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1.EINLEITUNG

1.1 Branchio-Oculo-Facial-Syndrom (BOF-Syndrom; BOFS)

Das Branchio-Oculo-Facial-Syndrom (BOFS, MIM 113620 (80)) steht fiir verschiedene
Defekte des Kopf-Hals-Bereiches sowie begleitende Fehlbildungen in anderen Organsyste-
men und Korperteilen. In der Erstbeschreibung dieses Krankheitsbildes wurden zwei nicht-
verwandte Kinder mit Branchialspalten, Pseudospaltbildung der Oberlippe und einer ,,un-
gewohnlichen® Facies vorgestellt, was damals als Branchialspalten-Syndrom bezeichnet
wurde (42). Weitere Fille mit dhnlichen Symptomen wurden entdeckt. Das Branchio-
Oculo-Facial-Syndrom i.e.S. wurde zum ersten Mal durch Fujimoto beschrieben und be-
nannt (33). Nach Entdeckung einer Ubertragung von Vater zu Sohn, sowie einer fast glei-
chen Anzahl von méinnlichen und weiblichen Betroffenen, wurde ein autosomal dominan-
ter Erbgang des Syndroms postuliert (33).

Das Spektrum der Zeichen und Symptome des BOFS ist breit und kann von Patient zu Pa-
tient sehr unterschiedlich sein. Es existieren leichte bis sehr schwere Formen der Erkran-
kung. So wurden unvollstindige Penetranz und variable Expressivitit fiir den variablen
intra- und interfamilidren Phénotyp verantwortlich gemacht (59). Die Leitsymptome der
Krankheit zeigen sich vor allem im Kopf-/Halsbereich. Als Ursache werden Entwicklungs-
storungen der Branchialbdgen und deren Derivate vermutet. Als mogliche pathognomoni-
sche Zeichen fallen im Hals-/Nackenbereich beidseitige Branchialspalten und Anomalien,
wie postaurikuldre Fisteln entlang des oberen Kopfes des Sternocleidomastoidmuskels,
auf. Hautdefekte im Halsbereich treten vor allem hinter den Ohren, viel seltener supra-
aurikulér, mit oder ohne drainierendem Sinus, auf (70). Unabhingig von ihrer Lokalisation
kommen diese Léisionen in Verbindung mit aplastischer, ,,hemangiomatdser*, oder ander-
weitig anormaler Haut vor. Die Halsldsionen sind oft von untypischen Hautarten, wie zum
Beispiel epithelialen Branchialbogenderivaten, bedeckt (70). Durch histologische Untersu-
chungen von Halsldsionen wurde nicht-keratinisiertes mehrschichtiges Epithel mit fasrigen
Zentren entdeckt. Diese erinnern an ektopisches Thymusgewebe (128). Abnormales Thy-
musgewebe kann, infolge einer gestorten Wanderung oder gestorten Riickbildung (Thy-
musinvolution) des Thymusprimordiums, iiberall zwischen Thyroidknorpel und Perikard

auftreten (27).
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Weitere hiufige Zeichen des BOFS sind eine Pseudospaltbildung der Oberlippe und Lip-
pengriibchen. Diese Anomalien kénnen isoliert oder zusammen mit Gaumenspalten auf-
treten, zum Beispiel in Form einer Lippen-Kiefer-Gaumenspalte. Die Oberlippe kann,
wenn nicht wirklich gespalten, lymphomats oder vorstehend gewdlbt sein (79). Auch sind
hypertrophe Falten an den Philtrumseiten (pillars) beschrieben worden (70). Diese konnen
als Pseudospalte oder schlecht reparierte Lippenspalte interpretiert werden (33).

Maxillar- und Mandibular-Hypoplasie (Micrognathie) wurden bei einem Patienten be-
schrieben (93). Des Weiteren wurden Malar- und Mastoid-Hypoplasien mit moglicher Ab-
senz der Nasennebenhdhlen beschrieben. Ferner konnen auch bei den Zdhnen Abnormali-
titen auftreten. Etwa 37% der erkrankten Personen haben kleine oder weit auseinander ste-
hende, fallweise sogar keine Zéhne (33). Hypodontie, zusammen mit asymmetrischen
Briisten und Angststorungen, wurden vor kurzem als neue Symptome im Rahmen eines
Follow-Up bei einer am BOFS erkrankten Patientin beschrieben (72). Unterentwickelte
Mamillen mit/ohne vergroflertem Abstand wurden bei Betroffenen beobachtet. Auch Pa-
tienten mit mehreren Brustwarzen sind beschrieben worden (79).

Bei den Augen sind verschiedene Auffilligkeiten bekannt: Mikrophthalmie oder sogar An-
ophthalmie, Kolobome der Retina und/oder der Iris, angeborener Katarakt und/oder Stra-
bismus, Stenosen des Tridnen-Nasengangs und Hypertelorismus. Auch tritt oft einseitige
oder beidseitige Blindheit auf. Deshalb spielen Augenirzte eine wichtige Rolle bei Diagno-
se und Behandlung des BOFS. Das BOFS stellt sogar einen Teil der Kolobomdifferential-
diagnose dar (128).

Anhand von Nasenphénotypen ist das BOFS ebenfalls definierbar. Dazu gehdren Nasende-
formititen wie eine sehr breite Basis mit abgeflachter Nasenspitze, sowie eine allgemeine
Asymmetrie (33).

Tiefsitzende, nach hinten rotierte Ohren mit hypoplastischer oberer Helix sind bei manchen
Betroffenen zu sehen. Eine gelegentlich auftretende Gehorlosigkeit (sensorineural oder als
Schallleitungsdefekt) diirfte auf einen Branchialbogenentwicklungsdefekt zuriickzufiihren
sein. Ungewdhnliche supraaurikuldre Fisteln konnen ein Hinweis auf embryonale Ohr-
Vesikel sein. So wurde z.B. bei einer Mutter und deren Sohn ein supraaurikuldrer Sinus-
trakt als Uberrest der Ohrblischenentwicklung beschrieben (79).

Ein ungewdhnlich kleiner Kopf, ebenso wie eine enge und kleine Stirn sind auffillig (33;
70). Subkutane Kopthaarzysten und vorzeitiges Ergrauen der Haare wurden wiederholt ge-
nannt. Zu den Anomalien des ektodermalen Epithels gehdren hypoplastische Fingernédgel

(33).
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Bei der Bildung der Nieren kann eine Entwicklungsstdrung eintreten, welche sich beim
BOF-Syndrom entweder in einer hypoplastischen, einer dysplastischen oder einer aplasti-
schen Niere duflert. Bei den nicht-craniofacial Symptomen sind Nierenanomalien am hau-
figsten. Skelett-, Gehirn- und Herzfehlbildungen sind beim BOFS eher selten (79). Den-
noch sind manchmal skelettale Fehlbildungen wie Polydactylien (von Fingern und Zehen),
hypoplastische Daumen und Négel oder eine Vierfingerfurche beobachtet worden. Auch
kleine Auffilligkeiten wie Clinodactylie des fiinften Fingers oder Brachydactylie sind
beschrieben worden. Sogar ein Fall mit préaxialer Polydactylie ist bekannt. An der Wirbel-
sdule wurden vereinzelt Kyphose oder Lordose beobachtet (MIM 113620).

Die Hilfte der BOFS-Fille zeigen eine intrauterine Wachstumsretardierung und fast 40%
postnatalen Minderwuchs (70). Eine maBige Entwicklungsverzogerung findet sich dabei
bei normaler Intelligenz.

Die Pathogenese des BOFS ist noch nicht bekannt. Es wird vermutet, dass das verantwort-
liche Gen im Verlauf der Embryonalbildung an der Entwicklung unterschiedlicher Organ-
systeme beteiligt sein muss. Das Spektrum der Anomalien beim BOF-Syndrom fiihrte zu
einer Hypothese, wonach BOFS auf einen genetischen Defekt in einem Gen aus dem epi-

dermalen Wachstumsfaktorensystem zuriickzufiihren sei (70).

1.2 Ahnliche Syndrome und potenzielle Kandidatengene

Seit der ersten Beschreibung des BOFS (33) sind nur einzelne Fille betroffener Personen
und nur eine einzige sich iiber drei Generationen erstreckende Familie mit mehreren Be-
troffenen entdeckt worden. Auf Grund der Unkenntnis der genetischen Ursache ist es
schwierig zu unterscheiden, ob Symptome vom BOFS oder von anderen Syndromen mit
dhnlichem Phénotyp herriihren. Man kdnnte von einem Syndromkreis sprechen, der aus
den Branchio-Otic-Syndromen Typ 1-3 (BO-Syndrom 1-3; BOSI1-3, MIM 602588,
120502, 608389), dem Branchio-Oto-Renal-Syndrom (BOR-Syndrom; BORS; Melnick-
Fraser-Syndrom; MIM 113650), dem Townes-Brocks-Syndrom (TB-Syndrom; TBS; MIM
107480) und  zuletzt dem  BOF-Syndrom  besteht. = Vereinzelt  wurden
krankheitsverursachende Mutationen in Kandidatengenen der unterschiedlichen Syndrome
beschrieben. Thre potenzielle Beteiligung am BOFS wurde in mehreren Publikationen
ausgeschlossen. Es besteht die Moglichkeit, dass die Entwicklungsstérungen bei BOS,
BORS und TBS durch ein gemeinsames Netzwerk von Interaktionsfaktoren verursacht sein

konnen. Diese Hypothese muss aber noch durch weitere Genanalysen zur Eingrenzung der
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Kandidatengenregion bestitigt werden, was auch Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein
wird.

Nachfolgend werden einige potenzielle BOFS-Kandidatengene vorgestellt, welche in ver-
wandten Krankheitsbildern eingehend untersucht wurden oder deren Expressionsmuster
eine Beteiligung am BOFS nahelegen. Die verwandten Krankheitsbilder selbst sind im

Diskussionsteil ab Seite 87 beschrieben.

1.2.1 EYA-Familie und BOR-/BO-Syndrome

Ein in seinen phinotypischen Ausprigungen dem BOFS sehr dhnliches Krankheitsbild ist
das BOR-Syndrom. Es ist eine autosomal dominant vererbte Erkrankung, die durch ver-
schiedene Storungen in Branchial-, Gehor-, und Nierenbereichen charakterisiert ist. EYA
wurde als Kandidatengen fiir das BOR-Syndrom gefunden (1). EYA! bezeichnet eines der
Paralogen aus der EYA-Familie, wobei sich der Name EYA von dem Drosophila-Ortholog
eves absent (eya) ableitet. Bei Drosophila trigt eya, synergistisch mit eyeless (ey) und
dachshund (dach) zur Ausbildung der Augen bei. Das menschliche EYAI-Gen erstreckt
sich tiber 164,8 Kbp und hat 19 Exons, wovon lediglich die Exons 3-19 ein offenes
Leseraster zeigen und damit proteinkodierend sind. EY A1 hat eine, aus 271 Aminosiuren
bestehende, hoch konservierte C-terminale Region (eyaHR), die auch bei den
menschlichen EYA2- und EY A3-Genprodukten gefunden worden ist. Daher wird EYA als
Gen-Familie betrachtet. Der Amino-Terminus besteht aus einer prolin/serin/threonin-
reichen variablen Region (eyaVR) (10; 153). Fiir EYAI wurden bislang 14 verschiedene
Mutationen bei 20 BOR-Patienten entdeckt, die sich in oder in der Ndhe der eyaHR-
Region (Eya box) befanden.

Die phinotypischen Ahnlichkeiten und Uberlappungen der Symptome bei BO-, BOF- und
BOR-Syndrom fiihrten zu der Annahme, dass BO- und BOR-Syndrom moglicherweise fiir
den EYAI-Locus allelisch sind. Zuniachst wurde diese Hypothese bestétigt und BOR- und
BO-Syndrom als allelische Varianten von EYAI bezeichnet (141). Spétere Genanalysen
konnten diese Behauptung allerdings widerlegen (61). Mutationen am Eya-Locus wurden
als Ursache des Otofaciocervical-Syndroms (OFCS; MIM 166780) beschrieben. Anhand
der Lokalisation der verursachenden Mutation und der Symptomiiberlappung wurden
OFCS und BORS als allelische Varianten angesehen (102). Bei diesem Syndrom entstehen
neben anderen Symptomen, Halsfisteln und Gehorlosigkeit als Schallleitungsdefekt wie

beim BOFS. Vor kurzem wurde allerdings bei einem Patient mit OFCS eine
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SpleiBmutation entdeckt, die den EYA/-Leserahmen verdndert (31). In Mausexperimenten
wurde Eya3-Expression in den embryonalen Branchialbogen und auch wihrend der
Augenentwicklung beobachtet (149). Wie oben erwéhnt ist sensorineurale Gehorlosigkeit
Teil der BOFS-Symptome. Ein anderes Mitglied der EYA-Familie, EYA4, ist fiir die
autosomal dominant sensorineurale Gehorlosigkeit DFNA10 (MIM 601316)
verantwortlich. Vermutlich verursachen auch FEya4-Mutationen eine dilatative
Kardiomyopathie (145; 114). Untersuchungen bei BOFS-Patienten haben allerdings den
EYAI-Locus und die Gene EYA2-4 ausgeschlossen (61, 71, 20). Somit ist bestétigt, dass
auch das BOFS nicht mit den BO/BOR-Syndromen allelisch ist und eine andere
Erkrankung bezeichnet (133).

In weiterfithrenden Untersuchungen wurden andere Kandidatengene fiir das BO-Syndrom
gefunden und dadurch mehrere Loci fiir dieses Syndrom eingegrenzt. Zuerst wurde der
Locus 8q13.3 beschrieben, auf dem auch das Gen fiir das BOR-Syndrom kartiert wurde
(123). Spéter wurden die Regionen 1g31 (60) und 14g21.3-q24.3 (106) hinzugefiigt. Fiir
den erstgenannten Locus wird das Syndrom BOS?2, fiir den letztgenannten BOS3 genannt.
Seitdem ist bekannt, dass das BOS genetisch heterogen ist und Mutationen in drei Genen
kausal sein konnen. Daher unterscheidet man seitdem diese drei Varianten des BO-

Syndroms.

1.2.2 Studien an Entwicklungsgenen als potenzielle Kandidatengene bei BOFS

Die Entwicklungsprozesse bei Sdugetieren werden durch viele verschiedene Gene ge-
steuert. Es wurde mehrfach gezeigt, dass viele dieser Gene in Netzwerken funktionieren
und interagieren konnen. So erfiillen sie in Prozessen wie Induktion, Expression, Tran-
skription, oder als Wachstumsfaktoren, ihre aktivierende oder reprimierende Funktion.
Alle diese Prozesse sind fiir verschiedene Schritte der Embryonalentwicklung unterschied-
licher Organsysteme, wie z.B. Derivaten der Branchialbdgen oder bei der Nierenbildung,
unentbehrlich. Die Entschliisselung dieser Wege und Interaktionen wiirde viele Geheimnis-
se der Embryonalentwicklung aufdecken und dazu beitragen, die ersten Schritte des
menschlichen Lebens besser zu verstehen. Die nachfolgend beschriebenen Gene wurden
vor allem deshalb durch verschiedene im humangenetischen Bereich arbeitende Gruppen
untersucht, weil deren rdumliches und zeitliches Expressionsmuster eine Beteiligung an

der Zellproliferation und Zellmigration wiahrend der Embryonalentwicklung vor allem der
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Branchialbogen, der Augen und der Niere (also typischen Gewebsbereichen des BOFS) ge-
zeigt haben.

1.2.2.1 SIX-Gene

Eine denkbare Ursache des BOF-Syndroms sind Mutationen im Gen SIX/, zumal gezeigt
wurde, dass Mutationen in SZX/ fiir die Entstehung des BO/BOR-Syndroms, sowie die
autosomal dominante Gehorlosigkeit am DFNA23-Locus (MIM 605192) verantwortlich
sind (106; 107). Die SIX-Gene sind Orthologe des Drosophila-Gens sine oculis (so). Die
Nukleotidsequenz der murinen SIX-Gene ist mit so aus Drosophila (16) teilidentisch. Wei-
tere molekular-phylogenetische Analysen und Vergleiche der Aminosduresequenzen fiihr-
ten zur Klassifikation der SIX-Genfamilie in drei Gruppen: SIX1/2, SIX3/6 und SIX4/5. In
jeder Gruppe ist auch ein Ortholog der Drosophila-Six-Familie vertreten (119). Six-Gene
haben eine essenzielle Funktion in der Augenentwicklung (120). Zusammen mit Mitglie-
dern der Pax-, Eya- und Dach-Genfamilien, die unten beschrieben sind, bildet die Six-
Familie ein bei vielen Spezies hoch konserviertes Netzwerk (9; 96; 14), das zur Entwick-
lung von Nieren, Muskulatur und Augen beféhigt.

Six3 ist fiir einige Schritte der Augenentwicklung, sowohl bei Fliegen, als auch bei Wirbel-
tieren, notig. Es wird gemeinsam mit Pax6 und Eyal am Tag 9.5 der Embryonalentwick-
lung in der Linsenplakode der Maus exprimiert (91; 149). Eyal und Eya2 werden tiberlap-
pend mit Pax6 in den Linsen- und Nasal-Plakoden exprimiert und sind von dessen Expres-
sion abhéngig, was die konservierte Hierarchie der Augenentwicklung von Insekten und
Sdugern unterstreicht (149). Eine Co-Expression von Eyal mit Six/ in den embryonalen
Ohrplakoden und Six2 im metanephrischen Mesenchym wurde durch Untersuchungen an
Eyal-Knockout Mausen gezeigt (148).

Dach (dachshund), ein fir die Entwicklung der Facettenaugen bei Drosophila verantwortli-
ches Gen und Eya funktionieren synergistisch in der ektopischen Augenbildung (14).
Untersuchungen an Hiithnern haben die synergistische Regulierung durch Dach2 und Eya?2
auch bei der Entwicklung der Muskulatur gezeigt. Die synergistische regulatorische Funk-
tion von Six/, Dach2 und Eya2 konnte auch fiir die Muskelentwicklung der Wirbeltiere ge-
zeigt werden (44). Zudem wurde eine gegenseitige Aktivierung von Pax3 und Dach?2 beo-
bachtet (Abb. 1). Diese Daten belegen, dass ein Pax-Six-Eya-Dach-Netzwerk sowohl bei
der Muskelbildung der Wirbeltiere, als auch bei der Augenbildung in Drosophila wihrend

der Embryonalentwicklung genutzt wird (44). Der Mechanismus, liber den diese Gene in-
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teragieren, wurde auf Proteinebene untersucht. Eine direkte Interaktion zwischen Eya und
Six einerseits und zwischen CBP (CREB Binding Protein), Eya und Dach andererseits
wurde bestitigt und damit die molekularen Grundlagen dieser Interaktionen erklart (48).
Zusammen sollen die Gene der SIX-Familie bei der Entwicklung verschiedener Organe
kontrollierend bei Zellvermehrung und Regulierung der Zellwanderung wihrend der Mor-
phogenese wirken (56). Ein Beispiel dafiir sind Interaktionen von Eya3 und Six1 bei der
Regulierung der Zellproliferation. Bei der Muskel-, Hypophysen- und Nierenentwicklung
der Sauger ist die synergistische Aktivitit von DACH und SIX1 zusammen mit der
Phospatase-Aktivitdit von EYA-Proteinen ndtig, wobei auch das Gen fiir den glial cell
derived neurothrophic factor (GDNF) aktiviert wird (69). Die eingangs erwihnte
Beteiligung von SZX7-Mutationen bei der Pathogenese von BOS/BORS konnte dabei auf
einer gestorten Interaktion mit EYA/ beruhen (126). SIX3-Mutationen verursachen die
Holoprosencephalie Typ 2 (MIM 157170). Sowohl diese Krankheit als auch das BOFS
charakterisieren sich durch craniofaciale Symptome (142; 101). AuBBerdem aktiviert Six3
die Expression von Genen wie Pax6 und Sox2 (SRY-box2), und nimmt an der Nerven- und
Augenentwicklung teil (73). Mutationen in SZX5 rufen Entstehung von Katarakten hervor
(112). In embryonalen Augenbechern, Ohrplakoden und der neuralen Retina wurde die
Expression von SIX6 beobachtet (74). SIX6-Mutationen wurden bei einem Patient mit
bilateraler Mikrophthalmie, Katarakt und Nistagmus entdeckt (35) — Augendefekte, wie sie
beim BOFS beschrieben wurden. Wegen dieser Auffilligkeiten wurden SIX-Gene auf der
Suche nach der Pathogenese des BOFS untersucht. Dabei konnte ein Ausschluss fiir SIX/,
SIX2, SIX4 und S1X6 als potenzielle Kandidatengene des BOFS berichtet werden (53).
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Drosophila vertebrate
ey Pax3
w Six1 Eya2 ) Dach2

\ \/

eye development

muscle development

Abbildung 1: Pax-Six-Eya-Dach-Netzwerke in Drosophila melanogaster und Wirbel-
tieren.

Drosophila ey interagiert mit eya, dach, so und ist ein Homolog des
Vertebraten Pax6-Gens. Pax6 gehort zur Pax-Subfamilie Pax4/6,
jedoch nicht zur Pax3/7 Subfamilie, deren Vertreter bei Vertebraten die
Interaktion mit Eya-Genen regeln. Drosophila so und Vertebraten Six/
gehoren zur Six1/2-Subfamilie. Six/Eya oder Eya/Dach bilden jeweils
einen Komplex und zeigen synergetische Effekte. Modifiziert aus
Relaix and Buckingham., 1999 (100, S.3172). Die Pfeile zeigen
Induktionswege.

1.2.2.1 SALL-Gene / SALLI

Das BOFS é&hnelt einem anderen branchiootorenalen Syndrom: Townes-Brocks-Syndrom.
Dieses Syndrom manifestiert sich durch sensorineurale Gehorlosigkeit, aplastische Nieren
mit Nierenversagen, iibermiBige Helixformation des Ohrs, sowie anderen Merkmalen, die
denen des BOFS &hneln. Eine Mutation in SALLI (sal-like 1) verursacht das TB-Syndrom.
SALLI1, ein Homolog des Drosophila spalt (sal) Gens, ist fiir die Regulierung wesentlicher
Entwicklungsprozesse verantwortlich, zum Beispiel fiir die Nierenentwicklung beim
Sauger. Dieser Prozess erfoglt durch Interakationen von SALL1 mit Mitgliedern des Pax-
Six-Eya-Dach-Netzwerkes, dem glial cell derived neurothrophic factor GDNF und
weiteren Faktoren (9). In jiingeren Untersuchungen wurde gezeigt, dass es keine Co-
Segregation von Markern aus der SALLI-Region mit dem BOFS gibt, so dass der Ver-
dacht, dass das BOFS und das TBS allelisch sind, widerlegt wurde (51).

1.2.2.2 PAX-Gene
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Die PAX-Genfamilie wurde bereits aufgrund ihrer Organisation im Six-Eya-Dach-Pax-
Netzwerk kurz vorgestellt (s. Abb. 1). PAX-Gene wurden wegen ihrer Homologie zu Seg-
mentationsgenen von Drosophila entdeckt (6; 24). Von der murinen Pax-Familie sind bis-
her neun Mitglieder bekannt, die anhand von Sequenziibereinstimmung, Genaufbau und
Proteinstruktur in vier Gruppen zusammengefasst werden (143). Alle PAX-Proteine haben
eine gemeinsame DNA-Bindungsdomine (paired-box domain = PAX), manche eine
zweite, oft nur partiell vorhandene Homdodoméne (HD) und / oder ein dazwischen liegen-
des Octapeptid (95). Die PAX-Proteine sind multifunktionelle Transkriptionsfaktoren. Sie
sind in unterschiedlichen Geweben und verschiedenen Organsystemen exprimiert und als
Entwicklungsgene bekannt. Thr Expressionsmuster wéahrend der Organogenese spiegelt
sich in Defekten wieder, welche durch mutierte PAX-Gene entstehen (40, 77).

Pax1 wird im Sklerotom exprimiert, einem ventromedialen Derivat der Somiten nach Ab-
schluss deren Entwicklung. Entsprechend zeigen Méduse mit Pax/-Mutationen Anomalien
des Skeletts (4). Aktuelle Studien haben Interaktionen zwischen Pax2 und Eyal wihrend
der Entwicklung des inneren Gehororgans aufgezeigt (154). Mutationen in Pax3, welches
u.a. im Zentralnervensystem, den Neuralleisten und der Extremitdtenmuskulatur exprimiert
wird, fiihren im Maussystem zu ,,Splotch“-Mé&usen mit Spina bifida und Exencephalie, die
auch experimentell induziert werden konnte (28). Fehlbildungen dieser Strukturen findet
man auch beim korrespondierenden Krankheitsbild des Waardenburg-Syndroms Typ III
(MIM 148820) beim Menschen in Form einer Hypoplasie des skeletto-muskuldren
Systems (129). Pax3 wirkt synergistisch mit Eya2, SixI und Dach2 an der Muskel-
entwicklung. Parallel zu dieser Funktion dient dieses Netzwerk in leicht abgewandelter
Form auch der Bildung der Augen (44). Da die auf Mutationen in diesen Genen zuriick-
zufiihrenden Symptome auch beim BOFS vorliegen, wurden sie als potenzielle Kan-
didatengene betrachtet.

Pax6 wurde als master control gene fiir die Morphogenese und Evolution der Augen vor-
geschlagen (36). Viele andere Transkriptionsfaktoren, die z.T. Orthologe der Pax-
Genfamilie darstellen (sine oculis, optix, eyes absent, dachshund, eye gone und teashirt),
konnen experimentell bei Drosophila zur Induktion ektopischer Augen fiihren und
unterstiitzen die Hypothese eines Master Gens (122). Im transgenen Mausexperiment
zeigte sich, dass heterozygote Knockout small-eve (Sey; Pax6) Mause im Wesentlichen
durch Linsendefekte charakterisiert sind, wahrend homozygote Pax6/ Knockouts letal
sind. Eine transgene Pax6- Uberexpression kann den Knockouteffekt kompensieren. Eine

Uberdosis des Pax6-Transgens verursacht jedoch Entwicklungsstorungen des Auges, was
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einerseits auf die in vivo fein abgestimmte Expression dieses Gens, aber auch auf weitere
Downstream-Elemente in der Pax6- 3'-Region hinweist (113).

Das Expressionsmuster von Pax2 wihrend der Augen- und Nierenentwicklung macht es
ebenfalls zum potenziellen Kandidatengen des BOFS, da dieses sich durch Defekte dieser
beiden Organsysteme manifestiert. Pax2-Mutationen wurden nicht nur in Tiermodellen,
sondern auch beim Mensch (Renal-Colobom-Syndrom; MIM 120330); eine Form von
Nierenhypoplasie) gefunden (111; 25).

Fiir die korrekte Entwicklung des Augensystems ist eine exakt aufeinander abgestimmte
Expression von Genen nétig. Die beiden oben genannten Gene Pax2 und Pax6 sind an der
Entstehung von Augenstiel bzw. Augenbecher beteiligt. [hre Expression ist aber exklusiv,
da sich Pax2 und Pax6 in ihrer Expression gegenseitig hemmen (115). In der Evolution der
verschiedenen Augentypen (Linsenauge, Grubenauge, Facettenauge) sind Pax6 und dessen
komplette genetische Kaskade konserviert (144), wobei Pax6 vor allem wéhrend der Em-
bryonalbildung des Auges entscheidend ist und im adulten Auge selten exprimiert wird.
Die Entwicklung verschiedener Tieraugen wihrend der Evolution ist nur auf einen Wech-
sel bei der Genregulierung und nur sehr unwahrscheinlich auf neu entstandene Gene zu-
riick zu fiihren (58).

Verschiedene Studien haben die wichtige Rolle der Pax-Gene als Entwicklungsgene besta-
tigt. In der friihen Schilddriisenbildung (wéhrend der Embryonalentwicklung) spielt Pax§
eine zentrale Rolle bei der Bildung der Follikel (76). Haploinsuffizienz dieses Gens fiihrt
bei Menschen zu angeborener Hypothyreose ohne Kropfbildung. Bei Erwachsenen nimmt
es an der Expressionsregulierung spezifischer Schilddriisengene (z.B. Thyroperoxidase
TPO, Natrium/Jod-Symporter NIS, Thyroglobulin TG) teil (140).

Neben ihres Entwicklungsgencharakters besitzen Pax-Gene auch die Fahigkeit, Zelllinien
im Sinne eines onkologisches Prozesses zu transformieren, und auch maligne Tumore zu
bilden (78). Eine fehlerhafte tumor-spezifische Expression eines PAX3-FKHR-Fusionspro-
teins als Folge einer Translokation wurde in alveoldren Rhabdomyosarkomen gezeigt (5).
Aufgrund der Expressionsmuster von Pax2 und Pax8 und deren vermuteter Beteiligung am
BOFS wurden dieses beiden Gene in Segregationsanalysen untersucht und dabei als
BOFS-Ursache ausgeschlossen, so dass diese PAX-Gene nicht den Status eines

Kandidatengens erhalten kénnen (53).

1.2.2.3 HOX-Gene
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Bei Drosophila wurde eine neuartige Genfamilie gefunden. Sie besteht aus zwei Gruppen:
dem Bithorax-Komplex mit drei Homoobox (Hox)-Genen (Ubx, Abd-A und Abd-B) und
dem Antennapedia-Komplex mit fiinf Homdobox-Genen (Lab, Pb, Dfd, Scr und Antp). Die
chromosomale Anordnung dieser Drosophila-Gene und deren gewebsspezifische Expres-
sion wurden bereits 1978 aufgeklart (68). Ihnen wird eine wichtige Rolle in der Entwick-
lungskontrolle der anterior-posterior Achse beigemessen (s. Abb. 2). Die HOX-Gene sind
in der Evolution bis heute sehr konserviert. Sowohl wéhrend der Embryonalentwicklung,
als auch in erwachsenem Geweben ist eine koordinierte Expression dieser Gene zu sehen
(64).

Im Genom der Miuse und des Menschen sind 39 Hox-Gene gefunden worden, die eine
nahe Verwandtschaft zu den homdotischen Genen von Drosophila zeigen. Die HOX-Gene
der Mammalia sind in vier Kopplungsgruppen (Clustern) auf vier verschiedenen Chromo-

somen verteilt (116).

Abbildung 2: Konservierung des Drosophila HOM-C Clusters und HOX-Gen-Clustern
bei Sdugern.

Sowohl Nukleotidsequenz als auch Expressionsprofil der vier in
Sdugetieren gefundenen Hox-Gen-Cluster sind konserviert. Wéhrend
der Embryonalentwicklung korreliert die Gen-Expression mit der Lage
jedes Genes auf dem Chromosom. 3' gelegene Gene werden frither und
anterior, 5' gelegene Gene dagegen spéter und posterior exprimiert. Aus
Lappin et al., 2006 (64, S.25).

Mutationen in HOX-Genen sind oft letal, wobei auch Fehlbildungssyndrome infolge einer

HOX-Mutation beschrieben wurden, deren Triger lebensfdhig sind. Missense-Mutationen
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in HOXD13 fiihren beispielsweise zu verschiedenen Fehlbildungen der Finger (50). Das
Mutations-Spektrum mit Fehlbildungen von Fingern und Zehen wurde inzwischen auf
mehrere Gene aus dem auf Chromosom 2 lokalisierten HOX-D-Cluster erweitert (64).

