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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie und Funktion des Auges

Das Auge ist das bevorzugte Sinnesorgan des Menschen [39]. Es registriert mehr als

80% der Sinneseindriicke des Menschen [100].
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Abbildung 1-1: Aufbau des menschlichen Auges und der Netzhaut.

A) zeigt den anatomischen Aufbau des menschlichen Auges. B) skizziert eine schematisierte
Darstellung der Netzhaut. RPE: Retinales Pigmentepithel; POS: Photorezeptoraulensegmente;
ONL: AuRere Kornerschicht; OPL: AuBere Plexiforme Schicht; INL: Innere Kérnerschicht; IPL:
Innere Plexiforme Schicht; GCL: Ganglienzellschicht. (Mit freundlicher Genehmigung von PD Dr.

Markus Preising)

Die auRere Hille des Auges wird von der weilllichen Lederhaut (Sklera) und der
Hornhaut (Cornea) gebildet. Die darunterliegende Aderhaut (Choroidea) ist besonders
reich vaskularisiert und versorgt zum Teil die innerste Schicht des Auges, die Netzhaut
(Retina). In der Netzhaut werden die visuellen Informationen in Nervenimpulse
umgesetzt [27, 39].

Prinzipiell handelt es sich bei der Netzhaut um eine Ausstllpung des Gehirns [123]. Sie
ist mehrschichtig aufgebaut und besitzt etwa 127 Mio. Photorezeptoren fiir die
Lichtwahrnehmung. Innerhalb der Photorezeptoren unterscheidet man zwischen den
Zapfen und Stabchen. Zapfen sind hauptsachlich im Zentrum der Netzhaut, in der
Makula lokalisiert. Sie sind vor allem fiir das Tagsehen und fir die Farbowahrnehmung

verantwortlich. Stabchen sind Uberwiegend in der Peripherie vorzufinden und
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ermdglichen das Dammerungs- und Bewegungssehen. Im Bereich der Fovea, dem
Zentrum der Makula, befindet sich die héchste Dichte an Zapfen und somit der Ort des
scharfsten Sehens [34, 39].

Hinsichtlich des Aufbaus der Netzhaut werden die inneren Schichten als
neurosensorische Netzhaut und die dul3erste Schicht als retinales Pigmentepithel (RPE)
bezeichnet [39]. Zwischen der Choroidea und der RPE-Schicht befindet sich die
Bruchsche Membran, die eine wichtige Funktion in der GefaRversorgung und der
Regulation des Molekulflusses besitzt [10]. Nach innen angrenzend folgen an das RPE
die AuRen- und Innensegmente der Photorezeptoren (POS, PIS). Hier entsteht nach
einem Lichtreiz ein Nervenimpuls zu Beginn der Sehwahrnehmung. Die sich an die
AuRen- und Innensegmente der Photorezeptoren anschlielende Schicht wird
Membrana limitans externa genannt. Sie besteht aus den Fortsadtzen der Muller-
Gliazellen. Die Fortsatze trennen die Zellkdper der Photorezeptoren von ihren
Innensegmenten. An die Membrana limitans externa schlie3t sich die &ulere
Kornerschicht (ONL) mit den Zellkernen der Photorezeptoren und daran die aulRere
plexiforme Schicht (OPL) mit den Synapsen der Photorezeptoren auf die Bipolarzellen
an. Hier werden die Nervenimpulse der Photorezeptoren an die Bipolarzellen
Ubergeben, deren Zellkerne zusammen mit den Amakrinen Zellen und Horizontalzellen
in der inneren Kornerschicht (INL) liegen. An den Bipolarzellen erfolgt bereits eine
Vorauswertung der Nervenimpulse. Das verschaltete Signal der Bipolarzellen wird nun
an die Dendriten der Ganglienzelle in der inneren plexiformen Schicht (IPL)
weitergegeben [39, 100]. Die Amakrinen Zellen modulieren die Verschaltung zwischen
den Bipolar- und Ganglienzellen. Hierfur stehen die Amakrinen Zellen einerseits mit den
Axonen der Bipolarzellen, andererseits mit den Dendriten der Ganglienzellen in Kontakt
[11]. Es existieren zahlreiche Subtypen von Amakrinen Zellen, von denen die Mehrheit
kein definiertes Axon besitzen. Sie kommunizieren ihre ein- und ausgehende Signale
Uber ausgepragte Dendritenbdume [74]. Funktionell wird den Amakrinen Zellen ein
hemmender Effekt der visuellen Verschaltung zugesprochen [7, 75, 23]. Die Zellleiber
der Ganglienzellen befinden sich in der Ganglienzellschicht (GCL). Ihre Axone verlaufen
unterhalb der Netzhautoberflache als Nervenfaserschicht (NFL) und bilden den zweiten
Hirnnerv (N. opticus). Die Ganglienzellen stellen gleichzeitig das erste Neuron der
Sehbahn dar. Zuletzt grenzt noch die Membrana limitans interna an, die wiederum
mithilfe der Fortsatze der Miuller-Gliazellen die Nervenfaserschicht von der
Netzhautoberflache abgrenzt [39, 100].
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1.2 Grundlagen der Erbinformation

1.2.1 Das Genom

Unter dem Begriff Genom wird die Gesamtheit der genetischen Informationen eines
Virus, einer Bakterienzelle oder einer eukaryotischen Zelle zusammengefasst. Hierbei
unterscheidet sich das Genom einer menschlichen, eukaryotischen Zelle bezuglich
seiner Grofle deutlich von einer bakteriellen, prokaryotischen Zelle [38].

Das im Zytoplasma befindliche Genom einer prokaryotischen Zelle besteht aus einem
ringférmigen und meist doppelstrangigen DNA-Molekul [30]. Daruber hinaus existieren
bei einigen Bakterien unabhangige DNA-Fragmente, die als Plasmide bezeichnet
werden. Diese Plasmide sind Ubertragbar und kdnnen Gene exprimieren, die der
bakteriellen Zelle zusatzliche Eigenschaften verschaffen [33].

Im Gegensatz dazu ist das Erbgut einer eukaryotischen Zelle innerhalb eines Zellkerns
lokalisiert und in Form einer strangférmigen DNA-Doppelhelix gespeichert. Wahrend des
Replikationsvorgangs kondensiert die menschliche DNA auf insgesamt 46
Chromosomen [94]. Bei diesem Vorgang sind zahlreiche Hilfsproteinen wie Histone
beteiligt [93].

Strukturell betrachtet, besteht die DNA aus zwei komplementaren Einzelstrangen, deren
Bausteine die vier Basen Adenin, Thymin, Cytosin und Guanin sind. |hre variable
Basenabfolge innerhalb eines DNA-Stranges enthalt das genetische Erbgut und somit
samtliche Informationen zur Herstellung aller Genprodukte [94]. Zum Zweck der
Herstellung der Genprodukte werden bestimmte Bereiche der DNA in Form einer

Transkription abgeschrieben, welche im anschliefenden Abschnitt erlautert wird [2].

1.2.2 Transkription

Das Ziel der Transkription ist die Herstellung der mRNA, die die genetische Information
der DNA fUr den zytoplasmatisch gelegenen Proteinsyntheseapparat zuganglich macht.
RNA unterscheidet sich hierbei in drei wichtigen Gesichtspunkten von der DNA: Erstens
enthalt sie Ribose anstelle von Desoxyribose, zweitens ist sie einzelstrangig und drittens
wird Uracil statt Thymin in ihrer Basensequenz verwendet [2].

Im Zellkern von Eukaryoten sind drei verschiedene RNA-Polymerasen bekannt, von
denen die RNA-Polymerase-Il die RNA-Kopie herstellt. Innerhalb eines Gens befindet

sich etwa 30 Nukleotide vor dem kodierenden Abschnitt (Transkriptionsstart) eine
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spezifische DNA-Sequenz, der Promotor [66]. An diese Promotor-Sequenz binden
regulatorische Proteine, Transkriptionsfaktoren, welche die Transkription aktivieren
(Gene-enhancing) oder reprimieren (Gene-silencing) konnen. Erst mithilfe von
Transkriptionsfaktoren kann die RNA-Polymerase-Il an die Promotorsequenz binden
und eine komplementdre RNA in 5-3° Richtung synthetisieren [38]. Aufgrund ihrer
Struktur kdnnen Transkriptionsfaktoren in verschiedene Gruppen klassifiziert werden.
Hierzu zahlen die Helix-Turn-Helix-Proteine, die Zinkfinger-Proteine, die
Homdodomanen-Proteine, die Leucin-Zipper-Proteine sowie die Helix-Loop-Helix-
Proteine [76, 136].

Daruber hinaus existieren weitere regulatorische Elemente, die den Promotor bezuglich
seiner Aktivitat beeinflussen kdnnen [124]. Regulatorische Elemente werden als
Promotor-Kontroll-Regionen (PKR) bezeichnet, die zwischen 200 - 1500 bp umfassen
und bis zu 1000 kb vor oder hinter einem Gen lokalisiert sind [104]. Je nachdem, ob sie
den Promotor in seiner Aktivitat verstarken oder abschwachen, werden die PKR als
Enhancer bzw. Silencer bezeichnet [65]. In Abhangigkeit von der Komplexitat eines
Gens, kdnnen mehrere PKR Einfluss auf denselben Promotor nehmen [104]. Zusatzlich
gibt es PKR, die in der Lage sind mehrere Gene gleichzeitig zu regulieren [124].

Kontroll-Regionen und Promotoren kommunizieren miteinander Uber chromosomale
Loops [124]. Diese groRen Schlaufen entstehen durch Wechselwirkungen von
Bindungsproteinen, die eine Konformationsanderung der DNA erzeugen. Erst durch die
raumliche Annaherung zwischen Transkriptionsfaktor und dem zugehdrigen Promotor,
kann deren modulierender Effekt in Kraft treten [38]. Dabei gilt, je grof3er die Distanz
zwischen der Kontrollsequenz und dem Promotor, desto komplexer ist der Organismus

insgesamt in seinem Aufbau [124].

Nach der Transkription wird die RNA-Kopie als hnRNA (heteronukleare RNA)
bezeichnet. Dieser RNA-Einzelstrang wird noch innerhalb des Zellkerns umfangreich
modifiziert, um letztendlich als fertige mMRNA (messenger RNA) in das Zytoplasma
eingeschleust zu werden.

Zum Schutz der RNA-Enden werden am 5°-Ende eine Kappenstruktur aus 7-Methyl-
Guanosin und am 3‘-Ende ein Poly-AMP-Schwanz angehangt [105]. Nicht kodierende
Abschnitte (Introns) der hnRNA, die nicht relevant fur die spatere Proteinsynthese sind,
werden in einem SpleiRvorgang (Splicing) herausgeschnitten. Hierfur wird ein
SpleiBosom ausgebildet, welches sich aus snRNPs, snRNA und Proteinen
zusammensetzt. Unter Ausbildung einer Intron-Lasso-Struktur mithilfe zweier

Umesterungsreaktionen und einer 2‘-5-Phosphodiesterbriicke, kdnnen die Introns aus

4
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der hnRNA entfernt werden [94]. Die verbliebenen Abschnitte (Exons) werden wieder
zusammengeflgt und stellen die fertige mMRNA dar. Bei dem alternativen Splicing
werden zusatzlich zu den Introns auch Exons oder nur Teile der Introns
herausgeschnitten, sodass aus einem einzigen Gen auch verschiedene Proteine

gebildet werden kdnnen [128].

1.2.3 Translation

Die spezifische Nukleotidsequenz der mRNA wird wahrend der Translation fir die
Proteinbiosynthese verwendet und in eine Abfolge unterschiedlicher Aminosauren
Ubersetzt [130]. Fur die Initiation tragt die mRNA am 5-Ende eine 7-Methyl-Guanosin-
Kopfgruppe als Erkennungssignal fir die kleine ribosomale Untereinheit. Diese wandert
ausgehend vom 5°-Ende bis zum ersten Codon, dem Startcodon der mRNA, welches
sich aus dem Basentriplett AUG (Adenin, Uracyl, Guanin) zusammensetzt [5]. Mit dem
Startcodon wird das Leseraster der Translation festgelegt und die Aminosaurekette
initiiert. Jeweils drei Nukleotide bilden ein Basentriplett (Codon), das Uber das
komplementare Anticodon der tRNA fiir eine spezifische Aminosaure kodiert. Terminiert
wird die Elongation der Aminosaurekette durch eines der drei Stoppcodons UAG, UAA
oder UGA [130].

Man spricht davon, dass der Code degeneriert ist. Das bedeutet, dass verschiedene
Basentripletts flr die gleiche Aminosaure kodieren, die sich meistens nur in der dritten
Base (Wobble-Base) unterscheiden. Nach der Wobble-Hypothese ist die
Komplementaritat der dritten Base eines Tripletts nicht zwingend erforderlich fur die

Komplexbildung des Codons mit seinem Anticodon [38].

