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Zusammenfassung
Molekulargenetische Kartierung des Cystinose - Gens
Rahlmann, Michael

In der vorliegenden Arbeit sollte das krankheitsverursachende Gen der
Cystinose durch Kopplungsanalyse in 22 betroffenen Stammb&aumen kar-
tiert werden. Es ergaben sich insgesamt 60 Nachkommen, von denen 28 an
Cystinose erkrankt waren. Als genetische Marker dienten Mikrosatelliten -
Sequenzen, deren Lage zueinander im Genom bekannt waren. Mit Hilfe
der Marker wurde die Segregation der Haplotypen verfolgt. Mittels mathe-
matischer Programme wurde anschlie3end die Wahrscheinlichkeit berechnet,
mit der das gesuchte Gen und einer der Marker gekoppelt sind, bzw. mit der
das gesuchte Gen auf diesem Chromosomenabschnitt liegt. Folgende Er-

gebnisse wurden im Einzelnen erzielt:

1. Eine Kopplung des gesuchten Gens konnte fiir 60% des Genoms mathe-
matisch ausgeschlossen werden. Die errechneten ,,L.od - Scores™ ergaben
Zahlenwerte unter - 2. Ein sicherer Ausschluss kann damit fiir diese Areale

angenommen werden.

2. Es konnte eine Kopplung des Gens mit der Region 17p13 mathematisch
bewiesen werden. Die Berechnung mit der ,,Zwei - Punkt - Methode* ergab
einen maximalen Wert von 4,41 fur die Kopplung mit dem Locus D17 S1584
(zugehoriger Mikrosatelliten - Marker AFMa 061za9). Der mathematisch
wahrscheinlich erscheinende Bereich erstreckte sich tiber ein 7 centiMorgan

grof3es Areal.

3. Durch giinstig liegende Rekombinationsereignisse konnte die mathema-
tisch errechnete Region auf ein Areal von 2,6 centiMorgan eingegrenzt wer-
den. Das Areal wird telomer vom Locus D17S1583 und centromer vom

Locus D17 S1828 flankiert.

Miindliche Prifung 11.Oktober 2006
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Einleitung

1. Einleitung

Die Cystinose ist eine autosomal rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung. Sie
fiihrt zur lysosomalen Speicherung von kristallinem Cystin. Dieses Phianomen ist
in verschiedenen Zelltypen unterschiedlich stark ausgepragt. Es fiihrt zu einer
zeitlich festgeschriebenen Reihenfolge einer Beeintrachtigung verschiedener
Organfunktionen.

Es werden zwei Formen der Cystinose unterschieden. Die infantile nephro-
pathische Form und die adulte benigne Form. Die fihrende Symptomatik der in-
fantilen Form wird durch renale Funktionsstorungen verursacht, die als renales
Debré-de Toni- Fanconi-Syndrom bezeichnet werden. Wachstumsverminder-
ungen, Sehverschlechterungen sowie neurologische und endokrinologische
Funktionseinbuf3en runden das Bild ab. Die adulte Form der Cystinose kann auf
Grund kornealer Veranderungen zwar diagnostiziert werden, ist aber nicht mit

manifesten Funktionseinbuf3en der verschiedenen Gewebe verbunden.

1.1. Die infantile Form der Cystinose

In der vorliegenden Arbeit sollte die molekulargenetische Charakterisierung des
verantwortlichen Erkrankungsgens der Cystinose durchgefiihrt werden. Der da-
beil verwendete experimentelle Ansatz beruht auf einer genetischen Kartierung
der Erkrankten mit dem Ziel, an einem so gefundenen Lokus ein Erkrankungs-
gen zu identifizieren! Dabei wurde die Untersuchung auf Familien mit dem ein-
heitlichen Phanotyp der infantilen nephropathischen Cystinose beschrankt. Da-
mit sollten mogliche Probleme bei der Kopplungsanalyse durch genetische He-

terogenitit vermieden werden.

1.1.1. Klinische Charakterisierung

Die Patienten sind zum Zeitpunkt der Geburt unauffillig, allenfalls das Geburts-
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gewicht ist etwas geringer und die Kinder erscheinen weniger stark pigmentiert

(Schnapper et al. 1992). Sie entwickeln sich zunédchst normal (Broyer et al. 1981).

In der zweiten Halfte des ersten Lebensjahres stagniert das Wachstum und erste
Symptome renaler Funktionsstorungen, die als Debré-de Toni-Fanconi-Syndrom
zusammengefasst werden, treten auf. Es kommt zur Polydipsie, Polyurie und hau-
figen Symptomen einer Dehydratation (Gahl et al. 1988a). Der Verlust vieler
niedermolekularer Substanzen tiber die Niere flihrt zu Storungen im Aminosau-
re-, Calciumphosphat- und Saure-Base-Haushalt der Kinder. Sie gedeihen schlecht
und neigen zu metabolischen Azidosen. Fortschreitende Destruktionsprozesse der
Niere fiihren durchschnittlich im Alter von neun Jahren zu einer terminalen
Niereninsuffizienz (Gretz et al. 1983). Das Langenwachstum und die Gewichts-
entwicklung der Patienten stagnieren. Es kommt zum Krankheitsbild der
hypophosphatdamischen Rachitis und die Kinder fallen schon im ersten Jahrzehnt
unter die 3. Perzentiele (Gahl, Kaiser-Kupfer 1987). Im weiteren Verlauf stellt
sich das Bild eines Zwergwuchses ein. Die Gewichts- und Langenproportionen
bleiben mit Ausnahme des Kopfumfangs erhalten, es kommt zu einer relativen
Makrozephalie (Gahl 1986).

Schon im Kleinkindalter zeigen sich erste Veranderungen am Auge, die durch
eine auffallende Lichtscheu der Patienten ihren Ausdruck finden (Gahl, Kaiser-
Kupfer 1987). Es lassen sich Cystinkristalle in der Kornea nachweisen. Die
Verteilungsdichte der Kristalle nnmmt stetig zu, wobei im Zentrum nur die vor-
dere Schicht betroffen ist. Am Rand lagern alle Kornealschichten Cystinkristalle
ein (Gahl et al. 1988a). Diese randbetonte Haufung der Kristalle verleiht der
Kornea ein flir diese Krankheit charakteristisches Muster. Auch Konjunktiva, Re-
tina und Linse zeigen Verdnderungen, die mit Funktionseinbuf3en einhergehen.
Im zweiten und dritten Lebensjahrzehnt werden Visusverschlechterungen, Sko-

tome und Blindheit beobachtet (Gahl et al. 1988a).

Seitdem die Patienten durch therapeutische Fortschritte dlter werden, konnten
auch Veranderungen an Organen wie der Schilddrise, dem Pankreas, dem Darm,
der Leber und den Gonaden beobachtet werden. Manche Patienten erhalten schon

im Kindesalter eine Schilddriisenhormonsubstitution (Kimonis et al. 1995). Es
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werden Fille beschrieben, in denen sich ein Diabetes mellitus entwickelt (Broyer,
Tete, Gubler 1987). Der Nachweis von Cystinkristallen im Gewebe der Bauch-
speicheldriise sowie das Vorkommen einer exokrinen Pankreasinsuffizienz spre-
chen fuir einen weiteren Manifestationsort der Erkrankung (Fivush et al. 1987).
Im Alter von 14 bis 26 Jahren weisen 42 Prozent der Cystinosepatienten eine
Hepatomegalie auf. Einige Patienten bieten Zeichen einer portalen Hypertension
(Broyer, Tete, Gubler 1987). Einlagerungen kristallinen Materials lassen sich in
der Darmmucosa nachweisen. Ob diese Verdnderungen allerdings einen Effekt
auf die Funktion der Darmmucosa haben und damit moglicherweise in direktem
Zusammenhang mit gastroenterologischen Symptomen stehen, ist bisher rein
spekulativ (Iancu,Lerner, Shiloh, 1987). Bei beiden Geschlechtern werden die Go-
naden betroffen. Besonders méannliche Patienten bieten postpubertal das Bild
eines hypertrophen Hypogonadismus. Weibliche Patienten leiden unter einer ver-
spateten Menarche, anfanglichen Regelwidrigkeiten, hormonellen Stérungen und
einer Dysmenorrho (Theodorophoulos et al. 1993), sind aber durchaus fortpflan-
zungsfihig (Andrews, Sacks, van't Hoff 1994).

Auch wenn die Symptome nicht bei allen Patienten auftreten, lassen morpholo-
gisch - pathologische Veranderungen im Gehirn (Broyer et al. 1996), eine haufig
vorkommende Atrophie, ein im Durchschnitt geringerer 1Q (Williams, Schneider,
Trauer 1994) und die zu messende intrazellulare Cystinanreicherung der Nerven-
zellen (Jonas et al. 1987) einen weiteren Manifestationsort der Erkrankung ver-
muten. Ein weiteres Symptom ist eine generalisierte Muskelschwéche, die in
erster Linie die kleinen Handmuskeln befillt (Charnas et al. 1994). Eine Beein-
trachtigung der Lungenfunktion scheint direkt auf die Myopathie zuriickzuftih-
ren zu sein. Ob die Myopathie ursichlich im Zusammenhang mit der intrazellula-
ren Einlagerung von Cystin ins Muskelstiutzgewebe steht oder auf hohe renale
Carnitinverluste zuriickzufiihren ist, muss noch erforscht werden (Bernardini et
al. 1985).

Berticksichtigt man die steigende Lebenserwartung der Patienten auf Grund mo-
derner Behandlungsmoglichkeiten, so werden sicherlich noch weitere Manife-
stationen und Symptome der Krankheit beobachtet werden konnen. Schon jetzt

ist zu vermuten, dass diese lysosomale Speicherkrankheit sowohl Gewebe
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ektodermalen, mesodermalen und entodermalen Ursprungs betrifft und es nur
eine Frage der Zeit ist, bis der intrazellulare Cystinanstieg die Funktion aller Zel-
len schadigt, so dass es nach und nach zu Funktionseinbuf3en aller Kérperorgane

kommt.

1.1.2. Diagnostik

Es stehen verschiedene Methoden zur pranatalen und postnatalen Diagnose der
Cystinose zur Verfuigung. In Deutschland existiert keine Screeninguntersuchung
fir Neugeborene, da die Inzidenz der Krankheit mit 1-2 auf 100 000 (Manz,Gretz
1985) gering und die labormedizinische Diagnostik aufwwendig und teuer ist. Hau-
fig wird die Diagnose erst im Alter von einem bis zwei Jahren gestellt, wenn die
Kinder durch erste Symptome des Debré-de Toni-Fanconi-Syndroms oder Wachs-
tumsstorungen auffallen. Der Zeitpunkt der Diagnosestellung ist damit eigent-

lich zu spit, da schon erste Organverdnderungen eingetreten sind.

Zur pranatalen Diagnostik wird das zu untersuchende Zellmaterial klassischer-
weise durch eine Amniozentese in der 14. bis 16. Woche gewonnen. Die
Amnionzellen betroffener Feten speichern bis 100 mal mehr Cystin als Zellen
gesunder Feten (Boman, Schneider 1981) . Die Chorionzottenbiopsie ist zur
Materialgewinnung ebenfalls geeignet. Zur anschlieBenden Diagnosestellung wird
auch hier der Cystingehalt der Zellen bestimmt (Smith et al. 1987).

Postnatal bedient man sich haufig der Leukocytencystingehaltsbestimmung. Die
weil3en Blutkorperchen der homozygot Betroffenen enthalten durchschnittlich 6
umol /mg '/, Cystin, das ist das 80-fache einer nicht betroffenen Person (Schnei-
der, Bradley, Seegmiller 1967). Die Cystinmessung kann tiber eine Gas-
chromatographie (Schierbeck et al. 1990), Giber ein Aminosiureanalysegeréit, mit
Hilfe der Puls-Labeling-Methode (Schulmann et al. 1970) oder tiber die protein-
gebundene Untersuchungsmethode (Oshima et al. 1974) erfolgen. Weitere Mo g-
lichkeiten bieten sich in der Cystingehaltsbestimmung cystinhaltigem Medium
ausgesetzter Fibroblasten (Kroll, Becker, Schneider 1974), dem histologischen

Nachweis von hexagonalen Cystinkristallen in der Konjunktiva (Wong,
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Schulmann, Seegmiller 1970), dem Knochenmark (Schneider, Wong, Seegmiller
1969) oder in einer Biopsie der Darmmukosa (Iancu,Lerner, Shiloh,1987). Auch
eine Infrarotmessung von Patientenhaaren eignet sich zur Diagnostik der Erkran-
kung (Lubec, Nauer, Pollak 1983).

Ab einem Alter von einem Jahr ist es in der Regel moglich, die Diagnose von
einem erfahrenen Augenarzt mittels Spaltlampenmikroskopie stellen zu lassen.
An der Spaltlampe erscheint die feine Tupfelung der Kornea so deutlich und in
ihrer Verteilung in einem so charakteristischen Muster, dass sie zur alleinigen

Diagnosestellung ausreicht (Kaiser - Kupfer et al. 1986)

1.1.3. Pathobiochemie

Bei Cystinosepatienten werden grof3e Mengen Cystin in den Lysosomen gespei-
chert (Seegmiller et al. 1968). Der Ursprung des lysosomalen Cystins besteht aus
freiem extrazellulirem Cystin oder aus dem zelluldaren Proteinabbau (Harms, E.
etal. 1981, Thone, Lemons 1982). Die Neusynthese der Aminoséaure Cystein
scheint auf einem anderem Stoffwechselweg abzulaufen und kommt nach heuti-
gem Erkenntnisstand nicht als Quelle des lysosomalen Cystins in Frage (Thone
etal. 1977).

