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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Das Prinzip der Kopplung (,,Linkage“)

Genetisch (mit)bedingte Erkrankungen kdénnen durch Defekte in einem Gen (monogen) oder durch
Verdnderungen in mehreren Genen (polygen) ausgelost werden. Krankheitsverursachende
Mutationen oder Sequenzvarianten kénnen im kodierenden Bereich eines Gens liegen (kodierend =
kodieren Aminosduren des Genproduktes), an Splice Sites (regulieren das Zusammenfiigen der
Exons) oder in regulativen Bereichen, die die Expression eines Gens beeinflussen (Promoter,
Enhancer etc.). Zusatzlich zu den klassischen Genen, die Proteine kodieren, gibt es genomische
Abschnitte, die exprimiert, aber nicht in Protein libersetzt werden. Diese erfiillen sehr oft wichtige

biologische Funktionen oder beeinflussen die RNA-Stabilitdt anderer Gene (miRNA etc.).

Bei vielen Krankheiten sind weder die genetische Ursache noch der funktionelle Pathomechanismus
bekannt. Zur Aufklarung konnen klinische, molekularbiologische und genetische Methoden einge-
setzt werden, im Bereich der Genetik sind das u.a. Kopplungs- und Assoziationsstudien sowie die Ge-

nerierung von Tiermodellen.

Was versteht man nun unter Kopplung bzw. Kopplungsanalysen? Als Kopplung (Linkage) bezeichnet
man die gemeinsame Vererbung von eng benachbarten Regionen (Loci) auf einem Chromosom.
Zwischen eng benachbarten Loci sind Rekombinationen durch crossing over seltener als zwischen
entfernteren Loci. Somit ist die Rekombinationshaufigkeit ein Mal} fir den genetischen Abstand
zwischen den beiden Loci. Die Einheit fir den genetischen Abstand ist 1 Morgan
(1 M = 1 Rekombination pro Meiose). Gebrduchlicher ist die Angabe in centiMorgan (cM), wobei

dann 1 cM einer Rekombinationsrate von 1% / 1 Meiose entspricht.

Die genetische Distanz zweier Loci bestimmt die Rekombinationshéufigkeit © zwischen diesen Loci und damit die Wahrscheinlichkeit
einer gekoppelten Vererbung

Abgesehen von Patienten mit numerischen Chromosomenstérungen hat jeder Mensch 46 Chromosomen: 22 autosomale
Chromosomenpaare (1-22) sowie ein Geschlechtschromosomenpaar (XX bei einer Frau, XY bei einem Mann). Chromosomen eines
Autosomenpaares werden als homolog bezeichnet. Von jedem Elternteil wird ein kompletter Chromosomensatz an ein Kind weitergeben. In
der elterlichen Meiose erfolgt dabei eine Reduktionsteilung von einem diploiden auf einen haploiden Chromosomensatz, wobei
Rekombinationen zwischen homologen Chromosomen stattfinden. Liegen zwei Loci auf unterschiedlichen (nicht-homologen) Chromosomen,
so werden sie unabhdngig voneinander, d.h. nicht gekoppelt, vererbt.

Betrachten wir Locus 1.1 auf Chromosom 1 mit den Allelen 1.1A und 1.1B sowie einen Locus 5.1 auf Chromosom 5 mit den Allen 5.1A und
5.1B. Somit hat Allel 1.1A auf Chromosom 1 eine 50%-ige Chance, gemeinsam mit dem Allel 5.1A von Chromosom 5 an ein Kind
weitergegeben zu werden.

Allele an Loci desselben Chromosoms werden mit einer Wahrscheinlichkeit zusammen weitergegeben, die der Rekombinationshdufigkeit @

zwischen diesen Loci entspricht. Die Rekombinationshdufigkeit © zweier Loci liegt zwischen 0 (wenn die Loci auf dem Chromosom ganz eng
benachbart sind) und 50% (wenn die Loci sehr weit entfernt sind oder auf unterschiedlichen Chromosomen liegen).




1. Einleitung

Zwei Loci gelten als genetisch gekoppelt, wenn die Rekombinationsrate zwischen ihnen kleiner als
50% ist. Dieses Prinzip der Kopplung, das wiederum auf dem natirlichen Ereignis des crossing over
beruht, macht man sich bei der Aufklarung genetischer Erkrankungen zunutze. Der eine der beiden
Loci ist der ,,Phdanotyp” mit unbekannter genetischer Lokalisation. Der andere Locus wird durch einen
polymorphen Marker reprasentiert, dessen Position im Genom bekannt sein muss. Polymorph
bedeutet nun, dass innerhalb einer Familie oder Population mehr als eine Variante des Markers
vorliegt. Diese unterschiedlichen Varianten eines Markers nennt man Allele. Da die genetische
Ursache irgendwo im Genom sitzen kann, typisiert man moglichst viele dieser polymorphen Marker.
Gegenwartig werden verschiedene Markertypen genutzt, die sich nach ihrer Anzahl im Genom, ihrer
Informativitat und dem Analyseaufwand unterscheiden: Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen

(RFLPs), Mikrosatellitenmarker (STRs) und Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) (Tab. 1).

RFLPs STRs SNPs
Allelzahl 2 5-20 2
Informativitat Niedrig Hoch Niedrig
Verfiigbarkeit ca. 100 ca. 10.000 ca. 1,8 Mio
Genomscans ca. 1990 ca. 1994-2002 ca. 2003-heute

Tab. 1: Genetische Marker fir Kopplungsanalysen. Fiir genomweite Kopplungsanalysen benétigt man eine hinreichende Anzahl
gleichmaRig liber das Genom verteilter polymorpher Marker. Die Anzahl der fiir einen Genomscan bendétigten Marker ist dabei von der
Informativitat abhangig. Da Mikrosatelliten in der Regel mehrere Allele aufweisen, kann ein erfolgreicher Genomscan in der Regel mit ca.
400 Mikrosatellitenmarkern durchgefiihrt werden. Dagegen haben fiir Genomscans genutzte SNPs nur 2 Allele, so dass ca. 6.000-10.000
SNPs und eine spezielle Auswertung notwendig sind. Um die geringere Informativitat auszugleichen, werden mehrere benachbarte SNPs
kombiniert ausgewertet (Haplotyp- und Multipoint-Analyse).

Die polymorphen Marker missen desweiteren in einem ausreichend groBen Stammbaum typisiert
werden, damit man anhand mehrerer Meiosen ermitteln kann, ob Kopplung vorliegt, d.h. ob
innerhalb dieser Familie immer das gleiche Markerallel zusammen mit der Krankheit vererbt wird

(Abb. 1).

Abb. 1: Beispiel fuir perfekte Co-Segregation des Markerallels 5 mit der Erkrankung.
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1. Einleitung

Findet man bei einer genomweiten Analyse Kopplung, dann ist mit hoher Wahrscheinlichkeit
anzunehmen, dass die ,genetische Krankheitsursache” in der Nahe der ja bekannten Markerposition

liegt. Diesen Vorgang nennt man Positionsklonierung (,,positional cloning®, Abb. 2).

Familien- Chromosomale Kandidatengene Mutation
untersuchung Lokalisation
AfA
Met | Il B Met
cfo
c oG
Val TET Val
cfc
TR
‘ Ser | l=B K8 | ser
AflA
cfc
Leu| Il B Leu
c o
cfiT
- HH D
AflA
cfc
Pro| BN B3
cfc
TR
Cys G G
TRT
— —
Genetic Positionelle Sequenzierung
Mapping Kandidaten

Abb. 2: Ablauf der positionellen Klonierung von Krankheitsgenen.

Hat man eine solche gekoppelt vererbte Region gefunden, werden zusatzliche Marker in diesem
Bereich typisiert, um den infrage kommenden genetischen Abschnitt weiter einzuengen
(Feinkartierung, finemapping). Im nachsten Schritt werden Gene, die innerhalb des mit der
Erkrankung gekoppelten Bereiches liegen, auf potentiell krankheitsrelevante Veranderungen
untersucht. Auf diese Weise gelang es seit 1990, die ursachlichen Gendefekte einer Vielzahl
monogener Krankheiten zu identifizieren. Damit haben sich Kopplungsanalysen als eine wichtige und

erfolgreiche Methode in der Aufklarung der Ursachen von Erbkrankheiten etabliert.

1.2 Modellbasierte (parametrische) Kopplungsanalysen

Kopplungsanalysen kénnen mit Bezug auf das Vererbungsmodell modellbasiert (modellgebunden,
modellabhangig, parametrisch) oder modellfrei (nicht modellgebunden, modellunabhingig,
nichtparametrisch) durchgefiihrt werden. Modellbasierte Kopplungsanalysen bendtigen Angaben,
oder zumindest Hypothesen, zum vorliegenden Vererbungsmodell (z.B. autosomal oder X-gebunden,
rezessiv oder dominant, volle oder verminderte Penetranz). Sie eignen sich insbesondere fir

Krankheiten mit klarem Mendelschen Erbgang und fiir groRere Familien.
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Modellbasierte (parametrische) Kopplungsanalysen vergleichen die beobachtete Rekombinations-
haufigkeit mit der erwarteten fiir nicht gekoppelte Loci. Weiterhin wird ein Mal fir die Abschatzung
benotigt, ob diese Kopplung zufillig ist oder statistisch signifikant. Dieses Mal ist der LOD score, der
dekadische Logarithmus des Quotienten aus der Wahrscheinlichkeit der Daten bei Kopplung mit
Rekombinationshaufigkeit 6 und der Wahrscheinlichkeit der Daten fir nicht gekoppelte Loci (Morton
1955). Loci gelten als gekoppelt, wenn die Rekombinationshaufigkeit 6 zwischen 0 (sehr eng

benachbarte Loci) und 0,5 liegt (0<6<0,5)

Wahrschein lichkeit der Daten bei Kopplung mit Rekombinat ionshdufig keit ©

LOD = /0910 . . .. .
Wahrschein lichkeit der Daten fiir nicht gekoppelte Loci (® = 0,5)
L(®)
Z(®)=log,,————
(©) gl"L(@:o,5)

Im Allgemeinen ist ein LOD>3 beweisend fur Kopplung; ein LOD<-2 schlieft Kopplung aus (Morton
1955; Morton 1998). Zu bemerken ist, dass diese Richtwerte fir den vorhandenen Datensatz
(Stammbaum-Konfiguration, Marker-Dichte und Markerinformativitat) simuliert und angepasst

werden missen (Lander et al. 1995; Morton 1998; Ott et al. 1999; Wiltshire et al. 2002).

