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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Zum besseren Verstandnis und Behandlung der Netzhautdystrophien stellen
sich drei wichtige Aufgaben an die Forschung: Zum einen missen die Gene
identifiziert und charakterisiert werden, deren Mutationen fur dieses
Krankheitsbild ursachlich sind. Zum zweiten gilt es zu verstehen, wie
Mutationen in diesen Genen letztendlich zum Untergang der
Photorezeptorzellen im Verlauf der Krankheit fihren. Die dritte Aufgabe ist es
wirksame Therapien gegen die Krankheit zu finden, die zur Pravention,
Milderung des Verlaufes oder gar Heilung taugen.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der grundlegenden ersten der erwdhnten
Aufgaben. Es wird das Gen RLBP1, welches fir das Retinaldehyd bindende
Protein codiert, auf Sequenzverdnderungen untersucht, die mit der
autosomal rezessiv vererbten Krankheit Retinitis pigmentosa in

Zusammenhang stehen kénnten.

1.1 Biologische Grundlagen
1.1.1 Aufbau und Funktion der Retina

In der Embryonalphase wéachst aus den Zellen des vorderen Medullarrohres
die primare Augenblase als paariges Organ hervor. Die distale Wand stilpt
sich ein und bildet dadurch die sekundare Augenblase. Ihr Stiel wird zum
Sehnerv, die innere, eingestllpte Zelllage zur sensorischen Netzhaut und die
aul3ere Zelllage zum retinalen Pigmentepithel [43]. Die Netzhaut besteht aus
drei hintereinander geschalteten Neuronen und kann histologisch in sieben
Schichten eingeteilt werden (vgl. Abb.1). Dem Pigmentepithel anliegend
finden sich die Photorezeptorzellen (Rezeptorschicht), die zentral in der
Macula densa gelegenen Zapfen und die in der Peripherie angeordneten
Stabchen, die das erste Neuron darstellen und deren Zellkerne der zweiten
histologischen Schicht (auf3ere Kérnerschicht) entsprechen. Die zweite Reihe

der Neuronen beinhaltet die bipolaren Zellen, deren Fortsatze die Signale
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aus der Rezeptorschicht empfangen und an die Ganglienzellen (drittes
Neuron) weiterleiten. Histologisch stellen sie die &ul3ere plexiforme (distale
Dendriten), die innere Kdrner- (Perikarya) und die innere plexiforme Schicht
(proximale Dendriten) dar. Das dritte Neuron sind die Ganglienzellen
(Ganglienzellschicht), deren Axone die Netzhaut zum Glaskorper hin
begrenzen (Nervenfaserschicht). Die Axone aller Ganglienzellen treffen sich
an der Papille und vereinigen sich zum Sehnerv.

Darliber hinaus kommen in der Retina noch drei weitere Zellarten vor, die
eher diffus verteilt sind und deren Funktion noch nicht genau geklart ist (vgl.
Abb.2): Die Horizontalzellen stellen den Kontakt zwischen den
Photorezeptoren her. Die amakrinen Zellen sind Interneurone, die sowohl mit
den Ganglienzellen, als auch mit den bipolaren Zellen in Verbindung stehen.
SchlieB3lich gibt es noch die Miullerschen Stitzzellen, welche Gliazellen sind,
die sich von der aufleren bis zur inneren Grenzmembran der Retina

erstrecken [36].

Pigmentepithel
(RPE)

Zapfen
Stabchen
Horizontalzelle

Bipolarzelle

Amakrine Zelle

Ganglienzelle

Mervus Opticus

/

N.O.
g

Miller-Zelle

Abbildung 1 Schema der Retina
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mm\a
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Abbildung 2 Histologie der Retina

In Abbildung 1 ist die schematische (entnommen aus Schmidt, Thews, Die
Physiologie des Menschen [29]), in Abbildung 2 die histologische
(entnommen aus Lippert, Anatomie [44]) Darstellung der Retina gezeigt.

1.1.2 Der Sehvorgang

Der Phototransduktionsprozess besteht aus acht Hauptschritten. Zuerst wird
Rhodopsin (11-cis-Retinal gebunden an Opsin) in den Photorezeptoren
durch Licht aktiviert. Durch eine GTP-GDP Austauschreaktion mit Transducin
wird aktiviertes alpha-Transducin freigesetzt, welches wiederum das Enzym
cGMP-Phosphodiesterase (PDE) aktiviert. PDE hydrolysiert dann das cGMP;
zytoplasmatisches cGMP wird verbraucht und der cGMP-gesteuerte
lonenkanal der Photorezeptoren schlie3t sich. Das induziert die

Hyperpolarisation der Plasmamembran des Rezeptors und initiiert das Signal
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zur nervalen Transduktion des Sehreizes. Die abfallenden Ca++ Spiegel
stimulieren Recoverin, welches seinerseits die Guanylat Cyclase aktiviert.
cGMP steigt im Zytoplasma wieder an und der cGMP gekoppelte lonenkanal

offnet sich wieder [62]. Bildlich veranschaulicht ist dieser Prozess in Figur 1.

Licht

& &
Rhodopsin Transducin cGMP PDE cGMP Guanylat
Cyclase
: g
Rhodopsin Transducin cGMP PDE 5-GMP
Ca -Spiegel (! *
Kanal Ped ”»Recoverin
geschlossen

% aktivierte Molekiile
GMP: Guanin Monophosphat
c :zyklisch

PDE: Phosphodiesterase

Figur 1 Phototransduktionsprozess

In dem oben beschriebenen Prozess existiert noch ein wichtiger
Nebenschritt: Bei der Aktivierung von Rhodopsin wird das 11-cis-Retinal zu
all-trans Retinol umgewandelt. Dieses wird vom Opsin durch eine
Dehydrogenase abgespalten und als all-trans-Retinol in dem retinalen
Pigmentepithel (RPE) zur Regeneration aufgenommen. Zum Uberwinden der
RPE Membran ist in jedwede Richtung das Interphotorezeptor Retinoid-
bindende Protein (IRBP) notig. In den Zellen des RPE wird in Anwesenheit
des zellularen Retinol-bindenden Proteins (CRBP) durch die Lecithin-Retinol-
Acyl-Transferase (LRAT) das all-trans-Retinol in all-trans-Retinylesther
estherifiziert. Diese Form kann im RPE gespeichert werden. Der nicht

gespeicherte all-trans-Retinylesther wird dann durch eine Isomerase,
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wahrscheinlich in Anwesenheit des Proteins RPE65, in 11-cis-Retinol
umgewandelt. In einem letzten Schritt wird 11-cis-Retinol unterstitzt vom
zellularen Retinaldehyd bindenden Protein (CRALBP) zu 11-cis-Retinal
oxydiert, welches von den Photorezeptoren wieder aufgenommen werden
kann und somit bei der Sehkaskade wieder zur Verfugung steht [69]. Vgl.
Figur 2.

11-cis-Retinal Licht al-trans-Retinol ——

\ Dehydrogenase

al-trans-Retinal

IRBP

4 h

11-cis-Retinal

Dehydrogenase
CRALBP

11-cis-Retinol
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RPEGS ?

all-trans- all-trans-Retinol
LRAT

Retinylesther
w—t
Speicher

N J
RPE

& : aktivierte Molektlle

(- : 11-cis-Retinal

- : all-trans-Retinal

[ :Opsin

IRBP : Interphotorezeptor Retinoid bindendes Protein;
LRAT : Lecithin: Retinol Acyl Transferase

CRBP : Zelluldres Retinal bindendes Protein

CRALBP : Zelluléres Retinaldehyd bindendes Protein
RPE  : Retinales Pigmentepithel

Figur 2 Rolle der Retinoide
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1.1.3 Das retinale Pigmentepithel (RPE)

Das RPE ist eine Zellschicht, die zwischen dem kapillaren Bett der
Chorioidea und den Photorezeptoren der Retina liegt. Entsprechend vielseitig
sind seine Aufgaben. Zum einen phagozytiert es beschadigte distale Anteile
der Photorezeptoren und tragt somit zur Erneuerung dieser Organellen bei.
Ohne diese Funktion kame es unweigerlich zum Untergang der
Photorezeptoren [5]. Zum anderen hat es einen entscheidenden Anteil an der
Aufnahme, dem Prozessing und dem Transport von Retinoiden. Dabei wird
Retinol, bzw. werden seine Derivate zwischen den Photorezeptoren und dem
RPE verschoben. Die ganzen Vorgange dienen der Regeneration des 11-cis-
Retinaldehydes [5]. Dafiir sind im RPE stationierte Proteine notwendig, die in
diesem Prozess verschiedene Aufgaben erflllen. Die einzelnen Schritte
wurden bereits in 1.1.2 dargelegt und in Fig. 2 bildlich veranschaulicht. Es
liegt also nahe einen Zusammenhang zwischen Schadigungen im und am

RPE mit Krankheiten, die mit Visusverlust einhergehen, herzustellen [9].

1.2 Retinitis pigmentosa

Retinitis pigmentosa (RP) steht fir eine Gruppe von hereditaren
degenerativen Augenerkrankungen. Sie hat eine Pravalenz von etwa 1: 4000

weltweit.

1.2.1 Pathophysiologie

Alle Formen der RP fiilhren zum deutlichen Visusverlust des Patienten. Bei
dieser Erkrankung kommt es zu einer Degeneration der Stdbchen in der
Rezeptorschicht der Retina. Die primaren pathophysiologischen
Veranderungen sind Kklinisch zunéachst schwer nachzuweisen, da sie sich auf
molekularer Ebene abspielen. Wie es genau zu dem Untergang der
Photorezeptoren kommt, ist noch nicht geklart [37]. Allerdings gibt es einige
interessante Theorien Uber den Mechanismus. Chang oder Lolley et al.
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diskutieren den selbstinduzierten Zelltod, Apoptose, als pathophysiologische
Ursache des Rezeptorzellunterganges. Sie haben beobachtet, daf3 im
Zusammenhang mit einer durch verschiedene Genmutationen ausgelosten
retinalen Degeneration der Zelluntergang Apoptose vermittelt ist [13,45].
Jones et al. konnten sogar eine vermehrte Expression eines im
Apoptosegenkomplex vorhandenen Genes bei einigen Formen der RP
nachweisen [35].

Desweiteren gibt es Hinweise, dafl Licht selber, im Sinne eines
phototoxischen Cofaktors, am Untergang der Photorezeptoren bei zumindest
einigen Formen der RP eine Rolle spielt [31].

1.2.2 Klinik

Entsprechend der Pathophysiologie prasentiert sich auch die Klinik. Die
Patienten erleben den graduellen Funktionsverlust der Stabchen, die -fir das
Nachtsehen verantwortlich- in der Retinaperipherie angeordnet sind, mit
einer langsamen Einschrankung des Gesichtsfeldes (dem sogenannten
Tunnelblick) und Nachtblindheit. In den meisten Féallen bildet sich ebenfalls
ein Katarakt aus. Das skotopische Elektroretinogramm (ERG), das
elektrische Aktivitdt der Retina ausgeldst durch Lichtblitze mif3t, ist in frihen
Stadien abnormal und wird mit der Zeit unregistrierbar [6]. Je nach
genetischer Atiologie der Krankheit kommt es zu einem friilhen Eintritt mit
raschem Verlauf, gelegentlich kombiniert mit anderen Organerkrankungen in
Form von Syndromen (z.B. Refsum-Syndrom [54] oder Usher-Syndrom [39]),
oder zu einer spateren Manifestation mit milderer Verlaufsform.

Bei der klinischen Untersuchung erkennt man zusatzlich in der
Ophthalmoskopie dunkle, fleckférmige Degenerationsherde auf der Retina.

Dieses Phanomen fiihrte zu der Namensgebung.
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1.2.3 Allgemeine Genetik

Bei RP gibt es drei Vererbungsformen, die zu unterschiedlichen Anteilen
vorkommen:

Die autosmal dominante Form (adRP), die haufig eine geringe phanotypische
Manifestation mit sich bringt und somit einen relativ milden Krankheitsverlauf
mit spatem onset prasentiert. Sie hat einen Anteil von ca. 19% aller Falle [6].
Die X-chromosomal rezessive Form wird mit einem Anteil von ca. 8%
angegeben [6].