1969 wurde von JA Lucy zum ersten Mal die Idee eines defekten lysosomalen
Transportsystems flir die Aminosaure Cystin als Erklarungsmodell vorgeschla-
gen. Diese Theorie wurde nach und nach gemeinhin akzeptiert. Durch verschie-
dene Versuchsaufbauten konnten Eigenschaften dieses Carriers beschrieben wer-
den. Man fand heraus, dass eine stereospezifische A ffinitéat flir L-Cystin besteht
und dass dieses Transportmolekiil nicht mit dem Plasmamembrantransportmolekail
identisch sein kann (Gahl et al. 1983). Ob es sich jedoch um einen priméren De-
fekt des Carriers handelt oder ob dieser nur sekundar beeintrachtigt wird, war
unklar. Auch haben alle biochemischen und zellbiologischen Untersuchungen der
Vergangenheit diesen Carrier nicht weiter charakterisieren bzw. isolieren kon-

nen. Seit etwa zehn Jahren waren keine neuen Erkenntnisse hinzugekommen.
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1.1.4. Behandlung der Patienten

Neben symptomatischen Mal3nahmen wurde schon friih versucht, eine ursiachli-
che Behandlungsmethode zu finden. Erste Versuche mit einer didtetischen Be-
handlung der Patienten konnten keine Erfolge verzeichnen (Feist, Lutz, Schmidt
1971). Nachdem 1976 (Thone et al.) gezeigt werden konnte, dass unter der Be-
handlung mit Cysteamin der Cystingehalt von cystinotischen Fibroblasten signi-
fikant gesenkt wird und diese Erfolge auch in vivo erreicht werden konnen, wur-
de Ende der siebziger Jahre Cysteamin als wichtiges Agenz in die Behandlung
der Patienten aufgenommen (Gabhl et al. 1987). Da immer noch korneale Ulzera-
tionen unter der alleinigen oralen Therapie auftraten (Kaiser-Kupfer, Datiles, Gahl
1987) und bewiesen werden konnte, dass cysteaminhaltige Augentropfen den Ver-
lauf lindern, haben auch diese Mitte der achtziger Jahre einen festen Platz in der
Therapie erhalten (Kaiser-Kupfer et al. 1987). Insgesamt muss zum jetzigen Zeit-
punkt davon ausgegangen werden, dass Cysteamin das Fortschreiten der
Zelldestruktion zwar deutlich verlangsamt aber nicht in der Lage ist, die Erkran-

kung zu heilen.

Neben der oben beschriebenen Verlangsamung des intrazellularen Cystinanstiegs
durch eine Therapie mit Cysteamin erfolgen symptommatische Behandlungen
wie: die des Flussigkeit- und Elektrolytersatzes bei manifestem Debré-de Toni-
Fanconi-Syndrom (Gahl 1986), die der Reduktion einer Polyurie durch
Indomethacin (Haycock et al. 1982), dieder Behandlung renaler Carnitin- und
Vitamin D -Verluste mit L-Carnitin (Gahl et al. 1988b) und Vitamin D (Stein-
herz et al. 1983), die der Dialyse oder Nierentransplantation bei Niereninsuffizienz
(Broyer et al. 1981), die der Wachstumshormongabe zur Forderung des Langen-
wachstums (Andersson et al. 1992), die der Schilddriisenhormonsubstitution bei
manifester Hypothyreose (Kimonis et al. 1995) oder die der Insulininjektion bei
manifestem Diabetes (Fivush et al. 1987).

1.1.5. Epidemiologie und Genetik

Als Erster beschrieb Emil Abderhalden 1903 einen 21 Monate alten méannlichen
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Patienten, der ,,an Entkraftung verstarb* (zitiert nach Gahl, Thone, Schneider
2002). Post mortem zeigten histologische Untersuchungen punktuelle Lasionen
in seinen Organen. Chemische Untersuchungen ergaben, dass es sich bei dem
gespeicherten Material um die Aminosiaure Cystin handelte. Im historischen Ver-
lauf wurden viele weitere Krankheitsfille veroffentlicht. Alle Berichte stimmen
in einem autosomal rezessiven Erbgang dieser Stoffwechselerkrankung tiberein.
Zu Beginn der hier vorgestellten Arbeit war bis auf den autosomal rezessiven

Erbgang keine weitere Lokalisation des Cystinoselocus im Genom moglich.

Zur Inzidenz der Erkrankung gibt es unterschiedliche Angaben. Sie wird mit ei-
nem Maximum von 1 zu 26.000 in der franzosischen Bretagne (Bois et al. 1976),
1 zu 179.000 in Deutschland (Manz, Gretz 1985)bis hin zu 1 zu 346.000 fiir das
restliche Frankreich (Bois et al. 1976) angegeben. Es haufen sich Untersuchun-
gen, die die Inzidenz mit 1 - 2/ 100 000 angeben (Hutchesson er al. 1998; Tsilou
et al. 2003). Dies entspricht anderen Stoffwechselerkrankungen und ergibt eine
Heterozygotenfrequenz von 1/200 in den grof3en Bevolkerungsgruppen westli-
cher Industrienationen. Die Dunkelziffer der Erkrankung liegt auf3erhalb der west-
lichen Industrienationen wahrscheinlich hoher als die publizierten Zahlen verra-
ten, da zu vermuten ist, dass Cystinose-Patienten undiagnostiziert versterben. Bei-
spielsweise werden nur vereinzelt Falle in Entwicklungsldandern wie Siidafrika
(Sochett et al. 1984), Brasilien (Galhardo et al. 1983) oder Indien (Gera, Metha,
Shah 1985) beschrieben.

Fruhe Studien lie3en vermuten, dass mannliche Patienten haufiger betroffen sind
als weibliche, seitdem jedoch immer mehr Patienten diagnostiziert werden, rela-
tiviert sich dieses Verhiltnis und man geht davon aus, dass beide Geschlechter
gleich stark betroffen sind (Bois et al. 1976; Manz, Gretz 1985).

Wie bei anderen rezessiv vererbten Stoffwechselerkrankungen fallen Heterozy-
gote klinisch nicht weiter auf. Es ist allerdings moglich, insbesondere durch sorg-
faltige Standardisierung der zellularen Cystinbestimmung, heterozygote Trager
mit hinreichender Sicherheit zu identifizieren. (Smolin, Clark, Schneider
1987).Dies kann von besonderer Bedeutung sein ,wenn Kopplungsanalysen mit
relativ kleinen Stammbéaumen fiir einen genomweiten Scan eingesetzt werden, wie

es in der vorliegenden Arbeit der Fall ist. Die Differenzierung zwischen klinisch
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nicht betroffenen Heterozygoten und homozygot Gesunden kann die Informativitat
der verfligbaren Stammb&ume und damit die Power der genetischen Analyse
erhohen. Auch die Einschrankung eines kritischen Areals durch infomative
Meiosen kann auf Grund der Differenzierung zwischen homozygot Gesunden
und nicht betroffenen heterozygoten Tragern enger gefasst werden, wie die vor-

liegende Arbeit zeigen wird.

1.2. Genkartierung durch genetische Kopplungsanalyse

1.2.1. Genkopplung

Die Informationen des menschlichen Bauplans werden auf den Chromosomen
vererbt. Als diploides Wesen besitzt der Mensch die autosomal gelegenen Infor-
mationen zweimal und verteilt diese auf die einzelnen Schwester-Chromatiden
wiahrend der meiotischen Teilung nach den Gesetzen des Zufalls, d.h. unabhan-
gig voneinander (Erstes Mendelsches Gesetz der unabhéngigen Vererbung). Lie-
gen zwel Informationen /Gene auf einem Chromosom, so werden diese, so lange
sie nicht durch meiotische Rekombinationen voneinander getrennt werden, ge-
meinsam vererbt. Das Prinzip der Kopplung zweier Gene beruht darauf, das zwei
Gene um so seltener voneinander getrennt werden, desto néaher sie auf einem Chro-

mosom nebeneinander liegen (Mc Kusiak 1991).

1.2.2. Mikrosatelliten als genetische Marker

Bei der molekularbiologischen Untersuchung des Genoms nach dem Prinzip der
reversen Genetik wird versucht, auf Grund der Kopplung eines defekten Gens
mit bekannten Markern eine Lokalisation im Genom vorzunehmen. Frithe Versu-
che, die sich polymorpher Proteinmarker wie beispielsweise der Kopplung an
HL A-Antigenen, den Blutgruppen und verschiedenen Enzym oder Struktur-
proteinen bedienten, bewiesen mit ihren Arbeiten, dass es moglich ist, auf diesem

Weg Genorte bzw. Gene im Genom zu lokalisieren. Auf Grund der geringen An-
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zahl der zur Verfugung stehenden Marker musste allerdings schnell die Grenze
dieser Methode erkannt werden. Proteine werden nur in einem kleinen Teil des
Genoms kodiert und die Anzahl der verwendeten Marker musste so zwangslaufig

gering ausfallen.

Mit der Entwicklung der RFLP’s konnten zunehmend genauere genetische Kar-
ten erstellt werden. Die meist di- oder triallelischen RFLP Marker wiesen gegen-
uber den Proteinen zwar den Vorteil auf, dass sie iiber das Genom statistisch ver-
teilt waren (Donis - Keller et al. 1987), brachten jedoch den Nachteil eines gerin-

gen Informationsgehaltes mit sich.

Als weitere Gruppe molekularbiologischer Marker boten die Minisatelliten den
Vorteil der Allelvielfalt, waren aber nicht gleichmaf3ig tiber das Genom verteilt.
Die Eignung fiir die reverse Genetik wurde damit wiederum eingeschrankt
(Vergnaud et al. 1991). Kombinierte Karten konnten die Aussagefdhigkeit der
beschriebenen Marker erhohen (NIH/CEPH Collaborative mapping Group 1992),
auf Grund der komfortablen Darstellungsweise der Mikrosatelliten, der hohen
Aussagekraft und der gleichméiBigen Verteilung im Genom haben sich diese je-
doch durchgesetzt.

Als Mikrosatelliten bezeichnet man einen repetetiven Sequenzbereich aus einem
einfachen Sequenzmotiv von 1-6 bp (Tautz 1993). Die Anzahl dieser ,,Repeats*
ist unterschiedlich, hochpolymorph und wird kodominant nach den Mendelschen
Regeln vererbt (Weber 1990; Weber und Wong 1993). Haufig unterscheiden sich
diese Bereiche nur um eine Repeateinheit. Wird die Mikrosatellitensequenz mit-
tels PCR amplifiziert, erhilt man als Produkt DNA-Fragmente unterschiedlicher
Grol3e, die verschiedenen Allele fiir diesen Mikrosatelliten.

Mit der Verfuigbarkeit von Chip-Plattformen und damit der Moglichkeit, eine sehr
grof3e Anzahl von Poymorphismen gleichzeitig mit vertretbarem Aufwand zu
untersuchen, haben sich in jungster Zeit die sogenannten SNPS durchgesetzt. Es
werden damit wieder diallelische Marker verwendet. Ihr Haupteinsatzgebiet ist
allerdings weniger die Untersuchung einzelner Stammbdume mit mono-
genetischen Erkrankungen als die Durchfiihrung von Assoziationsanalysen an

grof3en Patientengruppen zur Aufklarung komplexer Erkrankungen.
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1.2.3. Kopplungsanalyse

Die Kopplungsanalyse macht sich die Segregation von Allelen (zutreffend fiir
,.echte Gene* und ,,anonyme Marker*‘) an zwei oder mehreren aufeinanderfol-
genden Loci zu Nutze. Das Prinzip der Berechnung beruht darauf, dass zwei Gene
um so seltener durch meiotische Rekombination voneinader getrennt werden, desto
nidher sie beieinander liegen. Bei der genetischen Kartierungsmethode wird die
Segregation von Allelen an zwei oder mehr Loci in der Meiose verfolgt und er-
rechnet, mit welcher Wahrscheinlickeit die genetischen Merkmale miteinander
gekoppelt sind. Die Aussagekraft der genetischen Kopplungsanalyse hiangt stark
von den in die Berechnung eingehenden informativen Meiosen ab, damit bestim-
men Grof3e der untersuchten Stammbaume und Anzahl der eindeutig phano-
typisierbaren Famielienmitglieder ganz wesentlich die Power dieser Analysen (Bot-
stein 1980). Bei autosomal dominanten Merkmalen werden sich eher grof3e
Mehrgenerationenstammbéume rekrutieren lassen, so daf3 unter Umstianden die
Untersuchung eines einzigen Stammbaumes eine Kartierung erlaubt. Bei
autosomal rezessiven Erkrankungen hingegen werden in den Familien haufig nur
die Kinder einer Generation erfasst, so dass fiir eine genomweite Kartierung in
der Regel viele kleine Familien kummulativ betrachtet werden miissen. Dabei
muss in Betracht gezogen werden, dass die Erkrankung genetisch heterogen sein
kann und damit moglicherweise nur ein Teil der Stammbaume flir die Kartierung
relevant ist. Einen Sonderfall bilden grosse konsanguine Stammbé&ume aus gene-
tischen Isolaten, in denen auch rezessive Erkrankungen in grosser Zahl auftreten
und z. B. duch Zygotiekartierung lokalisiert werden konnen. Weitere
Einflussgroflen, die die Aussagekraft der Berechnung betreffen, sind die Pene-
tranz des Erkrankungsmerkmals sowie die Frequenz des untersuchten Allels (Ott,
Rabinowitz 1997).

