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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung

Die Retinitis pigmentosa (RP) gehért zur Gruppe der hereditaren tapetoretinalen
Dystrophien (s. Abb. 1). Sie kann isoliert (non-syndromic RP) oder mit anderen
klinischen Merkmalen vergesellschaftet als Syndrom vorkommen. Ursachliche Mu-
tationen, Vererbungsmodi, Phanotypen und Penetranz sind auBerst heterogen
(Inglehearn et al. 1998). So sind autosomal dominante (ad), autosomal rezessive
(ar), X-chromosomale, digenische und maternale (mitochondriale) Erbgéange be-
schrieben worden. Viele Erkrankte werden als sog. Simplex-Félle beschrieben, da
sie als die einzigen Betroffenen in ihrer Familie zu finden sind. Meist tragen diese
Personen jedoch keine Neumutationen in ihrem Erbgut, sondern eher die Kombi-
nation ihrer heterozygot mutierten elterlichen Gene. Diese Heterozygotie fur ein
RP-Gen wird bei einer von flinfzehn Personen in der Bevélkerung gefunden
(Jurklies et al. 1997). Epidemiologisch leidet eine von 3000-5000 Personen (Zren-
ner et al. 1992) bzw. ungefahr 1,5 Millionen Menschen weltweit an RP (Berson et
al. 1996), womit diese die haufigste hereditare retinale Dystrophie ist.

Ziel dieser Arbeit war es, eine deutsche Familie, mit mehreren an einer autosomal
rezessiv erblichen Retinitis pigmentosa (arRP) erkrankten Mitgliedern, auf die be-
reits beschriebenen arRP-Loci (s. Tab. 1, Quelle:
http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/sum-dis.htm) hin zu untersuchen. Bei Aus-
schluss dieser Loci sollte dann eine genomweite Suche nach einem neuen Locus
begonnen werden.

Ausschluss und Suche nach Genloci erfolgte mittels Kopplungsanalyse zu spezifi-
schen chromosomalen Markern bzw. deren kartierten DNA-Markerloci. Wird ein
neuer Krankheitslocus durch Projekte wie dieses gefunden, kann man die dorti-
gen, u.U. erst zu findenden, Kandidatengene auf Mutationen untersuchen. Hat
man die Funktion eines Kandidatengens bestimmen kénnen, so lasst dies wichtige
Ruickschlisse auf die Pathophysiologie der RP zu. Spezifische Therapien wie z.B.
die Substitution oder Blockierung bestimmter Stoffe oder eine Gentherapie durch
Einschleusung intakten genetischen Materials waren dadurch in Zukunft méglich.
Von genaueren Kenntnissen der ursachlichen Mutationen kdnnte auch die geneti-
sche Beratung von RP-Patienten profitieren, wenn Genotyp-Phanotyp-

Korrelationen aufgedeckt werden wirden.



Tapetoretinale Dystrophien

Retinitis pigmentosa Differentialdiagnosen

Lues
Rételn-Retinopathie

nicht-syndromale syndromale Formen Unerwinschte Wirkung

Form z.B. Usher-Syndrom, von z.B. Chloroquin oder
Kearns-Sayre-Syndrom, Tamoxifen
Cockayne-Syndrom, Vitamin A-Mangel
Bardet-Biedl-Syndrom, Dominante Drusen
Refsum-Syndrom Inflammatorische und neo-

plastische Prozesse

Abbildung 1:
Hereditare tapetoretinale Dystrophien.



Tabelle 1: Bekannte arRP-Loci

Chromo- |Locus Symbol |Protein Kartierungs- |Literatur
som methode
1 1p31.2 |RPEBG5, |retinal Kopplungsana- |Gu 1997,
RP20, |pigment lyse, Kandida- |Nicoletti
LCA2 |epithelium- [ten-Gen 1995
specific 65
kD Protein
1p22.1 ABCR, |ATP- Kopplungsana- |Martinez-
RP19, |binding lyse, Kandida- |Mir 1998,
STGD1, |cassette |ten-Gen Cremers
ABCA4 |transpor- 1998
ter-retinal
1931.3 RP12, |crumbs Kopplungsana- |Leutelt
CRB1 |homolog 1 |lyse, Kandida- |1995,
ten-Gen den Hol-
lander
1999
1941 USH2A |usherin Kopplungsana- |Rivolta
lyse, Kandida- [2000
ten-Gen
2 2p11-p16 (RP28 |? Kopplungsana- |Gu 1999
lyse
2913 MERTK |c-mer Kopplungsana- |Gal 2000
protoonco- |lyse, Kandida-
gene ten-Gen
receptor
tyrosine
kinase
2031-933 [RP26 |? Kopplungsana- |Bayes
lyse 1998
2937.1 SAG Arrestin Kopplungsana- |Fuchs
(S- lyse, Kandida- |1995,
Antigen) |ten-Gen Maw
1995,
Nakaza-
wa 1998,
Wada
1996
3 3g22.1 RHO, Rhodopsin | Kandidaten- Rosen-
RP4 Gen feld 1992

Fur aktuelle Daten siehe bitte: http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/sum-dis.htm.




weiter Tabelle 1: Bekannte arRBP-Loci

Chromo | Locus Symbol Protein Kartierungs- Literatur
-som Methode
4 4p16.3 PDE6B, |rod cGMP |Kopplungsana- |Mc
CSNB3 |phospho- |lyse, Kandida- |Laughlin
diestera- |ten-Gen 1993,
se beta Valverde
subunit 1995,
Weber
1991
4p12 CNGA1, |rod Kopplungsana- |Dryja
CNCG, |cGMP- lyse, Kandida- {1995
CNGC1 |gated ten-Gen
channel
alpha
subunit
4932.1 LRAT lecithin Kandidaten-Gen | Thomp-
retinol son 2001
acyltrans-
ferase
4032-934 |RP29 ? Kopplungsana- |Hameed
lyse 2001
5 5q33.1 PDE6A |cGMP Kandidaten-Gen |Huang
phospho- 1995,
diesteras Dryja
e alpha 1999,
subunit Pittler
1990
6 6p21.31 |TULP1, |tubby-like |Kopplungsana- |Banerjee
RP14 protein 1 |lyse, Klonierung |1998,
Hagstrom
1998
6cen-q15 |RP25 ? Kopplungsana- |Ruiz
lyse 1998
8 8912.3 TTPA alpha- Kandidaten-Gen |Yokota
tocophe- 1996
rol-
transport
protein

Fur aktuelle Daten siehe bitte: http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/sum-dis.htm.




weiter Tabelle 1: Bekannte arRP-Loci

Chromo | Locus Symbol Protein Kartierungs- Literatur
-som Methode
10 10g23.1 |RGR retinal G |Kopplungsana- |Chen
protein lyse, Kandida- | 1996,
coupled |[ten-Gen Morimura
receptor 1999
15 150923 NR2ES3, [nuclear Kopplungsana- |Gerber
ESCS, receptor |lyse, Kandida- |2000,
PNR subfamily [ten-Gen Kobay-
2 group ashi
E3 1999
15026.1 |RLBP1, |cellular Kopplungsana- |Maw
CRALBP |retinalde- |lyse, Klonierung | 1997
hyde-
binding
protein
16 16p12.3- |RP22 ? Kopplungsana- |Finckh
p12.1 lyse 1998
16913 CNGB1, |rod Kopplungsana- |Barell
CNCG2 |cGMP- lyse, Kandida- 2001,
gated ten-Gen Ardell
channel 2000
beta
subunit

Fr aktuelle Daten siehe bitte: http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/sum-dis.htm.




1.2 Retinitis pigmentosa

1.2.1 Klinik, Diagnose und Differentialdiagnose

Die Klinik der Retinitis pigmentosa wird u.a. bestimmt durch jeweils beidseitig fort-
schreitenden Gesichtsfeldverlust und Nachtblindheit als Zeichen eines Photore-
zeptorfunktionsverlustes. Das Skotom entwickelt sich zweistufig zunachst in der
mittleren Peripherie, bevor dann als zweite Stufe eine rapide konzentrische Zu-
nahme der Gesichtsfeldausfalle auftritt (Jurklies et al. 1997), die dann ungefahr
vom 30. bis zum 60. Lebensjahr zur Blindheit fuhrt (Berson et al. 1996). Es kénnen
Refraktionsanomalien, Katarakt und Glaskérperveranderungen vorkommen.

Je nach Vererbungsmodus verlduft die RP unterschiedlich: Die ad (autosomal
dominante) RP wird haufig relativ spat symptomatisch und verlauft in der Regel
langsam. Ihre zweite Stufe beginnt durchschnittlich nach dem 30. Lebensjahr, und
ein Restsehvermdgen bleibt meist bis ins hdhere Alter erhalten. Es werden Kili-
nisch zwei Typen unterschieden (nach Massof und Finkelstein 1987): 1. Der diffu-
se Typ mit diffusem, frihem und starkem Abfall der Stabchenfunktion und 2. der
regionale Typ mit lokalem Abfall der Empfindlichkeit von Stdbchen und Zapfen in
der Retina bei spaterem und milderem Verlauf.

Bei autosomal rezessiver Vererbung beginnt die RP gewdhnlich friher und ver-
lauft schneller. Diese Form findet sich auch bei syndromischen Féllen, z.B. dem
Usher-Syndrom, welches u.a. mit angeborener Taubheit (Typ I), mit Schwerhdrig-
keit (Typ II) oder progredienter Schwerhdrigkeit (Typ III) einhergeht (Bolz et al.
2002).

Als dritthaufigste Art wird die RP X-chromosomal vererbt. Sie wird bei den mannli-
chen Betroffenen sehr frih und schnell fortschreitend manifest. Konduktorinnen
zeigen Teilbefunde, die unterschiedlich ausgepragt und asymmetrisch vorkommen
kénnen. Sie kénnen gelegentlich funduskopisch oder durch das Elektroreti-
nogramm identifiziert werden. Im Alter kénnen zusatzlich Visus- und Gesichtsfeld-
einschrankungen auftreten (Rivolta et al. 2002).

Die diagnostischen Méglichkeiten bei der RP beginnen schon vor einem sympto-
matischen Auftreten mit dem ERG. Hier zeigen sich deutlich reduzierte und verzé-
gerte Antworten des Stabchensystems der Retina (Nachtsehstérung), wahrend die

Zapfen in der Regel erst spater ihre Funktion verlieren (Visusstérung und Farb-
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sinnstérung) (Kellner et al. 2003). Eine getrennte Beurteilung der Stabchen- und
Zapfenfunktion wird durch eine vorherige Dunkel- bzw. Helladaptation erreicht.

Die Prifung des Gesichtsfeldes mittels Goldmann-Perimeter erlaubt die Differen-
zierung zwischen RP mit einem Ringskotom und anderen Netzhautdystrophien
wie z.B. der Makuladystrophie mit zentralem Skotom (s. Abb. 2: E).
Funduskopisch zeigen sich die typischen Befunde beidseits symmetrisch. Fast
immer nachweisbar sind wachsgelbe Papillen, verengte GefaBe und Makulave-
randerungen mit Reflexverbreiterung (Zrenner et al. 1992). Das retinale Pigmen-
tepithel zeigt erst Depigmentierungen, bevor man nach drei bis finf Jahren Hyper-
pigmentationen und Knochenkérperchen, als Zeichen von Migration von melanin-
haltigen Strukturen in der Retina, ophthalmologisch feststellen kann (s. Abb. 2: A-
D). Geschichtlich waren diese Knochenkdrperchen der erste Befund, der, be-
schrieben von Donders im Jahre 1857, zur missverstandlichen Namensgebung
Retinitis pigmentosa fuhrte (Donders 1857).

Wichtig ist auch die Familienanamnese der Patienten. Sie kann Aufschluss Uber
den Vererbungsmodus und somit ggf. Gber den wahrscheinlichen Verlauf und
Prognose der Erkrankung geben. Auch von Interesse fir den Patienten ist das
Vererbungsrisiko fur seine Nachkommen. Die Eigenanamnese dient natirlich auch
der Diagnose einer RP und zusatzlich dem Ausschluss eventuell behandelbarer
Differentialdiagnosen.

Einige Krankheiten kénnen eine RP durch ihr funduskopisches Erscheinungsbild
vortduschen. So missen z.B. ein ausgeheilter Lues, die Rételn-Retinopathie, die
chronisch-rezidivierende posteriore Uveitis und andere inflammatorische Prozesse
sowie neoplastische Prozesse ausgeschlossen werden. Intoxikationen mit z.B.
Chloroquin (Antibiotikum), Chlorpromazin (Neuroleptikum), Indometazin (NSAR),
Tamoxifen (Antidstrogen) und Phosphodiesterase-Hemmern (u.a. Theophyllin)
oder auch ein Vitamin A-Mangel kommen ebenfalls als Ursache von Pigmente-
pithelpathologien in Frage (Zrenner et al. 1992).



Abbildung 2:
A bis C: Funduskopische Befunde mit wachsgelber Papille, Hyperpigmentation

und Knochenkérperchen, D: Veranderungen der Retina schematisch, E: Oben
Typische Perimetriebefunde mit Ringskotom.



AusschlieBen muss der Augenarzt auch die syndromischen Formen der RP, die
meist autosomal rezessiv sind, z.B. das Usher-Syndrom (ar, Typ I vergesellschaf-
tet mit angeborener Taubheit und vestibularer Ataxie, Typ II mit milder nicht fort-
schreitender/ Typ III mit fortschreitender Schwerhdrigkeit, (Bolz et al. 2002)) und
das Bardet-Biedl-Syndrom (ar, mit Polydaktylie, Adipositas, Hypogonadismus,
Minderwuchs, geistiger Retardierung und Nierenfunktionsstérungen). Das Ref-
sum-Syndrom (ar, mit Ichthyose, Knochenanomalien, progredienter Schwerhorig-
keit, Polyneuropathie und Ataxie) ist behandelbar, da bekannt ist, dass es auf ei-
ner Phytansaure-Abbaustérung beruht und man eine phytansdurearme Diat ver-
ordnen kann. Auch die Atrophia Gyrata (ar, defektes Gen fir Ornithinaminotrans-
ferase, mit zirkularer Aderhautdegeneration und girlandenférmigem Verlust des
retinalen Pigmentepithels in der mittleren Netzhautperipherie, (Zrenner et al.
1992)) ist bei einem Teil der Patienten therapierbar. Durch einen Mangel an Or-
nithinaminotransferase entstehen pathologisch Uberhéhte Ornithinspiegel im Blut.
Diese kénnen durch eine argininarme Diat wieder gesenkt werden, so dass ein
Fortschreiten der Krankheit verhindert werden kann. Die Atrophia Gyrata wird in
der Literatur teilweise als eigenstandige Stoffwechselkrankheit und teilweise als
syndromale Form der RP angesehen (Zrenner et al. 1992).

