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Einleitung 4

Il Einleitung

1. Anatomie und Funktion des menschlichen Ohres

Das Ohr igt in drei Abschnitte zu untergliedern: das aufere Ohr, das Mittelohr und das Innenohr.
Zum au3eren Ohr werden die Ohrmuschel und der &ul3ere Gehdrgang gezadhlt. Durch die Ohrmu-
schel wird der Schall aufgefangen und durch den etwa 3 cm langen, S-formig gekrimmten Ge-
hdrgang weitergeleitet. Der aul3ere Gehdrgang endet mit dem Trommelfell.

Zum Mittelohr gehtren verschiedene, mit Schieimhaut ausgekleidete, Iuftgefilite Raume, die im
Ostemporae lokalisert sind. Der Hauptraum besteht aus der Paukenhdhle (Cavum tympani), die
Telle des schallleitenden Apparats, die drei Gehdrkndchelchen Hammer (Malleus), Amboss
(Incus) und Steigbligel (Stapes), enthdlt. Ihm angeschlossen sind nach hinten das Antrum
mastoideum, das zu den Cellulae mastoideae fuhrt, und die Ohrtrompete (Tuba auditiva), das
Verbindungsrohr zwischen Paukenhthle und Nasenrachenraum. Die Gehdrknochelchen bilden
ein Hebelsystem, welches mit einem Ende am Trommelfell und mit dem anderen Ende am ovalen
Fenster (Fenestra vestibuli) befestigt ist und Uber das Schwingungen des Trommelfells auf die
Perilymphe des Innenohres Ubertragen werden. In Abbildung 1 ist die Anatomie des mensch
lichen Ohres schematisch dargestellt.

Gleichgewichts- und Hororgan liegen as Bestandteile des Innenchres im Felsenbein. Im Innenohr
werden ein kndchernes und ein hautiges Labyrinth unterschieden. Das kndcherne Labyrinth des
Hororgans, die Schnecke (Cochlea), ist gefillt mit Perilymphe, in der das hdutige Labyrinth,
(Ductus cochlearis) mit Endolymphe ,, schwimmt® (Schiebler und Schmidt, 1997). Die Cochlea

windet sich spirdformig zweieinhalb ma um die knécherne Schneckenachse (Modiolus).

Von der Schneckenachse ragt eine Knochenleiste (Lamina spiralis ossea) in den Schneckenkanal.
Die Knochenleiste geht tiber in die Basilarmembran, die mit der lateralen Wand des Schnecken+
kanals verbunden ist. Dadurch wird die Cochlea in eine obere (Scala vestibuli) und eine untere
Etage (Scala tympani) geteilt. An der Schneckenspitze (Helicotrema) stehen die beiden Etagen
miteinander in Verbindung. Der Endolymphengang der Cochlea, der Ductus cochlearis, liegt am
Boden der Scala vestibuli und beherbergt das Corti-Organ (Organum spirale), einen Rezeptor fir
akustische Signale. Der Ductus cochlearis wird von der Scala vestibuli durch die Reissner'sche
Membran und von der Scala tympani durch die Basilarmembran getrennt. Uber das Corti-Organ
deckt sich die Tektorialmembran, eine gallertartige Masse, die an der Innenseite der Schnecke be-
fedtigt idt.

Das Corti-Organ befindet sich auf der Basilarmembran. Im Corti-Organ liegen umgeben von
Stitzzellen mit Stereozilien ausgestattete Sinneszellen (Haarzellen). Man unterscheidet bei den
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Haarzellen eine innere von drei dulleren Haarzelreihen. Die Sinneszellen sind in der Lage,
Schallwellen mechanoel ektrisch zu transduzieren. Die el ektrischen Signale werden Uber den Hor-

nerv in die Horrinde geleitet und dort zu einem Hoéreindruck verarbeitet.

1.1. Der Horvorgang

Die durch das aulRere Ohr aufgenommenen und durch das Mittelohr weitergeleiteten Schall-
wellen werden in der Cochlea des Innenohres in mechanoelektrische Impulse transduziert.
Bedingt durch die mechanischen Eigenschaften der Basilarmembran fuhren bestimmte Fre-
guenzen eines Schalls nur an definierten Orten der Basilarmembran zu nennenswerten
Schwingungen, ein Phanomen, das a's Frequenzdispersion bezeichnet wird (Hick und Hick,
1997). Tiefe Frequenzen werden an apikalen Arealen der Cochlea, hohe Frequenzen an basa-
len Arealen der Cochlea abgebildet. An diesen Stellen kommt es zur Relativbewegung zwi-
schen Basilar- und Tektorialmembran. Diese Relativbewegung fuhrt wegen des Kontakts der
Stereozilien der auf3eren Sinneszellen zur Tektorialmembran zu ihrer Abbiegung. Zwischen
dem normalen Ruhepotential im Innern der Sinneszellen und dem des positiv geladenen
Endolymphenraums besteht ein Potentialgefélle von bis zu 150 mV. An den duf3eren Sinnes-
zellen erfolgt durch die Abbiegung der Stereozilien ein reizsynchrones Offnen und Schlief¥en
von Transduktionskanaden und damit eine Anderung des Membranwiderstandes (Schmidt und
Thews, 1995). Es wird ein Einstrom von Kalium-lonen aus der kaliumreichen Endolymphen
flussigkeit in die Haarzellen ausgel6st, welcher eine Depolarisation der Stereozilien mit Aus-
bildung eines Rezeptorpotentials zur Folge hat. Eine anschlief3ende Neurotransmitterfreiset-
zung bewirkt an der afferenten Nervenfaser an der Basis der inneren Haarzelle eine Aud6-
sung von Aktionspotentialen, die nach Modifikation und Weiterleitung zur Horrinde den Hor-
eindruck vermitteln (Kalatzis und Petit, 1998).

Auricula Stapes
im ovalen Fenster

Felsenbein Bogenginge
H S, ’

AuBarer’,

Gﬂhﬁrga;l'llg ]‘ llr : I
\g\\] ‘ MNervus

cochlearis

Abbildung1: Schematische Dar gtellung des menschlichen Ohres(modifiziert nach Putz ,1993).
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Abbildung2: Dargédlung und L okalisation des Corti-Organsim Innenohr.

A: Querschnitt der Cochlea

B: Schematische Darstellung des Corti-Organs
(modifiziert nach Berghaus et al., 1996)

2. Schwer hérigkeit

Stoérungen des Horens im Sinn einer Schwerhérigkeit stellen den haufigsten primér sensori-
schen Defekt des Menschen dar. Die Auswirkung der Taubheit sind sowohl fiir das betroffene
Individuum und sein ndheres Umfeld as auch fir die Gesellschaft bedeutend. Der Erkrankte
selbst ist in der Kommunikationsfahigkeit mit seiner Umwelt und seinem sozialen In
teraktionsgefuige beeintrachtigt ( Kubisch et al., 2000).

Fast jeder zweite Mensch leidet im Laufe seines Lebens unter einem Hordefizit von mehr als
25 dB (Kubisch et al., 2000). Ungefahr eines von tausend Kindern ist bereits bei der Geburt
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oder in der frihen Kindheit von gravierender Schwerhdrigkeit betroffen (Kalatzis und Petit,
1998).

Dem Gehor kommt eine tragende Rolle beim Erlernen der Sprache zu. Doch auch eine nach
erfolgter Sprachentwicklung einsetzende Schwerhérigkeit kann starke Auswirkung auf die so-

ziobkonomische Entwicklung der betroffenen Person haben.

Daher ist die frihe Diagnosestellung der Horstérung besonders bel Kindern, die sich noch vor
der Sprachentwicklung befinden, von Bedeutung (Ptok, 1997), da durch rechtzeitigen Beginn
einer Therapie bel diesen Patienten die ungehinderte Reifung der Horbahn und hoérverarbei-

tenden Zentren im 18.-24. Lebensmonat ermoglicht wird.

Schwerhorigkeit kann sowohl genetische a's auch umweltbedingte Ursachen haben. Zu den
wichtigsten Umweltfaktoren gehtren maternofetale Infektionen (z.B. Toxoplasmose, Rételn
und Zytomegalie-Virusinfektionen), perinatale Komplikationen (z.B. mit Hypoxie einher-
gehende Horstérungen), Infektionen (z.B. Meningitis und Mumps), ototoxische Medikamente
(z.B. Aminoglykoside oder Cisplatin) und Larmbelastung (Kubisch et al., 2000).

Eswird bel der Schwerhdrigkeit zwischen pré und postlingualer Schwerhérigkeit unterschie-
den. Bei der pralingualen Form der Schwerhdrigkeit sind die Patienten schon vor Abschluss
des Spracherwerbs betroffen, wahrend bel der postlingualen Form die Schwerhdrigkeit erst
nach abgeschlossener Sprachentwicklung manifest wird. Prélinguale Schwerhdrigkeit tritt
meist bedingt durch genetische Ursachen oder al's Folge von perinatalen Komplikationen oder
frahkindlichen Infektionen auf (siehe oben). Die Ursache postlingualer Horstorungen sind
haufig altersbedingte Verdnderungen oder die Folge akustischer Traumata, sie kdnnen jedoch

auch eine genetische Ursache haben, die sich erst nach erfolgtem Spracherwerb manifestiert.

Beziiglich der anatomischen Ursachen wird bel Horstorungen formal zwischen konduktivem
(schallleitungsbedingt), sensorineuralem (schallempfindungsbedingt) und kombiniertem sen
sorineural / konduktivem Horverlust differenziert. Auch zentrale Formen von Horstérungen,
die beispielsweise den Hornerv oder die Horrinde betreffen, sind moglich. Ein Defekt des
Schallleitungsapparates, also des auferen Ohres oder des Mittelohres, fuhrt zur konduktiven
Form der Schwerhdrigkeit (Parving und Bak-Pedersen, 1978). Kongenitale Malformation,
posttraumatische Schaden, akute oder chronische Infektionen kdnnen z.B. zur Zerstérung der
Gehorkndchelchen oder Versteifung der Gehorkndchelchenkette fihren (Parving und Bak-
Pedersen, 1978).

Die Ursachen fir einen sensorineuralen Horverlust liegen meist in einer pathologisch veran

derten Cochlea im Innenohr oder in seltenen Féllen weiter zentral in einem pathologisch ver-
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anderten Hornerv oder zentralen Hoérstérungen (Parving und Bak-Pedersen, 1978). Sensori-
neuraler Horverlust ist fakultativ charakterisiert durch Progression der Schwerhorigkeit und
oftmals assoziierten Symptomen in anderen Organsystemen (Konigsmark, 1969).

Eine Eintellung der Schwerhorigkeit in verschiede Schweregrade erfolgt durch Erfassung des
Horverlusts in Dezibel (dB). In einem Tonschwellenaudiogramm werden fur bestimmte Fre-
guenzen im Bereich von 0,125-8 kHz die Lautstérken in Dezibel (dB) bestimmt, die beim Pa-
tienten zu einer Horstérung fuhren. Die Abweichungen der gemessenen Schwellenwerte von
Normschwellenwerten werden ermittelt und so der Horverlust in Dezibel (dB) angegeben. Ein
Dezibel (dB) ist definiert als der dekadische Logarithmus zweier Schallintensitéten zur Objek-
tives des Schallintensitétspegels.

Die Einteilung erfolgt im angloamerikanischen Sprachgebiet in funf Schweregrade. Die
Einteilung fir den deutschsprachigen Raum lehnt sich weitgehend daran an (Gross et al.,
1998) und ist in Tabelle 1 zusammenfassend dargestellt.

Tabellel: Englisch- und deutschsprachige Einteilung der Hoér storung.

Einteilungim englisch- | Horverlugt in dB Einteilung im deutsch- Horverlugt in dB
sprachigen Raum sprachigen Raum
mild 27-40dB leicht 25-40dB
moderate 41 -55dB mittel 40- 69 dB
moderate to severe 56 —70 dB
severe 71-90dB mittel- hochgradig 70- 94 dB
profound >90 dB an Taubheit grenzend / >94 dB

resthdrig

2.1 Genetisch bedingte Schwer horigkeit

Die genetisch bedingte Schwerhérigkeit wird mit einer Haufigkeit von ca. 1-2 auf 1000
Lebendgeborene beobachtet (Denoyelle et al., 1999; Estivill et al., 1998). Ein weiteres
Individuum auf 1000 L ebendgeborene zeigt eine genetisch bedingte Pradisposition, eine Form
der Schwerhdrigkeit im Laufe des Lebens zu entwickeln (Kaatzis und Petit, 1998).
Schédtzungen zufolge haben somit etwa 60% der Félle von Schwerhdrigkeit in den
Entwicklungslandern eine genetische Ursache (Kalatzis und Petit, 1998; Green et al., 1999).
Bel den genetisch bedingten Schwerhoérigkeiten handelt es sich um eine sowohl &tiologisch

als auch klinisch gesehen sehr heterogene Erkrankungsgruppe (Green et al., 1999).
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2.1.1. Genetisch bedingte, syndromale Formen der Schwer horigkeit

Syndromale Formen werden mit einer Haufigkeit von 30% aller genetisch bedingten Schwer-
horigkeiten beobachtet (Kalatzis und Petit, 1998). Genetisch bedingte Schwerhoérigkeit wird
als syndromal bezeichnet, wenn auf3er dem Hérverlust noch Fehlbildungen anderer Organt
systeme zu finden sind (z.B. die der Netzhaut im Usher-Syndrom, die der Niere im Alport-
Syndrom, die des Herzens im Jervell-Lang-NielsenSyndrom und die der Schilddrise im
Pendred- Syndrom) (Kubisch et al., 2000). Mehrere hundert verschiedene Syndrome, die mit
Schwerhdrigkeit assoziiert sind, sind bisher beschrieben (Gorlin et a., 1995).

Bisher beobachtete Gendefekte, welche die syndromalen Formen der genetisch bedingten
Schwerhdrigkeit mit einschlief3en, betreffen sowohl autosomale, as auch X-chromosomale
Genloci, deren Genprodukte u.a. extrazellulér (z.B. beim Alport-Syndrom), cytoskeletal (z.B.
beim Usher type IB) und mitochondrial (z.B. beim ,, nontinsulin-dependent-diabetes mellitus"
(NIDDM)) exprimiert werden.

Genprodukte, die hierbel durch Mutationen betroffen sein kdnnen, sind z.B. Enzyme (z.B.
Hurler-Syndrom), Transkriptionsfaktoren (z.B. Waardenburg Syndrom), Bestandteile von
lonenkanden (z.B. Jervell-and Lange-Nielsen-Syndrom) oder Rezeptoren und Liganden (z.B.

CrouzonSyndrom).

Bisher identifizierte und charakterisierte Genloci und Genprodukte, die genetisch bedingte,
syndromale Schwerhérigkeit verursachen kdnnen wnd ihre zelluldre Expression sind in Ta-

belle 2 zusammengestellt.
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Tabelle 2: Geneund ihre Genprodukte der genetisch bedingten syndromalen
Schwer horigkeit (modifiziert nach Kaatzis und Petit, 2001).
BExpressongkom— Genname Genprodukt Form der Schwerhérigket Chromosoment
partiment (Smndram) lokalisation
Extrazdlulére COLAA3 TyplV(a3a4d)- Alport, autosomal-rezessv 2036-37
Matrixk nent
XKOMPONETe | coLang Kollagen
COLAAS Typll(a5a6)- Alport, X-linked Xq22
COLAAG Kollagen
COLA2AI  Typll(a)-Kollagen ~ Stickler 12q13.1-133
KAL Anosmin-1 X-linked Kdlmann's Xp22.3
NDP Norrin Norrie Xpll3
Enzyme IDUA a-Liduronidase Hurler 4016.3
IDS Iduronate-2- Hunter Xp27.3
Sulfatase
ERCC3 Helicase Cockayne's 2p21
Transkriptions- PAX3 PAX3 Waardenburg Typ 1/3 2p35
feldoren MITF MITF Waardenburg Typ 2 3p12.314.1
0X10 SOX10 Waardenburg -Hirschsprung 22913
EYAL EYAl Branchio-Oto-Rend 8013.3
unbekannt unbekannt Branchio-Oto-Renal 1931
ALLL SALLL Townes-Brooks 16021.1
Zytoskdletde NF2 Melin Neurofibromatose Typ 11 22912
Komporneneten MYOA7A  MyosnVIIA Usher TypIB 119135
Begtandteilevon KWVLQT1 KvLQT1 Jervell and Lange-Nidsen 11p155
lonenkanden i
KCNEL KCNE1ISK Jervell and Lange-Nidsen 21g22.1-22.2
Rezeptoren, FGFR2 FGFR2 Crouzon 10p25-26
Ligenden EDNRB Endothelin-B- Waerdenburg-Hirschsprung 13422
Rezeptor
EDN3 Endothdin3 Waeardenburg -Hirschsprung 20013.2-13.3
Putative PDS Pendrin Pendred 7921-34
Sulfattransporter
Mitochondride Gene | tRNA trander RNA NIDDM, MELAS mitochondrial
tRNA trandfer RNA MERF, MERF/MELAS mitochondria
Putatives TCOF1 Treede Treacher-Callins 5032-33.1
nucleol&res

Phosphoprotein
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2.1.2. Nicht-syndromale Schwer hérigkeit

Den weitaus gréf3eren Anteil der genetisch bedingten Schwerhérigkeit nehmen mit circa 70%
die nicht-syndromalen Formen ein. Von nicht-syndromaler Schwerhdrigkeit wird gesprochen,
wenn keine weiteren Symptome oder Anomalien vorliegen und somit ein isolierter Defekt des
Hororgans anzunehmen ist. Diese nicht-syndromalen, monogenen Formen der Schwerhdrig-
keit sind durch eine sehr hohe genetische Heterogenitdt gekennzeichnet, das heil3t, dass ver-
schiedene Mutationen in verschiedenen Genen zu einem vergleichbaren oder identischen
Phanotyp fuhren (Kubisch et al., 2000). Schétzungen zufolge kdnnen Veranderungen in bis zu
hundert Genen fir die Entwicklung der nicht-syndromalen Schwerhérigkeit verantwortlich
gemacht werden (Morton and Reynolds, 1991). Die extreme genetische Heterogenitat des
nicht-syndromalen Hoérverlustes lasst vermuten, dass es viele verschiedene Prozesse gibt, die

eine Fehlfunktion des Innenohres verursachen konnen (Heller und Hudspeth, 1998).

Neben der ausgeprégten genetischen Heterogenitdt der Schwerhdrigkeit ist seit langem be-
kannt, dass die monogenen Formen der Erkrankung verschiedenen Erbgangen folgen konnen
(Kubisch et a., 2000). Es sind sowohl autosomal-dominante, autosomal-rezessive, X-chromo-
somale als auch mitochondriale Vererbungsmuster vorhanden. Bel den pralingualen Formen
der monosymptomatischen hereditéren Schwerhorigkeit scheinen 75-80% autosomal-rezessiv,
etwa 20-25% autosomal-dominant und lediglich 1-1.5% X-chromosomal vererbt zu werden
(Kubisch et al., 2000). Vereinzelt kommen auch mitochondriale Vererbungsschemata vor. Bei
den spater manifesten Formen der Schwerhdrigkeiten liegen zum Tell keine genaueren Ein-
schéatzungen hinsichtlich der Haufigkeit der verschiedenen Vererbungsmodi vor, dennoch ist
anzunehmen, dass hier der Anteil der autosomal-dominanten Formen deutlich hoher sein wird
(Kubisch et al., 2000). Bei der Einteilung und Benennung genetisch bedingter Schwerhorig-
keiten spielen die verschiedenen Vererbungsmuster eine Rolle. Dabei stent DFN fir X-chro-
mosomale Vererbung, mit DFNA bezeichnet man einen autosomal-dominanten Erbgang der
Schwerhdrigkeit und DFNB ist die Abktrzung fir einen autosomal-rezessiven Erbgang. Mehr
as 60 Genloci wurden bisher kartiert und 15 Gene wurden identifiziert, die mit nicht-syndro-
malem Horverlust in Verbindung stehen. Gendefekte der monogenen, nicht-syndromalen
Schwerhorigkeit sind beispielsweise Storungen der Kaliumhomdostase des Innenohres, Sto-
rungen des Haarzell cytoskel etts sowie Stérung der gewebespezifischen Entwicklung oder Dif-
ferenzierung. Genloci und Genprodukte, die genetisch bedingte, nicht-syndromale Schwerho-
rigkeit verursachen kénnen und deren zelluldres Vertellungsmuster sind in Tabelle 3 zusam
mengefasst.
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Tabelle3: Genloci und -produkte der genetisch bedingten nicht-syndromalen
Schwer horigkeit (modifiziert nach Kalatzis und Petit, 2001).
Expresions- Genname Genprodukt ~ Formde Art des Chromosomen-
kompar timent Schwer horigkeit Horverluses lokalisation
Extrazdluldre TECTA a-Tedtarin DFNAS/DFNAL2/ prdingud; 11022-24
Matrixkomponente DFNB21 sensorineural
COCH DFNA9 postlingud, 14912-q13
sensorineura
Transkriptionsfaktor POU3F4 POU3F4 DFN3 prdingud; Xp21.1
sensorineurd,
EYAd DFNA10 postlingud, 6022-023
sensorineura
POU3F4 POU3FH4 DFNA15 pralingud; 5031
sensorineurd,
Cytoskelletde Cx26 Connexin26  DFNB 1 prdingud, 13q12
Komponenten sensorineural
Cx26 Connexin26  DFNA3 prdingud, 13q12
sensorineura
MYO7A MyosnVIIA  DFNB2 prdingud, 119135
sensorineura
MYO15 MyosnXV ~ DFNB3 pralingudl, 17011.2
sensorineura
OTOF Otoferlin DFNB9 prdingud, 2p22p23
sensorineura
DIAPH1 Digohonus| ~ DFNA 1 postlingud, 5031
sensorineura
CX31 Connexin3l  DFNA2 postlingud, 1p34
sensorineura
Cx30 Connexin30  DFNA3 prdingud, 13q12
sensorineura
MYO7A MyosnVIIA  DFNA11 postlingud, 11012921
sensorineura
COL11A2 DFNA13 postlingud, 6p21.3
sensorineura
Membran- PDS Pendrin DFNB4 prdingud, 7931
komponenten sensorineural
TMPRSS3 DFNB8DFNB10  préingud, 21022
sensorineura
DFNB29 Claudin-14 DFNB9 prélingual, 21022
sensorineura
CDH23 DFNB12 praingud, 1002122
sensorineura
Mitochondride Gene | 129RNA 129RNA MINSDP postlingud, mitochondria
sensorineura
tRNASser tRNAser MINSDP postlingud, mitochondrial
sensorineura
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3. Horverlust in niedrigen Frequenzbereichen

Der Horverlust in den tiefen Frequenzen ist definiert als ein Horverlust, der sich hauptséchlich

in den Freguenzbereichen unterhalb von 2 kHz manifestiert.