1.2.3.1. Zweipunktanalyse

Um die Wahrscheinlichkeit der Kopplung zweier Allele abschitzen zu konnen,
bedient man sich eines indirekten statistischen Verfahrens. In der Naturwissen-

schaft bezeichnet die , likelihood‘ die Wahrscheinlichkeit des Eintretens eines
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Ereignisses und damit die Richtigkeit einer Hypothese gegentiber der gegenteili-
gen Annahme. Die likelihood ratio (R) driickt das Verhéltnis der Wahrscheinlich-
keit fur die Hypothese ,,Kopplung® zur Wahrscheinlichkeit der Nullhypothese
,.freie Rekombination* aus. Ublicherweise gibt man als dekadischen Logarith-
mus der likelihood den,,L.od-Score” (logarithm of the odds) an. Als Nachweis
der genetischen Kopplung wird ein Lod-Score von > 3,0 gefordert, d.h. die Hypo-
these ,,genetische Kopplung* ist 1000 mal wahrscheinlicher als die Nullhypothese
,,zufdllige Segregation®. Fiir einen signifikanten Ausschluss der Hypothese Kopp-
lung und damit das Zutreffen der Alternativhypothese freie Rekombination ist
ein Lod-Score von < -2 festgelegt worden. Das bedeutet, die Wahrscheinlichkeit
der freien Rekombination ist um den Faktor 100 grof3er als die Wahrscheinlich-
keit der Kopplung. Die Rekombinationsfraktion (0) kann mittels der Haldane-
Funktion in den genetischen Abstand der beiden Loci in centiMorgan (cM) um-

gerechnet werden (Lathrop, Lalouel 1984).

1.3. Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, den zum Zeitpunkt unserer Untersuchungen noch nicht
bekannten Genort fiir die infantile nephropathische Cystinose zu identifizieren.
Hierfuir sollte an 22 klinisch und biochemisch gut charakterisierten Familien mit
insgesamt 60 Kindern, von denen 28 an Cystinose erkrankt waren, eine genom-
weite Suche mit einem Set von Mikrosatelliten-Markern und anschliessender ge-

netischer Kopplungsanalyse durchgefiihrt werden.

Ein so identifizierter Locus sollte durch Einsatz weiterer, in dieser Region gele-
gener Marker soweit eingegrenzt werden, dass im verbleibenden Chromosomen-

abschnitt ein Erkrankungsgen identifiziert werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenstammbiume

Zur genetischen Kopplungsanalyse wurden die unter Abbildung 1 aufgefiihrten
22 Familien verwendet. Es handelt sich um Zwei-Generationen-Familien, finf
dieser Familien hatten zwei betroffene Kinder, die restlichen hatten jeweils ein
an Cystinose erkranktes Kind. Bei den aufgefiihrten Familien variierte die Zahl
der gesunden Geschwister zwischen null und sechs. Insgesamt ergaben sich da-
mit 60 Nachkommen unter denen sich 28 an Cystinose erkrankte Kinder befanden.
Abgesehen von der Familie 96, die aus der Tiirkei stammt, kamen alle Familien
aus der Schweiz oder Deutschland. Es gab bei keiner der aufgefiihrten Familien

Erkenntnisse iiber Blutsverwandschaften der Eltern.

Die klinische Charakterisierung der an Cystinose erkrankten Personen wurde im
Rahmen der routineméf3igen Untersuchung der Patienten vorgenommen. Die Be-
statigung dieser Diagnose erfolgte anhand der Bestimmung des Cystingehaltes
der PMINL (Smolin, Clark, Schneider 1987) aus heparinisiertem Vollblut durch
ein Aminosédureanalysegerit, sowie Uiber eine Kationenaustausch - Siulen-

chromatographie (Lee et al. 1974).

Die in der Klinik fiir allgemeine Kinderheilkunde der WWU- Miinster verwende-
te Untersuchungsmethode wurden auch auf die Unterscheidung von heterozygo-
ten Tragern und homozygot Gesunden hin validiert ( E. Harms, T. Deufel, per-
sonliche Mitteilung). Das Blut wurde den Familienangehorigen nach mindlicher
und schriftlicher Aufklarung und Vorliegen der unterzeichneten Einverstandnis-
erklarung abgenommen. Alle im Rahmen der Studie erhobenen genetischen und
klinischen Daten unterliegen der arztlichen Schweigepflicht und wurden wéh-

rend der Untersuchungen pseudonymisiert behandelt.
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Abbildung 1a Familien MS 0065 bis MS 0200 - Erkrankte Personen sind dunkel hinterlegt,

untersuchte heterozygote Trager sind zum Teil dunkel markiert.
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Abbildung 1b Familien MS 0201 bis MS 0283 - Erkrankte Personen sind dunkel hinterlegt.

2.2. Reagenzien und Geriite

2.2.1. Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien wurden im analytischen Reinheitsgrad bei den

Firmen Braun AG (Melsungen, Deutschland), Biochrom KG (Berlin, Deutsch-
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land), Boehringer GmbH (Mannheim, Deutschland), Fluka AG (Buchs, Schweiz),
Gibco BRL (Gaithersburg, USA), Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karls-
ruhe, Deutschland), Serva Feinbiochemica (Heidelberg, Deutschland), Sigma (St.
Louis, USA)und United States Biochemicals Coorporation (Cleveland,USA) be-

zogen.

2.2.2. Geriite

Autoklav

Elektrophoreseapparatur

Direct Blotting Elektrophoresis
Filmentwickler
Hybridisierungsinkubator
Rotor

Thermo-Cycler

UV-Crosslinker

UV-Transilluminator
Vacuumkonzentrator

Zentrifuge

2.3. DNA-Isolierung

S 2000, Medizin Mechanik, Muinchen

Gel-Elektrophoresis, Modell MPH, Internatio-
nal Biotechnologies, New Haven, USA

GATC 1500, MWG Biotech, Konstanz
Kodak, RP X-OMat Processor
ATP line, Biometra, Gottingen

Variospeed, Renner GmbH, Darmstadt

Omnigene, Hybaid Limited, MWG-Biotech,
Ebersberg

XL-1000, Spectronics Coorporation,
New York

Vetter GmbH, Wiesloch
Bachofer, Reutlingen

Eppendorf5417, Hamburg

2.3.1. Isolierung genomischer DNA aus EDTA-Vollblut

10 ml EDTA-Vollblut wurden mit kaltem Lysis-Puffer auf 50 ml aufgefuillt. Das
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Gemisch wurde auf'Eis 15 min lang geschwenkt und anschlieBend bei 4° C mit
1500 rpm 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sedi-
ment mit 30 ml Lysis-Puffer resuspendiert, um dann erneut abzentrifugiert zu
werden (s.0.). Der Uberstand wurde erneut verworfen und in angegebener Rei-
henfolge 250 ul SDS Puffer 20%, 25 ul Proteinase K (10 mg/ml) und 5 ml SE
Puffer hinzu pipetiert. Die Losung wurde bei 55°C tiber Nacht inkubiert. Durch
Zugabe von 1,5 ml 5 M NaCl wurden die Proteine denaturiert. Die ausgefallenen
Proteine wurden bei 3500 rpm 10 min abzentrifugiert. Der DN A-haltige Uber-
stand wurde dekantiert und mit zwei Vol Ethanol vermischt. Unter leichtem
Schwenken fiel die DNA aus. Der feine DNA Faden wurde mit einer Pipette in ein
neues Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und mit 1 ml 70% kaltem Ethanol gewaschen.
Nach dem Trocknen der DNA wurde diese in 500ul TE - Puffer tiiber Nacht auf

dem Rotor gelost. Reagenzien:

Lysis-Puffer : NH,Cl 155 mM
KHCO, 10 mM
Na EDTA 0,1 mM
pH 7,4 einstellen
SE-Pufter : NaCl 75 mM
Na EDTA 25 mM
pH 8,0 einstellen
SDS-Puffer (20%) : Natriumdodecylsulfat 20g
ad 100 ml Aqua bidest
TE-Pufter : Tris-HCL 10 mM
Na EDTA 1 mM

2.3.2. Reinheitsbestimmung der Nukleinsiduren

pH 7,5 einstellen

Nukleinsduren haben ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine bei 280 nm.

Aufgrund der verschiedenen Absorptionsmaxima lasst sich durch photometrische
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Messung der optischen Dichte einer Nucleinsdure-Protein-Losung eine Aussage
uber das Verhiltnis der Bestandteile machen. Standardisiert ist der Quotient OD
260 / OD 280 ein MafB fur die Reinheit der Nukleinsduren und betragt fiir
doppelstrangige DNA 1,8 - 1,9 (Maniatis, Sambrook, Fritsch 1989).

2.3.3. Konzentrationsbestimmung der Nukleinsiuren

Die Extinktion bei 260 nm einer DN A-haltigen Losung ldsst eine Aussage tiber
den Konzentrationsgehalt der Losung zu. Der spezifische Extinktionskoeffizient
E fiir DNA-Lo6sungen ist definitionsgemal3 eins bei einer Konzentration von 50
ng/ml doppelstrangiger DNA . Fuir die Berechnung ergibt sich die allgemeine
Formel:

C:OD260XEXF

c =  Konzentration

oD, = Optische Dicht bei 260 nm
E =  Extinktionskoeffizient

F = Verdiinnungsfaktor

Die Extinktion der Nukleinsduren wurde in einer Verdinnung von 1 : 100 und
einem Volumen von 1 ml in Quarzkiivetten mit 1 cm Schichtdicke gemessen. Zur

Bestimmung des Leerwertes diente TE-Puffer.

2.4. Die Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR (Polymerase chain reaction) ermoglicht die irn vitro Vervielfialtigung
(Amplifikation) spezifischer DN A-Fragmente. Durch iterative Reaktionsfolgen
werden die DNA-Striange getrennt (Denaturierung), das zu untersuchende Stiick
durch Primer flankiert (Annealing) und mittels enzymatischer DNA-Synthese mit

einer thermostabilen DN A-Polymerase vervielfiltigt (Extension).

Die Abfolge der Reaktion wird durch die Vorgabe der entsprechenden Tempera-
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turen geregelt. Die Komplementaritiat der Primer zu den Endbereichen der zu
untersuchenden DN A-Region gewihrleistet die Amplifikation des zwischen den
beiden Primern liegenden spezifischen Stiickes, so dass sich eine vorherige Se-

lektion aus einem DN A-Gemisch eriibrigt.

2.4.1. Geneton Mikrosatelliten - Markerset

Fur die genomweite Suche wurde in der vorliegenden Arbeit ein Markerset aus
dem erweiterten Genethon human genetic linkage map, das in ,,Nature* 7/94
verOffentlicht ist, genuzt. Das zugrundeliegende Sequenzmotiv in der von
Genethon erstellten Markersammlung lautet (CA) bzw. (AC) (Weissenbach et
al. 1992; Gyapay et al. 1992).

Die Markersammlung von Genethon besteht aus einer Anzahl von Primerpaaren,
durch die hochselektiv in einer PCR nur ein Mikrosatellitenbereich amplifiziert
wird. Die Lage dieser Mikrosatelliten im Genom sind zueinander bekannt. Sie
verteilen sich relativ gleichméBig tiber das Genom und die Heterozygotenfrequenz
liegt zu 60 % oberhalb von 0,7. Durch die unterschiedliche Anzahl der
Repeateinheiten innerhalb dieser Region werden in der PCR Produkte verschie-
dener Grof3e amplifiziert. Primer, die nicht im Genethon human genetic linkage

map enthalten sind, werden im Anhang unter I - II gesondert aufgefiihrt.

Da anfangs keine engere Eigrenzung , als die einer autosomal rezessiv vererbten
Erkrankung, gemacht werden konnte, nutzten wir zur genomweiten Suche Marker
aus dem Set, deren einzelne Loci willkuirlich in Abstanden von ca. 10 - 20 centi

Morgan tiber die Chromosomen verteilt waren.

2.4.2. Standard PCR Bedingungen

Fur alle PCR-Reaktionen wurden die AmpliTaq DNA Polymerase von Perkin
Elmer Cetus und die mitgelieferten Reaktionspuffer verwendet. Die 2'-

Desoxynucleosid -5-Triphosphatlosung wurde aus dem Ultrapure dNTP set
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(Pharmacia) in einer Arbeitskonzentration von zwei mM je dNTP hergestellt. Zur
Vermeidung von Konzentrationsinderungen durch Verdunstung wurden die An-

sidtze mit Mineralol (Sigma) tiberschichtet.

Standard PCR-Ansatz: DNA 100 ng
Puffer I (10x) 5ul
dNTP (8 mM) 5ul
Primer F (20 pMol/ul) 2,5 ul
Primer R (20 pMol/ul) 2,5 ul
Taq - Polymerase 1U

ad 50 ulH,O
Standard PCR-Programm:
Denaturierung 92°C5 min
Denaturierung 94°C 1 min \
Annealing 55°C1 min 35 Zyklen
Extension 72°C1 min /
Extension 72°C5 min

Zeigte die PCR bei den angegebenen Standardbedingungen nicht das gewtinsch-
te Ergebnis, wurde die Reaktion durch Variation einzelner Parameter, z. B. Mg 2+

Konzentration, Annealing-Temperatur oder Zykluszahl optimiert.

2.5. Elektrophoresetechniken

2.5.1. Agarosegele

Die Matrix bestand aus einer Agaroselosung (2%, UltraPure, USB) in 1 x TAE
Puffer. Nach dem Aufkochen der Mischung wurde diese in die dafiir vorgesehe-
nen Trager gegossen und nach dem Aushéarten mit 1 x TAE bedeckt. Die DNA-
Proben wurden mit '/, Volumen Beladungspuffer vermengt und in die vorbereite-

ten Geltaschen pipetiert. Zur Orientierung tiber die zuruckgelegte Laufstrecke
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innerhalb des Gels enthielt der Beladungspuffer Bromphenolblau. Die angelegte

Spannung variierte zwischen 80 und 160 V.