1.2.4 Sequenzvariationen

Sequenzvariationen sind Veranderungen des genetischen Materials (DNA) und kdnnen
in verschiedene Mutationsklassen unterteilt werden. Punktmutationen sind Folge einer
Substitution, Deletion oder Insertion einzelner Basenpositionen und kénnen zu
Funktionsveranderungen oder -verlusten eines Gens fihren [40]. Strukturelle
Anomalien betreffen dabei einen langeren DNA-Abschnitt und kdnnen mit einer Deletion
oder Insertion (z.B. Duplikation) ganzer Genabschnitte einhergehen [105]. Duplikationen

werden auch als Copy-Number-Variation (CNV) bezeichnet [120].
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Besteht eine Sequenzvariation innerhalb eines proteinkodierenden Abschnitts, so kann
eine Verschiebung des Leserasters (Frameshift-Mutation), ein Abbruch der
Transkription durch ein Stoppcodon (Nonsense-Mutation) oder eine Veranderung der
Proteinsequenz (Missense-Mutation) auftreten [105]. Liegen Sequenzvariationen in den
regulatorischen Bereichen eines Gens, also in den Promotor- oder Promotor-Kontroll-
Regionen, kann die Steuerung der Genexpression beeinflusst werden [111, 38].

Nicht jede Missense-Mutation fuhrt zwingend zu einer gestorten Proteinbiosynthese. Wie
bei der Translation erwahnt, kann eine Aminosaure durch mehrere Tripletts codiert
werden. Ein SNP im Bereich der Wobble-Base eines Tripletts flhrt zu keiner
Veranderung des Aminosaureeinbaus und wird als stille Mutation bezeichnet [38].
Sequenzvariationen tragen so zur genetischen Variabilitat bei. Sie kbnnen aber auch zu
erheblichen Erbkrankheiten flihren [94].

1.3 Uberblick makulirer Erkrankungen

In der Ophthalmologie liegt eine Vielzahl an Erkrankungen vor, deren Ausloser
pathologische Prozesse der makularen Region sind. Eine Unterscheidung der
verschiedenen Erkrankungen erfolgt anhand ihrer phanotypischen Erscheinungsform
bzw. aufgrund ihrer genotypischen Ursache. In dem nachfolgenden Abschnitt werden
zunachst makulare, differentialdiagnostische Erkrankungen kurz vorgestellt, die einen
ahnlichen Phanotyp zu der in dieser Arbeit untersuchten North-Carolina-Macular-
Dystrophy (NCMD) besitzen.

Makulaerkrankungen, wie die Zapfen-Stabchen-Dystrophie (CRD), sind oftmals
hereditdren Ursprungs [78]. Jene CRD gehoért zur Gruppe der hereditaren
Netzhauterkrankungen, die den Verlust der Photorezeptorschicht und des retinalen
Pigmentepithels (RPE) umfasst [46]. Es kommt primar zu einer Schadigung der Zapfen
und erst sekundar zu einem Untergang der Stabchen [47]. Da die Zapfen bevorzugt in
der Makula, dem Ort des Sehzentrums, vorzufinden sind, fuhrt eine CRD zu einer
Verschlechterung der Sehscharfe (Visus) [91]. Funktionell ist daher bei einer CRD die
Farbwahrnehmung gestért und zusatzlich das Gesichtsfeld eingeschrankt [57]. Die
Symptome, die im Verlauf eine Progression aufweisen, treten bereits innerhalb der
ersten Lebensdekade auf [85]. In der Literatur werden ABCA4, CRX, GUCY2D und
RPGR als haufige ursachliche Gene der CRD beschrieben [27].
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Die autosomal-dominant vererbte Central-Areolar-Choroidal-Dystrophy (CACD) fihrt
nicht nur zu einer Atrophie des retinalen Pigmentepithels (RPE), sondern schadigt auch
die darunterliegende Choroidea [84]. Typischerweise manifestieren sich
Pigmentveranderungen zunachst parafoveal und entwickeln sich erst spater in das
Zentrum der Makula hinein [109]. Aufnahmen des Augenhintergrunds zeigen, dass
choroidale GefalRe gelb-weilllich durch den fovealen Defekt hindurch schimmern,
wahrend die periphere Netzhaut davon unbetroffen scheint [57]. Zudem werden zentrale
Gesichtsfeldausfalle (Skotome) und abnormale Farbwahrnehmungen beobachtet [63,
60]. Betroffene Patienten werden zwischen der dritten und vierten Lebensdekade
symptomatisch und entwickeln sich im weiteren Verlauf fort [97]. Als verantwortliches
Gen wurde das PRPH?2 nachgewiesen [33].

Mit zunehmenden Alter, vorwiegend ab der sechsten Lebensdekade, kdnnen Patienten
eine altersbedingte-Makuladegeneration (AMD) entwickeln, die zu einem progredienten
Verlust der Sehscharfe fihrt [77, 69]. Diese Erkrankung wird in eine trockene und feuchte
Form unterteilt [15]. Jene trockene Form beginnt mit der Ablagerung (Drusen) von
Stoffwechselendprodukten unterhalb des RPE in der Fovea [12]. Im weiteren Verlauf

wird die Durchblutung der Choroidea gestort und das RPE beginnt zu degenerieren [9].

In den nachsten Kapiteln wird, basierend auf der vorliegenden Literatur, die in dieser
Arbeit untersuchte North-Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD) zunachst phanotypisch

und anschlie3end genotypisch vorgestellt.

1.4 North-Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD)
1.4.1 Phanotyp

Es handelt sich bei der North-Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD) um eine seltene und
autosomal-dominant vererbte Erkrankung der Makula, der zentralen Struktur der
Netzhaut [22]. Erstmalig wurde die NCMD im Jahre 1971 bei einer Familie im
nordamerikanischen Bundesstaat North-Carolina phanotypisch beschrieben. In dieser
Studie wurden insgesamt 70 Familienmitglieder untersucht, von denen 25 eine gut
abzugrenzende Makuladegeneration in beiden Augen zeigten. Morphologisch wurden
innerhalb einer Familie verschiedene Auspragungen von makularen Lasionen
festgestellt, die sich bereits im friihen Alter manifestierten. In weniger stark ausgepragten

Fallen zeigte sich eine Pigmentierung innerhalb der Makula, wohingegen sich in
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schwerwiegenderen Fallen eine Vernarbung abzeichnete. Als Besonderheit fiel in dieser
Studie auf, dass die Patienten normwertige Visuswerte vorwiesen, obwohl die Makula
Degenerationen zeigte [68]. Basierend auf den vorgenannten Veroffentlichungen wurde
im Jahre 1974 dieselbe Familie weiter untersucht und die Erkrankung zunachst als
»-<dominant-progressive-foveale-Dystrophie“ bezeichnet [32]. In dieser Studie wurde die
NCMD erstmalig in drei Grade klassifiziert. Der erste Grad beinhaltet einzelne, fein-
zerstreute Drusen und Pigmentierungen, begrenzt in der fovealen Region. Im zweiten
Grad sind die Drusen nicht einzeln vorzufinden, sondern flieRen bzw. konfluieren im
Bereich der Makula. Der dritte Grad ist gekennzeichnet durch choroidale Atrophien,
makulare Vernarbungen und retinale Drusen, die nun auch bis in die Peripherie
ausstrahlen [32, 106, 110, 115]. Im Jahre 1984 erschien eine Studie, die Familien mit
einer NCMD nicht nur morphologisch, sondern auch funktionell ndher untersuchte.
Sowohl die Elektrophysiologie, als auch die Farbwahrnehmung und Dunkeladaptation
wurden bei Patienten mit einer NCMD als normwertig eingestuft [51]. Mehrere
Veroffentlichungen bestatigen, dass die retinalen Funktionen trotz der makularen
Degenerationen nur in schweren Fallen reduziert sind [51, 4, 61, 79, 62, 98]. In einer
detaillierten Studie im Jahre 1991 wurden die Familienmitglieder mit einer NCMD aus
vorherigen Berichten Uber einen Zeitraum von zehn Jahren begleitet und phanotypisch
ausgewertet. Als Ergebnis dieser Studie konnte im Unterschied zu Annahmen vorheriger
Untersuchungen keine Progression der NCMD festgestellt werden [115]. Unterstitzend
belegen neuere Studien aus dem Jahre 2016 und 2017, dass sich die seltene NCMD

bereits zum Zeitpunkt der Geburt manifestiert und nicht-progressiv verlauft [7, 13].

1.4.2 Genetische Ursachen der NCMD

Bei der NCMD handelt es sich um eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung, die
eine vollstandige Penetranz aufweist [22, 61]. Erstmalig wurde 1992 von einer Kopplung
der NCMD mit einem Locus auf dem Chromosombereich 6913-q16 (MCDR1) berichtet
[113, 114]. In diesem Bereich befindet sich das PRDM13-Gen inklusive seiner Promotor-
Kontroll-Region (PKR), fur welche spater Sequenzvariationen als mogliche Ursache
einer NCMD beschrieben wurden [7]. Im Jahre 2003 wurde von einer weiteren Kopplung
der NCMD berichtet, welche sich auf einem Locus im Chromosombereich 5913-q15
(MCDR3) befindet [79]. Dieser Chromosomenabschnitt enthalt das /IRX71-Gen [22].

Im Jahre 2016 wurde erstmalig eine detaillierte Genomanalyse im MCDR1-Locus und
im MCDR3-Locus bei Patientenfamilien mit einer NCMD durchgefiihrt. In dieser Studie
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wurden im MCDR1-Locus drei verschiedene Sequenzvarianten (Substitutionen) in der
Promotor-Kontroll-Region des PRDM13-Gens (V1-V3) detektiert. Am haufigsten trat die
Sequenzvariante V1 (g.6:100040906 G>T) auf, die bei sechs Familien aus dem
nordamerikanischen Bundesstaat North-Carolina nachgewiesen wurde. Drei weitere
Familien wiesen die Sequenzvariante V2 (g.6:100040987 G>C) auf. Dabei sind die
Herkunftsorte von zwei Familien der V2 nicht bekannt, die dritte Familie stammt aus
Frankreich. Die Sequenzvariante V3 (g.6:100041040 C>T) wurde in einer weiteren
Familie entdeckt, Uber deren Herkunftsort keine Angabe gemacht wurde [111].

Es wurde zudem eine Sequenzvariation V4 im Sinne einer CNV (g.6:100020205-
100143306) inklusive des gesamten PRDM13-Gens und seiner PKR festgestellt. Die
Patienten stammen aus einer Familie aus dem mittelamerikanischen Belize [111].
Analog zum PRDM13-Gen wurde in derselben Studie eine weitere CNV V5
(9.5:3587901-4486027) entdeckt, welche sich im MCDR3-Locus befindet und das IRX1-
Gen enthalt. Diese Patientenfamilie stammte aus Danemark. Sequenzvarianten in Form

von einzelnen Substitutionen sind im MCDR3-Locus nicht beschrieben worden [22, 111].

In einer zweiten Studie im Jahre 2016 wurde in einer amerikanischen Patientenfamilie
mit einer NCMD eine neuartige CNV V6 (g.6:99996220-100065140) im MCDR1-Locus
vorgefunden. Im Unterschied zu der CNV V4 enthalt diese Sequenzvariante nicht nur
das PRDM13-Gen, sondern dazu noch grof3e Anteile des vorgeschalteten CCNC-Gens
[13].

Basierend auf den vorherigen Publikationen wurde im Juni 2017 berichtet, dass die
Sequenzvariante V1 in sieben und die Sequenzvariante V2 in flinf weiteren

Patientenfamilien detektiert werden konnten [112].

Im August 2017 erschien eine Studie, in der bei zwei franzdsischen Patientenfamilien
mit einer NCMD eine neue CNV V7 (g.6:99984309-100082698) im MCDR71-Locus
festgestellt wurde. Im Unterschied zu den CNV V4 und V6 liegt sowohl das gesamte
PRDM13-Gen als auch das gesamte CCNC-Gen dupliziert vor [72].



Einleitung

Tabelle 1-1: Uberblick Sequenzvarianten in MCDR1 und MCDR3 [111, 72, 13, 112]

Variante | Familien | Herkunft ghrc_>r_nosomale Sec!uenz- Refe-
osition variante renzen
9.6:100040906 _

V1 13x Nordamerika gtil_)rs [11 1121]
(PKR- PRDM13)
9.6:100040987 _

V2 8x Frankreich ?;Libcs [11 11 21]’
(PKR- PRDM13)
9.6:100041040 _

V3 1x KA (S:;”%S“ [111]
(PKR- PRDM13)
9.6:100020205-

V4 1x Mittelamerika | 100143306 CNV [111]
(PRDM13)
9.5:3587901-4486027

V5 1x Danemark CNV [111]
(IRX)
9.6:99996220-

V6 1x Nordamerika | 100065140 CNV [13]
(PRDM13/CCNVarteis)
9.6:99984300-

V7 2x Frankreich | 100082698 CNV [72]
(PRDM13 / CCNV)

Legende:

kA = keine Angabe, Subs. = Substitution,

Kontroll-Region

CNV = Copy-Number-Variation, PKR = Promotor-
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1.4.2.1 PRDM13-Gen

Das PRDM13-Gen ist auf dem Chromosom 6 im Genlocus MCDR1 lokalisiert. Sein
Genprodukt PRDM13 gehdrt zur Familie der Zinkfingerproteine [37, 81]. Es handelt sich
bei PRDM13 folglich um einen Transkriptionsfaktor. Zinkfingerproteine zeichnen sich
durch eine Zinkfingerdomane aus, welche Zinkionen koordinativ an den
Transkriptionsfaktor binden [95]. Durch den Einbau der Zinkionen entsteht eine
schleifenférmige Struktur, wodurch das Protein spezifisch mit der DNA interagieren und

die Transkription eines Gens modulieren kann [31].

