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1. Einleitung

1.1. Der Erkrankungskomplex der Retinoschisis

Eine der vielen unterschiedlichen erblichen Netzhauterkrankungen, die mit einer
Seheinschrankung einhergehen, ist die Retinoschisis. Retinoschisis bezeichnet eine
primare Spaltung (griechisch: schisis) der Neuroretina des Auges in zwei oder mehr
Schichten. Bei dieser Augenkrankheit werden drei Formen unterschieden: (1) die
familiare foveale Form, (2) die erworbene degenerativ senile Retinoschisis und (3)
die X-chromosomal-rezessiv erbliche juvenile Form. Die folgende Arbeit konzentriert

sich auf die letztere Form?***,

1.1.1. Grundlagen der Vererbung der Retinoschisis

Die humanen Chromosomen tragen die menschliche genetische Information kodiert
in der DNA (Desoxyribonukleinsaure). Die DNA liegt als Doppelhelix in hoch
kondensierter Form in den Chromosomen vor. Die Sequenzabfolge der vier DNA-
Bestandteile Adenosin, Cytosin, Guanin und Thymin kodiert die genetische
Information. Die menschliche Korperzelle enthalt einen diploiden Chromosomensatz
mit 46 Chromosomen (haploider Satz n=23). 22 Chromosomen des haploiden Satzes
kdbnnen zu Paaren angeordnet werden und werden Autosomen genannt. lhre
Information liegt doppelt vor. Die beiden Geschlechtschromosomen, die Gonosomen,
bilden das 23. Paar, wobei es zwei Formen der Gonosomen gibt. Das X-Chromosom
tragt eine grole Menge zum Teil Uberlebenswichtiger Informationen, wahrend der
Informationsgehalt des Y-Chromosoms stark reduziert ist und nur in kleinen
Bereichen an den Telomeren der beiden Chromosomen gemeinsame genetische
Information gespeichert hat (pseudoautosomale Region). Mann wund Frau
unterscheiden sich in der Kombination des Gonosomenpaares (XX bei der Frau, XY

beim Mann)®.



Beim X-chromosomal-rezessiven Erbgang ist das merkmalstragende Gen auf dem
X-Chromosom, dem Gonosom, lokalisiert, wo es geschlechtsgebunden vererbt wird.
Das menschliche X-Chromosom tragt zahlreiche Gene, deren Mutationen mit
Erkrankungen mit dominantem oder rezessivem Erbgang einhergehen. Als Allele
werden Nukleotidpositionen bezeichnet, die an korrespondierenden Orten homologer
Chromosomen liegen. Je nach Betrachtungsweise konnen diese Positionen
Chromosomenabschnitte, Gene, oder einzelne Nukleinbasen sein. Allele kdnnen
kodierende und nicht-kodierende Positionen beschreiben.

Wie oben erwahnt, haben Manner neben dem Y-Chromosom nur ein X-Chromosom,
die Frauen dagegen zwei X-Chromosomen. Die Manner sind bezlglich der
Mutationen von Genen aullerhalb der pseudoautosomalen Region auf dem X-
Chromosom immer hemizygot, wahrend die Frauen entweder heterozygot oder
homozygot sein konnen. Ein heterozygoter Status ist bei rezessiven Erbgangen in
der Regel nicht ausreichend fur die Entstehung einer Erkrankung. Die Erkrankung
kommt daher bei einer Frau im X-chromosomalen Erbgang formal im Phanotyp nur
zum Vorschein, wenn auf beiden Allelen eine pathologische Sequenzveranderung
vorliegt. Frauen, die nur ein verandertes Allel tragen, bezeichnet man als
Konduktorinnen. Bei manchen rezessiven X-chromosomalen Erkrankungen kann der
pathologische Phanotyp unterschiedlich zur Expression kommen. Dabei nahert er
sich dem pathologischen Phanotyp der betroffenen Manner aber nur an. Dies ist
bedingt durch das Phanomen der X-chromosomalen Geninaktivierung. Eine
Geninaktivierung wird fur einige Gene des X-Chromosoms durchgefuhrt, um ein
Ungleichgewicht der Gendosis zwischen dem mannlichen (hemizygot fur das X-
Chromosom) und dem weiblichen X-Chromosom (dizygot fir das X-Chromosom) zu
vermeiden. Dabei ensteht bei Konduktorinnen ein Mosaik von Zellen mit inaktiverten
und aktivierten mutierten Allel, so dass das betroffene Gewebe erkrankte und nicht
erkrankte Zellen enthalt*.

Frauen erkranken bei rezessiver X-chromosomaler Vererbung in der Regel nur dann
gleich stark wie Manner mit der gleichen Mutation, wenn sie das Merkmal auf beiden
X-Chromosomen tragen. Konduktorinnen geben ein mutiertes Allel mit 50%-iger
Wabhrscheinlichkeit an ihnre Sohne weiter, die dann erkranken. Da Manner hemizygot
fur die meisten X-chromosomalen Gene sind, fuhrt ein verandertes Allel, das auf dem

X-Chromosom lokalisiert ist, trotz rezessiver Vererbung immer zu einer Auspragung

8



des veranderten Merkmals in Korrelation zur Schwere der Mutation. Sobald eine
pathogene Sequenzveranderung vorliegt erkranken diese Manner. Ganz typisch fur
einen X-chromosomalen Erbgang ist, dass fast nur Manner betroffen und deren
Mutter und Téchter Konduktorinnen sind.

Rezessiv vererbte Krankheiten, deren Genorte auf den Autosomen liegen, kommen
nur dann phanotypisch zum Tragen, wenn sich auf jeweils beiden homologen
Autosomen eine Veranderung in einem bestimmten Gen befindet. Dabei wird in der
Regel eine Veranderung vom Vater und eine von der Mutter vererbt. Die Eltern
mussen dabei nicht betroffen sein. Sie sind meistens phanotypisch gesund und
tragen genotypisch heterozygot das veranderte Gen. Es konnen folglich sowohl

Manner als auch Frauen von der Krankheit betroffen sein®.

1.1.2. Die familiare foveale Retinoschisis

Die familiare foveale Retinoschisis gehort zu der Gruppe der autosomal-rezessiv
vererbten Krankheiten, wobei die chromosomale Genlokalisation noch nicht bekannt
ist.

Bei der autosomal-rezessiven Retinoschisis ist die innere Netzhaut betroffen. Dazu
gehoren die innere Kdrnerschicht des Auges, die innere plexiforme Schicht mit den
Muller-Zellen (retinale Glia-Zellen), die Ganglienzellen-Schicht mit den Zellkérpern,
die Nervenfaserschicht mit den Axonen der Ganglienzellen und die vitreoretinale
Zwischenschicht. Abbildung 1 zeigt den Aufbau der Retina.



o
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Abbildung 1: Histologischer Schnitt durch die gesunde perimakulare humane Netzhaut; RPE:
retinales Pigmentepithel, ROS: Stadbchenaullensegmente , COS: Zapfenauliensegmente, RIS:
Stabcheninnensegmente , CIS: Zapfeninnensegmente, INL: innere Kérnerschicht, IPL: innere
plexiforme Schicht, ONL: duRBere Kérnerschicht, OPL: dulRere plexiforme Schicht, GC: Ganglien
Zellschicht (mit freundlicher Genehmigung von Dr. Markus Preising)

Die wichtigsten Leitsymptome der familidren Retinoschisis sind reduzierte
Sehscharfe, abnormales Farbensehen (Tritanstérung) und Metamorphopsie
(rdumlich  oder farblich veranderte Wahrnehmung von Gegenstanden).
Metamorphopsie tritt oft als Folge bei einer Veranderung der zentralen Netzhaut auf.
Analog zur juvenilen Retinoschisis findet man bei der familidren Retinoschisis radiale
Falten in der Fovea. Die Retina spaltet sich in eine innere und in eine duRere Schicht
auf. Mehrere kleine, runde Mikrozysten werden zusatzlich beobachtet. Die Peripherie
und das retinale Pigment-Epithel (RPE), das sehr wichtig fir die Funktion der
Rezeptoren ist, erscheinen im Fundusbild normal. Die Linse, das Ganzfeld-
Elektroretinogramm (ERG) und das Elektrookulogramm (EOG) zeigen keinerlei
Abweichungen. Die Krankheit manifestiert sich genau wie die X-gebundene juvenile

Retinoschisis in der ersten Lebensdekade und schreitet normalerweise relativ
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langsam voran. Die Prognose ist meist gut, eine kausale Therapie steht bisher nicht

zur Verfugung®.

1.1.3. Die senile Retinoschisis

Ungefahr 4% der 60 bis 80-Jahrigen leiden unter der senilen Form der
Retinoschisis’. Sie ist eine Form, die sporadisch im Alter auftritt und kann sowohl
Manner als auch Frauen betreffen. Es treten keine spezifischen Veranderungen in
der Makula auf und die allgemeine Prognose fur die Sehscharfe ist relativ gut. Die
senile Retinoschisis kann in zwei Gruppen eingeteilt werden. Die eine ist eine
gutartige, periphere Form und die andere ist eine schneller voranschreitende
retikulare oder bulldse Form'®. Letztere ist der juvenilen Retinoschisis histologisch

sehr ahnlich, zeigt aber keine genetische Ursache®.

1.2. Die X-gebundene juvenile Retinoschisis (XLRS)

Schon 1898 wurden klinische Merkmale der X-gebundenen Retinoschisis in der
Literatur beschrieben®. Im Jahre 1953 beschrieb Jager®® diese Krankheit zum ersten
Mal mit dem Wort ,Retinoschisis“. Sorsby®®, der von Levy und Jager unterstiitzt
wurde, fand heraus, dass die juvenile Retinoschisis X-chromosomal rezessiv vererbt
wird. Die X-chromosomale rezessive Retinoschisis hat eine Pravalenz von 1: 5000
bis 1: 25000 in der weltweiten Bevélkerung1. Jager war der Erste, der

histopathologisch die Spaltung der Retina in zwei Schichten demonstrierte?®.
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1.2.1. Phanotyp

Bei XLRS degeneriert die vitreoretinale Schicht'?

bilateral und in der Regel sind nur
Manner betroffen. Der Visus ist im Mittel um ca. 0,24 oder mehr vermindert, wobei
akute Visusminderungen sehr selten sind. In der Regel besteht das schlechte
Sehvermégen seit Geburt®. Einige Patienten schielen in der Kindheit, leiden unter
Nystagmus und ausgepragter Retinoschisis. Im Teenageralter, bis ca. 20 Jahre,
bleibt der Visus oft konstant. Als frihes Zeichen bei XLRS kdnnen feine, weilde
Punkte in der Makula diagnostiziert werden®. Im hoheren Alter kann die
Visusminderung durch degenerative Makulaverdnderung weiter fortschreiten®.
Uberdies kénnen Blutungen, choroidale Sklerose oder eine Netzhautablésung
auftreten. Weitere Veranderungen sind dendritiforme GefalRe in der
Netzhautperipherie und ein Glaskorperschleier, welcher durch Abtrennung der
Schichten von den Schisishdhlen entstehen kann®’. In seltenen Féllen kann es zur
retinalen Atrophie, mit darauffolgender Erblindung kommen, d.h. die Netzhaut
degeneriert nach und nach, was aber meistens erst im héheren Lebensalter auftritt®.
Manchmal wird die Krankheit auch von Katarakt oder Pseudopapillitis begleitet.

Die Patienten konnen eine Hyperopie mit Astigmatismus und zentrale oder periphere
Skotome (Gesichtsfeldausfalle korrelierend zur peripheren Retinoschisis) aufweisen.
Eine periphere Retinoschisis wird bei ca. 50% der Patienten beobachtet*'*'*2 Das
Farbensehen und auch die Dunkeladaptation des Auges sind eingeschrankt. Eine
Hyperopie ist ebenfalls haufig ein frihes Erkennungszeichen dieser Krankheit**. Die
Krankheit kann jedoch in ihrer Auspragung sehr stark variieren, wobei auch weitere
genetische Faktoren eine Rolle spielen®'.

Bei Patienten, die keine zystischen Veranderungen der Fovea aufweisen, aber
hypopigmentierte Flecken oder atrophische Lasionen zeigen, lasst sich der Grad der
Sehschwache gut abschatzen. Dies ist bei Patienten mit zystischen Veranderungen
schwieriger®.

Ein Beispiel einer typischen Auspragungsform der XLRS zeigt Abbildung 2. In den
meisten Fallen ist die auffalligste Veranderung im makularen Bereich als feine

speichenartige Lasion zu erkennen.
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Abbildung 2: Fundusphotographie des rechten Auges: auffillig sind die radidren weilllichen
unscharfen Linien rings um die Fovea (Patient 501.01, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr.

med. B. Lorenz).

1.2.2. Pathologie und Morphologie

Histologisch wurde als charakteristisches Zeichen einer Netzhautspaltung die
Aufspaltung zwischen der ILM (inner limiting membrane), der Nervenfaser- und der
Ganglienzellschicht beschrieben (vgl. Abb. 1). Im Inneren dieser Schisis findet man
ILM, Fragmente der Miiller-Zellen, BlutgefaRe und eine diinne Ganglienzellschicht®°.
Die Trennung der beiden Schichten entsteht durch Defekte der Muller-Zellen, welche
bei der Erkrankung verdndert sind und der Neuronen®. Erst im fortgeschrittenen
Alter der Patienten erkrankt die Ganglienzellschicht, was mit einer
elektrophysiologischen Untersuchung, dem Ganzfeldelektroretinogramm (ERG)

gezeigt werden kann®%,
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Die Schisis erzeugt Strukturen, die mit PAS-positivem, eosinophilem, filamentdésem
Material gefiillt sind, welches von Miiller-Zellen stammt'®*¢. Zusétzlich kénnen
erhdhte Konzentrationen der Proteine Cystatin C, ein Cysteinproteasen-Inhibitor und
Tenascin C nachgewiesen werden'. Das extrazelluldre Matrixprotein Tenascin C ist
bei der Wundheilung beteiligt und tragt wohl als antiadhasives Molekul zur
Pathogenese der XLRS bei*. Im frilhen Stadium besteht die Makula typischerweise
aus kleinen radial in der Perifovea angeordneten Mikrozysten bzw. Falten. Es
kénnen auch sich vereinigende Zysten, Pigmentierungen oder Atrophie auftreten®.
Bei 50% der Patienten betrifft die Retinoschisis nur die Fovea (zentrale
Retinoschisis)52. Mit Hilfe der Ophthalmoskopie kann man kleine Falten der inneren
Retina erkennen. Bei der Fundusautofluoreszenzuntersuchung kénnen bei der XLRS
krankheitsspezifisch zentrale radiare Strukturen gezeigt werden.

Bei Uber 30-Jahrigen kann meist keine zentrale Retinoschisis mehr nachgewiesen
werden, es finden sich vielmehr nur unspezifische Pigmentepitheldefekte. Bei 50%
der Betroffenen mit peripheren Veranderungen sind es diese, die zur Einschrankung
des peripheren Sehens fluhren. Die periphere Schisis tritt fast immer in den unteren
temporalen Quadranten auf, kann sich aber auch auf mehrere Quadranten
ausbreiten, wobei die Fovea selten miteinbezogen wird®%. Die zystischen Strukturen
sind sehr grol3, die innere Lamina der Retina 16st sich ab (Schisis) und sklerotische
Abhebungen koénnen entstehen, in die es einbluten kann. Bei ausgedehntem
Foramen der inneren Schichten der Retina kann man freistehende Netzhautgefalie
im Glaskorperraum in der Ophthalmoskopie erkennen. In 75% aller Falle kommen
die Abhebungen in der inneren Lamina vor.

Die erkrankten Patienten zeigen das sog. Mizuo-Phanomen''. Kurz nach einer
Lichtexposition des Auges wechselt die Farbe der vorher dunkeladaptierten Retina
von rot zu gold, was als eine Kaliumionenunausgeglichenheit an der inneren Retina
interpretiert wird. Nach einem Lichteinfall antworten die Photorezeptoren mit einer
Hyperpolarisation, indem die Konzentration der extrazellularen Kaliumionen ansteigt,
die Uber die Mduller-Zellen in den extrazellularen Raum gelangen. Bei defekten
Muller-Zellen kann es zu einer Erhohung der Kaliumkonzentration im extrazellularen
Raum kommen''.

Beim Ganzfeld-ERG wird die Netzhaut mit Hilfe einer Ganzfeldkugel in

standardisierter Form belichtet und die in der Netzhaut gebildeten elektrischen
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Potenziale mittels mehrerer Elektroden aufgezeichnet. Nach der Ableitung erhalt
man charakteristische Messkurven der Spannungsanderungen der Netzhautzellen.
Bei XLRS zeigen sich sehr typische Veranderungen im ERG in Form einer normalen
bis leicht reduzierten a-Wellenamplitude (stammt vorwiegend von den
Photorezeptoren) und einer deutlich reduzierten oder komplett ausbleibenden b-
Wellenamplitude (vorwiegend von den Bipolarzellen)'®**. Die Defekte der Miiller-
Zellen sind dafur ausschlaggebend. Diese Zellen sind hauptverantwortlich fur den
Erhalt der retinalen Struktur®?. Das Verhaltnis der Amplituden von b- zu a- Welle ist
ublicherweise kleiner als 1,0. Auch in ihrem Zeitverlauf (Latenz) kann die b-Welle
verandert sein. Ist der b: a Quotient kleiner als 1 spricht man von einem negativen
ERG. Neben der Ophthalmoskopie und der Fundusautofluoreszenzuntersuchung ist
zur weiteren Diagnose immer noch eine elektrophysiologische Untersuchung mittels
ERG ndétig, da auch andere retinale Dysfunktionen parafoveale Veranderungen
zeigen kdnnen®""?. Ein negatives ERG in der kombinierten skotopischen Stibchen-
Zapfenantwort, gilt als ein Hauptkriterium fiir die Diagnose der XLRS**.