Zum Farben der Produkte wurde die hohe A ffinitét des Ethidiumbromids zur DNA
genutzt. Die Agarosegele wurden in einer Losung aus 1 x TAE und einigen Trop-
fen Ethidiumbromidstammlosung (5 mg/ml) gefarbt. Durch kurzes Tauchen in
ein aqua dest. Bad wurden freie Ethidiumbromidmolekiile ausgewaschen, die zwi-
schen den Basenpaaren interkalierten Molekiile blieben ortsstéandig. Unter UV-

Transillumination wurden die ortsstandigen Ethidiumbromidmolekiile sichtbar

gemacht.
Reagenzien:
TAE Puffer (50x%): Tris-Base 242 g
Eisessig 57,1 ml
EDTA 147 ¢
ad aqua dest. 1000 ml
Beladungspufter: Bromphenolblau 0,25 %
Ficoll 25,0 %
in 1 x TAE

Molekulargewichtsmarker: 100 bp Leiter (1pg/ul) 20 pl

Beladungspufter 200 pl
1 x TE - Puffer 980 ul
TE - Puffer: siche DNA-Isolierung.

2.5.2. Polyacrylamidgele

Die Trennung der PCR-Produkte erfolgte tiber 4%6ige Polyacrylamidgele in einer
Vertikalapparatur (Direkt Blotter GATC 1500, Biotech). Zur Herstellung des Gel-
Sandwichs wurden die Empfehlungen des Herstellers befolgt. Nach dem Sau-
bern der Glasplatten mit Tensiden und Methanol wurden diese mit Silan vor-

behandelt. Zum Erstellen der Gelmatrix wurden 6,7 ml Acrylamidlosung 30 %
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und 43,3 ml 4% Urea-Diluent vermengt. 20 ml dieser Losung wurden fiir ein
Gel-Sandwich mit 90 ul Ammoiumpersulfat 10 % und 20 ul TEMED zur Poly-
merisation gebracht. Bis zur gebrauchsfertigen Aushéartung der Gele verging eine

halbe bis eine Stunde.

Vor dem Beschicken der Kammern mit den vorbereiteten Proben wurden diese
mit 1 x TBE als Laufpuffer bedeckt. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftra-
gen denaturiert und im Verhéltnis eins zu eins mit Ladepuffer gemischt. Als

Grof3enstandard diente der 100 bp Standard von Pharmacia.

Reagenzien:
Acrylamidlosung 30%: Acrylamid 294¢
Bisacrylamid 0,6 g
ad 100 ml H O, (steril filtrieren)
Urea-Diluent 4 %o: Harnstoff 84 ¢
10x TBE 18,7 ¢
aqua dest. 734¢
auf heizbarem Riihrer 16sen
Ladepufter: Bromphenolblau 0,25%
Xylencyanol 0,25%
ad Formamid
TBE (10x%): Tris 154,5 g Tris Base
Borsdure 26,2 g Borsdure
EDTA 9,0g EDTA
ad 1000 ml H O, (autoklavieren)
Silan Lsg. : Silan 50 ul
Essigsdure (100%) 30 ul
Bidest 300 ul

Ethanol (98 % p A) 9,62 ml
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2.5.3. Direkt Blotting Elektrophorese

Bei der Direkt Blotting Elektrophorese werden die DN A-Fragmente am Lauf-
ende des vertikal aufgerichteten Gels nach der Auftrennung in der Elektrophorese
direkt auf eine Nylonmembran tibertragen (blotten). Durch die Veranderung der
Membranlaufgeschwindigkeit lasst sich die DN A-Fragmentauftrennung stauchen

oder spreizen.

Der Direkt Blotter GATC 1500 der Firma Biotech wurde entsprechend den Emp-
fehlungen des Herstellers genutzt. Im gesamten Gel optimale, d.h. gleiche Lauf-
bedingungen erforderten 30 minVorlaufbei 30 W und 1700 V. Die Ausnutzung
der Methode lief3 sich durch mehrfaches Nutzen eines Gels erhohen. Die Lauf-
geschwindigkeit der Membran betrug 19 cm/h. Uber den Zeitpunkt des Membran-
starts orientierten die Bromphenolblau- und die Xylencyanolbande. Nach Been-
digung eines Blottingvorgangs wurde die Membran getrocknet und die sich auf
der Membran befindliche DNA mittels UV-Bestrahlung (Translumination 2 min)

an die Membran gebunden.

2.6. Nachweis der geblotteten DNA

Die geblottete DNA wurde durch Hybridisierung mit DIG markierten Sonden
nachgewiesen. Als Sonden wurden die PCR-Primer verwendet. Nach der
Hybridisierung wurden die Sonden durch Digoxigenin-Antikorper, die fest an eine
alkalische Phosphatase gebunden waren, detektiert. Bet Zugabe von Lumigen-
PPD wurde die Substanz durch die alkalische Phosphatase enzymatisch gespal-
ten und emittierte Photowellen, die mit einem Rontgenfilm sichtbar gemacht

werden konnten.

2.6.1. Primermarkierung mit DIG-Oligo-Endlabeling-Kit

Die Digoxigenin-Markierung der DNA-Sonden wurde unter Verwendung des
DNA ,,Labeling and Dedection* Kits (Boehringer Mannheim, Mannheim), den
Angaben des Herstellers entsprechend, durchgefiihrt.
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Zur Herstellung wurden 4 ul Reaktionspuffer, 4 ul CaCL,, 5 ulH,0, 5 ul Primer
(20 pmol/pul), 1 ul DIG - ddUTP und 1 ul Transferase 30 min bei 37° C inkubiert
und 5 min auf'Eis gekiihlt.

2.6.2. Hybridisierung

Die Membran wurde 1 h lang bei 42 °C in 100 ml Hybridisierungslosung
vorhybridisiert und anschlief3end mit den produktkomplementdren DIG-markier-
ten Primern gemischt in 10 ml Hybridisierungslosung tiber Nacht bei 42°C

hybridisiert.

Uberschiissige Primer wurden durch folgende Waschschritte entfernt: 1. Wasch-
vorgang: 100 ml 2 x SSC mit, 0,1% SDS 2 x 5 min; 2. Waschvorgang: 100 ml 0,5
x SSCmit 0,1% SDS 2 x 15 min.

Vor der AntikOrperzugabe wurden antigene Determinanten der Membran bei
Raumtemperatur durch Blockingreagenz abgedeckt. Dafiir wurde die Membran
kurz (ca. 1 min) in Waschpuffer gewaschen und 30 min lang in Puffer I inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran 30 min in 80 ml eines Gemisches aus Anti-
DIG-AP-Konjugat (75 U/l, 1:10.000 in Puffer II verdiinnt) inkubiert. Nach der
Inkubation wurden tiberschiuissige Antikorperkonjugate durch zweimaliges Wa-

schen (Jeweils 15 min in 100 ml Waschpuffer) entfernt.

Die Membran wurde darauf hin 5 min in 40 ml Puffer III dquilibriert und danach
5 min mit der Lumigen PPD-L6sung (10 mg/ml, Boehringer Mannheim 1:100 in
Puffer I1I verdiinnt) inkubiert. Die so behandelte Membran wurde zwischen
Whatman-3MM-Papier getrocknet und in Klarsichtfolie verpackt. Nach einer In-
kubation von 15 min bei 37°C wurde die Membran zur Belichtung des Rontgen-

films verwendet .

-26 -



Material und Methoden

Reagenzien:

Hybridisierungs-

losung:

Puffer I:
(Maleinsaure-

puffer)
Puffer II:

Puffer II1:

Waschpufter:

SSC (20%):

50 % Formamid
5xSSC
2 % Blockingreagenz
0,1 % N-Lauroylsarkosin
0,02 % SDS

0,1 mol/l Maleinsaure
0,15 mol /1 NaCL
pH 7,5 eingestellt mit NaOH - Pellets

Blockingreagenz 1:10 verdunnt in Puffer I

0,1 mol/l Tris-HCL
0,1 mol/l NaCl

50 mmol/l MgCl,
pH9,5

Puffer I+ 0,3 % Tween - 20

3 mol NaCl
0,3 mol Natriumcitratdihydrat
ad 1000 ml H,O

2.6.3. 5'-DIG-Markierung der Primer durch Veresterung

Dieses Verfahren spart den zeitaufwendigen Schritt der Hybridisierung. Da die

OH-Gruppe am 3'-Ende der Primer unangetastet bleibt, besteht die Moglichkeit,

die DIG-Markierung schon vor der PCR vorzunehmen. Prinzip dieses Verfahrens

ist der chemische Einbau eines DIG-NHS-Esters am 5' Ende des Primers.

Fur die Markierung wurden 100 ul Oligonukleotide (200 pmol/ul) mittels 10 ul
NaAc (3 mol/l) und 220 ul Ethanol (2 Vol) bei -20°C gefillt und 15 min bei 15000
rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde erneut in 500 ul 70% Ethanol gewaschen und
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bei 15000 rpm 15 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 100 ul
Natriumtetraburat (0,1 mol/l) gel6st. Durch Zugabe von 100 ul DIG-NAS-Ester
-Lsg. (Digoxigenin-3-0-methylcarbonyl-E-aminocaproicacid-N-hydroxy-
succinimidester) wurde die Reaktion gestartet. Nach der Inkubation tiber Nacht
wurde die Flissigkeit auf dem Speedvac verdampft, das Pelletin 1 ml 1 x TE

aufgenommen und uiber eine NAP 5-Siule entsalzen.

2.6.4. Autoradiographie

Durch die Photoemission der enzymatischen Lumigenspaltung wird der Rontgen-
film belichtet.

Hierfiir wurden die bereits getrockneten und in Klarsichtfolie verpackten DIG-
detektierten Blotts 30 min unter Lichtausschluss bei 37°C inkubiert und anschlie-
Bend mit einem Rontgenfilm in eine Kassette gelegt. Nach einer Belichtungszeit

von 6 - 12 h konnte der Film entwickelt und das Ergebnis abgelesen werden.

2.7. Auswertung und genetische Kopplungsanalyse

Die belichteten Filme wurden ausgewertet, in dem die Allele ihrer Grof3e nach
nummeriert wurden. Jeder Film wurde von zwei Personen unabhingig voneinan-
der ausgewertet. Allele, die nicht eindeutig einer Phase zugeordnet werden konn-

ten, wurden nicht in die Berechnungen aufgenommen.

2.7.1. Cyrillic

Die Stammbaumverwaltung mit der Zuordnung der einzelnen Phasen zum jewei-
ligen Chromosom wurde mit dem Programm Cyrillic Version 2.1.0 (erhéltlich

bei http//www.cyrillicsoftware.com) durchgefiihrt.
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2.7.2. M-Link

Die Lod-Score-Berechnung wurde innerhalb des Institutes mit der Softwarean-
wendung M-Link des Programms Linkage (Version 5.1, Lathrop und Lalouel 1984)
durchgefuhrt. Die Heterozygoten-Frequenz wurde mit 0,001 festgelegt. Fur die
verschiedenen Markerallele wurde die gleiche Frequenz angenommen. Fur die
Penetranz der Erkrankung wurde ein Wert von 1,0 eingesetzt. Der Heterozygoten-
status wurde fur die hier vorliegende Arbeit nicht bei allen Personen bestimmt. In
die Berechnung flossen nur eindeutig als erkrankt identifizierte Personen ein,
Heterozygote und nicht erkrankte Personen wurden bei der Berechnung nicht be-

rucksichtigt (affectet only).
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3. Ergebnisse

Die PCR-Produkte wurden vor der weiteren Analyse auf Agarosegelen kontrol-
liert. Beispielhaft fiir eine solche Kontrolle stellt die Abbildung 2 die Erfolgs-
kontrolle der PCR-Produkte des Markers AFM 116xe9 fiir die Familien MS 96
und MS 200 dar. Die Abbildung ldsst erkennen, dass in der elften Spur, d.h. fiir
die Person MS 200 Nr. 101, kein Produkt in der erwarteten Grof3e vorhanden ist.
Die durchgefiihrte PCR wurde daher fiir die DN A dieser Person wiederholt, be-

vor die PCR-Produkte der weiteren Analyse zugefiihrt wurden.

© ~ da oo <t »n O
— — — — — — —
1 1 1 1 1 1 1
\

800 bp ->
600 bp ->

400 bp ->

200 bp ->

Abbildung 2 Agarosegelkontrolle des Markers AFM116xe9 fiir die Familien
MS 96 und MS 200. - Spurbelegung: 1. 100 bp Leiter; 2. MS 96 Nr.101; 3. MS
96 Nr.102; 4 - 10. MS 96 Nr.201 - 207 (aufsteigend); 11. MS 200 Nr.101; 12.
MS 200 Nr.102; 13 - 16. MS 200 Nr. 201 - 204 (aufsteigend); erwartete
Produktgofle 260 - 272 bp.

Waren fiir die PCR eines Markers bei allen Familienmitgliedern Produkte in der
erwarteten Grof3e nachweisbar, wurde die Analyse tliber die Polyacrylamid-
gelelektrophorese durchgefiihrt. Zur besseren Ubersicht wurden die PCR-Pro-
dukte der Familienmitglieder parallel aufgetragen und rechts und links einer Fa-
milie eine Spur frei gelassen. Die Abbildung 3 illustriert ein solches Ergebnis
beispielhaft fiir die Familie MS 200 mit dem Marker AFM 207ycl.
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Abbildung 3 Ergebnisse des Markers AFM 207ycl1
fiir die Familie MS 200. - Spurbelegung: 1. MS 200
Nr.101; 2. MS 200 Nr.102; 3 - 6. MS 200 Nr. 201 -
204 (aufsteigend); erwartete Produktgrofle 204 - 226
bp.