Die Gene dieser und weiterer hereditarer Netzhautdystrophien sind in Tabelle 2
aufgefihrt.

Nachkommen von Betroffenen kénnen gelegentlich schon frihzeitig hinsichtlich
einer spateren Erkrankung an RP diagnostiziert werden. Bei einer anamnestisch
bekannten rezessiven Form ist bei normalem ERG nach dem sechsten Lebens-
jahr, bzw. bei der dominanten Form nach dem 16. Lebensjahr, eine ,RP praktisch

ausgeschlossen® (Zrenner et al. 1992).



1.2.2 Therapie der Retinitis Pigmentosa

Eine kausale Therapie fir RP gibt es noch nicht. Eine Behandlung richtet sich
nach den jeweiligen Symptomen und dem Krankheitsgrad. So sind als etablierte
MaBnahmen Sehhilfen in Form von vergréBernden Optiken, Sonnenschutzbrillen
und Kantenglésern bekannt. Sonnenbrillen sollen einen UV-Schutz bewirken, da
bekannt ist, dass von Dystrophien geschadigte Netzhdute empfindlicher gegen
UV-Licht sind. Ferner helfen sie, die erhéhte Lichtempfindlichkeit der Augen zu
lindern. Brillen mit Kantenfilterglasern, die es fir verschiedene Wellenldngen des
Lichts gibt, erhdhen u.a. den Kontrast des Gesehenen.

Auch  Operationen kénnen symptomatisch helfen. Allen voran die
Kataraktoperation, aber auch die Laser-/ Kryoagglutination oder die Vitrektomie
kénnen bei den haufig auftretenden Linsentribungen gegen retinale (Coats-
ahnliche GefaBe) und subretinale Neovaskularisationen und Glaskérpertribungen
indiziert sein.

Medikamentds kann Azetazolamid (Carboanhydrase-Hemmer, Hemmung der
Kammerwasserbildung) ein zystoides Makulabdem bei einem Teil der Patienten
bessern.

Umstritten ist die hochdosierte Gabe von Vitamin A, durch die von Berson et al.
(1993) lediglich ein verzdgertes Abfallen der Werte im ERG nachgewiesen wurde.
Im experimentellen Stadium befinden sich Therapieoptionen wie z.B. die
Transplantation von retinalem Pigmentepithel (RPE) beim Menschen (Radtke et
al. 1999, LaVail et al. 1992), die retinale Implantation von Phototransduktions-
Mikrochips (Nadig et al. 1999), das Einschleusen intakter Gene in Mausezellen
mittels viralem Vektor (Takahashi et al. 1999, Vollrath et al. 2001) und, far die
adRP, die Einschleusung von Ribozymen, welche nur die mRNA mutierter Gene
spalten und so deren pathologische Wirkung neutralisieren sollen (Hauswirth et al.
2000).
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Tabelle 2: Hereditdre Netzhautdystrophien/ syndromale Formen der arRP

Erkran- |Gen Vererbungs- | Genort Protein
kung modus
Atrophia  |OAT ar 10926 Ornithinaminotransferase
Gyrata
Bardet- BBS5 ar 2931 ?
BiedlI- BBS3 ar 3p13-p12 ?
Syndrom |BBST ar 11913 BBS1 protein, NP078925
BBS4 ar 15022.3-g23 | BBS4 protein, NP149017
BBS2 ar 16921 BBS2 protein, NP114091
BBS6 ar 20p12 McKusick-Kaufman syn-
(MKKS) drome protein
Cockayne- [ERCC3 ar 2921 DNA-Helicase
Syndrom
Dominante |EFEMP1 |ad 2p16-p21 EGF-containing fibrillin-
Drusen like extra-cellular matrix
protein 1
Kearns- KSS mitochondrial mitochondrial | mitochondriale Proteine
Sayre-
Syndrom
Refsum- PHYH ar 10p15.3- phytanoyl-CoA hydroxy-
Syndrom | (RDPA, pl2.2 lase
PAHX)
Usher- USH2A ar 1941 usherin
Syndrom |USH2B ar 3p24.2-p23 | ?
USH2C |ar 5q14-g21 ?
USH1F ar 10g21-922 protocadherin 15
USH1D ar 10g21-g22 cadherin-like gene 23
(CDH23)
USH1C |ar 11p15.1 harmonin
USH1B ar 11913.5 myosin VIIA
(MYQO7A)
USH1E ar 21921 ?

Literaturangaben unter http://www.sph.uth.tmc.edu/Retnet/disease.htm.
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1.2.3 Pathophysiologie

Hinsichtlich der pathophysiologischen Zusammenhange, die der RP zugrundelie-
gen, wurden im letzten Jahrzehnt einige Fortschritte gemacht. Allein flr die auto-
somal rezessive RP wurden bislang 22 Genloci auf neun Chromosomen beschrie-
ben. Fir 17 dieser Loci wurden die RP-Gene identifiziert.

Ein groBer Teil dieser Gene erfillt Funktionen im Vitamin A-Zyklus und im Rah-
men der Phototransduktion (s. Abb. 3):

Als erstes dieser Gene wurde 1990 von Dryja et al. (1990) das Rhodopsingen
identifiziert. Es wurden Uber 90 Mutationen in diesem Gen gefunden, und nur bei
drei Rhodopsin-Mutationen ein autosomal rezessiver Vererbungsmodus
beobachtet. Die Mehrheit wirkt autosomal dominant. Rhodopsin wird in den
Stabchen exprimiert, wo es bei Mutation des Gens ektop akkumuliert und
wahrscheinlich so zum Zelluntergang fuhrt (Dryja et al. 1995). Je nach
Mutationsort in der Aminosduresequenz des Proteins kann die Veranderung
entweder in einer verminderten 11-cis-Retinal-Bindung, einer herabgesetzten
Transduzinaktivierung oder einer pathologischen Ansammlung mutierten Opsins in
den Photorezeptorscheibchen resultieren (Berson et al. 1996).

Arrestin (S-Antigen) ist ein ca. 48 kD Protein und zusammen mit der Rhodopsinki-
nase an der Deaktivierung des Rhodopsins nach Lichteinfall beteiligt (Palczewski
et al. 1992).

Das Enzym Lecithin-Retinol-Acyltransferase ist an der Umwandlung von Vitamin A
(all-trans-Retinol) in 11-cis-Retinal beteiligt. Mutationen des LRAT-Gens wurden
bei Patienten mit retinaler Degeneration gefunden (Thompson et al. 2001).

Auch den Vitamin A-Metabolismus stéren soll die Mutation des Gens flir das
zellulare Retinaldehyd-bindende Protein (CRALBP). Es kommt im RPE und in den
Miillerschen Gliazellen der Retina vor. Aus der Mutation resultiert eine geringere
Léslichkeit und ein Wegfallen der 11-cis-Retinal Bindungsfahigkeit des Proteins
und somit eine Unterbrechung des Vitamin A-Zyklus (Maw et al. 1997).

Das RPE-spezifische Protein mit einem ungefédhren Gewicht von 65 kD (RPE65-
Gen) findet sich im Endoplasmatischen Retikulum des retinalen Pigmentepithels
von Wirbeltieren. Hier ist es wahrscheinlich an der Bildung von 11-cis-Retinal be-
teiligt (Redmond et al. 1998).

Ebenfalls vermutlich an der Herstellung von 11-cis-Retinal beteiligt ist der retinale
G-Protein-bindende Rezeptor (RGR) (Maeda et al. 2003).
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Ein Teil der Phototransduktionskaskade ist die cGMP-hydrolysierende Phospho-
diesterase (PDE). McLaughlin beschrieb 1993 eine Mutation ihrer B-Untereinheit
(McLaughlin et al. 1993) und Huang 1995 die ihrer a-Untereinheit bei der arRP
(Huang et al. 1995). Im Tiermodell (rd-Maus/ ,retinal degeneration Mouse*) wurde
gezeigt, dass eine funktionsunttchtige PDE zu einer Erh6hung der cytosolischen
cGMP-Konzentration fuhrt. Deren wahrscheinliche Toxizitat wird sowohl bei der rd-
Maus als auch beim Menschen fir den Photorezeptoruntergang verantwortlich
gemacht.
Der letzte Teil des Phototransduktionsprozesses besteht aus dem cGMP gesteu-
erten Na-lonenkanal, bzw. dessen a-Untereinheit. Diese schlieBt sich durch er-
niedrigte intrazelluldre cGMP-Konzentrationen bei Lichteinfall und wird in ihrer
cGMP-Empfindlichkeit durch die B-Untereinheit des Kanals moduliert. Mutationen
der a-/ B-Untereinheit des Gens flir CNGA1-/ CNGB1 resultieren entweder in einer
ausbleibenden oder fehlerhaften Expression, wodurch anscheinend die Stabchen-
zellen der Retina ihre Funktion nicht wahrnehmen kénnen (Dryja et al. 1995b, Ba-
reil et al. 2001).
Neben den genannten Stérungen der Phototransduktion sind auch folgende pa-
thophysiologischen Mechanismen bekannt:
Das ABCR-Gen codiert fur ein Protein aus der ATP-Bindungstransporter-Familie
und ist photorezeptorspezifisch. Die ABC-Genprodukte sind transmembrane
Substrattransporter, ABCR wurde in den Stabchenzellen gefunden, wo es
vielleicht am Substrataustausch zwischen Stabchen- und RPE-Zellen beteiligt ist
(Allikmets et al. 1997).
Die Mutation des MERTK-Gens, welches fir die Rezeptor-Tyrosinkinase codiert,
fuhrt bei der RCS-Ratte und Patienten zu einer gestérten Phagozytose der
Stabchen- und Zapfen-AuBenglieder durch das retinale Pigmentepithel und einer
arRP (Gal et al. 2000).
Mehr Einzelheiten sind Gber den mutierten GABA (Gamma-aminobutyric acid)-
Rezeptor, codiert auf Chromosom 6, bekannt. Durch seine fehlende inhibitorische
Wirkung erhéht sich die Auschittung von Glutamat in den Stabchen- und
Bipolarenzellsynapsen, von der ein toxischer Effekt ausgehen soll (Ruiz et al.
1998).
Yokota beschrieb 1996 einen weiteren Pathomechanismus. Er fand bei zwei Pati-
enten mit RP und niedrigen Serum-Vitamin E-Konzentrationen die gleiche Mutati-
13



on im a-TTP-Gen, das flr das a-Tocopherol-Transport-Protein codiert. Vitamin E
soll einen protektiven Einfluss auf die &uBere Membran der Photorezeptoren ha-
ben, die zu einem hohen Prozentsatz aus mehrfachungesattigten Fettsduren be-
steht und so besonders durch Oxidation geschadigt werden kann. Als Beweis fir
seine Theorie fihrt er an, dass seine Patienten durch Vitamin E-Gabe eine Besse-
rung bzw. ein Sistieren der Progression ihrer RP erfuhren (Yokota et al. 1996).
Zuletzt soll das, nur in der Retina exprimierte, tubby-like Protein 1 erwahnt sein.
Sein Gen (TULP1) gehért zur Familie der ,tubby-like genes” von Pflanzen,
Wirbeltieren und wirbellosen Tieren. Die Funktion dieses Proteins ist noch
unbekannt (Hagstrom et al. 1998).

Lichteinfall
Opsin . .
aktiviert 11-cis Retinal «——11-cis Retinol
Rhodopsin

| all-trans Retinyl esther
aktiviert \ T

all-trans Retinol

Transducin all-trans Retinal —» (Vitamin A)

aktiviert

cGMP-PDE

Abbau

cytosolisc*wes cGMP
Folge

Na-lonenkanale geschlossen

Hyperpolarisation der retinalen Sinneszelle

Abbildung 3:
Vereinfachtes Schema des Phototransduktionsprozesses und des Vitamin A-

ZykKlus.

14



1.3 Kopplung und Rekombination von Genen

1.3.1 Kopplungsanalyse
Gene werden gemeinsam vererbt, wenn ihre jeweiligen Loci nahe genug beiein-
ander auf demselben Chromosom liegen. Man spricht hier von Kopplung; die be-
teiligten Loci sind gekoppelt. Die Wahrscheinlichkeit einer Kopplung steigt, je na-
her sich die Genorte sind. Umgekehrt steigt die Wahrscheinlichkeit der zufalligen
Trennung zweier Loci, je weiter sie voneinander entfernt liegen. Die Trennung er-
folgt beim Crossingover wahrend der Meiose, bei der homologe Chromosomenab-
schnitte ausgetauscht rekombiniert werden. Im Ergebnis kdnnen die vererbten
elterlichen Gameten rekombinant oder nicht-rekombinant in bezug auf das Ver-
héltnis zweier Genloci zueinander sein.
Die Beobachtung von Kopplung und Rekombination von Genloci ist in zweierlei
Hinsicht von Interesse: Man kann einerseits die relative Entfernung und Reihen-
folge zwischen Genorten ermitteln, als Ausdruck ihrer Rekombinationsh&ufigkeit,
und andererseits anhand von Markerloci einen gesuchten Locus kartieren, wenn
diese Loci hinreichend wahrscheinlich miteinander gekoppelt vorliegen. Beide An-
wendungen sind essentiell fir die Durchflihrung einer Kopplungsanalyse.
Die Rekombinationswahrscheinlichkeit oder auch die Fraktion der fur zwei Genloci
rekombinanten Gameten nach der Meiose wird als © (Theta) in Prozent angege-
ben. Sie kann maximal 50% (6 = 0,5) betragen, welches eine freie Rekombination
bzw. die zufallige Segregation der zwei Loci bedeuten wiirde. Diese Loci kénnen
auf verschiedenen Chromosomen oder weit entfernt auf dem gleichen Chromo-
som liegen. Theta von z.B. 0,1 (10%) entspricht einer relativen Entfernung in Re-
kombinationseinheiten von 10 Centimorgan (cM). Diese MaBeinheit der geneti-
schen Distanz entspricht einer physikalischen Distanz von etwa 1,05 Megabasen
beim Mann, bei der Frau von etwa 0,7 Mb, im Durchschnitt also 0,88 Mb und an-
naherungsweise 1 Mb.
Um eine genomweite Suche nach einem Krankheitsgen durchfihren zu kénnen,
braucht man eine groBe Anzahl von Markerloci, die Uber das gesamte Genom ver-
teilt vorliegen und hoch polymorph sind, so dass es mdglichst viele Menschen gibt,
die hierfir heterozygot sind.
Mikrosatelliten erflillen beide Bedingungen. Sie bestehen meist aus repetetiven
CA (Cytosin-Adenin)-Dinucleotiden und sind leicht durch PCR (Polymerase-
15



Kettenreaktion) zu amplifizieren und darzustellen. Sie unterscheiden sich durch
die Lange ihrer Allele zwischen den verschiedenen untersuchten Personen.