Das EOG zeigt in der Regel keine Auffalligkeiten. Das Fluoreszenzangiogramm ist
am Anfang der Krankheit normal, im spateren Verlauf zeigt es zentrale
Hyperfluoreszenzen mit Makulaatrophie®®. Konduktorinnen kénnen leichte ERG-
Veranderungen zeigen, aber ansonsten unauffallig bleiben®®. Charakteristische
Fundusbilder mit einer selektiven oder stark verkleinerten b-Welle im ERG sind die
deutlichsten diagnostischen Hinweise fiir eine XLRS* Die Prognose fiir einen
Visusverlust ist individuell variabel. Wie oben erwahnt wird er aber stark von
sekundaren Komplikationen beeinflusst, wie z.B. dem Auftreten von vitreoretinalen
Blutungen, regionalen Netzhautablésungen oder dem Entstehen eines

neurovaskularen Glaukoms?®,

1.2.3. Das RS1-Gen

Das fur die X-gebundene juvenile Retinoschisis verantwortliche bzw. ursachliche
Gen ist das RS7 Gen®’. Der RS-Genlocus wurde auf dem distalen kurzen Arm des X-
Chromosoms Xp22.2 innerhalb einer etwa 900 Kilobasen (kb) groflen Region
lokalisiert. Es kodiert ein netzhautspezifisches Protein, Retinoschisin, das in der

15



Retina® und in der Glandula pinealis von den Pinealozyten als homo-oktamerischer
Proteinkomplex exprimiert wird®. In der Retina wird RS7 von den Photorezeptoren,
den Bipolarzellen und den Ganglienzellen synthetisiert®®. RS7 ist ein peripheres
Membranprotein. Obwohl es auf beiden Seiten der Membranoberflache verteilt ist,
assoziiert es hauptsachlich Uber das innere Segment der Plasmamembran mit einer
hohen Affinitdt zu anionischen Phospholipiden und zweiwertigen Kationen’". Das
RS1-Gen kodiert fiir ein Protein von 224 Aminosauren®', wobei die ersten 23 N-
terminalen Aminosauren eine stark hydrophobe Region darstellen und vermutlich fir
die Sekretion des Proteins verantwortlich sind®’. RS7 enthalt eine hoch konservierte
Discoidindomane (Kodon 68-217), die in vielen verschiedenen Spezies und
Proteinen zu finden ist™*". In Datenbankanalysen konnten insgesamt 29 Proteine
identifiziert werden, die ein oder zwei Discoidindomanen im maturen Protein

7 Die jeweiligen Proteine erfillen zum Teil ganz unterschiedliche

aufweisen
Funktionen. Die Discoidindomane spielt aber immer eine sehr wichtige Rolle bei der
Etablierung von Zell-Interaktionen®. Das RS7-Gen besitzt sehr dhnliche funktionelle
Eigenschaften in der Netzhaut. RS7 wird von Photorezeptoren der aufleren Retina
und der Bipolarzellen der inneren Retina als ein Oligomerprotein-Komplex exprimiert,

der Uber Disulfidbriicken verbunden ist*®

. Der sezernierte Komplex kann mit der
Oberflache dieser Photorezeptorzellen Uber Zelladhasion assoziieren und somit die
Integritat bzw. Organisation der zentralen und peripheren Retina unterstitzen und
stabilisieren*’. Es wurde auch gezeigt, dass Retinoschisin mit der Oberflaiche der
Photorezeptor- und Bipolarzellen durch seine Interaktion mit einem Multi-Protein-
Komplex verankert ist, der die Na/K-ATPase und das Protein SARM1 enthalt. Dieser
Komplex ist Teil eines Signalweges, der fur die Struktur und die Funktion der
Photorezeptor- und Bipolarsynapse und der normalen Interaktion zwischen den
Zellen und der extrazellularen Matrix verantwortlich ist. Wenn eine Mutation im RS1
liegt, wird dieser Signalweg unterbrochen und fuhrt zur Destabilisierung der retinalen
Zellorganisation*®*°. Ebenso spielt Retinoschisin eine Rolle als Bindungspartner
zwischen Untereinheiten eines Kalzium Kanals vom L-Typ (L-type voltage-gated
calcium channel, L-VGCC) und der Photorezeptor-Bipolarsynapse®®. Die Regulation
der Expression von RS17 unterliegt einem zirkadianen Rhythmus: bei Nacht ist sie
hoher als wahrend des Tages®®. Eine Blockade von L-VGCC dampft diesen

Rhythmus, jedoch ist der molekulare Mechanismus von RS7 nicht abhangig von L-
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VGCC®. Bei XLRS wird das Adhasionsprotein, welches fiir den Zellzusammenhalt in
der retinalen Entwicklung wichtig ist, nicht bzw. nur fehlerhaft exprimiert. Dieses wird
typischerweise im Qualitatskontrollsystem des endoplasmatischen Retikulums
zuriickgehalten und abgebaut *°. Die meisten Missense-Mutationen des RS7-Gens
wurden in den Exons gefunden, die fiir die Discoidindoméne kodieren®. Man kann
daraus schlieRen, dass Retinoschisis durch einen Funktionsverlust verursacht wird®.
Bis jetzt wurden 180 verschiedene krankheits-assoziierte Mutationen im RS7-Gen
identifiziert und somit konnte der kausale Zusammenhang zwischen diesem Gen und
der Erkrankung bestatigt werden®®. Insgesamt besteht das RS7-Gen aus sechs
Exonen. Die gefundenen Mutationen umfassen Missense- (60%), Splice Site- (10%)
und Nonsense-Mutationen (9%), sowie kleine intragenische Deletionen/Insertionen

(17%) und gréRere Deletionen (4%) (siehe Abb.: 3)*’, die meistens im Exon 4, 5 oder

6 lokalisiert waren 2633
OO0 <o
*
V7AWAN MNNA A AN AALN A A A AN
v v Vv v v
O Missense
00 (@] (o] o O Nonsense
O Splice site
oo oo o omoo 0O O o ] (] Vv Insertion
A Deletion
O O O [eJelo (o)) (e 0]00) 0 e)eoN0I¢0)0:0)80))0)00] % Gross Deletion
¢ Indels
Il | I I I Exongrenzen
0 200 400 600
bp

Abbildung 3: Schematische Darstellung der 6 Exone des RS7-Gens und der Verteilung der bisher
beschriebenen 180 unterschiedlichen Mutationen, die mit der X-gebundenen juvenilen Retinoschisis
assoziiert sind. Mutationen sind reprasentiert durch die jeweiligen Zeichen (siehe Legende rechts). Ein
aufrechter Balken zeigt die Grenzen zwischen den Exons an.
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1.2.4. Therapie

Derzeit gibt es keine kausale Therapie fur die XLRS. Abhangig von der
Visusminderung konnen vergroRernde Sehhilfen die Lebensqualitat steigern.
Prophylaktische Laserkoagulationen der peripheren Retinoschisis sind aufgrund des
Ablatiorisikos kontraindiziert. Glaskorperblutungen resorbieren sich in der Regel
spontan. Die vitreoretinale Chirurgie ist bei ausgepragter Netzhautabldsung oder
langer persistierender Glaskorperblutung indiziert. Bei manchen Patienten konnte die
Behandlung mit Dorzolamid eine Verringerung der Makulazysten bewirken’®. Weber
et al. konnten 2002 Knock-out Mause herstellen, die als Modelle fur die bisher
unheilbare Krankheit verwendbar sind. An diesen Mausen konnte zum ersten Mal die
Entstehung der Krankheit studiert und mégliche Therapieformen gepriift werden’™.
Es wurde gezeigt, dass der Erkrankungsprozess der XLRS verlangsamt und effektiv
eine progrediente Zerstorung der Netzhaut verhindert werden konnte, wenn die
Mause 12 Tage nach der Geburt mit dem klonierten RS7-Gen unter der Kontrolle
eines murinen Opsinpromotors durch subretinale Injektion Uber einen Adeno-

3766 Eine

assoziierten Virus-Vektor vom Serotyp 5 (AAV5) behandelt wurden
einmalige Anwendung dieser Genersatztherapie hat einen anhaltenden Effekt fur das
Uberleben der Photorezeptoren und die Integritat der Netzhautstrukturen Uber die
gesamte Lebensdauer der behandelten Tiere*®. Mehrere Wissenschaftler konnten
mittlerweile an Mausen zeigen, dass eine Gentherapie eine effektive Behandlung fur

viele XLRS-Patienten sein konnte'1646:7°,

1.3. Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit wurden Mutationsanalysen an DNA aus Blutproben von
Patienten durchgefluhrt, fur die nach der klinischen Untersuchung der Verdacht auf
eine X-gebundene juvenile Retinoschisis gestellt wurde. Ziel war es, die RS7-
Genotypen festzustellen und mit den retrospektiv ausgewerteten phanotypischen

Merkmalen der Patienten zu korrelieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Patienten

Zwischen 1992 und 2007 wurden insgesamt 43 Personen in der Abteilung fur
Kinderophthalmologie, Strabismologie und Ophthalmogenetik des
Universitatsklinikums Regensburg mit der Verdachtsdiagnose einer X-gebundenen
juvenilen Retinoschisis diagnostiziert. Alle Patienten wurden gemald der Erklarung
von Helsinki aufgeklart. Ein positives Ethikvotum lag fur die Studie vor. Die
ophthalmologischen Daten sind im Abschnitt Ergebnisse erfasst und

zusammengestellt. (Tabelle 15 und 16)

2.2. Materialnachweis

2.2.1. Gerate und Zubehor in der Molekulargenetik

Gerat Typ Hersteller

Blockthermostat QBT2 Grant, Cambridge

Gelelektrophorese-
Horizon 11.14, 20.25,
Kammern (horizontal) fur 58 Biometra/ Whatmann, Goéttingen
Agarose

Gelelektrophorese- _
_ ) Multigel long 1Tmm . o
Kammern (vertikal) fur . Biometra/ Whatmann, Gottingen
Maxigel 1Tmm

Polyacrylamid
Geltrockner Minidry D61 Biometra/ Whatmann, Géttingen
Fotodokumentation MWG Biotech, Ebersberg
4K15 .
Kahlzentrifuge Sigma Laborzentrifugen GmbH,
11150/ 13350 swing
Rotoren Osterode am Harz
out
Kldhlthermostat C10, K15 Haake, Karlsruhe
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Mikropipetten

Reference/Research

Eppendorf, Hamburg

Photometer

Gene Quant Il

Pharmacia-Amersham, Freiburg

Schuttelgerat

Vortex-2-gene

Scientific Industries

Spannungsgerat 1

Power supply PS305T

Biometra/ Whatmann, Goéttingen

Spannungsgerat 2

Power supply PS3002

Biometra/ Whatmann, Goéttingen

Tischschuttler

Stovall belly dancer

Labline/CLF Laborgerate,
Emersacker

Tischzentrifuge

Rotor

Biofuge Fresco
3765

Heraeus Instruments, Hanau

Cyclone 96 Gradient

Thermocycler Cyclone 96 Peqlab, Erlangen
Cyclone 25
MJ Research, Inc./Biozym,
PTC100
Hess. Oldendorf
UV-Illluminator TFX-20-M MWG Biotech, Ebersberg

Vortex Vortex Minishaker MS1 IKA/Laborcenter, Staufen
Waage Basic-Plus BP1200 Sartorius, Gottingen
Wasserbad 1003 GFL, Burgwedel

Tabelle 1: Gerate in der Molekularbiologie

2.2.2. Gerate in der Phanotypisierung

Untersuchungsmethode

Gerat

Hersteller

Fundusphotographie

TOPCON TRC 50X

Topcon Optical, Tokyo, Japan

Kinetische Perimetrie

Goldmann Perimeter

Haag-Streit, Bern, Switzerland

Fundusautofluoreszenz

Heidelberg Retina
Angiograph (HRAI)

Heidelberg Engeneering,

Heidelberg, Germany

2-Farbenperimetrie

Humphrey-Field-

Analyzer

Model 640 modyfied by F.

Fitzke, Institute of
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Ophtalmology, London

Optische

Koharenztomographie

Stratus OCT System

Carl Zeiss Meditec Inc., Dublin,

(OCT3) A
Ganzfeld-
Elektroretinographie Nicolet Spirit Madison, WI, USA
(ERG)

Multifokales ERG:

VERIS™ Multifocal
System

Electro-Diagnostic Imaging Inc.
Redwood City, CA, USA

Tabelle 2: Geréte in der Phanotypisierung

2.2.3. Chemikalien

Reagenzien Summenformel Bestell.Nr. Hersteller
Acrylamid, Rotiphorese Gel
7908.1 Roth, Karlsruhe
40 (19: 1)
Biozym, Hess.
Agarose Seakem LE 84004
Oldendorf
Agarose Small DNA low _
870093 Biozym, Hess.
melt
Ammoniumchlorid p.A.
NH,CI 101145 Merck, Darmstadt
ACS, ISO
Ammoniumpersulfat (APS)
HsN2OsS, 101201 Merck, Darmstadt
p.A. ACS
Bromphenolblau Indikator C19H10Br2Cl205S 103022 Merck, Darmstadt
Dimethylformamid p.A.
(CH).CNO 103053 Merck, Darmstadt
ACS, ISO
Dimethylsulfoxid (DMSO)
s (CH3),0S 802912 Merck, Darmstadt
z.S.
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Essigsaure Rotipuran 100

CH3;COOH 3738 Roth, Karlsruhe
% p.A.
Ethanol absolut mit 1 %
Methyl-Ethyl-Keton (MEK) CH3CH,OH 1170 Roth, Karlsruhe
z.S. (99,8 % Ethanol)
Ethidiumbromid p.A. (1 %-
) _ C21H20BrNs 111608 Merck, Darmstadt
Lésung in H20)
Ethylendinitrilotetraessigsa
ure-Dinatrium-Dihydrat C10H14N2NazOg
112029 Merck, Darmstadt
(EDTA) fur Mikrobiologie x 2 H,0O
Titriplex
Gene Ruler DNA Ladder
MBI Fermentas,
Mix SM0331
ST, Leon-Roth
(100-10000 bp)
Glycerin C3HgO3 7530.1 Roth, Karlsruhe
Apotheke
Isopropanol C3H;OH 9866.2 Uniklinikum,
Roth Karlsruhe
Kaliumacetat p.A. fir
KCH;COO 104830 Merck, Darmstadt
Mikrobiologie
Kaliumchlorid > 99,5 %
KCI 6781 Roth, Karlsruhe
p.A.
Kaliumhydrogencarbonat
A KCHO3 104854 Merck, Darmstadt
p.A.
Magnesiumchlorid
. MgCl, 814733 Merck, Darmstadt
wasserfrei z.S.
N, N, N’, N’-
Tetramethylethylendiamin CgH16N2 110732 Merck, Darmstadt
(Temed) p.A.
Natriumcarbonat
_ Na,COs3 106393 Merck, Darmstadt
wasserfrei p.A. ACS, ISO
Natriumchlorid p.A. ACS, NaCl 106404 Merck, Darmstadt
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ISO

Natriumdodecylsulfat

(SDS) ultra pure 99 % C12H25Na04S 2326 Roth, Karlsruhe
fur die Elektrophorese
Natriumhydrogencarbonat
NaCHO; 106329 Merck, Darmstadt
p.A. ISO
Natriumhydroxid Platzchen
. NaOH 106462 Merck, Darmstadt
rein
Paraformaldehyd z.S. (CH20), 818715 Merck, Darmstadt
Roti-Phenol zur DNA-
CeHsO 0038 Roth, Karlsruhe
Analyse
Sucrose p.a. C12H22011 35579 Serva, Heidelberg
Silbernitrat p.A. ACS, ISO AgNOs; 101512 Merck, Darmstadt
Trichlormethan/Chloroform
Rotipuran CHCI; 3313 Roth, Karlsruhe
>99 % p.A.
Tris (hydroxy-methyl)-
. H2NC (CH,OH); 1.08382 | Merck, Darmstadt
aminomethan, p.A.
Salpetersaure 65 % p.A,
HNO; 100456 Merck, Darmstadt
ISO
Xylencyanol fur die
CosHo7NoNaOgSsH 110590 Merck, Darmstadt
Elektrophorese
. _ Schleicher und
Gel Blotting Papier GB002 426693
Schuell, Dassel
Geltrocknungsfolie- Biometra/
041-004 Whatman

Tabelle 3: Chemikalien
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2.2.4. Enzyme

Temperatur
und Bestell.
Enzym Units/ul | Verwendung Hersteller
Inkubations- Nr.
dauer
Go Taq
DNA Promega,
72 °C 5 PCR 18657913 .
Polyme- Mannheim
rase
DNA- 45200- Gibco BRL, Life
Alu | 37° C, 1h 10
Restriktion 29/045 Technologies
DNA- New England
Bfa | 37° C, 1h 5 R0568
Restriktion Biolabs, Frankfurt
DNA- MBI Fermentas,
Cfr13 1 37°C, 1h 10 RG0842
Restriktion St. Leon Roth
DNA- BSAG2- MBI Fermentas,
Hpy 8 | 37° C, 4h 10
Restriktion 313P St. Leon Roth
DNA- New England
Msp | 37° C, 4h 20 R0106
Restriktion Biolabs, Frankfurt
DNA- New England
Nla Il 37° C, 1h 10 R0125
Restriktion Biolabs, Frankfurt
DNA- MBI Fermentas,
Taq | 65° C, 4h 10 ER0672
Restriktion St. Leon Roth

Tabelle 4: Enzyme
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2.2.5. Kits

Kit Bestellnummer Hersteller
. _ Genaxxon BioScience,
Just Spin Gel Extraction S5337.0004
Ulm
NucleoSpin Extract Il: PCR )
740609.50 Macherey-Nagel, Duren

clean up Gel extraction

Tabelle 5: Kits

2.2.6. Puffer und Lésungen

Bei den beschriebenen Methoden wurden Stammlésungen verwendet, die auf ihre

unterschiedlichen Gebrauchskonzentrationen mit lonenaustauscherwasser (dH,O)

eingestellt wurden.