Die autosomal rezessive Form (arRP), zu der auch die meisten mit RP
assoziierten Syndrome gehdren, zeigt einen frihen onset und raschen
Verlauf des Symptomkomplexes [10] und stellt einen Anteil von mindestens
20% [6].

Der restliche Anteil kann keinem der Vererbungsmodi zugeordnet werden
(Simplex-Féalle). Man vermutet, dal3 diese Falle autosomal rezessive oder X-
chromosomale Vererbung darstellen [34].

In dieser Dissertation wurden Patienten mit autosomal rezessiver Retinitis

pigmentosa untersucht.

Bisher wurden bereits auf 13 Genen Mutationen nachgewiesen (Stand 4/01),
die zu Retinitis pigmentosa fuhren. Da die Mutationssuche in der
Humangenetik einen dynamischen Prozel3 darstellt, ist der aktuelle
Forschungsstand im Retnet erfasst [70] und kann dort eingesehen werden.

Das erste identifizierte Gen war das Rhodopsin Gen (RHO). Dryja et al.
gelang es 1990 eine Basensubstitution (C—- A) in Codon 23 des Proteins
festzustellen, die in einem Aminosaure-Austausch von Prolin nach Histidin
resultierte. Diese Mutation wurde bei 12% der Félle von adRP in den USA als
ursachlich nachgewiesen. Zusammen mit der Erkenntnis, dal3 alle
Mutationstrager in den USA den selben Haplotyp aufweisen, liegt die
Vermutung nahe, dal3 es sich um einen gemeinsamen genetischen Urvater,
also einen Founder-Effekt, handelt [27]. Mittlerweile sind mindestens 90
verschiedene Mutationen im RHO bekannt, die insgesamt einen Anteil von
ca. 25% der Falle von adRP haben [23]. Allerdings zeigten sich Mutationen

im Rhodopsin Gen ebenfalls fir einige Falle der arRP verantwortlich [55].



1. Einleitung 9

Mutationen wurden ferner in den Genen entdeckt, die fur die
Phosphodiesterase (PDE) codieren. Die PDE ist ein wichtiges Enzym in der
Sehkaskade (vgl. Fig. 1). PDE ist ein heterotetramerisches Enzym, das aus
einer alpha, einer beta und zwei gamma Untereinheiten besteht. Sowohl in
dem die alpha- [32], als auch in dem die beta-Untereinheit [48] codierenden
Gen wurden Mutationen nachgewiesen. Der cGMP gekoppelte lonenkanal,
der den lonenstrom in der Membran der Rezeptorzellen regelt, besteht
ebenfalls aus einer alpha-, beta- und gamma Untereinheit. Hier konnte eine
Mutation in dem Gen nachgewiesen werden, welches fir die alpha-
Untereinheit kodiert [21].

Von Peripherin/RDS wird vermutet, da? es eine Verbindungsfunktion mit
dem Zytoskelett hat und/oder fir den Knick in dem peripheren Anteil der
Rezeptorzelle verantwortlich ist. Die genaue Funktion des ROM1 (Zapfen-
AulRensegment-Membranprotein 1) ist noch unklar, jedoch weisen sowohl
Peripherin/RDS, als auch das ROM1 eine ahnliche Struktur auf; beide sind
integrale Bestandteile der dufReren Rezeptorenmembran. Sowohl bei den
codierenden Genen fur RDS, als auch bei ROM1 wurden fur RP
verantwortliche Mutationen gefunden [38].

Es gibt verschiedene Klassen von Myosin. Einmal das mit Aktin
interagierende Myosin Il, das im Skelettmuskel vorkommt, zum anderen
unkonventionelles Myosin (I, 1lI-VIIl), das in verschiedenen anderen
Geweben existent ist. Die genaue Funktion der meisten dieser
unkonventionellen Myosine bietet noch Stoff fiir weitere Forschungsarbeiten.
Myosin Vlla wird vor allem in Zellen der Cochlea des Innenohres, Herz,
Gehirn und Leber exprimiert. 1995 wiesen Weil et al. nach, dal3 Mutationen
im codierenden Gen zum Usher-Syndrom Typ 1 fihren. Bei diesem Syndrom
ist die Retinitis pigmentosa vergesellschaftet mit Taubheit und vestibularer
Ataxie. Eine retinale Expression oder Funktion von Myosin Vlla konnte bisher
allerdings noch nicht nachgewiesen werden [67].

Das erste Gen, das mit X-chromosomal vererbter RP in Verbindung gebracht
werden konnte, war das Retinitis pigmentosa GPTase Regulator Gen
(RPGR). So konnten Meindl et al. zwei pathogonomische Nonsense- und

drei Missense-Mutationen im RPGR Gen nachweisen [49].
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Im Jahr 1997 konnte erstmals bewiesen werden, daf3 auch Gene, die fir
Proteine aufRerhalb der Rezeptorzelle (mit Ausnahme des Myosin Vila)
codieren, ursachlich fir RP sein konnten. So zeigten Gu et al. funf
Mutationen im RPE65 Gen auf [30]. RPE65 wird ausschlief3lich im retinalen
Pigmentepithel expremiert und es wird vermutet, dal3 es eine wichtige Rolle
im  Regenerationsprozess von 1l-cis-Retinal spielt (vgl. Fig.2).
Biochemische, sowie molekulargenetische Ergebnisse lassen sogar an die
Moglichkeit denken, dalR RPE65 die Retinol Isomerase selbst darstellt
[19,52].

Ebenfalls 1997 fanden Maw et al. [47] in einem weiteren Gen, das fur ein u.a.
im retinalen Pigmentepithel expremiertes Protein codiert, dem zelluléaren
Retinaldehyd bindenden Protein (CRALBP), Mutationen. Auf diese Arbeit

wird im spateren Verlauf dieser Dissertation noch ndher eingegangen.

1.2.4 Therapie und Prognose

Bisher befinden sich die meisten therapeutischen Ansatze noch im
experimentellen Stadium. So existieren Experimente, mit denen versucht
wird die Uberlebenszeit der Photorezeptoren zu verlangern, z.B. auf Basis
gentherapeutischer Methoden, wie das Einschleusen von genetischen
Informationen via viralen Vektoren [66], oder durch molekularbiologische
Ansatze, wie die intravitreale  Applikation von  kdrpereigenen
Wachstumsfaktoren- z.B. des basic fibroblast growth factor (bFGF) [25].
Diese Verfahren sind jedoch alles andere als ausgereift und muissen
zunachst noch in weiteren Tierversuchsreihen ausgewertet werden [8].
Vielversprechender ist der Versuch RPE zu transplantieren [42]. Genauer
wird dieser Ansatz in Kapitel 4.2 diskutiert.

Klinisch einsetzbar ist zur Zeit eigentlich nur die hochdosierte Gabe von
Vitamin A. Berson et al. publizierten 1993 eine grol3e klinische Studie, die
aufzeigt, dafl? unter dieser Therapie die Progradienz der Krankheit bis zu 20%
verlangsamt werden kann [27].

Aus den unzureichenden Therapiemdéglichkeiten leitet sich zwangslaufig ab,

dalR Erkrankungen mit RP fast immer zur Erblindung fihren. Wie schnell
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diese erreicht wird, hangt von dem einzelnen Subtypen ab. Grundsatzlich gilt
aber: je friher der onset, desto rapider der Verlauf.

1.3 Spezielle genetische Grundlagen

Diese Arbeit befal3t sich ausschlie3lich mit Mutationen, die in dem Gen
RLBP1 liegen, welches fir das humane zellulare Retinaldehyd-bindende

Protein codiert.

1.3.1 RLBP1

RLBP1 ist auf Chromosom 15926 lokalisiert [64] und kommt als einmalige
Kopie im menschlichen Genom vor. Es besteht aus 8 Exons bzw. 7 Introns
mit einer durchschnittlichen Lange von 198 bp (111 bp- 555 bp, vgl. 3.) bzw.
1,2 kb bezogen auf die Introns (255 bp- 3152bp). Exon 1 ist nicht translatiert,
ebenso wie Teile von Exon 2 und Exon 8. Die Transcriptions Startstelle
befindet sich 922 bp aufwarts des Initiations Codons. Die proximale 5'-
flankierende Region weist keine GC und Konsens TATA und CCAAT Boxen
auf. Statt dessen zeigt sie eine TGTG Sequenz bei —30 und eine reverse
CCAAT Sequenz, TAACC bei =50 [33].

1.3.2 CRALBP

CRALB wurde erstmals 1977 durch seine Eigenschaft exogenes,
radioaktives 11-cis-Retinal zu binden, in der bovinen Retina entdeckt [26].
Crabb et al. konnten die codierende bovine und humane DNA erstmals im
Jahr 1988 klonen [17]. In weiteren Versuchsreihen gelang es, die Funktion

des Proteins zu beschreiben (vgl. 1.3.2. B).
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A) Molekdilstruktur

Die strukturellen und funktionalen Eigenschaften des CRALBPs wurden
eingehend von Crabb et al. 1998 untersucht [16] und veroffentlicht. Das
Protein hat ein Molekulargewicht von 36,347 kDa. Es besteht aus 316
Aminosauren. Die Primarstruktur wurde bei bovinem CRALBP direkt
bestimmt [18], bei humanen durch klonen der cDNA [17]. Die
Sekundarstruktur setzt sich zusammen aus ca: 34% a Helix, 12% [3 gerade,
24% [3 gebogene, 31% ungeordneter und 55% zufallige, wobei die Summe
der 3 gebogenen und der ungeordneten Struktur gleich der zuféalligen ist. Die
globale CRALB Konfiguration bleibt durch Bindung des Liganden relativ
unbeeintrachtigt. Das Apo-Protein ist bis 39°C, das Holo-Protein bis ca 50°C
thermostabil. Die Retinoid bindende Domaéane liegt am C-terminalen Ende
[14].

B) Funktionshypothesen

Das cellulare Retinaldehyd bindende Protein (CRALBP) wird auf dem
retinalen Pigmentepithel (RPE) und den Miiller Zellen der Retina expremiert.
Es hat im RPE vorwiegend eine Substratcarrierfunktion. Im Sehzyklus bindet
es vorzugsweise 11-cis-Retinol und fordert die Regeneration von Rhodopsin,
indem es die Oxidation von 11-cis-Retinol in 11-cis-Retinaldehyd forciert.
Dementsprechend wird weniger estherisierte Form gelagert. Saari et al. [56]
zeigten, dal3 in Anwesenheit von CRALBP etwa die dreifache Menge an 11-
cis-Retinol mehr oxidiert wird als ohne CRALBP.

CRALBP kann ebenfalls im Ziliarkérper, der Kornea, dem Sehnerv, Teilen
der Iris, der Zirbeldrise und im Gehirn nachgewiesen werden. Die
Bedeutung des Proteins an diesen Stellen ist allerdings noch unklar [57,64].
Es wird vermutet, dal? CRALB somit ebenfalls Funktionen erfullt, die nicht mit

dem Sehzyklus zusammenhéangen.
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1.4 Konzept der Dissertation

Es gibt mehrere Verfahrenswege, die genetischen Grundlagen heriditarer
Krankheiten zu untersuchen.

Ein Ansatz ist die Positions-Klonierung: Bei einer Familie, deren Stammbaum
eine heriditare Erkrankung nahe legt, wird mittels Kopplungsanalyse der
Krankheitslocus einem Chromosom zugeordnet. In der Folge untersucht man
samtliche in der entsprechenden chromosomalen Region liegenden Gene
auf Mutationen. Findet man ein schadhaftes Gen, wird versucht, das
Genprodukt zu identifizieren und somit eine Verkniupfung mit der Krankheit
zu erstellen.

Eine weitere Methode ist der Kandidatengen-Ansatz. Hier ist bereits bekannt
fur welche Proteine welche Gene codieren. Mittels der DNA erkrankter
Personen werden gezielt Gene auf Mutationen gescreent, von denen
vorstellbar ist, dal3 ein eventuell schadhaftes Produkt pathogen sein kdnnten
[20].

Diese Arbeit beruht auf dem Kandidatengen-Ansatz.

