stadium 13 das Mesenchym durch Veranderungen in seinen
Adhasionseigenschaften schlieBlich ab Stadium 17 zum Vorknorpelblastem. Die hier
vorhandenen Blutgefdlle werden unter dem Einfluss von antiangiogenetische
Faktoren zuriickgebildet und es entwickelt sich hyaliner Knorpel, der spater durch
Knochen ersetzt wird. Durch lokale Zelluntergange (Apoptosen) werden die
Knorpelblasteme in radio-ulnarer (tibio-fibularer) Richtung untergliedert. Das
Vorknorpelblastem entwickelt sich demnach in proximo-distaler Richtung zunachst
als kontinuierliche Einheit. Die Gelenkregionen entwickeln sich unter dem Einfluss
von BMPs und Wnts. Dort bleibt die Knorpelbildung aus und es entwickelt sich
stattdessen ein dichtes Bindegewebe, aus dem die Zusatzeinrichtungen wie
Ligamente, Disci, Menisci und Synovia hervorgehen. In den hier spater auftretenden
Gelenkspalten werden auch Apoptosen beobachtet. Bis zur 8. Woche sind die
Ellbogengelenke und Kniegelenke ausgebildet. Im Hiftgelenk findet eine Rotation
statt, so dass die ehemals dorsale (Strecker-) Seite anschlieBend ventral liegt. Am
Ende der Embryonalperiode befinden sich die Hande in Pronationsstellung, die FliRe
dagegen in Supinationsstellung. Die Identitat der einzelnen Finger wird durch BMPs
aus dem angrenzenden interdigitalen Mesenchym bestimmt, bevor dieses
apoptotisch wird.

Die proximo-distale Musterbildung der Extremitdten wird durch die 5-Gene des
HoxA-Clusters und die frilhe Expressionsphase (5’Hox D (1)) des HoxD-Clusters
festgelegt. Distale HoxD-Gene bestimmen in einer zweiten Phase (5’"Hox D (2)) auch
das anterior-posteriore Muster im Autopodium und die Positionierung der ZPA.
HoxD 13 erfahrt dabei eine besonders komplexe Regulation, indem es in der ersten
Phase postaxial, in der zweiten Phase dagegen praaxial in der Anlage des Daumens
und der GrofRzehe exprimiert wird (Perez-Gomez et al. 2018). Heterozygote
Keimbahnmutationen fiir HoxD13 weisen beim Menschen im Autopodium
regelmaRig Seitenunterschiede auf, die nachfolgend statistisch ausgewertet werden
kdnnten (pers. Kommunikation Dr. Martin A. Mensah, Charite). Dass Verlust oder
Fehlregulation von HoxA und HoxD-Genen zu Verdanderungen im Extremitatenskelett
fuhrt, wird durch Befunde bei Mausen unterstitzt, bei denen ein Funktionsverlust
(Doppelknockout) von HoxD11 und HoxD13 héaufig die vollige Abwesenheit der
Knochen des Zeugopodiums zur Folge hat (Davis et al. 1995).
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4 Uberlappung des Phinotyps mit anderen Syndromen

Wie oben erldutert, verursachen Mutationen in regulatorischen Genen und die
dadurch entstehenden verdanderten bzw. fehlenden Proteine teilweise Malfor-
mationen, die morphologisch nicht von den durch Thalidomid verursachten zu
unterscheiden sind. Dies liegt am beschriebenen Einfluss von Thalidomid auf die
Expression und Funktionalitat sowie die Degradation von Genen/Proteinen, die an
der Organogenese beteiligt sind. Eine definitive Abgrenzung ist demnach nur auf
genetischer Ebene moglich. Eine Zusammenstellung menschlicher Syndrome mit
Ahnlichkeiten bzw. Uberlappungen zur Thalidomid-Embryopathie finden sich bei
Mansour et al. 2019 in Tabelle 2. Vor der Aufklarung des Cereblon-Thalidomid-
Mechanismus der Degradierung von Neosubstraten wurden derartige Thalidomid-
Malformationen als Mutationen verbucht bzw. eine Mutagenitdt von Thalidomid
postuliert, die nachfolgend widerlegt werden konnte (Kohlhase et al. 2003; Kohlhase
und Holmes 2004).

Zu den wichtigsten Syndromen mit dhnlichem Phanotyp gehéren das Holt-Oram-
Syndrom, welches gemeinsam mit der Thalidomid-Embryopathie einen radialen
Strahlendefekt aufweist bzw. aufweisen kann. Beim Holt-Oram-Syndrom kommen
als zusatzliche Merkmale haufig Reizleitungsdefekte des Herzens und Atriale
Septumdefekte vor. Zur Differenzialdiagnose wird die Analyse des TBX5-Gens
empfohlen. Radiusdefekte treten weiterhin beim Okihiro-Syndrom (SALL4-
Mutation), beim Townes-Brocks-Syndrom (SALL1/SALL4-Mutation), TAR-Syndrom
(1g2-Deletion) und der VACTERL-Sequenz (Wirbeldefekte, Analatresie, Herzfehler,
Tracheo-Osophagealfistel, Nierenfehlbildungen und GliedmaRenfehlbildungen) auf
(Mansour et al. 2019). Die Syndrome kdnnen begleitet sein (in Reihenfolge ihrer
Nennung) vom kongenitalen Retraktionssyndrom nach Stilling-Tirk-Duane,
Analstenose bzw. -atresie, Taubheit, Nierenfehlbildungen, Thrombozytopenie,
angeborenen Herzfehlern sowie Wirbelsegmentationsdefekten. Besonders
erwahnenswert ist im Hinblick auf die nachfolgenden Abschnitte 5.1 und 5.2, dass
die Duane-Anomalie meistens unilateral auftritt (Haus et al. 2008). Bei Phocomelie
und Amelie werden ZRS-Mutationen und vorzeitige Zentromer-Separation als
Differentialdiagnose vorgeschlagen. Die erst vor Kurzem beschriebenen ZRS-
Mutationen (zone of polarizing activity regulatory sequence; Xu et al. 2020) betreffen
den wichtigen SHH-Signalweg, der neben der anterio-posterioren Musterbildung
friihzeitig flir die Aufrechterhaltung der Zellteilung im Mesoderm der
Extremitdtenanlagen erforderlich ist. Der SHH-Signalweg ist, wie in Kapitel 3
erlautert, fir die Musterbildung entlang der anterior-posterioren Achse (Daumen-
Kleinfinger) der Gliedmalien ausgehend von der Zone der polarisierenden Aktivitat
(ZPA) ausschlaggebend. Bei Mutationen in diesem Signalweg ist SHH auch anterior
exprimiert und fiihrt zu prédaxialer Polydaktylie (Xu et al. 2020). Ektopische
Expression von SHH kann auBerdem durch Mutationen von Twist beim Saethre-
Chotzen-Syndrom des Menschen (el Ghouzzi et al. 1997; Howard et al. 1997; Gripp
et al. 2000; Cai et al. 2003; Jabs 2004) und genetisch veranderten Mausen (Bourgeois
et al. 1998; Firulli und Conway 2008) beobachtet werden. Twist interagiert dabei mit
dHAND (HAND2; Charité et al. 2000), welches auf diese Weise ebenfalls die
Regulation von SHH beeinflusst. Diese und andere Regulatoren der
Extremitatenentwicklung werden bei Mansour et al. 2019 nicht berticksichtigt,
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erscheinen jedoch angesichts der komplexen Regulation bei der Entwicklung des
distalen Extremitatenabschnitts durchaus zur Abgrenzung genetischer von exogenen
Ursachen der Teratogenese wichtig. Insbesondere, da die Autoren fiir die Erstellung
des DATE verantwortlich zeichnen.

Erwdhnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass eine variable Penetranz nicht nur
flr ZRS, sondern auch beim Vorliegen von Haploinsuffizienz fiir Twist 1 und HOXD13
beobachtet wird (Zug 2022; personliche Kommunikation Mensah und Flichtbauer
2022). Variable Penetranz von Genmutationen hat haufig unilaterale Fehlbildungen
zur Folge.

Im Zuge der Identifizierung weiterer Neosubstrate von Cereblon-gebundenem
Thalidomid im E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex konnten in Zukunft weitere Fehlbil-
dungsmuster auf Thalidomid zurlickfiihrbar sein, weshalb hierzu eine Intensivierung
der Forschungsbemiihungen wiinschenswert ist.

Im folgenden Kapitel 5 sollen einzelne Fragen der Medizinischen Kommission der
Contergan-Stiftung thematisiert werden.

5 Auspragung Thalidomid-induzierter Malformationen
5.1 Unterschiede zwischen der linken und rechten Korperhalfte

»Entwickeln sich die Kérperhdilften des Embryos unterschiedlich schnell und bis zu
welchem Grad kénnen somit durch Thalidomid verursachte orthopddische Schédi-
gungen links und rechts in unterschiedlicher Schwere bzw. nur einseitig auftreten?”

Das einseitige Auftreten von Fehlbildungen bei Neugeborenen und Labortieren ist
ein allgemein bekanntes, wenn auch bislang ungeklartes Phanomen (Flichtbauer,
Mensah, personliche Kommunikation). Fir einzelne menschliche Syndrome
manifestiert sich ihr Auftreten sogar stets nur einseitig, wie z.B. beim Poland-
Syndrom. Seitenunterschiede werden sowohl bei genetisch verursachten
systemischen Entwicklungsstérungen (Keimbahn-Mutationen) als auch bei
Fehlbildungen unklarer Genese und somatischen Mosaiken regelmaBig beobachtet,
aber bisher kaum statistisch erfasst. Seitenunterschiede bei Fehlbildungen kénnen
demnach intrinsische als auch extrinsische Ursachen haben und wurden bereits in
den 1960er Jahren im Zusammenhang mit der Thalidomid-Embryopathie
beschrieben (Smithells 1962; Lenz und Knapp 1962). Auf den beiden Korperseiten
unterschiedlich stark ausgepragte Fehlbildungen sollen zwischen 16% und 23% der
Fehlbildungen ausmachen (McCredie 2007). Insgesamt sind die oberen Extremitaten
am hdufigsten von Fehlbildungen betroffen; sie treten dort signifikant haufiger auf
und sind etwas ofter asymmetrisch als an den unteren Gliedmalen (McCredie 2007,
Lenz und Knapp 1962; UK Government Report 1964; Nowack 1965; Schmidt und
Salzano 1980; Schmidt und Salzano 1983; Vargesson et al. 2015). In diesen Quellen
finden sich auch Belege fiir seltene Falle, in denen eine Amelie einseitig auftritt und
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die GliedmaRe der kontralateralen Seite nur distal Auffalligkeiten aufweist (z.B. Fall
5 in McCredie 2007, S. 75-76). Dies scheint insbesondere fiir Malformationen der
Augen sogar der Regelfall zu sein (Smithells 1973). Je geringer die Seitenunterschiede
sind, desto haufiger werden sie beobachtet. In der Schweresequenz der Auspragung
der Malformationen treten in leichten Fallen Veranderungen des Daumens auf,
danach ist der Radius betroffen, nachfolgend der Humerus. Erst bei schweren
Auspragungen ist die postaxiale Seite der Extremitaten im Autopodium und zuletzt
im Zeugopodium betroffen. Auch bei anderen Malformationen der Extremitaten sind
prdaxiale Strukturen signifikant haufiger betroffen als postaxiale. Der Unterschied
zwischen prdaxial und postaxial erscheint mir erkldarbar durch die komplexere
Regulation des praaxialen Abschnitts wahrend der Extremitdatenentwicklung, die
insbesondere den Daumen betrifft.