Ein Grund, weshalb die HOX-Gene speziell bei der Erforschung des BOFS eine wichtige
Rolle spielen, ist deren Beteiligung an der Nierenbildung. Hier wurde ihre Beteiligung in
Komplementationsversuchen an Miusen und den resultierenden Phidnotypen untersucht.
Der Ersatz von Hoxall durch das Paralog Hoxal3 fiihrte zu einer normalen Nierenent-
wicklung. Der Ersatz durch das Paralog Hoxal0 fiihrte zu leichten Nierendefekten und der
Ersatz durch Hoxa4 (das kein Paralog von Hoxal0, ~11 oder ~I3 darstellt), fiihrte zu
schweren Nierenanomalien. Diese Ergebnisse beweisen die Ahnlichkeit zwischen Homdo-
boxen, aber auch, dass die verschiedenen Homdoboxen funktionell nicht gleichwertig sind
(151).

Ebenfalls an Méusen wurde die Rolle von mutierten Hox//-Paralogen bei der Nierenent-
wicklung studiert. Mutiertes Hox/[ fiihrte zu einem Ausbleiben der Six2-Expression,
wobei die Eyal-Expression unveridndert war. Daher wurde vermutet, dass die Six2-Expres-
sion unter Kontrolle der Hox!I-Gruppe steht (146). Die Funktion des Six2-Gens bei der
Nierenentwicklung ist noch nicht endgiiltig aufgeklart, wihrend die bereits erwédhnte regu-
latorische Hierarchie Pax-Eya-Six-Dach fiir die Organogenese anderer Systeme, wie zum
Beispiel der Augenentwicklung belegt ist (41; 96).

Weitere Experimente haben gezeigt, dass Hox-Gene fiir die Morphogenese des Kopf-Hals-
Bereichs verantwortlich sind. Beispielsweise flihrt der Knockout des murinen Hoxa2-Gens,
welches normalerweise im zweiten Branchialbogen exprimiert wird, zum Verlust von Neu-
ralleistenderivaten aus diesem Branchialbogen. Strukturen des proximalen ersten Bran-
chialbogens duplizieren sich infolgedessen und verschmelzen miteinander (37; 103). Die
verbreitete Expression von HOX-Genen in dem ersten Branchialbogen, beziechungsweise
im Kopf-Gesicht-Bereich, ist auch ein Grund, sie in der Erforschung des BOFS zu beriick-
sichtigen. Andere Homdoboxdoméne-tragende Gene, welche nicht zur HOX-Familie ge-
zdhlt werden, werden ebenfalls im ersten Branchialbogen (Maxillar- und Mandibular-Or-
ganisator) exprimiert und spielen bei der frithen Facialentwicklung eine wichtige Rolle.
Diese Gene haben lediglich die Kodierung von Transkriptionsfaktoren mit den HOX-
Genen gemeinsam. Beispiele dafiir sind MSX-1, MSX-2, DLX1-6 und BARX-1. Alle diese
Gene haben in Drosophila ihr Ortholog (98; 19; 32). Gsc (Drosophila-Ortholog ,,Goose-
coid®) ist ein Beispiel dieser Homdoboxdoménen-tragenden Gene. Gsc Knockout-Mause

zeigen Defekte im Bereich des Schidels und Gesichts (104; 150).
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Bei Erwachsenen ist eine aberrante HOX-Expression in verschiedenen Tumoren zu sehen.
So adoptieren maligne entartete ovarielle Epithelzellen (OEC), je nach Expression ver-
schiedener HOX-Gene, verschiedene Zelltypen: den papilldren Typ, den endometrialen
Typ und den Mucin-Typ, wenn bei ihnen HOXA9, HOXAI10 bzw. HOXAII ektopisch
exprimiert wird (15). Dies belegt die Fahigkeit dieser Epithelzellen, Eigenschaften anderer
Gewebe zu iibernehmen und zeigt, dass die HOX-Gene die Identitdt erwachsener Zellen
neu definieren konnen (86). Das auf Chromosom 10q lokalisierte HOXII (syn:
TCL3/TLXI) wurde als Kandidatengen des BOFS in vorangegangenen Segre-

gationsanalysen ausgeschlossen (53).

1.2.2.4 FOX-Gene

Die FOX-Gene (forkhead box) sind eine Genfamilie mit charakteristischen Proteineigen-
schaften. FOX-Gene sind Orthologe des Drosophila-Gens forkhead. Das 100 Aminosduren
umfassende Protein besitzt in seiner dreidimensionalen Struktur (Abb. 3) drei a-Helix-Do-
ménen und zwei Schleifen W1 und W2, die an eine Fliigelform erinnern (winged helix)
(67). Die meisten FOX-Proteine haben {iber die Fahigkeit an DNA zu binden die Funktion
eines Transkriptionsfaktors. Weiterhin sind auch Transaktivator- und Transrepressoreigen-
schaften bekannt. Im menschlichen Genom sind mindestens 43 Gene der FOX-Familie

bekannt (55).

w2

Wi

Abbildung 3:  Dreidimensionale Struktur der forkhead-Doméne.
Modell nach Rontgen-Kristallographie der Forkheadproteine HNF-3,
FOXC2 und Genesis. Die a-Helices (H1-H3) und zwei Fliigel (W1-2)
sind dargestellt. Die Erkennungshelix H3 (rot) sitzt in der groen DNA-
Furche. Aus Lehmann et al., 2003 (67, S.339)

FOX-Gene werden anhand der Aminosduresequenz ihrer konservierten forkhead Doméne

in 17 phylogenetische Subgruppen eingeordnet (52). Bis jetzt wurden acht chromosomale



1.Einleitung 14

Gen-Cluster und mindestens 20, nicht in Clustern organisierte Einzelgene identifiziert (67).
Weitere Unterteilungen in Genklassen erfolgten nach Eigenschaften des C-Terminus der
FOX-Proteine (55).

Durch Untersuchungen von Fox-Mutanten wurde die gro3e Bedeutung einiger Mitglieder
der Fox-Gene in der Augenentwicklung und in anderen Prozessen der
Embryonalentwicklung herausgefunden, was die Bedeutung der FOX-Gene fiir die
Erforschung des BOFS unterstreicht.

FOXCI-Mutationen sind eine Ursache von Augenentwicklungsanomalien wie Glaukom
und anderen mit Glaukomen koinzidierenden Defekten, wie z.B. Gaumenspalte oder ange-
borene Herzfehler (90; 81). Krankheitsbilder, bei denen die Beteiligung von FOXCI (syn.:
FKHL7) beschrieben wurde, sind das primére kongenitale Glaukom, die autosomal domi-
nante Iridogoniodysgenesie (IRID1; MIM 601631) und die Axenfeld-Rieger-Anomalie
(MIM 602482) (82; 39; 81). Diese zeigt liber Fehlbildungen des Gesichts, sensorineurale
Gehorlosigkeit, sowie Augenerkrankungen Ubereinstimmung mit BOFS-Symptomen. Ent-
wicklungsstorungen von Herz, Nieren, Meningen, Skelett und Somiten bei Foxcl-
Knockout-Méusen (62; 63), sowie das Expressionsprofil dieses Gens in den
Somitenanlagen, dem ersten und zweiten Branchialbogen und den Nierenanlagen zeigen
die Vielfalt der Organe und Systeme, in denen FOX-Gene als regulatorische Faktoren
mitwirken.

Mutationen in FOXC2 auf Chromosom 16q24.3 wurden bei Patienten mit Lymphddem-
Distichiasis-Syndrom (MIM 153400) beobachtet. Bei diesem autosomal dominant
vererbten Syndrom treten Lymphodeme der Extremititen und Distichiasis (doppelte
Wimpernreihe) auf. AuBBerdem sind Herzdefekte, Lippen-Kiefer-Gaumenspalten, extradu-
rale Spinalzysten und Augenbefunde wie Photophobie, Exotropie, Ptosis, kongenitale
Ektropien und Katarakt beschrieben worden (29; 8). Homozygote Knockoutmause (Foxc2
/") sterben prd- oder perinatal an Skelett-, Urogenital- und Kardiovaskulardefekten (47).
Eine Uberexpression von FOXC?2 in Adipozyten fiihrt zum Fettabbau im weien (WAT)
und braunen (BAT) Adipozytengewebe (13). Diese Ergebnisse zeigen die Plastizitit der

Expression und deren phéanotpyische Konsequenzen.

FOXE3-Mutationen flihren zu Defekten im vorderen Segment des Auges, welches aus ver-
schiedenen morphologischen Arealen gebildet wird, u.a. aus Neuroektoderm, primitivem
Mesoderm und Zellen der Neuralleiste. FOXE3 wird im vorderen Anteil des Linsenepithels

exprimiert. Mutationen fiihren iiber eine Fusion von Linse und Hornhaut zu Katarakt (117).
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Fehlbildungen am &uBleren Auge werden durch Mutationen in FOXL2 verursacht. Das
dazugehorige Krankheitsbild BPES (Blepharophimosis-Ptosis-Epikanthus-Inversus-Syn-
drom (MIM 110100) ist assoziiert mit Gonadendysgenesie oder vorzeitiger Menopause
(POF -premature ovarian failure) (22; 43; 134).

Mutationen des auf Chromosom 9q22 lokalisierten Gens FOXE! (Syn.: TITF-2; FKHLI15)
fiihren zu kongenitalen Hypothyreosen, Thyroidagenesien und Gaumenspalten. So wurden
bei Untersuchungen an Nachkommen einer konsanguinen Ehe (Cousin/Cousine 1. Grades;
Hinweis auf autosomal rezessiven Erbgang) eine kongenitale Hypothyreose (infolge einer
Athyreose) und Gaumenspalten festgestellt (12). Andere Gene wie der Thyroid-Tran-
skriptionsfaktor 7¢f1 und das paired box-Gen Pax8 (Regulatoren von Genen der Zelldiffe-
renzierung) werden gemeinsam mit Foxel/ wihrend der Entwicklung der Schilddriise im
Uberschuss exprimiert (18; 152).

Entwicklungsdefekte konnen bereits bei der Differenzierung embryonaler Stammzellen
(ES) entstehen. ES-Zellen sind noch nicht differenzierte Zellen mit dem Potenzial, sich in
verschiedene Zellsorten umzuwandeln, und zu den entsprechenden Geweben zu wandern.
Der Nachweis von FOXHI- und FOXOI-Transkripten in menschlichen ES-Zellen ist ein
Indiz dafiir, dass diese Gene fiir kongenitale Defekte verantwortlich sein kdnnen. Diese
Hypothese wird durch reprisentative Transkriptmengenanalysen an humanen ES unter-
stiitzt, bei denen signifikant erhdhte Transkriptmengen dieser Gene in undifferenzierten ES
gefunden wurden (7).

Die Expression von Foxil (Syn.: Fkh10; FKHL10) im Ohrvesikel wihrend der Embryonal-
entwicklung und vestibuldre Stérungen in Fkhl(0-Knockoutmiusen (46) konnen ein
Hinweis auf BOFS sein, zumal FkhI0 auch in Epithelien embryonaler und adulter
Nierentubuli exprimiert wird.

AbschlieBend kann fiir die FOX-Gene festgestellt werden, dass durch Segregationsanaly-
sen, Sequenzierung und Southern Blot gezeigt wurde, dass zumindest FOXCI nicht als

Kandidatengen fiir das BOFS angesehen werden darf (53).

1.2.2.5 FGF-Gene und FGF-Rezeptoren

Mutationen in Genen der FGF-Familie (fibroblast growth factor) fiihren zu Entwicklungs-
storungen, die Symptomen des BOFS dhneln. Derzeit sind 22 Liganden und 4 Rezeptoren
der FGF-Familie bekannt. Die Gene sind groftenteils tiber Duplikationen ancestraler Vor-

laufer entstanden und werden in Familien anhand ihrer Anordnung auf den Chromosomen
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in Clustern zusammengefasst (49). Die Produkte dieser Gene sind Heparin- oder Heparan-
sulfatproteoglykan-bindende Proteine. Sie spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung
von Knochen, Haut und Nervensystem (138). FGF induzieren die Vermehrung von
mesenchymalen und neuroektodermalen Embryonalzellen. Sie erhdhen dabei nicht die
Zellvermehrungsrate, sondern induzieren die Differenzierung einzelner Zellen und stellen
auf diese Weise eine Entwicklungskontrolle dar. Experimentell wurde ihre Beteiligung an
der DNA-Synthese, der Zellwanderung, dem Wachstum der Blutgefd3e und der Wundhei-
lung festgestellt. Gemeinsam mit dem VEGF (vasculary endothelial growth factor) sind
FGF potenzielle Induktoren der Angiogenese. Hier wirken sie chemotaktisch (130; 118)
und mitogen (75) auf Endothelzellen und induzieren dort die Expression von Plasminogen-
aktivatoren und Kollagenasen, welche als verantwortliche Enzyme der Gewebe-Remodel-
lierung angesehen werden (87; 85).

FGF stimulieren als Mitogen die Proliferation und hemmen die Differenzierung verschie-
dener glialer und neuronaler Precursorzellen in vitro (38; 54; 88), was in Untersuchungen
an FGFI und FGF2 in frithen Phasen der Peripher- und Zentralnervensystementwicklung
gezeigt wurde. Die Beteiligung von Fgf8 an der Ausbildung des cerebelldren Cortex wurde
am Tiermodell gezeigt. Dort induziert Fgf8 den Trankriptionsfaktor Bfl und steuert ge-
meinsam mit diesem die Entwicklung von Derivaten der Neuralplatte (121). Mause mit de-
fektem Fgf8 haben keinen ,,Bulbus olfactorius®, so dass Fgf8 fiir die Differenzierung der
Nasalplakoden benétigt wird (83). Diese Méduse zeigen zudem ein kleineres Telencepha-
lon. Andere FGFs konnen die Funktionen von FGF8 ersetzen. Ein Beispiel dafiir ist FGF2,
das an die gleichen FGF-Rezeptoren wie FGF8 bindet.

Die FGF-Aktivitédt wird iiber Tyrosinkinase-Rezeptoren vermittelt, die in der Zellmembran
verankert sind. Bis heute sind vier dieser strukturell und funktionell unterschiedlichen Re-
zeptoren bekannt (FGFR1-4) (94). Die Spezifitit der Rezeptordoméne wird durch alternati-
ves Spleiflen hergestellt (33). Dieser Mechanismus wird als Ursache gewebsspezifischer
FGF/FGFR-Bindungen interpretiert (92). Mutationen in FGFR fiihren zu inkorrekter Bil-
dung des Schidels und/oder Skelettanomalien, wie z.B. den Acrocephalosyndaktylien oder
Storungen der Chondrogenese (11). Intrauteriner und postnataler Minderwuchs gehoren
zum klinischen Spektrum des BOFS und konnten Folge vorzeitiger Ossifikation, hervorge-
rufen durch Stérungen des FGF/FGFR-Systems, sein. Die beim BOFS vereinzelt beschrie-
benen neuronalen Entwicklungsdefekte, wie milde mentale Retardierung und cerebelldre
Vermisagenesie, sowie Anomalien in Sinnesorganen, konnten durch Defekte in der

Bildung des Nervensystems oder als Folge craniofacialer Strukturen erklart werden. INT2,
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Synonym fiir FGF3, ist auf Chromosom 11q lokalisiert. Uber Markeranalysen wurde
dieses Gen als Kandidat fiir das BOFS ausgeschlossen (53).

Mutationen in den Rezeptorgenen FGFRI, -2 oder -3 zeigen einen dominanten Verer-
bungsmodus. Sie wirken sich durch konstitutiven Tyrosinkinase-Aktivierung als gain of
function-Mutation aus. Durch morphometrische Untersuchungen von Fgfr3-defizienten
Maidusen wurde festgestellt, dass deren Knochen im Durchschnitt ldnger sind (23).
Aufgrund dieser Befunde vermutet man, dass FGFR3 das Knochenwachstum negativ
reguliert. Mutationen fithren zu erhdhter FGFR3-Aktivitdt und vorzeitiger Ossifikation.
Diese ist unabhéngig von Liganden, und iibersteigt somit die normale negative Kontrolle
des FGFR3 (11). Mutationen in FGFRI-3 zeigen sehr dhnliche klinische Phénotypen.
Deshalb ist es denkbar, dass sich ihre Funktionen iiberlappen und gegenseitig ausgleichen
(11).

Es ist denkbar, dass die Auslosung des BOFS durch Defekte in der Interaktion zwischen
verschiedenen Entwicklungsgenen erfolgt. Die Proteine der FGF-Familie interagieren mit
anderen Genen und/oder Genprodukten. Einige Befunde deuten darauf hin, dass FGF di-
rekt oder indirekt auf Transkriptionfaktoren wirken konnen und damit die Zellvermehrung
beeinflussen. So haben in vitro Untersuchungen an Zellen des Ratten-Telencephalons ge-

zeigt, dass Figf2 ein endogener Stimulator eines Homdobox-Gens (Otx2) ist (105).

1.2.2.6 POU-Gene

Wie einzelne der oben bereits genannten Gene ist auch POU4F3 als mogliches Kandida-
tengen fiir das BOFS, vor allem im Zusammenhang mit Gehorlosigkeit, diskutiert worden.
Die Familie der POU-Transkriptionsfaktoren, welche in vielen Entwicklungsprozessen in-
volviert sind, erhielt ihren Namen von der POU-Domine, einer hoch konservierten DNA-
Bindungs-Doméne (3). Sie setzt sich aus zwei intramolekularen Dimeren mit DNA-Binde-
eigenschaften zusammen (108). Trotz der hohen Homologie zwischen den POU-Faktoren
sind die 15 derzeit bekannten Gene, die sie kodieren, auf verschiedenen Chromosomen
verteilt (3).

Die Mitglieder der POU-Familie besitzen als Entwicklungsgene ein breites Spektrum von
Funktionen. So sind einige Mitglieder vor allem in der Differenzierung einzelner Areale
der Hypophyse und des Hypothalamus und der neuroendocrinen Signaliibertragung zwi-

schen diesen Organen involviert (3). Die neuronale Verkniipfung dieser Organe erfolgt
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iiber zwei Arten von Neuronen, die jedoch bei Mutationen in bestimmten POU-Genen
nicht ausgebildet werden konnen (2).

Bei der Entwicklung des Ohrs ist das Gen POU4F3 (POU-Domine, Klasse 4, Transkrip-
tionsfaktor 3; syn.: Brn-3.1/Brn-3c) ein wichtiger Differenzierungsfaktor, insbesondere der
inneren Haarzellen. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Gen (bei Mensch und Maus)
ausschlieBlich in der fetalen Cochlea exprimiert wird (139). In Knockoutméusen verur-
sacht der Verlust dieses Gens eine fehlerhafte Differenzierung der inneren Haarzellen. Als
Folge degenerieren sensorische Ganglien, die auf das Vorhandensein von Haarzellen ange-
wiesen sind (30). Die Méuse sind taub und haben Gleichgewichtsstorungen (147). Eine
beim Mensch gefundene Mutation in Form einer Exon 2-Deletion in POU4F3 ist verant-
wortlich fiir die autosomal dominante Form DFNA15 (MIM 602459) sensorineuraler Ge-
horlosigkeit (139). Diese Form von Gehdrlosigkeit ist auch ein Merkmal des BOFS. Das
rechtfertigte eine molekulargenetische Untersuchung dieses Gens bei Individuen mit
BOFS. In dieser Untersuchung konnte POU4F3 als Ursache des BOFS jedoch
ausgeschlossen werden (53). Ein weiteres Mitglied der POU-Familie (POU3F4) konnte als
Kandidatengen fiir das autosomal dominant vererbte BOFS ausgeschlossen werden, da es

auf dem X-Chromosom lokalisiert ist.
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1.3 Fragestellung

Das Branchio-Oculo-Facial-Syndrom ist eine genetisch bedingte, autosomal dominant ver-
erbte Erkrankung. Der autosomal dominante Erbgang ist aus der Vater-Sohn-Ubertragung
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Familie abzuleiten.

In vorangegangenen Arbeiten wurden bereits einige Gene ausgeschlossen, bei denen Muta-
tionen ein dem BOFS dhnliches Krankheitsbild (BO-, BOR- und TBS-Syndrom) verursa-
chen. Dennoch ist es wegen der Seltenheit des Krankheitsbildes bislang nicht gelungen, auf
Einzelgen-Ebene das Kandidatengen fiir das BOFS zu identifizieren. Eine kiirzlich durch-
geflihrte Untersuchung an Genen des Pax-Eya-Six-Dach-Netzwerks konnte keine Co-
Segregation dieser Gene mit dem Krankheitsbild belegen. Zusétzliche Untersuchungen von
Genen, die in der Literatur als Kandidaten vorgeschlagen worden waren (FOXCI,
POU4F3), fiihrten ebenso wenig zum Nachweis eines BOFS-Kandidatengens.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, liber eine genomweite Untersuchung (genome-
wide scan; Segregationanalyse) mit polymorphen Mikrosatellitenmarkern diejenigen Re-
gionen einzugrenzen, die allen erkrankten Personen einer Familie mit mehreren BOFS-In-
dividuen gemeinsam sind. Die Eingrenzung von Kandidatenregionen, der Ausschluss chro-
mosomaler Regionen und ganzer Chromosomen sollte im Lauf dieser Arbeit durchgefiihrt
werden. Ein wesentlicher Teil der Arbeit sollte die Einbeziehung von Daten aus Datenban-
ken bei der Auswertung der Segregationsanalysen sein. Einerseits sollte dabei nach Genen
gesucht werden, die in den gemeinsamen chromosomalen Abschnitten lokalisiert sind und
aufgrund ihrer Eigenschaften als potenzielle Kandidatengene fiir das BOFS in Betracht
kommen konnten. Andererseits sollte daraus eine Entscheidung abgeleitet werden, ob ein
Gen als BOFS-Kandidat ein- oder ausgeschlossen werden kann. Diese Auswahl sollte
anhand verschiedener Kriterien (Expressionsprofil, Knockoutdaten, Mutationsdatenbank)
getroffen werden.

Das Erhalten potenzieller Kandidatenregionen sollte damit einen wesentlichen Schritt bei
der Suche nach der Pathogenese des BOFS bedeuten. Ein ndchster Schritt auf dieser Suche
miisste die vergleichende Sequenzierung, der in diesen Regionen identifizierten und ausge-
wihlten Gene bei Gesunden und BOFS-Individuen sein, um ein Gen endgiiltig als Kandi-
datengen nominieren zu konnen. Aufgrund der geringen Zahl, der vom BOFS betroffenen
Personen, war zu erwarten, dass mehrere chromosomale Regionen mit dem Phénotyp des

BOFS segregieren wiirden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 BOFS-Familie

Fir die Durchfilhrung dieser Arbeit stand eine Familie mit Branchio-Oculo-Facial-
Syndrom (BOFS) zur Verfiigung. Fiinf von sieben Mitgliedern der Familie sind am BOFS
erkrankt. Dies ist die weltweit grof3te Familie mit BOFS. Die meisten publizierten Félle be-
ruhen auf spontanen Neumutationen. Bis heute wurden keine anderen familidren Fille mit
BOFS beschrieben.

Fiir Untersuchungen an DNA der Familie lag das positive Votum der Ethikkommission der

Universitidt Ulm (Aktenzeichen 114/2004) vor.

2.1.2 DNA der BOFS-Familie

Zur Untersuchung stand DNA von fiinf betroffenen (D404, D406, D410, D412, D413) und
zusétzlich von zwei gesunden Angehdrigen zur Verfligung (D408, D402).

D404 D408

D406| D402 D410

D412 D413

Abbildung 4: Stammbaum der Branchio-Oculo-Facial-Syndrom-Familie
(,D* steht fiir DNA)

weiblich, gesund
weiblich, erkrankt

méinnlich, gesund

_Iml @

mannlich, erkrankt
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2.1.3 PCR

2.1.3.1 ABI Prism® Linkage Primer Set (Applied Biosystems, Weiterstadt)

Dieses Kit enthilt ca. 400 Primerpaare, welche eine mittlere Auflosung von 10 ¢cM im

menschlichen Genom haben.

ABI Prism" Primer v2.5-MD10
ABI PRISM" True Allele™ PCR Premix
Kontroll DNA CEPH 1347-02

2.1.3.2 Zusiitzliche Primer

Fiir Regionen, in denen die gefundenen AllelgroBen der PCR-Loci keine Aussage zulief3en,
wurden weitere Marker aus dem Linkage Mapping Set v2.5-MDS5 hinzugefiigt. Diese

Primer haben einen mittleren Abstand von 5 ¢M im menschlichen Genom.

Tabelle 1: Zusitzliche verwendete Marker von der Firma Applied Biosystems
FAM (6- carboxyfluorescein); HEX (4,7,2',4',5',7'-hexachloro-6-carboxyfluorescein); NED (2',7',8'- benzo-
5'-fluoro-2',4,7-trichloro-5-carboxyfluorescein); VIC (2'-chloro-7'-phenyl-1,4-dichloro-6-carboxyfluorescein)

Marker Fluoreszenz Chromosom Marker Fluoreszenz Chromosom

-Farbstoff -Farbstoff
D3S3725 NED 3 D14S1054 VIC 14
D3S3609 FAM 3 D14S1050 NED 14
D4S3042 FAM 4 D15S1014 NED 15
D4S2460 | VIC 4 D15S212 | NED 15
D5S2011 FAM 5 D18S1107 | NED 18
D5S2090 |FAM 5 D18S468 FAM 18
D5S2049 FAM 5 D18S450 VIC 18
D6S1660 | VIC 6 D18S465 FAM 18
D6S1721 FAM 6 D18S56 NED 18
D6S291 FAM 6 D18S1127 FAM 18
D6S1617 | NED 6 D18S1147 FAM 18
D6S259 FAM 6 D19S894  NED 19
D7S2476 VIC 7 D19S888 NED 19
D7S2459 FAM 7 D19S572 FAM 19
D7S483 NED 7 D19S931  VIC 19
D10S1655 NED 10 D19S903 FAM 19
D11S914 | VIC 11 D19S566 FAM 19
D11S4102 FAM 11 D21S1911 VIC 21
D12S367 VIC 12 D21S1899 FAM 21

DI12S1638 VIC 12
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Fiir Regionen, in denen es weder Primer aus der 10 ¢cM noch aus der 5 cM Sammlung gab,
wurden anhand von Datenbanken (NCBI, GDB) weitere Primerpaare definiert und zur

Synthese in Auftrag gegeben.

Tabelle 2: Zusitzliche Primerpaare der Firma Biomers
FAM (6- carboxyfluorescein)

Marker Fluoreszenz-Farbstoff Chromosom
D18S1115 FAM 18
D228S427 FAM 22

2.1.3.3 PCR-Chemikalien und -Lésungen

Taq DNA Polymerase GE Healthcare, Freiburg
dNTP 20 mM GE Healthcare, Freiburg

Standard-MgCl,-Mix (10 x)
2,0 mM MgCl,-Mix: 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5
0,5 M KCl
20 mM MgCl,
0,1 % Gelatine

3,0 mM MgCl,-Mix: 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5
0,5 M KCl
30 mM MgCl,
0,1 % Gelatine

2.1.4 Kapillarelektrophorese Komponenten (Applied Biosystems, Weiterstadt)

EDTA Puffer (10x)
Hi DilJ Formamid
Genescan"” 400HD[Rox] Size Standard
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2.1.5 Agarosegelelektrophorese Komponenten

TBE-Puffer pH 8,0 (5x)

Agarose 2% NEEO
Ethidiumbromid (Stammldsung 10 mg/ml)

Lademix (110)

DNA-Léngenstandard:
X174 DNA-Hae 111

2.1.6 DNA-Isolierung

TE-Pufter (10x)

SE-Puffer

Dodecylsulfat Na-Salz (SDS), 10 g/100ml

Proteinase K, 100 mg in 10ml SE-Puffer
(10mg/ml)

2.1.7 Kits

ABI Kit

0,4 M Tris
0.4 M Borsaure
10 mM EDTA-Na,, pH 7,6

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

50% (w/v) Saccharose
0,1%(w/v) Bromphenolblau
pH 7,0

0,1%(w/v) Xylencyanol FF
in 10 mM Tris-Cl, pH7,6

Promega, Mannheim

100 mM Tris-Cl, pH 8,0
10 mM EDTA-Na,, pH 7,6

75 mM NaCl
25 mM EDTA-Na,, pH 8,0

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Applied Biosystems, Weiterstadt
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ABI Prism" Primer
ABI PRISM" True Allele™ PCR Premix
Kontroll DNA CEPH 1347-02
GenomiPhi™ DNA Amplification Kit
GFX PCR DNA and Gel Band PurificationKit

2.1.8 Software

GenScan", GenoTyper”

Cyrillic v.2.1.3

VisualBasic Script zur Transformation der er-
haltenen Daten von GenoTyper” nach Cyrillic
SimWalk2 v.2.91

GeneRetriever v. 2.1

HaploPainter v. 024beta

2.1.9 Datenbanken

NCBI:
OMIM (80)
Map View
GDB (Genome Data Base)

2.1.10 Gerite

PCR-Maschinen
Corbett Research PalmCycler”
Perkin-Elmer 9600 TempCycler"”
RoboCycler” Gradient 96
Weitere Geriite

ABI Prism" 3100 Genetic Analyzer

GE Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg

Applied Biosystems,
Weiterstadt

Cyrillic Software,
Oxfordshire UK

(124; 125)

(17
(45)

ncbi.nlm.nih.gov/Omim
ncbi.nlm.nih.gov/mapview/

www.gdb.org

LTF, Konstanz
Appl. Biosystems, Uberlingen
Stratagene, Heidelberg

Applied Biosystems,
Weiterstadt
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Geldokumentationssystem Kodak Digital Science Life Technologies, Karlsruhe
Eppendorf Centrifuge 5402 Eppendorf, Hamburg
Gel-Elektrophorese Power Supply:

Consort E 831 LTF, Konstanz

Consort E 425 LTF, Konstanz
Gene Quant Photometer GE Healthcare, Freiburg
2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von DNA
2.2.1.1 DNA-Isolation aus EDTA Blut (84)

Aus den Lymphozyten des peripheren Blutes wurde die DNA aller Probanden isoliert.
Dafiir wurden mit einer EDTA-Monovette 10 ml Blut entnommen. Das im Roéhrchen ent-
haltene EDTA verhindert die Koagulation durch Entzug von Calcium-Ionen. Das Blut wur-
de uns im Rahmen einer Kooperation freundlicherweise von Dr. Miiller (Chemnitz, Inst.
fiir medizinische Genetik) zur Verfiigung gestellt. Die Blutproben wurden mit je 30 ml
Lysepuffer gemischt, auf Eis gekiihlt und mehrmals geschiittelt. AnschlieBend wurden die
Proben 10 min bei 4°C und 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert. Das
Pellet wurde in 10 ml Lysepuffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert, dann 10 min
erneut zentrifugiert (1000 rpm; 4°C ) und der Uberstand dekantiert. Das Zellpellet wurde in
5 ml SE-Puffer resuspendiert, mit 30 pl Proteinase K (10 mg/ml) und 500 ul 10% SDS
versetzt und iiber Nacht bei 55°C inkubiert. Zum Fallen der Proteine wurden 1,5 ml 6M
NaCl hinzugefiigt, 15 sek kriftig gemischt und dann bei 20°C 4500 rpm 20 min zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit 2 Volumina reinen Alkohols aufgefiillt.
Die entstandene DNA-Wolke wurde mit einem Plastikspatel entnommen, kurz in 70%-

igem Alkohol gespiilt, ca. 2 min luftgetrocknet und anschlieBend in 50 pl TE gelost.