PRDM13 tragt maRgeblich zur Kontrolle und Regulation von diversen Genen wahrend
der embryonalen Entwicklung bei [131, 18]. So reguliet PRDM13 im Bereich des
somatosensiblen Ruckenmarks, des Kleinhirns und auch der Netzhaut die Balance
zwischen inhibitorisch und exzitatorisch wirksamen Neuronen. Durch den Einfluss von
PRDM13 wird die Zelldifferenzierung von glutamatergen, exzitatorischen Neuronen
gehemmt, wahrend die GABAnergen, inhibitorischen Neurone in ihrer
Zelldifferenzierung geférdert werden [48]. PRDM13 ist das einzige Gen im MCDR1
Locus, welches in der neuronalen Netzhaut exprimiert wird [111, 131]. Wahrend sich
pluripotente Stammzellen zu retinalen Nervenzellen differenzieren, wird das Transkript
von PRDM13 Ublicherweise herunterreguliert [13]. Es wird daher von einer negativen
Assoziation mit der retinalen Entwicklung berichtet [111, 131]. Mehrere Studien belegen,
dass PRDM13 in retinalen Vorlauferzellen und auch in sich entwickelnden und
ausgereiften Amakrinen Zellen der Netzhaut exprimiert wird [7, 37, 129]. Unter den
ausgereiften Amakrinen Zellen wird PRDM13 in spezifischen Subtypen vorgefunden. Es

handelt sich dabei vorwiegend um glycerinerge Amakrinen Zellen [7, 37].

1.4.2.2 IRX1-Gen

Das IRX1-Gen befindet sich auf Chromosom 5 im Genlocus MCDR3 und gehort zur
Familie der Iroquois-Gene. Diese Gene kodieren fir Transkriptionsfaktoren mit
Homeodomanen [21]. Die Homeodomane ermdglicht den Transkriptionsfaktoren die
Bindung an die DNA und die Organisation verschiedenster Gewebesystemen wahrend
der embryonalen Entwicklung. So nimmt das IRX1-Protein Einfluss auf die Zellapoptose
des interdigitalen Gewebes und auf Wachstumsfaktoren wie FGF und TGFp [25].
Andererseits scheint die /RX-Familie bei der Regulation der Genexpression in der

Retinogenese und Entwicklung der Makula eine besondere Rolle einzunehmen [47].
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Studien zeigten, dass /RX7 wahrend der Retinogenese von retinalen Ganglienzellen
exprimiert wird und zur Hochregulation von Sonic Hedgehog Proteinen fuihren [20, 21].
Hedgehog Proteine bilden wichtige Signaltransduktionswege wahrend der embryonalen
Entwicklung [14].

Abseits der Embryogenese gilt das IRX1 als Tumorsuppressorfaktor bei

Magenkarzinomen und wird mit Rheuma in Zusammenhang gebracht [58, 44].

1.5 Zielsetzung

Zunachst konnte die Diagnose einer North-Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD) nur
klinisch anhand des Phanotyps gesichert werden. In der Literatur wurden inzwischen
sieben verschiedene Sequenzvariationen im PRDM13- und IRX71-Gen mit dem
Phanotyp einer NCMD korreliert [111, 72, 13, 112].

In dieser Arbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden:

e Sind die in der Literatur genannten Sequenzvariationen auch bei Patienten der
Klinik und Poliklinik fir Augenheilkunde der Justus-Liebig-Universitat in GielRen
mit NCMD-artigem Phanotyp vorzufinden?

o Kodnnen dariber hinaus weitere ursachliche Sequenzvariationen nachgewiesen
werden?

e Wie wirken sich die genetischen Veranderungen auf die Funktion des
Genproduktes aus?

o Was charakterisiert die Patienten mit Nachweis einer PRDM13-Sequenzvariaton

phanotypisch?

Fir die Phanotypisierung der Patienten wurden die klinischen Daten retrospektiv erfasst
und ausgewertet. Da die NCMD als eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung
beschrieben wurde, schloss sich bei Nachweis einer Sequenzvariation im
Indexpatienten soweit verfugbar eine Segregationskontrolle mit Verwandten an. Fur die
Untersuchung der Funktion der Sequenzvariationen wurde ein Luciferase-
Reporterassay etabliert. Die genotypischen und phanotypischen Daten wurden im

Anschluss miteinander abgeglichen.
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2 Material und Methoden
2.1 Das Patientenkollektiv

Fir diese Studie wurden aus der Probandendatenbank des Labors fur Molekulare
Ophthalmologie der Klinik und Poliklinik far Augenheilkunde der Justus-Liebig-
Universitdt GieRen geeignete Kandidaten ausgewahlt. Zur Eingrenzung des
Patientenkollektivs wurde ein  Vorscreening mit den Eingangsdiagnosen
Zapfendystrophie (COD), Zapfen-Stabchen-Dystrophie (CRD), Central-Areolar-
Choroidal-Dystrophy (CACD), Makuladegeneration (MD) und North Carolina Macular
Dystrophy (NCMD) durchgefuhrt.

Die Patienten wurden zuvor gemaf} der Deklaration von Helsinki im Vorfeld aufgeklart
und deren Einverstandnis eingeholt. Des Weiteren wurde die Studie von der
Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat Gielden
befurwortet (Ethikantrag 149/07).

In der Vorauswahl wurden 241 Patienten aufgrund der klinischen Diagnose ausgewahlt
und miteinander verglichen. Zu den Kriterien zahlten zunachst das Vorhandensein einer
makularen Narbe mit fovealen Drusen-ahnlichen Einlagerungen. Es wurde speziell auf

Pigmentveranderungen oder Atrophien des retinalen Pigmentepithels Wert gelegt.
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2.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.2.1 Materialnachweis

Tabelle 2-1: Chemikalien

Material und Methoden

Material

Artikelnummer

Hersteller

Purification-Kit

dATP (100 mmol) N0440S New England BioLabs, Frankfurt

dCTP (100 mmol) N0441S New England BioLabs, Frankfurt

dGTP (100 mmol) N0442S New England BioLabs, Frankfurt

dTTP (100 mmol) N0443S New England BioLabs, Frankfurt

MgCl, A351H Promega GmbH, Mannheim

DMSO F-515 Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold

Gel-Ladepuffer RO611 Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold

Agarose LE M3044.0500 Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm

TRIS-Puffer ug85.2 Carl Roth GmbH &Co KG, Karlsruhe

Borsaure 1.001.655.000 Merck Schuchardt OHG,
Hohenbrunn

EDTA-Naz*2 H20 p.a. 8043.2 Carl Roth GmbH &Co KG, Karlsruhe

Gel-Red M3199.1010 Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm

SERVA DNA Stain Clear G [ 39804.01 SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

GeneRuler 100 bp DNA SM0321 MBI Fermentas, St. Leon Rot

Ladder

GeneRule 1kb DNA Ladder | SM0311 MBI Fermentas, St. Leon Rot

Nucleospin Gel PCR Clean | 740.609.250 Macherey-Nagel, Diren

up:

Miniprep-Plasmid-DNA- 740588.10 Macherey Nagel, Duren

ZymoPURE Il Plasmid
Midiprep

D4200 & D4201

Zymo Research Europe GmbH,

Freiburg im Breisgau
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Luria Broth (LB) 12795-027 Invitrogen, Darmstadt

Select Agar 30391-023 Invitrogen, Darmstadt

Ampicillin K029.1 Carl Roth GmbH &Co KG, Karlsruhe
Soc Medium 15544-034 Invitrogen, Darmstadt

Salt Solution 1.2 M NaCl 1839768 Invitrogen, Darmstadt

0,06M MgCI2

Ethanol (absolut) 8006 J.T.Baker, Schwerte

Accutase AC-EZ-0001 Anprotec, Bruckberg

2.2.2 Stammlésungen

Tabelle 2-2: Stammlésungen

Ansatz Art Menge
100 mM dATP 12,5 pl
100 mM dCTP 12,5 pl
0,125 mM dNTP-L&sung 100 mM dGTP 12,5 pl
100 mM dTTP 12,5 pl
ddH20 950 pl
1M Tris 121,1 g/l
10x TBE-Puffer 0,83M Borsaure 51,36 g/l
10mM EDTA 2H,0 + 2 Na 3,72 g/l
Hefeextrakt 54l
Trypton 10 g/l
NaCl 10 g/l
LB-Medium
Ampicillin 100 pg/mi
ddH20 ad 1000 ml
ggf. Agar fur Plattenkulturen |15 g/l
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DMEM+++

DMEM 500 ml
10% FCS 50 ml
2 mM Glutamin 5ml
10.000 U/ml Penicillin 5ml

2.2.3 Vektoren und Plasmide

Tabelle 2-3: Vektoren und Plasmide

Vektoren/Plasmide

Artikelnummer

Hersteller, Ort

pCR®2.1-TOPO®

K4560-01

Invitrogen, Karlsruhe

pGL4.10[luc2] Luciferase

E6651

Promega GmbH, Mannheim
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2.2.31 pCR®2.1-TOPO®-Vektor

Der pCR®2.1-TOPO®-Vektor bestent aus 3932 Basenpaaren und enthalt
Resistenzgene zur Selektion gegentber Ampicillin, Neomycin und Kanamycin. Innerhalb
des Vektors sind Erkennungsstellen fur diverse Restriktionsenzyme vorhanden. Dieses
ermoglicht unter anderem die gezielte Insertion eines gewlnschten Inserts. Um den
Erfolg einer Insertion mithilfe einer Sequenzierung zu prifen, besitzt der Vektor
Bindestellen fur die Sequenzierprimer wie M13 Forward und M13 Reverse. Eine
Unterscheidung von Klonen mit Insert gegenuber Klonen ohne Insert kann zudem Uber

LacZ und der B-Galactosidase-Reaktion erfolgen.

"lac_promoter"
1015 - M13 rev
/ TA-Cloning site
016 - M13 for
& >
% \\

HEHE
S RE E

m
Q
o
2

"pBR322_origin" S Pstl

[EcorV]

“lacZ_a"

Xbal

"“f1_origin"

pCR2.1(R)-TOPO-TA
3.931bp
P"NEOKAN_promoter"
Bglll
"Ampicillin*

"NeoR/KanR"

Abbildung 2-1: pCR2.1®-TOPO®-TA Klonierungsvektor

TA-Cloning-site: Klonierungsstelle fiir das Insert; Schnittstellen fir Restriktionsenzyme: BamHI,
EcoRI, Pstl, EcoRV, Xhol, Xbal; M13 (for, rev): Sequenzierprimerbindungsstellen; lacZ_a: -
Galactosidase Gen, lac_promotor: Promoter fir lacZ_a; Ampicillin, NeoR/KanR:
Antibiotikaresistenzgene; NEOKAN_promotor: Promotor fir NeoR/KanR; pBR322_origin:

Replikationsursprung
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2.2.3.2 pGL4.10[luc2] Reportervektor

Der Reportervektor pGL4.10[luc2] setzt sich aus 4242 Basenpaaren zusammen und
wurde entwickelt, um die Aktivitdt eines Promotors zu quantifizieren. Uber multiple
Klonierungsstellen kann eine Promotorsequenz der Wahl eingebracht werden. In
Abhangigkeit von der Aktivitat des inserierten Promotors emittiert die Luciferase eine

Biolumineszenz, die in einem photonensensiblen Detektor gemessen werden kann.

3975 - RVPrimer3f D Xhol

ampR
3500
luciferase luc2
pGL4.10 [luc2] AY738222
4.242bp
Pstl.
— 3000
2500
/
2000 Xbal
- BamHI
ColE1-derived / % Sall
4 3974 - RVPrimer4r

Abbildung 2-2: pGL4.10 [luc2] Reportervektor

Restriktionsschnittstellen: Xhol, EcoRV, Bglll, Hindlll, Xbal, BamHI, Sall, Pstl; ampR:
Antibiotikaresistenzgen fir Ampicillin; 3975-RVpRimer3f, 3974-RVPrimer4r: Sequenzier-
primerbindungsstellen; luciferase luc2: Luciferase-Reporter-Gen, ColE1-derived: Gen fir

ColicinE1 zur Hemmung des Wachstums ahnlicher Bakterienarten
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2.2.4 Wirtszellen

Tabelle 2-4: Wirtszellen

Wirtszellen Artikelnummer Hersteller, Ort

TOP 10-Zellen C404050 Invitrogen, Darmstadt

LGC Standards GmbH,

Wesel

HEK-293 ATCC-CRL-1573

Bei den TOP 10-Zellen handelt es sich um elektrokompetente E.coli Bakterien. Diese
Zelllinie ist gekennzeichnet durch eine besonders hohe Transformations-Effizienz von 1
x 10" cfu/ug. TOP 10-Zellen weisen eine stabile Replikationsrate und eine hohe
Plasmidkopienzahl auf [28]. Ublicherweise werden die TOP 10-Zellen bei

Klonierungsverfahren und Plasmidpraparationen verwendet (vgl. Kapitel 2.3.6.2).

HEK-293 Zellen stammen aus menschlichen embryonalen Nierenzellen. Bei den HEK-
293 Zellen handelt es sich um eine Zelllinie, die aus einem Nierentumor isoliert wurde
[119]. Sie werden in der Molekulargenetik benutzt, um die Genexpressionen zu bewerten
[122]. Die HEK-293 Zellen zeichnen sich durch ihre einfache Kultivierung und effektive
Transfektion aus (vgl. Kapitel 2.3.10).