Das Ziel dieser Dissertation ist es, Mutationen in dem Gen RLBP 1 zu finden,
die zu einer Veranderung der molekularen Struktur des codierten Proteins,
dem CRALBP, fuhren und folglich mit dem Auftreten der Krankheit Retinitis

pigmentosa in Verbindung gebracht werden kénnen.

Es wurde ein Patientenkollektiv von 100 fast ausschlief3lich nicht miteinander
verwandten Personen untersucht. Die fir das Protein codierenden
Abschnitte, Exons, wurden mittels PCR amplifiziert. Nach zufriedenstellender
Qualitatskontrolle des PCR-Produktes durch Gelelektrophorese wurden die
Proben unter zwei Bedingungen auf SSCP-Gele aufgetragen und auf
Auffalligkeiten gescreent. Fiel eine Probe durch ein verandertes
Bandenmuster auf, so wurde diese Probe einer genauen maschinellen
Analyse der Basensequenz, der Sequenzierung, unterzogen. Konnte dort

tatsachlich eine Mutation festgestellt werden, so wurde eine abschlieRende
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Kontrolle durch ein an der Lokalisation der Verdnderung schneidendes
Restriktionsenzym durchgefuhrt.

Mit Patienten, die nur eine heterozygote Veranderung in einem Exon
aufwiesen, wurde konsequent eine Sequenzierung aller Exons durchgefihrt,
um eine eventuell vorhandene zweite und somit krankheitsauslosende
Mutation finden zu kénnen.

Bei haufig vorkommenden Sequenzverdnderungen wurde zudem eine
Haplotypen Analyse mit bestimmten Markern angeschlossen, um damit
gegebenenfalls einen gemeinsamen Ursprung aufzudecken.

Bei Patienten, die zwei heterozygote Mutationen aufwiesen, wurde die

Familie auf Segregation untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen meiner Arbeit untersuchte ich die DNA von 100 Patienten auf
den Exons 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 8. Zusatzlich untersuchte ich weitere 300
Patienten auf Exon 4. Alle Patienten waren an der autosomal rezessiv
vererbten Form der Retinitis pigmentosa (arRP) erkrankt. Der Grol3teil der
Patienten stammte aus Deutschland und war nicht miteinander verwandt.

Der Kontakt entstand Uber Kliniken fur Augenheilkunde, welche diese
Patienten schon langer augenarztlich betreuten und mit dem Institut fur
Humangenetik des Universitatsklinikums Hamburg zusammenarbeiten. Alle
Patienten nahmen freiwillig an den Untersuchungen teil und waren Uber
deren Art und Ziel aufgeklart.

Die DNA wurde aus EDTA-Blut gewonnen und mir zur Verfligung gestellt.

2.1.2 Chemikalien

Acrylamid 30% ( mit 0,8% Bisacrylamid ) Roth, Karlsruhe
Agarose ( Ultra Pure Agarose ) Gibco BRL
Ammoniumpersulfat ( APS) Serva, Heidelberg
Borsaure Merck, Darmstadt
Bromphenolblau Merck

EDTA Merck

Essigsaure 100% Merck
Ethidiumbromid 10mg/ml Merck
Ethylalkohol 96% Apotheke, UKE
Ficoll 400 Pharmacia, Freiburg
Formamid Sigma, St.Louis

Formaldehyd 37% Merck
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Glycerin 87% und wasserfrei
Magnesiumchlorid 50mM

Natriumacetat

Natriumcarbonat
N,N,N",N"-Tetramethylendiamin (Temed)
Paraffin flissig

Silbernitrat
Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Xylencyanol FF

2.1.3 Puffer und Lésungen

APS

Ethidiumbromid

Formamid Ladepuffer

Nucleotidmix (dNTPSs)

10x PCR Puffer (Gibco)

Silbernitrat Farbelésung
10xTBE

Merck
Gibco BRL
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck

Serva

1g ad 10ml aqua dest., Lagerung
bei 4°C
10mg/ml aqua dest., dunkle
Lagerung bei 4°C

98% deionisiertes Formamid

10mM EDTA, pH 8.0

0.025% Bromphenolblau

0.025% Xylencyanol FF

Lagerung bei —20°C

100 pl dATP 100mM

100 pl dCTP 100mM

100 pl dGTP 100mM

100 pl dTTP 100mM

in 600 ul aqua dest., Lagerung bei
4°C

200mM Tris-HCI (pH 8.4)

500mM KCI , Lagerung bei 4°C
0.012 M Silbernitrat in aqua dest.
1M Tris

1M Borsaure

20mM EDTA, pH 8.0
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Entwicklerlosung  0.28mM Natriumcarbonat
0.019% Formaldehyd

in 1L aqua dest.

2.1.4 Enzyme

Tag-polymerase (5,000units/ml)  Gibco BRL, Life Technologies
Proteinase K Gibco BRL, Life Technologies
Restrictionendonucleasen

TspR | New England Biolabs, MA

2.1.5 Oligonukleotid Primer

In dieser Arbeit wurden Oligonukleotide nach Vorbild vorheriger Studien
(Maw et al., 1997) [47] zur PCR Amplifikation von 7 Exons des Gens RLBP1
verwendet. Die Sequenzen der Oligonukleotid Primer sind in Tabelle 2-1
aufgefinhrt.
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Tabelle 2-1 Sequenzen der RLBP1 Primer

Name |Sequenz (5 -3’) Produkt-gré3e | Temp. (°C)*
(bp)

E-2F |TGAGATCCACAGTTCTGAGAC

E-2 R |AGGAGAGCCCTGGAGGACA 366 61

E-3F |GAACTGAAGGTCTGAGAC

E-3 R |CAGGAGAGAGAATGCAGTCA 259 61

E-4F |GTCATCACCTGTGTGTCCTGCC

E-4 R |GAGAGCGGATAGCATCCTCATG |244 63

E-5F |CTTCTGAGTCCCACTAGGAGG

E-5R |CCAGTAGAGGCCAGGGTTGA 199 63

E-6 F |CCTCAGGACCTCAAGCCTTA

E-6 R |CTGCAAGCACCATGAAAGGA 282 63

E-7F |AATGAGTGGGAGCCTCTGAG

E-7R |CCCTCTTGTCTCATTGTCTGG 501 61

E-8F |CTCCTGCTCAGTTCTGTCTC

E-8 R |ACTTGAGAACAGGGTGACACC |269 63

E-8 G |AAGGGCTGCTTGAGATGACTG

E-8S |CACCAGGACTGCTGCGTTTG 550 63

*Temp.=annealing Temperatur.
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2.1.6 Andere Materialien

Pipette Varipette 4810 0.5-10ul, 10-100ul, Eppendorf Hamburg

200-1000ul

Pipettenspitzen 10pul, 100pul, 2000ul
0.5 ml PCR Tube

0.5 ml PCRTube

1.5 ml Tube

Microconcentrator Microcon-100
Filterpapier 3MM CHR

Kodak BioMax MR Film

Polaroid type 667 Schwarz Weifl3 Film

2.1.7 Apparatus

DNA Sequencer 310

Thermocycler
DNA Thermal Cycler 480, 9600
Omnigene Temperature Cycler

Thermomixer 5436

Zentrifuge 5415

Elektrophorese Spannungsquelle:
ST305 (300V, 250mA),

PS 9009TC (3000V, 250mA, 250W)

Elektrophorese Kammer:

Eppendorf Hamburg

Biozym Diagnostik Oldendorf
Eppendorf Hamburg
Eppendorf Hamburg

Amicon, Witten

Whatman, Maidstone

Kodak

Polaroid MA

Applied Biosystems Inc., CA

Perkin-Elmer
Hybaid

Eppendorf Hamburg
Eppendorf Hamburg

Gibco BRL, Life Technologies
Gibco BRL, Life Technologies

Modell S2 (incl. Glas Platten und 0.8

mm dicke Spacer, Kamm 0.8mm mit 32

Taschen)

Submarine gel electrophoresis unit

Basiseinheit,  Sicherheitsabdeckung,

Gibco BRL, Life Technologies

(incl.
UV-

transparentes Gel Tablett, 1 mm x 20 well
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Kamme, 2 mm x 20 well Kdmme, 2 mm x 16
well Kdmme)

Sigma St. Louis
Fluorescent tables Renner GMBH Dannstadt

Polaroid MP 4 land camera Massachusetts

2.2 Methoden

2.2.1 Amplifikation der kodierenden Abschnitte des RLBP1-Gens aus
menschlicher genomischer DNA mittels Polymeraseketten-
reaktion (PCR)

A) Prinzip

Mit Hilfe der PCR-Methode ist es mdglich, aus einem Gemisch genomischer

DNA eine bestimmte Sequenz (z.B. ein Exon) in sehr grof3er Zahl zu

amplifizieren. Daflur werden zwei kurze Oligonucleotide, sog. Primer,

bendtigt, welche sich an ein einzelstrangiges DNA-Molekul anlagern und

somit einen Startpunkt flr die Synthese des gewtinschten Abschnitts bilden.

Die Lage der Primer auf dem Sense und Antisense Strang grenzt also die zu

analysierene Sequenz ein. Fur jeden PCR Ansatz ist demnach ein Primer

Paar notwendig [59].

Gewohnlich werden bei einer PCR-Reaktion 30 bis 40 Zyklen durchlaufen,

wobei jeder Zyklus aus drei Schritten besteht:

1. Eine Hitzedenaturierung bei 94°C uberfuhrt Doppel- in Einzelstrang DNA.

2. In der nun folgenden Annealing—Phase bei Temperaturen zwischen 50
und 65°C lagern sich die Primer spezifisch an die entsprechenden
Sequenzen der nun vorliegenden Einzelstrang DNA an.

3. Im folgenden Synthese-Schritt wird das gewiunschte Fragment anhand
der Einzelstrangmatrize erstellt.

Durch eine hitzestabile DNA-Polymerase werden die im Ansatz vorhandenen

Desoxyribonucleotidtriphosphate zu einem neuen Strang, ausgehend von

den Primern, zusammengefligt. Man benutzt dazu ein aus dem thermophilen
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Bakterium Thermus aquaticus isoliertes Enzym, die Taqg-Polymerase,
welches der wiederholten Exposition bei 94°C standhalt [58] .

Die vorhandene DNA dient jeweils als Vorlage, so dal3 bei jedem Zyklus eine
Verdopplung erfolgt.

Durch den Aktivitatsverlust der Polymerase sowie den Verbrauch an
Substraten (Primer, dNTPs) nimmt die Amplifikationsrate nach einem
exponentiellen Zuwachs wahrend der ersten Zyklen kontinuierlich ab.
Optimale Bedingungen fir das jeweilige Primer-Paar sind Voraussetzung,
um eine ausreichende Menge an Produkt zu erhalten. Durch Variation von
Annealing-Temperatur, Magnesiumkonzentration, Enzymkonzentration und

weiterer Parameter kann eine Verbesserung der Ausbeute erreicht werden

B) Anwendung

Die PCR-Reaktion wurde mit einem 25 pl-Ansatz , bestehend aus 50 ng
DNA, 5 bis 10 pmol von jedem Primer , 1x PCR-Reaktionspuffer, 0.2mM von
jedem Desoxyribonucleotidtriphosphat, 1 unit Tag sowie Aqua dest.
durchgefthrt. Dieser Ansatz wurde mit 35 pl Paraffin Uberschichtet.

Das folgende Protokoll verlief nach dem ,hot start® Schema. Dies bedeutet,
dal die Tag-Polymerase erst nach dem ersten vierminitigen
Denaturierungsschritt hinzugefigt wird.

