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Abkurzungen und Worterklarungen

Ansonsten gelten die SI-Einheiten.

Die Vielzahl von Fachtermini, die Uberwiegend aus dem Englischen stammen,
wurde dort, wo es fur das Verstandnis forderlich war, Ubersetzt. Die folgenden

Begriffe wurden jedoch Ubernommen, da eine Ubersetzung nicht sinnvoll er-
schien:

Primer Oligonukleotid zur Initiation der enzymatischen DNA-Synthese

Repeat Wiederholungssequenz von Nukleotiden
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1 Einleitung
1.1 Hereditare Schwerhorigkeit

Schwerhorigkeit stellt weltweit die haufigste sensorische Erkrankung des Men-
schen dar. Neben den durch exogene Faktoren ausgelosten Formen gibt es
verschiedene genetisch bedingte Horstorungen. Die Inzidenz betragt etwa
1:1000 Geburten (de Kok et al., 1995). Die hereditaren Formen machen etwa
60%, die nicht genetisch bedingten Formen etwa 40% aller Horstérungen aus.
Dabei wird unter den hereditaren Schwerhorigkeiten unterschieden zwischen
familiaren und sporadisch (d.h. genetisch bedingt, aber nicht familiar gehauft)
auftretenden Formen, wobei die familiaren Formen mit etwa 60% die Mehrzahl
der Falle bilden.

Die verschiedenen Formen hereditarer Schwerhorigkeit werden nach der Art
des Vererbungsmodus in autosomal-dominant (DFNA), autosomal-rezessiv
(DFNB) und X-chromosomal (DFN) unterteilt. Einige Formen von Schwerhorig-
keit werden ausserdem rein mitochondrial vererbt. Weiterhin werden syndro-
male Formen hereditarer Horstérungen (d.h. Schwerhdrigkeit, die mit anderen
Krankheitssyndromen vergesellschaftet auftritt) von nicht-syndromalen Formen,
die klinisch nur durch die Schwerhorigkeit in Erscheinung treten, unterschieden
(Bergstrom et al., 1971).

Mit 70% ist der Grossteil der angeborenen Formen von Horstérungen nicht-syn-
dromaler Natur. Unter den nicht-syndromalen Formen werden etwa 75% auto-
somal-rezessiv vererbt, die autosomal-dominanten Formen machen 10-20%
aus, X-chromosomal vererbte Hoérminderungen treten in 2-3% auf. Die seltenen
mitochondrialen Formen bilden weniger als 1% aller nicht-syndromalen
Schwerhorigkeitsformen (Rose, 1977; Fraser, 1971).

Innerhalb der letzten Dekade wurden erhebliche Fortschritte bei der Aufklarung
der molekulargenetischen Grundlagen hereditarer Schwerhorigkeit gemacht. Es
wurden fast 70 Genloci (d.h. bestimmte Chromosomenregionen, die in der Re-
gel mehrere Gene enthalten) fur nicht-syndromale hereditéare Schwerhorigkeit
identifiziert (35 Loci fur DFNA, 30 Loci fir DFNB und 4 Loci fur DFN) und 32
einzelne Schwerhorigkeitsgene (17 autosomal-dominante, 14 autosomal-re-

zessive und 1 X-chromosomales Gen) charakterisiert. Daneben wurden
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ebenfalls verschiedene Formen mitochondrial vererbter Schwerhorigkeit be-
schrieben (van Camp und Smith, 2002). Es wird angenommen, dass weit uber
100 verschiedene Gene mit hereditarer Schwerhorigkeit in Verbindung gebracht
werden kdnnen; eine eindeutige Kopplung konnte bisher jedoch nur fir weniger
als 50 Genloci nachgewiesen werden.

Eine Form X-chromosomal vererbter Schwerhorigkeit, DFN3, wird durch Muta-
tionen in und proximal des Gens, das fir den Transkriptionsfaktor POU3F4

kodiert, verursacht.

111 X-chromosomal vererbte Formen von Schwerhorigkeit (DFN)

Aufgrund des Vererbungsmodus sind in erster Linie Manner von X-chromoso-
mal vererbten Formen von Schwerhdrigkeit betroffen. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass auch bei heterozygoten weiblichen Familienmitgliedern eine
Schwerhorigkeit auftreten kann, wenn auch meist in abgeschwachter Form.

Die haufigste Form innerhalb der Gruppe der X-chromosomal vererbten Horsto-
rungen ist DFN3, das sogenannte stapes gusher-Syndrom. Bei den Ubrigen
Formen (DFN1, 2, 4 und 6) konnten die zugrunde liegenden Gendefekte bis auf
DFN1 (das zugehodrige Gen wurde als DDP identifiziert) bisher noch nicht be-
schrieben werden (vgl. Tabelle 1).
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Tabelle 1: Bekannte Loci fiir die nicht-syndromalen X-chromosomalen Schwerhérigkeiten (DFN)

Name Lokalisation Gen Referenz

DFN 1* Xq22 TIMMSBA  Tranebjaerg et al., 1995
Jin et al., 1996

DFN 2 Xq22 unbekannt Tyson et al., 1996

DFN 3 Xqg21.1 POU3F4 De Kok et al., 1995

DFN 4 Xp21.1 unbekannt Lalwani et al., 1994
Pfister et al., 1998

DFN 5 zuruck- unbekannt
gezogen

DFN 6 Xp22 unbekannt Del Castillo et al., 1996

DFEN 7 zuruck-
gezogen

DFN 8 vorgemerkt
Van Camp & Smith, 2002
* DFN1 gehort zu den syndromalen Formen von Schwerhérigkeit und wurde

falschlicherweise urspriinglich als nicht-syndromal eingestuft

1.1.2 Stapes gusher-Syndrom (DFN3)

DFN3 oder stapes gusher-Syndrom ist die haufigste X-chromosomal vererbte
Form hereditarer Schwerhdrigkeit. DFN3 macht bis zu 0.5% aller Falle schwerer
kindlicher Schwerhdrigkeit (Nance et al., 1971) und bis zu 5% aller nicht-
syndromalen Hoérstorungen aus (Reardon, 1990).

Die betroffenen Individuen weisen meist einen kombinierten Horverlust auf. Wie
1995 von Bitner-Glindzicz et al. beschrieben wurde, kann jedoch auch eine
reine Schallempfindungsschwerhdrigkeit ohne konduktive Komponente vorlie-
gen. Ist eine konduktive Komponente vorhanden, ist sie in der Regel starker
vermindert im Tieftonbereich. Der Horverlust ist meist progredient. Trotz des
einheitlichen Krankheitsbeginns innerhalb der ersten Lebensdekade ist der
Grad der Schwerhorigkeit interindividuell sehr unterschiedlich. Zusammenfas-
send liegt eine nicht-syndromale, pralinguale, progressive, kombinierte Form
von Schwerhorigkeit vor.

Bei der klinischen Untersuchung zeigen sich im Computertomogramm charak-
teristischerweise ein erweiterter innerer Gehoérgang (Glasscock, 1973) sowie

ein Knochendefekt am Fundus des inneren Gehdrganges (Phelps et al., 1991)
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mit einer kleinen Cochlea und unvollstandiger Trennung der cochlearen
Windungen.

Der namengebende gusher (engl. Schwall) erfolgt bei einer Stapedektomie
(Entfernung des Stapes und Ersatz durch autologes Knorpeltransplantat) und
beruht auf einer pathologischen Verbindung zwischen dem abnorm erweiterten
inneren Gehorgang und dem Innenohr. Nach F=p*A (F: Kraft; p: Druck; A: Fla-
che) erhoht sich bei gleichbleibendem Liquordruck durch die vergrosserte Fla-
che zwischen Innenohr und innerem Gehodrgang die auf die Stapesfussplatte
wirkende Kraft. Bei einer Eroffnung der Fussplatte kommt es daher zu dem
pathognomonischen Perilymphschwall.

DFN3 wird durch Mutationen im POU3F4-Gen bzw. in dessen regulatorischen
DNA-Regionen verursacht. Bis heute wurden flr dieses auf dem X-Chromosom
lokalisierte Gen und dessen Promotorregion mehr als 20 Mutationen beschrie-
ben (Van Camp und Smith, 2002).

1.2 Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren sind DNA-bindende Proteine, die aktivierend oder inhi-
bitorisch auf die Transkription einzelner oder mehrere Gene einwirken. Dabei
interagieren sie einerseits Uber spezielle Domanen (z.B. Helix-loop-helix-Motiv,
Zink-Finger-Domane) sequenzspezifisch mit bestimmten Bereichen der DNA,
z.B. mit Promotoren, Enhancern oder Silencern, andererseits beeinflussen sie
uber Protein-Protein-Interaktionen auch Proteine wie die RNA-Polymerase. Auf
diese Weise kann etwa die Aktivitat der RNA-Polymerase und somit die Initiati-
onsrate der Transkription, d.h. der mMRNA-Synthese, beeinflusst werden.
Transkriptionsfaktoren werden nach ihrer Struktur sowie nach ihrer Spezifitat in
verschiedene Klassen eingeteilt (Heinemeyer et al., 1998):
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1. Superklasse: Basic Domains
2. Superklasse: Zinc-coordinating DNA-binding domains
3. Superklasse: Helix-turn-helix (3.1 Klasse: homeodomain (3.1.2.3.4 POU3F4))

4. Superklasse: p-Scaffold Factors with Minor Groove Contacts

1.21 POU3F4

POU3F4 gehdrt zu den Transkriptionsfaktoren der Superklasse 3, die eine na-
mengebende ,POU“-Domane enthalten. Der Name ,POU" leitet sich von den
Transkriptionsfaktoren ab, in denen die ,POU“Domane als erstes gefunden
wurde: ,P“ steht fur Pit-1, einen hypophysenspezifischen Transkriptionsfaktor,
,O“ bezeichnet eine Gruppe von Faktoren, die an eine oktamere Sequenz im
Bereich bestimmter Gene, u.a. der Gene fur Immunglobuline, binden, und ,U®
bezeichnet den Transkriptionsfaktor Unc-86, der eine wichtige Rolle bei der
Neurogenese in dem Nematoden Caenorhabditis elegans spielt. Die Transkrip-
tionsfaktoren Pit-1, Oct-1 und Oct-2 sind saugetierspezifisch. Hinsichtlich der
POU-Domane besteht (auch bei Unc-86) Sequenzhomologie.