Die Klassifizierung der Tieftonschwerhorigkeit erfolgt zum einen in schallempfindungsbe-
dingte (sensorineurale) Schwerhorigkeit, schallleitungsbedingte (konduktive) Schwerhdrigkeit
und kombiniert sensorineural/konduktive Formen der Schwerhdrigkeit. Auch ein zentraler
Horverlust ist moglich. Zusétzlich unterscheidet man bel genetisch bedingter Tieftonschwer-
horigkeit zwischen syndromalen und nicht-syndromalen Schwerhdrigkeitsformen. Weitere
Kriterien der Eintellung sind der Vererbungsmodus (autosomal-dominant oder autosomal-re-
zessiv), das Alter des Einsetzens der Horbeschwerden und das Ausmal’ der Schwerhorigkeit
(gemessen in Dezibdl).

Tieftonschwerhorigkeit ist bel verschiedenen sensorineuralen Horbeschwerden von Bedeu
tung, z.B. bei der Méniere Krankheit, bei viralen Infektionen, beim Myxddem sowie bel De-
formitdten des Innenohres und bei genetisch bedingtem Horverlust (Enander und Stahle,
1967; The Vanderbilt Hereditary Deafness Study Group, 1968; Konigsmark et al, 1971,
Parving, 1976, 1979; Parving und Bak-Pedersen, 1978; Parving et al., 1978; Parving und
Eberling, 1982; Djupeslard et al., 1979; Suehiro und Sando, 1979; Bergstrom, 1980; Schmidit,
1980).

Daneben findet sich ein Horverlust in den niedrigen Frequenzen auch bei konduktiven Hor-
storungen. In diesem Fall resultiert der Horverlust z.B. aus einer partiellen L&sion oder einer
Versteifung der Gehérknochel chenkette (Parving, 1984).

3.1 Nicht -syndromale, sensorineur ale Tieftonschwer horigkeit

Genetisch bedingte, nicht-syndromale, sensorineurale Tieftonschwerhorigkeit in den niedri-
gen Fregquenzen ist eine seltene Krankheit, die erstmalig von der Vanderbilt Hereditary
Deafness Study Group (1968), Konigsmark et a. (1971) und Nance und Swenney (1975) un-
tersucht wurde. Charakterisiert ist diese Art der Tieftonschwerhérigkeit durch einen domi-
nanten Vererbungsmodus mit kompletter Penetranz des mutierten Gens (Parving, 2000). Der
Horverlust ist Uberwiegend kongenital oder entwickelt sich im Laufe der ersten Lebensde-
kade. Das Horvermogen verschlechtert sich meist im Laufe des Lebens und endet im Alter
mit einem Horverlust, der alle Frequenzen umfasst. Die Pravalenz dieser Schwerhdrigkeit
wird auf eine Haufigkeit von auf 11-18 Betroffene pro 100.000 Personen geschétzt und bleibt
bis zur Gruppe der Uber 80-jahrigen Personen konstant (Parving et al., 2000).
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Genloci fr genetisch bedingte, nicht-syndromale, sensorineurale Tieftonschwerhorigkeit sind

bisher auf dem Chromosom 5 (5g31) und dem Chromosom 4 (4p16.3) lokalisiert worden.

Tabelle4: Bekannte Genloci fur autosomal-dominante Tieftonschwer horigkeit.
Genlocus |Loka Gen Vererbungs- Auftretender  Progresson  Autoren
lisation modus Symptome

DFNA1 |5031 DIAPH1 autosomal ade schndl Lynch et
dominant Lebensdekade a., 1992

DFNA6 |4p16.3  unbekannt  autosomal Zweite langsam Legperance et
dominant Lebensdekade a., 1995

DFNA14 |4p16.3  unbekannt  autosomal erste langsam Van Camp
dominant oder zweite eta., 1999

L ebensdekade

Der erste autosomal-dominante Krankheitslocus, DFNA1, konnte 1992 in einer Familie aus
Costa Rica kartiert werden (Leon et al., 1992). Eine Mutation im Diaphonusl-Gen ist verant-
wortlich fir einen autosomal-dominanten, sensorineuralen, progressiven Horverlust mit voller
Penetranz. Beide Ohren sind gleichermal3en betroffen. Ein Verlust des Hérvermogens in den
tiefen Frequenzen zeigt sich bel den Patienten um das zehnte Lebengahr und entwickelt sich
bis zum drei3igsten Lebengahr zu einer schwerwiegenden, bilateralen Schwerhorigkeit, die

alle Freguenzen mit einschlief (Van Camp et al., 1999).

Durch umfangreiche Sequenzanalysen konnte ein Gen identifiziert werden (Lynch et al.,
1997), welches in der Cochlea exprimiert wird und eine signifikante Homologie zu Genen aus
anderen Spezies aufweist, beispielsweise dem DiaphonusGen aus der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster und dem Gen pl40mDia aus der Maus. Das Genprodukt des
Diaphl-Gen gehort zur Familie der FH (Forminhomologen)-Proteinfamilie, deren Mitglieder
eine zentrale Rolle in der Regulation der Aktinorganisation einnehmen und dadurch an einer
Vielzahl von zelluldren Funktionen, wie z.B. an der Zdllteilung (Castrillon und Wasserman,
1994) oder der Ausbhildung der Zellform beteiligt sind. Aufgrund dieser Befunde wird heute
angenommen, dass das humane Diaphonusl-Gen sich wahrscheinlich an der Aktinorganisa
tion innerhalb der Stereozilien oder in der Kutikularplatte beteiligt, die besonders reich an
Aktinmonomeren ist. Storungen dieser Funktion fiihren dementsprechend in Analogie zu Sto-
rungen der Myosinarchitektur zum Verlust der charakteristischen Haarzellstruktur und somit
der Fahigkeit zur mechanoel ektrischen Signaltransduktion (Kubisch et al, 2000).
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Die beiden Genloci DFNA6 und DFNA14 liegen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 4.
In Familien, in denen die Schwerhorigkeit mit dem Locus DFNAG (Lesperance et a., 1995)
gekoppelt ist, setzt der Horverlust meist erst in der zweiten Lebensdekade ein. Bei den meis-
ten Patienten ist der Horverlust bilateral und symmetrisch und manifestiert im Frequenzbe-
reich von 250-1000 Hz (Van Camp &t. a., 1999).

Familienmitglieder, bel denen die Schwerhdrigkeit mit dem Genlocus DFNA 14 koppelt, wei-
sen einen Horverlust in der ersten oder zweiten Lebensdekade auf. Die audiologische Unter-
suchungen zeigen einen bilateralen und symmetrischen Horverlust. Die betroffenen
Frequenzen liegen in einem Bereich bis 1000 oder 2000 Hz (Van Camp et a., 1999).

Fur die beiden Genloci DFNA6 und DFNA 14 konnten bis zum Zeitpunkt der Beendigung der

vorliegenden Arbeit keine Kandidatengene identifiziert werden.

4. Strategien zur Identifizierung von Genen

Zur ldentifizierung von Genen, die bei Beeintréchtigung ihrer Funktion zur Ausprégung einer
Krankheit fihren, stehen prinzipiell vier Strategien zur Verfigung, wobel der vierte Ansatz
eine Weiterentwicklung des dritten Ansatzes darstellt. In den folgenden Abschnitten werden
diese vier Verfahren vorgestellt und ihre Anwendung zur Identifizierung des Gens fur Tief

tonschwerhorigkeit in der untersuchten Familie diskutiert.

4.1. Funktionsspezifische Klonierung

Bel der funktionsspezifischen Klonierung nutzt man Informationen Uber die Funktion des
Gens. Wenn das Genprodukt bekannt ist, kann man es nach einer teilweisen Aufreinigung des
zugrunde liegenden Gens auf verschiedene Weisen identifizieren. Eine Moglichkeit besteht
darin, genspezifische Oligonukleotide zu generieren, indem man das Protein ansequenziert
und aufgrund der Aminosduresequenz Ruckschlisse auf die Basensequenz zieht. Fur die
Synthese der Oligonukleotide werden Bereiche mit mdglichst wenig degenerierten Codons
verwendet. Mit der so erstellten Sonde lassen sich cDNA-Banken untersuchen. Uber die
cDNA-Banken kann man letztendlich auf eine genomische DNA-Bank zurlickgreifen und
damit die genomische Struktur des fur die Krankheit verantwortlichen Gens charakterisieren
(Strachan und Read, 2000).

Diese Strategie lasst sich in der zu untersuchenden Familie nicht anwenden, da keine Infor-

mationen Uber die funktionelle Ursache der HoOrstorung bekannt sind. Erschwerend kommt
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hinzu, dass es sehr viele verschiedene Faktoren gibt, die eine Malfunktion des Innenohres

verursachen kénnen (Heller und Hudspeth, 1998).

4.2. Positionsunabhéangige K andidatengenver fahren

Bel Anwendung des positionsunabhangigen Kandidatengenverfahrens stellt man Vermutun-
gen Uber die Funktion eines Gens an, ohne dass die chromosomale Zuordnung des Krank-
heitslocus bekannt ist (Strachan und Read, 2000). Diese Vorgehensweise ist nur moglich,
wenn der Phanotyp einer Krankheit dem eines anderen Phanotyps bel Tieren oder bei Men
schen ahnlich ist, fUr den das zugrunde liegende Gen bekannt ist, oder wenn das Gen aufgrund

der molekularen Pathogenese offensichtlich zu einer bekannten Genfamilie gehort.

4.3. Positionelle Klonierung

Bel dem Verfahren der positionellen Klonierung ist von dem gesuchten Gen nur die Zuord-
nung zu einer chromosomalen Teilregion bekannt. Informationen Uber die Pathogenese oder
die biochemische Funktion sind nicht notwendig. Im Allgemeinen versucht man, phys-
kalische oder genetische Karten der entsprechenden genetischen Region anzufertigen, die Po-
sition des Locus genauer zu bestimmen und dann digjenigen Gene in diesem Bereich zu iden
tifizieren, die as Kandidatengene in Betracht kommen (Strachan and Read, 2000). Gene in
der so definierten Chromosomenregion sind als Kandidatengene in Erwagung zu ziehen,
wenn sie aufgrund ihrer Expressionsmuster oder der putativen Aufgaben des codierten
Proteins nicht unwahrscheinlich sind ( Strachan und Read, 2000).

Diese Strategie ist Vorgehensweise der Wahl bei der hier untersuchten Familie. Aus der
Literatur (Van Camp et a., 1999) sind die beiden Loci DFNAG6 (Lesperance et a., 1995) und
DFNA14 (Van Camp et a., 1999) auf dem Chromosom 4pl16.3 as Kandidatengenloci fir
autosomal-dominante, nicht-syndromale Tieftonschwerhérigkeit bekannt. Ein weiteres Kan
didatengen fir autosomal-dominante, nicht-syndromale Schwerhorigkeit, némlich das
Diaphonusl-Gen wurde auf dem Chromosom 5931 kartiert (Lynch et al., 1997).

Grundsétzlich beginnt die Identifizierung eines Gens mittels Kopplungsanalyse mit der Rek-
rutierung moglichst grof3er Familien, in denen die Krankheit segregiert. Fur die weitere Un-
tersuchung bedient man sich immer préziserer genetischer und anschlief3end physikalischer

Karten, um den Krankheitslocus weiter einzugrenzen.

Aus einer physikalischen Karte ist die Position eines Genlocus und dessen Distanz zu anderen

Genen auf demselben Chromosom in absoluten Werten (ausgedriickt in Basenpaaren) ersicht-
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lich. Physikalische Karten konnen erstellt werden, ohne dass etwas Uber die Natur der Gene
und ihre Funktion bekannt ist (Botstein et a., 1980).

Die genetische Karte zeigt demgegentber die relative Position von Genloci in Rekombinati-
onseinheiten, ausgedrtickt in centi Morgan (cM).

Biologische Grundlage der genetischen Kartierung ist die Chromosomenverteilung wahrend
der Meiose, wobel gefragt wird, ob bzw. wie oft zwei verschiedene Loci auf demselben
Chromosom durch meiotische Rekombination getrennt werden. Bel dem Vorgang der Re-
kombination tauschen das maternale Chromosom und das danebenliegende paternale Chro-
mosom einander entsprechende Bereiche aus und kombinieren die Chromosomen so neu. Die
Rekombination bricht die urspriingliche Anordnung in einheitlich véterlich und einheitlich
mutterliche Reihen von Erbanlagen auf, arbeitet aso gegensinnig zur gekoppelten Weiter-
gabe. Je enger zwei Genloci in der Reihe benachbart sind, desto seltener ist das Unterbrechen
der ursprunglich linearen Aufrethung durch Rekombination (Speich und Grzeschik, 1997).
Nahe beieinander liegende Genloci zeigen folglich dasselbe Vererbungsmuster. Man kann
somit nachweisen, ob Kopplung zwischen einem bereits kartierten Markerlocus und einem
unbekannten zweiten Locus — zum Beispiel einem Krankheitslocus — besteht. Bei Kopplungs-
analysen wird demnach untersucht, ob beide Loci auRergewochnlich haufig gemeinsam inner-

halb von Familien vererbt werden.

Die Haufigkeit der Rekombination zwischen zwei Genorten wird as Mal3 zur Bestimmung
der genetischen Distanz auf dem Chromosom genutzt. Eine Rekombinationshaufigkeit von

1% der Meiosen entspricht der Einheit eines centi Morgan (cM).

Zur Bezeichnung eines Genlocus hat man sich auf ein Nomenklatursystem mit D-Nummern
(DNA-Elementenummern) geeinigt. Oft sind es Genloci, denen ein erblicher Polymorphismus
zugrunde liegt. Polymorphismus bedeutet in diesem Zusammenhang, dass von ener be-
stimmten DNA-Sequenz innerhalb einer Population mindestens zwei Allele existieren, von
denen das seltenere in einer Stichprobe der Population mindestens ein Ma unter 100 Chromo-

somen vorkommt (Speich und Grzeschik, 1997).

Jeder Genlocus erhdlt nach dem Buchstaben D die Nummer des Chromosoms auf dem er
liegt, ein S, wenn das Segment singulér im Genom vorkommt und eine fortlaufende Nummer,
die von der Genome Database (GDB) an der John Hopkins Universitét vergeben wird (z.B.
D43412) (Speich und Grzeschik, 1997).

Ein wichtiges Kennzeichen dieser DNA-Polymorphismen ist ihr Informationsgehalt. Der In

formationsgehalt des polymorphen Markerabschnitts eines Chromosoms ergibt sich aus der
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Heterozygositét, in deren Bestimmung die Parameter Allelanzahl und Haufigkeit mit einge-
hen. Polymorphismen sind hochinformativ, wenn zahlreiche Allele mit vergleichbar hoher
Haufigkeit in der Bevdlkerung existieren. Dies trifft z.B. auf einen Polymorphismus mit 10
verschiedenen Allelen, von denen jedes eine Allelfrequenz von 10% in der Bevdlkerung auf-
weist, zu. Dagegen hat ein Polymorphismus mit nur zwei Allelen, die jeweils mit einer Hau
figkeit von jeweils 50% in der Bevolkerung vorliegen, einen weitaus geringeren Informati-

onsgehalt.

Damit ein Polymorphismus as Marker zur Erstellung einer genetischen Karte verwendet wer-
den kann, muss sein Informationsgehalt (Heterozygositét), seine Lage auf einem bestimmten

Chromosomenabschnitt und sein genetischer Abstand in cM bestimmt werden.

Als genetische Marker mit hohem Informationsgehalt bieten sich Mikrosatelliten an. Dies
sind DNA-Bereiche, in denen sich Di-, Tri- oder Tetranukleotidsequenzen in Folge wiederho-
len. Sie sind auch unter der Bezeichnung STRs (Short interpersed Tandem Repeats) bekannt.
Repetitive Einheiten aus Di-, Tri- oder Tetranukleotiden sind hoch polymorph (Strachan und
Read, 2000). So kann sich z.B. in einem Allel an einem bestimmten Locus das Tandem
Repeat 28-mal wiederholen, wahrend bel einem zweiten Allel dasselbe Tandem-Repest nur

20-ma nacheinander auftritt.

Umfassen die Wiederholungseinheiten zwischen 4 und 60 Basenpaare (bp), so spricht man
von einem Minisatelliten bzw. einem VNTR-Polymorphismus (Variable Number of Tandem
Repeats).

Sind die flankierenden Sequenzen eines Mikrosatelliten bekannt, ist eine Amplifikation des
Mikrosatelliten mittels PCR moglich. Nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-Frag
mente lasst sich anhand der Léange der Wanderungsstrecke, die von der Molekilgroie ab-
héngt, bestimmen, welche Variante des Tandem-Repeats an die Nachkommen weitergegeben
wurde. Daraus kann man schlief3en, welche Kopie des entsprechend gekoppelten Genlocus

vererbt wurde.

Informationen Uber die Charakteristika des Markers, PCR-Primer- Sequenzen fir seine Ampli-
fikation und PCR-Bedingungen stehen im WWW (World Wide Web) unter der Adresse
http://www.gdb.org zur Verfiigung (Speich und Grzeschik, 1997).

Man nimmt an, dass es bis zu 500.000 verschiedene Mikrosatelliten gibt, die Uber das gesamte
Genom verteilt sind. Der geschédtzte Abstand zwischen zwel Mikrosatelliten betrégt etwa
7000 bp. Zusétzlich zum oben erwahnten CA-Dinukleotid sind auch CT/AG-Wiederholungen

weit verbreitet. Sie erscheinen im Durchschnitt alle 50 bp und haben einen Anteil von 0,2%
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am Genom. CG/GC-Wiederholungen treten dagegen nur auf3erst selten auf; denn C-Reste, ne-
ben denen sich am 3 Ende ein GRest befindet, neigen zur Methylierung mit anschlief3ender
Desaminierung (Strachan und Read, 2000).

4.3.1. Positionelle Kandidatengenverfahren

Ist die Position eines Krankheitslocus bekannt, kdnnen inzwischen relativ leicht Kandidaten
gene mit Hilfe einer Datenbanksuche ermittelt werden. Grundsétzlich ist dieser Ansatz eine
Weliterentwicklung der positionellen Klonierung, bei der man das im Humangenomprojekt
angereicherte Wissen nutzt (Strachan und Read, 2000). Da immer mehr menschliche Gene
den verschiedenen chromosomalen Teilbereichen spezifisch zugeordnet werden, wachst die

Anwendungsmoglichkeit des positionellen Kandidatengenverfahrens zunehmend.

5. Zielsetzung der Arbeit

Durch Zusammenarbeit mit der Klinik fir Phoniatrie und Padaudiologie des Klinikums der
Philipps-Universitdt Marburg standen 13 DNA-Proben aus einer deutschen Familie zur Ver-
figung. Bei einigen Familienmitgliedern wurde aufgrund der Familienanamnese und audiolo-
gischer Untersuchungsbefunde die Diagnose einer genetisch bedingten, beidseitigen,
leicht -bis mittelgradigen, apicochledren Schallempfindungsschwerhdrigkeit in den tiefen
Frequenzen gestellt. In den Audiogrammen ist bei alen betroffenen Familienmitgliedern im
Frequenzbereich zwischen 250 und 12 kHz ein Hérverlust von 50 £10 Dezibel (dB) er-
kennbar. Bel den Erwachsenen ist zusétzlich zu dem Hoérverlust in den tiefen Frequenzen ein
Horverlust in den hohen Frequenzen vorhanden. Der jingste Patient zeigte bel Erstuntersu
chung im Alter von 3 Jahren die Ausprégung des Phanotyps. Der Horverlust ist bilateral und
symmetrisch. Die Tieftonschwerhdrigkeit folgt in dieser Familie einem autosomal-
dominanten Erbgang. Da bei den betroffenen Familienmitgliedern durch Untersuchungen
keine weiteren Symptome diagnostiziert wurden, die auf eine syndromale Schwerhérigkeit

hindeuten, wird eine mono symptomatische Form der Schwerhorigkeit angenommen.

Im Rahmen dieser Arbeit soll anhand einer Kopplungsanalyse mit Mikrosatellitenmarkern
untersucht werden, ob in der vorgestellten Familie ein Hinweis auf ene Kartierung des
Krankheitslocus fur Tieftonschwerhorigkeit auf bereits bekannte Genloci fir autosomal-do-
minante, nicht-syndromale Tieftonschwerhorigkeit vorliegt. Gene, in denen eine Mutation

eine nicht-syndromale, autosomal-dominante Schwerhorigkeit mit Horverlust in den mittleren
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und tiefen Frequenzen bedingt, wurden bisher auf Chromosom 4p16.3 (Genloci DFNA6 und
DFNA14) und auf Chromosom 5qg31 (Genlocus DFNAL) kartiert.
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Abbildung 3: Ausschnitt aus dem Stammbaum der untersuchten Familie.

Zeichenerkldrung: mannl.(O) ; weibl. (O); schwerhdrig (M®), nicht schwerhdrig (0O),
Personen standen fur die Haplotypenanayse nicht zur Verfigung (?)
Mit Querstrich versehene Symbole kennzei chnen verstorbene Familienmitglieder.