Die jeweiligen Protokolle sind Tabelle 2-2 zu entnehmen.
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Tabelle 2-2 PCR Protokolle der Exons 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8a, 8b

Exon Temp.(°C) | Zeit Anzahl der
("=min,"=sec ) | Zyklen
94 4' 1
94 40"
2,3,7 61 20" 36
72 20" +1"
72 10 1
94 4' 1
94 40"
4,5,6,8a,80 [g3 20" 36
72 30" +1"
72 10’ 1

2.2.2 Agarosegelelektrophorese zur qualitativen und quantitativen
Kontrolle der PCR-Produkte

5 ul von jeder fertigen PCR-Reaktion wurden mit 5ul Ficoll-Ladepuffer
vermischt und auf ein 1.5%iges Agarosegel (1.5% Agarose, 0.001%
Ethidiumbromid in 1xTBE) aufgetragen. Bei 6V/cm Gel wurde die
Elektrophorese fur eine Stunde durchgefuhrt. Das Ergebnis wurde unter
ultraviolettem Licht und auf Polaroidfilm festgehalten. Nur Proben, die in
einer ausreichenden Konzentration und ohne unspezifische Produkte

vorlagen, wurden zur weiteren Analyse mittels SSCP verwendet.
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2.2.3 SSCP

A) Prinzip

Die SSCP-Methode hat grofRe Bedeutung in der Mutationssuche erlangt [53].
Sie basiert darauf, dal3 bei nicht denaturierenden elektrophoretischen
Bedingungen Einzelstrang DNA (ssDNA) eine oder mehrere stabile
Konformationen besitzt, was Auswirkungen auf das Laufverhalten in einem
Polyacrylamidgel hat. Da die Basensequenz die Konformation definiert, kann
ein Basenaustausch eine Anderung im Laufverhalten bewirken, welche als
Abweichung der Lauflange gegenuber dem Wildtyp als sogenannter ,band
shift” sichtbar wird. Unterscheidet sich im Vergleich das Bandenmuster der
zu untersuchenden ssDNA zum Wiltdtyp des gleichen Gens, so ist dies ein
Hinweis auf eine Alteration der Basensequenz. Diese Methode ist sehr
sensitiv, einzelne Basensubstitution werden problemlos erfafl3t [28]. Eine
Aussage Uber die Art der Anderung kann jedoch nicht getroffen werden.

So kénnen verschiedene Mutationen an gleicher Stelle einen identischen
band shift verursachen [63]. Zur genauen Identifikation der Mutation muf3 die
direkte Sequenzierung herangezogen werden.

Die optimalen Bedingungen fur die Elektrophorese kdnnen sich von Gen zu
Gen, bzw. Fragment zu Fragment, unterscheiden. Zur Verbesserung der
Sensitivitat konnen die lonenkonzentration (TBE-Puffer), der Glycerinanteil,
das Bisacrylamid/ Acrylamid-Verhaltnis, die Geltemperatur, sowie die Menge
der geladenen ssDNA verandert werden [50]. Fragmente mit einer Grolie
von Uber 400 Basenpaaren sollten vor dem Auftragen mit Restriktionsenzym

verdaut werden.

B) Anwendung

Die Patienten-DNA wurde fir jedes Exon mit zwei verschiedenen SSCP-
Bedingungen untersucht.

Zur Verwendung kamen ein 8%iges Polyacrylamidgel einmal mit (PAAG) und
einmal ohne Glycerin (10%) (PAA).
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Die experimentellen Schritte im Einzelnen:

1.

Herstellung der Polyacrylamidgel Losung:

Mischen von 24ml 1xTBE, 32ml Rotiphorese-Losung (30%Acrylamid,
0.8%Bisacrylamid), 51ml aqua dest. und 12ml Glycerin (wasserfrei), bzw.
24ml 1xTBE, 32ml Rotiphorese-L6sung und 63ml aqua dest.. Mit der
Zugabe von 40ul TEMED sowie 1ml APS startet die Polymerisation.

. Nach grundlicher Durchmischung wird die Losung zwischen zwei vorher

praparierte Glasplatten gegossen. Um eine vollstandige Polymerisation zu
gewahrleisten wurde eine Wartezeit von mindestens einer Stunde

eingehalten.

. 5-6ul PCR-Produkt wurden mit 8ul Formamid Ladepuffer versetzt und bei

95°C 10min denaturiert. Nach dreimindtiger Kuhlung auf Eis und
anschlieBender Zentrifugation wurden die Proben auf die Gele

aufgetragen.

. Die Elektrophorese variiert je nach Lange des Fragmentes und Art des

Gels. Sie dauerte bei Raumtemperatur zwischen 9-20 Stunden bei 12-20
Watt. Als Laufpuffer wurde 1xTBE verwendet.

. Um die Banden sichtbar zu machen fand anschliel3end eine Silberfarbung

[11] statt.

Die einzelnen Schritte der Farbung:

« Das Gel wird nach Uberfiihrung in eine Glasschale fir 5 min in
10%igem Alkohol fixiert.

« Darauf folgt die 3-minttige Oxidation in 1%iger Salpetersaure.

* Im néachsten Schritt wird zwei mal mit aqua dest. gespult, um ein
Anfarben des Hintergrundes durch anhaftende lonen zu vermeiden.

* Nun erfolgt die Farbung in Silbernitratldsung (12mM) fur 20 min.

» Ein erneutes zweimaligen Spilen geht der Entwicklung voraus.

» Diese wird durch zweimaliges Hinzugiel3en von Entwicklerlésung
durchgefuihrt. Das Wechseln der Losung ist wichtig, um den
Silberniederschlag zu entfernen.

« Nachdem die Banden die gewtinschte Intensitat erreicht haben, kann
die Reaktion durch Zugabe von 10%iger Essigsaure (zwei Minuten)

gestoppt werden.
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* Als letzer Schritt wird das Gel 5 min mit Wasser gespuilt.
e Einschweissen in Plastikfolie erlaubt eine jahrelange Aufbewahrung
der Gele.

2.2.4 Heteroduplices

Mittels SSCP-Analyse kann man die Uberwiegende Anzahl der
Sequenzunterschiede gut darstellen. Allerdings kdnnen solche Mutationen
Ubersehen werden, welche durch ihre Lokalisation nicht zu Veranderungen in
der Sekundarstruktur des Einzelstrangs fuhren. Solche Lokalisationen
kénnen zum Beispiel am Ende der Amplikons oder in einer langen stabilen
Region liegen.

Einzelstrdngige DNA verschiedener Allele lagert sich bei heterozygoten
Individuen zu Heteroduplex Formationen zusammen, welche sich durch
langsamere elekrophoretische Wanderung von den korrespondierenden
Homoduplices unterscheiden [68]. Es wird vermutet, daR beim
Zusammenlagern des Wildtyps mit dem mutiertem Allel eine ,offenere”
Konfiguration an der Stelle des Mismatches entsteht; dies erklart das
unterschiedliche Verhalten bei der Elektrophorese.

2.2.5 Haplotypenanalyse mittels polymorpher Mikrosatellitenmarker

A) Prinzip

Das Ziel der Haplotypenanalyse in diese Studie war einen moglichen
Founder Effect zu erfassen.

Liegen zwei Loci auf verschiedenen Chromosomen, werden sie unabhangig
voneinander vererbt. Dabei liegt die Rekombinationsfraktion bei 0,5. Liegen
zwei Loci auf dem selben Chromosom, kann es vorkommen, dafl} sie
zusammen weitervererbt werden. Diese Wahrscheinlichkeit steigt um so
mehr, je naher sie beieinander liegen, weil nur ein crossover genau in dem
kleinen Teilstiick dazwischen zu einer Rekombination fuhrt. Da also die

Rekombination zweier Loci von der zwischen Ihnen liegenden Entfernung
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abhangig ist, ist die Rekombinationsfraktion nichts anderes, als ein Mal3 fur
die rdumliche genetische Entfernung. Die Entfernung zwischen zwei Loci, die
eine Rekombinationsfraktion von 1% zeigt, wird als 1 Centimorgan (cM)
definiert.

Polymorphe Mikrosatellitenmarker werden auch VNTRs genannt (variable
number of tandem repeats). Diese VNTRs bestehen aus einer Sequenz oft
wiederholter kurzer Basenfolgen, z.B. CA. Es gilt fur sie also (CA)n oder
allgemein (NNN)n, wobei n die Zahl der Wiederholungen zwischen 10 und 60
ist. Diese Polymorphismen werden nach den mendelschen Regeln vererbt;
dal3 heil3t n ist bei unterschiedlichen Individuen auch unterschiedlich grof3.
Diese Phanomene macht man sich bei der Suche nach einem sogenannten
Founder Effekt zu nutze. Dabei will man herausfinden, ob die gleiche
Mutation bei verschiedenen Individuen auf einen “Urvater” zurtickgeht und
durch Generationen weitervererbt wurde, oder ob es sich um irgendwann
aufgetretene Neumutationen handelt.

Dazu wahlt man zwei oder mehr VNTRS, die sich in der Nahe des fraglichen
Locus befinden und untersucht die nicht miteinander verwandten Patienten.
Sind die Allele identisch, kann ein Founder Effekt angenommen werden. Im
anderen Fall ergibt sich ein unterschiedliches Bandenmuster.

B) Anwendung

Der 25 pl PCR- Ansatz fir ein ,cold start® Verfahren wird in zwei Schritten
prapariert (vgl. auch 2.2.1):

Zuerst werden die DNA und der gewdahlte Marker zu einem 0,5 pl Ansatz
zusammenpipettiert, mit Paraffindl bedeckt und anschlieRend in den
Gefrierschrank gestellt.

Im zweiten Schritt wird der Reaktionsansatz aus 19,25 pl dH20, 2,5ul
Pufferlésung, 0,75 ul MgCl, 0,5 pl dNTP, 2[0D,35 pl des Primerpaares, sowie
0,1 ul Taqg auf Eis zusammenpipettiert.

Anschliel3end werden beide Ansatze vermischt, zentrifugiert und in den auf
95°C vorgeheizten PCR- Block gegeben und nach folgendem Muster

amplifiziert:
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Tabelle 2-3 Amplifizierungsschema der PCR zur Haplotypenanalyse

Temp. (°C) | Zeit ("=min; "=sec) | Anz. der Zyklen
94 2' 1

94 40"

57 40" 2

52 1

94 40"

55 40" 35

72 30"

72 10’

Verwendete Marker:

RLBP1 99.483
Marker cM
D15S653 91.620
D15S652 100.561

Der quantitative und qualitative Erfolg der PCR Reaktion wird durch

Agarosegelelektrophorese kontrolliert (vgl. 2.2.2).

Die Auswertung erfolgt durch Auftragen auf ein PAA-Gel und

anschlieBendem Farben (vgl. 2.2.3).

2.2.6 Sequenzierung

Die Sequenzierungsmethode nach Sanger et al. basiert auf dem Prinzip, die
Synthese des 5" nach 3" Stranges basenspezifisch abzubrechen. Die
dadurch entstandenen DNA-Fragmente zeigen durch ihre Grél3e die Position
der jeweiligen Base an. Nach ihrer GroRe geordnet spiegeln sie somit die

Basensequenz des untersuchten DNA-Abschnitts wieder [60].
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Bei der Sequenzierungsreaktion wird durch den Einbau von
Didesoxynucleosid-Triphosphaten (ddNTPs), welche sich von dNTPs durch
das Fehlen des Hydroxylrestes in der 3'-Position der Desoxyribose
unterscheiden, der basenspezifische Kettenabbruch wahrend der Extension
erreicht. Die fehlende Hydroxylgruppe verhindert eine Verlangerung der
DNA-Kette.

Die Reaktionen wurden mit folgenden Reagenzien in einer 0.2 ml GeneAmp
PCR tube durchgefuhrt:

3ul gereinigtes PCR-Produkt;

2ul Big-Dye Terminator-Mix;

4,6l destilliertes Wasser und

0,4pul Primer (10 pmol).

Das folgende Protokoll wurde im GeneAmp PCR System von Perkin Elmer
durchgefuhrt.

1. 96°C fur 10s

2. 50°C fur 5s

3. 60°C fir 4min

Diese drei Schritte wurden 25 mal wiederholt, danach wurde auf 4°C
heruntergekuhlt.

Die entstandenen Produkte wurden mittels Ethanol Prazipitation von den
inkorporierten Terminatoren getrennt und in einer Vakuum Zentrifuge fir 5
min getrocknet. Nach Zugabe von Template Supression Reagenz wurden die
Proben 2 min auf 90°C erhitzt und solange auf Eis gekuhlt, bis sie auf den

Applied Biosystems 373 Automated DNA Sequencer geladen wurden.