Douville et al. zeigten 1994 erstmals, dass Pou3f4 in der Maus auf dem X-Chro-
mosom in einem Bereich lokalisiert ist, der im Menschen der Region Xq13-922
entspricht. De Kok et al. (1995) engten den Genlocus ein auf einen 1.4 kb
grossen Bereich 20 kb distal von DXS995 (Xq21.1), der das 1083 bp grosse
Gen fir POU3F4 enthielt. Bei der Untersuchung verschiedener Patienten fan-
den de Kok et al. Uberraschenderweise nicht nur Mutationen in dem obigen
Bereich, sondern auch drei Mikrodeletionen und eine Duplikation, die alle pro-
ximal in 5’-Richtung des POU3F4-Gens lagen. Insgesamt wurden von de Kok et
al. fur das POU3F4-Gen acht verschiedene Mutationen beschrieben: Deletio-
nen (eines Adenins an Position 895, 1995; eines von vier Guaninen an Position
648-651, 1995; eines CAAA-Tetranukleotid-Tandems an Position 603-610,
1995), Substitutionen (Leu317Trp, 1995; Lys334Glu, 1995; Arg330Ser, 1997)
sowie ein somatisches Mosaik flr eine Arg323Gly-Substitution (1997). Bitner-
Glindzicz et al. fanden eine 4bp-Deletion an Position 862-866 (1995) und eine
Ala935Val-Substitution (1995). Cremers et al. (2000) fanden bei der Untersu-
chung von 33 Patienten 15 Mutationen innerhalb des POU3F4-Gens (funf Pro-

teintrunkationen, neun Substitutionen und eine Deletion in der POU-Domane).
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Bei drei Patienten lagen Deletionen vor, die das gesamte Gen betrafen. Zehn
Mutationen lagen ausserhalb des Gens, davon acht innerhalb eines kleinen
Bereiches bis 900 kb proximal von POU3F4. Bei finf Patienten konnte keine
Mutation nachgewiesen werden.

Die POU-Domane setzt sich aus zwei Subdomanen zusammen: einer POU-
spezifischen Domane (POUs), die nur von dieser Genklasse exprimiert wird,
und einer sogenannten Homeodomane vom POU-Typ (POUyp). Die beiden
hochkonservierten Subdomanen, die insgesamt 155 Aminosauren lang sind,
sind durch eine nicht konservierte, flexible Verbindungssequenz miteinander
verbunden. Die POU-spezifische Subdomane reguliert in erster Linie die se-
quenzspezifische DNA-Bindung, wahrend die Homéodomane flr Protein-Pro-
tein-Interaktionen von Bedeutung ist. Zwar genugt die isolierte Homeodomane
fur die sequenzspezifische Bindung an ein DNA-Fragment, die zusatzliche An-
wesenheit der POU-spezifischen Domane erhoht jedoch die Affinitat und die
Spezifitat einer solchen Bindung. Die DNA-bindende Struktur besteht in diesem
Fall aus einer helix-turn-helix-Struktur sowie der benachbarten Helixregion.

Die Oktamer-bindenden Transkriptionsfaktoren Oct-1 und Oct-2 regulieren die
Expression bestimmter Gene, z.B. des Gens, welches fur das Histon H2B ko-
diert, des Gens flur die snRNA-Molektle und der Gene fir die Immunglobuline.
Oct-2 ist spezifisch fur B-Zellen. Pit-1, dessen Erkennungssequenz sich ledig-
lich um zwei Basen von der Oktamersequenz unterscheidet, ist von entschei-
dender Bedeutung fur die Expression der Hypophysen-spezifischen Gene. Die
Inaktivierung des Gens fur Pit-1 fuhrt sowohl im Tierexperiment mit Mausen als
auch beim Menschen zu einer fehlerhaften Entwicklung der Hypophyse mit re-
sultierendem kongenitalen Zwergwachstum. Unc-86 spielt eine Rolle bei der
Entwicklung sensorischer Neurone, genauer bei der Entwicklung haptischer
Rezeptorneurone und bestimmter cephalischer Begleitneurone, die nur im
mannlichen Geschlecht exprimiert werden.

POU3F4 wird gewebespezifisch exprimiert; RNA in situ-Analysen bei Ratten
ergaben eine Expression von RHS2, dem Homolog des humanen POU3F4, in
Zellen der Ohrblaschen, des Bulbus olfactorius und im Neuralrohr an den Ta-

gen 15.5 bzw. 17.5 der Embryonalentwicklung.
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1.3 Fragestellung

Stapes gusher ist die haufigste Form X-chromosomal vererbter Schwerhorig-
keit. Sie zeichnet sich durch charakteristische klinische Befunde aus und wurde
in mehreren Arbeiten mit Mutationen in POU3F4 in Zusammenhang gebracht
(Bitner-Glindzicz et al., 1995; de Kok et al., 1995 und 1997; Friedman et al.,
1997; Reardon et al., 1991). In dieser Arbeit sollte eine Familie mit Mutter und
eineiigen Zwillingsbriadern phano- und genotypisch untersucht werden. Bei den
Bridern wurde im frihen Kindesalter das Vorliegen einer kombinierten
Schwerhorigkeit festgestellt. Durch die klinischen Untersuchungen ergab sich
die Verdachtsdiagnose DFN3 (stapes gusher). Mit Hilfe der molekulargeneti-
schen Analysen sollte dies tUberprift werden.

Die besondere Bedeutung dieser Arbeit lag darin, dass eineiige Zwillinge unter-
sucht wurden. Monozygote Zwillinge sind genetisch identisch, kdnnen aber den-
noch einen unterschiedlichen Phanotyp aufweisen. Sie sind besonders geeignet
fur die Erforschung des Einflusses genetischer und umweltbedingter Faktoren

auf die Entwicklung von Individuen.
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2 Material und Methoden
2.1 Probandenkollektiv

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Familie bestand aus zwei eineiigen
mannlichen Zwillingen und ihrer Mutter. In der Universitats-HNO-KIinik TUbin-
gen wurde bei den unter Schwerhorigkeit leidenden Kindern klinisch das Vor-
liegen des sogenannten stapes gusher-Syndroms diagnostiziert, wahrend die
asymptomatische Mutter keine pathologischen Veranderungen des Horsystems
aufwies.

Daraufhin erfolgte eine Blutenthahme (jeweils 10 ml Vollblut). Die Isolierung der
DNA aus EDTA-Blut und ihre molekulargenetische Analyse erfolgten im Institut
fur Anthropologie und Humangenetik in der Abteilung fur Klinische Genetik.

2.2 Allgemeine Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien sind im Anhang unter 6.1 be-
schrieben.

2.3 Molekularbiologische Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten molekularbiologischen Methoden sind in den
folgenden Labor-Handbichern beschrieben:

Ausubel, F.M. ed. (1995): Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1-3,
Massachusetts General Hospital and Harvard Medical School Boston, Massa-
chusetts. Wiley & Sons, New York;

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989): Molecular Cloning: A Labora-
tory Manual, Second Edition. Cold Spring Harbour Laboratory Press, New York.

2.31 Isolation und Aufarbeitung genomischer DNA aus Frischblut

FUr die molekulargenetische Analyse der untersuchten Familie wurde die ge-
nomische DNA aus Frischblutproben der Probanden isoliert. Die Isolation der
DNA wurde nach der Methode von Miller (Miller et al., 1988) durchgefihrt.
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Reagenzien:

- Lysispuffer

- SE-Puffer

- SDS 20% in H,0O,

- Proteinase K 20 mg/ml

- NaCl gesattigt (5M)

- Ethanol absolut p.a.

- Ethanol 70%

- TE (Tris-EDTA-Puffer) 10 mM Tris-HCI
(pH 8.0) 0.1 mM Na,EDTA

Zunachst wurde die Zytoplasmamembran der Blutzellen mit Lysispuffer auf-
gebrochen, um die Zellbestandteile freizusetzen (Zellkern). Die zellkernlosen
Erythrozyten wurden von den fir die DNA-Isolierung relevanten Leukozyten
getrennt. Die Leukozytenkerne wurden durch die Behandlung mit SE-Puffer
lysiert und so die DNA freigesetzt. Das anionische Detergens SDS wurde zur
Ldsung der Proteine eingesetzt. Diese wurden durch SDS denaturiert und die
Proteinkomplexe in ihre Untereinheiten zerlegt. Die Proteine wurden anschlies-
send mit Proteinase K verdaut. Verbliebene Proteinreste wurden mit Natrium-
chlorid gefallt. Durch Zugabe von absolutem Alkohol wurden die DNA-Molekule
prazipitiert. Die DNA wurde mit 70%igem Alkohol gewaschen und getrocknet.
Anschliessend wurde sie in TE-Puffer resuspendiert und bis zur weiteren Ver-

wendung bei 4°C gelagert.

2.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentration und Reinheit der DNA wurden mit Hilfe eines Photospektro-
meters bestimmt. Bei der Photospektrometrie wird die Absorption elektromag-
netischer Wellen gemessen; Nukleinsauren absorbieren aufgrund der Spektral-
charakteristika der in ihnen vorhandenen Basen ultraviolettes Licht zwischen
250 und 270 nm Wellenlange, wobei sich charakteristische Absorptionsmaxima
ergeben. Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm, dem Absorp-
tionsmaximum von DNA, gibt Aufschluss Uber die Konzentration der DNA-LG-
sung. Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei 280 nm, dem Absorpti-
onsmaximum von Proteinen, ist ein Indikator fur die Reinheit bzw. Verunreini-
und OD

gung der DNA-L6sung. Der Quotient aus OD sollte moglichst 1.8-

260 280



2 Material und Methoden

2.0 betragen; Werte <1.8 weisen auf eine hohe Proteinverunreinigung hin,
Werte >2.0 zeigen eine Kontamination durch RNA an.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte in einem Photospektrometer unter Ver-
wendung von Quarzklvetten mit einer Schichtdicke von 10 mm. Vor der Kon-
zentrationsbestimmung wurde das Photometer durch eine Leerwertbestimmung
mit reinem TE-Puffer geeicht. Die Konzentration wurde in einer 50-fachen
Verdinnung der DNA-Losung gemessen. Nach dem Lambert-Beer’schen
Gesetz wurde unter Einberechnung des Extinktionskoeffizienten und des Ver-
duinnungsfaktors die Gesamtkonzentration der DNA-LOsung berechnet:

Konzentration [c] = optische Dichte [OD,, ] x Verdiinnungsfaktor [50] x Extinktionskoeffizient fir DNA [47.5]

Ein Absorptionswert von 1 entspricht somit etwa einer DNA-Konzentration von

50 ug/ml (ohne Berlcksichtigung der Verdinnung).

2.3.3 Southern Blot

Das Southern Blotting (Immunprinting, Immunoblotting) ist eine Methode zur
qualitativen und/oder quantitativen Analyse von DNA-Fragmenten in einem
DNA-Gemisch. Das zu analysierende Gemisch wird zunachst elektrophoretisch
aufgetrennt; anschliefiend werden die getrennten Komponenten aus dem Gel
auf eine Membran transferiert (,geblottet”) und damit immobilisiert. Durch die
Zugabe von Sonden, die spezifisch an DNA-Bereiche binden, konnen diese
detektiert werden (z.B. durch eine Farbreaktion, eine immunologische Reaktion
oder durch radioaktive Markierung der Sonde). Das Blotten kann durch Anwen-
dung von Druck erfolgen, durch Anlegen eines Vakuums oder durch elektro-
chemischen Transfer, d.h. mit Hilfe eines elektrischen Feldes (Elektroblotting).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Blotting durch einen aufwarts gerichteten
Kapillartransfer erreicht, bei dem die DNA-Molekulle durch Kapillarstrom in ei-
nem Hochsalz-Transferpuffer aus dem Agarosegel auf die Membran uUbertragen
werden, wobei der Transferpuffer die Bindung an die Nitrozellulosemembran
fordert.