Aus Sicht von Terracini (2021) gibt es keinen wissenschaftlichen Grund,
Malformationen mit unterschiedlicher Auspragung auf den Korperseiten von der
Moglichkeit auszuschlieBen, durch Thalidomid verursacht worden zu sein und
schatzt den Anteil einseitiger Armfehlbildungen an den Thalidomid-Embryopathien
auf 5,2%. Der Ausschluss von rechts und links stark unterschiedlich ausgepragten
Malformationen paariger Organe von einer Thalidomid-Embryopathie, insbesondere
von unilateral auftretenden, ist als derzeit empfohlene Vorgehensweise bei
Verwendung des diagnostischen Algorithmus DATE auch aus meiner Sicht und den
obigen Ausfiihrungen duflerst problematisch (Mansour et al. 2019). Terracini deckt
in seinem bemerkenswerten Artikel auf, dass das Ausschliefen von Betroffenen mit
Seitenunterschieden der Fehlbildungen einen friihen systematischen Fehler
darstellt, der aus unvollstandiger Dokumentation resultiert und unkritisch in einem
Teil der Fachliteratur immer weiter tradiert wurde. Genaue statistische
Untersuchungen scheinen zu fehlen. Nicht selten finden sich widerspriichliche
Aussagen in Bezug auf die beidseitige Betroffenheit paariger Organe sogar innerhalb
desselben Artikels (Smithells und Newman 1992).

In diesem Zusammenhang ist erwahnenswert, dass trotz der duferen Symmetrie des
menschlichen Korpers die beiden Korperhdlften in der Frihentwicklung
unterschiedlichen Signalprozessen ausgesetzt sind, die auch fir die
Seitenunterschiede vieler innerer Organe (Herz und groRe GefalRe, Milz,
Gastrointestinaltrakt) verantwortlich gemacht werden. Die zweischichtige
Keimscheibe wird wahrend der Gastrulation zur dreiblattrigen Keimscheibe
umgeformt. Dies geschieht entlang der Primitivrinne, die cranial in dem
Primitivknoten auslauft. Bei Wirbeltieren einschliellich Mammalia wird eine
Asymmetrie der Zellen des Primitivknotens und eine Zilienbewegung an Zellen des
Primitivknotens beschrieben, der Signalmolekiile in eine Richtung dirigiert. Die TGF-
B ahnlichen Signalmolekiile Nodal und Lefty werden einseitig in der linken
entstehenden Seitenplatte exprimiert (Mdller et al. 2012; Wang et al. 2016). In den
nachfolgenden Entwicklungsstadien wird linksseitig der Transkriptionsfaktor Pitx2
exprimiert. Pitx2 ist fir die Seitenspezifitat der inneren Organe erforderlich (Piedra
et al. 1998; Shiratori et al. 2006). Es wird angenommen, dass diese Mechanismen
auch beim Menschen eine Rolle spielen, denn bei Ziliopathien wie dem Kartagener-
Syndrom ist das Auftreten von Heterotaxien und Situs inversus deutlich erhoht. Die
Seitenspezifitat pragt sich jedoch normalerweise nicht im Bewegungsapparat aus.
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Am ehesten zu erklaren ist das Phanomen der unterschiedlich starken Auspragung
von auleren Fehlbildungen durch die Selbstorganisation von Organanlagen
(Newman und Forgacs 2005). Die Extremitatenanlage ist dafiir ein klassisches
Beispiel, welches von theoretischen Modellen adressiert wird (Wolpert 1969; Gierer
und Meinhardt 1972). Hinsichtlich der Beteilung bestimmter Kategorien von
Signalmolekilen und Transkriptionsfaktoren, wie auch durch die ablaufenden
Prozesse kann die Extremitatenentwicklung als modellhaft fiir die Entstehung vieler
anderer Organanlagen angesehen werden. Auf diese Weise sind die fir die
Thalidomid-Embryopathie beschriebenen craniofacialen, cardialen, gastrointesti-
nalen und renalen Fehlbildungen Uber dieselben Wirkmechanismen erklarbar.
Unter Selbstorganisation ist in diesem Zusammenhang zu verstehen, dass Organe an
einer bestimmten Stelle als sogenanntes morphogenetisches Feld angelegt werden,
die nachfolgende Entwicklung sich jedoch durch Prozesse vollzieht, die unabhangig
vom Restorganismus (also auch von der kontralateralen Seite) innerhalb dieses
morphogenetischen Feldes, unter dem Einfluss der darin entstehenden
Signalabldufe stattfinden. Dies ist nach der Spezifizierung eines morphogenetischen
Feldes wie z.B. dem Extremitatenfeld oder der Ohrplakode sogar isoliert vom
Restorganismus moglich, solange die entsprechende Blutversorgung oder eine
Versorgung mit Nahrstoffen in vitro gewahrleistet ist (Brand et al. 1985; Hardy et al.
1995; Torres und Giraldez 1998; Britton et al. 2019). Komplette oder ,,angeleitete”
Selbstorganisation wird in sogenannten ,dissipativen Strukturen” beobachtet, zu
denen lebende Systeme gehoren (Prigonine et al. 1969; Goldbeter 2018; Serrano
Morales et al. 2021). Als dissipativ werden diese Strukturen deshalb bezeichnet, weil
sie zu keinem thermodynamischen Gleichgewicht streben, sondern unter Verbrauch
von Energie aufrechterhalten werden.