3.1. Zusammenstellung der L.od-Scores der Chromosomen

In einem initialen Durchgang wurde hier ein Subset der zur Verfiigung stehenden
Familien MS 76, MS 96, MS 176, MS199 und MS 200 mit einem theoretischen

kumulativen LLod - Score von 3,207 verwendet.

3.1.1. Sichere Ausschliisse

Im fogenden Teil werden die L.od-Scores der untersuchten Regionen anhand der
zur Verfiigung stehenden Familien aufgefiihrt. Um eine bessere Ubersicht zu
gewihrleisten, werden grof3e Teile des Genoms in der vorliegenden Arbeit ledig-
lich graphisch umrissen. Mogliche Kandidatenregionen sind noch einmal

detailliert im gleichnamigen Kapitel ,,3.1.2 Kandidatenregionen*‘ abgehandelt.

Die dargestellten genetischen Karten der Abbildung 4 orientieren sich an der
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Wahrscheinlickeit der genetischen Rekombination, eingeteilt in Rekombinations-
wahrscheinlichkeiten mit der Einheit centiMorgan (cM). In der Darstellung ent-
spricht die Linge von 0,5 mm 1 cM. Da die genetischen Karten die Entfernung
zweier Loci in Wahrscheinlichkeiten angeben, sind sie nicht mit den physikali-

schen Chromosomenkarten vergleichbar. Wie sich aus der Abbildung 4 ergibt, konn-

300 cM Chromosom 1
: L D1 s214 Chromosom 2
- — W D2S162
250 cM
- D1 S234 | Chromosom 3
- D1 S255 | -
- D1S197 Chromosom 4
D1 S232 Ch 5
200cM | fp2s301 D4 5412 romosom
- | | i D5 S406
T B _ D4 S391
150 oM - D5 S419
c
- D1 S236
W D3 S1300 D5 5426
7 D4 S398
- H D5 S407
N D1 S305
N ™ D3S1271 B
100 cM i D5 S428
- I D4 S406 D5 S495
] D1 5238
N I D3 S1309 u
50cM | D1 S249 D5 S393
] I D4 S413
- D1 S229 D3 S1282
D1s235 [ i
i D3 S1262 D5 S400
0 cM I D2 S140
Abbildung 4a Genetische Karten der Chromosomen 1-5. - B Sicherer Ausschluss in diesem
Bereich / Lod - Score < -2. 8 Region mit Hilfe der Zweipunktanalyse berechnet, kein

signifikantes Ergebnis. O Nicht untersuchter Bereich. Kandidatenregion siehe 4.1.2.
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200 cM

150 cM

100 cM

50 cM

0OcM

Chromosom 6

D6 S309

ID6 S276

D6 S294

ll D6 s262

ID6 S290

D6 S264

Chromosom 7

M D7 S515

I D7 S495

D7 S550

Chromosom 11

7
?
/
?
7

D11 S904

D11 S903

D11 S916

ll D115898

D11 S925

I D11 S968

Chromosom 13

D13 S175

D13 S171

D13 S153

D13 S170

D13 S158
D13 S173

Abbildung 4b Genetische Karten der Chromosomen 6, 7, 11, 13, 14.

100 cM

50 cM

0OcM

Chromosom 15

B oissizs

ID]S S126

flpi5s120

D16 S429

D16 S405

= D16 S411

ll D16 5496

Chromosom 17
Chromosom 16

D17 S1583

NN ]

(A D17 8796

W D17 S948

Chromosom 18

D18 S59

hromosom 14

A D14 S80

D14 S63

MW D14 S81

Chromosom 19

1o s200

f D19 s221

B D19 s225
= D19 5223

D19 S210

Abbildung 4c¢ Genetische Karten der Chromosomen 15 - 19. B Sicherer Ausschluss in diesem

Bereich / Lod - Score < -2. O

signifikantes Ergebnis.
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150 cM |
Chromosom 20
i D20 S95
100 cM |
i D20 S104
. D20 S107
_ Chromosom 21 Chromosom 22
50 cM
n D22 S420
- I D20S102 D21 S265
. D22 S315
B D22 S277
0cM D21 S1259

Abbildung 4d Genetische Karten der Chromosomen 20 - 22. B Sicherer Ausschluss in
diesem Bereich / Lod - Score < -2. B Region mit Hilfe der Zweipunktanalyse berechnet, kein

signifikantes Ergebnis. O Nicht untersuchter Bereich. Kandidatenregion siehe 4.1.2.

ten bereits im ersten Durchgang grof3e Teile des Genoms als mogliche Lage des

gesuchten Gens sicher ausgeschlossen werden (Lod - Score < -2)

3.1.2. Kandidatenregionen

Bei dem in dieser Arbeit durchgefiihrten ,,Genomsearch* wurden neben der Re-
gion 17p13 zwei weitere Regionen mit besonderer Aufmerksamkeit betrachtet.
Beide Regionen erreichten nicht den geforderten L.od-Score von + 3. Allerdings
lieferte die Zweipunktberechnung anhand der zur Verfiigung stehenden Stamm-
baume innerhalb kurzer Entfernungen positive LLod-Scores, so dass eine Kopp-
lung hier zumindest moglich erschien. Um die Aussagekraft dieser Untersuchun-
gen zu erhohen, wurden die Kandidatenregionen mit allen zur Verfiigung stehen-

den Stammbiumen berechnet.
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3.1.2.1. Kandidatenregion auf Chromosom 5

30cM

20 cM

10 cM

0cM

Abbildung 5 Kandidatenregion auf Chromosom 5. -

D5 S407
D5 S398

I
D5 S431

g D3 S624
~ D354
D5 S647

D5 S637
M— 53629

L D5S424

D5 S428

O Region mit Hilfe der Zweipunktanalyse berechnet,

Marker lag zwischen -2 und 3.

Tabelle 1

Zwei -Punkt

B Sicherer Ausschluss in diesem Bereich.

der Lod -Score der flankierenden

Lod - Scores fiir die Cystinose-Kandidatenregion auf dem Chromosom 5

Locus Q= Q= Q= Q= Q= Q= Zmax Qmax
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
D5 S407* -00 -10,52 -1,52 -0,64 0,15 0,37 0,89 0,14
D5 S398 -00 -5,47 -0,42 0.91 1,15 1,30 1,45 0,11
D5 S431 -00 -5,86 0,03 0.52 0,76 0,9 1,08 0,09
D5 S624 -00 -6,68 -0,72 -0,18 0,11 0,13 0,13 0,05
D5 S427 -00 -5,86 0,04 0,54 0,79 0,94 1,15 0,10
D5 S647 -00 -3,48 1,97 2,22 2,33 2,37 2,37 0,05
D5 S637 -00 -8,48 -1,72 -0,94 -0,52 -0,21 -0,08 0,07
D5 S629 -00 -9,35 -0,56 -0,07 0,19 0,23 0,27 0,06
D5 S424 -00 -6,50 -0,58 -0,05 0,23 0,54 0,54 0,05
D5 S428%* -00 -32,1 -8,26 -6,41 -5,33 -4,57 -0,79 0,25

* Die Loci D5 S428 und D5 S407 sind in die Tabelle mit aufgenommen worden, um eine bessere

Ubersicht zu gewihrleisten.
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Eine der oben angesprochenen Regionen befand sich auf dem langen Arm des
Chromosom 5. Wie die Tabelle 1 deutlich veranschaulicht, ergibt die Berechnung
einen maximalen LL.od-Score von 2,37 in Verbindung mitdem Marker AFM 292vel
(zugehoriger Locus D5 S647) in einem Abstand von 5 cM. Der gesamte in Abbil-
dung 5 und Tabelle 1 dargestellte 29 cM umfassende Bereich bietet weitere Lod-
Score-Spitzen, beispielsweise der Wert 1,45 gekoppelt mit dem Marker AFM
095zb7 (zugehoriger Locus D5 S398) in einem Abstand von 11 cM oder der Wert
1,08 gekoppelt mit dem Marker AFM 254yb5 (zugehoriger Locus D5 S431) in

einem Abstand von 9 cM.

3.1.2.2. Kandidatenregion auf Chromosom 11

Eine weitere Kandidatenregion fiir das Cystinosegen lag auf dem kurzen Arm des
Chromosom 11 (vgl Abb. 6). Wie die Werte der Tabelle 2 darstellen, ergaben die
Berechnungen einen maximalen Lod-Score von 1,35 in Verbindung mit dem
Marker AFM 022th2 (zugehoriger Locus D11 S899) in einem Abstand von 15
cM.

- — —— D11S922
30cM

——— D11 S1
20 M S1338

i I/—DIISI334

—w
10eM | D11S1310

T~ D115899

| = D11 S1359
0OcM | I—D118904
Abbildung 6. Kandidatenregion auf Chromosom 11. - B Sicherer Ausschluss in diesem

Bereich. @ Region mit Hilfe der Zweipunktanalyse berechnet, der Lod-Score der flankieren-

den Marker lag zwischen -2 und 3.
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Viele der untersuchten Marker in diesem Areal wiesen lediglich eine geringe Allel-
frequenz auf. Dieser Umstand erklért die geringe Aussagekraft der Lod-Score-
Berechnung. Auch unter Verwendung aller zur Verfiigung stehenden Familien
konnte kein LLod - Score von + 3 oder gro3er errechnet werden.Viele der unter-
suchten Marker der 34 cM umfassenden Region ergaben positve Ergebnisse fiir
eine Kopplung des Markers mit dem Cystinosegen in einem Abstand von nur

wenigen centiMorgan.

Tabelle 2

Zwei - Punkt Lod - Scores fiir die Cystinose - Kandidatenregion auf dem Chromosom 11

Locus Q= Q= Q= Q= Q= Q= Zmax Qmax
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
D11 S922 -00 -10,2 -1,28 -0,69 -0,37 -0,12 -0,12 0,05
D11S1338 -oo -6,65 -0,93 -0,0,39  -0,10 0,04 0,54 0,14
D11S1334  -oo -8,63 -2,10 -1,34 -0,91 -0,63 -0,43 0,07
D11 S921 -00 -2,59 -0,85 -0,22 0,13 0,26 0,93 0,13
D11 S902 -00 -1,98 -1,15 -0,87 -0,41 -0,27 0,18 0,09
D11S1310 -oo -6,30 -0,80 -0,49 -0,32 -0,18 0,04 0,11
D11 S899 -00 -0,65 0,01 0,24 0,56 0,71 1,35 0,15
D11S1359 -oo -0,68 -0,30 -0,13 -0,02 0,05 0,05 0,05
D11 S904*  -oo0 -17,7 -4,73 -3,32 -2,54 -2,01 -1,18 0,08

* Der Locus D 11 S 904 wurde zur besseren Ubersicht in die Tabelle aufgenommen.

3.2. Bestiatigung der Kandidatenregion 17p13

Wihrend der laufenden Analyse wurden wir von einer konkurrierenden Arbeits-
gruppe iiber eine mogliche Kandidatenregion auf Chromosom 17 informiert.
Darauf hin haben wir diese Region, welche von uns zu diesem Zeitpunkt noch
nicht untersucht worden war, mit allen uns zur Verfiigung stehenden Stammbzu-
men untersucht. Die Zahlenwerte der Berechnung sind in der Tabelle 3 abgebil-
det. Die Berechnungen der verschiedenen Marker dieser Region ergaben iiber
grof3e Bereiche positive Lod-Scores. Vier der durchgefiihrten Berechnungen er-
gaben fiir benachbarte Marker Werte oberhalb von 3 in kurzen Abstéinden zu den

jeweiligen Markern. Einen maximalen Wert von 4,41 ergab die Berechnung in
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Verbindung mit dem Locus D17 S1584 (zugehoriger Marker AFMa 061za9) mit

einem Abstand von 2 cM (vgl.Tabelle 3). Damit wurde diese Kandidatenregion

eindeutig bestitigt.
] t D17 S849
D17 S926
15cM
7 — D17 S1529
————— D17 S1583
10cM | %tDW S1798
D17 S1828
% D17 S829
: % ——DI781384
7 D17 81832
5cM
- D17 S1854
4 & D17 S938
—~—_———DI757%
- D17 S960
0OcM |
Abbildung 7 Genetische Karte der Kandidatenregion 17pl13. - B Punktueller Bereich als

Lagemarkierung der Loci innerhalb dieser Karte. Errechnete Knadidatenregion.