Modellbasierte Kopplungsanalysen haben uns die Kartierung der Krankheitsregionen und
nachfolgende Identifizierung der ursachlichen Genverdnderung bei verschiedenen Kontraktur-
syndromen (Kapitel 2.2), bei einer Differenzierungsstérung neutrophiler Granulozyten (Pelger-

Anomalie, Kapitel 2.3) sowie einer Reihe weiterer monogener Krankheiten ermaoglicht.

1.3 Homozygotie-Kartierung (Homozygosity Mapping) in konsanguinen
Familien - Eine Sonderform parametrischer Kopplungsanalysen
basierend auf Foundereffekten

Treten Mutationen neu auf und werden an Nachkommen weitergegeben, so ist das ein Grinder-
Ereignis (Foundereffekt). Eine Art Foundereffekt besteht auch, wenn eine Mutation in der Population
vorlag, und ein Mutationstrager diese Mutation in eine Familie eingebracht hat. Der derart vererbte
Abschnitt wird als ,identical by descent” (IBD) bezeichnet. Ein klassisches Beispiel fiir ,identical by
descent” vererbte genomische Abschnitte sind konsanguine Familien, bei denen aufgrund dieses
Effektes ein erhohtes Risiko fir rezessive Erkrankungen besteht. Beide Eltern betroffener Kinder sind

hier obligate heterozygote Ubertriger, wobei sie den krankheitstragenden genomischen Abschnitt
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1. Einleitung

von einem gemeinsamen Vorfahren ererbt haben. Der mutationstragende Abschnitt ist aufgrund der
gleichen Abstammung identisch und liegt in den Betroffenen daher homozygot vor (Abb. 3). In
konsanguinen Familien sucht man solche Abschnitte mit einer spezialisierten Kopplungsanalyse, dem

Homozygosity Mapping (Lander et al. 1987a).
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Abb. 3: Homozygotie in Betroffenen konsanguiner Familien. Die beiden betroffenen Kinder 11294 und 11293 der konsanguinen Eltern sind
homozygot fir die Marker im Bereich von 6,26 bis 13,44 cM.

SNP_A-1509260 6.26
SNP_A-1511684 7.47
SNP_A-1511643 7.47
SNP_A-1508893 7.70
SNP_A-1508516 7.96
SNP_A-1507406 13.44

[P
Ty
N anaa
[CP TN
[CT TN
[

Homozygotie-Kartierungen in konsanguinen Familien haben wir bei der Aufklarung des Escobar-
Syndroms (Kapitel 2.2) sowie bei einer Reihe anderer rezessiver monogener Krankheiten erfolgreich

eingesetzt.

1.4 Foundereffekt in geographisch oder kulturell abgegrenzten
Bevolkerungen (Isolatpopulationen)

Ein Foundereffekt entsteht ebenfalls, wenn aus einer Population einige Mitglieder auswandern oder
z.B. nach einer Epidemie nur wenige Personen Uberleben, was in der Menschheitsgeschichte recht
haufig vorkam. Jedes derartige Ereignis dezimiert mit der Zahl der Personen auch die Zahl der in der
Population vorhandenen genetischen Varianten (,,bottle neck”). Auch das entspricht einem Founder-
Ereignis, weil dann relativ zum vorhergehenden Gesamtpool nur einige Varianten weitervererbt

werden kdnnen (Abb. 4).
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Allgemeine Population Founder-Population

| e | T 14 | —
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Genetisches Material Genetisches Material
von vielen Sub-Populationen von wenigen Foundern

Abb. 4: Entstehung reduzierter genetischer Diversitdt in Founderpopulationen.

Vergroflert sich die Population, ohne dass sie sich mit anderen Bevdlkerungsgruppen mischt
(Isolatpopulation), so kénnen sich Allelhdufigkeiten innerhalb dieser abgegrenzten
Bevolkerungsgruppe schnell und stark d@ndern. Weiterhin werden durch ein Griindungsereignis
insgesamt weniger Krankheitsvarianten in die Founderpopulation eingebracht. Beide Effekte flihren
dazu, dass in Isolatpopulationen die Haufigkeiten mancher Krankheiten hdher, aber anderer
Krankheiten auch niedriger sind als in gemischten Populationen. Ein Beispiel dafiir ist die hohe
Inzidenz von z.B. Aldolase B-Mangel und Cornea plana in Finnland, wahrend in Deutschland relativ
haufige Erkrankungen wie PKU und Cystische Fibrose in Finnland sehr selten sind (de la Chapelle

1993).

Somit flihren Foundereffekte wie z.B. in blutsverwandten (konsanguinen) Familien, in Bergregionen
oder groReren klassischen Isolatpopulationen zu Unterschieden im Vergleich zu allgemeinen

Populationen, die man sich bei der Identifizierung von Krankheitsgenen nutzbar macht:

e Reduzierte genetische Heterogenitdt bei Krankheiten (eine Erkrankung wird durch eine oder
wenige Varianten ausgelost)
e Einflihrung von Krankheitsvarianten durch einen oder wenige Griinder — gemeinsamer

Haplotyp bei betroffenen Nachfahren

In Deutschland gibt es eine slawische Isolatpopulation, die etwa 60.000 Mitglieder hat. Die Sorben
sind zur Zeit der Volkerwanderung in das Gebiet der heutigen Lausitz eingewandert und haben bis
heute ihre slawische Sprache und eigenstandige Kultur bewahrt (Kunze 1997). Wir haben in der

sorbischen Oberlausitz Hypertoniefamilien rekrutiert und mithilfe genomweiter nicht-parametrischer
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1. Einleitung

Kopplungsanalysen zwei mit Hypertonie gekoppelt vererbte Regionen auf Chromosom 1 und
Chromosom 9 lokalisiert (Kapitel 2.4.1). Interessanterweise fanden wir in der mit Hypertonie
gekoppelten Region auf Chromosom 1 auch ein Kopplungsergebnis in diabetischen Geschwister-
paaren aus Sachsen (Kapitel 2.4.2). Da sowohl Hypertonie und als auch Typ-2-Diabetes
Manifestationen des Metabolischen Syndroms sind, konnte hier ein gemeinsamer Effekt in eng

benachbarten Populationen vorliegen.

1.5 Modellfreie (nichtparametrische) Kopplungsanalysen

Modellfreie (modellunabhadngige, nicht modellgebundene, nichtparametrische) Kopplungsanalysen
beruhen auf dem Nachweis, dass betroffene Familienmitglieder Uberzufallig hdufig den gleichen
Abschnitt im Genom ,,identical by descent” ererbt haben. Nichtparametrische Untersuchungen sind
insbesondere bei oligo- oder polygen bedingten Erkrankungen sinnvoll, bei Kollektiven kleinerer
Familien, bei verminderter Penetranz oder Heterogenitit. Modellfreie Analysen sind etwas weniger

anfallig fir Fehlklassifikationen des Betroffenheitsstatus.

Bei Krankheiten mit verminderter Penetranz oder komplexer Atiologie sind parametrische
Untersuchungen oft schwierig anzuwenden. Bei komplexen Erkrankungen wie Hypertonie oder Typ-
2-Diabetes liegt in der Regel kein klarer Mendelscher Erbgang vor. Kompliziert werden Analysen
durch den Einfluss mehrerer oder vieler schiitzender und krankheitspradisponierender Gene sowie
einer Vielzahl von Umweltfaktoren. Anderseits zeigen epidemiologische Studien, dass bei vielen

komplexen Erkrankungen eine familidre Haufung besteht.

Familidgre Haufungen kdnnen durch geteilte Umweltfaktoren (Erndhrung, Lebensstil) oder durch
gemeinsam ererbte genetische Varianten erklart werden. Bei der genetischen Analyse ist zu
unterscheiden, ob eine Variante bei untersuchten Individuen identisch ist, weil sie von einem
gemeinsamen Vorfahren abstammt (,identical by descent”, IBD) oder weil sie recht haufig in der

Population vorkommt (,identical by state” bzw. ,identical in state”; Abb. 5).
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1. Einleitung

Identical
by descent in state

EENTENS

e e e 2
fi‘ e m

Abb. 5: Unterscheidung von “Identical by descent” und “identical by state”. Im linken Bespiel ldsst sich eindeutig nachvollziehen, dass beide
Kinder den roten Abschnitt von der Mutter geerbt haben (identical by descent, IBD). Im Gegensatz dazu tragen im rechten Beispiel beide
Eltern den roten Abschnitt, und bei den Kindern wurde er einmal vom Vater (Tochter) und einmal von der Mutter ererbt (Sohn); somit ist
der rote Abschnitt in beiden Kindern zwar identisch, aber nicht , by descent” sondern , by state”. Zu bemerken ist hier, dass dieser Effekt
selbstverstandlich nicht nur flr krankheitsverursachende sondern auch fiir neutrale Varianten (Polymorphismen) gilt.

Etablierte Methoden zum IBD-Vergleich sind Affected Sib Pair Analysen (ASP) (Haseman et al. 1972;
Elston et al. 2000; Palmer et al. 2000) sowie Affected Pedigree Member Analysen (APM) (Weeks et
al. 1988; Whittemore et al. 1994).

Nimmt man einen gemeinsamen Griinder an, so kann man zwischen den Nachkommen den Anteil
von genomischen Abschnitten vergleichen, die ,identical by descent” sind. Vergleicht man dann
Patienten mit Nicht-Betroffenen in dieser Linie, so sollte um den Krankheitsgenort bei Patienten ein
signifikant hoherer Anteil von gemeinsamen Allelen vorliegen als bei Nichtbetroffenen (Abb. 6). Der
Vergleich kann Allele eines Locus einschlieBen oder einen Block von Allelen eng benachbarter Marker

(Haplotypen).

[ e

o =m
|

Locus

abwN e

1 1 1| 1BD=0
2 2 2
3 3 3| IBD=1
4 4 4
5 5 5| IBD=2

Abb. 6: Allel- und Haplotyp-Sharing ,Identical by descent”. Ein klassisches Beispiel fiir Allel- und Haplotyp-Sharing ist die “identical by
descent” (IBD) Verteilung zwischen betroffenen Geschwisterpaaren, Geschwister haben im Durchschnitt 50% ihres genomischen Materials
gemeinsam. Dabei entfallen 25% auf genomische Abschnitte mit 0% Sharing (kein elterliches Allel gemeinsam), 50% auf Abschnitte mit 50%
Sharing (1 elterliches Allel gemeinsam) und 25% auf Bereiche mit 100% Sharing (beide elterlichen Allele stimmen zwischen den
Geschwistern Gberein). Weicht die identical by descent Verteilung bei Betroffenen von der erwarteten Verteilung ab, so enthilt diese
Region moglicherweise ein Gen, dass die Krankheitssuszeptibilitat beeinflusst.
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Nicht-parametrische Analysen haben wir bei der Suche nach krankheitspradisponierenden
genomischen Regionen in sorbischen Hypertoniefamilien (Kapitel 2.4.1) sowie in diabetischen

Geschwisterpaaren aus Sachsen (Kapitel 2.4.2) genutzt.