10
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Die auf diese Weise immobilisierte DNA wurde spater durch Hybridisierung mit
einer radioaktiv markierten Sonde detektiert. Die radiographische Detektion

erfolgte in zwei Phasen:

(@) Um unspezifische freie Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren,
wurde diese mit einer Prahybridisierungslosung, welche Heringssperma-
DNA enthielt, inkubiert.

(b) Die radioaktiv markierte Oligonukleotidsonde, die spezifisch mit dem zu de-
tektierenden DNA-Bereich reagierte, wurde mit der Membran und der Hybri-
disierungslosung inkubiert.

(c) Nach mehrmaligem Waschen der Membran wurde die Hybridisierungsreak-
tion sowohl durch Autoradiographie als auch durch Exposition auf einer

Phosphoimager-Platte sichtbar gemacht.

2.3.31 Herstellung der Sonde: Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Als Sonde zur spezifischen Detektion der gesuchten Sequenz auf dem Sou-
thern Blot wurde das PCR-Produkt der Primer POU3-la und POU3-Vb verwen-
det (siehe Abschnitt 2.3.4). Das PCR-Produkt wurde auf ein Agarosegel aufge-
tragen, gereinigt und radioaktiv markiert. Die radioaktive Markierung mit 32P-y—
ATP erfolgte mit Hilfe der von dem T,-Phagen produzierten T,-Kinase, welche
5-Enden von Oligonukleotiden durch Ubertragung des y-Phosphatrestes aus
ATP phosphoryliert.

Zu 1 pl DNA wurden 1 ul Polynukleotid-Puffer, 1 ul Polynukleotid-Kinase und 2
ul 32P-y-ATP (10 uCi/ul) gegeben. Es wurde in einem Volumen von 10 ul gear-
beitet. Der Reaktionsansatz wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert und durch
Zugabe von 2 pl 0.5 M EDTA inaktiviert. Im Anschluss wurde die Sonde dena-
turiert (10 min, 96°C) und direkt in die vorgewarmte Hybridisierungsldésung ge-

geben.
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2.3.3.2  Herstellung des Southern Blots

2.3.3.2.1 Verdau der genomischen DNA mit EcoRI

Es wurden jeweils 10 ung genomische DNA mit EcoRlI bei 37°C uber Nacht ver-

daut und auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen.

Restriktionsverdau-Ansatz:

10 ug genomische DNA
1 wl EcoRI (10 U/ul)
25 ul EcoRI-Reaktionspuffer

Die Gelelektrophorese wurde bei 30 V Uber Nacht durchgefuhrt.

2.3.3.2.2 Transfer (Southern Blot)

Die im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Molekile wurden
durch das Southern Blotting aus der Gelmatrix auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen und als eine semipermanente Kopie des DNA-Musters immobilisiert.
Zur Vorbereitung des Southern Blots wurde ein in 20x SSC getranktes What-
man-Filterpapier in Gelgrosse ausgeschnitten, auf welches das Gel, die
Membran und drei weitere mit 20x SSC getrankte Whatman-Filterpapiere gelegt
wurden. Dabei musste darauf geachtet werden, dass sich keine Luftblasen
ausbildeten, welche den Transfer beeintrachtigen wirden. Der Transfer erfolgte
bei Raumtemperatur (ber Nacht, die Vollstandigkeit der Ubertragung wurde
durch Kontrolle des Gels im UV-Licht tGberprift. Um die DNA vollstandig zu im-
mobilisieren, wurde die Nitrozellulosemembran zwei Stunden bei 80°C ,ge-
backen®. Danach konnte die Membran fur die Hybridisierungsreaktion weiter-

verwendet werden.
2.3.3.3 Hybridisierung des Southern Blots

Vor der eigentlichen Hybridisierung muss die Membran mit einer Prahybridisie-

rungslésung inkubiert werden, um freie Bindungsstellen zu blockieren und somit
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unspezifische Bindungsreaktionen zu minimieren. Die Inkubation erfolgte fur
drei Stunden bei 65°C in 10 ml Prahybridisierungslosung. Diese wurde danach
gegen die vorgewarmte Hybridisierungslosung ausgetauscht und die markierte
Oligonukleotidsonde zugefugt. Die Hybridisierung erfolgte bei 65°C Uber Nacht.
Der Southern Blot wurde zweimal fur 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 2x
SSC-Waschlosung gewaschen und anschliessend sowohl auf einem her-

kommlichen Film als auch auf einer Phosphoimager-Entwicklerplatte exponiert.

234 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction; PCR) ist eine
schnelle und sehr effiziente Methode zur in vitro-Amplifikation eines definierten
DNA-Abschnittes. Das Prinzip der PCR wurde erstmals 1988 von Saiki et al.
beschrieben. Dabei werden zwei Oligonukleotide bekannter DNA-Sequenz als
Primer verwendet, welche den zu amplifizierenden DNA-Bereich flankieren und
komplementar zu Sequenzen auf den gegenuberliegenden Einzelstrangen der
DNA sind.

Das Reaktionsprinzip der PCR beruht auf der Wiederholung von drei Reaktions-
schritten in mehreren Zyklen, die durch ein Enzym, die Tag-Polymerase, kataly-
siert werden. Durch die Denaturierung (92°C-95°C) wird das doppelstrangige
DNA-Molekul in die komplementaren Einzelstrange aufgetrennt. Wahrend des
Annealings (40°C-68°C) lagern sich die Primer an die komplementaren
Abschnitte der DNA-Einzelstrange an. An diese kurzen doppelstrangigen DNA-
Segmente bindet die Tag-Polymerase. Wahrend des Extensionsschrittes (72°C)
erfolgt, ausgehend vom 3’-Ende des jeweiligen Primers, die DNA-Neusynthese
in 5 —»3-Richtung. Die wahrend eines Reaktionszyklus synthetisierten DNA-
Kopien entsprechen den primerbegrenzten DNA-Abschnitten und dienen
ihrerseits im nachsten Zyklus als Matrize, so dass eine exponentielle Amplifika-
tion erfolgt; nach 30 Zyklen liegen ca. 10’ gleiche DNA-Fragmente vor. Der
letzte Zyklus wird oft mit einem langeren Extensionsschritt beendet. Dadurch
soll gewahrleistet werden, dass alle PCR-Produkte die volle Lange erreichen,
da mit zunehmender Zahl der Zyklen die Menge an Nukleotiden abnimmt und in
zunehmendem Masse auch unspezifische Amplifikationsprodukte (Abbruch-

sequenzen) gebildet werden.

13



2 Material und Methoden

Die Dauer der Denaturierungs- und Extensionsschritte hangt von der Lange und
dem GC-Gehalt der zu amplifizierenden DNA-Sequenz ab. Die Temperatur des
Denaturierungsschrittes betragt bei fast allen PCR-Verfahren 94°C, die des
Extensionsschrittes 72°C. Die optimale Temperatur des Annealingschrittes
kann anndherungsweise aus dem Gehalt der Primer an den Nukleotiden C/G
bzw. A/T ermittelt werden. Sie liegt 5°C unter der Schmelz- oder Dissoziati-
onstemperatur T _, die notwendig ware, um die Primer von ihren komplementa-
ren DNA-Sequenzen zu trennen. T_ lasst sich anhand der folgenden Formel

abschatzen:
T_=[2x (X Adenin- und Thymin-Basen) + 4x (X Guanin- und Cytosin-Basen)]

Ausgehend von T_ muss die Annealingtemperatur fur jedes Primerpaar opti-
miert werden. Aufgrund der Spezifitat der Primer und der exponentiellen Ampli-
fikation wird mit zunehmender Zahl der Zyklen fast ausschliesslich die ge-
wlnschte DNA-Sequenz vervielfaltigt. Die Anzahl der Reaktionszyklen ist je-
doch auf etwa 35 begrenzt, da die Tag-Polymerase nach dieser Anzahl von
Zyklen (bzw. nachdem etwa 10° Amplifikate erzeugt worden sind) durch die
wiederholten Denaturierungsschritte an Aktivitat verliert und die Anzahl der un-

erwunschten Nebenprodukte zunimmt.
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2.3.4.1 Genotypisierung auf dem ABI PRISM® 377

Genomische DNA wurde nach Miller et al. (1988) aus Lymphozyten der unter-
suchten Personen prapariert. Fur die PCR wurden 100 ng DNA und 5 uM der
jeweiligen Primer eingesetzt. Die PCR wurde in einem Gesamtvolumen von 15

ul Allele True Permix Buffer (ABI®) unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

1 Zyklus (94°C 12°, 55°C 15", 72°C 30”)
10 Zyklen (94°C 15”, 65°C 15", 72°C 30”)
20 Zyklen (89°C 15", 55°C 15", 72°C 30”)
1 Zyklus (89°C 15", 55°C 15”7, 72°C 10’)

Die PCR-Produkte wurde auf ein 5%-Polyacrylamidgel (mit 7M Harnstoff) auf-
getragen und im ABI PRISM® 377-Sequenziergerat analysiert. Die Auswertung
erfolgte mit GeneScan®- und Genotyper®-Software der Firma Applied Biosys-
tems.

Abstand und Entfernung der STS-Marker wurden anhand der RHMB-Karte der
,Genetic Epidemiology Research Group®“ der University of Southampton be-

stimmt.

2.3.4.2 Sequenzierung der kodierenden Region des POU3F4-Gens

und Deletionsanalyse der nicht-kodierenden Region

Sowohl fur die Sequenzierung der kodierenden Region, als auch fur die an-
schlielende Deletionsanalyse der nicht-kodierenden Region, wurde nach fol-

gender PCR-Anleitung gearbeitet:
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Reagenzien:
10x PCR-Puffer 200 mM Tris-HCI (pH 8.4)
500 mM KCI
Magnesiumchlorid 50 mM
Taqg-Polymerase 5 U/ul
dNTP-Mix je 1.25 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP
Primer 10 pmol/pl
H,O,4 autoklaviert

Alle PCR-Reaktionen wurden in autoklavierten 0.2 mI-PCR-Reaktionsgefassen
durchgefuhrt. Um eine unspezifische Aktivitdt der Primer und damit das Auf-
treten sogenannter Primer-Dimere sowie eine fruhzeitige Aktivierung der Tag-
Polymerase (die auch bei Zimmertemperatur eine Restaktivitat aufweist) und
damit unspezifisches Annealing zu minimieren, wurden alle PCR-Ansatze auf
Eis zusammenpipettiert und der PCR-Heizblock auf 95°C vorgeheizt. Es wurde

in einem Reaktionsvolumen von 25 ul gearbeitet:

Reaktionsansatz fir genomische DNA (25 ul):

DNA 200
Primer sense (10 pmol/ul ) 200
Primer antisense (10 pmol/ul ) 200
dNTP-Mix (1.25 mM) 4.00
MgCl, (50 mM) 0.75 ul
10x Taq-Reaktionspuffer 250
Taqg-Polymerase (5 U/pl ) 0.50 pul
H,O 4 11.25
) 25.00

Die PCR-Reaktionen wurden in Peltier-Thermocyclern durchgefiihrt. Da in den
verwendeten Gerate durch einen Heizdeckel ein Verdampfen der Proben wah-
rend der Reaktion verhindert wurde, war eine Uberschichtung der Proben mit
Mineraldl nicht notwendig.
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PCR-Bedingungen:

1 Zyklus (94°C 5, 62°C 1°, 72°C 1’)

4 Zyklen (94°C 1°, 62°C 1, 72°C 1)

25 Zyklen (94°C 1’, 56°C 1°, 72°C 1°)

1 Zyklus (94°C 1’, 56°C 1°, 72°C 10’)

Bei jedem PCR-Lauf wurde eine Negativkontrolle mitamplifiziert, bei der statt
DNA-Template Wasser eingesetzt wurde. Auf diese Weise konnte eine maogli-
che Kontamination der PCR-Ansatze durch DNA-Spuren in einem der Reagen-
zien nachgewiesen werden: Die Amplifikation eines PCR-Produktes in der Ne-
gativkontrolle war ein Indiz flr eine Kontamination. Die PCR wurde mittels Aga-

rose-Gelelektrophorese uberpruft.