2.2.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2-5: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung |Typ Artikelnummer Hersteller, Ort
Biozym Scientific GmbH,
10 pl 720031
Hess. Oldendorf
10 pl 701115 Sarstedt, Nimbrecht
200 pl 4844
Schiphol Rijk, Niederlande
1000 pl 70762 Sarstedt, Nimbrecht
2500 pl 22492071 Eppendorf, Hamburg
. . PCR Softtube .
Reagiergefalle 0.2 ul 20514383 Nerbeplus, Winsen/Luhe
4 H
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Micro Tube
72699 Sarstedt, Nimbrecht
0,5 ml
Micro Tube .
72.706.400 Sarstedt, Nimbrecht
1,5 ml
Micro Tube .
72.685.500 Sarstedt, Nimbrecht
2,0 ml
Cellstar Tubes Greiner Bio-One,
188271
15 ml Frickenhausen
2.2.6 Gerateliste
Tabelle 2-6: verwendete Gerate
Gerate Typ Hersteller, Ort
T-personal Biometra Whatman, Géttingen
PCR Thermocycler T-professional basic . o
Biometra Whatman, Goéttingen
gradient
Vortexer Lab dancer VWR, Darmstadt

Mini Centrifuge

Ministar silverline

VWR, Darmstadt

Pipettierhilfe

Eppendorf Reference

Eppendorf AG, Hamburg

1-10 pl, 2-20 pl, 10-100 i

Pipettierhilfe

Transferpette S

Brand, Wertheim

0,1-1 pl, 0,5-10 pl, 20-200 pl

100-1000 pl, 0,5-5 ml

Pipettierhilfe

Transferpette S-8

Brand, Wertheim

0,5-10 pl, 5-50 pl

Transferpette S-12

Brand, Wertheim

0,5-10 pl, 5-50 pl

Feinwaage

OHAUS Corporation

Ohaus Europe GmbH,

Nanikon, Schweiz

Compact S

Biometra Whatman, Géttingen
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Agarose- . o
Compact M Biometra Whatman, Goéttingen

Gelelektrophorese

Spannungsgerat fiir Power Pack P25T Biometra Whatman, Gottingen

Gelelektrophorese PS 305T Biometra Whatman, Géttingen

Geldokumentation

Transilluminator

(Bio Doc Analyse)

Biometra Whatman, Géttingen

Zentrifuge

1-15 PK

Sigma, Osterode

Photometer

Biophotometer

Eppendorf AG, Hamburg

Thermoblock

TB2 Thermboblock

Biometra Whatman, Géttingen

Elektroporator,

Multiporator

Eppendorf AG, Hamburg

Klvetten

Inkubator BD 115 Binder, Tuttlingen
Orbitalschattler Certomat MOII Sartorius, Gottingen
Inkubatorhaube Certomat H Sartorius, Gottingen
Wasserbad Julabo TW12 Julabo, Seelbach
Mikroskop VWRI 630 VWR International GmbH,

Darmstadt

Mikroplatten-Reader

Infinite M1000 Pro

Tecan, Crailsheim

Neubauerkammer Improved Optiklabor, United Kingdom
2.2.7 Enzyme
Tabelle 2-7: Enzyme
Typ Name Artikelnummer | Hersteller, Ort
Go-Taq M3005 Promega GmbH, Mannheim
DNA-Polymerase
Ph-Taq F-540L New England BioLabs, Frankfurt
Ligase T4-Ligase |M0202S New England BioLabs, Frankfurt
Phosphatase rSAP MO0371S New England BioLabs, Frankfurt
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EcoRI R0101S

New England BioLabs, Frankfurt

Smal R0141S

New England BioLabs, Frankfurt

BamHI R0136S

New England BioLabs, Frankfurt

New England BioLabs, Frankfurt

New England BioLabs, Frankfurt

New England BioLabs, Frankfurt

Sall R0138S
Restriktionsenzym

Sacl R0156S

Xhol R0146S

Pstl R0140S

New England BioLabs, Frankfurt

Hindlll R0104S

New England BiolLabs, Frankfurt

2.2.8 Primer

Tabelle 2-8: Primer

Analyse der Promotor-Kontroll-Region in PRDM13 [111]

Forward
. GCATTCCCTAAAGCACTTGACC
Primer
PRDM13-DHS-1
Reverse
. GATAGCTACCCCTCCTCTGAATG
Primer
Forward
CTGATCATTTGAATCAAGGCAG
Primer
PRDM13-DHS-2
Reverse
. CAGCACTTGCACATTTGTGTC
Primer
Forward
B GAGAAGACTAGATCAGGCTTCTTC
rimer
PRDM13-DHS-3
Reverse
. CTCTCATTCTCTGATTTTTAC
Primer
Forward
B CACTGGAAAAATTATGTGGAAATC
rimer
PRDM13-DHS-5
Reverse
B GAGTAATTAATGAAGTTGACAAGTTG
rimer
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CNV-PRDM13: Herstellung der Positivkontrolle

PRDM13: E".”"’ard AGTCGACCTCTGTCACCCGGGTTGG
5‘-Promotor-Region fimer

Reverse
(Dup1) Drimar GTTGTGGCTCTTTTTGCATT
PRDM13: Eo.rward GAGGCTGAGGCAGTAGAA
3‘-UTR-Region nmer

Reverse
(Dup2) Primer GCCCGGGTAAAGGTTTGT

F d
PRDM13-Duplikation- | pro GATAAATCATATCTTAGACCGC
Ligase (Dupl) ﬁﬁr‘fgfe CTCATGCCTATAATCCCAGCAC

CNV-IRX1: Herstellu

ng der Positivkontrolle

IRX1: Forward
: , GCCCGGGAGAAGAAAATG
5‘-Promotor-Region Primer
(1-Dup1) ﬁe."erse TAGTCTGGGGTTCTTAGC
rrmer

IRX1: E".”"’ard AACAGGCAACTGAAAACAAC
3“UTR-Region nmer
(I-Dup2) ROVerse | GAGAATCCCGGGTTATGCTT
IRX1-Duplikation- romward | GTTTTCACGAAAGTGCAAAGG
Li I-DupL

'gase (I-Dupl) ﬁﬁr‘fgfe GGGGTGGAAGAGAAGAGAGG

PRDM13: Untersuchung der Genexpression

Forward
Promotor- CGCCAGAGCTCAATAGAAGT
Primer
Region
Reverse
(PROM) . TGTTGCCGCCGCCCCCGGGCAGGC
Primer
PKR Forward ACGTATCGGATCCAGGCAT
R " | Primer TCCCTAAAGCACTTGACC
egion
(P?(R) Reverse GCTTGTCGACGAATTGAGTAA
Primer TTAATGAAGTTGACAAGTTG
PKR im Forward ACGTATCGGATCCAGGCAT
TOPO- Primer TCCCTAAAGCACTTGACC
Vektor Reverse GCTTGTCGACGGATCCGTAA
(PKR-TO) | Primer TTAATGAAGTTGACAAGTTG
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2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Methodische Grundlage zur Erkennung von Erbkrankheiten und Klonierung von Genen
ist die enzymatische Vervielfaltigung einer definierten Nukleinsduresequenz mithilfe der
Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase chain reaction = PCR). Der Ablauf einer
PCR erfolgt in mehreren Zyklen, deren jeweilige Produkte die Vorlage fir den folgenden
Zyklus darstellen. Somit steigt die Anzahl an DNA-Kopien exponentiell. Basis fur eine
erfolgreiche PCR sind zwei spezifische Oligonukleotidprimer, die komplementar zu den
Enden der Vorbild-DNA sind. Voraussetzung fur eine autonome PCR sind hitzestabile

DNA-Polymerasen.

1. Schritt: Auftrennung der DNA-Doppelhelix (Denaturierung)

Der PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen Uberfilhrung der DNA-Doppelhelix in
einzelstrangige DNA. Hierfur wurde eine Temperatur von 94 °C gewahlt, um die

Wasserstoffbricken innerhalb der DNA-Doppelhelix aufzubrechen.

2. Schritt: Primerhybridisierung (Annealing)

Im Anschluss an die Denaturierung erfolgte die Hybridisierung der Oligonukleotidprimer
an die komplementaren Sequenzabschnitte des einzelstrangigen DNA-Templates.
Durch diesen Vorgang wird die DNA-Sequenz fir die enzymatische Amplifikation
definiert. Die Primer missen entgegengesetzt und aufeinander zu orientiert sein. In
Abhangigkeit von der Lange und Sequenz der Oligonukleotidprimer, wird hierfur eine
primerspezifische Temperatur zwischen 53 - 65 °C gewahlt, da jedes Primerpaar ein
spezifisches Temperaturoptimum besitzt. Um fir jedes Primerpaar das
Temperaturoptimum herauszufinden, wurde eine Gradienten-PCR von 53 — 65 °C in
einem ,T-professional basic gradient® Thermocycler durchgefiihrt. Dabei temperiert
dieser Thermocycler die Slots in den 12 Spalten des Heizblocks aufsteigend im Rahmen
der Temperaturvorgaben. Die verwendeten Primer wiesen eine Lange von ca. 20 - 40
Nukleotiden auf. Die Rahmenbedingungen einer Polymerase-Kettenreaktion kdnnen
verandert werden, um die Primerhybridisierung zu verbessern. Neben der Temperatur
konnen die Konzentrationsverhaltnisse der Einzelkomponenten wie Primer, der DNA
oder die Polymerase verandert werden.

Es gibt zudem spezielle Zusatze wie Dimethylsulfoxid (DMSO). Das DMSO verandert
die Grundkonfiguration der DNA-Doppelhelix und verbessert somit das Annealing der

Primer.
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3. Schritt: DNA-Amplifikation durch thermostabile DNA-Polymerasen (Elongation)

Durch die Primerhybridisierung kann die DNA-Polymerase die gewlnschte DNA-

Sequenz beginnend am 3’-Ende kopieren. Typischerweise liegt das Temperaturoptimum
der thermostabilen DNA-Polymerase bei 72 °C. Nach dem 1. Zyklus entstehen als
Produkte Uberlange DNA-Einzelstrange an den 3’-Enden. Diese Produkte dienen als
DNA-Matrize fur den folgenden Zyklus, an deren Uberlangem 3’-Ende die
Oligonukleotidprimer anlagern. Im Anschluss des 2. Zyklus entstehen erstmalig DNA-
Molekile der gewtinschten Lange.

Um eine hohe Konzentration der spezifischen DNA-Sequenz zu erhalten, werden im

Thermocycler bis zu 35 Zyklen durchlaufen.

Ein PCR-Ansatz besteht aus folgenden Komponenten:

e DNA-Template: Nukleinsauremischung, die die zu amplifizierende Nukleinsaure-
sequenz enthalt

e DNA-Polymerase: Enzym, das die DNA-Abschrift mit Desoxyribonukleotiden
synthetisiert

o Reaktionspuffer: ermdglicht ein konstantes Milieu fir die DNA-Polymerase

o Zwei Oligonukleotidprimer: definieren die zu amplifizierende Region des
Templates

e Desoxynukleotide: Bausteine zur Synthese der DNA-Abschrift

e Magnesiumchlorid: stabilisiert die DNA-Polymerase als Kofaktor

o Doppelt destilliertes Wasser

Der folgende PCR-Standardansatz wurde in ein PCR-Softtube (0,2 ml) pipettiert und im
Thermocycler mit einem primer-spezifischen Programm bei einer primer-spezifischen

Annealingtemperatur inkubiert:

ddH20 14,8 ul
Puffer (5x) 12,5 pl
dNTP (0,125 mM) 10,0 ul
MgCl, (25 mM) 7,5 ul
Primer forward (10 pmol/pl) 2,5 ul
Primer reverse (10 pmol/pl) 2,5 ul
DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,3 ul
DNA (20 ng/ pl) 12,5 ul
Gesamtansatz 62,6 pl
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Tabelle 2-9: Ablauf PCR

Arbeitsschritt Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklus
Start 94 5 1
Annealing 53 -65 1

Extension 72 1 34 x
Denaturierung 94 1

Annealing 53 -65 1 1
Extension 72 10 1

2.3.2 Elektrophoretische Auftrennung in Agarose-Gelelektrophoresen

Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese kdnnen DNA-Fragmente bzw. PCR-Produkte,
die eine GrolRe von 100 bp — 15 kb aufweisen, aufgetrennt und analysiert werden. Es
handelt sich bei der Agarose um ein Polysaccharid, welches aus Meeralgen isoliert wird

und aus L- und D-Galaktose Untereinheiten aufgebaut ist [67].

Zunachst werden durch das Anlegen eines elektrischen Feldes die Nukleinsaureketten
linearisiert, die je nach GrofRe und Ladung unterschiedlich schnell durch die Agarose-
Gelmatrix wandern. Aufgrund der negativ geladen Phosphatgruppen der Nukleinsduren
wandern die DNA-Fragmente entsprechend ihrer Ladung zur positiv geladenen Anode.
Hierbei wirkt das Agarose-Gel wie ein Filtersystem. Ein hochkonzentriertes Agarose-Gel
besitzt engmaschigere Poren als ein niedrig konzentriertes, sodass 0,6 - 1,2% Gele
DNA-Fragmente einer Grofde von 1 kb - 15 kb und 1,5 - 2% Gele Fragmente unter 1 kb
auftrennen [56]. AuRerdem ist der Logarithmus der elektrophoretischen Beweglichkeit

proportional zur Agarose-Konzentration im Gel [50].