Die Habilitationsschrift beinhaltet monogene und komplexe Erkrankungen, die durch
Kopplungsanalysen lokalisiert bzw. aufgekldrt wurden. Dabei bestanden unterschiedlich stark
ausgepragte Foundereffekte. Die Ergebnisse haben liber die initial analysierten Phanotypen hinaus

auch Relevanz fiir weitere Erkrankungsgruppen.

Erkrankung Escobar Syndrom Pelger-Anomalie Hypertonie T2D
Population Konsanguine Lange isoliertes Isolat- Gemischte
Familien Bergdorf Population Population
Foundereffekt
Haufigkeit
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2. EIGENE ARBEITEN

2.1 Bioinformatische Arbeiten easyLINKAGE und easyLINKAGE-PLUS: Ein
Interface zur einfachen, effizienten und graphisch unterstiitzten
Durchfiihrung von Kopplungsanalysen

Lindner TH, Hoffmann K: easyLINKAGE: Ein PERL-Script zur einfachen und automatisierten
Durchfiihrung von Two- und Multipoint Kopplungsanalysen.

Bioinformatics 21: 405-407, 2005

Hoffmann K, Lindner TH: easyLINKAGE-Plus - Automatisierte Kopplungsanalysen von
Hochdurchsatz-SNP-Daten.

Bioinformatics 21: 3565-3567, 2005

Vor dem Beginn eines Kopplungsprojektes sollte zuerst eine Simulation durchgefiihrt werden, um die
Power der Studie und den Maximal Expected LOD score zu bestimmen. Nach der experimentellen
Genotypisierung missen die gewonnen Daten verschiedene Qualitatskontrollen durchlaufen
(Typisierungsrate, Fehler in der Mendelschen Vererbung, unwahrscheinliche Genotypen, Hardy
Weinberg Equilibrium). Mit diesem Datensatz werden dann die eigentlichen Kopplungsanalysen

durchgefihrt.

Die fur die Qualitdtskontrolle und fur die Kopplungsanalysen verwendeten unterschiedlichen
Programme haben verschiedene Input- und Outputformate. Um den Analyseprozess zu vereinfachen,
entwickelten wir das graphische Microsoft Windows-Interface easyLINKAGE, das automatisch die
Daten fiir das gewahlte Programm aufbereitet und, neben den (blichen Outputfiles im Textformat
auch sofort eine visualisierte Ergebnisiibersicht generiert. Urspriinglich konzipierten wir easyLINKAGE
flir Mikrosatelliten. In der Folgeversion easyLINKAGE Plus erweiterten wir das Programm auf die

Nutzung von SNPs, wobei auch Datensatze von 500k korrekt analysiert werden kénnen.

Uber easyLINKAGE kdénnen Two- als auch Multi-Point-Simulationsstudien durchgefiihrt werden.
Damit konnen auch Nicht-Informatiker eigenstindig Kopplungsanalysen durchfihren und
interpretieren. easyLINKAGE beseitigt auch das LD-Problem Uber interne Algorithmen und erweitert
die Analyseprogramme um eine Reihe von Optionen und Vereinfachungen. easyLINKAGE kann
definierte Regionen, ganze Chromosomen bis hin zu kompletten Genomscans in unterschiedlichen
Species mit verschieden groBen Genomen analysieren. easyLINKAGE unterstiitzt FastLink, FastSLink,
SPLink, SuperLink, GeneHunter, GeneHunter Plus, GeneHunter Imprinting, GeneHunter MOD,
GeneHunter Twolocus, Merlin, Allegro, SimWalk, sowie PedCheck und ist fiir alle Nutzer frei

verfugbar (http://genetik.charite.de/hoffmann/easyLINKAGE/index.html).
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Fir einen konventionellen Genomscan mit Mikrosatellitenmarkern (STRs) sind etwa 400 Marker
notwendig, was auf die hohere Informativitat von Mikrosatellitenmarkern zurlickzufiihren ist, die in
der Regel mehr als 2 Allele pro Marker in einer Population aufweisen. SNPs kénnen genomweit mit
verschiedenen Chips untersucht werden, die zwischen 6.000 und 1,8 Millionen SNPs enthalten.
Aufgrund der besseren Automatisier- und Auswertbarkeit haben sich SNPs fiir die Hochdurchsatz-
genotypisierung von Kopplungs- und Assoziationsstudien durchgesetzt. Fiir die initiale Kartierung von

Erkrankungen sind SNP-Sets mit 6.000-10.000 Markern ausreichend (Tab. 2,3).

Marker PCRs Auflésung Laboraufwand Analyseaufwand
[n] [n] [cM] [Zeit] [n LOD-Scores]
STRs ca. 400 ca. 8.000 10 Wochen bis Monate 400
SNPs  10.000-100.000 80 3,0-0,3 Tage bis Wochen 10.000-100.000

Tab. 2: Kopplungs-Genomscan mit Mikrosatelliten (STRs) versus SNPs (Aufwand fuir 20 zu typisierende Personen).

Firma SNP-Set n SNPs Eignung fiir Kopplungsanalyse
Affymetrix 10k v2.0 10.204 Ja
100k (2x 50k) 115.560 Ja
500k (2x 250Kk) 500.447 Bedingt
SNP Array v5.0 (1x 500k) 500.568 Bedingt
SNP Array v6.0 906.600 Bedingt
lllumina HumanlLinkage V Panel Set 6.056 Ja
HumanCNV 370-Duo v1.0 370.404 Bedingt
HumanExon 510S-Duo v1.0 511.354 Bedingt
HumanHap 550-Duo v3.0 531.466 Bedingt
HumanHap 650Y v3.0 660.918 Bedingt
Human 1M v1.0 1.072.820 Bedingt

Tab. 3: Verfugbare und in easyLINKAGE implentierte SNP-Sets sowie ihre Eignung fir Kopplungsanalysen. Bedingte Eignung bezieht sich
darauf, dass die Gesamt-Markeranzahl zu hoch ist und damit Marker im LD liegen.

SNPs haben in der Regel nur 2 Allele, daher sind per se viele Genotypen von Foundern homozygot
und fir die Kopplung in Familien nicht informativ. Weiterhin ist ein Teil der SNPs populations-
spezifisch, d.h. viele SNPs sind in der untersuchten Population nicht informativ. Aufgrund der durch
maximal 2 Allele bedingten niedrigen Informativitat eignen sich SNPs nicht fiir Two-Point-Kopplungs-
analysen (Ausnahme: Riesenstammbaume), so dass Multi-Point-Kopplungsanalysen erforderlich sind.

Um die geringere Informativitat auszugleichen, missen tausende Marker analysiert werden, was ein
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sehr komplexes Datenmanagement und eine starke Hardware erfordert. Zu beachten ist, dass ein zu
dichter Markersatz zu falschen Kopplungsergebnissen fihren kann, da sich die Wahrscheinlichkeit
von Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium, LD) zwischen den Markern drastisch erhéht.
Prinzipiell ist diese Situation Software-technisch I6sbar; jedoch kein einziges derzeit verfiligbares
Programm erlaubt LD. Erste Losungsansatze sind in Sicht: So berechnet die Software Merlin das LD
vor der eigentlichen Kopplungsanalyse und nimmt dann nur die informativsten Marker, die nicht im

LD zueinander stehen. easyLINKAGE beinhaltet eine eigene Option.

Auf der anderen Seite ist nicht nur die Anzahl der Marker limitierend, sondern auch die
StammbaumgrofRe. Zwei Algorithmen, Lander-Green und Markow-Chain Monte Carlo (MCMC),

werden fiir dieses Problem benutzt und sind in verschiedene Programme integriert (Tab. 4).

Programm Algorithmus Geschwindigkeit LD- Markerlimit Max.
fahig [n] Meiosen
[n]

GeneHunter Lander-Green  Langsam - 110 20-30
GeneHunter Plus Lander-Green  Langsam - 110 20-30
GeneHunter Lander-Green Langsam - 110 20-30
Twolocus

GeneHunter MOD Lander-Green  Langsam - 110 20-30
GeneHunter Lander-Green  Langsam - 110 20-30
Imprinting

Allegro v1.2c Lander-Green  Schnell - Kein Limit 20-30
Merlin v1.1 Lander-Green  Mittel Ja Kein Limit 20-30
SimWalk v2.91/v3.0 MCMC Sehr langsam - 65-720 >200

Tab. 4: Vergleich verschiedener Kopplungsprogramme.

Zur Berechnung der LOD scores stehen verschiedene Algorithmen zur Verfligung, u.a. der Elston-
Stewart-Algorithmus (Elston et al. 1971), der Lander-Green-Algorithmus (Lander et al. 1987b) und die
Markow-Chain-Monte-Carlo-Methode (MCMC) (Metropolis et al. 1949; Metropolis et al. 1953;
Hastings 1970). Diese Algorithmen werden in Programmen wie LIPID (Ott 1974), GeneHunter
(Kruglyak et al. 1996; Kong et al. 1997), Allegro (Gudbjartsson et al. 2000; Gudbjartsson et al. 2005),
Merlin (Abecasis et al. 2002) und SimWalk (Sobel et al. 1996; Sobel et al. 2001; Sobel et al. 2002)
genutzt und wurden von uns fir eine effiziente und einfache Durchfihrung im Programm

easyLINKAGE implementiert.
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2.2 Genetische Aufklarung und Charakterisierung angeborener
Kontraktursyndrome

Angeborene Kontrakturen sind relativ haufige Fehlbildungen. Sie kénnen isoliert z.B. als Klumpfuf3,
als multiple Kontrakturen (Arthrogryposis multiplex congenita, AMC, MIM 108110) oder kombiniert
mit weiteren Stérungen auftreten (Hall 1981; Hall 1984; Hammond et al. 1995; Hall 1997). Mit
isolierten Kontrakturen wie z.B. KlumpfuBR wird eines von 300 Babies geboren. Schwerere
Auspragungen im Kontext der Fetal Akinesia Deformation Sequence (FADS, MIM 208150) treten etwa
bei einem von 3.000 Neugeborenen auf. Pathogenetisch spielen den Fetus betreffende genetische,
maternale und umweltbedingte Faktoren eine Rolle, wobei jedoch bei den meisten Patienten die

Ursache bisher nicht geklart ist (Hall 1997).