Einen Grad fur die Informativitat eines Markers liefert die mittlere Heterozygotie
der Bevoélkerung fir diesen Marker. Sie ergibt sich aus der Anzahl der verschiede-

nen Allele (1,2,3,...) und der jeweiligen Frequenz (p) in der Bevdlkerung: 1-

(p12+p22+p32+...).

1.3.2 Berechnung der LOD-Scores

Eine Kopplung wird angenommen, wenn sie statistisch wahrscheinlich genug ist.
Aus der Wahrscheinlichkeit (Likelihood, L) far eine Kopplung dividiert durch die
Wahrscheinlichkeit gegen eine Kopplung ergibt sich ein Quotient, der odds ratio
genannt wird. Diese Wahrscheinlichkeiten ergeben sich aus der Rekombinati-
onsfraktion © bzw. der Annahme der Nicht-Kopplung mit der Fraktion von 0,5. Das
Verhaltnis muss mindestens 1000 zu 1 betragen, damit es statistisch sicher genug
auf eine Kopplung hinweist. Der dekadische Logarithmus einer odds ratio von
1000/1 ware dann ein sogenannter LOD-Score von 3 [LOD-Score Z (6) = log1o (L
(6)/L (0,5)].

Die Annahme gegen eine Kopplung zweier Loci an einem 6-Wert gilt als statistisch
belegt, wenn der LOD-Score < -2 betragt.

Man kann die LOD-Scores verschiedener Familien mit gemeinsamem Krankheits-
locus addieren, um die statistische Absicherung von Z = 3 einer Kopplung mit ei-
nem Markerlocus zu erreichen.

Die Berechnung der LOD-Scores wird Computerprogrammen Gberlassen (s. S.
32). Es mulssen, wenn unbekannt, die wahrscheinlichsten Genotypen der Eltern-
generation aus Daten von bereits analysierten Verwandten und der Genfrequenz
ermittelt und dann fur die méglichen Rekombinationsfraktionen (6) des Markers im
Stammbaum die jeweiligen LOD-Scores berechnet werden. Die wahrscheinlichste
errechnete Rekombinationsfrequenz (8) ist diejenige mit dem héchsten LOD-
Score.

Um Geschwindigkeit und Genauigkeit einer Kopplungsanalyse zu erhéhen, be-
nutzt man gleich mehrere chromosomale Marker fur die Eingrenzung eines mogli-
chen Krankheitslocusses. In dieser sogenannten Mehrpunkt-Kopplungsanalyse
werden Marker benutzt, deren Reihenfolge und relative Entfernung voneinander

bereits auf einer Karte angegeben sind, so dass der Computer im Idealfall eine
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signifikante Kopplung zwischen zwei dieser Markerpositionen errechnet. Der
héchste Punkt der daraus resultierenden Kurve ist der wahrscheinlichste Ort flr
diese Kopplung (s. Abb. 4). Eine aktuelle Liste der Marker bietet z.B.

http://cedar.genetics.soton.ac.uk/ldb.html.

Untersuchte Marker:

LOD- Scores A B C DE F
1n . T | T L

-

Markerkarte/
Distanz (cM)

60

Abbildung 4:
Beispielhafte graphische Darstellung einer Mehrpunkt-LOD-Score-Berechnung.

Ein Computerprogramm berechnete die Wahrscheinlichkeit der Lage eines Krank-
heitslocusses unter den verschiedenen Markerloci auf der Karte unter Berlcksich-
tigung der Segregationsdaten des Stammbaumes. Der héchste und gleichzeitig
Uber drei liegende Punkt der Kurve zeigt die wahrscheinlichste Position des
Krankheitslocusses an (C). Werte unter —2 schlieBen eine Kopplung des unter-

suchten Markers mit dem Krankheitslocus aus (D, F).
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1.3.3 Homozygosity Mapping

Bei Familien mit Erbkrankheiten, bei denen ein autosomal rezessiver Erbgang
nachgewiesen wurde, ist das Auffinden eines Krankheitslocusses erschwert: In
der Regel stehen hier weniger Patienten zur Verfligung als bei autosomal domi-
nanten Erbgangen. Wenn jedoch die Vorfahren der Patienten miteinander ver-
wandt waren, wird ein Nachweis einfacher, da signifikante LOD-Scores mit weni-
ger untersuchten Personen zu erzielen sind (Farrall et al. 1993). Die Methode des
.Homozygosity Mapping“ setzt voraus, dass ein Krankheitsallel von einem ge-
meinsamen Vorfahren der Elterngeneration getrennt an beide Nachkommen ver-
erbt wurde (s. Abb. 5). Wenn einem Untersucher der Nachweis des identischen
Allels durch eine Haplotypenbildung der Eltern gelingt, dann gilt z.B. bei Cousin-
Cousine-Verbindungen ersten Grades und einem homozygoten Nachkommen ei-
ne Wahrscheinlichkeit von 16/1 far Kopplung von Marker- zu Krankheitslocus
(odds ratio). Bei solchen Familien mit einem betroffenen Nachkommen kann also
schon ein LOD-Score von 1,2 errechnet werden (Farrall et al. 1993). Je weiter zu-
rick der gemeinsame Verwandte im Stammbaum zu finden ist, desto kleiner ist
der Teil des Genoms, den er mit der Indexperson in der letzten Generation teilt.
Entsprechend steigt der LOD-Score bei einem eventuell gefundenen Krankheitslo-
cus in diesem Bereich. Die Segregationsdaten eines betroffenen Kindes, dessen
Eltern Cousin-Cousine zweiten Grades sind, wiirden bereits einen LOD-Score von
1,8 aufweisen (log 64/1). Zwei weitere betroffene Geschwister hatten einen LOD-
Score von 3 zur Folge (64 x 4 x 4 = 1024/1).

Es muss allerdings beachtet werden, dass mit sich entfernenden Verwandt-
schaftsgraden die Mdoglichkeit steigt, dass sich ein zweites Allel far den
Krankheitslocus oder fir den Marker in der Familie einfindet. Ideal flr eine solche
Analyse wéren also ein in der Bevdlkerung selten vorkommendes Krankheitsallel,
wobei jedoch genligend Probanden zur Verflgung stehen sollten, und mdglichst
polymorphe chromosomale Marker in dessen Néhe.
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Abbildung 5

Vereinfachter Stammbaum einer Cousin-Cousine-Verbindung ersten Grades (Per-
son IIIy und IIlp). Person Iy vererbt Person IIIy und Il ein Krankheitsallel einer
autosomal rezessiven Erkrankung, welches bei den betroffenen Person 1Vi-1V3;
homozygot vorliegt.
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2 Familie, Methoden und Materialien

2.1 Familie

Bei der untersuchten deutschen Familie handelt es sich um neun Geschwister,
deren Eltern blutsverwandt waren. Der genaue Verwandtschaftsgrad der Eltern ist
jedoch unbekannt. Die Angaben der Geschwister, von denen drei an RP leiden,
wurden im Jahre 1992 zusammengetragen von Prof. Dr. Birgit Lorenz in der Klinik
und Poliklinik fir Augenheilkunde der Universitat Regensburg (s. S. 21, Abb. 6:
Stammbaum).

Anamnestisch litt Indexpatient 11, schon seit friher Kindheit an Nachtblindheit. Im
Jugendalter traten Gesichtsfelddefekte und insgesamt eine zunehmende Sehbe-
hinderung auf. Mit 27 wurden in beiden Augen posteriore subcapsulare Katarakte
und im Augenhintergrund die RP-typischen Veranderungen wie wachsgelbe Papil-
len, verengte GefaBe und Knochenkérperchen (s. Kap. 1.2.1) gefunden. Der be-
troffene altere Bruder und die ebenfalls erkrankte jingere Schwester des Patien-
ten zeigten etwas mildere bzw. um einige Jahre verzdgerte Krankheitsverlaufe in
ihnrer Anamnese. Alle drei Patienten wurden in ihrem dritten Lebensjahrzehnt we-
gen Blindheit berentet.
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Abbildung 6:
Stammbaum der in dieser Arbeit untersuchten Familie.




2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Isolierung

Die DNA-Proben der neun untersuchten Personen wurden vom Institut far Hu-
mangenetik zur Verflgung gestellt. Ihre Konzentrationen lagen zwischen 95 pg/ml
und 530 pg/ml. Fir die nachfolgenden Untersuchungen wurden dann, durch Zu-
gabe von Aqua dest., Arbeitsverdiinnungen zu je 100 ug/ml hergestelit.

Die Isolierung der DNA aus EDTA-Blut wurde von den Mitarbeitern des Instituts
nach der sog. Aussalzmethode vorgenommen. Hierbei werden im wesentlichen
erst die Erythrozyten lysiert und abzentrifugiert. Dann werden die verbleibenden
Leukozyten ebenfalls lysiert und in Kochsalzlésung zentrifugiert. Dem entnomme-
nen Uberstand wird Alkohol beigefiigt, so dass die in ihm enthaltene DNA ausfallt.

Man kann diese Makromolekile nun greifen und, in Tris-EDTA geldst, lagern.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, mit der selektiv DNA-Sequenzen
amplifiziert werden. Hierzu muss eine kurze Sequenz vor der zu Amplifizierenden
bekannt sein, um einen Startpunkt fur die komplementare Neusynthese zu haben.
An diese Sequenz binden speziell synthetisierte Oligonukleotide, Primer, die ca.
15-25 Nukleotide lang sind. Sie ermdglichen einer DNA-Polymerase, unter Zugabe
der vier Desoxynukleosid-Triphosphate (dATP, dTTP, dCTP und dGTP) den neu-
en Strang zu synthetisieren. Eine PCR lauft in Zyklen ab, die aus Denaturierung,
Annealing und DNA-Synthese bestehen. Erst werden also die DNA-Strange durch
Zufuhr von Hitze voneinander getrennt, so dass beim Annealing die Primer an ihre
Startpunkte binden kénnen und dann die DNA-Synthese in 5'-3'-Richtung begin-
nen kann. Die Primer werden immer paarweise benutzt, um beide getrennte DNA-
Strange kopieren zu kénnen (s.a. Abb. 7).

Die DNA-Polymerase wird aus dem Bakterium Thermus aquaticus (Tag-
Polymerase) gewonnen, dessen natirlicher Lebensraum heiBe Quellen sind und
das so eine Hitzeresistenz von ca. 94°C entwickelt hat. Es bleibt also aktiv, auch

wenn die DNA far den nachsten Zyklus denaturiert wird.
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Abbildung 7:

Von der Vorlage beginnt die DNA-Neusynthese in 5'-3'-Richtung nach Annealing

der Primer an ihre Startpunkte. Das erste Produkt dient nun selber als Vorlage.

Das Reaktionsergebnis besteht hauptsachlich aus den gewiinschten Sequenzen
in Originallange. Die exakte Lange des Produktes kommt zustande, indem die
Produkte selber als Vorlage dienen. Das erste Produkt hat hierbei noch eine vari-
able Lange, da nur dessen Anfangspunkt durch den Primer determiniert wird. Im
zweiten Zyklus dient dieses Produkt nun selber als Vorlage, so dass der Primer
der Gegenrichtung eine Kopie von automatisch der richtigen Lange entstehen
lasst (s. Abb. 7). Nach mehreren Zyklen Uberwiegen dann diese Kopien deutlich
gegenilber den ersten Produkten, da sie sich, im Gegensatz zu den Kopien der
Original-DNA, exponentiell vermehren (Mullis, 1987).

Fir den PCR-Ansatz wurde aus Primern, dNTP, MgCl,, Puffer und H.O der soge-
nannte Mastermix hergestellt (jeweilige Volumina mit Anzahl der Proben + 1 mul-
tipliziert) (s. Tab. 3). Dieser wurde auf die verschiedenen Tubes verteilt, bevor die
DNA und, als letzter Schritt, die Tag-Polymerase zugegeben wurde. Mit einem
Tropfen Paraffin-Ol zum Schutz vor Verdunstung wurden die Proben dann in den
Thermocycler I (s. S. 33) gestellt und dessen Programm wurde gestartet (s. Tab.
4).