Die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Molekule durch das Agarose-Gel ist von der
Grofle der DNA-Moleklle, der Agarose-Konzentration, der DNA-Konformation, der
gewahlten Spannung und zuletzt von der Art des Elektrophorese-Puffers abhangig [67].
Dabei gilt, je kleiner das DNA-Molekdl, desto einfacher und schneller kann es durch die
Poren der Agarose-Matrix wandern. Dementsprechend sammeln sich DNA-Fragmente

derselben GrofRe als Banden auf gleicher Héhe an [130].
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Um diese Banden anschlieBend sichtbar zu machen, gibt es unterschiedliche
Farbemethoden. In dieser Arbeit wurde dem Agarose-Gel vor der Elektrophorese
SERVA-DNA-Stain-ClearG zugesetzt, der in Verbindung mit DNA grin autofluoresziert.

Dadurch konnten die DNA-Molekile innerhalb des Agarose-Gels visualisiert werden.

Tabelle 2-10: Versuchsbedingungen Agarose-Gel

Gelelektro-
Gel- Lauf- Proben- | 1xTBE-
phorese- Agarose |Farbstoff
volumen |bedingungen |anzahl |Puffer
kammer
CompactS | 50 ml 100 V, 45 min | 15-30 50 mi 19 4 ul
CompactM 100 ml 100 V, 60 min | 24-48 100ml (2g 8 pl

Die Agarose wurde entsprechend der Tabelle 2-10 in einem ausreichend grofl3en
Erlenmeyerkolben eingewogen und mit 1xXTBE-Puffer versetzt. Danach wurde der
Erlenmeyerkolben mit Alufolie verschlossen und in der Mikrowelle bei ca. 650 Watt
erhitzt, bis die Agarose vollstandig gelost war. Nach erneutem Wiegen wurde die
Gewichtsdifferenz durch destilliertes Wasser aufgefillt und SERVA-DNA-Stain-ClearG
hinzu pipettiert. Danach wurde die Abkuhlung der Lésung auf ca. 40 °C abgewartet und

die Lésung in einen Geltradger mit entsprechenden Kdmmen eingegossen.

Nach vollstdndiger Aushéartung des Gels wurde der Geltrager in die
Gelelektrophoresekammer eingesetzt, mit 1xTBE-Puffer Uberschichtet und die Kdmme
entfernt. Im Anschluss wurde in die durch die Kdmme entstanden Slots 5 pl des
amplifizierten PCR-Produkts pipettiert. Zur spateren Beurteilung und Visualisierung der
Bandenhdhe der DNA-Fragmente wurde immer in den ersten Slot der jeweiligen
Kammreihe 5 pl eines DNA-Markers eingefillt (Gene Ruler 100 bp DNA Ladder oder
Gene Ruler 1kb DNA Ladder). Die Elektrophorese wurde in Betrieb genommen, indem
die Spannung und Zeit entsprechend der Laufbedingungen aus Tabelle 2-10 mit Hilfe

des Power Supplies angelegt wurden.

Nach der Auftrennung wurden die DNA-Fragmente  mithilfe  eines

Geldokumentationsgerats (Bio Doc Analyser) elektronisch dokumentiert.

27



Material und Methoden

2.3.3 Isolation von Nukleinsaure-Strangen aus einem Agarose-Gel

Die Isolation der zuvor aufgetrennten DNA-Fragmente innerhalb des Agarose-Gels
erfolgte mithilfe des Kits NucleoSpin® Extract Il der Firma Macherey-Nagel. Durch
dieses Verfahren kdnnen sogar sehr kleine DNA-Fragmente gezielt aufgereinigt werden.
Die nachsten Arbeitsschritte wurden entsprechend der Anleitung des Herstellers
durchgefihrt.

Im ersten Schritt wurden 200 pl Binding-Buffer-NTI pro 100 g Gel-Blockchen in ein
Eppendorfer Gefaly pipettiert und fur 10 min auf 50°C in einem Thermoblock erhitzt.
Nachdem sich das DNA-haltige Gel-Bléckchen vollstandig aufgeldst hat, wurde die
Probe in eine PCR Clean-up-Column (Saule) tUberfihrt und fir 90 s mit 11.000 g/min
zentrifugiert. Dabei wurde die DNA an das S&ulenmaterial der PCR Clean-up Column
gebunden, wahrend die Ubrigen Bestandteile der Probe als Durchfluss verworfen
wurden. Im dritten Schritt erfolgte eine Aufreinigung der DNA von Salzrickstanden durch
Zugabe von 700 pl Washing-Buffer-NT3 mit erneuter Zentrifugation. Eine weitere
mehrminitige Zentrifugation entfernte schlieRlich zuriickgebliebenen Waschpufferreste
aus der Aufreinigungssaule. Nach Trocknung der Sdule wurde dieser im letzten Schritt
30 yl des Elution-Buffer-NE zugesetzt. Die 120s Einwirkzeit wurden abgewartet und die
DNA aus der Saule in ein frisches Eppendorfer Gefald eluiert. Der Durchfluss enthielt
nun die aufgereinigte DNA-Probe aus dem anfanglichen Gel-Blockchen. Abschlieend

wurde eine photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA-L6sung durchgefuhrt.

2.3.4 Restriktionsverdau

Durch Restriktionsenzyme konnen DNA-Molekile, PCR-Produkte oder Plasmide an
spezifischen, meist palindromischen, Sequenzen hydrolytisch gespalten werden [82].
Als Produkte entstehen einzelne definierte DNA-Fragmente, die anschlieRend anhand
ihrer GroRRe analysiert werden oder mithilfe einer Ligase mit anderen, kompatiblen DNA-
Fragmenten neu zusammengesetzt werden kdnnen.

Unter Bericksichtigung der Enzymspezifitit kann der Schnittmechanismus in
verschiedene Kategorien eingeteilt werden. Bei blunt-end-cuttern erfolgt der
Restriktionsschnitt innerhalb der doppelstrangigen DNA-Sequenz an

gegenuberliegenden Zuckern der Zucker-Phosphat-Rickgrate. DNA-Fragmente kénnen
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nach einem Restriktionsschnitt auch einen 5’ oder 3’-Uberhang besitzen, die dann als
sticky-ends bezeichnet werden [116].

Es handelt sich bei den Restriktionsenzymen im Allgemeinen um Typ lI-Endonukleasen,
die die Phosphordiesterbindungen beider Strange eines DNA-Molekiils trennen [82]. Als
Kofaktor fur die hydrolytische Spaltung bendtigen die Enzyme vor allem zweifach positiv

geladene Magnesium-lonen [90].

Zusammensetzung eines 10 yl Standard-Verdau-Ansatzes:
Inkubation: 1 Stunde, 37 °C

PCR-Produkt/Plasmid-DNA 1l
Restriktionsenzym 1 ul
Restriktionspuffer 1 ul
ddH20 7yl
Gesamt 10 ul

2.3.5 Ligation

DNA-Ligasen sind in allen Zellen vorzufinden und stellen essentielle Enzyme fur die
DNA-Replikation, Reparatur und Rekombination dar [99]. Funktionell katalysieren sie die
Phosphordiesterbindung zwischen 3'-Hydroxyl- und 5'-Phosphatenden [132].

Far die in vitro DNA-Rekombination hat sich die prokaryotische DNA-T4-Ligase bewahrt.
Die ATP-abhangige T4-Ligase stammt dabei aus dem T4-Phagen. Die T4-Ligase besitzt
insbesondere die Fahigkeit, sowohl sticky-ends als auch blunt-ends (vgl. Kapitel 2.3.4)

miteinander zu ligieren [36].

Die eingesetzte Menge der zu ligierenden DNA-Fragmente errechnet sich aus der Lange
ihrer Basenpaare und deren molekularen Masse. Das molare Verhaltnis von Vektor zu

Insert (1:3) wurde durch folgende Formel ermittelt:

Vektor (ng)x Insert (kb) Insert (mM)
Vektor (ng) X Vektor (mM)

= Insert (ng)
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Zusammensetzung eines 20 yl Standard-Ligation-Ansatzes:

Inkubation: 1 Stunde, Raumtemperatur

T4 Ligase 1,5yl
T4-Ligase-Puffer 1,5 ul
DNA-Fragment A x
DNA-Fragment B y ul
ddH20 ad 20 yl
Gesamt 20 pl

2.3.6 DNA-Klonierung

Als Vektoren bezeichnet man DNA-Molekile zur Einfihrung einer fremden
Erbinformation in eine Empfangerzelle. Die Isolation und Einfihrung der Ziel-DNA in den
Vektor wird als Klonierung bezeichnet und ermdglicht die Vervielfaltigung und Analyse
des inserierten DNA-Fragments. So kdnnen DNA-Fragmente einer GroRe von wenigen
Basenpaaren bis zu einer Gréf3e von 20 kb in einen Plasmidvektor inseriert werden [70].
Als eine der einfachsten und effizientesten Methoden, um PCR-Produkte unabhangig

ihrer Basensequenz in Plasmide zu klonieren, gilt die TOPO-TA-Klonierung.

2.3.6.1 TA-Klonierung in den pCR®2.1-TOPO®-Vektor

Ziel der TA-Klonierung ist die Herstellung einer rekombinanten DNA mit der
anschlielenden Transformation in eine bakterielle Wirtszelle zur exponentiellen
Vermehrung des Vektors.

Basis dieser Methode ist die terminale Transferase Aktivitat der Tag-DNA-Polymerase,
die wahrend der PCR dem 3’ Ende des PCR Produkts einen A-Uberhang anfiigt. Im
Gegenzug besitzt der pPCR®2.1-TOPO®-Vektor wie alle T-Vektoren einen 3'-T-Uberhang,
der ein effizientes Klonieren durch die komplementaren A-Uberhdnge des PCR-Produkts
ermdglicht [133]. Dieser Vorgang wird durch die Vaccinia-Topoisomerase | katalysiert,
die fur die notwendige Energie die Phosphodiesterbindung eines DNA-Stranges nach
einem 5’-CCCTT-Element abspaltet. In der Folge bindet die Topoisomerase | Uber eine
3’Phosphotyrosylbindung kovalent an das 3’Phosphat des geschnittenen Endes [19].
Durch  Angriff eines  5'Hydroxylrestes des  DNA-Stranges auf die
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3’Phosphotyrosylbindung I16st sich die Topoisomerase | wieder ab und der DNA-Strang

ligiert mit dem Vektor.

Zusammensetzung eines 5 pl Standard- pCR®2.1-TOPO®-Vektor-Ansatzes:
Inkubation: 5min, RT °C

DNA-Insert 1l
pCR®2.1-TOPQO®-Vektor 1l
Dilute Salt 1l
ddH.0 3 ul
Gesamt 5ul

2.3.6.2 Transformation in elektrokompetente Zellen

Im Anschluss an die TA-Klonierung erfolgte die Transformation der Vektor-DNA in
kompetente TOP 10 Zellen. Es handelt sich dabei um elektrokompetente E.coli-
Bakterien, deren Zellmembranen durch eine Elektroporation voribergehend permeabel

gemacht wurde, um die Vektor-DNA in die Zellen einzuschleusen [126].

Es wurden 1 - 2 ul des Reaktionsansatzes des pCR®2.1-TOPO®-Vektor-Ansatzes mit 50
pul - frisch auf Eis aufgetauten E.coli-Bakterien vermengt und in eine
Elektroporationskivette gegeben. An die Klvette wurde in einem Elektroporator ein
elektrisches Feld angelegt (2000 V, 5 ms). Danach wurde der Ansatz in 1 ml LB-
Nahrmedium aufgenommen und in einem 1,5 ml Reagiergefal® fur 90 min bei 37 °C in
einem Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wurden 50 - 100 ul des Gemisches auf einer
vorgewarmten und mit Ampicillin (c = 100 mg/l) versetzten Agarplatte ausgestrichen und
im Brutschrank bei 37 °C fur 12 - 18 Stunden inkubiert. Im nachsten Schritt wurden
einzelne Bakterienklone mit Pipettenspitzen aus der Agarplatte ausgestanzt und in ein
15 ml groRes Kulturgefald mit 5 ml LB-Medium mit Ampicillin (¢ = 100 mg/l) dberfuhrt.
Das Kulturgefal® wurde bei 37 °C und fiur 12 - 18 Stunden auf einem Orbitalschuttler

unter einer Inkubationshaube inkubiert.
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2.3.7 Isolation von Nukleinsauren

2.3.7.1 Plasmid-Mini-Praparation

Die Plasmidpraparation zur Gewinnung der Plasmid-DNA aus E.coli-Bakterien erfolgte
durch das Miniprep-Plasmid-DNA-Purification-Kit der Firma Macherey-Nagel.

Zunachst wurden aus der 5 ml Bakterienkultur 2 ml enthommen, in ein 2 ml groRes
Reagiergefald pipettiert und bei 10000 g fur 10 min abzentrifugiert, sodass sich am Grund
des ReagiergefaRes ein Bakterienpellet absetzte. Nachdem der Uberstand in ein
Sammelgefald verworfen wurde, wurden zunachst 100 pl des S1 Resuspensionspuffers
zur Resuspendierung des Pellets hinzugesetzt und das Pellet gleichmallig suspendiert.
Als nachstes wurden zur Zerstdérung der Bakterienwande 100 ul des S2-Lysispuffers
hinzugefugt und das GefalR einmal invertiert. Zuletzt wurden 100 pl des S3-
Neutralisierungspuffers hinzugegeben und erneut invertiert, um die Proteine
auszufallen. Zur Abtrennung der gefallten Proteine wurde das Gemisch nun fur 10 min,
bei 4 °C und maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert. Der plasmidhaltige Uberstand
wurde abpipettiert und in ein frisches 1,5 ul Reagiergefal® tbertragen. Danach wurden
700 pl eiskaltes Ethanol (absolut, -20 °C) hinzugefugt und es folgte eine Zentrifugation
bei maximaler Umdrehungszahl bei 4 °C. Wiederholt bildete sich ein kleines Pellet am
Grund des ReagiergefaRes, der Uberstand wurde dekantiert und durch 200 ul Ethanol
(70%, -20 °C) ersetzt. Wiederum wurde die Probe unter gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut dekantiert und das Pellet im ReagiergefaR bei
geoffnetem Deckel fur 5 min luftgetrocknet. Dem Pellet wurde abschlieend 50 pl ddH20

hinzugefugt und die Konzentrationsbestimmung in einem Photometer bestimmt.