2.2.1 Das Escobar-Syndrom ist eine pranatale Myasthenie, die durch einen
Defekt der fetal exprimierten y-Untereinheit des Acetylcholin-
Rezeptors ausgelost wird

Hoffmann K, Miiller JS, Stricker S, Megarbane A, Rajab A, Lindner TH, Cohen M, Chouery
E, Adaimy L, Ghanem |, Delague V, Boltshauser E, Talim B, Horvath R, Robinson PN,
Lochmiiller H, Hiibner C, Mundlos S

Am J Hum Genet 79: 303-312, 2006

Homozygotie-Kartierung in konsanguinen Familien

Das Escobar-Syndrom oder Multiple Pterygien-Syndrom (MIM 265000) ist eine autosomal-rezessiv
vererbte Krankheit, die durch angeborene Kontrakturen und Fliigelfelle (Pterygien) charakterisiert ist
(Escobar et al. 1978a; Escobar et al. 1978b). In variabler Auspragung zeigen die Patienten auBerdem
Atemstorungen, die unter Umstdanden letal verlaufen kénnen, Skoliose und eine verminderte
Muskelmasse. Einige betroffene Feten sterben bereits wdhrend der Schwangerschaft (Letales
Multiples Pterygien-Syndrom, MIM 253290). Wir haben eine groRere konsanguine Familie mit

mehreren Betroffenen im Oman rekrutiert und den Phdnotyp charakterisiert (Rajab et al. 2005).

In der anschlieBRenden genomweiten Kopplungsanalyse lokalisierten wir die Krankheitsregion mittels
Homozygotie-Kartierung auf Chromosom 2. Durch Einbeziehung zusatzlicher Familien engten wir die
Region weiter ein. Die nachfolgende Sequenzierung funktioneller Kandidatengene der Region
identifizierte in mehreren Familien mit Escobar-Syndrom Mutationen in der y-Untereinheit des

Acetylcholin-Rezeptors.
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Die y-Untereinheit zeigt ein aulRergewdhnliches Expressionsverhalten, das sich von den anderen
Untereinheiten des nicotinergen Acetylcholin-Rezeptors an der neuromuskuldren Synapse
unterscheidet. Sie wird vorwiegend pranatal exprimiert und etwa in der 33. Schwangerschaftswoche
durch die e-Untereinheit ersetzt (Hesselmans et al. 1993). Im Mausmodell haben wir die Expression
der y- und e-Untereinheiten in der fetalen und postnatalen Entwicklung untersucht und ein dhnliches
Muster wie beim Menschen gefunden. Jedoch erfolgt die Umschaltung von y auf € bei der Maus
postnatal (Missias et al. 1997), was moglicherweise die absolute Letalitat aufgrund von respirato-
rischer Insuffizienz von homozygoten Null-Mutationen der y-Untereinheit bei der Maus erklart

(Takahashi et al. 2002).

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass es sich beim Escobar-Syndrom um eine pradnatale
Myasthenie handelt, die aufgrund des y-e-Switches postnatal nicht massiv progredient ist. Es
bestehen wichtige klinische und funktionelle Parallelen zur immunologischen Beeintrachtigung des
fetalen Acetylcholin-Rezeptors bei Babies von Mittern mit Autoantikérpern gegen den Acetylcholin-

Rezeptor (Polizzi et al. 2000).
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2.2.2 Acetelycholin-Rezeptor-Pathway-Mutationen erkldaren verschiedene
Auspragungen fetaler Bewegungsstorungen (Fetal Akinesia
Deformation Sequence Disorders)

Michalk A, Stricker S, Becker J, Rupps R, Pantzar T, Miertus J, Botta G, Naretto VG,
Janetzki C, Yaqoob N, Ott C, Seelow D, Wieczorek D, Fiebig B, Wirth B, Hoopmann M,
Walther M, Kérber F, Blankenburg M, Mundlos S, Heller R, Hoffmann K

Am J Hum Genet 82: 464-476, 2008

Mit Hilfe von Kopplungsanalysen identifizierte neue pathogenetische Mechanismen erlauben

nachfolgend die Untersuchung weiterer Pathway-Komponenten

Da wir nicht in allen Familien mit Escobar-Syndrom bzw. dem allelischen letalem multiplen Pterygien-
Syndrom CHRNG-Mutationen identifizieren konnten, untersuchten wir in diesen Patienten weitere

Komponenten des Acetylcholin-Rezeptor-Pathways.

Wir untersuchten insgesamt (iber 70 Patienten mit ungeklartem Escobar- bzw Multiplen Pterygien-
Syndrom oder schweren fetalen Bewegungsstorungen. Wir sequenzierten die Gene der AChR-
Untereinheiten a1, 81, 6 sowie Rapsyn und identifizierten rezessive (funktionelle) Nullmutationen in
der al- und &-Untereinheit (CHRNA1 und CHRND) in zwei Familien mit multiplen Spontanaborten
und schwersten Fehlbildungen mit Kontrakturen (Abb. 7). Eine weitere Familie war rezessiv fiir zwei
Missense-Mutationen in Rapsyn, wobei hier die genetische Diagnosestellung eine Therapie des
zweiten betroffenen Kindes der Familie ermdglichte und zur deutlichen Besserung der Symptomatik

fiihrte, wahrend vorher das erste betroffene Kind an respiratorischer Insuffizienz verstarb (Abb. 7).

CHRNA1: 2 Familien
rez. (funktionell) null
1 Spontanabort

Prasynaptisch 2 Totgej‘bu rten
Motoneuron 2 Abbriiche
CHRNBI1: keine
Agrin O- Acetylcholin ; —
Synaptischer Spalt ° O - CHRND: 2 Familien

rez. (funktionell) null

*1 Spontanabort

*1 perinataler Tod, 24. SSW
*6 Abbriiche

CHRNG: 8 Familien

Zellmembran

Postsynaptisch
Muskelzelle

o1 tberlebendes Kind

Abb. 7: Mutationsspektrum der AChR-Untereinheiten und im Rapsyn-Gen sowie assoziierte Phanotypen der untersuchten Familien.
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Im Mausmodell wiesen wir die Expression dieser AChR-Pathway-Komponenten im Skelettmuskel
aber auch in sehr frilhen Entwicklungsstadien in Somiten nach, was gehaufte Friihaborte sowie
haufig assoziierte friihe Fehlbildungen wie Odem, Hydrops, Herzfehler und Nierenfehlbildungen bei

Patienten mit fetalem Akinesie-Syndrom erklaren kdnnte.

Eine wesentliche Schlussfolgerung aus unserer Arbeit ist, dass AChR-Pathway-Mutationen fiir ein
weites Spektrum an Erkrankungen der FADS-Gruppe (Fetal Akinesia Deformation Sequence)
verantwortlich sind. AChR-Pathway-Mutationen konnen sehr schwere Entwicklungsstorungen
verursachen, die von frithen Spontanaborten und letalem Pterygien-Syndrom bis hin zu angeborenen
Kontrakturen und Atemstérungen reichen; oder sie kdnnen sich auch erst postnatal als Myasthenes
Syndrom (CMS) manifestieren. Unsere Ergebnisse tragen zur Subklassifizierung dieser komplexen
Krankheitsgruppe bei und kénnen potentiell helfen, genauere Aussagen Gber Wiederholungsrisiko,

Prognose und eventuelle Therapieoptionen in Familien mit identifizierter Mutation zu treffen.
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2.3 Kopplungsanalysen bei der Aufklarung und Charakterisierung der
Pelger-Huét’schen Kernanomalie

2.3.1 Lamin B Rezeptor Mutationen fiihren zu einer gestorten Morphologie
des Zellkerns in neutrophilen Granulozyten (Pelger-Huét Anomalie)

Hoffmann K, Dreger CK, Olins AL, Olins DE, Shultz LD, Lucke B, Karl H, Kaps R, Muller D,
Vaya A, Aznar J, Ware RE, Sotelo Cruz N, Lindner TH, Herrmann H, Reis A, Sperling K

Nat Genet 31: 410-414, 2002

Kopplungs- und Haplotyp-Analysen identifizieren Founder-Mutationen im Lamin B Rezeptor in
Pelger-Individuen

Die meisten Saugerzellen haben runde oder ovale Zellkerne. Eine Ausnahme bilden neutrophile
Granulozyten, die im Laufe ihrer Entwicklung einen komplizierten und wenig verstandenen Prozess
der Differenzierung durchlaufen. Beginnend mit runder Kernform folgt ein Stadium mit bi-
segmentiertem Kern. Sind neutrophile Granulozyten voll ausdifferenziert, so haben sie Kerne mit
mehrfacher Segmentierung. Erst in diesem Stadium werden sie beim gesunden Menschen vom
Knochenmark ins periphere Blut ausgeschittet. Dieser Prozess widerspiegelt auch die Kernform in
der phylogenetischen Entwicklung, bei dem Spezies der friiheren Entwicklungsstufen runde oder
ovale Zellkerne in Neutrophilen aufweisen, niedere Vertebraten bi-segmentierte Nuclei und héhere

Vertebraten mehrfach segmentierte Kerne (Undritz 1939).

Bei der heterozygoten Pelger-Anomalie (Pelger—Huét anomaly, PHA, MIM 169400) stoppt diese
Entwicklung im bi-segmentierten Kern-Stadium, bei den sehr seltenen homozygoten Pelger-
Patienten bereits im runden (Abb. 8) (Pelger 1928; Huét 1931; Nachtsheim 1943; Undritz 1943;
Hoffmann et al. 2007b). Homozygote Pelger-Individuen kénnen in variabler Auspragung zusatzliche
Stérungen aufweisen, wie z.B. Epilepsie, Skelettverdanderungen und mentale Retardierung (Undritz

1943; Haverkamp Begemann et al. 1952; Aznar et al. 1981; Siegert et al. 1983).