Eine mdgliche Fehlerquelle bei der Durchfihrung der PCR ist die Kontamination
der Proben mit fremder DNA. Dieses Risiko muss durch die strenge Einhaltung
der Hygiene bei der Durchfihrung und standige Mitfihrung von Negativproben
ohne DNA als Kontrolle so gering wie méglich gehalten werden.
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Tabelle 3: PCR-Ansatz

PCR-Reaktionsgemisch Funktion
1 yl DNA (100 ng/pl) Vorlage zur Amplifikation
0,5 pl Primer F Forward Startpunkte der Amplifikation,
0,5 ul Primer R Reverse in 3'- und in 5'-Richtung
0,5 ul dNTP Substrat fur die Neubildung der DNA
1 yl Enzym (Tag-Polymerase 5 U/ul, DNA-Polymerase, hitzebesténdig
1/10 verdinnt)
0,8 pl MgCl» Unterstlitzung der Enzymfunktion
2,5 yl PCR-Reaktionspuffer Herstellung eines optimalen Milieus

18,2 ul H20 ad 25 pl
(geanderte Volumina bei PCR-Ansatz fiir GeneScan-Apparat, s. S. 36)

Tabelle 4: Thermocycler I-Programm

PCR-Reaktionszyklen Funktion

1. 1x 94°C 4 min Initiale Denaturierung
94°C 1 min  Denaturierung
2. 36xY58°C/55°C 1 min Annealing, Temperatur abhangig von Primer
72°C 1 min Extension, optimale Temperatur fir Tag-Polymerase

3. 1x 72°C 10 min Anordnung der Produkte als Doppelstrange

2.2.3 Chromosomale Marker

Zum Ausschluss der bereits beschriebenen Loci der arRP wurden Marker benutzt,
die nach Studium der entsprechenden Literatur (s. Tab. 1) gewéhlt wurden. Hier-
bei sind die Primer aus dem “Research Genetics, Human Screening Set Version
6” gewahlt worden, deren Positionen, gemaB  Soton-Markerkarte

(http://cedar.genetics.soton.ac.uk/Idb.html), +/- 5 cM von den angegebenen ent-

fernt waren (s. Tab. 5).
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Tabelle 5: Benutzte chromosomale Marker zum Ausschluss der bereits beschrie-

benen Loci der arRP

Kandidaten- | Marker Chromosomale | Hetero- |Fragment- | Annealing-
gen Lokalisation zygotie |lange in bp |temperatur
in °C
ABCR, RP19 | D1S551 1p22.1 0,67 166-186 58
D1S1588 |1p21.3 0,68 118-136 58
D151631 1p21.2 0,77 129-156 55
RPE®65, D1S1665 |1p22.3 0.81 219-239 55
RP20 D1§1728 | 1p22.1 0.55 158-174 55
RP26 D251391 | 2932.1 0,79 109-133 55
PDEGA D55210 5p11 0,78 212-232 55
TULP1, D65273 6p21.31 0.77 130-140 55
RP14 D6S5291 6p21.31 0.73 198-210 55
D6S1017  |6p21.1 0,68 151-171 58
RP25 D6S1031 |6q12 0,76 251-266 55
D6S1270 6913 0,62 113-137 55
RLBP1, D15S175 |15025.3 0,78 ca. 175 55
CRALBP D15S116 |15026.1 0,84 164-184 55
D15S152 |15025.3 0,84 200-234 55
D1551046 |15026.1 0,77 134-148 55
RP22 D16S403 |16p12.1 0,85 134-152 55
D16S524 |16p12.2 k. A. 143-169 60

2.2.4 Produktprifung auf Agarosegel

Nach Abschluss einer PCR muss deren Produkt getestet werden. Dies geschieht
durch das Auftragen der Proben auf ein Agarosegel mit anschlieBender E-
lektrophorese. Der Test dient einerseits der Versicherung, dass Uberhaupt eine
Reaktion stattgefunden hat und andererseits der Kontrolle, dass keine Kontamina-
tion mit fremder DNA aufgetreten ist. Auch eine Aussage Uber die Konzentration
des Produktes ist anndherungsweise maglich, so dass man in die folgende PAA-
Gel-Elektrophorese ein angemessenes Volumen der Amplifikatldsung einbringen
kann.

Das 2%ige Agarosegel wurde aus 4 g Agarosepulver und 200ml 1x TBE herge-
stellt. Diese Mischung wurde im Mikrowellenherd unter wiederholtem Umrihren
ca. 2 min erhitzt, bis die Lésung, und damit spater auch das Gel, klar und frei von
Schlieren war.

Die Lésung wurde auf dem Magnetrihrer gelassen, bis sie auf 65-70°C abgekuhlt
war; anschlieBend wurden 4 pl Ethidiumbromid zugesetzt. Das Ethidiumbromid

lagert sich spater in die DNA des PCR-Produkts ein und macht diese unter UV-
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Licht sichtbar. Seine Affinitdt zur DNA-Doppelhelix macht Ethidiumbromid zu ei-
nem hochtoxischen Stoff, weshalb es immer gekuhlt gelagert wird und nicht in die
erhitzte Agaroselésung gegeben werden darf, da es sonst zu einer Verdunstung
mit anschlieBender Inhalation kommen kénnte.

Nun wurde die noch flissige Lésung in den Geltrager der Elektrophoresekammer
gegeben. Der Geltrager gab dem Gel seine spater gewilnschte Form mit Kam-
men, die, beim Herausziehen, Slotts entstehen lieBen und Klebeband gegen Aus-
laufen, bevor das Gel fest war. Nach ca. 30 min konnte das fertige Gel in die
Kammer eingesetzt und mit 1 | 0,1x TBE-Puffer umspalt werden.

Fir die Durchfihrung der Elektrophorese wurden 2,5 ul des PCR-Produktes mit 5
ul 6x Farbstoffpuffer gemischt und dann vorsichtig in die Gel-Slotts pipettiert. Die
Kammer wurde nun fir 15-20 min bei 100-120 V an ein Gleichstromaggregat an-
geschlossen. Durch die Wanderung des Farbstoffpuffers wurde die ungefahre La-
ge des Produktes erkennbar, so dass zu gegebener Zeit die Stromzufuhr beendet
und das Gel unter UV-Licht untersucht werden konnte. Hierbei stellten sich die
DNA-Proben durch das Ethidiumbromid als helle rosa leuchtende Banden dar (s.
Abb. 8).

[N

Abbildung 8:
Im Gel abwéarts gewanderte Proben. In Slot Nr. 10 und 20 v.I. keine Kontamination

durch DNA, deshalb kein Produkt. Hier zeigt sich die sogenannte Primerbande

durch nicht verbrauchte Primer.

Eine Kontamination des PCR-Ansatzes mit fremder DNA zeigt sich durch eine
Bande fur die Negativprobe in Hohe des Ubrigen Produktes, die eigentlich durch
die Abwesenheit von DNA nicht entstehen durfte (s. Abb. 8: Gel ohne Kontamina-
tion von Slot 10 und 20 von links).

Die Bandenstarken liefern einen Hinweis darauf, welche Produktmenge in der nun
folgenden Analyse mittels PAA-Gel verwendet werden sollte, um maoglichst krafti-

ge, aber dennoch scharf umrandete, Banden zu erhalten.
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2.2.5 Analyse durch Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Um die Ergebnisse der PCR und somit auch der verwendeten Marker zu ermitteln,
werden die Proben auf einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt.
Hierbei kommt der Basenpaarlange des Amplifikates die entscheidende Rolle zu.
Die Allele der Markerloci werden durch die Elektrophorese sehr genau dargestellt,
da auch schon geringe Unterschiede ihrer Lange zu einem veranderten Wande-
rungsverhalten im PAA-Gel fihren. Eine Haplotypenbildung ist nun méglich.

Die Herstellung eines 8%igen Polyacrylamidgels wurde mit der sorgféltigen Reini-
gung zweier unterschiedlich groBer Glasscheiben mit Alkohol begonnen. Auch ein
Kamm, der spéter Slotts (Gelaussparungen) erzeugt und zwei Spacer (Abstand-
halter), die zwischen den Scheiben einen Zwischenraum erzeugen und diese
gleichzeitig abdichten, wurden gereinigt. Nun wurden die Spacer auf die AuBen-
rander der gréBeren Glasplatte (33 x 41,5 cm) positioniert, die kleinere Glasplatte
(33 x 39 cm) wurde darlbergelegt und beide wurden mit Klammern Gbereinander
fixiert.

Das eigentliche Gel wurde angesetzt, indem folgende Chemikalien in einem Glas-

kolben eingebracht und miteinander verrihrt wurden:

Tabelle 6: PAA-Gelansatz

78,75 ml  Aqua dest.

12,5 ml 10x TBE

33,75 ml PAA 30% (Acrylamidstammlésung)
1 ml APS (Ammoniumpersulfat)

24 pl TEMED (Tetramethylethylendiamid)
ergeben 125 ml 8%iges PAA-Gel

Fir ein 12%iges Gel wird weniger H,O und mehr PAA-Lésung verwendet. Auf
Grund seiner hdheren Dichte ist es eher fur elektrophoretische Auftrennungen
kleinerer DNA-Fragmente geeignet, die jedoch bei dieser Arbeit nicht erzeugt wur-
den (s. Tab. 5).

Bevor der flissige Gelansatz polymerisiert hatte, wurde er gleichmaBig schnell
und mit Vorsicht auf den Uberstehenden Glasrand der groBen Glasplatte geschiit-

tet, so dass er, angesogen durch die Kapillarkraft, zwischen den Scheiben zu Lie-
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gen kam. Dabei musste beachtet werden, dass sich keine Lufteinschlisse in dem
noch flissigen Gel bildeten, denn diese hatten spéter die elektrophoretische Wan-
derung des PCR-Produkts empfindlich gestért. War das Gel nun frei von Luftbla-
sen und flllte es den gesamten Raum zwischen den Glasscheiben aus, wurde ein
Kunststoffkamm auf der Einflllseite zwischen die Scheiben geschoben und mit
Klammern fixiert. Jetzt wurde die gegenlberliegende Seite der Scheiben, jene mit
den gleichlangen Enden, mit Klebeband verschlossen, so dass wéahrend der Po-
lymerisation kein Gel auslief oder es dort trocknete.

Nach ca. 2 h war das Gel fest, und es konnten Klebeband, Klammern und Kamm
entfernt werden. Die nun freiliegenden Slotts im Gel wurden mit Wasser gesplilt,
um noch verbliebene Gelreste zu entfernen. Die noch aneinanderhaftenden Glas-
scheiben kamen nun in die Elekirophoresekammer, wo sie, senkrecht festge-
klemmt, mit 0,1x TBE am oberen und unteren Ende des Gels umspilt wurden.
Erneut wurden die Geltaschen mit einer Pipette gespilt, damit dort spater alle
Proben unbeeintrachtigt von Luftblaschen und Gelresten zu Liegen kommen konn-
ten.

Je nach Bandenintensitat bei der Produktprifung wurden 1 oder 2 pl der Proben
und 6 bzw. 5 pl 3x Farbstoffpuffer zusammenpipettiert und als 7 pl Gemisch vor-
sichtig in die Slotts eingelassen, wobei immer eine Geltasche fur 7 pl des Langen-
standards pBR 322 (100 ng/pl) reserviert blieb.

Waren die Proben und der Langenstandard vollstandig einpipettiert, wurde der
Stromgeber auf 70 Watt eingestellt, und die Elekirophorese begann. Die Proben
wanderten dabei von der oben angeschlossenen Kathode zur unten liegenden
Anode. lhre ungefdhre Position lieB sich abschatzen, indem man die erwartete
Basenpaarlange mit dem Langenstandard verglich und die Wanderung des Farb-
stoffpuffers beobachtete. Letzterer ist im 8%igen Gel mit seiner schnelleren Bande
ein Indikator fur Fragmente mit 45 bp und mit seiner zweiten Bande ein Indikator
fir 160 bp Fragmentlange.

Nach 3-4 h waren die PCR-Produkte hinreichend aufgetrennt, so dass man aus
ihnen eventuell verschiedene Allellangen unterscheiden konnte. Die Stromzufuhr
wurde abgeschaltet, der TBE-Puffer aus dem oberen Teil der Elektrophorese-
kammer gelassen und das Gel mit seinen Scheiben herausgenommen. Um das
Gel nun aus den Scheiben zu befreien, wurde die kleine Scheibe entfernt und das

freiliegende Gel zugeschnitten.
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Das Gel wurde nun fiir 5 min in eine Glaswanne voll mit 10%igem Athanol gelas-
sen. Die Silbernitrat-Farbung hatte dadurch begonnen und folgte insgesamt einem

Schema mit Zuschutten und Absaugen folgender Reagenzien:

5 min Athanol 10%

3 min HNOs (Salpetersaure) 1%

2 x mit Aqua dest. spulen

20 min AgNos-(Silbernitrat-) Lésung - als Sondermll entsorgen
2 x mit Aqua dest. spulen

o~ 0w~

2-3 min Reducer (Entwickler) bis Banden sichtbar, dann sofort Reducer
austauschen, um Braunfarbung des gesamten Gels zu
verhindern, ebenfalls einige Minuten einwirken lassen

- als Sondermull entsorgen

7. 2 min Essigsaure 10%

8. 1 x mal mit Aqua dest. spulen

Das Gel mit den gefarbten Banden wurde zur Konservierung in Plastikfolie einge-
schweif3t. Es konnte eine Interpretation der gefundenen Banden erfolgen.

Neben zwei Hauptbanden, die entstehen, wenn ein Allel zwei verschiedene Lan-
gen aufweist, gibt es noch die schwacheren Nebenbanden. Diese werden wah-
rend der PCR gebildet, wenn Fehler bei der Ablesung oder der Synthese der DNA
auftreten, die zu einer Auffaltung der Vorlage oder des neu synthetisierten Stran-
ges fuhren. Repetetive Sequenzen sind besonders anfallig fir diesen Vorgang, da
sich die Basensequenzen nach der aufgefalteten Stelle immer noch komplementar
zueinander anlagern und die Synthese fortgesetzt wird. Die Anzahl der Repeats
des neuen Stranges hat sich also verédndert und verursacht im weiteren Verlauf
die Bildung von DNA-Fragmenten mit ,falscher Lange (s. Abb. 9).

Abbildung 9:
PAA-Gelbeispiel mit Bildung von DNA-Fragmenten mit ,falscher” Ldnge wahrend

der PCR mit den entsprechenden Nebenbanden in der oberen Bildhalfte.
2.2.6 Analyse der DNA-Proben mit GeneScan
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Nach dem Ausschluss der bekannten Kandidatengene mit Markerloci durch PCR
und PAA-Gel-Elektrophorese wurden einzelne Chromosomen auf solche Marker-
loci hin untersucht, die mit dem unbekannten Krankheitslocus kosegregieren und
somit nur bei den betroffenen Personen Homozygotie aufweisen.