2.2.7 Mutationsanalyse mittels Restriktionsenzymverdau

Restriktionsenzyme sind Endonucleasen prokaryontischer Herkunft, welche
doppelstrangige DNA innerhalb kurzer Erkennungssequenzen schneiden. Mit
Hilfe eines Computerprogramms laf3t sich somit fur jedes DNA-Fragment ein

spezifisches Muster erstellen, aus dem die Schnittstellen der jeweiligen
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Endonucleasen hervorgehen. Schon eine Punktmutation kann dieses Muster
verandern, indem eine Schnittstelle wegfallt oder neu entsteht.

Der Verdau durch das jeweilige Enzym mul3 bei einer vom Hersteller
vorgegebenen Temperatur mit bestimmten Reagenzien Uber einen gewissen
Zeitraum stattfinden. Das Ergebnis [aRt sich dann elektophoretisch
feststellen.

2.2.8 Splice Score Berechnung

Der Splice Score ist ein statistischer Wert, der die statistische
Schneidewahrscheinlichkeit an einer mit AG markierten Schnittstelle
zwischen Exon und Intron ausdrickt. Mutationen, die in der unmittelbaren
Nahe der Schnittstelle zu einer Anderung der Basensequenz fiihren,
verandern die statistische Schnittwahrscheinlichkeit. Diese kann durch ein
Rechenverfahren ermittelt werden.

In meiner Arbeit wurde zur Splice Score Bestimmung die von Shapiro et al.
1987 [61] beschriebene Methodik angewand. Dabei wird jeder Base in
Abh&ngigkeit von ihrer Position bezogen auf die Exon/Intron Grenze ein
bestimmter Wert zugeordnet. Anhand einer Formel kann man aus den
Werten daraufhin den Score bestimmen.

In meiner Arbeit handelte es sich um menschliche in 5 - 3‘ verlaufende

Einzelstrang DNA. Tabelle 2-4 fand dabei Anwendung.
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Tabelle 2-4 Wertekala zur Splice Score Berechnung

Lokalisation | A C G T
-3 32 37 19 12
-2 58 13 15 15
-1 10 4 78 8
+1 0 0 100 0
+2 0 0 0 100
+3 57 2 39 2
+4 71 8 12 9
+5 5 6 84 5
+6 16 15 22 47

Die Werte wurden in folgende Formel eingesetzt:

Score = 100 (t-tmin) / (maxt-mint)

Dabei gilt:

t = Summe aller Werte in der zu scorenden Sequenz

tmin = Summe der niedrigsten Werte in allen 8 Positionen = 47
maxt = Summe der héchsten Werte in allen 8 Positionen = 595

2.2.9 Nucleotidsequenzen

Als Referenzen der Nucleotidsequenzen der fir CRALBP codierenden
Region wurden die Ergebnisse von zwei Studien benutzt. Die Sequenz der
rein codierenden DNA (cDNA) wurde der Verdéffentlichung von Crabb et al.
von 1988 entnommen [17]. Die Basensequenz der gesamten Genregion
inclusive Introns stammt aus der Veroffentlichung von Intres et al. aus dem
Jahr 1994 [33].

Die Nomenklatur der gefundenen Mutationen erfolgte gemald den
Vorschlagen von Beaudet und Tsui [3], sowie denen der internationalen

Arbeitsgruppe fur Nomenklatur .[2].
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3. Ergebnisse

Die Exons 2-8 des flir CRALBP codierenden Gens wurden untersucht. Exon
1 (132 bp) ist komplett nicht translatiert und wurde somit in das Screening
nicht mit aufgenommen.

Das Patientenkollektiv betrug fur die Screening-Untersuchung auf allen
Exons 100 Personen. Auf Exon 4 wurden zusatzlich noch weitere 211
Personen untersucht. Alle Patienten sind an der autosomal rezessiv
vererbten Form der Retinitis pigmentosa (arRP) erkrankt. Zur Anwendung
gelangten die in Kapitel 2 ausfuhrlich beschriebenen Methoden. Alle
Patienten, die nur auf Exon 4 per SSCP Analyse untersucht wurden und die
dort eine Konfigurationsdnderung/Mutation aufwiesen (Pat.# 267, 341, 446,
521, 528, 535, 716), wurden auf allen anderen Exons gescreent.
Abbildungen werden nur von den relevanten, noch nicht verdffentlichten

Verédnderungen gezeigt.

Die Ergebnisse fir jedes Exon sind wie folgt:

3.1. Untersuchungen im Exon 2

Das Exon hat eine Lange von 112 bp.
3.1.1 Substitution 853G/A

Bei einem Patienten (Pat.# 267) fand sich in der SSCP Analyse eine
Bandenverschiebung in Richtung Kathode und das Auftreten einer
zusatzlichen Bande im PAA-Gel, sowie eine Heteroduplexstruktur im PAA-
Gel mit Glycerin. Die daraufhin durchgefiihrte Sequenzierung ergab eine
Basensubstitution von Guanin zu Adenin an Stelle 853 der RLBP1 gDNA
(853G/A); (cDNA: 114G/A). Diese Veranderung befindet sich an dritter

Position eines codierenden Triplets. Sowohl CGG, als auch CGA codieren fir
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Arginin. Folglich bleibt die Aminosaurensequenz unverandert; von einer

Pathogenitat kann nicht ausgegangen werden.

3.1.2. Restliche Patienten

Alle anderen Patienten zeigten ein identisches, unauffalliges Bandenmuster.

3.2. Untersuchungen im Exon 3

Das Exon hat eine Lange von 129 bp. Ein Patient (Pat.# 703) zeigte bei der
SSCP Analyse eine fehlende Bande im PAA-Gel, sowie eine Heteroduplex
Struktur im PAAG-Gel. Bei der anschlieenden Sequenzierung konnte
allerdings keine Veranderung in der Basensequenz nachgewiesen werden.
Die Veradnderungen bei der SSCP-Analyse sind somit am ehesten auf
Verunreinigungen zurickzufuhren.

Alle anderen Patienten zeigten ein Bandenmuster wie die Kontrollproben.

3.3. Untersuchungen im Exon 4

Das Exon hat eine Lange von 205 bp. Bei der SSCP Analyse zeigten sich
zahlreiche Veranderungen, so dal3 beschlossen wurde, die DNA weiterer
dem Institut zur Verfigung stehender, an arRP erkrankter, nicht miteinander
verwandter Patienten auf diesem Exon zu untersuchen. Somit wurde in

diesem Fall ein Patientengut von insgesamt 311 Patienten gescreent.

3.3.1. Deletion 2778del6

Bei 9 Patienten (Pat.# 71, 76, 87, 98, 341, 397, 446, 535, 716) zeigten sich
bei der SSCP Analyse zusatzliche Banden kathodenwarts im PAA-Gel, sowie
zwei zusatzliche Banden und eine Heteroduplex Struktur im PAAG-Gel (Abb.

3). Die daraufhin durchgefiihrte Sequenzierung ergab eine 6 Basen Deletion
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an Stelle 2778 der genomischen DNA (2778del6) (cDNA: 529+2del6) (Abb.
4). Diese Deletion wurde durch das Restriktionsenzym TspRI bestétigt, da
durch die Mutation die Enzymschnittstelle wegfallt. Anstelle von 4 Banden
beim Wildtyp, erkennt man im Agarose Gel bei der heterozygoten Form 3,
bei der homozygoten Form nur 2 Banden. Eine homozygote Form konnte
allerdings bei keinem Patienten gefunden werden. AnschlieRend wurden als
Normalkontrollen die DNA von 50 randomisierten nicht an arRP erkrankten
Personen auf diesem Exon untersucht. Dabei zeigten ebenfalls 2 von 50

Personen im SSCP das fur diese Deletion typische Bandenmuster.

e AGOTGEOT CAGAGGTGAGGCCAGTGE T'T
~ AGTGETT
|
- | Ilﬂ|
P
2778del6

GAGC TGC TCAGAGGTGAGGD CAGT'GEC T

A8 LM

Abbildung 3 Abbildung 4
PAAG-Gel 2778del6 Sequenz und Kontrolle 2778del6

Wildtyp
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Bei einem der Patienten wurde eine Familienanalyse durchgefihrt, da noch
eine weitere heterozygote Mutation in Exon 6 gefunden wurde (vgl. 3.5.1).
Dabei ergab sich, dall die Mutter in diesem Exon ein identisches
Bandenmuster mit dem Patienten aufweist, wahrend das des

Geschwisterkindes und des Vaters dem Wildtyp entsprechen (Abb. 5).

b

V = Vater

M = Mutter

G = Geschwister
P = Patient

' K = Kontrolle
bt ok

V.M G P K

Familienanalyse 2778del6

Abbildung 5

Die Deletion 2778del6 liegt aulRerhalb des Exons, aber auf Grund der
unmittelbaren Nahe zur Splice Site wurde der Splice Score bestimmt. Fir
den Wildtyp ergab sich ein Splice Score von 94,89, fir die Mutante ein Splice
Score von 73,72.

Wegen der Haufigkeit dieser Deletion wurde ebenfalls eine
Haplotypenanalyse zur Bestimmung eines mdoglichen Founder Effektes
durchgeflihrt. Es gab keine Gemeinsamkeiten der Banden auf dem PAA-Gel,
weswegen ein Founder Effekt weitestgehend ausgeschlossen werden kann
(Abb. 6).
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Abbildung 6 Haplotypenanalyse mit D15S652 und D15S653

3.3.2 Substitution 2733C/T

Ein Patient (Pat.# 414) zeigte bei der SSCP Analyse im PAA-Gel anstelle
von drei Einzelbanden drei Doppelbanden. Im PAA-Gel mit Glycerin bot der
Patient zwei zusatzliche Einzelstrangbanden. Die anschlieRende
Sequenzierung ergab auf Position 2733 eine heterozygote Basensubstitution
von Cytosin zu Thymin (2733C/T) (cDNA: 486C/T). Diese Veradnderung
befindet sich an dritter Position eines codierenden Triplets. Sowohl CGC, als
auch CGC codieren fur Arginin. Folglich bleibt die Aminosaurensequenz

unverandert; von einer Pathogenitat kann nicht ausgegangen werden.
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3.3.3. Substitution 2736A/C

Ein Patient (Pat.# 267) zeigte in der SSCP Analyse sowohl im PAA-Gel als
auch im PAA-Gel mit Glycerin einen Bandshift in Richtung Kathode. Die
anschlieBende Sequenzierung ergab auf Position 5866 eine homozygote
Basensubstitution von Adenin zu Cytosin (2736A/C) (cDNA: 489A/C). Diese
Veranderung befindet sich an dritter Position eines codierenden Triplets.
Sowohl GCA als auch GCC codieren fir Alanin. Folglich bleibt die
Aminosaurensequenz unverdndert und von einer Pathogenitat kann nicht

ausgegangen werden.

3.3.4 Substitution 2657C>T

Ein Patient (Pat# 521) zeigte in der SSCP Analyse unter beiden
Bedingungen zusatzliche Banden. Bei der anschlieRenden Sequenzierung
wurde auf Position 2657 eine heterozygote Basensubstitution von Cytosin
auf Thymin festgestellt (2657C>T) (cDNA: 410C>T) (Abb.7). Diese
Verédnderung befindet sich an zweiter Position eines codierenden Triplets
(Codon 75). Im Wildtyp kodiert TCG fur Serin, bei der Mutante kodiert TTG
fur Leucin.

Der Patient wurde fur alle weiteren Exons durchgescreent, wobei keine

weitere heterozygote Mutation gefunden werden konnte.
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GGCCTTGEGGE

2657C>T

GGCCTCGGGG

Wildtyp

Abbildung 7 Sequenz und Kontrolle 2657C>T

3.3.5 Substitution 2684C>T

Ein Patient (Pat.# 528) wies in der SSCP Analyse unter beiden Bedingungen

zusatzliche Banden auf. Diese erklarten sich durch die bei der folgenden

Sequenzierung auf Position 2684 gefundene heterozygote Basensubstitution
von Cytosin auf Thymin (2684C>T) (cDNA: 437C>T) (Abb.8). Hierbei wird ein

codierendes Triplet (Codon 84) an zweiter Position verdndert. GCG codiert

im Wildtyp fur Alanin, GTG codiert in der Mutante fur Valin.

