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I. Abkiirzungsverzeichnis

A Adenosin

ABL1 Abelson murine leukaemia oncogene 1
APOC2 apolpoprotein C-ii gene

BCL b cell lymphoma gene

BSA bovine serum albumin

bp Basenpaare

C Cytosin

CMYC myelocytomatosis oncogene
COL collagen gene

CRTL cartilage link protein gene
CRTM cartilage matrix protein gene
DLX dixital less homeobox gene
DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxyribonukleintriphosphat
EDN endothelin gene

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure
EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor
ER estrogen receptor gene
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G Guanosin

GABRB gamma-aminobutyric acid gene
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LKGS-Spalte
MgCl12

MSX
MTHFR
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PCR

PVRL
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RNA

RT-PCR

Taq
TCTE
TGF
VIM
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gene resource locator

isolierte Gaumenspalte

homeobox gene

harvey rat sarcom viral oncogene homolog
human hexabrachion gene

insulin-like growth factor
Lippen-Kiefer-Spalte mit/ohne Gaumenspalte
Lippen-Kiefer-Gaumen-Segelspalte
Magnesiumchlorid

muscle segment homeobox gene
Methylentetrahydrofolat-Reduktase
orofacial cleft gene

polymerase chain reaction

poliovirus receptor related gene

retinoic acid recetor gene alpha
Ribonukleinsédure

real time polymerase chain reaction
Thymidin
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T-complex-associated-testes-expressed-1 gene
transforming growth factor gene

vimentin gene

yeast artificial chromosome gene

v



I1. Inhaltsverzeichnis

II.
I1I.

1.1

Abkiirzungsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung

Einleitung

1.
1.

3
4
4.

4.2

4.

Hiufigkeit der LKGS-Spalte

.1
.2

1

3

Ursachen fiir die Hiufigkeitszunahme

Pravalenz der nichtsyndromalen LKGS-Spalten

in verschiedenen Populationen

Spielen Umwelteinfliisse eine Rolle?
Erscheinungsformen und Klassifikationen
der LKGS-Spalten

Embryologie

Auf der Suche nach den verantwortlichen Genen

Das Kandidatengen MSX1
Tierstudien zu MSX1
Humanstudien zu MSX1

Ziel der Arbeit
Material und Methoden

W L W W L W W

.1
2
2
2

2.
2
2

.3

[V, T N S I S ]

Patientengut und Untersuchungsmaterial
Molekulargenetische Methoden
DNA-Extraktion

DNA-Quantifizierung mittels RT-PCR
PCR-Amplifikation
Fragmentldngenanalyse

Sequenzanalyse

Statistische Tests

Ergebnisse

111

A% 1

8
11
12
12
13

16

17
17
17
18
19
20
23
23
24
27



S.

Diskussion
5.1 Die Kandidatengene
5.2 Klassische Fall-Kontroll-Studie und familien-

basierte Assoziationsstudie: Vor- und Nachteile

5.3 Anzahl und Basenpaarlinge der ermittelten
Allele

5.4 Hiufigkeitsverteilung der ermittelten Allele

5.5 Schlussfolgerung

Literaturverzeichnis
Lebenslauf

Ehrenwortliche Erklirung

Danksagung

VI

34
34

36

37
39
42
44
55
56
57



II1. Zusammenfassung

Die Lippen-Kiefer-Gaumen-Segelspalten (LKGS-Spalten) zdhlen zu den zweithdufigsten
angeborenen Fehlbildungen des Menschen. Eine Methode, ihrer Entstehung vorzubeugen,
existiert bisher nicht, da die kausale Spaltgenese — vor allem die der nichtsyndromalen LKGS-
Spalten — noch nicht ausreichend geklért ist. Man geht von einem Zusammenspiel aus
Umwelteinfliissen und genetischen Faktoren aus, wobei die genetische Komponente eine
groflere Rolle zu spielen scheint. Weltweit befassen sich zahlreiche Forschungsgruppen mit
der Frage nach der kausalen Genese von nichtsyndrom-assoziierten LKGS-Spalten. Thr
Augenmerk gilt einer Anzahl von Genen, die fiir die Entstehung der isolierten LKGS-Spalten
urséchlich zu sein scheinen.

Ein bereits vielfach erforschtes Gen ist MSX1. Versuche an transgenen Miusen zeigten u. a.
eine Mitbeteiligung dieses Gens an der Bildung des Viscerocraniums und des Zahnsystems.
Weiterhin  wurde in zahlreichen Humanstudien (Assoziations-, Kopplungs- und
Mutationsanalysen) ein mdglicher Zusammenhang dieses Gens an der Bildung von
nichtsyndromalen LKGS-Spalten aufgezeigt. MSX1 ist auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 4 lokalisiert und weist einen CA-Dinucleotid-Repeat mit vier Allelen auf. Diese
Markerallele waren jedoch nicht in allen Studien gleich: Padanilam et al. (1992) erhielten in
ihrer Analyse die Allele 169 bp, 171 bp, 173 bp und 175bp, wihrend Schmidt et al. (2007) die
Allele 171 bp, 173 bp, 175 bp und 177 bp nachweisen konnten.

In  einigen  Studien  (klassische  Fall-Kontroll-Studien = und  familienbasierte
Assoziationsstudien) wurde nach signifikanten Unterschieden in der Hiaufigkeitsverteilung
dieser vier Markerallele zwischen Spalttragern und gesunden Kontrollpersonen geforscht.
Leitgedanke war hierbei, dass ein signifikanter Unterschied in der Haufigkeitsverteilung eines
Allels die Schlussfolgerung zulieBe, dass dieses fiir eine Spaltbildung prédisponiert. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen waren jedoch nicht einheitlich, in einigen Analysen
konnten signifikante Unterschiede nachgewiesen werden, in anderen dagegen nicht.

Basierend auf diese Studien wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl eine klassische Fall-
Kontroll-Studie, als auch eine familienbasierte Assoziationsstudie fiir eine deutsche

Population durchgefiihrt. Die Stichprobe umfasste 76 (40 méannliche und 36 weibliche)
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nichtverwandte Tréger einer nichtsyndrom-assoziierten LKGS-Spalte und 82 (44 minnliche
und 38 weibliche) gesunde Kontrollpersonen ohne Spaltanamnese in der Familie.

Zusatzlich wurden 10 gesunde Elternpaare der Spalttrager zur Stichprobe hinzugezogen. Es
wurde daraufhin mittels molekulargenetischer Methoden bestimmt, wie viele verschiedene
Allele des CA-Dinucleotid-Repeats des MSX1-Gens fiir unser Untersuchungsgut vorliegen.
Die entsprechenden DNA-Proben wurden sowohl aus peripheren Blutzellen, als auch aus
Mundschleimhaut gewonnen. Anhand des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson bzw. des Exakten
Tests nach Fisher wurde {iiberpriift, ob zwischen Spalttriagern und Kontrollen (in der
familienbasierten Assoziationsstudie wurde die Kontrollgruppe von den Allelen gebildet, die
nicht von den Eltern an die betroffenen Kinder weitergegeben wurden) signifikante
Unterschiede in der Allelhdufigkeitsverteilung bestehen und daraus fiir unser Krankengut auf
eine Assoziation von MSX1 zu LKGS-Spalten geschlossen werden kann.

Die vorliegende Analyse ergab vier verschiedene Allele, die mit den von Padanilam et al.
(1992) ermittelten Allelen libereinstimmten: 169 bp, 171 bp, 173 bp und 175 bp.

Bei Untersuchung der Allelhdufigkeitsverteilung kann kein signifikanter Unterschied
zwischen der gesamten Spalttragergruppe und der gesamten Kontrollgruppe festgestellt
werden (p = 0,37; 0,6; 0,14; 0,32). Ein positives Ergebnis lisst sich jedoch fiir die Allele 171
bp und 173 bp beim Vergleich der gesamten ménnlichen Spalttrdger und der gesamten
mannlichen Kontrollen verzeichnen (p = 0,04; 0,03). Bei Betrachtung der Untergruppen
beobachtet man bei den ménnlichen Trigern einer Gaumenspalte mit simplexer
Familienanamnese (p = 0,04; Allel 169 bp), bei den weiblichen Trigern einer LK(+/-G)-
Spalte mit multiplexer Familienanamnese (p = 0,04; Allel 171 bp) und bei den gesamten
mannlichen Tragern einer LK(+/-G)-Spalte (p = 0,04; Allel 173 bp) einen statistisch
signifikanten Unterschied. Bei Untersuchung der 10 Familientrios konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Interessanterweise konnte jedoch beim
Vergleichen der ménnlichen und weiblichen Kontrollen fiir die Allele 169 bp und 171 bp

statistische Signifikanz verzeichnet werden.
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1. Einleitung

1. Einleitung

Patienten mit Lippen-Kiefer-Gaumen-Segelspalten (LKGS-Spalten) waren frither weitgehend
aus der Gesellschaft ausgegrenzt. Dies war sowohl auf das duflere Erscheinungsbild als auch
auf Storungen der Nahrungsaufnahme, Sprachlautbildung und anderer Formen der sozialen
Kommunikation zurlickzufiihren. Weiterhin bestanden kaufunktionelle Schwierigkeiten bei
narbenbedingter maxilldrer Mikrognathie, welche durch frilhen Zahnverlust mit daraus
resultierender Alveolarfortsatzatrophie verstiarkt wurde.

Um derartigen Problemen entgegenwirken zu konnen und im Erwachsenenalter ein dsthetisch
und funktionell optimales Ergebnis erzielen zu konnen, miissen heute im Rahmen eines
interdisziplindren Behandlungskonzeptes wichtige Komponenten beachtet werden. Zuerst
miissen vor allem giinstige anatomische Voraussetzungen fiir eine normale morphologische
und funktionelle Entwicklung geschaffen werden. Ferner ist eine kieferorthopédische
Behandlung notwendig, um Wachstumsstdrungen und Zahnstellungsanomalien korrigieren zu
konnen. Einen weiteren Eckpfeiler im Behandlungskonzept bilden Prophylaxe und Therapie
von Horstérungen und die logopddische Betreuung. Die zahnérztliche Friihbehandlung und
Uberwachung sind ebenfalls wichtige Bestandteile des Therapieplans.

Fiir die Therapie eines Spaltpatienten ist somit ein interdisziplindres Behandlungsteam aus
Mund-Kiefer-Gesichtschirurgen, Hals-Nasen-Ohrendrzten, Phoniatern und P#daudiologen,
Kieferorthopdden und Zahnidrzten, Pédiatern sowie gegebenenfalls Kinderpsychologen
erforderlich. In den letzten Jahren wurde insbesondere von mund-kiefer-gesichtschirurgischer
und kieferorthopidischer Seite die Therapie stetig verbessert. Diese sehr aufwendige
Behandlung erstreckt sich bei einem Grofteil der Félle vom Sauglings- bis ins junge

Erwachsenenalter und fordert den Patienten und ihren Eltern viel Geduld ab.

Eine Methode, der Entstehung von LKGS-Spalten vorzubeugen, existiert bisher nicht. Dies ist
darauf zuriickzufiihren, dass die kausale Spaltgenese, insbesondere der isolierten LKGS-
Spalten, noch weitgehend unbekannt ist. Bisherigen Erkenntnissen zufolge sind sowohl
Umwelteinfliisse als auch genetische Faktoren an der Entstehung beteiligt, wobei die
genetische Komponente eine groBere Rolle zu spielen scheint. Weltweit befassen sich
zahlreiche Forschungsgruppen mit der Frage nach der kausalen Genese von isolierten LKGS-
Spalten. Thr Augenmerk gilt Genen wie TGF A, TGF B 1-3, BCL 3, DLX 2 und MSXI.
Letzteres ist auch Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Zahlreiche Tier- und Humanstudien

sprechen flir einen Zusammenhang zwischen MSX1 und LKGS-Spalten.



1. Einleitung

MSX1 befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 4 und weist einen CA-
Dinucleotid-Repeat mit vier Allelen auf, die sich um jeweils zwei Basenpaare (bp)
unterscheiden: 169, 171, 173, 175 bp (Padanilam et al. 1992). Desweiteren wurde von
Allelen mit den Basenpaarlidngen 167 (Marazita et al. 2002) und 177 berichtet (Marazita et
al. 2002, Schmidt et al. 2007).

1.1 Haufigkeit der Lippen-Kiefer-Gaumenspalten

Lippen-Kiefer-Gaumen-Segelspalten zdhlen nach dem KlumpfuB3 zu den zweithdufigsten
angeborenen Fehlbildungen des Menschen. Mit deutlichem Abstand folgen Spina bifida,
Polydaktylie und angeborene Herzfehler. Die Pravalenz in der deutschen Population betrigt
1:500. Die Spalten entstehen in 10 bis 34 % der Fille im Zusammenhang mit einer oder
mehreren weiteren Fehlbildungen in Form von Syndromen, Sequenzen oder Assoziationen.
Bisher sind etwa 250 Syndrome bekannt, bei denen Lippen-Kiefer-Gaumenspalten ein
obligates oder fakultatives Begleitsymptom darstellen. Hierzu zdhlen beispielsweise die
Pierre-Robin-Sequenz, das van-der-Woude-Syndrom oder das Goldenhar-Syndrom. Die
isolierte Form einer Lippen-Kiefer-Gaumenspalte kommt jedoch wesentlich héufiger vor,
wobei die Angaben zwischen 63 und 90 % variieren. Die Fehlbildung tritt dabei ohne
weitere, egal wie geartete, Entwicklungsstérung auf. Thre Atiologie ist noch weitgehend
unbekannt.