Losungen

Verdiinnung

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

10 % (w/v)

Essigsaure (Stopplosung)

5% (50 ml /1)

Ethanol (Fixierer)

10 % (100 ml Ethanol abs. vergallt / 1)

Ethidiumbromid

1 % (w/v)

MgCl,

25 mM (5,08 g /)

Kochsalz, NaCl

6 M (350,64 g /1)

Natronlauge, NaOH

50 mM (40 g /)

Natriumcarbonat, Na,CO;

0,28 M Na,CO3 (29,6 g / 1)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

10% (w/v)

Salpetersaure, HNO3 (Oxidizer)

1% (15,4 mI 65 % /1)

Silbernitrat, AQNO3

0,012 M AgNO3 (2,02 g /1)

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, 1,2-
Bis (dimethylamino)-ethan (TEMED)

10 % (v/v)
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Tris- (hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 1M (pH 7,6) (121,19 /1)

Tabelle 6: Puffer und Lé6sungen

Sofern nicht anders vermerkt, wurden die Bestandteile der Puffer eingewogen und zu
80% Endvolumen in dH,0 geldst. Der pH-Wert wurde entweder mit Natronlauge oder
Salzsaure eingestellt und auf das Endvolumen mit dH,O aufgefullt. Danach wurden
die Lésungen bei 121°C und 1,2 bar Uberdruck fiir 20 Minuten autoklaviert.

10 x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA Puffer)
-1 M Tris (121 g/l)

-10 mM EDTA x 2 H,O x 2 Na (3,72 g/l)

- 0,83 M Borsaure (51,36 g/l)

- ad 11 ddH20 Iésen

- pH 8,0 (autoklaviert)

SSCP-Puffer

- 10 ml Formamid (deionisiert)
- 1 ml 1% Bromphenolblau

- 1 ml 1% Xylencyanol

-20 pl 0,5 M Na*EDTA

-pH 8,0

Gel-Ladepuffer

- 40 % Sucrose

- 0,05 % Bromphenolblau

- 0,05 % Xylencyanol

-in 1x TBE ad 100 ml ddH,0O
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1x TE-Puffer
-0,01 M Tris

- 0,005 M EDTA
-pH 8,0

-ad 11

Lysis Puffer

- 155 mM Ammoniumchlorid (41,45 g)

- 10 mM KHCO; (5 g)

-0,1 mM EDTA*2Na (0,185 g)
-ad 51 dH,0

~pH74

SE-Puffer

- 75 mM NaCl (4,39 g)
-25mM EDTA*Na (9,3 9)

-ad 11dHx0

- pH 8,0 mit NaOH konzentriert

Pronase Puffer

-2ml1 M Tris (pH 7,8)

-4 ml0,5MEDTA

- ad 100 ml dH,O
- 10 ml der obigen Mischung
-1ml 10 % SDS

-9 ml dH0

- ad 200 mg Pronase E

portionieren und einfrieren

27



Polyacrylamid- bzw. Bis-Acrylamidlosungen

Ansatz fur ein 8 %-Gel:

Stoffe Kleine Grofte Endkonzentration
Kammer Kammer
40 % Rotiphorese Gel 29: 1 3ml 7 ml 8% PAA
10x TBE 1,5 ml 3,5 ml 1x TBE
dH;0 10,5 ml 24,5 mi
10 % APS 150 pl 350 pl 0,1 % APS
TEMED 15 pl 35 ul 0,001% TEMED
Laufstrecke 11 cm 18 cm

Tabelle 7: Zusammensetzung eines 8% PAA-Gels

Ansatz fur ein 10 %-Gel mit 6 %-Geliberschichtung:

Stoffe Kleine Kammer | GroBe Kammer | Endkonzentration
40% Rotiphorese Gel 29:
1 3,75 ml 7,5 ml 10% PAA
10x TBE 1,5 ml 3 ml 1x TBE
dH>,O 9,75 ml 19,5 ml
10 % APS 150 pl 300 pl 0,1 % APS
TEMED 15 pl 30 pl 0,001% TEMED
40 % Rotiphorese Gel
09 1 0,375 ml 0,75 ml 6% PAA
10x TBE 0,25 ml 0,5 1x TBE
dH>,O 1,875 ml 3,75 ml
10 % APS 25 pl 50 ul 0,1 % APS
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TEMED 2,54l 5ul 0,001% TEMED

Laufstrecke 11cm 18cm

Tabelle 8: Zusammensetzung von 6% und 10% PAA-Gelen

Zur Verbesserung der Laufbedingungen wurden die Gele teilweise mit 0,5x TBE oder

5 % Glycerin versetzt.

Losungen fur die Molekularbiologie

100 bp DNA-Ladder
- 500 ng DNA-Ladder
- 4 ul Ladepuffer
-ad 10 yl 1x TE

dNTP (1,25 mM)

- 12,5 pyl 100 mM Desoxy-Adenosintriphosphat (dATP)
- 12,5 yl 100 mM Desoxy-Guanosintriphosphat (dGTP)
- 12,5 yl 100 mM Desoxy-Cytosintriphosphat (dCTP)

- 12,5 pyl 100 mM Desoxy-Thymidintriphosphat (dTTP)
-ad 1 ml mit 1x TE auffillen und bei -20°C einfrieren

2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Gewinnung der DNA-Proben

Bei den Patienten und den beteiligten Familienmitgliedern wurde peripheres vendses
Blut abgenommen (bei Kindern < 4 Jahre 4 ml, bei Kindern = 4 Jahre und

Erwachsenen 10 ml), welches mit EDTA zur Gerinnungshemmung versetzt wurde.
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Falls eine Blutentnahme bei einem Patienten nicht modglich war, wurde ein
Mundschleimhautabstrich aus der Wangeninnenseite genommen. Dabei wurde flr
ein paar Sekunden mit einem sterilen Wattestabchen an der Wange des Probanden
geriecben, um es dann in einem Reaktionsgefal® bis zur DNA-Isolation

aufzubewahren.

2.3.2. DNA-Isolation aus Vollblut

Die Isolation aus Vollblut erfolgte nach der Methode von Miller, Dykes und Polesky™.

Zu dieser Methode bendtigte man folgende Puffer:
- Lysis Puffer

- SE-Puffer

- Pronase Puffer

-6 M NaCl (350,64 g /1)

-0,15 M KCI (11,184 g /)

- Pronase E

Diese Methode hat den Vorteil, dass grol3e genomische Fragmente isoliert werden
konnen, da die DNA hierbei einer geringen mechanischen Schadigung unterliegt. Es
wurden 10 ml Blut der Probanden mit 30 ml Lysis-Puffer in einem 50 ml

Zentrifugenrohrchen gemischt (NH4Cl-Lyse). Die Mischung wurde 30 min auf Eis

gestellt und alle funf Minuten aufgeschwemmt, um die Lyse zu verbessern. Ziel war
es, die kernlosen Erythrozyten von den kernhaltigen wei3en Blutkorperchen zu
trennen. Die Erythrozyten wurden somit lysiert und die kernhaltigen Zellen
(Lymphoblastoide, Fibroblasten etc.) wurden pelletiert. Danach wurde das
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Zentrifugenrohrchen 10 min lang bei 4°C und 281 g in der Kuhlzentrifuge
zentrifugiert. Den Uberstand dekantierte man und lieR das Zentrifugenréhrchen gut
austropfen. Daraufhin wurden 10 ml Lysispuffer dazugegeben, um das sichtbare
Pellet am Rohrchenboden zur Suspension zu bringen. Anschlielend wurde die
Suspension nochmals bei gleichen Bedingungen wie oben, zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut dekantiert und das verbliebene Pellet mit den kernhaltigen
Zellen und Erythrozytenzellmembranen mit 10 ml 0,15 M KCI resuspendiert und
nochmals zentrifugiert. Der Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt und der
Uberstand erneut dekantiert. Zum Pellet wurden 5 ml SE-Puffer, 25 ul Pronase E-
Losung und 250 pl 20%-iges SDS gegeben und das Gemisch kurz auf dem Vortex
vermengt, um es dann entweder bei 37°C Uber Nacht im Wasserbad oder bei 55°C
fur mehrere Stunden zu inkubieren. Bei der Inkubation kam es zur Proteolyse der
kernhaltigen Zellen (Aufbrechen der Membranen) und die DNA wurde freigesetzt.
Anschlielend wurde 1,4 ml gesattigte sterile NaCl-LOsung bei Raumtemperatur
hinzugeflgt und ca. 15 Sek. auf dem Vortex gemischt. Nach einer 20-minutigen
Zentrifugation bei 5525 g und 20°C Raumtemperatur befand sich die DNA im
Uberstand, der in ein neues, sauberes 50 ml Zentrifugengefal Gberfiihrt wurde. Falls
der Uberstand nicht klar war, musste die Zentrifugation wiederholt werden. Zur DNA-
Fallung wurde das 2-2,5 fache Volumen des Uberstandes als eiskaltes absolutes
Ethanol bei Raumtemperatur hinzugefugt. Im Anschluss wurde das gut erkennbare
DNA Knauel 20 Minuten bei 4°C abzentrifugiert (5525 g). Der Rest wurde dekantiert
und die DNA blieb im Pellet zurick, das anschliefend mit 70%-igem Ethanol
gewaschen und nochmals wie vorher abzentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde
dekantiert und bei Raumtemperatur ca. 2-3 Stunden getrocknet. Die getrocknete
DNA wurde in 500 pl sterilem TE-Puffer bei Raumtemperatur fir mehrere Stunden
gelost. Spater wurde die DNA-Konzentration und Reinheit photometrisch bestimmt,
wobei man mit folgenden Werten rechnen konnte:

DNA Konzentration: 300 - 800 pg / mi
Ausbeute: 150 - 400 g

Reinheit (ODgeo/ggo nm): 1,7 - 1,9
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2.3.3. DNA-Isolation aus Mundschleimhautabstrichen
Puffer: - 50 mM NaOH (0,29 /100 ml)

- autoklavieren

-1MTris, pH 7,6 (121,1g/1)

Der Wattebauschkopf des Mundschleimhautabstrichs des Patienten (siehe 2.3.1.)
wurde in ein Reaktionsgefal® mit 600 ul 50 mM NaOH gegeben und bei 90°C 5 min
lang inkubiert. Der Wattebauschkopf wurde entfernt und 50 pyl 1 M Tris-Lésung
zugefugt. AnschlielRend wurde der Ansatz bei maximaler Geschwindigkeit fur zehn
Minuten in der Biofuge abzentrifugiert, um hinterher den Uberstand abnehmen zu
kénnen. Nun konnte der Ansatz im Kuhischrank gelagert werden, bis die DNA zur
PCR (siehe 2.5.) eingesetzt wurde. Aufgrund der geringeren DNA-Konzentration der
Losung als bei der Isolation aus Blutzellen, wurde diese Losung mit 1/5 des PCR-

Volumens eingesetzt.

2.3.4. Phenol-Chloroformextraktion von DNA

Um hydrophobe Verunreinigungen (z.B. Proteinanteile) in DNA-Proben zu verringern,
war manchmal eine Phenolextraktion der DNA von Noten, da durch die
Verunreinigungen die PCR gestort werden konnte. Von der verunreinigten DNA-
Lésung wurde das Volumen mit einer Mikropipette bestimmt und das Ganze in ein
neues Reaktionsgefal® Uberfihrt. Dasselbe Volumen TE-gesattigtes Phenol wurde
nun hinzupipettiert und einmal durchgeschuttelt, bis die Flissigkeit trib wurde. Das
Gefall wurde anschlielend fur 10 min auf maximaler Stufe bei 20°C zentrifugiert.
Danach nahm man die obere (wassrige) Phase sehr vorsichtig, ohne die untere
(organische) Phase zu berlhren, mit einer Pipette ab und pipettierte sie in ein
frisches 1,5 ml Reaktionsgefall. Zur wassrigen Lésung wurde das identische
Volumen an Chloroform hinzugegeben, geschuttelt und wiederholt zentrifugiert. Die
obere Phase wurde wieder in ein neues Reaktionsgefal® pipettiert und nochmals ein
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gleiches Volumen Chloroform dazugegeben. Nach einer weiteren Zentrifugation
wurde die obere Phase wieder abpipettiert und in ein neues Falcon uberfihrt und

darauffolgend einer DNA-Fallung unterzogen (siehe 2.3.5.).

2.3.5. Ethanolféllung

Reagenzien: -3 M NaAc
- abs. Ethanol (-20°C)
- 70 % Ethanol
- 1 x TE-Puffer

Um die erforderliche Quantitat an DNA zu erreichen wurde DNA, die eine zu geringe
Konzentration aufwies, mit einer Ethanolfallung aufkonzentriert. Als erster Schritt
wurde zur wassrigen DNA-Losung '/1o ihres Volumens 3 M NaAc-Lésung
dazugegeben. Zusatzlich wurde die Losung mit dem 2-2,5 fachen Volumen mit
eiskalten Ethanol absolut (-20 °C) versetzt. Nachdem dies gut gemischt wurde, fiel
die DNA als weilles Knauel aus. Nach einer 20-mindtigen Zentrifugation bei
maximaler Drehzahl in der Biofuge bei 4°C befand sich die DNA im Pellet und der
Uberstand konnte vorsichtig abgeschittet werden. Um die restlichen Salze
herauszuldsen und die DNA zu waschen, wurden 100 pl 70 %-iges Ethanol
hinzugefigt und der Ansatz bei maximaler Umdrehung flur 10 Minuten bei
Raumtemperatur in der Biofuge abzentrifugiert. Die gewaschene DNA befand sich im
Pellet, welches bei Raumtemperatur getrocknet wurde, nachdem das Ethanol
dekantiert wurde. Die DNA wurde in 1 x TE-Puffer gelost, wobei das angepasste
Volumen geringer sein sollte als das ursprungliche Volumen. Danach wurden die

Konzentration und der Reinheitsgrad photometrisch bestimmt (siehe 2.4.).
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2.4. Nukleinsaurekonzentrationsmessung mit dem Photometer

Die Konzentration der DNA wurde mit Hilfe des Photometers bestimmt. Das Prinzip
bei der Messung beruht auf der Ausnutzung der Lichtabsorption geldster DNA in
einem Puffer bei einer Wellenlange von 260 nm. Dies ist das Absorptionsmaximum
von Nukleinsauren. Die Messung der optischen Dichte soll deshalb immer bei ca.260
nm (OD 20nm) erfolgen. Mit einer Messung bei 230 und 280 nm wird der
Reinheitsgrad der Nukleinsaurelésung bestimmt (Verhaltnis DNA-Menge zu Protein-
Verunreinigung). Bei Messwerten (Verhaltnis OD 250nm/ OD 280nm) zwischen 1,7-2,0
kann auf eine ausreichende Reinheit der Probe geschlossen werden. Bestenfalls
sollte der Absorptionswert zwischen +0,09 - 0,99 liegen und die Konzentration sollte
groler als 10 ug/ ml betragen, um gute Ergebnisse fur die spatere Arbeit mit den

Ldsungen zu erzielen.

Die Messung erfolgte mit einer sauberen Kuvette, die vor Benutzung und nach jeder
Probe grundlich mit destillierten Wasser gespult wurde. Vorher wurden 5 pl DNA-
Probenlosung und 5 pl 1 x TE-Puffer in einem sterilen Reaktionsgefal® verdinnt und
davon 7 pl in die Messkuvette pipettiert.