Zu den wichtigsten Hypothesen der Selbstorganisation gehoren die theoretischen
Modelle zur Entstehung von Mustern, die auf den Ansatz von Alan Turing
zuriickgehen (Turing 1952; Gierer und Meinhard 1972; Schnakenberg 1979). Diese
Modelle basieren auf der Diffusion chemischer Substanzen zwischen Zellen und
Geweben, die infolge von chemischen Reaktionen lokale Instabilitdt entstehen
lassen (Reaktion-Diffusion) und so periodische repetitive Muster erzeugen (Kondo
und Miura 2010; Sharpe und Green 2015). Diese Modelle gehen von Morphogenen
aus, d.h. von diffusiblen Signalen, die den Zellen im Gewebe, in Anhangigkeit ihrer
Konzentration, eine bestimmte Positionsinformation vermitteln. Angewendet auf
die Extremitdtenentwicklung beschreibt Wolpert dies mit dem ,French-Flag“-
Modell, bei dem der Morphogengradient am Hinterrand der Extremitdatenknospe
hoch ist und nach anterior abfallt. Zellen erkennen diesen Morphogengradienten
und erhalten anhand eines Schwellenwerts eine zugewiesene Positionsinformation,
aus der ein raumliches Muster entsteht (Miura 2013). Mit diesem Modell kann die
Wirkung der ZPA im physiologischen und experimentellen Szenario erklart werden.
Selbst wenn Morphogene wie SHH selbst nicht weit genug diffundieren, ist
vorstellbar, dass ein solcher Gradient iber Relais-Mechanismen aufgebaut werden
kann (Bénazet und Zeller 2009). In neuerer Zeit kam die Betrachtung mechano-
physikalischer Einflisse hinzu (Mercker et al. 2016; Shyer et al. 2017; Recho et al.
2019), die die Gewebeeigenschaften und die GroRe der Organanlage in die
Betrachtungen einbezieht. In sich entwickelnden Organismen spielen dariber hinaus
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auch sich dynamisch verandernde Adhasionseigenschaften sowie das Wachstum
eine entscheidende Rolle (Tallinen et al. 2016).

In diesem Zusammenhang spielt auch die Bindung von Cereblon an Thalidomid eine
Rolle (siehe Kapitel 2, Abschnitt 2.3), da das Neosubstrat dieser Verbindung CD147
an der Zelladhasion bei Entwicklungsvorgangen beteiligt ist.

Durch die oben erwdhnten Modelle kénnen in der Embryologie bzw.
Entwicklungsbiologie stochastische Prozesse wie lokale Oszillationen bericksichtigt
werden (Hess und Boiteux 1971; Goldbeter et al. 1990; Venzin und Oates 2020).
Solche Oszillationen kdnnen sich in zyklisch wiederkehrenden Ablaufen und
Mustern, wie z.B. dem Zellzyklus, circadianen Rhythmen oder zeitlich-raumlichen
Mustern manifestieren und funktionieren typischerweise, indem sie die oben bereits
angesprochenen Schwellenwerte nutzen. Werden diese nur geringfligig unter- bzw.
Uberschritten, so hat dies unterschiedliche Konsequenzen auf zelluldrer Ebene.

Aus den obigen Ausfiihrungen wird deutlich, dass Abldufe, die ganz oder partiell von
stochastischen Prozessen beeinflusst werden, als Entscheidungsprozesse einer jeden
Zelle betrachtet werden missen, die zwar zu Interaktionen mit anderen Zellen im
Zellverband (Gewebe) befahigt ist, jedoch letztlich ihre Entscheidungen zu ihrem
komplexen Verhaltensspektrum individuell fallt (Samoilov und Vasilev 2009; Isaeva
2012). Dies zeigt sich besonders deutlich bei Stérungen des physiologischen Ablaufs.
Die Systembiologie versucht, die Komplexitdt von Organismen durch geeignete
mathematische Modelle auf der Grundlage von Experimenten und Datenanalysen
vorauszusagen und dadurch neue Erkenntnisse zu gewinnen um biologische
Phdanomene zu erkldaren und besser zu verstehen. Dabei spielt der Begriff der
Bistabilitat eine wesentliche Rolle, die auch Uber die Entstehung von Krankheiten
und Fehlbildungen entscheidet. Entwicklungsstérungen durch Verlust der
Bistabilitat, die in lebenden Systemen als das Vorhandensein zweier stabiler
Zustande und eines instabilen definiert wird, ist auf regulatorische Netzwerke,
positives Feedback und Kooperativitdit angewiesen. Verlust einer dieser
Komponenten flhrt zur Stérung des physiologischen Ablaufs. Dies manifestiert sich
auch in der medizinischen Genetik bei Vorliegen inkompletter Penetranz und
variabler Expressivitat (Zug 2022).

Zellen in komplexen Organismen teilen sich nicht synchron, sondern in jeder Zelle
wird der Fortgang des Zellzyklus durch sogenannte Checkpoints (Kontrollstellen)
daraufhin (Gberprift, ob alle inneren und &uleren Voraussetzungen fiir den
Ubergang in die nachfolgende Phase gegeben sind. Deshalb wachsen auch nicht
beide Seiten des Embryos vollstandig synchron, sondern nur in der Summe aller
Zellen ungefahr synchron. Zellen teilen sich insbesondere dann asynchron, wenn sie
mit unglnstigen Bedingungen konfrontiert werden, zu denen auch toxische
Substanzen zdhlen. Die Zelle verfiigt liber eine Reihe von Reparaturmechanismen
und Optionen, eine Schadigung auszugleichen, aber diese sind begrenzt und
verlangsamen das embryonale Wachstum. Dadurch kdnnen auch Signalkaskaden
beeinflusst werden und nachgeordnete Prozesse im unglinstigsten Fall ausbleiben.
Sogar bei systemisch genetisch veranderten Wirbeltieren oder bei nachgewiesenen
Erbgutverdanderungen des Menschen versuchen die Zellen, das in allen Zellen
gleichermalBen auftretende Fehlen des Proteins zu kompensieren, um auf diese
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Weise trotzdem eine normale Entwicklung zu durchlaufen. Dies gelingt jedoch immer
nur lokal und ist deshalb einer hohen Variabilitdt unterworfen, die sich z.B. durch
variable Penetranz zeigt (Zug 2022). Bei der Verabreichung exogener Noxen wie
Thalidomid spielen zusatzlich noch weitere Faktoren wie Zeitpunkt und Dauer der
Einnahme und Mikro-Verteilung im Embryo eine Rolle. Selbst minimale Unterschiede
im Ablauf des Zellzyklus und der Diffusion von Botenstoffen kénnen sich potenzieren.
Das einseitige Auftreten von Fehlbildungen ist also moglich, sobald mehrere
voneinander abhdngige Faktoren oder Vorgdnge aufeinandertreffen. Da dies
statistisch sehr selten ist, kommen diese einseitigen Stdérungen in extremer
Auspragung (eine Seite ist nicht betroffen, die andere stark betroffen) auch nur
selten vor, sind jedoch fir die Thalidomid-Embryopathie belegt (McCredie 2007,
Tabelle 7.1). Seitenunterschiede geringeren Ausmalies werden allerdings regelmaRig
bei menschlichen und tierischen Fehlbildungen beobachtet. Dies ist auch fiir die
Thalidomid-Embryopathie statistisch belegbar (siehe oben) und unterstreicht
dadurch die Plausibilitat meiner obigen Argumentation und die heutige Sichtweise.