Ausgehend von den audiologischen Befunden, dem Zeitpunkt des Einsetzens des Horverlustes
sowie dem Progressionsgrad des Horverlusts wurde bei der Auswahl der Mikrosatel litenmarker
auf Van Camp (1999) Bezug genommen, der in einer niederlandischen Familie die autosomal-

dominant vererbte Tieftonschwerhoérigkeit auf die Chromosomregion 4p16.3 kartieren konnte.

Zum Ausschluss einer Kartierung des Locus fur Tieftonschwerhdrigkeit in dieser Familie auf
dem Locus DFNAL1 (Lynch et al., 1997) wurde eine Kopplung mit zwei Mikrosatellitenmar-
kern durchgefthrt, welche auf dem Chromosom 531 die Region des Diaphonusl-Gens ein

grenzen.
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I Material und Methoden

1. Materialien

1.1. Geréte und Zubehor
DNA-Sequenzer, Model 373A
DNA-Sequenzer, Model 310
Fluorometer TKO 100

Heizblock Eppendorf Thermostat 5320

Horizontal Electrophoresis System
Photometer:

Pharmacia Novospec ||

Gene Quant 11

Bio Rad Smart Spec 2000
Pipetten:

Eppendorf

Gilson
Rotator
Spannungsgeber:

Modell Consort E455
PCR-Maschinen:

Trio-Thermoblock TB1
Waagen:

Sartorius Modell 2254

Mettler Modell PM 2000
Wasserbader:

Schittelwasserbad Typ 1083
Zentrifugen:

Zentrifuge 5415 C

Sorval RT 6000 Kuhlzentrifuge

Applied Biosystems/ Perkin EImer, USA
Applied Biosystems/ Perkin EImer, USA

Hoefer Scientific Instruments,
San Fransisco, USA
Eppendorf, Hamburg

Owl Scientific, Inc., USA

Pharmacia, Schweden

Pharmacia Biotech, Schweden

Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Gilson, Frankreich

GFL, Burgwedel

Consort, Belgien

Biometra, Gottingen

Sartorius, Gottingen
Mettler, Schweiz

GFL, Burgwedel

Eppendorf, Hamburg
Du Pont, Dreieich
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1.2. Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien von den Firmen Difco (Detroit, USA),
Gibco BRL (Gaithersburg, USA), Hoechst (Frankfurt), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe)
und Sigma (Deisenhofen) verwendet.

1.3. Enzyme
Proteinase-K Boehringer, Mannheim
Eppendorf Master Taq Kit Eppendorf, Hamburg

1.4. Nukleotide
Desoxyribonukleotide (ANTPs) Pharmacia, Uppsala, Schweden

1.5. DNA-Gr063enstandar ds
100 bp Ladder Gibco BRL, Eggenstein

1.6. Oligonuklectide
Oligonukleotide Applied Biosystems
SIGMA (Taufkirchen)

1.7. Fertigsysteme

QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden
Eppendorf Master Taq Kit Eppendorf, Hamburg
310 Genetic Analyzer POP-4™ Applied Biosystems
1.8. Puffer und L dsungen

Alle Puffer und LGsungen wurden mit A. dest. angesetzt und ggf. autoklaviert oder steril-

filtriert.

Ethidiumbromid- Stammldsung 10 mg/ml Ethidiumbromid
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6x Gelladepuffer

RCL B-Puffer

SE-Puffer

5x TBE-Puffer

TE-Puffer

2,5 mg/ml Bromphenolblau
150 mg/ml Ficoll 400,

10 mM Tris/HCI
10 mM NaCl
5mM MgCh, pH 7,6

75 mM NaCl
25 mM NgEDTA, pH 8,0

0,5M Tris
0,5 M Borsaure
10 mM EDTA, pH 8,0

10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA, pH 8,0
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1.9. Computer-Software

Verzeichnisder verwendeten Auswerteprogramme:

Programm Anwendung Autor/Firma

EASY Store Geldokumentation, Herolab, St. Leon-Roth

EASY RH-3 Fragmentgrof3enbestimmung Herolab, St. Leon-Roth

Cyrillic2.1 Kopplungsanalyse, LOD-Wert- | CHEM-Research GmbH Frankfurt
Berechnung

GeneScan Andysis GeneScan-Auswertung ABI PRISM

Software 2.1

1.10. Verwendete | nter net-Ressour cen

GDB: http: //www. gdb.org

Marshmed: http://www.marshmed.org/genetics

Hearing loss Homepage: http://dnal ab-
www.uia.ac.be/dnalab/hhh/hhhgenes.htm

NCBI http://www.nchi.nlm.nih.gov

2. Patientengut

Das genetische Untersuchungsmaterial stammt von einer Familie, in der eine nicht-syndro-
male, sensorineurale Tieftonschwerhorigkeit nach einem autosomal-dominanten Erbgang
segregiert. Die Patienten wurden durch die Abteilung fir Phoniatrie und Padaudiologie der
Philipps-Universitat Marburg betreut. Alle Familienmitglieder wurden Uber die Intention die-
ser Studie informiert und ausschliefdlich nach Einverstandniserklarung in die Untersuchung
aufgenommen. Die Studie wurde von der Ethikkomission der Philipps-Universitdt Marburg
gepruft und anerkannt.

Zur Symptomerkennung und Diagnosesicherung wurden fir diese Studie die audiometrischen
Arbeitsmethoden: Ohrmikroskopie, sowie die Tympanometrie, Horschwellenaudiometrie und
BERA (brainstem evoked response audiometrie, dt. Elektrische Reaktionsaudiometrie (ERA))

angewandt.
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2.1. Padaudiologische Untersuchungamethoden zur Diagnosescherung be Verdacht auf
genetisch bedingte, nicht-syndromale, sensorineurale Hor ¢6rung

Alle audiologischen Untersuchungsmethoden wurden ausschliefdlich in der Klinik fir Padau

diologie und Phoniatrie der Philipps-Universitét Marburg durchgeftihrt.

2.2. Ohrmikroskopie

Die Ohrmikroskopie dient der Inspektion des aufferen Gehdrganges und des Trommelfelles.
Diese Methode kann einen Hinweis auf morphologische Verdnderungen des Mittelohres
geben, die ihrerseits eine Schallleitungsschwerhérigkeit zur Folge haben kdnnen. Mit Hilfe

dieser Methode kdnnen konduktive Horstérungen ausgeschlossen werden.

2.3. Tympanometrie

Diese Methode stellt eine indirekte Tubenfunktionsprifung dar, indem sie die Auswirkungen
mangelnder Paukenbeltiftung in Form eines Unterdruckes bzw. eines Paukenergusses, regist-
riert (Lehnhardt, 1987). Die Methode lasst damit Riickschllisse auf die Funktionsféhigkeit des
Mittelohres zu und dient damit dem Ausschluss von Horstérungen, die durch Lasionen in

diesem Bereich des Ohres bedingt sein konnen.

24, Audiometrie

Das Tonschwellenaudiogramm wird mit Hilfe eines Audiometers erstellt. Audiometer erzeu
gen elektrische Wechselstrome verschiedener Frequenz und Intensitét (vgl. DIN 45620 , Au
diometer zur Hérschwellenbestimmung®). Die Wechselstrome betreiben Luftschall- und Kno-
chenschallhorer, die einen mdglichst reinen, von Oberwellen freien Ton abstrahlen. Die Ver-
wendung von obertonfreien Tonen fur die Hordiagnostik geht auf Ohm, v. Helmholtz und
Bezold zurtick und gilt seither as unwidersprochen (Lehnhardt, 1987). Mit Hilfe des Audi-
ogrammes wird die Horschwelle bestimmt, indem subjektiv vom Patienten angegeben wird,
zu welchem Zeitpunkt er die obertonfreien Tone der verschiedenen Frequenzen (0,5 kHz;
1 kHz; 2 kHz; 4 kHz und 8 kHz) registriert. Daraus lassen sich Rickschlisse auf eventuelle
Horverluste in diesen Frequenzbereichen schlief3en, die in dB (Schalldruckpegel) angegeben
werden. Diese Art der Horschwellenbestimmung 18sst Riickschltisse auf die Funktion des In

nenohres, insbesondere der Cochlea, zu. Damit dient das Audiogramm aso der seitenge-
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trennten frequenzspezifischen Erfassung des Horverlustes, sowie der Differenzierung von

HOrstorungen.

2.5. Die Elektrische Reaktions-Audiometrie (ERA)

Die ERA ist der Oberbegriff fir Verfahren zur Untersuchung von Gehoéreigenschaften mit
Hilfe der Registrierung elektrischer Spannungen physiologischen Ursprunges, die durch einen
akustischen oder elektrischen Reiz ausgel0st werden kdnnen und Ublicherweise als ,, Akus-
tisch Evozierte Potenziale” (AEP) bezeichnet werden, die an der Kopfhaut abgeleitet werden
konnen. Es handelt sich hierbei um eine objektive Methode zur Bestimmung der Horschwelle.
Im anglo-amerikanischen Sprachraum wird die ERA as ,Brainstem Evoked Response
Audiometry” (BERA) bezeichnet. In dieser Arbeit dienten zwei Arten der BERA der Diagno-
sesicherung:

a.) , Click-BERA*

Hierbei dient ein akustischer ,, Click”-Reiz der Ausldsung der FAEP (friihe akustisch evozierte
Potenziale). Mit dieser Methode konnen Aussagen Uber die Horschwelle im Bereich von ca.
1-4 kHz getroffen werden, eine definitive Aussage Uber den frequenzabhangigen Horschwel-
lenverlauf kann aus dem Messergebnis jedoch nicht unmittelbar abgeleitet werden
(Sturzebecher et al., 1995)

b.) “notched-noise-BERA*

Hierbel ist ein Reiz, der ds ,Gaul3-burst” bezeichnet wird, fur die Auslésung der FAEPS,
verantwortlich. Zur Gewinnung von frequenzspezifischen FAEPs muss sichergestellt werden,
dass stets nur der interessierende, ausreichend schmale Frequenzbereich der Basilarmembran
antwortfahig ist, indem die Ubrigen Bereiche durch eine geeignete Maskierung desynchroni-
siert werden. Das erforderliche Maskierungsverfahren nennt man ,, notched-noise”-Maskie-
rung. Damit lassen sich Aussagen treffen Uber die Hérschwelle im Bereich von 0,5 kHz;
1 kHz; 2 kHz; 4 kHz, 6 kHz und 8 kHz (Stiirzebecher et a., 1996).

Beide in dieser Arbeit angewandten Formen der BERA wurden nach den ERA-Empfehlungen
der Arbeitsgemeinschaft Deutschsprachiger Audiologen und Neuroontologen (ADANO) von
1994 durchgefiihrt.
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3. M olekular genetische M ethoden

3.1 I solierung genomischer DNA aus menschlichen L eukozyten
(modifiziert nach Miller et al. 1988)

Die Extraktion genomischer DNA aus den kernhaltigen Leukozyten des menschlichen Blutes
erfolgte nach Zellyse und anschlief3endem Proteinabbau durch die Aussalzmethode.

Zur Lyse der Erythrozyten wurden 10 ml EDTA-BIut (Frischblut oder nach Lagerung bei
-20°C) mit 30 ml RCLB-Puffer versetzt und fur 15 min auf Eis unter regelmélligem Schwen
ken der Rohrchen inkubiert. Durch anschlief3ende Zentrifugation (10.000 U/min, 4°C, 10 min)
sedimentierten die nicht lysierten Leukozyten. Der Uberstand mit den lysierten Erythrozyten
und dem in spateren Arbeitsschritten storenden Hamoglobin wurde verworfen. Anschlief3end
wurde das Sediment in 30 ml 4°C kalten RCLB gewaschen. Nach einem erneuten Zentrifuga-
tionsschritt wurden die im Sediment vorhandenen Leukozyten in 5 ml SE-Puffer resuspendiert
und mit 25 pl 10 mg/ml Proteinkinase K und 250 ul 10% SDS-L6sung versetzt. Der Verdau

erfolgt Uber Nacht bei 37°C unter konstantem Schwenken.

Um einen moglichst vollsténdigen Verdau zu erreichen, erfolgte nach Zugabe von 5 ml SE
Puffer eine erneute Inkubation fur 10 min bel 55°C. Nach Lyse der Leukozyten wurden die
Proteine durch die Zugabe von 25 ml 5 M NaCl dehydriert und praziptiert. Die Sedi-
mentation der Proteine erfolgte bel einer anschlief3enden Zentrifugation bei 3000 U/min von
15 min bel Raumtemperatur. Zur Fallung der DNA wurden dem Uberstand 45 ml 96%, auf
-20°C gekuhltes Ethanol hinzugefigt. Nach leichtem Schwenken wurde der DNA-Faden in
ein neues Reaktionsgefald Uberflihrt und mit 70% Ethanol gewaschen. Die DNA wurde in
100-300 pl TE-Puffer aufgenommen und Uber Nacht bel 4°C gelost. Die Konzentrationsbe-
stimmung der DNA erfolgte anschlief3end photometrisch.

3.2. Bestimmung der DNA-K onzentration

3.21. Fluorometrische Bestimmung der DNA-K onzentration

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Hoechst 33258.
Zur DNA-Konzentrationsbestimmung im Fluorometer wurde die zu untersuchende DNA mit
10 ml 1x TNE sowie mit 1 pl des Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33258 (1 mg/ml) versetzt.

Der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst lagert sich nicht-interkalierend an Nukleinséuren an, wobel
der genaue Mechanismus bisher noch unbekannt ist. Die DNA-Konzentration wird indirekt

Uber die Menge des gebundenen Farbstoffs bestimmt. Aus diesen Griinden muss vor der e-
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gentlichen Messung eine Eichung des Fluorometers (mind. ein Eckwert) mit Hilfe bekannter
DNA-Konzentrationen (z.B. Kalbsthymus-DNA, je nach erwarteter Probenmenge in Konzent-
rationen von 100-1000 ng/ul ) durchgefihrt werden. Die Konzentrationen der DNA-Proben

kann nun im Vergleich zum Standard ermittelt werden.

3.22. Spektralphotometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Nukleinsauren besitzen die Eigenschaft ultraviolettes Licht zu absorbieren, wobel das Ab-
sorptionsmaximum bel 260 nm liegt. Im Gegensatz dazu besitzen Proteine ein Absorptions-
maximum bel 280 nm, well hier die Reste der aromatischen Aminosauren (Tryptophan,
Phenylalanin, Tyrosin und Histidin) ihr Absorptionsmaximum haben. Der Quotient
OD2s0/OD2gp sollte fur eine DNA-Konzentration mit hohem Reinheitsgrad im Bereich von
[11,8 liegen. Protein- bzw. Phenolverunreinigung bewirken eine Erniedrigung dieses Wertes.
Zur DNA-Konzentrationsbestimmung wurde die optische Dichte (OD) von Nukleinsaurel 6-
sungen bel bekannten Verdiinnungsgraden bei 260 nm und 280 nm mit einem Spektral photo-

meter gemessen.

Die OD2g0 von 1 entspricht dabei folgenden Konzentrationen (Sambrook et al., 1989):

Doppelstrangige DNA: ca. 50 pg/ml
Einzelstrangige DNA oder RNA: ca. 40 pg/ml
Oligonukleotide: ca. 20 pg/ml

3.3 Polymer asekettenreaktion (Mullis et al., 1986)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) kénnen in vitro DNA-Sequenzen spezifisch
amplifiziert werden. Ein anfénglicher Denaturierungsschritt lasst aus der DNA-Doppelhelix
Einzelstrange entstehen, die als Matrize fir die Synthese komplementérer Strénge entstehen.
Zur Anlagerung der Oligonukleotide an die Einzelstrénge wird die Temperatur erniedrigt,
wobei de Annealing- Temperatur von den eingesetzten Oligonukleotiden abhéangig ist und
ublicherweise zwischen 50°C und 60°C liegt. Die Annealing- Temperatur kann mit einer
Faustformel berechnet werden, die die Basenzusammensetzung der eingesetzten Oligo-

nukleotidprimer berlicksichtigt.

Hohere Anlagerungstemperaturen bewirken in der Regel eine hohere Spezifitét. Die Oligo-
nukleotide dienen der DNA-Polymerase als Startpunkt zur Synthese der komplementéren

Strange, die man bei 72°C durchfihrt, da bei dieser Temperatur die fur gewdhnlich einge-
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setzte Tag-Polymerase ihr Aktivitétsoptimum besitzt. Die Tag-Polymerase stammt aus dem
thermophilen Bakterium Thermus aquaticus und toleriert selbst Temperaturen bis 94°C fir
eine gewisse Zeit. Den Zyklus, bestehend aus Denaturierung, Oligonukleotidanlagerung und
DNA-Synthese, wiederholt man in der Regel 25- bis 35-mal und erh@lt nach n Zyklen ein
theoretisches Maximum von 2" doppel stréangigen DNA-Molekilen.

3.4. Kriterien zur Auswahl genetischer Marker

Bei der Auswahl der Marker D4S3034, D4412, D4S2957, D4S3023, D4S2925, D4A32,
D4431, D4S2935, D4S3007, D4S394, D4S2983, D4S3009, die die Genloci DFNA14 und
DFNAG6 abdecken, wurde auf eine Publikation von Van Camp und Mitarbeitern (1999) Bezug
genommen. Zur Definition der Marker wurde die jeweilige Kartenposition nach Généthon
(http://www.nchi.nlm.nhi.gov/genome/sts/) eingesetzt. Weiterhin konnten nur solche Mikro-
satellitenmarker verwendet werden, deren jewellige Allele bekannt waren und die eéine mog
lichst hohe Heterozygositét aufwiesen. Die einzelnen Allele und ihre Allelfrequenzen in der

kaukasischen Bevolkerung sind im Anhang beschrieben (Genome Database; GDB).

3.5. Oligonukleotide

Bel den Oligonukleotiden handelt es sich um natirlich oder chemisch synthetisierte
Nukleotidketten, die Uber Phosphatbriicken miteinander verbunden sind. In der Molekular-
biologie werden haufig Oligomere aus 20-40 Nukleotiden benutzt.

Die Amplifikation der genetischen Marker erfolgt mittels PCR-Reaktion, bei der jewells ein
Oligonukleotid mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Farbstoff-Amidit) markiert vorliegt, wahrend
das zweite Oligonukleotid unmarkiert ist. Das resultierende PCR-Produkt ist somit anschlie-
Rend am 5"Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff versehen (Schuster, 1997).

Zur Markierung der Oligonukleotide stehen drei unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe (fam:

blau, tet: griin, hex: gelb), welche unterschiedliche Emissionsspektren aufweisen, zur Verfu-

gung.
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Tabelleb5: Oligonukleotidinfor mationen (Chromosom 4p16.3).
Oligonukleotide Kartenposition  AllelgréRe Markierung Heter ozygositét
nach Généthon (GV1)
D4S3034 37 182-188 fam 62%
D412 37 237-249 fam 76%
D4S2957 53 105-111 fam 60%
D4$432 54 224-254 fam 3%
D4S2925 6,7 151-155 fam 60%
D4431 10,8 246-270  hex 83%
D4S2935 12,2 112-116  tet 62%
D4S3007 12,3 242-246 hex 62%
D4S3%4 14,5 189-215 tet 76%
D4S2983 16,1 220-252 tet 87%
D4S3009 219 265-279 tet 79%
D4S3023 6,7 147-153 fam 70%
Tabelle6: Oligonukleotidinfor mationen (Chromosom5g31).
Oligonukleotide Kartenposition  AllelgroRe  Markierung Heter ozygositét
nach Généhon (GM1)
D5S399 150,9 116-132 tet 9%
D53402 144,9 165-169  fam 62%
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Tabelle7: Oligonukleotidsequenzen fur die PCR-Amplifikation der Mikrosatellitenmar ker
auf Chromosom 4p16.3 und 5g31.

Mikro- Primer Sxuenz Lange  Produkt- Anlagerungs-

satdliten (bp) g tize(bp) temperatur(°C)

D4S3034 | AFMaD55tcda  CTGCCAATAAACTGGGT 17 182-188 50°C
AFMa055tc9m  TTGCTCACCAAAGAGGTT 18

DAAL2 | AFM196xb6a  ACTACCGCCAGGCACT 16 237-249 50°C
AFM196xb6m  CTAAGATATGAAAACCTAAGGGA 23

D4S2957 | AFMbO16xg9a TGGGGAAGTCAGGCATACAC 20 105111 51°C
AFMDb016xg9m CCCCTCAGCACGTTGTAAA 19

D4A32 | AFM266wh9a  ACTCTGAAGGCTGAGATGGG 20 224-254 55°C
AFM266wh9m CTGAACCGCAGATCCCC 17

D4S2925 | AFM163ycla TCAGAAACCCCTACAGGAAA 20 151-155 50°C
AFM163ycim  TTTGATGAGTTATTCGGAGG 20

D4AA31 | AFM262vg9a AGGCATACTAGGCCGTATT 19 246-270 55°C
AFM262vg9m  TTCCCATCAGCGTCTTC 17

D4AS2935 | AFMa247xb5a GCTCACAGAAGTGCCCAATA 20 112-116 50°C
AFMa247xb5m CCCTGGGTGAAGTTTAATCTC 21

D4S3007 | AFM292yasa  ATTTTTGCTACATTGGTGACATA 22 242-246 57°C
AFM292yabm  CTTCAGGTTCTACTAGTTCATGG 22

D4S394 | AFMO037ygla  CCCTTGAGCATCCTGACTTC 20 189-215 59°C
AFMO037yglm  GAGTGAGCCCCTGTACTCCA 20

D4S2983 | AFM265yh5a  TGTCCAGTTGGCAGGG 16 220-252 55°C
AFM265yh5m  GGTCGCATTCATTCGC 16

D4S3009 | AFM308wh9a ATGGCCTGTGAATCAACCC 19 265-279 55°C
AFM308wbh9m AATCCTTTGAAGACGGCCC 19

D4S3023 | AFMa6xhla ACCTCACTGGAAACTAAATGG 21 147-153 55°C
AFMaM6xhla TGAACAGCAGCGGTCT 16

D5S399 | AFM108xe3a GAGTGTATCAGTCAGGGTGC 20 116-132 55°C
AFM108xe3m  GGCCTCAACTTCATAATCAA 20

D5302 | AFRM127xhda TTAAAGAAGGTTCACAGGGAA 21 165-169 55°C
AFM127xhdm  TCAGGAAGTTAAGATGGTGGA 21
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Die PCR-Bedingungen zur Amplifikation der Mikrosatelliten wurden standardméldig mit ge-
nomischer DNA unter folgenden Bedingungen ausgetestet. Es wurde das Eppendorf Master
Taq Kit verwendet. Da ein Thermocycler mit beheizbarem Deckel zur Verfigung stand,
mussten die Reaktionsansdtze nicht mit Paraffin tberschichtet werden. Dem letzten Zyklus
wurde eine 10 min Synthesephase angeschlossen, um doppelstrangige DNA a's Produkt zu
erhalten. Zur Uberpriifung der PCR wurden die Produkte in einem 2%igen Agarosegel auf-

getrennt und unter UV-Licht mit einem Geldokumentationssystem aufgenommen.