Tabelle 3

Zwei-Punkt-Lod-Scores fiir die Cystinose-Kandidatenregion auf Chromosom 17p13

Locus Q= Q= Q= Q= Z max Q max
0.00 0.01 0.05 0.10
D17 S1583 -00 2,03 2,29 2,03 2,31 0,04
D17 S1798 2,73 2,66 2,38 2,01 2,73 0,00
D17 S1828 -00 3,42 3,48 3,00 3,58 0,03
D17 S1584 -00 4,29 4,24 3,62 4,41 0,02
D17 S1810 3,63 3,50 3,01 2,42 3,63 0,00
D17 S1832 4,20 4,09 3,62 3,01 4,20 0,00
D17 S1854 -00 0,36 1,29 1,32 1,35 0,08
D17 S 938 -00 1,90 2,19 1,99 2,20 0,04
D17 S 796 4,43 4,28 3,68 -k 4,43 0,00

* Fur den nicht in dieser Tabelle aufgefiihrten Locus ergab die Berechnung kein verwertbares

Ergebnis.
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3.3. Einengung der Kritischen Region auf Chromosom
17p13 durch Rekombinationsereignisse

Nachdem anhand der Berechnungen eine Kopplung mit der Region 17p13 nach-

gewiesen war, wurde in der Folge versucht, die Region auf Grund kritisch liegen-

101 102
D17S1583 3 p)
D17 S1798 1 1
D17S1828 2 2
D17S1584 2 p)
D17S1810 1 p)
D17S1832 1 p)
D17S1854 2 p)
D17 S938 2 p)
D17 S 796 3 4
D17 S1583 2 . 2
D17 S1798 1 1 L
D17S1828 2 2 P
D17S1584 2 2 P
D17S1810 2 P P
D17S1832 2 P P
D17S1854 2 2 P
D17 S938 2 2 P
D17 S 796 4 3 P

Abbildung 8 FamilieMS 131 mit ausgewiesener Haplotypenzuordnung fiir die Region 17p13.
Chromosomenareale, bei denen keine Kopplung anzunehmen ist, sind hell hinterlegt.
Chromosomenareale, bei denen eine Kopplung wahrscheinlich ist, sind dunkel hinterlegt. Der
kindliche Chromosomenbereich, der durch die geringe Allelfrequenz des Markers AFMa 202xf5
(D17 S1798) in dieser Familie nicht sicher zugeordnet werden kann, ist wei3 hinterlegt. Die

relevante Rekombination ist durch einen schwarzen Balken gesondert hervorgehoben.
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der Rekombinationsereignisse moglichst weit einzugrenzen. Bei der Durchsicht
der verwendeten Familien konnten drei Familien mit meiotischen Rekombi-
nationen im kritischen Bereich beobachtet werden. Zur besseren Ubersicht sind
die Familien in diesem Kapitel noch einmal graphisch dargestellt (Abb. 8 - Fami-
lie MS 131; Abb. 10 - Familie MS 200; Abb. 11 - Familie MS 096 ).

Durch eine Rekombination im kritischen Bereich der Familie MS 131 (durch ei-
nen schwarzen Balken hervorgehoben,vgl. Abb. 8) wird der Locus D17 S1583
nach distal von der kritischen Region abgegrenzt. Auf Grund der mangelnden
Allelfrequenz dieser Familie, bezogen auf den Marker AFMa 202 xf5 (zugehori-
ger Locus D17 S1798), kann keine proximalere Eingrenzung mit Hilfe dieser Fa-

milie vorgenommen werden.

In einer weiteren Familie konnten gleich mehrere Rekombinationen im kritischen
Bereich beobachtet werden. Auch wenn es in dieser Familie auffallend viele
Rekombinationsereignisse gibt, so waren die Phasen der einzelnen Marker doch

so eindeutig zuzuordnen, dass die einzelnen Haplotypen eindeutig bestimmt wer-

Abbildung 9 Ergebnisse des Markers AFMb 307xg5 fir die
Familie MS 200. - Spurbelegung: 1. MS 200 Nr.101; 2. MS 200
Nr.102; 3 - 6. MS 200 Nr. 201 - 204 (aufsteigend).
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den konnten. Beispielhaft fiir die Ergebnisse dieser Familie illustriert die Abbil-
dung 9 den Rontgenfilm des Marker AFMb 307zg5 (zugehoriger Locus D17
S1583).

101 102

D17S1583 1 1
DI17S1798 2 1
D17S1828 3 1
D17S1584 2 1
DI17S1810 2 1
D17S1832 3 1
D17S1854 3 3
DI17S938 2 1
D17 S 796 2 1

‘ ﬁ 204
D17S1583 1 1 1
D17S1798 1 2 1
D17S1828 1 3 3 I
D17S1584 1 2 2
D17S1810 1 2
D17S1832 1 3
D17S1854 3 3
D17S938 1 2
D17 S 796 1 2

Abbildung 10 Familie MS 200 mit ausgewiesener Haplotypenzuordnung fiir die Region 17p13.
Chromosomenareal, bei denen keine Kopplung anzunehmen ist, sind hell hinterlegt.
Chromosomenareale, bei denen eine Kopplung wahrscheinlich ist, sind dunkel hinterlegt. Der
kindliche Chromosomenbereich, der durch die geringe Allelfrequenz des Markers AFMa 202xf5
(D17 S1798) in dieser Familie nicht sicher zugeordnet werden kann, ist weif3 hinterlegt. Die

relevanten Rekombinationen sind durch schwarze Balken gesondert hervorgehoben.

_41 -



Ergebnisse

Abbildung 10 stellt die einzelnen Haplotypen der Familienmitglieder fiir den

Stammbaum MS 200 geordnet dar. Meiotische Rekombinationen sind durch Grau-

D17 S1583
D17 S1798
D17S1828
D17 S1584
D17S1810
D17S1832
D17S1854
D17 S 938
D17 S 796

101 102
1 1
2 2
3 2
2 3
2 3
2 3
1 2
2 2
2 1

s (=

NP NN W=
— NN WWWNN =

0,29 0,12
umole/g umole/g

203

NN =D W=~

< 0,01
umole/g

— NN W W WNN=

5
®
L ®

NN =N NN WN =
— NN W W WN N
NN =N NN WN =
— NN W W WN N~

0,24 0,12 < 0,01
umole/g umole/g umole/g

Abbildung 11 Familie MS 96 mit ausgewiesener Haplotypenzuordnung fiir die Region 17p13.

Chromosomenareale bei denen keine Kopplung anzunehmen ist, sind hell hinterlegt.

Chromosomenareale, bei denen eine Kopplung wahrscheinlich ist, sind dunkel hinterlegt. Der

kindliche Chromososmenbereich, der durch die geringe Allelfrequenz des Markers AFMa 202xf5

(D17 S1798) in dieser Familie nicht sicher zugeordnet werden kann, ist weif3 hinterlegt. Die

relevante Rekombination ist durch einen schwarzen Balken gesondert hervorgehoben.
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schattierungen farblich hervorgehoben. Die fiir die Eingrenzung der kritischen
Region wichtigen Rekombinationen sind durch schwarze Balken gesondert ge-
kennzeichnet. Wie anhand der Abbildung 10 deutlich wird, schlieBen die gekenn-
zeichneten Rekombinationen das Areal zwischen den Loci D17 S1828 und D17
S1584 aus. Eine weitere Rekombination im miitterlichen Chromatid des Famili-
enmitgliedes Nr. 202 macht eine Kopplung mit dem LLocus D17 S1854 unmog-
lich. Nach der Betrachtung der Familie MS 200 bleiben von dem urspriinglich
berechneten Bereich die Teilbereiche distal des Locus D17 S1828, proximal des
Locus D17 S1584 bis zum Locus D17 S1854 und proximal des Locus D17 S1854
iibrig.

In der Familie MS 96 konnte eine weitere meiotische Rekombination im kriti-
schen Bereich bei einem nicht an Cystinose erkrankten Kind beobachtet werden.
Um mit Hilfe dieser Rekombination das kritische Areal weiter einzugrenzen,
wurde fiir die gesunden Kinder dieser Familie der Heterozygotenstatus durch bio-
chemische Cystingehaltsmessung bestimmt. Wie die eingetragenen Werte in der
Abbildung 11 verdeutlichen, war die Zuordnung der Nachkommen (homozygot
gesund - heterozygoter Triger der Anlage) eindeutig vorzunehmen. Die
Rekombination des Individuums Nr. 207 grenzt den Locus D17 S1828 nach pro-
ximal vom kritischen Areal ab. Auf Grund der mangelnden Allelvielfalt des Mark-
er AFMa 202 xf5 fiir die viterlichen Schwesterchromatiden kann fiir den zuge-

horigen Locus D17 S1798 keine Aussage getroffen werden.
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4. Diskussion

Schon lange versucht man, einzelne Gene und damit die entsprechenden Protein-
transkripte der verschiedenen Stoffivechselerkrankungen naher zu definieren. Der
rein biochemische Ansatz, d.h. die Isolierung eines defekten Proteins, ist haufig
sehr problematisch, da fiir viele Stoffiwechselerkrankungen lediglich erh6hte Kon-
zentrationen eines Zwischenproduktes nachgewiesen werden konnen, man aber
keinerlei Erkenntnisse tiber Syntheseweg, Abbau oder intrazellularen Transport
dieser Produkte hat. Auch in der Cystinoseforschung zeigte der rein biochemi-
sche Ansatz keine weiteren Erfolge. Seit ungefiahr 10 Jahren war ein Stillstand

im Erkenntniszuwachs zu verzeichnen.

Der molekulargenetische Ansatz der Positionsklonierung, frither auch als reverse
Genetik bezeichnet, bot hier die Moglichkeit, bei bekanntem Vererbungsmodus
systematisch die Lage des Gens zu bestimmen. Uber die nihere Eingrenzung des
Genortes, der Sequenzanalyse dieser Region und der anschlie3enden Entschliis-
selung des Gens ist man damit in der Lage, Proteintranskripte herzustellen und

die Erkrankung urséchlich zu verstehen.

Das Ziel dieser Arbeit war die genetische Kartierung des Cystinose - Locus als
Voraussetzung des damals noch nicht identifizierten Erkrankungsgens. Zu Be-
ginn der Untersuchung gab es keinerlei Anhaltspunkte fiir eine Einschrankung
im Gesamtgenom. Lediglich der autosomal rezessive Erbgang konnte aus
Literaturrecherchen als gesichert angenommen werden (Manz und Gretz 1985).
Die Wahrscheinlichkeit auf einem der zweiundzwanzig Autosomen das gesuchte

Gen zu vermuten, war damit annédhrend gleich grof3.

4.1. Methodische Aspekte

Zur Lokalisation des Gens standen DNA Proben von 22 Familien mit insgesamt
60 Nachkommen zur Verfligung. Es wurden nur Familien in die Untersuchung

aufgenommen, die mindestens ein Kind mit klinisch manifester Cystinose hat-

- 44 -



Diskussion

ten. Die Diagnose der Indexpatienten wurde durch die Bestimmung des
Cystingehaltes der freien PMINL bestétigt. Die Cystinmengenbestimmung wur-
de mit einem Aminosaureanalysegerit und mit Hilfe der Kationenaustausch -
sdaulenchromatographie durchgefiihrt. Die Diagnose galt als bestétigt, wenn mit
beiden Verfahren eindeutig positive, sprich erhohte Cystinwerte bestimmt wurden.
Die so durchgefiihrte Diagnosestellung sollte eine ausreichende Sicherheit ge-

wibhrleisten.

Da eine kummulative Berechnung den geforderten L.od - Score von drei weit tiber-
traf, wurden fur den ersten Arbeitsschritt des Screenings lediglich DNA - Proben
der Familien MS 76, MS 96, MS 176, MS 199 und MS 200 genutzt. Der Vorteil
dieser Vorgehensweise lag in der besseren Gerateausnutzung. Auf Grund der re-
duzierten DNA - Proben - Anzahl war es moglich, zwei Primeranséitze parallel
1m Heizblock zu bearbeiten. Diese Vorgehensweise sparte Zeit und Material.
Haufig war es nach einer gelungenen PCR sogar moglich, die Produkte auf einem
Blott auszuwerten. Die Produkte wurden mit einer Latenzzeit von 0,5 h
aufgetragen. Waren die Produkte unterschiedlich grof3, so wurden die kleineren

zuerst aufgetragen.

Aufgrund der grof3en Aussagekraft der Microsatelliten - Marker - Sammlung von
Geneton konnte mit dieser Vorgehensweise eine Kopplung des Cystinosegens
fur 60 % des Gesamtgenoms ausgeschlossen werden. Der Umfang der ausge-
schlossenen Genomanteile und das Auffinden des Genlocus sind ein Beleg fur
das riesige Potential der Microsatelliten - Marker und fuir die Korrektheit des me-

thodischen Ansatzes.

Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit anhand der Berechnung deutlich
machen, lieferten die einzelnen Untersuchungen héchst unterschiedliche Resul-
tate. Einige Kalkulationen lieferten Ausschliisse in grof3en Bereichen unterhalb
und oberhalb der untersuchten Region mit Lod - Scores kleiner -2, obwohl nur
ein kleiner Teil der zur Verfligung stehenden Familien genutzt wurde (beispiels-
weise die Marker AFM 016xf3 - zugehoriger Locus D4 S391 - Abb. 4a, AFM
240wh2 - zugehoriger Locus D13 S170 - Abb. 4b). Andere Berechnungen liefer-

ten lediglich einen eng umschriebenen Ausschluss der untersuchten Region (bei-
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spielsweise die Marker AFM 079zb7- zugehoriger Locus D6 S264, AFM185yal
- zugehoriger Locus D11 S916 - Abb. 4b). Wieder andere Ergebnisse machten
eine Kopplung des gesuchten Locus mit dem Marker im Abstand einiger cM so-
gar wahrscheinlich, wie die Bereiche zwischen den Loci D5 S407 und D5 S428
(vgl. Abb. 5) und der Bereich telomer von D11 S904 (vgl. Abb. 6). Es konnten
positive Lod - Scores ermittelt werden (Werte aufgelistet in Tabellen 1 und 2).
Letztgenannte Regionen wurden als Kandidatenregion betrachtet und engmaschi-

ger untersucht.

4.2, Kandidatenregionen auf Chromosom S und 11

Die Kandidatenregion auf dem Chromosom 5 lieferte bei der Untersuchung der
verschiedenen Marker immer wieder Berechnungsergebnisse, die eine Kopplung
des Cystinosegens in einem geringen Abstand wahrscheinlich erschienen lie3en.
Bei genauerer Betrachtung der einzelnen Chromosomenareale wurde jedoch mit
jedem neuen Ergebnis eine Kopplung mit der Region unwahrscheinlicher.
Betrachtet man beispielsweise den maximalen Wert von 2,37 . Dieser Wert wird
in einem Abstand von 5 ¢cM zum Locus D5 S647 (zugehoriger Marker AFM
292vel) erreicht. Bei ausschlieB3licher Betrachtung des Zahlenwertes ein Ergeb-
nis, welches eine Kopplung durchaus wahrscheinlich erscheinen lasst. Sieht man
diesen Zahlenwert jedoch im Zusammenhang mit dem Locus D5 S637 (zugehori-
ger Marker AFM 281yh9), der nach den aktuell giiltigen genetischen Karten nicht
einen centiMorgan vom Locus D5 S647 entfernt liegt, so erscheint eine Kopp-

lung deutlich unwahrscheinlicher als der initiale Zahlenwert vermuten lasst.