Auch bei diesem Patienten erfolgte eine Sequenzanalyse fur alle weiteren

Exons. Doch auch hier war die Suche nach einer weiteren Mutation leider

erfolglos.
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GTGG%GGEG

GTGGC GG AG

2684C>T

Wildtyp

Abbildung 8 Sequenz und Kontrolle 2684C>T

3.3.6 Restliche Patienten

Alle restlichen Patienten wiesen identische Bandenmuster auf.
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3.4. Untersuchungen im Exon 5

Das Exon hat eine Lange von 179 bp.

3.4.1. Substitution 4763G>A

Bei der SSCP- Analyse zeigte ein Patient (Pat.# 267) im PAAG-Gel bei den 3
charakteristischen Einzelstrangbanden Veranderungen auf. Die oberste
Bande fehlte, wahrend die mittlere eine Doppelbande aufwies. Die untere
war unverandert. Die anschlieRende Sequenzierung ergab auf Position 4763
eine homozygote Basensubstitution von Guanin zu Adenin (4763G>A)
(cDNA: 635G>A). Die Mutation veréndert die zweite Stelle eines Codons.
Statt CGG fir Arginin findet sich CAG fur Glutamin. Es handelt sich bei

dieser Substitution um die von Maw et al. beschriebene Mutation [47].

3.4.2 Restliche Patienten

Alle anderen Patienten zeigten das typische Bandenmuster.

3.5. Untersuchungen im Exon 6

Das Exon hat eine Lange von 159 bp.

3.5.1 Deletion 8518delG

Ein Patient (# 535) zeigte bei der SSCP Analyse Doppelbandenbildung in
beiden Bedingungen. Im PAA-Gel erkennt man anodenwarts eine
Doppelbande und im PAA-Gel mit Glycerin eine Dreierbandenstruktur im
Gegensatz zu der sonst Ublichen Einerbande (Abb. 9). Die daraufhin
durchgefiihrte Sequenzierung liel3 die heterozygote Deletion 8518delG
erkennen. Diese Deletion liegt genau an Position +1 nach Exonende (cDNA:

867+1delG) (Abb. 10). Daraus resultiert eine signifikante Veranderung des
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Splice-Scores, der beim Wildtyp 67,3 und bei der Mutante 53,6 ergibt. Zur
weiteren Bestéatigung der Mutation wurde auch hier ein Enzymverdau mit
dem Enzym TspR | durchgefihrt. Dieses Enzym schneidet den Wildtyp in
zwei Fragmente, wobei es an der Mutationsstelle seine Erkennungssequenz
hat. Im Agarose Gel sind vier Banden erkennbar. Durch die Deletion wird
diese Erkennungssequenz verandert und das Enzym kann nicht mehr

schneiden. Im Agarose Gel sind bei Heterozygotie nur drei Banden sichtbar.

C TCCAGG G G C
T A .

A1n)]

gy Fa¥
G e

LY —

8518delG

- T C CAG G T G AG &5 C

(WYY

.
R ™ Wildtyp
Abbildung 9 Abbildung 10
PAAG-Gel 8518delG Sequenz und Kontrolle 8518delG

Bei diesem Patienten wurde eine Familienanalyse durchgefiihrt wegen einer
weiteren heterozygoten Sequenzveranderung im Exon 4 (vgl. 3.3.1). Es

wurde die DNA der Mutter, des Vaters und eines Geschwisterkindes mit der
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SSCP Analyse untersucht. Bei den Doppelbanden ist deutlich zu erkennen,
dald der Vater und das Geschwisterkind fir dieses Exon identische
Bandenmuster mit dem Patienten aufzeigen, wahrend das Bandenmuster der
Mutter dem Wildtyp entspricht (Abb. 11). In Verbindung mit den Ergebnissen
der Familienanalyse auf Exon 4 ist daher vorstellbar, dal} die beiden
heterozygoten Mutationen zusammen ursachlich fur die RP Erkrankung
dieses Patienten sind.

Das Ergebnis der familienanalyse ist schematisch in Figur 3 dargestellt.

s
V = Vater
M = Mutter

= G = Geschwister
P = Patient

K = Kontrolle

v.- M G P

Familienanalyse 8518delG

Abbildung 11
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» 7

A

]

O

A heterozygot fiir Exon 6: 11277delG, Klinisch gesund
& heterozygot fiir Exon 4: 5908del6, klinisch gesund
W nheterozygot fiir beide Mutationen, erkrankt

Figur 3 Stammbaum Patient #535

3.5.2 Restliche Patienten

Die restlichen Patienten zeigten ein dem Wildtyp entsprechendes

Bandenmuster.
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3.6. Untersuchungen im Exon 7

Das Exon hat eine Lange von 111 bp.

3.6.1 Substitution 9057C/T

Ein Patient (Pat.# 582) zeigt bei der SSCP Analyse den anderen Patienten
gegeniber Veranderungen im Bandenmuster unter beiden Bedingungen auf.
Im PAA-Gel zeigt dieser Patient in 3 von 4 charakteristischen Banden eine
Doppelbande. Im PAA-Gel mit Glycerin zeigt er bei den Einzelstrangen
kathodenwarts eine Doppelbande. Die daraufhin erfolgte Sequenzierung
ergab einen heterozygoten Basenaustausch von Cytosin nach Thymin an
Position 9057 (9057C/T). Diese Stelle befindet sich allerdings 24 Basenpaare
vor dem ersten Nucleotid (im Intron 6) von Exon 7 (cDNA: 868-24C/T).
Demnach ist diese Mutation weit aufR3erhalb der codierenden Regionen

angesiedelt und somit hochstwahrscheinlich ohne weitere Relevanz.

3.6.2. Restliche Patienten

Alle anderen Patienten zeigten die typischen Bandenmuster.

3.7 Untersuchungen im Exon 8

Das Exon hat eine Lange von 555 bp. Auf Grund seiner Lange wurde es in
zwei Teilsticken untersucht, die hier der Einfachheit halber 8a und 8b

genannt werden.

3.7.1. Untersuchungen im Exonteilstlick 8a

Bei der SSCP Analyse zeigten alle Patienten identische Bandenmuster. Auf

weitere Untersuchungen wurde deswegen verzichtet.
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3.7.2. Untersuchungen im Exonteilstiick 8b

Bei der SSCP Analyse zeigten sich verschiedene Bandenmuster, die alle
haufig vertreten waren, so dal3 der Verdacht von Polymorphismen nahe lag.
Analysiert wurden der Wildtyp, die beiden homozygoten Polymorphismen,
sowie ein fur beide Polymorphismen hetreozygoter Patient.

3.7.2.1 Substitution 9772G/T

Bei einem Patienten (Pat. #339) fand sich bei der SSCP Analyse im PAA-Gel
ein abweichendes 3-Banden Muster und im PAA-Gel mit Glycerin ein
ebenfalls auffalliges in Richtung Anode verschobenes 2 Banden Muster. Die
erfolgte Sequenzierung erbrachte eine homozygote Substitution auf Position
97721 von Guanin auf Tymin (9772G/T; cDNA: 1304G/T). Obwohl noch auf
Exon 8 gelegen, befindet sich diese Mutation 107 bp hinter dem ersten
STOP Codon. Zwei weitere sind sogar noch dazwischengeschaltet. Diese

Position a3t an eine klinische Relevanz nicht denken.

3.7.2.2. Substitution 9901G/A

Bei einem Patienten (Pat.# 397) zeigte sich in der SSCP Analyse ein 3-
Bandenmuster unter beiden Bedingungen. Die  anschliel3ende
Sequenzierung erbrachte einen homozygoten Basenaustausch von Guanin
auf Adenin. Diese Substitution (9901G/A) lag aul3erhalb von Exon 8 (cDNA:
1317+116G/A) sowie 175 bp Basenpaare hinter dem Stopcodon. Auch hier

ist auf Grund der Position der Substitution keine klinische Relevanz gegeben.

3.7.2.3. Restliche Patienten

Anhand der Bandenmuster der Ubrigen Patienten laf3t sich sagen, ob ein
Wildtyp, eine Heterozygotie fur jeweils eine der beiden Mutationen, eine
Homozygotie fur eine der beiden Mutationen oder ein Heterozygotie fur beide

Mutationen vorliegt. Auf weitere Analysen wurde verzichet.
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Tabelle 3-1 Ubersicht der gefundenen Sequenzvarianten

Exon | Sequenzvarianten | Erwartete Folgen
2 853G/A ?
4 2778del6 Splice Score Alterat.
2733CIT ?
2736A/C ?
2657C>T Serin>Leucin
Codon 75
2684C>T Alanin>Valin
Codon 84
5 4763G>A Arginin>Glutamin
Codon 150
6 8518delG Splice Score Alterat.
7 9057C/T ?
8 9772GIT ?
9901G/A ?
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4. Diskussion

Bis vor einigen Jahren waren die Mutationen, die man mit der Genese von
Retinitis pigmentosa in Verbindung brachte, auf Gene beschrankt, die
unmittelbar fir Komponenten des Phototransduktionsprozesses in der
Photorezeptorzelle codieren oder fur Strukturproteine (vgl. 1.2.3). Obwohl
Mutationen in acht Genen entdeckt werden konnten, so stellten sie doch nur
einen geringen Prozentsatz der Krankheitsfalle dar [22]. Es war also
wahrscheinlich, daR Veranderungen an Komponenten aul3erhalb der
Rezeptorzelle fur die Entstehung der Krankheit in Frage kommen kdnnten.
Cotran et al. vermuteten bereits 1990, dal3 eventuell Mutationen am fur
CRALBP codierenden Gen ebenfalls fir Formen der Retinitis pigmentosa
verantwortlich sein kénnten. Allerdings konnten sie damals noch keinen
Hinweis dafir finden, dald eine solche Mutation in Zusammenhang mit RP
steht [15]. Erst 1997 bestatigten zwei Veroffentlichungen in Nature Genetics
diese These. So konnten Maw et al. erstmals eine Mutation im RLBP1-Gen
im Zusammenhang mit Retinitis pigmentosa nachweisen [47]. In der gleichen
Ausgabe beschreiben Gu et al. Mutationen im Gen RPEG65, einem Gen, das
fur ein Protein codiert, welches an der enzymatischen Regeneration von 11-
cis-Retinal beteiligt ist [30]. RLBP1 kodiert fir CRALBP, das ebenfalls in den
Regenerationsvorgang von 11-cis-Retinol eingebunden ist. In der
vorliegenden Arbeit wurde versucht die Ergebnisse von Maw et al. weiter zu
untermauern und weitere Mutationen in diesem Gen zu lokalisieren, was

auch gelang.

4.1 Diskussion der Ergebnisse

Die in meiner Versuchsreihe gefundenen Mutationen sind nicht gleichmallig
auf die einzelnen Exons verteilt. Man konnte folglich annehmen, dal3 es im
Gen RLBP1 Regionen gibt, in denen sich die Anzahl von
Sequenzveradnderungen haufen. So konnten in den Exons 3 und 8a keine

Mutationen nachgewiesen werden, wahrend allein in Exon 4 funf
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verschiedene existieren. Dieser Eindruck tduscht allerdings, da andere
Studien, die spéater noch besprochen werden, auch in den anderen Exons
eine oder mehrere Mutationen nachweisen konnten. Demnach ergibt sich in
der Gesamtheit betrachtet eine relativ ausgeglichene Verteilung der
Mutationen Uber die einzelnen Exons. Eine besonders vulnerable Region

scheint folglich nicht zu bestehen.

Insgesamt konnten 11 Mutationen in dem Gen RLBP1 nachgewiesen
werden. Davon waren 6 klinisch irrelevant, da sie sich entweder in einem
Intron befanden oder es sich um Basensubstitutionen an dritter Stelle eines
Codons handelte, die nicht zu einem Aminosaureaustausch fuhrten. Bei den
gefundenen 5 Mutationen, die eine Anderung der Proteinstruktur zur Folge
haben, war nur eine homozygot; die 4 restlichen waren heterozygot. Jedoch
konnten bei diesen 4 Patienten nur in einem Falle zwei heterozygote

Mutationen bei einer Person aufgezeigt werden.