Die Absorption wurde gegen TE-Puffer gemessen und die Konzentration und
Reinheit vom Gerat automatisch berechnet. (Konzentration [ug/ml] = molarer
Extinktionskoeffizent (DNA: 50 ug/ml) * Verdinnungsfaktor * OD 260nm)

2.5. Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Einen Durchbruch fur die Gentechnik stellte das 1984 von Kary Mullis entwickelte
Verfahren der Polymerasekettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction, PCR)
dar*?. Die PCR ermaoglicht es in-vitro spezifische, selektierte Sequenzabschnitte einer
DNA definierter Sequenz und Lange zu amplifizieren. Mit Hilfe der PCR kdnnen
kleinste Mengen genetischen Materials nachgewiesen und vervielfaltigt werden®'.
Die Vorgange bei der Vervielfaltigung einer Nukleinsaure mittels PCR ahneln dem

Reaktionsablauf der naturlichen Replikation: Eine DNA-Polymerase synthetisiert
34



ausgehend von Startermolekilen an einer einzelstrangigen Nukleinsaure-Matrize

einen neuen DNA-Strang. Die doppelstrangige DNA wird durch Erhdhen der

Temperatur auf ca. 94 °C denaturiert. Nach raschem Abkuhlen auf etwa 55-61 °C
binden zwei syntetische Oligonucleotide (Primer), die der Sequenz an den 5-Enden
der beiden Einzelstrange komplementar sind. Daraufhin wird die Temperatur wieder
auf 72 °C erhoht, um die Synthese des PCR-Produktes durchzufiihren*2. Durch eine

hitzestabile DNA-Polymerase, z.B. aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus
(Tag-Polymerase)®, wird ausgehend vom 3°-Ende des Primers der neue DNA-
Doppelstrang synthetisiert, so dass nun zwei Doppelstrange vorliegen. Durch
geeignete Wahl eines gegenlaufigen Primerpaares kann die gewlinschte DNA-

Sequenz zwischen den Primern millionenfach vervielfaltigt werden®®. Derartige
Reaktionszyklen ermdglichen eine exponentielle Vermehrung definierter DNA-

Fragmente.
Fir eine Standard-PCR wurden folgende Bedingungen gewahit:

Pipettierschema fiir einen Mastermix [pro Ansatz]

Reagenz Menge [pl]

PCR-Reaktions-Puffer (5x) 5
MgCl; (25 mM) 2

dNTP (1,25 mM) 4
Forward Primer (10 pmol / pl) 1
Reverse Primer (10 pmol / pl) 1
DNA Template (20 ng / ul) 5
Tag-Polymerase Go Taq (5 U / pl) 0,1

(DMSO (Stringentium)) (1)

ddH,O ad 25

Tabelle 9: Mastermix PCR

In einem Reaktionsgefald wurden 5 ul (20 ng/ ul) DNA-Probe und 20 ul von dem

zuvor hergestellten Mastermix (Tabelle 9) angesetzt. Bei sehr schwer zu

35



vervielfaltigenden DNA-Sequenzen gab man 1 pl Dimethylsulfoxid (DMSO) zum

Mastermix dazu, um eine Entspannung der DNA zu erreichen. Somit wurde die
Hybridisierung erleichtert. Die DNA-Polymerase wurde durch 5-minutiges Erhitzen
auf 94 °C aktiviert (Hot Start) und der zu amplifizierende DNA-Doppelstrang
vollstandig denaturiert. Daraufhin folgten 35 Zyklen mit jeweils 60 Sekunden
Denaturierung bei 94 °C, Hybridisierung der Primer bei 55-61 °C fir 60 Sekunden

(Annealing oder Primeranlagerung) und Elongation bei 72 °C fur 1 Minute. Die
Annealing-Temperatur wurde fur jedes Primerpaar optimiert. Durch Verlangerung

des Elongationsschrittes auf 10 min wurde die Reaktion zum Abschluss gebracht.
Anschlieend wurden 5 pl PCR-Produkt auf einem Agarosegel aufgetrennt und

analysiert. Das angewandte Programmprofil ist in Tabelle 10 dargestellt.

Standard-PCR-Programmierung

Programmteil Temperatur Dauer Reaktion
Initiale Denaturierung 94 °C 5 min Denaturierung
Annealing 55-61°C 1 min Primeranlagerung
Extension 72 °C 1 min Extension
94 °C 1 min Denaturierung

Amplifikation: 35 Zyklen

Finaler Zyklus 60-61°C 1 min Annealing

72°C 10 min Extension

Tabelle 10: Programm fir PCR
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Die verwendeten Primer fir die verschiedenen Genabschnitte des RS7-Gens wurden

bei der Firma Metabion bestellt und mit ddH,O auf eine Konzentration von 10 pmol/

pl eingestellt.

Exon Sequenz (sense / antisense) FragmentgroRe T
CTCAGCCAAAGACCTAAGAACTAAATG/

RS1 216 bp 61 °C

GTATGCAATGAATGTCAATGGTTGA

TCTATTTCACTTTTCCATGTAACGAGTG/
RS2 136 bp 61°C
ACAGCCTTCTTACTGTTACATACCTCG

TAAGGACTGATTGTGATCACTCCGT /
RS3 276 bp 61°C
GCGAAATATAGCCCTGTCCATCTC

GGGTTTGTTTTGTTATTTCAGTCACC /

RS4 320 bp 61°C
TTAGTAGAGACGGGGTTTCACTGTG
GAGAGCCAGCACCTGCGG /
RS5 311 bp 60 °C
GGGTGCGAGCTGAAGTTGG
TAGTTAAAAGTTGGGGCTAGCTCCA/
RS6 414 bp 60 °C

GGTTAATTCAGCTGAGTGGGAAAA

Tabelle 11: Primersequenzen

2.6. Die Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode um DNA-
Fragmente entsprechend ihrer Grof3e in einem elektrischen Feld aufzutrennen und
die DNA mit Hilfe von fluoreszierenden Farbstoffen nachzuweisen*?. Die Agarose
dient als Matrix, in der die DNA-Fragmente aufgrund des negativ geladenen

Phosphatendes im Desoxyribosephosphat der DNA zur Anode wandern.
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Agarose besteht aus langkettigen Faden aus Agarosepolymeren, die zu einem Gel
vernetzt werden. Je hoher die Agarose konzentriert ist, desto kleiner sind die Poren,
die sich in dem Gel befinden. Kleinere Molekule wandern schneller durch das Gel als
grélRere und es wird somit eine Auftrennung der Strange nach ihrer Groe, Ladung
und ihrer raumlichen Ausdehnung ermadglicht. Die Wanderungsgeschwindigkeit wird
folglich durch verschiedene Faktoren, wie die MolekulgroRe, die Konformation der
DNA, das Trennmedium und die angelegte Spannung beeinflusst. Die einzelnen
Fragmente werden durch Ethidiumbromid sichtbar gemacht, da dieses an
doppelstrangige DNA bindet, indem es sich parallel zwischen zwei benachbarte
Basenpaare einlagert bzw. interkaliert®®*®?. Durch die Interkalation von
Ethidiumbromid in Nukleinsduren nimmt die Intensitat der Fluoreszenz-Emission um

den Faktor 50-100 zu. Durch UV-Licht wird Ethidiumbromid angeregt und emittiert

Licht der Wellenlange von 590 nm. Auf diese Weise leuchten im Agarosegel die
Stellen, an denen sich Nukleinsauren befinden, hell auf, wenn sie mit UV-Licht
bestrahlt werden, wahrend Stellen ohne Nukleinsduren dunkel erscheinen. Die
Fluoreszenzintensitat ist dabei proportional zur vorliegenden DNA-Konzentration,
sowie zur Lange der Nukleinsaure. Die verwendete Ethidiumbromid-Konzentration im
Agarosegel liegt blicherweise bei 0,1-0,5 pg / ml>. Zum Nachweis der PCR-
Produkte wurde eine Gelkonzentration von 2% Agarose gewahlt.

Agarose:
o fur den Routinegebrauch: SeaKem LE Agarose
o fur Restriktionsendonucleaseverdaue: small DNA low melt agarose
als 50/50 Agarose (50% Agarose fur den Routinegebrauch + 50% small
DNA low melt Agarose) fur gute Stabilitat und feine Auftrennung
Anwendung: Restriktionsverdau-Gele, Gele fur die DNA Extraktion
- 1x TBE-Puffer
- Gel-Ladepuffer
-  Ethidiumbromid
- DNA-Marker (20bp Ladder, 100bp Ladder)

Je nach GelkammergrofRe wurde die Agarose in einen Erlenmeyerkolben abgewogen

und mit einem entsprechenden Volumen 1x TBE-Puffer gut gemischt. Mit der Waage
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wurde das Gewicht des Ansatzes bestimmt, mit einer Alufolie abgedeckt und in der
Mikrowelle erhitzt, um die Agarose zu losen. Die Flussigkeit erschien dann klar und
homogen. Das verdampfte Wasser wurde anschlieRend mit dH,O bis zum originalen
Gewicht wieder aufgefillt. Nachdem Ethidiumbromid zur Flissigkeit dazugegeben
wurde, wurde das Agarosegel auf ca. 41 °C abgekunhlt. In die Kammer wurden in der
Zwischenzeit die Geltrager und die Kamme, die spater die Slots bildeten, eingesetzt.
Mit einer kleinen Wasserwaage wurde die Kammer in der Horizontalen austariert und
das handwarme Agarosegel konnte gegossen werden. Nach der Aushartung des
Gels wurden die Keile entfernt und die Kammer mit 1x TBE-Puffer gefullt, so dass
das Gel vollstandig mit Flussigkeit Uberdeckt war. Dann wurden die Kamme
vorsichtig entfernt und anschlieRend 5 pl PCR-Produkt in die Slots geladen. Jeweils
im ersten und/ oder letzten Slot der Zeile wurde die gleiche Menge an
Molekulargewichtsmarker (DNA-Ladder) aufgetragen. Die Dauer und Stromstarke

der Gelelektrophorese war abhangig von der Grof3e der jeweiligen Kammer:

Biometra Whatman,

grofe Kammer: Sunrise TM 120 . 120 V, 90 min
Gottingen
Biometra Whatman, 90V, 90 min/
mittlere Kammer: Horizon 11.24
Gottingen 100V, 75 min
Biometra Whatman, 80V, 75 min
kleine Kammer: Horizon 58
Gottingen (ein Kamm)
80V, 45 min

(zwei Kamme)

Tabelle 12: Elektrophoresebedingungen fiir Agarosegele

2.7. Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese stellt eine hochauflosende, empfindliche und
schnelle Methode fur die Nukleinsaureanalytik dar, bei der Moleklle sehr fein

aufgetrennt werden koénnen. Ein Acrylamidgel weist feinere Poren auf als ein
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Agarosegel und somit konnen DNA-Fragmente schwieriger durchs Gel wandern und
werden deutlicher aufgetrennt. Dies ist besonders hilfreich bei der Untersuchung

kleinerer oder nahe beieinander liegender Fragmente.

Herstellung eines Polyacrylamid (PAA)-Gels

Zwischen zwei Glasplatten mit 1mm Abstand wurde das Gel gegossen und
anschlieBend ca. 1h gewartet, bis das Gel auspolymerisiert war. Die jeweiligen
Ansatze der verschiedenen PAA-Gele sind unter 2.2.6. in Tabelle 7 und 8 dargestellt.
Die Stoffe Acrylamid und N, N-Methylenbisacrylamid wurden einer radikalischen
Polymerisation unterzogen, um ein Polyacrylamid zu erhalten. N,N-
Methylenbisacrylamid ist far die Quervernetzung des Gels verantwortlich.
Ammoniumpersulfat (APS) dient als Radikalstarter und Tetramethylethylendiamin
(TEMED) als Polymerisationskatalysator. Bei einem 10%/6%-igem Gel bestand das
Gel aus einem Trenngel (10%), Uber das eine niedrigere Schicht (ca. 1 cm)
Sammelgel (6%) pipettiert wurde, sobald das untere Gel fur ca. 15 bis 30 min
polymerisierte. Die Elektrophorese-Apparatur (SSCP-Kammer) wurde mit 0,5 oder 1
x TBE-Puffer ca. 2 cm hoch eingefillt. AnschlieRend konnten die PAA-Gele langsam
und luftblasenfrei in die SSCP-Kammer eingespannt und auch die obere
Pufferkammer mit dem jeweiligen TBE-Puffer gefullt werden. Bevor die Gele mit den
vorbereiteten Proben beladen wurden, mussten die Slots grindlich mit 1 x TBE-

Puffer gespult werden.

Beim Anlegen einer Spannung wandern die zu trennenden Molekule aufgrund ihrer
Ladung durch das Gel und werden abhangig von ihrer GréRe, Molmasse, Ladung
und der Beschaffenheit des Trennmediums elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Elektrophorese wurde entweder nach 12 oder 16 Stunden beendet. Die Banden
wurden anschlieRend durch eine Silberfarbung sichtbar gemacht (siehe 2.9.).
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2.8. Die Single Stranded Conformational Polymorphism Analyse (SSCPA)

Die SSCP ist ein schnelles und sensitives, molekulares Nachweisverfahren flr
Mutationen®*. Unter normalen Umsténden liegt die DNA als Doppelhelix vor, die
bestimmte konstante physikochemische Eigenschaften aufweist, wie zum Beispiel
auch die Wanderung im elektrischen Feld. Werden die beiden Strange jedoch
voneinander  getrennt, so  konnen die  Einzelstrange  verschiedene
Sekundarstrukturen (Konformationen) auf Grund intramolekularer Basenpaarungen
annehmen. Unter den Versuchsbedingungen sind die mdglichen Konformationen
unterschiedlich stabil. Je stabiler die Konformation desto mehr PCR-Fragmente
nehmen sie an und desto starker ist ihre Bande im Gel. Wenn beide Strange
identisch sind, zeigen sich im PAGE-Nachweis gleiche Banden. Eine einzige
Punktmutation jedoch kann die raumliche Struktur des DNA-Stranges massiv
verandern und somit auch die Stabilitat der moglichen Konformationen. Instabile
Konformationen verandern das Bandenmuster in der Elektrophorese. Falls also der
SSCP-Amplimer vom Bandenmuster des Wildtyps nach der Farbung stark abwich,
wurde davon ausgegangen, dass eine Mutation in der DNA vorlag. Zunachst

mussten die PCR-Produkte vorbereitet werden.

7 ul SSCP-Puffer und 2,5 ul PCR-Produkt wurden in einem Reaktionsgefal® gemischt
und anschlielRend bei 94°C fur 10 Minuten im Thermoblock denaturiert. Danach
wurden die Proben fur 5 min bei 4 °C zentrifugiert und auf Eis gekuhlt, damit die DNA
einzelstrangig blieb. Die Proben wurden dann direkt auf die Elektrophorese
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde nun auf einem 8% oder 10%/ 6% PAA-Gel
bei 150 - 200 V, 10°C fur 12-16 h gestartet. Die Bedingungen waren abhangig von
der GrolRe des PCR-Produkts, der Gelstarke und der GelgroRe.
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FragmentgroBe | Trenngel /
Exon Spannung Temperatur Zeit
[bp] Sammelgel
XLRS1 220 10% / 6% 150 V 10°C 12 h
XLRS2 320 8% 200V 10°C 12 h
XLRS3 190 10% / 6% 150 V 10°C 12 h
XLRS4 320 10% / 6% 160 V 10°C 16 h
XLRS5 250 10% / 6% 200V 10°C 16 h
XLRS6 414 8% 160 V 10°C 16 h

Tabelle 13: Elektrophoreseparameter

2.9. Silberfiarbung von Polyacrylamidgelen nach Budowle®

Fixierer: 10% (w/v)  Ethanol

Oxidierer: 1% (W/v) HNO; (Salpetersaure) (35 ml 65% /1)

Silberlosung: 0,012 M AgNOs; (Silbernitrat) (2.02g/1)

Entwickler: 0,28 M Na,COs (217 g/1)
0,5% Paraformaldehyd

Dieses Verfahren wird zum Nachweis von aufgetrennten Proteinen und
Nukleinsauren auf Polyacrylamidgelen verwendet und stellt eine sehr sensitive
Methode dar, bei der auch einzelstrangige DNA, wie sie in der SSCP vorliegt,

nachgewiesen wird.

Bei der Silberfarbung nach Budowle et al. wurden alle Schritte unter Schutteln bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Es wurde darauf geachtet, dass die Gele in den

Reaktionslosungen immer frei schwimmen konnten.

Nachdem die Gele vorsichtig von den Glasplatten abgenommen wurden, wurden sie
fur 10 Minuten in 10% Ethanol fixiert. Zum Oxidieren nahm man die Gele aus dem
Ethanol und legte sie fur 3 Minuten in 1%ige Salpetersaure. Nach kurzem Waschen
in dHO wurden die Gele 20 Minuten in einer Silbernitratidsung gebadet.
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AnschlieRend wurden sie kurzer als 1 Minute in dH20 gewaschen. Zum Abreagieren
des Uberschussigen Silbers kamen die Gele kurz in ein erstes Entwicklerbad (NaCO3
und Paraformaldehyd). Zur Farbung wurden sie so lange im frischen Entwickler
inkubiert, bis eine ausreichende Kontrastierung vorhanden war. Das Farben wurde
dann mit einer 5%-Essigsaure 15 Minuten lang gestoppt. Im Anschluss wurden die
Gele nochmals in dHO fur mindestens 1h gewaschen und konnten dann auf einem

Cellulose-Papier im Vakuumgerat getrocknet und gepresst werden.

2.10. Die Aufreinigung eines PCR-Produkts fiir die Sequenzierung

Mit Hilfe der Sequenzierung kann man die Abfolge der Nukleotidsequenz ermitteln
und damit direkt die Erbinformation lesen. Dadurch konnen kleinste Veranderungen,
wie z. B. ein ausgetauschtes Nukleotid erkannt werden.

Alle PCR-Produkte, die bei der SSCP-Analyse ein auffalliges Muster zeigten, wurden
einer Sequenzierung unterzogen. Zuerst musste ein doppelter PCR-Ansatz (50 ul)
der zu untersuchenden DNA unter oben beschriebenen Bedingungen hergestellt und
auf ein Agarosegel aufgetragen werden. AnschlieBend stach man unter dem UV-
llluminator die DNA-Bande mit einem Skalpell exakt aus dem Gel aus und Uberflhrte
dies in ein Reaktionsgefall. Fur die Isolierung der DNA wurde entweder das Just
Spin Gel Extraction Kit von Genaxxon BioScience oder das NucleoSpin Extract Il Kit
von Machery-Nagel angewandt und nach Herstellerangaben schrittweise
vorgegangen. Nach der Isolierung wurde das Volumen des Eluats gemessen und
einer Ethanolfallung (siehe 2.3.5.) unterzogen und anschliefend die Konzentration
mit dem Photometer gemessen (siehe 2.4.).