Anders verhielten sich die Ergebnisse der Kandidatenregion auf Chromosom 11.
Nach den Berechnungen konnte ein maximaler Zahlenwert von 1,34 errechnet
werden, bei der Betrachtung einzelner Schwesterchromatiden fiel auf, dass viele
der untersuchten Familien fiir die untersuchten Marker eine so geringe Allel-
frequenz aufiviesen, dass eine Kopplung nicht ausgeschlossen werden konnte, je-

doch aufgrund der geringen Allelfrequenz auch nicht nachzuweisen war.
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4.3. Charakterisierung der Kandidatenregion auf
Chromosom 17p13

Die Kandidatenregion auf dem Chromosom 17 uiberstieg in der Berechnung die
geforderten Signifikanzschwellen und bewies eine Kopplung des Cystinosegens
mit dieser Region. Gleichzeitig bestiatigen auch andere Arbeitsgruppen, die ihre
Arbeit mit dem gleichen Ziel aufnhahmen, den Locus auf Chromosom 17p13. Alle
Untersuchungsergebnisse tiberschritten den geforderten Lod - Score von 3. Da-
mit kann der Locus als gesichert angenommen werden (The Cystinosis
Collaborative Group 1995; Jean et al. 1996).

Nach der Identifikation des Genlocus besteht die weitere, wichtige Aufgabe, die
in Frage kommende genomische Region auf einen moglichst kleinen Bereich ein-
zugrenzen, in dem dann die Suche nach einem Erkrankungsgen aussichtsreich ist.
Ein wesentlicher Teil der hier vorgestellten Ergebnisse dient der genetischen Fein-

kartierung der Kandidatenregion.

Anhand der hier vorgestellen Ergebnisse war es moglich die mathematisch be-
rechnete Region, die sichvom Locus D17 S1583 bis zu Locus D17 S796 erstreckt
und damit ein 7 cM grof3es Areal umfasste, weiter einzugrenzen. Der Stamm-
baum MS 200 mit zwei betroffenen und zwei nicht betroffenen Geschwistern zeig-
te, dass sich die beiden betroffenen Geschwister in der kritischen Region genoty-
pisch unterschieden. Wie die Abbildung 10 des Ergebnisteils illustriert, konnten
die meisten Marker eindeutig einer Phase zugewiesen und damit die Haplotypen
festgelegt werden. Auf der Basis der kleinstmoglichen Anzahl der anzunehmen-
den Rekombinationsereignisse konnte die kritische Region fuir das Cystinose -
Gen anhand dieses Stammbaums auf'drei Areale eingegrenzt werden. Wie die Ab-
bildung 10 deutlich macht, war nach den vier anzunehmenden abgebildeten
Rekombinationen im Chromosom des mannlichen betroffenen Kindes Nr. 202
die Lage des Cystinose - Gens distal des Locus D17 S1828, zwischen den Loci
D17 S1584und D17 S1854 sowie proximal des Locus D17 S1854 moglich. Die
Loci der Marker AFMb 013zb1 (zugehoriger Locus D17 S1828) und AFMa
061za9 (zugehoriger Locus D17 S1584) waren aufgrund der Heterozygotie fuir
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die beiden erkrankten Nachkommen Nr. 201 und Nr. 202 ausgeschlossen. Glei-
ches gilt flir den weiter proximal gelegenen Locus D17 S1854 (zugehoriger Marker
AFMb 346c¢5). Da beide Kinder erkrankt waren, muss fiir eine Kandidatenregion
eine Homozygotie beider Kinder gefordert werden. Die Betrachtung dieses
Strammbaumes liess also eine Einschrankung des Bereichs distal des Locus D17
S1828, zwischen den Loci D17 S1584 und D17 S1854 sowie proximal des L.ocus
D17 S1584 zu.

In einem weiteren Stammbaum, dem Stammbaum MS 131 wurde durch eine
Rekombination der Locus D17 S1583 (zugehoriger Marker AFMDb 307zg5) nach
distal vom kritischen Bereich abgegrenzt (vgl. Abb. 8). Wie deutlich zu sehen ist,
sind beide Nachkommen fiir den Marker an diesem Locus homozygot. Da die
Tochter der Familie jedoch nicht erkrankt ist, muss fiir den Locus der Erkrankung
eine Heterozygotie beider Nachkommen gefordert werden. Es kam also nur der
Bereich proximal des Locus D17 S1583 in Frage. Auf Grund der mangelnden
Allelzahl fur den Marker AFMa 202xf5 (zugewiesener Locus D17 S1798) fuir die
Familie MS 131 konnte anhand der Ergebnisse dieser Familie keine weitere Aus-
sage getroffen werden, so dass eine enger gefasste telomere Grenze des Areals

anhand dieser Familie nicht moglich war.

Schon nach der Betrachtung der Rekombinationen dieser beiden Familien war
das kritische Areal zwischen den Loci D17 S1583 und D17 S1828, D17 S1584
und D17S1854 sowie proximal des Locus D17 S1854 einzugrenzen.

In einer weiteren Familie, der Familie MS 96, gab es eine meiotische Rekom-
bination im kritischen Bereich bei einem gesunden Miadchen. Da diese
Rekombination bei einem nicht an Cystinose erkranktem Kind aufgetreten war,
wurden flir diese Familie die Cystingehaltsmengen der freien PMINL bei den nicht
betroffenen Geschwistern bestimmt. Wie die Messwerte der Abbildung 11 illu-
strieren, konnte der Heterozygotenstatus der Nachkommen auf Grund dieser Un-
tersuchung eindeutig bestimmt werden. Da das Kind Nr. 207 nach den Messwerten
der Untersuchung als homozygot gesund diagnostiziert wurde, der Locus D17
S1828 (zugehoriger Marker AFMb 013zb1) und der weiter proximal gelegene
Bereich aber bei dieser Familienkonstellation mit dem Cystinosegen gekoppelt

ware, musste sich das gesuchte Gen distal des Locus D17 S1828 befinden.
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Diese Rekombination ist bei der Eingrenzung des L.ocus von erheblicher Wich-
tigkeit, da sie das kritische Areal auf eine Grof3e von 2,6 cM begrenzt. Zwei der
moglichen Areale, die nach der Betrachtung der ersten beiden Familien als

Kandidatenregionen in Frage kamen, werden durch diese Rekombination ausge-
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Abbildung 12 Rekombinante Chromosomen der kritischen Region. - Teilergebnisse der ameri-
kanischen Arbeitsgruppe (The Cystinosis Collaborative Research Group 1995) und der Franzosi-
schen Arbeitsgruppe (Jean et al 1996) sind iibernommen worden, um eine ubersichtliche Dar-
stellungsweise zu erhalten. Interessante Bereiche sind grau hinterlegt. Der Bereich, der nach
den relevanten Rekombinationen beider Arbeitsgruppen als wahrscheinliches Areal fir die Lage
des Cystinosegens angesehen werden muf3, ist doppelt grau hinterlegt.

[ | Bereich des Chromosoms, der wahrscheinlich mit dem Cystinosegen gekoppelt ist.

O Bereich des Chromosoms, der wahrscheinlich mit einem unbetroffenen Allel des

Cystionsegens gekoppelt ist.
— Nicht aussagtfahiger Bereich.
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schlossen. Fur das dritte Areal, zwischen den Loci D17 S1583 und D17 S1828
wird durch diese Rekombination die telomere Grenze noch einmal bestétigt. Die
Kandidatenregion konnte damit auf den Bereich zwischen den Loci D17 S1828
und D17 S1583 begrenzt werden. Damit ergibt sich gegentiber den Ergebnissen
der Orginalbeschreibung eine wesentliche Einengung des kritischen Areals (sie-
he Abb. 12). Unsere Untersuchungsergebnisse mit der Festlegung von D17 S 1828
als proximale Grenze bestatigten die fast gleichzeitig publizierten Ergebnisse der
franzosischen Arbeitsgruppe, die zusitzlich das Intervall auch distal einengen

konnten (Jean et al. 1996).

Betrachtet man die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse im Kontext mit den Er-
gebnissen von ,, The Cystinosis Collaborative research Group® (1995), so stellt
man fest, daf3 ahnliche Ergebnisse bei den Untersuchungen erzielt wurden. Auf
Grund ginstig liegender meiotischer Rekombinationen konnte das mogliche Areal
in der vorgestellten Arbeit enger gefasst werden.(vgl. Abb. 12 - doppelt grau hin-
terlegt). Das Areal wird distal durch den Locus D17 S1583 begrenzt (ersichtlich
aus den Rekombinationen der Stammbaume MS13 1sowie AM 02 (vgl. Abb.12)
und proximal duch den Locus D17 S1828 (ersichtlich aus der Rekombination der
Familie MS 96, vgl. Abb.11/12). Weitere mogliche Areale zwischen den Loci
D17 S1584und D17 S1854 sowie proximal des Locus D17 S1854, die nach den
initialen Betrachtungen der Familien MS 131 und MS 200 als mogliche
Kandidatenregionen in Frage kamen, erscheinen aufgrund der Rekombination des
amerikanischen Stammbaums AM 02 (vgl. Abb.12.) sowie der Rekombination

in der Familie MS 96 ausgeschlossen.

Bei weiteren Betrachtungen im Zusammenhang mit den von Jean et al. (1996)
vorgestellten Untersuchungsergebnissen (vgl. Abb. 12) wird das bisher ermittelte
2,6 cM grof3e Areal noch einmal eingeschrankt. Aufgrund einer glinstig liegenden
Rekombination gelang es der franzosischen Arbeitsgruppe um G Jean den Locus
D17 S1798 sowie den distal dieses Locus gelegenen Bereich als mogliche
Kandidatenregion auszuschlief3en. Wie die Abbildung 12 verdeutlicht, gab es in
dem Individuum Nr. 84 der in Frankreich untersuchten Familien eine meiotische
Rekombination zwischen den Loci D17 S1798 und D17 S1828. Diese

Rekombination wurde bei einem klinisch gesunden Madchen beobachtet.
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Laborchemisch konnte dieses Kind einwandftrei als ,,obligat heterozygot* fiir den
Cystinoselocus diagnostiziert werden. Da der Chromosomenbereich telomer dieses
Locus nicht mit dem erkrankten Cystinosegen gekoppelt ist, muss das erkrankte
Gen auf dem Chromosom proximal des Locus D17 S1798 lokalisiert sein. In ei-
ner weiteren Rekombination bei einem gesunden Jungen konnte G Jean noch
einmal die centromere Grenze des Bereichs distal des Locus D17 S1828 bestéti-

gen.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der franzosischen Arbeitsgruppe sowie bei
der Einschrankung durch die meiotische Rekombination des Individuums 207 der
Familie MS 96 ist zu beachten, dass die Einschrankungen auf Grund beobachteter
meiotischer Rekombinationen in klinisch gesunden Individuen gemacht wurden.
Zur Beurteilung dieser Rekombinationen musste der Heterozygotenstatus be-
stimmt werden. Bereits G Jean berichtet bei den Interpretationen seiner
Untersuchungsergebnisse tiber Unsicherheiten bei der Bestimmung des
Heterozygotenstatus und nutzte die Informationen der Heterozygotenbestimmung
nur mit einem ,,at risk error* von 1,5%. Weiter ist zu beachten, dass der geringe
genetische Abstand zwischen den flankierenden Loci nicht zwangslaufig mit ei-
nem dhnlich kurzem physikalischen Abstand einhergehen muss. Allerdings konnte
unsere Arbeitsgruppe mit der hier dargestellten Eingrenzung einen YAC - Klon
identifizieren, der die gesamte kritische Region und damit das gesuchte
Erkrankungsgen enthilt (Peters et al. 1997).

4.4. Die Arbeit im wissenschaftlichen Kontext

Nach dem Auffinden und Eingrenzen eines Locus ging es um die Isolierung eines
Gens, dessen Defekt der Erkrankung der Cystinose zugrunde liegt. Wie bereits
erwahnt, ist das geringe kritische Areal von 1 cM (Jean et al. 1996) nicht unbe-
dingt mit einem dhnlich kurzen physikalischen Abstand einhergehend.

Die systematische Vorgehensweise folgender Arbeiten bestand nun in der Eta-
blierung eines kontinuierlichen Arrays von YAC - Klonen der eingegrenzten Re-

gion (Mc Dowell 1996, Peters et al. 1996), der physikalischen Kartierung der
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Kandidatenregion, der Isolierung moglicher Gene, der Charakterisierung dieser
und der Suche nach Mutationen innerhalb dieser Gene bei an Cystinose erkrank-

ten Personen.

Die schlieB3lich gelungene Identifizierung eines Erkrankungsgens durch die briti-

sche Arbeitsgruppe um M. Town (1998) beruhte allerdings auf der Beobachtung,

dass bei der Typiesierung des Markers AFMO023 fg5 (zugehoriger Locus D17

S829) betroffene Probanden ein Null-Allel zeigten. Dieser Befund wurde als Hin-

weis auf eine Deletion gewertet, wie genaue Analysen schliesslich bestatigten und

die Identifizierung des Cystinosegens erlaubten. Zufillig befindet sich der Marker

auf einem Intron innerhalb des Cystinosegens. Bei einigen der untersuchten

Stammbaume fehlte aufgrund einer Deletion das komplette Intron mit angren-

zenden wichtigen codierenden Sequenzen. Dieser Umstand beschleunigte die Su-

che nach dem verantwortlichen Gen und bestétigte die Lage des Gens zwischen

denLoci D17 S1798 und D17 S1828. Zur heutigen Zeit sind sowohl der moleku-

lare Aufbau des Gens (Forestier et al. 1999; Anikster et al. 1999; Touchmann et al.