5.2 Symmetrie fazialer Strukturen

»,Verlduft die Entwicklung fazialer Ausprdgungen, hier im Hinblick auf mdgliche
Minder- oder andere Fehlbildungen im Bereich von Ohrmuscheln, Innenohrstrukturen
und Augen bzw. fazialer Nerven, éhnlich symmetrisch wie die der Extremitéten?”

Grundsatzlich verlauft die Entwicklung etwa ab der vierten Woche nach der
Befruchtung auf beiden Korperseiten gleich, jedoch gelten die vorangehenden
Aussagen zu stochastischen Prozessen auch hier. Hinzu kommt beim Ohr allerdings
die Tatsache, dass das dulRere Ohr morphologisch sehr stark variiert (Krishan et al.
2019) und dass die Ohrmuscheln derselben Person bei einem relativ hohen
Prozentsatz untersuchter Individuen rechts und links unterschiedlich gestaltet sind
und mit Fehlbildungen des Innenohrs einhergehen kann (Rani et al. 2021). Dieser
Sachverhalt legt nahe, dass bei der Entwicklung des Ohres ein hoher Grad an
Variabilitat in den Entwicklungsablaufen zugrunde liegen muss. Dies scheint mir
zumindest fir die Ohrmuschel nachvollziehbar, da sie aus mehreren, anfangs
separaten Anteilen (Ohrhockerchen) entsteht. Liegen Fehlbildungen des dufRReren
und inneren Ohres und der angrenzenden knochernen Strukturen vor, hat dies
Variationen im Verlauf des N. facialis in diesem Bereich zur Folge. Zu
Seitenunterschieden zwischen den Ohrfehlbildungen von Thalidomid-Patient*innen
gibt es widerspriichliche Angaben (Smithells und Newman 1992). Miller und
Stromland berichten von unilateralen und bilateralen Fehlbildungen der Ohren,
geben hierzu jedoch keine Zahlen an (Miller und Strémland 1999).

Sowohl in den Extremitaten als auch im craniofacialen Gebiet verlaufen weder die
Nerven noch die Blutgefdlle ganz symmetrisch. Varianten sind in allen Lehrblchern
der Anatomie beschrieben. Bei Vorliegen von Fehlbildungen im kndchernen Skelett
oder Muskelvarianten kommt es zu aberranten Gefa3- und Nervenverlaufen, die sich
auch wiederum gegenseitig bedingen kénnen. Das Phdnomen der paradoxen
Tranenbildung (Ramsey und Taylor 1980) wird auf Fazialisparese und Fehlinnervation
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zuriickgefiihrt und neben anderen Auffilligkeiten an den Augen regelmaRig
unilateral beobachtet (Miller und Stromland 2011, Tabelle 3).

Bei Funktionsverlust von SALL4, sei es durch Mutationen oder durch Ubiquitinierung
in Anwesenheit von Thalidomid, kommt es ebenso wie beim Okihiro-Syndrom
(OMIM 607323; ,DR“-Syndrom nach Temtamy et al. 1975) unter anderem zu
(unilateraler oder bilateraler) Taubheit und Asymmetrien des Gesichts (Kohlhase et
al. 2003). SALL4 ist fir die Aufrechterhaltung der Zellteilung embryonaler
Stammzellen verantwortlich und kooperiert mit SALL1 bei der regelrechten
Entwicklung des Herzens, der Nieren, des Gehirns und des Darmkanals (Sakaki-
Yumoto et al. 2006).

Fehlbildungen des Innenohrs koénnen auf die Degradierung von p63 durch
Ubiquitinierung zurlickzufiihren sein, da p63 neben SALL4 zu den identifizierten
Neosubstraten des Cereblon-Ubiquitin-Ligase Komplexes gehort. Fir bestimmte
Isoformen von p63 sind beim Zebrafisch Defekte im Innenohr (und Extremitadten-
defekte) beschrieben worden (Asatsuma-Okumura et al. 2019).

Ebenso ist das oben erlduterte Neosubstrat von Cereblon-Thalidomid, CD147, fir die
Aufrechterhaltung der physiologischen Funktion der Fotorezeptoren in der Retina
notwendig (Hori et al. 2000). Es gibt Hinweise auf eine Beteiligung von CD147 an der
Augenentwicklung bei Drosophila (Curtin et al. 2005) und an kultivierten
Saugerzellen (Deora et al. 2004).

5.3 Diskordanz bei Zwillingen

», Verlduft die embryologische Entwicklung von Zwillingen stets vollkommen
synchron bzw. welche relevanten Punkte beziiglich der embryologischen
Entwicklung sind zu beachten (eineiig, zweieiig, Chorion und Plazenta getrennt
oder verschmolzen, ...), die z. B. erkldren helfen, aus welchem Grund mitunter nur
ein Zwilling (iberhaupt betroffen ist oder beide Zwillinge unterschiedlich
ausgeprdgte Fehlbildungen aufweisen?”

Obwohl monozygotische Zwillinge haufiger hinsichtlich Fehlbildungen konkordant
sind als dizygotische, ist Diskordanz fiir monozygotische Zwillinge mehrfach
beschrieben worden (Fogel et al. 1965). Aullerdem weisen Letztere insgesamt
Fehlbildungen statistisch haufiger als dizygotische Zwillinge auf. Handelt es sich um
dizygotische Zwillinge, kann die Anfalligkeit der beiden aufgrund der beschriebenen
bzw. noch nicht erkannter Genvarianten fir Thalidomid unterschiedlich sein. Bei
monochorialen Zwillingen koénnen sowohl fusionierte Plazenten als auch
gemeinsame Plazenten vorliegen. Bei Letzteren sind die Anteile in der Regel nicht
genau unterscheidbar.