Die DNA-Sequenzierungsreaktionen wurden bei Seqlab (Gottingen) nach der

%, Das

Didesoxymethode nach Sanger (Kettenabbruch-Methode) durchgefuh
Chromatogramm, welches man nach der Sequenzierung zugeschickt bekam, gab

direkt die Sequenz der Basen des sequenzierten DNA-Stranges wieder.
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2.11. Der Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die doppelstrangige DNA-Molekile an
definierten Stellen hydrolysieren kdnnen. Sie kommen urspringlich in Bakterien vor
und haben die Aufgabe den Mikroorganismus vor fremder DNA zu schutzen, indem
sie diese zerschneiden. In der Molekularbiologie sind sie mittlerweile ein
unersetzliches Werkzeug geworden. Es gibt zwei verschiedene DNAsen und zwar
Endonukleasen und Exonukleasen. Erstere schneiden nach bestimmten
Nukleotidabfolgen mitten im DNA-Strang und letztere am Ende eines DNA-Strangs.
Bei Restriktionsenzymen handelt es sich um Endonuklasen, die innerhalb der DNA
eine bestimmte Basensequenz erkennen und dort die DNA hydrolysieren.
Endonukleasen des Typs Il schneiden die DNA sehr spezifisch, so dass Fragmente
mit genau definierten Schnittstellen entstehen. Nach dem Einsatz von
Endonukleasen erhalt man ein Gemisch aus unterschiedlich langen DNA-
Fragmenten. Bei den hier verwendeten Enzymen konnte vorher bestimmt werden,
welche DNA-Fragmente auftreten wirden. Diese DNA-Fragmente konnten
anschlielend mit der Agarosegelelektrophorese verifiziert werden.

Zu 1 pl Enzym [10 U] wurde 1 pl Inkubationspuffer gegeben, bei dem die
Endonuklease ihre optimale Aktivitat zeigte. Eine Unit [U] ist als die Menge des
Enzyms definiert, bei der unter optimalen Bedingungen 1 pg standardisierte DNA
innerhalb einer Stunde hydrolysiert wird. Zusatzlich wurden 5 yl DNA und 3 pl ddH,0
in ein Reaktionsgefall pipettiert und fir mindestens 1 h in ein dem Enzym

entsprechend temperiertes Wasserbad zur Inkubation gestellt.

Ansatz fur einen Restriktionsverdau:

1 ul Restriktionsenzym (10 U/ ul)
5 ul DNA

1 ul Puffer

3 pl ddH.0

Zwischenzeitlich wurde ein 2% Agarosegel mit Seakem und Low-melt Agarose

(siehe 2.6.) in eine Horizon 58 Kammer gegossen. Nach der Inkubation wurden 10 pl
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verdaute DNA mit 4 pl Ladepuffer vermischt und mit einem Marker (100 bp und 20 bp
DNA-Ladder) und mindestens zwei Kontroll-DNA's auf das Gel aufgetragen.

2.12. Untersuchungen zur Verteilung flankierender Short-Sequenz-Repeat-

Marker

Zur Uberprifung von Verwandtschaftverhaltnissen wurden die Indexfille der
Familien 315, 501, 1332 und 1510 einer Haplotypisierung mit funf flankierenden
Short-Sequenz-Repeat- (SSR)-Markern unterzogen. Die ausgewahlten Marker lagen
auf dem X-Chromsom (siehe Abb.: 4).

Die Daten der eingesetzten Marker sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Die SSR-Marker wurden mittels eines PCR-Standardansatzes (siehe 2.5.) zu 15 ul
amplifiziert. Der eingesetzte Temperaturzyklus begann mit einer Denaturierung fir 5
min bei 94 °C, an die sich 34 Zyklen mit Annealing bei markerspezifischen
Temperaturen (siehe Tab.: 14), einer Elongation bei 72 °C und einer erneuten
Denaturierung bei 94 °C fur jeweils 1 min anschlossen. Das Programm wurde mit
einem Annealing fur 1 min und einer Elongation flr 10 min abgeschlossen.

Die PCR-Produkte wurden auf einem nicht denaturierenden 6 % Polyacrylamid-Gel
(siehe 2.7.) fur 1 h bei 120 V in der Multigel Long (Biometra, Gottingen) aufgetrennt

und anschliefend mit einer Silberfarbung (siehe 2.9.) detektiert.
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Abbildung 4: Positionierung der eingesetzten Markerloci. Die Markerpositionen sind nach

aktuellen HuRef Karte (Built 37.1) angegeben.

Ma
Marker Posit}ioon Online-DB Allele | Heterozygotie Annealing
Temperatur
[bp]
DXS1233 932272 'UniSTS: 26026 | o.A. 0.A. 55°C
DXS1060 3288952 | “SNP: rs3220318 9 0,83 55 °C
DXS9002 | 13082459 | UniSTS: 73076 | o.A. 0.A. 58 °C
DXS6760 | 16425791 | UniSTS: 149826 | o.A. 0.A. 53 °C
DXS8001 16553612 | SNP:rs479675 | o.A. 0.A. 58 °C
DXS999 16588126 | SNP: rs3220624 6 0,74 55 °C
DXS8002 | 16669950 | UniSTS: 99458 | o.A. 0.A. 58 °C

Tabelle 14: Daten der eingesetzten Mikrosatelliten. Die Lage des RS7-Gens wird durch den
verstarkten Zeilentrennstrich angezeigt. 0.A.: ohne Angabe
1http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unists, 2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp?
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3. Ergebnisse

3.1. Individuelle Daten der Patienten mit XLRS, der betroffenen Verwandten und

Konduktorinnen

Seit 1998 wurden DNA-Proben von 43 Personen mit dem Verdacht bzw. der
Diagnose einer X-gebundenen Retinoschisis und deren Familienangehdrige
asserviert. In Tabelle 15 und 16 sind die phanotypischen Daten zusammengestellt.
Von den Untersuchten waren 28 mannlich, 22 davon waren Mutationstrager, 15
waren weiblich, 9 davon Konduktorinnen, die Uber einen Mutationsnachweis
bestimmt wurden. Bei den anderen sechs Frauen lag der Verdacht auf einen
Konduktorinnenstatus nahe, da sie Mutter oder Schwestern betroffener Manner
waren, sie blieben aber ohne Mutationsnachweis. Bei drei von ihnen (389.02,
1653.02, 1682.02) konnte auch bei deren zugehoérigen mannlichen Patienten, die mit
der Fragestellung nach einer XLRS vorstellig wurden, keine Mutation nachgewiesen
werden. Zwei (798.01, 798.02) trugen einen Polymorphismus und eine, die die
Schwester eines betroffenen Mannes war (372.02), konnte bei nachgewiesener
Mutation des Bruders als Mutationstragerin ausgeschlossen werden. Fir die
Familienplanung dieser Probandin bedeutet dies, dass ihre Kinder kein Risiko fur die
Erkrankung haben. Die 43 Personen setzten sich aus 16 Familien mit mindestens
zwei betroffenen Familienmitgliedern und sechs Einzelpatienten zusammen. Die
Einzelpatienten waren ausschlie8lich mannlich. Insgesamt stammten 27 der XLRS-
Patienten aus Bayern. Acht Patienten kamen aus der Nahe von Straubing und 13
waren in der Chamer Gegend wohnhaft. Die Patienten, die eine Mutation zeigten,
sind in Tabelle 15 zusammengefasst, diejenigen, bei denen keine Mutation
festgestellt wurde, in Tabelle 16.
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Tabelle zu individuellen Daten der Mutationstrager

® = )
T 3 g I < 3 29
() > o Q) c - m a1 = 3
=3 = - > ) ) [\ c
= o =5 (= oy 7]
® — (o) c () A = SN
-~ <) @ 2 o o o
= = 3
p.R141C
126.01 24 M
(c.421C>T)
p.P193L RS, RA: c.c. 0,7 Seit 5.Lj. Visus-minderung,Myopie.
315.01 22 M . - ) b-Welle: neg. . .
(c.578C>T) Keine Schisis, PE-Epithel-Defekt LA: c.c. 0,3 Astigmatismus
p.P193L
315.02 44 Cc Mutter von 315.01
(c.578C>T)
. b-Welle: neg., RA/LA .
RA Papille hochoval, temporal blass, Makula . . Hochfrequenter Nystagmus im Alter
) ) ) Stabchenantwort im RA: +6,0/-
p.R209H mit PE-Atrophie; LA blass, hochoval, kein RA: c.c.0,1 ) von 6 Monaten, Kopfzwangshaltung,
349.01 5 M B . o Normbereich, Zapfenantwort 2,0/180° . .
(c.626G>A) MWr, RS, Glaskorpertriibungen, weilliche LA: c.c. 0,1 . ) Linksdrehung von 25°, Hyperopie,
B L auf Flickerreiz: RA/LA LA: +6,5/-1,5/60° ] )
Strange entlang der GefaRbogen ) ) Astigmatismus
Amplituden reduziert
o RA: s.c.
p.R209H RA/LA Papille vital, randscharf, Makula
349.02 34 C 1,25 Mutter von 349.01
(c.626G>A) regelrecht
LA:s.c. 1,0
p.R209H
349.03 61 M Onkel von 349.02
(c.626G>A)
Stébchenantw. Latenz und .
. . RA: keine zentralen
VR, Z um Fovea, Netzhautperiph. mit RA: c.c. 0,4 Ampl. normal RA: +5,5/- )
p.R213Q . . Gesichtsfelddefekte, LA: an den
372.01 17 M einzelnen PE-Umschichtungen, LA: c.c. Max.antw: neg. ERG, 2,25/80° .
(c.638G>A) . . . Blinden Fleck angrenzendes,
Netzhautperiph. liegt an 0,25 verlangerte Latenzen bds., red. | LA: +7,5/-2,0/80°

Amplituden

relatives Skotom
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RA:

V.a Papille randscharf, LA: temporal pigment.
372.02 21 ) s.c.1,25 Schwester von 372.01
Papillenrandsaum
LA:s.c. 1,0
p.R141C
372.05 12 M
(c.421C>T)
p.R182C o ) ) RA:c.c. 0,3 Horizontaler Pendelriicknystagmus
390.01 16 M Papille vital, vR, Pigmentepithel um Makula Neg. ) .
(c.544C>T) LA: c.c. 0,3 nach links, tranende Augen
p.R182C
390.02 34 Cc Mutter von 390.01
(c.544C>T)
p.E72K . . . RA/LA Stabchen: Amplitden reduziert Hyperopie, Astigmatismus, konz.
437.01 17 M Papille blass, pigmentiert ) .
(c.214G>A) c.c.0,3 Zapfen: Norm Einschrankung des GF, OCT: Z
p.E72K
437.02 45 Cc Mutter von 437.01
(c.214G>A)
RA: +4,0/-
) ) . Leicht neg.ERG, deutlich LA: Z.n. Ablatio Op im 10. Lj., RA:
p.E72K RA Papille leicht blass, Gefalle verengt, RA: c.c. 0,1 o ) 1,25/123° )
467.01 27 M ) ) erniedrigte skotopische u. Z.n. Laserkoagulation,
(c.214G>A) Hyperpigmentierung, A, LA ohne A LA: c.c. 0,1 . . LA: -3,5/- . . .
photopische Potentiale Einschrankung im nasal oberen GF
2,25/120°
RA:s.c. 0,1 b-Welle erniedrigt,
RA: +4,5/-
Schisis auch i.d. Peripherie, praretinale LA: s.c. oszillatorische Potentiale ) )
) ) ) ) 3,25/77° Astigmatismuns,LA
p.E72K Blutung, kein Foramen sichtbar, MZ, VR, 0,04 veringert, skotopische . .
467.02 20 M . . . . LA: +5,75/- Glaskérperblutung, Hyperopie, GF
(c.214G>A) Glaskorperverdickung, Exsudation, C.C. Potenziale normal,
) ) o 2,5/84°; regelrecht
Depigmentierung beidseits Zapfenantwort u. zentrale
Visus 0,1 Antworten leicht verringert
RA: +0,5/-
p.E72K . RA:s.c. 0,2 b/a Quotient 1,4, nur Hyperopie, Astigmatismus, OCT:
480.01 11 M Papille randscharf, RS, vR ) ) 0,75/126°
(c.214G>A) LA:s.c. 0,2 | angedeutet neg. Konfiguration SNh
LA: +2,0/-1,5/91°
p.E72K
480.02 36 C Mutter von 480.01 und 480.03
(c.214G>A)
RA: s.c.
p.E72K . ) )
480.03 3 M Papille randscharf, Netzhaut anliegend 0,63 Hyperopie
(c.214G>A)

LA: s.c.




0,63

RA: 30%, LA:
Stabchen: RA normal, LA 20%;
p.F108C Papille randscharf, MWr, RS, zentrale RA: s.c. 0,2 Amplitude erniedrigt; RA:
496.01 7 o ) Bruder von 496.02
(c.323T>G) Schisis LA:s.c. 0,2 Maximalantwort: neg. +3,0/+1,0/128°
Zapfen: b-Welle reduziert LA:
+4,5/+1,0/128°
) Stabchen: normal, RA: 30%, LA:
p.F108C Papille randscharf, MWr, nur angedeutete RA:s.c. 0,3 )
496.02 11 . Maximalantwort: neg. 20% Bruder von 496.01
(c.323T>G) Schisis der Fovea LA:s.c. 0,2
Zapfen: normal
p.F108C
496.03 35 Mutter von 496.02 u. 496.01
(c.323T>G)
RA: 30%, LA:
Mz 40%; . . .
p.P193L RA:s.c. 0,1 Bei Angiografie:
501.01 37 RS b-Welle: neg. RA: -1,0/-
(c.578C>T) LA:s.c. 0,2 Z erkennbar, OCT: SNh
vR 0,25/66° LA: -
0,75/-0,5/178°
Skotopisch: c.c. . .
o . . GF leichte Schwellenerhéhung,
Papille vital, Radiare Zeichnung der Makula, | RA:s.c. 0,5 RA/LAStabchenantwort RA: -1,0/-0,5/30° ) ) )
584.01 16 c.636delC ) ) Hyperopie, Astigmatismus, OCT:
vR LA: s.c. 0,2 | vermindert; Photopisch: RA/LA LA: plan/- SNh
Amplitude vermindert 0,5/170°
RA: Sehnerv mit Konus, vaskuldre Zone der Maximalantwort Z.n. parazentraler Laserkoagulation,
aximalantwort: neg. :
R102Q Makula fehlend, groRe Schisis, Glaskdrper RA:s.c. b/a Quotient: 1 369 Z.n. Plombenoperation nach
. a Quotient: 1, . ) )
630.01 30 ( p305G A) unregelmafig; 0,029 Skotopisch hotopisch Schisisablatio, Z.n. Schiel-
c. > otopische u. photopische : : x
LA: unterer Bereich A und Schisislécher, Z; | LA:s.c. 0,7 P profop Operation, GF-einschrankung
Antworten leicht erniedrigt
Zentrale Netzhautlasion
RA/LA: Papille vital, randscharf, Makula mit
. ) RA:s.c. 0,4 RA: +1,0/- .
p.R209L PE-Verschiebungen,MZ, kein MW, OCT: RA/LA: zystische
1152.01 10 ] ) LA:s.c. 0,4 2,0/97° B
(c.626G>T) Netzhaut anliegend, peripher heller Fundus, Makulaveranderung
LA: +1,0/-2,0/85°
RA: radiarer Cellophanreflex der Makula
1152.02 | 31 p.R209L Mutter von 1152.01
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(c.626G>T)

RA: Z.n. Ablatioop mit

Plombenaufnahung u.