2000), die Struktur des Proteins und der verschiedenen moglichen Mutationen
(Anikster, Shotelersuk, Gahl 1999; Attard et al. 1999, Thone et al. 1999, Kiehntopf
et al. 2001, Kiehntopfet al. 2002)bekannt.

Das Auffinden und die Clonierung des fiir die Cystinose verantwortlichen Gens
sowie die anschlieBende Sequenzierung und Entschliisselung des dazugehorigen
Proteins (Town et al. 1998) haben nach und nach dazu geftihrt, dass sich das Wis-
sen uber die Erkrankung und ihre Pathophysiologie deutlich vergrof3ert hat. Heu-
te weil3 man, dass es sich bei dem fehlerhaften Proteintranskript ,,Cytinosin“ um
ein Membranprotein handelt, das aus 367 Aminosduren besteht, sieben
transmembranire Doméinen aufweist und ein stark glykolysiertes lysosomales Ende
besitzt. Das Membranprotein ermoglicht einen Co - Transport zwischen L - Cystin
und Protonen (Kalatzis et al. 2001). Veranderungen des Membranpotentials so-
wie des pH's haben eine Auswirkung auf die Aktivitat des Molekiils (Smith et al.
2003). Die intrazellulare Lokalisation dieses Proteins innerhalb der lysosomalen
Membran ist bewiesen. Dartiber hinaus konnte ein neues Proteinzielmotiv fiir den
intrazellularen Transport zu den Lysosomen identifiziert werden (Cherqui et al.

2001). Auch konnten nach der Entdeckung und Charakterisierung des Gens im-
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mer mehr Mutationen beschrieben und charakterisiert werden (Kleta et al. 2001,

Kiehntopfet al. 2001, Rupar et al. 2001, Kiehntopf'et al. 2002, Kalatzis et al. 2002).

Die hier vorgestellte Arbeit mit dem Ziel der Kartierung eines Locus fiir das
Cystinose - Gen war somit ein wesentlicher Schritt zur Identifizierung des ge-
suchten Gens. Mit den hier untersuchten Stammb&umen konnte die Region, auf
der sich das gesuchte Gen befindet, deutlich eingeschrankt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit gelang es, das kritische Areal von 4 cM (Eingrenzung durch die ame-
rikanische Arbeitsgruppe) auf 2,6 cM einzugrenzen. Damit konnte auf dem Weg
der Identifizierung des Erkrankungsgens ein wesentlicher Beitrag geleistet wer-

den.

Aufgrund der Erkenntnisse tiber das verantwortliche Gen ist es heute moglich,
die Diagnose der Erkankung unabhingig von der intrazellularen Cystinkonzen-
tration zu stellen. In einer Familie mit einem betroffenen Kind, welche nicht in
die Berechnung einbezogen wurde, kam es zu einer Schwangerschaft. Im Rah-
men der pranatalen Diagnostik wurde unserer Arbeitsgruppe Zellmaterial aus ei-
ner Chorionzottenbiopsie zur Verfigung gestellt. Die Diagnostik wurde mit den
zur Verfligung stehenden biochemischen Methoden (direkte Cystinbestimmung
in Chorionzotten (Smith et al. 1987), Cystinbestimmung in angeziichteten
Chorionzottenzellen (Patrick et al. 1987) und Bestimmung der Aufhahme von mar-
kiertem Cystin in angeztichteten Chorionzottenzellen durch Hochspannungs-
elektrophorese) sowie erstmals mit der indirekten Genanalyse basierend auf der
Kopplung des Cystinosegens an Mikrosatelliten - Marker durchgefiihrt (Daten
nicht veroffentlicht). Der Fetus wurde mit allen Untersuchungsmethoden als be-
troffen diagnostiziert, die Schwangerschaft wurde nach genetischer Beratung ab-

gebrochen. Die Validitat einer genetischen Diagnostik ist damit etabliert.

Die molekulargenetische Diagnostik kann heute allgemein eingesetzt werden. Sie
bringt in der pranatalen Diagnostik sicherlich viele Vorteile. Biochemische
Untersuchungsmethoden wie die Untersuchung der kindlichen Zellen mit einem
Aminosaureanalysegerit, der Puls - Labeling - Methode (Schulmann et al. 1970)
oder der proteingebundenen Untersuchungsmethode (Oshima et al. 1974), die sich
der Aminosauregehaltsbestimmung kindlicher Zellen widmen, benotigen grof3e-

re Mengen Untersuchungsmaterial. Dartiber hinaus konnen Faktoren wie die
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Cystinkonzentration oder die Zusammensetzung des Nahrmediums Veranderun-
gen des Ergebnisses herbeifithren (Thoene, Lemons 1980). Eine neue
Untersuchungsmethode auf Grund einer molekularen Diagnostik wie sie von
Forestier (1999) Anikster (1999) oder Bendavid (2004) beschrieben wird, diirfte
diese Nachteile der bekannten diagnostischen Verfahren ausrdumen. Es wird
weniger Material benotigt, ein Ergebnis kann in kiirzerer Zeit geliefert werden
und bei bekannter familidrer Deletionsmutation kann die Validitdat des

Untersuchungsergebnisses gesteigert werden.

Ob die postnatale Diagnosestellung durch die neuen Erkenntnisse beeinflusst wird
muss abgewartet werden. Auch wenn die Deletion eines 57kb grof3en Areals als
haufigste Mutation betrachtet wird (Mason et al. 2003, Kiehntopfet al. 2002,
Anikster et al. 1999), so zeigt die Erkrankung doch eine so starke allelische Hete-
rogenitit, dass ein genetische Diagnosestellung bei unbekannten Mutationen
schwierig erscheint. Auch wenn sich inzwischen die Hinweise mehren, dass der
Funktionsverlust des lysosomalen Membrancarrieers urséachlich fiir das
Erkrankungsbild zu sein scheint (Kalatzis et al. 2004), so ist doch bis zum jetzi-
gen Zeitpunkt unklar,wie z.B. milde Mutationen in dieses Bild passen (Anikster
et al. 2000). Die genetische Heterogenitit und die mangelnde Korrelation zwi-
schen dem Genotyp und dem Phéanotyp werden der molekuargenetischen Dia-
gnostik dieser Erkrankung bei unbekannten Mutationen noch grof3e Schwierig-

keiten bereiten.

Ob es sich lohnt, ein Screenigverfahren fur diese Erbkrankheit einzufiihren, ist
bei der geringen Inzidenz von 1 bis 2 auf 100 000 sicherlich fraglich. Erbkrank-
heiten, die aktuell in Deutschland einem Screenig unterliegen, sind die Phenyl-
ketonurie mit einer Inzidenz von 1 : 8000 und die Hypothyreose mit einer Inzidenz
von 1 : 4000. Hinzu kommt, daf3 die Materialgewinnung weiterhin invasiv bleibt,
damit ein gewisses Risiko nicht ausgeschlossen werden kann und die frithzeitige

Diagnosestellung zum jetzigen Zeitpunkt keine therapeutische Konsequenz hat.

Mit der Entdeckung und Charakterisierung des Proteins ,,Cytinosin‘ lassen sich
viele Fragen beantworten. Es bleiben jedoch immer noch einige Fragen unge-

klart. Nicht alle klinischen Zeichen der Erkrankung konnen bisher pathophysio-
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logisch begriindet werden. Es ist noch nicht klar, wie die intralysosomale
Cystinanreicherung die Zellen schadigt, ob die auftretende Tubulopathie direkt
mit der Cystinanreicherung zu erklédren ist oder ob steigende Cystinkonzen-
trationen die Zellapoptose (Park, Helip - Wooley, Thoene 2002) beeinflussen. Auch
ist noch nicht geklart, welche Rolle in diesem Zusammenhang andere Gene spie-
len, die bei einer Mutation an diesem Loscus mitbetroffen sind (Phornphutkul et
al. 2001) beziehungsweise wie der Genotyp mit der Schwere des Phanotyps kor-
reliert werden kann (Anikster et al. 2000).

Die bisherigen Erkenntnisse tiber die Pathophysiologie der Erkrankung sind da-
mit der Grundlagenforschung zuzuorden. Warscheinlich ist, dass mit dem bisher
erreichten Kenntnisstand und den heute vorliegenden Techniken auch weitere Fra-
gen in absehbarer Zeit beantwortet werden konnen. Vielleicht werden aufgrund
neuer gentechnischer Methoden schon bald neue Moglichkeiten einer Therapie
zur Verfugung stehen (Eto, Ohasi 2000).
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an 22 Stamm-
baumen zur Kartierung des Cystinose-Gens durchgefithrt. Bei einer
kummulativen Betrachtung standen damit 32 klinisch gesunde und 28 an
Cystinose erkrankte Nachkommen zur Verfiigung. Zur Lokalisation des Gens
wurde nach dem Prinzip der Positionsklonierung gearbeitet. Als geneti-
sche Marker dienten Mikrosatelliten-Sequenzen, deren Lage zueinander
bekannt waren. Mit Hilfe der Marker wurde die Segregation der Chromo-
somen verfolgt. Mittels mathematischer Prgramme wurde anschlie3end die
Wahrscheinlichkeit berechnet, mit der das gesuchte Gen mit einem der
Marker gekoppelt ist, bzw. mit der das gesuchte Gen auf diesem
Chromosomenabschnitt liegt. Folgende Ergebnisse wurden im Einzelnen

erzielt:

1. Eine Kopplung des gesuchten Gens konnte fiir 60% des Genoms mathe-
matisch ausgeschlossen werden. Die errechneten , LLod-Scores®™ ergaben
Zahlenwerte unter -2. Ein signifikanter Ausschluss kann damit fir diese

Areale sicher angenommen werden.

2. Es konnten Kandidatenregionen auf den Chromosomen 5, 11 und 17 iden-
tifiziert werden. Bei der genaueren Untersuchung der Kandidatenregionen
auf den Chromosomen 5 und 11 erschien eine Kopplung immer unwahrscheinli-

cher.

3. Eine Kopplung des Gens mit der Kandidatenregion 17p13 konnte mathe-
matisch bewiesen werden. Die Berechnungen ergaben einen maximalen
Wert von 4,41 fur die Kopplung mit dem Locus D17 S1584 (zugehoriger
Mikrosatelliten-Marker AFMa 061za9). Das errechnete Areal hatte eine
GrofB3e von 7 cM, es wurde telomer vom Locus D17 S1583 und centromer

vom Locus D17 S796 begrenzt.

3. Durch gilinstig liegende Rekombinationsereignisse der Familien MS 200,
MS 131 und MS 96 konnte die mathematisch errechnete Region aufein 2,6

cM umfassendes Areal eingegrenzt werden. Das eingegrenzte Areal wurde
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telomer vom Locus D17 S1583 und centromer vom Locus D17 S1828 begrenzt.

4. Auf Grund der Cystingehaltsbestimmung der PMINL der Familie MS 96 konnten
die klinisch unauffilligen Nachkommen in heterozygote Trager und homozygot

gesunde Individuen eingeteilt werden.
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7. Anhang

Ich danke der Kolaboration um J.F. Weissenbach fiir die zur Verfiigung-
stellung weiterer unveroffentlichter Marker der Region 17p13. Die Sequen-

zen der zueinander passenden Oligonukleotidprimer lauten wie folgt:

D17 S1798
(Database ID: AFMa202 xt5, ebenfalls bekannt unter w5655 und a202xf5)

Oligonukleotidprimer: Links: CAGTGAAATGCAATGTGATG
Rechts: ATGCCCAGCCTGTGTTAG
Produktlange: 258

D17 S1828
(Database ID: AFMb013zb1, ebenfalls bekannt unter b013zb1 und w3182)

Oligonukleotidprimer: Links: TGCACTCACAGATTTGCC
Rechts: TTAAGCCAGTTCGGATTTG
Produktlange: 215

D17 S1810
(Database ID:AFMa282yd9, ebenfalls bekannt unter w5901 und a282yd9)

Oligonukleotidprimer: Links: TGTCCACTGTAACCCCTG
Rechts: CCTAGTGAGGGCATGAAAC
Produktlange: 114



Anhang

D17 S1832
(Database ID: AFMbo22wf9, ebenfalls bekannt unter w6209 und b022wf9)

Oligonukleotidprimer: Links: ACGCCTTGACATAGTTGC
Rechts: TGTGTGACTGTTCAGCCTC
Produktlange: 185

D17 S1854
(DatabaselD: AFMb346yc5, ebenfalls bekannt unter w3275 und b346yc5)

Oligonukleotidprimer: Links: TTTGGGAGGTCACAGACATTC
Rechts: CCTTGCTCTTAGGATTTGAGGA
Produktlange: 92

D17 S938
(Database ID:ARM263wh5, ebenfalls bekannt unter z23864 und 263wh5)

Oligonukleotidprimer: Links: CCGGATTGCTACACCTAAAT
Rechts: AACAGTCTCTNCTGGAGCAG
Produktlange: 173

D17 S796
(Database ID: AFM177xh6, ebenfalls bekannt unter 216778 und 177xh6)

Oligonukleotidprimer: Links: CAATGGAACCAAATGTGGTC

Rechts: AGTCCGATAATGCCAGGATG
Produktlange: 169
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