Totale Lippen-Kiefer-Gaumenspalten sind hédufiger beim ménnlichen Geschlecht zu
beobachten (3:2), isolierte Gaumenspalten werden dagegen héufiger bei Maédchen
verzeichnet. Man vermutet die Ursache in einer spiteren Fusion des sekunddren Gaumens

beim weiblichen Geschlecht.

1.1.1 Ursachen fiir die Haufigkeitszunahme

Statistiken ist zu entnehmen, dass sich der Anteil an Spaltfrequenzen in den letzten 100
Jahren fast verdreifacht hat. Dies ist zum einen auf die Reduktion der hohen
Sduglingssterblichkeit durch verbesserte medizinische und hygienische Verhéltnisse
zurlickzufiihren. Andererseits werden heute mehr Mikroformen und partielle Spalten in den

Statistiken erfasst als frither.



1. Einleitung

Spalttrager sind heute eher bereit, eine Familie zu griinden und ihre Erbanlagen
weiterzugeben. Auch dies ist als Folge des medizinischen Fortschritts anzusehen, der eine
fast komplette medizinische Rehabilitation ermoglicht. Wohlstandserscheinungen in den
Industrieldndern fithrten zum haufigeren Auftreten bestimmter Krankheiten, somit auch zum

vermehrten Vorkommen von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten.

1.1.2 Privalenz der nichtsyndromalen Lippen-Kiefer-Gaumenspalten in

verschiedenen Populationen

Es existieren globale und ethnische Unterschiede im auftreten von Lippen-Kiefer-
Gaumenspalten. Sowohl in der Bevolkerung der Ureinwohner Australiens, Amerikas und
Indiens als auch in der Bevdlkerung asiatischer Abstammung treten Spalten hdufiger auf.
Den geringsten Anteil an Spalttrigern findet man in Bevolkerungsgruppen afrikanischer
Herkunft. Die kaukasische Bevolkerung liegt im Mittelfeld. Wyszinski et al. (1996)
beschiftigten sich mit der Héufigkeit des Auftretens von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten in
der US-amerikanischen Bevolkerung. Bei der indianischen Population zeigte sich eine
Pravalenz von 1:278, wohingegen diese bei den Kaukasiern nur 1:850 betrug. Die negroide

Bevolkerung wies sogar nur eine Frequenz von 1:3333 auf.

1.1.3 Spielen Umwelteinfliisse eine Rolle?

Verschiedenen Studien zufolge sollen Rauchen, Alkoholkonsum und die Einnahme
verschiedener Medikamente in der frithen Schwangerschaft das Risiko fiir eine Spaltbildung
erhohen. Eine besondere Gefahr besteht am 6. Entwicklungstag (Stadium der Blastozyste),
am 14. Entwicklungstag (Primitivstreifenbildung), in der 5. Entwicklungswoche
(Extremitdtenknospungsstadium) und in der 7. Entwicklungswoche (Aufrichtung der
Gaumenplatten) (Sadler 1998). Van den Boogaard et. al (2008) untersuchten 107
Familientrios mit mindestens einem Spalttriger und 66 Kontrolltrios. Sie konnten einen
Zusammenhang zwischen Nikotinkonsum homozygoter Miitter in der Schwangerschaft und
Bildung einer Lippen-Kiefer-Gaumenspalte bei homozygoten Kindern nachweisen.
Weiterhin erhohe sich das Risiko ebenfalls, wenn homozygote Miitter nicht tdglich Vitamin

B einnehmen.



1. Einleitung

1.2 Erscheinungsformen und Klassifikation der Lippen-Kiefer-

Gaumenspalten

Je nach Zeitpunkt und Schweregrad der Entwicklungsstorung wihrend der Schwangerschaft
treten verschiedene Erscheinungsformen auf.

Eine der einfachsten Spaltformen ist die Lippenkerbe, bei der oft lediglich die Muskulatur
unterhalb der intakten Haut gespalten und nur ein Teil der Oberlippe (Lippenrot) betroffen
ist. Bei der Lippenspalte sind alle Gewebsschichten in ithrer Kontinuitdt unterbrochen und der
betroffene Bereich erstreckt sich entlang der Philtrumkante vom Lippenrot oft bis zum
Naseneingang, und der Nasenfliigel ist auf der betroffenen Seite abgeplattet und verzogen.
Lippenkerben und Lippenspalten konnen einseitig (unilateral) oder beidseitig (bilateral)
auftreten. Bei beidseitigen Lippenspalten ist das zentrale Segment der Oberlippe isoliert

(Abb. 1.1).

Abb. 1.1:

Patient mit linksseitiger Lippenkerbe und rechtsseitiger unvollstindiger Lippenspalte

(oben: prioperativ, unten: postoperativ)

(Klinik und Poliklinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie/Plastische Chirurgie der FSU Jena)

4



1. Einleitung

Zusétzlich zur Lippe kann noch der zahntragende Teil des Oberkiefers (Alveolarkamm)
betroffen sein. Die Spaltbildung erstreckt sich hier entlang der Philtrumkante und des
seitlichen Schneidezahnes des Oberkiefers. Diese Lippen-Kieferspalte kann ebenfalls ein-

oder beidseitig auftreten. Isolierte Kieferspalten treten nicht auf.

Abb. 1.2:

Patient mit doppelseitiger Lippen-Kiefer-Gaumen-Segelspalte (oben: priioperativ, unten: postoperativ)
(Klinik und Poliklinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie/Plastische Chirurgie der FSU Jena)

Bei der hiufigsten Form, der einseitigen Lippen-Kiefer-Gaumen-Segelspalte sind zusétzlich
zu Lippe und Kiefer auch noch Gaumendach und Nasenboden (harter Gaumen) sowie
Muskulatur und Weichteile des Gaumensegels mit der Uvula (weicher Gaumen) gespalten.
Die schwerwiegendste Form ist die doppelseitige Lippen-Kiefer-Gaumen-Segelspalte (Abb.
1.2). Die Nasenspitze ist oft abgeflacht, da der Nasensteg kaum noch vorhanden ist. Der
isolierte Zwischenkiefer kann je nach vorhandener Anzahl an Zahnanlagen in seiner Grof3e
variieren und wird nur von Vomer und Nasenseptum getragen. Es kann jedoch auch eine

isolierte Spaltbildung des harten und/oder weichen Gaumens auftreten (Abb. 1.3). Beim



1. Einleitung

geringsten Schweregrad tritt nur eine Spaltbildung des Zipfchens auf (uvula bifida).
Weiterhin existieren verdeckte Spalten (submukose Gaumenspalten), bei denen die

gespaltene Muskulatur durch die dariiber liegende, intakte Schleimhaut kaschiert wird.

Abb. 1.3:
Patient mit Gaumen-Segelspalte im Rahmen einer Alkoholembryopathie
(Klinik und Poliklinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie/Plastische Chirurgie der FSU Jena)

Zahlt man simtliche Spaltvarianten von den Mikroformen tiiber die partiellen Spalten bis hin
zu den doppelseitigen totalen Lippen-Kiefer-Gaumen-Segelspalten zusammen, erhdlt man

iiber 30 verschiedene Spaltformen..

An die systematische Klassifikation von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten werden von
mehreren Seiten hohe Anforderungen gestellt. Grundlagenforscher bevorzugen eine
entwicklungsgeschichtliche Einteilung, Kliniker hingegen wiinschen eine iibersichtliche und
therapieorientierte Klassifikation. Entsprechend diesen Anforderungen basieren die

bisherigen Klassifikationen je nach Fragestellung auf folgende Aspekte:

1) embryonale Entwicklung

2) anatomisch-morphologisches Erscheinungsbild

Die von Davies und Ritchi 1922 vorgeschlagene Klassifikation stiitzt sich im Wesentlichen
auf morphologische Gesichtspunkte: Die Lippen-Kiefer-Gaumenspalten werden in
praalveoldre, postalveoldre und alveoldre Spalten unterteilt. Anatomische Trennmarke

zwischen Lippen- und Gaumenspalten stellt der Processus alveolaris dar.



1. Einleitung

Veau unterteilte die Lippen-Kiefer-Gaumenspalten 1931 in vier Formen. Lippen-

Kieferspalten bleiben bei dieser Einteilung unberiicksichtigt:

I) Spalten des weichen Gaumens

II) Spalten des harten Gaumens

IIT) einseitige durchgehende Lippen-Kiefer-Gaumenspalten
IV) beidseitige durchgehende Lippen-Kiefer-Gaumenspalten

Fogh-Andersen  propagierte 1942, isolierte Gaumenspalten stellten nicht nur
entwicklungsgeschichtlich, sondern auch erblich einen besonderen Spalttyp dar. Er pladierte
fiir ein Klassifikationssystem mit nur zwei Kategorien (primédre und sekundire Spalten),

welches sich aber nicht durchsetzte.

Den Verdffentlichungen von Kernahan und Stark (1958) ist folgendes zu entnehmen:
Lippenspalten und Gaumenspalten sind voneinander unabhédngige Fehlbildungen, die zu
unterschiedlichen Zeiten der embryonalen Entwicklung entstehen. Die anatomische
Grenzmarke wird durch das Foramen incisivum gebildet. Im Gegensatz zu Fogh-Andersen

wurden die Spaltbildungen des primédren Gaumens noch unterteilt:

I) Spalten des primédren Gaumens (Lippen- und Lippen-Kieferspalten)
IT) Spalten des sekundidren Gaumens (Gaumen- und Segelspalten)

IIT) Spalten des primdren und sekunddren Gaumens

Koch fiihrte 1963 die sogenannte ,, Thallwitzer Nomenklatur* ein. Der Spaltverlauf ist hier in
vier topographische Bereiche unterteilt. Der weiche Gaumen trigt die Bezeichnung Segel
(S), alle anderen Regionen die entsprechenden Kiirzel: Lippen (L), Kiefer (K) und Gaumen
(G). Ab 1964 wurde jeder Abschnitt zusétzlich mit einer Zahl von 1 - 3 versehen, die den

Schweregrad wiedergab.

Auf dem vierten internationalen Kongress fiir plastische Chirurgie und
Wiederherstellungschirurgie in Rom 1967 einigten sich Chirurgen aus iiber 50 Landern auf
eine einheitliche Klassifikation, die auf Richtlinien von Fogh-Andersen, Kernahan und Stark

basiert. Diese setzt sich aus einer embryologischen und anatomischen Gliederung zusammen.
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Tabelle 1: Internationale Klassifikation der Lippen-Kiefer-Gaumenspalten
(4th Congress of the International Confederation for Plastic Surgery, Rom 1967)

Gruppe 1 Spaltformen des vorderen (primiren) embryonalen Gaumens

Lippe uni- und bilateral

Kiefer uni- und bilateral

Gruppe 2 Spaltformen des vorderen (priméren) und des hinteren (sekundéren) embryonalen
Gaumens

Lippe uni- und bilateral
Kiefer uni- und bilateral
harter Gaumen uni- und bilateral

weicher Gaumen median

Gruppe 3 Spaltformen des hinteren (sekunddren) embryonalen Gaumens

harter Gaumen uni- und bilateral

weicher Gaumen median

Gruppe 4 seltene Gesichtsspalten

Die International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD 10)
der Weltgesundheitsorganisationen beschrieb ein weiteres Klassifikationssystem. Dieses
bezieht sich auf die betroffenen anatomisch-topographischen Regionen: L = lip, A =
alveolus, H = hard palate, S = soft palate. Zusitzlich zu der Lokalisation konnen sdmtliche

Spaltkombinationen und Mikroformen bezeichnet werden.

1.3 Embryologie

Die Bildung einer Lippen-Kiefer-Gaumenspalte kann nur zwischen der 5. und 12.
Entwicklungswoche stattfinden. In der vierten Embryonalwoche treten die sogenannten
Kiemenbogen auf. Sie entstehen, wenn Zellen aus der Neuralleiste in die zukiinftige Kopf-
und Nackenregion einwandern. Bedeutend fiir die Entwicklung des Mittelgesichts ist das
erste Kiemenbogenpaar, welches die Anlagen der jeweils paarigen Ober- und
Unterkieferwiilste tragt. Zusétzlich zu diesen beteiligt sich der unpaare Stirnwulst an der
Mittelgesichtsentwicklung. Diese fiinf Gesichtswiilste umschlieBen in der vierten Woche die
ektodermale Mundbucht. Gegen Ende der vierten Embryonalwoche findet die
Verschmelzung der medialen Abschnitte der Unterkieferwiilste statt. Aus Thnen bilden sich
Unterkiefer und Unterlippe. Am unteren Ende des Stirnnasenwulstes tritt eine ovale
Ektodermverdichtung auf, die sogenannte Riechplakode. An deren Ridndern werden durch
Mesenchymproliferation an jeder Seite ein medialer und lateraler Nasenwulst, sowie ein

hufeisenformiger Wulst gebildet. Durch letzteren wird die Riechplakode in die Tiefe
8
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verlagert und zur Riechgrube umgewandelt. Wahrenddessen wachsen die Oberkieferwiilste
aufeinander zu und es kommt zur Vereinigung mit dem medialen Nasenwulst. In der 6. und
7. Entwicklungswoche verschmelzen die beiden medialen Nasenwiilste.