2.3.5 DNA-Gelelektrophorese

Zur qualitativen Analyse der durch die PCR amplifizierten DNA-Fragmente wur-
den jeweils 10 ul eines PCR-Produktes mit 5 pl Blaumarker auf ein 2%iges
Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

Die DNA-Gelelektrophorese ist ein biochemisches Trennverfahren, bei dem die
unterschiedliche Laufgeschwindigkeit von DNA-Fragmenten unterschiedlicher
Grosse in einem elektrischen Feld zu ihrer qualitativen Auftrennung ausgenutzt
wird.

Fir analytische Zwecke werden 1x TBE-Gele verwendet, wahrend fur prapara-
tive Zwecke (wie hier) 1x TAE-Gele eingesetzt werden. Je nach der Grosse der
aufzutrennenden DNA-Molekule wurden 1%ige und 2%ige Gele verwendet. Die
DNA-Proben wurden mit 1/3 des Volumens 6x Blaupuffer versetzt, um zu ver-
hindern, dass die Proben aus den Beladungstaschen hinausdiffundierten und
um durch die Visualisierung der Lauffront den Gellauf besser verfolgen zu kon-
nen. Zur Bestimmung der Grosse der einzelnen DNA-Fragmente wurden
ebenfalls 5 pl des 100 bp-DNA-Molekulargewichtsmarkers aufgetragen. Den
Agarosegelen wurde Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0.67 pg/ml
zugeflgt. Ethidiumbromid interkaliert in die Doppelhelix-Struktur der DNA und

wird durch die Bestrahlung mit UV-Licht zur Lichtemission angeregt. Auf diese
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Weise konnen DNA-Fragmente im Gel detektiert werden. Die Gelelektropho-
rese wurde bei einer Spannung von 100 V durchgefuhrt.

2.3.6 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Fir eine Sequenzierung ist eine vorherige Reinigung der amplifizierten DNA
notwendig, um Kontaminationen wie Salze, Enzymreste, nicht-integrierte
Nukleotide oder Matrizen-DNA zu entfernen. Eine zu diesem Zweck haufig an-
gewendete Methode ist die Gelextraktion. Dabei wird die DNA aus einem
Gelstlick extrahiert und gereinigt. Die Gelextraktion erfolgte mit Hilfe des
QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) nach den Angaben des
Herstellers.

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte in einem TAE-
Agarosegel wurde das gewunschte Fragment mit einem sauberen Skalpell her-
ausgeschnitten und in ein 1.5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefass Uberflhrt. Die
Agarose wurde durch Inkubation mit einem salzhaltigen Puffer solubilisiert;
gleichzeitig wurden die geeigneten Bedingungen fur die optimale Bindung der
DNA an die Silicagel-Membran der speziellen QIAquick®-Saulen geschaffen.
Die weiteren Waschschritte mit speziellen Puffern dienten der Entfernung von
verbliebenen Verunreinigungen wie Agarose, Ethidiumbromid und Proteine,
welche die nachfolgenden Reaktionen storen konnten. Salze wurden durch den
Ethanol-haltigen Puffer PE quantitativ entfernt. Durch die Zugabe von 30 pl
Elutionspuffer wurde die DNA von der Silicagel-Membran eluiert und konnte fur

weitere Arbeitsschritte (z.B. Ligationen) verwendet werden.

2.3.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung oder Sequenzanalyse ist eine Methode zur Ermittlung der
Primarstruktur von Nukleinsauren (DNA, RNA) und Proteinen. Die erste Se-
quenzierung wurde 1953 von F. Sanger zur Analyse von Insulin durchgefuhrt. In
den 60er Jahren entwickelte Sanger Methoden zur Sequenzanalyse von Ri-
bonukleinsauren, und Mitte der 70er Jahre folgten zwei Methoden flr die Se-
quenzierung von Desoxyribonukleinsauren, die Maxam-Gilbert-Methode und die
enzymatische Methode nach Sanger.
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Die zunehmende Automation der Sequenzierungsreaktion ermdglicht heutzu-

tage die Sequenzierung mit Hilfe eines DNA-Sequenzers, der eine modifizierte

Sequenzierung nach der Didesoxy-Methode von F. Sanger zugrunde liegt.

Es wurden sowohl in Plasmide klonierte und in Bakterien transformierte Plas-

mid-DNA als auch direkt geleluierte PCR-Produkte sequenziert.

2.3.71 Vorbereitung der Proben

Gerate:

- GeneAmp PCR System 9600

Reagenzien:

- EtOH abs.

- EtOH 70%

- Ladepuffer (,red loading buffer®)

- Natriumacetat (3 M)

- Primer (M13, POUS3-la und Vb)

- Sequenzier-Premix (BigDye-Terminator®)

Ansatz fir eine Sequenzierungsreaktion:

10 ul H,0
1 ul Primer

5 ul DNA
mischen, 3-5 min bei 96°C denaturieren
1 min auf Eis inkubieren

4 pl Sequenzier-Premix (BigDye-Terminator®) zufiigen, mischen
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Sequenzierung:

25 Zyklen: 96°C 10 sec
50°C 5sec
60°C 4 min

Ethanol-Fallung:

80 pl H,0

10 pl 3 M Natriumacetat

250 pl EtOH abs.

zufligen

zentrifugieren (15.000 rpm, 30 min, RT)

Pellet mit 250 pl 70% EtOH waschen (15.000 rpm, 15 min, RT)
Pellet in der SpeedVac 15-20 min trocknen

Pellet in 3 pl red loading buffer auflésen, vortexen

1 ul auf Sequenziergel auftragen

2.3.7.2 Vorbereitung des Gels

Gerate:

- ABI PRISM® 377 PE Applied Biosystems, Perkin EImer, Darmstadt
- Power Macintosh G3 Apple, Stuttgart

Material:

- Gelhalterung

- Glasplatten (20 x 36 cm)

- Kunststoff-Spacer (0.2 mm Breite)

- Kunststoff-Kamm (,Haifischkamm®, 0.2 mm Breite, 36 wells)

Reagenzien:

- Acrylamid-Stamml&sung: 30%, Acrylamid/Bisacrylamid 29:1
- Alconox

- APS

- Harnstofflosung 21.0 9/20.0 mI H,O

- 10x TBE

- TEMED
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Acrylamid und Bisacrylamid sind Monomere und bilden nach Zugabe von Am-
moniumpersulfat (APS), welches als Radikalstarter wirkt, Polymere aus.
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) katalysiert die Bildung freier Ra-
dikale aus Persulfat und beschleunigt den Polymerisationsprozess. Das Ver-
haltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid bestimmt den Grad der Quervernetzung
innerhalb des Gels und beeinflusst dadurch das Laufverhalten der DNA-Frag-
mente. Die Sequenzierung wurde in einem 5%igen Polyacrylamidgel (36 cm
Hohe, Lesegeschwindigkeit 1200 Basen pro Stunde) bei 2500 V, 48 Watt und
51°C bei einer Laufzeit von 8 Stunden durchgefuhrt.

Durchfihrung:

Die Glasplatten wurden vor Gebrauch auf der Gelseite mit Alconox gereinigt.
Zwischen die Platten wurden die Spacer seitlich so eingesetzt, dass sie exakt
mit den Platten abschlossen. Die Platten wurden in die Gelhalterung eingesetzt

und die Polyacrylamid-Losung vorbereitet.

Ansatz fur ein 5% Polyacrylamid-Gel/7 M Harnstoff (50 ml):

35.6 ml Harnstoff-Stocklésung (21.0 g/20.0 mI H,O,,)

8.4 ml 30%ige Acrylamidlosung
6.0 ml 10x TBE-Puffer
20.0 ml H,O,

Nach Zugabe von APS und TEMED wurde die Gellésung luftblasenfrei zwi-
schen die Gelplatten gegossen. Der Haifischkamm wurde mit den Zahnen nach
oben ca. 50 mm in die Gellésung eingesetzt. Nach der vollstandigen Auspoly-
merisierung des Gels (nach ca. einer Stunde) wurde das Gel mit der Halterung
in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Der Haifischkamm wurde umgedreht
und mit den Spitzen so in das Gel eingesetzt, dass sich getrennte Slot-Taschen
bildeten. Nach einem halbstindigen Vorlauf zum Aufheizen des Gels auf 51°C
wurden die Proben aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinik

Bei einer in der frihen Kindheit durchgeflihrten tonschwellenaudiometrischen
Untersuchung wurde bei den hier untersuchten Zwillingsbridern OJ und PJ eine
hochgradige Schwerhdrigkeit diagnostiziert. Nach Adenotomie und beidseitiger
Einlage eines Paukenrohrchens wurden im Alter von 9 (OJ) bzw. 11 (PJ)
Jahren Jahren ein hochauflésendes Felsenbein-Computertomogramm an-
gefertigt und eine explorative Tympanoskopie durchgefuhrt. Es folgten weitere
audiometrische Untersuchungen im Verlauf der Kindheit sowie bei beiden Kin-
dern mehrfache Horgerateversorgungen (erstmals im Alter von zehn Jahren).
Weiterhin wurde eine padiatrische und neurologische Untersuchung durchge-
fuhrt.

3.11 Tonschwellenaudiometrie

Die erste audiometrische Untersuchung im Alter von funf (OJ) bzw. vier (PJ)
Jahren ergab bei beiden Kinder einen kombinierten Horverlust.