RA: Pigmentinhomogenitat, kein MWr, Amplituden beidseits reduziert, RA: -1,0/- .
B ) o ) o Kryokoagulation, Cataracta matura;
p.P193L Glaskoérperabhebung, peripher inferior Potenziale LA niedriger als RA, 2,25/155° ) )
1510.01 19 o . L RA:c.c. 0,6 . . LA: Ablatioop mit
(c.578C>T) chorioretinale Athrophie, Schisis, pS, Z oszillatorische Pot.: Latenz LA: -3,0/- . .
) o . Silikondéltamponade bei
LA: keine Einsicht verzogert 0,25/115° B
Glaskorperblutung; obere GF-
einschrankung, OCT: Z
p.P193L
1510.02 | 45 Mutter von 1510.01
(c.578C>T)
Astigmatismus,
RA: +1,0/-
RA:s.c. 1,0 Z.n. Glaskorperblutung im LA; bei
p.P193L pS . 1,25/3° ) . . .
1332.01 4 ) LA: s.c. b-Welle reduziert Angiografie. Retinoschisis
(c.578C>T) RS, kein MWr LA: +0,75/- ] )
0,63 erkennbar, OCT: massive Z im
0,75/165° .
Bereich der Makula, SNh
o RA: +2,0/-
p.P192T Papille vital, randscharf, RS, RA:s.c. 0,5 .
1854.01 7 ) ) b-Welle reduziert 0,25/90° OCT: SNh
(c.574C>A) Kein MWr, Netzhaut anliegend LA:s.c. 0,4
LA: +2,0/-0,5/60°
1854.02 | 47
1854.03 | 45

Tabelle 15: Individuelle Daten der Patienten bzw. betroffenen Verwandten, die eine Mutation aufweisen:

M: mannlich und betroffen, C: Konduktorin, A: Ablatio, MWR: Makulawallreflex, MZ: Makula mit zystischen Veranderungen, RS: Radspeichenstruktur, vR:

veranderte Reflexe, pS: periphere Schisis, Z: Zysten, SNh: Spaltung der Netzhaut, neg.: negativ, LA: linkes Auge, RA: rechtes Auge, Poly: Polymorphismus,

norm: Normbereich, Z.n.: Zustand nach, 0.B.: ohne Befund, c.c.: cum correctionem, s.c.: sine correctionem GF: Gesichtsfeld

®Das Alter bezieht sich auf das Alter zum Zeitpunkt der Untersuchung




Tabelle zu Daten der Patienten ohne Mutation

Sonstige
Patienten | Alter® | Geschlecht | Diagnose | Fundus/OCT | Visus
Befunde
RA: Papille randscharf, ERG: Reine
blass, radiare Struktur Stabchenantwort
der Makula, IPL: multiple nicht ableitbar,
Schisis auch (iber RA: Maximalantwort
Makula hinaus; kein c.c.1,6 stark erniedrigt, b-
389.01 11 M
MWr, RS LA: c.c. Welle neg.,
LA: IPL: multiple Schisis 0,86 Photopisch:
Uber Papille u. Makula Amplituden
erniedrigt, Latenz
verlangert
RAJ/LA: Papille vital und
randscharf, kein MWr,
MZ,vR, gro3e makulare RA:
ERG: phot.
Schisis in der IPL mit s.c.0,4,
. ) Amplituden auf
389.03 3 M multiplen kleineren LA:
ca. 40% red.,
Kavitaten Gber die s.c.0,5
. neg. ERG
Makula hinaus, Netzhaut
anliegend, heller
Fundus, RS
LA/RA: OCT schlecht
auszuwerten, multiple
Schisis in IPL Uber
1653.01 6 M
Makula hinaus, RA:
zentral groRe makulare
Abhebung
Retinoschisis RA/LA: OCT schlecht
1657.01 41 M mit auszuwerten
Degeneration (Nystagmus)
Retinoschisis OCT RAJ/LA: Mehrere
1682.01 22 M mit grof3e Kavitaten in der
Degeneration IPL in der Makula
V.a.C ) o RA: c.c.
Retinoschisis . .
Polymorphismus ) Makula, Peripherie 0.B. 0,8
798.01 9 mit
p.L127L (c.384G>A) ) OCT o.B. LA: c.c.
Degeneration
0,8
M LA/RA: OCT Abhebung
1097.01 38 Polymorphismus auf RPE/ROS-Ebene

p.L127L (c.384G>A)

foveal

Tabelle 16: Daten der Patienten, bei denen keine Mutation nachgewiesen wurde incl. der

Polymorphismuspatienten

m: mannlich und nicht betroffen, V.a.: Verdacht auf, IPL: innere plexiforme Schicht

®Das Alter bezieht sich auf das Alter zum Zeitpunkt der Untersuchung




3.2. Ergebnisse im RS1-Gen

Bei 11 Familien konnte molekulargenetisch eine Mutation festgestellt werden.
Zusammen mit den Einzelpatienten hatten 17 Indexfalle eine Mutation im RS7-Gen.
Die Mutationen im RS7-Gen, die bei den Patienten dieser Studie gefunden wurden,
sind in Tabelle 17 dargestellt. Bereits publizierte Mutationen findet man unter http:
//[grenada.lumc.nl/LOVD2/eye/home.php
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Aminosaure- | Nukleotid- Restriktions-
Exon PolyPhen?® | SIFT® Patienten Referenz
anderung anderung enzym
p.E72K c.214G>A 4 - Taql 1,732 psd tolerated 7 1,26,44,11,2£.59,10,25,96
p.R102Q c.305G>A 4 +Alul 1,802 psd not tolerated 1 120,27
p.F108C c.323T>G 4 2,189 pbd tolerated 3 21
p.R141C c.421C>T 5 - Haell 2,320 pbd tolerated 2 1,21,26
p.R182C c.544C>T 6 + Bsgl 2,572 pbd tolerated 2 1,20,84
p.P192T c.574C>A 6 2,183 pbd tolerated 1 75
p.P193L c.578C>T 6 + Avall 2,956 pbd not tolerated 6 1,20,9F 21,2¢
p.R209H c.626G>A 6 1,947 psd tolerated 3 11
p.R209L c.626G>T 6 2,338 pbd tolerated 2 69
p.R213Q c.638G>A 6 1,892 psd not tolerated 1 2r
p.R213fsX24 c.636delC 6 Leseraster 1 diese Studie

Tabelle 17: In dieser Arbeit identifizierte Mutationen und deren Bewertung beziiglich ihres pathogenen Potenzials

(®http: //genetics.bwh.harvard.edu/pph/index.html, SIFT: Sorting Intolerant From Tolerant: bhttp: I/blocks.fhere.org/sift/SIFT.html), psd: moglicherweise

deformierend, pbd: wahrscheinlich deformierend
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3.2.1. Deletionen

Die einzige Deletionsmutation dieser Studie wurde hier erstmalig identifiziert und
zwar bei Patient 584.01 im Exon 6. An Position 636 war die Base Cytosin deletiert.
Die Sequenzveranderung ist eine bislang nicht beschriebene pathologische Mutation.
Diese fuhrt zu einer Verschiebung des Leserasters und einem Verlust von 12 C-
terminalen Aminosaurepositionen, die durch 22 neue Aminosauren ersetzt werden,
wodurch die Eigenschaften des C-Terminus vollstandig verandert werden. Der
Patient hatte eine sehr starke Hyperopie, zeigte einen Astigmatismus und hatte einen
reduzierten Visus. Zusatzlich konnte eine radiare Zeichnung der Makula mit
veranderten Reflexen festgestellt werden. Bei OCT Untersuchungen wurden grol3ere
Spaltungen der Netzhaut festgestellt. Die Mutation wurde durch eine auffallige SSCP

und Sequenzierung identifiziert und bestatigt.

3.2.2. Punktmutationen

In dieser Studie wurden 10 Punktmutationen im RS7-Gen gefunden. Dabei wird eine
Base der DNA gegen eine andere ausgetauscht (Substitution), was zu einem

veranderten Protein fihren kann.

3.2.2.1. Nonsense-Mutation

Bei einer Nonsense-Mutation wird durch die Punktmutation die Codierung fur eine
Aminosaure in ein Stoppcodon umcodiert. Bei den untersuchten Patienten dieser

Studie wurden keine Nonsense-Mutationen festgestellt.
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3.2.2.2. Missense-Mutation

Eine Missense-Mutation (sinnverandernde Mutation) kodiert das betroffene Codon in
eine andere Aminosaure um, wodurch lokale Veranderungen der Primarsequenz
entstehen, die zum Funktionsverlust des Proteins fuhren konnen. Die bereits vom
Retinoschisis Consortium’ beschriebene Mutation p.E72K in Exon 4 von RS7 tauscht
an der Nukleotidstelle 214 Guanin gegen Adenin (c.214G>A) aus und verandert
somit die Kodierung der Aminosaure Glutamin an Position 72 zur Aminosaure Lysin.
Diese Mutation zeigten mehrere Probanden dieser Studie (437.01, 437.02, 467.01,
467.02, 480.01, 480.02, 480.03). 437.02 ist Konduktorin der Mutation und hat die
Krankheit auf ihren Sohn 437.01 Ubertragen, der die typischen Befunde einer
Retinoschisis wie Zysten und Ablatio der Netzhaut, zeigte. Die Konduktorin zeigte

keine wegweisenden Auffalligkeiten an der Netzhaut. (siehe Abb.: 5)

Abbildung 5: Fundusphotografien von Patient 437.01: auffallig ist eine blasse, nur leicht
pigmentierte Papille und eine Radspeichenstruktur rings um die Fovea (mit freundlicher Genehmigung
von Prof. Dr. med. B. Lorenz)

Nach der auffalligen SSCP wurden Proben einer Sequenzierung unterzogen, die
diese Mutation bestatigten. Auch ein Restriktionsverdau des Exon 4-Amplimers mit
dem Enzym Taql bestatigte das Ergebnis (siehe Abb.: 6).
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Marker
100 bp
20 bp

390.1
389.1
480.1
437.2
437 1

~ Marker

500 bp
400 bp —_—
300 bp « P
< 209bp
200 bp
< 111bp
100 bp

Abbildung 6: Restriktionsverdau mit Taqgl im Exon 4: Links und rechts des 2%igen-Agarosegels
sind zwei verschiedene Marker aufgetragen (100bp Ladder und 20bp Ladder); 390.1 stellt eine
Kontroll-DNA dar (Patient hat eine Mutation im Exon 6 und nicht im Exon 4, es sind keine weiteren
Banden zu erwarten). Bei 480.1 und 437.1 kénnen keine weiteren Banden festgestellt werden. Bei

437.2 sind drei unterschiedliche Banden zu erkennen, was eine Mutation im Exon 4 beweist.

Die Bruder 467.01 und 467.02 zeigten ein sehr ausgepragtes Krankheitsbild einer
Retinoschisis mit retinalen Blutungen, Ablatio, groRen Zysten in der Netzhaut und
eine deutlich erniedrigte b-Welle im ERG (siehe auch Tab.: 15). Bei 467.01
bestanden ausgedehnte degenerative Veranderungen der Netzhaut. An beiden
Augen wurden eine Cerclage und eine Laserkoagulation durchgefuhrt. Dabei ist es
zu einer generellen Verringerung der Amplituden im ERG gekommen. Die Bruder
480.01 und 480.03 trugen beide die Mutation p.E72K (c.214G>A). Bei 480.01 war
der Phanotyp einer Retinoschisis viel deutlicher zu erkennen als bei 480.03. 480.03
zeigte zum Zeitpunkt der Untersuchung einen orthoptischen Normalbefund. Es
wurden jedoch keine speziellen Untersuchungen wie z.B. ein ERG durchgefihrt, da
der dreijahrige Patient daftir noch nicht kooperativ war. In der SSCP konnte man bei
Proband 480.01 im Exon 4 eine deutliche Bandenabweichung erkennen. Die

Mutation konnte bei beiden durch Sequenzierung bestatigt werden.

496.01 und 496.02 sind Brider und litten an einer zentralen Retinoschisis. Beide

hatten sehr ahnliche phanotypische Befunde wie eine konstante Sehminderung,
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Fundusveranderungen mit einer zentralen Schisis und Radspeichenstruktur und ein
negatives ERG. (siehe Abb.: 7 und 8)

Abbildung 7: Fundusphotografie des rechten Auges (A) und korrespondierende rotfreie
Aufnahme (B) von Patient 496.01: Es zeigt sich eine zentrale Schisis mit einer Radspeichen- bzw.
Sternfigur um die Fovea, die in der rotfreien Aufnahme noch einmal verstarkt herauskommen.

(mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. B. Lorenz)
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Abbildung 8: Fundusphotografien (A) und rotfreie Aufnahmen (B) von Patient 496.02: im

Vergleich zu 496.01 ist die Schisis leichter ausgepragt. (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr.
med. B. Lorenz)

Die Mutation p.F108C (c.323T>G), die die BrlUder aufweisen, vertauscht an der
Nukleotidstelle 323 Thymin gegen Guanin (c.323T>G) und verandert die Kodierung
der Aminosaure Phenylalanin an der Position 108 zu Cystein.

Bei Patient 630.01 fand sich in Exon 4 an der Nukleotidstelle 305 eine Mutation, an
der Guanin zu Adenin vertauscht wurde und somit Glutamin an die Stelle von Arginin
an Position 102 trat. Diese Mutation wurde schon von mehreren Autoren beschrieben
1,26,27.

Die einzige Mutation, die im Exon 5 festgestellt wurde, war p.R141C (c.421C>T). Von
den beiden Patienten, die diese Mutation trugen, lagen leider keine detaillierten

augenarztlichen Untersuchungsergebnisse vor.
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Die meisten (63,6%) Mutationen dieser Studie wurden im Exon 6 verifiziert. Die
haufig"?*?*"?! peschriebene Mutation p.P193L (c.578C>T), bei der statt Prolin
Leucin exprimiert wird, hatten in dieser Untersuchung sechs Patienten (315.01,
315.02, 501.01, 1510.01, 1510.02, 1332.01). Bei Patienten mit dieser Mutation waren
die phanotypischen Erscheinungen der Retinoschisis sehr ausgepragt. Alle Manner
zeigten groRe Zysten mit starker Retinoschisis und hatten keinen Makulawallreflex.
(siehe Abb.: 9,10,11,12) Zum Vergleich der tbrigen Patienten siehe Tabelle 15.

Abbildung 9: Fundusphotografie von Patient 315.01: typisch ist hier die Radspeichenstruktur direkt
um die Fovea und ein Pigmentepitheldefekt der Makula (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr.

med. B. Lorenz)

£

Abbildung 10: Fundusphotografien von Patient 501.01: tyischerweise ist die deutliche
Radspeichenstruktur erkennbar und mikrozystische Lasionen in der Fovea. (mit freundlicher

Genehmigung von Prof. Dr. med. B. Lorenz)
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Abbildung 11: Fundusphotografien von Patient 1510.01: bullése periphere Schisis vor allem im
unteren temporalen Quadranten mit deutlicher Pigmentinhomogenitat und grof3en, zystischen
Veranderungen. (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. B. Lorenz)
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Abbildung 12: Fundusphotografien (A) und rotfreie Aufnahmen (B) von Patient 1332.01: typisch
ist hier eine zentrale Schisis mit Radspeichenstruktur, die besonders in der rotfreien Aufnahme

deutlich wird. (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. B. Lorenz)

Bei einer Familie wurde die Mutation p.P192T (c.574C>T) diagnostiziert. An Position
192 tritt an die Nukleotidstelle 574 Adenin statt Cytosin. Bei dem siebenjahrigen
Patienten (1854.01) wurde bei der Einschulung aufgrund seines schlechten Visus
und Fundusauffalligkeiten wie Radspeichenstruktur und fehlendem Makulawallreflex
der Verdacht einer XLRS gestellt und durch den Mutationsnachweis bestatigt. (siehe
Abb.: 13)
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Abbildung 13: Fundusphotografien von Patient 1854.01: es zeigen sich eine Radspeichenstruktur
perifoveal und weillliche Lasionen bzw. Pigmentinhomogenitaten vor allem im rechten Auge. (mit
freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. B. Lorenz)

Eine weitere Familie (349.01, 349.02, 349.03) wies die Mutation p.R209H
(c.626G>A) auf. Patient 349.01 wurde schon mit sechs Monaten auffallig, da er einen
hochfrequenten Nystagmus zeigte und eine Kopfzwangshaltung bei starker
Hyperopie. Die SSCP-Untersuchung war bei 349.01 und 349.03 auffallig. Diese
Genmutation wurde ebenfalls schon beschrieben °"'. (siehe Abb.: 14)

Abbildung 14: Fundusphotografien von Patient 349.01: auffallig sind die Radspeichenstrukur im

linken Auge und eine starke Atrophie des Pigmentepithels in der Makula des rechten Auges. (mit
freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. B. Lorenz)
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Eine von Hotta et al. 2" beschriebene Mutation ist p.R213Q (c.638G>A). Diese wurde
bei einem Patienten identifiziert (372.01), bei dem Glutamin an die Stelle von Arginin
tritt. Dieser hatte die Mutation neu erworben, da seine Mutter (372.04) weder

genotypisch noch phanotypisch als Konduktorin erkannt wurde und auch seine
Schwester (372.02) keine Auffalligkeiten zeigte. (siehe Abb.: 15 und 16)

Abbildung 15: Fundusphotografien von Patient 372.01: typisch sind die mikrozystischen

Veranderungen im zentralen Bereich. (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. B. Lorenz)

Abbildung 16: Fundusphotografien von Patient 372.05: signifikant ist die Radspeichenstruktur

perifoveal (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. B. Lorenz)

Patientin (eigentlich Konduktorin) 390.02 vererbte ihrem Sohn 390.01 die Mutation
p.R182C (c.544C>T). Anstatt Arginin wird an Nukleotidstelle 544 Cytosin kodiert. Die
nachfolgende Mutation wurde ein Mal von Lesch et al.** beschrieben, p.R209L
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(c.626G>T). Hier tritt an Stelle von Guanin Thymin und es wird folglich anstatt
Histidin Leucin Ubersetzt und die Aminosauresequenz andert sich. Die Patienten
1152.01 und 1152.02 zeigten diese Substitution. Die Sehscharfe von 1152.01 war
stark vermindert und er zeigte, wie die meisten jungen Patienten, hauptsachlich im
OCT mehrere Zysten in der Netzhaut, was auf eine typische foveale Retinoschisis

hinwies. Von seiner Mutter 1152.02 lagen keine ophthalmologischen

Untersuchungen vor. (siehe Abb.: 17)

Abbildung 17: Fundusphotografien (rotfrei) von Patient 1152.01: kennzeichnend sind die
zystischen Veranderungen in der Makula. (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. B.

