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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Definition und Erstbeschreibung des Bardet-Biedl Syndroms
(BBS)

Das BBS ist eine multisystemische, autosomal-rezessiv vererbte Krankheit, die durch
die Kardinalsymptome Retinitis pigmentosa, postaxiale Polydaktylie, syndrombedingte
Adipositas, Hypogonadismus bei Mannern, komplexe urogenitale Fehlbildungen bei
Frauen und Nierenfehlbildungen charakterisiert wird. Zusétzlich kommt es zu einem
vermehrten Auftreten von mentaler Retardierung, Bluthochdruck, Taubheit,
angeborenen Herzfehlern und Diabetes mellitus.

Erstmalig wurde das Syndrom im Jahre 1920 von dem franzdsischen
Allgemeinmediziner Georges Bardet beschrieben (Bardet 1920). Unabhéngig davon
berichtete bereits zwei Jahre spater der Osterreicher Arthur Biedl, Pathologe und
Endokrinologe in Prag, Uber ein nahezu identisches Syndrom (Biedl 1922). Die
Ubereinstimmung der beiden Krankheitsbilder war eindeutig, so dass man zu dem
Schluss kam, es musse sich um das gleiche Syndrom handeln. Die Erkrankung wird
seitdem als Bardet-Biedl Syndrom (BBS; OMIM 209900) bezeichnet.

Tabelle 1-1: Klinische Merkmale des BBS unterteilt in Haupt- und Nebenkriterien (Beales et al.
1999), in Klammern die prozentuale Haufigkeit des Vorkommens der Symptome

Hauptkriterien Nebenkriterien

Retinitis pigmentosa (93 %) | Sprachverzdgerung (54 %)
Entwicklungsverzdgerung (50 %)
Koordinationsstérungen (40 %)

Polydaktylie (90 %) | Brachydaktylie (46 %)
Schielen / Linsentriibung / Astigmatismus

Adipositas (7290 %) | Zahnstellungsanomalien (27 %)
Hyper- / Hypodontismus

Hypogonadismus bei Méannern und (90 %) | Taubheit (21 %)

komplexe urogenitale Fehlbildungen Syndaktylie (9 %)

Nierenfehlbildungen (90 %) | Diabetes mellitus (6 %)

Diabetes insipidus

Mentale Retardierung (60 %) | Herzfehler (7 %)
Leberfunktionsstérungen
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Die Diagnose des BBS wird klinisch anhand der in Tabelle 1-1 genannten Haupt- und
Nebenkriterien gestellt. Ein laborchemischer Parameter, der zur Diagnose fiihrt, ist nicht
bekannt. Zur weiteren Differenzierung und Abgrenzung des Krankheitsbildes wurden in
den letzten Jahren zusétzliche Nebenkriterien vorgeschlagen (Tabelle 1-1). Die
Diagnose eines BBS gilt als wahrscheinlich, wenn drei oder mehr Hauptkriterien und
mindestens zwei Nebenkriterien in Erscheinung treten (Beales et al. 1999). Die
Lebenserwartung der Patienten ist durch einige der auftretenden Symptome vermindert.
Insbesondere Nephropathien und hypertensionsbedingte kardiovaskuldre Erkrankungen
erhohen die Komorbiditat und Mortalitat (Moore et al. 2005).

Bislang konnten 16 BBS-Gene (BBS1-BBS16) identifiziert werden (OMIM 209900).
Soweit bekannt, flhren Mutationen in BBS-Genen zu Proteindefekten, die eine
Dysfunktion primérer Zilien im gesamten Organismus provozieren konnen. Daher

manifestiert sich das BBS als eine multisystemische Erkrankung.

1.2 Differentialdiagnosen des Bardet-Biedl Syndroms

Die Variabilitat des klinischen Erscheinungsbildes des BBS gibt Anlass zur Erlauterung
verwandter Krankheitsbilder. VVor der Erkenntnis, dass es sich beim BBS um eine
Ziliopathie handelt, waren das McKusick-Kaufman Syndrom (MKKS) und das
Laurence-Moon Syndrom (LMS) die klassischen Differentialdiagnosen (Tabelle 1-2).

Tabelle 1-2: Klinische Differentialdiagnosen des Bardet-Biedl Syndroms

Cardnarptone  SUELEL MO e
Retinitis pigmentosa + +
postaxiale Polydaktylie + +
Adipositas +
Hypogonadismus + +
Nierenfehlbildungen + )
mentale Retardierung + ) +
Hydrometrokolpos + + +
vaginale Atresie ) +
kongenitale Herzfehler ) +
spastische Paraplegie - - +
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McKusick-Kaufman Syndrom (MKKYS)

Das MKKS (OMIM 236700) ist durch den Symptomenkomplex postaxiale
Polydaktylie, vaginale Atresie mit Hydrometrokolpos und kongenitalen Herzfehlern
gekennzeichnet (Stone et al. 2000). Es handelt sich um ein autosomal-rezessiv vererbtes
Syndrom. Da sowohl die postaxiale Polydaktylie als auch der Hydrometrokolpos bei
MKKS- und BBS-Patienten auftreten, wurde ein Zusammenhang bei der Entstehung

beider Syndrome vermutet (David et al. 1999).

Laurence-Moon Syndrom (LMS)

Das LMS (OMIM 245800), erstmals beschrieben von dem englischen Diabetologen J.
Z. Laurence und seinem Assistenten, dem Ophthalmologen R. Moon (Laurence und
Moon 1866), stellt sich klinisch &hnlich dem BBS mit Retinitis pigmentosa, mentaler
Retardierung und Hypogonadismus dar. Die Vererbung erfolgt autosomal-rezessiv
(Farag und Teebi 1988). Aufgrund der Ahnlichkeit der phanotypischen Merkmale geht
man davon aus, dass sich dieses Krankheitsbild in den Symptomenkomplex des BBS

subsummieren lasst (Moore et al. 2005).

1.3 Epidemiologie des Bardet-Biedl Syndroms

Das Auftreten des BBS variiert stark in unterschiedlichen Bevolkerungsgruppen
(Tabelle 1-3). Bei Beduinenvolkern Kuwaits und in einer isolierten
Neufundlandpopulation konnte eine besonders hohe Pravalenz bei Geburt beobachtet
werden (Farag und Teebi 1989; Green et al. 1989; Teebi 1994). Innerhalb der
kaukasischen Population, in der das BBS relativ selten auftritt, wird die hochste
Prévalenz bei Geburt fiir Ddnemark beschrieben (Bruhl et al. 2001; Katsanis 2004).

Eine Pravalenz fir Deutschland ist nicht bekannt.

Tabelle 1-3: Pravalenz des BBS in unterschiedlichen Bevélkerungsgruppen

Population Pravalenz Literatur
Nordamerika und Europa 1:140.000-160.000 Katsanis 2004
Dénemark 1:59.000 Bruhl et al. 2001
Neufundland 1:17.500 Green et al. 1989
Kuwait 1:17.000 Farag und Teebi 1989
Beduinenvolker 1:13.500 Teebi 1994
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1.4 Das Bardet-Biedl Syndrom: Eine Ziliopathie

Ultrastruktur der Zilien

Im Jahr 2003 stellten Ansley und Mitarbeiter die Hypothese auf, dass das BBS durch
eine Dysfunktion von Zilien verursacht wird (Ansley et al. 2003). Zilien und Flagellen
sind entwicklungsgeschichtlich konservierte zelluldre Strukturen, die vor mehr als 100
Jahren entdeckt wurden. Sie befinden sich auf Zelloberflichen und konnen
unterschiedliche biologische Funktionen (bernehmen (Zimmermann 1898). Im
Einzelnen sind das Zellbewegung, Flussigkeitstransport, Chemo-, Mechano- und
Fotosensation und sexuelle Reproduktion. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass Zilien auch
sensorische Funktion bernehmen. Wie eine Antenne erkennen sie extrazellulére
Signalmolekdile und leiten entsprechende Informationen in das Zellinnere weiter (Baker
und Beales 2009).

IDA
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Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der motilen 9+2 Zilien (a), priméren 9+0 Zilien (b) und
des intraflagellaren Proteintransports (IFT) (c) (Badano et al. 2006). OM = outer
microtubules, die neun &uReren Paare der Mikrotubuli. CM = central microtubules, das
zentrale Paar der Mikrotubuli. ODA und IDA = duRere und innere Dyneinarme: Diese
verlaufen von einem OM zum né&chsten und kdnnen sich energieabhéngig bewegen. (c)
Entlang der OM erfolgt der IFT. Fur den anterograden (in Richtung der Spitze des
Ziliums) Proteintransport wird die Energie tber Kinesin gewonnen, fir den retrograden
(in Richtung der Basis des Ziliums) Transport iber zytoplasmatisches Dynein.
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Zilien werden, in Abhéngigkeit von ihrer molekularen Grundstruktur, in zwei Typen
unterteilt (Abbildung 1-1). Zum einen gibt es primdre oder immotile Zilien, die aus
neun paarigen, im Kreis angeordneten Mikrotubuli (9+0) aufgebaut sind, und zum
anderen motile Zilien, die ein zusétzliches Paar von zentralen Mikrotubuli beinhalten
(9+2) (Bandano et al. 2006).

Mikrotubuli haben neben einer Stutzfunktion insbesondere auch die Aufgabe, als
Leitschiene flr den intraflagelléaren Proteintransport (IFT) zu dienen. Da in den Zilien
keine eigene Proteinsynthese erfolgt, ist der IFT eine Voraussetzung fiir den Aufbau
und die Funktion der Zilien. Die Synthese der strukturellen und funktionellen
Bestandteile der Zilien findet im Zytoplasma statt (Badano et al. 2006). Im Rahmen des
IFT werden Proteinpartikel anterograd, vom Zytosol zur Zilienspitze, entlang der
Mikrotubuli unter Verwendung der durch Kinesin zur Verfugung gestellten Energie
transportiert. Der retrograde Transport erfolgt aktiv Gber durch Dynein gewonnene
Energie (Badano et al. 2006).

Typischerweise haben Primaérzilien zwei Zentriolen, die Mutter- und Tochterzentriole
genannt werden. Die Mutterzentriole wird auch Basalkdrperchen genannt. Dieses dient
einerseits der Verankerung der Zilie, andererseits als Ausgangspunkt und Sortierstelle
flir den Proteintransport in die Zilie. Die Tochterzentriole ist fur die Zellteilung von

Bedeutung.

Polyphénie des Bardet-Biedl Syndroms

BBS-Proteine sind sowohl im Bereich der Zentrosome als auch in der Né&he der
Basalkorper zilientragender Zellen lokalisiert (Beales 2005). Das Zentrosom tbernimmt
Aufgaben bei der Steuerung der Zellteilung, der neuronalen Migration und des
vesikularen Transports (Badano et al. 2006). Die Polyphénie des BBS ist Ausdruck der
Vielzahl der Stérungen, die durch BBS-Mutationen verursacht werden kénnen.

Fir jedes der BBS-Hauptkriterien existieren pathologische Modelle, die den
wahrscheinlichen Mechanismus des Ziliendefektes beschreiben. Tabelle 1-4 gibt einen
Uberblick tber die klinisch-pathologische Bedeutung der Defekte des Zilienapparates.
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Tabelle 1-4: Klinisch-pathologische Bedeutung der Defekte des Zilienapparates

Klinisches
BBS-Hauptkriterium

Zilienfunktion, deren Defekt ein klinisches Bild unterstiitzt

Retinale Dystrophie

Postaxiale Polydaktylie

Adipositas

Mentale Retardierung

Mannlicher
Hypogonadismus

Renale Anomalie

Als Verbindung des duBeren Segmentes mit dem inneren Segment der
sensorischen, retinalen Neurone dient eine immotiles Zilium. Hier findet ein
IFT von Proteinen statt, die fir die Formation und Funktion der
Fotorezeptorzelle unerlésslich ist. Bei BBS2- und BBS4-Knockout Méausen
wurde eine verfriihte Apoptose der Rezeptorzellen zwischen der 7.-10.
Woche festgestellt (Blacque und Leroux 2006).

Sowohl in den ektodermalen als auch in den mesenchymalen Zellen der
embryonalen Extremitatenknospe wurden sensorische Zilien nachgewiesen.
Eine exakte Differenzierung dieser Zilienzellen ist notwendig, um im Verlauf
der Entwicklung eine korrekte anatomische Anordnung der einzelnen Glieder
zu erzielen. Angenommen wird, dass die morphogenetische Weiterleitung
von Signalen, die flir die Differenzierung der Zellen notwendig ist, aufgrund
einer Dysfunktion der Zilien nicht fehlerfrei geschieht (Blacque und Leroux
2006; Bialas et al. 2009).

BBS-Knockout Mause nehmen 10-20 % mehr Nahrung zu sich als gesunde
Tiere (Blacque und Leroux 2006). Zudem wird im Vergleich zu einer
gesunden Maus bei BBS-Knockout Mausen eine vermehrte stammbetonte
Ablagerung von Fettzellen registriert (Mykytyn et al. 2004). Zilien leisten
einen wichtigen Beitrag bei der Rezeptor- und Signalsteuerung in der
multifaktoriellen Genese der Adipositas (Kim et al. 2008).

Fir die Liquorzirkulation im Gehirn sind motile Zilien notwendig. Ferner ist
ein ungestorter Partikeltransport entlang den Mikrotubuli der langen Axone
des zentralen Nervensystems zur Aufrechthaltung der Homoostase des
Neurons wichtig (Leitch et al. 2008).

Die Funktion der Spermienmotilitat ist in einem hohen MaRe von motilen
Zilien abhéngig. Das vermehrte Auftreten fehlformierter Zilien kann zur
Ausbildung eines Hypogonadismus beitragen (Mykytyn et al. 2004).

Die Genprodukte der an der autosomal-rezessiven polyzystischen
Nierenerkrankungen (ARPKD) beteiligten Gene wurden wie die BBS-
Proteine in den Basalkorpern von Zilien nachgewiesen. Mdglicherweise sind
die BBS-Proteine an dem Transport oder der korrekten Lokalisierung der
ARPKD-Proteine beteiligt. Daher fuhren fehlende oder defekte BBS-Proteine
zu renalen Anomalien (Tobin und Beales 2007).




Einleitung

Differentialdiagnosen des BBS als Ziliopathie

Mit zunehmendem Wissen (ber die Funktion primérer Zilien und den Symptomen, die
entstehen, wenn die Funktion der Zilien gestort ist, kommen weitere Erkrankungen als
Differentialdiagnose fir das BBS in Betracht (Tabelle 1-5).

Tabelle 1-5:  Uberschneidung der Kardinalsymptome des BBS mit Kardinalsymptomen von vier
Erkrankungen mit zilidrer Dysfunktion (Badano et al. 2006). ® = VVorhandensein eines

Merkmals.
BBS | Orofaciodigital Senior- Meckel- Joubert-
Syndrom Type | | Loken Gruber Syndrom
(OFD1)** Syndrom Syndrom (OMIM
(OMIM 311200) | (OMIM (OMIM 21330)
266900) 249000)
Retinitis pigmentosa i - ® o o
Zystische Nierenerkrankung i b b o o
Polydaktylie i b - o o
Situs inversus i - b o o
Mentale Retardierung / ° ° - ° °
Entwicklungsverzégerung
Hypoplasie des Corpus ° ° - ° °
callosum
Dandy-Walker ° N ° ° °
Malformation***
Posteriore Enzephalozele o’ - - . .
Lebererkrankungen ¢ o* ® i o

*pei Mausen nachgewiesen. **Orofaciodigital Syndrom Typ I. ***Dandy-Walker-Malformation =
Fehlen des Kleinhirnwurms und eine zystische Erweiterung der vierten Hirnkammer.

BBS-Patienten werden zu 90 % mit einer postaxialen Polydaktylie, Hypogonadismus
bei Ménnern und komplexen urogenitalen Fehlbildungen geboren (Beales et al. 1999).
Die Polydaktylie wird bei Geburt auch bei OFD1, dem Meckel-Gruber Syndrom und
dem Joubert-Syndrom beobachtet. Von Hypogonadismus und Infertilitat sind vor allem
die ménnlichen BBS-Patienten betroffen. Klinisch zeigt sich eine Hypoplasie des
Corpus callosum und ein reduziertes Hodenvolumen (Bell 1958; Klein und Ammann
1969). Ein verkirzter Penisschaft tritt auch bei Patienten mit OFD1, dem Meckel-
Gruber Syndrom und dem Joubert-Syndrom auf. Bei weiblichen BBS-Patienten zeigen
sich komplexe urogenitale Fehlbildungen, wie hypoplastische Eileiter, Uterus und
Ovarien, eine Vaginalatresie, ein Uterus duplex oder ein persistierender Sinus
urogenitalis (Klein und Amman 1969; Nadjmi et al. 1969; Campo und Aaberg 1982;
Srinivas et al. 1983; Cramer et al. 1988; Green et al. 1989; Stoler et al. 1995; Mehrotra
et al. 1997; Uguralp et al. 2003).
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Wahrend Neugeborene und Séuglinge mit BBS meist normalgewichtig sind, kommt es
ab dem zweiten bis dritten Lebensjahr zu einer Gberproportionalen Gewichtszunahme
und Adipositas. Bei BBS-Patienten zeigt sich haufig eine stammbetonte Adipositas.
Zudem tritt ab dem achten Lebensjahr eine Nachblindheit auf, die bis zu dem 15. bis 20.
Lebensjahr zu einer vollstandigen Blindheit fortschreitet (Baker und Beales 2009). Die
Erstdiagnose einer Retinitis pigmentosa wird bei BBS-Patienten durchschnittlich mit
neun Jahren gestellt (Baker und Beales 2009). Wobei die fiir die Retinitis pigmentosa
typischen Funduspigmentierungen, die Gesichtsfeldeinengung, die Nachtblindheit und
das erloschene Elektroretinogramm bereits bei Patienten ab dem 14. Lebensmonat
diagnostiziert werden kénnen (Runge et al. 1986). Retinitis pigmentosa zeigt sich auch
bei Patienten mit einem Senior-Loken Syndrom, Meckel-Gruber Syndrom und Joubert-
Syndrom.

Nierenerkrankungen sind bei BBS-Patienten besonders relevant, da sie die haufigste
Todesursache darstellen. Bereits in der Kindheit zeigen sich bei 90 % der BBS-
Patienten Nierenfehlbildungen (Beales et al. 1999). Bei einem Drittel der BBS-
Patienten kommt es zu einer chronischen Niereninsuffizienz mit Dialysepflichtigkeit
(Baker und Beales 2009). Ein Viertel der BBS-Patienten sterben vor dem 43.
Lebensjahr an den Folgen der Nephropathien (Bruhl et al. 2001). Zystische

Nierenerkrankungen werden bei allen in Tabelle 1-5 genannten Syndromen beobachtet.

Pathogenese des Bardet-Biedl Syndroms

Ansley und Mitarbeiter (2003) haben wesentliche Aspekte der Pathogenese des BBS
beschrieben. Sie konnten das BBS8-Protein spezifisch in den Zentrosomen und in den
Basalkorpern von Zilien nachweisen (Ansley et al. 2003). Hier interagiert es mit einem
Protein der perizentriolaren Region, dem PCM1-Protein (pericentriolar material 1).
PCML ist an der Ziliogenese beteiligt. Daher kann dem BBS8-Protein ebenfalls eine
Bedeutung bei der Ziliogenese zugeschrieben werden (Blacque et al. 2004). Gleiches
wurde fiir das BBS14-Protein gefunden (Kim et al. 2008). Als weiterer Hinweis flr eine
Beteiligung des BBS8-Proteins an der Ziliogenese dient der immunhistochemische,
ubiquitdare Nachweis des Proteins in unterschiedlichen Ziliengeweben, wie
beispielsweise in der Retina und in der Bronchialschleimhaut. Letztlich wurden die
Proteine weiterer homologer BBS-Gene (BBS1, BBS2 und BBS7) in Caenorhabditis
elegans ausschliel3lich in zilientragenden Zellen nachgewiesen (Blacque et al. 2004).

8
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Zusammengefasst lassen diese Erkenntnisse eine Abhangigkeit der Zilienfunktion von
BBS-Proteinen vermuten.

Zusétzlich konnte nachgewiesen werden, dass die Genprodukte, die in Zusammenhang
mit der Entstehung anderen pleiotropen Erkrankungen stehen, wie zum Beispiel bei
OFD1, Senior-Loken Syndrom, Meckel-Gruber Syndrom (MKS), und Joubert-
Syndrom, ebenfalls in der Zilie lokalisiert sind (Badano et al. 2006). Die
Uberschneidungen bei den Kardinalsymptomen und die identische zellulare
Lokalisation der Genprodukte der genannten Syndrome lassen einen zumindest
teilweise gemeinsamen Pathomechanismus vermuten (Tabelle 1-5). Daher sind diese

Erkrankungen als zusétzliche Differentialdiagnosen fur das BBS anzusehen.

BBS2 und BBS4 in der Pathogenese des Bardet-Biedl Syndroms

Der erste Genort, der dem BBS zugeordnet wurde, war BBS2 (ein 17-Exon-Gen).
Nishimura und Mitarbeiter (2004) zeigten, dass bei BBS2-Knockout Mausen das
Rhodopsin, eines der Sehpigmente in der Retina, nahezu vollstandig im Zellkérper der
Fotorezeptoren akkumuliert und die Zellen schadigt. Nur zu einem geringen Teil wird
es an den seiner Funktion entsprechenden Bestimmungsort, in die Peripherie,
transportiert. Daraus schlussfolgerten die Autoren, dass das BBS2-Protein den
Transport von Rhodopsin in die Zellperipherie beglnstigt (Nishimura et al. 2004).
Zusatzlich wurde bei BBS2-Knockout Mé&usen eine verfrihte Apoptose der retinalen
Rezeptorzellen nachgewiesen (Nishimura et al. 2005). Dieser Pathomechanismus flhrt
bei Menschen vermutlich zu dem Leitsymptom der Retinitis pigmentosa.