Bei OJ war der sensorische Horverlust (Schallempfindungsschwerhorigkeit) auf
beiden Seiten identisch ausgepragt und vor allem bei héheren Frequenzen (ab
2000 Hz) deutlich erkennbar. Die konduktive Komponente (Schallleitung) war
auf dem linken Ohr starker beeintrachtigt als auf dem rechten Ohr. Bei der
Kontrolluntersuchung nach drei Jahren war der kombinierte Horverlust auf bei-
den Seiten fortgeschritten. Bei niedrigeren Frequenzen (bis etwa 1000 Hz) war
eine leichte Besserung des sensorischen Anteils zu erkennen, bei hdheren
Frequenzen dagegen hatte sich der Befund im Vergleich zur vorangegangenen
Untersuchung verschlechtert. Die konduktive Komponente war auf beiden Oh-

ren in allen Frequenzbereichen starker betroffen als vorher.

22



3 Ergebnisse
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Abb. 1: Audiogramme von OJ im Alter von fiinf (obere Audiogramme) und acht Jahren (untere

Audiogramme)

Bei PJ wurde im Alter von vier Jahren ebenfalls das Vorliegen einer kombinier-
ten Horstorung festgestellt. Die Schallempfindungsschwerhdrigkeit war auf bei-
den Seiten etwa gleich stark ausgepragt wie bei seinem Bruder OJ. Die kon-
duktive Komponente war auf dem rechten Ohr etwa in dem Masse gemindert
wie bei OJ, auf dem linken Ohr dagegen deutlich weniger. Bei der vier Jahre
spater erfolgten Kontrollaudiometrie konnte wie auch bei OJ hinsichtlich des
sensorischen Anteil (vor allem bei den tieferen Frequenzen) eine leichte Besse-
rung der Horminderung festgestellt werden. Die Schallleitungsstérung hingegen
war beidseits deutlich fortgeschritten und insgesamt starker als bei OJ ausge-
pragt, insbesondere auf dem linken Ohr und auf beiden Seiten besonders im
Bereich hoherer Frequenzen.
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Abb. 2: Audiogramme von PJ im Alter von vier (obere Audiogramme) und acht Jahren (untere

Audiogramme)

Im Alter von zehn Jahren erfolgte bei beiden Kindern eine Hoérgerateversor-
gung. Bei einer anschliessenden Kontrollaudiometrie im folgenden Jahr (1999,
siehe Abbildung 3) wurde bei beiden Brudern eine weiterhin deutlich progre-
diente Entwicklung der Schwerhdrigkeit auf beiden Seiten sowohl fir die
Schallempfindungs- als auch fir die Schallleitungskomponente festgestellt. Bei
OJ zeigte sich besonders auf dem rechten Ohr im Bereich mittlerer und hoherer
Frequenzen (ab 500 Hz) eine Verschlechterung der kombinierten Horminde-
rung. Bei PJ fiel Uber den gesamten Frequenzbereich insbesondere in der

Schallempfindung eine gravierende Progredienz der vorherigen Befunde auf.
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Abb. 3: Audiogramme von OJ (obere Audiogramme) und PJ (untere Audiogramme) im Alter von

11 Jahren (Zustand nach Hérgeréteversorgung)

3.1.2 Computertomographie (CT)

Bei der hochauflosenden Felsenbein-Computertomographie zeigten sich ein er-
weiterter innerer Gehorgang (Abbildung 4a) sowie eine fehlende kndcherne
Separation zwischen dem Fundus des inneren Gehdérganges und der basalen
Windung der Cochlea (Abbildung 4b). Der Befund war bei beiden Patienten

identisch (Daten von PJ nicht gezeigt).
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3 Ergebnisse

(a) bulbusartig erweiterter innerer Gehérgang

(b) fehlende knécherne Trennung von innerem Gehérgang und basaler Cochlea

Abb. 4: CT-Befund von OJ

3.1.3 Tympanoskopie

Bei einem der Zwillinge (PJ) bestand eine Incus-Arrodierung, die mit einer Typ-
[lI-Tympanoplastik nach Wullstein (Entfernung von Malleus und Incus und di-
rekte Auflagerung des verbleibenden Stapes auf das Trommelfell, somit Unter-
brechung der normalen Gehoérknéchelchen-Kette) revidiert wurde. Es ergaben

sich keine weiteren pathologischen Befunde.

314 Padiatrische und neurologische Untersuchung

Bis auf eine verzogerte Sprachentwicklung zeigten sich keine Auffalligkeiten.
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3 Ergebnisse

3.2 Molekulargenetik

3.21 STR-Analysen als Nachweis fiir die Monozygotie

Ein auch in Vaterschaftsgutachten haufig angewendeter Nachweis des Ver-
wandtschaftsgrades zwischen einzelnen Individuen ist der Einsatz hochpoly-
morpher Mikrosatelliten-Marker. Die Monozygotie der Zwillinge OJ und PJ
wurde mit Hilfe von sechs hochpolymorphen Fluoreszenzmarkern (D1S220,
D2S391, D3S1266, D7S517, D12S83, D13S171) fur funf verschiedene Chro-
mosomen uberpriuft (vgl. Tabelle 2). Hierbei zeigte sich fur alle untersuchten
Loci eine identische Allelverteilung bei den Zwillingen.

Tabelle 2: Markerdaten und Ergebnisse der Genotypisierung der Zwillingsbriider (OJ, PJ),

deren Mutter (BJ) sowie einer Kontrolle

Marker ~ Heterozygotie ~ Markierung Pccgfjfrzgjli os Mutter (BJ) oJ PJ Kontrolle
D3S1266 0.73 HEX 292-308 298/298 298/296 298/296 298/298
D7S517 0.83 FAM 247-265 256/256 252/256 252/256 261/261

D12S83 0.81 FAM 107-127 120/120 114/120 114/120 109/115
D13S171 0.73 TET 179-207 189/189 189/199 189/199 189/189
D1S220 0.92 HEX 231-251 233/247 247/247 247247 231/245
D2S391 0.79 TET 147-161 156/156 152/156 152/156 154/156

Durch die Analyse mit GeneScan® konnte die Monozygotie der Zwillinge
nachgewiesen werden: Abbildung 5 zeigt, dass die Profile der beiden Zwil-
lingsbruder im Vergleich zur Mutter sowie einer Kontrollperson hinsichtlich der
Verteilung der Allele (Peaks) identisch sind. Es sind exemplarisch drei Marker
(D3S1266, D7S517 und D12S83) aufgefuhrt.
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Abb. 5: Ergebnisse der Genotypisierung der Zwillingsbriider (OJ, PJ), deren Mutter (BJ) sowie

einer Kontrolle anhand dreier Mikrosatellitenmarker
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3.2.2 Southern Blot

Genomische DNA von BJ, OJ und PJ sowie von zwei Kontrollpersonen (M, N)
wurde mit EcoRl verdaut. Das POU3F4-Gen wurde durch PCR amplifiziert und
auf die Southern Blots hybridisiert. Dabei war bei allen Personen ein 12-kb
EcoRI-Fragment zu sehen (siehe Abbildung 6). GrolRere Rearrangements der

analysierten chromosomalen Region konnten daher ausgeschlossen werden.

' ' ' '_ 12 kb
1
L

1: BJ, 2: OJ, 3: PJ, 4: M (Positivkontrolle), 5: N (Positivkontrolle)

Abb. 6: Ergebnisse des Southern Blots

3.23 Etablierung der Exon-PCR und Sequenzierung

Zur Uberpriifung der kodierenden Region des POU3F4-Gens sollte aus der
genomischen DNA der Familienmitglieder sowie zweier Kontrollperson (M, N)
mit Hilfe der Oligonuleotid-Primer POU3-la und POU3-Vb jeweils ein 1083 bp
grosses PCR-Fragment amplifiziert werden. Es handelte sich hierbei um das
gesamte intronlose Gen fur POU3F4. Wie aus Abbildung 7 hervorgeht, konnte
das gewunschte Fragment bei allen untersuchten Personen amplifiziert werden.
Zur weiteren Analyse wurden die Fragmente aus dem Gel extrahiert und se-
quenziert. Der Vergleich der jeweiligen Sequenzen mit der Originalsequenz fur
POU3F4 (NCBI: XM_010259, URL: http://www.ncbi.nim.nih.gov; vgl. Anhang
7.3) ergab eine identische Nukleotidfolge fur alle Personen. Damit konnte aus-
geschlossen werden, dass innerhalb des kodierenden Bereiches von POU3F4

Mutationen vorlagen, die zur phanotypischen Auspragung von DFN3 fuhrten.
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100 bp 1 2 3 4 5 K

100 bp: DNA-Marker, 1: BJ, 2: OJ, 3: PJ, 4: M (Positivkontrolle), 5: N (Positivkontrolle), K" (Negativkontrolle)

Abb. 7: PCR-Fragmente der kodierenden Region des POU3F4-Gens der analysierten Personen

3.24 Uberpriifung der nicht-kodierenden Region

Wie von verschiedenen Arbeitsgruppen bereits berichtet wurde, kdnnen nicht
nur Mutationen im POU3F4-Gen zur Entstehung von DFN3 fuhren, sondern
auch solche, die proximal des Exons liegen. Als besonders wichtige Region
wurde dabei ein Bereich bis etwa 900 bp in 5’-Richtung von POU3F4 identifi-
ziert. Aus diesem Grund wurde ein Set von Mikrosatellitenmarkern etabliert, um
diesen Bereich zu Uberprifen. In Abbildung 8 ist exemplarisch das Ergebnis
dreier analysierter Loci dargestellt. Die beiden betroffenen Zwillinge (Personen
2 und 3) zeigen in Abbildung 7A die PCR-Produkte in der entsprechenden
Grolde. Die in Abbildung 7B und 7C dargestellten Ergebnisse belegen, dass die
entsprechenden DNA-Bereiche bei den Zwillingsbradern deletiert sind.