Reaktionsansatz A

10x PCR-Puffer 50 ul
dNTPs (20 mM) 025 pl
Primer forward (100 ng/ul) 05 ul
Primer reverse (100 ng/ul) 05 ul
Tag-Polymerase (4 U/ul) 0,125 pl
DNA (100 ng/ul) 20
A. bidest. ad250 ul

Reaktionsansatz B

10x PCR-Puffer 50 ul
dNTPs (20 mM) 025 pl
Primer forward (100 ng/pl) 05 ul
Primer reverse (100 ng/ul) 05 ul
Tag-Polymerase (4 U/ul) 0,125 ul
DNA (100 ng/ul) 20
MgClI2 (25 mM) 05
Formamid 1,0 ul

A. bidest. ad250
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Reaktionsansatz C

10x PCR-Puffer 50 ul
dNTPs (20 mM) 025 pl
Primer forward (100 ng/pl) 05 ul
Primer reverse (100 ng/ul) 05 ul
Tag-Polymerase (4 U/ul) 0,125 ul
DNA (100 ng/ul) 20
Formamid 05
A. bidest. ad250 ul

Reaktionsansatz D

10x PCR-Puffer 50 ul
dNTPs (20 mM) 025 pl
Primer forward (100 ng/ul) 05 ul
Primer reverse (100 ng/pl) 05 ul
Tag-Polymerase (4 U/ul) 0,125 ul
DNA (100 ng/ul) 20
DMSO 1,25 pl
A. bidest. ad250 ul

Folgendes PCR-Programm wurde standardmal3ig benutzt:

Schritt 1: 5min 9U°C

Schritt 2: 1 min 94°C

Schritt 3: 1min sehe Tabelle 8
Schritt 4: 1 min 72°C

Schritt 5: 5min 72°C

Schritt 6 ¥ 4°C

Schritte 2-4 wurden 35-ma wiederholt.
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Tabelle8: Optimierte Bedingungen fur die Durchfihrung der PCR-Amplifikation der ver-
wendeten genetischen Marker.

Verwendete |Optimierter | Oligonukleotidpaare

Annealing- |Reaktions- | flr genetische

Temperatur |ansatz Marker

50°C A D4S3034
D4412
D4S2925
D4S2935

51°C D D4S2957

55°C B DA4A32

57°C A D4S3007

55°C A D4A31
D4S2983
D4S3009
D4S3023
D5%402
D5S399

59°C C DA4S3H4

36. Aufreinigung von PCR-Produkten mittds Ql Aquick PCR Purification Kit (Qiagen)

Um PCR-Produkte fur die GeneScantAnalyse einsetzen zu kénnen, mussten die Tag-
Polymerase, Uberschiissige dNTPs sowie storende Zusdize und Salze entfernt werden. Die
Aufarbeitung erfolgte mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit gemal3 Herstellerangaben
(Qiagen). Dabei wurde das PCR-Produkt mit einem ethanolhaltigen Puffer versetzt, auf eine
Saule gegeben durch mehrere Zentrifugations- und Waschschritte gereinigt, und schliefdich
in HO euiert. Zur Kontrolle und zur Abschdtzung der DNA-Konzentration wurden 2 m des
Eluates in einem Agarosegel aufgetrennt.

3.7. Gelelektrophorese (Sambrook et al., 1989)

Aufgrund der negativen Ladung ihrer Phosphatreste bel alkalischem pH-Wert kénnen DNA-
Molekile unterschiedlicher Grofe durch ein elektrisches Feld aufgetrennt werden. Dabei
héngt die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Molekile im elektrischen Feld im Wesentli-
chen von ihrer Grol3e, der Hohe der angelegten Spannung und der Konzentration des Gels ab
(Sambrook et al., 1989).
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Bei der vorliegenden Arbeit wurde eine Gelelektrophorese in einem 2%igen Agarosegel in 1x
TBE-Puffer bei 100 Volt tUber 40 Minuten durchgefihrt. Zur Abschétzung der Groéf3e der ein-
zelnen PCR-Produkte wurde ein 100 bp Ladder (Gibco BRL, Eggenstein) verwendet.

Zum Auftragen der Proben auf das Gel wurden diese mit Gel- Ladepuffer gemischt. Durch den
darin enthaltenen Zucker (Ficoll) kommt es zu einem Absinken der Proben in die Geltaschen.
Durch den im Ladepuffer enthatenen Farbstoff Bromphenolblau ist eine Abschdtzung der
Wanderungsstrecke der DNA-Molekile wahrend der Elektrophorese moglich. Bromphenol-
blau hat eine Wanderungsgeschwindigkeit, die Fragmenten einer Groéf3e von etwa 100 bp ent-
spricht, wohingegen Xylencyanol mit Fragmentgrof3en von etwa 800 bp im Gel wandert. Die
Farbung der DNA-Fragmente erfolgte durch Ethidiumbromid, welches in einer Konzentration
von 0,3 pg/ml dem Gel zugefiigt wurde.

Ethidiumbromid besitzt ein aromatisches Molekilgertst und lagert sich bevorzugt parallel
zwischen benachbarte Basenpaare der DNA ein. Da Ethidiumbromid die Fahigkeit zur
Fluoreszenz besitzt und die Intensitét des emittierten Lichts proportional zur Menge der in der
DNA interkalierten Ethidiumbromid-Molekdle ist, kann man sowohl DNA im Gel sichtbar
machen als auch deren Konzentration durch Vergleich mit Banden bekannter Konzentration
abschétzen.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele zur Dokumentation unter UV-Licht (302 nm) mit
einem Geldokumentationssystem aufgenommen.

3.8. Automatisierte Allelbestimmung / GeneScan

Die Léngenbestimmung von DNA-Fragmenten erfolgt in einem automatischen DNA-Sequen-
Ziergerdt (DNA-Sequenzer, Modell 310 und Modell 373A, Applied Biosystems/Perkin Elmer,

USA) mit Hilfe eines internen Léngenstandards.

Nach erfolgter PCR-Reaktion werden die PCR-Produkte denaturiert und die DNA-Einzel-
strange zusammen mit einem internen Langenstandard elektrophoretisch in einem automati-
schen DNA-Sequenziergerét aufgetrennt. Da sich die Grof3e zweler Allele eines Locus nur um
zwel Basenpaare unterscheiden kann, ist zu ihrer Analyse eine Auftrennung in einer hoch
aufl6senden denaturierenden Acrylamidmatrix notwendig. Wahrend der Elektrophorese wer-
den die fluoreszenzmarkierten Fragmente mit Hilfe eines Lasers und eines optischen Systems
angeregt. Der Langenstandard ist ebenfalls farbstoffmarkiert und kann somit von den zu ana-
lysierenden Proben unterschieden werden, die in der gleichen Spur aufgetragen werden, aber
mit anderen Farbstoffen versehen sind (Schuster, 1997). Die bekannten Fragmentléngen des
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Standards kénnen von der Fragmentlangen Software (GeneScan Analysis Software 2.1) zur
Erzeugung einer Kalibrierungskurve herangezogen werden. Mit Hilfe dieser Kurve ist es
moglich, die Langen unbekannter PCR-Produkte durch Extrapolation zu bestimmen. Die ge-

wonnen Daten werden auf einem Computer fUr eine automatische Auswertung gespeichert.

Dafir die Markierung der PCR-Primer drei Farbstoffe zur Verflgung stehen (die vierte Farbe
wird fur den internen Langenstandard benétigt), kbnnen zundchst auch die Produkte dreier
verschiedener PCR-Reaktionen innerhalb einer Gelspur identifiziert werden. Dies wird als
Multiplex-Analyse bezeichnet (Speich und Grzeschik, 1997). Die allelische Variation eines
Dinukleotid schwankt in einem definierten GrofRenbereich. Es ist daher durch geschickte
Kombination von Markern, deren Allelgrenzbereiche ausreichend differieren, mdglich, sogar
mehr als drei verschiedene PCR-Produkte in einer Spur gemeinsam aufzutrennen und zu
identifizieren (Speich und Grzeschik, 1997). In der vorliegenden Arbeit wurde das Verfahren
der Multiplex-PCR-Reaktion aufgrund der geringen Anzahl der zu analysierenden Marker

nicht verwendet.

3.9. Standardisierung der Nachweismethode von Mikrosatelliten

Um die Ergebnisse der AllelgroRenbestimmung zu standardisieren und die computergestitzte
Auswertung zu erleichtern, wurden die Untersuchungen um die Bestimmung der Allelgrofiie
einer allgemein zuganglichen Stadard-DNA erweitert. Die PCR-Amplifikation wird damit
intern kontrolliert (Spurr, 1991). Die Lange des PCR-Produkts variiert bei verschiedenen
Markierungsmethoden, bei verschiedenen Typen der verwendeten Polymerase und dadurch,

welcher der beiden Primer bel Primerendmarkierung kinasiert wird (Spurr, 1991).

Als Standard dienen die bekannten AllelgrofRen einer international festgelegten DNA-Probe
der Person 134702 aus dem Centre d”Etude du Polymorphisme Humain (CEPH), nach der die
bei den untersuchten Familienmitgliedern bestimmten Allelgrofien korrigiert wurden. Bei die-
sen CEPH-Kontrollen handelt es sich um die DNA bestimmter Personen aus einer Sammlung
von Familien mit idealer Familienstruktur (die CEPH-Familien bestehen aus drei Generatio-

nen, ale vier Grof3eltern stehen zur Verfigung und es gibt mindestens 8 Kinder).
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4. Statistische M ethoden

In der Statistik betrachtet man beobachtete Messwerte als eine Stichprobe aus der Grundge-
samtheit aler theoretisch mdglichen Messungen. Ein statistischer Test untersucht, ob die Un-
terschiede zweier Stichproben durch zufallsbedingte Streuung zu erkléren sind, die Stichpro-
ben also aus derselben Grundgesamtheit stammen. Andernfalls liegt tatsachlich ein Effekt vor
und es handelt sich um Stichproben aus zwei verschiedenen Grundgesamtheiten.

Es werden zwei Hypothesen aufgestellt. Die Nullhypothese Hy besagt, dass die beiden vergli-
chenen Grundgesamtheiten hinsichtlich des untersuchten Parameters Ubereinstimmen. Unter
dieser Annahme wére ein in der Stichprobe beobachteter Effekt ein Produkt des Zufalls. Die
Alternativhypothese H; besagt, dass der in der Stichprobe gefundene Effekt auch in der
Grundgesamtheit existiert, sich also die beiden Grundgesamtheiten hinsichtlich des betrach

teten Parameters tatsachlich unterscheiden.

Ein statistischer Test ist ein Entscheidungsverfahren, um zu ermitteln, ob die Nullhypothese
Ho mit den vorliegenden Daten vereinbar ist. Es wird errechnet mit welcher Wahrscheinlich
keit sichdie vorliegenden Ergebnisse zufdlig ergeben kdnnen, wenn Hy tatséchlich zutréfe. Ist
diese Wahrscheinlichkeit geringer a's das zuvor festgesetzte Signifikanzniveau, wird H ver-
worfen und das Ergebnis als statistisch signifikant bezeichnet. Das Signifikanzniveau a ent-
spricht der Wahrscheinlichkeit fur einen Fehler erster Art, namlich die Nullhypothese auf-
grund der Stichprobe zu verwerfen, obwohl sie zutrifft. Meist setzt man das Signifikanzniveau
dl = 0,05. Bel einem gtatistischen Test errechnet man aus den Untersuchungsdaten die Test-
grofle und ermittelt den zugehdrigen pWert. Der pWert ist die Wahrscheinlichkeit, eine
mindestens so grof3e Prifgrolde wie aus den Daten berechnet zu erhalten, wenn im Wirklich
keit die Nullhypothese gilt; d.h. der p-Wert ist die Wahrscheinlichkeit, mit der man sich irrt,
wenn man die Nullhypothese ablehnt. Ist p < a wére die beobachtete Abweichung beim Zu-
treffen der Nullhypothese zwar méglich, aber doch so unwahrscheinlich, dass die Nullhypo-

these verworfen wird.

4.1. Zwei-Locus-LOD-Wert-Analyse

Kopplungsanalysen beruhen auf der Beobachtung, dass zwei verschiedene Loci auf einem
Chromosom um so eher gemeinsam vererbt werden, je ndher sie beieinander liegen. Je weiter
zwel Genloci auf einem Chromosom voneinander entfernt liegen, um so grél3er ist die Wahr-
scheinlichkeit, dass sie durch meiotische Rekombination getrennt werden. Die Rekombinatio-

nsrate g, definiert als Wahrscheinlichkeit einer Rekombination zwischen zwel Loci, ist daher
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auch ein Mal3 fur den Abstand zweier Loci. Als Wahrscheinlichkeit ist die Rekombinations-
rate g dimensionslos. Der Abstand auf einer Genkarte zwischen zwei Loci, die eine Rekombi-
nation von einem Prozent zeigen, betragt per Definition ein certi Morgan (cM). Liegen zwei
Loci auf verschiedenen Chromosomen, werden sie unabhangig voneinander vererbt und g = 0.
Die Rekombinationsrate liegt also zwischen 0.5 (,freie Rekombination®) und O (,komplette

Kopplung“):
O£q£05

Mit einer Kopplungsanalyse wird tberpriift, ob ein ausgewahlter Marker und der hypothe-
tische Krankheitdocus Uberzuféllig haufig miteinander gekoppelt vererbt werden oder nicht
(Ott, 1999).

Nach der Nullhypothese Hy werden Marker und Erkrankung voneinander unabhangig vererbt.
Nach der Alternativhypothese H; sind sie gekoppelt:

Ho: q=0.5
Hi:q<0.5

Die Wahrscheinlichkeit fur das Zutreffen jeder Hypothese errechnet sich aus der Wahrschein-
lichkeit, mit der bel ihrer Gltigkeit die Beobachtungsdaten zu erwarten sind:

L(Ho) =L(g = 0.5) = P(Dater/Ho)
L(H1) =L(g=0a1) = P(Datert/H,)
Daraus wird die relative Kopplungswahrscheinlichkeit R (odds ratio) gebildet:
R=L(H1) / L(Ho)
Der dezimae Logarithmus von R ist der sogenannte LOD-Wert Z (logarithm of the odds
ratio)
Z(q1) = logwo (R)
Trifft die Nullhypothese zu und Marker und Krankheitslocus werden unabhangig vonei nander

vererbt, ist die Wahrscheinlichkeit fur Kopplung und Nichtkopplung gleich grofd und der
LOD-Wert kleiner Null:

g=05
L(H1) =L(Ho) =L(gq=0.5)
Z(qu) = loguo (L(H1)/(L(Ho)) = logwo (1) =0

Wenn dagegen H; zutrifft und Marker und Krankheitslocus gekoppelt vererbt werden, wird
L(H1)> L(Hp) und Z(g;) nimmt grof3ere Werte an.
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Die LOD-Werte werden fir eine Rethe von g-Werten zwischen 0 und 0.5 berechnet. Um tber
die Annahme oder Ablehnung der Hypothesen zu entscheiden, sind im Voraus kritische
Schwellenwerte fir Z festgelegt.

Wenn Z> +3 ist, wird das Testergebnis bel Kopplungsanalysen mit Krankheitdoci auf
Autosomen fur signifikant erklart, und die Nulhypothese kann verworfen werden (Morton,
1995). Das entspricht einem Wahrscheinlichkeitsverhdtnis Kopplung/Nichtkopplung von
1000 : 1, d.h. es ist 1000-mal wahrscheinlicher, die gegebenen Daten zu erhalten, wenn H
zutrifft, als diese Daten zu erhaten, wenn H, zutrifft (Strachan und Read, 2000). Die Wahl
des Schwellenwertes ergibt sich aus der gewtinschten Falschpositivenrate von 5% und der
Berlicksichtigung der sogenannten a priori Wahrscheinlichkeit, mit der zwe zufdlig
ausgewahlte Loci gekoppelt vorliegen. Sie wird auf 1 : 50 geschétzt, so dass nur noch ein
Verhdltnis von 20 zu 1 fur Kopplung resultiert, was dem Ublichen Grenzwert fur Signifikanz

(a = 0.05) entspricht (Ott, 1999). Ist Z< -2, muss die Kopplungshypothese verworfen werden.

Fir Werte zwischen Z= —2 und Z= +3 sind bei Kopplungsanalysen mit hypothetischen
Krankheitsloci auf Autosomen keine Angaben méglich.

Fur die Kartierung eines Markers mit einem Krankheitslocus geht man tblicherweise von e-
nem Zwei- Locus-LOD-Wert aus, der zeigt, dass der Krankheitslocus in der Nahe eines be-
stimmten Markers liegt. Die Zwek- Locus-LOD-Werte werden fir jedes Locipaar (hypothe-
tischer Krankheitslocus und einer der Mikrosatellitenmarker) durch ein spezielles Computer-

programmes (z.B. Cyrillic) errechnet.

4.2. Multimarkerkartierung

Kopplungsanalysen lassen sich effizienter durchfihren, wenn man gleichzeitig die Daten von
mehr as zwei Loci analysiert (Strachan und Read, 2000). Der Vorteil einer Multimarkerkar-
tierung besteht darin, dass Probleme vermieden werden, die durch den geringen Informations-
gehalt von Markern entstehen. Voraussetzung fur eine Multimarkerkartierung mit dem Com
puter ist eine genetischen Karte, in der man diesen Marker einordnen kann. Zid ist es, das
Krankheitsgen innerhalb der vorgegebenen Markerkarte einem der Abschnitte zwischen zwel
Markern zuzuordnen. Es wurden dabei die Programme FASTMAP und GENEHUNTER ver-
wendet. Die Programme bestimmen die Lokalisation des Krankheitslocus auf der Marker-
Karte, indem sie fur jede mogliche Position anhand der Stammbaumdaten die Gesamtwahr-
scheinlichkeit berechnen. Das Ergebnis ist eine Kurve, bel der die Wahrscheinlichkeitswerte

gegen die Position in der Karte aufgetragen sind. Der hdchste Punkt markiert die wahrschein
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lichste Position des Krankheitslocus. Wenn die Kurve tber den gesamten chromosomalen
Abschnitt hinweg unterhalb eines LOD-Wertes von Z= -2 bleibt, kann eine Kopplung des

Krankheitslocus mit diesem Chromosomenabschnitt ausgeschlossen werden.
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\Y} Ergebnisse

1. Auswertung der Tonschwellenaudiogramme

Zur phanotypischen Charakterisierung der Familie mit einer autosomal-dominanten Form ei-
ner Tieftonschwerhorigkeit wurden ale fir die Studie zur Verfligung stehenden betroffenen
Familienmitglieder (n=8) einer Tonschwellenaudiometrie unterzogen. Hierbel  sind
Rickschlisse auf vorliegende Horverluste in bestimmten Frequenzbereichen moglich, diein
dB (Schalldruckpegel) angegeben werden. Es wurden sowohl die Knochen als auch die

Luftleitung jeweils separat fur das linke und rechte Ohr ermittelt.

Dabel wurde jedem untersuchten Familienmitglied Uber Kopfhorer Tone in verschiedenen
Frequenzen dargeboten. Die Frequenz eines Tons wird in Hertz (Hz) angegeben. Der im Ton
audiogramm gemessene Frequenzbereich liegt zwischen 0,125 kHz und 8 kHz. In den in der
Abbildung 4 dargestellten Audiogrammen wurden die Frequenzen 0,125 kHz; 0,25 kHz;
0,5 kHz; 1 kHz; 2 kHz; 4 kHz; 6 kHz und 8 kHz geprift.

Die Messung wurde mit Tonen mit Schalldruckpegeln im sicher unterschwelligen Bereich be-
gonnen und der Schalldruck langsam erhéht, bis der Patient eine Horempfindung angab. Die
hierdurch erhaltenen Werte wurden in ein standardisiertes Diagramm eingetragen. In diesen
Formularen ist (als Referenzwert) die Horschwelle eines nicht Horgeschadigten mit einem
Horverlust von O dB als waagerechte Linie dargestellt. Wurden bei den Patienten hthere
Schalldruckpegel zur Horbarkeit eines Tons einer bestimmten Frequenz bendtigt, wurden

diese im Diagramm nach unten abgetragen und as Horverlust (gemessen in dB) bezeichnet.

Um bei den Familienmitgliedern die Knochenleitung zu ermitteln, wurde anstelle eines Kopf-
horers ein Schwingkorper verwandt, der auf den Warzenfortsatz (Os mastoideum) des zu
Uberprifenden Ohres aufgesetzt wurde und den Schadelknochen dadurch direkt zu Schwin
gungen angeregt.