BBS4 (16 Exone) ist ebenfalls in die Pathogenese des BBS involviert. Das BBS4-
Protein ist im Basalkérper des Ziliums lokalisiert (Tobin und Beales 2007). Es zeigt
eine weitreichende Sequenzhomologie mit der O-N-Acetylglucosamin-Transferase
(OGT). Dieses Enzym soll mitverantwortlich fiir Insulinresistenzen sein und eine Rolle
bei der Ausprédgung des Diabetes mellitus Typ | spielen (Mykytyn et al. 2001). Eine
Studie an BBS4-Knockout Mausen zeigt, dass eine fehlerhafte Zilienanordnung in
verschiedenen Zellen des Hodens bei mé&nnlichen Méausen zu Hypogonadismus fiihrt
(Mykytyn et al. 2004). Neben der fehlerhaften Zilienanordnung kommt es durch ein
fehlendes oder defektes BBS4-Protein bei Ma&usen auch zu einem beschleunigten

Verlust der Fotorezeptorzellen (Nishimura et al. 2005). Dies l&sst vermuten, dass auch
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dem BBS4-Protein eine Rolle in der Pathogenese der Retinitis pigmentosa und des
Hypogonadismus bei Menschen zukommt.

Kim und Mitarbeiter (2004) untersuchten ebenfalls die Beteiligung des BBS4-Proteins
an der Pathogenese des BBS. Wie bei dem BBS8-Protein stellten sie eine Interaktion
des BBS4-Proteins mit dem perizentriolar gelegenen Protein PCML1 fest. PCML1 ist an
der Anordnung und Verankerung der Mikrotubuli beteiligt. Eine weitere
Gemeinsamkeit zwischen BBS4, BBS8 und PCML1 ist die Abhangigkeit von dem
Transportprotein  Dynein. Bei Knockout Ma&usen ohne Dynein zeigte sich ein
abnormales, diffuses zytosolisches Vorkommen von PCM1. Zusétzlich konnte
perinukledar kein BBS4-Protein registriert werden (Kim et al. 2004). Dynein scheint
demnach fiir die korrekte perinukledre Lokalisation beider Proteine mit verantwortlich
zu sein. Das BBS4-Protein spielt im Rahmen des intrazellularen Transportes eine Rolle
als Adapterprotein fir Dynactin. Der Proteinkomplex aus BBS4 und Dynactin

ubernimmt den Transport von PCML1 in die Sattelitenregion der Zilie.
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1.5 BBS-Gene und Genprodukte

Mit Hilfe von Kopplungs- und Mutationsanalysen in BBS-Familien konnten inzwischen
16 BBS-Gene identifiziert und charakterisiert werden (Tabelle 1-6). Studien an klinisch
diagnostizierten BBS-Familien, die keine Kopplung zu den bekannten BBS-Genen
aufweisen, deuten darauf hin, dass weitere Genloci oder bis heute nicht entdeckte
Mutationen in den bekannten Loci existieren. Man geht davon aus, dass mit den Genen
BBS1-BBS12 und deren Mutationen etwa 75 % aller Mutationen, die mit BBS
korrelieren, bekannt sind (Muller et al. 2010). Es handelt sich hierbei um Missense- und
Nonsensemutationen, sowie Insertionen, Deletionen und splice-site Mutationen. Am
haufigsten werden mit 32,6 % Mutationen in BBS1- und BBS10-Genen nachgewiesen,
gefolgt von BBS12, mit einer Mutationshaufigkeit von 10,9 %. Alle weiteren Gene
tragen zu jeweils < 10 % an der Gesamtheit der Mutationen des BBS bei (Muller et al.

2010).
Tabelle 1-6: BBS-Gene

Zellulare

Gen Position Proteinfunktion o OMIM Literatur
Lokalisation
BBSL  11q13  Zilienfunktion Basalkorper / Zilium 209901  Jobinund Beales
Zilienfunktion ; - Tobin und Beales
BBS2 16021 Flagellaformation Basalkorper / Zilium 606151 ;047
BBS3  3pl3 Vesikelkoordination Basalkorper / Zilium 600151 ggg;n und Beales
BBS4 15023 mikrotubuldrer Transport  Sasalkorper _ BO0374  Jobinund Beales
perizentriolare Region 2007
Zilienfunktion ; - Tobin und Beales
BBS5 2g31 Flagellaformation Basalkorper / Zilium 603650 547
Zilienfunktion ; - Tobin und Beales
BBS6 20p12 Flagellaformation Basalkorper / Zilium 604896  ,q;
BBS7  4g32 IFT-particle-assembly Basalkorper / Zilium 607590 ggg;n und Beales
. .. . Tobin und Beales
BBS8 14931 IFT-particle-assembly Basalkorper / Zilium 608132 ,4;
BBS9 7p14.3 Parathormon-Antwort Zellen mit Zilien 607968  Nishimura et al. 2005
BBS10 12g21  Zilienfunktion Basalkorper / Zilium 610148  Soetzel etal 2006
Protein/Protein- interagiert mit BBS1 :
BBSIL 9933 Interaktion und BBS9 602290 Chiang et al. 2006
BBS12 4q27 Zilienfunktion Lnr;tgrg%lse;tomlt BBS6 610683  Stoetzel et al. 2007
BBS13 1723 Zilienfunktion Basalkorper / Zilium 609883  Kytalla et al. 2006
BBS14 12q213  Zilienfunktion Basalkorper 610142  Leitch etal. 2008
BBS15 2pi15 Proteininteraktion Zellen mit Zilien 613580 Kimetal. 2010
BBS16 1g43 Proteininteraktion Zentrosom 613615 Ottoetal. 2010

IFT = intraflagelldrer Transport
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Die beiden haufigsten Mutationen sind nach Angaben der internationalen Literatur die
Punktmutation ¢.1169T>G im Exon 12 des BBS1-Gens, die zum Austausch einer
Aminosdure im Protein fuhrt (p.M390R), und die Rasterschubmutation ¢.270_271insT,
im Exon 2 des BBS10-Gens, die fur das Protein die Mutation p.C91fsX95 codiert. Diese
beiden Mutationen sind bei 20 % aller BBS-Patienten mit unterschiedlicher ethnischer
Herkunft nachzuweisen (Stoetzel et al. 2006). Im BBS11-Gen ist dagegen bisher nur
eine Mutation in einer israelischen konsanguinen Familie beschrieben worden (Chiang
et al. 2006).

Billingsley und Mitarbeiter (2010) berichten Uber einen hohen Anteil an
Neumutationen. In einer Kohorte von 93 BBS-Patienten in 74 Familien waren 68 %

aller gefundenen Mutationen bisher nicht beschrieben und daher Neumutationen.

Genstruktur des BBS2-Gens

Der BBS2-Locus erstreckt sich tiber ein 2,69 cM groles Intervall auf dem langen Arm
des Chromosoms 16g21. Das Gen setzt sich aus 17 Exons und 16 Introns zusammen,
die insgesamt eine Grofle von 35,6 kb ausmachen. Die codierende Sequenz umfasst
2163 bp, die als Vorlage fiir ein Protein bestehend aus 721 Aminosdauren dienen
(Nishimura et al. 2001).

PRE62AX 1o

F

Abbildung 1-2: Genstruktur des BBS2-Gens (Acc.No.: AC010537) (Nishimura et al. 2001). Die
Rechtecke représentieren die einzelnen Exons 1-17. Das Startcodon ATG liegt in Exon 1, das
Stoppcodon TGA in Exon 17. In Exon 15 wurde die heterozygote Punktmutation p.R624X (c.1870C>T)
bei Patient 2094 gefunden.

Mutationen im BBS2-Gen

Mutante Allele im BBS2-Gen treten in einer européischen Population mit einer
Héaufigkeit von 5,4 % bezogen auf die Gene BBS1-12 auf (Muller et al. 2010). Das
BBS2-Gen ist mit 8,1 % am haufigsten an der digen-triallelischen Vererbung beteiligt
(Katsanis 2004). In den unten aufgefiihrten Tabellen wird eine Auswahl der h&ufigsten

aus der Literatur bekannten Mutationen nach Missense-, Nonsensemutationen
12
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(Tabelle 1-7) und Deletionsmutationen (Tabelle 1-8) aufgelistet. Die Nomenklatur

richtet sich nach den Empfehlungen von den Dunnen und Antonarakis (2000).

Tabelle 1-7: Missense- und Nonsensemutationen im BBS2-Gen. X = Kettenabbruch.

Exon Mutation Codon- Referenznummer  Literatur
Austausch
1 p.R23P CGC-CCC CDO051297 6
2 p.Q59X CAG-TGA CMO012899 1
2 p.N70S AAC-AGC CMO012900 1
2 p.V75G GTC-GGC CM011282 2
2 p.D104A GAT-GCT CMO012901 1
4 p.D174E GAT-GAA CDO032101 1
6 p.R216X CGA-TGA CMO012902 1
6 p.R234X CGA-TGA CDO051297 6
8 p.R275X CGA-TGA CMO012903 1
8 p.R315Q CGG-TGG CMO012904 1
8 p.R315W CGG-CAG CMO012905 1
10 p.L349W TTG-TGG CDO051297 5
11 p.R413X CGA-TGA CD051298 4
14 p.T558I ACT-ATT CDO051721 3
16 p.R643H CGT-CAT CD051298 4
Literatur: 1 Katsanis et al. 2001a 2 Nishimura et al. 2001

3 Katsanis et al. 2001b
5 Hoskins et al. 2003

4 Fauser et al. 2003

6 Karmous-Benailly et al. 2005

Tabelle 1-8: Deletionsmutationen im BBS2-Gen

Exon Deletion Codon  Referenznummer Literatur
3 €.402delT 134 CD051721 3
4 €.512-513delTT 171 CD032101 2
6 €.627-627delTT 209 CD051721 3
8 €.940delA 313 CD011587 1
15 €.1808-1809delAT 603 CD051298 4
16 €.1909-1910delAT 637 CD051298 4
Literatur: 1 Nishimura et al. 2001

2 Hoskins et al. 2003
3 Hichri et al. 2005
4 Kamous-Benailly et al. 2005

13



Einleitung

Genstruktur des BBS4-Gens

Der BBS4-Locus erstreckt sich tiber ein 1 ¢cM groRes Intervall auf dem langen Arm des
Chromosom 15q23. Das Gen setzt sich aus 16 Exonen und 15 intronischen Sequenzen
zusammen, die insgesamt eine GroRe von 52 kb ausmachen (Abbildung 1-3). Die
codierende Sequenz umfasst 2469 bp. Diese codieren ein Protein bestehend aus 173
Aminosauren (Mykytyn et al. 2001).

ATG TGA

FER R

Abbildung 1-3: Genstruktur des BBS4-Gens (ACC. No.: CM021492) (Mykytyn et al. 2001). Die
Rechtecke représentieren die Exons 1-16. Das Startcodon ATG liegt in Exon 1, das Stoppcodon TGA in
Exon 16.

Mutationen im BBS4-Gen

In einer européischen Studienpopulation liegt die Allelfrequenz fur Mutationen im
BBS4-Gen bei 5,8 % bezogen auf die Gene BBS1-12 (Muller et al. 2010). Das BBS4-
Gen ist nach BBS6 (5,8 %) mit 2,3 % am dritthaufigsten an der digen-triallelischen
Vererbung beteiligt (Katasnis 2004). In den unten aufgefiihrten Tabellen werden die
haufigsten aus der Literatur bekannten Mutationen nach Missense-, Nonsense- (Tabelle
1-9) und Insertionsmutationen (Tabelle 1-10) aufgelistet. Die Nomenklatur richtet sich

nach den Empfehlungen von den Dunnen und Antonarakis (2000).
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Tabelle 1-9: Missense- und Nonsensemutationen im BBS4-Gen

Codon-

Exon Mutation Referenznummer Literatur
austausch
8 p.N165H AAT-CAT CM021492 1
12 p.R295P CGA-CCA CMO011911 2
12 p.L327P  CTC-CCC CM021493 1
12 p.L351R CTG-CGG CM051392 5
13 p.A364E GCA-GAA CM021494 1
13 p.D368G GAT-GGT CM051013 6
15 p.S4571  AGT-ATT CM021495 1
15 p.M472VvV  ATG-GTG CM031938 3
16 p.P503L  CCT-CTT CM033338 4
Literatur: 1 Katsanis et al. 2001a
2 Mykytyn et al. 2001
3 Hoskins et al. 2003
4 Fauser et al. 2003
5 Hichri et al. 2005
6 Karmous-Benailly et al. 2005
Tabelle 1-10: Insertionsmutationen im BBS4-Gen
Exon Mutation Insertion Referenznummer Literatur
3 IVS3-2 A-G CS021722 1
4 1VS4-1 G-C CS011973 2
6 1VS6-2 A-C CS011974 2
14  4bp (TAGG) *483 CD051723 3
Literatur: 1 Katsanis et al. 2001a

2 Mykytyn et al. 2001
3 Hichri et al. 2005

* Codon
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1.6 Vererbung des Bardet-Biedl Syndroms

Das BBS wird autosomal-rezessiv vererbt (Mykytyn et al. 2002). Daher missen auf
einem Gen zwei mutante Allele vorliegen, damit sich der Phanotyp auspragt. Diese
Konstellation ist bei homozygoten oder zusammengesetzten (compound-heterozygoten)
Genmutationen gegeben. Katasanis und Mitarbeiter berichten zusétzlich von einer
Konstellation mit mutanten Allelen auf mindestens zwei unterschiedlichen Genloci, die
gemeinsam die Penetranz und die Expressivitdt des Krankheitsbildes beeinflussen
(Katsanis et al. 2001a). Diese Erkenntnisse sind Hinweise fir eine digene oder digen-
triallelische Vererbung des Phanotyps.

Monogener, autosomal-rezessiver Erbgang

Tabelle 1-11 zeigt ein Beispiel fur einen autosomal-rezessiven Erbgang, bei dem die
Ursache fir die Auspragung des Krankheitshildes in der Verantwortung eines einzigen
Gens liegt. Zwei mutante Allele eines Gens (BBS1) liegen in homozygoter (Individuum
1, gleiche Allele) oder compound-heterozygoter Form (Individuum 2, verschiedene
Allele) vor. In weiteren BBS-Genen liegen keine Mutationen vor. BBSx steht flr ein
beliebiges BBS-Gen, nicht jedoch BBS1.

Tabelle 1-11: BBS-Genotyp bei einem monogenen autosomal-rezessiven Erbgang des BBS1-Gens

BBS1 BBSx
BBS-Individuum 1
(homozygot in BBS1) M390R M390R wt wt
BBS-Individuum 2
(compound-heterozygot in BBS1) M390R 182M wt wit

I = Isoleucin; M = Methionin; R = Arginin; wt = Wildtyp
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Digen-triallelischer und oligogener Erbgang

Tabelle 1-12 beschreibt die Zusammenhéange des digen-triallelischen Erbgangs, bei
dem die Ursache fiir die Auspréagung des Krankheitsbildes nicht durch Mutationen in
einem einzigen Gen verursacht wird, sondern durch eine Kombination von Mutationen
in mindestens zwei Genen bestimmt ist.

Katsanis und Mitarbeiter (2000) und Slavotinek und Mitarbeiter (2000) berichten Uber
BBS-Patienten, bei denen nur eine einzelne heterozygote Mutation in einem
BBS-Gen gefunden wurde. Die gleiche heterozygote Mutation konnte bei einem
Elternteil des Erkrankten nachgewiesen werden. Das Elternteil war nach klinischen
Aspekten nicht an BBS erkrankt. Diese Konstellation fuhrt zur Hypothese, dass bei
diesen Erkrankten eine weitere Mutation vorliegen muss, die in Verbindung mit dem
mutierten BBS-Gen zur Ausprégung des Syndroms fiihrt.

Wie in Tabelle 1-12 dargestellt, besteht bei BBS-Individuum 3 neben der homozygoten
BBS1-Mutation p.M390R zusétzlich die heterozygote BBS2-Mutation p.L349W.
Aufgrund der Beteiligung von mehr als einem BBS-Gen handelt es sich hierbei um
einen digenen oder digen-triallelischen Erbgang (Katsanis 2004).

Fur BBS-Individuum 4 ist ein weiteres Beispiel mit zwei betroffenen Genen dargestellt.
Die Mutationen in BBS2 und BBS4 haben in Kombination wahrscheinlich Einfluss auf

die unterschiedliche Auspragung des Phanotyps bei den Individuen (Fauser et al. 2003).

Tabelle 1-12: Phanotyp bei digenem Erbgang: Individuum 3 = Mutationen in BBS1- und BBS2-
Genen; Individuum 4 = Mutationen in BBS2- und BBS4-Genen.

BBS1 BBS2 BBS4
BBS-Individuum 3
Mutationen
(Katsanis 2004) M390R M390R L349W | wt wit wit
BBS-Individuum 4
Mutationen wit wt R643H | wt K46R | wt
(Fauser et al. 2003)

M = Methionin; R = Arginin; L = Leucin; H = Histidin; W = Tryptophan; K= Lysin; wt = Wildtyp

Die Tatsache, dass ein zweiter Genlocus die Auspragung der Erkrankung beeinflusst,
lasst vermuten, dass weitere Genloci den Phénotyp zusatzlich beeinflussen koénnen.
Somit spricht man inzwischen anstelle eines digenen von einem oligogenen Erbgang
(Katsanis 2004).
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Burghes und Mitarbeiter (2001) berichten, dass Mutationen, die in Nebengenen
auftreten, einen modifizierenden Effekt auf den Phénotyp des BBS haben kdnnen.
Nebengene sind CCDC28, TMEMG67 und ARLG6. Die Idee des autosomal rezessiven
Vererbungsmodus bleibt hierbei erhalten. Bandano und Mitarbeiter 2006 berichten in
dem Zusammenhang der modifizierenden Nebengene Uber eine Familie mit zwei vom
BBS betroffenen Individuen. Beide waren homozygot fur p.M390R in BBS1. Das
Vorhandensein einer weiteren heterozygoten Mutation in CCDC28 bei einem der
beiden Individuen fiihrte zu einem deutlich progessiveren Phanotyp, insbesondere in
Hinblick auf die Pathologie der Retina (Bandano et al. 2006).

Katsanis und Mitarbeiter (2001b) argumentieren hingegen, dass ein homozygoter oder
compound-heterozygoter Genstatus zur Manifestation eines Syndroms nicht ausreicht.
Ein drittes mutantes Allel in einem weiteren BBS-Gen sei notwendig fir Auspragung
der Erkrankung.

Diese Vererbungsmodi unterscheiden sich grundsatzlich von den Mendelschen Regeln

des autosomal-rezessiven Erbgangs.
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1.7  Fragestellung und Ziele dieser Studie

In der Literatur werden direkte Zusammenhédnge zwischen BBS-Mutationen in
verschiedenen BBS-Genen und der Auspragung phanotypischer Merkmale des BBS
beschrieben (Leitch et al. 2008; Kim et al. 2008). Das Zusammenspiel zwischen einer
Vielzahl von mutanten Allelen in Haupt- und modifizierenden Nebengenen bleibt
jedoch weitestgehend unklar und ist Gegenstand aktueller Forschung.

Ziel dieser Studie war im Marburger Patientenkollektiv (n = 65) Hinweise fir einen
digen-triallelischen oder oligogenen Erbgang zu finden. Aus den vorhergehenden
Dissertationen Frick, Meyer und Claus der Marburger Arbeitsgruppe sind BBS-
Mutationen in dem Marburger Patientenkollektiv in den Genen BBS1, BBS6 und BBS10
bekannt (Tabelle 5-2).

Mutante Allele treten in einer europdischen Population im BBS2-Gen mit einer
Haufigkeit von 5,4 % und in BBS4 mit 5,8 % bezogen auf BBS1-12 auf (Muller et al.
2010). Nach BBS1, BBS10 und BBS12 ist BBS4 das Gen mit der hdchsten Frequenz flr
mutante Allele. AuRerdem sind BBS2 (8,1 %) und BBS4 (2,3 %) héaufig an der von
Katsanis und Mitarbeiter (2004) postulierten digen-triallelischen oder oligogenen
Vererbung beteiligt. Daher erschien es sinnvoll die Gene BBS2 und BBS4 auf BBS-
Mutationen zu untersuchen und die Ergebnisse zusammen mit den Mutationen in BBS1,
BBS6 und BBS10 in dieser Arbeit darzustellen.