Die hohe Anzahl von Primern, und folglich auch von elektrophoretischen Auftren-
nungen, wurde durch die Verwendung des automatischen Sequenzierers von ,ABI
Prism™ 310" bearbeitet. Sein Prinzip beinhaltet, dass man bei der PCR fluoreszie-
rend markierte Primer benutzt, die spater das Produkt fir einen optischen Sensor
sichtbar machen. Dazu lasst das Gerat die Proben wéhrend der Elektrophorese in
einem réhrenférmigen Gel an einem Laserstrahl vorbeiwandern und bestimmt
dann die Basenpaarlange durch Vergleich mit dem mitgelaufenen Langenmarker
(Sizemarker) definierter GroBe. Die Quantitédt des entstandenen PCR-Produktes
wird durch die Starke der Fluoreszenz beim Auftreffen des Laserstrahls auf die
markierten Proben errechnet (s. Abb. 10).

162 168 174 180 186 192 198 204 210 215 222 228 234 240 246 252 174 180 186 192 198 204 210 215 222 208 234 24D 246 252 258 284
] 1
1800 ﬁ
900 //« | i
i 1 1 /|
0 S SO ——— 1 1
I 1B:atr e [EE 16t A B:AIIT AG:AM
[m  1veans [EE  1R:Att [W 2 v:ann g HE 2 R:attt
1800 ﬁ
900 ﬂJk
0 —-~/ i U a—— ¢ ||
3B:A22 | 36422 / HE o220 BEAI2I2
O svne BE sz 0N a2 BAMzI2 |
2400 /Jﬁ I
1200 | o
/'
0 e apa—or——er——r——p A M, MEN A
5B:A33 / 5G:A33 / 508113/ %G:8113/
Clm  sv:A% ¢ 5R:A32 / On Y8113/ BRI/
Abbildung 10:

Beispiel fur Ergebnisse der GeneScan-Untersuchung mit Darstellung der Produkt-
quantitat auf der x-Achse und der Allellange des Amplifikates auf der y-Achse.
Linke Kolumne mit Homozygotie und rechte mit Heterozygotie fir einen untersuch-
ten Marker mit jeweils einem Allel bei drei verwandten Personen. Bei der PCR
entstehen Nebenbanden, welche sich als kleinere Banden nach einer GroBen zei-
gen. Sie bestehen aus DNA-Fragmenten mit ,falscher® Lange (s.S. 29).
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Die benutzten Marker entstammen dem ,ABI Prism™ Linklage Mapping Set Ver-
sion 1 und 2“ und haben untereinander jeweils eine genetische Distanz von ca. 20
cM. Zuséatzlich wurden vereinzelt Marker aus dem “Research Genetics, Human
Screening Set Version 6” benutzt. In ergdnzender Zusammenarbeit mit Dr. Peter
Gyurus wurden die in Tabelle 8 und 9 aufgefiihrten Chromosomen mit den eben-

falls dort aufgefihrten Markern untersucht.

Die PCR-Ansatze bestanden jeweils aus folgender Mischung pro Tube:

DNA 0,5 pl, Primer-Mix aus F und R 3 pl, PCR-Puffer 1,5 ul, MgCI (50 mM) 0,45
pl, NTP 0,3 pl, H2O 6 ul und Tag-Polymerase 0,06 pl (in 3 pl H20).

Um ein méglichst reines PCR-Produkt zu erhalten, wurden die Reagenzien nach
der ,Hot-Start“-Methode gemischt, d.h., dass erst nach einer initialen Denaturie-
rung der DNA die Polymerase hinzugegeben wurde. AuBerdem wurde der Ther-
mocycler programmiert, einem sogenannten ,Touchdown“-Programm zu folgen
(s.S5.32), bei dem die Annealing-Temperatur schrittweise auf die hier ideale Tem-
peratur von 55°C gesenkt wurde. Sinn war es, zu Beginn der PCR so wenig wie
moglich ungenaue Fragmentlangen entstehen zu lassen, so dass bei den spate-
ren Kopien ein gréBerer Anteil des richtigen Produkts, auf Grund von weniger ,fal-
schen® Vorlagen, entstehen wirde.

Die Produkte dieser PCR wurden ebenfalls, wie schon in 2.2.4 beschrieben, ge-
prift und dann von Dr. Gyurus der automatischen Elektrophorese zugefiihrt. Diese
empfindliche Auftrennungsmethode erfordert eine besonders vorsichtige Dosie-
rung des PCR-Produkts. Deshalb wurden die bei der Produktpriifung gemachten
Fotodrucke des Agarosegels in der Bandenintensitat mit der einer bereits erfolg-
reich gelaufenen Auftrennung verglichen und so die DNA-Verdinnung bestimmt.
Es wurde jeweils das Produkt unverdiinnt oder 4 ul Produkt mit 6 bis 16 uyl Aqua
dest. pro GeneScan-Tube als Verdiinnung benutzt.
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Programm HST-TD-55 fiir Thermocycler II (s. S. 33):

Schritt  Temperatur in Dauer

°C
1. 94 3 min
2. 94 20 sec
3. 59 30 sec
4. 72 1 min
5. zurtick zu Schritt 2; 3x
6. 94 30 sec
7. 57 20 sec
8. 72 1 min
9. zurtick zu Schritt 6; 3x
10. 94 20 sec
11. 55 1 min
12. 72 1 min
13.  zurlck zu Schritt 10; 39x
14. 72 10 min
15.  Programmende

2.2.7 Berechnung der LOD-Scores

Die Berechnung der LOD-Scores fir die Kopplungsanalyse wurde von PD Dr.
Bertram Muiller-Myhsok unter Verwendung von Computerprogrammen, speziali-
siert fr diese groBe Menge an Daten, durchgefihrt.

Far die Zweipunkt-LOD-Scores wurde das Programm ,MLINK® (Lathrop et al.
1984) des LINKAGE-Package Version 5.1, unter der Annahme von autosomal re-
zessiver Vererbung, vollstandiger Penetranz und einer Genfrequenz von 0,001 der
RP, verwendet.

Die Mehrpunkt-Kopplungsanalyse wurde mit Hilfe von SIMWALK 2.60 (Sobel et al.
1996) durchgefiihrt.
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2.3 Materialien

(Chemikalien/ Losungen/ Nukleotide/ Enzyme/ Gerate)

2.3.1 DNA-Isolierung
Tris-EDTA (TE)

2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion
Aqua ad injectabila (Aqua dest.)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Nucleotid-Mix

Paraffin-Ol
10x PCR-Reaktionspuffer
PCR-Tubes 0,5 ml

Primer

Primer (fluoreszierend markiert)

Taqg-Polymerase
Thermocycler I
Thermocycler 11
Tischzentrifuge
Vortex-Apparat

10 mM Tris
1 mM EDTA

Braun

Gibco, BRL

10 mM Desoxyadenosin-5-Phosphat,
10 mM Desoxythymidin-5-Phosphat,
10 mM Desoxycytidin-5-Phosphat,

10 mM Desoxyguanidin-5-Phosphat,
jeweils Gibco, BRL

Merck

Gibco, BRL

Biozym

Research Genetics, Human Screening
Set, Version 6

ABI Prism™ Linkage Mapping Set
Version 1 und 2

Quiagen

Omnigene, Hybaid

PTC-200, MJ Research

Centrifuge 5417 R, Eppendorf

Vortex Genie 2, Scientific Industries
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2.3.3 Produktprifung

Borséure

Bromphenolblau Na-Salz

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure),
Titriplex IIT

Elektrophoresekammer fir Agarosegele

Ethidiumbromid (1%)

6x Farbstoffpuffer

Fotodokumentationsanlage
Ficoll 400
Gleichstromaggregat
Kéamme fir Agarosegele
Klebeband
Magnetrihrer
Messbecher 200 ml
Messzylinder 100 ml
Mikrowellenherd
Seakam Agarosepulver
10x TBE-Puffer

Thermometer
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
UV-Lampe

Waage

Xylencyanol

Merck
Serva
Merck

Sigma

Merck

7,5 g Ficoll

Aqua dest. ad 50 ml
0,05% Bromphenolblau
0,05% Xylencyanol
E.A.S.Y. 429 K, Herolab
Pharmacia

ST 305, Gibco, BRL
Sigma

Gibco, BRL

RET basic, IKA Labortechnik
Branat

Brandt

Micromat, AEG

Biozym

108 g Tris (0,89 M)

55 g Borséaure (0,89 M)
7,44 g EDTA (20 mM)
Assistent

Gibco, BRL

UVT-28 M, Herolab

PB 3000, Mettler

Fluka AG
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2.3.4 Polyacrylamidgel-Elektirophorese

Ammoniumpersulfat (APS) 10%
Elektrophoresekammer fur PAA-Gele
Essigsaure 10%

Essigsaure 100%
Ethanol 10%

Ethanol 96% (pro analysi), vergallt
FolienschweiBgerat
Formaldehyd-Lésung 37%
Gelschiittler

Glaswanne

Glasplatten 33 x 39 cm und 33 x 41,5 cm
Kéamme fur PAA-Gele

Laborflasche 5 |

Langenstandard pBR 322 DNA-Mspl,
Digest (100 ng/pl)

MeBbecher 1000 ml
Natriumcarbonat (Na,COg)
Polyacrylamid (PAA) 30%

Reducer

Salpetersaure 1%
Salpetersaure (HNO3) 65%
Silbernitrat (AgNOs)
Silbernitrat-Lésung

Spacer

Stromgeber

Tetramethylethylendiamid (TEMED)

Serva

Model S 2, Gibco, BRL
100 ml Essigséaure 100%
Aqua dest. ad 1000 ml
Merck

100 ml Ethanol 96%
Aqua dest. ad 1000 ml
Merck

Vacupack 2 Plus, Krups
Merck

GFL

Duran

Gibco, BRL

Gibco, BRL

Duran

Biolabs

Brandt

Merck

Roth

279 mM Natriumcarbonat (NaxCOs)
0,02% Formaldehyd-Lésung 37%
15,4 ml Salpetersaure (HNO3) 65%
Aqua dest. ad 1000 ml

Merck

Merck

2,02 g Silbernitrat (AgNO3)

Aqua dest. ad 1000 ml

Gibco, BRL

Electrophoresis Constant Power Sup-
ply ECPS 3000/150, Pharmacia Fine
Chemicals
Sigma



2.3.5 GeneScan

Automatischer Sequenzierer

GeneScan Langenstandard Tamra
GeneScan Tubes

2.3.6 Sonstiges
Latex-Handschuhe

Pipetten 20 pl, 200 pl,
Pipetten 1000 pl
Pipettenspitzen P 20, P 200,
Pipettenspitzen blau

ReaktionsgefaBstander

ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer,
Perkin Elmer
Perkin Elmer
Perkin Elmer

Safeskin

P 20, P 200, Gilson
1000 pl Eppendorf
Gilson

Sarstedt

Biozym
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3 Ergebnisse

3.1 Ausschluss der Kandidatengene

Grundsatzlich sind zwei Ergebnismdglichkeiten denkbar gewesen: Kopplung zwi-
schen dem ausgesuchten Markerlocus und dem arRP-Locus oder keine Kopplung
zwischen den beiden Loci. Beide Falle sollen im Folgenden an Hand von Beispie-
len erlautert werden.

1.) Im Falle einer Kopplung des arRP-Locus mit einem Markerlocus hatte man
eine Homozygotie fur des gleiche Allel bei den erkrankten drei Geschwistern ge-

sehen.

Personen { 1 2 3

Allel- { 1 1 1
Genotypen

Abbildung 11:
Schematische Darstellung eines Elektrophorese-Gels mit Homozygotie der Allele

eines bestimmten Markers bei den drei betroffenen Geschwistern.

Hinweisend auf eine Kopplung des Markerlocus mit dem gesuchten Krankheitslo-
cus ware, wenn nun die nicht betroffenen Geschwister flir den gleichen Marker

heterozygote Allele oder Homozygotie flr das andere Allel aufweisen wirden.

Personen { 1 2 3 45 6 7 8 9

Allel- i1 1 1 1 1 1 1 1

Genotypen i 1 1 2 2 2 2 2 2

Abbildung 12:

Homozygotie des Markerallels bei den betroffenen Geschwistern (Person 1-3).

Heterozygotie flr den Markerlocus bei den gesunden Geschwistern (Person 4-9).
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2.) Bei fehlender Kopplung von Markerlocus und arRP-Locus sind verschiedene
Elektrophorese-Bilder mdglich. Diese sollen durch die Abbildungen 13 und 14 er-
klart werden.

Personen { 1 2 3 4 5 6 7 8 9

(=)

Allel- i1 1 1 1 1 1 1 1
Genotypen i1 1 1 1 1 1 1 1

Abbildung 13:
Aus den hier gezeigten beispielhaften schematischen Darstellungen von drei ver-

schiedenen Markern Iasst sich ein Ausschluss der betreffenden arRP-Loci herlei-
ten. Da hier ein autosomal rezessiver Krankheitslocus gesucht wurde, hatten alle
betroffenen Geschwister homozygote Markerallele zeigen missen. Im linken Gel
zeigen die Allel-Banden bei allen betroffenen Geschwistern zwei verschiedene
jeweils gleiche Langen. Das mittlere Beispiel zeigt drei verschiedenen Allellangen
verteilt auf die drei Betroffenen. Das rechte Gel zeigt zwar homozygote Allelldangen
bei Person 1, nicht jedoch bei Person 2 und 3. Der Markerlocus ist also nicht mit
dem Krankheitslocus gekoppelt, da bei einem gesuchten rezessiv vererbten
Krankheitsgen auch alle Betroffenen homozygote Allellangen des Markerlocus
aufweisen mussen.

Personen { 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Allel- { 1 1 1 1 2 1 2 1 2
Genotypen 2 2 2 2 3 2 2 2 3
Abbildung 14:

Hier zeigt sich Homozygotie flr ein Markerallel bei sowohl den erkrankten drei
(Person 1-3) als auch den gesunden Geschwistern. Der benutzte Marker liefert
keine Information Uber Kopplung, er ist nicht ,informativ®.
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Die Untersuchung der Familie mit arRP ergab keinen Hinweis darauf, dass hier die
Mutation eines der damals ausgesuchten Gene (s. Tab. 1, S. 3) fir das Auftreten
dieser Krankheit verantwortlich ist. DNA-Polymorphismen in der N&he einer der
bekannten arRP-Loci wirden sich im Falle einer Kopplung bei den Betroffenen
(Personen 1-3) homozygot zeigen. Dieser Fall ist jedoch fir die benutzten Marker
nicht aufgetreten, die Genotypen der betroffenen Patienten waren heterozygot
oder untereinander unterschiedlich.