2.3.7.2 Plasmid-Midi Praparation

Eine Midi-Praparation wird im Vergleich zu der Mini-Praparation dann durchgefuhrt, um
eine hdhere Konzentration (100 — 350 ug) eines Plasmids zu erhalten. In dieser Arbeit
wurde hierfir das Kit ZymoPURE II-Plasmid-Midiprep der Firma Zymo-Research
verwendet.

Im ersten Schritt wurden in einen zwei Liter Erlenmeyer-Kolben 300 ml LB-Medium,
Ampicillin und die in der bakteriellen Wirte mit dem klonierten Plasmid angesetzt. Der
Erlenmeyer-Kolben wurde nun fur 18 Stunden bei 37 °C auf einem Orbitalschuttler
inkubiert. AnschlieRend wurde die bakterielle Kultur durch Zentrifugation bei 5000 g fir
10 min gesammelt. Ahnlich wie bei der Minipréparation wurde dem bakteriellen Pellet

zunachst 14 ml des Resuspensionspuffers ZymoPURE™ P1, dann 14 ml des
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Lysispuffers ZymoPURE™ P2 und abschlieRend 14 ml des Neutralisierungspuffers P3
hinzugesetzt. AnschlieRend erfolgte ein gelblicher Farbumschlag mit grin-gelblichem
Préazipitat. Dann wurde das Gemisch in den ZymoPURE™ Syringe Filter tberfiihrt und
die lysierte Debris entfernt. AnschlieBend wurden 14 ml des ZymoPURE™
Bindungspuffers hinzugegeben und die Lésung in die ZymoPURE™ Vakuum-Séaule
Uberfuihrt. Durch eine Vakuumpumpe mit einem Druck von 400 mmHg konnte das
Plasmid in der Saule gefiltert und mit Wasch-Puffern aufgereinigt werden. Im letzten
Schritt wurde durch Zugabe von 200 pl des ZymoPURE™ Elution-Puffers und einer
Zentrifugation bei 10000 g fur 1 min das Plasmid in hoher Konzentration aus der Saule

eluiert.

2.3.8 Herstellung eines Glyzerinstocks

Glyzerinstocks dienen dazu, Bakterienzellen mit Plasmid-DNA langerfristig
aufzubewahren. Hierfur wurden 1 ml Bakterienldsung mit 1 ml 100%-igem Glyzerin in

einem Kryorohrchen vermischt und bei -80 °C gelagert.

2.3.9 Sanger-Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierung (Kettenabbruchmethode) ist ein 1977 entwickeltes
molekulares Verfahren zur Bestimmung der Basenabfolge eines DNA-Stranges [102].

Der Funktionsmechanismus beruht auf vier analogen Ansatzen mit Desoxy-
Nukleosidtriphosphaten  (dNTPs) unter Zusatz jeweils eines Didesoxy-
Nukleosidtriphosphats (ddNTPs). In den vier parallelen Ansatzen befinden sich
unterschiedliche ddNTPs, die nun zufallig anstelle des analogen dNTPs eingebaut
werden kénnen. Diesen Didesoxy-Nukleosidtriphosphaten fehlt allerdings am Cs-Atom
die Hydroxygruppe, die flr die weitere DNA-Elongation durch die DNA-Polymerase
erforderlich ist. Infolgedessen bricht die DNA-Synthese nach zufélligem Einbau eines
Didesoxy-Nukleosidtriphosphats an dieser Stelle ab [49]. Als Produkte entstehen viele
unterschiedlich lange DNA-Fragmente in jedem Reaktionsansatz, die dann parallel
elektrophoretisch aufgetrennt werden. Als Resultat kann die Basenabfolge durch
Vergleich der vier Ansatze abgelesen werden. Dank dieses Verfahrens kdnnen
Sequenzveranderungen in Form einer Sequenzvariation innerhalb eines DNA-
Fragmentes detektiert werden. Die aktuellen Verfahren zur Bestimmung der DNA-

Sequenz beruhen alle auf dieser Methode, werden aber zum Zweck der Automatisierung
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und Vereinfachung des Auslesens auf einen einzigen Reaktionsansatz reduziert, der alle
vier ddNTPs enthalt. Die ddNTPs sind zur Unterscheidung der Nukleotide durch vier
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffen markiert [3].

Zur Sequenzierung wurden 14 pl aufgereinigtes PCR-Produkt bzw. Plasmid mit 1 pl
eines spezifischen Sequenzierprimers (10 pm/ul) in ein 1,5 ml Reagiergefal} pipettiert.
Die nachfolgende Sanger-Sequenzierung wurde von einem externen Labor (Seqlab —
Sequenz Laboratory Géttingen GmbH) durchgefuhrt. Die Auswertung und Priufung der
Basenabfolge auf Sequenzvarianten erfolgte im Labor fir molekulare Ophthalmologie
der Klinik und Poliklinik fur Augenheilkunde der JLU Giel3en mithilfe des Programms
CLC DNA-Workbench. Hierbei wurden die sequenzierten Proben mit den in der NCBI-
Datenbank befindlichen Referenzsequenzen gegentbergestellt und Abweichungen

festgestellt.

2.3.10 Transfektion der HEK-293 Zellen

Die Transfektion beschreibt das Einbringen einer Fremd-DNA in eine eukaryotische
Zelle und dient der Amplifikation des Genproduktes. Hierfir wurden HEK-293 Zellen
mithilfe des Nahrmediums DMEM mit Glukose, fetalem Kalberserum (FCS), Penicillin
und L-Glutamin kultiviert.

Zunachst erfolgte die Prufung der Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer. Es wurden
300.000 Zellen pro Well in einer 24 Well-Platte ausgesat und Uber Nacht mit 500 pl
DMEM kultiviert. Nach Austausch des Nahrmediums wurde der jeweilige
Transfektionsansatz mit dem gewinschten Insert tropfend auf die 24-Well-Platte
hinzugegeben. Als nachstes wurde die Platte fur 4 — 6 Stunden in den Brutschrank bei
37 °C inkubiert. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde die 24-Well-Platte in eine 96-
Well-Platte Gbertragen. Das Ablésen und Verteilen der HEK-293 Zellen erfolgte jeweils
mit 100 pl Accutase. Die kalkulierte Menge des jeweiligen Inserts wurde in Abhangigkeit

von der Grofie und der Konzentration des Konstrukts rechnerisch ermittelt.

Zusammensetzung eines Standard-Transfektion-Ansatzes:

Inkubation: 5 min, Raumtemperatur

Natriumchlorid (NaCl) 30 ul
pGL4.10 [luc2]-Vektor (mit Insert) 30 pl
Polyethylenimin 40 pl
Gesamt 100 pl
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2.3.11 One-step Luciferase assay

Das Prinzip des Assay-Kits basiert auf der Eigenschaft einer Biolumineszenz der Firefly-
Luciferase. Als Biolumineszenz versteht man die Lichtausbeute in Form eines Photons
bei biochemischen Vorgangen. Chemisch betrachtet, wandelt die Firefly-Luciferase in
Anwesenheit von ATP, Sauerstoff und Mg?* ein Luciferin-Molekil zu Oxyluciferin und
AMP um. Bei dieser Reaktion wird Licht emittiert, welches in einem Luminometer oder
Mikroplatten-Reader gemessen werden kann (vgl. Abbildung 2-3). Die Firefly-Luciferase
besitzt eine besonders hohe Quantenausbeute, da bei nahezu jedem oxidiertem
Luciferin ein Photon abgegeben wird.

Das Gen der Firefly-Luciferase findet sich innerhalb des pGL4.10 [luc2]-Vektors und wird
dort als Reporter-Gen eingesetzt. Als Reporter-Gene bezeichnet man Gene, die
abhangig von der Aktivitdt eines Promotors in einem Vektor eine promotorspezifische
quantifizierbare Expression zeigen.

In dieser Arbeit wurde im ersten Schritt ein gewinschtes Insert in den pGL4.10 [luc2]-
Vektor eingebracht. Die gewahlten Inserts besitzen einen Promotor, deren Aktivitat es in
Abhangigkeit von ihrer Sequenzvariation zu untersuchen galt. Danach wurde der
pGL4.10 [luc2]-Vektor in einem Transfektionsansatz in die HEK-293 Zellen transfiziert.
Innerhalb der HEK-293 Zellen erfolgte die Expression der Firefly-Luciferase. Hierbei war
die Luciferase-Synthese von der Promotoraktivitat des Inserts abhangig. Als nachstes
wurde die Luciferase in den HEK-293 Zellen durch das Luciferase-Reagent freigesetzt,
um eine Beurteilung der Genexpression vornehmen zu kénnen. Das Luciferase-Reagent
fuhrte als Einkomponentensystem zur Lyse der HEK-293 Zellen und lieferte gleichzeitig
das Substrat und die Stabilisatoren fir die Luciferase-Reaktion. Jedem Well der 96-Well-
Platte wurden 100 pl des Luciferase-Reagents zugesetzt. Die Biolumineszenz der

Firefly-Luciferase wurde anschlieend in einem Mikroplatten-Reader ausgelesen.

Luciferase

are | | Luciferin | | O, ‘ | Oxyluciferin | i |ave | il | eei || co, | il | Licht |

Mg+

Abbildung 2-3: Reaktionsgleichung des One-Step-Luciferase-Assays
Luciferin reagiert durch Luciferase unter Gabe von ATP, Oz und Mg* zu Oxyluciferin, AMP, PPi,
CO2 und emittiert dabei Licht
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2.4 Phanotypische Untersuchungsmethoden
241 Visus

Als Visus wird das maximale Auflésungsvermdgen des Auges flr kleine Objekte
verstanden. Die Sehscharfe beschreibt die Fahigkeit, zwei Objektpunkte getrennt
voneinander wahrzunehmen. Dazu wird fir die Messung des Visus eine optimale
Korrektur von Refraktionsfehlern vorgenommen und die Sehleistung als best korrigierte
Sehscharfe (BCVA / Werte in LogMAR) angegeben. Die prazise Detailwahrnehmung
basiert auf der Leistung der Zapfen, deren Dichte in der Fovea centralis am hdchsten
ist. Der Visus wurde fir jedes Auge einzeln ermittelt. Die Berechnung der Sehschéarfe
erfolgt Uber einen Quotienten aus Ist- und Sollentfernung. Als Referenz fur die
Sollentfernung werden Werte eines normalsichtigen Erwachsenen definiert. Generell
nimmt der Visus im Alter ab. Die Sehscharfe ist im Bereich der Peripherie der Netzhaut
vermindert, da dort die Zapfendichte gegen Null geht und mehrere Photorezeptoren

zusammen auf nur eine Ganglienzelle projizieren [39, 100, 127].

2.4.2 Fundusphotographie

Die Fundusphotographie ermdéglicht erste Informationen Uber die Netzhautgefalie, das
Pigmentepithel und die Aderhautstrukturen. Das ophthalmoskopische Bild ist hierbei
abhangig von dem Pigmentgehalt, dem Lebensalter und der Refraktion. Wahrend bei
Kleinkindern die Papille heller erscheint, sind bei alteren Patienten im Allgemeinen mehr
Drusen, also Ablagerungen von pathologischen Abbauprodukten des retinalen
Pigmentepithels (RPE) auffindbar. Die rotliche Farbe der Fundusphotographie ergibt
sich durch den Blutgehalt der Choroidea und variiert in Abhangigkeit von der
Pigmentierung des RPE. Generell bilden die Funduskopien einen essentiellen Teil der
Diagnostik im Zusammenhang mit pathologischen Veranderungen der Netzhaut [87, 6,
391].

2.4.3 Fundusautofluoreszenzaufzeichnung
Die Fundusautofluoreszenzaufzeichnung (FAF) wird mit einem Laser-Scanning-

Ophthalmoscope (cSLO) und speziellen Lasern und Detektoren durchgefiihrt. Diese

Untersuchungstechnik basiert auf der Emissionsfahigkeit von Lipofuszin, einem
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Abbauprodukt des Vitamin A im retinalen Pigmentepithel (RPE). Dazu wird Lipofuszin
mit Licht einer Wellenlange von ca. 480 — 510 nm energetisch angeregt. In Form einer
Autofluoreszenz emittiert Lipofuszin selbst ein Licht, welches von einem speziellen
Scanner, dem Heidelberg-Retina-Angiographen (HRA), gemessen wird. Die Lipofuszine
konnen bei retinalen Erkrankungen vermehrt oder vermindert vorliegen, welches zu

veranderten Autofluoreszenzverteilungen fuhrt [16, 39].