Diskordantes Auftreten von Thalidomid-Malformationen wurden sowohl fir
zweieiige (dizygotische) als auch fir eineiige (monozygotische) Zwillinge beschrieben
(Schmidt und Salzano 1980; McCredie 2007, S.369 Fig. 29.1). Im ersten Fall
unterscheidet sich die genetische Pradisposition der Zwillinge, im zweiten Fall ist
zwar die genetische Ausstattung (Sequenz) identisch, es koénnten jedoch
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epigenetische Unterschiede auftreten, ahnlich wie auch auf den beiden Kérperseiten
desselben Individuums. Epigenetische Unterschiede zeigen sich in der Genaktivitat
(Genexpression). Solche Unterschiede werden durch Umgebungsfaktoren auf lokaler
(zellularer) Ebene bestimmt. Heute werden durch genomweite Assoziationsstudien
(GWAS) Uber die Analyse der SNPs Haplotypen identifiziert, die mit dem Auftreten
von Phanotypen (wie auch Malformationen) gekoppelt sind und damit eine
Anfalligkeit fir bestimmte teratogene Wirkstoffe voraussagen konnen (Edwards et
al. 2013). Bei den SNPs handelt es sich in 80% der Félle um die nicht-kodierenden
Bereiche der Gene, z.B. die regulatorischen Abschnitte. Verschiedene Haplotypen
kénnen eine Diskordanz bei dizygotischen Zwillingen leicht erkldren, liefern aber
auch Anhaltspunkte fir Seitenunterschiede und diskordante eineiige Zwillinge, da
die SNPs zu Uber 80% genregulatorische Bereiche betreffen. Somit ist die
Genaktivitat in diesen Fallen von stochastischen Prozessen gepragt und kann somit
variieren (s.0.).

Unabhangig von Thalidomid beschreiben Fogel und Kollegen (Fogel et al. 1965)
Diskordanz bezlglich Malformationen bei 5 von 24 untersuchten eineiigen
Zwillingspaaren. Im selben Zeitraum wurden unter 79 dizygotischen Zwillingspaaren
keine konkordanten Fehlbildungen und nur in einem Fall diskordante gefunden.

Es kann unter Umstanden davon ausgegangen werden, dass nicht alle in der Literatur
beschriebenen Zwillingspaare zweifelfrei und korrekt als mono- oder dizygotisch
klassifiziert wurden. Soweit keine eindeutige Klassifikation anhand der
Amnionverhaltnisse moglich ist, misste eine genetische Analyse beider Zwillinge
erfolgen.

Hinsichtlich der Durchstrémung beider Plazenten bzw. der gemeinsamen Plazenta
mit mditterlichem Blut kénnten auch folgende Uberlegungen zum sogenannten
Zwillings-Transfusionssyndrom von Bedeutung sein:

Das Zwillings-Transfusionssyndrom betrifft etwa 10% der monochorialen
Zwillingsschwangerschaften; diese konnen monozygotisch oder dizygotisch sein.
Durch Verbindungen zwischen den Blutgefdaflen kann es zu einer Imbalance in der
Blutversorgung beider Zwillinge kommen. Der Blutstrom wird vom sogenannten
Donator zum Akzeptor weitergeleitet (Ulfig und Brand-Saberi 2017) und fiihrt zu
ungleichen Wachstumsverhaltnissen der beiden. Der Donator bleibt im Wachstum
zuriick. Auf diese Weise kdnnten im mdtterlichen Blut enthaltene Medikamente
moglicherweise bereits teilweise verstoffwechselt worden sein, wenn sie beim
zweiten Zwilling ankommen oder unterschiedlich lange im Blutstrom eines jeden der
Zwillinge verbleiben. Auf diese Weise konnte die Medikamentengabe mit sensiblen
Phasen des einen, aber nicht des anderen Zwillings liberlappen.

5.4 Auftreten einzelner Malformationen in Abhangigkeit vom Einnahme-
zeitpunkt

»Vor dem Hintergrund der in der Anlage beigefiigten Synopsis vom Zeitpunkt der
Thalidomideinnahme: Ist es denkbar, dass bei Einnahme des Medikaments am Tag x
nur eine oder keine der hier aufgefiihrten Schédigungen eintritt oder ist durch die



zeitliche Parallelitdt der embryonalen Entwicklung die Einwirkung der Noxe auf den
Fétus in etwa gleich verteilt?”

Vor dem Hintergrund meiner obigen Ausfiihrungen (insbesondere Abschnitte 5.1
und 5.2) sehe ich es im Bereich des Moglichen, dass an einzelnen Organen, die
gemeinsame oder (iberlappende sensible Phasen aufweisen, gar keine oder eine
isolierte Schadigung einseitig auftritt: Zellen kompensieren Schadigungen zunachst
als Individuen, nicht als Verband (Gewebe) oder gar als System (Organismus). Wenn
schon einseitige Fehlbildungen desselben Organs moglich sind, ist eine Affektion
unterschiedlicher Organsysteme ebenfalls nicht automatisch zu erwarten, sondern
hdngt von mehreren zusatzlichen Parametern ab, deren Zusammentreffen erst die
Fehlbildung im zweiten oder dritten System zur Folge haben.

5.5 Korrelation von Malformationen in Abhdngigkeit vom Einnahmezeitpunkt

“Ist es aufgrund der embryologischen Entwicklung somit zwingend, dass
Schddigungen durch Thalidomid bei Einnahme des Medikaments in einem
festgelegten  Zeitraum  korrelieren,  beispielsweise  Ohrschéddigungen  mit
Daumenschddigungen?”