Die in Abbildung 4 dargestellten Audiogramme zeigen bel alen 8 betroffenen Familienmit-
gliedern einen moderaten, bilateralen Horverlust von bis zu 80 dB in den tiefen bis mittleren
Frequenzbereichen. Luft- und Knochenleitung sind hiervon gleichermal3en betroffen. Beziig
lich der Auspragung der Horstorung lassen sich die Familienmitglieder in verschiedene Grup-
pen einteilen.

Die untersuchten Familienmitglieder in der ersten bis flnften Lebensdekade (Generation |1
(B) und Generation 111(C)) zeigen zusétzlich zu einem Horverlust von bis zu 80 dB in den tie-
fen und mittleren Frequenzen einen Anstieg der Horschwellenkurven im hohen Frequenzbe-

reich (oberhalb eines Freguenzbereich von 12 kHz). Das Horvermogen dieser Patienten
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gruppe gleicht sich besonders bei Frequenzen Uber 4 kHz zunehmend dem Horvermogen
Normalhdrender an. Innerhalb der Patientengruppe ist zu beobachten, dass die Steilheit des
Anstiegs der Horschwellenkurve altersabhangig zu sein scheint. Dies wird insbesondere durch
die Auswertung der Horschwellenkurve des Patienten |:2 deutlich. Hier zeigt sich eine linear
verlaufende Hérkurve im Audiogramm, die auf einen Horverlust von 60-70 dB in alen Fre-

guenzbereichen hindeutet.

Eine bedeutsame Progression der Schwerhdrigkeit ist von der Generationen |1 zur Generation
[l nicht vorhanden; wohingegen beim Vergleich der Generationen 111 und | eine deutliche
Progression der Schwerhdrigkeit mit Betonung der hdheren Frequenzen festzustellen ist. Da-
gegen zeigt sich keine Progression des Horverlustes im Tieftonbereich. Die Verminderung
des Horvermégens in den hohen Frequenzbereichen konnte auf das Vorliegen einer

Preshiakusis zurtickzufUhren sain.

2. Auswahl der fur die Kopplungsanalyse verwendeten Marker

Die Festlegung auf die Untersuchung der beiden Genloci DFNA6 und DFNA14 erfolgte
aufgrund von Hinweisen aus der Literatur (Van Camp et a., 1999). Um moglichst
aussagekraftige Ergebnisse fir die Kopplungsanalyse zu erzielen, wurden die Marker auf dem
Chromosom 4 so gewahlt, dass sie einen Bereich von etwa 20 cM abdecken. Zum Ausschluss
einer Kartierung des Krankheitslocus fur Tieftonschwerhdrigkeit auf dem Chromosom 5
wurde eine Kopplungsanalyse mit Mikrosatellitenmarkern, die das Gen Diaphonusl (DFNAL,
Lynch et a., 1997) flankieren, durchgefthrt.

Es wurden nur solche Mikrosatellitenmarker in den Untersuchungen verwendet, deren jewer-
lige Allelgrofien bekannt und die hoch polymorph sind. Zur Definition der Markerpositionen
wurde die jeweilige Kartenposition nach Généthon verwendet. Die Allelgrofien wie ihre
Frequenzen in der Bevolkerung sind in Tabelle 11 beschrieben.

In der Abbildung 5 ist die Anordnung der 12 verwendeten Mikrosatelliten in der Chromo-

somenbande 4p16.3 des kurzen Arms von Chromosom 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Tonschwellenaudiogramme betroffener Familienmitglieder der Generation |
(7. Lebensdekade), Generation |1 (4. und 5. Lebensdekade) und Generation 111

(1.-3. Lebensdekade).

Fur bestimmte Frequenzen im Bereich von 0,125-8 kHz werden die Lautstarken in
Dezibel (dB) bestimmt, die bei den Patienten zu einer Hoérempfindung fihren. Die er-
mittelten Werte werden in einem standardisierten Diagramm vermerkt und mit einer
Normschwelle verglichen. Die Horschwellenkurven wurden fir das rechte und das
linke Ohr separat ermittelt (Luftleitung = Knochenleitung).
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Abbildung 5: Genetische Karte des Chromosomabschnitts 4p16.3.

Genetische Karte der chromosomalen Region 4p16.3 mit der Position der Mikro
satellitenmarker, die in dieser Studie verwendet wurden. Die Balken zeigen die Er-
gebnisse der Kopplungsanalyse bei Familien mit Tieftonschwerhorigkeit, die mit dem
Locus DFNAG (Lesperance et d., 1997) und mit dem Locus DFNA14 (Van Camp et
al., 1999) gekoppelt sind. Die Distanzen zwischen den Markern bezie hen sich auf die
Geénéthon-Karte (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genome/sty).

3. Optimierung der Polymer asekettenreaktion zur Amplifikation der

Mikrosatellitenmarker

Far die Amplifikation der Mikrosatellitenmarker mit Hilfe der Oligonukleotidprimer
D4S3034-D4S3023 wurde genomische DNA der einzelnen Familienmitglieder verwandt. Die

Abbildung 6 zeigt das Ergebnis der in der Agarosegelelektrophorese aufgetrennten PCR-Pro-

dukte. Exemplarisch wird hier die gelelektrophoretische Auftrennung der amplifizierten
Mikrosatellitenmarker D4S3034-D4S3023 des Familienmitglieds 111:3 dargestellt. In der
ersten sowie in der letzten Spur der Abbildung ist ein 100 bp Ladder als Grélenstandard
aufgetragen. Anhand dieses GrélRenstandards ist es moglich, die Grofe der gewonnenen

Fragmente abzuschétzen.
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Abbildung 6: Uberpriifung der PCR-Produkte der Mikrosatellitenmarker in der Agarose-
gelelektrophorese.

Exemplarische Darstellung der PCR-Produkte aller verwendeten Marker im 2%igen
Agarosegel: In der ersten und in der letzten Spur der Abbildung ist ein 100 bp Ladder
(Gibco BRL, Eggenstein) als GroRenstandard aufgetragen. Die Beschriftung des Gro-
Renstandards in Basenpaaren (bp) erfolgt links der Abbildung. In den Spuren :12
sind die jewelligen PCR-Produkte der genetischen Marker aufgetragen (Spur 1:
D4S3034, Spur 2: D4S412; Spur 3: D4S2957, Spur 4: D4AS2925; Spur 5: D4S432,
Spur 6: D4SA31; Spur 7. DAS2935; Spur 8. DAS3007; Spur 9: D4S394; Spur 10:
D4S2983; Spur 11: D4S3009; Spur 12: D4S3023).

4, GeneScan-Analyse

Die Auswertung der AllelgroRen der amplifizierten Mikrosatelliten erfolgte mit dem 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystem/Perkin Elmer, USA). Allele von Dinukleotiden unter-
scheiden sich in der Regel um ein Vielfaches von zwei Basenpaaren. In der Abbildung 7 ist
das Elutionsdiagramm einer GeneScantAnayse dargestellt. Die PCR-Produkte der einzelnen
Allele werden auf Grund ihrer Lange aufgetrennt und erscheinen als Elutionsgipfel. Neben
dem eigentlichen Produkt (Hauptgipfel) tauchen weitere Gipfel in der Analyse auf, die auf die
fehlerhafte Amplifikation durch die in der PCR verwendeten Polymerase zurtickzufthren sind
und aus diesem Grund nicht in die Auswertung einbezogen werden dirfen (sogenannte Stot-
terbanden).

Exemplarisch ist fir den Patienten 111:1 das Elutionsdiagramm der Allele fur jeden der zwolf
Mikrosatellitenmarker dargestellt. Die gemeinsame Auswertung der Allele von bis zu 4
Mikrosatellitenmarkern in einem Gellauf ist moglich, da die Grofée und die alelische Varia
tion der einzelnen Mikrosatelliten in einem definierten, nicht Gberlappenden Grélzenbereich
schwankt. Die Groféenbestimmung der einzelnen Allele ist in Tabelle 9 zusammenfassend
dargestellt.



Ergebnis 46

D4S2957 D4S3034 D4S4321 D4S3009

] an a0 ioo 110 120 130 140 1EO0 1EO 170 180 130 200 210 220 230 240 280 Z2EO0 270 280 280

I
}I
| b Jh A | J"\u

D4S3023 D4S394  D4S412  D42989

,|| {‘u’l

f Jl{

A | ]

n A il A ) AL A
D4S935 D452925 D4S3007 D4S431

|
A .;ﬁ-l A A ﬁ

I

Abbildung 7: Dar stellung der Ergebnisse der Allelgr63enbestimmung bei Patient [11:1in der
GeneScan-Analyse.

Die GeneScartrAnaysen zeigen die Allele von Patient 111:1 als Elutionsgipfel. Auf
der X-Achse der Abbildung ist die Allelgrof3e in Basenpaaren abzulesen. Die Hoéhe
der Elutionsgipfel ist der Produktmenge der gemessenen PCR-Produkte proportio-
nal. Die Darstellung der Allelgréfien von 4 verschiedenen Mikrosatel litenmarkern in
einer Spur ist moglich, da die Produktgrole der einzelnen Mikrosatelliten definiert
ist. Die schwarz schraffierte Flache wird vom Computerprogramm zur Grof3er+
bestimmumg erstellt. Rote Elutionsgipfel stellen den mitgefihrten Grélenstandard
dar.

5. Ermittelte Allelgr6i3en

Zur Standardisierung der AllelgrofRen wurde jewells eine GeneScanAnalyse einer internatio-
nal festgelegten DNA-Probe, der CEPH-Kontrolle Nr. 134702 (CEPH = Centre d Etude du
Polymorphisme Humain) durchgeftihrt. Die jeweiligen Allelgrofen fur die einzelnen Mikro-
satellitenmarker waren bekannt (Dib et al., 1996). Aufgrund der durch die eigenen Analysen
festgestellten Abweichungen der Werte des CEPH-Standards Nr. 134702 zum Literaturwert
konnten die eigenen Daten um die entsprechenden Werte korrigiert werden. Die nach der
GrofRRe des CEPH-Standards korrigierten Allelgrofden der jewelligen Mikrosatelliten fur die

untersuchten Personen sind in der Tabelle 9 zusammengestellt.
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6. Haplotypenanalyse

Die Kombination der zwel Allele eines Chromosomenpaares wird als Genotyp bezeichnet.
Der Genotyp eines jeden untersuchten Familienmitglieds ist in Tabelle 9 aufgefthrt. Als
Haplotyp bezeichnet man eine Reihe von Allelen an benachbarten Genloci, die von einem
Elternteil stammen. Es gibt einen maternalen und einen paternalen Haplotyp. Die Haplotypen
wurden durch das Programm SIMWALK (Version 2.8) berechnet. Die jeweiligen Allelgrof3en
eines Mikrosatelliten sind durch Zahlen kodiert. Die Angaben der Allelgrofzen und ihre Ko-
dierung sind im Anhang angegeben.

Allele, die sich nur bel betroffenen Familienmitgliedern finden und bei nicht betroffenen Fa-
milienmitgliedern nicht vorhanden sind, befinden sich zwischen den Mikrosatelliten D4$432
und D4S3007. Dieser Haplotypenabschnitt segregiert ohne durch Rekombinationsereignisse
getrennt zu werden bel alen betroffenen Familienmitgliedern. Die Allele der telomerwarts
gelegenen Mikrosatellitenmarker D4S3034, D412 und D4S2957 und die zentromerwarts
dieses Haplotypenabschnittes lokalisierten Mikrosatellitenmarker D4S394, D4S2983 und
D4S3009 weisen Allele auf, die sowohl bei schwerhdrigen a's auch bei horgesunden Mitglie-
dern zu finden sind. Der Haplotypenabschnitt zwischen den Markern D4S432 und D4S3007,
der mit dem Krankheitslocus assoziiert ist, wird durch meiotische Rekombinationsereignisse
begrenzt. Zwischen dem Mikrosatelliten D4S2957 und dem Mikrosatelliten D4S432 hat sich
bei der schwerhtrigen Person 111:1 eine Rekombination ereignet. Ebenfalls eine Rekombi-
nation hat zwischen dem Mikrosatelliten D4S394 und dem Mikrosatelliten D4S3007 bel dem
horgesunden Familienmitglied 111:6 stattgefunden. Durch die Haplotypenanayse konnte somit

der Bereich fUr den Krankheitslocus auf ca 7 cM eingegrenzt werden.
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Abbildung 8: Ergebnisse der Haplotypenanalyse der unter suchten Familienmitglieder mit
autosomal-dominant vererbter, nicht-syndromaler Tieftonschwerhoérigkeit.
Die ermittelten Haplotypen sind fir digjenigen Familienmitglieder dargestellt, bei
denen DNA zur Untersuchung zur Verfigung stand. Die schwarzen Baken kenn-
zeichnen den Haplotyp, der mit dem Phanotyp segregiert. Die mit einem
Fragezeichen gekennzeichneten Personen standen fir die Haplotypenanalyse nicht
zur Verfigung. Die Benennung der genetischen Marker erfolgt auf dem linken
Abbildungsabschnitt in der dritten Generation des Stammbaums. Die betroffenen
Individuen [11:1 und 111:5 zeigen Schlissel-Rekombinationen zwischen den
Markern D4S2957 und D43432 und zwischen den Markern D4S3007 und D4S394.
Die Lokalisation des Krankheitsgens befindet sich somit am wahrscheinlichsten in
der Region zwischen den genetischen Markern D4S2957 und D4S394.
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7. Zwei-Locus-LOD-Wert-Analyse

Eine statistische Auswertung der Haplotypenanalyse wurde anhand einer Zwei-Locus-LOD-
Wert-Berechnung durchgefihrt. Aus dieser wird ersichtlich, in der Néhe welchen Markers der
Krankheitsocus liegt. Morton (1995) fuhrte den LOD-Wert Z als den Logarithmus der Chan
cen ein, dass bestimmte Loci eher gekoppelt (mit einer Rekombinationshaufigkeit q) als un-
gekoppelt (Rekombinationshaufigkeit von 0.5) sind. LOD-Werte sind eine Funktion der Re-
kombinationshdufigkeit g. Sie werden daher fir einen Bereich von g-Werten berechnet und
der Maximalwert von Z geschétzt (Strachan und Read, 2000).

Als Grundlage fur die Berechnung der LOD-Werte wurde eine Prévalenz fir autosomal-
dominante, nicht-syndromale Tieftonschwerhorigkeit in der Bevdlkerung von 1:100.000 an-
genommen.

Mit Hilfe des Computerprogramms SIMWALK (Version 2.8) wurde fir jedes Locipaar
(hypothetischer Locus fur Tieftonschwerhdrigkeit und einer der Markerloci) LOD-Werte bei
Rekombinationsraten g zwischen 0 und 0.4 errechnet. Fir die Berechnung mussten zusétzlich
zu Penetranz und Pravalenz noch die bekannten Allelgrofien sowie deren Frequenzen und die
bei den Untersuchungen erhaltenen Allelgrof3en angegeben werden.

Die Ergebnisse der Zwei-Locus-LOD-Wert-Analyse sind in Tabelle 5 wiedergegeben. Die
drei telomerwarts gelegene Mikrosatellitenmarker D4S3034, D4S412 und D4S2957 welisen
bei einer Rekombinationsfraktion g = 0 einen LOD-Wert unterhalb Z= -2 auf. Fur die Mikro-
satellitenmarker D4S432, D4S3023 und D4S2925 wurden bel einer Rekombinationsfraktion
g = 0 maximale LOD-Werte mit Z= +2.16, +1.93 und +1.99 gefunden. Es ist zu beobachten,
dass mit zunehmender Rekombinationshaufigkeit g, also mit groferer Entfernung des
Mikrosatelliten vom hypothetischen Krankheitdocus, weniger positive LOD-Werte ermittelt
werden, die Wahrscheinlichkeit einer Kopplung also abnimmt.

Die LOD-Werte der die untersuchte Region in Richtung Zentromer abgrenzenden Marker
D45431, D4S2935, D4S3007, D4S394, D4S2983, DAS3009 erreichen bei einer Rekombina
tionsfraktion q = 0 Werte von maximal Z= +1.

Die LOD-Werte die den Genlocus DFNA1 flankierenden Marker D5S399 und D5S402 liegen
bei einer Rekombinationsfraktion g = 0 in einem Bereich unterhalb Z= —2. Eine Kopplung des
Krankheitd ocus mit dem Genlocus DFNA1 kann damit ausgeschlossen werden.

Mit Hilfe der Zwei- Locus-L OD-Wert-Analyse konnte somit der chromosomale Bereich fir
den Krankheitdocus innerhalb dieser Familie auf einen Bereich von ca. 6 cM eingegrenzt

werden.
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Tabelle10:  Ergebnisse der ZweiLocus-LOD-Wert-Analyse fir die genetischen Marker auf
Chromosom 4p16.3 und Chromosom 5g31.
Mit Hilfe des Computerprogramms SIMWALK (Verson 2.8) wurden fir jedes
Locipaar LOD-Werte bei Rekombinationsraten q zwischen 0 und 0.4 errechnet. Als
Grundlage fur die Berechnung der LOD-Werte wurde eine Préavalenz fur autosomal-
dominante, nicht-syndromale Tieftonschwerhtrigkeit in der Bevdlkerung von
1:100.000 angenommen.

Marker 0.0 0.01 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4

D4S3034 -360  -0.60 0.07 0.31 0.43 0.36 0.19
D412 -2.64 0.34 0.95 111 104 0.77 0.39
D4S2957 -366  -067 -0.04 0.17 0.28 0.25 0.14
D4A32 2.16 215 2.08 194 1.56 1.08 0.53
D4S3023 1.93 194 191 1.80 146 1.00 0.48
D4S2925 1.99 1.96 1.80 1.60 116 0.70 0.30
D4431 0.12 0.13 0.18 0.19 0.14 0.06 -0.00
D4S2935 0.13 0.21 041 0.52 0.57 047 0.28
D4S3007 -0.22 -021 -017 -013 -0.07 -0.03 -0.01
D4S3%4 -123  -05  -0.01 0.18 0.25 0.18 0.06
D4S2983 -113  -109 -093 -077 -055 -0.34 -0.14

D4S3009 -029 -028 -023 -017 -0.1 -0.04 -0.01

D5S399 -¥ -499 -281 -18 -091 -043 -014
D502 -¥ -6,07 -3,32 -2,15 -1,04 -048 -0,16
8. Multimarkerkartierung

Ziel einer Multimarkerkartierung ist es, das Krankheitsgen innerhalb einer vorgegebenen
Mikrosatellitenmarkerkarte einem der Abschnitte zwischen zwei Markern zuzuordnen. Fur

diese Analyse wurden die Programme FASTMAP sowie GENHUNTER verwendet.

Die Abbildung 9 zeigt die grafische Darstellung der durchgefiihrten Multimarkerkartierung.
Die X-Achse stellt die genetische Karte von Chromosom 4p16.3 zwischen den Markern pter-
D4S3034 und D4S3009-cen dar. An der Y-Achse sind die berechneten LOD-Werte aufgetra-
gen. In der Néhe von Markern, die mit dem Krankheitslocus nicht gekoppelt sind, werden die
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Werte stark negativ. Dies trifft fur die Marker D4S3034, D4S412 und D4S2957 zu. Der
hochste Wert der Kurve zeigt die wahrscheinlichste Position des Krankheitslocus an. Anhand
der Auswertung mit den Statistik-Programmen GENEHUNTER und FASTMAP ist der
hochste Punkt der Kurve zwischen den Markern D43432 und D43431 lokalisiert.

Die Chancen fir diese Position werden aufgrund des Ausmal3es bestimmt, um das der hochste
Wert der Kurve den néchstniedrigeren Uberragt (Strachan und Read, 2000). Wenn die Kurve
Uber den gesamten chromosomalen Abschnitt hinweg unterhalb eines LOD-Wertes von Z= -2

bleibt, kann dieser Abschnitt ausgeschl ossen werden.
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Abbildung 9: Ergebnisder Multimarkerkartierung der genetischen Marker auf Chromosom 4.

Auf der X-Achse sind die Absténde der genetischen Marker auf dem Chromoso-
menabschnitt 4p16.3 in centi Morgan (cM) angegeben. Die Kartenposition der Marker
sind der Genome Database (GDB) entnommen. Auf der y-Achse der Abbildung sind
die berechneten LOD-Werte aufgetragen. Fir die Erstellung der Multimarkerkarte
sind die Programme FASTMAP sowie GENEHUNTER verwendet worden.
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V Diskussion

Stérungen des Horens im Sinn einer Schwerhdrigkeit oder Taubheit stellen den haufigsten
priméar sensorischen Defekt des Menschen dar. Das Ausmal3 der Beeintréchtigung durch den
Horverlust ist weitgehend vom Alter des Einsetzens der Schwerhdrigkeit und der Schwere des
Horverlustes abhangig. Bei einem hochgradigen Horverlust, der bereits in der frihen Kindheit
einsetzt, ist eine starke Auswirkung im Hinblick sowohl auf die Sprachentwicklung als auch

auf die soziotkonomische Entwicklung der betroffenen Person zu erwarten.

60-70% aller beobachteten Félle von Schwerhdrigkeit in Industrieléndern liegt eine gene-
tische Ursache zugrunde (Kaatzis und Petit, 1998; Green et a., 1999). Innerhalb dieser
Gruppe treten bis zu 70% nicht-syndromale Formen der Schwerhérigkeit auf (Denoyelle et
a., 1998; Kalatzis und Petit, 1998). Mit Hilfe von Positionsklonierungsstrategien konnten in
den letzten Jahren bereits 39 Genloci identifiziert werden, in denen ein Gendefekt zu autoso-

mal-dominantem, nicht-syndromalen Horverlust fihrt.