Bei Exon 8b lagen die beiden gefundenen Mutationen (9772G/T, 9901G/A)
weit nach dem STOP Codon. Es wurde von den 100 untersuchten Patienten
jeweils einer gefunden, der fur eine der beiden Mutationen eine Homozygotie
aufwies. Der Rest verteilte sich auf Wildtyp und heterozygote Varianten. Da
sich die Veranderungen aber wie schon gesagt 107 bzw. 175 Basenpaare
weit im nicht-codierenden Bereich befinden, kann von einer Relevanz fur die

Pathogenese der RP nicht ausgegangen werden.

Ebenso verhalt es sich mit der dem Exon 7 zugeordneten Mutation 9057C/T.
Sie liegt 24 Basenpaare vor dem Beginn des Exons und somit ebenfalls im
nicht codierenden Bereich. Hierfir ist nur ein Patient heterozygot. Auch hier

ist keine pathogenetische Relevanz gegeben.

Es wurden drei weitere Mutationen gefunden, die zwar in Exons liegen,
allerdings nicht die Aminosaurestruktur des Proteins verandern. In Exon 2
wurde eine Basensubstitution auf Position 853 von Guanin auf Adenin
(853G/A) festgestellt. Dieser Austausch befindet sich an dritter Stelle des

entsprechenden Codons. Da jedoch der genetische Code flur eine
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Aminosaure an dritter Stelle variabel ist [46], codieren sowohl das Triplet
CGG als auch CGA fir die selbe Aminosaure, namlich Arginin. Folglich wird
die Aminosauresequenz nicht verandert; das Protein bleibt in seiner Struktur
und Eigenschaften gleich. Auch in diesem Falle ist kein kausaler
Zusammenhang zwischen Sequenzveranderung und Krankheit gegeben.

Ebenso verhalt es sich mit zwei weiteren Mutationen an dritter Stelle eines
Triplets, die auf Exon 4 nachgewiesen werden konnten. Sie liegen in direkt
aufeinanderfolgenden Triplets, allerdings bei verschiedenen Patienten. Beide
wurden jeweils nur bei einem einzigen Patienten gefunden. Die Mutation
2733C/T in heterozygoter Form, Mutation 2736A/C in homozygoter. Auch

hier gilt: Wildtyp und Mutante codieren flr die gleiche Aminosaure.

Es wurden in den Exons 2,3,7 und 8 keine oder nur irrelevante

Sequenzveranderungen entdeckt.

1999 vertffentlichten Morimura et al. ihre Ergebnisse der bisher
umfangreichsten Screening-Untersuchung in diesem Gen [51]. Sie
untersuchten insgesamt 324 Patienten. Ebenso wie in dieser Arbeit fanden
sie mehr (10) in Betracht auf die Netzhauterkrankung konsequenzlose
Veranderungen, konnten aber folgende vier relevanten, homozygoten

Mutationen nachweisen:

Intron 3: T1335C ;splice donor site, IVS3+2 (GT zu GC)
Exon 6: T8140A; Met226Lys (ATG zu AAG)

Exon 7: C9096T; Arg234Trp (CGG zu TGG)

Exon 8: 9483delC; GIn278(1 bp del) (CAG zu -AG)

w0 NP

All diese Mutationen traten jeweils nur einmal auf, wobei 1. und 2. in ein und
demselben Patienten vorkommen. Alle drei Patienten leiden unter der selben
Form der RP, der Retinitis punctata albescens, weshalb die Autoren darauf
schlieBen, dall diese 4 Mutanten ursachlich fur diesen speziellen
Phanotypen sind. Patienten mit Retinitis punctata albescens bieten im ERG
Zeichen der generalisierten Netzhautdegeneration, eine gesteigerte

Adaptationsschwelle fir das Dunkelsehen sowie ophtalmoskopisch
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verdunnte Arteriolen und weil3lich/gelbe Ablagerungen subretinal. Wegen der
extrem niedrigen Inzidenz dieses Phéanotypen erscheint es als nicht
verwunderlich, dal3 die von Morimura nachgewiesenen Mutationen nicht bei
den in dieser Dissertation untersuchten Patienten gefunden wurden. Folglich
scheint sich die Vermutung der Autoren zu bestéatigen, dal’3 die von ihnen
beschriebenen Varianten nur fir die Retinitis punctata albescens
verantwortlich sind.

Eine weitere Arbeit, die sich mit Mutationen auf dem Gen RLBP1
beschaftigte, konnte ebenfalls in Exon 7 eine Mutation feststellen. Burstedt et
al. konnten bei 20 Personen mit Bothnia Dystrophy, einer Variante der
Retinitis punctata albescens, eine homozygote Cytosin zu Guanin
Substitution mit resultierenden Aminosauretausch bei Position 234 von
Arginin auf Tryptophan [12] nachweisen. Hier lag ein Founder Effekt vor, was
wiederum erklart, dal3 diese Mutation nicht in dem hier untersuchten
Patientengut vorkam.

Die bereits mehrfach angesprochene, von Maw et al. bei einem indischen
Patienten erstmals beschriebene Mutation 4763G>A in Exon 5, welche zu
einem Aminosaureaustausch bei Residuum 150 von Arginin nach Glutamin
fuhrt, konnte auch bei dieser Versuchsreihe in homozygoter Form bei einem
indischen Patienten gefunden werden. Es konnte allerdings nicht hinreichend
geklart werden, ob die untersuchte DNA in beiden Féllen nicht von ein und
dem selben Patienten stammte. Fest steht nur, dal3 der von mir untersuchte
Patient ebenfalls aus Indien kommt. Dennoch kann dieses Resultat als
Bestatigung der Ergebnisse von Maw et al. gewertet werden.

In einer weiteren aktuellen Studie von Bernal et al., in der 50 Familien mit
arRP, sowie 4 Familien mit Retinitis punctata albescens untersucht wurden,
konnten keine pathogenetisch relevanten Mutationen nachgewiesen werden
[4]. Interessanterweise ist in diesem Patientengut auch nicht die

Sequenzveranderung 2778del6 beschrieben worden.

Das wohl auffalligste Ergebnis der Untersuchungen in dieser Arbeit findet
sich eindeutig in Exon 4. Dort ist an der Splice Site zu Intron 5 eine 6 bp
Deletion gefunden worden. Vor allem die Inzidenz dieser Mutation ist

bemerkenswert. Von zuerst 100 untersuchten Patienten waren 4 positiv, so
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dal3 211 weitere in diesem Exon nachgescreent wurden. Insgesamt konnte in
9 Fallen, d. h. knapp 3% diese Deletion gefunden werden. Die Moglichkeit
eines Founder-Effekts wurde angedacht, konnte aber durch die
anschlieBende Haplotypen-Analyse nicht bestatigt werden. Es st
bemerkenswert, dafl} die Schnittwahrscheinlichkeit durch die Lokalisation
mitten in der Splice Site signifikant abnimmt (von knapp 95% auf etwa 74%).
Zu beachten sind zwei Tatsachen: Zum einen wurde bei der Kontrollgruppe
von 50 randomisierten Personen ebenfalls diese Mutation in zwei Féllen
gefunden. Zum anderen konnte keine einzige homozygote Variante entdeckt
werden. Einen ahnlichen Rickschluf’ zieht Morimura, der in seiner Studie 3
Patienten mit 2778del6 fand sowie 4 in der Kontrollgruppe. Er mif3t dieser
Mutation keine Bedeutung zu und erwahnt sie nur kurz in einer mit
~Polymorphismen, seltene stille Varianten und seltene Varianten mit unklarer
Pathogenitat® betitelten Auflistung. Die Vermutung liegt also nahe, besonders
wenn man die Kontrollgruppen im Auge behalt, dal? es sich hierbei um eine

Normvariante handelt.

Bei einem Patienten konnte eine weitere heterozygote Mutation auf dem
anderen Allel gefunden werden. Es handelt sich ebenfalls um eine Deletion,
die in der Literatur noch nicht beschrieben ist: In Exon 6 findet sich in der
Splice Site ein Wegfall von Guanin genau an Position +1 nach Exonende
(8518delG). Auch hier findet eine signifikante Veranderung des Splice
Scores von 67,3 im Wildtyp zu 53,6 bei der Mutante statt.

Klinisch weist der Patient einen early-onset Verlauf auf. Bereits im
Vorschulalter beklagte er Probleme beim Nacht- und Dammerungssehen.
Diese Klinik laf3t eine Schadigung und den Untergang der fur diese Fahigkeit
bendtigten Stabchen-Photorezeptorenzellen vermuten und ist typisch fur die
RP (vgl. 1.2.1 und 1.2.2). Es stellte sich eine stetige Progradienz der
Degeneration ein, so dald erste subjektive Gesichtsfeldverdnderungen im
Alter von 25 Jahren auftraten. Zu diesem Zeitpunkt wurde das Blitz-ERG als
erloschen befundet, bei der Fundoskopie offenbarten sich blasse Papillen,
deutlich verengte Gefal3e, sowie eine unregelmallige Pigmentierung im

peripheren Pigmentepithel. Knochenkdrperchenpigmentierungen wurden
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nicht gefunden. Es wurde die Diagnose einer Retinitis Pigmentosa sine
pigmentu gestellt. Zum Zeitpunkt der letzten Kontrolluntersuchung mit 46
Jahren wurde das isolierte Stabchen-ERG als erloschen, das photopische
ERG seitengleich mit deutlich reduzierten Zapfen-Antworten bewertet. Im
skotopischen ERG fiel auf, dal3 die Maximalantwort (Zapfen-Stabchen-
Mischantwort) eine nahezu identische Kurve mit dem photopischen
Einzelblitzsignal aufwies. Diese Tatsache l|aRt vermuten, daR die
Maximalantwort in diesem Fall nur durch das Zapfensystem erzeugt wird,
was auf eine vollstindige  FunktionseinbuRe der  Stabchen-
Photorezeptorenzellen hindeutet. Die Fundoskopie war mit den Vorbefunden
gleich, jetzt aber noch zusatzlich mit ausgepragten atrophischen
Veranderungen der Macula vergesellschaftet. Die Diagnose der Retinitis

Pigmentosa sine pigmentu wurde aufrecht erhalten.

Interessant ist die Klinik des Patienten unter zwei Aspekten. Zum einen
gleichen die oben beschriebenen ERG-Befunde denen, die auch fir eine
Vitamin-A-Mangelretinopathie charakteristisch sind. Bei dem Patienten ist
anamnestisch von einem exogenen Vitamin-A-Mangel nicht auszugehen.
Dennoch spricht die Klinik fir eine Stérung des Vitamin-A-Haushaltes.
Dieses laldt sich mit den genetischen Befunden korrelieren. Der Patient tragt
zwei allelische heterozygote Mutationen im RLBP1-Gen. Saari et al. [56]
zeigen in ihrer Arbeit auf, da3 CRALBP den Vitamin-A-Stoffwechsel
beeinfluldt (vgl. 1.3.2), so dal3 davon auszugehen ist, da3 bei diesem
Patienten ein relativer Vitamin-A-Mangel herrscht. Das deutet darauf hin, daf3
die in dieser Arbeit entdeckte Mutationskonstellation durch negative

Auswirkungen auf die Verstoffwechselung des Rhodopsins pathogen ist.

Zum zweiten offenbahren sich deutliche klinische Parallelen zu anderen
Patienten mit CRALBP-Mutationen. Insbesondere zu denen, die von Maw et
al. [47] beschrieben wurden, zeigt sich eine deutliche Ubereinstimmung.
Jene Patienten zeichnen sich ebenfalls durch einen early-onset und stark
eingeschréankte bis erloschene ERGs aus. Die fundoskopischen Befunde
mul3 man als identisch bewerten: enggestellte GefalRe, maculare

Degeneration ohne Knochenkorperchen. Ob die von Maw et al.
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beschriebenen versprengten weil3en Flecken auf dem Retinagrund der bei
dem hier untersuchten Patienten festgestellten unregelmalligen
Pigmentierung entsprechen oder eher auf eine Retinitis punctata albescens
deuten, ist nicht eindeutig zu klaren. Somit ist im Rahmen des
Literaturvergleichs keine genaue Zuordnung maoglich.