2.2.1.2 Konzentrationsmessung der DNA im Photometer

Die in 50 pl TE gelosten DNA Proben wurden 30 min bei 37°C im Thermoblock geschiit-
telt. Die Endkonzentration der 1:50 verdiinnten DNA wurde anhand ihrer optischen Dichte
bei der Wellenlédnge 260 nm im Photometer gemessen, wobei eine OD-Einheit (OD = opti-

sche Dichte) einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml entspricht.
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2.2.2 Exponentielle Amplifikation linearer DNA (GenomiPhi)

Bei dieser exponentielle Amplifikation kann man mit dem Enzym ®29 DNA Polymerase
(ohne Exonukleaseaktivitit) lange DNA-Stiicke aus einer geringen Menge an eingesetzter
DNA erhalten. Diese Methode findet vor allem bei DNA-Analysen Anwendung, bei denen
wenig Ausgangsmaterial zur Verfligung steht. Die Polymerisationsqualitét ist so hoch, dass
es bislang keine Berichte iiber Sequenzen gab, welche sich nicht amplifizieren lieBen
(keine Allel-Dropouts).

DNA-Verdiinnungen der sieben Personen unserer BOFS-Familie wurden amplifiziert. Zu-
erst wurde je 1 ul Template (20 ng/pl) mit 4 ul H,O und 45l Probenpuffer bei 95°C 5 min
denaturiert und anschlieBend 5 min auf Eis inkubiert. Zur Vorbereitung der Amplifika-
tionsreaktion wurde ein Mastermix hergestellt. Dazu wurden 63 pl Reaktionspuffer und
7 ul Enzym gemischt. In jede gekiihlte Probe wurden 10 ul Mastermix gegeben. Die Pro-
ben wurden bei 30°C im Wasserbad fiir 16 bis 18 Stunden zur Durchfiihrung der exponen-
tiellen DNA-Amplifikation inkubiert. Dann wurde die Polymerase bei 65°C 10 min hitze-
inaktiviert und auf Eis gekiihlt.

Als letztes wurde die DNA gereinigt. Dafiir wurde ein GFX Kit (GE Healthcare) verwen-
det. Je Probe wurden 500 pl Ladepuffer (Capture-Buffer) zugegeben und mit der Pipette
gut gemischt. Diese Losung wurde auf die Membran der Sdule pipettiert und bei 13.000
rpm fiir 30 sek zentrifugiert. Die danach in dem Collection Tube aufgefangene Fliissigkeit
wurde verworfen. Es wurden 500 ul Waschpuffer auf jede Sdule pipettiert und erneut bei
13.000 rpm fiir 30 sek zentrifugiert. Die Sdulen wurden in ein neues Reaktionsgefdl3
gestellt. 50 pl PCR Wasser wurde direkt auf die Matrix pipettiert. Anschlieend wurde die
Losung 1 min bei RT inkubiert und dann 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die
gewonnenen Eluate wurden mit je 50 ul TE verdiinnt.

Zur Kontrolle der GenomiPhi-Amplifikation wurde eine PCR mit Kontroll-DNA (ménn-
lich, 100 ng/pul) gemacht und davon 5 pl in einem 2% NEEO-Agarosegel aufgetragen, mit
Ethidiumbromid geféarbt und fotografiert.
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Phi29 DNA Random Input DNA
polymerase hexamer primers

— e—
2 3

Primers bind Polymerization Polymerization

to template begins continues

New primers bind to Polymerization from
newly formed new strands
DNA

Abbildung 5: Schema der exponentiellen Amplifikation mit GenomiPhi
(Quelle: www.genomiphi.com)

dNTP (desoxy-Nukleosidtriphosphat)

2.2.3 PCR-Grundlagen (109)

Die PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) ist eine Methode zur automatisierten, exponentiel-
len Amplifikation von DNA unter Zuhilfenahme der thermostabilen Taq-Polymerase aus
dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus. Die PCR besteht grundsitzlich aus 3
Schritten: Denaturierung der doppelstrangigen DNA in ihre Einzelstringe, Anlagerung der
PCR-Primer an die einzelstrangige DNA (Annealing) und Neusynthese der DNA durch die

Tag-Polymerase (Polymerisation).

Reaktionsgemische (Applied Biosystems)
3,8ul  H,0
9 ul PCR Premix
1 pl Primer
1.2 ul DNA

(15nl)
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Fiir die Etablierung von D22S427 und D18S1115 :

3ul 3 mM MgCl, Mix
0,3 ul  dNTP 20 mM
03ul Py
0,3ul P,
0,4 pl  Taq DNA Polymerase 5000U/ml
1 ul DNA 100ng/ul
24.7ul H,O
(30uD)

PCR-Programme

Fiir die meisten Primerpaare wurde das Standardprogramm verwendet. Fiir die Etablierung

von Primern, deren Signale bei der nachfolgenden Fragmentanalyse zu schwach waren,

sind Variationen in der Annealingtemperatur gemacht worden. Die ersten PCRs wurden

auf einem Palm-Cycler durchgefiihrt, fiir die nachfolgenden Proben wurde entweder die

PCR-Maschine von Perkin Elmer oder der Stratagene Robo-Cycler verwendet, da deren

Temperaturprofil gilinstiger fiir die stringenten Vorgaben bei den Annealingtemperaturen

waren.

Tabellen 3-5: Verwendete PCR-Geréte und -Programme

Standard Programm:

Palm-Cycler

Programm:

Cycle 1
Cycle 2

Cycle 3

Cycle 4
Cycle 5

Temperatur
95°C
(Denaturierung) 94°C

(Annealing) 55°C
(Polymerisation) 72°C

89°C
55°C
72°C

72°C
4°C

Zeit
12 min

15 sek
15 sek
30 sek

15 sek
15 sek
30 sek

10 min

Zyklen

10

20
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Variationen des Programms:

Perkin Elmer

Programm: Temperatur Zeit Zyklen
95°C 12min 1
94°C 15sek |10
50°C bis 55°C 15 sek
72°C 30 sek
89°C 15sek 20
50°C bis 55°C 15 sek
72°C 30 sek
72°C 10 min |1
4°C ) -
Robo Cycler
Programm: Temperatur Zeit Zyklen
Window | 95°C 12min |1
Window 11 94°C 15sek 30
Gradient (50°C-61°C) / (46°C-57°C) / (45°C-56°C) 15 sek
72°C 30 sek
Window III 72°C 10 min | 1
Window IV 4°C o0 1

2.2.4 Agarosegelelektrophorese

Fiir die Uberpriifung der PCR-Produkte wurde eine Elektrophorese durchgefiihrt. Die
DNA-Gelelektrophorese ermoglicht eine Auftrennung von geladenen Makromolekiilen
(wie DNA) umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts. In einem
2%-1gen Agarosegel wurden 15 pl des PCR-Produkts (zusammen mit Lademix) aufgetra-
gen. Bei einer Spannung von 200 V (dies entspricht einer Feldstirke von 2 V/cm bei der
verwendeten Gelkammer) und einer Stromstdrke von 300 mA wurden die Proben 30 min
in 1 x TBE aufgetrennt. Nach 20 min Féarbung in Ethidiumbromid (10 mg/ml) wurden sie
unter UV-Licht fotografiert. Das Laufverhalten und die Produktgrofe der PCR-DNA
wurde mit einem Langenstandard (®X 174/Hae I1I) verglichen.

2.2.5 DNA-Fragmentanalyse

Die AllelgroBBen der PCR-Produkte aller Probanden wurden mittels Kapillarelektrophorese

in einem Fluoreszenzsequenziergerdt ABI® Prism 3100 bestimmt.
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2.2.5.1 Mikrosatelliten Analyse

Mikrosatelliten sind kleine Abschnitte im Erbgut, die als tandemartige Wiederholungen
von definierten Sequenzen (repeats) des Eukaryonten-Genoms charakterisiert sind. Die
unterschiedliche Anzahl der Wiederholungen und die daraus resultierende GrofBle des
DNA-Abschnitts einer bestimmten Sequenz kann durch die Fragmentanalyse untersucht
werden. Bei diesem Verfahren kann man Restriktionsenzyme und PCR-Primer, die speziel-
le DNA-Sequenzen erkennen kdnnen, verwenden. In Abhéngigkeit von der Detektions-
methode kann, wie in der hier vorliegenden Arbeit, auch mit PCR alleine diese Aussage
gemacht werden. Letztendlich fiihren beide Methoden zur Erkennung unterschiedlich
grofler DNA-Fragmente.

Ein PCR-Primerpaar besteht aus einer vorwérts gerichteten und einer riickwirts gerichteten
Sequenz. Es wurden PCR-Primerpaare, die im Abstand von 10 ¢cM vorhanden sind, ver-
wendet. Das PCR-Produkt wurde dann durch den ABI Prism 3100 (automatisches DNA-
Kapillarsequenziergerit) analysiert, der fiir mehrere Proben gleichzeitig die Kapillar-

elektrophorese durchfiihren kann.

2.2.5.2 Kapillarelektrophorese

Es wurden 15 pl Formamid HIDI und 0,5 pl Interner Standard (ROX 400 HD) als Master-
mix verwendet. 1 pl PCR-Produkt wurde zugegeben und in 96-well-Platten gegeben. Nach
Zentrifugation der Platten wurde die darin enthaltene DNA bei 95°C 3 min denaturiert und
auf Eis abgekiihlt, um einzelstringige DNA zu erhalten. SchlieBlich wurden die Proben im
ABI" Prism 3100 separiert und analysiert.
Die Plattenvorlagen und damit die Steuerung des Gerdts wurden mit dem Excel Platten
Editor gestaltet.
Standard ABI-Ansatz

Mastermix:

{15 il Hi Di0 Formamid
0,5 pl Genescan” 400HD[Rox] Size Standard

15 pl Mastermix + 1pl PCR Produkt
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2.2.5.3 Manuelle Bearbeitung der Daten

Nach der Durchfiihrung der Kapillarelektrophorese wurde die Position der Allele fiir jeden
Marker (Peaks auf der grafischen Ausgabe) jeder Person der Familie mit der Software
GenoTyper definiert. Es wurde dadurch bestdtigt, dass die Vererbung von Allelen zwi-
schen den Verwandten moglich und richtig ist. Bei jedem Marker sollten zum Beispiel alle
Peaks bzw. Allele nur in geradzahliger oder nur in ungeradzahliger Position sein, da die
DNA in Basenpaare geteilt ist und die Marker als Dinukleotidrepeats (Mikrosatelliten) de-
finiert waren.

Die Ausgabe der Daten der ABI Software GenoTyper erfolgt in einem Datensatzformat,
welches mit der anschlieBenden Analyse durch Cyrillic nicht kompatibel ist. Daher wurde
von Herrn Herbert Heinz aus dem Institut fiir Humangenetik mit Visual/Basic ein Anpas-
sungsmodul geschrieben, welches alle AllelgroBen automatisch mit den Stammbaumdaten

zusammenfiithren kann.

2.2.6 Anpassungsmodul (65)

Die Ergebnisdaten der GenoTyper-Software wurden vom ABI3100 als ASCII-Datei zur
Verfligung gestellt. Zur weiteren Verarbeitung der Daten mit Cyrillic musste eine Import-
datei im Oxford-Format (26) erstellt werden, wie sie auch als Datenfile in den LINKAGE-
Programmen (65) verwendet wird. Diese Konvertierung erfolgte mit Hilfe von VBA
(Visual Basic for Applications). Mit dem VBA-Script wurden die Rohdaten in eine Daten-
banktabelle eingelesen und dabei sdmtliche whitespaces (Leerzeichen, Tabulatoren, Ab-
satzmarken) entfernt. Darauthin wurden die Gro3en der Allele eines Markers aller Patien-
ten in Kennziffern konvertiert (1, 2, ...) und das Ergebnis sortiert in einer Tabelle abgelegt.
Mit diesen aufbereiteten Rohdaten wurde das Inputfile fiir Cyrillic erzeugt, wobei je Chro-
mosom ein Inputfile bendtigt wurde, welches alle chromosomen-spezifischen Marker mit
AllelgroBen, sowie die Daten (Geschlecht, Status, Verwandtschaftsgrad) aller Familienmit-
glieder enthielt. Als erster Schritt wurde der fiir das Oxfordformat notige Header erstellt.
Nach dem Header wurden die Marker mit Hilfe einer weiteren Tabelle, die Chromosomen-
und zugehdrige Markerdaten enthilt, in der gleichen Reihenfolge wie auf dem Chromosom
aufgelistet. Der Rest des Inputfiles wurde mit den in der Tabelle zwischengespeicherten

Marker- und Alleldaten erginzt.
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2.2.7 Genotyp-Erstellung mit Cyrillic

Alle aus der oben genannten Analyse erhaltenen Daten wurden in Cyrillic eingelesen.
Zuvor wurden die Markercharakteristika (Name, relative Position in % des Chromosoms,
Anzahl der Allele) aus einer separaten Markertabelle direkt in Cyrillic eingelesen. Da
maximal 6 Allele (3 Griinderpersonen trugen zum Stammbaum bei) erwartet werden
konnten, wurde die Anzahl der Allele willkiirlich auf 10 erhoht, weil Cyrillic standard-
maBig nur 4 Allele annimmt. Die tatsdchliche Haufigkeit der Allele in einer bestimmten
Population wurde nicht beriicksichtigt. Auch die Allelfrequenz wurde einheitlich auf 0.1
(10%) (gleiche Haufigkeit aller Allele) festgesetzt. Diese willkiirliche Festlegung hat kei-
nen Einfluss auf die Ergebnisse im Rahmen der Fragestellung.

Da die Phase der Marker bei denjenigen Personen im Stammbaum, von denen es keine
elterliche DNA gibt, unklar ist, wurden diese Marker auch mit dem Merkmal “phase un-
known” eingegeben.

Die vorldufigen Genotypen konnten noch nicht in eindeutige Haplotypen iibersetzt werden,
da die Rekombinationsfrequenz von Cyrillic nicht beriicksichtigt wird und somit ein artifi-
zieller Haplotyp entstehen konnte. Fiir die Beriicksichtigung der wahrscheinlichsten Re-
kombinationsereignisse wurden die Cyrillic-Daten zur nachfolgenden Bearbeitung mit

SimWalk exportiert.

2.2.8 Haplotyping Analysis (SimWalk v.2.91)

SimWalk errechnet selbststdndig verschiedene Rekombinationsereignisse und gibt als Er-
gebnis den jeweils wahrscheinlichsten paternalen und maternalen Haplotyp fiir jede Person
aus einem Stammbaum aus. Rekombinationsereignisse zwischen Markern werden dabei
von der Software markiert. Dafiir bendtigt das Programm folgende Informationen:
Stammbaumdaten, Personenbezeichnung und Geschlecht, die durch ABI erzeugten Allele
von jedem Familienmitglied, die physikalische Reihenfolge der verwendeten Marker und
deren Anordnung auf einem Chromosom sowie die Rekombinationsfrequenz zwischen den
Markern. Diese Daten werden von Cyrillic zur Verfiigung gestellt, wobei alle Markerallele
in Cyrillic noch willkiirlich ohne Bezug zum parentalen Haplotyp dargestellt werden. In
dieser Arbeit wurde 0,05 (5%) = 5 cM als durchschnittliche Rekombinationsrate/-frequenz
zwischen zwei benachbarten Markern angenommen. Diese Vorgabe lidsst Rekombination

zwischen benachbarten Markern zu und umgeht die Berechnung eines
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Kopplungsungleichgewichts. Dieser Wert beriicksichtigt auch den mittleren Abstand der
kommerziellen Marker von ABI, deren mittlerer Abstand 10 ¢cM, bzw. 5 cM (Linkage
Mapping Set v2.5-MDS5) betrégt.

In durchschnittlich circa 2.7 Mio Rechenoperationen wurde das Verhéltnis von
beobachteten zu erwarteten Rekombinationsereignissen gebildet und der negative
dekadische Logarithmus als Likelihood (Mal3 der Wahrscheinlichkeit) ausgegeben. Dieser
Wert hingt von der Grof3e des untersuchten Chromosoms und der Anzahl der verwendeten
Marker in folgender Form ab: je grofer das Chromosom und je mehr Marker fiir die
Analyse des Haplotyps zur Verfiigung stehen, desto kleiner ist die Zahl und desto hdher
die  Wahrscheinlichkeit  einer  addquaten  (realititsnahen)  Berechnung  der
Rekombinationsereignisse durch SimWalk.

Als Beispiel sind die Daten der SimWalk-Analyse fiir Chromosom 22 im Ergebnisteil
dargestellt.

Die von SimWalk erzeugten Dateien wurden als /nput fiir die abschlieBende Darstellung

der Stammbaumdaten mit HaploPainter verwendet.

2.2.9 HaploPainter (Version V.024 beta)

Das Softwarepaket HaploPainter kann die von SimWalk erhaltenen Daten publikationsreif
darstellen. Dazu wurden Standarddateien zur Steuerung von HaploPainter erstellt. Die
erste zu ladende Datei enthielt die Standardeinstellungen (defaults) fiir HaploPainter. Eine
weitere Datei enthielt den kompletten Stammbaum. Eine chromosomenspezifische Steuer-
datei enthielt Markernamen und Position (absolut in Mbp) jedes Chromosoms. Zuletzt
wurden die SimWalk Output-Dateien “Haplo*** ***” eingelesen. Der resultierende
Stammbaum mit allen AllelgroBen und Markerdaten wurde als Postscript-Grafik expor-

tiert.

2.2.10 Gensuche in Regionen identischer Haplotypen bei Erkrankten

Nach Einschrinkung auf diejenigen chromosomalen Regionen, in denen das fiir das BOFS
verantwortliche Gen aufgrund der Haplotyp-Analyse zu finden sein sollte, wurden diese
Intervalle mit Hilfe der Map Viewer Datenbank (http.://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/)
untersucht. Dazu wurden jeweils der néchstgelegene proximale und distale Marker

auflerhalb der identischen Regionen als /nput bei Mapview eingegeben. Die Auswahl der
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nichstgelegenen Marker ist eine Vorsichtsmalnahme, da der genaue Punkt einer
Rekombination zwischen zwei Markern unbekannt ist. Als Output erhielt man eine Tabelle
mit simtlichen Genen / ORFs / vermuteten Transkripten dieser eingegrenzten Region. Die
Bezeichnung der Gene und die Beschreibung des bekannten Genproduktes wurden in

Tabellen dargestellt und manuell nachbearbeitet.

2.2.11 Suche nach genetisch bedingten Erkrankungen

In den zuvor genannten Intervallen wurde eine Suche nach genetisch bedingten Krankhei-
ten in der “OMIM-Datenbank™ (www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/) durchgefiihrt. Die Daten

wurden in Tabellen dargestellt.

2.2.12 GeneRetriever

Unter Verwendung des Programms GeneRetriever wurde eine weitere Gensuche in den ge-
meinsamen Regionen durchgefiihrt. Dafiir wurden die Marker, die das Intervall oben und
unten begrenzen eingegeben. Aullerdem wurden die folgenden Parameter ausgewdhlt:
“Gene description”, “Type of gene”, “Summary”, “Accession Number”. Die erhaltenen

Daten wurden in Tabellen dargestellt.

2.2.13 Begriindung der Genausschliisse

In den im Ergebnisteil dargestellten Tabellen stehen nur diejenigen Gene, die entweder in
einem Zusammenhang mit dem BOFS stehen konnten, oder solche, fiir die aufgrund der
unklaren Datenlage keine Aussage getroffen werden konnte. Die Einschlusskriterien fiir
die Nominierung als potenzielles BOFS-Kandidatengen sind nachfolgend beschrieben.

Das Expressionsprofil eines Gens wurde zeitlich und rdumlich untersucht. Dafiir wurden
Daten der Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) der Internetseite: www.sagenet.org
genommen. Das auf dieser Internetseite beschriebene Expressionsprofil wurde mit den
klinischen Symptomen vom BOFS verglichen. Entscheidende Vergleichskriterien waren
dabei das Entwicklungsstadium bzw. das Alter der betroffenen Person, bei der ein
Symptom auftritt, sowie dessen Lokalisierung. Hiermit versucht man, eine mogliche

Korrelation zu finden. Andere hilfreiche Quellen bei der Suche nach dem Ex-
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pressionsprofil waren: http://www.genecards.org (99) (Gene Decks Assorted Gene) und
http://www.genatlas.org/.

Bei gentechnisch verdnderten Tieren (Transgene / Knockout-Tiere) kann man gut erkennen
welche Gene fiir welche Effekte verantwortlich sind. Informationen iiber Tiermodelle wur-
den von der Internetseite http://www.informatics.jax.org der Gesellschaft: (MGI) Mouse
Genome Informatics am Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA, benutzt. Dort
stehen Daten der Expression des orthologen Gens, zum Beispiel von Knockout-Maus-
Experimenten, zur Verfiigung.

Die Funktion eines Gens war auch ein wichtiger Punkt fiir die Entscheidung iiber die No-
minierung als BOFS-Kandidatengen. Die Daten iiber die Funktionen der Gene wurden von
dem Gen-Atlas (siche Web-Seite oben), der UniProt / Swiss-Prot Protein-Datenbank
(www.expasy.org/uniprot) erhalten. Mit deren Informationen wurde, wenn nétig, nach wei-
teren Literaturquellen gesucht. Damit wurde u.a. auch eine Funktion als Haushaltsgen oder
Entwicklungsgen des Kandidaten herausgefunden.

Des Weiteren wurden die genetischen und funktionellen Wege der durch GeneRetriever er-
haltenen Gene untersucht. Unter http://www.genome.ad.jp/kegg/ wurden Informationen
iiber Genwege sowie Interaktionen zwischen verschiedenen Genprodukten gefunden.

Die sogenannten Pseudogene sind DNA-Sequenzen, die eine hohe Homologie mit einem
funktionellen nicht allelischen Gen zeigen, aber selbst meist nicht funktionell sind. Die Be-
nennung als Pseudogen war Grund eines Ausschlusses des jeweiligen Gens aus der Liste.
Die dazu ndétigen Daten wurden von der Web-Seite (http://pseudogene.org/main.php) der
Gesellschaft: Pseudogene Analysis of Prokaryotic and Eukaryotic Organisms entnommen.
Ebenso wurde eine mdgliche Assoziation von DNA-Varianten (SNPs) einzelner Gene und
Phinotypen des BOFS beriicksichtigt. Informationen dazu standen iiber den Katalog
menschlicher Gene und genetisch bedingter Erkrankungen OMIM (Online Mendelian

Inheritance in Man) online unter www.ncbi.nlm.nih.gov zur Verfiigung.
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3. ERGEBNISSE

Der autosomal dominante Erbgang des Branchio-Oculo-Facial-Syndroms (BOFS) ist be-
kannt (33). Durch die Untersuchung der Allelsegregation einer Familie, in der mehrere
Personen vom BOFS betroffen sind, ist es moglich, ein genetisches Bild zu bekommen.
Damit konnen Verdnderungen von DNA-Abschnitten herausgefunden werden, die fiir den
Phanotyp verantwortlich sind. Die Methode erlaubt zumindest den Ausschluss konkreter
Regionen oder sogar ganzer Chromosomen. Wenn gleiche Allele eines Locus von betroffe-
nen wie nicht betroffenen Individuen vererbt worden sind, kann man davon ausgehen, dass

dieser Locus ausgeschlossen werden kann.

3.1 DNA-Extraktion / -Isolation

Die fiir die Untersuchungen verwendete DNA der Mitglieder der BOFS-Familie wurde aus
EDTA-BIlut isoliert. Diese Methode ermdglicht die Gewinnung der DNA aus Lymphozy-
ten. Es wurden aus 10 ml Blut jedes Probanden verschieden konzentrierte Mengen von
DNA durch die Aussalzmethode (84) gewonnen. Die erhaltene DNA wurde in TE-Puffer
gelost, zur Konzentrationsbestimmung 1:50 verdiinnt und anschlieBend im Photometer

gemessen. Beispiele davon sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: DNA-Messung nach der Isolation
(von Person D404 war DNA zweier verschiedener Blutproben vorhanden- I, IT; ,,D* steht fiir DNA)

Verdiinnung 1:50 260 nm Ratio [DNA] pg/ml Endkonzentration
260 nm /280 nm  -verdiinnt- (ng/ml)
Person D402 0,547 1,647 27,3 1365
Person D404/ 1 0,337 1,667 16,9 825
Person D404/ 11 0,426 1,628 21,3 1065

3.2 GenomiPhi

Die urspriingliche Menge an genomischer DNA der Probanden, die fiir diese Arbeit zur
Verfligung stand, reichte flir die Weiterfiihrung aller geplanten Analysen nicht aus. Des-
halb erfolgte eine Amplifikation durch die GenomiPhi-Methode. Dafiir wurde 1 pl
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Template eingesetzt (20 ng/ul) und daraus nach Amplifikation durch die ®29 DNA-Poly-
merase zwischen 35 pg -59 pg erhalten.

Ein Vergleich urspriinglicher DNA mit amplifizierter DNA (GenomiPhi Kit) wurde durch
PCR, Gelelektrophorese und Fragmentanalyse durchgefiihrt. Es wurde kein Unterschied
festgestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Abbildung 6: Gelelektrophorese von PCR-Produkten nach GenomiPhi Amplifikation.
Marker: D2S337. Spur 1: Langenstandard (¢X174/Haelll), Spur 2 - 8: Patient 1 bis 7 (D410, D408, D404,
D406, D413, D412, D402); Spur 9: Leerwert; Spur 10: Positiv-Kontrolle (CEPH-1347-02); Spur 11:
Kontroll-DNA Probe (ménnlich, 100 ng/ul). ProduktgrofBle: ca. 290 bp.

(,D* steht fiir DNA)

3.3 PCR und Kontrolle durch Gelelektrophorese

Mit Hilfe von Mikrosatelliten-Markern, die aus definierten Regionen des Genoms stam-
men, wurden PCR-Reaktionen mit DNA der BOFS-Familie durchgefiihrt. Damit war es
moglich, von einem repréasentativen Teil jedes Autosoms die Allelsegregation aller Fami-
lienmitglieder dieser Studie zu erhalten. Die PCR mit ABI Prism Primern wurde unter den
in ,,Material und Methoden* detailliert beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt (in der
PalmCycler- , Perkin-Elmer 9600- oder RoboCycler-Maschine).

Fiir die zusétzlichen, tiber die Firma Biomers bestellten PCR-Primer wurde eine Etablie-
rung durchgefiihrt, um die optimalen PCR-Bedingungen dieser Marker zu finden. Die opti-
male MgCl, Konzentration entsprach 2 mM. Zur PCR-Reaktion wurde je 1ul Template
(100 ng/ul) zugegeben. AuBlerdem wurden 0,3ul Desoxy-Nucleosidtriphosphate (ANTPs)
wie je 0,3 ul der riick- und vorwértsgerichteten Primer (25 pmol/ul) verwendet. Als DNA-
Polymerase wurde die Taq-Polymerase von Thermus aquaticus (0,4 ul) verwendet. Nach
der Denaturierung auf 95°C wurde als Annealingtemperatur 57°C fiir den Marker
D18S1115 und 51°C fiir den Marker D22S427 ausgewéhlt. SchlieBlich wurde die Polyme-
risation bei 72°C durchgefiihrt. Die Zahl der Zyklen und die Zeit jedes Schrittes sind de-
tailliert in den Tabellen 3-5 im Abschnitt ,,Material und Methoden* aufgefiihrt.
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Zur PCR-Kontrolle wurden auBler den sieben Probandenproben zwei weitere Proben,
Leerwert und Positiv-Kontrolle (CEPH-1347-02) entsprechend vorbereitet. Als Kontrolle
wurde auch eine Gelelektrophorese des PCR-Produktes durchgefiihrt. Dafiir wurden je
Probe 10 pl PCR-Produkt plus 5ul Lademix auf ein Gel aufgetragen, gefdarbt und
fotografiert (Abbildung 7). Die Proben wurden dann im Gefrierschrank bei -20°C

aufbewahrt und danach fiir die Durchfiihrung der Fragmentanalyse verwendet.

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

Abbildung 7: Kontroll-Gel nach PCR
Marker: D1S2842. Spur 1: Langenstandard (¢X174/Haelll); Spuren 2 - 8: Patienten 1 bis 7 (siche Legende
Abb. 6); Spur 9: Leerwert; Spur 10: Positiv-Kontrolle (CEPH 1347-02) Grofe des PCR-Produkts: ca 350 bp.

3.4 Segregationsanalyse mittels Fragmentanalyse im ABI Prisme 3100
Analyzer

Die Bestimmung der AllelgroBe der verschiedenen Mikrosatellitenmarker aller Probanden
erfolgte durch Kapillarelektrophorese. Das ABI Prism® 3100 Fluoreszenzsequenziergerit
verarbeitete die in den geeigneten Platten aufgetragenen Proben. Die Ergebnisse wurden
mit der Software GenScan erfasst.

Von jedem Marker oder Primerpaar wurden in einem Verzeichnis neun Dateien erzeugt,
die aus den Proben der sieben Mitglieder der BOFS-Familie, dem Leerwert und der
Positivkontrolle bestanden. Aus jedem Datensatz konnte eine Grafik generiert werden, in
welcher jedes Allel jedes Patienten als Peak angezeigt wurde. Jeder Peak bestand aus
einem diskreten Signal, wobei das Signal nach GroBe der DNA-Fragmente, Effizienz der
PCR und Qualitit der eingesetzten DNA variieren konnte.

So erlaubte das Programm eine vorldufige Darstellung der Ergebnisse fiir einen Marker in
Form von Peaks die den Signalen der Fragmente des PCR-Produkts bzw. des Allels aller
Probanden entsprachen. Die verschiedenen Marker wurden in unterschiedlichen Farben

(blau, griin oder schwarz) dargestellt, je nachdem ob die von den Firmen
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AppliedBiosystems und Biomers hergestellten Primer, den Fluoreszenzfarbstoff FAM,
HEX/VIC oder NED tragen. Hiernach wurden die Daten in die Software GenoTyper
importiert und mit diesem Programm in neuen Diagrammen und daraus resultierenden
Tabellen zusammengefasst, angezeigt und gespeichert. Damit wurde die Datenerfassung
abgeschlossen und die Durchfithrung der Ergebnisauswertung ermoglicht.

Abbildung 8 zeigt ein typisches GenoTyper Auswertungsbild. Oben findet sich eine
gemeinsame, mittels mitgefiihrter Standards in den Analysen erzeugte, in Basenpaaren
kalibrierte, Skala. Diese Skala und zusitzliche kleine Schilder unter jedem Peak
ermoglichten, die Charakteristika (Grof8e in Basenpaaren, Allelnummer) jedes Allels zu
definieren, und die Richtigkeit dieser Position durch Vergleich der Daten zwischen
Verwandten (Mendel'scher Erbgang) zu iiberpriifen.

Aufgrund der DNA-Verteilung in Basenpaaren bzw. der Skalenteilung (x-Achse) im
Diagramm wurden nur Peaks, die bei jedem Mitglied der Familie entweder nur in gerad-
zahligen oder nur in ungeradzahligen Positionen standen, als mdglich angesehen. Alle an-
deren wurden vorsichtig manuell nachbearbeitet. Auf der y-Achse wurde die Intensitét der
Signale angezeigt. Fiir die an einem bestimmten Locus homozygoten Mitglieder wurde ein
einzelner Peak angezeigt, bei Heterozygoten zwei. Die Grofle der Peaks bzw. die Signal-
intensitdt war je nach Marker, und innerhalb der Marker je nach Familienmitglied, unter-
schiedlich stark. Dies kann auf DNA-Mengenunterschiede oder PCR-Artefakte zuriickzu-

fiithren sein.
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Abbildung 8: Auswertung mit GenoTyper"”

Bildschirmansicht. Erster Graph: Person D402 (Mutter); zweiter Graph: Person D406 (Vater); dritter Graph:
Person D412 (Sohn), (siehe Legende Abb.4)



3. Ergebnisse 40

3.5 Anpassungsmodul

Wie beschrieben (Abschnitt 2.2.6), wurden die von GenoTyper erhaltenen Daten durch ein
Anpassungsmodul konvertiert, um ihre weitere Verwendung mit Cyrillic zu ermoglichen.