Eine besonders die tiefen Frequenzen betreffende nicht-syndromale, autosomal-dominante
Schwerhdrigkeit ist eine selten auftretende Erkrankung. Als Tieftonschwerhdrigkeit wird ein
Horverlust bezeichnet, der sich hauptsachlich im Frequenzbereich unter 2 kHz manifestiert.
Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten drei Genloci, DFNA1 (Leon et a., 1992), DFNAG
(Lesperance et a., 1995) und DFNA14 (Van Camp et al., 1999) fur autosomal-dominant ver-
erbte, nicht-syndromale, sensorineurale Tieftonschwerhorigkeit identifiziert werden, die auf
dem Chromosom 5 (DFNA1) und dem Chromosom 4 (DFNAG6, DFNA14) lokalisiert sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe der genetischen Kopplungsanalyse in einer deut-
schen Familie mit autosomal-dominant vererbter, nicht-syndromaler Schwerhorigkeit ein
Beitrag zur Suche eines Kandidatengens fur Tieftonschwerhorigkeit geleistet. Aufgrund so-
wohl der Familienanamnese sowie audiologischer Untersuc hungsbefunde wurde bel Mitglie-
dern dieser Familie die Diagnose einer monosymptomatischen, beidseitigen, leicht- bis mit-
telgradigen, apicochledren Schallempfindungsschwerhdrigkeit in den mittleren bis tiefen Fre-
quenzen gestellt. In den Audiogrammen ist bei allen Familienmitgliedern im Frequenzbereich
zwischen 0,25 kHz und 12 kHz ein Horverlust von 50 +10 dB feststellbar. Der jingste
Patient zeigte bel seiner Erstuntersuchung im Alter von 3 Jahren bereits die Auspragung des
Phanotyps. Zu diesem Hoérverlust im Tieftonbereich ist bel Mitgliedern im hoheren Le-
bensalter zusétzlich ein Horverlust in den hohen Frequenzen vorhanden. Eine Entwicklungs-
verzogerung beziglich des Spracherwerbs war bei keinem der untersuchten Kinder (111:1;
11:2 und 111:3) festzustellen. Zur Unterstiitzung des Sprachversténdnisses besitzen jedoch
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bereits alle untersuchten Kinder sowie die von Schwerhorigkeit betroffenen erwachsenen
Familienmitglieder ein HOrgerét.

Aufgrund der hohen Ahnlichkeit der audiologischen Befunde der DFNAG- und der DFNA 14-
Familien mit den audiologischen Befunden der in dieser Arbeit untersuchten Familie wurde
eine Kopplungsstudie mit genetischen Markern, die in der Region der Genloci DFNAG6 und
DFNA14 kartiert sind, durchgefuihrt. Eine Kopplung des Krankheitsgens mit dem DFNAG-
oder dem DFNA14-Genlocus in der deutschen Familie sollte entweder bestétigt oder ausge-
schlossen werden. Bei der Auswahl der Mikrosatellitenmarker (D4S3034, D43412, D4S2957,
D4A32, DAS3023, DA4S2925, DA4A31, D4AS2935, DAS3007, DAS394, D4S2983 und
D4S3009) wurde auf die Publikation von Van Camp et al. (1999) Bezug genommen.

Da bis zu einem Alter von 66 Jahren in der untersuchten Familie kein Fall von progredienter
Tieftonschwerhorigkeit festgestellt werden konnte, erschien eine Kopplung des Krankheits-
gens mit dem oben beschriebenen DFNA1-Genlocus in der untersuchten Familie vom phéno-
typischen Standpunkt aus nicht sehr wahrscheinlich. Ein Ausschluss der Kopplung des
Krankheitslocus fur Tieftonschwerhdrigkeit in dieser Familie mit dem Genlocus DFNA1 er-
folgte durch eine Kopplungsanalyse mit zwei Mikrosatellitenmarkern D55402 und D5S399,
die das Diaphonusl-Gen (DFNAL) flankieren.

1. Kopplungsanalyse alsM ethode

In der vorliegenden Arbeit wird das Verfahren der positionellen Klonierung angewardt. Als
positionell bezeichnet man die Klonierung eines Gens, von dem auf3er der Zuordnung zu einer
chromosomalen Teilregion nichts bekannt ist (Collins, 1992, 1995). Im Gegensatz zur funkti-
onellen Klonierung, bei der man von einem bestimmten Protein bekannter Funktion ausgeht,
steht bei der Strategie der positionellen Klonierung eine chromosomal e Lokalisation eines fir
die Krankheit verantwortlichen Gens am Ausgangspunkt der Untersuchung. Die mdglichst
enge chromosomale Lokalisation und nachfolgende Klonierung fuhrt schliefdich zur Aufkl&
rung der bis dahin unbekannten Funktion des Gens (Strachan und Read, 2000).

Grundsétzlich beginnt die Identifizierung eines Gens mittels Kopplungsanalyse innerhalb
moglichst grof3er Familien, in denen die Krankheit segregiert. Im ginstigsten Fall sind dies
Familien, in denen einfache, monogene Merkmale vererbt werden. In der Strategie der Positi-
onsklonierung ist dies der erste Schritt, dem dann die Suche nach der Gensequenz im Intervall
zwischen genetischen Markerpunkten durch Methoden der sogenannten physikalischen Kar-
tierung folgt (Speich und Grzeschik, 1997).
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Die Aussagekraft einer Kopplungsanalyse wird von mehreren Faktoren beeinflusst, zu denen
z.B. die Informativitét der verwendeten Mikrosatellitenmarker zdhit. Der Informationsgehalt
eines Markers ergibt sich aus der Heterozygositét, in deren Bestimmung die Parameter Allel
anzahl und Haufigkeit eingehen (Speich, Grzeschik, 1997). Ein Mal3 fur die polymorphen Ei-
genschaften eines Markers ist der PIC-Wert (Polimorphism Information Content) (Botstein et
al., 1980). Angaben Uber Informativitét einzelner Allele bezogen auf die kaukasische Bevol-
kerung wurden der Datenbank Généthon entnommen. Ein hoher PIC-Wert eines
Mikrosatellitenmarkers in der kaukasischen Bevolkerung lésst alerdings nicht unbedingt auf

eine hohe Informativitét dieses Markers innerhalb der zu untersuchenden Familie schliefl3en.

Neben der Anzahl der zu untersuchenden Familienmitglieder spielt die Struktur der Familie
fUr die Aussagekraft eine Rolle. Ideale Strukturen wirden bel Familien zu finden sein, in de-
nen moglichst drei Generationen mit jeweils acht Kindern vorhanden sind und ale vier Grof3-
elternpaare zur Verfligung stehen (Strachan und Read, 2000). Familien mit diesen
Voraussetzungen sind allerdings in Europa selten und liegen auch in dieser Untersuchung

nicht vor.

In der ebenfalls durchgefiihrte Haplotypenanayse werden Haplotypenabschnitte, die zusam
men mit der Krankheit vererbt werden, im Stammbaum definiert und Rekombinanten, die
diese Abschnitte begrenzen, identifiziert. So ist schliefdich die Bestimmung von Markern
moglich, die den Krankheitslocus proximal und distal flankieren (Strachan und Read, 2000).
Die Haplotypenanalyse wird neben der Informativitét der Mikrosatellitenmarker in der Fami-

lie (s.0.) entscheidend beeinflusst von der Anzahl meiotischer Rekombinationsereignisse.

2. Kopplungsanalyse zur Identifizierung der Kandidatengenregion fir autosomal-

dominante, nicht-syndromale Tieftonschwer horigkeit

Die Kopplungsanalyse wurde mit dem Ziel einer Bestdtigung oder eines Ausschlusses der
Kopplung des Krankheitsocus mit den bereits bekannten Genloci fur Tieftonschwerhorigkeit
durchgefihrt. Die Kopplungsstudie in dieser Arbeit ist as eine unabhéngige Bestdtigung von
Ergebnissen friherer Publikationen (Lesperance et al., 1995; Van Camp et a., 1999) zu be-
trachten. Fur nicht-syndromale, sensorineurale Tieftonschwerhdrigkeit, die in einer Familie
nach einem autosomal-dominanten Erbgang segregiert, sind bisher nur drei verschiedene
chromosomale Regionen als Kandidatengenloci bekannt. Aufgrund dieser Uberlegungen
wurde in dieser Arbeit bereits ein fir einen genetischen Marker ermittelter LOD-Wert von
Z> +1.2 ds ein datigtisch signifikantes Kriterium fir Kopplung des Krankheitslocus mit dem
Marker akzeptiert (Lander und Krugliak, 1995).
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In Analysen, in denen Marker Uber das gesamte Genom verteilt auf eine Kopplung mit einem
Krankheitslocus getestet werden, akzeptiert man dagegen erst LOD-Werte von Z= +3.3.
(Lander und Krugliak, 1995).

Der LOD-Wert Z= +1.2 (fur einen globalen Signifikanzlevel von 0.05) as Kriterium fur Sig-
nifikanz wird ermittelt durch Anwendung von den in der Publikation von Lander und
Krugliak (1995) verdffentlichen Berechnungsformeln. In die Berechnung gehen die
Uberlegungen ein, dass die chromosomale Region, auf die sich die beiden Kandidatengenloci
DFNAG6 und DFNA14 erstrecken, ca. 24 cM grol3ist und der Abstand der genetischen Marker

untereinander ca. 2 cM betréagt.

Maximale LOD-Werte in der Zwei-Locus-LOD-Wert-Anayse mit Z= +2.16, Z= +1.93 und
Z= +1.99 bel einer Rekombinationsfraktion g = 0 wurden fur die Mikrosatellitenmarker
D43432, D4S3023 und D4S2925 ermittelt. Ein statistisch signifikanter Hinweis auf eine
Kopplung in der Region der drel Marker mit den Krankheitdocus fur Tieftonschwerhorigkeit
in dieser Familie ist somit vorhanden. Negative LOD-Werte von Z= -2 bel einer Rekombina-
tionsfraktion g = O wurden fir die am weitesten telomerwaérts lokalisierten Marker D4S3034,
D43412 und D4S2957 ermittelt. LOD-Werte von Z= <+1 bei einer Rekombinationsfraktion
g = 0 wurden fur die Marker D4S431, D4S2935, D4S3007, D4S394, D4S2983 und D4S3009
erreicht. Somit ist eine Kopplung des Krankheitslocus mit diesen Markern auszuschlief3en.
Die Ergebnisse der Multimarkerkartierung bestétigen das Ergebnis der Zwek-Locus-LOD-
Wert-Analyse. Anhand der Auswertung der Haplotypenanayse ist aufgrund von drei
Schltssel-Rekombinationen eine Lokalisation des Krankheitsgens in die chromosomale
Region, welche von den genetischen Markern D4S2957 und D4S394 begrenzt wird, zu

erwarten.

Lesperance und Mitarbeiter (1995) kartierten in einer Kopplungsstudie in einer Familie im
Sldwesten der USA, in der ebenfalls nicht-syndromale Tieftonschwerhdrigkeit nach einem
autosomal-dominanten Erbgang segregiert, das Krankheitsgen in die chromosomale Region
4p16.3 zwischen die Marker D4412 und D43432. Der maximale LOD-Wert wurde mit
Z= +5.05 bel einer Rekombinationsfraktion g = O fir den Mikrosatelliten D4S126 ermittelt.
Dieser Kandidatengenlocus fur autosomal-dominante Tieftonschwerhorigkeit wurde durch
das HUGO/GDB Nomenklatur Komitee DFNAG6 benannt.

In einer Kopplungsanalyse mit einer niederlandischen Familie konnte die Arbeitsgruppe von

Van Camp (1999) ein Krankheitsgen fur autosomal-dominante, nicht-syndromale Tiefton-
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schwerhdrigkeit in der 5,6 cM umfassenden Region zwischen den genetischen Markern
D4S3023 und D4S3007 kartieren. Der maximale LOD-Wert wurde mit Z= +6.67 bei einer
Rekombinationsfraktion g = 0 fur den Mikrosatellitenmarker D4S431 ermittelt. Rekombinati-
onen in der genetischen Region zwischen den Mikrosatellitenmarkern D4S3023 und D4$431
sowohl in einem von Schwerhdrigkeit betroffenen als auch in eéinem gesunden Familienmit-
glied geben einen Hinweis auf die telomerwérts gerichtete Begrenzung des Kandidatengen
locus. Die zentromerwaérts gerichtete Grenze des Genlocus wird durch eine Rekombination in
der Region zwischen den Markern D4S2935 und D4S3007 markiert.

Die Kartierung des Krankheitslocus fur Tieftonschwerhorigkeit in dieser Familie erfolgte so-
mit zwar in eine in unmittelbarer Nachbarschaft (1,3 cM entfernt) liegende chromosomale
Region zu dem von Lesperance und Mitarbeitern (1995) lokalisierten Genlocus DFNAG. Eine
Uberlappung der beiden Kandidatengenloci wurde jedoch ausgeschlossen (Van Camp et al.,
1999). Der neu entdeckte Genlocus wurde DFNA 14 benannt.

Anhand der Kopplungsstudie der in dieser Arbeit untersuchten Familie wurde ein Hinwel's auf
Kopplung des Krankheitdocus mit den genetischen Markern D4S3023 und D4S2925 er-
bracht. Die Marker D4S3023 und D4S2925 begrenzen den DFNA14-Locus telomerwarts
(Van Camp et al., 1999). Ebenfalls besteht mit dem maximal ermittelten LOD-Wert von
Z= +2,19 bel einer Rekombinationsfraktion g = 0 ein Hinweis auf eine Kopplung des Krank-
heitsgens in der Familie mit dem Mikrosatellitenmarker D4S432, welcher in der Kopplungs-
analyse von Lesperance (1995) as der am weitesten zentromerwarts lokalisierte Marker des
DFNAG-Locus bezeichnet wurde. Die anhand der Haplotypenanalyse definierte Kandidaten
genregion in der in dieser Arbeit untersuchten Familie Uberlappt sowohl den Kandidatengen
locus DFNAG als auch den Locus DFNA14. Eine eindeutige Zuordnung des Krankheitslocus
in der deutschen Familie zu einem der beiden Genloci DFNAG (Lesperance et al., 1995) oder
DFNA14 (Van Camp et al., 1999) ist somit allein anhand der Ergebnisse der Kopplungsstudie
und der Haplotypenanalyse nicht méglich.

Bezuglich der phanotypischen Auspragung verhalten sich Mutationen in den Genloci DFNAG6
und DFNA 14 sehr dhnlich (Van Camp et al., 1999). Sowohl in DFNAG6- as auch in DFNA14-
Familien ist der Horverlust bilateral und symmetrisch. Die betroffenen Frequenzen liegen
primér in einem Frequenzbereich bis 2000 Hz. Unterschiede zwischen beiden Genloci sind

zum Zeitpunkt des Einsetzens des Horverlustes zu finden. Tieftonschwerhorigkeit, die mit
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dem Genlocus DFNA14 gekoppelt ist, manifestiert sich bereits in der ersten Lebensdekade
(Van Camp et al., 1999). Dagegen erfolgt das Einsetzen des Horverlusts bel Familien, in
denen das Krankheitsgen mit dem Locus DFNAG6 gekoppelt ist, erst in der zweiten
L ebensdekade (Lesperance et al., 1995). In der untersuchten Familie wurde die Diagnose
Tieftonschwerhdrigkeit bereits bei einem dreijdhrigen Familienmitglied gestellt. Das Alter, in
dem sich die Familienmitglieder das erste Mal einem Arzt zur Abklarung ihrer
Schwerhorigkeit vorgestellt haben, variiert jedoch, so dass der Zeitpunkt des Einsetzen der
Schwerhdrigkeit nicht genau bestimmt werden kann. Ein kongenitaler Horverlust kann somit

nicht ausgeschlossen werden.

Das entweder in der frihen Kindheit oder eventuell sogar konnatale Einsetzen der Tiefton
schwerhdrigkeit in der Familie spricht gegen eine Kopplung des Krankheitslocus mit dem
DFNAG-Genlocus. Bezlglich des Alters, in dem die Schwerhoérigkeit eintritt, sprechen die
audiologischen Daten der untersuchten Familienmitglieder somit am ehesten fir ene

Kopplung des Krankheitslocus mit dem DFNA14-L ocus.

VVom molekulargenetischen Standpunkt geben die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse dage-
gen Anlass zur Spekulation, dass die Tieftonschwerhorigkeit in der DFNAG- und in der
DFNA14-Familie nicht durch einen Defekt in zwel verschiedenen Genen verursacht wird,
sondern dass ein und derselbe Gendefekt fur die Tieftonschwerhdrigkeit sowohl in der
DFNAG6- und in der DFNA14-Familie as auch in der in dieser Arbeit untersuchten Familie
verantwortlich ist.

Das in der Publikation von Van Camp et a. (1999) verdffentlichte Ergebnis der
Kopplungsstudie, welches dem DFNAG6-Genlocus (Lesperance et al., 1995) eine direkt
benachbarte, jedoch nicht Uberlappende Kandidatengenregion (DFNA14) gegenuberstelit,
konnte durch Artefakte in der genetischen Analyse begrindet sein (Kunst et a., 1999; Van
Camp et al., 1999).

Als Fehlermdglichkeit in Betracht zu ziehen ist z.B., dass einer der Kandidatengenloci durch
eine Schllssel- Rekombination in einem Familienmitglied festgelegt wurde, welches inkorrekt
als tieftonschwerhdrig diagnostiziert wurde (Van Camp et a., 1999; Kunst et a., 1999). Dies
konnte sich z.B. durch das Auftreten von sogenannten Phanokopien in einer der untersuchten
Familien ereignet haben. Phanokopien sind -bezogen auf die untersuchten Familien Perso-
nen, bel denen Tieftonschwerhorigkeit diagnostiziert wird, diese Schwerhdrigkeit aber z.B.
nicht dieselbe Ursache hat.
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Maoglich ist auch, dass bel der Bestimmung der Allelgrofen Fehler aufgetreten sind oder dass
in einem der in den Kopplungsanalysen verwendeten Mikrosatellitenmarker eine spontane
Mutation stattgefunden hat (Van Camp et al., 1999; Kunst et al., 1999.) In diesem Fall wiirden
artifizielle Rekombinationen in den Haplotypen der Familienmitglieder auftreten, die die

Analyse verfd schen.

Als weitere Moglichkeit fur die Entstehung eines Artefakts ist z.B. die nicht korrekte
Anordnung der Reihenfolge der Mikrosatellitenmarker D4S432 und D4S3023 auf der gene-
tischen Karte vorstellbar (Van Camp et al., 1999). Die Anordnung der Mikrosatellitenmarker
ist sowohl in den Publikationen von Van Camp et a. (1999) und Lesperance et a. (1995) als
auch in dieser Arbeit aus der Daterbank Généthon entnommen. Eine fehlerhafte Lokalisation
des Mikrosatellitenmarker D4$432 zentromerwarts in Relation zu dem den DFNA14-
Genlocus telomerwaérts flankierenden Mikrosatellitenmarkers D4S3023 auf der genetischen
Karte konnte fél schlicherweise zu dem Ergebnis fihren, dass die beiden Genloci DFNA6 und
DFNA14 zwei separate Genloci sind (Van Camp et d., 1999).

Die genetischen Karte aus der Datenbank Marshfield bestétigt jedoch die Lokalisation des
Markers D43432 telomerwérts des Markers D4S3023 (Van Camp et al., 1999). Allerdings,
selbst wenn eine Vertauschung der relativen Position der beiden Mikrosatellitenmarker
vorlége, wirde sich die Position des Markers D4S432 als der den DFNAG6-Locus
zentromerwarts flankierendenden Marker nicht &ndern, auf3er dass der Marker D4S432 in die-
sem Fall auch die Region des DFNA14-Genlocus telomerwarts begrenzen wirde (Van Camp
et a., 1999). Das Ergebnis zweier separater, nicht Uberlappender Genloci DFNA6 und
DFNA 14 wirde somit nicht widerlegt werden (Van Camp et a., 1999).

Van Camp (1999) schlief in seiner Publikation auch einen eventuell im Vergleich zu der ge-
netischen Karte schmalen Abstand der Marker D4S432 und D4S3023 zueinander auf der phy-
sikalischen Karte nicht aus. Eine physikalische Karte gibt die Position eines Mikrosatelliten
markers und dessen Distanz zu anderen Markern auf demselben Chromosom in absoluten
Werten, ausgedriickt in Basenpaaren, an. Eine genetische Karte zeigt die relative Position von
Genloci in Rekombinationseinheiten, ausgedriickt in cM an. In Nachbarschaft des Mikro-
satellitenmarkers D4S126 des Genlocus DFNAG6 (Lesperance et a., 1995) konnte eine sehr
grole Anzahl von Rekombinationen ermittelt werden. Dadurch ist zu erkléren, dass diese auf
der genetischen Karte relativ grof3e, 3.5 ctM umfassende Region mit einer auf der physikali-
schen Karte nur 300-400 kb grofen Region korrespondiert (Allitto et al., 1991). Unter der
Annahme, dass sich diese hohe Anzahl an Rekombinationsmdglichkeiten weiter in die

zentromerwarts des Markers D4S126 gelegene chromosomale Region fortsetzt, ist die Mog
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lichkeit in Betracht zu ziehen, dass sich ein grofes Gen Uber den 1,3 cM umfassenden
Abstand auf der genetischen Karte zwischen dem DFNAG6- und dem DFNA14-Genlocus
spannt (Van Camp et al., 1999).

Unterschiede beziglich des Zeitpunkts des Einsetzens der Schwerhdrigkeit in der DFNA14-
und in der DFNAG6-Familie kdnnen auch durch verschiedene Mutationen in einem Gen fur
Tieftonschwerhérigkeit zu erkléren sein, wobei z. B. eine Mutation in einer 5-Enhancer Re-
gion des Gens in einer der beiden Familien stattgefunden haben kénnte (Van Camp et al.,
1999). Diese Art , Distanz- Effekt” wurde bereits bel Mutationen auf dem Genlocus DFNB3 in
Erwégung gezogen. In Familien, in denen Schwerhtrigkeit mit dem DFNB3-Genlocus
gekoppelt ist, wurden bei einigen von Schwerhorigkeit betroffenen Personen Mikrodel etionen
gefunden, welche 400 kb proximal des POU3F4-Gens lokalisiert sind. Die Mechanismen, die
dafUr verantwortlich sind, dass diese Mutationen einen identischen Phanotyp hervorrufen wie
Mutationen in der kodierenden Region des POU3F4-Gens, sind noch nicht geklart. Auch
Mutationen in verschiedenen Doménen eines Gens, die zu Unterschieden im Phéanotyp fuhren,
sind maglich.