In Tabelle 3 sind die Ergebnisse flr alle untersuchten Mikrosatelliten zusam-

mengefasst.
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12 3 4 5K 12 3 4
A

DXS26 71:21
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12 3 4 K

DXS995

1: BJ, 2: OJ, 3: PJ, 4: M (Positivkontrolle), 5: N (Positivkontrolle), K- (Negativkontrolle)

Abb. 8: Beispiele fiir das Ergebnis dreier verwendeter Mikrosatellitenmarker
A) Marker DXS26, B) Marker 71:21, C) Marker DXS995

Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir alle analysierten Mikrosatellitenmarker

Locus A%i?:nﬂ;fg i?\/l Position beziiglich des POU3F4-Gens Status Am(zﬁ;;on Referenz
POU3F4 92.388 POU3F4
la/lb _ POU3F4-kodierende Region keine Mutation 215 de Kok et al., 1995a
Ila/llb _ POU3F4-kodierende Region keine Mutation 318 de Kok et al., 1995a
Illa/lllb POU3F4-kodierende Region keine Mutation 246 de Kok et al., 1995a
IVa/lVb _ POU3F4-kodierende Region keine Mutation 295 de Kok et al., 1995a
Va/Vb _ POU3F4-kodierende Region keine Mutation 302 de Kok et al., 1995a
POU3-la/Vb POU3F4-kodierende Region keine Mutation 1083 de Kok et al., 1995a
DXS995 88.46 Proximal Deletion 193-199 www.gdb.org
DX26 82 Proximal keine Deletion 140 Dahl et al., 1995
DXS7702 81.7 Proximal keine Deletion 117 www.gdb.org
STS: 71:15 Proximal Deletion 280 Danhl et al., 1995
STS: 24:5 Proximal Deletion 212 Dahl et al., 1995
STS: 34/71:2 Proximal Deletion 249 Dahl et al., 1995
STS: 24:71 _ Proximal Deletion 227 Dahl et al., 1995
STS: 71:2 _ Proximal Deletion 208 Dahl et al., 1995
STS: 71:21 _ Proximal Deletion 185 Dahl et al., 1995
STS: 71:3 _ Proximal Deletion 165 Dahl et al., 1995
STS: 34:2 _ Proximal Deletion 280 Dahl et al., 1995
DXS169 81.3 Proximal Deletion 390 Dahl et al., 1995
DxS738 81.1 Proximal Deletion 144 www.gdb.org
DxS1420 80.5 Proximal keine Deletion 129 www.gdb.org
DxS7695 79.4 Proximal keine Deletion 114 www.gdb.org
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3 Ergebnisse

In Abbildung 9 ist das Ergebnis der Mikrosatellitenanalysen schematisch darge-
stellt. Als gestrichelte Linien sind hierbei die deletierten Regionen gezeigt, die
nicht-deletierten Bereiche als durchgezogene Linien. Zu erkennen sind zwei

Deletionen in der nicht-kodierenden Region: eine kleinere, ca. 100-300 kb um-

fassende Deletion nahe der 5-Region des Gens, sowie eine grof3e, mindestens

1 Mb umspannende Deletion weiter proximal.

71:3
24:17 24:5 DXS26 POU3F4
DXS7695
DXS1420 DXS738 DXS169 71:21 34:2 71:2 34/71:2 71:15 pHU16 DXS995 DXS8076
~ 0/ ~ | ~l—
/ / 44— cen tel —Pp
_// ............................................................................. L I
J .
// | | | | | | | | | | | | | | | |
kb o 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Abb.9: Ubersicht (iber die detektierten Deletionen im nicht-kodierenden Bereich

proximal des POU3F4-Gens
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4 Diskussion

4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden eine gesunde Mutter und ihre eineiigen
schwerhdrigen Zwillingsséhne auf das Vorliegen von DFN3 oder stapes gusher-
Syndrom untersucht. DFN3 ist die haufigste X-chromosomal vererbte Form he-
reditéarer Schwerhorigkeit und macht bis zu 0.5% aller Falle hochgradiger kindli-
cher Schwerhorigkeit (Nance et al., 1971) und bis zu 5% aller nicht-syndroma-
len Horstorungen aus (Reardon, 1990). Betroffene zeigen in der Regel einen
pralingualen, kombinierten Horverlust, der meist progredient verlauft (de Kok et
al., 1995; Bitner-Glindzicz et al., 1995). Klinische Merkmale sind ein abnorm
erweiterter innerer Gehorgang, ein Knochendefekt am Fundus des inneren Ge-
hérganges, eine kleine Cochlea und unvollstdndige Trennung der cochlearen
Windungen (Glasscock, 1973; Phelps et al., 1991).

1995 lokalisierten de Kok und Mitarbeiter das fir DFN3 verantwortliche Gen,
POUS3F4, auf Xg21.1. Es besteht aus einem kodierenden Exon, in dem bereits
einige Mutationen beschrieben wurden (de Kok et al., 1995; Bitner-Glindzicz et
al.,1995; Friedman et al., 1997; Cremers et al., 2000). POU3F4 kodiert fir einen
Transkriptionsfaktor, der unter anderem fur die embryonale Entwicklung des
Hororgans von Bedeutung ist.

Bei den hier untersuchten Zwillingsbridern wurde in friher Kindheit eine
Schwerhorigkeit diagnostiziert. Durch die klinischen Untersuchungen ergab sich
die Verdachtsdiagnose stapes gusher, die molekulargenetisch Uberpruft werden
sollte.

4.1 Klinik

Die klinische Untersuchung umfasste Tonschwellenaudiometrie, Sprachaudio-
metrie, Computertomographie (CT), Tympanoskopie und allgemeine padiatri-
sche und neurologische Anamneseerhebung.
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411 Tonschwellenaudiometrie

Charakteristisch fur stapes gusher ist eine kombinierte Schallempfindungs- und
Schallleitungsschwerhdrigkeit. Dieser Befund lag bei OJ und PJ vor, wie aus
den Audiogrammen in Abb. 1 bis 3 erkennbar wird.

Sowohl bei OJ als auch bei PJ konnte im Verlauf von sechs bzw. sieben Jahren
eine deutliche Progredienz der vorliegenden Horminderung nachgewiesen wer-
den. Dabei verschlechterten sich die audiometrischen Befunde beidseits sowohl
bezluglich der Schallempfindungs- als auch bezuglich der Schallleitungs-
komponente. Stapes gusher zeichnet sich durch einen progressiven Horverlust
im Verlauf der Kindheit aus, wie er in diesem Fall vorlag.

Dabei waren sowohl die Ausgangsbefunde als auch der klinische Verlauf bei PJ
ausgepragter als bei seinem Bruder OJ. Dies gilt insbesondere fur die Ent-
wicklung der Schallempfindungsschwerhorigkeit. Der sensorische Anteil war im
Verlauf des Beobachtungszeitraumes bei beiden Bridern starker betroffen als
der konduktive Anteil, was ebenfalls mit der Diagnose stapes gusher zu verein-
baren ist.

Die Ergebnisse der audiometrischen Untersuchungen sind grundsatzlich mit der
Verdachtsdiagnose stapes gusher vereinbar.

4.1.2 Computertomographie (CT)

Die radiologischen Befunde zeigten das Bild eines abnorm erweiterten inneren
Gehorganges sowie die mangelhaft ausgebildete Trennung zur Cochlea. Das
Fehlen der knéchernen Grenze war besonders in dem mit (b) gekennzeichne-
ten Bereich in Abbildung 3 deutlich zu erkennen. Die erhobenen Befunde stim-
men exakt mit dem von Phelps et al. (1991) beschriebenen charakteristischen
Bild bei stapes gusher Uberein. Das Ausmass der anatomisch-pathologischen
Veranderungen war bei OJ und PJ gleich stark ausgepragt (Befunde nicht ge-
zeigt).
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41.3 Tympanoskopie

Der bei PJ erhobene Befund einer Incus-Arrodierung kann anhand der bisher
vorliegenden Daten nicht als pathognomonisch flr stapes gusher, aber den-
noch als typisch angesehen werden. Aufgrund des pathologisch erhdhten Li-
quordrucks auf das Trommelfell und damit auch auf die Gehorkndchelchen-
Kette ist die mechanische Beanspruchung von Malleus, Incus und Stapes er-

héht, wodurch die Arrodierung zu erklaren ist.

414 Padiatrische und neurologische Untersuchung

Aufgrund der Horstérung, die sich bereits im frihen Kindesalter entwickelte, war
die Ausbildung der Sprachentwicklung bei den Zwillingen verzogert. Hierbei
handelt es sich um einen fur alle Formen pralingualer Schwerhorigkeit typischen
Befund.

41.5 Zusammenfassung der klinischen Befunde

Insgesamt konnte durch die klinischen Befunde die Verdachtsdiagnose DFN3
bei OJ und PJ bestatigt werden. Sowohl die CT-Untersuchung als auch die
Tonschwellenaudiometrie wiesen die typischen Veranderungen des audiologi-
schen Systems nach. Durch die sequentielle Untersuchung im Abstand von drei
Jahren konnte auch die langsam progrediente Entwicklung der Schwerhérigkeit
gezeigt werden.

Bei der Mutter BJ konnten keine klinischen Auffalligkeiten festgestellt werden,
was mit dem Erbgang von DNF3 erklarbar ist: DFN3 wird X-chromosomal-re-
zessiv vererbt. Die Mutter besitzt auf einem X-Chromosom ein defektes und auf
dem anderen X-Chromosom ein gesundes Allel und ist damit heterozygote
Konduktorin, d.h. sie tragt und vererbt das Krankheitsmerkmal zwar, ist jedoch
aufgrund des zweiten, gesunden X-Chromosoms selbst nicht betroffen.
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4.2 Molekulargenetik

Bei der molekulargenetischen Analyse wurde die DNA der Familienmitglieder
auf Mutationen im POU3F4-Gen untersucht. Hierfur wurden Southern Blot,
PCR- sowie Sequenzierungsreaktionen durchgefuhrt. Dabei wurden die Famili-

enmitglieder mit gesunden Kontrollpersonen verglichen.

421 Nachweis der Monozygotie

Ein auch in Vaterschaftsgutachten haufig angewendeter Nachweis des Ver-
wandtschaftsgrades zwischen einzelnen Individuen ist der Einsatz hochpoly-
morpher Mikrosatelliten-Marker. Mikrosatelliten oder short tandem repeats
(STRs) sind kurze DNA-Abschnitte (meist 2-4 Basenpaare lang), die tandemar-
tig, d.h. in gleicher Orientierung fortlaufend, wiederholt werden. Die Anzahl der
Wiederholungen kann von funf bis 5000 reichen; meist liegen jedoch etwa 20-
50 Wiederholungen vor (Weber & Wong, 1993). Im menschlichen Genom sind
50,000-100,000 solcher Mikrosatelliten in unterschiedlichen Abstéanden zu fin-
den. Die Lange der Mikrosatelliten variiert bei verschiedenen Menschen und
wird vererbt; dieser Polymorphismus wird ausgenutzt bei STS-Analysen: STS
oder sequence tagged sites sind kurze DNA-Sequenzen (meist 200-500 bp),
deren Besonderheit darin liegt, dass sie im gesamten Genom nur ein einziges
Mal vorkommen. Ihre genaue Lokalisation sowie ihre Sequenz sind bekannt.
Einige STS enthalten Mikrosatelliten. Da diese hochpolymorph sind (mindes-
tens zehn Allele), eignen sie sich als Marker zur Erstellung von Abstammungs-
gutachten. Dazu wird die zu untersuchende DNA mittels PCR amplifiziert und
anschliessend auf einem Sequenziergel aufgetrennt.

Die Monozygotie der Zwillinge OJ und PJ wurde mit Hilfe von sechs hochpoly-
morphen Fluoreszenzmarkern (D1S220, D2S391, D3S1266, D7S517, D12S83,
D13S171) fur funf verschiedene Chromosomen uberprift. Hierbei zeigten die
Bruder an jedem analysierten Lokus dieselbe Allelkombination. Dieses Ergebnis
deutet auf eine Monozygotie hin. Zum endgultigen Nachweis mussten noch
weitere genetische Marker Uberprift werden, was den Rahmen dieser Arbeit

gesprengt hatte.
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4.2.2 Southern Blot

Um groflere Rearrangements des POU3F4-Gens zu Uberprifen, wurde die ge-
nomische DNA der Familienmitglieder sowie von Kontrollpersonen mit EcoRI
verdaut und mittels Southern Blot untersucht.