Dabei entstand z.B. die nachfolgend gezeigte Steuerdatei flir Cyrillic:

Oxford format pedigree file derived from 0 on 1-1-2005
RIND 22 7 99
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Abbildung 9: Anpassungsmodul von Genotyper nach Cyrillic.

Das Modul wurde mit VBA (Visual Basic for Applications) im Oxford-Format (25) erstellt. Die Datei enthalt
Angaben aller Individuen aus dem Stammbaum, das Geschlecht, den Verwandtschaftsgrad sowie den Status
der Personen. In der Schriftart Courier New kursiv gesetzte Texte sind Steuerbefehle fiir Cyrillic.

M = Male; F = Female; U = Unaffected; A = Affected.

3.6 Cyrillic

Nachdem die Daten aus dem Anpassungsmodul in Cyrillic importiert worden sind, ent-
stand ein Stammbaum, der allerdings noch keine Rekombinatioshdufigkeiten und -wahr-
scheinlichkeiten berticksichtigte. Auch die Phase der Allele blieb dabei unbekannt. In Ab-
bildung 10 ist ein typisches Beispiel fiir eine vorldufige Markeranalyse von Chromosom 22

zu sehen.
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Abbildung 10: Stammbaum der Branchio-Oculo-Facial-Syndrom-Familie in Cyrillic
Gezeigt sind hier die Allele von Markern des Chromosoms 22. Die Legende ,,?1/2? bedeutet, dass die
Software den elterlichen Ursprung der Allele nicht berechnen konnte, da Allel 1 und Allel 2 des Markers
D22S315 bei D413 sowohl vom Vater D406 als auch von der Mutter D402 stammen kdnnen.

(,,b% steht fiir Branchio-Oculo-Facial; ,,D* steht fiir DNA)

3.7 Anwendung von SimWalk2 (Version 2.91)

SimWalk wurde benutzt, um Rekombinationswahrscheinlichkeiten benachbarter Marker

auf den Chromosomen zu berechnen. Dafiir wurden Position und Abstinde der Marker

beriicksichtigt.

Nachfolgend ist eine typische Datei mit Ergebnissen aus einer SimWalk-Analyse

(Chromosom 22) dargestellt.
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NAME MOTHER FATHER SEX TRAIT MARKERS

P10 - — Fooo-- 3 03 1 4 1 1 2
M1 - - Fo—- 1 1 3 2 3 3 1
M 2 -- -- M -= 2 1 2 3 4 2 2
P2 - - Mo - 3 1 2 2 3 1 3
M 3 -= -= F -= 2 1 1 3 5 4 4
P3 - - Fo—- 1 2 2 1 2 1 3
M 4 1 2 M -= 3 3 1 4 1 R 3 1
P 4 1 2 Mo o-—- 3 1 2 2 3 1 3
M 5 1 2 F -- 3 3 1 4 1 1 2
B s 1 2 Fo—- 3 1 2 2 3 1 3
M 6 3 4 M -= 1 2 2 1 2 1 3
? 6 3 4 Mo - 3 1 2 2 3 1 3
M 7 3 4 M -= 1 2 2 1 2 R 4 4
-Et 7 3 4 M o-— 3 3 1 4 1 3 1

In diesem Haplotyp-Diagramm werden fiir jede Person aus der BOFS-Familie folgende
Daten von links nach rechts in dieser Reihenfolge aufgefiihrt: M oder P zeigt an, ob der
Haplotyp dieser Zeile maternalen oder paternalen Ursprungs ist. Es folgt die Identititsnum-
mer 1-7 im Stammbaum; anschlieBend der Name der Mutter (1 oder 3) und des Vaters (2
oder 4), das Geschlecht und, falls vorhanden, Merkmale des Phinotyps.

Die berechneten Haplotypen schlieBen sich rechts an.

Die miitterlichen und véterlichen Haplotypen werden durch eine Linie von Symbolen
getrennt:

Standard-Symbol

in diesem Intervall Rekombinationen nur im miitterlichen Haplotyp

in diesem Intervall Rekombinationen nur im véterlichen Haplotyp

in diesem Intervall Rekombinationen in miitterlichem und véterlichem Haplotyp
markiert miitterliche oder viterliche Allele, die urspriinglich unbestimmt waren,
aber von bekannten Allelen abgeleitet werden konnten

Phase konnte fiir diesen Marker nicht festgelegt werden. Es wurde die wahrschein-
lichste Phase fiir die Darstellung gewahlt.

| — < >

*

Fiir Nachkommen wurde automatisch der maternale Haplotyp oberhalb der gestrichelten
Linie angezeigt. Fiir sogenannte Founder erfolgte die Zuordnung der parentalen Haplo-

typen willkiirlich.
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Informationen fiir jede Rekombination:

RUN PED PEDIGREE PERSON HAPLOTYPE INTERVAL INTERVAL SIZE

NUM NUM NAME NAME  ORIGIN NUMBER  in Haldane cM
15 001 BOFBOF 4 maternal 5 5.268
15 001 BOFBOF 7 maternal 5 5.268

In der Spalte ,,ON THE MATERNAL HAPLOTYPE® wird angezeigt:

+ die Nummer der Rekombinationen in jedem Haplotyp

« [] Wahrscheinlichkeit einer Rekombination vs. einer Nicht-Rekombination
« {} minimaler Abstand zwischen zwei Crossovers (in Haldane cM)

RUN PED PEDIGREE PERSON ON THE MATERNAL ON THE PATERNAL

NUM NUM NAME NAME HAPLOTYPE HAPLOTYPE
15 001  BOFBOF 4 1[0.052632] { } o 1{
15 001  BOFBOF 7 1[0.052632] { } of 1{

Summe der SimWalk-Analyse:

RUN PED PED STEPS LOG-10 RECOMBINATIONS HAPLOTYPES WITH r
RECOMB:

NUM NUM NAME TAKEN LIKELIHOOD EXPECTED SEEN r=0 r=1 r=2 r=3 r>3

15 001 BOFBOF  26% -48.03501 24 2 2 2 0 0 O

Abbildung 11: SimWalk2 2.91 Analyse. Chromosom 22.

Der oben berechnete Stammbaum wurde nach 215393 Rechenoperationen ermittelt. Es fin-

den sich 2 Einzelrekombinationen im Intervall 5 zwischen den Markern ,,5° und ,,6.

3.8 HaploPainter

Die mit dieser Software erhaltenen Diagramme werden zusammen mit den Tabellen jedes
Chromosoms und den Markerdaten im néchsten Kapitel gezeigt. Jedes Diagramm ent-
spricht einem Chromosom mit in verschiedenen Farben dargestellten Allelverteilungen. An

der linken Seite der Grafik kann man die jeweils analysierten Marker geméf ihrer Position

im Chromosom sehen.
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3.9 Untersuchung der verdachtigen chromosomalen Regionen:
GeneRetriever / OMIM-Datenbank / NCBI mapview

Die Position aller Gene und Marker auf dem menschlichen Chromosomen ist dank des
,Humanen Genom Projekts* bekannt. Dadurch war es mit Hilfe von Datenbanken mog-
lich, die Gene der Regionen zu bestimmen, die allen erkrankten Personen gemeinsam sind.
Dafiir wurde die GeneRetriever-Software verwendet, mit der eine Suche nach Genen in
einer bestimmten chromosomalen Region durchgefiihrt wurde. Zuerst wurden die ge-
wiinschten Marker, die das zu untersuchende Intervall begrenzen, eingegeben. Dann wur-
den die Parameter ,,Gene description”, “Type of gene”, “Summary”, “Accession Number”
ausgewdhlt. Die erhaltenen Daten wurden in Tabellen umgewandelt, in denen das Symbol
des Gens, die Position und das Genprodukt dargestellt wurden.

Ferner sind genetisch bedingte Krankheiten sowie die Funktionen des Genprodukts vieler
Gene bekannt. Diese Informationen wurden mit Hilfe von OMIM erhalten
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/). Es wurden die Parameter ,,Gene®, ,Idiogram®, ,STS
(Sequence-tagged site) eingegeben und die Suche durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden in
Tabellen umgewandelt, in denen Datenbanknummer der Gene, Symbole und verursachte
Krankheitsbilder dargestellt wurden.

Eine Auswahl der fiir das BOFS verdichtigen Gene und auch die Liste der in der Region
kartierten Erkrankungen sind in den folgenden Tabellen dargestellt. Diese wurden nach
den in der Diskussion erkldrten Grundséitzen so zusammengestellt, dass von den Genen, die
auf einem Chromosom lokalisiert sind, nur diejenigen gelistet sind, die nach diesen Krite-
rien eine mogliche Verbindung zu den Symptomen des BOFS haben konnten.

Von jedem nicht aufgrund von Segregationsanalysen ausgeschlossenen Chromosom wird
zuerst die Tabelle (a) mit den in der Region kartierten Genen gezeigt. Falls Krankheitsbil-
der dieser chromosomalen Region in Beziehung mit dem BOFS stehen, werden diese in
einer zweiten Tabelle (b) dargestellt. Allen Tabellen liegen die Daten aus der Datenbank
von H. sapiens (NCBI mapview Genome Build 35.1) zugrunde. Die zwischenzeitlich
(September 2006) veroffentlichte Version 36.2 wurde ignoriert, da hier nicht nur alle Gene
(tatsdchliche und vom Computer vorhergesagte) enthalten sind, sondern von jedem
einzelnen Gen jedes Exon als eigener Datensatz existiert, was die Darstellung uniibersicht-
lich gestalten wiirde.

Bei den Gentabellen ist in der ersten Spalte das Symbol des Gens und in der zweiten eine

kurze Beschreibung des Genproduktes in alphabetischer Sortierung dargestellt. In der drit-
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ten Spalte wurde (nach weiter unten aufgefiihrten Griinden) eine personliche Einschédtzung
iiber die Wahrscheinlichkeit eines Zusammenhangs mit dem BOFS dargestellt. Gene, die
mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden konnten, wurden aus der Tabelle herausge-
nommen. Gene, iiber die keine Aussage getroffen werden kann, wurden mit ,,?* und Gene,

die in einem Zusammenhang mit dem BOFS stehen konnten, mit ,,j* gekennzeichnet.

Bei den, auf den folgenden Seiten dargestellten Krankheitstabellen wird in der ersten
Spalte die OMIM-Nummer der Erkrankung angezeigt, in der zweiten der Name und in der

dritten das Symbol, das das Krankheitsbild in der OMIM-Datenbank hat.

Fiir Chromosom 1 konnten keine gemeinsamen Haplotypen bei den erkrankten Individuen
gefunden werden. Somit ist dieses Chromosom komplett als Kandidatengenregion fiir das

BOFS ausgeschlossen.

Tabelle 7: Chromosom 2. Region: 0 — 7.389.274 bp

44 Gene befinden sich in dieser Region; 20 davon kamen in die engere Auswahl. Die Daten sind in
alphabetischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in
Abbildung 12 auf Seite 68.

Gen-Symbol Name ?
C2orf22 chromosome 2 open reading frame 22 ?
COLECII collectin sub-family member 11 ?
DDEF? development and differentiation enhancing factor 2 ?
DDXI1 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 1 ?
E2F6 E2F transcription factor 6 ?
ITGBI1BPI integrin beta 1 binding protein 1 ?
KCNF1 potassium voltage-gated channel, subfamily F, member 1 ?
LAPTM4A4 lysosomal-associated protein transmembrane 4 alpha ?
MYTIL myelin transcription factor 1-like ?
NTSR2 neurotensin receptor 2 ?
OACT2 O-acyltransferase (membrane bound) domain containing 2 ?
ODD odd-skipped homolog (Drosophila) ?
RNF144 ring finger protein 144 ?
RPS7 ribosomal protein S7 ?
SOX11 SRY (sex determining region Y)-box 11 ?
TFCP2L2 transcription factor CP2-like 2 ?
TIEG2 TGFB inducible early growth response 2 ?
TXNDC7 thioredoxin domain containing 7 (protein disulfide isomerase) ?
WDR35 WD repeat domain 35 ?

YWHAQ tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, ?
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Gen-Symbol Name ?
theta polypetide

Fiir Chromosom 2 konnten 4 Krankheitsbilder im Bereich des gemeinsamen Haplotypen
der erkrankten Individuen gefunden werden. Allerdings konnten die aus dem Intervall 0 —

7.389.274 bp gefundene Krankheitsbilder anhand der Symptome ausgeschlossen werden.

Tabelle 8a: Chromosom 3. Regionen: 124.525.825 — 174.965.717 bp und 193.159.931 —
198.502.745 bp

442 Gene befinden sich in diesen Regionen; 58 davon kamen in die engere Wahl. Die Daten sind in
alphabetischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in
Abbildung 13 auf Seite 68.

Gen-Symbol Name ?
ABTBI ankyrin repeat and BTB (POZ) domain containing 1 ?
AMOTL? angiomotin like 2 ?
ARMCS armadillo repeat containing 8 ?
BITE p10-binding protein ?
CHCHD6 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 6 ?
CHR3SYT chr3 synaptotagmin ?
CHSTI3 carbohydrate (chondroitin 4) sulfotransferase 13 ?
CHST2 carbohydrate (N-acetylglucosamine-6-O) sulfotransferase 2 ?
CLDN18 claudin 18 ?
COMMD?2 COMM domain containing 2 ?
CPA3 carboxypeptidase A3 (mast cell) ?
CPNE4 copine IV ?
DHX36 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 36 ?
DNAJCI3 Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 13 ?
EPHBI EphBl1 ?
FAIM Fas apoptotic inhibitory molecule ?
FLJ12592 putative acyl-CoA dehydrogenase ?
FLJ46299 FLJ46299 protein ?
GOLPH4 golgi phosphoprotein 4 ?
GR6 putative GR6 protein ?
ITGBS integrin, beta 5 j
KPNA4 karyopherin alpha 4 (importin alpha 3) ?
KY kyphoscoliosis peptidase ?
MRAS muscle RAS oncogene homolog ?
MUCI3 mucin 13, epithelial transmembrane ?
MYNN myoneurin ?
NCK1 NCK adaptor protein 1 ?

OSBPLI1 oxysterol binding protein-like 11 ?
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Gen-Symbol Name ?
PCOLCE2 procollagen C-endopeptidase enhancer 2

PDCDI0 programmed cell death 10

PIK3CB phosphoinositide-3-kinase, catalytic, beta polypeptide
PIK3R4 phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 4, p150
PLDI phospholipase D1, phophatidylcholine-specific

PLXNAI plexin Al

RABG6B RABG6B, member RAS oncogene family

RASA2 RAS p21 protein activator 2

RNF13 ring finger protein 13

RYK RYK receptor-like tyrosine kinase

SELT selenoprotein T

SHOX2 short stature homeobox 2

SKIL SKI-like

SLCI248 solute carrier family 12 (potassium/chloride transporters), member 8
SLC33A41 solute carrier family 33 (acetyl-CoA transporter), member 1
SLC4143 solute carrier family 41, member 3

SNX4 sorting nexin 4

SOX14 SRY (sex determining region Y)-box 14

SRPRB signal recognition particle receptor, B subunit

STAGI stromal antigen 1

TAZ transcriptional co-activator with PDZ-binding motif (TAZ)
TFDP2 transcription factor Dp-2 (E2F dimerization partner 2)
TLOC!I translocation protein 1

TOPBPI topoisomerase (DNA) II binding protein 1

TRIM42 tripartite motif-containing 42

TRIM59 tripartite motif-containing 59

UBEIDCI ubiquitin-activating enzyme E1-domain containing 1
USH3A Usher syndrome 3A

ZICI Zic family member 1 (odd-paired homolog, Drosophila)
zZIc4 Zic family member 4

Tabelle 8b: Chromosom 3. Krankheitsbilder in den Regionen 124.525.825 — 174.965.717
bp und 193.159.931 — 198.502.745 bp

Von den in der Datenbank gefundenen 47 Krankheitsbildern kamen nur zwei in die engere Auswahl, 45
wurden verworfen. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in Abbildung 13 auf Seite 68.

OMIM-
Nummer
603212

117700

Krankheitsbilder

Cataract, juvenile-onset;Cataract, congenital

Hypoceruloplasminemia, hereditary; Cerebellar ataxia; Hemosiderosis,
systemic, due to aceruloplasminemia

Symbol

BFSP2
CP
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Tabelle 9a: Chromosom 4. Region: 40.047.136 — 122.344.093 bp

528 Gene befinden sich in dieser Region; 30 davon kamen in die engere Wahl. Die Daten sind in
alphabetischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in
Abbildung 14 auf Seite 70.

Gen-Symbol Name ?
ANXA3 annexin A3 ?
ASAHL N-acylsphingosine amidohydrolase (acid ceramidase)-like ?
ATP8AI ATPase, aminophospholipid transporter (APLT), Class I, type 8A, member 1  ?
BRDG1 BCR downstream signaling 1 ?
CCNG2 cyclin G2 ?
CCNI cyclin I ?
CDKL2 cyclin-dependent kinase-like 2 (CDC2-related kinase) ?
CHIC? cysteine-rich hydrophobic domain 2 ?
FRASI Fraser syndrome 1 j
G3BP2 Ras-GTPase activating protein SH3 domain-binding protein 2 ?
GRSFI G-rich RNA sequence binding factor 1 ?
HAT airway trypsin-like protease ?
KDR kinase insert domain receptor (a type III receptor tyrosine kinase) ?
LPHN3 latrophilin 3 ?
N4BP2 Nedd4 binding protein 2 ?
NRPS998 2-aminoadipic 6-semialdehyde dehydrogenase ?
PDCL2 phosducin-like 2 ?
PDGFRA platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide j
PWDMP WD repeat membrane protein PWDMP ?
RASSF6 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 6 ?
RCHYI ring finger and CHY zinc finger domain containing 1 ?
RPL9 ribosomal protein L9 ?
SCARB?2 scavenger receptor class B, member 2 ?
SCFD2 secl family domain containing 2 ?
SEC3LI SEC3-like 1 (S. cerevisiae) ?
ShrmL Shroom-related protein ?
SLC3049 solute carrier family 30 (zinc transporter), member 9 ?
SLC4A44 solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 4 j
TEC tec protein tyrosine kinase ?
VDP vesicle docking protein p115 ?

Tabelle 9b: Chromosom 4. Krankheitsbilder in der Region 40.047.136 — 122.344.093 bp
Von den in der Datenbank gefundenen 46 Krankheitsbildern kam nur eines in die engere Auswahl, 45
wurden verworfen. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in Abbildung 14 auf Seite 70.
OMIM- Krankheitsbild(er) Symbol
Nummer

603786 Morbus Stargardt Typ 4 STGD4
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Tabelle 10a: Chromosom 5. Region: 168.375.302 — 179.921.252 bp

161 Gene befinden sich in dieser Region; 39 davon kamen in die engere Auswahl. Die Daten sind in alpha-
betischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in
Abbildung 15 auf Seite 71.

Gen-Symbol Name ?
CANX calnexin ?
CLK4 CDC-like kinase 4 ?
CLTB clathrin, light polypeptide (Lcb) ?
COL2341 collagen, type XXIII, alpha 1 ?
DDX41 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 41 ?
DUSPI dual specificity phosphatase 1 j
ETEA(UBXDS ) expressed in T-cells and eosinophils in atopic dermatitis ?
FBXW11 F-box and WD-40 domain protein 11 ?
FGF1 fibroblast growth factor 1 ]
FGF18 fibroblast growth factor 18 j
FGFR4 fibroblast growth factor receptor 4 j
FLT4 fms-related tyrosine kinase 4 j
FOXx1i forkhead box 11 ]
HNRPAB heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B ?
HNRPHI heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1 (H) ?
MAMLI mastermind-like 1 (Drosophila) ?
MGATI mannosyl (alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,2-N- ?
acetylglucosaminyltransferase
MGAT4B mannosyl (alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,4-N- ?
acetylglucosaminyltransferase, isoenzyme B
MSX2 msh homeo box homolog 2 (Drosophila) J
MXD3 MAX dimerization protein 3 ?
NOLA?2 nucleolar protein family A, member 2 (H/ACA small nucleolar RNPs) | ?
NPM1 nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin) ?
PC-LKC protocadherin LKC ?
PDLIM7 PDZ and LIM domain 7 (enigma) ?
RANBP17 RAN binding protein 17 ?
RASGEFIC RasGEF domain family, member 1C ?
RGS14 regulator of G-protein signalling 14 ?
RNF130 ring finger protein 130 ?
RNF44 ring finger protein 44 ?
RPL26L1 ribosomal protein L26-like 1 ?
SFXNI sideroflexin 1 ?
SLC34A41 solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 1 ?
STC2 stanniocalcin 2 ?
TLX3 T-cell leukemia, homeobox 3 ?
ZNF346 zinc finger protein 346 ?
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Gen-Symbol Name

ZNF3544 zinc finger protein 354A
ZNF354B zinc finger protein 354B
ZNF354C zinc finger protein 354C
ZNF454 zinc finger protein 454

Tabelle 10b: Chromosom 5. Krankheitsbilder in der Region 168.375.302 — 179.921.252

bp

Von den in der Datenbank gefundenen 15 Krankheitsbildern kamen nur drei in die engere Auswahl, 12

wurden verworfen. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in Abbildung 15 auf Seite 71.

Krankheitsbilder

OMIM-
Nummer

123101

606681
136352

Craniosynostosis, type 2; Parietal foramina 1; Parietal foramina with
cleidocranial dysplasia

Weaver syndrome

Hemangioma, capillary infantile, somatic

Tabelle 11a: Chromosom 6. Region: 0 — 36.373.842 bp
612 Gene befinden sich in dieser Region; 102 davon kamen in die engere Auswahl. Die Daten sind in alpha-
betischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehorige HaploPaint-Diagramm findet sich in Abbil-

dung 16 auf Seite 72.

Gen-Symbol
ABCF1I
ABTI

AGER
AGPATI

ATP6VIG2
BMP6
BPHL

CLICI
CPNE5
CREBLI
CSNK2B
CTAG3
DAAM?
DDAH?2
DDRI1
DOM3Z
DSP
DTNBPI

Name

ATP-binding cassette, sub-family F (GCN20), member 1

activator of basal transcription 1

advanced glycosylation end product-specific receptor

1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 1 (lysophosphatidic acid

acyltransferase, alpha)

ATPase, H+ transporting, lysosomal 13kDa, V1 subunit G isoform 2

bone morphogenetic protein 6

biphenyl hydrolase-like (serine hydrolase; breast epithelial mucin-associated  ?

antigen)

chloride intracellular channel 1

copine V

cAMP responsive element binding protein-like 1
casein kinase 2, beta polypeptide

cancer/testis antigen 3

dishevelled associated activator of morphogenesis 2
dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2
discoidin domain receptor family, member 1
dom-3 homolog Z (C. elegans)

desmoplakin

dystrobrevin binding protein 1
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Gen-Symbol Name

EDNI endothelin 1

EGFLS EGF-like-domain, multiple 8

FKBPL FK506 binding protein like

FLOTI flotillin 1

FOXF2 forkhead box F2

FOXP4 forkhead box P4

FOXQl1 forkhead box Q1

FRS3 fibroblast growth factor receptor substrate 3

GMNN geminin, DNA replication inhibitor

GNLI guanine nucleotide binding protein-like 1

GPLDI glycosylphosphatidylinositol specific phospholipase D1
GPX6 glutathione peroxidase 6 (olfactory)

GTF2H4 general transcription factor ITH, polypeptide 4, 52kDa
HCGY HLA complex group 9

HLA-F major histocompatibility complex, class I, F

HMGN4 high mobility group nucleosomal binding domain 4
HSPAIA heat shock 70kDa protein 1A

HSPAIB heat shock 70kDa protein 1B

HSPAIL heat shock 70kDa protein 1-like

HUSIB HUSI checkpoint homolog b (S. pombe)

IBRDC2 IBR domain containing 2

IER3 immediate early response 3

IHPK3 inositol hexaphosphate kinase 3

KIF134 kinesin family member 13A

LRRCI6 leucine rich repeat containing 16

LYS6 lymphocyte antigen 86

MRS2L MRS2-like, magnesium homeostasis factor (S. cerevisiae)
NFYA nuclear transcription factor Y, alpha

NOTCH4 Notch homolog 4 (Drosophila)

NUPI153 nucleoporin 153kDa

OFCCI orofacial cleft 1 candidate 1

PAKIIPI PAKI interacting protein 1

PBX2 pre-B-cell leukemia transcription factor 2

PGBD1 piggyBac transposable element derived 1

PHACTRI phosphatase and actin regulator 1

PHF1 PHD finger protein 1

POUSFI POU domain, class 5, transcription factor 1

PPPIRI0 protein phosphatase 1, regulatory subunit 10
PPPIRII protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 11
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Gen-Symbol Name

PRSS16 protease, serine, 16 (thymus)

RANBPY RAN binding protein 9

RDBP RD RNA binding protein

RFP ret finger protein

RING1 ring finger protein 1

RIOK1 RIO kinase 1 (yeast)

RIPK1 receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1

RNF39 ring finger protein 39

RNF5 ring finger protein 5

RNF$8 ring finger protein (C3HC4 type) 8

RPS10 ribosomal protein S10

RREBI ras responsive element binding protein 1

SECSLI SEC5-like 1 (S. cerevisiae)

SERPINBI serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 1

SERPINBG6 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 6

SERPINBY serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 9

SIRTS sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 5 (S.
cerevisiae)

SKIV2L superkiller viralicidic activity 2-like (S. cerevisiae)

SLC35B3 solute carrier family 35, member B3

SLC3947 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 7

SOX4 SRY (sex determining region Y)-box 4

SSR1 signal sequence receptor, alpha (translocon-associated protein alpha)

STK19 serine/threonine kinase 19

TAF11 TAF11 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated
factor, 28kDa

TFAP2A4 transcription factor AP-2 alpha (activating enhancer binding protein 2 alpha) ?

THEM?2 thioesterase superfamily member 2

TRIM10 tripartite motif-containing 10

TRIM15 tripartite motif-containing 15

TRIM26 tripartite motif-containing 26

TRIM31 tripartite motif-containing 31

TRIM38 tripartite motif-containing 38

TRIM39 tripartite motif-containing 39

TRIM40 tripartite motif-containing 40

TTRAP TRAF and TNF receptor associated protein

UBD ubiquitin D

USP49 ubiquitin specific protease 49

VPS52 vacuolar protein sorting 52 (yeast)

ZNF165 zinc finger protein 165



3. Ergebnisse

53

Gen-Symbol Name

ZNF184 zinc finger protein 184 (Kruppel-like)
ZNF187 zinc finger protein 187

ZNF192 zinc finger protein 192

ZNF311 zinc finger protein 311

ZNF3224 zinc finger protein 322A

ZNF76 zinc finger protein 76 (expressed in testis)
ZNRDI zinc ribbon domain containing, 1

Tabelle 11b: Chromosom 6. Krankheitsbilder in der Region 0 —36.373.842 bp
Von den in der Datenbank gefundenen 52 Krankheitsbildern kam nur eines in die engere Auswahl, 51
wurden verworfen. HaploPaint-Diagramm von Chromosom 6 siche Abbildung 16 auf Seite 72.

OMIM-Nummer

119530

Krankheitsbilder
Orofacial cleft-1

Tabelle 12: Chromosom 7. Region: 66.694.958 — 115.682.245 bp

404 Gene befinden sich in dieser Region; 84 davon kamen in die engere Auswahl. Die Daten sind in

alphabetischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehoérige HaploPaint-Diagramm findet sich in Ab-
bildung 17 auf Seite 73.

Gen-Symbol
ADAM?22
ARPCIA
ARPCIB
ACTL6B
ASK

APS
APISI
ASB4
ARS?2
ATPG6VIF
AIPI
BAZIB
CADPS?2
CAPZA?2
CAV2
CCT6A4
CLDNI5
CPSF4
COPG2
CHCHD?
COPS6

Name

a disintegrin and metalloproteinase domain 22

actin related protein 2/3 complex, subunit 1A, 41kDa
actin related protein 2/3 complex, subunit 1B, 41kDa
actin-like 6B

activator of S phase kinase

adaptor protein with pleckstrin homology and src homology 2 domains
adaptor-related protein complex 1, sigma 1 subunit
ankyrin repeat and SOCS box-containing 4

arsenate resistance protein ARS2

ATPase, H+ transporting, lysosomal 14kDa, V1 subunit F
atrophin-1 interacting protein 1

bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1B
Ca2+-dependent activator protein for secretion 2
capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 2
caveolin 2

chaperonin containing TCP1, subunit 6A (zeta 1)
claudin 15

cleavage and polyadenylation specific factor 4, 30kDa
coatomer protein complex, subunit gamma 2
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 2

COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 6 (Arabidopsis)
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Gen-Symbol Name

CTTNBP?2 cortactin binding protein 2

CUTLI cut-like 1, CCAAT displacement protein (Drosophila)

DMTFI cyclin D binding myb-like transcription factor 1

EGFR epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) oncogene j
homolog, avian)

FKBPIL FK506 binding protein 9-like

FZDI frizzled homolog 1 (Drosophila)

FZD9 frizzled homolog 9 (Drosophila)

GPR85 G protein-coupled receptor 85

GTF2IRDI GTF2I repeat domain containing 1

GNAIl guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity
polypeptide 1

GNB2 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2

GNAT3 guanine nucleotide binding protein, alpha transducing 3

HIC I-mfa domain-containing protein

LANCL?2 LanC lantibiotic synthetase component C-like 2 (bacterial)

LMTK?2 lemur tyrosine kinase 2

LRRC4 leucine rich repeat containing 4

NPTX2 neuronal pentraxin II

NIPA nuclear interacting partner of anaplastic lymphoma kinase (ALK)

NRF1 nuclear respiratory factor 1

ODAG ocular development-associated gene

PDAPI PDGFA associated protein 1

PTCDI pentatricopeptide repeat domain 1

PEX] peroxisome biogenesis factor 1

PFTKI PFTAIRE protein kinase 1

POMZP3 POM (POM121 homolog, rat) and ZP3 fusion

PRKRIP1 PRKR interacting protein 1 (IL11 inducible)

PCOLCE procollagen C-endopeptidase enhancer

PPPIR94 protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 9A

RASA4 RAS p21 protein activator 4

RBM28 RNA binding motif protein 28

SRCRB4D scavenger receptor cysteine rich domain containing, group B (4 domains)

SEC61G Sec61 gamma subunit

SEMA34 sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted,
(semaphorin) 3A

SEMA3C sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted,
(semaphorin) 3C

SEMA3D sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted,
(semaphorin) 3D

SEMA3E sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted,
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Gen-Symbol Name ?
(semaphorin) 3E
SLCI249 solute carrier family 12 (potassium/chloride transporters), member 9 ?
SLC26A44 solute carrier family 26, member 4 J
SRI sorcin ?
SAMDY sterile alpha motif domain containing 9 ?
SUMF?2 sulfatase modifying factor 2 ?
TAF6 TAF6 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, j
80kDa
TES testis derived transcript (3 LIM domains) ?
TRIP6 thyroid hormone receptor interactor 6 ?
TFEC transcription factor EC ?
TM4SF12 transmembrane 4 superfamily member 12 ?
TNPO3 transportin 3 ?
TRIM4 tripartite motif-containing 4 ?
TRIM56 tripartite motif-containing 56 ?
YWHAG tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, ?
gamma polypeptide
VIK vav-1 interacting Kruppel-like protein j
WNT2 wingless-type MMTYV integration site family member 2 ?
ZNF277 zinc finger protein (C2H2 type) 277 ?
ZFD25 zinc finger protein (ZFD25) ?
ZNF117 zinc finger protein 117 (HPF9) j
ZNF138 zinc finger protein 138 (clone pHZ-32) ?
ZNF3 zinc finger protein 3 (A8-51) j
ZNF36 zinc finger protein 36 (KOX 18) j
ZNF38 zinc finger protein 38 j
ZNF498 zinc finger protein 498 J
ZNF92 zinc finger protein 92 (HTF12) ?
ZFP95 zinc finger protein 95 homolog (mouse)
ZNHITI zinc finger, HIT domain containing 1

Fiir Chromosom 7 konnten 41 Krankheitsbilder im Bereich des gemeinsamen Haplotypen

der erkrankten Individuen gefunden werden. Allerdings konnten die aus dem Intervall

66.694.958 — 115.682.245 bp gefundene Krankheitsbilder anhand der Symptome

ausgeschlossen werden.