Bei vereinzelt gefundener Homozygotie der drei zunéchst untersuchten erkrankten
Personen wurden deren gesunde Geschwister nachuntersucht. Da diese dann
aber ebenfalls Homozygotie flr das betreffende Allel zeigten, konnte keine Aussa-
ge getroffen werden.

RPEG65

(retinal pigment epithelium-specific 65 kD protein, Gu et al. 1997 und Morimura et
al. 1998)

Marker ~ { D1S1665 D1S1728
Personen { 1 2 3 1 2 3
2 1 2
3 2 2
. _""“ P
Allel-
Genotypen
2 1 2
2 3 3
Abbildung 15:

Auf dem PAA-Gel zeigen sich beide Marker mit jeweils drei Allelen. Fir Marker
D151655 sind die betroffenen Personen 1 und 2 und fiir D1S71728 sind die Perso-
nen 2 und 3 heterozygot.
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ABCR

(ATP-binding cassette transporter-retinal, Martinez-Mir et al. 1997 und Hoyng et

al. 1997)

D1S551 D151588 D151631

1 23456789 1234567 89 1234567 8

s BB Eatee anh®a .o
- SRa"=w_90

- W .- .- - _—-!_..__i

255 454555 32222322 3 23 2 332 3 3

134 343344 1212 1122 2 121111 2 2

Abbildung 16:

Alle drei Marker sind bei den betroffenen Personen 1-3 heterozygot.

RP26

(?, Bayes et al. 1998)
D2S1391
1 2 3
5 2 3
4 1 1

Abbildung 17:
Alle betroffenen Personen sind fir den Marker D251391 heterozygot.
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PDEGA
(phosphodiesterase alpha subunit, Huang et al. 1995)

D5S210
1 2 3
2 2

—_
—
—

Abbildung 18:
Alle betroffenen Personen sind fir den Marker D5S5210 heterozygot.

TULP1/ RP14
(tubby-like protein 1, Banerjee et al. 1998, Hagstrom et al. 1998)

D6S273 | D6S291 D6S1017|D651019
12 3|1 2 3 1 2 3|1 2 3
B & »
e |
-
-
e
h. B
e
3 3 2|4 3 5 11 1]2 2 2
12 1|11 2 4 11 1)1 1 1

Abbildung 19:
D6S1019 zeigt einheitlich heterozygote Allele. Die Marker D6S273 und D6S291
sind heterozygot. D6S1017 zeigt Homozygotie.
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Nach diesem Ergebnis wurden auch die nicht betroffenen Familienmitglieder mit
dem Marker D6S1017 untersucht. Dies ergab sowohl fir die Betroffenen als auch
phanotypisch gesunden Familienmitglieder Homozygotie. Man ging unter Bertck-
sichtigung der Ergebnisse der Gbrigen Marker, von einem Ausschluss einer Kopp-
lung dieses Genortes mit dem arRP-Locus in dieser Familie aus.

D6S1017
12 3 4 5 6 7 8 9

)

—
—

o e S s e

Abbildung 20:
Die Untersuchung des der Markes D6S1017 zeigt fur alle neun Geschwister Ho-
mozygotie.
RP25
(region of GABA-receptor, Ruiz et al. 1998)
D6S1013 D6S1270
1 2 3 1 2 3
- & B
1 2 2 2 1 1
2 2 2 3 2 2

Abbildung 21:
Fir den Marker D6S1013 ist Person 1 heterozygot, wahrend die Personen 2 und 3

homozygot sind. Bei Marker D6S1270 sind alle Betroffenen heterozygot.
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RLBP1/ CRALBP

(cellular retinaldehyde-binding protein, Maw et al. 1997)

D15S175 D15S152| D15S116|D1551046
1 2 3 45 6 7 8 9 12 3{12 31 2 38
o & B
-~ - = & -
- 1 S K™ «a®zail
n B
-
3 2 2 3 3 3 3 2 3 ; -
2 1 2 11 2 2 1 2 - -
32 3|2 121 3
21 211 111 2 1
Abbildung 22:
Die betroffenen Personen 1-3 weisen untereinander unterschiedliche Genotypen
auf.
RP22
(?, Finckh et al. 1998)
D16S403 D16S524
1 2 3 1 2 3
A W
N .
R A
'Y B
3 2 2 3
2 1 1 1 1 3

Abbildung 23:
Die betroffenen Personen 1-3 weisen untereinander unterschiedliche Genotypen

auf.
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3.2 Segregationsdaten nach genomweiter RP-Locussuche

Dem Ausschluss der Kandidatengene folgte eine genomweite Suche nach dem
Krankheitslocus. Bei den dazu benutzten Markern ergaben sich Hinweise flr eine
Kopplung bei Regionen auf Chromosom 1qg und 2p. Die entsprechenden Haploty-
pen wurden flr die neun untersuchten Geschwister, und rickschlieBend fir die
Elterngeneration, mit der kleinstméglichen Anzahl von Rekombinationen gebildet
(s. Abb. 24 und 25). Die Ubrigen Segregationsdaten sind in Tabelle 8 und 9 aufge-
listet.
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II 1

cM:
D1S213 5,0
D1S459 4,9
D1S2800 2,6
D1S179 1,2
D1S2649 0,0

D1S235 1,6
D1S2850 0,0
D1S2670 2,2
D1S2785 2,3
D1S321 5,3
D1S2842 5,4
D1S1609

= NDNDN|= W= == WW=DN
N=DNMNMMDMDMDN-=-2N=-DMNMD®

L]

—

N

w
c ww_.—‘W—*—‘N—‘NhN 1
N

N

m
-
‘_
O_

- O—

I 2 3 4 6 7 8
22 22 22 3 2 2 2 |2 3 2
1|4 1|4 1|4 2 K 1 1 24 2 1
3|2 3|2 3|2 1 3 3 12 1 3
31 31 31 2 K 3 3 2 1 2 3
1|2 1|2 1|2 1 K] 1 1 12 1 1
11 11 11 2 K 2 1 2 1 2 1
11 11 11 2 2 1 2 |1 2 1
33 33 33 2 2 3 2 3 2 3
1|1 11 1 (1 2 2 1 2 |1 2 2
2 21 21 2 2 2 2 2 2
2 23 23| |1 1 2 1 1 1
1 1 KR |13 [2 2 1 2 2 2

Abbildung 24:
Segregation der Marker auf Chromosom 1g. Homozygot vererbte Markerloci der

betroffenen Personen sind viereckig umrandet. Neben jedem Markerlocus ist die
genetische Entfernung zum nachfolgenden Markerlocus in cM angegeben.
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I 1 . 2

cM:
D2S165 5,53
D2S367 15,54
D2S391 4,53

D2S1352 3,76
D2S2153 0,33
D2S2352 0,52
D2S1337 3,55
D2S337 2,73
D2s285 0,61

D2S441 2,39
D2S358 3,40
D2s291 1,50
D2S1394

MNMNMNMNW ==DNMNMN-= MO

= NWDNINDN = = =] =DN

NN = ek ek | Q)=

= NWDNIMDDN = = == N
W=DWIMND A A A alaw-=
B WINMN = = ] W=
= NWDNIMDDN = = == N
NMNMNMNMNMNW==DMNDMNN-=- NDLOW®
W= BHWMNN= = 2= b
NMNMMMNW=-=DMNDMN= NDNLOW®
= NDNWOWMNMNNMN==—= wWw=N
NMNMNMNMNMNW==DMNDMNN-=- NDLOW®
W= DWW NN = =l =
NMNMNMNMNMNW=-=DMNDMNN-=- NDLO®

W=BWDMNN

Abbildung 25:

Segregation der Marker auf Chromosom 2p. Homozygot vererbte Markerloci der
betroffenen Personen sind viereckig umrandet. Neben jedem Markerlocus ist die
genetische Entfernung zum nachfolgenden Markerlocus in cM angegeben.
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Tabelle 8: Weitere Segregationsdaten von Chromosom 1 und 2

Chromosom 1
Locus/
genet. Distanz

D15468 HEX
24.9

D15228 HEX
17.6

D1S5199 FAM
19.8

D158255 HEX
7.5

D1S197 FAM
12.0

D15220 HEX
15.8

D15216 HEX
11.6

D15207 FAM
14.3

D15424 FAM
20.6

D1S8502 TET
23.1

D15484 HEX
24.6

Di1S218 TET
19.4
D1S413FAM
9.8

D15249 FAM
11.4
D1S425TET
10.2
D15549*

(...) S. Abb. 24

D15423*

[{E313

Die mit

.® 40 50 6.0 70 80 9.0

gekennzeichneten Marker entstammen dem “Research Genetics, Hu-

man Screening Set Version 6”, die Ubrigen aus dem ,ABI Prism™ Linkage Map-

ping Set Version 1 und 2°.
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weiter Tabelle 8: Weitere Segregationsdaten von Chromosom 1 und 2

Chromosom 2
Locus/

genet. Distanz
D2S319 HEX
21.7

D2S168 HEX

(...) S. Abb. 25

D25286 FAM
8.8
D2S139TET
8.7

D2S113 FAM
23.2

D25347 FAM
20.2

D2S151 HEX
27.9

D25326 HEX
17.9

D2S117 HEX
10.2
D2S325TET
17.5

D2S5126 HEX
19.6

D25206 HEX
17.7

D2S5125 HEX

D252114*
6
D25438*
0
D251777*

[13 31

Die mit

4.0 5.0 6.0 7.O0 8.0 9.0

12 13 34 34 12 12

12 12 12 12 12 12
12 12 11 12 11 11

34 24 12 13 13 13

12 12 21 12 11 11
21 21 22 21 22 22

12 22 21 12 11 11

gekennzeichneten Marker entstammen dem “Research Genetics, Hu-

man Screening Set Version 6”7, die tbrigen aus dem ,ABI Prism™ Linkage Map-

ping Set Version 1 und 2°.
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Tabelle 9: Seqgregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 3

Locus/ i.m 2. 3. 4.0 50 6.0 7.0 80 9.0
genet. Distanz

D3S1297HEX 23 13 13

13.3
D3S1304HEX 33 12 32
21.8
D3S2338HEX 13 22 23
12.00
D3S1266HEX 13 24 23
10.0
D3S1277/NED 13 12 23
21.4
D3S1300FAM 23 33 21
11.8

D3S1285NED 12 12 22
18.1

D3S3681HEX 23 21 33
20.0

D3S1278HEX 14 13 24
17.2

D3S1292NED 12 22 12
12.3

D3S1569FAM 23 13 12
9.6

D3S1279FAM 22 22 12 22 22 22 22 12 22
22.2

D3S1565FAM 12 22 12
22.5

D3S1580FAM 23 21 43
17.0

D3S1311FAM 11 11 12



weiter Tabelle 9: Segregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 4

Locus/ i.m 2.m 3. 40 50 6.0 7.0 80 9.0
genet. Distanz

D4S412HEX 12 34 314

9.0

D4S2935HEX 11 12 12 11 12 11 12 22 22
13.0

D4S403FAM 22 22 22 22 22 22 22 12 12
9.3

D4S419NED 11 12 12

12.0

D4S391HEX 12 12 12

14.0

D4S405HEX 22 12 22

14.0

D4S1592HEX 12 43 13

10.0

D4S392FAM 13 12 13

10.0

D4S2964HEX 13 12 13

18.3

D4S1572FAM 12 12 12
17.1
D4S402FAM 11 12 11
20.7
D4S424HEX 12 12 11
10.8
D4S413FAM 12 13 13
23.1
D4S1539FAM 12 23 23
16.4
D4S1535NED 22 12 12
14.2
D4S426NED 13 12 12



weiter Tabelle 9: Segregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 5

Locus/

genet. Distanz

D5S406NED
7.6
D5S630HEX
21.7
D5S419HEX
26.0
D55407FAM
16.4
D5S5424HEX
23.4
D5S5428HEX
16.8
D552027FAM
22.0
D5S2115HEX
17.7
D55410FAM
21.1
D5S400NED
19.0
D5S408FAM

1.0 2.1

.® 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0

1

1

3

2

4
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weiter Tabelle 9: Segregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 6

Locus/ i.m 2.m 3. 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
genet. Distanz

D6S1574FAM 12 22 12

10.0

D6S470NED 12 32 12
12.5

D6S289FAM 11 11 22 11 22 22 12 11 11
6.2

D6S422FAM 12 12 23
7.9

D6S276FAM 23 33 21
7.0

D6S1610FAM 12 22 13
23.8

D6S257/NED 13 33 32
11.0

D6S460FAM 12 23 23
19.3

D6S434HEX 12 23 12
11.7

D6S287HEX 22 11 22
14.9

D6S292HEX 12 23 12
17.7

D6S44INED 23 13 23
12.3

D6S1581FAM 12 11 12
20.0

D6S446NED 2 2 12 23
13.0

D6S281HEX 11 12 11



weiter Tabelle 9: Segregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 7

Locus/

genet. Distanz

D7S8531NED
3.9
D758517FAM
8.7
D7S8513NED
18.1
D7S493HEX
21.0
D75484FAM
17.5
D7S519FAM
12.0
D7S502HEX
22.0
D7S630HEX
16.8
D7S8515FAM
13.2
D7S486FAM
24.9
D7S684HEX
23.0
D7S798HEX

3. 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0

23
12
12

12

13

12

1

1

1

1

1

1

12

12
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weiter Tabelle 9: Segregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 8

Locus/ i.m 2.m 3. 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
genet. Distanz

D8S277HEX 13 13 23

%28550NED 12 12 13 12 13 13 12 12 13
1D18.g549HEX i1 11 11 11 11 11 11 11 11
113%2258HEX 23 23 21 23 21 21 43 23 41
113%21771NED 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Z?%gSOSHEX 22 22 22 12 22 22 12 22 12
é?%gZBSNED 13 13 13 14 13 23 14 13 24