2.4.4 Optische Koharenztomographie (OCT)

Die optische Koharenztomographie ist ein nicht-invasives, bildgebendes Verfahren zur
Visualisierung der Netzhautschichten. Das Verfahren gilt als optische Biopsie, die
gegenwartige Informationen in situ liefert. Das Prinzip beruht auf einer Lichtreflexion der
unterschiedlichen Netzhautschichten an ihren Grenzflachen. Hierfur wird ein Infrarotlicht
einer Super-Lumineszenz-Diode auf die Netzhaut projiziert, welches in einen Proben-
und Referenzstrahl unterteilt wird. Die Reflexion der Netzhaut ergibt ein
Interferenzmuster, deren Amplituden die Tiefe der einzelnen Schichten errechnen
lassen. Mithilfe der optischen Koharenztomographie kdnnen histopathologische
Prozesse der Netzhaut erfasst werden. Bei der optischen Koharenztomographie gibt es
verschiedene Scan-Protokolle. Dazu zahlt der 3D-Volumen-Scan, der Radial-Scan und
der Single-Scan. Ein A-Scan stellt eine eindimensionale Darstellung des OCTs an einer
einzelnen Netzhautstelle dar. Mehrere A-Scans in einer Reihe bilden den
zweidimensionalen B-Scan. Durch parallel angeordnete B-Scans entstehen der
dreidimensionale C-Scan oder der Volumenscan (vgl.

Abbildung 2-4). Wenn moglich, wurde in dieser Arbeit bei der Patientenauswertung auf
einen flachigen 3D-Volumen-Scan zurlckgegriffen, der die detailreichste Wiedergabe
der Netzhaut erméglicht [8, 35, 1, 117, 118].

Die Bilddaten der optischen Koharenztomographie wurden in die in Giel3en entwickelte
Software DIOCTA Uberfuhrt und ausgewertet. Mithilfe dieser Software wurden die
einzelnen Netzhautschichten zunachst automatisch segmentiert und anschlielend

manuell optimiert [29].
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C-Scan

/ —pB-Scan -

Abbildung 2-4: SD-OCT - Darstellung der Scan-Richtungen eines Normprobanden
Die Abbildung zeigt die eindimensionale (A-Scan), zweidimensionale (B-Scan) und
dreidimensionale (C-Scan) Ausrichtung der Netzhautdickenerfassung. (Mit freundlicher

Genehmigung von PD Dr. M. Preising)
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Abbildung 2-5: Optische Kohidrenztomographie (OCT) und DiOCTA - Darstellung der
Netzhautschichtung eines Normprobanden im B-Scan

(a) stellt die Aufnahme einer optischen Koharenztomographie (OCT) dar; (b) zeigt die segmentale
Netzhautschichtung durch die DIOCTA-Software; GCL: Ganglienzellschicht, INL: innere
Kornerschicht, IPL: innere plexiforme Schicht, Ise: Elipsoidband, ONL: duere Kdrnerzellschicht,
OPL: auBere plexiforme Schicht, PIS: Photorezeptorschicht - Innensegment, POS:

Photorezeptorschicht — AuRensegment, RNFL: retinale Nervenfaserschicht, RPE: retinales

Pigmentepithel
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2.4.5 Elektroretinogramm (ERG)

Das Elektroretinogramm ist eine klinische Untersuchungsmethode zur Darstellung der
Funktion der Netzhaut Uber Potenzialmessungen. Hierzu wird eine Elektrode an der
Hornhaut oder der Bindehaut befestigt, wahrend eine weitere Referenzelektrode tUber
die Haut abgeleitet wird. Ein Elektroretinogramm wird im dunkel- und im helladaptierten
Zustand durchgefuhrt. Das Potenzial des helladaptierten Zustands wird den Zapfen
(photopisches ERG), jenes des dunkeladaptierten Zustands den Stabchen
(skotopisches ERG) zugeordnet. Physiologischerweise treten bei einem normalen ERG
eine a-Welle (Photorezeptorzellen), b-Welle (Bipolar- und Mllerzellen) und eine c-Welle
(Pigmentepithel) auf. Dabei kdnnen die Potenziale fur die Stabchen und Zapfen getrennt
voneinander erfasst werden. Weitere Sonderformen stellen das Muster-ERG und das
multifokale ERG dar. Das Muster-ERG ermittelt die Reizweiterleitung flr die
Ganglienzellen, wahrend ein multifokales-ERG die Potenziale in der Makula

ortsaufgeldst zuordnen kann [73, 83, 39].

2.4.6 Farbsehtauglichkeitspriifung

Die Farbwahrnehmung der Patienten dieser Arbeit wurde durch den Farnsworth-
Munsell-Panel-D15 Test untersucht. Im Rahmen dieses Untersuchungsverfahrens
missen Patienten 15 verschiedenfarbige Scheibchen entsprechend ihrer Farbe in die
richtige Reihenfolge sortieren. Auf diese Weise konnen in kurzer Zeit Stérungen der
Farbwahrnehmung erfasst werden. Zusatzlich kdnnen auftretende Verwechslungen
einer der drei Farbachsen (rot = Protanachse, griin = Deutanachse, blau = Tritanachse)
zugeordnet werden. Der Farnsworth-Munsel-Panel-D15 Test wird in zwei
Versuchsdurchgange unterteilt. Im ersten Durchgang werden gesattigte (saturierte), im

zweiten Teil ungesattigte (desaturierte) Farben verwendet [39, 57, 125].

2.4.7 Gesichtsfeldanalyse

Fir die als Perimetrie bezeichnete Gesichtsfeldanalyse stehen eine Vielzahl
verschiedener Untersuchungsgerate zur Verfugung. In dieser Arbeit wurden die
Patienten mit einem Kugelperimeter nach Goldmann getestet. Lichtmarken
verschiedener GroRe und Leuchtdichte werden nacheinander und fur jedes Auge einzeln

auf eine Halbkugel projiziert. Der Patient gibt mit einem Signalknopf an, zu welchem
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Zeitpunkt er die Lichtmarke erkennt. Die Verbindungslinie zwischen den ermittelten
Gesichtsfeldpunkten der gleichen Empfindlichkeit wird als Isopter bezeichnet. Die
Grenzen eines Gesichtsfelds hangen unter anderem von der anatomischen Lage des
Bulbus und des Oberlids, oder von dem Tragen einer Brille ab.

Inselformige Ausfalle innerhalb eines Gesichtsfelds werden als Skotome bezeichnet.
Diese konnen Folgen einer Storung der Makula, der Sehbahn oder der brechenden
Medien sein. Die Gesichtsfeldanalyse und das Auftreten etwaiger Skotome
veranschaulichen die Progression einer Erkrankung und sind daher besonders fir das

Monitoring geeignet [59, 100].
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3 Ergebnisse

3.1 Auswahl des Patientenkollektivs

Wie in Kapitel 2.1 dargestellt, wurden im Rahmen dieser Studie die klinischen Daten von
insgesamt 241 Patienten hinsichtlich des Phanotyps einer North-Carolina-Macular-
Dystrophy (NCMD) retrospektiv beurteilt. Diese Patienten wurden aufgrund ihrer
Eingangsdiagnose mit Zapfendystrophie (COD), Zapfen-Stabchen-Dystrophie (CRD),
Central-Areolar-Choroidal-Dystrophy (CACD), Makuladegenerationen (MD) und North-
Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD) ausgewahlt.

Beim Vorscreening des Patientenkollektivs wurden die digitale Fundusphotographie, die
Fundusautofluoreszenz und die Optische-Koharenztomographie (OCT) bewertet.
Ausgeschlossen wurden diejenigen Patienten, bei denen bereits eine Sequenzvariation
in einem anderen Gen (z.B. ABCA4) nachgewiesen wurde. Zudem wurden Patienten,
bei denen eine unzureichende phanotypische Datenlage vorlag oder keinerlei DNA-
Proben flir die genotypischen Analysen vorhanden waren, nicht berlcksichtigt. Je
Familie wurde zunachst ein Indexpatient zur Genotypisierung ausgewahlt. Fir die
nachfolgende  Genotypisierung wurden 46 Indexpatienten selektiert und

molekulargenetisch untersucht.

FUR GENOTYPISIERUNG

Beriicksichtigte
Patienten 46

Nicht-beriicksichtigte
Patienten 188

Abbildung 3-1: Auswahl des Patientenkollektivs
orange: Anteil der Patienten zur weiteren Genotypisierung; blau: Ausgeschlossen aufgrund

nachgewiesener anderweitiger genetischer Ursache oder unzureichender Datenlage
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3.2 Genotypisierung von Patienten auf Sequenzveranderungen in
PRDM13 und IRX1

3.2.1 Sequenzvarianten in der Promotor-Kontroll-Region von PRDM13

Im Zusammenhang mit der NCMD wurde in bisherigen Veroffentlichungen Uber
Sequenzvarianten in der Promotor-Kontroll-Region des PRDM13-Gens berichtet [111].
In der nachfolgenden Untersuchung wurde gepruft, ob diese oder weitere

Sequenzvariationen in den ausgewahlten Patienten nachweisbar waren.
3.2.1.1 Genotypisierung der Patienten-DNA

Im ersten Schritt wurden von insgesamt 46 Indexpatienten die Promotor-Kontroll-Region
des PRDM13-Gens mithilfe einer PCR (vgl. Kapitel 2.3.1) in vier Fragmenten amplifiziert.
Hierfar wurden die vier Primerpaare PRDM13-DHS-1, -2, -3 und -5 verwendet (Tabelle
2-8), die der Literatur entnommen wurden [111].

Produkte aus der Polymerase-Kettenreaktion wurden in einer Agarose-
Gelelektrophorese (vgl. Kapitel 2.3.2) aufgetrennt und durch das NucleoSpin® Extract Il
isoliert (vgl. Kapitel 2.3.3).

M | SR g L
Abbildung 3-2: PCR-Amplifikation der Promotor-

Kontroll-Region von PRDM13

M: GeneRuler 100 bp DNA Ladder mit

Markierungsbanden (100 — 500 bp beschriftet), 1-3-2-
g 5. PCR-Amplifikate entsprechend der Primerpaare aus
E Tabelle 2-8 mit Banden in den erwarteten Grofien 1:
- = 264 bp, 3: 365 bp, 2: 345 bp, 5: 408 bp, fur einen

Indexpatienten.

Die Basensequenz der Amplifikate wurde mithilfe einer Sanger-Sequenzierung in einem
externen Labor bestimmt (vgl. Kapitel 2.3.9). Im Falle des Nachweises von
Sequenzvariationen bei einem Indexpatienten wurden weitere verfligbare
Familienangehdrigen hinsichtlich der identifizierten Sequenzvariante untersucht. Es
wurden sieben Familienangehdérige segregiert, sodass insgesamt 53 Patienten

genotypisiert wurden.
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Tabelle 3-1: Sequenzvarianten in der Promotor-Kontroll-Region von PRDM13

Index- | absolute | relative
Sequenz-
. Lokalisation patient- | Haufig- | Haufig- Datenbank
variante
en keit' keit?
gnomeAD
g.6:100.040.510
M1 4x 5x 9,4 % dbSNP
A>C
(rs78020512)
gnomeAD
g.6:100.040.453
M2 3x 3x 57 % dbSNP
G>C
(rs117637134)
9.6:100.040.987 V2
M3 2x 6X 11,3 %
G>C [111]
gnomeAD
9.6:100.041.011
M4 7X 8x 15,1 % dbSNP
T>A
(rs79450474)
gnomeAD
9.6:100.041.341
M5 17x 22x 41,5 % dbSNP
C>A
(rs1908140)
Legende:

' = nach durchgefiihrter Segregation, 2 = Quotient aus absoluter Haufigkeit und Gesamtanzahl

genotypisch untersuchter Patienten in diesem Patientenkollektiv

Es konnten bei 23 von 46 Indexpatienten eine oder mehrere Sequenzvariationen (M1 —
M5) in der Promotor-Kontroll-Region des PRDM13-Gens identifiziert werden. Eine
Segregation konnte in sieben verfugbaren Familienangehérigen eines jeweiligen
Indexpatienten bestatigt werden. Neun Patienten wiesen mehr als eine Sequenzvariante
auf. Die in zwei Indexpatienten vorgefundene Sequenzvariante M3 wurde in bisherigen
Veroffentlichungen als V2 in direkten Zusammenhang mit der NCMD gebracht [111].
Jeder Patient mit einer M3 Variante besald zusatzlich eine MS Variante. Die
Sequenzvarianten M1, M2, M4 und M5 sind online in der gnomeAD -Datenbank bereits
beschrieben. Die Sequenzvariante M5 trat in diesem Patientenkollektiv mit einer

relativen Haufigkeit von 41,5 % mit Abstand am haufigsten auf.
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3.2.2 Copy Number Variations (CNV) in PRDM13 und IRX1

Unter den publizierten Patienten mit einer NCMD wurden die Genduplikationen V4-7
(Tabelle 1-1) in PRDM13 und IRX1 vorgefunden [25, 37, 42]. Um das in dieser Arbeit
untersuchte Patientenkollektiv auf das Vorhandensein dieser Duplikationen zu prifen,
wurden zunachst Positivkontrollen fur PRDM13 und IRX1 etabliert. Die folgenden
Schritte beziehen sich auf die Herstellung der Positivkontrolle fur PRDM13 und wurden

analog fur IRX7 angewendet.