Es kommt am Grund der die Gesichtswiilste abgrenzenden Furchen zur Auflosung der
aneinander liegenden Epithelien, Mesenchymbildung und -durchwachsung, durch welche
diese Vertiefungen verbunden und nivelliert werden. Dabei bildet sich das
Zwischenkiefersegment, aus welchem das Philtrum (mittlerer Teil der Oberlippe), der
primdre Gaumen und der die Schneidezdhne tragende Teil des Oberkiefers hervorgehen.
Unterbleibt die Vereinigung der beiden Oberkieferfortsitze mit dem Nasenfortsatz, so
entsteht eine uni- oder bilaterale Lippen-Kieferspalte. Aus dem Oberkieferwulst entstehen

auBerdem die seitlichen Teile der Oberlippe, des Oberkiefers und des sekunddren Gaumens.

Riech- medialer

plakode Nasen-
wulst

Ober-

kle{er- Riech-

wulst grube

Unter-

kiefer- lateraler

wulst Nasen-
wulst

Abb. 1.4:

A) 5 Wochen alter Embryo
B) 6 Wochen alter Embryo
Die Nasenwiilste grenzen sich allméhlich vom Oberkieferwulst durch tiefe Furchen ab.
In der normalen Entwicklung kommt es im Bereich der Furchen nicht zu einer Spaltbildung.
(Aus: Thomas W. Sadler 1998. Medizinische Embryologie. Die normale menschliche Entwicklung und ihre
Fehlbildungen. Stuttgart - New York, Thieme Verlag, S. 342)
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lateraler ——
asenwulst

medialer
Nasenwulst

wulst Auge -
Unterkieter- . v
wulst Tranennasen-
furche
Philtrum
A B
Abb. 1.5:

A) 7 Wochen alter Embryo
Die Oberkieferfortsitze sind mit den medialen Nasenwiilsten verschlossen.

B) 10 Wochen alter Embryo
(Aus: Thomas W. Sadler 1998. Medizinische Embryologie. Die normale menschliche Entwicklung und ihre

Fehlbildungen. Stuttgart - New York: Thieme Verlag , S. 343)

Zwischenkiefer Zwischenkiefer mit —,  Philtrum  verschmolzene
, 4 Schneidezihnen . Gaumen-

primarer —
Gaumen

‘}L“" Oberkiefer-
fortsdtze

A B

Abb. 1.6: Bildung des priméiren Gaumens
A) Das Zwischenkiefersegment geht aus den beiden medialen Nasenwiilsten hervor.

B) Aus dem Zwischenkiefersegment.
(Aus: Thomas W. Sadler. 1998. Medizinische Embryologie. Die normale menschliche Entwicklung und ihre

Fehlbildungen. Stuttgart - New York: Thieme-Verlag, S.344)

An den medialen Enden jedes Oberkieferwulstes bilden sich in der 7. Entwicklungswoche

vertikal gestellte Gaumenfortsétze. Diese schwenken in die Horizontale und wachsen danach
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aufeinander zu. Als néchstes vereinigen sie sich mit dem unpaaren primidren Gaumen, es
bildet sich eine Epithelnaht. Dabei kommt es zu einer Epithelverklebung und zum
programmierten Tod der Epithelzellen an der Verschmelzungszone, welche anschlieend von
Mesenchymzellen durchwachsen wird. Dieser Prozess schreitet von der 8. bis zur 12.
Entwicklungswoche von vorn nach hinten fort. Der harte Gaumen entsteht aus dem vorderen
Anteil des Gaumens durch Verknocherung, aus dem hinteren Abschnitt gehen das
Gaumensegel und die Uvula hervor. Letztere wird oftmals erst postnatal vollstindig

geschlossen. Bei Stérungen dieses Prozesses bildet sich eine Gaumenspalte.

Foramen incisivum ——

m Nasenhéhle
primarer

Gaumen Nasenmuscheln

Nasenseptum
Gaumenplatte +——fs2- Verschmelzung -
der Gaumen- ¥
& platten b 3
primdrer-
Gaumen yyyly ——— .Acf
A B Cc

AbB/:oBHNnRdegsbppsliren Gaumens

B) 72 Wochen alter Embryo

C) 10 Wochen alter Embryo
(Aus: Thomas W. Sadler. 1998. Medizinische Embryologie. Die normale menschliche Entwicklung und ihre
Fehlbildungen. Stuttgart - New York: Thieme-Verlag, S.344-346)

1.4 Auf der Suche nach den verantwortlichen Genen

Seit etwa zwei Jahrzehnten befassen sich zahlreiche Forschungsgruppen mit der Frage, ob
die Entstehung von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten genetischen Ursprungs ist. Sie stiitzten
thre Untersuchungen auf eine Anzahl von Genen, wie zum Beispiel TGFA, TGFB, MSX1,
BCL3 und DLX2, von denen es Hinweise gibt, dass sie bei der Spaltentwicklung eine Rolle
spielen.

Im folgenden Abschnitt wird das MSX1-Gen, welches Gegenstand der vorliegenden Arbeit

ist, vorgestellt.

11




1. Einleitung

1.4.1 Das Kandidatengen MSX1

Das Kandidatengen MSX1 gehort zu den Homeoboxgenen. Diese nehmen wihrend der
Embryonalentwicklung eine Sonderstellung ein. Sie liefern Informationen fiir Proteine,
welche die Transkription anderer Genkomplexe regulieren (Gehring 1993). Alle
Homeoboxgene besitzen einen Bereich von 180 Basenpaaren, die Homeobox, welche fiir
einen Proteinabschnitt von 60 Aminosduren (Homeodoméne) codiert. Dieser Proteinabschnitt
formiert sich zu einem sogenannten Helix-turn-Helix-Motiv (,,Spirale-Kurve-Spirale®),
welches sich auf einen bestimmten DNA-Abschnitt nachgeschalteter Gene setzen kann.
Durch Interaktion mit anderen Zellbestandteilen schaltet es diejenigen Gene an oder aus, vor
die es sich gesetzt hat. Die Homeobox weist bei allen Tieren eine erstaunliche Ahnlichkeit
mit Werten von 60 — 80% auf. Die von der Homeobox kodierten Proteinabschnitte sind sich
jedoch noch dhnlicher. Die Antennapedia-Homeodoméne der Drosophila unterscheidet sich
beispielsweise von der homologen Homeodomédne beim Menschen (Hox-2 Cluster) nur um
eine einzige Aminosaure.

Eine Unterfamilie der Homeoboxgene stellen die sogenannten Hox-Gene dar. Sie zeichnen
sich durch besondere Sequenzeigenschaften innerhalb des Helix-turn-Helix-Motivs aus. Bei
der Drosophila ist nur ein einziger Komplex von Hox-Genen bekannt, Wirbeltiere tragen vier
dhnliche Komplexe auf vier Chromosomen. Die Komplexe tragen die Namen Hox a, Hox b,
Hox ¢, Hox d und konnen bis zu 13 Hox-Gene besitzen. Die MSX-Familie der Homeobox-
Gene umfasst MSX1 und MSX2, deren Transkripte bei der Embryonalentwicklung

verschiedener Sdugetiere eine Rolle spielen.

Es wurden bisher zahlreiche Tier- und Humanstudien zu MSX1 verdffentlicht, die sich aber
in ihren Ergebnissen unterschieden. Ein einheitlicher Zusammenhang zwischen MSX1 und

einer Spaltbildung konnte bisher nicht beschrieben werden.

1.4.2 Tierstudien zu MSX1

Satokata und Maas (1994) konnten in ihrer Studie mit transgenen Méusen, bei denen das
MSX1-Gen nicht funktionsfdhig war, erstmals die Bildung sekundirer Gaumenspalten und
weitere Fehlbildungen des Neuro- und Viscerocraniums aufzeigen.

Bei et al. (2000) fiihrten eine Studie mit MSX1-Knockout-Médusen durch, bei denen die
Zahnentwicklung zum Stillstand kam, da MSX1 fiir die Bildung des Zahnmesenchyms
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benotigt wird. Zhang et al. (2002, 2003) wiesen nach, dass MSX1 bzw. das ihm
vorgeschaltete Bmp4 durch Induktion von DIx5 und Cbfal die Bildung des
Alveolarknochens reguliert und MSX1-Mutationen sowohl die Bildung von LKGS-Spalten

als auch die Nichtanlage von Zahnen entscheidend beeinflussen.

1.4.3 Humanstudien zu MSX1

a) Kopplungsanalysen

Kopplungsanalysen werden verwendet, um herauszufinden, wie héufig sich genetische
Merkmale eines Chromosoms bei Rekombinationsereignissen getrennt haben. Unter
Rekombination versteht man die getrennte Vererbung zweier Genorte (Loci). Liegen diese
auf zwei verschiedenen Chromosomen oder weit voneinander auf demselben Chromosom, ist
eine Rekombination wahrscheinlich. Je néher sie jedoch beieinander liegen, desto
unwahrscheinlicher ist eine Trennung bei einem Rekombinationsereignis, das heifit beide
Allele werden gemeinsam weitervererbt.

Die Kopplungsanalyse bietet somit die Moglichkeit, krankheitsverursachende Gene zu
lokalisieren. Man untersucht multiplexe Familien. Hierbei handelt es sich um Familien, in
denen mehrere Generationen von der entsprechenden Erkrankung betroffen sind. Nach
Bestimmung eines genetischen Markers ist es moglich, eines seiner Allele in der

unmittelbaren Nihe des krankheitsverursachenden Gens tliberzufillig haufig nachzuweisen.

In den letzten Jahren wurden einige Kopplungsanalysen beziiglich MSX1 und LKGS-Spalten
mit unterschiedlichen Ergebnissen durchgefiihrt.

Lidral et al. (1998) konnten beispielsweise in ihrer Studie mit 194 US-Spalttragerfamilien
eine Kopplung von MSX1 zu LKGS-Spalten aufzeigen, wihrend Marazita et al. (2002) in
threr 36 chinesischen Familientrios umfassenden Analyse iiber keine signifikanten

Ergebnisse berichten konnten.

b) Assoziationsanalysen

Wesentliches Ziel einer Assoziationsanalyse ist es, krankheitsverursachende Gene im
menschlichen Genom zu lokalisieren. Im Unterschied zu Kopplungsanalysen verwendet man

Markerdaten von Personen mit einem bestimmten Krankheitsmerkmal und von
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Kontrollenpersonen, die dieses Merkmal nicht besitzen. Wéhrend einer Assoziationsanalyse
lasst sich bei Signifikanz ein Zusammenhang zwischen bestimmten Allelen und einer

Krankheit nachweisen.

Familienbasierte Assoziationsanalysen

Jugessur et al. (2003) konnten anhand 262 norwegischer Familientrios (davon 174 LK+/-G-
Spalttrager und 88 G-Spalttrager) eine Assoziation zwischen MSX1 und G-Spalttragern
nachweisen. Ganz besonders deutlich wurde diese bei G-Spaltpatienten, die beziiglich des
MSX1-CA A4 Allels homozygot waren. Fallin et al. (2003) fiihrten eine Studie mit 206
Spaltpatienten und deren Eltern durch und konnten einen Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von LKGS-Spalten und MSX1 aufzeigen. Suazo et al. (2004) untersuchten 60
chilenische Spalttragerfamilientrios und konnten ebenfalls einen Zusammenhang in der
Allelfrequenz von MSX1 und der Entstehung von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten feststellen.
Auch Wu et al. (2007) gelang dies an 129 Familientrios.

Klassische Fall-Kontroll-Studien

Lidral et al. (1997) fiihrten als eine der Ersten ecine Fall-Kontroll-Studie in der
philippinischen Bevolkerung durch, konnten allerdings keine Unterschiede in der
Allelfrequenz zwischen Spalttragern und Kontrollpersonen aufzeigen. Romitti et al. (1999)
gelang dies jedoch in ihrer US-amerikanischen Studie. Beaty et al. (2001) verglichen 171
Spalttrager mit 182 Kontrollpersonen beziiglich der Allelverteilung bei MSX1 zwischen
diesen beiden Gruppen. Es konnten ebenfalls signifikante Unterschiede nachgewiesen
werden. In der von Blanco et al. (2004) durchgefiihrten Studie wurden 56 Patienten mit
LKGS-Spalten 59 Kontrollpersonen gegeniibergestellt. Es konnte jedoch kein Beweis
gefunden werden, dass MSX1 bei der Entstehung von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten eine
Rolle spielt. Otero et al. (2007) fiihrten in Kolumbien eine Studie durch, in der sie
Unterschiede in der Allelfrequenz von MSX1 zwischen 94 Spalttragern und 93 gesunden,
unverwandten Kontrollpersonen untersuchten. Sie konnten einen Zusammenhang in der
Allelverteilung von MSX1 und der Entstehung von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten
nachweisen. Ebenso gelang dies Park et al. (2007), die 52 koreanische Spaltpatienten mit
96 Kontrollen verglichen. Zhang et al. (2008) konnten in ihrer Fall-Kontroll-Studie keine
signifikanten Abweichungen zwischen Spalttrigern und entsprechenden Kontrollen

feststellen.
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¢) Mutationsanalysen

Fiir die Durchfiihrung von Mutationsanalysen werden Studien bendtigt, bei denen zwischen
Spalttrigern und Kontrollen ein signifikanter Unterschied in der Haufigkeitsverteilung
eines bestimmten Allels ermittelt wurde. Man vermutet, dass Mutationen des
entsprechenden Allels zur Entstehung von LKGS-Spalten beitragen.