® b

Homozygot Heterozygot Wildtyp

Abb. 8: Kernform neutrophiler Granulozyten bei Pelger-Merkmalstragern im Vergleich zum Wildtypen.
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Die heterozygote Pelger-Anomalie hat eine weltweite Pravalenz von 0,01 to 0,1%. Es gibt zwei
bekannte Ausnahmen: Vasterbotten County in Nordschweden mit einer Haufigkeit von 0,6%
(Johansson 1963) und Gelenau, ein Bergdorf in Stidost-Deutschland mit einer Pravalenz von 1% (Karl

1967).

Wir rekrutierten in Gelenau 11 Familien mit Pelger-Anomalie, flihrten einen Genomscan mit

Mikrosatellitenmarkern durch und kartierten den Genort auf Chromosom 1g42.

Aufgrund der im Vergleich zu anderen Populationen sehr hohen Pravalenz der Pelger-Anomalie in
Gelenau erwarteten wir einen Foundereffekt (Abb. 9), der Uber die Identifizierung eines
gemeinsamen Haplotypen in betroffenen Familien die weitere Einengung der mit Pelger-Anomalie

gekoppelten Region erlauben sollte.

founder
generation

N
O

present

1

Abb. 9: Foundereffekt und Haplotype-Sharing: Einer der Founder bringt eine Mutation in den Genpool ein. Alle betroffenen Nachfahren
tragen einen blauen Chromosomenabschnitt. Wenn eine Erkrankung vererbt wurde, sollten die von einem gemeinsamen Founder
abstammenden Patienten den gleichen genomischen Abschnitt um die krankheitsverursachende oder krankheitsbegilinstigende
Veranderung tragen. Das gilt auf Familien- und bedingt auch auf Populationsebene. Je mehr Generationen zwischen dem Einbringen der
Mutation und der Untersuchung liegen (d.h. je gréRer die Familie oder je dlter die Population ist), desto mehr Rekombinationen haben
stattgefunden, d.h. es kam zu Unterbrechungen des die Mutation umgebenden genomischen Abschnittes. Je dlter die Population ist, desto
kirzer ist der genetische Abschnitt, den die vom Founder abstammenden Patienten gemeinsam haben. Daraus ableitend muss die
Markerdichte dann auch viel héher sein, um diesen gemeinsamen Abschnitt zu finden.

Uber eine Feinkartierung konnten wir unter Einbeziehung zusatzlicher Mikrosatellitenmarker einen
gemeinsamen Haplotypen in 10 der Familien identifizieren, was unserer Hypothese eines

Foundereffektes bestatigte.

Innerhalb dieser Region sequenzierten wir positionelle und funktionelle Kandidatengene und
identifizierten Mutationen im Lamin B Rezeptor-Gen. Alle 10 Familien mit gemeinsamem Haplotyp
tragen entsprechend die identische Mutation 1VS12-5-10del. Die elfte Familie aus Gelenau tragt eine

andere Mutation (IVS2-2A>G). Nachfragen bestatigten, dass die Vorfahren dieser Familie erst vor
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einigen Jahrzehnten nach Gelenau gezogen sind. In Pelger-Familien aus anderen europaischen

Landern und aus Siidamerika identifizierten wir weitere Mutationen im Lamin B Rezeptor-Gen.

Der Lamin B Rezeptor ist ein Protein der inneren Kernhille mit dualer Funktion. Der
nucleoplasmatische Teil interagiert mit anderen Kernkomponenten, u.a. mit Lamin B, Chromatin,
Histonproteinen und HP1 (Ye et al. 1997). Der Transmembranteil hat eine Sterolreduktasefunktion

(Holmer et al. 1998).

Auf zelluldarer Ebene konnten wir weiterhin zeigen, dass zwischen der Expression des Lamin B

Rezeptors und der Kernform neutrophiler Granulozyten eine dosisabhédngige Beziehung besteht.

Die Ergebnisse sind relevant flr das Verstandnis der Interaktion von Kernhille und Heterochromatin

sowie fir die Pathogenese Pelger-ahnlicher Zustdnde bei bestimmten Leukdamieformen, schweren

Infektionen und toxischen Arzneimittel-Nebenwirkungen.
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2.3.2 Die Mutationen des Maus-Ichthyosis-Locus liegen im Lamin B
Rezeptor-Gen und sind ein Modell fiir die Pelger-Anomalie des
Menschen

Shultz LD, Lyons BL, Burzenski LM, Gott B, Samuels R, Schweitzer PA, Dreger C, Herrmann
H, Kalscheuer V, Olins AL, Olins DE, Sperling K, Hoffmann K

Hum Mol Genet 12: 61-69, 2003

Ein natiirliches Maus-Modell fiir die menschliche Pelger-Anomalie: die Ichthyosis-Maus (ic)

Um die komplexe Pathogenese der Pelger-Anomalie und der zuséatzlich assoziierten Fehlbildungen
bei homozygoter Auspragung weiter aufzukldren, suchten wir nach einem Mausmodell. Dabei
stieBen wir auf die rezessive Ichthyosis-Maus, bei der 1975 ein Pelger-dhnlicher Blutphanotyp
beschrieben wurde (Green et al. 1975). Zusatzlich zeigen homozygot betroffene Mause schwere
Hautveranderungen mit Ichthyosis und Alopezie sowie eine variable Auspragung von Syndaktylien

und Hydrozephalus.

Wir sequenzierten daraufhin Lbr in am Jackson Laboratorium konservierter DNA von drei
verschiedenen spontan entstandenen ic/ic Mutanten und konnten homozygote Null-Mutationen in

allen dreien identifizieren (Strain ic: C523T; ic’: 1088incCC; ic*: 1815insGGAA).

Eine dieser Mutanten (ic') wurde am Jackson Laboratorium kryopréserviert und stand nach
Identifizierung der Mutation fiir weitere Untersuchungen zur Verfligung. Wir konnten auf
Immunfluoreszenz- und Western Blot-Ebene zeigen, dass die Mutation 1088insCC zum kompletten
Verlust von Lamin B Rezeptor-Protein in den untersuchten Geweben fihrt. Sehr auffillig waren
weiterhin die grobscholligen Chromatinverklumpungen, die ebenfalls in allen untersuchten Prapa-

raten wie Blut, Leber, Milz, Hirn und Muskel zu beobachten waren.

Die ic/ic Maus ist somit ein wertvolles Modell zur funktionellen Charakterisierung der Pelger-
Anomalie, zur Untersuchung der unterschiedlichen phanotypischen Ausprdagungen von Lamin B
Rezeptor-Defekten sowie zum Verstandnis Pelger-dhnlicher Blutbilder bei Leukdamien, Infektionen

und Arzneimittel-Nebenwirkungen.
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24 Kopplungsanalysen bei komplexen Erkrankungen

Komplexe Erkrankungen wie Bluthochdruck, Diabetes, Herzinfarkt, Krebs und depressive Stérungen
sind haufig und haben eine groRe Bedeutung fiir die Gesundheit der Bevolkerung und fiir die
medizinische Versorgung. Im Gegensatz zu vielen erfolgreich aufgeklarten monogen bedingten
Krankheiten ist das Identifizieren genetischer Faktoren bei komplexen Phanotypen viel schwieriger.
Kopplungsanalysen waren dabei bisher nur bedingt erfolgreich. Hochdichte genomweite
Assoziationsstudien bieten jetzt einen Ansatz, genetische Varianten zu identifizieren, die einen

kleineren Effekt zur Krankheitsentstehung beitragen (minor genes).

Eine weitere Moglichkeit zur Erhohung der Power solcher Studien ist die Reduzierung der
genetischen Diversitdt im untersuchten Patientenkollektiv. Das kann Uber eine phanotypische

Subklassifizierung erfolgen oder tGber Populationen mit Foundereffekt.

Reduzierte genetische Diversitit in Founder- und Isolatpopulationen

Am Beispiel der Pelger-Anomalie haben wir gesehen, dass in geographisch abgegrenzten
Bevolkerungsgruppen Foundereffekte auftreten konnen, die bei der Identifizierung des ursachlichen
Gens helfen. Der Grund dafiir ist, dass in Isolatpopulationen wenige Founder zum genetischen Pool

der Population beigetragen haben.

Diese Besonderheit fiihrt zu veranderten Allelhdufigkeiten im Vergleich von Founder- und sonstigen
Populationen (Terwilliger et al. 1998). Das betrifft zum einen eine geringere Heterogenitdt bei
Normalvarianten ("Marker") als auch verdnderte Krankheitshaufigkeiten. Eine klassische Founder-

population ist Finnland und zeigt diese Charakteristika sehr deutlich (Tab. 5).

Krankheitshaufigkeit in Finnland im Vergleich zu anderen Populationen

Hoéher: Niedriger:
Aldolase B-Mangel Phenylketonurie (PKU)
Cornea plana Cystische Fibrose
Finnische Nephrose Tay-Sachs
Familiare Amyloidose Gaucher

Tab. 5: Beispiele fiir unterschiedliche Krankheitshaufigkeiten aufgrund von Foundereffekten in der Finnischen Population (aus (de la
Chapelle 1993)).
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In Isolatpopulationen geht man davon aus, dass weniger genetische Varianten an der Pathogenese
einer Krankheit beteiligt sind. Das betrifft sowohl monogene als auch komplexe Erkrankungen. Es ist
daher oft einfacher, diese krankheitsauslésenden Veranderungen zu finden (Peltonen et al. 1995;

Peltonen et al. 1999; Arcos-Burgos et al. 2002).

Die Arbeit ,Genetik in Isolatpopulationen” gibt einen Uberblick (ber verschiedene
Founderpopulationen, Mechanismen bei deren Entstehung, epidemiologische Charakteristika und
wie diese bei der Aufklarung monogener und komplexer Erkrankungen in Isolatpopulationen genutzt

werden kénnen (Hoffmann et al. 2000).

Isolatpopulationen liegen zwischen den beiden Extremen monogener und
polygener/multifaktorieller Erkrankungen (Abb. 10). Dadurch wird zum einen deren Aufklarung
erleichtert, zum anderen erstreckt sich die Relevanz nicht nur einige Familien sondern kann wirklich

reprasentativ fur polygen bedingte Erkrankungen auch in anderen Populationen sein.

Hypertonie

Monogene Formen »Polygene Erkrankung®

- selten - haufig
- Kopplungsstudien erfolgreich - Kopplungs-und
Assoziationsstudien schwierig

1
I
|
|

?