Auch diese Variante ist moglich, aber Fehlbildungen mit Gberlappenden sensiblen
Phasen sind nicht zwingend miteinander gekoppelt. Allerdings muss davon
ausgegangen werden, dass friihe sensible Phasen (z. B. Ohrmuschel und Arme),
mittlere (z.B. Humerus und Duodenum) und spatere sensible Phasen (z.B.
Gallenblase und Genitale) bei Einnahme des Medikamentes tiber einen kurzen
Zeitraum von einem bis wenigen Tagen, eher zu Korrelationen zwischen den
genannten Organanlagen filihren als zeitlich weit auseinanderliegende sensible
Phasen und die zugehdrigen Organe (z.B. Ohrmuschel und Thenare Triphalangie).

5.6 Isolierte Nervenschadigungen

,Ist auch eine thalidomidbedingte Schéddigung von Nerven losgeldst von der
Schddigung damit verbundener Strukturen denkbar, beispielsweise die Schédigung
des Nervus medianus ohne orthopddische Schéddigung von Unterarm bzw. Hand?“

Durch Chemotherapeutika, einschlieBlich Thalidomid, kann bei erwachsenen
Patient*innen, unabhédngig von einer vorausgehenden pranatalen Schadigung durch
Thalidomid, eine Schmerziberempfindlichkeit (Allodynie) in peripheren Nerven
verursacht werden (Chaudry et al. 2002). Innerhalb der ersten Neurone der
somatosensorischen Bahnen, die in den Spinalganglien liegen, exprimieren
Untergruppen die Rezeptoren Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1), TRP
vanilloid 4 (TRPV4) und TRPV1 (De Logu et al. 2020; Mori et al. 2016). Diese
verschiedenen  Rezeptoren  vermitteln in  unterschiedlichem  Ausmal
Schmerzempfindlichkeit gegenliber Kalte, mechanischen Einflissen und oxidativem
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Stress. Sie sind Untersuchungen an Nagetieren zufolge fir Allodynie verantwortlich,
die durch Gaben von Thalidomid ausgelost werden kann (De Logu et al. 2020; Mori
et al. 2016).

Das Einwachsen der motorischen und somatosensorischen Nervenfasern erfolgt
wahrend der Entwicklung in Form von Faszikeln im Stadium 16 bis 17 nach Carnegie
(ca. 37. bis 41. Entwicklungstag), also nachdem sich die Extremitatenanlagen als
Ausstiilpungen der Somatopleura gebildet haben (Tonkin und Oberg 2013). Wahrend
der Normalentwicklung wandern zunachst die Muskelvorlduferzellen in das
Extremitdtenmesenchym ein, erst danach folgen die peripheren Nerven. Bei der
Plexusbildung und Versammlung an der Extremitdtenbasis orientieren sich die
Nerven an Signalen aus den Extremitatenanlagen, wie experimentell gezeigt werden
konnte (Turney et al. 2003).

Wahrend die Ursprungszellen der motorischen Anteile der peripheren Nerven im
Vorderhorn des Rickenmarks liegen und ihre Axone Uber die ventrale Wurzel zu
ihren Zielmuskeln aussprossen, entstammen die Fortsitze der allgemein
somatosensorischen Anteile den Spinalganglien und sind somit Derivate der
Neuralleiste. AuRerdem handelt es sich bei ihnen im Gegensatz zu den motorischen
Anteilen um dendritische Fortsatze, die im Zuge der Differenzierung der
Spinalganglienzellen zu pseudounipolaren Ganglienzellen im Anfangsteil mit den
zentripetal gerichteten neuritischen Axonen zusammenlaufen. Ebenfalls der
Neuralleiste entstammen die Gliazellen des gesamten peripheren Nervensystems
(Schwannzellen), einschlieBlich der Hirnnerven. Wahrend der Entwicklung wandern
die Zellen der Neuralleiste, wie die Zellen der sensorischen Plakoden und der
Gastrula als Einzelzellen aus und zeigen eine hohe Empfindlichkeit flir teratogene
Substanzen, wie man am Beispiel der Alkoholembryopathie nachweisen konnte
(Smith et al. 2014; Sulik und Johnston 1981; Sulik 1984; Sulik et al. 1988). Befunde an
Erwachsenen nach Einnahme von Thalidomid legen nahe, dass auch Thalidomid
einen starker schadigenden Einfluss auf viszero- und somatosensorische Fasern
auslibt als auf die motorischen Fasern (McCredie 2007). Untersuchungen an mit
Thalidomid behandelten Kaninchen konnten keine Unterschiede der motorischen
Fasern im Vergleich zu Kontrollen erkennen, jedoch sehr wohl an den sensorischen
Fasern (McCredie et al. 1984).

Wahrend diese Befunde durchaus nachvollziehbar und aus der Entwicklung erklarbar
sind, teile ich nicht die von McCredie dargelegte Auffassung, Thalidomid schadige
primar die Zellen der Neuralleiste und andere Fehlbildungen, einschlieRlich der des
Extremitatenskeletts, seien Sekundarfolgen des Neuralleistendefektes (McCredie
und McBride 1973). Angeborene Stenosierungen im Magen-Darmkanal entwickeln
sich mit Ausnahme des Megacolon congenitum (M. Hirschsprung) durch fehlende
Rekanalisierung von epithel-begrenzten Strukturen (Duodenum) oder Ausbleiben
von Septierung und/oder Ruptur der Kloakenmembran (Analkanal). Auf das Skelett
Ubt die Innervation nur wesentlich spater als von McCredie postuliert, namlich
wahrend der enchondralen Ossifikation der knorplig angelegten Skelettelemente,
einen Einfluss aus (Tomlinson et al. 2020). Die Knorpelanlagen selbst entstehen
dagegen unabhangig von den Nerven.