Phanotypische Variabilitédt konnte Unterschiede bezlglich des Einsetzens der Symptome in
der DFNAG6- und DFNA14-Familie durch identische Mutationen in einem Gen erkléren. Das
Phanomen der phanotypischen Variabilitét ist in der Literatur u.a. auch bei dem Saethre-
Chotzen Syndrom (SCS, auch bekannt al's Acrocephal osyndaktilieTyp [11/ACS3) beschrieben.
Das Saethre-Chotzen-Syndrom ist eine autosomal-dominante Erkrankung, welche bei den be-
troffenen Personen zu den Symptomen Craniosynostose, tief sitzendender Haaransatz, Ge-
sichtsasymmetrien, Ptosis, kleine Ohren, mild ausgeprégte Fingersyndaktilien und Daumen in
Vagus-Stellung fuhren kann (Pantke et al., 1975; Friedmann et a., 1977; Cohen, 1986;
Reardon et al., 1994). Viele dieser moglichen Symptome kdnnen allerdings bei betroffenen
Personen fehlen oder sehr mild ausgepragt sein, auch fehlende Penetranz wurde beschrieben
(Carter et al., 1982; Marini et al., 1991).

3. Progression der Schwerhdrigkeit in den hohen Frequenzen

Aufféllig ist bel den Familienmitgliedern der untersuchten Familie ein in der Altersgruppe um
50 Jahre zusétzlich zu dem Frequenzverlust im Tieftonbereich erkennbarer Horverlust im
hohen Frequenzbereich (oberhalb 2 kHZz), der im Audiogramm der jingeren Familienmit-
glieder nicht zu beobachten ist. Eine noch stérkere Progression des Horverlust im hochfre-

guenten Bereich bei einem ca. 66-jahrigen Familienmitglied kénnte einen Hinweis daflr sein,
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dass dieser begleitende Horverlust in den hohen Frequenzen altersabhangig ist. Auch bei den
in den Arbeiten von Van Camp et a. (1999) und Lesperance et a. (1995) beschriebenen
Familien ist bei der Altersklasse der ca. 70-jahrigen Familienmitglieder zusdtzlich zu der

Tieftonschwerhorigkeit ein Horverlust in den hohen Frequenzen zu beobachten.

In einer von Kunst und Mitarbeitern (1999) vorgestellten statistische Analyse, in der die Ab-
hangigkeit der Horschwellen vom Alter in der urspringlich von Van Camp und Mitarbeitern.
(1999) vorgestellten niederlandischen Familie untersucht wurde, kann Presbiakusis als
Ursache fur den progressiven Horverlust in den hohen Frequenzen nicht ausgeschlossen
werden. Die Progression der Schwerhdrigkeit in den hohen Frequenzen unterscheidet sich
alerdings von den in der Publikation von Hallermann und Plath (1974) vorgestellten
altersabhangigen Horschwellenkurven. Der Horverlust in den hohen Frequenzen tritt bel den
in dieser Arbeit untersuchten Familienmitgliedern bereits in einem Alter auf, in dem
Presbiakusis typischerweise noch nicht beobachtet werden kann. Gegen Presbiakusis as
Ursache der Progression der Schwerhorigkeit im hohen Frequenzbereich spricht auch, dass
der Horverlust bei den untersuchten Familienmitgliedern nicht im 6 kHzBereich beginnt
(Hallermann und Plath, 1974). Der Horverlust nimmt in der untersuchten Familie seinen
Ursprung von der apikalen Region der Cochlea und weitet sich auf die basocochledre Region
aus. Nicht auszuschlief3en ist alerdings die M6glichkeit einer Pradisposition fur Presbiakusis
oder einer abnormalen Sensitivitét zur umweltbedingter Gerauschaussetzung bel Patienten mit
einer genetisch bedingten Schwerhdrigkeit in den tiefen Frequenzen (The Vanderbilt
University Hereditary Deafness Study Group, 1968).

4. Informativitat der Familie

Die maximal ermittelten LOD-Werte in den Kopplungsstudien der Arbeitsgruppen von Van
Camp et a. (1999) und Lesperance et al. (1995) snd mit Werten von Z= +5.05 bei einer Re-
kombinationsfraktion q = O fur den Mikrosatellitenmarker D4S412 (Lesperance et a., 1995)
und Z= +6.67 bei einer Rekombinationsfraktion g = O fir den Marker D43431 wesentlich ho-
her as der in dieser Arbeit ermittelte maximale LOD-Wert von Z= +2.19 fur den Marker
D4A32.

Die hohen LOD-Werte in den Studien von Van Camp et a. (1999) und Lesperance et a.
(1995) sind zum einen auf die grofRen Anzahl der zur Untersuchung zur Verfligung stehenden

Familienmitglieder zurtickzuftihren. Die Kopplungsstudie von Van Camp et a. (1999) wurde
mit 48 Familienmitgliedern durchgefiihrt, von denen bei 20 Personen die Diagnose Tiefton
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schwerhorigkeit gestellt werden konnte. 34 Familienmitglieder (von denen 17 von Tiefton
schwerhorigkeit betroffen sind) nahmen an der Kopplungsstudie von Lesperance und Mitar-
beitern (1995) teil. Im Vergleich dazu ist die Anzahl der in dieser Arbeit zur Verfligung
stehenden Familienmitglieder mit 13 Personen, von denen 9 Personen von Schwerhorigkeit
betroffen sind, gering. Eventuell wirde die Teillnahme weiterer Familienmitglieder an der
Kopplungsanalyse die LOD-Werte der drei Mikrosatelliten D4S432, D4S3023 und D4S2925

in dieser Arbeit erhdhen.

Die Aussagekraft einer Haplotypenanalyse wird beeinflusst durch die Anzahl von Schliissal-
Rekombinationsereignissen der Familienmitglieder, durch die die Kandidatengenregion be-
grenzt werden kann. In der Haplotypenanalyse von Van Camp et a. (1999) konnte der
Genlocus fur Tieftonschwerhdrigk eit durch Rekombinationsereignisse in vier Familienmit-
gliedern bestimmt werden. In der in dieser Arbeit durchgefihrten Haplotypenanalyse und in
der 1999 von Van Camp und Mitarbeitern durchgefiihrten Kopplungsanalyse wurde die
chromosomale Region, in der die Lokadisation des Krankheitsgens vermutet wird, durch
Schllissel-Rekombinationsereignisse in jeweils 3 Familienmitgliedern bestimmt. Durch Ein-
beziehung weiterer Mitglieder der in dieser Arbeit untersuchten Familie mit charakteristi-
schen Rekombinatiorsereignissen wére die Kandidatengenregion fur Tieftonschwerhorigkeit
auf dem Chromosom 4 mdglicherweise genauer zu bestimmen. Die Untersuchung der DNA
der Familienmitglieder 11.6. und 11.7. wére in diesem Zusammenhang von besonderer
Bedeutung. Genetisches Untersuchungsmaterial dieser beiden Personen steht dieser Studie
jedoch nicht zur Verfigung. Von Vortell wére auch die Einbeziehung weiterer Familien, in
denen Tieftonschwerhdrigkeit nach einem autosomal-dominanten Erbgang segregiert in die
Kopplungsanalyse. Eventuelle Schlissel- Rekombinationsereignisse bei Mitgliedern neu
hinzugezogener Familien wirden eine Chance darstellen, den Kandidategenlocus weiter zu

begrenzen.

5. Kandidatengene

Die Kandidatengenregion fur den Genlocus Tieftonschwerhdrigkeit in der untersuchten Fa-
milie wurde in die Region im Bereich der genetischen Marker D4$431 (telomerwarts) und
den Markern D4S3023 und D4S2925 (zentromerwarts) kartiert. Ein diese Region 10 cM
zentromerwarts und 10 cM telomerwarts flankierender DNA-Bereich wird in die Betrachtung
mit eingeschlossen. Diesem ersten Schritt in der Positionsklonierung sollte nun eine Suche

nach potentiellen Krankheitsgenen folgen.
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Die Kandidatengensuche erfolgt mit Hilfe einer kompletten physikalischen Karte der
Chromosomenregion 4p16.3, welche durch das ,,Human Genome Project” zur Verfligung

gestellt wurde.

Das ,Human Genome Project” ist ein internationales Projekt, dessen Vorhaben die vollstan
dige Beschreibung des menschlichen Genoms mit Hilfe der DNA-Sequenzierung ist. Zidl ist,
die Kenntnis von der Bedeutung der verschiedenen Gene fur die Gesundheit und fir Erkran
kung zu erweitern. Das ,Human Genome Project” leistet mit der Etablierung der gesamten
Nukleotidsequenz des Menschen und der Identifikation des vollstandigen Genbestands einen

ganz wesentlichen Beitrag zu den algemeinen Grundlagen der Humangenetik.

Die wissenschaftliche Aufgabe des ,Human Genome Project” umfasst vor alem die Erstel-
lung genetischer und physikalischer Karten von hoher Auflésung mit dem Ziel der
Fertigstellung einer endgtiltigen physikalischen Karte mit der vollstédndigen Sequenz des

menschlichen Genoms.

Am 15. Februar 2001 verdffentlichte das Internationdle Human Genome Sequencing
Consortium die menschliche GenomSequenz in der Zeitschrift Nature (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001). Die Verdffentlichung der Daten der privaten Orga-
nisation Celera Genomics in Rockville (Maryland) erschienen ebenfalls im Februar in der
Zeitschrift Science (Venter et al., 2001).

In Abbildung 10 ist der chromosomale Bereich der Kandidatengenregion zwischen den gene-
tischen Markern D43412 und D4S3023 als kombinierte genetische und physikalische Karte
mit den lokalisierten Genen gezeigt (NCBI).

Bel der Auswahl potentieller Kandidatengene werden solche Gene in Betracht gezogen, die
im Innenohr exprimiert werden, bzw. bei denen eine Expression wéhrend der Innenohrent-
wicklung in Modellorganismen aufgezeigt werden konnte. Daten hierzu sind in einer von der
Arbeitsgruppe Steel erstellten Expressionsdaterbank des Innenohres zu finden (Holme RH,
Bussolini TJ, Steel KP. Table of gene expression in the developing ear. World Wide Web
URL.: http//www.ihr.mrc.ac.uk/Hereditary genetable /index .shtml.)

Unter den 30 Genen, die in der Kandidatengenregion lokalisiert sind, erscheinen 4 Gene als
besonders interessante Kandidatengene: WDR1, MSX1, CRMP1 sowie CPZ, die in nachfol-

genden Analysen in der in dieser Arbeit untersuchten Familie untersucht werden sollen. Im

Folgenden wird auf diese moglichen Kandidatengene ndher eingegangen.
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Das WDR1-Gen kodiert fir ein 67-kDA Protein, welches 9 WDR40 Repeats enthdlt.
WDRA40-Proteine spielen bel verschiedenen Proteininteraktionen eine Rolle, z.B. bel der Z€ll-
teilung, der GenTranskription, der Zellreifung, der m-RNA-Modifikation, der Trans-

membranInteraktion sowie bei der Vesikel-Fusion (Neer et a., 1994).

Ein Vergleich mit Hilfe von Sequenzdatenbanken zeigte hohe Sequenzhomologien zwischen
der menschlichen WDR1-cDNA (95%), der WDR1-cDNA der Maus und der WDR1-cDNA

des Huhns.

Nach akustischer Uberstimulation beim Huhn ist in den betroffenen Regionen der Papillen der
Basilarmembran ein Anstieg bel den Expressionsraten des WDR1-Gens zu beobachten. Akus-
tische Uberstimulation fiihrt zu einer Schadigung des Epithels im Innenolr der Saugetiere.
Dies endet beim Menschen im Allgemeinen in einer dauerhaften Schwerhorigkeit (Hawkins,
1973; Stebbins et a., 1979). Im Gegensatz hierzu konnte bel Vogeln die Fahigkeit zur Repa-

ratur des beschédigten Horepithel s nachgewiesen werden.

Die genaue Funktion des WDR1-Proteins im Innenohr der Vogel ist bisher nicht bekannt. Die
Beobachtung, dass das WDRL-Protein hohe Sequenzhomologien zu dem mit Aktin interagie-
renden Protein (AlIP1) der Spezies S.cerevisae aufweist (Amberg et a., 1995), fuhrt alerdings
zu der Vermutung, dass das WDR1-Protein an der Aktinbindung (mit dem (3Aktin) beteiligt
ist. [FAktin ist ein Protein, welches fur die Zellstabilitét beispielsweise der Kutikularplatte
und der Stereozilien (Sinneszellen) verantwortlich ist (Pickles, 1993; Lee und Cotanche,
1995). 3-Aktin ist auch in den Mikrovilli der Stiitzzellen, welche die Sinneszellen umgebeben,
gefunden worden (Raphael, 1992; 1993). Aktine sind aso fur den Aufbau des Hororgans so-
wohl bei Vogeln als auch bei Saugetieren von grof3er Bedeutung.

Weitere Studien sind notwendig, um die Frage zu kléren, ob eine Beteiligung des menschli-
chen WDR1-Protein an der Erhaltung der Haarzellen im Innenohr oder an der Reparatur be-
schédigter Strukturen im Innenohr vorliegt (Adler et a., 1999).

Das Collapsin response mediator protein-1(crmp-1) ist Mitglied der Unc-33 Genfamilie. Eine
Betelligung des Unc-33-Gens an der Axonaussprossung in der Maus konnte nachgewiesen
werden (Hedgecock et al., 1987; Li et a., 1992; Mcintire et a., 1994). In neugeborenen Mau
sen konnte die Expression eines 3 kB grofden crmpl- Transkripts sowohl in der Cochlea als
auch in der Retina und im Gehirn nachgewiesen werden.

In besonderem Mal3e scheint die Expression wahrend der Entwicklung der Cochlea in Mé&usen

zu erfolgen, wahrend eine niedrigere Expression des crmpl-Gens im Erwachsenenalter

nachgewiesen wurde (Cohen-Salomon et al., 1996).
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Abbildung 10:
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Dargtellung der Kandidatengenregion fur Tieftonschwerhorigkeit auf dem
menschlichen Chromosomenabschnitt 4p16.3.

Abgebildet sind die genetische Karte des Chromosomenabschnitts der Datenbank
Généthon und die dazu korrespondierende physikalische Karte sowie die in den
Abschnitt  zwischen den Mikrosatellitenmarkern D4S412 und D4S3023
lokaisierten Gene. Die in der Diskussion dargestellten Kandidatengene sind durch
Schraffierung hervorgehoben (Quelle: NCBI).
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Die genaue Funktion des crmpl-Gens ist bisher nicht bekannt. Man konnte allerdings in Mau
sen eine hohe Expression des crmpl-Gens zu dem Zeitpunkt nachweisen, an dem en An
schluss des sensorischen Epithels der Cochlea an das Nervensystem erfolgt (CohenSalomon
et a., 1996). Die Aussprossung von Nervenfasern und Ausbildung von Synapsen zwischen
afferenten Nervenfasern und den Dendriten der inneren Sinneszellen, sowie de Knlpfung
von Synapsen zwischen aul3eren Haarzellen und efferenten Nervenfasern ist ein bedeutender

Vorgang in der Entwicklung des Horens (Pujol, 1985).

Ein weiteres Kandidatengen ist das Homoobox Gen MSX1, dessen Expression des Gens in der
Maus und im Huhn wahrend der Entwicklung des Innenohres nachgewiesen wurde (Hill et al.,
1989, Ivens et a., 1990, Wu und Oh, 1996). Homb&obox-Gene (HOX-Gene) sind eine grolie
Familie entwicklungsregulatorischer Gene, die verschiedene Funktionen wahrend der Embrio-

genese besitzen (Hu et a., 2001).

Die MSX-Familie der HOX-Gene wurde urspringlich durch eine Homologie zu dem
Drosophila-msh (muscle segment homeo box)-Gen gefunden. Transgene Méause, die homo-
zygot fur ein nicht funktionierendes MSX1-Gen sind, zeigen gespaltenen Gaumen und Ge-
sichts- und Zahn-Anomalien (Sakota und Maas, 1994). Mutationen im menschlichen MSX1-
Gen konnten bisher mit selektiven Zahnanomalien in Verbindung gebracht werden. Es wird
alerdings vermutet, dass das Homoobox—Gen auch mit anderen Transkriptionsfaktoren inter-
agiert (Gehring et a., 1994; Zhang et a., 1996) und somit eventuell auch an der Entwicklung
des Innenohres beteiligt ist.

Die Carboxypeptidase Z (CPZ) ist ein neues Mitglied der Familie der Metall ocarboxypeptida-
sen. Mit Hilfe immunhistochemischer Methoden wurde eine Expression des CPZ-Gens u.a. in
Epithelzellen der Cochlea von Mausen und im die Cochlea umgebenden mesenchymalen
Gewebe ermittelt (Novikota et al., 2001). Eine besonders hohe Expression der Carboxypepti-
dase Z konnte in Mausen in der spdten Schwangerschaft nachgewiesen werden, wohingegen
die Expression des Gens im Gewebe erwachsener Mause relativ niedrig ist (Novikova et al.,
2001).

Die Identifikation des Gens, in dem eine Mutation zu autosomal-dominatem Horverlust in den
tiefen und mittleren Frequenzen fuhrt und, die Isolierung seines Genprodukts konnten das

Verstandnis der molekularen Mechanismen des Horens weiter vertiefen.
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6. Das Kandidatengen WFS1

Nicht syndromaler, sensorineuraler Horverlust im Tieftonbereich ist eine sehr seltene Form
der Schwerhdrigkeit. Der Gendefekt, der den autosomal-dominant vererbten Horverlust der in
dieser Arbeit untersuchten Familie verursacht, konnte in der chromosomalen Region 4p16.3
im Bereich der beiden Genloci DFNA6 und DFNA 14 lokalisiert werden.

In der aktuellen Literatur konnten Mutationen im WFSL-Gen mit dem klinischen Bild der
nicht-syndromalen, autosomal-dominant vererbten, sensorineuralen Tieftonschwerhorigkeit
assoziiert werden. Das WFS1-Gen ist in der Region der beiden Genloci DFNA6 und DFNA14
in der Néhe des Markers D4S431 lokalisiert: Aufgrund seiner Lokalisation ist das WFSL-Gen,
welches fur das autosomal-rezessiv vererbte WolframSyndrom Typl verantwortlich ist,
somit als ein mogliches Kandidatengen fur nicht-syndromale Tieftonschwerhdrigkeit in Be-
tracht zu ziehen (Strom et a., 1998; Inoue et a., 1998).

Das WolframSyndrom vom Typl ist mit Diabetes insipidus, juvenilem Diabetes mellitus,
Optikusatrophie und progressivem Horverlust assoziiert (Fraser et a., 1997). Weitere Sym-
ptome wie Nierenfehlbildungen, Ataxie, periphere Neuropathie, geistige Behinderung und
psychiatrische Krankheiten konnten bei betroffenen Personen diagnostiziert werden (Barrett
et al., 1995; Swift et al., 1990).

Der progressive Horverlust, welcher mit dem WFS1-Gen assoziiert ist, erstreckt sich typi-
scherweise auf den hohen Frequenzbereich, ein Horverlust im Tieftonbereich konnte jedoch
auch beobachtet werden (Cremerset al., 1977; Higashi, 1991). Der Horverlust beginnt bei den
betroffenen Peronen im Alter von 5-15 Jahren. Der Zeitraum, in dem der Horverlust einsetzt,
unterscheidet sich damit nicht wesentlich im Vergleich zum Zeitraum des Einsetzens des
Horverlusts in DFNA6- und DFNA14-Familien (Barrett et al., 1995).

In einer Studie von Bespalova et a. (2000) wurden funf verschiedene, bisher nicht in der Lite-
ratur beschriebene, heterozygote Missense-Mutationen (T699M, A716T, V779M, L829P,
G831D) im WFSL-Gen in sechs Familien mit sensorineuraler, nicht-syndromaler Tiefton
schwerhdrigkeit gefunden. Eine der Mutationen (A716T) wurde in zwei der untersuchten
Familien ermittelt. Keine dieser Mutationen konnte bel 220 hdrgesunden Kontrollpersonen
nachgewiesen werden, mit Ausnahme einer Mutation V779M, welche in einer von 336
Kontrollpersonen gefunden wurde. Diese Haufigkeit ist allerdings Ubereinstimmend mit der
Préavalenz heterozygoter Trager des WFS1-Gens, die auf 0,3-1% in der Bevolkerung geschétzt
wird. Bel diesen heterozygoten Trégern des WFS1-Gens wurde eine steigende Rate von

sensorineuralem Horverlust beobachtet.
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Die heterozygote Mutation (A716T) im Wolfram-Gen konnte ebenfalls in einer Familie in
Neufundland as Ursache fir nicht-syndromale, autosomal-dominant vererbte, sensorineurae
Tieftonschwerhorigkeit ermittelt werden (Young et al., 2001). Mutationen im WFSL-Gen
scheinen somit ur séchlich fur nicht-syndromale Tieftonschwerhdrigkeit zu sein (Bespalova et
al., 2001).

Die in Familien mit nicht-syndromaler, sensorineuraler Tieftonschwerhdrigkeit nachgewiese-
nen Mutationen im WFSL-Gen befinden sich ausschlief3lich im Exon 8 des WFSL1-Gens, das
die G-terminale Doméane des Wolframin-Proteins kodiert, wohingegen Mutationen, die zum
Wolfram-Syndrom fuhren, im gesamten kodierenden Bereich des Gens nachgewiesen werden

konnten (Bespalovaet al., 2001).