Foundereffekt
in Isolatpopulationen

Abb. 10: Sonderstellung von Founder- und Isolatpopulationen am Beispiel der Hypertonie.
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2.4.1 Ein neuer Locus fiir arterielle Hypertonie auf Chromosom 1p36 in den
Sorben, einer slawischen Isolatpopulation in Deutschland, iiberlappt
mit den Kopplungsbereichen anderer Unterformen des Metabolischen
Syndroms

Hoffmann K, Planitz C, Riischendorf F, Miiller-Myhsok B, Stassen HH, Lucke B, Mattheisen
M, Stumvoll M, Bochmann R, Zschornack M, Wienker TF, Niirnberg P, Reis A, Luft FC,
Lindner TH

Journal of Hypertension 27: 983-990, 2009

Kopplungsanalysen in einer Population mit Foundereffekt identifizieren zwei neue Loci fiir
arterielle Hypertonie

In Deutschland gibt es eine slawische Founderpopulation, die Sorben, die zur Zeit der
Volkerwanderung in das Gebiet des heutigen Sachsens und Brandenburgs einwanderte und bis heute

seine kulturelle und sprachliche Identitat bewahrt hat (Kunze 1997).

In Zusammenarbeit mit den lokalen Krankenhdusern und Hausarzten haben wir 124 sorbische
Hypertoniepatienten und deren Familienangehérige kontaktiert, klinisch untersucht und Blut zur

Lipidanalyse und DNA-Extraktion entnommen.

Nachweis von reduzierter genetischer Heterogenitit und Foundereffekt in unserem
Studienkollektiv

Isolat-oder Founderpopulationen sind genetisch homogener, was neutrale Marker als auch das
Spektrum krankheitsverursachender genetischer Varianten betrifft. Unsere sorbischen Probanden
erfillen diese Kriterien, wie eine reduzierte genetische Diversitdt bei Mikrosatellitenmarkern (Abb.
11A) und eine signifikant erhohte Heterozygotenrate der slawischen Foundermutation 657del5 im

Nibrin-Gen (MIM 251260) zeigen (1:40 versus 1:200-1:800, Abb. 11B).

100

50

Genetic diversity [%]

Hutterites Sorbs COGA-Sample

Population

Abb. 11A: Reduzierte genetische Diversitat von Mikrosatellitenmarkern in der Sorbischen Population (jedoch hoher als in einem sehr
ausgepragten Isolat, den Hutteriten).
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f Wo n untersucht
1: 800 Deutschland 1000
Berlin
1: 200 Polen
1: 90 Novi Sacz 452
1:189  Krosno 568
1: 314 Krakau 1254
1: 154  Tschechien 1234
1: 182  Ukraine 908
1:160  Bulgarien 1500
1:1000 Slowakei 2000
1: 40 Sorben 170

(gerundet; 5/170 founder)

Abb. 11B: Allelhdufigkeit einer slawischen Founder-Mutation fiir heterozygote Trager 657del5 NBS (R. Varon).

In den Genomscan mit 1.040 Mikrosatellitenmarkern bezogen wir 87 Hypertoniefamilien ein und
simulierten fir diesen Datensatz die genomweiten Signifikanzschwellen (,suggestive for linkage“:

LOD>1,83; ,significant linkage”: LOD>2,87).

Unter Anwendung nicht-modellgebundener Kopplungsanalysen identifizierten wir zwei neue
Regionen, die in unserer Population mit arterieller Hypertonie gekoppelt sind. Die Region auf
1p36.13 zeigt zwischen den Markern D1S3669 und D152826 einen LOD von 3,45 (pPnominai=0.00003),
der genomweit signifikant ist (p=0,004). Eine weitere Region auf Chromosom 9 (D951121, 44,28 cM)
erreicht einen LOD von 2,11 (Promina=0,0009) und ist damit ,suggestive for linkage”. Die Resultate

bestatigten sich in einer Subgruppenanalyse.

Das Kopplungsergebnis auf Chromosom 1p36 liegt in einem Bereich, in den auch andere Subtypen
des Metabolischen Syndroms kartieren, u.a. Typ-2-Diabetes (Hoffmann et al. 2007a), Hyperlipidamie
(Geurts et al. 2000) und Adipositas (Gorlova et al. 2003).

Zusammenfassend zeigt die Arbeit, dass in der sorbischen Population eine reduzierte genetische
Diversitat vorliegt, die die Power genetischer Untersuchungen erhéht, und dass der in unserem
Studienkollektiv mit Hypertonie gekoppelte Locus auf Chromosom 1p36 zu einem Cluster von

Untertypen des Metabolischen Syndroms beitragt.
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2.4.2 Ein Genomscan in deutschen Geschwisterpaaren mit Typ-2-Diabetes
bestdtigt eine fiir das Metabolisches Syndrom pradisponierende
Region auf Chromosom 1p36.13 sowie eine Typ-2-Diabetes-Region auf
Chromosom 16p12.2

Hoffmann K, Mattheisen M, Dahm S, Niirnberg P, Roe C, Johnson J, Cox NJ, Wichmann HE,
Wienker TF, Schulze J, Schwarz PE, Lindner TH

Diabetologia 50: 1418-1422, 2007

Nicht-modellgebundene Kopplungsanalysen in diabetischen Geschwisterpaaren

Wir rekrutierten in Sachsen 250 Familien mit Typ-2-Diabetes (T2D) und fiihrten eine genomweite
Mikrosatellitenanalyse durch. Qualitdtskontrollen schlossen Typisierungsraten (>95%), Tests auf
Mendelfehler und unwahrscheinliche Genotypen, HWE und Verwandtschaftstests mittels GRR ein.
Insgesamt wurden 439 Mikrosatellitenmarker und 531 Personen in die weitere Analyse einbezogen.
Wir simulierten fir diesen Datensatz die Schwellwerte fir genomweit hinweisende bzw. signifikante
Kopplungsergebnisse. Signifikante Kopplung liegt demnach bei einem LOD von 2,74 vor, suggestive
Linkage bei einem LOD von 1,51. Wir fihrten nichtparametrische Kopplungsanalysen durch (affected-
sib-pair Design) und identifizierten zwei Regionen mit Kopplungspeaks. Die Region auf Chromosom
16p12.2 ist mit einem LOD von 1,85 (D165403, 43,89 cM, p=0,002) suggestiv fir Kopplung auf

genomweitem Niveau.

Es wird angenommen, dass bei der Pathogenese multifaktoriell bedingter Erkrankungen
Verdnderungen in mehreren Genen notwendig sind, um eine Krankheitspradisposition auszuldsen.
Solche Interaktionen kann man mit konditionellen Analysen aufspiiren (Cox et al. 1999). Daher
testeten wir flr die gefundenen Kopplungsregionen, ob mogliche Interaktionen mit anderen
Bereichen des Genoms bestehen. Die konditionelle Analyse zeigte, dass eine Interaktion unserer
Region D165403 mit einer Region um den Marker D1752180 besteht. Diese Region um D1752180
liegt nahe des starksten Kopplungsbefundes einer Metaanalyse von Europdischen T2D-Kollektiven

des GIFT-Konsortiums (Demenais et al. 2003).

Die Region auf Chromosom 1p36.13 (D1S3669, 37,05 cM) liegt mit einem LOD=1,49 (p=0,004) knapp
unter der genomweit suggestiven Schwelle. Interessanterweise Uberlappt diese Region u.a. mit dem
Kopplungspeak in den sorbischen Hypertonikern, aber auch mit anderen Studien wie symptomati-

schen Gallensteinen mit T2D in Mexiko-Amerikanern und Lipidstérungen (Iwasaki et al. 2003; Cai et
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al. 2004; Puppala et al. 2006), so dass es sich wahrscheinlich um eine fiir das Metabolische Syndrom

relevante Region handelt.

Die Region auf Chromosom 16 Uberlappt mit dem Kopplungsbefund einer Metaanalyse von 4

Européischen T2D-Kollektiven (LOD von 1,09 bei D165412, 42,18 cM) (Demenais et al. 2003).

Zusammenfassend haben wir in dem Kollektiv von diabetischen Geschwisterpaaren aus Sachsen drei
Regionen identifiziert, die auch in anderen Studien Signale fiir T2D oder anderen Manifestationen
des Metabolischen Syndroms zeigten. Wir gehen daher davon aus, dass diese Regionen tatsachlich

fiir die Entwicklung von T2D relevant sind.
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3. DISKUSSION

3.1 Erfolgreiche Auswertung verschiedener Kopplungsprojekte mit
easyLINKAGE

Kopplungsanalysen sind ein wichtiges Hilfsmittel zur Aufklarung genetisch bedingter Erkrankungen.
Die Ergebnisse sind wissenschaftlich flir das Verstandnis der Pathogenese relevant, flieRen aber auch
direkt in die Diagnostik erblicher Krankheiten ein. Im Rahmen der Habilitationsarbeit wurden
monogene Krankheiten (Escobar-Syndrom, Letales Multiples Pterygien-Syndrom) und ein monogen
vererbtes Merkmal (Pelger-Anomalie) durch genomweite Kopplungsanalysen und den Nachweis
unterschiedlich stark ausgepragter Foundereffekte kartiert und aufgeklart. Als Beispiele fiir komplexe
Erkrankungen untersuchten wir Hypertonie in der sorbischen Isolatpopulation und Typ-2-Diabetes in
betroffenen Geschwisterpaaren. Die Aufklarung des ursachlichen Gendefektes erdffnet oftmals die
Moglichkeit fir erfolgreiche Pathway-Analysen in klinisch dhnlichen bzw. funktionell verwandten

Krankheiten (Tab. 6).