Zum Zeitpunkt der praktischen Durchfiihrung der Arbeit, 2003-2004, wurde als
Screeningmethode die sogenannte single-stranded-conformational analysis (SSCA)
ausgewahlt. In BBS2 (17 Exone) sollten ausschliellich die Exone untersucht werden, in
denen bereits Mutationen in der Literatur beschrieben waren (Exone 1-6, 8-10, 12 und
14-16). In BBS4 (16 Exone) sollten alle 16 Exone untersucht werden. Aberrante DNA-

Fragmente aus der SSCA sollten anschliel}end sequenziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Geréte und Zubehdr

Autoklav

ABI Prism 377 DNA-Sequencer
ABI Prism 310 Genetic Analyzer
Einmachfolie (Zellglas)
Elektrophoresekammer

Hamilton Spritze

Hoefer SE 600 Elektrophorese Unit
pH-Meter Microprocessor pH 535
Photometer GeneQuant pro

Pipetten:

Eppendorf Reference Pipetten
Finnpipetten

Multipette

Pipettenspitzen:

Biosphere Quality Tips

Star Lab Tip One Natural Tips

ReaktionsgefaRe:

Falcon Tubes (50 ml)
12-Strip Reaktion Tubes
Micro Test Tubes (1,5 ml)
Safe-Lock Tubes (0,5 ml)

Thermoblock Techne DB 3

Thermocycler:

Perkin Elmer Cetus GeneAmp PCR System 9600
iCycler

UV-Transilluminator UVT-40M

Vortexer MS2 Minishaker

Waagen:
Prézisionswaage 2254
Feinwaage AE 240

Wasserbad Jirgens Typ 1083

Zentrifugen:

Sorvall RT 6000B

Eppendorf 5415 R Kihlzentrifuge
Laborfuge 400

Gossner, Hamburg
Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA
Folia Paper, Wendelstein
MWG Biotech, Minchen
Hamilton, Schweiz
Amersham, Freiburg
WTW, Weilheim
Amersham, Freiburg

Eppendorf, Hamburg
Labsystems, Finnland
Dunn Labortechnik GmbH, Asbach

Sarstedt, Nimbrecht
StarLab GmbH, Ahrensburg

Falcon, USA

Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Techne ThermoDUX, Wertheim

Applied Biosystems, USA
Biorad, Miinchen

Herolab, Wiesloch

IKA Works, Wilmington USA

Sartorius, Gottingen
Mettler, Schweiz
GFL, Burgwedel
DuPont, Dreieich

Eppendorf, Hamburg
Heraeus Instruments, Hanau
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Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von folgenden Firmen bezogen:

Sigma, Minchen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Riedel-de-Haen, Seelze

Serva, Heidelberg

FMC BioProducts, USA

BioWhittaker Molecular Applications, USA.

Medien und Standardlésungen

Zur Sterilisation wurden alle Medien und Lésungen bei 123 °C fur 30 min autoklaviert. Falls nicht anders
angegeben, wurde fur alle Puffer und Losungen destilliertes Wasser verwendet.

DNA-Extraktion

Red-Cell-Lysis-Puffer

SE-Puffer

TE-Puffer

DNA-Extraktionspuffer

Gelelektrophorese

5 x TBE-Puffer

Sonstige

Ethidiumbromid-(EtBr)-Stammldsung 10 mg/ml
Ammoniumpersulfat (APS) 10 % (w/v)

Fertigsysteme (Kits)

QIAquick PCR Purification Kit
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit

10 mM Tris

5 mM MgCl,

10 mM NacCl

pH 7,6 mit HCI bzw. NaOH einstellen

75 mM NacCl
25 MM EDTA
pH 8,0 mit NaOH einstellen

10 mM Tris-HCI
1 mMEDTA
pH 8,0 mit 1 M Salzsdure einstellen

100 mM Tris

100 mM EDTA

1 % (w/v) SDS

pH 9,0 mit NaOH einstellen

0,45 M Tris
0,45 M Borsaure
10 mM EDTA

Qiagen, Hilden
Amersham, Freiburg
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PCR-Reagenzien

Taq DNA Polymerase
MgCl, (25 mM)

10 x Reaktionspuffer S
Ultra Pure dNTP Comb. Kit
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Ladepuffer

6 x Agarosegel-Ladepuffer

SSCA-Gelladepuffer

PAA-Gelladepuffer

DNA-Lé&ngenstandard

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder MBI

peQLab, Erlangen
peQLab, Erlangen
peQLab, Erlangen
Clonetech, USA

Merck, Darmstadt

15 % (wi/v) Ficoll
0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylencyanol

95 % Formamid

20 mM EDTA (pH 7,4)
0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylencyanol

30 % Glycerol

0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylencyanol

Fermentas, St.Leon-Rot
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2.2 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide wurden in ,,desalted* Qualitat von der Carl Roth GmbH in Karlsruhe bezogen.

BBS2-Oligonukleotide

Die Lange der Exons des BBS2-Gens variiert zwischen 228 bp flir Exon 2 und 63 bp fiir Exon 4 (Tabelle
2-1). Im Folgenden sind die Primer fir die Amplifizierung der Exons des BBS2-Gens tabellarisch
aufgelistet (Tabelle 2-2). Die Exons 7, 11, 13 und 17 wurden nicht amplifiziert. Die Exons 2 und 8
wurden in Exon 2a und 2b und 8a und 8b unterteilt. Flr das Exon 10 wurden zwei verschiedene
Primerpaare positioniert. Die Primer der Exons 1, 3-6, 9, 12 und 14-16 wurden aus der Arbeit von
Nishimura und Mitarbeitern (2001) tbernommen.

Tabelle 2-1: GroRe der Exons und Introns des BBS2-Gens (Acc.No.: AC010537)
(Nishimura et al. 2001)

Exon/Intron  Exon [bp] Intron [bp]
1 (156 +) 117 5.067
2 208 3.170
3 126 239
4 63 826
5 78 3.734
6 105 85
7 87 3.143
8 136 218
9 139 821
10 145 329
11 172 948
12 129 1211
13 131 558
14 137 665
15 113 11.230
16 149 724
17 107 (+311)
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Tabelle 2-2: Oligonukleotide fur die Mutationsanalyse im BBS2-Gen. Grau hinterlegt sind die Primer,
die selbst positioniert wurden.

Bezeichnung
Forward Primer

Bezeichnung
Reverse Primer

Annealing Produkt

Sequenz 5' >...< 3' Temp. [°C] (bp)

Sequenz 5'>..< 3'

BBS2 Ex1/F gcgtgaggcecagcteecgetge BBS2 Ex1/R gcgcggeeggeggagatectg 58 247
BBS2 Ex2a / 74F acctcttgttaatgtggatgtg BBS2 Ex2a/322R gctcagggttcaatacge 57 249
BBS2 Ex2b / 245F ccctggaatctgatgttt BBS2 Ex2b / 492R aataaatgatctgatctcttctaagc 55 248
BBS2 Ex3/F tttactcaaaatctgctcagt BBS2 Ex3/R aatattattactcagtagagt 54 320
BBS2 Ex4 / F aatcctctccttcatgtaget BBS2 Ex4 /R ggagaagcttacacttctgtc 58 239
BBS2 EX5/F agaagcagcatgcaaagtact BBS2 Ex5/R tcatctgacagtactgatcta 57 240
BBS2 Ex6 / F tataaagccgtacttgacagt BBS2 Ex6 / R caataactatcaagcgcctga 57 222
BBS2 Ex7 / F tattgtgagacttctgtgcta BBS2 Ex7 /R tgttactgttctaagtcctac * 213
BBS2 Ex8a / 22F ccagcagtcataggtatctcc BBS2 EX8a/271R tccggtaatctcectctace 55 250
BBS2 Ex8b / 185F atgctcgaagtgaccaac BBS2 Ex8b / 384R ttcctgatattttgacccaatc 57 200
BBS2 Ex9/ F taagagcaggtaattgatgac BBS2 EX9/R ccctggcaatgacactctcat 57 308
BBS2 Ex10 / 132F agttcagtgttttggtgactg BBS2 EX10 / 364R acaggtgcctctaaataccag 57 233
BBS2 Ex10 / 15F gagcactaatgaggtgagttc BBS2 EX10 / 364R acaggtgcctctaaataccag 57 349
BBS2 EX11/F acctcctgacctcgtgatctg BBS2 Ex11/R ccccaagaatccactgggceat * 344
BBS2 Ex12 / F ccttaaatatcaattgatgac BBS2 Ex12 /R actgctaccaatataacacat 58 344
BBS2 Ex 13/ F gaatgttacttaagagcatag BBS2 Ex13/R ctgaatggtaaacaccacatg * 481
BBS2 Ex14 / F gctaagtttgtctaacatctg BBS2 Ex14 /R acataagtacatttgtagtac 57 281
BBS2 EX15/F ttaattggtataagcgaacag BBS2 Ex15/R ttatacttctattggtaacat 54 330
BBS2 Ex16 / F taagcttgccatatcaacatg BBS2 Ex16 / R atatgaattattggatgctac 57 291
BBS2 Ex17 / F ttgttttaaaactgacgtcta BBS2 Ex17 /R attcagcaacagtactactac * 389

F = Forward Primer; R = Reverse Primer; Ex = Exon; * = diese Exons wurden nicht untersucht

BBS4-Oligonukleotide

Die Lange der Exons variiert zwischen 202 bp fir Exon 15 und 45 bp flr Exon 1 (Tabelle 2-5).

Im Folgenden sind die Primer fur die Amplifizierung der Exons des BBS4-Gens tabellarisch aufgelistet.
Die Primer konnten aus der Arbeit von Oeffner und Mitarbeiter (2003) Gbernommen werden. Alle 16
Exons wurden in dieser Arbeit amplifiziert.

Tabelle 2-5: Exon- und Introngréen des BBS4-Gens (ACC. No.: CM021492)
(Mykytyn et al. 2001)

Exon / Intron Exon [bp] Intron [bp]

1 45 *

2 52 97

3 80 177
4 64 241
5 112 353
6 73 426
7 54 480
8 128 608
9 55 663
10 69 732
11 153 885
12 172 1057
13 70 1127
14 142 1269
15 202 1471
16 998
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Tabelle 2-6: Oligonukleotide fiir die Mutationsanalyse des BBS4-Gens

Bezeichnung
forward Primer

Sequenz 5' >..< 3'

Bezeichnung
reverse Primer

Sequenz5'>..< 3’

Annealing Produkt
Temp. [°C] (bp)

BBS4 Ex1/F
BBS4 Ex2/F
BBS4 Ex3/F
BBS4 Ex4/F

BBS4 Ex5/ F
BBS4 Ex6/ F
BBS4 Ex7/F
BBS4 Ex8/F
BBS4 Ex9/F
BBS4 Ex10/ F
BBS4 Ex11/F
BBS4 Ex12 / F
BBS4 Ex12 / F
BBS4 Ex13/F
BBS4 Ex14 / F
BBS4 Ex15/F
BBS4 Ex15/F
BBS4 Ex16 / F

ctegtegtetgggaaace
tggatgcttctttaagttagcaag
tgaggacagtgctaaaggagaa
gectgtecatgtecactttt
ttcttcccagaacatggtttta
tgtgggactagtagggttagtcttc
cttgccgagcaataacaatc
tcgttcagtggtagtgatttgg
cgagggcatattactgtgcat
ttaactgccgtctecttget
tgaatgactttctctgtgcca
gggtctgtttagcttgeect
gcaccctttgattggaagat
tgagctgacagggtgaagttt
ccccagetcecatagaatcete
ttgtctctgacagtcacgcttt
accagttaaagatcccaaatcaa

ttgtggaacatgaggattcaag

BBS4 Ex1/R
BBS4 Ex2 /R
BBS4 Ex3/R
BBS4Ex4 /R

BBS4 Ex5/R
BBS4 Ex6 /R
BBS4 Ex7 /R
BBS4 Ex8/R
BBS4 Ex9/R
BBS4 Ex10/R
BBS4 Ex11/R
BBS4 Ex12 /R
BBS4 Ex12 /R
BBS4 Ex13/R
BBS4 Ex14 /R
BBS4 Ex15/R
BBS4 Ex15/R
BBS4 Ex16 /R

gttcccgggacagtaaaaag
cagtgagactctgcctccaa
gttgcctacccaacatectg

tgcctgatctttttcaagaacc

cactgttctctgtgagtgece
cagccagatgataaatggaacc
tctgcaagcactagggataatac
tcactgttttaaaggaaacagataca
tgcaggaaaaccaccataca
tttgctttccagggtcagat
caaacaaagaacatgagggga
ctttggctggaagttgatgg
ttcecteattacagatggeag
ggctttggagagtccaacc
gcttacttatgactcttgggagctaat
cagaggctgctggaaactg
gacacatgtggcttgtacctg

cctaatccagcacatcctcg

56
62
56
55

56
56
55
58
58
56
57
54
58
59
56
56
56
52

239
216
200
269

212
210
248
207
211
202
211
193
189
156
212
190
190
208

F = Forward Primer; R = Reverse Primer; Ex = Exon
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2.3 Software und Datenbanken

Software
Textverarbeitung

Datenverwaltung

Primerdesign

Literaturverwaltung

Grafik

Sequenzanalyse

Internetdatenbanken

Allgemeine Datenbanken

NCBI (National Center of Biotechnology Information)
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)

Gene Reviews — NCBI Bookshelf

HGV Human Genome Variation Society
(den Dunnen und Antonarakis 2000)

Genomdatenbanken

Human Gene Mutation Database Cardiff
UCSC — Genome Bioinformatics
Rebase (Restriction Enzyme Database)
HUGO Nomenclature Commitee
Ensembl

Whitehead Institute

Word XP, Microsoft

Excel XP, Microsoft
Access 2000, Microsoft

Primer 3, Whitehead Institute for
Biomedical Research
http://frodo.wi.mit.edu

Endnote 6.0, Niles Software

PowerPoint, Microsoft
Photoshop 6.0, Adobe

Sequencher 4.1, Gene Codes

Internetadresse
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/
http://www.ncbi.nml.nhi.gov.books/NBK13
http://www.hgvs.org/rec.html

Internetadresse
http://mww.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
http://genome.ucsc.edu/
http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html
http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/
http://www.ensembl.org/

http://www-genome.wi.mit.edu/
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2.4 Methoden

2.4.1 DNA-Isolierung aus Blutleukozyten

Genomische DNA kann mit Hilfe der Aussalzmethode nach Miller aus den Zellkernen der
Blutleukozyten prapariert werden (Miller et al. 1988). 10 ml EDTA-Blut (nach Lagerung bei —20 °C)
wurden mit 30 ml kaltem RCLB (Red Cell Lysis Buffer) versetzt, geschittelt und 10 min auf Eis gestelit.
Wéhrend dieser Zeit lysierten die Erythrozyten im hypotonischen Puffer, die Leukozyten blieben intakt
und konnten durch einen anschliefenden Zentrifugationsschritt (10 min bei 3000 rpm und 4 °C)
sedimentiert werden. Der Uberstand wurde verworfen. Das Sediment wurde in 25 ml RCLB suspendiert
und erneut unter denselben Bedingungen zentrifugiert. Das Zellpellet, das nach Verwerfen des
Uberstandes zuriickblieb, wurde mit 5 ml SE-Puffer, 2,5 ul Proteinase K sowie 500 ul 10 %iger SDS-
Losung versetzt. Die Proben wurden nun im Schittelwasserbad bei 55 °C fiir drei Stunden oder bei 37 °C
Uber Nacht inkubiert. Die freigesetzten Proteine der Leukozyten wurden durch Zugabe von 2 ml 5 M
NaCl gefallt und abzentrifugiert. Im Uberstand befand sich jetzt die geloste DNA, die durch Zugabe von
30 ml 96 %igem eiskaltem Ethanol gefallt wurde. Die deutliche sichtbare DNA wurde mit einer
Pasteurpipette entnommen, in 70 %igem Alkohol gewaschen und in 200-600 ul TE-Puffer auf einem
Rotator gelost.

2.4.2  DNA-Aufreinigung

Wurden nach Loésen der DNA-Probe in TE Proteinriickstdnde detektiert oder zeigte die Photometrie
Verunreinigungen an, musste die DNA gereinigt werden. Dazu wurde die DNA mit 1/10 Volumen 20 x
SSC und 50 pg/ml RNAse A versetzt und iiber eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach wurde ein 1/100
Volumen SDS und 10 pg/ml Proteinase K zu der DNA-Probe gegeben. Uber Nacht wurden die Proteine
in der Probe bei 37 °C verdaut. Der Ansatz wurde mit dem gleichen Volumen Phenol versetzt, gemischt
und 15 min zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase wurde in ein neues GefaR lberflhrt. Ihr wurde ein
gleiches Volumen einer Mischung aus Chloroform und Isoamylalkohol (24:1) zugefigt. Die Probe wurde
15 min zentrifugiert. Die DNA befand sich jetzt in der oberen Phase und wurde mittels eines halben
Volumens Ammoniumacetat und 2 Volumen Ethanol geféllt, pelletiert und nach Verwerfen des
Uberstandes in TE-Puffer geldst.

DNA-Konzentrationsmessung

Die Konzentration der DNA wurde mit einem Photometer gemessen. DNA mit einer Dichte von 50 ng/ul
besitzt bei einer Wellenlange von 260 nm eine Extinktion von 1. Die Konzentration der gemessenen DNA
kann daher folgendermalien berechnet werden:

[DNA (pg/ml)] = Ez X 50 x Verdunnungsfaktor (ug/ml)

Die DNA wurde tber einen Wellenldngenbereich von 200-300 nm gemessen. Der Quotient aus E,go und
Eogo ist ein Mald flir die Verunreinigung der DNA mit Proteinen; er sollte zwischen 1,8 und 1,9 liegen.

2.4.3  Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR nach Saiki ist eine Methode zur Amplifikation von Nukleinséuren und die Basismethode fiir die
vorliegende Arbeit (Saiki et al. 1988). Das Prinzip der PCR besteht aus drei Schritten:

e Denaturierung der DNA in ihre Einzelstrange

e Annealing (Anlagerung der Primer, variable Temperatur)

e Elongation (bei Temperaturoptimum der Taq-DNA-Polymerase)
PCR-Reaktionsansatze mussen grundsétzlich auf Eis pipettiert werden, um unspezifische Reaktionen der
Tag-Polymerase zu verhindern. Dabei wird die Matrizen-DNA vorgelegt, aus den {brigen Ldsungen
(Puffer, Nukleotide, Tag-Polymerase, Forward- und Reverse-Primer, H20) ein Reaktionsgemisch
hergestellt und dieses auf die Proben verteilt. Bei jeder PCR-Reaktion ist ein Leerwert mitzufiihren
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(Reaktionsansatz ohne DNA-Probe), um Verunreinigungen des PCR-Reaktionsgemisches ausschlieRen
zu kénnen. Die PCR-Standardbedingungen werden fiir das jeweilige Produkt modifiziert. Die in der
vorliegenden Arbeit durchgefilhrten PCR wurden in Thermocyclern mit beheizbaren Deckeln
durchgefiihrt. Die bei der PCR entstandenen DNA-Fragmente wurden durch Agarosegelelektrophorese
Uberprdft.

PCR-Optimierung

Besondere Sorgfalt wurde auf die Auswahl der Primer flr die Gene BBS2 und BBS4 gelegt (Tabelle 2-1,
2-2). Das verwendete Programm Primer 3 erlaubte die Einstellung zahlreicher Parameter, die die Primer
fur die jeweilige Anwendung (PCR, Direktsequenzierung) optimiert. Die meisten Templates konnten mit
geeigneten Primerpaaren bei Standardbedingungen amplifiziert werden. Die Annealingtemperatur wurde
im Hinblick auf die Spezifitat und die Ausbeute des PCR-Produktes optimiert. Bei schwierigen Templates
(z. B. GC-reiche Sequenzen) wurden Zusatze wie DMSO (2-15 %) und Formamid (2-10 %) eingesetzt.
Alle Primer wurden auf ihre Spezifitdt Uberprift und nur solche Primer verwendet, die mit
héchstmdglicher Wahrscheinlichkeit ausschlieRlich an die gewiinschte Sequenz im jeweiligen BBS-Gen
binden. Die Durchflihrung des Alignments erfolgte mit Hilfe der Online Datenbank NCBI.

2.4.4  Agarose-Gelelektrophorese

Die Konzentration der Agarose in den Gelen wurde je nach PCR-FragmentgroRe und gewinschter
Trennschérfe variiert. Alle aufzutragenden Produkte (10 pl) wurden vor der Elektrophorese mit einem
Gelladepuffer (2—3 pl) versetzt. Agarose ist ein Polysaccharid aus Rotalgen und liegt in Pulverform vor.
Es wurde in 0,5 x TBE-Puffer aufgekocht und geliert beim Abkuhlen. Hatte das noch flissige Gel eine
Temperatur von ca. 50 °C erreicht, wurde EtBr hinzugegeben und das Gemisch in einen mit Kdmmen
bestlickten Gelschlitten gegossen. Nach Erstarren des Gels wurden die K&mme gezogen und der
Gelschlitten in die mit 0,5 x TBE-Puffer gefiillten Elektrophoresekammern gestellt. Bei jeder
Elektrophorese wurde ein DNA-L&ngenstandard mitgefiihrt. Die DNA-Fragmente wurden auf einem UV-
Transilluminator sichtbar gemacht.

Photodokumentation von Agarosegelen

Agarosegele wurden vor dem GielRen mit EtBr versetzt, um das PCR-Produkt unter UV-Licht sichtbar
machen zu konnen (2 pl der EtBr-Stammldsung (10 mg/ml) auf 100 ml des Agarosegels). Zur
Dokumentation wurden die Gele unter UV-Licht fotografiert. Die Verwaltung und Auswertung der Bilder
erfolgte mit E.A.S.Y.Rh3 Software (Herolab).

2.5 Single-stranded-conformational analysis (SSCA)

Zur Aberrationsanalyse der Kandidatengene wurde die SSCA eingesetzt (Grompe 1993). Dazu wurde
denaturierte Einzelstrang-DNA auf ein nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel (PAA-Gel) aufgetragen.
Im Gel nimmt Einzelstrang-DNA durch Basenpaarung mit sich selbst komplexe Konformationen ein, die
von der Nukleinsduresequenz, der Temperatur und dem angelegten Spannungsgradienten abh&ngen.
Schon eine einzige mutierte Base kann zu verdnderten Laufeigenschaften des Fragments im Gel flihren,
oder die Anzahl der Fragmente beeinflussen. Alle DNA-Einzelstrange mit gleicher Basensequenz legen
also in einer bestimmten Zeit eine bestimmte Laufstrecke im Gel zuriick und werden auf gleicher Hohe
im Gel nach Férbung sichtbar. Die Sensitivitat der SSCA héngt von der Lange der PCR-Produkte ab. Sie
ist am hdchsten fur DNA-Fragmente der Grofie von 130-300 bp. Entscheidend fur die Sensitivitat sind
auch die Position des Basenaustausches, der GC-Gehalt der Sequenz und die Art der Mutation. Weiterhin
kann durch Variation der Laufbedingungen bei der Elektrophorese das Ergebnis beeinflusst werden
(Sheffield et al. 1993). Das Kandidatengene wurden aus genomischer DNA Uber Uberlappende PCR-
Produkte von maximal 350 bp amplifiziert. Die Proben wurden mit Formamid-haltigem SSCA-
Ladepuffer versetzt, denaturiert und danach auf ein nicht-denaturierendes PAA-Gel (12 %) aufgetragen.
Die SSCA-Bedingungen wurden fir jedes einzelne PCR-Produkt optimiert. Dazu wurden die
aufgetragene DNA-Menge, die angelegte Spannung und die Laufzeit individuell variiert.