Im letzten Jahrzehnt ist es verschiedenen Forschungsgruppen gelungen, in ihren
Untersuchungen diverse Mutationen nachzuweisen. Im nachfolgenden Abschnitt sind die
neuesten erfolgreichen Mutationsanalysen dargestellt.

Lace et al. gelang es 2006 in 53 Blutproben von LKGS-Patienten 16 verschiedene DNA-
Sequenzvariationen nachzuweisen, 6 davon waren zuvor noch nicht beschrieben worden.
Tongkobpetch et al. (2006) verglichen 100 thailindische Patienten mit nichtsyndrom-
assoziierten LKGS-Spalten mit 162 gesunden Kontrollpersonen beziiglich Mutationen in
codierenden DNA-Abschnitten. Es gelang, Mutationen im MSXI1-Gen der Spalttrager
nachzuweisen, die bei den gesunden Kontrollen nicht vorhanden waren.

Zhang et al. (2008) konnten jedoch in ihrer Analyse weder bei LKGS-Patienten noch bei

gesunden Kontrollen Mutationen im MSX1-Gen feststellen.
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2. Ziel der Arbeit

Die kausale Genese von isolierten LKGS-Spalten ist weiterhin ungeklért. Derzeit geht man
von einem multifaktoriellen System mit additiver Polygenie und Schwellenwerteffekt aus,
wobei Tierversuche darauf hinweisen, dass den genetischen Faktoren der grofite Stellenwert
zukommt.

MSX1 ist ein Kandidatengen, das im Fokus zahlreicher Arbeiten steht. MSX1 ist auch
Gegenstand einer Fall-Kontroll-Studie an einem Krankengut der Klinik fiir Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie der Friedrich-Schiller-Universitiat Jena (Schmidt et al. 2007). In dieser
Studie wurden vier verschiedene Allele des CA-Dinucleotid-Repeats des MSX1-Gens mit
den Basenpaarldngen 171, 173, 175 und 177 bp identifiziert. Wéhrend drei der ermittelten
Basenpaarlingen mit den von Padanilam et al. (1992) erstmals beschriebenen
iibereinstimmten, konnte in der Arbeit das Allel 169 nicht bestimmt werden. Stattdessen
wurde das Allel 177 identifiziert. Ein signifikanter Unterschied beziiglich der
Allelhdufigkeitsverteilung zwischen Spalttragern und Kontrollpersonen wurde nicht

festgestellt.

Ziel der vorliegenden klassischen Fall-Kontroll-Studie bzw. familienbasierten Assoziations-
studie ist die Untersuchung einer weiteren Stichprobe aus dem Patientengut der Klinik fiir
Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie der Friedrich-Schiller-Universitét Jena auf das Vorliegen von
MSX1-CA-Dinucleotid-Repeats bei folgenden Fragestellungen:

1. Wie viele verschiedene Allele liegen vor?

2. Welche Basenpaarlingen lassen sich bei diesen Allelen ermitteln? Kann

hierbei das Ergebnis der Arbeit von Schmidt et al. 2007 reproduziert werden?

3. Lasst sich ein signifikanter Unterschied der Allelhdufigkeitsverteilung

zwischen Spalttragern und Kontrollpersonen erheben?
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3.1 Patientengut und Untersuchungsmaterial

Fiir die vorliegende Studie wurden 76 (36 weibliche und 40 minnliche) Patienten aus dem
Krankengut der Klinik und Poliklinik fiir Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie/Plastische
Chirurgie der Friedrich-Schiller-Universitit Jena untersucht, die sich zum Zeitpunkt der
Materialentnahme ambulant in der Spalttrigersprechstunde vorstellten bzw. stationér einer
operativen Therapie unterzogen. Es handelte sich um nicht miteinander verwandte Trager
einer isolierten Spalte. Diese entstammten iiberwiegend simplexen Familien (N = 62). Eine
multiplexe Familienanamnese fand sich bei 14 der Patienten.

Bei 10 Spalttragern war es moglich, zusitzlich genetisches Material beider biologischen
Eltern zu gewinnen, wobei diese keine Spalte aufwiesen.

Die Kontrollgruppe, die sich aus Patienten des studentischen Behandlungskurses,
Mitarbeitern und Studenten der Friedrich-Schiller-Universitit Jena oder deren Angehorigen
zusammensetzte, bestand aus 82 (38 weibliche und 44 ménnliche) gesunden und nicht
miteinander verwandten Personen. Diese wiesen keine Spaltanamnese in der Familie auf.

Alle untersuchten Personen waren deutscher Herkunft.

Nach Aufklarung iiber Gegenstand und Ziel der vorliegenden Arbeit wurde von den
Probanden bzw. von ihren Eltern das Einverstindnis zur Teilnahme in schriftlicher Form
eingeholt. AnschlieBend erfolgte die Entnahme von Mucosazellen von der Wangeninnenseite
mittels eines Wattetrdgers. Bei 10 der Spalttrdger wurden stattdessen im Rahmen einer

ohnehin anstehenden Blutentnahme ca. 2 ml venoses EDTA-Blut fiir diese Studie gewonnen.

3.2 Molekulargenetische Methoden

Die molekulargenetischen Untersuchungen wurden im Labor des rechtsmedizinischen

Institutes der Friedrich-Schiller-Universitéit Jena durchgefiihrt.
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3.2.1. DNA-Extraktion

a) DNA-Extraktion aus Blut mittels QIAmpDNA Mini Kit (50erKit) (QIAGEN GmbH,
Hilden, Deutschland)

1,2 ml Protease wurden solvent zur lysophilisierten Protease gegeben und das Ganze wurde
gemischt. Zum AW1-Puffer-Konzentrat (19 ml) wurden 25 ml absolutes Ethanol gegeben,
alles wurde gemischt und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Zum AW2-Puffer-Konzentrat (13 ml) wurden 30 ml absolutes Ethanol gegeben, das Ganze
wurde wiederum gemischt und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

AnschlieBend wurden die Blutproben auf Raumtemperatur dquilibriert und ein Heizblock
auf 56°C vorgeheizt. Der Elutionspuffer wurde auf Raumtemperatur dquilibriert und der

Lysepuffer zum Auflosen der Prézipitate auf 56°C erwarmt.

AnschlieBend gab man 20 pl Protease mit 200 pl Blut und 200 pl Lysepuffer in ein 1,5 ml-
Eppendorf-Gefd3. Das ganze wurde 15 Sekunden gevortext, bei 56°C 10 Minuten inkubiert
und anschlieend kurz anzentrifugiert.

Dann wurden 200 pl absolutes Ethanol zum Ansatz gegeben, 15 Sekunden gevortext und
kurz anzentrifugiert. Der Ansatz wurde auf eine QIAmp-Spin-Sdule gegeben, verschlossen
und 1 Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Die Sdule musste man dann in ein neues 2 ml
Sammelgefdll setzen. Dann wurde sie vorsichtig gedffnet, nach Zugabe von 500 pl Puffer
AWT1 wieder verschlossen und erneut bei 8000 rpm 1 Minute zentrifugiert. Die Sdule wurde
wiederum in ein neues Sammelgefdll gesetzt, vorsichtig gedffnet und nach Zugabe von 500
pul Puffer AW2 erneut verschlossen und bei 14000 rpm 3 Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die Séule in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefd3 gesetzt, vorsichtig gedffnet
und es wurden 200 pl Elutionspuffer dazugegeben. Das Ganze wurde 5 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend bei 8000 rpm 1 Minute zentrifugiert.

b) DNA-Extraktion aus Mundschleimhaut mittels Invisorb spin Swab Kit (250) (Invitek
GmbH, Berlin, Deutschland)

Zunidchst wurde der Elutionspuffer auf 65°C erhitzt. Ein ganzer Abrieb (Watte eines
Stabchens mit der daran haftenden DNA) wurde mit 600 ul Lysis buffer G und 20 pl

Proteinase K versetzt. Das Ganze wurde bei 65°C 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend
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wurden 300 pl Binding buffer T zu dem Ansatz gegeben und alles kurz anzentrifugiert. Der
gesamte Ansatz wurde nun auf einen Filter gegeben, es erfolgte eine 1-miniitige
Zentrifugation bei 10000 rpm.

Danach wurde der Durchfluss verworfen und es wurden 700 pl Wash buffer auf den Filter
gegeben, woran sich wiederum eine Zentrifugation von 30 Sekunden bei 10000 rpm
anschloss. Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt, der Durchfluss anschlieffend
verworfen und das Ganze erneut 2 Minuten zentrifugiert. Der Filter wurde anschlieBend in
einem neuen 1,5 ml-Eppendorf-Gefdfl mit 50 pl Elutionspuffer versehen und das Gemisch
wurde 1 Minute inkubiert. AbschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei 10000 rpm fiir 1
Minute. Der Durchfluss enthielt die gewlinschte DNA.

3.2.2 DNA-Quantifizierung mittels RT-PCR

Die Real-Time-quantitative-PCR beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) und bietet zusitzlich die Moglichkeit der Quantifizierung. Ein
Fluoreszenzfarbstoff, der dem PCR-Ansatz beigemischt ist, bindet nach jedem Zyklus
unspezifisch an doppelstringige DNA. Dabei kommt es zur Emission eines Fluoreszenz-
Signals, welches detektiert wird. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der
PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung moglich macht

In der vorliegenden Arbeit wurde das Quantifiler Human DNA Quantifikation Kit (Applied
Biosystems by life technologies, New York, NY, USA) verwendet, dem als
Qualitdtskontrollmaterial Quantifiler Human DNA Standard beigefiigt war.

Das Ansetzen der Standards ist in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Danach wurde der Mastermix angesetzt. Dieser lief3 sich aus folgendem Grundprotokoll fiir

eine Probe auf die gesamte Anzahl von Proben berechnen:

- Quantifiler Human Primer Mix / 10, 5 pl
- Quantifiler PCR reaction Mix / 12, 5 ul
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Tabelle 3.1: Ansetzen der Standards

Probe Konzentration Mischung Verdiinnungsfaktor

Standard 1 | 50,0 ng/ul 10 pl Standard 4x
30 ul TE-Puffer

Standard 2 | 16,7 ng/ul 10 pl Standard 1 3x
20 ul TE-Puffer

Standard 3 | 5,65 ng/ul 10 pl Standard 2 3x
20 ul TE-Puffer

Standard 4 | 1,85 ng/ul 10 pl Standard 3 3x
20 ul TE-Puffer

Standard 5 | 0,82 ng/pl 10 pl Standard 4 3x
20 pl TE-Puffer

Standard 6 | 0,21 ng/ul 10 pl Standard 5 3x
20 ul TE-Puffer

Standard 7 | 0,068 ng/ul 10 pl Standard 6 3x
20 ul TE-Puffer

Standard 8 | 0,023 ng/ul 10 pl Standard 7 3x
20 pl TE-Puffer

Die ersten 16 Reaktionsgefial3e

wurden fir den Standard verwendet (Standart 1 — 8

Doppelbestimmung), die letzten 4 ReaktionsgefédBe fiir die Leerwerte (Reaktion ohne DNA).

In diese 0,1 ml Reaktionsgefdle wurden nun jeweils 23 pl des Mastermixes vorgelegt und

anschliefend 2 pul DNA dazugegeben. Bei den Leerwerten wurde anstatt DNA jeweils 2 pl

Aqua ad injectabilia zupippetiert.

AnschlieBend erfolgte die software-gestiitzte Amplifikation und Auswertung der Analyse.

Die Software wurde von Applied Biosystems by life technologies, New York, NY, USA

bereitgestellt.

3.2.3 PCR-Amplifikation

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine sehr bedeutende

Methode zur Amplifizierung (Vermehrung) eines definierten DNA-Bereiches. Das Prinzip

beruht auf der zyklischen Synthese spezifischer DNA-Teile und zwar der gleichzeitigen

Vermehrung komplementirer DNA-Striange. Allerdings miissen die Sequenzen an den Enden

des gewlinschten Bereichs bekannt sein. Dies ermoglicht die Synthese von zwei kurzen

Starteroligonucleotiden, die sich an die DNA-Zielsequenz anlagern. Zur Amplifikation wird
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die sogenannte Tag-Polymerase benutzt. Dieses Enzym ist thermostabil und wird daher durch

Hitze nicht denaturiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende, von Padanilam et al. (1992) erstmals

beschriebene Primer verwendet:

Vorwirts-Primer: 5’-GGGCATGTTGATGTCTGCTGAC-3’
Riickwérts-Primer:  5’-TTAGATTGTCATCAGTCCTC-3”)

Der praktische Ablauf gestaltet sich wie folgt: Trennen der DNA in Einzelstrange durch
Erhitzung, Hybridisierung der Primer fiir die Synthese der komplementédren Nucleotidstrange

und Synthese der komplementiren DNA-Stringe durch die Taq-Polymerase.