D8S260FAM 23 23 23 13 23 21 13 23 11
24 1
D8S270NED 12 12 12 12 13 13 13 12 13

11.0

D8S1784FAM 12 12 23

13.0

D8S514NED 12 12 12 11 12 12 12 11 11
12.5

D8S284HEX 11 11 12



weiter Tabelle 9: Seqgregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 9

Locus/ i.m 2. 3.6 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
genet. Distanz

D9S286FAM 13 23 24

24.1

D9S17INED 12 12 12

7.1

D9S161FAM 11 11 11 11 11 11 11 11 11
7.0

D9S1817FAM 23 23 13

11.7

D9S175FAM 12 12 23

13.9

D9S167ZNED 13 13 12

21.1

D9S287HEX 12 12 22

23.6

D9S1776HEX 23 23 13

24.1

D9S164FAM 23 13 13

Chromosom 10

Locus/ i.m 2.8 3. 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0
genet. Distanz

D10S591HEX 11 12 12

17.1

D10S547HEX 32 12 32

11.7
D10S1653HEX 12 32 12
12.2
D10S197FAM 23 13 23
19.0
D10S196HEX 13 13 12
22.0
D10S537NED 12 22 12
13.0
D10S1686HEX 12 13 12
18.4
D10S192NED 12 23 12
12.4
D10S1693HEX 23 12 23
19.5

D10S217FAM 249 31 21



weiter Tabelle 9: Segregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 11
Locus/

genet. Distanz
D11S902HEX
24.8
D11S935FAM
15.0
D11S4191HEX
13.7
D11S1314HEX
25.1
D11S898FAM
20.5
D11S925NED
9.4
D1154151FAM

Chromosom 12

Locus/

genet. Distanz
D12S352HEX
13.8
D12S99NED
18.1
D12S364FAM
15.4
D12S1617NED
18.3
D12S85FAM
26.1
D12S326HEX
26.8
D12S78FAM
21.8
D12S86HEX
22.5
D12S1659FAM

i.m 2.® 3. 40 50 6.0 7.0 80 9.0

12 12 12
22 23 12

13 23 12

23 23 13

32 34 14

34 21 31

12 12 12

im 2m 3 40 50 60 70 80 9.0
12 12 12

12 12 13

13 23 23

11 12 12

13 12 13

11 12 11

22 12 12

12 12 12

11 11 12
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weiter Tabelle 9: Segregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 13

Locus/

genet. Distanz
D13S217FAM
17.3
D13S218FAM
24.8
D13S156HEX
24.8
D13S159FAM
14.4
D13S173FAM
6.0
D13S1265FAM
12.0
D13S285HEX

Chromosom 14

Locus/

genet. Distanz
D14S283HEX
26.1
D14S70HEX
14.8
D14S276TET
14.3
D14S63HEX
17.9
D14S74HEX
16.7
D14S280FAM
22.8
D14S78HEX

i.m 2.8 3. 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0
12 11 32
12 22 11
13 12 12
13 23 12
23 13 23
11 11 11 11 11 11 11 11 11
12 32 12
i.m 2.m 3 40 50 6.0 7.0 80 9.0
23 13 13
13 13 23
23 23 12
24 24 31
12 12 22
22 23 13
11 12 12
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weiter Tabelle 9: Segregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 15

Locus/ i.m 2.m 3. 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0
genet. Distanz

D15S1002HEX 22 12 11

23.0
D15S1012HEX 23 11 11
14.0
D15S978HEX 12 43 13
23.2
D15S131HEX 22 13 23
9.4
D15S205FAM 12 32 32
7.9
D15S127ZNED 12 34 34
12.7

D15S130FAM 23 12 22

Chromosom 16

Locus/ i.m 2.m 3. 4.0 50 6.0 7.0 80 9.0
genet. Distanz

D16S404HEX 22 12 12

25.0
D16S3046FAM 12 11 11
Di6S3065FAM 23 14 14
2%28415FAM 24 34 21
DIGSHOTHEX 24 14 23
DisssisEaM 11 11 11 12 12 11 12 11 11
:D?%S516NED 12 13 12

D16S3091INED 12 23 23
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weiter Tabelle 9: Segregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 17

Locus/

genet. Distanz
D17S5938FAM
7.4
D17S945FAM
10.4
D17S799HEX
17.6
D17S925HEX
5.9
D17S798HEX
22.0
D17S787TET
17.0
D17S949FAM
25.5
D17S784HEX

Chromosom 18

Locus/

genet. Distanz
D18S52HEX
23.0
D18S464FAM
22.1
D18S478FAM
17.0
D18S474FAM
25.8
D18S68TET
20.2
D18S469TET

i.m 2.8 3. 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0

12 12 12
12 12 22
12 12 12
12 32 12
12 11 12
12 12 12
34 31 24
12 12 22
i.m 2.m 3 40 50 6.0 70 80 9.0
12 12 12
22 12 12
12 12 32
12 34 12
23 23 13
11 11 12
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weiter Tabelle 9: Segregationsdaten von Chromosom 3-22

Chromosom 19

Locus/ i.m 2.m 3. 40 50 6.0 7.0 80 9.0
genet. Distanz

D19S216HEX 12 13 23

25.7
D19S226TET 12 23 13
26.0
D19S420TET 33 23 31
27.0

D19S418HEX 23 23 13

Chromosom 20

Locus/ i.m 2.m 3. 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0
genet. Distanz

D20S95FAM 12 23 12

23.9
D20S118FAM 12 32 11
24 1
D20S119FAM 12 42 13
21.8

D20S100HEX 11 12 12

Chromosom 21

Locus/ i.m 2.m 3. 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0
genet. Distanz

D21S1253HEX 23 13 13

14.3

D21S1252TET 33 12 12

Chromosom 22

Locus/ i.m 2.m 3.6 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0
genet. Distanz

D22S420HEX 22 12 12

15.3

D22S315FAM 32 12 12

24.9

D22S423HEX 13 12 13
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3.3 Berechnung der Zweipunkt-LOD-Scores

Die aus den Segregationsdaten der Stammbaume aus Kap. 3.2 gewonnen Ergeb-

nisse ergaben folgende Tabellen mit Zweipunkt-LOD-Scores der 4 bzw. 6 homo-

zygoten Markerallele auf Chromosom 1 bzw. 2 (s. Tab. 8).

Unter der Annahme einer Verwandtschaft der Eltern als Cousin-Cousine zweiten

Grades und bei einer Rekombinationsfraktion von 6 = 0,00 wurden die héchsten

LOD-Scores erzielt. Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch bei erst-, dritt- und

viertgradigen Cousin-Cousine-Verwandtschaftsverhéltnissen.

Tabelle 8: Lod-Scores der Markerallele auf Chromosom 1

Locus

D1S213
D1S5459
D1S2800
D1S179
D1S52649
D1S235
D152850
D1S2670
D1S2785
D1S321
D1S2842
D151609

0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40
-infini -1.04 0.14 046 051 034 0.12
070 097 124 122 092 052 0.15
-0.81 -050 -0.09 0.08 0.15 0.10 0.03
070 097 124 122 092 052 0.15
-0.21 009 045 056 050 0.31 0.10
227 222 201 175 122 069 0.22
225 220 199 173 120 0.68 0.21
25 250 224 193 131 0.72 0.23
240 234 212 184 128 073 0.24
-infini  -2.19 -1.07 -0.61 -0.23 -0.08 -0.02
-021 009 045 056 050 031 0.10
-infini -1.33 -0.12 024 038 0.28 0.11

emax
0.16
0.07
0.15
0.07
0.12
0.00
0.00
0.00
0.00
0.50
0.12
0.19
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weiter Tabelle 8: Lod-Scores der Markerallele auf Chromosom 2

Locus

D2S5165
D2S367
D2S391
D2S51352
D2S52153
D2S52352
D2S51337
D2S337
D25285
D25441
D2S358
D2S5291
D251394

0.00 0.01 0.05 0.10 0.20 0.30 0.40
-infini  -0.74 021 049 050 0.30 0.08
068 095 120 1.16 0.85 045 0.12
071 095 119 1.16 084 044 0.11
073 071 0.64 054 036 0.20 0.06
254 248 224 19 135 0.77 0.26
146 142 129 112 078 045 0.16
131 129 117 1.02 071 041 0.14
274 267 241 207 142 079 0.25
259 253 227 19 133 0.74 0.24
-infini -1.05 -0.06 0.26 035 023 0.07
-infini  -1.02 -0.04 0.28 037 025 0.08
-infini -250 -1.35 -0.83 -0.37 0.15 -0.04
-infini  -2.56 -0.86 -0.22 0.17 0.19 0.07

emax

0.15
0.06
0.06
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.17
0.17
0.50
0.25
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3.4 Berechnung der Mehrpunkt-LOD-Scores

Die anschlieBend durchgefiihrte Berechnung der Mehrpunkt-LOD-Scores blieb far
die Markerloci auf Chromosom 1 unter der statistisch signifikanten Schwelle von 3.
Fir Chromosom 2 wurden jedoch LOD-Scores von Uber 3 erzielt, und zwar fir alle
vier angenommenen Verwandtschaftsgrade der Eltern (s. Abb. 26 und 27).

Chromosome 1

29

—3 g

F ‘ 4g

-60

\ cM

Maximal erreichte LOD-Scores:
cM 19 29 Els| 49
22,5613 | 1,832 1,812 2,11 2,136
22,5613 | 1,832 1,812 2,11 2,136
22,7863 | 1,821 1,812 2,103 2,121

Abbildung 26:
Chromosom 1, Mehrpunkt-LOD-Score-Graphen flr vier verschiedene elterliche
Verwandtschaftsgrade. Die LOD-Scores sind gegen die auf einer cM-Skala befind-

lichen Markerloci aufgetragen. Keiner der Graphen erreicht einen LOD-Score von
uber 3. Benutzte Marker: S. S. 61.
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cM
35,1642
35,3571
35,5501
35,5501
35,7441
35,9381

Abbildung 27:

Maximal erreichte LOD-Scores:

19 29 39 49
3,022 3,397 3,672 3,496
3,023 3,398 3,674 3,497
3,024 3,399 3,675 3,498
3,024 3,399 3,675 3,498
3,023 3,398 3,675 3,497
3,022 3,397 3,674 3,496

Chromosom 2, Mehrpunkt-LOD-Score-Graphen flr vier verschiedene elterliche

Verwandtschaftsgrade. Die LOD-Scores sind gegen die auf einer cM-Skala befind-

lichen Markerloci aufgetragen und erreichen Werte von tber 3. Benutzte Marker:

S. S. 62.
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4 Diskussion
4.1 Einleitung

Die Retinitis pigmentosa (RP) ist eine genetische Erkrankung der Netzhaut, die
auch als Syndrom mit Defekten an anderen Organen vorkommen kann. Es sind
u.a. autosomal rezessive, autosomal dominante, X-chromosomale, maternale und
digenische Erbgange bei der RP beobachtet worden.

lhr Verlauf und ihre Pathomechanismen sind verschieden, wobei deren Gemein-
samkeit darin besteht, dass durch die Apoptose von retinalen Sinneszellen das
Sehvermdgen abnimmt. Diese Zelldegeneration wird bei der autosomal rezessiven
Form der RP von Mutationen in 17 bereits bekannten Genen verursacht, welche
u.a. die Phototransduktionskaskade der Stabchenzellen oder den Vitamin E- und
A-Metabolismus stéren (s. Kap. 1.2.3).

Die klinische Diagnostik stitzt sich auf die Elektroretinographie, die Perimetrie und
die Funduskopie. Zuséatzlich ist die Familienanamnese wichtig, da diese Hinweise
auf ein erbliches Geschehen und dessen Vererbungsmodus gibt.

Als Therapieoptionen bieten sich z.Zt. nur symptomatische Behandlungen, wie

z.B. Sehhilfen oder verschiedene Augenoperationen, an.

4.2 Homozygosity Mapping

Die Suche nach den genetischen Loci autosomal rezessiver Erkrankungen, wel-
che selten vorkommen und in Familien mit blutsverwandten Eltern gefunden wer-
den, kann z.B. mit dem sogenannten Homozygosity Mapping durchgefihrt wer-
den. Es werden Allele von Markerloci untersucht. Homozygotien von bestimmten
Loci dirfen nur den von der Krankheit Betroffenen gemein sein. So liefern sie ei-
nen wichtigen Hinweis auf die Lokalisation des Gens der Erkrankung innerhalb der
jeweiligen Familie.

Es ist erst in den letzten Jahren einfacher geworden, eine solche ,Homozygotie-
suche“ durchzufiihren, weil immer mehr chromosomale Markerloci beschrieben
wurden. Man erwartet, bei einem elterlichen Verwandtschaftsgrad von Cousin-
Cousine ersten Grades, Homozygotie von Markerallelen in einer Region von 28

cM um den Krankheitslocus herum (Hamida et al. 1993). Dies erklart, dass die
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dichtere chromosomale Kartierung einen groBen Vorteil birgt und eine zu weitma-
schige Suche ein falsch negatives Ergebnis riskiert.

Das Homozygosity Mapping besteht auf der praktischen Seite aus der Durchflih-
rung einer Segregationsanalyse. Ziel ist es hierbei, Markerloci zu finden, deren
Allele nur bei den erkrankiten Personen homozygot vorhanden sind. Dann wird
gepruft, ob der Locus dieses Markers mit dem Krankheitslocus, kosegregiert oder
nicht.

Falsche Ergebnisse kénnen durch falsche Werte der Haufigkeit des rezessiv ver-
erbten Krankheitsallels in der Bevdlkerung, der Heterozygotie des Markers und
des Verwandtschaftsgrades der Eltern entstehen. Je seltener Mutationen des ge-
suchten Genes der Erkrankung in einer Bevdlkerung sind, desto unwahrscheinli-
cher wird es, dass sich eine zweite Mutation durch nicht blutsverwandte Partner in
die Genome der Nachkommenschaft einschleicht. Auch die Auswahl des DNA-
Markers ist wichtig, da seine Informativitat bestimmt, wie viele verschiedene Allele
es fUr seinen Locus in der Bevdlkerung gibt und wie oft diese jeweils vorkommen.
Hieraus ergibt sich die mittlere Heterozygotie an einem Markerlocus als Wert flr
dessen Informativitat. Eine h6here Anzahl von den Krankheitslocus umgebenden
Markern erhdht die Aussagekraft einer Segregationsanalyse (Ott et al. 1995).
SchlieBlich ist der Verwandtschaftsgrad der Eltern zu bericksichtigen. Je entfern-
ter sie blutsverwandt sind, desto kleiner ist der Teil des Genoms, den die betroffe-
nen Indexpersonen mit dem gemeinsamen Vorfahren gemein haben und umso
signifikanter wird eine Kopplung von (homozygotem) Markerlocus und vermutetem
Genlocus.