Die Elektrophorese wurde bei zwei Temperaturen durchgefiihrt, 20 °C und 10 °C. Das Screening der
DNA wurde bei der Temperatur durchgefiihrt, die auf dem SSCA-Gel die deutlichste Darstellung der
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DNA-Fragmente hervorbrachte. Der Verdacht auf Sequenzvarianten &auferte sich in Form von
unterschiedlichem Laufverhalten der DNA-Einzelstrange oder DNA-Doppelstrénge.

AnschlieBend wurde eine Silberfarbung der DNA-Fragmente durchgefihrt. Je nachdem, ob es sich beim
Tréger um eine homozygot oder eine heterozygot vorliegende Sequenzvariante handelt, waren entweder
beide DNA-Fragmente (beide Allele, keine Wildtypbanden, auftretende Banden zeigen ein anderes
Laufverhalten) oder nur ein DNA-Fragment (eines der beiden Allele, neben den Wildtypbanden tauchen
zusdtzliche Banden auf) different zu den Wildtyp-DNA-Fragmenten. Die so gefarbten Gele wurden in
Folie verpackt und getrocknet. Sie sind auf diese Weise dauerhaft haltbar.

Silberfarbung

Bei der Silberfarbung lagern sich die positiv geladenen Silberionen an die negativ geladenen
Phosphatreste in den PCR-Amplifikaten an. Durch das Formaldehyd, das in der Entwicklerldésung
enthalten ist, werden die Silberionen reduziert und anschlieBend mit Natriumcarbonat geféallt. Das PAA-
Gel wird so lange in der Entwicklerlésung inkubiert, bis die DNA-Fragmente die gewinschte
Farbintensitat zeigen. Durch Einlegen des PAA-Gels in den Fixierer (Essigsaure) wird die Reaktion
abgestoppt (Budowle et al. 1991).

= 10 % Ethanol 5 min

= 1 % Salpetersdure 5 min

= H,O 1xKkurz spilen

= Silbernitrat-Lésung 30 min

= H,0 2 x grindlich spilen

= Entwickler in der Lésung bewegen, bis sich Fragmente zeigen
=  Fixierer (100 ml Ethanol, 29 ml Glycerol 87 %) 2 min

=  H,0 1x2 min spilen

= Konservierer (5 % Glycerol, 10 % Ethanol) mindestens 30 min

Ldsungen:

0,038 % Formaldehyd

Fixierer 10 % Essigsaure
Silbernitrat-Lésung 12 mM AgNO;
Entwickler 0,14 M Na,COs3

2.6 Sequenzierung von PCR-Produkten

Um die Basenabfolge in einem DNA-Abschnitt genau zu bestimmen, bedient man sich heutzutage vor
allem der enzymatischen Sequenziermethode nach Sanger (Sanger et al. 1977). Im Reaktionsansatz
befinden sich das zu sequenzierende PCR-Produkt, der passende Forward- oder Reverse-Primer (es wird
jeweils nur ein Strang sequenziert), die Polymerase und 2’-Desoxynukleotide. Die Elongation der
Fragmente erfolgt durch die Tag-Polymerase, der DNA-Synthese-Start durch den jeweiligen zugegebenen
Primer. In einem bestimmten Verhaltnis werden 2°-3°-Didesoxynukleotide (ddNTPs) hinzugefigt. Da die
ddNTPs in Position 3 ein H-Atom anstelle der Ublichen OH-Gruppe besitzen, bewirken sie an dieser
Stelle einen Kettenabbruch. Fir das System, mit dem in dieser Untersuchung gearbeitet wurde, wurden
die ddNTPs mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Man spricht deshalb auch von dem Fluoreszenz-
Terminator-System. Wahrend der Polymerisierungsreaktion werden die 2°-3°-ddNTPs in den replizierten
DNA-Strang eingebaut. Dadurch entstehen Oligonukleotidstrange unterschiedlicher Lange, die durch den
basenspezifischen Fluoreszenzfarbstoff der letzteingebauten Base gekennzeichnet sind. Mit Hilfe eines
denaturierenden Harnstoffgels wurden die Strdnge nach ihrer GrolRe getrennt. Die farbcodierten End-
Nukleotide kdnnen der Reihe nach abgelesen werden und ergeben so die Sequenz des VVorlagen-Stranges.
Zur Sequenzreaktion wird der Big Dye® Terminator-Mix von Applied Biosystems eingesetzt, der Tag-
Polymerase, Puffer, unmarkierte dNTPs und markierte ddNTPs enthélt.
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Vorbereitung der Proben

Im Rahmen der Arbeit wurden PCR-Produkte direkt nach Amplifikation und Reinigung sequenziert. Die
Aufreinigung der Proben erfolgt mit dem QIAquick PCR Purification Kit® von Qiagen gemal den
Anleitungen des Herstellers. Primer- und Enzymreste sowie Salze werden dabei aus dem PCR-Ansatz
entfernt, indem das PCR-Produkt mit einem Ethanol-haltigen Puffer versetzt auf eine Sdule gegeben,
durch mehrere Zentrifugationsschritte gereinigt und schlieBlich in H,O oder Elutionspuffer geldst wird.
Alternativ wurden allelspezifische Sequenzierungen durchgefiihrt. Hierbei wurden die zu untersuchenden
Fragmente aus dem geférbten, getrockneten SSCA-Gel ausgestochen. Sie wurden Uber Nacht bei 4 °C in
50-100 ul HPLC-Wasser geldst. Da die DNA-Mengen gering waren, wurde eine Reamplifikations-PCR
durchgeflihrt. Nach der Kontrolle der Amplifikation auf einem 2 %igen Agarose-Gel wurde vor der
Sequenzierung auch dieses Reamplifikationsprodukt wie oben beschrieben aufgereinigt.

Sequenzreaktion

Fir diesen Schritt wurde der Big Dye® Terminator Mix von Applied Biosystems verwendet. Um
Fluoreszenzverluste zu vermeiden, wurden alle Arbeitsschritte im Dunkeln ausgefiihrt. Der
Sequenzansatz wurde auf Eis pipettiert. Er bestand aus max. 5 pul DNA (50-100 ng), 1 pl Forward-/
Reverse-Primer (50 bzw. 100 pmol/ul), 4 ul Big Dye® Terminator Mix und H,O ad 10 pl. Die
standardméRige Sequenzreaktion begann mit einer initialen Denaturierung (3 min/96 °C). Es folgten 25
Zyklen mit Denaturierung (10 sec/96 °C), Hybridisierung (5 sec/primerspezifische Temperatur) und
Synthese (4 min/60 °C). AbschlieBend wurde auf 4 °C gekihlt. Zur Féllung wurden 10 pl des
Sequenzansatzes mit 2 pl 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 80 pl Ethanol (100 %ig) versetzt und 20 min
bei —20 °C inkubiert. Der Ansatz wurde 15 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand moglichst
vollstdndig abgezogen. Der Niederschlag wurde in 500 pl Ethanol (70 %ig) gewaschen und fur 10 min
bei 1.400 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder abgezogen und verworfen. Das verbleibende
Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet und direkt auf das Sequenzgel geladen oder bei —20 °C
gelagert.

Herstellung eines Sequenzgels

Fur die elektrophoretische Auftrennung der markierten Proben wurde ein 6 %iges PAA-Gel verwendet.
Dieses trennt optimal Fragmente zwischen 25 und 400 Nukleotiden. Die Gellgsung setzte sich aus 18 g
Harnstoff, 26 ml H,O, 5 ml 10 x TBE, 5 ml Hydrolink Long Ranger, 250 pl APS und 35 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED) zusammen. Vor Zugabe von APS und TEMED wurde der Harnstoff
im Wasserbad bei 50 °C geldst und die Losung filtriert. AnschlieBend wurde sie ziigig und luftblasenfrei
zwischen die Glasplatten gegossen und der TOP-Spacer eingesetzt. Die Polymerisierung dauerte eine
Stunde.

Sequenzanalyse

Das Sequenzgel wurde nach der Polymerisierung in den ABI 373 Sequencer eingespannt. Die obere
Pufferkammer wurde mit 1 x TBE geflllt und der Zahnkamm eingesetzt, sodass er ca. 1 mm in das Gel
hineinragt. Den Proben wird 1,5-3,5 ul Ladepuffer je nach Kammart (5:1 deionisiertes Formamid zu 50
mM EDTA) zugesetzt. Es wurde zuerst nur jede zweite Geltasche geladen und nach zweiminitigem
Vorlauf die Ubrigen. Die Elektrophorese erfolgte je nach ProduktgrofRe (ca. 100 bp/h) bei 37 Watt. Die
Sequenzanalyse erfolgte mit der DNA Sequencing Software, Version 2.1.1 von Perkin Elmer, USA. Zur
Auswertung und Bearbeitung der Sequenzen wurde das Programm Sequence Navigator, Version 1.0
(Applied Biosystems) verwendet.
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3 Patienten und Kontrollpersonen

3.1 Patientenkollektiv

In der vorliegenden Studie wurden die Blutproben von 65 BBS-Patienten untersucht.
Die Proben wurden von niedergelassenen Arzten, Kliniken und der Selbsthilfegruppe
Pro Retina Deutschland an das Zentrum fur Humangenetik der Philipps-Universitét
Marburg gesandt. Alle Patienten wurden beziglich der Studienziele mit einem
Informationsblatt aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis an dieser Studie
teilzunehmen. Der Studienaufbau wurde von der Ethikkommission des Fachbereichs

Medizin der Philipps-Universitat Marburg Uberprift und anerkannt (134/01).

Kontrollen

Als Kontrollgruppe dienten 100 anonymisierte DNA-Proben von nicht miteinander

verwandten mannlichen und weiblichen in Deutschland lebenden Personen.

Daten zum Patientenkollektiv

Die Gesamtzahl der BBS-Patienten betrug n=65 (Tabelle 3-1). Insgesamt gab es 15
Familien mit einem erkrankten Kind ohne Geschwister, 21 Familien mit einem
erkrankten Kind und gesunden Geschwistern, sieben Familien mit zwei und eine
Familie mit drei erkrankten Kindern, sowie zwolf Patienten ohne DNA-Proben von den
Angehorigen. Insgesamt standen DNA-Proben von 192 Familienmitgliedern fur diese
Studie zur Verfligung. Der Uberwiegende Teil der BBS-Familien stammt aus der
kaukasischen Bevolkerungsgruppe. Acht Familien waren tirkischer Abstammung.
Unter allen Eltern waren sieben blutsverwandt, darunter sechs turkische und eine

deutsche Familie. Zum Zeitpunkt dieser Studie waren alle Patienten kinderlos.

Tabelle 3-1: Patientenkollektiv fur die molekulargenetische Analyse der BBS2- und BBS4-Gene

Patientenkollektiv Anzahl Geschlecht Herkunft

Patienten 65 028 437 57 deutsche, 8 turkische BBS-Patienten
Geschwister ohne BBS 21

Vater 53

Miitter 53
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3.2 Kasuistik der Familie 2053

Die Familie 2053 stellte sich zur humangenetischen Beratung im Zentrum fir
Humangenetik in Marburg vor. Der Phano- und Genotyp der Familienmitglieder wird in
dieser Kausuistik detailliert erlautert und soll als Beispiel den autosomal-rezessiven
Erbgang zeigen. Zusitzlich kénnen Uberlegungen zu einer digen-triallelischen
Vererbung gemacht werden.

Alle Familienmitglieder (Abbildung 3-1) waren personlich anwesend. S&mtliche
Informationen stammen aus der Anamnese und klinischen Untersuchung der Familie
wahrend der genetischen Beratung und den im Vorfeld bekannten Angaben aus einem
Anamnesefragebogen.

Die Familie 2053 kommt aus einem kleinen Dorf in Mittelhessen. Eine Verwandtschaft
der Eltern ist nicht bekannt. Die Eltern des Vaters sind, genau wie seine beiden
Geschwister, klinisch gesund. Die Eltern der Mutter sind ebenfalls beide klinisch

gesund. Sie hat keine Geschwister. Das BBS ist zuvor in der Familie nicht aufgetreten.

2166 2167

2169 2168

Abbildung 3-1: Stammbaum der Familie 2053. Die Eltern
sind gesund. Die Schwestern 2169 und 2168 sind an BBS
erkrankt.
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Die Schwester 2169

Die Schwester 2169 war zu dem Zeitpunkt der Vorstellung in der humangenetischen
Beratungsstelle 19 Jahre alt. Bei der Geburt wurde eine postaxiale Polydaktylie an der
linken Hand und am linken Ful} diagnostiziert. Der Uberzahlige Finger und die Zehe
waren von kndcherner Struktur und wurden im Alter von ca. 12 Monaten operativ
abgetragen. An der Hand waren deutlich die Narben des Eingriffs zu erkennen. Am Fuf3
war ein zweiter operativer Eingriff zur kosmetischen Korrektur des kleinen Zehs
notwendig. Auch hier waren die Narben deutlich sichtbar (Abbildung 3-2).

Im Alter von 5 Jahren (im Jahr 1990) wurde in der Augenklinik Heidelberg eine
Retinitis pigmentosa im Anfangsstadium diagnostiziert und erstmals die
Verdachtsdiagnose eines BBS geduert. Zum Zeitpunkt der Untersuchung (2003) war
Patientin 2169 aufgrund der fortschreitenden Sehminderung ein Grad der Behinderung
(GdB) von 80 % zugesprochen. Sie bendtigt spezielle Hilfsmittel am Arbeitsplatz, wie
ubergrol’e Monitore und VergroRerungssoftware.

Aus einer KdrpergrofRe von 174 cm und einem Gewicht von 70 kg errechnete sich fur
Patientin 2169 ein Body Mass Index (BMI) von 23. Gemal der WHO-Klassifikation flr
Adipositas hatte Patientin 2169 Normalgewicht.

Nierenerkrankungen oder komplexe urogenitale Fehlbildungen lagen weder zum
Zeitpunkt der Geburt noch bei der Vorstellung im Zentrum fir Humangenetik der

Philipps-Universitat Marburg vor.

Abbildung 3-2: H&nde und Fufe der Patientin 2169.
An der linken Hand und am linken FuR sind deutlich die Fehlstellungen am 5. Strahl bei
Zustand nach postaxialer Polydaktylie zu erkennen.
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Ihre Kiefer waren zu klein gewachsen, daher kam es zu Zahnfellstellungen. Im Alter
von 12 Jahren bekam Patientin 2169 fir 2,5 Jahre eine feste Zahnspange. Uber
Schwerhdrigkeit, Herzfehler, Diabetes mellitus oder Leberfunktionsstérungen wurde
nicht berichtet.

Patientin 2169 hatte das Fachabitur erfolgreich abgeschlossen. Anschliefend begann sie

eine Lehre zur Verwaltungsfachangestellten.

Die Schwester 2168

Die Schwester 2168 war zum Zeitpunkt der Vorstellung in der humangenetischen
Beratungsstelle 13 Jahre alt. Bei der Geburt wurde eine postaxiale Polydaktylie an
beiden Handen diagnostiziert. Die Uberzahligen Finger waren von knorpeliger Struktur
und wurden unmittelbar nach der Geburt operativ abgetragen (Abbildung 3-3).

Im Alter von 6 Jahren (im Jahr 1997) wurde von Arzten der Augenklinik Tibingen
erstmals eine Retinitis pigmentosa  diagnostiziert. Die Prdsenz  zweier
Kardinalsymptome des BBS — Polydaktylie und Retinitis pigmentosa — fihrte zur
Diagnosestellung. Zum Zeitpunkt der Vorstellung im Zentrum fir Humangenetik der
Philipps-Universitat Marburg lag ihr Sehvermdgen bei 50 %.

Aus einer Korpergrofie von 170 cm und einem Gewicht von 70 kg errechnete sich fiir
Patientin 2168 ein BMI von 24. Gemal der WHO-Klassifikation fir Adipositas hatte
Patientin 2168 Normalgewicht.

Nierenerkrankungen oder komplexe urogenitale Fehlbildungen lagen weder zum
Zeitpunkt der Geburt noch bei der Vorstellung im Zentrum fir Humangenetik der

Philipps-Universitat Marburg vor.
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Abbildung 3-3: Hande und FuRe der Patienten 2168. In der Abbildung ist die leicht konische und
kurze Fingerform erkennbar. Die File zeigen keine Auffélligkeit. Die
Operationsmnarben der Polydaktylieabtragung am 5. Strahl beider H&nde sind auf
diesem Bild nicht sichtbar.

Die sprachliche Entwicklung von Patientin 2168 galt ab dem Schulalter als verzdgert.
Im Verlauf der ersten Schuljahre wurden Lernschwierigkeiten deutlich und der Besuch
einer Sprachheilschule notwendig. Patientin 2168 besuchte zum Zeitpunkt der
Vorstellung im Zentrum fir Humangenetik der Philipps-Universitdt Marburg die 5.
Klasse einer Gesamtschule. Ab dem 6. Schuljahr sollte sie auf eine Hauptschule
wechseln. Die Patientin gab Mathematik neben Geographie, Kunst und Musik als ihr
Lieblingsfach an.

Die koordinatorischen und feinmotorischen Fahigkeiten der Patientin 2168 sind
defizitar. Laut Eltern hatte sie bereits im Kindergarten Schwierigkeiten mit dem
Ausschneiden von Objekten. Deutlich wurde das feinmotorische Defizit auch beim
Ankleiden. Bei kleineren Kndpfen war sie auf fremde Hilfe angewiesen. Sie beschrieb
zudem Gleichgewichtsstorungen, die sich vor allem im Sportunterricht bemerkbar
machten.

Im Alter von 6 Jahren wurde ein Strabismus festgestellt. Eine Zahnfellstellung wurde
mit einer festen Zahnspange behoben. Uber Schwerhorigkeit, Herzfehler, Diabetes
mellitus oder Leberfunktionsstérungen wurde nicht berichtet.

Die Beteiligung von Patientin 2168 an dem Beratungsgesprach und der Anamnese war
sehr zuriickhaltend. lhre Antworten stets einsilbig. Es entstand jedoch nicht der
Eindruck, dass es ihr Schwierigkeiten bereitete der Unterhaltung zu folgen. Die Mutter
berichtete, dass Patientin 2168 auch zuhause sehr wenig und leise rede. Fir Antworten

benétigte sie aufféllig lange Bedenkzeiten. Ihr Mund stand héaufig leicht offen.
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Vergleich des Phanotyps der Schwestern 2169 und 2168

Die phanotypische Ausprdgung der Leitsymptome des BBS war zwischen den
Schwestern deutlich unterschiedlich (Tabelle 3-2). Patientin 2168 zeigte, im Vergleich
zu ihrer alteren Schwester 2169, ein fir das BBS ausgepréagteren Phanotyp. Drei
Hauptkriterien und sechs Nebenkriterien waren positiv (Tabelle 3-2). Die
Diagnosekriterien des BBS von Beales und Mitarbeitern (1999) waren erfillt. Bei
Patientin 2169 sind zwei Hauptkriterien und ein Nebenkriterium positiv. Die
Diagnosekriterien von Beales und Mitarbeitern (1999) waren nicht erfillt.

Tabelle 3-2:  Phanotypische Auspragung der Diagnosekriterien des BBS der Schwestern 2169 und
2168. + = phanotypische Auspragung des Kriteriums.

Hauptkriterien Schwester | Schwester

2169 2168

Retinitis pigmentosa + +
postaxiale Polydaktylie + +
Adipositas - -
mentale Retardierung - +
renale Dysfunktion - -
Nebenkriterien

Sprachdefizit - +
Strabismus / Katarakt / Astigmatismus - +
Brachydaktylie / Syndaktylie - +
Entwicklungsverzégerung - +

Diabetes mellitus / insipidus - -
Ataxie / Koordinationsstérungen - +
Milde Spastik der unteren Extremitét - -
Gesichtsdeformationen - -
Zahnabnormalitaten + +
Hyper-/ Hypodontismus - -
Herzfehler - -
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Molekulargenetische Analyse des BBS1-Gens der Familie 2053

Ie

2166 2167

wt JM390R wt JM390R

2169 2168
M390R|M390R M390R|M390R

Abbildung 3-4: Stammbaum der Familie 2053 mit den
Ergebnissen der BBS1-Genotypisierung im Rahmen der
molekulargenetischen  Diagnostik —am  Institut  fur
Humangenetilk Marburg. wt = Wildtyp, M390R = Mutation in
BBS1 Exon 12.