Tabelle 3.2: Reaktionsansatz fiir PCR

Reagenzien Menge
DNA 0,3 ng
Vorwirts-Primer 2,5 ul

(5’-GGGCATGTTGATGTCTCGTGAC-3’)

Riickwérts-Primer 2,5 ul
(5’-TTAGATTGTCATCAGTCCTC-3%)

dNTPs (A,C,G,T) 1,0 ul
Tag-Polymerase 0,2 pl
BSA (bovine serum albumin) 0,5 ul
Puffer 5,0 ul
Aqua bidest. 353 ul
MgCl12 3,0 ul

Das Reagenziengemisch fiir die PCR (Tabelle 3.2) enthielt jeweils 0,3 ng des DNA-
Extraktes, 5 ul PCR-Puffer, 3 pul MgCl2, 1 ul dNTPs [Desoxyadenosin(A), -cytosin(C),
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-guanosin(G) und -thymin(T)], 0,5 ul BSA, 2,5 ul von jedem Primer (Der Riickwarts-Primer

war fluoreszenzmarkiert.), 0,2 ul Tag-Polymerase und 35,3 pl steriles Aqua bidest.

Die DNA-Proben wurden kurz anzentrifugiert. Danach wurden die Ansdtze hergestellt, das

Ganze nochmals anzentrifugiert und in den Thermocycler Biometra (Biometra GmbH,

Gottingen, Deutschland) gegeben.

Das Programm startete mit einer 3-miniitigen Erhitzung des Reaktionsgemisches auf 94°C,

um die DNA-Doppelhelix in Einzelstringe aufzutrennen. Diese dienten als Matrize fiir die

Synthese komplementirer DNA-Stringe. Es wurden danach jeweils folgende Schritte

durchlaufen:

1. Denaturierung der DNA fiir 1 Minute bei 94°C

2. I-miniitige Senkung der Temperatur auf 54°C, um die Anlagerung der Primer

an die Einzelstrdnge zu gewdhrleisten (Annealing)

3. 30 s lange Erhohung der Temperatur auf 72°C, damit die Synthese

komplementdrer DNA-Strange durch die Taqg-Polymerase durchgefiihrt

werden konnte (Elongation)

Diese Reaktion wurde insgesamt in 34 Zyklen bei exponentieller Zunahme der DNA-Menge

durchlaufen (Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Einstellungsparameter fiir PCR (34 Zyklen)

Zyklusschritt Temperatur Dauer
Denaturierung 94°C 60 sec
Annealing 54°C 60 sec
Elongation 72°C 30 sec

3.2.4 Fragmentlingenanalyse
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Um die Fragmentlangenanalyse durchfiihren zu kdnnen, wurde ein homozygoter Patient mit
bekannter Sequenz (CA-Dinucleotid-Repeat des Allels 169 bp) als Referenzwert festgelegt.

0,5 ul des PCR-Produktes wurden mit 12 pl deionisiertem Formamid und 0,5 pl eines
Langenstandards versetzt und 3 Minuten bei 95°C denaturiert. Danach wurde die
Fragmentldngenanalyse im ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems
Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Die Funktion des ABI PRISM
3130 beruht auf dem Prinzip einer Kapillarelektrophorese. Die gro8enabhingige Trennung
von fluoreszenzmakierten DNA-Molekiilen erfolgt unter Einwirkung eines Stromflusses bei
definierter Temperatur in einem polymergefiillten Kapillarrohr, nachdem zuvor eine
definierte Spannung angelegt wurde. Die DNA-Fragmente wandern gemaf3 ihrer Kettenlédnge
durch die Kapillare und emittieren nach Anregung durch einen Laser eine fiir sie spezifische
Fluoreszenz. Am Ende der Kapillare passieren sie ein Detektionsfenster, die
Fluoreszenzintensitdt wird in Daten umgewandelt. Ferner wird die Intensitit eines
Langenstandards bestimmt. Mit Hilfe dieses Standards kann die GeneScan-Software-

gestiitzte Analyse der Fragmentldngen erfolgen.

3.2.5 Sequenzanalyse

Um die genauen Basenpaarldngen feststellen zu konnen, wurde das PCR-Produkt im ABI
PRISM 3130 Genetic Analyzer stichprobenartig sequenziert.

Zuerst wurde eine Qiagen-Reinigung [QIAquick PCR-Purifikation Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden, Deutschland)] durchgefiihrt, um das PCR-Produkt von Verunreinigungen zu

befreien. Das Kit enthélt eine Qiagen-Spin-Sédule mit einer Kieselsdure-Gel-Membran.

Durch Zugabe eines Bindungspuffers, der einen pH-Wert-Indikator enthélt, kann das PCR-
Produkt an diese Membran binden. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses in der Qiagen-
Spin-Sdule mit dem fiinffachen Volumen Bindungspuffer vermischt und 2 Minuten bei
15000 U/min zentrifugiert. Der Puffer sorgt fiir optimale pH-Bedingungen, damit die DNA
an die Membran binden und stérende Zusétze entfernt werden konnen. Danach wurde der
Bindungspuffer verworfen und 750ul Elutionspuffer dazugegeben, welcher die DNA von der
Membran 16st. Das Ganze wurde erneut 2 Minuten bei 15000 U/min zentrifugiert und der
Elutionspuffer anschlieBend verworfen. Dann erfolgte wiederum eine 2-miniitige

Zentrifugation bei 15000 U/min, um die restliche Fliissigkeit zu entfernen.
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Nach der Qiagen-Reinigung erfolgte die Sequenzierreaktion, bei der Syl des gereinigten
PCR-Produktes mit 3,2 upl eines unmarkierten Sequenzierprimers und 4pl eines
Reaktionsmixes (ABI PRISM BigDye Terminator v 1.1 Cycle Sequenzing Kit) versetzt und
das ganze mit Aqua bidest. auf 20 pl aufgefiillt. Der Reaktionsansatz wurde gevortext und 1
Minute bei 13000 U/min zentrifugiert. Im Thermocycler Biometra erfolgte zunéchst eine 30
Sekunden lange Denaturierung bei 96°C, danach folgten 25 Zyklen mit jeweils 15 Sekunden
Denaturierung bei 96°C, 15 Sekunden bei 50°C und 4 Minuten bei 60°C.

Vor dem Auftragen auf den ABI PRISM 3130 wurde das Sequenzierungsprodukt mit 2 pl
Natriumacetat (pH = 4,6-5,0) und 50 pl absolutem Ethanol versetzt, das Ganze gevortext und
10 Minuten ins Eisfach gegeben, dann 25 Minuten bei 15000 U/min sedimentiert. Es erfolgte
das Abheben des Ethanols und das Waschen des Prizipitats mit 250 pl 70 %-igem Ethanols
fiir 20 Minuten bei 15000 u/min und 4°C. Das Ethanol wurde verworfen und das entstandene
Produkt in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, in 12ul Formamid aufgenommen, gevortext

und 2 Minuten bei 15000 U/min zentrifugiert.

3.3 Statistische Tests

In der Statistik versteht man unter einer Hypothese eine anhand empirischer Daten zu
priifende Annahme. Als Gegensatzpaar werden Nullhypothese (HO) und Alternativhypothese
(HA oder HI) unterschieden. Die Nullhypothese ist die Annahme iiber die
Wabhrscheinlichkeitsverteilung einer Zufallsvariabel. Die Alternativhypothese ist eine durch
Beobachtungen oder Uberlegungen begriindete Annahme oder Vermutung, die es moglich
macht, bestimmte Phdnomene zu erkldren. In der vorliegenden Studie wird nun untersucht,
ob die ermittelten Ergebnisse zufillig entstanden sind (HO) oder ob ein tatsidchlicher Effekt
vorliegt (H1). Nullhypothese und Alternativhypothese diirfen sich nicht iiberschneiden. Ziel
eines statistischen Tests ist die Verwerfung (Ablehnung) der Nullhypothese.

Man bezeichnet Unterschiede zwischen Messgroflen oder Variablen als signifikant, wenn die
Wahrscheinlichkeit, dass sie durch Zufall so zustande kommen wiirden, nur gering ist. Auch
statistisch signifikante Unterschiede konnen zufdlligen Ursprungs sein (zwischen 0 und 100
%). Der Prozentwert hingt von der Auswahl der untersuchten Messgroflen ab. Zur
Uberpriifung der Signifikanz werden statistische Tests durchgefiihrt, die eine Abschitzung
der Irrtumswahrscheinlichkeit —erlauben. Die  Irrtumswahrscheinlichkeit st  die

Wabhrscheinlichkeit, dass ein Wert auch auBlerhalb des gewdhlten Vertrauensbereiches
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zufdllig vorkommen kann. Das festzulegende Quantil der maximal zuldssigen
Irrtumswahrscheinlichkeit wird als Signifikanzniveau alpha bezeichnet. In der Regel wird es
auf alpha = 0,05 festgelegt, das heiflt, die maximal zuldssige Wahrscheinlichkeit fiir
irrtlimliches Ablehnen einer eigentlich richtigen Nullhypothese betrdgt 5 % (Fehler 1. Art).
Mit 5 %-iger Wahrscheinlichkeit treten die Ergebnisse nur aufgrund eines ungiinstigen
Zufalls auf. Ist die Wahrscheinlichkeit kleiner als das vereinbarte Signifikanzniveau, kann
HO verworfen und das Ergebnis als signifikant aufgefiihrt werden.

In der vorliegenden Studie werden der Chi-Quadrat-Test nach Pearson und, wenn notwendig,
der Exakte Test nach Fisher durchgefiihrt. Bei beiden wird jeweils noch der dazugehdrige p-
Wert ermittelt. Mit Hilfe von Chi-Quadrat-Tests werden zwei nominal oder ordinal skalierte
Merkmale (M1, M1’) anhand von beobachteten Haufigkeiten ihrer Merkmalsauspragungen
(M2, M2’) analysiert. Die Berechnung erfolgt anhand einer Kontingenztafel, in der die
jeweiligen Merkmale anhand ihrer Merkmalsauspragungen gegeniibergestellt werden. Jeder
Eintrag in diese Kreuztabelle entspricht der Anzahl Individuen, die die jeweilige
Merkmalsauspriagung aufweisen. In der letzten Spalte und untersten Zeile werden die

Randsummen notiert (Abb. 3.1).

Merkmal M2 M2’ gesamt
M1 a b atb
M1’ c d ctd

Gesamt atc b+d n=atb+c+d

Abb.3.1: Kontingenztafel fiir den Chi-Quadrat-Unabhingigkeitstest

Die beobachteten Héufigkeiten in jeder Zeile werden nun mit den bei Unabhingigkeit
erwarteten Héufigkeiten verglichen. Je grofler die Differenz, desto eher spricht dies fiir eine
Abhiéngigkeit zwischen beiden Merkmalen. Die erwarteten Héufigkeiten einer Zeile
berechnen sich aus Zeilensumme x Spaltensumme/Gesamtzahl.

Dieser Sachverhalt soll nun in einem auf die vorliegende Studie bezogenen Beispiel
verdeutlicht werden. M1 stellt hier die gesamte Spalttragergruppe, M1’ die gesamte
Kontrollgruppe dar. Es wird untersucht, wie oft ein bestimmtes Allel (hier 169 bp) vorhanden

(M2) bzw. nicht vorhanden (M2’) ist (Abb. 3.2).
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Allel 169 bp
icht
e vorhanden
vorhanden
Gesamt
Spalttragergruppe  Anzahl 66 86 152
% von Stichprobe (43,4%) (56,6%) (100,0%)
Kontrollgruppe Anzahl 80 84 164
% von Stichprobe (48,8%) (51,2%) (100,0%)
Gesamt Anzahl 146 170 316
% von Stichprobe (46,2%) (53,8%) (100,0%)

Abb.3.2:

Hiufigkeitsverteilung des Allels 169 bp bei der gesamten Spalttrigergruppe und der gesamten
Kontrollgruppe

Voraussetzung ist aber, dass die erwarteten Héufigkeiten nicht kleiner als 5 sind. Ist dies
jedoch der Fall, wird anstelle des Chi-Quadrat-Tests der Exakte Test nach Fisher verwendet.

Dieser liefert auch bei einer geringen Anzahl von Beobachtungen zuverlissige Resultate.

Der p-Wert ist eine Kennzahl zur Auswertung statistischer Tests, er steht in enger Beziehung
zum Signifikanzniveau. Der p-Wert eines Versuchsausgangs ist die Wahrscheinlichkeit, dass
ein zufdlliger Versuch bei giiltiger Nullhypothese mindestens so ausgeht wie der beobachtete
Versuch. Die Nullhypothese wird verworfen, wenn der p-Wert kleiner als das vereinbarte

Signifikanzniveau alpha ist. Das Ergebnis kann als statistisch signifikant angesehen werden.
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4. Ergebnisse

Die molekulargenetische Untersuchung ergab vier verschiedene Allele mit den
Basenpaarldngen 169, 171, 173 und 175 bp. Dieses Ergebnis stimmt mit den Untersuchungen
von Padanilam et. al. (1992) iiberein.

Ein Allel mit der Basenpaarlinge 177 konnte nicht nachgewiesen werden. Somit konnte
das Ergebnis der vorangegangenen Fall-Kontroll-Studie an einem Krankengut der Klinik
fiir Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie der Friedrich-Schiller-Universitit Jena (Schmidt et al.

2007) nicht reproduziert werden.

Klassische Fall-Kontroll-Studie

Um die Allelhdufigkeitsverteilung zwischen LKGS-Patienten und Kontrollpersonen ermitteln
zu konnen, erfolgte eine Unterteilung der Spalttrdger in ménnlich und weiblich, dazu in
Spalttrager mit totaler und partieller Spalte sowie Spalttrdger mit simplexer und multiplexer
Familienanamnese (Tabelle 4.1).