Andere Fehlerquellen, welche die Suche nach einem autosomal rezessiven Gen-
locus betreffen kdnnen, liegen u.a. in der Veranderung des Phanotyps durch Modi-
fier Gene. So fand sich bei einer Familie mit Usher-Syndrom bei gleichzeitigem
Vorhandensein einer homozygoten USH3-Mutation und eines mutierten MYO7A-
Allels der gravierendere Phanotyp eines Typ I Usher-Syndroms, wahrend ohne
MYQO7A-Mutation ein moderateresTyp II Usher-Syndrom vorlag. Die alleinige
MYQO7A-Mutation hat bei dieser Familie keine phanotypischen Folgen (Adato et al.
1999).
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4.3 Ergebnisse in dieser Familie

In dieser Arbeit wurden neun Geschwister aus einer deutschen Familie mit bluts-
verwandten Eltern untersucht. Drei dieser Geschwister zeigten den Phanotyp der
RP, die Elterngeneration war fremdanamnestisch gesund geblieben.

Die DNA der drei betroffenen Geschwister wurde zunadchst auf die damals
bekannten Gene der arRP untersucht. Nach deren indirektem Ausschluss durch
ausgewahlte Markerloci wurde das gesamte Genom der drei Betroffenen im Rah-
men des Homozygosity Mapping auf Kopplung des zu ermittelnden Genlocus und
verschiedenen Markerloci hin untersucht. Hierzu wurden 200 DNA-Marker benutzt.
Es ergaben sich homozygote Bereiche, die nur den betroffenen Geschwistern ge-
mein sind, auf Chromosom 1q zwischen den Markern D152649-D15S321 und 2p
zwischen den Markern D25391-D25441. Fir diese Marker wurden Zweipunkt-
LOD-Scores unter der Annahme der elterlichen Verwandtschaft als Cousin-
Cousine ersten, zweiten, dritten und vierten Grades errechnet. Die LOD-Scores
mit den vier berlcksichtigten Verwandtschaftsgraden waren alle positiv, wenn
auch noch unter der Grenze einer statistisch abgesicherten Kopplung von 3,00.
AnschlieBend wurde unter gleichen Voraussetzungen und mit den gleichen Mar-
kern eine Mehrpunkt-Kopplungsanalyse in den betreffenden Chromosomenarea-
len 1g43-q44 und 2p14-p16.1 durchgefiihrt. Wahrend auf Chromosom 2 die Mehr-
punkt-LOD-Scores den Wert 3 tberschritten, blieben diese fir Chromosom 1 unter
dieser statistischen Schwelle.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen verschiedene Interpretationsmdg-
lichkeiten zu:

Im Chromosomenabschnitt zwischen D25391 und D25441 (ca. 15 cM) kdnnte ein
bisher unbekanntes Gen fUr die autosomal rezessive Retinitis pigmentosa liegen.
Mittlerweile wurde von Gu et al. (1999) die Region 2p11-p15 als eine mit dem Ge-
nort RP28 in einer indischen Familie verdffentlicht. Die durch die dort genannten
Marker (D2S1337-D2S5286) bestimmte Region Uberschneidet sich auf einem Inter-
vall von 9 cM mit der von uns gefundenen, so dass es mdglich ist, dass wir den
Locus RP28 weiter eingrenzen konnten (s. Abb. 28 und 29). Die hohe genetische
Heterogenitat der arRP lasst auch alternative Theorien zu, da es durchaus vor-
stellbar ist, dass auf Chromosom 2 gleich zwei RP verursachende Gene zwischen
2p16.1 und p11 zu finden sein kdnnten.
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Ebenfalls méglich ist, dass auf dem Abschnitt auf Chromosom 1 (D12649-D1321),
neben dem auf Chromosom 2, ein weiterer Genort fur die arRP liegt, welcher im
Rahmen einer digenischen Vererbung PR verursacht.

Ein méglicher zweiter Genort der arRP auf Chromosom 1 kénnte auch als Modifier
Gen fur den Phanotyp in dieser Familie fungieren.

D1S213
31 D15459
D152800
3 D15179
32 D1S2649
D1S235

q p1s28s50 | (~15cM)
41 D1S2670
D1S2785
4 , D1S321
D152842
43 D1S1609
) D1S423

Abbildung 28:
Genetische Karte von Chromosom 1q mit Markern, fir die die gr6Bten LOD-

Scores ermittelt wurden. Dieses Intervall betragt 15 cM.
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Ergebnis

D25391 (~15 cM)
D2S1352 A
D252153 | ..

2 p GPR75 Uber-
D2S2352 schneidung
D2s1337 | (~9cM)
D2S337 [4& &
D2S5380 I
D25285 Y|
D2S441
D25358
D25291
D251394 oooe

q 1 D2S286 (~16 cM)

Abbildung 29:

Genetische Karte von Chromosom 2p. Die arRP-Region in unserer Familie und

die von RP28 Uberschneiden sich auf einem Intervall von 9 cM.

69



4.4 Kandidatengen-Ausschluss und Suche nach weiteren
Kandidatengenen

Der néachste Schritt in der Untersuchung des eingegrenzten Chromosomenab-
schnitts lag in der Suche nach in ihm liegenden Kandidatengenen.

Allgemein kdnnen Kandidatengene nach ihrer Funktion oder ihrer Lokalisation ge-
wahlt werden. Sinnvoll ist eine Kombination beider Suchkriterien, da sonst der
Umfang der zu untersuchenden Gene zu groB wird. Wie im vorliegenden Fall wird
zuerst ein Genlocus durch Markerloci eingegrenzt. In diesem Chromosomenareal
missen nun beschriebene Gene ermittelt werden, die durch ihre Produkte am pa-
thophysiologischen Entstehungsprozess der Krankheit beteiligt sein kénnten. Es
waren noch Gene zu nennen, deren Transkription im von der Erkrankung betroffe-
nen Organ nachgewiesen wurde. Eine unspezifischere Suche nach mutierten Ge-
nen kénnte durch die Untersuchung von bereits beschriebenen ESTs oder cDNA-
Sequenzen erfolgen. Da es davon aber bereits sehr viele gibt und diese fir bisher
unbekannte Gene codieren, ist ihre Untersuchung aufwendig. Ein weiterer Ansatz
ist die Berticksichtigung von bekannten krankheitsrelevanten Genen bei der Maus.
Der Rickschluss auf das konservierte, homologe und noch unbekannte Gen beim
Menschen ist oft méglich. Sowohl der Rickschluss auf das menschliche Gen als
auch die Wahl der Marker kénnen von diesem Tiermodell aus getroffen werden.
Wenn es gelingt, in einem Kandidatengen eine Verénderung nachzuweisen, so
muss diese mit einer Kontrollgruppe verglichen werden. Das Kandidatengen muss
bei allen Erkrankten gleicher Weise verandert sein. Auch muss man durch die Art
der Veranderung unterscheiden, ob man wirklich eine krankheitsrelevante Mutati-
on gefunden hat, oder ob es sich nur um eine Normvariante handeln kénnte.

Einer der damals fir diese Arbeit in Frage kommenden Kandidaten war das Gen
fur GPR75, welches auf Chromosom 2p16 zwischen D252251 und D2S52352 kar-
tiert wurde. GPR75 gehdrt zu den sogenannten G-Protein-bindenden Rezeptoren,
die eine Rolle bei der Neurotransmission sowie dem Geruchs- und Geschmacks-
sinn spielen. AuBerdem wurde GPR75-RNA-Transkription im menschlichen Ge-
hirn und retinalen Pigmentepithel nachgewiesen (Tarttelin et al. 1999), so dass
eine fehlerhafte Funktion dieses Proteins mit der Retinopathie der von uns unter-
suchten Patienten hétte in Verbindung gebracht werden kénnen. Mittels SSCP

wurden zwei betroffene und zwei gesunde Geschwister aus der Familie unter-
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sucht. AnschlieBend wurde das Gen des dritten Betroffenen sequenziert. Bei den
Untersuchten konnte keine Verdnderung des Kandidatengens nachgewiesen wer-
den (P. Gyurus, persénliche Mitteilung).

4.5 Mogliche Bedeutung dieser Arbeit fur Diagnostik und
Therapie

Mit der Beschreibung neuer Gene fir die arRP kbénnte es in Zukunft mdglich sein,
den gesunden Familienangehdrigen von erkrankten Personen haufiger Aufklarung
darUber zu verschaffen, ob diese homozygote und noch asymptomatische Trager
einer arRP verursachenden Mutation sind oder nicht. Je mehr Gene flr diese Er-
krankung identifiziert werden, desto haufiger kann man maéglicherweise Patienten
Uber eine genetische Risikokonstellation aufklaren. Dieses wird mit jedem gefun-
denen Gen ein wenig wahrscheinlicher. Die Konsequenzen fiir den Patienten wa-
ren die Einfuhrung engmaschiger augenéarztlicher Kontrolluntersuchungen, um
eventuelle pathologische Prozesse frihzeitig zu erkennen und, wenn auch nur
symptomatisch, behandeln zu kénnen (s. Kap. 1.2.2).

FUr die Therapie der Retinitis pigmentosa liegt der Nutzen dieser Arbeit noch weit
in der Zukunft. Nachdem ein Kandidatengen gefunden worden ist, muss seine
Funktion in der Physiologie der Netzhaut und somit auch pathophysiologisch er-
forscht werden. Ist diese aufwendige Arbeit getan, stehen verschiedene Therapie-
ansatze zur Auswahl. Die medikamentds substituierende, hemmende oder einen
bestimmten Prozess im Korper aktivierende Behandlung verspricht zur Zeit die
groBten Erfolge.

Weniger erfolgversprechend, da in der Vergangenheit enttduschend, sind die ver-
schiedenen Methoden der Gentherapie: Der in vivo oder ex vivo durchgefiihrte
Gentransfer in die Patientenzelle zum Zwecke der Expression, Korrektur oder In-
hibition von Genen. Noch ist der Gentransfer mangels zuverlassiger Vektoren fur
die Einschleusung und Insertion, welche nicht vorherzusagen und deshalb risiko-
reich ist, nicht ausgereift genug. Wenn die technischen Probleme gel6st sind, stel-
len sich der Gesellschaft ethische Fragen, z.B. bezlglich der Gefahr des Miss-
brauchs zur genetischen Aufwertung, der Regelung der Verfugbarkeit und der
Anwendungsindikationen.
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Zuletzt seien noch die Erprobung der Transplantation von retinalem Pigmente-
pithel und die retinale Implantation von Phototransduktions-Mikrochips genannt,
welche beide vielversprechend sind, jedoch noch nicht ausgereift genug sind, um
einen bleibenden Therapieerfolg zu erméglichen.
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5 Zusammenfassung

Die Retinitis pigmentosa (RP) ist eine genetisch heterogene Degeneration der
Netzhaut. Auch Vererbungsmodus, Phanotyp und Penetranz sind auBerst hetero-
gen. Die verschiedenen Pathomechanismen minden in eine Apoptose der retina-
len Sinneszellen und einer fortschreitenden Abnahme des Sehvermdgens bis zu
Erblindung.

Diese Arbeit untersucht eine deutsche Familie mit der autosomal rezessiven Form
der RP (arRP). Die Familie besteht aus neun Geschwistern, von denen drei er-
krankt sind und deren Eltern miteinander blutsverwandt sind.

Die zu dem Zeitpunkt bereits bekannten arRP-Gene wurden untersucht und als
Ursache der RP in dieser Familie mittels Segregationsanalyse ausgeschlossen.
Es folgte ein genomweites Screening mit Mikrosatellitenmarkern. Das Ergebnis
dieser Suche waren Homozygotie fir Loci auf Chromosom 1g43-44 zwischen
D152694 und D158321 und auf Chromosom 2p14-16.1 zwischen D253971 und
D25441 mit positiven Zweipunkt-LOD-Scores. Der maximale LOD-Score flr den
Locus auf Chromosom 1q betrug 2,56 bei D1S2670. Der maximale LOD-Score fur
den Locus auf Chromosom 2p betrug 2,74 bei D25337.

Die anschlieBend durchgefiihrte Mehrpunkt-LOD-Score Berechnung ergab flr den
Krankheitslocus auf Chromosom 2p einen Wert von Uber 3 bei verschiedenen an-
genommen Verwandtschaftsgraden der Elterngeneration. Der héchste LOD-Score
betrug 3,675 fir den Verwandtschaftsgrad der Eltern von Cousin-Cousine dritten
Grades. Die LOD-Scores fir den Locus 1q erreichten Werte von maximal 2,136.

In dem entsprechenden Bereich auf Chromosom 2, namlich auf 2p16 zwischen
D252251 und D252352, wurde bereits das Gen GPR75 Kartiert, welches eine Rol-
le in der SignalUbertragung in der menschlichen Retina spielen kdnnte. Mittels
SSCP bzw. Sequenzierung wurde dieses Kandidatengen in dieser Familie unter-
sucht und dabei keine Mutation gefunden.

Der ca. 15 cM umfassende Intervall des von uns gefundenen Locuses auf 2p O-
berschneidet sich auf 9 cM mit dem 1999 beschriebenen Locus RP28 zwischen
D251337-D25286. Es kann sich also, bei der genetischen Heterogenitat der Reti-
nitis pigmentosa, entweder um einen neuen arRP-Genort zwischen D2S391 und
D25337 handeln oder es gelang eine weitere Eingrenzung von RP28 zwischen
D25285 und D25286.
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Die Bedeutung dieser Arbeit fir die Diagnostik der RP kénnte in der Verbesserung
der Aussichten bei einer Genotypisierung anderer Familien liegen. Nach einer
Aufklarung der pathophysiologischen Wirkungen der bis jetzt gefundenen Gene
kénnten in Zukunft auch neue Therapieoptionen entstehen.
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