Der Stammbaum der Familie 2053 (Abbildung 3-4) veranschaulicht den heterozygoten
Trégerstatus der Eltern fur die Mutation p.M390R in BBS1. Sowohl der Vater als auch
die Mutter zeigten keine klinischen Merkmale des BBS. Die Schwestern 2169 und 2168
waren beide homozygot fur p.M390R im BBS1 (Meyer 2009; Claus 2008). Der
homozygote p.M390R-Genotyp war in diesem Fall krankheitsauslésend.
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4 Ergebnisse

4.1 Molekulargenetische Analysen des BBS2-Gens

Zum Zeitpunkt der praktischen Durchfiihrung dieser Arbeit war die Sequenzierung von
DNA-Fragmenten in der Routinediagnistik noch nicht Standard. Daher wurden die
DNA-Proben von 65 klinisch diagnostizierten BBS-Patienten unter Verwendung der
SSCA untersucht. Im Vergleich zur direkten Sequenzanalyse ist die SSCA eine reine
Suchmethodik mit eingeschrénkter Genauigkeit. Es wurden nur die Exone untersucht, in
denen Mutationen in der internationalen Literatur beschrieben worden waren und daher
die Wahrscheinlichkeit in diesen Exonen eine Mutation zu finden, vermutlich am
hdchsten ist. Im BBS2-Gen waren es 13 Exone (Exone 1-6, 8-10, 12 und 14-16).
Ausgewertet wurde die Analyse Uber das Laufverhalten der DNA-Fragmente im PAA-
Gel. Bei einem aberranten Laufverhalten der DNA-Fragmente wurden die DNA-Proben

der Familienangehorigen des betroffenen Patienten ebenfalls analysiert.

411 Amplifizierung der Exone des BBS2-Gens

Die Primer flr die PCR-Amplifikation der BBS2-Exone 1, 3-6, 9, 12 und 14-16 wurden
aus der Arbeit von Nishimura und Mitarbeitern (2001) Gbernommen. Das Ergebnis der
PCR wurde durch Agarosegelelektrophorese mit einem Lé&ngenstandard Uberpriift. Zu
berticksichtigen war, dass mit den Primerpaaren aus der Arbeit von Nishimura und
Mitarbeiter (2001), die PCR-Produkte der Exone 2, 8 und 10 fur die SSCA groRer als
250 bp sein wirden. Die ideale Produktgrofe fur die SSCA liegt aber bei maximal 250
bp. Aus diesem Grund wurden unter Verwendung der Software Primer 3 Primerpaare
flr zwei sich tberlappende Fragmente dieser Exons entworfen. Bei der Amplifikation
entstanden so von jedem Exon zwei DNA-Fragmente mit einer optimalen GroRe: Exon
2a (249 bp), 2b (248 bp), 8a (250 bp) und 8b (200 bp). Die Fragmentgrole des Exon 10
wurde durch die Verwendung der Software Primer 3 neu ermittelter Primer auf 233 bp
verringert. Die Annealingtemperaturen der jeweiligen PCR sind Tabelle 2-2 zu

entnehmen.
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4.1.2  SSCA zur Fragmentlangen- und Konformationsanalyse im BBS2-Gen

Im Folgenden sind alle in der SSCA aberranten DNA-Fagmente (Tabelle 4-2)
dargestellt.

BBS2-Exon 1: Primerpaar Ex1F / ExX1R

Das PCR-Produkt der DNA der Patientin 2023 zeigte im Vergleich zu den
Kontrollpatienten ein abweichendes Muster der DNA-Fragmente. Zur weiteren Analyse
der Aberrationen bei Patientin 2023 (9, Geschwister, der Bruder 2193 war gesund)
wurden die Familienmitglieder 2194, 2193 und 2195 untersucht (Abbildung 4-1).

Patientin 2023
Bruder 2193
Mutter 2195

<
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—
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©
>

Abbildung 4-1: SSCA des BBS2-Exons 1 (12 %
PAA-Gel, Temperatur 20 °C,
Patientin 2023 mit Familie). Bei
Patientin 2023 zeigte sich ein
abweichendes Laufverhalten der
DNA-Fragmente. Bei den Eltern
und dem Bruder entsprach das
Laufverhalten dem Wildtypallel.

BBS2-Exon 4: Primerpaar Ex4F / Ex4R

Abbildung 4-2 zeigt die SSCA der DNA-Fragmente von Patientin 2029 und acht
Kontrollpersonen mit dem Primerpaar Ex4F / Ex4R. Das PCR-Produkt der DNA der
Patientin 2029 (9, Einzelkind) zeigte im Vergleich zu den Kontrollpersonen ein
abweichendes Muster der DNA-Fragmente (Abbildung 4-2). Die DNA ihrer Familie

stand zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht zur Verfugung. Daher konnte keine
Segregationsanalyse erfolgen.

Abbildung 4-2: SSCA des BBS2-Exons 4
(12 % PAA-Gel,
Temperatur 20 °C,
Primerpaar Ex4F / EX4R,
PCR-Produktgroie: 239
bp). Die roten Pfeile zeigen
auf  zusédtzliche = DNA-
Fragmente bei Patientin
2029 abgebildet in Gelspur
1 und 10. Die Gelspuren 2—
9 zeigen das Laufverhalten
des Wildtypallels von 8
Kontrollpersonen.

2029

(o]
(o]
S 2 3 4 5 6 7 8 9
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BBS2-Exon 10: Primerpaar Ex10-15F / Ex10-364R

In Abbildung 4-3A ist die SSCA der DNA-Fragmente von Patient 2131 und vier
Kontrollpersonen mit der Primerkombination Ex10-15F / Ex10-364R dargestellt. Das
PCR-Produkt der DNA von Patient 2131 (&, Geschwister, der Bruder 2130 und die
Schwester 2132 sind gesund) zeigte im Vergleich zu den Kontrollpersonen ein
abweichendes Muster der DNA-Fragmente (Abbildung 4-3A). Aufgrund der
wiederholten Unschérfe in der Darstellung der DNA-Fragmente wurde mittels der
Software Primer 3 ein weitere Primerkombination fir BBS2-Exon 10 (Ex10-132F /
Ex10-364R) ermittelt und eine erneute SSCA durchgefihrt (Abbildung 4-3B).

BBS2-Exon 10: Primerpaar Ex10-132F / Ex10-364R

In Abbildung 4-3B ist die SSCA der DNA-Fragmente von Patient 2131 und vier
Kontrollpersonen mit der Primerkombination Ex10-132F / Ex10-364R dargestellt.

—
(30}
—
N

2131

A

Abbildung 4-3: SSCA des BBS2-Exons 10 (12 % PAA-Gel, Temperatur 20 °C) A = Primerkombination

BBS2 Ex10-15F / BBS2 Ex10-364R (PCR-ProduktgroRe: 349 bp). B =
Primerkombination BBS2 Ex10-132F / BBS2 Ex10-364R (PCR-ProduktgréRe: 232 bp).
Die DNA-Fragmente von Patient 2131 sind mit roten Kreisen gekennzeichnet. Die
Ergebnisse in Abbildung A lassen eine Aberration vermuten, die sich in Abbildung B
nicht zeigt. Die Gelspuren 1-2 und 4-5 beider Abbildungen zeigen das Laufverhalten des
Wildtypallels von vier Kontrollpersonen.

Die Segregationsanalyse der Familie des Patienten 2131 (Vater 2128, Bruder 2130,
Schwester 2132, Mutter 2129) zeigte kein Hinweis fiir eine Aberration bei den Eltern,

dem Patienten oder seinem Bruder (Abbildung 4-4).
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Vater 2128
Patient 2131
Bruder 2130
Mutter 2129
Patient 2131
Bruder 2130
Mutter 2129
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Abbildung 4-4:

SSCA des BBS2-Exons 10 (12 % PAA-Gel,
Temperatur 20 °C, Patient 2131 mit Familie.

A = Primerkombination BBS2 Ex10-15F / BBS2
Ex10-364R (PCR-ProduktgroRe 349 bp).

B = Primerkombination BBS2 Ex10-132F / BBS2
Ex10-364R (PCR-ProduktgroRe 232 bp).
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BBS2-Exon 12: Primerpaar Ex12F / Ex12R

Abbildung 4-5 zeigt die SSCA der DNA-Fragmente von Patientin 2054 und sechs
Kontrollpersonen mit dem Primerpaar Ex12F / Ex12R. Das PCR-Produkt der DNA von
Patientin 2054 (9, Geschwister, die Schwester 2055 ist erkrankt) zeigte im Vergleich zu
den  Kontrollpersonen  ein  abweichendes  Muster der  DNA-Fragmente
(Abbildung 4-5A). In Abbildung 4-5B ist eine VergroRerung der Gelspuren 3-5
dargestellt, da ein Riss im PAA-Gel die Beurteilung der DNA-Fragmente erschwert.
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Abbildung 4-5: SSCA des BBS2-Exons 12 (12 % PAA-Gel, Temperatur 20 °C, Primerpaar
Ex12F / Ex12R, PCR-Produktgrofe: 344 bp). A = Auffélligkeit der DNA-
Fragmente der Patientin 2054. Innerhalb der roten Markierung ist ein stérker
ausgeprégtes mittleres DNA-Fragment erkennbar. Die Gelspuren 1-3 und 5-7
zeigen das Laufverhalten des Wildtypallels von sechs Kontrollpersonen. B =

VergroRerter Ausschnitt der Gelspuren 3-5. In beiden Abbildungen zeigt sich
ein vertikaler Riss durch das Gel.

Die Analyse der Familienmitglieder der Patientin 2054 (Vater 2052, Schwester 2055,
Mutter 2053) zeigte kein Hinweis flr eine Aberration bei den Eltern oder der Schwester
(Abbildung 4-6). Eine Aberration des DNA-Fragmentes von Patientin 2054 konnte in
der Segragationsanalyse nicht bestatigt werden.

Patientin 2054
Schwester 2055
Mutter 2053
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Abbildung 4-6:

SSCA des BBS2-Exons 12 (12 % PAA-Gel, Temperatur
20 °C, Patientin 2054 mit Familie). Es zeigte sich kein
Hinweis auf eine Aberration.
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BBS2-Exon 15: Primerpaar Ex15F / Ex15R

Abbildung 4-7A zeigt die SSCA der DNA-Fragmente von Patientin 2094 und 5
Kontrollpersonen mit dem Primerpaar Ex15F / Ex15R. Das PCR-Produkt der DNA der
Patientin 2094 (9, Geschwister, der Bruder 2093 ist gesund) zeigte im Vergleich zu den
Kontrollpersonen ein abweichendes Muster der DNA-Fragmente (Abbildung 4-7A).
Abbildung 4-7B zeigt die VergroRerung der Gelspuren 3-5.
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Abbildung 4-7: SSCA des BBS2-Exons 15 (12 % PAA-Gel, Temperatur 20 °C, Primerpaar
Ex15F / Ex15R, PCR-Produktgrofe: 330 bp). A = Auffélligkeit der DNA-
Fragmente der Patientin 2094 in Exon 15. Innerhalb der roten Markierung
sind zwei zusétzliche DNA-Fragmente erkennbar. Die Gelspuren 1-3 und
5-6 zeigen das Laufverhalten des Wildtypallels von funf Kontrollpersonen
in BBS2 Exon 15. B = VergroRerter Ausschnitt der Gelspuren 3-5.

Abbildung 4-8 zeigt die Segregationsanalyse der Patientin 2094 mit Familie bei zwei
Temperaturen. Es zeigt sich ein voneinander abweichendes Ergebnis. Daher wurden die

DNA-Proben von Patientin 2094 und die der Familie sequenziert (Tabelle 4-4).
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Abbildung 4-8:

SSCA des BBS2 Exons 15 (12 % PAA-Gel,

Temperatur A: 20 °C, B: 10 °C, Patientin

2094 mit Familie. Primerpaar Ex15F / EX15R;
LW = Leerwert.

A = Bei 20 °C zeigte sich kein abweichendes
Laufverhalten der DNA-Fragmente innerhalb
der Familie.

B = Bei 10 °C zeigte sich eine fehlendes DNA-
Fragment bei dem Bruder 2093 und der Mutter
2092 im Vergleich zur Kontrolle.
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4.1.3  Zusammenfassung der Ergebnisse der SSCA des BBS2-Gens

Bei einigen Patienten konnte trotz eines sichtbaren PCR-Produkts auf dem Agarosegel
wiederholt keine DNA auf den 12 % PAA-Gelen dargestellt werden (Tabelle 4-1).
Daher umfasste die Analyse des Exons 1 n = 61 Patienten, des Exons 2a n = 62
Patienten, der Exons 6 und 8b n = 64 Patienten. Fir die Exons 2b, 3-5, 7, 8a, 9-10, 12
und 14-16 konnten alle 65 Patienten analysiert werden (Tabelle 4-1).

Tabelle 4-1: Anzahl der mit der SSCA untersuchten BBS2-Gene

Anzahl der analysierten DNA Nummer der nicht

Exon Gen Patienten analysierten Patienten
1 BBS2 n==61 2065, 2109, 2138, 2159
2a BBS2 n==62 2017, 2095, 2178

6 BBS2 n =64 2160

8b BBS2 n==64 2147

2b, 3-5,7, 8a,9-10, 12, 14-16  BBS2 n==65 -

Fur die Exons 1, 4, 10, 12 und 15 zeigte sich jeweils bei einem Patienten ein auffalliges
DNA-Fragment in der SSCA (Tabelle 4-2). Bei den Exons 3, 5, 6, 8, 9, 14 und 16
zeigten sich keine Abweichungen im Laufverhalten der DNA-Fragmente der Patienten

im Vergleich zu den Kontrollpersonen.

Tabelle 4-2: Zusammenfassung der SSCA-Ergebnisse flr das BBS2-Gen. F = Forward primer, R =
Reverse primer.

Anzahl auffalliger  Artder

Patient Exon Gen Primerkombination

Patienten-DNA Auffalligkeit
2023 1 BBS2 n=1/61 Aberration Ex1F / Ex1R
2029 4 BBS2 n=1/65 Aberration Ex4F / ExX4R
2131 10 BBS2 n=1/65 Aberration Ex10-15F / Ex10-364R
2054 12 BBS2 n=1/65 Aberration Ex12F / Ex12R
2094 15 BBS2 n=1/65 Aberration Ex15F / Ex15R
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4.1.4  Zusammenfassung der Ergebnisse der Segregationsanalyse in BBS2

Das auffallige Laufverhalten der DNA-Fragmente in der SSCA der Patienten aus
Tabelle 4-2 konnte in der zweiten Untersuchung fur die Patientinnen 2131 und 2054
nicht bestétigt werden (Tabelle 4-3). Daher wurde die DNA der Patientin 2131 und
ihrer Familienmitglieder nicht sequenziert. Das PCR-Produkt der DNA der Patientin
2054 zeigte im Rahmen des Screenings ohne Familienmitglieder zweifach eine
deutliche Abweichung im Vergleich zu den Kontrollpatienten (Abbildung 4-5). In der
Segregationsanalyse konnte die Abweichung allerdings nicht erneut bestatigt werden
(Abbildung 4-6).

Aufgrund des zweifachen Nachweises einer Aberration, wurde die DNA der Patientin
2054 und ihrer Familienmitglieder sequenziert.

Die Aberrationen in der SSCA der Patienten 2023 und 2094 konnten in der
Segragationsanalyse bestétigt werden. Die PCR-Produkte der aberranten BBS2-DNA
dieser Patienten und die ihrer Familienmitglieder wurden daher sequenziert. Zusatzlich
wurde das PCR-Produkt des Exons 4 der BBS2-DNA von Patientin 2029 sequenziert.
Patientin 2029 ist ein Einzelkind. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit stand keine DNA der

Familienmitglieder zur Verfligung.

Tabelle 4-3: Zusammenfassung der Segregationsanalysen in BBS2. Bei wiederholt nachgewiesenen
Aberrationen in der SSCA wurde das PCR-Produkt der DNA sequenziert. (+ =
Sequenzanalyse durchgefiihrt).

Ergebnis der

Patient Anzahl der Geschwister Exon Gen ;
Segregationsanalyse

Sequenzanalyse

2023 @ Geschwister, Bruder ist gesund 1 BBS2 Aberration +
2029 @  Einzelkind 4 BBS2 keine Familienmitglieder +
2131 4 G seand 0 10 BBS2  keine Aberration -
2054 @  Geschwister, beide erkrankt 12 BBS2 keine Aberration +
2094 @  Schwester ist gesund 15 BBS2 Aberration +
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4.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Sequenzanalysen im BBS2-Gen

Das Ergebnis der Sequenzanalyse der PCR-Produkte der BBS2-DNA der drei
Patientinnen (DNA-Nummer 2023, 2054 und 2094) und die ihrer Eltern und
Geschwister sind in Tabelle 4-4 zusammengefasst. Die Sequenzen der DNA-Fragmente
aller Familienmitglieder der drei Familien und die Sequenz des DNA-Fragments von
Patientin 2029 zeigten eine vollstandige Ubereinstimmung mit den Sequenzen der
Kontrollpersonen. Auch intrafamiliar gab es keine Abweichungen in der Basensequenz.
Daher wurden die Aberrationen bei diesen Patienten (2023, 2054 und 2094) nicht
bestatigt.

Die Aberration der Patientin 2094 erwies sich als ein C — T Basenaustausch an
Nukleotidposition 1870 in Exon 15 (p.R624X). Die Eltern und die Schwester von
Patientin 2094 zeigten keine Abweichung in der Basensequenz im Vergleich zum den
Kontrollpersonen (Tabelle 4-4).

Tabelle 4-4: Zusammenfassung der Sequenzanalyen im BBS2-Gen

Probanden DNA-Nummer  Exon cDNA Sequenzvariation
Vater 2194 1 Wildtyp

Tochter (BBS) 2023 1 Wildtyp

Tochter (BBS) 2193 1 Wildtyp

Mutter 2195 1 Wildtyp

Patientin (BBS) 2029 4 Wildtyp

Vater 2052 12 Wildtyp

Tochter (BBS) 2054 12 Wildtyp

Tochter (BBS) 2055 12 Wildtyp

Mutter 2053 12 Wildtyp

Vater 2091 15 Wildtyp

Tochter (BBS) 2094 15 €.1870C>T / Wildtyp
Sohn 2093 15 Wildtyp

Mutter 2092 15 Wildtyp

(BBS) = klinisch an BBS erkrankt. Fett = Indexpatienten.
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Punktmutation bei Patientin 2094 in BBS2-Exon 15

Bei Patientin 2094 liegt eine heterozygote Mutation vor (Abbildung 4-9A). Es handelt
sich um den Basenaustausch C—T in Nukleotidposition 1870 in Exon 15. Der
Austausch von Cytosin zu Thymin fiihrt zu einem Stoppcodon TGA. Das Codon des
Wildtyps CGA codiert an dieser Stelle die Aminoséaure Arginin (Abbildung 4-9B). Die
Mutation hat in der Aminosauresequenz ein Kettenabbruch an der Stelle 624 (p.R624X)

zur Folge und ist bisher nicht in der Literatur beschrieben (Tabelle 4-5).

Tabelle 4-5: Nomenklatur der Mutation p.R624X im BBS2-Gen

Sequenz  Definition Accession Version / Variation

Ref. Seq. ID
H i BBS2-
CONA  RNA[DNAclne  BCO14140 ~ BCO141402/ ¢ 1g70c>T

MGC:20703] NM_0318853

BBS2-Protein

Protein [Homo sapiens]

AAH14140 AAH14140.1 p.R624X

Fam. 2041

)

2091 2092 »
wt jwt
| wt |Wt Kontrolle
[

c.1870C=>T
2093 2094 A T C T G A A
wit |wt wit | R624X

Patient 2094

Abbildung 4-9: Stammbaum mit BBS2-Exon 15 Genotyp und Sequenzen der Patientin
A = Aus dem Stammbaum wird ersichtlich, dass Patientin 2094 heterozygot fir
p.R624X ist.
B = Sequenz des mutierten Allels von Patientin 2094 und einer wt-DNA (Kontrolle)
von BBS2 Exon 15. Die Pfeile markieren die Stelle der Punktmutation ¢.1870C->T.
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4.2 Molekulargenetische Analysen des BBS4-Gens

4.2.1  Amplifizierung der Exone des BBS4-Gens

Es wurden 65 Klinisch diagnostizierte BBS-Patienten unter Verwendnung der SSCA
untersucht. Die Primer fir die PCR-Amplifikation der BBS4-Exons wurden aus der
Arbeit von Oeffner und Mitarbeiter (2003) Ubernommen. Die flr eine SSCA optimale
FragmentgroRe der PCR-Produkte von 250 bp wurde bei keinem der 16 Exone
uberschritten. Die Annealingtemperaturen der jeweiligen PCR sind Tabelle 2-6 zu
entnehmen. Die Auswertung erfolgte durch die Analyse des Laufverhaltens der DNA-
Fragmente im PAA-Gel. Bei einem aberranten Laufverhalten der DNA-Fragmente
wurden die DNA-Proben der Familienangehdrigen der betroffenen Patienten ebenfalls

analysiert.
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4.2.2  SSCA zur Fragmentlangen- und Konformationsanalyse in BBS4

Im Folgenden sind die in der SSCA aberranten DNA-Fragmente aus den Analysen des
BBS4-Gens dargestellt (Tabelle 4-8).

BBS4-Exon 3: Primerpaar Ex3F / Ex3R

Abbildung 4-10 zeigt die SSCA von zw0lf Patienten fir dieses Primerpaar. Insgesamt
zeigten sich vier unterschiedliche Konformationen (Abbildung 4-10). Variante 1 wird
durch die DNA des Patienten 2030 und Gelspur 12, Variante 2 durch die DNA der
Patienten 2031, 2035, 2037 und durch die Gelspuren 1, 7, 8, 10, 11, Variante 3 durch
die DNA der Patientin 2040 und Variante 4 durch die DNA der Patientin 2054. Zur
weiteren Analyse des Polymorphismus wurden die PCR-Produkte der Patienten-DNA
2030, 2031, 2040 und 2054 sequenziert (Kapitel 4.2.4, Tabelle 4-8).