Lorenz)

3.2.2.3. Untersuchungen zur verwandtschaftlichen Beziehung von Patienten mit

einer identischen Mutation

Die Patienten 315.01, 501.1, 1332.01 und 1510.01 stammten alle aus der Gegend
um Bogen in Niederbayern und trugen die gleiche Mutation p.P193L (c.598C>T).
Dies legte einen Foundereffekt nahe. Die Auswertung von sieben
Mikrosatellitenmarkern zwischen dem RS7-Locus und dem Telomer zeigte fur funf
Marker (DXS1233, DXS9902, DXS999, DXS8001, DXS8002), dass alle Patienten ein
Allel identischer Groflke trugen. Die gleichzeitige Auswertung der Mutter 315.02 und
1510.02 zeigte, dass beide Mutter homozygot fur diese vier Marker waren. Dies

spricht daflr, dass diese vier Marker nicht informativ waren. Die Marker DXS1060
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und DXS6760 zeigten einheitliche Allele bei den Patienten 1332.01 und 1510.01, die
von den Allelen der Patienten 315.01 und 501.01 abwichen. Tabelle 18 gibt die

relativen Allele an.

Marker 315.1 | 315.2 | 501.1 | 1332.1 | 1510.1 | 1510.2
DXS1233 1 1 1 1 1 1
DXS1060 1 1 1 2 2 2
DXS9902 1 1 1 1 1 1
DXS6760 1 1 1 2 2 2
DXS999 1 1 1 1 1 1
DXS8001 1 1 1 1 1 1
DXS8002 1 1 1 1 1 1

Tabelle 18: Genotypen der Patienten mit p.P193L Mutation

3.2.3. Polymorphismen

Bei zwei Patienten (798.01 und 1097.01) war die identifizierte Mutation als
Polymorphismus zu bewerten, da es sich um eine isokodierende Mutation im Exon 5:
p.L127L (c.384G>A) handelte. Genau wie 1097.01 zeigte 798.01 eine Retinoschisis
mit Degeneration. Beide tragen denselben Polymorphismus in sich, sind jedoch nicht

verwandt.

3.3. Patienten ohne Mutationsnachweis

Bei 4 Indexfallen (389.01, 1653.01, 1657.01, 1682.01) konnte keine Mutation im RS1
Gen gefunden werden, obwohl die mannlichen Patienten alle phanotypisch die
gleichen Symptome aufwiesen wie Patienten mit Mutation (siehe Tabelle 16). Sie
zeigten eine eindeutige Retinoschisis mit Radspeichenstruktur und Degeneration der
Makula, hatten keinen Makulawallreflex und wiesen eine erniedrigte b- Welle in der

Maximalantwort des skotopischen ERGs auf.
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3.4. Konduktorinnenuntersuchung

Wie oben erwahnt, konnen Konduktorinnen durch eine SSCP entdeckt werden, da
sie Trager der Mutation sind und auffalige Banden zeigen. Die phanotypischen
Untersuchungen wie OCT, ERG oder Fundusbilder der Konduktorinnen
prasentierten, dass alle Konduktorinnen dieser Studie keinerlei Auffalligkeiten am

Auge zeigten.

3.5. Ergebnis der SSCP- Untersuchung

Bei allen Patienten, die bei der SSCP auffallig waren, wurde anschlieRend eine
Sequenzierung veranlasst. Amplimere, die zunachst keine Abweichung von der Norm
zeigten, wurden zusatzlich einer Sequenzierung unterzogen, um eine Mutation
auszuschlief3en und die Sensitivitat der Methode zu prifen. Gegebenfalls wurden die
Sequenzierergebnisse durch Gegenstrangsequenzierung oder
Restriktionsschnittstellenanalyse verifiziert.

Tabelle 19 zeigt Patienten, bei denen oft auch mehrmals eine auffallige SSCP im
Exon 6 sichtbar war. Die Tabelle verdeutlicht, dass mit einer SSCP sowohl
Betroffene als auch Konduktorinnen aufgefunden werden konnen. In dieser Studie
wurde bei einem auffalligen Bandenmuster in jedem Fall eine Mutation durch die

Sequenzierung bestatigt.

315.01 315.02 | 349.01 349.02 | 349.03 | 372.01 501.01 584.01 | 1152.01 | 1152.02

M + + + + + + +

Tabelle 19: Positive Ergebnisse bei SSCP im Exon 6

M: mannlich und betroffen, C: obligate Konduktorin, + : auffalige SSCP

Wie schon erwahnt, wurden bei 17 Indexpatienten insgesamt 11 verschiedene

Mutationen identifiziert, wobei sieben Mutationen mit der SSCP nachweisbar waren.
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30 Patientenproben wurden unter verschiedenen Gelbedingungen in allen 6 Exonen
mehrmals einer SSCP-Untersuchung unterzogen. Neun Indexproben zeigten in der
SSCP auffallende Banden (315.01, 349.01, 372.01, 501.01, 584.01, 1152.01,
1854.01 im Exon 6; 480.01, 437.01 im Exon 4), bei denen in der Sequenzierung die
Mutation identifiziert wurde. Diese 9 Proben zeigten 7 verschiedene Mutationen. Drei
Patientenproben zeigten bei der SSCP im jeweiligen Exon keine auffallige Bande,
obwohl spater bei der Sequenzierung eine Mutation im getesteten Exon gefunden
wurde (390.01, 390.02, 630.01). Bei diesen drei Proben konnten zwei weitere
Mutationen p.R182C (c.544C>T) und p.R102Q (c.305G>A) identifiziert werden. In
dieser Studie zeigte die SSCP-Untersuchung eine Sensitivitat (Richtig-Positiv-Rate)
von 75% (P (positiv erkannt)= Anzahl der richtig positiven/Anzahl der richtig
positiven+Anzahl der falsch negativen). Deshalb wurde der Entschluss gefasst,
sechs Indexproben (126.01, 372.05, 496.01, 467.01, 1332.01, 1510.01) nicht mit
Hilfe der SSCP zu untersuchen, sondern gleich einer Sequenzierung zu unterziehen,
die dann auch die Mutation identifizierte. Unter diesen sechs Proben waren zwei
Mutationen, die vorher nicht durch die SSCP erkannt wurden und zwar p.R141C
(c.421C>T) und p.F108C (c.323T>C)). Zur besseren Darstellung der verschiedenen
Indexfalle mit ihren Mutationen siehe Tabelle 20.

Kategorien - SSCP Verschiedene
. + Seq. + SSCP
Indexfélle + Seq. Mutationen
N=9 9 9 7
N=2 2 2
N=6 Keine SSCP 6 Keine SSCP 2
Gesamt N=17 11

Tabelle 20: Ubersicht der Indexfille mit Mutationen

-SSCP: richtig negative getestete Falle bei der SSCP, keine auffallende Bande;
+SSCP: richtig positive geteste Falle bei der SSCP, auffallende Bande;

+Seq: positive Sequenzierung

Bei den restlichen 12 Proben konnte entweder das SSCP Ergebnis, aufgrund

verminderter Probenqualitat, nicht ausgewertet werden oder es waren Verwandte der
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Indexpatienten, die das gleiche Ergebnis lieferten. Zwei Proben zeigten ein falsch
positives Ergebnis bei der SSCP. 437.01 hatte einmal ein auffalliges Bandenmuster
im Exon 5, obwohl die Mutation im Exon 4 lag. 1152.01 zeigte zusatzlich eine
Auffalligkeit im Exon 4, trotz der eigentlichen Mutation im Exon 6. Die echte Mutation
im Exon 6 wurde aber ebenso in der SSCP durch ein auffallendes Bandenmuster

nachgewiesen.

3.6. Phanotypische Ergebnisse

Bei den 22 mannlichen Personen, die eine Mutation im RS7-Gen hatten, fiel die
phanotypische Analyse oft individuell ganz verschieden aus. (siehe Tabelle 15)

Tabelle 21 zeigt die phanotypischen Veranderungen in Relation zum Alter der
Patienten (insgesamt 18 Einzelpatienten mit auswertbaren Phanotypen). Bei den bis
zu 10-Jahrigen (N= 6) war bei den hier untersuchten Patienten zu 83,3% eine
Retinoschisis im Fundus zu erkennen. 62,5% zeigten bei den 10 bis 20-Jahrigen eine
Retinoschisis. Gemeinsam hatten die Betroffenen, dass alle eine typische
Erniedrigung der b-Welle im ERG aufwiesen. Es konnte symptomatisch keine

Abhangigkeit zum Alter festgestellt werden.

Uber 30
1-10 Jahre | 11- 20 Jahre | 21- 30 Jahre
Symptome Jahre
[N =6] [N = 8] [N = 3]
[N =1]
Deutliche
5 5 2 1
Retinoschisis?®
Neg. ERG 6 8 3 1
Auffallige
) b 5 7 3 1
Fundusabweichungen
Anzahl der Patienten 6 8 3 1

Tabelle 21: Phénotypische Ergebnisse in Relation zum Alter
% Bewertungskriterien: Eindeutige Schisis in der Funduskopie und/oder im OCT erkennbar

b. Radspeichenstruktur, Pigmentepitheldefekt, Glaskorperveranderungen, kein Makulawallreflex
69




Nicht jeder, der eine Mutation in sich tragt, erkrankt gleichermafien stark an einer
Retinoschisis. Selbst die Spaltung der Netzhaut wurde bei den hier Untersuchten (N=
18) nur bei 80% der Patienten eindeutig nachgewiesen. Alle Patienten, bei denen
noch keine deutliche Schisis der Netzhaut zu erkennen war, zeigten bestimmte
Vorstufen zur Schisis, wie eine Radspeichenstruktur, kleinere Spalten der Netzhaut
und einen Pigmentepitheldefekt im Fundusbild, sowie einen schlechten Visus und ein

negatives ERG.
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Abbildung 18: Visus bei den betroffenen Mannern

FZ: Fingerzahlen

Abbildung 18 demonstriert den Visus der betroffenen Patienten in Abhangigkeit von
ihrem Alter. Es wird deutlich, dass der Visus bei den hier untersuchten Patienten in
keiner direkten Abhangigkeit zum Alter steht. Alle Patienten zeigten einen etwa
gleich schlechten Visus. Bei einem einzigen Patienten war der Visus schlechter als

0,1, bei allen anderen bewegte er sich zwischen 0,1 und 1,0. Rechtes und linkes
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Auge waren gleich oft betroffen. Man konnte keine bedeutsamen Unterschiede
erkennen.

Die Fundusuntersuchungsergebnisse von mannlichen Patienten mit und ohne
Mutation zeigt Tabelle 22. Von vier betroffenen Mannern lagen keine

Fundusergebnisse vor.

Retino- Glaskorper-
PE- Kein Keine
schisis, RS verander- Blutung
Defekt MWR Schisis
Spalten ungen
mit
Mutation 13/18 7118 | 7/18 | 7/18 5/18 1/18 3/18
[N =18]
Ohne
Mutation 2/4 0/4 4/4 2/4 2/4 0/4 0/4
[N =4]

Tabelle 22: Fundusuntersuchungsergebnisse

PE: Pigmentepithel, RS: Radspeichenstruktur, MWR: Makulawallreflex

Zusatzlich demonstriert folgende Abbildung quantitativ die
Fundusuntersuchungsergebnisse der betroffenen Manner. Dreizehn von 18 (72,2%)
Erkrankten zeigten eine Schisis der Netzhaut. Uber ein Drittel (38,9%) hatte keinen
Makulawallreflex, eine Radspeichenstruktur und einen Pigmentepitheldefekt. Funf
von 18 (27,5%) zeigten Glaskdrperveranderungen mit Tribung, aber nur ein Patient
hatte Komplikationen wie z.B. Blutungen. Drei hatten keine Schisis und zwei

betroffene Manner zeigten keinerlei Fundusveranderungen.
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Abbildung 19: Grafische Darstellung der Fundusbeschreibungen der betroffenen Manner
[N=18]

3.7. Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Es konnte in dieser Studie nicht gezeigt werden, dass eine bestimmte Mutation einen
bestimmten Phanotyp hervorruft. Tabelle 23 zeigt die verschiedenen Mutationen im
Bezug zu den klinischen Parametern. Patienten, die dieselbe Mutation hatten,
zeigten ebenso keine Ubereinstimmungen in ihren Phanotypen. Wie schon von
Wang et al. und Eksandh et al. "7 berichtet, bestatigte auch diese Untersuchung,
dass der Phanotyp bei XLRS eine gro3e Variabilitdt sowohl inter- als auch
intrafamiliar zeigt und keine eindeutige Genotyp-Phanotyp-Korrelation erstellt werden
kann. In dieser Arbeit konnte dies fur die Mutationen p.E72K (c.214G>A) und
p.P193L (c.578C>T) gezeigt werden (siehe auch 4.5.).
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p.E72K (c.214G>A) 1 1 2 1 3
p.R102Q (c.305G>A) 1
p.F108C (c.323T>C) 1 1 2 2
Keine
p.R141C (c.421C>T)
Angaben
p.R182C (c.544C>T) 1
p.P192T (c.574C>A) 1 1 1
p.P193L (c.578C>T) 3 1 2 2 3
p.R209H (c.626G>A) 1 1 1 1
p.R209L (c.626G>T) 1 1 1
p.R213Q (c.638G>A) 1 1
p.R213fsX24 ]
(c.636delC)
Gesamt 2 7 5 1 7 7 13

Tabelle 23: Identifizierte Mutationen im Bezug zu den klinischen Parametern

PE: Pigmentepithel, RS: Radspeichenstruktur, MWR: Makulawallreflex



4. Diskussion

4.1. Bewertung der SSCP Untersuchung

Die Aussagekraft des Verfahrens der SSCP ist sehr abhangig von der Struktur der
untersuchten PCR-Produkte. Mit einer Nachweisrate bzw. Sensitivitat von 75% kann
die SSCP beim RS7 nur als Einstiegsuntersuchung genutzt werden. Es gibt durchaus
Mutationen, die mit der SSCP gut erfassbar sind, bestimmte jedoch nicht. Deshalb
sollte sich dann bei den SSCP-unauffalligen Proben eine direkte Sequenzierung zur
Identifikation von Mutationen anschliefien. Das RS7-Gen ist klein genug fur die
direkte Sequenzierung, die nach wie vor den Goldstandard darstellt. Auerdem sollte
man immer bedenken, dass unterschiedliche lonenkonzentrationen der DNA-Proben
zu auffalligen Banden bei der SSCP fuhren konnen, obwohl keine Mutation vorliegt.
Dies war bei zwei Proben dieser Studie der Fall (437.01 und 1152.01), so dass bei
RS1 die direkte Sequenzierung der SSCP vorgezogen werden sollte.

4.2. Konduktorinnendiagnostik

Untersuchungen des Phanotyps mit OCT, ERG oder Funduskopie zeigten bei den
hier untersuchten Konduktorinnen keinerlei Auffalligkeiten, wodurch das Risiko fur
betroffene Nachkommen lange unerkannt bleiben kann. Diese Untersuchungen sind
also fur die Ildentifizierung eines Konduktorinnenstatus ungeeignet, was auch den
Angaben in der Literatur entspricht. Es zeigt vielmehr die Bedeutung einer
genetischen  Untersuchung fur die Identifikation der Konduktorinnen.
Molekulargenetische Untersuchungen wie Sequenzierungen oder die SSCP sind
umso ausschlaggebender. Somit kann die Familienanamnese vervollstandigt werden
und betroffene Frauen konnen im Hinblick auf ihre Familienplanung kompetent

informiert werden.
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4.3. Aussagekraft der Phanotypisierung der Patienten

Es ist schwierig, bei XLRS-Patienten einen genauen Krankheitsverlauf
vorherzusagen, da die Erkrankung eine grofe Variabilitat im Phanotyp zeigt und
einen ganz individuellen Verlauf nimmt. Deswegen sind ophthalmologische mit
zusatzlich molekulargenetischen Untersuchungen bei XLRS von grofer Bedeutung.
Die Fundusuntersuchungen zeigten bei den Patienten ganz typische Ergebnisse,
waren jedoch in ihrer Auspragung stark unterschiedlich (siehe Tab.: 15 und 16). In
dieser Studie war eine Schisis kein eindeutiges klinisches Vorzeichen flr einen
positiven Mutationsnachweis bei XLRS, da nur 72,2% der Patienten mit identifizierter
Mutation eine Schisis der Netzhaut zeigten, welche man zusatzlich im OCT erkennen
konnte. 38,9% hatten zusatzlich keinen Makulawallreflex und 33,3% zeigten
Glaskorperveranderungen. Ein Patient hatte eine retinale Blutung und nur finf
Patienten zeigten alle Symptome gleichzeitig (Schisis, kein Makulawallreflex,
Glaskorperveranderung). Eine Fundusveranderung gehorte aber meistens zu den
ersten Symptomen bei einer XLRS und stellt einen wichtigen Hinweis dar, der zur
Diagnose der Krankheit fuhren kann. Tsang et al. beschrieb ebenfalls als erstes
Zeichen einer XLRS feine weie Punkte in der Makula als Fundusabweichung?®.

Es zeigten sich intrafamiliar grofle Variationen im Krankheitsverlauf. Bei den
Patienten 480.01 und 480.03 (Mutation p.E72K (c.214G>A)) fiel z.B. der verschieden
stark reduzierte Visus auf (480.01 beidseits 0,2 und 480.03 beidseits 0,63). 480.01
zeigte zudem bereits Spaltungen in der Netzhaut, wobei er sechs Jahre alter war als
480.03. Bei 480.03 fanden sich zur Untersuchungszeit noch keine bemerkenswerten
Auffalligkeiten an der Netzhaut.