Bei der Hybridisierung der genomischen DNA-Probe mit der radioaktiv mar-
kierten Sonde zeigte sich die erwartete Bande bei 12 kb, die von de Kok et al.
(1995) beschrieben wurde. Die Bande war in allen DNA-Proben identifizierbar,
wobei keine GrolRenabweichungen feststellbar waren. Damit konnten grobe
Mutationen, etwa die Deletion eines grossen Bereiches innerhalb des Gens,
ausgeschlossen werden. Durch diese Untersuchung konnten jedoch Mutatio-
nen, die nur einen geringen Teil der kodierenden Sequenz betreffen, z.B. eine
Punktmutation, nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurde die
kodierende Region im Anschluss sequenziert.

4.2.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung des DNA-Abschnittes, der das 1083 bp grosse POU3F4-
Gen enthalt, zeigte bei allen Personen ein vollstandig und mutationsfrei vorlie-
gendes Gen. Damit wurde bewiesen, dass die genetische Ursache fur die vor-
liegende Schwerhorigkeit nicht auf einer Mutation der kodierenden Region des
POU3F4-Gens basiert.

Die Verdachtsdiagnose stapes gusher, die aufgrund der auffalligen klinischen
Befunde vorlag, war damit jedoch noch nicht widerlegt, da von mehreren Ar-
beitsgruppen genetische Defekte beschrieben wurden, die ausserhalb des
POU3F4-Gens lagen, aber dennoch zum Phanotyp von stapes gusher fuhrten
(de Kok et al., 1995; Bitner-Glindzicz et al., 1995).

Es war daher notwendig, auch den von de Kok et al. als hot spot flr ausserhalb

des Exons liegende Mutationen beschriebenen Bereich zu untersuchen.
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4.2.4 Uberpriifung der nicht-kodierenden Region proximal
des POU3F4-Gens

Nachdem zunachst ausgeschlossen werden konnte, dass ein genetischer De-
fekt innerhalb des POU3F4-Gens vorlag, fuhrten wir fur die bereits als hot spot
vorbeschriebene Region proximal des Gens STR-Analysen durch. Diese Analy-
sen ergaben zwei Deletionen, zum einen in einer Region etwa 20-200 kb pro-
ximal des Exons, zum anderen in einer Region 400-1300 kb proximal des
Exons. Damit liegt der bislang einzige Fall einer doppelten Mutation im Bereich
der genregulierenden Region fur POU3F4 vor (der von de Kok et al. 1995 publi-
zierte Fall einer Duplikation und parazentrischen Inversion betraf nur eine
Region und ging auch nicht mit einer Deletion einher, wie dies in unserer Fami-
lie der Fall ist, vgl. Abb.10, Nr.2).

Von Bedeutung bei der groReren Deletion ist, dass sie den von de Kok et al.
(1995) beschriebenen, etwa 900 kb proximal von POU3F4 gelegenen hot spot
fur Mutationen umfasst. Der von de Kok und Mitarbeitern auf 8 kb einge-
schrankte minimal deletierte Bereich liegt dabei innerhalb dieser Deletion.
Abbildung 10 zeigt einen schematischen Vergleich zwischen einigen bereits be-
schriebenen Mutationen und den in dieser Arbeit detektierten Deletionen. Die
grossere Deletion umfasst, wie bereits erwahnt, die von de Kok et al. postulierte
hot spot-Mutationsregion. Die Autoren vermuten, dass in dieser DNA-Region
ein regulatorisches Element fur die POU3F4-Expression liegt. Dies ware eine
Erklarung fir die Auspragung des DFN3-Phanotyps auch bei Patienten, die
keine Mutation in der kodierenden Region zeigen. Interessanterweise konnte in
dieser Arbeit noch eine zweite Deletion in der nicht-kodierenden 5’-Region des
POU3F4-Gens detektiert werden. Die einzigen bislang bekannten Deletionen in
diesem Bereich umfassen jeweils auch das POU3F4-Gen selbst. Die in dieser
Arbeit untersuchten Zwillingsbrider stellen damit den ersten derzeit bekannten
Fall mit zwei Deletionen in der nicht-kodierenden Region des POU3F4-Gens
dar. Zwar wurde in dieser chromosomalen Region bisher kein regulatorisches
Element vermutet, jedoch zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass hier
durchaus fur die Transkription des POU3F4-Gens essentielle DNA-Sequenzen
liegen konnten.
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Abb. 9: Vergleich einiger von de Kok et al., 1995 beschriebener Mutationen (2-7) der 5-Region des POU3F4-Gens mit den in dieser Arbeit detektierten

Deletionen (1)

39



4 Diskussion

4.3 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde eine Familie aus Mutter und eineiigen Zwillingsbrudern
untersucht. Bei den Brudern wurde im frihen Kindheitsalter das Vorliegen einer
Hoérstdorung diagnostiziert. Durch die klinische Untersuchung wurde die Ver-
dachtsdiagnose stapes gusher gestellt; bei den audiometrischen und radiologi-
schen Untersuchung zeigten sich dabei charakteristische Befunde wie eine
progressive gemischt sensorisch-konduktive Horminderung und ein abnorm
erweiterter innerer Gehdrgang sowie eine pathologische Verbindung zwischen
Cochlea und innerem Gehdrgang.

Die molekulargenetische Analyse der Familie zeigte bei allen Personen ein in-
taktes POU3F4-Gen: Beim Southern Blotting wurde das erwartete Signal in
allen Proben detektiert, die PCR ergab im Vergleich zu den Kontrollpersonen
bei allen Versuchspersonen ein vollstandiges, 1083 bp PCR-Produkt. Durch die
Sequenzierung konnte gezeigt werden, dass in der kodierenden Region des
Gens keine Mutationen vorhanden sind. Bisher konnten keine weiteren Gene
ursachlich mit DFN3 in Verbindung gebracht werden konnten; vielmehr wurden
mehrere Mutationen im 5’-Bereich des Gens, der wahrscheinlich flr die Regu-
lation der Transkription relevant ist, beschrieben, die ebenfalls den Phanotyp
von stapes gusher hervorrufen. Auch im Falle unserer Familie lag die Ursache
fur die klinisch in Erscheinung getretene Schwerhdrigkeit in der putativen Pro-
motorregion von POU3F4.

Die besondere Bedeutung der in dieser Arbeit untersuchten Familie besteht
darin, dass es sich bei OJ und PJ um den ersten und bisher weltweit einzigen
Fall von stapes gusher bei eineiigen Zwillingen handelt. Bei den umfassenden
klinischen Untersuchungen wurde deutlich, dass trotz der identischen geneti-
schen Information die phanotypische Auspragung deutlich variiert. Dies unter-
streicht eindrucklich die Bedeutung der Interaktion zwischen genetischer Ver-
anlagung und Umwelteinflissen bei der Entstehung pathologischer (und phy-

siologischer) Zustande.
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5 Zusammenfassung

DFN3 (stapes gusher) ist die haufigste Form X-chromosomal vererbter
Schwerhorigkeit. In der vorliegenden Arbeit wurden Zwillingsbrider mit der
Verdachtdiagnose stapes gusher, deren Mutter sowie Kontrollpersonen klinisch
und molekulargenetisch analysiert.

Die Klinik der untersuchten Zwillingsbruder stimmte in allen typischen Merkma-
len mit bereits beschriebenen DFN3-Befunden Uberein. Die genetischen Un-
tersuchungen des POU3F4-Gens ergaben keine chromosomalen Aberrationen
der kodierenden Region des Gens. Diverse Autoren haben Mutationen be-
schrieben, die zu klinisch manifestem stapes gusher fuhrten, jedoch nicht mit
einer DNA-Veranderung innerhalb des POU3F4-Gens in Verbindung gebracht
werden konnten. Vielmehr beruhten diese Falle auf Mutationen im Bereich pro-
ximal von POU3F4, dessen funktionelle Bedeutung noch ungeklart ist. Aus die-
sem Grund wurde die 5’-Region des Gens ebenfalls in dieser Arbeit analysiert.
Hierbei konnte erstmals eine Doppel-Deletion in der proximalen Region des
Gens nachgewiesen werden. In diesen deletierten Bereichen kdnnten Modula-
toren, z.B. Enhancer oder Repressoren, liegen, so dass auch bei einer Mutation
in dieser regulatorischen Region die Expression des POU3F4-Gens signifikant
beeintrachtigt werden wurde.

Der Vergleich der klinischen Untersuchungsergebnisse mit den molekulargene-
tischen Resultaten belegt das Vorliegen von DFN3 bei den Zwillingen, wahrend
die Mutter der beiden Kinder klinisch und genetisch gesund ist.

In dieser Arbeit wurde die weltweit einzige Familie mit eineiigen Zwillingen, die
von DFN3 betroffen sind, identifiziert. Die Bedeutung dieser Tatsache liegt
darin, dass im Verlauf der Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass trotz
nachgewiesener Monozygotie der Bruder unterschiedliche Auspragungen des
Phanotyps vorlagen. Wahrend die radiologischen Befunde bei beiden Patienten
identisch waren, zeigte sich bei den audiologischen Untersuchungen eine deut-
liche Differenz des Schwerhorigkeitsgrades. Diese kann aufgrund der ge-
netischen Identitat nur auf die Einwirkung ausserer Faktoren zuruckgefuhrt

werden.
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71 Allgemeine Materialien
711 Laborgerate
Analysenwaage

Brutschrank
E.A.S.Y. PLUS Analysis

Gel-Trockner
Heizblock

Hybridisierungsofen
Magnetruhrer

Mikrowelle

Netzteile (Agarose-Gelelektrophorese)
PCR-Gerat und -Heizbldcke

pH-Meter
Phosphoimager-Analysator
Phosphoimager-Platte
Schuttelgerat (Vortexer)

Schuttlerinkubator fuir Bakterienkulturen

Sequenziergerat

Spektrophotometer

Sartorius analytic, Sarto-

rius AG, Gottingen

Bachofer, Reutlingen
Herolab, Wiesloch
Elektrophoreseapparaturen
BioRAD Laboratories, Rich
mond, VA, USA

Pharmacia, Freiburg

Renner, Dannstadt

Modell 583, BioRAD Laborato-
ries, Richmond, VA, USA
Thermomixer GFL 3015,
Eppendorf, Hamburg
Bachofer, Reutlingen
IKAMAG RCT, Janke & Kunkel,
IKA Labortechnik, Staufen
MWS 2822, Bauknecht

GNA 200, MWG-Biotech
GeneAmp PCR System 9600,
Perkin Elmer, PE Biosystems,
Darmstadt

MJ Research PTC-200, PE
Applied Biosystems, Perkin
Elmer, Darmstadt

Modell ®32 pH-Meter, Beck-
man, Palo Alto, CA, USA
Sl-Molecular Dynamics
Kodak, X-Omatic Cassette
Modell VF2, Janke & Kunkel,
IKA Labortechnik, Staufen
3015 GFL, Bachofer, Reutlin-
gen