2030
2031
2035
2037
2040
2054

10 11 12

Abbildung 4-10: SSCA des BBS4-Exons 3 (12 % PAA-Gel, Temperatur 10 °C, Primerpaar Ex3F /
Ex13R, PCR-ProduktgroRe: 200 bp). Es zeigt sich ein Polymorphismus. Die vier
unterschiedlichen Varianten werden durch die Patienten 2030, 2031, 2035, 2037,
2040 und Patientin 2054 und Gelspur 12 dargestellt. Die Gelspuren 1, 7-8 und 10—
11 zeigen das Laufverhalten von Variante 2 der DNA von funf Kontrollpatienten in
Exon 3 BBS4.

Tabelle 4-6: Polymorphismus in BBS4-Exon 3. wt = Wildtyp

SSCA-Ergebnis Haufigkeit im Patientenkollektiv
Variante 1 n=3/65 (4,6 %)

Variante 2 (wt) n=54/65 (84,6 %)

Variante 3 n=3/65 (4,6 %)

Variante 4 n=5/65 (7,7 %)
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BBS4-Exon 10: Primerpaar Ex10F / Ex10R

Abbildung 4-11 zeigt die SSCA der DNA-Fragmente von Patientin 2043 mit dem
Primerpaar Ex10F / Ex10R. Das PCR-Produkt der DNA der Patientin 2043 zeigte im
Vergleich zu den Kontrollpersonen ein abweichendes Muster im Laufverhalten
(Abbildung 4-11).

2043

1 23 45 6 7 829

11 12 8 9

w" RS NS
»

v P

Abbildung 4-11: SSCA des BBS4-Exons 10 (12 % PAA-Gel, Temperatur 20 °C, Primerpaar Ex10F /
Ex10R, PCR-ProduktgrofRe: 202 bp). A = Die DNA-Fragmente von Patientin 2043
sind mit einem roten Kreis gekennzeichnet. Das obere der drei DNA-Fragmente
fehlt. Die Gelspuren 1-9 und 11-12 zeigen das Laufverhalten des Wildtypallels von
elf Kontrollpatienten. B = VergroRerter Ausschnitt der Gelspuren 8-12.

Bei der Segregationsanalyse der Patientin 2043 (Vater 2128, Mutter 2129) zeigte sich
kein Hinweis fur eine Aberration (Abbildung 4-12). Bei 10 °C (A) zeigte sich kein
abweichendes Laufverhalten der DNA-Fragmente der Patientin im Vergleich zu den
Eltern und Kontrollpersonen. Auch das Laufverhalten der DNA-Fragmente bei 20 °C
(B) war unaufféllig.

50



Ergebnisse

Vater 2044
Patientin 2043

™

S
g N
o <
T o©
o 2
S ©
> a

Mutter 2045
Kontrolle
Mutter 2045
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle

Kontrolle
Kontrolle

A

Abbildung 4-12:

SSCA des BBS4-Exons 10
(12 % PAA-Gel, Patientin
2043 mit Familie,
Primerpaar Ex10F / Ex10R,
A = (10 °C), B = (20 °C).
Das Laufverhalten  der
DNA-Fragmente der
Patientin 2043 im Vergleich
zu den DNA-Fragmenten

der Eltern und
Kontrollpersonen war
unauffallig.

4.2.3  Zusammenfassung der Ergebnisse der SSCA des BBS4-Gens

Das Laufverhalten der DNA-Fragmente des Exon 3 des BBS4-Gens zeigte vier
unterschiedliche Varianten. Dies spricht fir das Vorhandensein eines Polymorphismus
(Kapitel 4.2.2, Abbildung 4-10).

In Exon 10 zeigte sich ein auffélliges DNA-Fragment bei der Patientin 2043
(Tabelle 4-7). In der Segregationsanalyse konnte dies aber nicht bestétigt werden.
Daher wurde das PCR-Produkt von Patient 2043 Exon 10 BBS4 nicht sequenziert.

In den Exons 1-2, 4-9 und 11-16 wurden mit der SSCA keine Abweichungen im
Laufverhalten der DNA-Fragmente aller 65 BBS-Patienten im Vergleich zu den
Kontrollpersonen gefunden.

Tabelle 4-7: Zusammenfassung der Ergebnisse der SSCA in BBS4. F = Forward Primer, R = Reverse

Primer.
Rl’:lrﬁmer Exon  Gen ﬁ;tzigmea;]l{gal\llgger ﬁtrj%(fj:ﬁlrigkeit Primerkombination
2030 3 BBS4 n=1/65 Polymorphismus ~ Ex3F/Ex3R
2031 3 BBS4 n=1/65 Polymorphismus Ex3F / Ex3R
2040 3 BBS4 n=1/65 Polymorphismus Ex3F / Ex3R
2054 3 BBS4 n=1/65 Polymorphismus Ex3F / Ex3R
2043 10 BBS4 n=1/65 Aberration Ex10F / EX10R
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4.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Sequenzanalysen im BBS4-Gen

Sequenziert wurde das PCR-Produkt der DNA von BBS4 Exon 3 von vier Patienten
(DNA Nummer 2030, 2031, 2040 und 2054). Patient 2030 représentiert die Variante 1
des Polymorphismus in BBS4 Exon 3. Patientin 2031 die Variante 2, Patientin 2040 die
Variante 3 und Patientin 2054 die Variante 4 (Abbildung 4-10). Die Sequenzen der
DNA der vier Patienten zeigten eine Ubereinstimmung mit den Sequenzen der DNA der

Kontrollpersonen. In BBS4 wurde daher keine Sequenzvariation gefunden.

Tabelle 4-8: Zusammenfassung der Sequenzanalyen im BBS4-Gen. wt = Wildtyp.

Polymorphismus in

DNA-Nummer der SSCA Exon cDNA-Sequenzvariation
2030 Variante 1 3 wt
2031 Variante 2 3 wt
2040 Variante 3 3 wt
2054 Variante 4 3 wt

4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Analysen der BBS2- und
BBS4-Gene

Aus den Analysen fiir die Gene BBS2 und BBS4 ergibt sich eine Punktmutation in BBS2

Exon 15 (Tabelle 4-9).

Tabelle 4-9: Ergebnisse der molekulargenetischen Analysen in BBS2 und BBS4.
X = betroffenes Gen.

Patient BBS2 BBS4 Exon SSCA Sequenzanalyse

2094 X - 15 Aberration p.R624X / Wildtyp
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5 Diskussion

5.1 Methodendiskussion

5.1.1 Labormethoden

In dieser Studie wurde bei 65 klinisch diagnostizierten BBS-Patienten unterschiedlicher
ethnischer ~ Herkunft eine  Aberrationssuche  mittels SSCA und eine
Mutationsbestimmung mittels direkter Sequenzierung in den Kandidatengenen BBS2
und BBS4 durchgefiihrt. Der Umfang eines Aberrationsscreenings in Kandidatengenen
mittels SSCA ist weniger sensitiv im Vergleich zur direkten Sequenzanalyse. Allerdings
war zum Zeitpunkt der praktischen Durchfihrung dieser Arbeit die direkte
Sequenzananlyse als Standard im Labor der Humangenetik Marburg noch nicht
etabliert. In den BBS2-Exonen 7, 11, 13 und 17 waren zum Zeitpunkt der Durchfiihrung
der praktischen Arbeit in der Literatur keine Mutationen beschrieben. Unter der
Annahme, dass diese Exone keine fiir die Penetranz des BBS-Phanotyps wichtige
Proteindoméne kodieren, wurden diese Exone nicht analysiert. Zudem war das Ziel
dieser Arbeit nicht ein vollstdndiges Screening der Gene BBS2 und BBS4
durchzufihren, sondern in dem Marburger Patientenkollektiv Hinweise fiir einen
oligonenen Vererbungsmodus zu finden. Somit wurden in BBS2 ausschlieBlich die
Exone 1-6, 8-10, 12 und 14-16 mittels SSCA untersucht.

Die Allelfrequenzen fur mutante Allele in BBS2 in der Studienpopulation der
vorliegenden Arbeit liegt mit 0,8 % (1/130) deutlich unter den Angaben in der
internationalen Literatur (5,4 %) (Muller et al. 2010). Ein Grund flr diese Differenz
konnten Mutationen in den nicht untersuchten Exonen in BBS2 sein. Daher sollte in
Zukunft die Analyse der Exone 7, 11, 13 und 17 nicht ausgeschlossen werden.

In BBS4 wurden die Exone 1-16 und damit die vollstandige codierende Sequenz mittels
SSCA untersucht. Es wurden keine Mutationen in BBS4 gefunden. Die Allelfrequenzen
fur mutante Allele in BBS4 in dieser Studienpopulation liegt daher bei 0%. Muller und
Mitarbeiter (2010) berichten hingegen uber eine Allelfrequenz fir mutante Allele in
BBS4 von 5,8 %. Ein moglicher Grund weshalb Muller und Mitarbeiter (2010)
insgesamt mehr mutante Allele in BBS2 und BBS4 entdecken konnten, ist die héhere
Sensitivitdt der angewandten Methode (direkte Sequenzanalyse der gesamten

kodierenden Sequenz). Dariiber hinaus ist die Studienpopulation der vorliegenden
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Untersuchung kleiner als die von Muller und Mitarbeitern (2010), so dass die
detektieren Allelfrequenzen mdglicherweise kein reprasentatives Ergebnis darstellen.

5.1.2 SSCA und Sequenzanalyse

Die SSCA ermdoglicht einen unmittelbaren Vergleich des Laufverhaltens der
Sekundarstrukturen  einzelstrdngiger, denaturierter DNA auf einem nicht-
denaturierenden PAA-Gel. Schon ein Austausch einzelner Basen kann die
Sekundarstruktur einer Nukleinsduresequenz verandern. Daher kann sich das
Laufverhalten auf dem PAA-Gel vom Wildtyp unterscheiden. Allerdings flhrt ein
einfacher Basenaustausch nicht zwangslaufig zu einer Verdnderung in der
Sekundarstruktur. Die Sekundéarstruktur von Nukleinséuresequenzen unter Bedingungen
der PAA-Gelelektrophorese und somit das zu erwartende Laufverhalten l&sst sich
demnach nicht zuverlassig voraussagen (Ziemssen et al. 2001). Bei einem Screening
mittels SSCA werden Sequenzvarianten, deren Laufverhalten im PAA-Gel sich nicht
von dem des Wildtyps unterscheiden, ubersehen. Bei heterozygotem Genotyp machen
sich Punktmutationen bei verandertem Laufverhalten des mutierten DNA-Fragments
durch zusétzliche Banden bemerkbar. Handelt es sich aber bei den Mutationen um
grolRe Deletionen, taucht moglicherweise nur das Fragmentmuster des Wildtyp-Allels
auf und die Deletion wird nicht detektiert.

Eine Standardisierung der methodischen Ablédufe der SSCA ist wegen der vielen
auleren Einflisse schwer zu realisieren. Eine minimale Veranderung der SSCA-
Bedingungen kann zu einer verénderten Paarung der Basen fiihren. Dadurch sind die
Ergebnisse nicht immer reproduzierbar. Dies zeigt sich in dieser Arbeit in der SSCA
von Patient 2131 und der anschlieBenden Segregationsanalyse (Kapitel 4.1.2,
Abbildung 4-4, 4-5). Zu den variierbaren SSCA-Bedingungen gehodren die DNA-
Konzentration, Spannung in der Pufferkammer, Laufzeit der Elektrophorese,
Pufferkammertemperatur, sowie Konzentration des verwendeten PAA-Gels (8 %, 10 %
oder 12 %). Fur die analysierten Exone der Gene BBS2 und BBS4 wurden zu Beginn
dieser Studie unterschiedliche Bedingungen getestet. Fir das Aberrationsscreening
wurden die SSCA-Bedingungen verwendet, bei denen sich die DNA-Fragmente gut
abgrenzbar auf dem PAA-Gel darstellten. Eine Moglichkeit die Sensitivitdt der SSCA
zu erhohen, wére die Etablierung von SSCA-Bedingungen mit DNA-Fragmenten, die
ein bekanntes mutantes Allel als Kontrolle enthalten. Die Bedingungen, die das mutante

Allel der Positivkontrolle detektieren, missten dann im Screening angewandt werden.
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Positivkontrollen mit definierten mutanten Allelen standen fur die Gene BBS2 und
BBS4 in dieser Arbeit nicht zur Verfligung.

Nicht detektierbare DNA-Fragmente auf den PAA-Gelen, trotz eines sichtbaren PCR-
Produktes auf dem Agarosegel, zeigten sich in dieser Arbeit bei neun Patienten (Kapitel
4.1.3, Tabelle 4-1). Die fehlenden Ergebnisse zu diesen Analysen veréndern die
ermittelten Allelfrequenzen mutanter Allele im Marburger Patientenkollektiv. Es ware
sinnvoll, die DNA dieser Patienten flr eine weitere Analyse erneut zu isolieren und
aufzureinigen. Zielfihrend wére zusétzlich die direkte Sequenzanalyse dieser DNA-
Fragmente.

Nach Auswertung von SSCA mit unterschiedlichen Bedingungen kommen Hayashi und
Yandell zu dem Ergebnis, dass bei einer Fragmentlange < 200 bp mit einer Sensitivitat
(Anteil der tatsachlich detektierten Mutationen in %) von > 90 % zu rechnen ist. Bei
Fragmentlangen von 300-350 bp liegt dieser Wert noch bei > 80 % (Hayashi und
Yandell 1993). Daher konnen trotz sorgfaltigster Etablierung und Durchfiuhrung der
SSCA 10-20 % Mutationstrager eventuell nicht erfasst werden. In Exon 10 des BBS2-
Gens zeigte das PCR-Produkt (349 bp) der DNA-Probe von Patient 2131 eine
Aberration im PAA-Gel (Abbildung 4-4A). Die Verwendung eines neuen Primerpaars,
welches ein PCR-Produkt von 232 bp amplifiziert, relativierte in nachfolgenden
Kontrolluntersuchungen diese Aberration (Abbildung 4-4B). Die unterschiedlichen
SSCA-Ergebnisse verdeutlichen die Abhéngigkeit der Untersuchungsergebnisse von der
Grolke des PCR-Produktes. Es bleibt zu beachten, dass die SSCA 4-4A ein falsch
positives oder die SSCA 4-4B eine falsch negatives Ergebnis darstellen kénnte.

Zur Entdeckung von Mutationen in bestimmten Kandidatengenen ist die direkte
Sequenzierung der PCR-Produkte im Vergleich zur SSCA die sensitivere und
spezifischere Methode. Daher ist die direkte Sequenzierung aktuell Standard in der
Routinediagnostik. Die direkte Sequenzanalyse war zum Zeitpunkt der praktischen
Durchfiihrung dieser Arbeit im Labor der Humangenetik Marburg noch nicht als
Routine etabliert. Von den BBS1-12 Genen zeigen BBS1, BBS10 und BBS12 die héchste
Mutationsfrequenz und tragen 75 % aller bisher bekannten Mutationen (Muller et al.
2010). Durch ein Screening der Gene BBS2 und BBS4 unter Verwendnung der SSCA
sollten potentielle Mutationstréger indentifiziert werden, mit dem Nachteil, dass
eventuell nicht alle Mutationen gefunden wurden. Dies zeigt die Allelfrequenz fur
mutante Allele von 0 % in BBS4 und 0,8 % in BBS2 in dieser Studie. Die

internationale Literatur berichtet dagegen uber eine Allelfrequenz fir mutante Allele
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von > 5 % fur beide Gene. In Anbetracht dieser groBen Differenz der Allelfrequenzen
fir mutante Allele in BBS2 und BBS4, erscheint es sinnvoll, die Patienten-DNA dieser
Gene direkt zu sequenzieren.

Prinzipiell eignet sich die SSCA potentielle Mutationstrager zu selektionieren. Die
Sequenzanalyse kann anschliefend zur Bestimmung der Art und Lage der Mutation und
zur Differenzierung zwischen unspezifischen Einzelstrang-Konformationen und

tatsdchlichen Sequenzvariationen dienen.
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5.2 Klinische und epidemiologische Diskussion

5.2.1 Klinische Diagnose des Bardet-Biedl Syndroms

Eine Unterscheidung zwischen dem BBS und seinen Differentialdiagnosen ist im
Klinischen Alltag h&ufig schwierig (Tabelle 5-1). Beales und Mitarbeiter (1999)
formulierten Haupt- und Nebenkriterien, anhand derer die Diagnosestellung erleichtert
und eine Standardisierung in der Diagnosestellung ermdglicht wird (Tabelle 1-1). Die
Symptome Retinitis pigmentosa und Adipositas sind im frihen Kindesalter oft noch
nicht ausgepragt und nehmen erst in der Pubertat pathologischen Charakter an. Daher
sind im Verlauf der Kindheit zumeist mehrere Kontrolluntersuchungen notwendig, um

den Verdacht auf ein BBS zu bestatigen.

Tabelle 5-1: Differentialdiagnosen des Bardet-Biedl Syndroms

OMIM Syndrom Symptome

245800 LMS Retinitis pigmentosa, Hypogonadismus, Entwicklungsverzégerung

210350  Biemond Il Syndrom postaxiale Polydaktylie, Adipositas, Iriskolobom, Hypogenitalismus,
Entwicklungsverzdgerung

266900  Senior Loken Syndrom  Retinitis pigmentosa, zystische Nierenerkrankung, Situs inversus
Dandy-Walker Malformation, Lebererkrankungen

203800  Alstrom Syndrom Retinitis pigmentosa, Adipositas, Diabetes mellitus, Schwerhdérigkeit

249000  Meckel Syndrom postaxiale Polydaktylie, Zystennieren, Encephalocele

601803  Pallister-Killian postaxiale Polydaktylie, Adipositas, Hypogenitalismus, Zystennieren,
Syndrom mentale Retardierung

146510  Pallister-Hall Syndrom  postaxiale Polydaktylie, Hypogenitalismus, Nierendysplasien

225500  Ellis-Van-Creveld postaxiale ~ Polydaktylie,  angeborene  Herzfehler,  mentale
Syndrom Retardierung

311200  Oral-fazial-digital unilaterale  préaxiale  Polydaktylie, im  Erwachsenenalter
Syndrom Nierenzysten, variable mentale Retardierung

Eine Retinitis pigmentosa zeigt sich bei nahezu allen erwachsenen BBS-Patienten. Bis
zu einem Alter von sieben bis acht Jahren sind augenérztliche Untersuchungen bei
BBS-Patienten héaufig unauffallig (Beales et al. 1999). Dennoch erblinden alle BBS-
Patienten durchschnittlich mit 15,5 Jahren (Runge et al. 1986, Beales et al. 1999). Dies
verdeutlicht das rasche Fortschreiten der Erkrankung. Innerhalb eines Zeitraumes von
zirka sieben Jahren entwickeln sich die ersten Symptome mit Visusreduktion, danach

folgt Nachtblindheit bis hin zum absoluten Visusverlust.
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Bei der postaxialen Polydaktylie, die bei 63-69 % der BBS-Patienten ausgebildet ist,
handelt es sich um eine Blickdiagnose im Sauglings- oder Kleinkindalter (Moore et al.
2005; Beales et al. 1999). Sie tritt kongenital auf und ist immer ein
differentialdiagnostischer Hinweis auf das BBS. Eine operative Korrektur der
zusétzlichen Finger oder Zehen sollte im friihen Kindesalter angestrebt werden, um eine
kosmetische und funktionelle Beeintrachtigung friihzeitig zu korrigieren.

Eine Adipositas ist bei mehr als der Halfte der BBS-Patienten vorhanden. Mit Hilfe der
Formel fiir den Body-Mass-Index (BMI) wird die Adipositas standardisiert beschrieben
(BMI = Masse (kg)/GroRe (m)?®; Normbereich = 18,5 bis 24,9 kg/m?). Obwohl bei BBS-
Patienten bereits im Kindesalter oft ein erhthter BMI vorliegt, wird die Adipositas in
der Regel erst postpubertdar als pathologisch eingestuft (Beales et al. 1999).
Differentialdiagnostisch liegt die Schwierigkeit in der Unterscheidung zum nicht-
syndromalen Ubergewicht. Der Habitus der Eltern und eine Anamnese der
Essgewohnheiten der BBS-Patienten helfen bei der Differenzierung.

Bei Mannern mit BBS kommt es hadufig zu einem hypogonadotrophem
Hypogonadismus. Klinisch zeigen sich ein Mikropenis und Fertilitatsstorungen (Beales
et al. 1999). Bei Frauen werden komplexe urogenitale Fehlbildungen beobachtet.
Klinisch kdnnen Zyklusstorungen und Fehlbildungen des inneren Genitale beobachtet
werden (Bell et al. 1958, Klein und Ammann 1969). Wahrend Fehlbildungen der
Genitalien bei Mannern durch eine Blickdiagnose leicht zu diagnostizieren sind, ist die
Diagnosestellung bei Frauen schwieriger.

Renale Anomalien werden bei 24 % der BBS-Patienten nachgewiesen (Beales et al.
1999). Sie sind Hauptursache fir die erhohte Morbiditat und Mortalitat bei BBS-
Patienten (Hurley et al. 1975). Bei BBS-Patienten, deren Untersuchung ein urologisches
bildgebendes Verfahren beinhaltete, zeigt sich sogar in 46 % der Félle ein
pathologischer Befund (Beales et al. 1999; Moore et al. 2005). Allerdings liegt fur diese
Patientengruppe eine Selektion vor, da die Indikation fur die Bildgebung vermutlich
aufgrund von nephrologischen Symptomen gestellt wurde. Der Begriff metabolisches
Syndrom beschreibt einen Zusammenhang zwischen Nierenerkrankungen, Adipositas,
arteriellem Hypertonus und Diabetes mellitus und geht auch in der Normalbevélkerung
mit einer erhohten Morbiditat einher.