Das WFS1-Gen kodiert fur ein Protein (Wolframin) mit 890 Aminoséuren und neun putativen
Transmembran-Doménen (Bespalova et al., 2001). Wolframin weist keinerlei Homologien zu
anderen Proteinen auf und seine Funktion ist bisher nicht bekannt (Strom et al., 1998; Inoue et
al., 1998). Aufgrund seiner Lokalisation im endoplasmatischen Retikulum wird vermutet,
dass es eine Rolle bei der Proteinbiosynthese und beim Proteintransport spielt (Takeda et d.,
2001). WFS1 wird ubiquitér im menschlichen Koérper exprimiert; eine hohe Expression im
Gehirn in verschiedenen Neuronenpopulationen einschliefdich des Nucleus cochlearis anterior
und des Nucleus cochlearis posterior konnte jedoch nachgewiesen werden. In neuropathol ogi-
schen Studien beziglich des Wolfram Syndroms wurde ein Verlust von Nervenfasern in Hor-
nerven sowie ein milder Neuronenverlust verbunden mit einer Gliose im zentralen Horsystem
beschrieben (Genis et al., 1997).

Das WFSI-Gen ist somit ein vielversprechendes Kandidatengen fur die nicht-syndromale,
autosomal-dominant vererbte, sensorineurale Tieftonschwerhdrigkeit der in dieser Arbeit un-

tersuchten Familie.
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Vi Zusammenfassung

Die Beeintréchtigung des von Schwerhorigkeit betroffenen Menschen ist abhéngig vom
Schweregrad der Erkrankung sowie vom Alter des Einsetzens der Symptome. Eine bereitsin
der frihen Kindheit einsetzende Horstérung kann erhebliche Auswirkung auf die kognitive

und psychosoziale Entwicklung des Betroffenen haben.

Fur autosomal-dominante, nicht-syndromele Schwerhdrigkeit sind 39 Genloci in der Literatur
beschrieben worden. Drei dieser Genloci (DFNAL, lokalisiert auf Chromosom 5g31, und
DFNAG6 und DFNA14, lokalisiert auf dem Chromosom 4p16.3) segregieren in Familien, die
von Schwerhorigkeit besonders in mittleren und tiefen Frequenzbereichen betroffen sind.
Eine Mutation im humanen Diaphonusl-Gen, welches signifikante Homologien zu dem
Diaphonus-Gen der Fruchtfliege Drosophila melanogaster aufweist, konnte bereits identifi-
ziert werden und ist verantwortlich fur den Horverlust in einer Familie aus Costa Rica, in der

der Genlocus DFNA1 segregiert.

In der vorliegenden Arbeit stand DNA einer deutschen Familie mit drei Generationen zur
Verfigung, in der Familienmitglieder von sensorineuraler, autosomal-dominant vererbter
Schwerhdrigkeit im mittleren und tiefen Frequenzbereich (bis 2000 Hz) betroffen sind. Der
Horverlust ist bilateral und symmetrisch. Es wurde eine Kopplungsanalyse mit Mikrosatel-
litenmarkern durchgefihrt mit dem Ziel, bei den betroffenen Familienmitgliedern Kopplung
des Krankheitslocus fir Tieftonschwerhdrigkeit mit den jeweiligen Genloci DFNA1, DFNAG6
und DFNA 14 zu bestétigen oder auszuschlief3en.

Fir die Kopplungsanalyse wurden fluoreszenzmarkierte Mikrosatellitenmarker verwendet, die
die Genloci DFNA1, DFNA6 und DFNA14 flankieren. Bel der Auswahl der Mikrosatelliten
marker fur die Genloci DFNA14 und DFNAG6 wurde auf eine Publikation von Van Camp
et a. (1999) Bezug genommen. Kartenposition der Marker und der Abstand der Marker
untereinander wurden der Datenbank Généthon (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sts/)
entnommen. Informationen Uber PCR- Bedingungen sind in der Genome Datenbank

(http://www.gdb.org.de) zu finden.

Mit einem computergestitzten GeneScanVerfahren wurden die Allelgréfen der
amplifizierten Marker fur jedes untersuchte Familienmitglied ermittelt. Zur Standardisierung
der Allelgrofzen wurde jeweils eine GeneScanAnalyse einer international festgelegten DNA-
Probe der Person 134702 vom Centre "Edtude du Polymorphisme Humain durchgeftihrt. Auf-
grund der durch die eigenen Anaysen festgestellten Abweichungen zum Literaturwert
konnten die eigenen Daten um die entsprechenden Werte korrigiert werden. Aus den

korrigierten Daten wurde fur jedes untersuchte Familienmitglied der Haplotyp erstellt.
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Meiotische Rekombination zwischen den Markern D4S2957 und D4S432 und zwischen den
Markern D4S3007 und D4S394 konnte bel den schwerhérigen Familienmitgliedern 111:1 und
I11:5 nachgewiesen werden, wohingegen sich bei dem nicht von Schwerhérigkeit betroffenen
Familienmitglied 111:6 eine Rekombination zwischen den Markern D4S394 und D4S2983
nachweisen lasst. Die chromosomale Region, in der das Krankheitsgen somit am wahrschein-
lichsten lokalisiert ist, wird von den Markern D4S2957 und D4S394 begrenzt.

In einer anschlieffenden Zwek-Locus-LOD-Wert-Analyse wurde fur jeden der Mikrosatel-
litenmarker die Wahrscheinlichkeit einer Kopplung mit dem Krankheitslocus berechnet. Bei
einer Rekombinationsfraktion von g = 0 wurden maximale LOD-Werte fUr die genetischen
Marker D4$432 (Z= +2.16), D4S3023 (Z= +1.93) und D4S2925 (Z= +1.99) ermittelt. Fur die
telomerwaérts lokalisierten Mikrosatellitenmarker D4S3034, D4S412 und D4S2957 wurden
bei einer Rekombinationsfraktion von g = 0 LOD-Werte von Z= -2 ereicht. Maximae LOD-
Werte aler Ubrigen Marker betrugen Z= <+1. Zusdtzlich zu der Zwei-Locus-LOD-Wert-
Analyse wurde eine Multimarkerkartierung mit den Statistik-Programmen FASTMAP und
GENEHUNTER durchgefihrt, in der das Krankheitsgen einem der Abschnitte zwischen zwel
genetischen Markern zugeordnet wurde. Der héchste Wert der Multimarkerkartierung wurde
in der Region der Mikrosatellitenmarker D4S3023 und D4S2925 ermittelt.

Ein Hinweis auf signifikante Kopplung der Marker D4S3023 und D4S2925 mit dem Krank-
heitdocus, welche in der Region des DFNA6 Genlocus lokalisiert sind, ist somit gegeben.
Ebenfalls wurde eine Kopplung des Krankheitslocus mit dem Marker D4S432, welcher in der
Region des DFNA14 Genlocus lokalisiert ist, ermittelt. Eine eindeutige Zuordnung des
Krankheitslocus zu einem der beiden bisher beschriebenen Genloci DFNA14 oder DFNAG ist
somit nicht mdglich. Aufgrund der Ergebnisse der eigenen Untersuchungen im Vergleich zur
Literatur ist anzunehmen, dass es sich bei den Genloci DFNA6 und DFNA14 um einen Gen

locus handeln muss.

Das ,Human Genome Project” stellt eine komplette physikalische Karte des Chromosomen
abschnitts 4p16.3 zur Verfligung, in der mehr als 30 Gene in dem Intervall zwischen den
Markern D4S2957 und D4S3007 aufgelistet sind. Teilweise stehen Informationen Uber die
Funktionen der einzelnen Gene zur Verfigung. Fur die Gene MSX1, WDR1, CRMP1 und CPZ
konnte eine Expression wahrend der Entwicklung des Innenohres nachgewiesen werden, wo-
durch sie zu den attraktivsten Kandidatengenen zéhlen. Aufgrund aktueller Studienergebnisse
ist das ebenfalls in der Kandidatenregion lokalisierte WFSL-Gen as besonders vielverspre-
chendes Kandidatengen in Betracht zu ziehen.
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VIl Abklrzungsverzeichnis

A. dest. Aquadedtillata

AEP Akustisch Evozierte Potentiale

BERA Brainstem Evoked Response Audiometry
bp Basenpaare

cDNA komplementére DNA

cM centi Morgan

dB Dezibel

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP 2 Desoxynukleosid 5°-triphosphat

DP OAE Otoakustische Distorsionsproduktinformationen Emissionen
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ERA Elektrische Reaktions-Audiometrie
etd. et aii (und andere)

LOD logarithm of the odds ratio

Ody Optische Dichte bei der Wellenlangex
p/q kurzer/langer Arm eines Chromosoms
PCR Polymerasekettenreaktion

RT Raumtemperatur

SDS Sodium Dodecyl Sulfat

STRs Short interpersed Tanderm Repesats
Upm Umdrehungen pro Minute

uv ultraviolettes Licht

VNTR Variable Number of Tandem Repeats
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IX Anhang

1. Definitionen

Ein Locus ist ein bestimmter Ort auf einem Chromosom, der die Position eines bestimmten
Gens oder einer DNA-Sequenz definiert.

Ein Gen ist ein DNA-Abschnitt, der normalerweise ein funktionstiichtiges Polypeptid oder
ein RNA-Produkt kodiert.

Als Allel bezeichnet man ein oder mehrere unterschiedliche Formen eines Gens oder einer
DNA-Sequenz an einer bestimmten Position im Genom (Locus). Eine Person besitzt an jedem

autosomalen Locus zwe Allele, eéines vom Vater und enes von der Muitter.

Die Kombination der jewells zwei Allele eines Chromosomenpaares entspricht dem Genotyp.

Die Reihenfolge einzelner Allele benachbarter Loci auf einem Chromosom bezeichnet man
dagegen als Haplotyp.

Kopplung ist eine Tendenz von Genen oder anderen DNA-Sequenzen an bestimmten Loci
aufgrund ihrer raumlichen Nahe auf einem Chromosom gemeinsam vererbt zu werden.
Kopplung zwischen zwel Loci liegt vor, wenn die Rekombinationsrate zwischen den Loci
kleiner as 0.5 ist.

Rekombination ist eine durch , crossing over* wahrend der Meose neu entstehende Kombi-
nation von Genen. Weil , crossing over ein Zufallsprozess ist, ist die Wahrscheinlichkeit fir
Rekombination zwischen weit auseinander liegenden Loci auf einem Chromosom grof3er als
jene fur nahe beieinander liegende Loci. Diese Abhéngigkeit der Rekombinationsrate von der
Distanz zwischen zwel Loci auf einem Chromosom bildet die Grundlage fir Kopplungsanaly-
sen. Mit solchen Analysen soll die Reihenfolge von Loci auf einem Chromosom geschétzt
werden. Wenn z.B. die Rekombinationsrate zwischen den Loci A und B 0.05 und zwischen
den Locus A und C 0.15 ist, kann man die Loci zur Reihenfolge A-B-C ordnen. Zudem |asst
sich aus der Hohe der Rekombinationsrate eine genetische Distanz zwischen den Loci errech
nen. FUr Loci, die nicht auf dem gleichen Chromosom liegen, betrégt die Rekombinationsrate
exakt 0.5.

Marker ist fur sich allein kein eindeutig definierter Begriff. In der klassischen Genetik bezog
sich der Begriff Marker auf phanotypische Merkmale, wie zum Beispiel Fellfarbe oder Horn
losigkeit. Diese Markerphdnotypen konnte man ohne groféen Aufwand messen und beobach
ten. Die Individuen konnten anhand der Auspragung dieser Merkmale (z.B. rote Fellfarbe)

klassifiziert werden.
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Ein genetische Marker ist z.B. eine polymorphe DNA-Sequenz, die von einem einzigen

chromosomalen Locus abstammt und die fur die genetische Kartierung genutzt werden kann.

GUnstige genetische Marker weisen meist viele Allele auf, man bezeichnet sie dann as hoch
polymorph. Anhand polymorphen Markern ist die Segregation von Genen besonders gut zu
beobachten.

Die erste Generation von DNA-Markern waren 1975 Restriktionsfragment-Langenpoly-
morphismen (RFLPs), die auf Restriktionsschnittstellen-Polymorphismen beruhen. Da diese
RestriktionsschnittstellenPolymorphismen nur zwel Allele besitzen, war die Entdeckung von
Minisatellitenmarkern (VNTR-Markern,1985) und Mikrosatellitenmarkern (1989) mit vielen
Allelen und einem dementsprechend grof3en Informationsgehalt ein grof3er Fortschritt.

Auch Blutgruppen, Enzymvarianten und Proteinpolymorphismen sind als genetische Marker
verwendbar. Hierbel muss man allerdings von Markerphanotypen sprechen, weil man hierbel

nicht den Genotyp, sondern den Phanotyp beobachten kann.



Anhang 81

2. Kasuistik eines Patienten mit autosomal-dominanter, nicht-syndromaler,

sensorineuraler Schwer horigkeit

Patientin, weiblich, geboren am 07.05.1993

Die Patientin wurde erstmals im Alter von 3 Jahren und zwel Monaten mit Verdacht auf
Schwerhdrigkeit in der Abteilung fir Phoniatrie und Padaudiologie der Philipps Universitét
Marburg vorgestellt.

Diagnose:

Verdacht auf beidseitige, mittelgradige, apicochledr betonte Schallempfindungsschwerhorig-
keit.

Anamnese:

Bel bekannter Schwerhdrigkeit des Vaters sowie des dteren Bruders des Kindes wurde die
Patientin zur Einschéatzung ihres peripheren Horvermogens von den Eltern vorgestellt. Eine
Horminderung sei im hauslichen Umfeld bislang nicht aufgefallen, die Sprachentwicklung sei

normal verlaufen. Zur Vorgeschichte des Kindes sind mit Ausnahme haufiger Erkadltungen
keine Besonderheiten bekannt.

K orperlicher Befund:

Korperliche Untersuchungsbefunde erbrachten keine auf3erlichen Dysmorphiezeichen. Der
HNO-Status war bis auf einen fronto-offenen Biss unauffallig. Ohrmikroskopie und Spiegel-
befunde, die in der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde Ublicherweise durchgefiihrt werden, zeigten

keine als pathologisch einzustufenden Auffalligkeiten.

Die Sprache der dreijahrigen Patientin wies eine partielle Dydalie, einen Schetismus sowie
eine Konsonantenverbindungsschwéche auf. Im Vergleich zur Altersnorm waren die Sprach
leistungen alerdings nicht nennenswert auffalig. Das Ubrige orientierende Entwicklungs-
screening ergab ebenfalls keine Besonderheiten.

Funktionsbefunde:

Tonschwellenaudiometrisch ermittelt sich ein tieftonbetonter Horverlust von etwa 40 dB. Die

Tympanogrammkurven sind beidseits glockenformig und in den Unterdruckbereich
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verschoben. DP OAE (Otoakustische Distorsionsproduktinformationen Emissionen) sind
beidseits nur Uber einen sehr schmalen Frequenzbereich um etwa 3 kHz reproduzierbar
messbar.

Beurteilung:
Bei bekannter familidrer Disposition wird eine genetische, monosymptomatische Atiologie
der diagnostizierten beidseitigen mittelgradigen, apicochlar betonten Schallempfindungs-

schwer horigkeit angenommen.

Therapie:

Insgesamt wurde das Horvermdgen so eingeschétzt, dass keine nennenswerten audiogenbe-
dingten Einschrankungen fur die Sprachentwicklung zu erwarten sind. Regelmaliige audiolo-
gische Kontrolluntersuchungen wurden empfohlen, um gegebenenfalls eine apparative Ver-

sorgung einleiten zu konnen.

Epikrise:

Eine Vorstellung der Patientin erfolgte am 07.05.1993 mit Verdacht auf Schwerhorigkeit bei
bekannter familiarer Disposition. Aufgrund der Diagnose einer beidseitigen, mittelgradigen,
apicochledr betonten Schallempfindungsschwerhdrigkeit wurde zu regelméfigen Kontrollen
geraten.

Trotz der recht gut erhaltenen Fahigkeit des Sprachverstehens erfolgte nach der erneuten au
diologischen Kontrolle am 19.03.1998 zunéchst probeweise eine beidohrige Horgerdtversor-
gung (Horgerét Oticon Digi Life C). Hierunter sollte dem Kind eine Erleichterung bei un
gunstiger akustischer Umgebung geschaffen werden.

Am 11.12.1998 wurde die Patientin zur erneuten audiometrischen Kontrolle mit Uberprifung
der HoOrgeratanpassung vorgestellt. Von elterlicher Seite wurde berichtet, dass die Patientin
ihr Horgerét inzwischen gut akzeptiere. Es sei erkennbar, dass die Patientin Gespréchen jetzt

besser folgen koénne.

Fragestellung:

Fir autosomal-dominante, nicht-syndromale Schwerhérigkeit sind 39 Genloci in der Literatur

beschrieben worden. Drel dieser Genloci (DFNAL, lokalisiert auf Chromosom 5g31, und
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DFNAG6 und DFNA14, beide auf dem Chromosom 4p16.3 lokalisiert) segregieren in Fami-
lien, die von Schwerhorigkeit besonders in mittleren und tiefen Frequenzbereich betroffen
sind.

Bei klinisch-anamnestischen Verdacht auf nicht-syndromale, autosomal-dominant vererbter
Tieftonschwerhorigkeit in der Familie soll eine Kopplung des Krankheitslocus fur Tieftor
schwerhoérigkeit mit den bereits aus der Literatur bekannten Genloci DFNA1, DFNA6 und

DFNA 14 nachgewiesen oder widerlegt werden.

M olekulargenetischer Befund:

Es wurde bel von Schwerhorigkeit betroffenen und horgesunden Familienmitgliedern eine
Kopplungsanalyse mit Mikrosatellitenmarkern durchgefihrt, die die Genloci DFNAL,
DFNAG6 und DFNA14 flankieren. Eine Rekombination zwischen den Markern D4S2957 und
D43432 und zwischen den Markern D4S3007 und D4S394 konnte bei den schwerhérigen Fa-
milienmitgliedern I11:1 und 111:5 nachgewiesen werden, wohingegen sich bel dem nicht von
Schwerhdrigkeit betroffenen Familienmitglied 111:6 eine Rekombination zwischen den Mar-
kern D4S394 und D4S2983 nachweisen lasst. Die chromosomale Region, die von den Mar-
kern D4S2957 und D4S394 begrenzt ist, ist somit ausschliefdich bei betroffenen Familienmit-
gliedern vorhanden. Es konnte durch die durchgefihrte Kopplungsanalyse eine Assoziation
mit der Kandidatengenregion auf Chromosom 4p16.3 nachgewiesen werden. Durch Mutati-
onsanalysen in der in Frage kommenden Kandidatengenregion soll die molekulargenetische
Ursache fir die autosomal-dominante, nicht-syndromale Tieftonschwerhérigkeit weiter analy-

siert werden.
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3. Allelgroen und -frequenzen fur diein der Kopplungsanalyse verwendeten
Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 4 und Chromosom 5
Tabelle11: Allebezeichnungen und -frequenzen in der kaukasischen Bevolkerung fir die in der

Kopplungsanalyse verwendeten Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 4 und
Chromosom 5 (Genome Database GDB).

Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 4

Markername Allelbezeichnung  Allelgr6i3e (bp) Allelfrequenz
D4S3034 1 184 0,48
2 186 0,36
3 182 0,12
4 188 0,04

Markername Allelbezeichnung  AllelgroRe (bp) Allelfrequenz

D4S412 1 237 0,3
2 239 0,03
3 243 0,21
4 245 0,28
5 247 0,08
6 249 -

Markername Allelbezeichnung  AllelgroiRe (bp) Allelfrequenz

D4S2957 1 109 0,2
2 111 0,56
3 107 0,22
4 105 0,02

Markername Allelbezeichnung  Allelgroiie (bp) Allelfrequenz

D43432 1 224 0,1
2 232 0,16
3 234 0,02
4 244 0,38
5 254 0,28
6 258 0,04
7 272 0,02

Markername Allelbezeichnung  AllelgroiRe (bp) Allelfrequenz

D4S2925 1 153 0,42
2 155 0,12
3 151 0,46
4 149 -
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Markername Allelbezeichnung Allelgrofie (bp) Allelfrequenz
D43431 1 246 0,01
2 248 0,16
3 250 0,05
4 252 0,19
5 254 0,23
6 256 0,19
7 258 0,07
8 260 0,03
9 262 0,01
10 270 0,01
Markername Allelbezeichnung  AllelgroiRe (bp) Allelfrequenz
D452935 1 116 0,45
2 104 041
3 120 0,02
4 114 0,05
5 118 004
6 112 0,04
Markername Allelbezeichnung  Allelgroiie (bp) Allelfrequenz
D4S3007 1 242 0,16
2 246 0,38
3 240 0,46
Markername Allelbezeichnung  AllelgroRe (bp) Allelfrequenz
D4S394 1 189 0,1
2 191 0,03
3 193 0,19
4 195 0,03
5 197 0,37
6 199 0,19
7 209 0,01
8 215 0,03
9 205 -
10 218 -
11 201 -
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Markername Allelbezeichnung  Allelgroie (bp) Allelfrequenz
D4S2983 1 252 0,07
2 246 0,2
3 250 0,18
4 244 0,04
5 238 0,02
6 245 0,04
7 254 011
8 251 0,04
9 248 0,18
10 249 0,07
11 247 0,04
12 241 0,02
13 220 0,02
Markername Allelbezeichnung  AllelgroRe (bp) Allelfrequenz
D4S3023 1 147 0,04
2 143 0,50
3 151 0,14
4 149 0,09
5 155 0,09
6 145 0,12
7 153 0,02
Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 5
Markername Allelbezeichnung  AllelgroiRe (bp) Allelfrequenz
D5S399 1 116 0,17
2 118 0,23
3 126 0,21
4 128 0,26
5 130 0,30
6 132 0,07
Markername Allelbezeichnung  Allelgrofie (bp) Allelfrequenz
D55402 1 165 0,25
2 167 0,50
3 169 0,25
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