Maw et al. kommen ebenfalls zu der Schlul3folgerung, dal’3 der Vitamin-A-
Haushalt durch eine Mutation in CRALB negativ alteriert wird und somit zur
Ausbildung von RP fihrt. Die von ihnen gedul3erte Hoffnung, einen Grof3tell
der nicht Syndrom-assoziierten RP-Falle einem gestdrten Vitamin-A-
Stoffwechsel zuzuschreiben, hat sich allerdings bislang noch nicht bestatigen
lassen. Insgesamt wurden bei doch relativ hohen Screening Zahlen in den
hier diskutierten CRALBP-assoziierten Studien nur wenige relevante
Mutationen gefunden. Besonders die von Burstedt et al. [12] und Morimura et
al. [52] beschriebenen Mutationen beziehen sich ausschlieBlich auf die
Variante der Retinitis punctata albicans. Zwar zeigen sich auch hier klinische
Parallelen (insbesondere das Fehlen der RP typischen Knochenkérperchen),
fur einen eingehenden Vergleich fehlen allerdings ausfihrliche Daten tber
die Resultate der elekrophysiologischen Untersuchungen. Dennoch bleibt zu
vermuten, dal3 ein hohes krankheitsauslésendes Potenzial in Veranderungen
an den mit dem Vitamin-A-Stoffwechsel verbundenen Proteinen liegt, wie
z.B. auch dem RPE65-Gen (Gu et al. [30]). Weitere Studien auf diesem Feld,
auch an anderen Kandidatengenen konnten weitere interessante

Ruckschlisse erlauben.

Um zu beweisen, dall es sich bei den in dieser Arbeit gefundenen
Mutationen um allelische Veranderungen handelt, wurde die DNA der Eltern
und des Geschwisterkindes des betroffenen Patienten untersucht. Bei der
Untersuchung der Familie ergab sich, dall der Vater und das
Geschwisterkind heterozygot fur die Mutation 8518delG in Exon 6 sind,
wéahrend die Mutter in Exon 4 eine Heterozygotie fir die 2778del6-Mutante
besitzt. Mutter, Vater und das Geschwisterkind sind phanotypisch
unauffallige Trager, wahrend das beide Mutationen aufweisende Kind
erkrankt ist. Diese Familienanalyse unterstitzt die Vermutung, dal die

Kombination aus beiden Mutationen zur Erkrankung an RP flhrt.
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Die Relevanz von Splice Site Mutationen wurde ausfuhrlich von Krawczak et
al. [41] dargelegt, so dalR eine Kombination von 2 heterozygoten Splice Site
Mutationen sehr wohl fur eine Pathogenitat spricht. Interessant sind auch die
Uberlegungen, die sich in Anbetracht der oben erwahnten
Kontrollgruppenresultate  ergeben  konnten. Aus den gefundenen
Ergebnissen lieBe sich folgern, daf3 die in der Normalbevélkerung
vorkommende Normvariante 2778del6 in Kombination mit einer weiteren, fir
Retinitis pigmentosa spezifischen, heterozygoten Mutation des RLBP1-Gens
sehr wohl pathogen sein konnte. Die klinischen Auswirkungen dieser
Schlu3folgerung werden weiter unten diskutiert (vgl. 4.2). Voraussetzung ist
allerdings sicherlich der Nachweis von weiteren Kombinationen der Deletion

2778del6 mit anderen heterozygoten Mutationen.

In dieser Arbeit wurden noch zwei weitere heterozygote Mutationen entdeckt,
die bisher noch nicht beschrieben sind. Es handelt sich um jeweils einen
Basenaustausch, 2657C>T und 2684C>T, lokalisiert im Exon 4. Beide
verandern die Aminosauresequenz. Im ersten Fall ersetzt Leucin das Serin
des Wildtypes, im zweiten Valin das Alanin. Allerdings konnten in beiden
Fallen keine weitere heterozygote Mutation gefunden werden. Dennoch
bleiben diese beiden Veradnderungen mogliche Kandidaten im Hinblick auf
eine Pathogenitat beziglich RP und es bleibt abzuwarten, ob in etwaigen
Folgestudien diese Mutationen eine Rolle spielen werden.

4.2 Ausblick

Die interessante Mutation dieser Arbeit ist ohne Zweifel die 6 bp Deletion in
Exon 4. Bemerkenswert ist, dafl Morimura et al. dieser Variante in ihrer
Arbeit keinerlei Bedeutung zumessen. In dieser Dissertation konnte
aufgezeigt werden, dal} diese Variante eventuell doch von Bedeutung ist.
Dadurch, dal3 bei einem Patienten zusatzlich noch eine andere heterozygote
Mutation gefunden wurde, 143t sich der Schlul3 ziehen, dal} diese, allein nicht
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mit RP assoziierte und auch in der Normalbevélkerung vorkommende
Variante, in Kombination mit einer pathogenen Mutation sehr wohl
krankheitsrelevant sein kann. Sie wirde somit einen Risikofaktor fur diese
Krankheit darstellen. Kdnnten in anderen Studien weitere Kombinationen von
2778del6 mit anderen Mutationen bei an RP erkrankten Patienten
nachgewiesen werden, dann hatte das sicherlich den Zusammenhang
zwischen dieser Mutante und RP eindrucksvoll bewiesen.

Desweiteren gilt es fur die zuvor noch nicht beschriebenen heterozygoten
Mutationen 2657C>T und 2684C>T in Exon 4 eine Pathogenitat zu
beweisen. Konnte eine homozygote Mutation bei einem Patienten
nachgewiesen werden, so ware auch dies ein weiterer kleiner Baustein in
dem Versuch die Genetik der RP zu entschliisseln. Denn nach wie vor gilt fur
die Medizin, dal3 am besten behandelt werden kann, was verstanden wird.
Ebenfalls interessant ware die Entdeckung einer homozygoten Variante der
Deletion einer Base an der Splice Site von Exon 6. Der Beweis der alleinigen

Pathogenitat dieser Muation wirde die oben aufgestellte These unterstiitzen.

An dieser Stelle a3t sich eine Parallele zum CFTR-Gen ziehen. Mutationen
in diesem Gen sind Ursache fir die klassische Mukoviszidose (CF), wie auch
der genitalen Form, der kongenitalen beidseitigen Vas-deferens-Aplasie
(CBAVD). Im Intron 8 des CFTR-Gens kommt ein Polypyrimidintrakt in drei
verschiedenen Langen (5{IVS8-5T},7{IVS8-7T} oder 9{IVS8-9T} Thymidin)
vor, wobei dieser entscheidend die Erkennung des Exons 9 beinfluf3t. Mit 7T
oder 9T wird das Exon 9 in 70-90% der Féalle in die mRNA-Transcripte
eingebaut, mit 5T nur in 10-40%. Eine heterozygote Mutation an einem Allel
mit IVS8-7T/bzw. 9T auf dem anderen Allel fihrt entsprechend noch nicht zur
CBAVD, wohl aber mit IVS8-5T [65].

Dieser Zusammenhang legt dar, daf3 eine in einem Intron gelegene Variante

im Rahmen einer ,compound” Heterozygotie sehr wohl pathogen sein kann.

Die klinische Relevanz der Untersuchungen dieser Dissertation ergibt sich
daraus, daf} es nun als erwiesen angesehen werden kann, daf3 nicht nur in
Einzelfallen Mutationen im retinalen Pigmentepithel ursachlich fir RP sind.

Daraus resultiert eine neue Behandlungsperspektive. Bisher konnten mit RP
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assoziierte Syndrome nur symptomatisch behandelt werden, wie z.B das
Bassen-Kornzweig-Syndrom durch Vitamin A Gaben [40] oder das Refsum-
Syndrom  durch  Phytansdure-arme  Kost [54]. Alle weiteren
Behandlungsversuche waren unspeziefisch, wie zum Beispiel die
hochdosierte Vitamin A Gabe [7]. Jetzt ergibt sich eventuell die Mdglichkeit
zu einer kurativen Therapie. Zur Zeit werden Versuche durchgefuhrt, bei
denen die Erfolgschancen einer Transplantation von retinalem
Pigmentepithel ausgetestet werden [1,24]. Bisher nur im Tierversuch
durchgefuhrt, steht man allerdings auch hier, wie in der gesamten
Transplantchirurgie, vor dem Problem der immunogenen Absto3ung [71].
Sollten in der Zukunft Transplantationsreihen am Menschen erfolgreich sein,

dann kdnnte einem bedeutenden Anteil von RP Patienten geholfen werden.

Diese Arbeit zeigt einmal mehr, dal’ es sich bei Mutationen in Genen, die fur
Proteine des RPE codieren, nicht um isolierte Einzelfélle handelt, sondern
der Anteil an Gesamtfallen im Verlauf weiterer Screeninguntersuchungen

ansteigt. Das unterstitzt somit neue therapeutische Ansatze.
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5. Zusammenfassung

Retinitis pigmentosa ist eine weltweit verbreitete, genetisch bedingte
Augenkrankheit mit einer Inzidenz von etwa 1: 4000. Sie fuhrt im Verlauf zum
Verlust des Sehvermdgens der Patienten und beruht auf Veranderungen im
Erbgut, wobei verschiedene Vererbungsmodi existieren. In dieser
Dissertation wurde die DNA von 100 Patienten, die an autosomal-rezessiv
vererbter RP (arRP) erkrankt sind, auf Mutationen im Gen RLBP1, welches
fur das zellulare Reinaldehyd-bindende Protein (CRALBP) codiert,
untersucht. Weitere 211 Patienten wurden nur in Exon 4 des RLBP1-Gens
analysiert. Dabei konnten insgesamt 11 Sequenzveranderungen gegentber
dem Wildtyp festgestellt werden, wobei sich sechs als pathogenetisch
irrelevante Polymorphismen erwiesen, indem sie seltene oder haufigere
Varianten ohne Aminosaurenaustausch darstellten oder auf3erhalb der
codierenden Regionen lagen.

Funf Mutationen fiihrten zu einer Anderung der Aminosauresequenz oder
alterierten die Splice-Stelle zwischen Exon und Intron. Die einzige
homozygote Mutation 4763G>A (Arg-Glu in Codon 150), die in Exon 5
entdeckt wurde, ist in der Literatur bereits beschrieben. Zwei
Basensubstitutionen, 2657C>T (Ser-Leu in Codon 75) und 2684C>T
(Ala-Val in Codon 84), konnten in heterozygoter Form bei jeweils einem
Patienten festgestellt werden, ohne eine zweite RLBP1-Mutation zu finden.
Hier ware die Pathogenitat der Erbgutverdnderung in zukinftigen Studien
durch den Nachweis einer homozygoten Form oder die Kombination mit
einer weiteren heterozygoten Mutation noch zu beweisen.

Ein Patient zeigte eine (im gesamten Patientengut haufig vorkommende)
heterozygote 6 bp Deletion an der Splice Site zu Intron 5 (2778del6) sowie
eine heterozygote 1 bp Deletion an der Splice Site zu Intron 7 (8518delG).
Erstere ist in der Literatur bisher nur als vereinzelt vorkommende Variante
ohne Relevanz beschrieben, letztere noch gar nicht. Es konnte in dieser
Arbeit eine Konsegregation der beiden Verdnderungen mit dem Phéanotyp
der Retinitis Pigmentosa sine pigmentu nachgewiesen werden, so daf3 die
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Kombination dieser beiden Mutationen wahrscheinlich die Ursache fur die
Erkrankung des Patienten darstellt.

Insgesamt zeigt diese Arbeit eine genetische Ursache sowie zwei weitere
wahrscheinlich pathogene Mutationen fir arRP auf und bestétigt zudem
nochmals bereits vertffentlichte Forschungsergebnisse anderer Gruppen.
Diese Dissertation versteht sich schlul3endlich als ein weiterer Baustein auf
dem Weg zum besseren Verstandnis und auch Behandlung der Krankheit

Retinitis pigmentosa.
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