Bei Betrachtung von Allelhdufigkeiten ist die Anzahl von Kopien eines Genortes 2N und

nicht die Probandenanzahl N entscheidend.

Tabelle 4.1:
Hiufigkeitsverteilung der Allele bei Unterscheidung zwischen totalen und partiellen Spalten sowie Sx
und Mx

Gruppe Verteilung der Allele Vergleichs- Chi-Quadrat/p-Wert
gruppe

169 bp 171 bp 173 bp 175 bp 169bp 171bp 173bp 175bp

Tot.S, Sx

m (2N = 40) 23 1 10 6 K (m) 2,26/0,18 1,83/0,27 2,27/0,16 0,99/0,37
(57,5 (2,5 (25 (15 (W) 0,01/ 0,041 0031 0,041

w (2N =30) 17 1 7 5 K (w) 0,13/0,83 0,47/0,49 0,03/1 0,22/0,76
(56,7 (3,3) (23,3) (16,7

mtw (2N = 70) 40 2 17 11 K (m+w) 0,69/0,49 0,76/0,51 1,51/0,28 1,02/0,39
(57,1) (2,9) (24,3) (15,7
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Fortsetzung von Tabelle 4.1

Gruppe Verteilung der Allele Vergleichs- Chi-Quadrat/p-Wert
gruppe

169 bp 171bp 173 bp 175 bp 169bp 171bp 173bp  175bp

Part.S,Sx

m (2N = 24) 15 0 5 4 K (m) 2,82/0,11 2,35/0,2 2,63/0,15 1,13/0,29
(62,5) (0)  (20,8) (16,7) W) 0,19/0,78 1,66/0,5 0,25/0,75  0,53/0,69

w (2N =30) 17 2 8 3 K (w) 0,13/0,83 2,24/0,19 0,03/1 0,2/0,76
(56,7) (6,7) (26,7) (10)

m+w (2N = 54) 32 2 13 7 K (m+w) 1,06/0,35 0,27/0,74 1,31/0,31 0,16/0,81
(59,3) 3,7) (24,1) (13)

Alle S.Sx

m (2N = 64) 38 1 15 10 K (m) 3,87/0,07 3,77/0,08 3,92/0,06 1,52/0,31
(59,4) (1,6) (23.4) (15,6 (W) 0,09/0,86 1,17/0,35 0,04/1 0,13/0,8

w (2N = 60) 34 3 15 8 K (w) 0,21/0,73 1,59/0,32 0/1 0/1
(56,7) (5) (25) (13,3)

m+w (2N = 124) 72 4 30 18 K (m+w) 1,33/0,28 0,84/0,41 2,27/0,15 0,81/0,38
(58,1) (3,2) (24,2) (14,5

Tot.S.Mx

m (2N = 10) 6 0 1 3 K (m) 1,03/0,34 0,6/1 3,21/0,09  3,94/0,08
60)  (0) 10) (30 (W) 0,18/1 1,32/0,44 0,72/0,56  0,79/0,59

w (2N =8) 4 1 2 1 K (w) 0,33/0,71 3,9/0,18 0/1 0/1
50y (12,5) (25 (12,5

mt+w (2N = 18) 10 1 3 4 K (m+w)
(55,6) (5,6) (16,7) (22,2)

Part.S.Mx

m (2N = 6) 30 2 1 K (m) 0,11/1  0,6/1 0,07/1 0,37/0,46
(50) (0) (33,3) (16,7

(w) 0,63/0,57 1,67/0,4 0,28/1 0,74/1

w (2N =4) 1 1 2 0 K (W) 1,98/0,3 8,75/0,1 123/0,28 0,6/1
25 @) 6o O

m+w (2N =10) 4 1 4 1 K (m+w) 0,48/0,53 0,35/0,46 0,25/0,73  0,01/1
(40) (10) (40) (10)

Alle S.Mx

m (2N = 16) 9 0 3 4 K (m) 0,93/0,42 1,58/0,35 2,34/0,16 3,36/0,09
(56,3) (0) (18,8) (25) (w) 0,58/0,7 2,87/0,18 0,78/0,42 1,3/0,36

w (2N = 12) 5 2 4 1 K (W) 1,51/0,35 7,42/0,05 0,37/0,5 0,22/1
(41,7) (16,7) (33,3) (8.,3)

mt+w (2N = 28) 14 2 7 5 K (m+w) 0,01/1 0,12/0,66 0,6/0,51 1,07/0,34
50) (7,1) (25) (17,9)

Fortsetzung von Tabelle 4.1
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Gruppe Verteilung der Allele Vergleichs- Chi-Quadrat/p-Wert
gruppe

169 bp 171 bp 173 bp 175 bp 169bp 171bp 173bp 175bp

Tot.S.Sx+Mx

m (2N = 50) 29 1 11 9 K (m) 2,8/0,11 2,36/0,16 4,02/0,06 2,34/0,2
58 @  (22) (19 (W) 0,07/0,83 0,7/0,58  0,04/1  0,08/1

w (2N =38) 21 2 9 6 K (w) 0,29/0,69 1,54/0,26 0,02/1 0,08/1
(553)  (53) (23,7 (15,8)

m+w (2N = 88) 50 3 20 15 K (m+w) 0,72/0,43 0,55/0,55 2,56/0,15 1,9/0,2
56,8) (34 (22,1 (A7)

Part.S.Sx+Mx

m (2N =30) 18 0 7 5 K (m) 2,54/0,14 2,93/0,2 2,31/0,18 1,31/0,31
60) (0 (233) (16,7 (W) 0,32/0,62 2,78/0,24 0,3/0,78  0,9/0,46

w (2N =34) 18 3 10 3 K w) 0,56/0,53 3,78/0,09 0,24/0,65 0,42/0,75
(52,9) (8,8) (29.4) (8,9)

m+w (2N = 64) 36 3 17 8 K (m+w) 0,47/0,56 0,06/1 0,72/0,43 0,11/0,8

(56,3) (47) (26,6) (12,5)

Alle S.Sx+Mx

m (2N = 80) 47 1 18 14 K (m) 4,07/0,05 5,08/0,04 5,11/0,03 2,6/0,12
(58,8) (13) (22,5 (17,5 (w) 0,32/0,62 3,24/0,1 0,31/0,71 0,74/0,5

w (2N =72) 39 5 19 9 K (w) 0,61/0,5 3,01/0,11 0,04/0,86 0,01/1
(542) (6,9) (264) (12,5)

mtw (2N = 152) 8 6 37 23 K (m+w) 0,91/0,37 0,41/0,6 2,47/0,14 1,21/0,32

(56,6) (3,9) (243) (5,1)

Tot.S =totale Spalte, Part.S = partielle Spalte, K = Kontrolle, m = ménnlich, w = weiblich, Sx = simplexe
Familienanamnese, Mx = multiplexe Familienanamnese, 2N = Anzahl der Allele, bp = Basenpaare, fett
gedruckt = ermittelte Anzahl des jeweiligen Allels, (in Klammern) = prozentualer Anteil innerhalb der
untersuchten Gruppe

In einer zweiten Einteilung wurde neben Differenzierung der Geschlechter sowie simplexer
und multiplexer Familienanamnese eine Unterteilung zwischen LK(+/-G)-Spalten und G-

Spalten vorgenommen (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2:
Hiiufigkeitsverteilung der Allele bei Unterscheidung zwischen LK(+/-G)- und G-Spalten sowie fiir Sx
und Mx
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Gruppe Verteilung der Allele Vergleichsgruppe Chi-Quadrat/p-Wert

169bp 171bp 173 bp 175 bp 169bp 171 bp 173 bp 175 bp

LK(+/-G), Sx

m (2N=52) 30 1 13 8 K (m) 2,76/0,12  2,79/0,15 2,73/0,14 1,28/0,28
57,7y (1,9 (25,00 (15,4) (w) 0,25/0,68  0,04/1 0,68/0,81  0,76/0,43

w (2N=40) 21 1 9 9 K (w) 0,69/0,43  0,22/1 0,09/0,82  1,67/0,29
(52,5) (2,5 (22,5 (22,5)

m+w (2N=92) 51 2 22 17 K (m+w) 0,42/0,6 1,57/0,34  2,01/0,2  2,81/0,13
(554) (2,2) (23,9) (18,5)

G, Sx

m (2N=10) 8 0 1 1 K (m) 4,89/0,04 0,99/1 3,21/0,09  0,01/1
(80,0) (0,0) (10,0) (10,0) (w) 1,33/0,34  0,97/1 1,2/0,39 0,35/0,53

w (2N=22) 13 2 6 1 K (w) 0,02/1 3,48/0,13 0,05/0,79  1,27/0,45
(59,1) (9,1) (27,3) (4,5

mt+w (2N=32) 21 2 7 2 K (m+w) 2,23/0,18 0,03/1 1,37/0,3 0,65/0,54
(65,6) (6,3) (21,9) (6,3)

LK(+/-G), Mx

m (2N=14) 8 0 2 4 K (m) 0,95/0,39 1,39/0,6  3,14/0,13  4,42/0,06
(57,1) (0,0) (14,3) (28,6) (w) 0,69/0,68 3,06/0,16 0,87/0,62 1,22/0,36

w (2N=10) 4 2 3 1 K (w) 1,53/0,31 9,16/0,04 0,12/0,71 0,08/1
(40,0) (20,0) (30,0) (10,0)

mtw (2N=24) 12 2 5 5 K (mt+w) 0,01/1 0,31/0,64 0,83/0,47  2,47/0,16
(50,00 (8,3) (22,7) (22,7)

G, Mx

m (2N=2) 1 0 1 0 K (m) 0,037/1  0,2/1 0,11/1 0,2/1
(50,0) (0,0) (50,0) (0,0) (w) 0/1 - 0/1 -

w (2N=2) 1 0 1 0 K (w) 0,09/1 0,03/1 0,64/0,45  0,3/1
(50,0) (0,0) (50,0) (0,0)

mtw (2N=4) 2 0 2 0 K (m+w) 0/1 0,32/1 0,55/0,56  0,49/1

(50,0) (0,0) (50,0) (0,0)

LK(+/-G), Sx+Mx

m (2N=66) 38 1 15 12 K (m) 3,13/0,1  3,93/0,08 44/0.04 2,76/0,15
(57.6) (1,5 (22.7) (182) (W) 0,66/0,46 1,72/031 0,17/0,83 0/1

w (2N=50) 25 3 13 9 K () 1,34/027 2,15/03 0,021  0,55/0,46
(50,0) (6,0) (26,0) (18,0)

m+w (2N=116) 63 4 28 21 K (m+w) 0,2670,63 0,64/0,57 221/0,14 2,88/0,11

(54,3) (3.4) (24.1) (18.1)

Fortsetzung von Tabelle 4.2

Gruppe Verteilung der Allele Vergleichsgruppe Chi-Quadrat/p-Wert

169bp 171bp 173 bp 175 bp 169 bp 171 bp 173 bp 175 bp
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G, Sx+Mx

m (2N=12)

w (2N=24)

mw (2N=36)

9 0 2 1
(75,0) (0,00 (16,7) (8,3)
14 2 7 1
(583) (O, (29.2) 4.2
23 2 9 2
(63,9) (5,6) (25,0) (5.6)

K (m)

K (w)

K (m+w)

W)

4,23/0,07 1,19/0,59 2,21/0,2  0/1
0,96/0,47 1,06/0,54 0,67/0,69 0,27/1
0,04/1 3,48//0,13 0,17/0,79 1,51/0,29

1,9170,2 0/1 0,74/0,43  0,97/0,54

LK(+/-G) = Lippenkieferspalte mit/ohne Gaumenspalte, G = isolierte Gaumenspalte, K = Kontrolle, m =
ménnlich, w = weiblich, Sx = simplexe Familienanamnese, Mx = multiplexe Familienanamnese, 2N =
Anzahl der Allele, bp = Basenpaare, fett gedruckt = ermittelte Anzahl des jeweiligen Allels, (in

Klammern) = prozentualer Anteil innerhalb der untersuchten Gruppe

In Tabelle 4.3 ist die Haufigkeitsverteilung der Allele getrennt nach Geschlecht fiir die

Kontrollgruppe dargestellt.

Tabelle 4.3 Hiufigkeitsverteilung der Allele bei der Kontrollgruppe

Gruppe Verteilung der Allele Vergleichsgruppe Chi-Quadrat/p-Wert

169bp 171bp 173bp 175bp 169bp 171bp  173bp 175bp

Kontrolle

m (2N=88) 38 8 34 8 K (w) 4,91/0,03 4,75/0,04 3,47/0,07 0,69/0,46
4320 OH (86 1

w (2N=76) 46 1 19 10 - - - - -
(60,5 (1,3)  (250) (13,2

m+w (2N=164) 84 9 53 18 ) ) ' ) '
(51,2) (5.5 (32,2) (11,0)

K = Kontrolle, m = ménnlich, w = weiblich, 2N = Anzahl der Allele, bp =Basenpaare, fett gedruckt =
ermittelte Anzahl des jeweiligen Allels, (in Klammern) = prozentualer Anteil innerhalb der untersuchten

Gruppe

Basierend auf den o. g. Einteilungen wurden alle Spalttrdger mit allen ménnlichen bzw.

weiblichen Kontrollpersonen beziiglich der Allelhdufigkeiten verglichen. Weiterhin wurde

ein Vergleich zwischen den mannlichen und weiblichen Probanden innerhalb der Spalttréger-

bzw. Kontrollgruppe angestellt, um auch hier einen ggf. vorhandenen Unterschied der

Allelhdufigkeitsverteilung zwischen beiden Geschlechtern der jeweiligen Gruppe zu

ermitteln.