Foundereffekt
Haufigkeit

Krankheit Escobar-Syndrom Pelger-Anomalie Hypertonie T2D
Population Konsanguine Bergregion Isolat- Gemischte

Familien Population Population
Genutzte Marker SNP, STRs STRs STRs STRs
Analysemethoden modellbasiert modellbasiert modellfrei modellfrei

Autosomal-rezessiv Autosomal-dominant IBD (AFM) IBD (ASP)
Besonderheit Homozygotie-Kartier. Foundereffekt Isolat Admixture?
Identifizierter
Genort 2033-g34 1942 1p36, 9p21 1p36, 16p12
Krankheitsgen CHRNG LBR ? ?
Klinisch oder funktionell FADS Greenberg-Dysplasie Metabolisches Syndrom
verwandte Stérungen Ichthyosis-Maus (ic)
Mit Mutationsnachweis in CHRNA1, CHRND, RAPSN Lbr (ic/ic Maus)

Tab. 6: Phianotypen, Methoden und Ergebnisse der durchgefiihrten Kopplungsprojekte

Zur schnelleren Durchfiihrung und einfacheren Auswertung des statistischen Teils der

Kopplungsanalysen entwickelten wir das user interface easyLINKAGE.
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3.2 Prognostisch und therapeutisch relevante Subklassifizierung von
Acetylcholin-Rezeptor-assoziierten Kontraktursyndromen

Die Identifizierung von Mutationen in der fetal exprimierten y-Untereinheit beim Escobar-Syndrom
und Letalem Multiplen Pterygien-Syndrom wies auf den Acetylcholin-Rezeptor-Pathway bei
schwersten angeborenen Kontraktursyndromen hin (Hoffmann et al. 2006; Morgan et al. 2006).
Nachfolgend konnten wir Mutationen in AChR-Pathway-Komponenten bei intrauterin letalen aber
auch bei milderen, lebensfiahigen Formen des fetalen Akinesie-Spektrums identifizieren (Michalk et
al. 2008). Diese reichen von frithen Aborten Uber schwere Organfehlbildungen hin zu angeborenen

Kontrakturen und Atemstérungen (Abb. 12) (Hall 1986; Hammond et al. 1995).

Spontanaborte Fetales Odem Wachstumsretardierung
Organentwicklung Kontrakturen

-1 mn-2

Abb. 12: Fetale Akinesie fiihrt zu verschiedenen Malformationen zusammengefasst als Fetal Akinesia Deformation Sequence, FADS (Hall
1986).

Ein Genotyp-Phenotyp-Vergleich kann dabei Hinweise auf Prognose, Wiederholungsrisiko und

gelegentlich auch auf Therapieoptionen liefern (Abb. 13).

Gelr_)urt

rezessives FADS rezessives/dominantes CMS

Herz-, Nieren-, Lungen-
und Spaltdefekte

| Hydrops, Pterygien, Arthrogryposis

— _J
Y
* CHRNA1 * CHRNA1, CHRNB1
* CHRND * CHRND, CHRNE
[Null- oder schwere missense Mutationen] [missense Mutationen]
* RAPSN
[non-p.N88K] e RAPSN
[p.N88K]
CHRNG * DOK7, MUSK, COLQ, ....

Abb. 13: Genotyp-Phanotyp-Korrelation bei mit AChR-Mutationen assoziierten Erkrankungen.
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Bei Neugeborenen scheint eine rechtzeitige klinische oder molekulargenetische Diagnose besonders
wichtig, weil sich daraus therapeutische Implikationen ergeben kénnen. Zum einen stehen fiir AChR-
bedingte Subtypen Medikamente zur Verfligung, zum anderen muss auch hier elektrophysiologisch
oder molekulargenetisch differenziert werden, um welchen funktionellen Defekt-Typ es sich handelt.
So helfen Acetylcholinesterasehemmer bei Fast-Channel- oder AChR-Defizienz-Formen des
Congenitalen Myasthenen Syndroms, sind aber bei Slow-Channel-Varianten kontraindiziert

(Abb. 14A,B) (Engel 2007).

Wildtyp |Anzahl |Funktion TFunktion
Neuron e e o o
(@] (@) (@] (@)
Synaptischer
Spalt !
0 By
Muskelzelle ]
v
Kanal-
Sffnung normal U/- 1 verlangert
Endplatten- . Langsamer
potential normal l 1, kurz, verandert Abbau
Muskel-

_ —_— == — == —
kontraktion ..-

Abb. 14A: Acetylcholin-Rezeptor-assoziierte Mutationstypen und deren Effekt auf die Rezeptorfunktion und Muskelkontraktion (fir CMS
beschrieben in (Engel 2007)).

Wildtyp | Anzahl |Funktion TFunktion
Neuron db db db db
Synaptischer © © © ©
Spalt !
(N I | XX "
Muskelzelle .
v

Wirkung der ACh-Esterase-Inhibitoren o

db db db AChE-Inhibitoren

kontraindiziert
@) o ° X © 4
(@] ©) y Andere Optionen
é) r © y (Quinidine, ...)

ACh-Esterase

Abb. 14B: Therapieoptionen, die sich an der Art der Mutation orientieren. Acetylcholinesterase-Inhibitoren vermehren das effektiv
wirkende Acetylcholin, sind aber bei Slow-Channel-CMS kontraindiziert (Engel 2007)).
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In einer Familie, in der bereits ein Sohn im Alter von 6 Monaten an respiratorischer Insuffizienz
verstorben war, konnten bei der ebenfalls betroffenen neugeborenen Tochter Rapsyn-Mutationen
als Ursache fir ihre Kontrakturen und Atemstérungen identifiziert werden. Die daraufhin veranlasste
Therapie mit dem Acetylcholinesterasehemmer Mestinon flihrte zu einer deutlichen Stabilisierung

ihrer Atemfunktion und Verbesserung der Muskelkraft (Michalk et al. 2008).
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3.3 Kopplungsanalysen zur Aufklarung der Pelger-Anomalie als Modell fiir
Entwicklungsstérungen des Blutes, der Haut und des Skeletts

Die heterozygote Pelger-Anomalie ist ein autosomal-dominant vererbtes Merkmal, das durch eine
verminderte Segmentierung der Zellkerne in neutrophilen Granulozyten charakterisiert ist (Pelger
1928; Huét 1931). Zusatzlich andert sich die Verteilung und Struktur des Chromatins. Die
Chromatinveranderungen beschrdanken sich nicht nur auf die Zellkerne neutrophiler Granulozyten,
sondern betreffen auch Zellen anderer Gewebe (Undritz 1939; Shultz et al. 2003; Hoffmann et al.
2007b).

Ausgehend von einer 10fach erhohten Pravalenz der Pelger-Anomalie im Erzgebirgsdorf Gelenau
(Karl 1967) erwarteten wir dort einen Foundereffekt. Nach der initialen Kartierung der Pelger-
Anomalie auf Chromosom 1942 konnten wir dann Uber die Einbeziehung zusatzlicher Marker im
Kopplungsbereich tatsachlich auch einen gemeinsamen Haplotypen in Betroffenen verschiedener
Gelenauer Familien nachweisen. Uber diesen gemeinsamen Haplotyp konnte der infrage kommende
Bereich weiter eingeengt werden. Uber die Sequenzierung positioneller und funktioneller
Kandidatengene fanden wir Mutationen im Lamin B-Rezeptor-Gen. Auf zellularer Ebene zeigten wir,
dass lymphoblastoide Zellen eines homozygoten Pelger-Patienten mit der Mutation IVS12-5-10del
nur minimale Mengen an normal gespleiRter LBR-RNA und auch nur winzige Mengen an LBR-Protein
aufweisen. Heterozygote Pelger-Individuen haben etwas mehr LBR als homozygot betroffene Zellen,
aber deutlich weniger LBR-Protein als Kontrollen. Das spricht fir einen dosisabhangigen Effekt der

LBR-Menge auf die Kernform in neutrophilen Granulozyten.

Der Lamin B-Rezeptor ist ein Bestandteil der inneren Kernhiille, der u.a. mit Chromatin,
Histonproteinen und Laminen interagiert (Ye et al. 1997). Neben dieser struktur- und
regulationsrelevanten Funktion wurde fiir den Transmembranteil des Lamin B-Rezeptors eine
Sterolreduktaseaktivitdt nachgewiesen (Holmer et al. 1998). Waterham et al. konnten zeigen, dass
homozygote LBR-Null-Mutationen das Sterolprofil verandern und die Ursache fiir die Greenberg-

Dysplasie sind (Waterham et al. 2003).

Wahrend heterozygote LBR-Mutationen auler der Verdnderungen im Blutbild keine auffalligen
klinischen Phanotypen zeigen, fihren homozygote LBR-Mutationen zu verschiedenen assoziierten
Stérungen. Diese reichen von Herzdefekten, Brachydaktylie und mentaler Retardierung wie in
unserem homozygoten Gelenauer Patienten (Hoffmann et al. 2002) (U(ber schwere
Hautmanifestationen und Wachstumsstorungen bei der Ichthyosis-Maus (Shultz et al. 2003) bis hin

zur intrauterin letalen Greenberg-Dysplasie (Greenberg et al. 1988; Waterham et al. 2003). Wir
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nehmen an, dass beim Menschen der komplette (Funktions-)Verlust des Lamin B-Rezeptors nicht
Uberlebensfahig ist (Greenberg-Dysplasie) (Greenberg et al. 1988; Horn et al. 2000; Waterham et al.
2003), wiahrend eine minimale Restmenge oder Restfunktion ein Uberleben erméglicht und zu den
Manifestationen der homozygoten Pelger-Anomalie fiihrt (Undritz 1943; Haverkamp Begemann et al.
1952; Aznar et al. 1981; Siegert et al. 1983; Hoffmann et al. 2002). Warum bei der Ichthyosis-Maus
(ic) Tiere mit homozygoten Null-Mutationen gelegentlich Uberleben, ist noch unklar, hingt aber
offenbar auch vom genetischen Hintergrund ab (Green et al. 1975; Shultz et al. 2003; Wassif et al.
2007; Cohen et al. 2008).

Bedeutung der Pelger-Anomalie als Modell fiir Differenzierungsstorungen der neutrophilen
Granulozyten

Erbliche Formen der Pelger-Huét-Kernanomalie sind eine wichtige Differentialdiagnose zu
erworbenen Formen (Pseudo-Pelger, Abb. 15), wie sie zum Beispiel bei schweren Infektionen,
myelodysplastischem Syndrom, einigen Leukdmieformen sowie bei toxischen Arzneimittel-
Nebenwirkungen vorkommen kénnen (Cordas et al. 1967; Shenkenberg et al. 1982; May et al. 1993;
Ballen et al. 1994; Juneja et al. 1996; Sainty et al. 2000). Insofern ist die Pelger-Anomalie ein
exzellentes Modell fir andere und ebenfalls klinisch relevante Differenzierungsstérungen
neutrophiler Granulozyten (diskutiert in (Hoffmann et al. 2007b)). Fiir Untersuchungen stehen Lbr-
defiziente EPRO-Zellen der Ichthyosis-Maus zur Verfligung, in denen der von uns beschriebene
dosisabhangige Effekt der LBR-Menge auf die Kernform neutrophiler Granulozyten bestatigt werden
konnte (Zwerger et al. 2008). Diese Zellen zeigen neben morphologischen Verdanderungen des

Zellkernes auch funktionelle Defekte wie eine reduzierte Chemotaxis (Gaines et al. 2008).