Zur Erfassung der phanotypischen Merkmale des BBS in dem Marburger
Patientenkollektiv erfolgte eine direkte Befragung der Betroffenen und ihrer

Familienangehdrigen. Hierflr wurde ein Fragebogen entwickelt (Meyer 2008). Da es
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sich groBtenteils um anamnestische Daten handelt, konnte nicht ausgeschlossen werden,
dass Patienten in die Studiengruppe aufgenommen wurden, die aus arztlicher Sicht nicht
die klinischen Kriterien fir die Diagnose des BBS erfillen. Fur das Marburger
Patientenkollektiv erfolgte daher eine molekulargenetische Verifizierung der BBS-
Diagnose uber einen Nachweis der haufigsten BBS-Mutationen p.M390R (Exon 12
BBS1) und p.C91fsX95 (Exon 2 BBS10). Sollten dennoch gesunde Probanden in dem
Marburger Patientenkollektiv vorhanden sein, beeinflusst das die Studienergebnisse in
Richtung einer geringeren Allelfrequenz und Mutationshaufigkeit.

Auch im klinischen Alltag konnen molekulargentische Analysen den behandelnden Arzt
bei der Diagnosefindung im frihen Kindesalter unterstiitzen. In der internationalen
Literatur fand sich die Mutation p.M390R (Exon 12, BBS1) bei 18,1 % und die
Mutation p.C91fsX95 (Exon 2, BBS10) bei 12,9 % der BBS-Patienten (Beales et al.
2003; Stoetzel et al. 2006). Daher kann eine molekulargenetische Verifizierung der
klinisch diagnostizierten BBS-Patienten in Bezug auf die h&ufigsten BBS-Mutationen

p.M390R und p.C91fsX95 ein weiterer sinnvoller Schritt in der Diagnostik sein.
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5.2.2 Phanotypvergleich der Schwestern 2169 und 2168 aus der Kasuistik dieser
Arbeit

Die grole intrafamilidre Variabilitat der Symptome des BBS zeigt sich im Phénotyp der
Schwestern 2169 und 2168 (Kapitel 3—-2). Beide sind homozygot fir p.M390R BBS1. In
den Genen BBS2, BBS4, BBS6 und BBS10 sind im Rahmen der Marburger Studien
keine weiteren BBS-assoziierten Mutationen gefunden worden. Dennoch unterscheidet
sich der Phanotyp der Geschwister deutlich (Tabelle 3-2). Mdglicherweise wird der
unterschiedliche Phénotyp der Geschwister durch weitere Mutationen in bisher nicht
bekannten BBS-Genen verursacht. Zusétzlich bleibt zu beachten, dass das BBS2-Gen
nicht vollstdndig untersucht wurde. Es konnten daher Mutationen in den nicht
untersuchten Exonen vorhanden sein, die sich auf den Phénotyp der Geschwister
auswirken.

Eine dhnliche Konstellation wie bei den Geschwistern 2169 und 2168 wurde in der
Literatur bereits beschrieben. Beales und Mitarbeiter (2003) konnten in zwei nicht
miteinander verwandten Familien klinisch gesunde homozygote Tréger der Mutation
p.M390R BBS1 nachweisen. Die Vater sind beide homozygot fiir p.M390R BBS1, die
Mitter beide heterozygot fur dieses Allel. Die Eltern sind klinisch gesund und zeigen
keine phéanotypischen Merkmale des BBS. Bei den Kindern der beiden Eltern wurde,
wie bei ihren Vatern, ein homozygoter Genotyp in BBS1 mit mutanten p.M390R-
Allelen nachgewiesen. Sie erbten demnach jeweils ein krankes Allel von den Eltern.
Anderes als ihre symptomlosen Véter weisen sie jedoch die klassischen phanotypischen
Merkmale des BBS auf. Eine dritte Mutation in BBS-Genen wurde in den Familien
nicht gefunden. Innerhalb dieser Familien finden sich also kranke und gesunde
homozygote Tréger der Mutation p.M390R BBS1. Daher ist die homozygote Mutation
in diesen Familien nicht allein krankheitsauslosend. Zur Erlauterung dieser Genotypen
stellen Beales und Mitarbeiter (2003) zwei Hypothesen auf:

e Bei den klinisch betroffenen homozygoten Mutationstrdgern ist eine dritte
Mutation vorhanden, die letztlich zum BBS-Phénotyp flihrt. Diese Mutation
wurde entweder in der Sequenzanalyse Ubersehen oder befindet sich in einem
bisher unbekannten BBS-Gen. Bei den symptomlosen homozygoten
Mutationstrégern ist diese aggravierende Mutation nicht vorhanden.

e Umgekehrt ist es denkbar, dass bei den symptomlosen homozygoten

Mutationstrdgern eine dritte Mutation vorhanden ist, die den Ausbruch der
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Erkrankung verhindert. Bei den klinisch  betroffenen homozygoten
Mutationstragern ware diese protektive Mutation demnach nicht vorhanden. Das
bedeutet, dass bei den Vatern diese protektive Sequenzvariante vorliegt aber

nicht an die Kinder vererbt wurde.

Entsprechend lasst das klinische Erscheinungsbild der Schwestern 2169 und 2168 aus

dem Marburger Patientenkollektiv zwei mogliche Erklarungen zu:

Bei Patientin 2168 ist eine zusatzliche aggravierende Mutation in einem BBS-
Gen vorhanden, die zur typischen Merkmalsauspragung des BBS fiihrt und im
Rahmen dieser Studie nicht gefunden wurde.

Oder bei Patientin 2169 ist eine zusétzliche protektive Mutation in einem BBS-
Gen vorhanden. Diese protektive Mutation verhindert die Auspragung eines fur

das BBS typischen Phanotyps.

Da in den Genen BBS2, BBS4, BBS6 und BBS10 im Rahmen der Marburger Studien
keine weiteren BBS-assoziierten Mutationen gefunden worden sind, l&sst sich anhand

der Daten dieser Studie keine der Hypothesen bestatigen. Eine vollstandige Analyse

aller bisher bekannten BBS-Gene der Schwestern und Eltern ware notwendig, um eine

der Hypothesen zu bestatigen.
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5.3 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse der
Marburger BBS-Arbeitsgruppe fur das Patientenkollektiv der
vorliegenden Arbeit

Aufgelistet sind die SSCA- und Sequenzvarianten in den Genen BBS1, BBS6 und

BBS10 aus den Dissertationen von Benjamin Frick (2007), Julia Meyer (2009) und

Helene Claus (2008). Fir die Gene BBS2 und BBS4 sind die Ergebnisse der SSCA- und

der Sequenzanalysen aus der vorliegenden Arbeit abgebildet.

Im Rahmen der Dissertation Meyer (2009) wurden die Exone 4, 5, 8, 10, 12, 13, 15 und

16 in BBS1 untersucht. Im Rahmen der Dissertation Claus (2008) wurde eine SSCA der

Exone 7 und 9 in BBS1 durchgefiihrt. Zusatzlich wurde in BBS10 das Exon 2 mittels

Sequenzanalyse untersucht. Im Rahmen der Dissertation Frick (2007) wurde ein

Mutationsscreening mit SSCA und anschliefender Sequenzanalyse der aberranten

DNA-Fragmente der codierenden Sequenz in BBS6 durchgefthrt.

Die Zusammenfassung der Ergebnisse ermdglicht eine Analyse hinsichtlich eines digen-

triallelischen oder oligogenen Erbgangs im Marburger Patientenkollektiv.

Aberrationen und Sequenzvarianten bei 65 Patienten in BBS2 und BBS4

Das PCR-Produkt der DNA-Probe von Patientin 2023 in BBS2 Exon 1 zeigte als einzige
Probe ein abweichendes Laufverhalten sowohl der Doppelstrang- als auch der
Einzelstrang-DNA (Kapitel 4.1.2, Abbildung 4-1). Eine Erklarung fur das abweichende
Laufverhalten der renaturierten DNA-Doppelstrdnge konnte die Ausbildung eines
Heteroduplex sein. Wenn sich ein mutierter DNA-Einzelstrang mit einem
unveranderten DNA-Einzelstrang des gleichen PCR-Produktes verbindet, so befinden
sich in der Sequenz Abschnitte, die nicht vollstandig komplementdr sind. Solche
Abschnitte bilden dann Schleifen aus. DNA-Fragmente mit Heteroduplices haben ein
anderes Laufverhalten im PAA-Gel als die DNA-Proben des Wildtyps.

In BBS2 Exon 15 zeigte das PCR-Produkt der DNA-Probe von Patientin 2094 ein
abweichendes Laufverhalten in der SSCA (Kapitel 4.1.2, Abbildung 4-7). Eine weitere
SSCA mit den DNA-Proben der Familie konnte dieses Ergebnis allerdings nicht
reproduzieren. Die SSCA in Exon 15 BBS2 verdeutlichen die mangelnde
Reproduzierbarkeit der SSCA-Ergebnisse in dieser Arbeit. Die Sequenzanalyse ergab
eine heterozygote Punktmutation p.R624X bei Patientin 2094 in Exon 15 BBS2. Die
Sequenzen der Familie waren unauffallig. Daher handelt es sich bei p.R624X
vermutlich um eine Neumutation (ein Keimbahnmosaik ist nicht auszuschlieRen, auf

Paternitdt und die korrekte Zuordnung der DNA-Probe wurde nicht getestet).
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Neumutationen sind bei dem genetisch heterogenen BBS hadufig. Harville und
Mitarbeiter (2010) haben in einer Kohorte von 45 BBS-Familien 11 bisher unbekannte
Mutationen entdeckt, die nicht von den Eltern vererbt wurden, und daher die
Gesamtheit der BBS Mutationen um zirka 5 % (11/218) erhoht. In einer weiteren Studie
konnten in einer Kohorte von 55 BBS-Familien 43 Mutationen gefunden werden.
Hiervon waren 21 und daher knapp die Halfte der nachgewiesenen Mutationen bisher
unbekannt und nicht von den Eltern geerbt worden (Chen et al. 2011).

Die Mutation p.R624X bei Patientin 2094 in Exon 15 BBS2 hat in der
Aminosduresequenz einen Kettenabbruch zur Folge (Abbildung 4-9). Bezogen auf das
Patientenkollektiv dieser Studie tritt p.R624X (c.1870C->T) mit einer Allelfrequenz von
0,8 % (1/130) und einer Haufigkeit von 1,5 % (1/65) auf. Patientin 2094 ist als Einzige
der Familie Tragerin einer heterozygoten Mutation in einem Exon des BBS2-Gens.
Patientin 2094 ist auch die Einzige vom BBS Betroffene in ihrer Familie. Daher wére es
notwendig gewesen auf Paternitdt und die korrekte Zuordnung der DNA-Probe zu
testen. Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten des Phénotyps und dieser Mutation
scheint wahrscheinlich. Bei Patientin 2094 muss aufgrund der heterozygoten Situation
in BBS2 das Vorliegen mindestens einer weiteren heterozygoten Mutation angenommen
werden. Diese kann sich entweder in einem der nicht untersuchten Exone des BBS2-
Gens, in einem der anderen 15 bekannten oder in einem bisher nicht identifizierten
BBS-Gen befinden. Bei Patientin 2094 konnten bei der Analyse in BBS1, BBS6 und
BBS10 keine weiteren Sequenzvarianten entdeckt werden.

Die Mutationen BBS1 Exon 12 p.M390R und BBS10 Exon 2 p.C91fsX95 im
Marburger Patientenkollektiv

Insgesamt wurde bei 42,6 % (23/54) der deutschen Studienpopulation des Marburger
Patientenkollektivs eine der beiden Mutationen nachgewiesen, wobei p.M390R bei
14,8 % (8/54) und p.C91fsX95 bei 27,8 % (15/54) der Patienten detektiert wurde (Claus
2008). Die Mutationen p.M390R und p.C91fsX95 treten bei keinem Patienten des
Marburger Patientenkollektivs in Kombination auf. Die kombinierte Allelfrequenz in
der deutschen Population liegt bei 34,3 % (37/108). Zusammenfassend zeigt sich, dass
nicht p.M390R die hdufigste Mutation bei BBS-Patienten deutscher Herkunft ist,
sondern p.C91fsX95. Knapp die Halfte (42,6 %) der BBS-Patienten ist Trager einer der
beiden Mutationen. Daher kann die klinische Diagnose des BBS durch die gezielte

molekulargenetische Analyse von p.M390R und p.C91fsX95 wahrscheinlich gemacht
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werden. Allerdings bedeutet ein fehlender Nachweis nicht, dass ein BBS

ausgeschlossen ist.

Weitere Mutationen in BBS1 und BBS6 im Marburger Patientenkollektiv

In BBS1 lassen sich neben der p.M390R-Mutation bei 5,6 % andere Mutationen im
Marburger Patientenkollektiv finden (Claus 2008). Die von Mykytyn und Mitarbeitern
(2003) identifizierte Deletion von 5 bp in Exon 12 (C377_F378delfsX412) und die von
Beales und Mitarbeitern (2003) entdeckte Nonsensemutation in Exon 13 (p.R440X)
treten auch in der Dissertation von Meyer (2008) als Sequenzvarianten mit
pathologischem Wert auf. Zusétzlich wurden die Punktmutationen p.S80G und p.T91P
in Exon 4 BBS1 in heterozygoter Form bei Patientin 2087 gefunden (Meyer 2008).

Ein weiterer Patient deutscher Herkunft erbte je eine Mutation von den Eltern. Von
Seiten der Mutter die Punktmutation p.A447T in Exon 13 und von Seiten des Vaters die
Rasterschubmutation p.C377_F378delfsX412 in Exon 12 (Claus 2008). Somit ist er
compound-heterozygoter Gentrager. Die Rasterschubmutation p.C377_F378delfsX412
im zweiten Allel hat mit Sicherheit pathogenen Charakter, da sie zu einer Verschiebung
des Leserasters und somit zur langstreckigen Veranderung der Aminosauresequenz
fuhrt (Mykytyn et al. 2003).

Eine Patientin tirkischer Herkunft ist homozygote Mutationstragerin einer Deletion von
Exon 12 bis 13 in BBS1 (c.Ex12_Ex13del) (Oeffner et al. 2003). Die Deletion flhrt zu
einem vollstdndigen  Funktionsverlust des BBS1-Gens mit weitreichenden
Auswirkungen auf den BBS-Phanotyp.

Bei der Analyse des BBS6-Gens zeigten sich vier Sequenzvarianten (Frick 2007). Zwei
der Sequenzvarianten liegen in BBS6 Exon 3 (p.Y37C und p.1178l) und zwei in BBS6
Exon 6 (p.R517C und p.G532V). Die Punktmutationen p.Y37C und p.G532V sind
Aminosaureaustauschmutationen mit pathologischem Wert. Bei der p.11781-Mutation
handelt es sich um eine stille Mutation, die zwar einen Basenaustausch in der DNA,
aber keinen Aminosdureaustausch im Protein verursacht. Die Sequenzvariante p.R517C
ist ein Polymorphismus, der mit einer Allelfrequenz von 11 % in der

Normalbevolkerung vorkommt (Frick 2007).
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Tabelle 5-2: Zusammenfassung der SSCA- und Sequenzvarianten fur das Patientenkollektiv
(n=65) der vorliegenden Arbeit in BBS1' (Exons 4-5, 7-10, 12-13 und 15-16), BBS2? (Exons 1-6,

8-10, 12 und 14-16), BBS4? (Exons 1-16), BBS6® (Exons 3-6) und BBS10* (Exon 2).

Patient BBS1 BBS2 BBS4 BBS6 BBS10
Ex. Sequenz- Ex. | Sequenz- | EX. | Sequenz- | Ex. Sequenz- | Ex. Sequenz-
varianten varianten varianten varianten | 2 varianten
2017 12 |c.Ex12_Ex13 2a | SSCA SSCA unauffallig
13 | Deletion Methoden- | unauffallig
?
homozygot fehler
2018 12 |c.Ex12_Ex13 3 p.1178I Sequenzanalyse
a 13 | Deletion unauffallig heterozygot | unauffallig
homozygot
9 |c.724-8G>c. 3 p.1178I Sequenzanalyse
heterozygot heterozygot | unauffallig
2059 A unauffallig
heterozygot
2%20 unauffallig
3 p.1178I Sequenzanalyse
heterozygot | unauffallig
2023 -
0 unauffallig 6 0.R517C
heterozygot
2%24 unauffallig
2%25 unauffallig
2%?29 unauffallig
2%30 unauffallig
2031 ANNF p.C91fsX95
0 unaufféallig heterozygot
2%32 unauffallig
2035 |9 |c.724-8G>c. -
a heterozygot unaufféallig
2%37 unauffallig
20940 unauffallig ﬁefegry;szgf
2043 |9 |c.830+31A>T unauffalli
Q heterozygot g
2046 unauffalli p.C91fsX95
J g homozygot
20954 unauffallig
2055 R p.C91fsX95
0 unauffallig heterozygot
20956 unauffallig
2%57 unauffallig
2%58 unauffallig
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Fortsetzung Tabelle 5-2:

Patient BBS1 BBS2 BBS4 BBS6 BBS10
DNA EXx. | Sequenz- Ex. [Sequenz- |Ex. |[Sequenz- |Ex. |Sequenz- Ex. | Sequenz-
Nr. varianten varianten varianten varianten 2 |varianten
2059 1 SSCA SSCA 3 p.1178l Sequenzanalyse
3 unaufféallig Methoden- | unauffallig heterozygot | unauffallig
fehler
12 | p.M390R
homozygot
2060 Y9 unauffallig
| 9 |c.830+31A>T
heterozygot
2084 |12 |p.M390R R
0 homozygot unauffallig
2%61 unauffallig
20964 unauffallig
9 | c724-8G>c 1 SSCA SSCA 3 p.1178l Sequenzanalyse
heterozygot Methoden- | unaufféllig heterozygot | unauffallig
2?365 4 |pL126L sl 6 |pR517C
heterozygot heterozygot
2%74 unauffallig
3 p.1178I Sequenzanalyse
2077 . heterozygot | unauffallig
unauffallig
? 6 p.R517C
heterozygot
2?1 unauffallig
3 p.1178I Sequenzanalyse
heterozygot | unauffalli
2121 unauffallig Y9 J
Jd 6 |p.R517C
heterozygot
3 p.1178lI Sequenzanalyse
heterozygot | unauffalli
2078 unauffallig Y9 J
<) 6 |p.R517C
heterozygot
2?8 unauffallig Ee(t:egnl)‘;sggf
12 | C377_F378 2a | SSCA SSCA
delfsX412 Methoden- | unaufféllig
2(?5 heterozygot fehler unauffallig
13 | p.A447T
heterozygot
4 [p.S80G 3 p.Y37C Sequenzanalyse
heterozygot heterozygote | unauffallig
2087 p.T91P a1 3 p.1178I
Q heterozygot Umauialiig heterozygot
p.L126L 6 p.G532V
heterozygot homozygot
2185 |12 |p.M390R unauffalli
Q homozygot g
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Fortsetzung Tabelle 5-2:

Patient BBS1 BBS2 BBS4 BBS6 BBS10
DNA EXx. | Sequenz- Ex. [Sequenz- |Ex. |[Sequenz- |Ex. |Sequenz- Ex. | Sequenz-
Nr. varianten varianten varianten varianten 2 |varianten
2192 |12 |p.M390R -
p Eomozygot unauffallig
2?0 unauffallig
2165 - p.C91fsX95
0 unauffallig heterozygot
2?1 unauffallig
7 |c519-75C>T 3 p.Y37C Sequenzanalyse
homozygot heterozygot | unauffallig
2125 |4 p.L126L A 3 p.1178l
4 homozygot Inaritiailig heterozygot
6 p.G532V
homozygot
2?0 unauffallig
13 | p.R440X 3 p.1178I Sequenzanalyse
heterozygot heterozygot | unauffallig
9 |c.724-8G>c. 6 p.R517C
heterozygot heterozygot
2089 & unauffallig &
d |4 |pLi26L
heterozygot
7 [c.519-75C>T
heterozygot
2094 - 15 |[p.R624X |SSCA o
0 unaufféllig heterozygot | unauffallig unaufféllig
2109 1 SSCA SSCA p.C91fsX95
g unaufféllig Methoden- | unaufféllig unauffédllig |homozygot
fehler
2144 |12 |p.M390R ity
g heterozygot unaufféallig
3 p.1178lI p.C91fsX95
heterozygot [ homozygot
2104 unauffallig
d 6 p.R517C
heterozygot
210}2 unauffallig
2?6 unauffallig
2135 |12 |p.M390R -
0 Eomozygot unauffallig
2105 |5 |IVS5+31 32 - p.C91fsX95
4 insC Unariailig homozygot
21913 unauffallig
2147 unauffalli p.C91fsX95
3 9 homozygot
2156 - p.C91fsX95
0 unauffallig homozygot
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Fortsetzung Tabelle 5-2:

Patient BBS1 BBS2 BBS4 BBS6 BBS10
DNA EXx. | Sequenz- Ex. [Sequenz- |Ex. |[Sequenz- |Ex. |Sequenz- Ex. | Sequenz-
Nr. varianten varianten varianten varianten 2 |varianten
2168 112 ﬁ'M?’goR unauffallig
Q omozygot
2169 112 ﬁ'M?’goR unauffallig
Q omozygot
12 | p.M390R 3 p.1178l Sequenzanalyse
2160 heterozygot heterozygot | unauffallig
unauffallig
Q 6 p.R517C
heterozygot
2151 - p.C91fsX95
g unaufféllig homozygot
2g3 unauffallig
2170 |12 |p.M390R -
2 homozygot unauffallig
2178 2a |SSCA SSCA
2 unauffallig Methoden- | unaufféllig unauffallig
fehler
2183 |5 |[c.479+8C>G A1y 3 p.1178l Sequenzanalyse
J homozygot Inaritailig heterozygot | unauffallig
2?4 unauffallig
3 p.1178I Sequenzanalyse
heterozygot | unauffalli
2189 unauffallig Y9 J
<) 6 |p.R517C
heterozygot

SSCA-Methodenfehler = labortechnischer Fehler: Die DNA-Fragmente konnten in dem 12 % PAA-Gel
nicht dargestellt werden. Sequenzanalyse unaufféllig = in der Sequenzanalyse wurde der Wildtyp
ermittelt. Rot = Geschwister der Kasuistik dieser Arbeit.