Das Allel 169 bp ist bei Betrachtung der gesamten Spalttrigergruppe mit 56,6 % am
héufigsten vertreten. Dann folgt Allel 173 bp mit 24,3 %. Die Allele 171 bp und 175 bp sind
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bei 3,9 % bzw. 15,1 % der untersuchten Spalttrdger nachweisbar. Bei der Kontrollgruppe
kommt Allel 169 bp mit 51,2 % ebenfalls am haufigsten vor, gefolgt von Allel 173 bp mit
32,3 %, Allel 175 mit 11 % und Allel 171 mit 5,5 %. Es ldsst sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der gesamten Spalttragergruppe und der gesamten Kontrollgruppe

beziiglich der Allelhdufigkeitsverteilung nachweisen (p = 0,37; 0,6; 0,14; 0,32).

Anders verhilt es sich jedoch bei Untersuchung aller mannlichen Spalttrager. Allel 171 bp ist
hier nur mit 1,3 % vertreten, bei den ménnlichen Kontrollen jedoch mit 9,1 %. Es besteht
somit ein signifikanter Unterschied (p = 0,04). Die prozentuale Verteilung fiir das Allel 173
bp betrdgt bei den ménnlichen Spalttragern 22,5 %, bei den Kontrollen 38,6 %. Fiir den p-
Wert ergibt sich 0,03, das heilit auch hier besteht ein signifikanter Unterschied.

Betrachtet man die Untergruppen, lassen sich bei den méinnlichen Trigern einer G-Spalte mit
simplexer Familienanamnese fiir das Allel 169 bp, bei den weiblichen Probanden mit LK(+/-
G)-Spalten mit multiplexer Familienanamnese fiir das Allel 171 bp und bei allen mannlichen
Patienten mit LK(+/-G)-Spalte fiir das Allel 173 bp beim Vergleich mit der jeweiligen
Kontrollgruppe signifikante Unterschiede in der Allelhdufigkeitsverteilung nachweisen (p =
0,04).

Bei den Einteilungen nach totalen und partiellen Spalten lassen sich jedoch keine
Unterschiede feststellen. Auch zwischen weiblichen und ménnlichen Spalttrdgern liegt keine

signifikante Abweichung vor.

Vergleicht man jedoch die weiblichen und ménnlichen Kontrollpersonen, ist das Allel 171 bp
bei den méinnlichen Kontrollen achtmal (9,1 %), bei den weiblichen Probanden hingegen nur
einmal (1,3 %) vertreten. Es ergibt sich ein p-Wert von 0,03. Auch bei Allel 169 bp
unterscheiden sich die Haufigkeitsverteilungen (43,2 %; bzw. 60,5 %) bei médnnlichen und

weiblichen Kontrollen signifikant (p = 0,04).

Familienbasierte Assoziationsstudie

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, beteiligten sich an dieser Studie 10
Familientrios (Vater, Mutter und betroffenes Kind). Im Unterschied zur bereits
beschriebenen Fall-Kontroll-Studie besteht hier die Kontrollgruppe nicht aus unverwandten
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Individuen, sondern aus den von den Eltern nicht an die betroffenen Kinder weitergegebenen

Allelen. Das Ergebnis ist in Tabelle 4.4 dargestellt.

Tabelle 4.4: Ergebnis der analysierten Familientrios

Gruppe Anzahl der Allele Vergleichsgruppe Chi-Quadrat/p-Wert

169bp 171bp 173bp 175bp 169bp 171bp 173bp 175bp

SP (2N =20) 13 0 4 3 K 0,11/1  1,03/1 0/1 1,11/0,61
65 (0 (20 (15

K (2N =20) 14 1 4 1 - - . - -
70 () @0 (%)

SP+K (2N=40) 27 1 8 4 ) i
(67,5) (2,5) (20) (10)

SP = Spalttrager, K = Kontrollen, 2N = Anzahl der Allele, bp = Basenpaare, fett gedruckt = ermittelte Anzahl des
jeweiligen Allels, (in Klammern) = prozentualer Anteil innerhalb der untersuchten Gruppe

Tabelle 4.4 zeigt, dass keine Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung zwischen Spalten und

Kontrollen bestehen. Das heif3t, es wird kein bestimmtes Allel gehduft von den Eltern an die

betroffenen Kinder weitergegeben.
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5. Diskussion

5.1 Die Kandidatengene

Wie in den vorangegangenen Abschnitten bereits erwéhnt, handelt es sich bei MSX1 um
eines von insgesamt 54 untersuchten Kandidatengenen, die fiir einen Zusammenhang mit
LKGS-Spalten in Betracht gezogen werden.

Tabelle 5.1 zeigt eine Auflistung aller bisher in der Literatur beschriebenen Kandidatengene.

Tab. 5.1: Auflistung aller bisher beschriebenen Kandidatengene
(Tab. wurde zur Verfiigung gestellt von Dr. Michelle Schmidt, Klinik fiir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie / Plastische Chirurgie Jena)

Kandidatengen Lokalisation Kandidatengen Lokalsation
ABL1 9q34.1 EGFR pi12
APOC2 EN2 7q36

BCL2 18213 ER 6q24 27
BCL3 19q13.1 F13A 6p2524
CMYC 8q24.12 GABRB3 15q112 -q12
COL2A1 12q12q132 GATA185H

COL9A1 16q GRL 5q11.13
COL11A1 1p21 HOX2B 17q21-2
COL11A2 6p212 HOX2F 17q21-22
CRTL1 5q15-14 HOX2G 17q21-22
CRTM 1p35 HRAS 11p

DLX2 HXB 9q32-34
D2S443 2p13 IGF2 11p
D4S175 4q31 MSX1 (HOX7) 4p16.1-163
D45192 4q31 MSX2 (HOX8) 5q35
D45194 4q31 MTHFR

D6S89 6p23 OFC1 6p24.3
D6S105 6p OFC2 2p13-p14
D65109 6p PVRL1 119.23
D14561 RARA 17q211
D175250 TCTE 6p
D175579 17q21 TGFa 2p13
D19549 TGFB1 19131
D195178 19q TGFg2 141
D195574 19q TGFB3 14924
EDN1 VIM 10p13
EGF 4q25 YAC 6p24.3
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Bei dieser langen Liste stellt sich natiirlich die Frage nach Gemeinsamkeiten der
aufgezeigten Gene. Allgemein ist zu sagen, dass die aufgelisteten Kandidatengene als
Liganden entweder direkt oder auch {iiber Signalkaskaden ein weites Spektrum zellulédrer
Funktionen wie Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zelladhésion, Zellmigration, aber auch

Apoptosevorginge, regulieren (Abb. 5.1).

. Liganden .
P L 4

extrazellulire Domane |

Zellmembran

intrazellulare Domane

Zellproliferation _
Zelldifferenzierung _ »

Gentranskription

Zelladhasion —

Zellmigration —

Apoplose < | SM = Signalmolekal

Abb. 5.1:

Schematische Darstellung direkter und indirekter Ligandenfunktionen

(Abb. wurde zur Verfiigung gestellt von Dr. Michelle Schmidt, Klinik fiir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie/ Plastische Chirurgie Jena)

Dies sind Faktoren, die u. a. im Rahmen der Gesichtsentwicklung die Ausbildung und
anschliefende Auflosung der Hochstetter’schen Epithelmauer und damit im entsprechenden

Embryonalstadium die Fusionsvorgidnge der entsprechenden Gesichtsfortsitze bedingen

(Abb. 5.2).
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Abb. 5.2:
Entstehung und Auflésung der Hochstetter 'schen Epithelmauer
(Cox TC. Taking it to the max: The genetic and developmental mechanisms coordinating midfacial

morphogenesis and dismorphology. Clin.Genet. 2004; 65: 163-176)

5.2 Klassische Fall-Kontroll-Studie und familienbasierte Assoziations-

studie: Vor- und Nachteile

Fiir die vorliegende Arbeit entschieden wir uns, zusédtzlich zu einer klassischen Fall-Kontroll-
Studie mit unverwandten Probanden, eine familienbasierte Assoziationsstudie
durchzufiihren. Der Vorteil dieser Studienvariante besteht darin, dass Patienten und
Kontrollen einer genetisch einheitlichen Population entstammen. Fiihrt man
Assoziationsstudien mit Patienten und Kontrollen aus verschiedenen Populationen durch,

konnen die einzelnen Populationen unterschiedliche Markerallele aufweisen und es konnen

falsch positive Assoziationen entstehen.
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Trotz dieses Vorteils der familienbasierten Assoziationsstudie gegeniiber der klassischen
Fall-Kontroll-Studie erwies sich ihre Durchfithrung als schwierig, da die bendtigten
Probanden (Vater, Mutter und betroffenes Kind) wihrend des Zeitraumes nur in dulerst
geringer Zahl vorhanden waren. Die Griinde hierfiir lagen darin, dass die Spalttrigergruppe
einerseits aus erwachsenen Patienten bestand, die ohne ihre Eltern in der
Spalttragersprechstunde bzw. zur stationdren Aufnahme in der Klinik erschienen. Bei den
restlichen Patienten war es aufgrund einer vorliegenden Scheidungs- bzw.
Trennungssituation oder Berufstdtigkeit eines Elternteils meistens nicht moglich, von beiden
Eltern DNA-Proben zu gewinnen. Héufig handelte es sich auch um Adoptiv- bzw.
Pflegekinder oder Patienten mit unbekannter Vaterschaft. Zudem wurden fiir die Studie keine
entsprechenden Tests (z. B. Vaterschaftstest), die eine biologische Familienschaft beweisen,

durchgefiihrt.

5.3 Anzahl und Basenpaarlinge der ermittelten Allele

Padanilam et al. berichteten 1992 erstmals tiber die Identifizierung und Charakterisierung
eines CA-Dinucleotid-Repeats in einem nichtkodierenden DNA-Abschnitt. Die Erstellung
spezieller Primer ermdglichte eine Amplifikation der entsprechenden DNA-Abschnitte.
Durch Genotypisierung des CA-Dinucleotid-Repeats konnten vier verschiedene Allele
nachgewiesen werden, die sich um jeweils zwei Basenpaare unterschieden: 169, 171, 173
und 175 bp. In den nachfolgenden Jahren fiihrten verschiedene Arbeitsgruppen zahlreiche
Studien  (Kopplungs-,  Assoziations- und  Mutationsanalysen)  beziiglich  der
Haufigkeitsverteilung der vier von Padanilam et al. (1992) beschriebenen Allele durch. In
einigen Analysen wurde die Haufigkeitsverteilung dieser Allele bei Spalttrigern und
gesunden Kontrollpersonen dargestellt (Blanco et al. 1998, 2001, 2004). Tritt ein Allel bei
der Spalttragergruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe gehduft bzw. weniger gehduft auf,
konnte auf eine Mitbeteiligung dieses Allels bei der Spaltbildung geschlossen werden.
Blanco et al. (1998, 2001) konnten in zwei ihrer Studien signifikante Unterschiede zwischen
Spalttragern und Kontrollen aufzeigen. In diesen Analysen stimmten die ermittelten
Basenpaarldngen mit denen von Padanilam et al. (1992) tiberein (169, 171, 173, 175 bp).

Basierend auf diesen Untersuchungen entschieden sich Schmidt et al.(2007) erstmalig eine
Assoziationsanalyse fiir eine deutsche Population durchzufiihren. Die Spalttriagerstichprobe

entstammte dem Krankengut der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie der
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Friedrich-Schiller-Universitit Jena. Es handelte sich um eine klassische Fall-Kontroll-Studie,
in der zunéchst die Allelanzahl des Ca-Dinucleotid-Repeats ermittelt wurde. AnschlieBend
wurde nach Bestimmung der Allelverteilung untersucht, ob signifikante Unterschiede in der
Allelhédufigkeitsverteilung zwischen Spalttragern und gesunden Kontrollpersonen vorliegen.
Die Analyse ergab ebenfalls vier verschiedene Allele, anstatt der oben beschriebenen
Basenpaarldngen von 169, 171, 173 und 175 resultierten jedoch Basenpaarldngen von 171,
173, 175 und 177.

In der vorliegenden Studie konnten, wie zuvor von Padanilam et al. (1992) beschrieben, vier
verschiedene Allele mit den Basenpaarldngen 169, 171, 173 und 175 ermittelt werden. Das
Ergebnis von Schmidt et al. (2007) konnte somit nicht reproduziert werden.

Ein Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse konnten systematische Fehler, wie z.B. Eich-
und /oder Funktionsfehler der Analysegerite sein. Dies ist jedoch wenig wahrscheinlich, da
beide Analysen im Genlabor des rechtsmedizinischen Instituts der FSU Jena stattfanden.
Dort werden die Geréte regelmiBig kontrolliert und neu geeicht.