[ Iat it d

Evolution >
Individueller Neutrophiler >
des Menschen
Infektion, Leukdmie, P e = = -

tox. AM-Nebenwirkungen

Pelger heterozygot ’{
homozygot —’{
Abb. 15: Kernform bei der Differenzierung neutrophiler Granulozyten: Phylogenetische Entwicklung der Kernform neutrophiler
Granulozyten (Undritz 1939), normale Granulopoese des Menschen, Pelger-Anomalie (Pelger 1928; Huét 1931; Undritz 1939; Hoffmann et
al. 2002; Hoffmann et al. 2007b) sowie Pseudo-Pelger-Manifestationen, wie sie bei schweren Infektionen, Myelodysplastischem Syndrom,

Leukdmien oder bei toxischen Arzneimittel-Nebenwirkungen (u.a. Langzeit-Valproat-Therapie) auftreten kénnen (Cordas et al. 1967;
Shenkenberg et al. 1982; May et al. 1993; Ballen et al. 1994; Juneja et al. 1996; Sainty et al. 2000).
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3.4 Kartierung von Hypertonie und Typ-2-Diabetes in eine fiir das
Metabolische Syndrom relevante Region auf Chromosom 1p36

Hypertonie und Typ-2-Diabetes sind wesentliche kardiovaskuldare Risikofaktoren und treten in
Bevolkerungen mit westlichem Lebensstil mit einer Pravalenz von bis zu 20% auf. Die Suche nach
genetischen Risikofaktoren fiir komplexe Erkrankungen wie Hypertonie und Diabetes ist daher
wichtig, aufgrund der genetischen Heterogenitdt und zuséatzlich beteiligter Umweltfaktoren aber
nicht einfach. Genomweite Assoziationsstudien bieten jetzt einen Ansatz, auch komplexe
Erkrankungen mit kleinerem Beitrag von krankheitsrelevanten Genveranderungen zu untersuchen.
Genomweite Assoziationsstudien waren schon sehr erfolgreich, z.B. fiir Typ-2-Diabetes, aber weniger
fiir Hypertonie (Hakonarson et al. 2007; Saxena et al. 2007; Scott et al. 2007; Wellcome Trust Case
Control Consortium 2007; Zeggini et al. 2007; Ehret et al. 2008).

Die Power einer Kopplungs- aber auch Assoziationsstudie kann man erhéhen, indem man
e mehr Marker untersucht und damit ndaher an das Gen herankommt
e mehr Patienten und Kontrollen einschlieBt (erhoht im Idealfall die Signifikanz, birgt aber die
Gefahr, dass sich Beitrage unterschiedlicher Populationen mischen)
e man spezielle Populationen untersucht, in denen eine geringere genetische Variabilitat

vorliegt. Solche Populationen sind u.a. Founder- oder Isolatpopulationen.

Wir rekrutierten Bluthochdruck-Patienten und deren Familienangehdrige in einer slawischen
Isolatpopulation in Deutschland, den Sorben. In einer genomweiten Kopplungsstudie flr arterielle

Hypertonie konnten wir zwei neue Regionen auf Chromosom 1p36 bzw. 9p21 lokalisieren.

Bemerkenswert ist insbesondere, dass die Region auf Chromosom 1p36 sowohl in den sorbischen
Hypertonikern als auch in den sadchsischen Diabetikern ein Kopplungs-Signal zeigt. Beide Kollektive
stammen aus einem Uberlappenden geographischen Raum in Ostsachsen (Abb. 16). Dabei wurden
die Hypertoniepatienten im Kerngebiet der sorbischen Oberlausitz rekrutiert, die diabetischen
Geschwisterpaare in den angrenzenden deutschsprachigen Regionen, so dass in letzteren von einer

Durchmischung (admixture) beider Bevolkerungsgruppen auszugehen ist.
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3. Diskussion
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Abb. 16: Herkunft der Familien mit Bluthochdruck (sorbische Lausitz) und der diabetischen Geschwisterpaare (Sachsen). Das rechte obere
Panel zeigt die Geburtsorte der in Sachsen rekrutierten Familien mit T2D und rechts unten die Geburtsorte der in der sorbischen Lausitz

rekrutierten Hypertoniefamilien

Grin: T2D-Familien, die zum Kopplungsergebnis auf 1p36 beigetragen haben (NPL>0.6)
Rot: T2D-Familien ohne Kopplungsbeitrag (NPL<0.6)

Blau: Sorbische Hypertoniefamilien mit Kopplungsbeitrag auf 1p36 (NPL>0.6)

Gelb: Sorbische Hypertoniefamilien ohne Kopplungsbeitrag (NPL<0.6)

Die mit Hypertonie bzw. Typ-2-Diabetes gekoppelte Region auf Chromosom 1p36 Uberlappt
zusatzlich mit mehreren anderen Studien, die Kopplungsergebnisse fiir andere Subphanotypen des
Metabolischen Syndroms ergaben (Abb. 17), u.a. Hyperlipidamie (Geurts et al. 2000) und Adipositas
(Gorlova et al. 2003). Insofern sind hier weitere Studien zur Aufkldrung der urséchlichen

Genvarianten in den beteiligten Phanotypen sinnvoll.
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Abb. 17: Uberlappung der Kopplungsregion auf Chromosom 1 mit anderen Studien. Angegeben sind, soweit verfiigbar, die 1-LOD-
Konfidenzintervalle (—) (Glenn et al. 2000; Al-Kateb et al. 2002; Gorlova et al. 2003; Iwasaki et al. 2003; Cai et al. 2004; Mitchell et al. 2005;
Pausova et al. 2005; Puppala et al. 2006; Hoffmann et al. 2007a; Voruganti et al. 2007).
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Kopplungsanalysen sind eine wertvolle Methode bei der Aufklarung genetisch bedingter Krankheiten.
Zur Analyse stehen verschiedene polymorphe Marker und Auswertungsmethoden zur Verfligung. Zur
Vereinfachung der Durchfiihrung von Kopplungsanalysen und zur automatisierten Visualisierung der
Ergebnisse entwickelten wir das Interface easyLINKAGE, das von mehr als 1.200 Anwendern weltweit
genutzt wird. Der klinisch-wissenschaftliche Schwerpunkt dieser Arbeit war die kopplungsgestitzte
Aufklarung mehrerer monogener Kontraktursyndrome und der Pelger-Huét-Kernanomalie sowie die
Lokalisation von krankheitsrelevanten genomischen Regionen fiir Hypertonie und Typ-2-Diabetes als
Beispiel fiir komplexe Erkrankungen. Kopplungsanalysen haben sich bei der Aufklarung monogener
Krankheiten sehr bewahrt (Identifizierung der ursachlichen Gene), wahrenddessen bei komplexen
Erkrankungen die aktuellen Entwicklungen hochdichter genomweiter Assoziationsstudien aufgrund
ihrer hoheren Auflésung im Allgemeinen deutlich erfolgreicher sind (Wellcome Trust Case Control

Consortium 2007).

Wichtig bei allen vorgestellten Projekten ist, dass sich Implikationen nicht nur fir die von der
aufgeklarten Krankheit betroffenen Familien ergeben, sondern auch fir Patienten und Familien mit
dhnlichen Phanotypen. Durch die Identifizierung des krankheitsverursachenden Gens werden oftmals
neue, bisher nicht in Zusammenhang mit der Krankheit vermutete Pathways identifiziert, die in

diesen Individuen untersucht werden konnen. Im vorgestellten Manuskript betraf das

e die Aufklarung der Pelger-Anomalie (Hoffmann et al. 2002), die zur Identifizierung von
Mutationen bei der Ichthyosis-Maus (Shultz et al. 2003) und nachfolgend auch bei der
Greenberg-Dysplasie des Menschen fiihrte (Waterham et al. 2003) und potentiell Relevanz
fur Pelger-ahnliche Blutbildverdanderungen bei bestimmten Leukdmien, Infektionen und
Arzneimittel-Nebenwirkungen hat,

e die Aufklarung des Escobar-Syndroms (Hoffmann et al. 2006), die auf den AChR-Pathway als
Ursache fiir dhnliche Manifestationen hinwies (die potentiell medikamentds therapierbar
sind) (Engel 2007; Michalk et al. 2008),

e sowie die Kopplung sowohl von Bluthochdruck als auch von Typ-2-Diabetes auf Chromosom
1p36, was auf einen Foundereffekt fiir das Metabolische Syndrom in diesen benachbarten
Populationen oder auf einen Cluster von fiir das Metabolische Syndrom verantwortliche

Sequenzvarianten in dieser Region hindeuten kdnnte (Hoffmann et al. 2007a).
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Fiir komplexe Erkrankungen stehen mit high density SNP-Chips jetzt mehr und mehr die
technologischen Voraussetzungen zur Verflgung, den genetischen Beitrag zu multifaktoriellen
Stérungen erfolgreich zu untersuchen. Bei monogen bedingten Krankheiten werden
Kopplungsstudien weiterhin eine wichtige Rolle spielen, um die Krankheitsursache zu finden oder
eine indirekte Prdanataldiagnostik anbieten zu koénnen. Anreicherungsmethoden wie Genomic
Enrichment oder direkte Mikrodissektion gekoppelt mit Next Generation Sequencing werden es in
naher Zukunft ermoglichen, die komplette genetische Information einer Kopplungs- oder
Assoziationsregion routinemaRig zu untersuchen und damit kodierende Mutationen aber auch

Verdanderungen in regulativen Bereichen schnell und systematisch zu detektieren.

Genomweite Re-Sequenzierungsprojekte sind jetzt schon moglich und werden die Aufklarung
genetischer Krankheitsursachen zum einen enorm beschleunigen, zum anderen eine Vielzahl noch
nicht beschriebener, sozusagen ,privater” Verdanderungen identifizieren (Wheeler et al. 2008). Bei
der Beurteilung der klinischen Relevanz dieser Sequenzverdnderungen koénnen neben
bioinformatischen und molekularbiologischen Untersuchungen auch Kopplungsanalysen einen
Beitrag leisten. Ist die Familie grolR genug, so ist ein Nachweis moglich, ob die zu beurteilende
Sequenzveranderung mit der Krankheit co-segregiert (bei kleineren Familien ist oft wenigstens ein
Ausschluss moglich). Fir komplexe Erkrankungen wird das vermutlich keine so groRe Rolle spielen,
aber z.B. fiir eine sichere Prdnataldiagnostik bei schweren mono- oder oligogen bedingten

Krankheiten.
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