! Dissertation Meyer 2009 ® Dissertation Frick 2007

2 Daten der vorliegenden Arbeit * Dissertation Claus 2008

Bei der Teilanalyse der Gene BBS1, BBS2, BBS4, BBS6 und BBS10 konnte kein
Hinweis fur einen digen-triallelischen oder oligogenen Erbgang gefunden werden.
Allerdings waére eine vollstandige direkte Sequenzierung der kodierenden Sequenz
dieser Gene notwendig, um einen digen-triallelischen oder oligogenen Erbgang im

Marburger Patientenkollektiv auszuschliel3en.
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5.4 Der Vererbungsmodus des Bardet-Biedl Syndroms

Die Vererbung des BBS ist autosomal-rezessiv. Dennoch zeigen wissenschaftliche
Erkenntnisse aus den letzten Jahren, dass die Expressivitat und Penetranz des BBS-
Phénotyps wahrscheinlich durch Mutationen in mehr als einem Genlocus beeinflusst
werden. Daher kann nicht mehr ausschlieBlich von einem klassischen autosomal-
rezessiven Erbgang gesprochen werden, der den Mendelschen Regeln folgt.
In Familien mit BBS-Patienten konnte nachgewiesen werden, dass die genetische
Interaktion mindestens drei mutanter Allele auf mindestens zwei unterschiedlichen
Genloci gemeinsam die Penetranz und die Expressivitdit des Krankheitsbildes
beeinflussen (Katsanis et al. 2001a). Diese Erkenntnisse geben Hinweise flr eine digen-
triallelische Vererbung des Phanotyps. Es ist daher anzunehmen, dass die Auspragung
des BBS-Phanotyps durch zusatzliche Mutationen in weiteren Genloci beeinflusst wird
(Kasuistik Familie 2053, Kapitel 3.2), so dass aktuell ein oligogener Vererbungsmodus
postuliert wird (Katsanis et al. 2004). In dieser Studie konnte bei keinem der Patienten
eine Mutation in beiden Genen, BBS2 und BBS4, nachgewiesen werden. Bei der
Mehrzahl der Kklinisch diagnostizierten BBS-Patienten mit deutlich ausgepragtem
Phénotyp fanden sich bisher nur zwei mutante Allele in einem der untersuchten BBS-
Gene (Tabelle 5-2).
Ein Beispiel fiir einen heterozygoten Genotyp ist Patientin 2094 aus der deutschen
Familie 2041. Es handelt sich um den Basenaustausch C—T in Nukleotidposition 1870
in Exon 15 BBS2 (¢.1870C->T). Bei den Eltern und dem Bruder entspricht der Genotyp
dem Wildtyp (Abbildung 4-9). Patientin 2094 erfillt die klinischen Kriterien fiir das
BBS (Beales et al. 1999). In solchen Fallen sind weitere Mutationen vorhanden, denn
zur Klinischen Manifestation des BBS muss mindestens ein Genlocus zwei mutante
Allele aufweisen. Es ist also entweder eine zusétzliche Mutation auf dem zweiten Allel
des analysierten Genlocus ubersehen worden oder es sind zwei mutante Allele in einem
weiteren BBS-Gen zu erwarten.
Betrachtet man die Ergebnisse der Analysen der Gene BBS1, BBS2, BBS4, BBS6 und
BBS10 in dem Marburger Patientenkollektiv zeigt sich kein Hinweis fur einen
oligogenen Vererbungsmodus (Tabelle 5-2). Das Ergebnis schlieRt oligogen betroffene
Patienten in diesem Kollektiv allerdings nicht vollstdndig aus:

e Mdglich sind Mutationen in den nicht untersuchten Exons der analysierten

Gene.
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e Zusatzlich konnen weitere Mutationen in bisher unbekannten BBS-Genen
vorliegen. Mdéglicherweise wirde eine VergroRerung des Patientenkollektivs die
von Beales und Mitarbeiter (2003), Mykytyn und Mitarbeiter (2003) und
Stoetzel und Mitarbeiter (2006a) postulierte oligogene Beteiligung der in der
Marburger Arbeitsgruppe untersuchten Gene darstellen.

e Desweiteren wére es denkbar, dass mit der SSCA Mutationen in den
untersuchten Exons der analysierten Gene Ubersehen wurden. Eine direkte
Sequenzanalyse aller BBS-Gene der Mutationstrager des Marburger
Patientenkollektivs wurde mdglicherweise einen oligogenen Erbgang aufdecken.

5.5 Die humangenetische Beratung bei BBS-Familien

Die humangenetische Beratung bietet betroffenen Personen und deren Familien
detaillierte Information zu einer bestehenden oder vermuteten Erkrankung. Zusétzlich
Klart sie Uber Vererbungsrisiken bzw. Wiederholungsrisiken auf. Das BBS wird
autosomal-rezessiv  vererbt. Nach dem aktuellen Kenntnisstand wird die
Merkmalsauspréagung jedoch sehr wahrscheinlich digen oder oligogen bestimmt.

Nach dem klassischen autosomal-rezessiven Vererbungsmodus missen in einem Gen
mindestens zwei kranke Allele vorliegen (monogen). Betroffene sind daher Tréger
mindestens einer homozygoten Mutation oder einer compound-heterozygoten Mutation
in einem Gen. Phanotypisch gesunde Eltern von betroffenen Kindern mussen
mindestens Tréager einer heterozygoten Mutation in einem BBS-Genlocus sein. Als
Beispiele flir homozygote Mutationstrédger konnen die deutschen Schwestern 2169 und
2168 aus dieser Studie herangezogen werden (Kapitel 3.2). Beide Eltern sind klinisch
gesunde heterozygote Mutationstrager fur p.M390R in BBS1. Die Geschwister sind
jeweils homozygot fir p.M390R in BBS1 und an BBS erkrankt (Abbildung 3-1). In den
in dieser Studie analysierten BBS-Genen der Geschwister wurden keine weiteren
Mutationen gefunden. Nach den Hypothesen von Beales und Mitarbeitern (2003),
muissen phanotypisch unauffallige Mitglieder einer BBS-Familie nicht immer
heterozygote Mutationstrdger oder homozygote Trager des Wildtyps sein (Kapitel
5.2.2). Das Auftreten gesunder homozygoter Mutationstrager ist auf die Vielfalt der
Interaktionsmaglichkeiten mehrerer Mutationen in mehreren Genloci zurlickzufiihren
(Katsanis et al. 2004). Diese Interaktionen sind typisch fur einen digen-triallelischen
oder oligogenen Vererbungsmodus. Hierbei sind mehr als zwei mutante Allele in

mindestens zwei BBS-Genen an der Penetranz und Expressivitat des Syndroms
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beteiligt. Bei einem solchen Vererbungsmodus sind die genotypischen Voraussetzungen
zur Manifestation des Phanotyps im Vergleich zu einem autosomal-rezessivem Erbgang
komplexer. Das Erkrankungsrisiko ist bei digenen und oligogenen Vererbungsmodi
niedriger als bei rein autosomal-rezessiven Erbgéngen. Akutell ist nicht abschlieRend
geklart, wie haufig die Ausprdgung des BBS durch eine digen-triallelische oder
oligogene Vererbung auftritt. Leitch und Mitarbeiter (2008) und Chen und Mitarbeiter
(2011) berichten Uber Beispiele mit komplexen oligogenen Vererbungen des BBS. In
einer Studie mit 55 BBS-Familien wurden in 46 Familien BBS-assoziierte Mutationen
gefunden. Bei neun Familien wurden 3 Mutationen in zwei unterschiedlichen BBS-
Genen gefunden (Chen et al. 2011). Bei den Individuen in diesen Familien liegt
mdoglicherweise ein digen-triallelischer Erbgang der BBS-Mutationen vor. Vermutlich
treten solche Félle allerdings in weniger als 10 % der betroffenen BBS-Familien auf.
Daher sollte den nach Rat suchenden Familien im Rahmen einer genetischen Beratung
zunichst die Wahrscheinlichkeiten des klassischen autosomal-rezessiven Erbgangs
vorgestellt werden. Dies verhindert eine Unterschatzung der Erkrankungsrisiken. Die
genetische Beratung heriditarer Erkrankungen wird zusatzlich dadurch erschwert, dass
krankheitsauslosende Mutationen in noch unbekannten BBS-Genloci lokalisiert sein
konnen und damit nicht detektiert werden kdnnen.

Der Nachweis der haufigen Mutationen p.M390R BBS1 und p.C91fsX95 BBS10 kann
im Rahmen der genetischen Beratung sinnvoll sein. Die Ergebnisse der Marburger
Arbeitsgruppe zeigen, dass bei deutschen Patienten mit klinisch manifestem BBS, die
Allele p.M390R und p.C91fsX95 bei 42,6 % der Falle auftreten. So kann bei knapp der
Hélfte der Patienten deutscher Herkunft die Diagnose des BBS molekulargenetisch
bestatigt werden. Schlieft man die auslandischen BBS-Patienten ein, betragt die
Héaufigkeit immer noch 32 %. Daher kann selbst in einer epidemiologisch gemischten
Population die Diagnose noch zu knapp einem Drittel molekulargenetisch festgestellt
werden. Die Kklinische Diagnose BBS ist nach der Genotypisierung von p.M390R und
p.C91fsX95 gesichert, sodass fiir diese Patienten und ihre Angehdrigen Untersuchungen
zur weiterfihrenden Diagnostik unnétig sind. Allerdings schliel3t ein negatives

Testergebnis ein BBS nicht aus.
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5.6 Ausblick

Bisher sind 16 BBS-Gene identifiziert. Um die Frage zu beantworten, ob in einem
Patientenkollektiv  Hinweise fur einen digen-triallelischen oder oligogenen
Vererbungsmodus vorliegen, missten zumindest alle bekannten Gene vollstandig
analysiert werden. Die SSCA ist eine kosteneffektive und zeiteffiziente
Screeningmethode von Kandidatengenen. Allerdings ist die Sensitivitdt der SSCA
niedriger als die der direkten Sequenzanalyse. Dies zeigen auch die Ergebnisse dieser
Arbeit. Selbst bei wiederholt nachgewiesenen Aberrationen in der SSCA wurde in der
anschlieBenden Sequenzanalyse keine Variation bestatigt.

Der zeitliche Aufwand einer vollstandigen Analyse der 16 BBS-Gene mit der SSCA
Ubertrifft bei weitem den neuerer Untersuchungsmethoden. Das estlandische
Unternehmen Asper Ophthalmics bietet eine DNA-Analyse in BBB1-BBS12 an. Sie
nutzen die Mikroarray-basierte APEX Methode (Arrayed Primer Extension). Diese
ermoglicht eine gleichzeitige und kosteneffektive Analyse bereits bekannter und
vordefinierter Mutationen dieser BBS-Gene. Die Ergebnisse kénnen bereits sieben Tage
nach dem Eintreffen der DNA-Proben (ber eine Datenbank zur Verfiigung gestellt
werden. Zu beachten bleibt, dass BBS eine Erkrankung mit einer hohen genetischen
Heterogenitat ist. Es ist zu erwarten, dass eine Vielzahl der BBS-Mutationen bisher
nicht bekannt ist. Eine Analyse mit dem Mikroarray-System detektiert lediglich bereits
bekannte Mutationen. Zur Suche von bisher unbekannten Mutationen ist die Methode
daher nicht sinnvoll.

In dieser Arbeit wurde insgesamt nur eine Mutation in den Genen BBS2 und BBS4
gefunden. Mdglicherweise ware eine Analyse mit einem Mikroarray-System
erfolgreicher gewesen. Zum Zeitpunkt der praktischen Durchflihrung dieser Arbeit,
08/2003 bis 03/2004, war das Mikroarray-System noch nicht in der Routinediagnostik
etabliert. Heute ist die DNA-Chip-Technologie fester Bestandteil in der genetischen
Routinediagnostik.

In den letzten Jahren wurde ein Sequenzierverfahren, das Next Generation Sequencing
entwickelt, mit dem ein extrem hoher Probendurchsatz in kurzer Zeit moglich ist. Diese
Technologie beruht auf der Idee einer parallelen Sequenzierung von Millionen
identischer DNA-Fragmente in einem einzigen Sequenzierlauf. Aufgrund dieser
hoheren Sequenzierleistung wére es mdoglich, alle mit dem BBS assoziierten Gene

gleichzeitig und auch hinsichtlich unbekannter Mutationen zu analysieren. Dies ist
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insbesondere bei Erkrankungen mit einer hohen genetischen Heterogenitat, wie dem
BBS, von Vorteil. Daher wird diese Methode in Zukunft bei der Diagnose
humangenetischer Erkrankungen zunehmend eine Rolle spielen.

Das Grundlagenwissen uber das BBS hat in den letzten Jahren rasch zugenommen. Es
war eines der ersten Syndrome, das é&tiologisch mit der Dysfunktion von Zilien in
Verbindung gebracht wurde. Zilien sind malgeblich an der Funktion und Entwicklung
vieler Organsysteme beteiligt. Die unterschiedlichen Haupt- und Nebenkriterien des
BBS reflektieren diesen Zusammenhang. Aus der groRen Zahl der potentiell beteiligten
Gene und Mutationen erklart sich die Heterogenitdt des BBS-Phanotyps. Die
Erforschung des BBS kann multiple Ansatze zur Atiologie primarer Ziliopathien liefern.
Diese Arbeit sollte dazu beitragen, die Erkenntnisse tUber den Erbgang des BBS zu
erweitern. Die Ergebnisse aus dem Marburger Patientenkollektiv zeigen kein Hinweis
fur einen digenen oder oligogenen Erbgang. Bisher ist es auch noch nicht gelungen, den
einzelnen Mutationen in den BBS-Genen eine bestimmte phanotypische Auspragung
des BBS zuzuordnen. Mit zunehmendem Verstandnis der pathophysiologischen
Bedeutung gestorter Zilienfunktion kann zukinftig die Klinische Prognose des
Krankheitsverlaufs des BBS verbessert werden, was die humangenetische Beratung
unterstutzen wird. Es bleibt abzuwarten, in wieweit die Ergebnisse dieser Studie den
betroffenen Familien und behandelnden Arzten im Umgang mit der Erkrankung helfen

kdnnen.
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6 Zusammenfassung

Das Bardet-Biedl Syndrom (BBS, OMIM 209900) ist eine multisystemische
Erkrankung, die durch eine Dysfunktion zilidrer Strukturen verursacht wird. Fur den
Phanotyp sind Retinitis pigmentosa, postaxiale Polydaktylie, Adipositas,
Hypogonadismus bei Mannern, komplexe urogenitale Fehlbildungen bei Frauen und
Nierenfehlbildungen als Kardinalsymptome charakteristisch. Zusétzlich besteht ein
vermehrtes Auftreten von mentaler Retardierung, Bluthochdruck, Taubheit,
angeborenen Herzfehlern und Diabetes mellitus.

Bisher sind 16 BBS-Gene (BBS1-BBS16) identifiziert. Verschiedene Genotypen von
BBS-Patienten geben Hinweise, dass das BBS nicht ausschlielilich klassisch autosomal-
rezessiv, sondern digen-triallelisch oder oligogen vererbt wird. Das vielféltige klinische
Erscheinungsbild des Syndroms l&sst vermuten, dass unterschiedliche Kombinationen
von Mutationen in mehr als einem BBS-Gen Einfluss auf die Ausprdgung des
Phénotyps haben. Dies zeigt sich auch bei den Schwestern der Kasuistik dieser Arbeit.
Mutante Allele treten in einer europaischen Population im BBS2-Gen mit einer
Haufigkeit von 5,4 % und in BBS4 mit 5,8 % bezogen auf BBS1-12 auf (Muller et al.
2010). Nach BBS1, BBS10 und BBS12 ist BBS4 das Gen mit der hochsten Frequenz fur
mutante Allele. Auferdem sind BBS2 und BBS4 hdaufig an der von Katsanis und
Mitarbeiter (2004) postulierten digen-triallelsichen oder oligogenen Vererbung beteiligt.
Aus den Studien der Marburger Arbeitsgruppe lagen bereits Mutationsanalysen zu den
Genen BBS1, BBS6 und BBS10 vor. Daher war die Fragestellung dieser Studie, ob es im
Marburger Patientenkollektiv von 65 klinisch diagnostizierten BBS-Patienten (57
Deutsche und 8 Tirken) Hinweise fir einen digenen oder oligogenen Vererbungsmodus
im Zusammenhang mit den Genen BBS2 und BBS4 gibt. Die molekulargenetische
Analyse umfasste die Exons 1-6, 8-10, 12 und 14-16 in BBS2 und alle 16 Exons in
BBS4. Als Screeningmethode wurde die single-stranded-conformational analysis
(SSCA) angewandt. Insgesamt wurden in BBS2 mittels SSCA vier aufféllige DNA-
Fragmente gefunden, die anschliefend mit einer Sequenzanalyse weiter untersucht
wurden. Zusammenfassend zeigte sich in BBS2 eine Sequenzvariante in Exon 15,
€.1870C>T (p.R624X), die in der Literatur bisher nicht beschrieben wurde. Die
Mutation hat in der Aminosduresequenz ein Kettenabbruch an der Stelle 624 zur Folge.
Es ist nicht davon auszugehen, dass sie bei der betroffenen Patientin 2094

krankheitsauslésend ist, da sie in heterozygoter Form vorliegt.
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In BBS4 wurden mittels SSCA in Exon 3 DNA-Fragmente mit einem aberranten
Laufverhalten im Sinne eines Polymorphismus gefunden. Die Sequenzanalyse von vier
PCR-Produkten, die jeweils eine Variante des Polymorphismus repréasentierten, ergab
keine Mutation.

Die Mutationshdufigkeit in BBS2 und BBS4 ist in dieser Studienpopulation im
Vergleich zu den internationalen Daten zu niedrig. Mit einer Haufigkeit von mutanten
Allelen von 5,4 % in BBS2 und in BBS4 mit 5,8 % hatten pro Gen 3-4 Mutationen
gefunden werden missen.

Der Genotyp der Familie 2053 der Kasuistik dieser Studie zeigt ein Beispiel fiir den
klassischen autosomal-rezessiven, monogenen Erbgang. Die Eltern waren heterozygote
Mutationstrager von p.M390R in BBS1 und zeigten keine Kklinischen Merkmale des
BBS. Die Schwestern 2169 und 2168 waren beide homozygot fur p.M390R und vom
BBS betroffen (Meyer 2009; Claus 2008). In den Genen BBS2, BBS4, BBS6 und BBS10
wurden bei Patientin 2168 und 2169 keine weiteren Mutationen gefunden. Trotz eines
identischen Genotyps in BBS2, BBS4, BBS6 und BBS10 sind die klinischen Merkmale
des BBS bei Patientin 2168 deutlicher ausgeprégt als bei ihrer Schwester 2169. Dies ist
moglicherweise durch zusétzliche Mutationen in den nicht untersuchten BBS-Genen
bedingt.

Insgesamt wurden durch die Marburger Arbeitsgruppe finf (BBS1, BBS2, BBS4, BBS6
und BBS10) von 12 BBS-Genloci, die zum Zeitpunkt der praktischen Durchfiihrung
dieser Arbeit bekannt waren, analysiert. Die Ergebnisse wurden in dieser Studie
zusammenfassend analysiert (Tabelle 5-2). Es lie3en sich bei keinem Patienten mutante
Allele in mehr als einem BBS-Gen nachweisen. Dies schlielt aber digen-triallelische
oder oligogene Mutationstrager nicht aus, da moglicherweise methodenbedingt
Mutationen tbersehen wurden oder weitere Mutationen in den nicht untersuchten BBS-
Genen liegen. Fir die Suche digen-triallelischer oder oligogener Mutationstrager in dem
Marburger Patientenkollektiv, missten in weiterfuhrenden Studien alle 16 BBS-Gene
analysiert werden. Methodisch bieten sich dazu aktuell die DNA-Chip-Technologie, mit
der Einschrankung, dass nur bekannte Mutationen detektiert werden oder das Next

Generation Sequencing an.
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7 Abkirzungen

Acc.No.
Avall

BBS
BMI
bp

cM

DMSO
DNA

EDTA
EtBr

F

HGMP
HUGO

IFT
Kb

LMS
MKKS

n
NaOH
NCBI

OFD1
OGT
OMIM

PAA
PCM1
PCR

R
RCLB
Rebase
rpm

SDS
SSCA

TBE
TE
TPE

U

Wi
wi/v

Identifikationsnummer der Genbank
Anabaena variabilis 11

Bardet-Biedl Syndrom
Body-Mass-Index
Basenpaar(e)

Centimorgan

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

Ethylendiamintetraessigséure
Ethidiumbromid

Forward

Human Genome Mapping Project Resource
Human Genome Project

intraflagellarer Transport
Kilobasen

Laurence-Moon Syndrom
McKusick-Kaufman Syndrom

Stichprobenumfang
Natriumhydroxid
National Center of Biotechnology Information

Oral-fazial-digital-Syndrom Typ |
O-N-Acetylglucosamin-Transferase
Online Mendelian Inheritance in Man

Polyacrylamid
pericentriolar material 1
Polymerase Chain Reaction

Reverse

Red Cell Lysis Buffer
Restriction Enzyme Database
Rotationen pro Minute

Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Single-strand conformation analysis

Tris-Borsdure-EDTA
Tris-EDTA
Tris-Phosphorsdure-EDTA

Units

Wildtyp
weight per volume
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