Fiir die Chromosomen 8, 9 und 10 konnten keine gemeinsamen Haplotypen bei den er-

krankten Individuen gefunden werden. Somit sind diese Chromosomen komplett als Kan-

didatengenregionen fiir das BOFS ausgeschlossen.
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Tabelle 13a: Chromosom 11. Region: 5.944.360 — 67.650.107 bp
948 Gene befinden sich in dieser Region; 133 davon kamen in die engere Auswahl. Die Daten sind in alpha-
betischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehorige HaploPaint-Diagramm findet sich in Abbil-
dung 18 auf Seite 74.

Gen-Symbol Name ?
ABTB?2 ankyrin repeat and BTB (POZ) domain containing 2 ?
ACY-3 aspartoacylase-3 ?
ALDH3BI aldehyde dehydrogenase 3 family, member B1 ?
ARFIP2 ADP-ribosylation factor interacting protein 2 (arfaptin 2) ?
ARHGAPI Rho GTPase activating protein 1 ?
ASCL3 achaete-scute complex (Drosophila) homolog-like 3 ?
ASRGLI asparaginase like 1 ?
BHCS80 BRAF35/HDAC2 complex (80 kDa) ?
CDC42EP2 | CDCA42 effector protein (Rho GTPase binding) 2 ?
CHSTI carbohydrate (keratan sulfate Gal-6) sulfotransferase 1 ?
CLC cardiotrophin-like cytokine ?
CMT4B2 Charcot-Marie-Tooth neuropathy 4B2 (autosomal recessive, with myelin outfolding)
COPB coatomer protein complex, subunit beta
COROIB coronin, actin binding protein, 1B ?
CREB3LI cAMP responsive element binding protein 3-like 1 ?
CSTF3 cleavage stimulation factor, 3' pre-RNA, subunit 3, 77kDa ?
CTNND1 catenin (cadherin-associated protein), delta 1 ?
DELGEF deafness locus associated putative guanine nucleotide exchange factor ?
DKK3 dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis) ?
DPF2 D4, zinc and double PHD fingers family 2 ?
DPP3 dipeptidylpeptidase 3 ?
EFEMP?2 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 2 ?
EHDI EH-domain containing 1 ?
FBXL11 F-box and leucine-rich repeat protein 11 ?
FBXO3 F-box protein 3 ?
FGF19 fibroblast growth factor 19
FIBP fibroblast growth factor (acidic) intracellular binding protein
FLRTI fibronectin leucine rich transmembrane protein 1 ?
FXCI fracture callus 1 homolog (rat) ?
GAL3ST3 galactose-3-O-sulfotransferase 3 ?
GALNTL4 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N- ?
acetylgalactosaminyltransferase-like 4
GAS?2 growth arrest-specific 2 ?
GLYAT glycine-N-acyltransferase ?
GPR48 G protein-coupled receptor 48 ?
GSTPI glutathione S-transferase pi ?
HIPK3 homeodomain interacting protein kinase 3 ?
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Gen-Symbol Name ?
HPS5 Hermansky-Pudlak syndrome 5
HRASLS?2 HRAS-like suppressor 2 ?
HRASLS3 HRAS-like suppressor 3 ?
HRLPS5 H-rev107-like protein 5 ?
HRMTIL3 HMT1 hnRNP methyltransferase-like 3 (S. cerevisiae) ?
HSPCAL3 heat shock 90kDa protein 1, alpha-like 3 ?
HTATIP HIV-1 Tat interacting protein, 60kDa ?
1PO7 importin 7 ?
KBTBD4 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 4 ?
KCNCI potassium voltage-gated channel, Shaw-related subfamily, member 1 ?
LIN7C lin-7 homolog C (C. elegans) ?
LMOI LIM domain only 1 (thombotin 1) ?
LRP4 low density lipoprotein receptor-related protein 4 ?
LRP5 low density lipoprotein receptor-related protein 5 ?
MAP3K11 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 11
MAP4K?2 mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 2 ?
MARK?2 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 2 ?
MICAL? flavoprotein oxidoreductase MICAL2 ?
MRGPRD MAS-related GPR, member D ?
MS4A410 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 10 ?
MS4412 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 12 ?
MS4A444 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4 ?
MS4464 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 6A ?
MS4A47 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 7 ?
MS4A4A8B membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 8B ?
MUCI5 mucin 15 ?
NAV2 neuron navigator 2
NELLI NEL-like 1 (chicken)

NRIP3 nuclear receptor interacting protein 3 ?
NUCB2 nucleobindin 2 ?
NXF1 nuclear RNA export factor 1

NYD-SP21 testes development-related NYD-SP21 ?
oTO0G otogelin

PACSIN3 protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 3 ?
PARVA parvin, alpha ?
PAX6 paired box gene 6 (aniridia, keratitis)

PIK3C24 phosphoinositide-3-kinase, class 2, alpha polypeptide ?
PLCB3 phospholipase C, beta 3 (phosphatidylinositol-specific)

POLD4 polymerase (DNA-directed), delta 4 ?
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Gen-Symbol Name ?
POLR2G polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide G ?
PPFIAI protein tyrosine phosphatase, receptor type, f polypeptide (PTPRF), interacting protein = ?

(liprin),
PPFIBP2 PTPREF interacting protein, binding protein 2 (liprin beta 2) ?
PPPIRI4B protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 14B ?
PRDM11 PR domain containing 11 ?
PRG3 proteoglycan 3 ?
PRKCDBP protein kinase C, delta binding protein ?

PTH parathyroid hormone ?
RAB3ILI RAB3A interacting protein (rabin3)-like 1 ?
RABGIPI RAB6 interacting protein 1 ?
RADYA4 RAD9 homolog A (S. pombe) ?
RBM14 RNA binding motif protein 14 ?
RBM4 RNA binding motif protein 4 ?
RCNI1 reticulocalbin 1, EF-hand calcium binding domain ?
RHOD ras homolog gene family, member D ?
RIC3 RIC3 protein ?
RNU22 RNA, U22 small nucleolar ?
RPS6KA4 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 4 ?
RTN3 reticulon 3 ?
RTN4RL2 reticulon 4 receptor-like 2 ?
SCGBIAI secretoglobin, family 1A, member 1 (uteroglobin) ?
SCGBID2 secretoglobin, family 1D, member 2 ?
SCGB2A41 secretoglobin, family 2A, member 1 ?
SCYLI SCY1-like 1 (S. cerevisiae) ?
SLC22411 solute carrier family 22 (organic anion/cation transporter), member 11 ?
SLC2246 solute carrier family 22 (organic anion transporter), member 6 ?
SLC2248 solute carrier family 22 (organic anion transporter), member 8 ?
SLC39A413 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 13 ?
SLC342 solute carrier family 3 (activators of dibasic and neutral amino acid transport), member ?

2

SMAP small acidic protein ?
SSH3 slingshot homolog 3 (Drosophila) ?
SSSCAI Sjogren's syndrome/scleroderma autoantigen 1 ?
STIPI stress-induced-phosphoprotein 1 (Hsp70/Hsp90-organizing protein) ?
STK33 serine/threonine kinase 33 ?
STX54 syntaxin 5SA ?
SUV420H1 suppressor of variegation 4-20 homolog 1 (Drosophila) ?
SYTI3 synaptotagmin XIII ?
SYVNI synovial apoptosis inhibitor 1, synoviolin ?

TBX10

T-box 10



3. Ergebnisse 59

Gen-Symbol Name ?
TEADI TEA domain family member 1 (SV40 transcriptional enhancer factor) ?
TMEMI16C transmembrane protein 16C ?
T™MG4 transmembrane gamma-carboxyglutamic acid protein 4 ?
T™X2 thioredoxin-related transmembrane protein 2 ?
TP53111 tumor protein p53 inducible protein 11 ?
TRIM3 tripartite motif-containing 3 ?
TRIM44 tripartite motif-containing 44 ?
TRIMA4S8 tripartite motif-containing 48 ?
TRIMS tripartite motif-containing 5 ?
TRIMS1 tripartite motif-containing 51 ?
TRIM6 tripartite motif-containing 6 ?
USHIC Usher syndrome 1C (autosomal recessive, severe) j
XLKDI1 extracellular link domain containing 1 ?
ZBTB3 zinc finger and BTB domain containing 3 ?
ZDHHCI3 zinc finger, DHHC domain containing 13 ?
ZFPLI zinc finger protein-like 1 ?
ZNF143 zinc finger protein 143 (clone pHZ-1) ?
ZNF214 zinc finger protein 214 ?
ZNF215 zinc finger protein 215 ?

Tabelle 13b: Chromosom 11. Krankheitsbilder in der Region 5.944.360 — 67.650.107 bp

Von den in der Datenbank gefundenen 78 Krankheitsbildern kam nur eines in die engere Auswahl, 77
wurden verworfen. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in Abbildung 18 auf Seite 74.

OMIM-Nummer Krankheitsbild(er) Symbol
108985 Atrophia areata AA

Tabelle 14: Chromosom 12. Region: 117.654.605 — 131.829.011 bp

154 Gene befinden sich in dieser Region; 39 davon kamen in die engere Auswahl. Die Darstellung der Daten
ist in alphabetischer Reihenfolge der Gene gezeigt. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in
Abbildung 19 auf Seite 75.

Gen-Symbol Name ?
ARL6IP4 ADP-ribosylation-like factor 6 interacting protein 4 ?
ABCBY ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 9 ?
ATP6V0A2 ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit a isoform 2 ?
BRI3BP BRI3 binding protein ?
COX6A1 cytochrome c oxidase subunit VIa polypeptide 1 ?
DENR density-regulated protein ?
DIABLO diablo homolog (Drosophila) ?
DNCLI dynein, cytoplasmic, light polypeptide 1 ?

EPIM epimorphin ?
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Gen-Symbol Name

FBXLI10 F-box and leucine-rich repeat protein 10

FBXWS8 F-box and WD-40 domain protein 8§

FZD10 frizzled homolog 10 (Drosophila)

GPR1094 G protein-coupled receptor 109A

GPRI109B G protein-coupled receptor 109B

GPR133 G protein-coupled receptor 133

GOLGA3 golgi autoantigen, golgin subfamily a, 3

HIPIR huntingtin interacting protein-1-related

KSR2 kinase suppressor of Ras-2

MONDOA MIx interactor

NCOR2 nuclear receptor co-repressor 2

PXN paxillin

PXMP2 peroxisomal membrane protein 2, 22kDa

PLA2GIB phospholipase A2, group IB (pancreas)

RAB35 RAB35, member RAS oncogene family

RAN RAN, member RAS oncogene family

RHOF ras homolog gene family, member F (in filopodia)

RNF10 ring finger protein 10

SPPL3 signal peptide peptidase 3

SIRT4 sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 4 (S. cerevisiae)

SFRSS splicing factor, arginine/serine-rich 8 (suppressor-of-white-apricot homolog,
Drosophila)

JIK STE20-like kinase

ULK1 unc-51-like kinase 1 (C. elegans)

ZNF10 zinc finger protein 10 (KOX 1)

ZNF140 zinc finger protein 140 (clone pHZ-39)

ZNF26 zinc finger protein 26 (KOX 20)

ZNF268 zinc finger protein 268

ZNF605 zinc finger protein 605

ZNF84 zinc finger protein 84 (HPF2)

ZCCHCS zinc finger, CCHC domain containing 8

Fiir Chromosom 12 konnten 15 Krankheitsbilder im Bereich des gemeinsamen Haplo-

typen der erkrankten Individuen gefunden werden. Allerdings konnten die aus dem

Intervall 117.654.605 — 131.829.011 bp gefundene Krankheitsbilder anhand der Symptome

ausgeschlossen werden.
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Tabelle 15: Chromosom 13. Region: 102.774.320 — 111.843.600 bp

31 Gene befinden sich in dieser Region; 9 davon kamen in die engere Auswahl. Die Darstellung der
Daten ist in alphabetischer Reihenfolge der Gene gezeigt. Das dazugehorige HaploPaint-Diagramm
findet sich in Abbildung 20 auf Seite 76.

Gen-Symbol |Name ?
ADPRHLI ADP-ribosylhydrolase like 1 ?
ANKRD10 ankyrin repeat domain 10 ?
ARHGEF7 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 7 ?
ATP11A4 ATPase, Class VI, type 11A ?
CDCI6 CDCI16 cell division cycle 16 homolog (S. cerevisiae) ?
RAB20 RAB20, member RAS oncogene family ?
RASA3 RAS p21 protein activator 3 ?
SOXI SRY (sex determining region Y)-box 1 ]
TPP2 tripeptidyl peptidase 11 ?

Fiir Chromosom 13 konnten 7 Krankheitsbilder im Bereich des gemeinsamen Haplotypen
der erkrankten Individuen gefunden werden. Allerdings konnten die aus dem Intervall
102.774.320 — 111.843.600 bp gefundene Krankheitsbilder anhand der Symptome

ausgeschlossen werden.

Tabelle 16a: Chromosom 14. Region: 77.727.920 — 94.366.617 bp

111 Gene befinden sich in dieser Region; 11 davon kamen in die engere Auswahl. Die Daten sind in alphabe-
tischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehorige HaploPaint-Diagramm findet sich in Abbildung
21 auf Seite 77.

Gen-Symbol Name ?
CLMN calmin (calponin-like, transmembrane) ?
DIO2 deiodinase, iodothyronine, type 11 j
FAMI14A4 family with sequence similarity 14, member A ?
GSC goosecoid ?
JDP2 jun dimerization protein 2 ?
NDUFBI1 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 1, 7kDa ?
POMT?2 protein-O-mannosyltransferase 2 j
RIN3 Ras and Rab interactor 3 ?
SERPINAI3 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, ?
antitrypsin), member 13
TCL6 T-cell leukemia/lymphoma 6 ?

TGFB3 transforming growth factor, beta 3 J
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Tabelle 16b: Chromosom 14: Krankheitsbilder in der Region 77.727.920 — 94.366.617 bp

Von den in der Datenbank gefundenen 31 Krankheitsbildern kamen nur zwei in die engere Auswahl, 29
wurden verworfen. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in Abbildung 21 auf Seite 77.

OMIM-Nummer Krankheitsbilder Symbol
276900 Usher syndrome, type 1A USHI
164210 Hemifacial microsomia HFM

Tabelle 17: Chromosom 15. Regionen: 68.970.713 — 82.022.003 bp und 92.512.093 —
97.409.971 bp.
219 Genebefinden sich in diesen Regionen; 7 davon kamen in die engere Auswahl. Die Daten sind in alpha-

betischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in
Abbildung 22 auf Seite 78.

DNA-Symbol Name ?
ALDHIA3 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3 j
ARRDC4 arrestin domain containing 4 ?
ASB7 ankyrin repeat and SOCS box-containing 7 ?
LRRC28 leucine rich repeat containing 28 ?
LRRK]I leucine-rich repeat kinase 1 ?
MCTP2 multiple C2-domains with two transmembrane regions 2 ?
WINS1 WINSI protein with Drosophila Lines (Lin) homologous domain ?

Fiir Chromosom 15 konnten 27 Krankheitsbild im Bereich des gemeinsamen Haplotypen
der erkrankten Individuen gefunden werden. Allerdings konnten diese aus den Intervallen
68.970.713 — 82.022.003 bp und 92.512.093 — 97.409.971 bp gefundenen Krankheitsbilder

anhand der Symptome ausgeschlossen werden.

Fiir die Chromosomen 16 und 17 konnten keine gemeinsamen Haplotypen bei den
erkrankten Individuen gefunden werden. Somit sind diese Chromosomen komplett als

Kandidatengenregionen fiir BOFS ausgeschlossen.

Tabelle 18a: Chromosom 18. Region: 51.522.056 — 75.965.572 bp

117 Gene befinden sich in dieser Region; 18 davon kamen in die engere Auswahl. Die Daten sind in alphabe-
tischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehorige HaploPaint-Diagramm findet sich in Abbildung
23 auf Seite 79.

Gen-Symbol Name ?
CDH19 cadherin 19, type 2 ?
CNDPI carnosine dipeptidase 1 (metallopeptidase M20 family) ?
CNDP2 CNDP dipeptidase 2 (metallopeptidase M20 family) ?
CTDPI CTD (carboxy-terminal domain, RNA polymerase II, polypeptide A) phosphatase, | j

subunit 1
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Gen-Symbol Name ?
HAK heart alpha-kinase ?
KCNG2 potassium voltage-gated channel, subfamily G, member 2 ?
POLCI PQ loop repeat containing 1 ?
RNF152 ring finger protein 152 ?
SALL3 sal-like 3 (Drosophila) j
SERPINBS serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 8 ?
SOCS6 suppressor of cytokine signaling 6 ?
TXNLI thioredoxin-like 1 ?
TXNL4 thioredoxin-like 4 ?
VPS4B vacuolar protein sorting 4B (yeast) ?
ZADH?2 zinc binding alcohol dehydrogenase, domain containing 2 ?
ZCCHC2 zinc finger, CCHC domain containing 2 ?
ZNF407 zinc finger protein 407 ?
ZNF516 zinc finger protein 516 ?

Tabelle 18b: Chromosom 18. Krankheitsbilder in der Region 51.522.056 — 75.965.572 bp

Von den in der Datenbank gefundenen 15 Krankheitsbildern kam nur eins in die engere Auswahl, 14 wurden
verworfen. Das dazugehorige HaploPaint-Diagramm findet sich in Abbildung 23 auf Seite 79.

OMIM-Nummer Krankheitsbild(er) Symbol
600624 Cone-Rod Distrophy-1 CORD 1

Tabelle 19: Chromosom 19. Regionen: 3.265.135 — 8.056.405 bp und 58.797.196 —
67.711.695 bp
305 Gene befinden sich in diesen Regionen; 77 davon kamen in die engere Auswahl. Die Daten sind in

alphabetischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in Ab-
bildung 24 auf Seite 80.

Gen-Symbol Name ?
BC-2 putative breast adenocarcinoma marker (32kD) ?
CACNG6 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6 ?
CACNGS calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 8 ?
CDC42EP5  CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 5 ?
CNOT3 CCR4-NOT transcription complex, subunit 3 ?
GALP galanin-like peptide precursor ?
HKR? GLI-Kruppel family member HKR2 ?
KLPI K562 cell-derived leucine-zipper-like protein 1 ?
LENGI leukocyte receptor cluster (LRC) member 1 ?
PPPIRI2C  protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 12C ?

PPP2RIA protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit A (PR 65), alpha isoform ?
SUV420H2 suppressor of variegation 4-20 homolog 2 (Drosophila) ?
TFPT TCF3 (E2A) fusion partner (in childhood Leukemia) ?
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Gen-Symbol Name

TMC4 transmembrane channel-like 4

U24F2 U2 (RNU2) small nuclear RNA auxiliary factor 2
UBE2M ubiquitin-conjugating enzyme E2M (UBC12 homolog, yeast)
ZEC zinc finger protein Zec

ZFP28 zinc finger protein 28 homolog (mouse)
ZNF132 zinc finger protein 132 (clone pHZ-12)
ZNF134 zinc finger protein 134 (clone pHZ-15)
ZNF135 zinc finger protein 135 (clone pHZ-17)
ZNF137 zinc finger protein 137 (clone pHZ-30)
ZNF154 zinc finger protein 154 (pHZ-92)
ZNF160 zinc finger protein 160

ZNF17 zinc finger protein 17 (HPF3, KOX 10)
ZNF211 zinc finger protein 211

ZNF256 zinc finger protein 256

ZNF272 zinc finger protein 272

ZNF274 zinc finger protein 274

ZNF28 zinc finger protein 28 (KOX 24)
ZNF304 zinc finger protein 304

ZNF324 zinc finger protein 324

ZNF347 zinc finger protein 347

ZNF350 zinc finger protein 350

ZNF415 zinc finger protein 415

ZNF42 zinc finger protein 42 (myeloid-specific retinoic acid-responsive)
ZNF444 zinc finger protein 444

ZNF471 zinc finger protein 471

ZNF494 zinc finger protein 494

ZNF495 zinc finger protein 495

ZNF497 zinc finger protein 497

ZNF499 zinc finger protein 499

ZNF524 zinc finger protein 524

ZNF528 zinc finger protein 528

ZNF530 zinc finger protein 530

ZNF534 zinc finger protein 534

ZNF542 zinc finger protein 542

ZNF543 zinc finger protein 543

ZNF544 zinc finger protein 544

ZNF547 zinc finger protein 547

ZNF548 zinc finger protein 548

ZNF549 zinc finger protein 549
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Gen-Symbol Name ?
ZNF550 zinc finger protein 550 ?
ZNF551 zinc finger protein 551 ?
ZNF552 zinc finger protein 552 ?
ZNF577 zinc finger protein 577 ?
ZNF578 zinc finger protein 578 ?
ZNF579 zinc finger protein 579 ?
ZNF580 zinc finger protein 580 ?
ZNF581 zinc finger protein 581 ?
ZNF582 zinc finger protein 582 ?
ZNF583 zinc finger protein 583 ?
ZNF584 zinc finger protein 584 ?
ZNF586 zinc finger protein 586 ?
ZNF587 zinc finger protein 587 ?
ZNF600 zinc finger protein 600 ?
ZNF606 zinc finger protein 606 ?
ZNF610 zinc finger protein 610 ?
ZNF611 zinc finger protein 611 ?
ZNF613 zinc finger protein 613 ?
ZNF614 zinc finger protein 614 ?
ZNF615 zinc finger protein 615 ?
ZNF616 zinc finger protein 616 ?
ZNF71 zinc finger protein 71 (Cos26) ?
ZNF8 zinc finger protein 8 (clone HF.18) ?
ZNF83 zinc finger protein 83 (HPF1) ?
ZSCANI zinc finger and SCAN domain containing 1 ?

In dieser Tabelle fillt sofort die Haufung von Zinkfinger-Proteinen auf. Diese Gene
mussten als fraglich eingestuft werden, da Expression und Funktion der gelisteten Zink-
finger Proteine nur unvollstindig bekannt sind. Dafiir ist aber bekannt, dass Zinkfinger an
wesentlichen Prozessen der DNA-Transkription beteiligt sind, und damit auch indirekt an

der Regulation der Genexpression.

Fiir Chromosom 19 konnten 51 Krankheitsbilder im Bereich des gemeinsamen Haplo-
typen der erkrankten Individuen gefunden werden. Allerdings konnten die aus den
Intervallen 3.265.135 — 8.056.405bp und 58.797.196 — 67.711.695 bp gefundene

Krankheitsbilder anhand der Symptome ausgeschlossen werden.
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Fiir Chromosom 20 konnten keine gemeinsamen Haplotypen bei den erkrankten Indivi-
duen gefunden werden. Somit ist dieses Chromosom komplett als Kandidatengenregion fiir

das BOFS ausgeschlossen.

Tabelle 20: Chromosom 21. Region: 15.062.513 — 18.989.945 bp

17 Gene finden sich in dieser Region; 9 davon kamen in die engere Auswahl. Die Daten sind in
alphabetischer Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in
Abbildung 25 auf Seite 81.

Gen-Symbol Name ?
ATP5J ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit F6 ?
BACHI BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1 ?
CYYRI cysteine and tyrosine-rich 1 ?
MRPL39 mitochondrial ribosomal protein L39 ?
RBM11 RNA binding motif protein 11 ?
SAMSNI SAM domain, SH3 domain and nuclear localisation signals, 1 ?
STCH stress 70 protein chaperone, microsome-associated, 60kDa ?
USPI6 ubiquitin specific protease 16 ?
ZNF294 zinc finger protein 294 ?

Fiir Chromosom 21 konnten 3 Krankheitsbilder im Bereich des gemeinsamen Haplotypen
der erkrankten Individuen gefunden werden. Allerdings konnten die aus den Intervall
15.062.513 — 18.989.945 bp gefundene Krankheitsbilder anhand der Symptome

ausgeschlossen werden.

Tabelle 21: Chromosom 22. Region: 0 — 20.588.089 bp

167 Gene finden sich in dieser Region; 15 davon kamen in die engere Auswahl. Die Daten sind in alphabeti-
scher Reihenfolge der Gene aufgefiihrt. Das dazugehdrige HaploPaint-Diagramm findet sich in Abbildung 26
auf Seite 81.

Gen-Symbol |Name ?
ATPG6VIE] ATPase, H+ transporting, lysosomal 31kDa, V1 subunit E isoform 1 ?
CECRI cat eye syndrome chromosome region, candidate 1 j
CECRS cat eye syndrome chromosome region, candidate 5 J
CECR6 cat eye syndrome chromosome region, candidate 6 J
CESK1 T-complex protein 1 ?
GGTL4 gamma-glutamyltransferase-like 4 ?
HIC2 hypermethylated in cancer 2 ?
LZTRI leucine-zipper-like transcriptional regulator 1 ?
PEX26 peroxisome biogenesis factor 26 j
RANBPI RAN binding protein 1 ?
RTDRI rhabdoid tumor deletion region gene 1 ?

SCARF?2 scavenger receptor class F, member 2 ?
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Gen-Symbol | Name ?

TBX1 T-box 1 j

TIMP3 tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (Sorsby fundus dystrophy, J
pseudoinflammatory)

YPELI yippee-like 1 (Drosophila) j

Fiir Chromosom 22 konnten 20 Krankheitsbilder im Bereich des gemeinsamen Haplo-
typen der erkrankten Individuen gefunden werden. Allerdings konnten die aus den Intervall
0 — 20.588.089 bp gefundene Krankheitsbilder anhand der Symptome ausgeschlossen

werden.

Die HaploPaint-Diagramme auf den folgenden Seiten 68 bis 81 zeigen diejenigen Chromo-
somen, bei denen nach der Markeranalyse eine Co-Segregation von Markerallelen mit dem
Krankheitsbild gefunden wurde. Somit kann das Chromosom als Tréger eines krankheits-
verursachenden Allels eines Gens fiir das BOFS nicht ausgeschlossen werden.

Die Darstellung der Stammbdume wurde so gewihlt, dass links auBlen die untersuchten
Marker gezeigt werden. Rechts davon ist deren Position in Mbp, gemessen vom Telomer
des kurzen Arms. Danach folgen die Allele der Marker bei den Individuen.

Die Positionen der Marker stimmen nur vage mit den Daten aus NCBI Mapview release
35.1 tberein, so dass z.T. Abweichungen von iiber 1 Mbp mdglich sind. Dies liegt an den
unterschiedlichen Quellen fiir die Darstellungen. Die absoluten Positionen aller Marker
und gemeinsamer Haplotypen, wie sie jeweils in den Legenden der Abbildungen beschrie-
ben sind, stammen aus der NCBI-Datenbank, wéhrend die relativen Angaben in den Abbil-
dungen selbst aus einer Offentlich zugédnglichen Steuerdatei fiir den ABI-Genotyper®
stammen, so dass leichte Diskrepanzen entstehen konnen. Diese Diskrepanzen sind auch
durch die kontinuerliche Genforschungsaktivitdt und entsprechende Sequenzierung von
bisher unbekannten Regionen (Liicken) des menschlichen Genoms erklért, so dass sich die
Daten in der NCBI-Datenbank sehr schnell andern.