Weiterhin entstammten die Probanden beider Studien derselben Population. Es wurden
ausschlieBlich deutsche Spalttriger und Kontrollpersonen untersucht, die aus Thiiringen,
Sachsen, Sachsen-Anhalt und Hessen stammten. Die oben beschriebenen Populationseffekte
sind also auszuschlieBen. AuBlerdem ist anzumerken, dass sowohl Padanilam et al. (1992) als
auch Blanco et al. (1998, 2001, 2004) die gleichen Basenpaarlingen erzielten wie die
vorliegende Analyse, obwohl ihre Stichproben aus den USA bzw. aus Chile stammten.
Sowohl Schmidt et al. (2007) als auch wir fiihrten Amplifikation und Fragmentlangenanalyse
nach dem Protokoll von Padanilam et al. (1992) durch. Schmidt et al. (2007) verwendeten
fiir die Fragmentlangenanalyse allerdings den ABI PRISM 310, wéhrend fiir unsere Analyse
das Nachfolgegerit ABI PRISM 3130 benutzt wurde. Moglicherweise konnte hier die
Ursache fiir die divergierenden Ergebnisse liegen, die Wahrscheinlichkeit ist jedoch gering.
In der vorliegenden Studie wurden die Proben mehrmals den oben beschriebenen
Untersuchungen unterzogen, wobei sich immer die selben Basenpaarlingen von 169, 171,
173 und 175 ergaben. Auch die Proben von Schmidt et al. (2007) wurden in einem Zeitraum
von elf Monaten mehrfach untersucht, die anfangs bestimmten Basenpaarldngen von 171,
173, 175 und 177 anderten sich nicht.

Als weitere Fehlerquelle sind fehlerhafte Primer in Betracht zu ziehen. In der vorliegenden
Arbeit wurden wie zuvor bei Schmidt et al. (2007) Primer der Firma QIAGEN (Hilden,
Deutschland) verwendet, diese entsprachen den von Padanilam et al. (1992) beschriebenen

Primern  (vorwirts  5’-GGGCATGTTGATGTCTGCTGAC-3" und rickwirts  5°-
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TTAGATTGTCATCAGTCCTC-3’). Durch die von uns durchgefiihrte Sequenzanalyse der
zu den Primern komplementdren DNA-Abschnitten konnen indirekt Fehler in der

Basenabfolge der verwendeten Primer ausgeschlossen werden.

AbschlieBend lisst sich zusammenfassen, dass aufgrund der Ubereinstimmung der hier
ermittelten Basenpaarldngen mit den Ergebnissen der Erstbeschreiber Padanilam et al. (1992)
und nachfolgender Studien davon auszugehen ist, dass es sich hierbei um die tatsdchlich
vorliegenden Basenpaarldngen handelt. Vor dem Hintergrund, dass die Studienbedingungen
bei Schmidt et al. (2007), abgesehen vom Analysegerit, analog zu denen der vorliegenden
Arbeit waren, scheint ein systematischer Fehler bei Schmidt et al. (2007) unwahrscheinlich,

lasst sich jedoch nicht sicher ausschlieB3en.

5.4 Haufigkeitsverteilung der ermittelten Allele

In der vorliegenden Arbeit wurden 76 nicht miteinander verwandte Spalttrager (m = 40, w =
36) und 82 gesunde, ebenfalls nicht miteinander verwandte Kontrollpersonen (m = 44, w =
38) untersucht. Beim Vergleich der gesamten ménnlichen Spalttrager mit den ménnlichen
Kontrollen ergaben sich fiir die Allele 171 und 173 bp signifikante Unterschiede in der
Allelhaufigkeitsverteilung (p = 0,04 bzw. 0,03). Allel 171 bp war bei der Spalttragergruppe
nur einmal (1,3 %), in der Kontrollgruppe dagegen achtmal (9,1 %) vertreten. Allel 173 bp
kam in der Kontrollgruppe fast doppelt so hdufig vor (34 mal, 38,6 %) wie in der
Spalttragergruppe (18 mal, 22,5 %).

In einer von Blanco et al. 1998 durchgefiihrten Analyse wurden 73 Probanden mit einer
nichtsyndromalen LKGS-Spalte 77 nichtverwandten Kontrollpersonen gegeniibergestellt.
Zusitzlich wurden in dieser Studie 127 gesunde Verwandte der Spalttrager untersucht. Beim
Vergleich der ménnlichen Spalttrager (multiplexe Familienanamnese) mit den ménnlichen
Kontrollpersonen konnten von den vier ermittelten Allelen (169 bp, 171bp, 173 bp und175
bp) bei zwei Allelen signifikante Unterschiede festgestellt werden, es handelte sich ebenfalls
um das Allel 173 bp sowie um das Allel 169 bp. Weiterhin bestand bei diesen Allelen
zwischen den gesunden minnlichen Verwandten der Spalttriger und den ménnlichen
Kontrollen eine statistische Signifikanz. Stellte man die weiblichen Kontrollpersonen den
gesunden weiblichen Verwandten gegeniiber, ergab sich fiir die Allele 169 bp und 175 bp ein
signifikanter Unterschied in der Allelhdufigkeitsverteilung.

39



5. Diskussion

2001 veroffentlichten Blanco et al. eine weitere Studie, in der sie wiederum 73 Patienten mit
einer nichtsyndrom-assoziierten LKGS-Spalte und 77 gesunde Kontrollpersonen
untersuchten. Auch hier zeigten sich signifikante Unterschiede in der Verteilung des Allels
173 bp, die bei Gegeniiberstellung der minnlichen Spaltpatienten mit multiplexer
Familienanamnese und der ménnlichen Kontrollen besonders deutlich hervortraten.

In der vorliegenden Studie kamen in noch zwei weiteren Untergruppen mit méannlichen
Probanden statistische Signifikanzen vor, es handelte sich zum einen um
Gaumenspaltpatienten mit simplexer Familienanamnese (Allel 169 bp), zum anderen um
Trager einer LK(+/-G)-Spalte (Allel 173 bp). Im vergleich zur minnlichen Kontrollgruppe
lie} sich in beiden Féllen ein Unterschied in der Haufigkeitsverteilung der entsprechenden
Allele nachweisen.

Fiir die gesamten weiblichen Patienten konnte in Bezug auf die weibliche Kontrollgruppe
kein statistisch signifikantes Ergebnis erzielt werden. Bei den weiblichen Probanden konnte
nur in einer Untergruppe ein Unterschied in der Haufigkeitsverteilung nachgewiesen werden.
Es handelte sich hierbei um Tréigerinnen einer LK(+/-G)-Spalte. Verglichen mit den
weiblichen Kontrollen ergab sich hier fiir das Allel 171 bp ein Wert von 0,04.

In der zuvor erlauterten Studie von Schmidt et al.(2007) konnte von den vier ermittelten
Allelen (171 bp, 173 bp, 175 bp und 177 bp) weder fiir das Allel 171 bp noch fiir das Allel
173 bp in einer der Untergruppen ein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten
Spalttrdgern und denn Kontrollen beziiglich der Allelhdufigkeitsverteilung festgestellt
werden. Lediglich fiir das Allel 175 bp konnte in einer Untergruppe statistische Signifikanz
nachgewiesen werden, allerdings handelte es sich um den Vergleich von méinnlichen und
weiblichen Spalttragern.

In der vorliegenden Studie konnte fiir das Allel 175 bp in keiner Untergruppe ein
Haufigkeitsunterschied beziiglich der Allelverteilung festgestellt werden. Da das von
Schmidt et al. (2007) beschriebene Allel 177 bp in unserer Arbeit nicht ermittelt wurde, kann

fiir dieses Markerallel auch keine Ergebnisdiskussion erfolgen.

Weiterhin konnte in unserer Arbeit auch innerhalb der Kontrollgruppe ein signifikanter
Unterschied aufgezeigt werden. Fiir die Allele 169 bp und 171 bp wurde ein p-Wert von 0,03
bzw.0,04 bestimmt. Weder bei Schmidt et al. (2007) noch bei anderen Assoziationsanalysen
konnte iiber eine Abweichung zwischen weiblichen und ménnlichen Kontrollen berichtet
werden. Da aber diese Studien eine relativ kleine Anzahl von Probanden umfassen (hier 82

Kontrollen), konnte die hier ermittelte Abweichung zufalligen Ursprungs sein.
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Bei Untersuchung der 10 Familientrios konnte kein signifikanter Unterschied in der
Allelhaufigkeitsverteilung bestimmt werden. Allerdings stellt sich die Frage, ob dieses
Ergebnis aufgrund der &uBerst geringen Probandenzahl von entscheidender Bedeutung ist.
Familienbasierte Assoziationsstudien, bei denen ein positives Ergebnis zu verzeichnen ist,
umfassten eine wesentlich groBere Anzahl von Probanden, wie z.B. Fallin et al. (2003), an

deren Studie sich 206 Patienten beteiligten oder Wu et al. (2007), deren Studie 129

Familientrios umfasste.

In Tabelle 5.2 sind alle Kandidatengenstudien im Zeitraum zwischen 1995 und 2010
zusammengefasst, in denen ein Zusammenhang zwischen nicht-syndromassoziierten LKGS-

Spalten und MSX1 untersucht wurde. Es konnte kein einheitliches Ergebnis beschrieben

werden.

Tabelle 5.2:

Kandidatengenstudien zu MSX1 im Zeitraum zwischen 1995 und 2010

Lokalisation = Autor Jahr Population Studiendesign
Kopplung Fall-Kontroll Familientrios Mutation

4pl6.1 —16.3 Steinetal. 1995  USA,England )

Lidral etal. 1997 Philippinen )

Blanco etal. 1998  Chile )

Blanco etal. 1998  Chile )

Hwangetal. 1998 USA )

Lidraletal. 1998 USA ) )
Romitti etal. 1999  USA (+)

Beaty etal. 2001 USA (+)

Blanco etal. 2001  Chile )

Mitchell et al. 2001  Dénemark )

Beaty etal. 2002 USA ) )]

Hechtetal. 2002  diverse )

Marazita et al. 2002  China ) (-)

Scapoli etal. 2002 Italien ) -)

Fallinetal. 2003 USA ()

Jezewski etal. 2003  diverse ()
Jugessur etal. 2003  Norwegen )
Koilinen et al. 2003  Finnland (+) )
Vieira etal. 2003  Siidamerika )
Blancoetal. 2004  Chile (-)

Fortsetzung von Tabelle 5.2
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Lokalisation Autor Jahr  Population Studiendesign
Kopplung Fall-Kontroll Familientrios Mutation
4pl16.1 -16.3 Field et al. 2004  Indien Q) )
Suazo et al. 2004  Chile )
Suzuki et al. 2004  Vietnam ) Q)
Vieira et al. 2004  Chile ()
Vieira et al. 2005 USA )
Lace et al. 2006  Lettland H
Modesto et al. 2006 USA )
Tongkopetch et al. 2006  Thailand (+)
Otero et al. 2007  Kolumbien )
Park et al. 2007 Korea )
Schmidt et al. 2007  Deutschland )
van den Boogaard 2007  diverse ) S
Wu et al. 2007  China ()
Zhang et al. 2008  China )
Ingersoll etal. 2010  diverse () (@)

(+) = signifikante Ergebnisse
(-) = keine signifikanten Ergebnisse

5.5 Schlussfolgerung

An der Aufkldrung der kausalen Genese der LKGS-Spalten versuchten sich bisher weltweit
zahlreiche Forschungsgruppen. Einigen davon ist es gelungen, signifikante Ergebnisse zu
erzielen, jedoch weichen diese zum Teil sehr stark voneinander ab. Zur eindeutigen Klérung
der Entstehungsursache von LKGS-Spalten reichten sie nicht aus. Fiir die Divergenzen der
einzelnen Ergebnisse werden unter anderem Populationseffekte verantwortlich gemacht,
jedoch sind auch bei Studien, die in derselben Population durchgefiihrt wurden, die
Ergebnisse nicht einheitlich. Als Beispiel ist die vorliegende Studie zu nennen. Das Ergebnis
von Schmidt et al. (2007) konnte nicht reproduziert werden, obwohl beide Analysen in
derselben Population durchgefiihrt wurden. In der vorliegenden Studie gelang es, die Anzahl
und Basenpaarlingen der Allele der Erstbeschreiber Padanilam et al. (1992) zu
reproduzieren. Das Ergebnis von Schmidt et al. (2007) konnte, wie schon erwihnt, nicht
nachvollzogen werden. Ob damals gegebenenfalls ein systematischer Fehler vorlag, 1dsst sich
nicht mit Sicherheit sagen. Um diese Frage zu beantworten, miissten die damaligen Proben
nochmals untersucht werden.

Die in der ermittelten Abweichungen in den Allel-

vorliegenden  Analyse

haufigkeitsverteilungen konnten tatsdchlich ein Hinweis auf eine Rolle von MSXI1 in der

42




5. Diskussion

Spaltgenese sein. Besonders gilt dies fiir die méinnlichen Spalttrdger, bei denen auch in
vorherigen Studien vor allem fiir das Allel 173 bp signifikante Ergebnisse erzielt wurden.

Da sich die hier aufgefiihrten Analysen jedoch alleinig auf MSXI1 als
Untersuchungsgegenstand ~ stiitzten, sind weiterfilhrende Untersuchungen fiir eine
vollstindige Aufkldrung notwendig. Sinnhafte Ansdtze fiir zukiinftige Studien sind
Stichprobenpooling, Paralleluntersuchungen mehrerer Gene mit Beleuchtung von Gen-
Umwelt- und Gen-Gen-Interaktionen sowie Anwendung verschiedener sich ergidnzender

Methoden.
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