Zu den wesentlichen klinischen Befunden der XLRS gehoérte immer ein
herabgesetzter Visus. Bei allen Patienten zeigte sich eine deutliche Progredienz des
Visusverlustes (siehe Abb.: 18), jedoch konnte keine absolute Korrelation mit dem
Alter der Patienten festgestellt werden. Die Entwicklung ihres Visusverlusts konnte
zum Teil nicht fortlaufend dokumentiert werden, da der Visus der meisten Patienten
nicht kontinuierlich Gber mehrere Jahre untersucht worden ist. Der Visus eines
XLRS-Patienten kann sich im Laufe seines Lebens deutlich verschlechtern, er kann
aber auch lange Zeit konstant bleiben®. Der Grad der Verschlechterung kann meist
nicht genau vorausgesagt werden und wird stark von sekundaren Komplikationen,

wie z.B. dem Auftreten von vitreoretinalen Blutungen oder regionalen
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Netzhautablésungen, beeinflusst®. Die Lage der Netzhautspalten ist individuell
verschieden und konnte ein Hauptfaktor fur die Variabilitdt des Visus sein. Eine
Studie zeigte, dass bei Patienten mit zystischen Veranderungen der Visusverlust
schlechter abschatzbar war als bei denen, die Pigmentierungen in der Fovea oder
atrophische Lasionen zeigten3.

Zusatzlich sind eine  sorgfaltige individuelle  Familienanamnese  und
elektropysiologische Untersuchungen bei der Diagnosefindung der XLRS
erforderlich. Neben dem OCT, welches eine sinnvolle Unterstlitzung zur Definition
der Befunde der Funduskopie darstellt, tragt die ERG-Untersuchung wesentlich zur
Diagnosefindung der XLRS-Erkrankung bei, denn eine Gemeinsamkeit bei allen
Betroffenen zeigte sich bei den elektrophysiologischen Untersuchungen: es konnte
bei allen Patienten ein negatives ERG aufgezeichnet werden. Wie auch Apushkin et
al. 2005 bestatigte diese Studie, dass charakteristische Fundusbilder mit einer
selektiven oder stark reduzierten b-Welle im ERG eines der deutlichsten
diagnostischen Hinweise fur eine XLRS sind. Die Erniedrigung der b-Welle stellt
einen nutzlichen klinischen Marker bei der Diagnostik einer XLRS dar. Auch Linda et
al. betonen, dass ERG-Tests eine sehr nutzliche Untersuchungmethode zur
Auffindung retinaler Dysfunktionen bei XLRS sein kdnnen, jedoch kann das ERG bei
anderen Krankheiten wie zum Beispiel Retinitis Pigmentosa &hnlich aussehen®.
Trotzdem gibt es XLRS-Falle, bei denen die b- Welle des ERG's nicht reduziert ist,
wie eine Untersuchung von Shinoda K.et al. % zeigte.

Der klinische Befund von 349.01 war fur eine XLRS vorerst eher unwahrscheinlich,
da er schon im Alter von 5 Jahren einen sehr niedrigen Visus hatte und seit Geburt
an einem starken Nystagmus litt. Aufgrund des negativen ERG's und der
Familienanamnese (Onkel der Mutter hatte XLRS) wurde eine genetische
Untersuchung auf XLRS veranlasst, welche den Verdacht auf die Krankheit
bestatigte. Patient 501.01 zeigte ganz typische Merkmale einer XLRS und auch der
Stammbaum deutete auf eine X-chromosomale Vererbung hin. Bei 1332.01 bestand
bei verwandtschaftlich bekannter XLRS kein Zweifel an der Diagnose der
Erkrankung. Obwohl die erste Untersuchung keinen Verlust der b-Welle zeigte, lag

klinisch ein eindeutiger Befund vor, der spater molekulargenetisch bestatigt wurde.
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Ebenso deutete bei drei Familien (349.01, 467.01, 496.01) eine positive
Familienanamnese auf eine XLRS hin, bei denen spater ebenso molekulargenetisch

eine Mutation bestatigt wurde.

4.4. Molekulargenetischer Aspekt

Bei zwei Patienten (798.01 und 1097.01) war die identifizierte Mutation als
Polymorphismus zu bewerten und bei 4 Indexfallen konnte trotz eines
phanotypischen Hinweises auf eine XLRS keine Mutation im RS7-Gen gefunden
werden. Dies zeigt, dass die Krankheit nicht nur aufgrund einer Mutation im RS7-Gen
zum Ausbruch kommen kann, sondern ist vielmehr ein Hinweis darauf, dass andere
Ursachen eine vergleichbare Pathologie zeigen kdnnen. Die Indexfalle setzten sich
aus funf Einzelfallen und einem Bruderpaar zusammen. Trotz eines eigentlich
eindeutigen phanotypischen Hinweises auf die Krankheit, muss zur Diagnose immer
auch eine molekulargenetische Untersuchung durchgefuhrt werden.

Unser Screening des XLRS-Gens fihrte nicht zur ldentifizierung mehrerer neuer
Mutationen. Dies konnte daran liegen, dass das Gen eine relativ kleine GroRe hat
und folglich keine groRe Angriffsflache fur mutagene Vorgange darstellt. Zusatzlich
toleriert es auch keinerlei Veranderungen und kann Mutationen somit schlecht
kompensieren. Zudem ist das XLRS-Gen molekulargenetisch bereits gut untersucht
worden und es wurden bisher 180 verschiedene krankheits-assoziierte Mutationen im
RS1-Gen identifiziert (siehe auch Kapitel 1.2.3.). Zuklnftig sind nur wenige neue
Mutationen zu erwarten. Bei unserem Patientengut konnte nur eine noch nicht
beschriebene Mutation gefunden werden und zwar bei Patient 584.01 p: R213fsx24
(c.636delC) im Exon 6. Die Sequenzveranderung fuhrte zu einer Verschiebung des
Leserasters und einem Verlust von 12 C-terminalen Aminosaurepositionen, was

einen volligen Verlust des Genprodukts zur Folge hat.
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4.5. Bewertung der Genotyp- Phanotyp- Korrelation

Die Hypothese, dass eine direkte Genotyp-Phanotyp-Korrelation besteht, musste
ausgeschlossen werden, da bei funf Betroffenen, die die gleiche Mutation trugen
(p.E72K (c.214G>A)) und nicht verwandt waren, ein deutlich unterschiedlicher
Phanotyp auftrat. Die Unterschiede zeigten sich im Visus, der Refraktion und in den
Veranderungen des Fundus. Der eine hatte z.B. eine Schisis der Netzhaut mit
Blutung, Glaskorperverdickung und Exsudation und beim anderen war nur die Papille
blass und pigmentiert ohne eine Schisis zu zeigen. Auch bei der Mutation p.P193L
(c.578C>T) fiel der Phanotyp der Patienten ganz unterschiedlich aus. Ein Betroffener
zeigte eine deutliche Retinoschisis mit Zysten und Glaskorperabhebung und ein
anderer hatte keine Schisis, sondern nur einen leichten Pigmentepitheldefekt. Ein
Dritter mit derselben Mutation hatte keinen Makulawallreflex, die beiden anderen
dagegen schon. Das Patientenalter spielte dabei keine signifikante Rolle. Somit
bestatigte auch diese Studie, ebenso wie Eksandh et al. ', dass der Phanotyp bei
gleicher Mutation bei XLRS eine grol3e Variabilitat sowohl inter- als auch intrafamiliar
zeigt. Es konnte soweit keine eindeutige Genotyp-Phanotyp-Korrelation durchgefihrt

werden.

4.6. Verwandtschaftsfrage bei Patienten mit p.P193L Mutation und gleicher
geographischer Herkunft

Vier Patienten dieser Studie (315.01, 501.01, 1332.01, 1510.01) trugen die gleiche
Mutation (p.P193L (c.578C>T)) und wohnten bzw. stammten aus derselben
Umgebung bei Bogen in Niederbayern. Aufgrund der Stammbaumerhebung war eine
verwandtschaftliche Beziehung nur bei 1332.01 und 1510.01 bekannt. Somit stellte
sich die Frage, ob hier ein Foundereffekt vorliegt. Die eingesetzten Mikrosatelliten-
Marker lagen um den RS7-Locus bis hinaus in das Telomer verteilt. FUr die Marker
DXS1060 und DXS6760 wurden je zwei Allele nachgewiesen, aus denen hervorging,
dass die Patienten 315.01 und 501.01 nicht mit 1332.01 und 1510.01 verwandt sind.
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Daher ist die p.P193L Mutation als Folge eines unabhangigen mutagenen Vorgangs
zu beurteilen. Dieses Phanomen ist bei verschiedenen Genen mit wiederkehrenden
Mutationen bekannt (z.B. hBESTT1).
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5. Zusammenfassung

Die juvenile Retinoschisis ist eine X-chromosomal rezessiv vererbte Augenkrankheit
mit einer sich fruh manifestierenden makularen Dysfunktion, welche klinisch durch
eine Spaltung der Netzhaut hervorgerufen wird. Bezeichnenderweise fur die
Krankheit ist, dass in der Regel nur Manner betroffen sind. Im frGhen Stadium der
Krankheit besteht die Makula typischerweise aus kleinen radial in der Perifovea
angeordneten Mikrozysten bzw. Falten. Die zystischen Strukturen konnen sehr grof3
werden, die innere Lamina der Retina I0st sich ab (Schisis) und sklerotische
Abhebungen koénnen entstehen, in die es einbluten kann, was in dieser
Untersuchung bei einem Patienten der Fall war. Konduktorinnen kénnen leichte
ERG-Veranderungen zeigen, aber ansonsten unauffallig bleiben, was auch in dieser
Studie bestatigt wurde. Bei den Untersuchungen mit OCT, ERG oder in
Fundusbildern zeigten die Konduktorinnen keinerlei Auffalligkeiten. Deshalb sind flr
die sichere Diagnose eines Konduktorinnenstatus die molekulargenetischen
Untersuchungen wesentlich.

Das Ziel dieser Studie war, die RS7-Genotypen im Patientengut der Abteilung flr
Kinderophthalmologie, Strabismologie und Ophthalmogenetik der Universitat
Regensburg festzustellen und mit den retrospektiv ausgewerteten phanotypischen
Merkmalen der Patienten zu korrelieren. Es wurden 16 Familien und 6
Einzelpatienten (gesamt 43 Individuen) mit dem Verdacht einer XLRS in einem
Zeitraum von ca. 10 Jahren mittels SSCP, Restriktionsverdau und Sequenzierungen
molekulargenetisch untersucht und deren Phanotypen ausgewertet. 22 Patienten
waren mannliche Mutationstrager und 9 obligate Konduktorinnen, die Uber einen
Mutationsnachweis molekulargenetisch identifiziert wurden. Das fur die X-gebundene
juvenile Retinoschisis verantwortliche Gen ist das RS7-Gen mit seinen 6 Exons. RS1
ist ein peripheres Membranprotein und enthalt eine hoch konservierte
Discoidindomane. Nach molekulargenetischer Untersuchung konnten in dieser
Studie die meisten Missense-Mutationen des RS7-Gens in den Exons gefunden
werden, die fur diese Discoidindomane kodieren. Die Mutationen der Untersuchung
wurden in den Exons 4, 5 und 6 verifiziert, davon 63,6% in Exon 6. Bei zwei
Indexfallen wurde ein Polymorphismus diagnostiziert, wobei es sich um eine

isokodierende Mutation im Exon 5 handelte.
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Bei den betroffenen Patienten wurden 11 verschiedene Mutationen durch eine
auffalige SSCP und eine Sequenzierung identifiziert und gegebenenfalls durch
Gegenstrangsequenzierung und Restriktionsschnittstellenanalyse verfiziert. Die
SSCP-Untersuchung zeigte in vorliegender Studie eine Sensitivitat von 75%. Von
den gefundenen Mutationen waren 10 Missense-Mutationen und eine
Deletionsmutation. Diese wurde in dieser Studie erstmalig identifiziert und zwar
p.R213fsX24 (c.636delC) im Exon 6 bei Patient 584.01. Die Sequenzveranderung
fUhrte zu einer Verschiebung des Leserasters und einem Verlust von 12 C-terminalen
Aminosaurepositionen, die den volligen Verlust des Genprodukts nach sich zog. Bei
den 10 anderen Punktmutationen (siehe Tab.: 15 und 16) war der Phanotyp
individuell sehr unterschiedlich. Die Verwandtschaftsfrage aufgrund oOrtlicher
Wohnnahe bestimmter Patienten, die dieselbe Mutation hatten, konnte mit Hilfe von
Mikrosatellitenmarkern widerlegt werden.

Die klinischen und elektrophysiologischen Befunde der Patienten mit XLRS wurden
retrospektiv ausgewertet. Als charakteristische Befunde fanden sich eine Hyperopie
(im Mittel +2,3£3,1dpt), ein reduzierter Visus (im Mittel 0,2410,2), immer
pathologische Veranderungen der Makula und eine reduzierte b- Wellen Amplitude
im ERG. Komplikationen waren Visusminderungen bei 100% der Patienten,
Glaskorperveranderungen mit Tribung in 33,3% der Falle, Glaskorperblutungen in
5% der Patienten und spontane Netzhautablosungen in 72,2% der Augen. Die
Fundusuntersuchungen zeigten bei den Patienten zwar ganz typische Ergebnisse,
jedoch waren die Fundusveranderungen stark unterschiedlich in ihrer Auspragung.
AuRerdem zeigten sich auch intrafamiliar gro3e Variationen im Krankheitsverlauf.
Alle Patienten zeigten eine Visusverschlechterung, welche jedoch nicht in einer
direkten Abhangigkeit zum Alter der Patienten stand. Es konnte gezeigt werden,
dass der Phanotyp bei XLRS eine gro3e Variabilitat sowohl inter- als auch
intrafamiliar mit gleicher Mutation prasentiert und dass keine eindeutige Genotyp-

Phanotyp-Korrelation bewiesen werden kann.
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6. Summary

X-linked juvenile Retinoschisis is a vitreoretinal disease, featuring a macular
dysfunction at an early stage, which is clinically due to a splitting of the retina.
Generally, only males are affected. In the early stages, the macula typically shows
small, peripheral, radial microcysts or folds. The cysts can develop quite large, the
inner retina layer separates and sclerotic detachment may occur, which may result in
vitreous hemorrhage as could be seen in a patient in the current study. Female
carriers can show subtle electroretinographic (ERG) changes, whereas they
otherwise do not show any clinically abnormality. This study showed, that the
examination of female carriers with optical coherence tomography (OCT), ERG and
fundus photographs did not provide any significant abnormality. A reliable diagnosis
of a carrier status requires molecular genetic analysis.

The aim of the study was to define the RS7-genotypes among patients of the
“‘Department of Paediatric Ophthalmology, Strabismology and Ophthalmogenetics at
the Medical Center of the University of Regensburg”, and to correlate them with
retrospectively evaluated phenotypical characteristics of the patients obtained over a
period of 10 years. Molecular genetic examinations have been conducted on 16
families and 6 individuals (in total: 43 individuals) with suspected XLRS via single-
strand conformation polymorphism (SSCP), restriction digest assay, and direct
sequencing of PCR-products. Subsequently, the phenotypes were evaluated. Out of
the sample group, 22 were male mutation carriers and 9 were obligate female
carriers, which had been identified via a molecular genetic verification. The gene
underlying X- linked juvenile Retinoschisis (XLRS1) is the RS7 gene consisting of 6
exons. RS17 is a peripheral membrane protein and contains a highly conserved
discoidin domain that has been implicated in phospholipid binding and cell-cell
interactions on membrane surfaces. After molecular genetic examination, most of the
missense mutations of the RS7 gene could be found in the exons coding for this
discoidin domain in this study. The identified mutations were verified in exons 4, 5
and 6, of which 63,6% occurred in exon 6. In two index cases, a polymorphism was
diagnosed, represented by an isocoding sequence change in exon 5. Among the
patients, 11 different mutations were identified. SSCP showing aberrant banding

pattern followed by a DNA sequence analysis confirmed the presence of these
82



mutations. The SSCP examination showed a sensitivity of 75% in the current study.
Out of the mutations determined, 10 were missense mutations and one was a
deletion mutation. The deletion mutation (c.636delC (p.R213fsX24) in exon 6) is a
novel RS mutation, identified in patient 584.01. This deletion causes a frameshift
during translation and results in a loss of 12 C-terminal amino acid positions, entailing
the complete loss of the gene product. In the case of the 10 other point mutations
(see tables 15 and 16) the phenotype was individual. A possible relation among
patients with identical mutations due to proximity of their places of domicile could be
excluded with the help of microsatellite markers.

The clinical and electrophysical diagnostic findings of the patients with XLRS were
retrospectively analysed. Characteristic findings were hyperopia (on average +2,3
13,1 dpt), a reduced visual acuity (on average 0,24+0,2), pathologic changes in the
macula and a reduced b-wave amplitude of the ERG. In addition to reduced visual
acuity, vitreous veils occurred in 33,3%, vitreous hemorraghes in 5%, and
spontaneous retinal detachment in 72,2% of cases. The fundus examinations
showed typical results for all patients, however with varying expression. Intrafamiliar
heterogeneity occurred in the course of the disease. All patients featured a loss of
visual acuity, but a direct correlation with age could not be drawn in this study. It
could be shown that the phenotype for XLRS featured a large inter- and intrafamilial
variability with identical mutation. No unambiguous genotype- phenotype correlation

could be shown.
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