ABI PRISM 377 DNA Sequen-
cer, PE Applied Biosystems,
Perkin Elmer, Darmstadt

LKB Produkte, Bromma,
Schweden

UV/VIS Sceptrometer lambda
2, Perkin Elmer
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Sterile Arbeitsbank

Thermocycler

UV-Screen

Vakuumtrockner (SpeedVac Concentrator)
Wasserbader
Wasserdeionisierungsanlage

Zentrifugen

71.2 Glas- und Kunststoffwaren

Glaspipetten
PCR-Reaktionsgefasse (0.2 ml)

Petrischalen
Pipettenspitzen

Plastikpipetten (10 ml)
Quarzkivetten

Reaktionsgefasse (1.5 ml)

Sterilfilter (0.22 um Porengrésse)
Zentrifugenrohrchen
(Spitzboden, 50 ml)

713 Sonstige Materialien
DNASIS Software

Filementwicklerkassetten
Fuji Medical X-Ray Film RX
GeneScan® Software

Genotyper® Software

Kodak GBX Developer

Kodak GBX Fixer and Replenisher
Mitsubishi Video Copy Processor
Parafilm

Whatman 3 MM Filterpapier

Lamin Air HB 2448, Heraeus
Instruments, Osterode/Hanau
Biometra, Goéttingen

Biozym Diagnostik GmbH, Ha-
meln

LTF Labortechnik

Bachofer, Reutlingen

B. Braun, Melsungen
Milli-Q-Plus, Millipore, Mols-
heim, Frankreich

Bachofer, Reutlingen
Beckman, Palo Alto, CA, USA
Dupont, Boston, MA, USA
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Osterode

Eppendorf, Hamburg
Biozym, Oldenburg

Greiner, Frickemhausen
Biozym, Oldenburg
Greiner, Frickemhausen
Greiner, Frickemhausen
Hellma, Mulheim

Eppendorf, Hamburg
Schleicher & Schuell, Dassel
Falcon, Becton Dickinson, Hei
delberg

Molecular Biology Insights,
Cascade, CO, USA
Siemens, Munchen
Hirrlinger, Baden-Baden
Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA

Hirrlinger, Baden-Baden
Hirrlinger, Baden-Baden
Hirrlinger, Baden-Baden
American National Can, Nee-
nah, WI, USA

Whatman, Maidstone, UK
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71.4 Reagenzien fiir molekularbiologische Arbeiten

Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) BioRAD Laboratories, Rich-
mond, USA

Agarose Roth, Karlsruhe

Alconox (Glasreiniger) Aldrich Chemical Co., Inc.,
Milwaukee, WI, USA

Ammoniumpersulfat (APS) BioRAD Laboratories, Rich-
mond, USA

Desoxyribonukleotidtriphosphate GibcoBRL, Paisley, Scotland

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 100 mM)

100bp-DNA-Molekulargewichtsmarker MBI Fermentas, St. Leon-Rot

(500 pug/ml) Frankreich

EDTA Sigma, Deisenhofen

Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen

Gelladepuffer (,red loading buffer®) Amersham, Life Science,
Braunschweig

Harnstoff Merck, Darmstadt

Hefeextrakt GibcoBRL, Paisley, Scotland

Heringssperma-DNA Sigma, Deisenhofen

Kit fur Gelextraktion QIAquick Gel Extraction Kit,
QIAGEN GmbH, Hilden

Kit fur Minipraparationen QIAGEN Plasmid Miniprep Kit,
QIAGEN GmbH, Hilden

Kit fur Midipraparationen Jetstar Plasmid Midiprep Kit,
Genomed, Bad Oeynhausen

AHindllI-DNA-Molekulargewichtsmarker GibcoBRL, Paisley, Scotland

= 100 bp ladder (50 ng/ul)

Nitrozellulosemembran (0.45 uym) Amersham, Life Science,
Braunschweig

Nylonmembran, Nytran 0.2 Schleicher & Schuell, Dassel

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) BioRAD, Laboratories, Rich-

mond, USA

Oligonukleotidprimer MWG Biotech AG, Ebersberg

Py-ATP ICN, Doorenveld, Belgien

SDS Roth, Karlsruhe

Tris Sigma, Deisenhofen

71.5 Weitere Chemikalien
Alle weiteren hier nicht gesondert aufgefuhrten Chemikalien wurden, sofern

nicht anders angegeben, von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe)
oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.
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7.1.6 Enzyme fiir molekularbiologische Arbeiten

Proteinase K GibcoBRL, Paisley, Scotland
Random Primed Labeling Kit Boehringer Mannheim
Restriktionsendonuklease EcoR/ (20 U/pl) Boehringer Mannheim
T4-Polynukleotid-Kinase (10 U/pul) GibcoBRL, Paisley, Scotland
Taqg-DNA-Polymerase (5 U/ul) GibcoBRL, Paisley, Scotland
71.7 Puffer und Stammiloésungen

Alle im folgenden genannten Puffer und Stammldsungen wurden, wenn nicht
anders angegeben, mit doppelt deionisiertem Wasser angesetzt und vor
Gebrauch autoklaviert oder steril filtriert.

Desoxyribonukleotid-Gemisch (dNTPs) fir die Polymerase-Kettenreaktion

(PCR)

1.25 mM dATP
1.25 MM dCTP
1.25 mM dGTP
1.25 MM dTTP

6x DNA-Ladepuffer (Blaupuffer)

0.1% Bromphenolblau

0.1% Xylencyanol

15% Ficoll 400

Dithiothreitol (DTT)-Stammlésung
1M

DNA-Molekulargewichtsmarker (100 bp DNA ladder)

500 pg/ml

0.5 M Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

186.1 g Na,-EDTA x 2 H,0
ad 1 Liter, pH 8.0

Ethidiumbromid-Stammlo6sung

10 mg/mi
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AHind llI-Grossenmarker (50 ng/ul)

20 ml X Hind lll-Restriktionsfragemente (0.25 mg/ml)
17 ml 6x Agarose-Puffer

ad 100 ml H,Oyq4
5 min bei 75°C denaturieren (Trennung der einzelnen Fragmente)

Lysispuffer

155 mM NH,Cl
10 mM KHCO,
0.1 mM Na,EDTA

pH-Wert auf 7.4 einstellen

0.5 M Na.PO, Phosphatpuffer-Stammldsung

0.5 M Na,HPO, (pH 9.8; Stammlosung: 26.7 g/300 ml H,Oq4q )
0.5 M Na,HPO, (pH 4.2; Stammlésung: 15.6 g/200 ml H,0O44 )

gegeneinander titrieren bis pH 7.2
SE-Puffer

75 mM NaCl
1 mM Na,EDTA

pH-Wert auf 8.0 einstellen

Southern Blot-Hybridisierungslosung

2 ml Na,PO,-Stammlosung (0.5 M; pH 7.2)

20 ul EDTA-Stammlésung (0.5 M; pH 8.0)
3.5 ml SDS

ad 10 ml mit H,O4q aufflllen

Southern Blot-Préahybridisierungslosung

15 ml Hybridisierungslosung
150 ul Heringssperma-DNA (10 min bei 95°C denaturieren, 2 min auf Eis inku-
bieren)
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20x SSC (standard saline citrate)

175.3 g NaCl (3 M)
88.2 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat (0.3 M)

in 800 ml H,04q4 lI6sen, pH-Wert auf 7.0 einstellen, ad 1 Liter aufflllen.

10 x TAE-Puffer

400 mM Tris-Base (pH 8)
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA (pH 8.0)

10x TBE-Puffer

890 mM Tris-Base (pH 8.3)

890 mM Borsaure

10 mM EDTA (pH 8.0)
pH-Wert auf 8.0 einstellen
TE-Puffer

10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
1 mM EDTA

pH-Wert auf 8.0 einstellen
71.8 Oligonukleotidprimer

Primersequenzen der verwendeten Primer (die Primer sind nach ihrer Sequenz
in 5’—>3’-Richtung aufgefiuhrt):

Primername Primersequenz
POUS3-la act agt agg gga tcc tca ccg
POUS3-Vb gcc tcc tecg ctt cct cca

Die Primer wurden zusatzlich fur die Synthese der Hybridisierungssonde im
Southern Blot verwendet.
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7.3

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

Genregion Xq21.2

:

Nukleotidsequenz POU3F4

acattataac
gcattctcag
ctttccgcaa
ggcatcccct
cactggccac
tgggtgcgat
accccaacgce
ccctcaacgt
tcaccccacc
cggatcacgg
cctctgatga
ttcacgcagg
accaccatct
cccctgcectga
gacaagatcg
aagggcgtac
tcgctggcag
agacaaaaag
cacaccgtga
ccggccgceac
agtattcttt
ttccctectt
ttcctttcecat
ttcctttett
ggttctaact

tagtagggga
ttccacctcc

ccctcagaaa
cgggcatcac
cagccccctg
catccatcac
ctggggggcce
gtactcgcag
tccagctgece
cgaactgggc
gttggaacag
ccgacgtggg
gcaggttcga
acaagtggcet
ctgcacaggg
tggagacgca
acagcctcca
agaaaagaat
aaacagacac
tgggagcagc
attatttttc
tcctttttet
tttctttect
ttcttttgct
tctgttgaca

tcctcaccga
ctagtccatg
cttctccaaa
tgggtgacca
gaccagcagg
cgctcgccac
agcccggcac
cctggcttceca
gcctctgcecac
tcgcaccatt
ttcgccaaac
gttggcgctyg
aggcttgcag
ggaggaggcg
ccgcaagcgce
tttcctcaag
gttggagaag
gactccgcca
atcttgccat
gcggatttct
tctctctcte
ttccttteccecce
ttcceecttece
ttcctttect
aaggaaacac

ccatggccac
cggactctgce
gtgattactt
gtctgagcga
acgtgaagcc
acgtagccca
cgaacccgtc
ccgtgagcgg
agagcctgca
gccaggatca
aattcaaaca
ggcacactgt
ctgagcttca
gattcgtcca
aagaagcgga
tgtcccaagce
gaagtggtgc
ggggatcagc
gatctctgac
ctttctctct
gttcgctcge
ctttttcttt
cttcccttcece
ttttttceccect
atactc

agctgcctcg
gggcatgcag
gcagggagtt
cgggggccca
cgggcgcgaa
ccactcaccg
tatcacgtca
catgctggaa
cccggtgcectce
ctccgacgag
aaagaagaat
atggtaacgt
aaaatatgtg
cagggagccc
cctccatcga
ctgccgecgcea
gtgtctggtt
agccgcatga
tggaggaagc
cactctcttc
tctctecgtac
cccttetttt
cttccatctc
tttctttect

aatccctaca
caggggagtc
cccagcaatg
tggtcctcca
gacctgcaac
cacactaacc
agcggccaac
cacgggggac
cgagagcccc
gagacgccaa
caagttgggc
gttctcgcag
caagctgaag
gaccagcatt
ggtgagtgtc
ggagatctcc
ctgtaatcga
ggtttattcg
gaggaggcgg
ctttcattct
tctctectett
tccetttect
ttcectttect
tttcataaga
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