Die eckigen Klammern neben den Allelen zeigen das Intervall, welches den gemeinsamen

Haplotyp definiert.
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2 1
319 7.6 1 2 3 2
D252211 15.61 3 31 2
D25162 20.03 1 2 | 2 2
D25168 27.06 a 2 |3 4
305 38.87 1 3| a 2
D25165 4743 3 4| 2 1
367 54.96 2 31 4
D252259 64.29 1 1 2 3
D2S391 70.31 1 2 |3 3
337 80.69 3 4 1 2
D252368 85.48 5 3|4 2
6 94.05 1 111 2
D252333 103.16 3 3 1 2
D252216 111.21 1 2 |3 1
160 122.96 2 3 3 4
D25347 131.51 a 1| 2 1
D2s112 141.62 1 2 3 1
D25151 152.04 3 3| 2 3
D2S142 161.26 2 3 2 2
D252330 169.41 1 1] 4 2
335 175.91 3 1 4 1
D25364 186.21 1 1 1 3
D28117 194.45 4 31 1
25 .53 5 2 4 1
D252382 213.49 2 1] 4 2
D25126 221.13 3 3|3 4
D2S396 232.90 2 1|3 3
D25206 240.79 3 3|3 2
D25338 250.54 2 6 | a 1
D25125 260.63 3 1] a 3
4 3 5
319 7.60 1 3 4 2 2 3
D2s2211 1561 3| @1 3 3 AN B
D25162 2003 1 2| 3 4 2 2
D25168 27.06 4 3 1 1 2 3
305 3887 1 4|1 3 3 4
D2S165 4743 3 2 2 5 4 2
67 5496 2 1] 5 4 3 1
D282259 6429 12 [ 3 2 113
D2S391 7031 1 3|3 2 2 3
337 80.69 3 1] 2 3 4 2
D252368 8548 5 4| 2 1 3 2
D25286 94.05 1 1] 3 1 1 2
D252333 103.16 3 I 1 4 3 3 I 2
D252216 1121 1 3| 2 2 2 3
60 12296 2 3 3 1 3 4
7 13151 4 2|3 101 1
D25112 14162 1 3|1 3 2 1
D25151 15204 3| 2 4 1 31g3
D25142 161.26 2 2 |1 2 2 2
D252330 16941 112 | 3 5 112
335 17591 3 1] 2 1 3 1
D2S364 186.21 1 3 1 2 113
D2S117 19445 4 1] 2 3 4 1
D2s325 20453 5 1 6 3 5 1
D252382 21349 2 2|3 3 2 2
D2S126 22113 3 3 2 1 3194
6 23290 1 3 4 2 2 3
D25206 24079 3QM3 | 3 1 312
D25338 250.54 6 4 3 5 2 1
D25125 26063 1 4| 2 1 3 3
6 7
[ Dbz 7.60 3 4 3EQ2
D2s2211 1561 1 3 3 3
D25162 2003 2 3 1 3
D25168 27.06 3 1 4 1
D25305 38.87 4 1 1 3
D2S165 4743 2 2 3 5
367 54.96 1 5 2 4
D282259 64.29 2 3 1 2
1 7031 1 2 1 2
37 80.69 3 3 3 3
D252368 8548 5 1 5 1
D2S286 9405 113 1 1
D252333 10316 3 4 1 3
D252216 1M.21 1 2 302
D2S160 12296 2 3 3 1
7 13151 4 3 2 1
D25112 14162 1 1 3 3
D25151 15204 3 4 2 1
42 16126 21 1 2 2
D2S2330 169.41 1 5 2 5
335 17591 3 1 1 1
D2S364 186.21 1 2 3 2
D28117 19445 4 3 1 3
D25325 20453 5 3 1 3
D252382 21349 2 I 13 2013
D25126 22113 3 1 3 1
6 23290 1 2 3 2
D25206 24079 31 1 3 1
D2s338 250.54 6 5 4 5
D25125 26063 1. W2 1 1

Abbildung 12: Chromosom 2

Gemeinsamer Haplotyp der Region: 0 — 7.389.274 bp. 44 Gene finden sich in dieser
Region. Davon ist eine Auswahl der fiir das BOFS verdichtigen Gene in Tabelle 7 ab Seite
45 aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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2 1
D3S1297 8.31 3 3 2 1
D3S1304 22.33 4 3 5 6
D3S1263 36.10 4 1 6 3
D3S2338 42.10 1 4 2 4
D3S1266 52,60 1 1 1 2
D3S1277 61.52 2 1 5 3
D3S1289 71.41 1 3 1 2
D3S1300 80.32 1 2 3 1
D3S1285 91.18 2 1 2 2
D3S1566 97.75 4 2 2 3
D3S3681 109.22 1 5 4 4
D3S1271 117.76 3 2 1 3
D3S1278 129.73 2 4 3 1
D3S1267 139.12 4 4 1 3
D3S1292 146.60 4 2 3 2
D3S1569 158.38 4 5 1 4
D3S1279 169.60 3 2 1 3
D3S1614 177.75 4 4 1 4
D383725 181.87 3 1 1 2
D3S1565 186.04 3 4 4 2
D3S3609 195.06 1 4 2 1
D381262 201.14 1 1 2 1
D3S1580 207.73 3 5 2 1
D3S1601 214.45 1 4 3 5
D3s1311 224.88 3 4 5 1
3 4 5
D3S1297 831 4 2 31P2 31 2
D3S1304 2233 1 2 3 5 3 5
D3S1263 36.10 2 5 1 6 4 6
D3S2338 4210 3 2 4 2 1 2
D3S1266 5260 3 2 111 11 1
D3S1277 6152 3 4 1 5 2 5
D3S1289 7141 4 1 3 1 1 1
D3S1300 8032 2 3 2 3 1 3
D3S1285 91.18 2 2 1 2 2 2
D3S1566 97.75 2 1 2 2 2 2
D3S3681 109.22 2 3 5 4 5 4
D3S1271 117.76 3 2 2 1 2 3
D3S1278 129.73 4 1 4 3 4 1
D381267 139.12 2 1 401 W1 41 1
D3S1292 146.60 1 1 2 3 2 3
D3S1569 158.38 3 2 5 1 5 1
D381279 169.60 4 3 2 1 2 1
D3S1614 177.75 3 2 411 41 1
D3S3725 181.87 3 2 1 1 1 1
D381565 186.04 1 2 4 4 4 2
D3S3609 195.06 4 4 1 2 4 1
D3S1262 201.14 1 3 1182 11 1
D3S1580 207.73 6 4 3 2 5 1
D3S1601 21445 2 2 1 3 4 5
D3S1311 22488 1 2 3 5 4 5
6 7
D3S1297 831 3 M4 3 4
D3S1304 2233 3 2 3 1
D3S1263 36.10 1 5 1 2
D3S2338 4210 4 2 4 3
D3S1266 5260 11 3 1 3
D3S1277 6152 1 3 5 3
D3S1289 7141 3 4 1 4
D3S1300 80.32 2 2 3 2
D3S1285 91.18 1 2 2 2
D3S1566 9775 2] 2 2 2
D3S3681 109.22 5 2 4 2
D3s1271 117.76 2 3 1 3
D381278 129.73 4 4 3 1
D3S1267 139.12 4 2 1 1
D3S1292 146.60 3 1 1 BB
D3S1569 158.38 1 3 1 2
D3S1279 169.60 1 4 1 4
D3S1614 177.75 1 3 1 3
D383725 181.87 1 3 1 3
D3S1565 186.04 4 1 4 1
D3S3609 195.06 2 4 2 4
D3S1262 201.14 2 1 2 1
D3S1580 207.73 2 6 2 6
D3S1601 21445 3 2 3 2
D3s1311 22488 5 1 3 1

Abbildung 13: Chromosom 3

Gemeinsamer Haplotyp der Regionen: 124.525.825 — 174.965.717 bp und 193.159.931 —
198.502.745 bp. 442 Gene finden sich in diesen Regionen. Gene und OMIM-
Krankheitsbilder sind in den Tabellen 8 a/b ab Seite 46 aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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2 1
D4s412 4.74 1 2 | 2 2
D4S2935 13.96 4 3 |1 4
D4S403 25.90 2 2 | 2 1
D4S419 33.42 1 1| 2 1
D4S391 4359 1 5 | 4 3
D4S405 56.95 3 3| 2 3
D4S1592 69.53 1 2 | 4 5
D4S392 78.97 1 2 |3 1
D4S3042 83.29 2 1| 2 3
D4S2964 88.35 2 1 1 1
D4S1534 95.09 1 3 |1 1
D4S2416 97.30 1 1| 2 2
D4s414 100.75 4 2 | 2 2
D4S1572 107.95 2 2| 3 1
D4S406 117.06 3 2 | 3 4
D4S402 124.45 4 2| s 3
D4S1575 132.05 1 1 1 1
D4S424 144.56 3 1| s 4
D4S413 157.99 1 2 | 2 2
D4S1597 169.42 1 2 | 4 1
D4S1539 176.19 1 2 | 2 4
D4S415 181.36 1 4| 4 3
D4S1535 195.06 2 1 1 2
D4S426 206.98 2 4| 3 3
4 3 5
D4s412 474 2 2 |1 1 2 2
D4S2935 13.96 3 1| 2 13 4
D4S403 25.90 2 I 2 | 3 3 2 I 1
D4S419 3342 1 2 |1 3 1 1
D4S391 4359 5 4 |1 2 5 3
D4S405 5695 3 QM2 | 1 3 31 M3
D4S1592 69.53 2 4|5 3 2 4
D4S392 78.97 2 3 | 3 1 2 3
D4S3042 8329 1 3 | 1 2 1 2
D4S2964 88.35 1 1 1 1 1 1
D4S1534 95.09 1 1| 4 2 3 1
D4S2416 9730 11 |2 | 3 1 1102
D4S414 100.75 4 2 | 3 1 2 2
D4S1572 107.95 2 | 1 1 3 21 M3
D4S406 117.06 3 4| 3 1 2 3
D4S402 124.45 4 3 |1 1 2 5
D4S1575 13205 190 ] 1 1 2 1p 11
D4S424 144.56 3 4| 2 1 1 5
D4S413 157.99 2 2 |1 3 2 2
D4S1597 169.42 2 1| 3 1 2 4
D4S1539 17619 2 4| 3 3 2 2
D4S415 181.36 4 3 | a 2 4 4
D4S1535 195.06 1 1| 2 1 1 1
D4S426 206.98 4 3| 4 1 4 3
6 7

D4s412 474 2 L1 2 1

D4S2935 13.96 3 2 1 2

D4S403 25.90 2 3 2 3

D4S419 3342 2 1 2 3

D4S391 4359 4 1 4 2

D4S405 56.95 2 12 3

D4S1592 69.53 4 5 4 3

D4S392 78.97 3 3 3 1

D4S3042 8329 3 1 3 2

D4S2964 88.35 1 1 111

D4S1534 95.09 1 4 A 2

D4S2416 97.30 1 3 1 1

D4S414 100.75 4 3 4 1

D4S1572 107.95 2 3 2 3

D4S406 117.06 3 1 3 1

D4S402 124.45 4 1 4 11

D4S1575 132.05 11 1 10012

D4S424 144.56 3 2 3 1

D4S413 157209 2 g l@1 295 _3

D4S1597 169.42 2 3 2 3

D4S1539 176.19 2 3 2 3

D4S415 181.36 4 2 3 4

D4S1535 195.06 1 M2 1 2

D4S426 206.98 4 1 3 4

Abbildung 14: Chromosom 4

Gemeinsamer Haplotyp der Region: 40.047.136 — 122.344.093 bp. 528 Gene finden sich in
dieser Region. Gene und OMIM-Krankheitsbilder sind in den Tabellen 9 a/b auf Seite 48
aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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2 1
D5S1981 1.72 4 3 |1 2
D5S406 11.85 4 2 | 3 5
D5S630 19.67 3 5| 4 2
D5S416 28.76 3 3|3 2
D5S419 39.99 3 4| 2 1
D58426 51.99 4 2 | s 1
D5S418 58.55 5 4| 2 4
D58407 64.67 4 2 | s 4
D5S647 74.07 1 2 | 2 2
D5S424 81.95 2 1| 2 3
D5S641 92.38 1 2 |1 1
D58428 95.40 1 5 | 2 4
D5S644 104.76 1 1| 4 2
D58433 111.97 5 2 | 2 1
D5S2027 119.50 2 3 |1 4
D5S471 129.83 1 11 2
D5S2115 138.64 1 3 | 2 2
D5S2011 144.06 3 2 | 3 1
D5S436 147.49 3 3 |1 1
D5S2090 150.34 5 2 | a 3
D58410 156.47 1 2 |1 1
D5S2049 160.87 2 1|1 3
D5S422 164.19 4 4|3 1
D58400 174.80 3 3 | 2 3
D58408 195.49 2 3|3 1
4 3 5
D5S1981 172 4 1| 4 4 3 2
D5S406 11.85 2 3| 2 12 5
D58630 1967 5 4| 4 1 5 2
D58416 2876 32 | 1 4 312
D5S419 39.99 4 1| 2 1 3 1
D58426 51.99 2 1|5 3 4 1
D5S418 58.55 4 4 |1 3 5 4
D5S407 64.67 2 4| 3 1 4 4
D5S647 7407 2 2 |1 3 1 2
D5S424 81.95 1 3 |1 12 3
D5S641 9238 2 1| 2 2 1 1
D58428 9540 5 4| 3 4 1 4
D5S644 10476 11 M4 | 1 3 112
D5S433 11197 2 2 | 4 3 5 1
D5S2027 119.50 3 1 1 2 2 4
D5S471 12983 1 1M1 | 3 2 11
D5S2115 138.64 3 2 |1 13 2
D5S2011 144.06 2 3| 4 12 1
D58436 14749 3 [1 | 2 1 301
D5S2090 150.34 2 4 |1 2 2 3
D5S410 156.47 2 1] 3 2 2 1
D5S2049 160.87 1 1 1 3 2 3
D5S422 164.19 4 I 3 | 2 5 4 I 1
D5S400 174.80 3 2 |1 2 3 3
D5S408 19549 3 3 |1 3 2 3
6 7

D5S1981 172 1@L4 1 4

D58406 11.85 2 13 2

D5S630 1967 5 1 4 4

D5S416 28.76 3 4 3 1

D5S419 39.99 4 1 4 2

D58426 51.99 2 3 2 3

D5S418 5855 4 3 4] 3

D58407 64.67 2 1 2 1

D5S647 7407 20 3 2] 3

D5S424 81.95 1 1 1 I 1

D5S641 9238 2 2 2 2

D5S428 9540 5 3 5 4

D5S644 10476 1 1 1 3

D5S433 11197 2 4 291 3

D5S2027 119.50 1 1 3 2

D58471 129.83 1 3 1Q 2

D5S2115 138.64 2 1 301

D5S2011 14406 3 4 2 1

D5S436 147.49 1 2 1 1

D5S2090 150.34 4 1 4 2

D58410 156.47 1 3 1 2

D5S2049 160.87 1 1 1 1

D5S422 164.19 3 2 3 2

D58400 174.80 2 12 1

D55408 19549 3 13 1

Abbildung 15: Chromosom 5

Gemeinsamer Haplotyp der Region: 168.375.302 — 179.921.252 bp. 161 Gene finden sich
in dieser Region. Gene und OMIM-Krankheitsbilder sind in den Tabellen 10 a/b ab Seite
49 aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)



3. Ergebnisse 72

T
o

1 7
D6S1617 7.02 2 1| 3 3
D6S1574 9.18 4 5 | 2 4
D6S309 14.07 1 1| 2 4
D6S470 18.22 2 1|3 2
D6S1721 25.08 1 2 | 3 3
D6S259 27.78 1 4| 2 3
D6S289 29.93 1 5 | 2 3
D6S422 35.66 1 1|3 1
D6S1660 40.14 2 1] 2 1
D6S276 4.4 2 2 | 3 2
D6S291 49.50 1 4] s 2
D6S1610 53.81 2 5 | 4 4
D6S257 79.92 2 2 |1 3
D6S460 89.83 5 4] 3 1
D6S462 99.01 1 1] 2 3
D6S434 109.19 3 1| 4 2
D6S262 130.00 1 1|3 2
D6S292 136.97 1 3 | 2 2
D6S308 144.46 3 3 |3 2
D6S441 154.10 4 1| 4 2
D6S1581 164.78 4 1| 3 3
D6S264 179.07 3 2 |1 2
D6S446 189.00 3 1] 2 1
D6S281 190.14 1 2 | 2 2
3 2 4
D6S1617 702 213 | 3 4 2@13
D6S1574 918 4 4| 3 14 4
D6S309 14.07 1 4| 3 4 A 4
D6S470 1822 2 2 |1 12 2
D6S1721 2508 13 | 4 1 1813
D6S259 27.78 1 3| 3 3 4 3
D6S289 2993 1 3|5 4 5 3
D6S422 3566 1 1] 1 2 1 1
D6S1660 4014 2 1] 1 3 1 1
D6S276 aum 2 2 | 2 12 2
D6S291 4950 1 2 | 3 5 4 5
D6S1610 5381 214 | 1 3 s@i14
D6S257 79.92 2 3 | 2 3 2 1
D6S460 89.83 5 1] 3 2 4 1
D6S462 99.01 1 2 | 2 2 1 3
D6S434 10919 3 4| 4 11 2
D6S262 130.00 1 3 | 4 4 A 2
D6S292 13697 3 N2 | 4 3 3@12
D6S308 14446 3 3 |1 3 3 2
D6S441 15410 1 4| 3 4 A 2
D6S1581 16478 1@13 | 2 4 1MY3
D6S264 179.07 2 1] 4 12 2
D6S446 189.00 1 2 |1 101 1
D6S281 19014 12 | 2 2 2f]2
5 6

D6S1617 702 3 4 3 3

D6S1574 918 401 1 41 M3

D6S309 1407 4 4 4 4

D6S470 1822 2 I 1 zi 11

D6S1721 25.08 3 101 1

D6S259 2778 3/ |13 3/ |13

D6S289 2093 3 4 3 4

D6S422 3566 10 2 101 2

D6S1660 4014 A 3 A 3

D6S276 ama 29 .1 2 1

D6S291 4950 2 3 2 5

D6S1610 53.81 4 1 4 3

D6S257 79.92 2 2 2 3

D6S460 89.83 5 3 5 2

D6S462 99.01 1 2 102

D6S434 109.19 3 13 1

D6S262 130.00 1 i 4 1014

D6S292 13697 3 4 2 3

D6S308 14446 3 3 3 3

D6S441 15410 1 4 A 3

D6S1581 164.78 1 4 1 2

D6S264 179.07 2 12 4

D6S446 189.00 1 101 1

D6S281 19014 1 I 2 1 2

Abbildung 16: Chromosom 6

Gemeinsamer Haplotyp der Region: 0 — 36.373.842 bp. 612 Gene finden sich in dieser
Region. Gene und OMIM-Krankheitsbilder sind in den Tabellen 11 a/b ab Seite 50
aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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2 1
D7S531 5.28 1 5 | a 1
D7S517 7.44 2 2| a 1
D7S513 17.74 1 2 |1 1
D7S507 28.74 2 2 | 3 2
D75S493 34.69 1 3| 4 5
D7S516 41.69 1 3|3 4
D7S484 53.50 3 a4 | 2 5
D7S510 59.93 3 1] 2 4
D7S519 69.03 4 2 |1 3
D7S502 78.65 2 1] 5 3
D7S2476 84.52 5 2 | 3 4
D7S669 90.42 3 1| a 2
D7S630 98.44 3 4| 2 4
D7S657 104.86 1 3| 2 3
D7S515 11232 3 2 | 2 2
D752459 119.81 4 2|5 2
D7S486 124.08 3 3| s 1
D7S530 134,55 3 1] 3 3
D7S640 137.83 5 3|6 1
D7S684 147.22 5 2| a 1
D7S661 155.10 1 2 |1 1
D7S636 162.33 5 1] 3 2
D75483 165.18 3 1| 4 2
D7S798 168.98 4 2 | 2 3
D7S2465 180.24 3 2 | 3 3
4 3 5
D7S531 528 1 4| 2 3 1 1
D7S517 744 214 | 4 3 211
D7S513 17.74 1 1| 4 3 1 1
D7S507 2874 213 | 2 1 21 M2
D75493 3469 1 4 | 2 5 1 5
D7S516 4169 3 3| 4 2 1 4
D7S484 5350 4 2 | 2 13 5
D7S510 59.93 1 2 | s 3 3 4
D7S519 69.03 2 1] 2 14 3
D7S502 7865 1 5| 3 4 2 3
D7S2476 8452 2 4 |1 3 5 4
D7S669 9042 1 2 |1 3 3 2
D7S630 9844 4 4| 3 13 4
D7S657 104.86 3 3| 3 3 1 3
D7S515 11232 2 2 |1 2 3 2
D7S2459 11981 2 2 | 1 3 4 2
D75486 12408 3 1] 2 2 3@
D7S530 13455 1 3 |1 2 3 3
D7S640 137.83 3 1] 2 4 5 6
D7S684 14722 2 1] 5 3 5 4
D7S661 15510 2 11 101 1
D7S636 16233 1 2 | a 5 5 3
D75483 16518 1 2 | 3 2 3 4
D7S798 168.98 2 3|1 4 4 2
D7S2465 18024 2 3 |1 103 3
6 7

D78531 528 4 31 2

D7S517 744 4 3 2 4

D7S513 17.74 1 3 114

D7S507 2874 3 12 2

D75493 3469 4 5 1 2

D7S516 4169 3 2 3 4

D75484 5350 2 1 2 2

D7S510 59.93 2 3 2 5

D7S519 69.03 1 101 1

D7S502 7865 5 4 5 4

D7S2476 8452 4 3 4 1

D7S669 9042 2 12 1

D7S630 9844 4 3 4 3

D7S657 104.86 3 3 3 3

D7S515 11232 2 102 1

D7S2459 11981 2 102 3

D75486 124.08 3 2 1 4

D7S530 13455 1 13 2

D7S640 137.83 1 2 1 4

D7S684 14722 1 5 1 3

D7S661 15510 1 Il N

D7S636 16233 2 4 2 5

D75483 16518 2 3 2 2

D75798 168.98 3 103 1

D7S2465 18024 3 103 1

Abbildung 17: Chromosom 7

Gemeinsamer Haplotyp der Region: 66.694.958 — 115.682.245 bp. 404 Gene finden sich in
dieser Region. Davon ist eine Auswahl der fiir das BOFS verdichtigen Gene in Tabelle 12
ab Seite 53 aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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D11S4046
D11S1338
D11S902
D11S904
D11S914
D11S935
D11S4102
D118905
D11S4191
D11S987
D11S1314
D11S937
D11S901
D11S4175
D11S898
D11S908
D11S925
D1184151
D11S1320
D11S968

D11S4046
D11S1338
D11S902
D11S904
D11S914
D11S935
D11S4102
D11S905
D11S4191
D11S987
D11S1314
D11S937
D11S901
D11S4175
D11S898
D11S908
D11S925
D11S4151
D11S1320
D11S968

D11S4046
D1181338
D11S902
D11S904
D11S914
D11S935
D11S4102
D11S905
D1184191
D11S987
D11S1314
D118937
D11S901
D11S4175
D11S898
D11S908
D11S925
D11S4151
D11S1320
D11S968

Abbildung 18: Chromosom 11
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Gemeinsamer Haplotyp der Region: 5.944.360 — 67.650.107 bp. 948 Gene finden sich in
dieser Region. Gene und OMIM-Krankheitsbilder sind in den Tabellen 13 a/b ab Seite 56

aufgelistet.
HaploPaint-Diagramm
(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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T
o

2 1
D128352 0.00 4 3 4 1
D12899 12.60 3 4 2 5
D128336 19.68 1 1 4 3
D12S364 30.60 2 1 2 4
D12S310 36.06 1 2 3 3
D12S1617 44.03 4 2 1 3
D12S345 53.09 1 5 2 3
D12S85 61.34 3 1 2 1
D12S368 66.03 3 2 1 4
D12S883 7517 3 2 2 1
D128326 86.40 3 3 2 4
D128351 95.56 1 2 1 1
D125346 104.65 1 5 2 3
D12878 111.87 1 4 3 4
D12879 125.31 2 3 5 4
D12586 134.54 1 3 1 2
D125324 14717 1 1 2 1
D1251659 155.94 3 1 3 3
D128367 159.59 2 1 2 2
D1251723 164.63 2 2 2 3
D1251638 168.79 3 2 2 2
4 3 5
D128352 000 3 4 2 3 4 4
D12899 1260 4 2 1 6 3 2
D128336 1968 1| W4 2 4 11 W4
D12S364 30.60 1 2 2 3 1 2
D128310 36.06 2 3 3 3 2 3
D1281617 44.03 2 1 2 4 2 1
D128345 53.09 5 3 4 6 5 2
D12885 61.34 1 1 4 1 1 2
D12S368 66.03 2 4 2 2 2 1
D12883 7517 2 2 3 3 2 2
D12S326 8640 3 | W4 1 4 SIM2
D128351 95.56 1 1 1 1 2 1
D12S346 104.65 1 3 4 4 1 2
D12S78 11187 1 4 2 5 1 3
D12S79 12531 2 4 4 1 2 5
D12S86 13454 1 2 2 1 3 1
D12S8324 14717 1| @2 2 1 1182
D12S1659 155.94 3 3 2 2 3 3
D12S8367 15959 2 2 3 2 2 2
D1281723 16463 2 | B2 1 1 21 l2
D1251638 168.79 2 2 1 2 3 2
6 7

D128352 000 3 3 3 3

D12899 12,60 4 6 2 6

D12S336 19.68 1 4 4 4

D125364 30.60 1 3 2 3

D12S8310 36.06 2 13 S

D1251617 44.03 2 4 1 4

D128345 53.09 5 6 3 6

D12885 61.34 1 | 1 1 1

D125368 66.03 2 2 4 I 2

D12883 7517 2 3 2 3

D12S326 86.40 4 1 4 4

D128351 95.56 1 1 1 I 1

D125346 10465 3 4 3 4

D12578 11187 4 5 4 5

D12879 12531 4 1 4 1

D12586 13454 2 1 2 1

D125324 14717 2 1 2 1

D1251659 155.94 3 12 32

D128367 15959 2 2 2 2

D1281723 164.63 2 11 2111

D1251638 168.79 2 2 2 2

Abbildung 19: Chromosom 12

Gemeinsamer Haplotyp der Region: 117.654.605 — 131.829.011 bp. 154 Gene finden sich
in dieser Region. Davon ist eine Auswahl der fiir das BOFS verdichtigen Gene in Tabelle
14 ab Seite 59 aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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2 1
D138175 6.03 3 2 2 1
D13S217 17.21 2 2 1 3
D13s171 25.08 3 1 1 2
D13s218 32.90 4 2 3 3
D135263 38.32 3 2 2 3
D13S153 45.55 4 3 | 4 1
D135156 55.85 2 3 2 4
D13S170 63.90 4 6 3 1
D135265 68.73 3 5 2 1
D13S159 79.49 3 1 2 4
D135158 84.87 2 2 3 2
D13S173 93.52 2 2 3 2
D1351265 98.82 1 2 3 4
D13S285 110.55 3 2 | 4 3
3 4 5
D138175 6.03 1 2 3 1 3 2
D135217 1721 3 4 21 B3 21 B
D13s171 2508 3 1 3 2 3 2
D13s218 3290 4 1 4 3 4 3
D13S263 3832 1 1 3 3 3 3
D135153 4555 2 3 | 4 1 4 1
D13S156 5585 1 4 2 4 2 2
D138170 63.90 5 2 | 4 1 4 3
D13S265 68.73 3 4 3 1 3 2
D13S159 7949 5 5 3 4 3 2
D13S158 84.87 1 2 2 2 2 3
D135173 9352 3 1 2 I 3 2 I 3
D13S1265 9882 3 1 1 3 1 3
D135285 11055 1 4 3 4 3 4
6 7
D138175 603 1Ml 2 3 W1
D13S217 1721 2 4 2 4
D13s171 2508 3 1 3 1
D13s218 3290 4 1 4 1
D135263 3832 3 |1 sp 1
D13S153 4555 4 3 4 3
D13S156 5585 2 4 2 4
D13S170 63.90 4 2 1 2
D135265 6873 3 3 1 4
D13S159 7949 3 5 415
D13s158 84.87 2 2 2 2
D13S173 9352 3 1 3 1
D1351265 9882 3 1 3 1
D13S285 11055 4 4 3 4

Abbildung 20: Chromosom 13

Gemeinsamer Haplotyp der Region: 102.774.320 — 111.843.600 bp. 31 Gene finden sich in
dieser Region. Davon ist eine Auswahl der fiir das BOFS verdichtigen Gene in Tabelle 15
auf Seite 61 aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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T
o

2 1
D14S5261 6.46 3 2 | 3 1
D14S283 13.89 3 3|3 2
D14S275 28.01 1 2 | 2 1
D14S70 40.11 3 1] 3 2
D14S288 47.51 2 2 | 1 2
D14S276 56.36 2 2 | 2 3
D14S63 69.18 3 1] 4 5
D14S258 76.28 2 2 | a 3
D14S74 87.36 2 2 | 2 1
D14S68 95.89 1 1] 4 3
D14S280 105.00 3 1] 2 2
D14S1050 107.13 2 1| 4 1
D14S1054 11317 1 2 | 3 1
D14S65 117.30 3 1] 3 2
D14S985 126.61 1 2 | 1 2
D14S292 134.30 1 2 | 3 1
3 4 5
D145261 6.46 2 4| 2 1 2 3
D14S283 13.89 1 1| 31 @2 3103
D14S275 28.01 1 1] 2 1 2 2
D14S70 4011 2 3 |1 2 1 3
D14S288 4751 3 2 | 2 I 2 2 I 1
D14S276 56.36 1 2 | 2 3 2 2
D14S63 69.18 2 4| 3 5 1 4
D14S258 76.28 1 2 | 2 3 2 4
D14S74 87.36 3 1] 2 1 2 2
D14S68 9589 2 2 | 1 3 1 3
D14S280 105.00 2 2 | 3 2 1 2
D1451050 107.13 3 1] 2 11 1
D14S1054 11317 3 1 1 3 2 1
D14S65 117.30 1 1] 3 3 1 2
D14S985 12661 3 2 | 1 1 2 2
D14S292 13430 3 1 1 3 2 1
6 7
D14S261 6.46 1. 2 1 2
D14S283 1389 2 1 2 1
D148275 28.01 2 1 1 1
D14S70 4011 1 2 2 2
D14S288 a751 2 @3 2 3
D14S276 56.36 2 1 3 1
D14S63 69.18 3 2 5 2
D14S258 76.28 3 1 3 1
D14S74 87.36 1 3 1 3
D14S68 9589 3 2 3 2
D14S280 105.00 2 2 2 2
D14S1050 107.13 1 3 1 3
D14S1054 11317 3 3 3 3
D14S65 117.30 3 1 3 1
D14S985 126.61 1 3 1 2
D14S292 13430 3 3 3 1

Abbildung 21: Chromosom 14

Gemeinsamer Haplotyp der Region: 77.727.920 — 94.366.617 bp. 111 Gene finden sich in
dieser Region. Gene und OMIM-Krankheitsbilder sind in den Tabellen 16 a/b ab Seite 61
aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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T
o

2 1
D155128 6.11 2 3| 4 1
D1551002 14.58 1 2 |1 4
D15S165 20.24 2 1|1 1
D15S1007 25.86 1 2 | 3 5
D1551012 3595 1 3| 1 2
D155994 40.25 3 2 |1 2
D155978 45.62 1 1|1 1
D15S117 51.21 3 a4 | 2 1
D15S153 62.40 5 a |1 2
D15S131 71.28 2 1| 3 4
D155205 78.92 2 3| 6 1
D155127 86.81 4 2 | 3 1
D155130 100.59 2 1| 2 1
D15S1014 107.71 3 a |1 4
D15S212 109.29 4 2 | 2 3
D155120 112.58 4 2 | 1 2
4 3 5
D155128 611 2 4 |1 3 3
D1551002 14.58 1 1] 3 3 2
D15S165 2024 2 1] 3 4 1
D15S1007 2586 1 3|6 4 2
D1551012 3595 1 1] 1 1 3
D155994 4025 3 1| 4 2 2
D155978 4562 11 01 | 1 1 11
D15S117 5121 3 2 |5 2 4
D15S153 62.40 5 1] 3 1 4
D15S131 7128 2 4 |1 11
D155205 7892 3 1] 5 4 3
D155127 86.81 2 1] 5 4 2
D155130 100.59 1 1] 2 11
D15S1014 107.71 4 4 | 2 4 4
D15S212 109.29 2 3| s 1 2
D155120 112.58 2 2 | 3 2 2
6 7

D155128 611 2 1 2 3
D1551002 1458 1113 10113
D15S165 2024 2 3 2 4
D1551007 2586 1 6 1 4
D15S1012 3595 1101 1001
D155994 4025 3 4 1 2
D155978 4562 11 01 1001
D15S117 51.21 3 5 2 2
D15S153 62.40 5 3 1 1

— D158131 7128 2 1 a1
D155205 7892 1 4 1 4
D155127 86.81 1 5 1 4
D155130 100.59 1 2 1 1
D15S1014 107.71 4 2 a4 4
D15S212 109.29 3 5 3 1
D155120 112.58 2 3 2 2