Auch die experimentellen Arbeiten an Hihnerembryonen belegen aus meiner Sicht
nicht den postulierten kausalen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein der
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Neuralleiste (analysiert anhand der Spinalganglien) und den Extremitdtenanlagen
(Shoobridge et al. 1983). Die thermischen Eingriffe sind hierzu viel zu umfangreich
und nicht prazise lokalisiert, wie die Autoren selbst einraumen. Jede Art von Eingriff,
bei dem das Extremitatenfeld gestort wird, kann die Abwesenheit von GliedmaRen
zur Folge haben (eigene Beobachtungen an Hihnerembryonen). Hinzu kommt die
aus meiner Sicht inadequate Verwendung des Begriffs ,,Sklerotom* durch McCredie
im Zusammenhang mit dem Skelett der Extremitaten. Unter Sklerotomen sind in der
Entwicklungsbiologie Kompartimente der Somiten zu verstehen, die sich nicht an der
Extremitatenentwicklung, sondern an Wirbelsdule und Rippen beteiligen (Christ und
Wilting 1992; Christ und Ordahl 1995; Brand-Saberi et al. 1996; Ulfig und Brand-
Saberi 2017).

Dass einzelne Nerven isoliert geschadigt werden ist grundsatzlich moéglich, da sich
die Manifestation von Stoérungen lokal, d.h. auf zellularer Ebene entscheidet. Die
Verlaufe einzelner Nerven sind von jeweils eigenen physiologischen Engstellen
betroffen. So ware beim N. medianus beispielsweise ein Szenario denkbar, bei dem
durch eine (moglicherweise nur einseitig) vorhandene A. mediana der Karpaltunnel
eine Pradisposition zur Einengung des N. medianus aufweist und er damit fir
Funktionsbeeintrachtigungen durch Thalidomid empfindlicher sein konnte. Die
embryonal regelmallig vorhandene A. mediana unterliegt derzeit beim Menschen
der Mikroevolution, die zur Folge hat, dass sie zunehmend auch nachgeburtlich
erhalten bleibt (Lucas et al. 2020).

Nerven enthalten zudem in unterschiedlichem Ausmall somatosensorische und
somatomotorische Anteile. Unter den Nerven des Armes mit gemischten
Faserqualitaten innervieren der N. radialis und der N. musculocutaneus die gréRten
Hautareale, danach folgen der N. axillaris, N. medianus und N. ulnaris. Deshalb ist
davon auszugehen, dass der Anteil an sensorischen Fasern (und damit verbunden die
Anfalligkeit) in dieser Reihenfolge leicht abnehmend ist. Die Wahrscheinlichkeit, ob
ein einzelner Nerv isoliert wahrend der Pranatalzeit durch Thalidomid geschadigt
sein kann, ohne dass duRerlich sichtbare Malformationen vorhanden sind, hangt also
ebenfalls von mehreren Parametern wie Verlauf und Faserqualitdat und
moglicherweise weiteren hier nicht benannten ab, erscheint jedoch grundsatzlich
moglich.

6 AbschlieBende Betrachtung

Wie aus meinen obigen Ausfiihrungen hervorgeht, ergibt sich aus der Komplexitat
des Entwicklungsgeschehens und der zunehmenden Erkenntnis der Bedeutung des
Zufalls fiir dieselben, dass kein Phanotyp bei Thalidomid-Patient*innen prinzipiell
von vornherein als von Thalidomid verursacht ausschlieRbar ist, wie es derzeit durch
den DATE-Algorithmus durch Klassifikation in ,wahrscheinlich®, , moéglich“ und
,unwahrscheinlich” vorgeschlagen wird (Mansour et al. 2019). Wie aus Abb. 5
hervorgeht, wirden die anhand einer niedrigen gewichteten Punktzahl als
,unwahrscheinlich” klassifizierten Patient*innen weder einer genetischen
Uberpriifung zum Ausschluss von Syndromen zugefiihrt, noch einer
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»AbschlieBende(n) Bewertung durch einen Experten zur Bestdtigung der TE“
zuganglich gemacht.

Hier sollte keine statistische Betrachtung gemacht werden, zumal aktuelle
Fachliteratur nur in unzureichendem Mal3e Eingang in den DATE gefunden zu haben
scheint (Terracini 2021). Entscheidungen ohne individuelle, auf dem Hintergrund
aktueller molekularbiologischer und entwicklungsbiologischer Erkenntnisse, unter
Abwagung aller bekannten individuellen Faktoren fir Patient*innen zu treffen,
erscheint mir weder angemessen, noch ethisch vertretbar. Genetische Analysen
miussen bekannte Syndrome ausschlieRen kénnen, auch die Epigenetik relevanter
Kontrollgene konnte in die Diagnostik einbezogen werden und der DATE
dahingehend angepasst werden.

Systematische Literaturrecherchen zu den beschriebenen Thalidomid-Fallen der
1960er Jahre, die eine genaue Statistik ermoglichen, fehlen und sind wahrscheinlich
auch nicht mehr moglich. Bezlglich der Klassifizierung von Malformationen der
oberen Extremitdaten muss zu entnehmen sein, ob es sich dabei um das Swanson
(1964) oder das Oberg-Manske-Tonkin-System (Oberg et al. 2010; Lam et al. 2020)
handelt.

Weiterhin erscheint mir die Suche nach weiteren Neosubstraten von Cereblon-
Thalidomid vielversprechend, die heute u.a. durch den immensen Fortschritt auf
dem Gebiet der Bioinformatik und Systembiologie moglich wird. Voraussetzung
hierflir ware die Identifizierung von Cereblon in weiteren Entwicklungsprozessen von
Wirbeltieren. Auch die Erforschung von CD147 und p63 als bereits identifizierte
Neosubstrate ware im Zusammenhang mit weiteren Entwicklungsvorgangen
sinnvoll.

Neuerdings kann die menschliche Friihentwicklung durch induzierte pluripotente
Stammzellen und daraus abgeleitete Embryoide, Organoide und Assembloide in vitro
nachgestellt werden. Auf diese Weise kann die Entstehung von Malformationen an
menschlichen Geweben erstmals untersucht werden (Schutgens und Clevers 2020).
Erste Ergebnisse zur Wirkung von Thalidomid sind vielversprechend (Belair et al.
2020; Fan et al. 2022).
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