Abbildung 22: Chromosom 15

Gemeinsamer Haplotyp der Regionen: 68.970.713 — 82.022.003 bp und 92.512.093 —
97.409.971 bp. 219 Gene finden sich in diesen Regionen. Davon ist eine Auswahl der fiir
das BOFS verdéchtigen Gene in Tabelle 17 auf Seite 62 aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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2 1
D18S59 0.00 1 2 1 4
D18S63 8.30 1 2 2 1
D18S452 18.70 1 4 2 3
D18S464 31.17 2 2 1 2
D18S53 41.24 1 2 2 4
D18S1107 51.21 3 4 3 2
D18S478 52.86 1 1 2 1
D18S56 56.71 3 3 1 2
D18S1102 62.84 2 2 1 2
D18S468 64.48 2 2 2 1
D18S450 68.91 1 4 2 3
D18S474 7132 3 3 1 3
D18S1127 77.36 2 1 3 2
D18S64 84.80 3 2 3 4
D18S1147 90.90 3 2 1 5
D18S68 96.48 1 3 3 3
D18S465 100.11 2 4 4 5
D18S61 105.03 4 2 1 3
D18S1161 114.26 2 3 1 4
D18S462 120.05 2 1 2 2
D18S70 126.00 5 1 2 6
3 4 5
D18S59 0.00 1 3 2 1 1 4
D18S63 830 3 1 2 2 1 1
D18S452 18.70 2 4 4 2 1 3
D18S464 3117 2 3 21 1 21 2
D18S53 4124 3 4 2 2 1 4
D18S1107 5121 2 1 4 3 3 2
D18S478 52.86 1 3 1 1 1 1
D18S56 56.71 2 2 3 2 3 2
D18S1102 6284 3 4 2 2 2 2
D18S468 6448 1 3 2 1 2 1
D18S450 6891 1 1 4 3 1 3
D18S474 7132 4 2 31 3 31 3
D18S1127 7736 4 2 1 2 2 2
D18S64 8480 1 2 2 4 3 4
D18S1147 9090 4 1 2 5 2 5
D18S68 9648 2 3 3 3 3 3
D18S465 100.11 1 3 4 5 4 5
D18S61 105.03 2 3 2 3 2 3
D18S1161 11426 2 2 3 4 3 4
D18S462 12005 2 3 1 2 1 2
D18S70 126.00 4 3 1 6 1 6
6 7
D18S59 0.00 1 3 2 1
D18S63 830 2 1 21 3
D18S452 18.70 2 4 4 2
D18S464 3117 1 3 2 2
D18S53 4124 2 4 21 3
D18S1107 5121 3 1 4 2
D18S478 5286 1 3 11 1
D18S56 56.71 2 12 3 2
D18S1102 6284 2 4 21 3
D18S468 6448 1 3 2 1
D18S450 6891 3 | I 4 1
D18S474 7132 3 2 3] 4
D18S1127 7736 2 2 1 4
D18S64 8480 4 2 4 2
D18S1147 9090 5 1 5 4
D18S68 96.48 3 3 3 2
D18S465 100.11 5 3 5 1
D18S61 105.03 3 3 3 2
D18S1161 11426 4@ | 2 4 2
D18S462 120.05 2 3 2 2
D18S70 126.00 6 3 6 4

Abbildung 23: Chromosom 18

Gemeinsamer Haplotyp der Region: 51.522.056 — 75.965.572 bp. 117 Gene finden sich in
dieser Region. Gene und OMIM-Krankheitsbilder sind in den Tabellen 18 a/b ab Seite 62
aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)



3. Ergebnisse 80

2 1
D19S209 10.97 3 2 |1 2
D19S894 15.55 1 3| 3 1
D19S216 20.01 1 2 | 2 2
D19S884 26.37 2 4 | 1 4
D19S221 36.22 2 2 |1 2
D195226 42.28 4 3| 3 1
D19S566 47.31 4 3 | 2 1
D19S931 49.75 1 3 | 2 1
D19S414 54.01 1 1|1 2
D195220 62.03 2 1] 2 4
D195420 66.30 3 1|1 1
D19S903 69.50 1 3| 3 2
D195902 72.72 3 2 |1 4
D19S571 84.08 1 2 | 3 3
D19S888 85.87 1 1] 2 3
D19S572 88.65 2 3 | 2 3
D19S418 92.56 3 1|1 1
D19S210 100.01 2 3 | 2 1
3 4 5
D19S209 10.97 1 3| 3 1 2 2
D19S894 1555 3 2 |1 3 3 3
D19S216 20.01 2 2 |1 2 2 2
D19S884 26.37 3 2| 4 1 4 1
D19S221 3622 3 3 | 21 @1 21 @1
D195226 4228 2 1| 3 3 3 3
D19S566 4731 5 3| 3 2 3 2
D19S931 49.75 1 2| 3 2 3 2
D19S414 54.01 3 1|11l 11 @1
D19S220 62.03 2 3 |1 2 1 2
D19S420 66.30 2 1] 1 11 1
D19S903 69.50 3 3| 3 3 3 3
D19S902 7272 1 2 | 2 1 2 1
D19S571 84.08 3 4 | 2 3 2 3
D19S888 85.87 2 2 | 11M2 11N2
D19S572 88.65 4 1] 3 2 3 2
D19S418 9256 3 2 |1 11 1
D19S210 100.01 4 4| 3 2 3 2
6 7

D19S209 10.97 1 11 3
D19S894 1555 3 3 3 2
D19S216 20.01 2 2 2072
D19S884 26.37 4 3 1 2
D195221 36.22 2 3 1813
D19S226 4228 3 @2 3 1
D19S566 47.31 3 5 2 3
D19S931 49.75 3 1 2 2
D19S414 5401 1|3 1 1
D19S220 62.03 1 2 2 3
D19S420 66.30 1 2 1 2
D19S903 69.50 3 I 3 3 3
D19S902 7272 2 i1 1
D19S571 84.08 2 3 3 3
D19S888 85.87 1 2 2 2
D19S572 88.65 3 4 2 4

E D19S418 9256 1 3 1 3
D19S210 100.01 2 i 4 2 a4

Abbildung 24: Chromosom 19

Gemeinsamer Haplotyp der Regionen: 3.265.135 — 8.056.405 bp und 58.797.196 —
67.711.695 bp. 305 Gene finden sich in diesen Regionen. Davon ist eine Auswahl der fiir
das BOFS verdéchtigen Gene in Tabelle 19 ab Seite 63 aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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2 1
D21S1911 0.01 3 2 1 3
D2151256 9.72 1 4 1 1
D2151899 9.73 4 3 1 3
D21S1914 19.39 3 1 2 5
D21S263 27.40 3 3 1 2
D21S1252 35.45 1 3 3 2
D215266 45.87 2 3 2 2
3 4 5
D21S1911 001 3 3 3 1 2 3
D2151256 972 2 3 1 1 4 1
D2151899 973 4 2 4 3 3 3
D21S1914 1939 4 4 3 5 1 5
D215263 27.40 1 2 BN B 312
D21S1252 3545 5 6 3 3 3 2
D21S266 45.87 1 2 3 2 3 2
6 7
D21S1911 001 1 13 1 13
D2151256 972 1 3 1 3
D2151899 973 3 2 3 2
D2151914 1939 5|4 5M14
D215263 27.40 1 2 1 2
D21S1252 3545 3 6 3 6
D21S266 4587 2 2 2 2

Abbildung 25: Chromosom 21

Gemeinsamer Haplotyp der Region: 15.062.513 — 18.989.945 bp. 17 Gene finden sich in
dieser Region. Davon ist eine Auswahl der fiir das BOFS verdadchtigen Gene in Tabelle 20
auf Seite 66 aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)

T
o

2 1

D22S420 4.06 3 2 1 3

D22S539 14.44 1 1 1 3

D22S315 21.47 2 2 3 1

D22S280 31.30 2 3 2 4

D22S283 38.62 3 4 3 1

D22S423 46.42 1 2 3 1

D22S274 51.54 3 2 1 2

4 3 5

D22S420 4.06 3 3 1 2 3 3

D22S539 14.44 1 3 2 1 1 3

D22S315 21.47 2 I 1 2 1 2 I 1

D22S280 31.30 2 4 1 3 2 4

D22S283 38.62 3 1 2 5 3 1

D22S423 46.42 1 3 1 4 1 1

D22S274 5154 3 1 3 4 3 2

6 7

D22S420 4.06 3 1 3 1
I:D223539 14.44 1 1 2 3 2

D22S315 21.47 2 2 1 2

D22S280 3130 2 1 4 1

D22S283 38.62 3 2 1 2

D22S423 46.42 1 1 3 4

D22S274 5154 3 3 1 4

Abbildung 26: Chromosom 22

Gemeinsamer Haplotyp der Region: 0 — 20.588.089 bp. 167 Gene finden sich in dieser
Region. Davon ist eine Auswahl der fiir das BOFS verdédchtigen Gene in Tabelle 21 ab
Seite 66 aufgelistet.

HaploPaint-Diagramm

(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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Die nachfolgenden HaploPaint-Diagramme zeigen diejenigen Chromosomen, bei denen
nach der Markeranalyse eine Co-Segregation aller Markerallele mit dem Krankheitsbild
ausgeschlossen werden konnte. Somit kann das komplette Chromosom als Trédger eines

krankheitsverursachenden Allels eines Gens des BOFS ausgeschlossen werden.

(@

2 1
D15468 4.22 2 3| 2 2
D1S214 14.04 1 3 | 2 3
D15450 20.61 2 4|1 1
D1S2667 24.68 3 2 |3 1
D152697 37.05 2 2 |1 1
D15199 45.33 1 4|2 3
D15234 55.10 3 1|2 3
D15255 65.47 1 1|2 3
D1S2797 75.66 1 2 | 2 2
D152890 85.68 3 4|1 1
D15230 95.31 4 3| 2 1
D152841 106.45 1 3 (1 1
D15207 113.69 2 1] 1 3
D152868 126.16 2 3|3 3
D1S206 134.20 2 2 | 2 1
D1S2726 144.38 2 1|2 1
D1S252 150.27 1 4|3 2
D15498 155.89 3 1|3 4
D15484 169.68 1 2 | 2 2
D1S2878 177.86 1 3|2 4
D15196 181.49 2 2 |1 1
D1S218 191.52 2 2 | 2 2
D15238 202.73 3 2 |1 4
D18413 212.44 2 1|5 2
D15249 220.65 2 3| 2 2
D1S425 231.11 2 3 |1 2
D15213 242.34 4 3|4 3
D1S2800 252.12 2 1|1 3
D1S2785 266.27 1 2 | 2 1
D1S2842 273.46 2 2 | 2 1
D152836 285.75 3 2 1 1
3 4 5
D15468 422 1 2 | 2 2 3 2
D1S214 1404 3 4|3 3 3 2
D15450 2061 2 3|4 1 4 1
D1S2667 2468 4 1] 2 1 2 3
D152697 37.05 1 3|21 z21]1
D15199 4533 2 5| 4 2 4 2
D1S234 5510 1 3|1 2 1 2
D1S255 6547 3 3|11z 1182
D1S2797 75.66 2 2 | 2 2 2 2
D152890 8568 2 1] 4 1 4 1
D15230 9531 1 3| 3 2 4 2
D1S2841 106.45 4 2 |3 101 1
D15207 11369 4 2 |1 1 2 1
D152868 126.16 1 2 | 3 3 2 3
D15206 3420 3 2 |21 @1 21Q2
D152726 144.38 3 3|1 101 2
D1S252 15027 5 3| 4 2 4 3
D15498 155.89 2 5 |1 3 1 3
D15484 169.68 2 2 |1 2 2 2
D1S2878 177.86 4 5 |1 2 1 2
D15196 18149 2 3| 2 1 2 1
D15218 19152 1 2 | 2 2 2 2
D15238 20273 5 3|3 1 3 4
D1S413 21244 4 3|2 5 2 2
D15249 22065 1 2 | 2 2 2 2
D1S425 231141 3 2 |2 1 2 2
D15213 242.34 2 1] 4 4 4 3
D1S2800 25212 2 1] 2 1 2 3
D1S2785 266.27 2 3|1 2 1 1
D1S2842 27346 2 2 | 2182 211
D152836 28575 1 1] 2 1 3 1
6 7
D15468 2 2 2 2
D1S214 3 4 3 3
D15450 4 3 4 2
D1S2667 2 1 2 4
D152697 2 3 2 1
D15199 4 5 4 2
D15234 1 3 1 1
D1S255 1 3 1 3
D152797 202 21 ]2
D152890 4 1 4 2
D1S230 3 3 3 1
D1S2841 3 2 3 4
D15207 1 2 1 4
D152868 3 I 2 3 2
D1S206 2 2 1 2
D1S2726 103 1§13
D1S252 4 3 2 3
D15498 1 5 3 5
D1S484 12 2012
D152878 1 5 2 5
D15196 2 3 1 3
D15218 20 2 2 2
D1S238 3 3 1 5
D1S413 2 3 5 4
D15249 21 2 2 2
D1S425 2 2 1 2
D1S213 40 1 4 1
D1S2800 2 1 1 1
D1S2785 1 3 2 3
D1S2842 212 2 2
D152836 2 I 11 I 1

Abbildung 27: Chromosom 1 (HaploPaint-Diagramm)
(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4)
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2 1 2 1
D8S264 0.73 4 1|1 1 Daszs8 H 1
D8S277 8.34 4 1|1 1 s H 3
D8S550 21.33 2 4 5 1 D9S157 1 2
D8S549 31.73 2 1|2 2 oSt 1 3
D8S258 41.55 4 2 | 4 1 Desietr H i
D8S1771 50.05 1 3|2 1 Dsars 2 :
D8S505 60.87 2 1|1 1
D8S285 71.00 3 1)1 2 i M | B
D8S260 79.36 2 2 |1 1 S267 PR | B
D8S270 103.69 1 2 |1 1 Dos1690 R | K
D8S1784 118.15 1 1)1 3 et HE L | H
D8S514 30.00 3 4| 2 1 Dos16E2 1 2
85284 143.82 2 5|3 4 S20 1 H
D8s272 154.02 2 2 |1 3 D1 3 3
D9S158 2 3
4 3 5
3 4 5
D9S288 I 2 1
D8S264 073 2 3| a 1 4 1 Dos2ee I H
D8S277 834 3 2 | a 1 4 1 Dos157 I K
85550 2133 3 4| 2 5 2 1 Desint L3
D8S549 3173 1 2 | 2 2 2 2 Dosiat7 3 H | B
b :255 4155 3 3 4 4 4 1 Wge" 4 g ;
851771 5005 2 1)1 2 1 1
505 60.87 1 1| 2 102 1 e i B
D8s285 71.00 1 1 3 1 3 2 D9S287 2 1
260 79.36 1 3 (2 1 211 Destes HIH
D8S270 10369 1 2 | 2 101 1 S | K
D8sS1784 11815 1 2 1 1 1 3 D9S1682 3 2
D8S514 130.00 2 2 | 4 2 4 1 Dasze0 HY
D8S284 14382 4 1|5 3 5 4 Dootens H
D8s272 154.02 2 2 | 2 3 2 3 St 3
)S288 .83
co T B gRp
D8S264 073 1 3 4 2 D9S157 3224
D8s277 834 1 2 4 3 Dosi 213 |
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Abbildung 28: Chromosom 8 (HaploPaint-Diagramm); Abbildung 29: Chromosom 9 (HaploPaint-
(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4) Diagramm); (Stammbaum-Symbole, siche
Legende Abb.4)
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Abbildung 30: Chromosom 10 (HaploPaint-Diagramm); Abbildung 31: Chromosom 16 (HaploPaint-
(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4) Diagramm); (Stammbaum-Symbole, siche
Legende Abb.4)
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Abbildung 32: Chromosom 17 (HaploPaint-Diagramm); Abbildung 33: Chromosom 20 (HaploPaint-
(Stammbaum-Symbole, siche Legende Abb.4) Diagramm); (Stammbaum-Symbole, siche
Legende Abb.4)

Insgesamt wurden in dieser Arbeit ca. 363 Mbp (genau 362.872.373 bp) des menschlichen
Genoms als Kandidatenregion erhalten und anhand des Inhalts von Datenbanken unter-
sucht. Die dadurch gewonnene Liste von Genen und Krankheitsbildern, die eine Verbin-
dung mit dem BOFS haben konnten, ist nun deutlich reduziert auf ,,nur* noch 651 Gene
und 11 Krankheitsbildern was einen wichtigen Schritt bei der Suche nach der Pathogenese
des BOF-Syndroms darstellt. Solche Informationen konnen bei weiteren BOFS-Analysen
hilfreich sein. Diese konnten vielleicht eine engere Begrenzung dieser Regionen, bzw. den
Ausschluss mehrerer Regionen und/oder Gene als Ursachenkandidaten fiir das BOFS nach
sich ziehen. Voraussetzung dafiir ist allerdings die Verfligbarkeit weiterer Familien mit

BOFS-Betroffenen, um weitere Segregationsanalysen durchfiihren zu konnen.
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4. DISKUSSION

Derzeit sind ca. 2.000 genetisch bedingte Erkrankungen mit bekannter genetischer Ursache
in der OMIM-Datenbank (Stand: 31.7.2006) veroftentlicht. Bei weiteren ca. 4.000 Phino-
typen ist der genetische Defekt noch unbekannt, bzw. wird der Mendel'sche Erbgang nur
vermutet. Dem stehen aus der Ensembl-Datenbank 21.561 Gene gegeniiber, welche jedoch
RNA-Gene oder Pseudogene nicht einschlieBen (Stand: Médrz 2006). Viele menschliche
Erkrankungen, die auffillige morphologische Anomalien zeigen, sind durch Stérungen in
der Differenzierung und der Morphogenese verursacht. Das Branchio-Oculo-Facial-Syn-
drom (BOFS), welches Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit war, gehort zu
den sehr seltenen, autosomal dominant vererbten Krankheitsbildern. Aufgrund der Selten-
heit ist die genetische Ursache dieses Syndroms bislang noch nicht aufgekldrt worden. Wie
bereits in der Einleitung erwdhnt wurde, wird nach Betrachtung der typischen BOFS-
Symptome vermutet, dass Fehlbildungen der Branchialbogenderivate dieses Syndrom ver-
ursachen. Diese Art von Fehlbildungen ist eindeutig auf Entwicklungsstorungen wihrend
der Embryonalentwicklung zuriickzufiihren. Deshalb kommen Mutationen in Genen aus
denjenigen Netzwerken als Ursache des BOFS in Frage, deren Faktoren bei der Entwick-
lung des Kopf-/Hals-Bereiches eine Rolle spielen. Einige der somit als Kandidatengene
betrachteten Gene wurden bereits in anderen Untersuchungen analysiert, beziehungsweise
sequenziert und konnten ausgeschlossen werden. Dies geschah einerseits {iber einen
Candidate gene approach, d.h. man ging davon aus, dass das BOFS in einer bestimmten
chromosomalen Region lokalisiert sei und griindete diese Annahme auf einer Ahnlichkeit
des Krankheitsbildes mit den chromosomal lokalisierten BOR- oder BO-Syndromen.
Durch Untersuchungen an Genen, die aus den BORS/BOS-Untersuchungen nominiert
worden waren und deren Funktion eine Beteiligung an der BOFS-Genese vermuten lassen,
sollten diese bestétigt oder ausgeschlossen werden. Andererseits erfolgten die meisten
Untersuchungen zum BOFS iiber ein sogenanntes Positional cloning, das iiber Co-
Segregations-/Kopplungsanalysen eine moglichst kleine Region definierte, in der das
krankheitsverursachende Gen lokalisiert ist.

Auf der Suche nach den genetischen Ursachen bekannter vererbter Krankheitsbilder sind
die Sequenzierung von vorher ausgewéhlten Kandidatengenen oder die Analyse ihrer

Allelsegregation die am héufigsten verwendeten Techniken. In der vorliegenden Arbeit
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wurde die Grundlage fiir ein Positional cloning durch genomweite Segregationsanalysen
geschaffen. Es handelt sich dabei um eine Untersuchung aller Chromosomen, ohne ein
Kandidatengen als Anfangspunkt zu haben. Durch diese Vorgehensweise vermeidet man
durch strenge Vorauswahl eine ,,blinde* Sequenzierung auf der Suche nach verantwortli-
chen Genen. Diese Methode dient sozusagen als Filter auf dem Weg zur Entdeckung der
genetischen Ursache des BOFS und bringt dieses Ziel durch Einschrankung der Kandida-
tengenmenge ndher. Die Methode der Segregationsanalyse wurde gewdhlt, da eine aus-
sagekriftige Kopplungsanalyse bei der geringen Anzahl informativer Meiosen nicht mog-
lich gewesen wire. Da das BOFS eine autosomal vererbte Krankheit ist, sind in diesem
Fall die Geschlechtschromosomen von vornherein ausgeschlossen. Fiir diese Untersuchung
braucht man wenigstens eine Familie mit mehreren BOFS-Féllen oder ein erkranktes
Elternteil und ein gesundes Elternteil mit betroffenem Kind und gesundem Geschwister.
Die grofte bekannte BOFS-Familie iiber drei Generationen wurde in Deutschland
entdeckt, und DNA dieser Familie stand flir diese Arbeit zur Verfligung. Da die DNA
dieser Familie eine kostbare Raritdt darstellt, wurde der Verbrauch an urspriinglich zur
Verfligung stehendem Material minimiert, indem wenige Nanogramm der Nukleinsdure
linear iiber GenomiPhi ohne Qualititsverluste (z.B. Allelverlust) amplifiziert wurden. Fiir
die Segregationsanalyse wurden primér 382 Marker mit einem durchschnittlichen Abstand
von ca. 10 cM iiber PCR der DNA jedes Familienmitgliedes untersucht. Bei nicht-infor-
mativer Datenlage wurden zusdtzliche Marker verwendet, die entweder aus dem kommer-
ziellen Panel mit 5 cM Abstand der Firma AppliedBiosystems stammten, oder iiber eigene
Recherchen definiert wurden. Die PCR-Produkte und damit die Allele der Marker wurden
durch eine fluoreszenzbasierte automatisierte Fragmentanalyse untersucht. Die Uber-
tragung der Allele in einen schematischen Stammbaum erfolgte iiber die Software Cyrillic.
Die maximale Wahrscheinlichkeit von Rekombination innerhalb der Haplotypen wurde
mit SimWalk berechnet und die grafische Darstellung erfolgte mit HaploPaint.

Haplotypen, welchen allen Erkrankten gemeinsam waren und bei Gesunden nicht beobach-
tet wurden, wurden als potenzielle Regionen fiir das BOFS-Kandidatengen definiert. Um-
gekehrt konnten Regionen, die nicht allen Betroffenen gemeinsam waren, als Kandidaten-
region ausgeschlossen werden. AnschlieBend wurde der Inhalt verschiedener Datenbanken
von Genen und genetisch bedingten Krankheiten mit den Intervallen aus den Ergebnissen
verglichen, um Hinweise auf dhnliche Krankheiten oder eventuelle Kandidatengene zu er-

halten.
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Mit der vorliegenden Untersuchung gelang es, die Chromosomen 1, 8, 9, 10, 16, 17, 20
(und die Geschlechtschromosomen X und Y) als Trager eines BOFS verursachenden Gens
auszuschlieen. Von den verbleibenden Chromosomen wurden zum Teil nur kleine Inter-
valle des gemeinsamen Haplotyps gefunden, mitunter aber auch relativ grole Chromoso-
menregionen. Durch einfache Addition entsteht ein Gesamtbereich von 362.872.373 bp, so
dass sich bei einer haploiden Genomgréfle von 3,27 Gbp der gemeinsame Haplotyp nur
noch iiber 11% des Genoms erstreckt. Dieser Ausschluss geht weit iiber die bisherigen Er-
gebnisse aus Untersuchungen zur genetischen Ursache des BOFS hinaus, welche aus-
schlieBlich wegen Gemeinsamkeit von genetisch heterogenen Syndromen wie Townes-
Brocks-Syndrom (TBS), Branchio-Otic-Syndrom (BOS), Branchio-Oto-Renal-Syndrom
(BORS) und BOFS durchgefiihrt worden waren.

4.1 Verwandte Krankheitsbilder

4.1.1 Branchio-Oto-Renal-Syndrom (BOR-Syndrom; BORS)

Eines der dem Branchio-Oculo-Facial-Syndrom &hnlichen Syndrome ist das BOR-Syn-
drom (Melnick-Fraser-Syndrom; MIM 113650). Die Betroffenen dieser autosomal domi-
nant vererbten Krankheit zeigen Symptome, die auf Entwicklungsstorungen zuriickgehen.
Diese bestehen aus Kombinationen von Branchialfisteln, Sinus, Zysten, praaurikuldren
Griibchen (preauricular pits), Gehorlosigkeit (sensorineural oder Schallleitungsdefekt) und
Nierenanomalien. Obwohl dieser Phénotyp extrem variabel ist, tritt er immer in Verbin-
dung mit Gehorlosigkeit auf. Ursache des Branchio-Oto-Renal-Syndroms sind EYA/-Mu-
tationen auf Chromosom 8q13.3 (123). Dieser Locus (20) und das gesamte Chromosom 8
wurden in der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen, so dass die bisher gefiihrte Diskussion
iber einen gemeinsamen genetischen Ursprung von BOFS und BORS endgiiltig hinfillig

ist.

4.1.2 Branchio-Otic-Syndrom (BO-Syndrom; BOS)

Das Branchio-Otic-Syndrom ist genetisch heterogen, wobei 3 Loci bekannt sind: BO-Syn-
drom 1-3 (BOS1-3, MIM 602588, 120502, 608389). Die verursachenden respektiven Gene
sitzen auf den Chromosomen 8q13.3, 1q31 und 14q21.2-q24.3. Dieses Krankheitsbild ist

mit dem BOR-Syndrom auf Chromosom 8q13.3 allelisch und unterscheidet sich von ihm
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nur durch die Abwesenheit von Nierenanomalien. Die BOS-Loci auf Chromosom 1 (51)
und 8 wurden in dieser Arbeit als Loci fiir das BOFS ausgeschlossen. Lediglich auf
Chromosom 14 wurde ein gemeinsamer Haplotyp fiir alle BOFS-Individuen aus der unter-
suchten Familie gefunden. Dieser erstreckt sich iiber einen Bereich von ca. 16 Mbp von
Marker D14S74 in 14q24.1 bis Marker D14S1054 in 14q31. Damit ist eine Teiliiberlap-
pung mit dem BO-Syndrom Typ 3 moglich. Das dort lokalisierte BOS3-Kandidatengen
SIX1 wurde allerdings in einer vorangegangenen Arbeit durch Sequenzierung der komplet-
ten kodierenden Sequenz als Kandidatengen fiir das BOFS ausgeschlossen (53), was aber

nicht zwingend flankierende Gene aus genau dieser Region ebenfalls ausschlief3t.

4.1.3 Townes-Brocks-Syndrom (TB-Syndrom; TBS)

Das Townes-Brocks-Syndrom (TBS, MIM 107480) wurde 1972 entdeckt. Zytogenetische
Untersuchungen an TBS-Patienten ergaben anhand der Lokalisation einen indirekten Hin-
weis auf das Gen SALLI in der Region 16q12.1, welches nachfolgend durch Mutations-
suche als Ursache des TBS bestdtigt wurde (57). Das TBS besteht aus einer Reihe
autosomal dominant vererbter angeborener Fehlbildungen. Charakteristisch sind
AuBenohranomalien in Form kleiner Ohren mit oder ohne gefalteter oberer Helix und klei-
ner Anti-Helix, sowie gelegentlich beobachteten préaurikuldaren Griibchen. Die Patienten
sind oft von Gehorlosigkeit betroffen (sensorineural, als Schallleitungsdefekt, oder beides).
Unter den Anomalien des Urogenitalsystems kommen Nierenmalformationen in Form von
hypoplastischen, dysplastischen, aplastischen oder multizystischen Nieren vor. Weitere
urogenitale Beschwerden sind vesikoureteraler Reflux und Meatusstenosen. AuBlerdem
treten Analstenosen auf, die hdufigste Analanomalie ist jedoch die Analatresie (Anus
imperforatus). Weiterhin sind rektovaginale oder rektouretrale Fisteln beschrieben worden.
An den Hénden sind oft pridaxiale Polydactylien zu sehen, seltener auch an den Fiiflen. Bei
einem TBS-Patient wurde ein bilaterales Kolobom beschrieben (97), wobei nach dem
derzeitigen Stand der Literatur wohl kein direkter Zusammenhang zwischen
Augenanomalien und dem TBS besteht.

Aufgrund von Segregationsstudien wurde SALL/ als Kandidat des BOFS ausgeschlossen
(51). In der vorliegenden Arbeit wurde sogar das komplette Chromosom 16 ausge-

schlossen.
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4.2 Kiriterien zur Eingrenzung der Ergebnisse aus der Segregationsanalyse
4.2.1 Auswahl der Gene

Anhand der Ergebnisse ist ersichtlich, dass sich die Summe aller durch einen gemeinsamen
Haplotyp definierten Intervalle {iber ca. 363 Mbp erstreckt. In diesen Abschnitten gemein-
samer Marker-Allele bei allen erkrankten BOFS-Betroffenen finden sich in den geneti-
schen Datenbanken exakt 3.856 Gene (Stand: NCBI mapview Genome Build 35.1) und
289 Krankheitsbilder (Stand: OMIM vom: Dezember 2006). Durch Vergleich mit Daten
aus Literaturangaben sowie anderen Charakteristika dieser Gene konnte die Anzahl der
tatsdchlich in Frage kommenden Gene auf 651 reduziert werden, womit ca. 83% der Gene
aus den Bereichen gemeinsamer Haplotypen ausgeschlossen werden konnten.
Selbstverstindlich konnen nicht alle gefundenen 3.856 Gene auch Kandidatengene fiir das
BOFS sein. Viele der aus dem GeneRetriever erhaltenen Gene waren als Pseudogene defi-
niert. Diese konnten direkt ausgeschlossen werden, da sie aus nicht-funktionellen DNA-Se-
quenzen bestehen und deshalb keine BOFS auslosende Mutation tragen konnen. Die Besta-
tigung ihres Zustandes als Pseudogen oder die Suche nach Informationen dariiber erfolgte
online in Gen- und Literaturdatenbanken. Durch eine grobe Vorauswahl konnten ferner die
Gene ausgeschlossen werden, von denen bekannt war, dass sie verantwortlich fiir nicht-
verwandte monogene Erbkrankheiten sind. Die weitere Reduktion der Datenmenge erfolg-
te vor allem anhand des rdumlichen und zeitlichen Expressionsprofils der Gene, des Pro-
teintyps und Daten aus Mausmodellen.

Der BOF-Syndrom-Phinotyp manifestiert sich in mehreren Organsystemen. Deshalb konn-
ten die Gene, die in diesen Organen oder ihren urspriinglichen Embryonalanlagen niemals
Expression zeigen, als Kandidatengen direkt ausgeschlossen werden. Andererseits wurden
Entwicklungsgene, die bei der Bildung von Nieren, Augen, Ohr und anderen Gesicht-Hals-
Regionen eine Rolle spielen, von vornherein verdachtigt; wie zum Beispiel viele Mitglie-
der der schon in der Einleitung néher beschriebenen Entwicklungsgene aus den EYA-, SIX-,
PAX-, FOX-, HOX-, FGF- und POU-Familien. In der Literatur sind Interaktionen zwi-
schen Genen dieser Familien oft als nétig fiir die Kontrolle einer normalen Entwicklung
beschrieben worden. Eines der in der Einleitung aufgefiihrten Beispiele ist die synergisti-
sche Wirkung des Pax-Six-Eya-Dach-Netzwerkes, das bei Wirbeltieren die Muskelent-
wicklung und bei Drosophila die Augenentwicklung reguliert. Somit ist die Funktion eines

Gens durch seine Beziehung mit anderen Genen im Kontext von Netzwerken und Genkas-
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kaden bestimmt. Die Genwege von allen in den eingegrenzten Regionen kartierten Genen
waren deshalb bei der Suche nach der genetischen Ursache des BOFS sehr wichtig. Bei-
spielsweise konnte das auf Chromosom 13 kartierte DACH ausgeschlossen werden, da es
auBerhalb des gemeinsamen Haplotyps liegt. PAX3 auf Chromosom 2 konnte ebenfalls
ausgeschlossen werden, PAX6 auf Chromosom 11 liegt jedoch in dem Intervall der ge-
meinsamen Haplotypen und wurde daher als potenzielles Kandidatengen betrachtet. Die
Entwicklung von Organen erfolgt durch das Zusammenspiel bestimmter Gene in Netzwer-
ken, welche wihrend der Evolution mehr oder weniger konserviert sind. Uber 39.000
Netzwerke und Kaskaden finden sich in der mit Genecards verkniipften Datenbank Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (Kegg). Dort wurde in den vorhandenen Datensitzen
nach potenzieller Interaktion von beliebigen Genen aus den Ergebnistabellen der Segrega-
tionsanalyse mit Genen des Pax-Six-Eya-Dach-Netzwerkes gesucht und damit ein weiterer
Filter zur Datenreduktion angewandt. Auch Ergebnisse aus Tiermodellen wurden bertick-
sichtigt. Wenn aus Genecards ersichtlich war, dass im Knockout-Maus-Experiment durch
das mutierte Gen ein verdnderter Phdnotyp verursacht wurde, wurde der entsprechende
Datensatz in der Datenbank MGI (Mouse Genome Informatics) am Jackson Laboratory
aufgerufen und in die Bewertung eines Kandidatengens einbezogen.

Eine sehr wichtige Information war das Expressionsprofil der Gene. Haushaltsgene, die
stets ubiquitédr in allen Zelltypen und Organen exprimiert werden, sind so essentiell, dass
Mutationen in ihnen nicht nur wihrend der Entwicklungsphase eines Organismus, sondern
lebenslang beeintridchtigend sein miissten — falls diese tiberhaupt mit dem Leben vereinbar
sind. Hier waren vor allem die Daten aus den mit der Genecards-Datenbank verlinkten
Datenbanken wie SAGE, UniGene, CGAP und GeneNote ein wertvolles Auswahlkrite-
rium. Neben Literaturangaben war die Hohe der normalisierten Expressionsintensitét in
verschiedenen Geweben fiir die Entscheidung ausschlaggebend, ob das Gen in die engere
Auswabhl gelangen oder gleich verworfen werden konnte.

Fiir die Pathogenese des BOFS miissen bei der Auswahl potenzieller Kandidatengene noch
weitere Aspekte beriicksichtigt werden, da sich das Syndrom phénotypisch in multiplen
Organsystemen manifestiert. Die Symptome des BOFS duflern sich vor allem im cranio-
facialen und im Halsbereich sowie bei der Nierenentwicklung. Gehorlosigkeit, Fisteln als
Relikte der Branchialbogenentwicklung und Augenanomalien sind alles typische Entwick-
lungsdefekte. Die Auswirkung auf multiple Organsysteme kann durch Stérungen innerhalb
einer Genkaskade, aber auch durch eine sogenannte contiguous gene deletion verursacht

sein (79), bei der durch eine interstitielle Deletion eines Chromosomenabschnitts mehrere
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Gene verloren gehen, wie dies z.B. beim WAGR-Syndrom (Wilms Tumor; Aniridia;
Genitourinary Anomalies; Mental Retardation) der Fall ist. In besonderem Mal3 wurden
daher diejenigen Gene beriicksichtigt, von denen eine Beteiligung an der Bildung von beim
BOFS betroffenen Organsystemen, d.h. eine Expression in den Embryonalanlagen der
oben genannten Organsysteme, bekannt ist. Die einzelnen Organe, welche bei BOFS-

Individuen betroffen sind, sind nachfolgend zusammenfassend beschrieben.

4.2.2 Embryonalentwicklung der orofacialen Strukturen aus den Branchialbogen

Die Bildung der verschiedenen Gesichtsstrukturen erfolgt durch viele komplizierte Ent-
wicklungswege, die wihrend der Embryogenese zusammenwirken. Die Branchialbogen
(Synonym: Pharyngealbdgen oder Kiemenbdgen) sind embryonale Strukturen, deren Ent-
wicklung zur Bildung der meisten Gefda3e, Nerven, Muskeln, Knochen, Knorpel und Sin-
nesorgane in Kopf und Hals fiihren. Die Branchialbogen sind fiinf schrdg verlaufende
spangenformige Wiilste, die in der 4./5. Woche in der lateralen Wand des Kopfdarmes,
dem primitiven Pharynx, entstehen. Von auflen erkennt man vier von ektodermalem Epi-
thel bedeckte Einstiilpungen (Schlundfurchen (Sulci branchiales)), die die Branchialbdgen
voneinander trennen. Von innen gesehen sind es fiinf Aussackungen zwischen den Bran-
chialbogen. Diese sind als Schlundtaschen (Sacci pharyngeales) bekannt und von entoder-
malem Ursprung (135). Fiir das BOFS sind die Derivate der ersten zwei Branchialbdgen
(Mandibularbogen und Hyoidbogen) und die dazugehdrigen Schlundtaschen und Schlund-
furchen besonders relevant.

Der Gaumen wird durch Verschmelzung von primidrem und sekundiren Gaumen gebildet.
Der primdre Gaumen entsteht aus dem Zwischenkiefersegment und trigt spiter die
Schneidezihne. Der sekundire Gaumen entsteht, indem die beiden lateralen
Gaumenfortsitze (Gaumeplatten) zusammen wachsen. Fehlerhafte Mesenchymbildung
fiihrt zur Verschmelzungsdefekten zwischen medialem Nasenwulst und Oberkieferwulst.
Das Resultat sind uni- oder bilaterale Lippen- und Kieferspalten am Oberkiefer, die durch
ganz oder teilweise fehlende Vereinigung der Gaumenfortsdtzen auftreten. Kombinationen
dieser Entwicklungsdefekte sind Lippen-Kiefer-Gaumenspalten (LKG), die mit einer
Haufigkeit von 1:500 bis 1:700 bei Neugeborenen zu den hdufigsten angeborenen Fehl-
bildungen gehdren (135). Dies belegt, dass LKG paradigmatisch filir genetische
Heterogenitét stehen und daher beim BOFS eher als Assoziation denn als Leitsymptom

betrachtet werden miissen.
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Durch inkorrekte Entwicklung der Halsstrukturen und des Gehororgans konnen Fehlbil-
dungen auftreten, die typischen Zeichen des BOFS entsprechen konnen. Ein wichtiger
Schritt wihrend der Hals- und Ohrentwicklung ist die Bildung des sogenannten Sinus cer-
vicalis. Dieser besteht aus einer mit ektodermalem Epithel ausgekleideten Hohle. Diese
Struktur bildet sich durch eine starke Proliferation des Mesenchyms des 2. Branchialbo-
gens, dabei verlieren die Schlundfurchen ihre Verbindung zur Oberfldche. Bei inkorrekter
Entwicklung kann ein bleibender Sinus cervicalis zu lateralen Halszysten oder/und Fisteln
fiihren (135); typische Befunde bei BOFS-Patienten.

Innen-, Mittel- und Auflenohr entwickeln sich aus verschiedenen Strukturen. Aus der 1.
Schlundtasche wichst der Recessus tubotympanicus. Daraus bilden sich die Paukenhdhle,
das Trommelfell und die Tuba auditiva (Ohrtrompete), welche spater die Paukenhdhle mit
dem Nasenrachenraum verbindet. Aus den ersten beiden Branchialbogen entstehen die Ge-
horknochelchen, die kleinen verbindenden Muskeln und ihre Nerven, aus der ersten
Schlundfurche der &uBlere Gehorgang, der réhrenformig in Richtung des Recessus
tubotympanicus wdchst. Die Ohrmuschelhocker entstehen im 2. Monat am Rand der /.
Schlundtasche aus Mesenchymverdichtungen. Durch ihre Verschmelzung entwickeln sich
die Ohrmuscheln. Erst nach ihrer Entstehung erhalten sie ihre definitive Position in der
Halsregion auf Hohe der Augen (137). Sehr oft treten beim BOFS Fehlbildungen des

AuBen- und Mittelohres zusammen mit Gesichtsfehlbildungen auf.

4.2.3 Augenentwicklung

Die verschiedenen embryonalen Anteile, aus denen sich das Auge entwickelt, kommen
weder von Branchialbogen, noch Schlundtaschen, noch Schlundfurchen. Das Augenblés-
chen entwickelt sich zum Beispiel aus einem Teil des Vorderhirns. Augenfehlbildungen
treten bei BOFS-Betroffenen hdufig auf, oft als Kolobome. Diese Fehlbildungen entstehen
durch einen fehlerhaften Verschluss der Augenbecherspalte. Dadurch bildet sich ein par-
tieller oder kompletter Spalt der Iris, Linse, Aderhaut (Chorioidea) und/oder Sehnerv
(Nervus opticus) (137). Das auf Chromosom 2p21 lokalisierte SZX3, welches bei der Ent-
wicklung der Linsenplakode beteiligt ist, konnte als BOFS-Kandidatengen in der vorlie-

genden Arbeit ausgeschlossen werden.
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4.2.4 Nierenbildung

Storungen wiahrend der Nierenentwicklung konnen zu typischen BOFS-Nierenbefunden
fithren: hypoplastische, dysplastische oder aplastische Nieren. Die Nierenentwicklung des
Menschen ist dreigliedrig. Vor-, Ur-, und Nachniere entstehen wihrend der Embryonalent-
wicklung chronologisch aus dem intermedidren Mesoderm. Zuerst bildet sich die Vorniere.
Noch wihrend deren Regression beginnt die Entstehung der Urniere. Mit der Riickbildung
der Urniere beginnt die Bildung der Nachniere. Mit Hilfe der Induktion der Ureterknospe,
die ab der 6.Woche aus dem metanephrogenen Blastem wichst, bildet sich aus der Nach-
niere die definitive Niere. Vor-, Ur- und Nachniere stehen wihrend dieses Prozesses mit
dem mesonephrogenen Gang (Wolffscher Gang) in Verbindung (136).

Vermutlich durch eine geringere Verzweigung der Ureterknospe entstehen zu kleine
Nieren mit normale Struktur, die hypoplastisch genannt werden. Eine fehlerhaft ausgebil-
dete Nierenanlage wird Nierendysplasie genannt. Im strengen Sinn ist damit das Vorhan-
densein von Knorpelzellen, primitiven Tubuli oder fetalen Glomeruli gemeint. Im klini-
schen Alltag wird dieser Begriff ausgeweitet und auch fiir die oft gemeinsam auftretenden
zystischen Verdnderungen der Niere benutzt. Eine histologisch rudimentire Niere wird
aplastisch genannt. Eine komplett fehlende Nierenanlage entspricht einer Nierenagenesie.
Diese entsteht, wenn die Ureterknospe den mesonephrogenen Gang (Wolffscher Gang)
nicht erreicht und damit keine Induktion fiir die Nierenentwicklung stattfindet. Bei aplasti-
schen Nieren fehlen oft auch Nierenarterien und Uretern, alles in Folge einer friihzeitigen
Degeneration der Ureterknospe (21). Lebewesen mit beidseitiger Nierenaplasie sind nicht
lebensfdhig. Bei einer einseitigen Nierenaplasie kompensiert eine gesunde Niere die

fehlende.

4.3 Beispiele putativer BOFS-Kandidatengene

Die BOFS-Symptome betreffen hochspezialisierte Differenzierungsprozesse wihrend der
Embryonalentwicklung. Die Entwicklung der Branchialbogen mit Schlundfurchen und
Schlundtaschen ist das Ergebnis komplexer Prozesse, in welchen auf alle Fille Gene der
Apoptose, der Gewebeinduktion und Differenzierungsfaktoren beteiligt sein miissen. Aus
der Anzahl gefundener Gene der vorliegenden Studie ist es daher sehr schwer, eine Vor-
hersage iiber das Kandidatengen zu machen. Die auf Chromosom 2, 7, 12 und 17 lokali-

sierten Gene der HOX-Familie tragen vor allem zur metameren Gliederung in der Anterior-
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Posterior-Achse bei. Andererseits zeigt die HOXAZ2-Expression eine Beteiligung an der
Branchialbogenmusterbildung. Die Expression hingt von FGF8-Signalwegen ab (131),
wobei sich eine verdnderte Expression von F'GF8 umgekehrt proportional auf die Intensitét
von Apoptose auswirken kann (127). Es ist bekannt, dass HOXI und HOX3 bei der Deter-
minierung der Rhombomere im Rhombencephalon beteiligt sind, wihrend {iber ihre Betei-
ligung bei der Bildung von Branchialbogenderivaten nichts bekannt ist. Lediglich der be-
reits in der Einleitung erwédhnte kompensatorische Effekt der HOX-Gene Hoxa4, ~11, ~13
bei murinen Nierenanomalien konnte ein Indiz fiir deren Beteiligung am BOFS sein. Diese
Genintervalle sind in dieser Arbeit ausgeschlossen worden und mit thnen die eingangs dis-
kutierten Gene HOXI, HOXA2, HOX3, HOXA4, HOXA9, HOXA10 und HOXA13. Das
Homoobox-Gen TLX! (Syn: HOX11) auf Chromosom 10 konnte ebenfalls durch vorherige
Genuntersuchungen ausgeschlossen werden (53). So kann man nur vage postulieren, dass
die streng regionalisierten Storungen des BOFS nicht auf HOX-Mutationen zuriickzufiih-
ren sind.

Wie in der Einleitung erwdhnt, steht GDNF als wichtiges Gen fiir die Nierenbildung bei
Saugetieren. Es interagiert mit anderen Genen wie z.B. SALLI, SIX1, PAXS8 oder FOXCI
in der Entwicklung des Metanephros (urspriingliche Niere) (9). Als Ligand von Tyrosin-
Kinase-Rezeptoren steht GDNF fiir ein Schliisselmolekiil des Wachstums der Ureter-
knospe. Verschiedene Studien haben die Aktivitit von GDNF als Ligand des Tyrosin-
Phospho-Kinase-Rezeptors RET in Nerven- und Nierengewebe bestétigt (133; 66). Als
beteiligtes Gen der Nierenentwicklung stand es auf der Liste der BOFS-Kandidatengene.
Allerdings konnte GDNF aufgrund seiner Lokalisation auf Chromosom 5 durch die
vorliegende Arbeit ausgeschlossen werden. Mit Ausschluss von Chromosom 10 kommt
das ebenfalls auf diesem Chromosom lokalisierte RET-Protooncogen nicht mehr als
BOFS-Kandidatengen in Frage.

Unter den wichtigsten Entwicklungsgenen sind Transkriptionsfaktoren oder Gene, die in
regulatorischen Prozessen mitwirken. Viele der in den Tabellen zusammengefassten Gene
kodieren fiir solche Transkriptionsfaktoren. Thre mogliche Mitwirkung in Entwicklungs-
prozessen des Embryonallebens macht diese Gene jedenfalls zu Verddchtigen. Eine Viel-
zahl von, bei der Transkription eine entscheidende Rolle spielende Zinkfinger-Proteinen
(man konnte beinahe von einem Zinkfinger-Cluster sprechen) wurden auf Chromosom 19
gefunden, wobei auch vereinzelt Zinkfinger-Gene in gemeinsamen Intervallen auf anderen
Chromosomen gefunden wurden. Insgesamt sind in den Tabellen, die durch gemeinsame

Haplotypen definiert sind, 105 Zinkfinger-Gene enthalten. Allerdings stehen fiir diese ge-
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listeten Gene keine Daten transgener Méuse oder Knockouts zur Verfiigung und es sind
keine Phénotypen aus der OMIM-Datenbank bekannt. Deshalb ist die Entscheidung, ob
man hier einen Zusammenhang einzelner Gene mit dem BOFS herstellen kann oder nicht,
sehr schwierig.

Die Zinkfinger-Proteine haben mit ihrer DNA-bindenden Funktion eine funktionelle Paral-
lele zu den Transkriptionsfaktoren aus der forkhead-box-Familie (FOX). Die in der Einlei-
tung genannten Gene fiir die forkhead-Proteine FOXC2 (Chromosom 16), FOXE3 (Chro-
mosom 1), FOXHI (Chromosom 8), FOXOI (Chromosom 13) und FOXE! (Chromosom
9) konnten aufgrund ihrer Lokalisation in Relation zu den Haplotypintervallen ausge-
schlossen werden. Das auf Chromosom 3 kartierte FOXL2 wurde aufgrund des Phéanotyps
(Blepharophimose, vorzeitige Menopause) ausgeschlossen.

Auch Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren sind als Komponenten der Differenzie-
rung bekannt. Als Beispiel seien nur durch Mutationen in FGFR-Genen verursachte
Krankheiten wie die Cephalosyndactylien oder Storungen der Chondrogenese genannt. So
konnen diese Gene oder deren Homologe durchaus auch als Kandidatengene des BOFS po-
stuliert werden. Ein Beispiel dafiir ist der platelet-derived growth factor receptor
(PDGFRA) auf Chromosom 4. Aber auch das auf Chromosom 5 kartierte Gen fiir den Fi-
broblastenwachstumsfaktor FGF18 und ein FGF-Rezeptor-Gen fibroblast growth factor 4
(FGFR4) konnen genauso wie das forkhead-box-Gen FOXII auf diesem Chromosom als
Kandidatengene betrachtet werden. Dies gilt z.B. auch fiir den transforming growth factor
beta 3 (TGFB3) auf Chromosom 14. Ausgeschlossen werden konnten die in der Einleitung
genannten FGF-Gene FGF2 und FGFS, wihrend das auf Chromosom 5 liegende Gen
FGFI in die Auswahl kam. Die dazugehdrigen Rezeptoren konnten fiir folgende Gene
ausgeschlossen werden: FGFRI (Chromosom 8); FGFR2 (Chromosom 10) und FGFR3
(Chromosom 4).

Allein die Vielzahl der in den Bereichen gemeinsamer Haplotypen gefundenen Gene
macht eine Kandidatengennominierung fiir das BOFS ohne weitere gesicherte
Anhaltspunkte sehr schwierig. Nicht nur diese Gene selbst, sondern auch die diese in Ent-
wicklungsprozessen einschlieBenden Genkaskaden sind in der Evolution oft sehr konser-
viert. Wie in anderen Spezies spielen diese Wachstumsfaktoren beim Menschen wihrend
der Organogenese eine sehr wichtige Rolle (manchmal auch in gleichen Prozessen bei
evolutiv sehr entfernten Spezies).

Die Signaliibertragung membransténdiger Rezeptoren erfolgt iiber den MAP-Kinase-Weg.

Hier sind Proteine zu nennen, die vor allem an Zellproliferation und Apoptose beteiligt
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sind, typische Prozesse, deren Storung fiir das BOFS verantwortlich sein diirfte.
Anomalien oder Verdnderungen in der Expression dieser Gene konnen zur Verdnderung
von Form und Funktion von Zellen fiihren und damit Entwicklungsprozesse, an denen
diese Zellen teilnehmen, beeinflussen. Gene, die Strukturkomponenten von Zellen und
extrazellularer Matrix kodieren, spielen deshalb in Entwicklungsprozessen eine Rolle. Thre
Mutationen konnen zu schwerwiegenden Krankheitsphdnotypen fiihren. Die durch extra-
zelluldre Signale aktivierten Interaktionswege zeichnen sich durch Protein-Phosphorylie-
rung und damit Aktivierung von Proteinen, insbesondere nukledren Transkriptionsfaktoren,
aus. Hier wird der enge Zusammenhang zwischen Rezeptormolekiilen, Signaltrans-
duktionswegen, Transkriptionsfaktoren und Differenzierung erkennbar. In den in dieser
Arbeit dargestellten Tabellen sind Proteine bzw. ihre kodierenden Gene aufgelistet, die im
Zellzyklus mitwirken oder auf andere Weise die Linge des Zelllebens beeinflussen kon-
nen. In den Regionen gemeinsamer Haplotypen wurden u.a. folgende Proteine gefunden
und in die engere Wahl aufgenommen: fas apoptotic inhibitory molecule (FAIM) auf Chro-
mosom 3, cyclinG2 (CCNG2), cyclin I (CCNI) und cyclin-dependent kinase-like (CDC2-
related kinase)-(CDKL2) auf Chromosom 4, oder die kinasen family member 134
(KIF'134) auf Chromosom 6 — viele davon Komponenten des MAP-Kinase-Wegs.

Neben Rezeptoren wie den FGF-Rezeptoren sind auch andere Proteine integraler Bestand-
teil der Zellmembran, z.B. Ionenkanile, die fiir das elektrische Potential und den Salzhaus-
halt von Zellen essentiell sind. Membransténdige Proteine sind auch in den im Ergebnisteil
dargestellten Tabellen zu finden. Beispiele davon sind das transmembrane protein 16C
(TMEM16C), das transmembrane gamma-carboxyglutamic acid protein 4 (TMG4) auf
Chromosom 11 und Integrin, beta 5 (ITGB5) auf Chromosom 3.

In den Regionen gemeinsamer Haplotypen wurden auch einige Gene gefunden, die fiir
Proteine kodieren, die Enzymeigenschaften besitzen. Diese Gruppe sehr unterschiedlicher
Proteine wirkt in fast jedem biologischen Prozess mit, von der Modifikation von DNA-
Molekiilen (z.B. Topoisomerasen, die iiber DNA-Strangbriiche die Topologie der DNA
verdandern) bis hin zur Funktion im Metabolismus, z.B. in Leberzellen. Natiirlich spielen
sie auch wihrend der Organogenese und Embryonalentwicklung oft auf molekularer Ebene
eine sehr wichtige Rolle. Aus diesem Grund sind in den in dieser Arbeit dargestellten Ta-
bellen viele Enzyme aufgelistet. Einige Beispiele davon sind das auf Chromosom 3 lokali-
sierte Enzym der Chondroitin-Sulfatierung carbohydrate (chondroitin 4) sulfotrans-
ferase 13 (CHSTI3), oder die ebenfalls auf Chromosom 3 kartierte receptor-like tyrosine
kinase (RYK). Ebenso findet sich neben der auf Chromosom 5 kartierten dual specificity
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phosphatase 1 (DUSPI) in der Rubrik der Enzyme ein Mitglied der cyclin-abhédngigen
Kinasen CDKLZ2 auf Chromosom 4, welche bereits bei den Zielgenen des MAP-Kinase-
Wegs besprochen wurden.

Unabhingig von deren Funktion wurde es auch als wichtig erachtet, Gene bzw. Proteine,
die einen direkten oder indirekten Zusammenhang mit Symptomen des BOFS nahelegen,
in diesen Tabellen aufzulisten. So befindet sich auf Chromosom 7 das Gen ocular develop-
ment-associated gene (ODAG), oder auf Chromosom 11 der Faktor deafness locus associa-
ted putative guanine nucleotide exchange factor (DELGEF).

Auflerdem wurden auf verschiedenen Chromosomen Gene gefunden, die Ursachen BOFS-
dhnlicher Syndrome sind, und zumindest teilweise im Zusammenhang mit dem BOFS ste-
hen konnten. Wie eingangs bereits erwédhnt, fanden auch diese Gene in Form eines in silico
candidate gene approach Beriicksichtigung in der Zusammenstellung der Tabellen. So
liegt auf Chromosom 11 das Gen fiir das Usher Syndrome 1C (USHI1C), welches mogli-
cherweise mitwirkendes Kandidatengen fiir das BOFS ist. Weitere Beispiele sind Charcot-
Marie-Tooth neuropathy (CMT4B2) auf Chromosom 11, verschiedene cat eye syndrome
(CECR)-Kandidatenregionen (1, 5 und 6) auf Chromosom 22 oder das Hermansky-Pudlak-
Syndrom 5 (HPS5) auf Chromosom 11.

Das BOFS verursachende Gen muss folglich nach dem Ausschlussprinzip unter den restli-
chen in dieser Arbeit erfassten Genen sein. Eine weitere Eingrenzung dieses reduzierten,
mit 651 Genen aber dennoch noch sehr umfassenden Genpools, kann nur erfolgen, wenn

andere vom BOFS betroffene Familien zur Verfiigung stehen.

4.4 Inhalt der Krankheitsbildtabellen und Syndromologie

Neben den Daten aus den Gendatenbanken waren natiirlich auch die Daten aus der OMIM-
Datenbank iiber genetisch bedingte Erkrankungen eine wertvolle Ressource. Mit Hilfe die-
ser Datenbank wurden in den eingegrenzten Regionen Krankheitsbilder gefunden und mit
den Symptomen des BOFS verglichen. Die gefundenen genetisch bedingten Erkrankungen
wurden in den Krankheitsbildtabellen im Ergebnisteil dargestellt. Hauptsédchlich wurden
dabei Phinotyp und Form der Vererbung von jedem Krankheitsbild beachtet und als Inklu-
sionskriterium herangezogen. Viele dieser Krankheitsbilder bestehen aus syndromalen Er-
krankungen, deren Symptome entweder gemeinsam mit dem BOFS vorkommen, oder in

enger Verbindung mit diesem Syndrom stehen konnten. Ausfiihrliche Informationen iiber
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molekulare, pathogenetische und klinische Aspekte jedes Krankheitsbildes wurden mit
Hilfe der OMIM-Datenbank und den darin verkniipften Datenbanken erhalten.

In den Genlisten wurden zwei Loci (USH34 auf Chromosom 3 sowie USHIC auf Chromo-
som 11) fiir verschiedene Formen des Usher-Syndroms gefunden. Auch bei der Liste der
genetisch bedingten Erkrankungen erscheint Usher-Syndrom Typ IA auf Chromosom 14 in
den Tabellen. Dies ist nicht zuféllig. Zu den Auffilligkeiten des Usher-Syndroms zahlt
eine beidseitige Gehdrlosigkeit mit Verlust des Sichtfelds. Im Gegensatz zum Usher-Syn-
drom sind beim BOFS die Fehlbildungen der Augen angeboren und ab Geburt manifest.
Die Ubereinstimmung mit dem Usher-Syndrom kann jedoch auch zufillig sein, wenn man
beriicksichtigt, dass es mindestens 40 Krankheitsbilder mit Gehdrlosigkeit und Blindheit
gibt. Jedoch liegen die restlichen Krankheitsbilder aullerhalb der durch die vorliegende Un-
tersuchungen definierten Intervalle gemeinsamer Haplotypen beim BOFS. Die Abgren-
zung des BOFS anhand seiner Symptome von anderen Krankheitsbildern ist fiir den Syn-
dromologen eine Herausforderung, die nicht immer zur richtigen Interpretation des Krank-
heitsbildes fiihrt. Dies fiihrte in der Vergangenheit auch dazu, dass das BOFS falschlicher-
weise diagnostiziert und publiziert wurde. So sind zum Beispiel die drei in der Arbeit von
Kulkarni (59) dargestellten Félle laut der Syndromologin und BOFS-Expertin Angela Lin
falsch diagnostiziert (72). Die Problematik der richtigen Diagnose zeigte sich auch bei
einer anderen Publikation, die das zum Formenkreis gehérende BOR-Syndrom mit dem
BO-Syndrom beim ersten Einreichen der Arbeit beim Verlag verwechselte (126).
Gehorlosigkeit oder Nierenfehlbildungen kénnen Phénokopien darstellen bzw. auf geneti-
scher Heterogenitdt basieren. Aus diesem Grund ist auch die Erkennung des BOFS-Leit-
symptoms ,,Branchialsinusdefekte® grundlegend fiir die Diagnose des BOFS (89). Postu-
lierte Mutationen oder Genverdnderungen im putativen BOFS-Kandidatengen zeigen
pleiotrope Effekte, so dass eine phénotypische Variabilitdt entstehen kann. Ob diese Varia-
bilitdt auf allelische Heterogenitit zuriickzufiihren ist, kann nur spekuliert werden. Auch
eine Locusheterogenitit, wie sie vom BOS bekannt ist, kann nicht ausgeschlossen werden.
Dies zu beriicksichtigen ist vor allem dann wichtig, wenn in Zukunft unter Einbeziehung
weiterer Familien eventuell Kopplungsanalysen durchgefiihrt werden sollen. Es ist ferner
wichtig zu beachten, dass der Phanotyp des BOFS bei Betroffenen sehr variabel ist.

Die Informationen aus den in dieser Arbeit zusammengestellten Tabellen sind ein guter
Ausgangspunkt fiir eine weiterfithrende Forschung nach den Ursachen des BOFS. Dem
Ziel, die Pathogenese des BOFS aufzukldren, kann man durch das Verstindnis méglicher

Zusammenhédnge zwischen dem BOFS und die in den Tabellen dargestellten Krankheits-
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bildern, sowie der Funktion der verursachenden Gene und ihren Mutationen, ndher

kommen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Branchio-Oculo-Facial Syndrom (BOFS) ist eine sehr seltene autosomal-dominant
vererbte Erkrankung. Bis heute sind in der Literatur nur wenige Fille beschrieben worden.
Die genetische Ursache von BOFS ist noch nicht bekannt. Deshalb und aufgrund der Viel-
falt von Symptomen bei Betroffenen, sowie den unterschiedlichen Auspragungsformen, ist
eine zuverldssige Diagnose des Syndroms nicht einfach.

Auf der bisherigen Suche nach der Pathogenese des BOFS sind einzelne Kandidatengene
sequenziert worden. Bisher wurde keine Mutation gefunden. In dieser Arbeit ist zum ersten
Mal in der Erforschung der Ursache des BOFS eine genomweite Segregationsanalyse
durchgefiihrt worden. Mit dieser Methode kann man die Allelsegregation von genetischen
Markern liber mehrere Generationen in einer Familie verfolgen. Es wurde dafiir DNA von
der groften bekannten, iiber drei Generationen reichenden, BOFS-Familie verwendet. Weil
das BOFS autosomal vererbt wird, beschrinkten sich die Analysen auf die 22 Auto-
somenpaare.

Fiir die Chromosomen 1, 8, 9, 10, 16, 17 und 20 wurden keine gemeinsam Haplotypen bei
den Erkrankten ermittelt. Deshalb konnten diese Chromosomen als Genorte fiir ein mogli-
ches BOFS-Kandidatengen komplett ausgeschlossen werden. Von anderen Chromosomen
konnten nur Teile ausgeschlossen werden. Insgesamt gelang es, allein anhand der Segrega-
tionsanalyse mit ca. 400 Markern, 89% des menschlichen Genoms auszuschlieen. So be-
findet sich das BOFS-Kandidatengen in einem Bereich von ,,nur noch 363 Mbp. Diese
durch gemeinsame Haplotypen definierte Region schlieft 3.856 Gene ein, wobei durch
Datenbankrecherchen ca. 83% davon ausgeschlossen werden konnten und letztendlich 651
Gene in die engere Auswahl kommen.

Dieser Ausschluss erfolgte durch Recherche in Datenbanken des NCBI und vernetzten
Datenbanken nach Genen und Krankheitsbildern fiir diese Kandidatenregionen. Ein mogli-
cher Zusammenhang zwischen den in diesen Regionen gefundenen Genen und/oder Krank-
heitsbildern und dem BOFS wurde diskutiert. Daflir wurden unter anderem Informationen
der Gendatenbanken iiber raumliche und zeitliche Expressionsprofile, Charakteristika jedes
Gens und Knockoutexperimente sowie Literaturdaten beriicksichtigt.

Das BOFS-verursachende Gen in seiner mutierten Form sollte in dieser Arbeit kartiert

werden. Die Liste von Kandidatengenen ist dabei aber noch sehr lang. Nur durch Untersu-
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chungen weiterer BOFS-Familien kann man diese Liste reduzieren, um in Zukunft eine
gezielte Gensequenzierung auf der Suche nach der Ursache des BOFS durchfiihren zu
konnen. Lediglich die gefundenen Favoriten PAX6, FGFR4 und FOXII sollten in naher

Zukunft einer Mutationsanalyse bei BOFS-Individuen unterzogen werden.
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