3.2.2.1 Herstellung von Positivkontrollen zum Nachweis von CNV in PRDM13 und

IRX1
N g - | Duplikation
: Dupl ! [
2 — PRDM13
| | R
L 4 . !
5 : | DupL-f DuplL-f
Promotor - PRDM13 3°UTR Promotor - PRDM13 3UTR
DuplL-r DuplL-r
Restriktionsverdau Positivkontrolle

TA AT
’ Dup2 _ ;| Dupl ‘
B I‘
) <=
Dup2 _ | | Dupl ‘ Dup-L-f Dup-L-r
7—I I‘

e/
T4-Ligation

Abbildung 3-3: Herstellung der CNV-Positivkontrolle in PRDM13

Dup1: PCR-Produkt am 5'-Ende der Promotor Region, Dup2: PCR-Produkt am 3‘-UTR-
Ende, DupL-f: forward Primer, DupL-r: reverse Primer. PCR-Produkt wird nur bei
Duplikation synthetisiert, Restriktionsverdau: Restriktionsschnitt durch Smal, Positionen
von Dup2 und Dup1 wurden getauscht, T4-Ligation: Ligation von Dup2 und Dup1 head-
to-tail, p.TOPO: pCR®2.1-TOPO®-Vektor mit Insert Dup2-Dup1
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Die Besonderheit an diesem selbst entwickelten Verfahren ist, dass der Forward-Primer
DupL-f im 3’'UTR des Gens bindet, wahrend sich der Reverse-Primer DupL-r dem 5'-
Promotorende anlegt. Sie sind also gegensatzlich orientiert. Ein PCR-Produkt von den
DupL Primer entsteht nur dann, wenn das PRDM13-Gen dupliziert vorliegt.

Zuerst wurden mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (vgl. Kapitel 2.3.1) und spezifisch
ausgewahlten Primer Dup1 und Dup2 (Tabelle 2-8) zwei DNA-Fragmente hergestellt. Es
handelt sich um eine Kopie der Sequenz des PRDM13-Gens am 5’-Ende innerhalb der
Basic-Promotor Region des Gens und um eine Kopie der Sequenz des 3’-Endes des
PRDM13-Gens innerhalb des 3’-UTR. Die PCR-Produkte der beiden Enden des
PRDM13-Gens wurden als Dup1 und Dup2 gekennzeichnet. Unter Verwendung des
Restriktionsenzyms Smal (vgl. Kapitel 2.3.4, Tabelle 2-7) wurden die PCR-Produkte
Dup1 und Dup2 mit glatten Enden (blunt-ends) versehen. Hierbei wurde Dup1 in der
Nahe seines 5’-Endes und Dup2 nahe seines 3’-Endes geschnitten. Zur Inaktivierung
und Uberpriifung des Erfolgs des Restriktionsenzymverdaus wurden die Proben auf ein
2%-Agarose Gel aufgetragen (vgl. Kapitel 2.3.2) und anschlieliend mithilfe des Kits
NucleoSpin® Extract Il aufgereinigt (vgl. Kapitel 2.3.3). Dank der blunt-ends konnten die
ursprunglichen Positionen der Ausgangsprodukte vertauscht werden und mithilfe einer
T4-Ligase (vgl. Kapitel 2.3.5) head-to-tail verknlpft werden. Im Anschluss an die Ligation
wurde der Ligationsansatz als DNA fur eine Gradienten-PCR (vgl. Kapitel 2.3.1)
verwendet. Hierbei wurde eine Annealingtemperatur in einem Bereich von 53 - 65 °C
gewahlt, um das Temperaturoptimum der DupL (Tabelle 2-8) Primer zu ermitteln. Die
PCR-Produkte des Ligationsansatz wurden wiederum auf ein 2%-Agarose Gel
aufgetragen und anschlief3end mithilfe des Kits NucleoSpin® Extract Il aufgereinigt. Im
nachsten Schritt wurde das isolierte PCR-Produkt des Ligationsansatzes als Insert in
einer TA-Klonierung (vgl. Kapitel 2.3.6.1) mithilfe des pCR®2.1-TOPO®-Vektors (vgl.
Kapitel 2.2.3.1) in die elektrokompetenten TOP 10-Zellen transformiert (vgl. Kapitel
2.3.6.2, Tabelle 2-4), um eine grolle Menge des Plasmids als Positivkontrolle zu
erhalten. Nach Vervielfaltigung des gewunschten Plasmids wurde dieses durch eine
Mini-Praparation (vgl. Kapitel 2.3.7.1) aus den TOP 10-Zellen wieder gewonnen. Zur
Prufung des Klonierungserfolgs erfolgte eine Sanger-Sequenzierung (vgl. Kapitel 2.3.9)
durch ein externes Labor. Ein geeigneter Klon wurde als Positivkontrolle verwendet, um
die DNA der Indexpatienten auf die Duplikation des PRDM13-Gens zu testen.

Die Herstellung der Positivkontrolle zur Uberpriifung einer CNV von IRX1 verlief nach

dem gleichen Prinzip wie fur PRDM13. Die hierfur vorgesehenen Primer I-Dup1, I-Dup2

und I-DupL sind in Tabelle 2-8 aufgelistet. Als Restriktionsenzym wurde ebenfalls Smal
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verwendet. Der Erfolg der Klonierung wurde durch eine Sanger-Sequenzierung bestatigt
(vgl. Kapitel 2.3.9). Fur eine dauerhafte Archivierung der etablierten Positivkontrollen

wurde jeweils ein Glyzerinstock (vgl. Kapitel 2.3.8) angelegt.

3.2.2.2 Duplikationsanalyse der Patienten

Es wurden insgesamt 46 Indexpatienten auf das Vorhandensein einer Copy-Number-
Variation in PRDM13 oder IRX1 getestet. Die Abbildung 3-4 zeigt die Testung von 16
Indexpatienten hinsichtlich einer PRDM13-Duplikation. Die Abbildung 3-5 stellt die
Testung von 19 Indexpatienten einer IRX7-Duplikation dar. Die Positivkontrollen wurden
als jeweilige Verdunnungsreihe fir PRDM13 und [RX1 amplifiziert. Als
Startkonzentrationen der Verdinnungsreihen in PRDM13 und /RX7 wurden 0,001 ng/ul
gewahlt und jeweils um den Faktor 10 verdunnt. Eine Konzentration von kleiner als
0,000001 ng/ul konnte nicht mehr nachgewiesen werden. Es konnte bei keinem der 46
untersuchten Indexpatienten ein PCR-Produkt fir PRDM13 oder IRX1- amplifiziert

werden.

M a b c.d._ e if g b diEjikelSEMESNERONE DI+ -t
1000
- e .-
500
300
100

Abbildung 3-4: Testung auf PRDM13-Duplikation

M: GeneRuler 100 bp DNA Ladder mit Markierungsbanden 100 — 1000 bp; a — p: 16
Indexpatienten auf Duplikation getestet, +: Positivkontrolle als Verdinnungsreihe mit den
Konzentrationen: 0,001 ng/ul — 0,000001 ng/ul (Faktor 10 Verdiinnung)
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M a b c. . diiie gl TN o py Qo s tat o+ +
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Abbildung 3-5: Testung auf IRX-Duplikation

M: GeneRuler 100 bp DNA Ladder mit Markierungsbanden 100 — 1000 bp; a — s: 19
Indexpatienten auf Duplikation getestet, +: Positivkontrolle als Verdinnungsreihe mit
den Konzentrationen: 0,001 ng/pl — 0,000001 ng/ul (Faktor 10 Verdunnung)

3.2.3 Untersuchung der Wirkung der Sequenzvariationen der Promotor-Kontroll-

Region auf die Genexpression des PRDM13-Gens

3.2.3.1 Uberblick

In dieser Messung sollte der Einfluss der Sequenzvarianten, welche in der Tabelle 3-1
aufgelistet sind, hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Expression von PRDM13 untersucht
werden. Hierfur wurde in dieser Arbeit ein Luciferase-Reporterassay entwickelt, der im
Folgenden detailliert vorgestellt wird. Als grundlegender Vektor diente der pGL4.10 [luc2]
Reportervektor (vgl. Abbildung 2-2). Zunachst wurde in den pGL4.10 [luc2]
Reportervektor der Basic-Promotor und anschlieBend die Promotor-Kontroll-Region
(PKR) des PRDM13-Gens einkloniert. Dabei wurde die PKR zum einen
sequenzvariationsfrei als Wildtyp (WT) und zum anderen mit verschiedenen
Sequenzvarianten in jeweils separate Vektoren einkloniert. Abschliefend konnte der
Einfluss der Konstrukte auf die Expression des PRDM13-Gens durch Generierung der

Firefly-Luciferase quantifiziert und abgeglichen werden (vgl. Kapitel 2.3.11).
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In diesem Ansatz wurden folgende Konstrukte erfolgreich hergestellt und gepruft:

o Wildtyp (WT): als sequenzvariationsfreier Referenzwert

o Kilon 2K3: inkl. der Sequenzvariation M2 + M4

e Klon 3K4: inkl. der Sequenzvariation M3 + M5 (M3 = V2)
o Kilon 4KO: inkl. der Sequenzvariation M4

pGL4.10 [luc2]
Reportervektor
1 + PRDM?13- Basic-Promotor
pGL4-PRDM13-
PROM-WT

+ PKR-WT + PKR-M3+M5

l + PKR-M2+M4 l + PKR-M4
pGL4-PRDM13- 1 pGL4-PRDM13- 1
P-PKR-WT P-PKR-3K4

pGL4-PRDM13- pGL4-PRDM13-
P-PKR-2K3 P-PKR-4K9

Abbildung 3-6: Herstellung des pGL4-PRDM13-P-PKR

Als Ausgangsvektor diente der pGL4.10 [luc2] Reportervektor. Zuerst wurde die PRDM13-
Promotor Region einkloniert. Anschliefend wurde die Promotor-Kontroll-Region als Wildtyp oder
mit verschiedenen Sequenzvarianten in den pGL4-PRDM13-PROM-WT einkloniert.

3.2.3.2 Klonierung des Basic-Promotors

Im ersten Schritt wurde eine Amplifikation der Basic-Promotor Region des PRDM13-
Gens durch eine PCR (vgl. Kapitel 2.3.1) mit den Primer PROM (Tabelle 2-8)
durchgefuhrt. Dazu wurde die Phusion-Taq-Polymerase (Tabelle 2-7) verwendet. Die
Produkte der PCR wurden durch eine Gelelektrophorese dargestellt (vgl. Kapitel 2.3.2)
und mithilfe des Nucleospin Gel PCR Clean-up Kits (vgl. 2.3.3) aufgereinigt (vgl.
Abbildung 3-7).
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Zur weiteren Verarbeitung wurde ein Adenin-Uberhang durch folgenden Ansatz ergéanzt:
— Inkubation: 1 Stunde, 72 °C

PCR-PRDM13-Promsmatsaci 5,2l
Go-Taqg-Polymerase 0,1 ul
Polymerase-Puffer 2 ul
dNTPs (0,125mM) 1,6 ul
MgCl, (25mM) 1,2 ul
Gesamt 10,1 ul

Im Anschluss wurde eine TA-Klonierung (vgl. Kapitel 2.3.6.1) und eine Transformation
(vgl. Kapitel 2.3.6.2) in elektrokompetente TOP 10 Zellen durchgefuhrt. Die Plasmide
wurden durch eine Minipraparation (vgl. Kapitel 2.3.7.1) freigesetzt und mit dem
Restriktionsenzym Pstl (Tabelle 2-7) verdaut. Bei erfolgreicher Klonierung besal} der
gewunschte Klon eine zusatzliche dritte Pst/-Schnittstelle, sodass ein kleines Fragment
von 248 bp entstand (vgl. Abbildung 3-7 b und Abbildung 3-8). Abschliel’end wurde die
Basensequenz des Inserts durch eine Sanger-Sequenzierung bestimmt (vgl. Kapitel
2.3.9). Der Klon 9 wurde auserwahlt und als pT-PRDM13-PROM bezeichnet.

M PROM M SRiEaS MRS 8 s 7 8 .9 10
3000" L Rl
1000 s 1000 W 4
-
500 W 500
300
250

4

a b

Abbildung 3-7: Klonierung der Basic Promotor Region von PRDM13

100

(a) zeigt die PCR-Amplifikation mit den Primerpaar PROM (Tabelle 2-8), erwartete Bandengrole
= 682 bp; (b) zeigt den Nachweis des geklonten Konstrukts in Kapitel 3.2.3.2 durch einen Pstl-
Verdau, Klon 9 (mit Pfeilen markiert) besitzt die erwarteten Bandengréen = 3175 bp, 1190 bp,
248 bp
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"lac_promoter”
_///://1015 -M13 rev

"pBR322_origin"

pT-PRDM13-PROM [Xbal]
4.613bp 1016 - M13 for

"lacZ_a"

"Ampicillin”
mpicillin “f1_origin"

“"NEOKAN_promoter"
Pstl]

"NeoR/KanR"

Abbildung 3-8: pT-PRDM13-PROM

PRDM13-Basic-Promotor: Basic-Promotor Region des PRDM13-Gens; Restriktions-
schnittstellen: Xhol, EcoRI, EcoRV, Bglll, Hindlll, Xbal, BamHI, Pstl; M13 (for, rev):
Sequenzierprimerbindungsstellen; lacZ_a: B-Galactosidase Gen, lac_promotor: Promoter fiir
lacZ_a; Ampicillin, NeoR/KanR: Antibiotikaresistenzgene; NEOKAN_promotor: Promotor fiir
NeoR/KanR; pBR322_origin: Replikationsursprung

3.2.3.3 Klonierung der Basic-Promotor Region in den pGL4.10 [luc2]

Reportervektor

Um den pT-PRDM13-PROM (vgl. Kapitel 3.2.3.2) in das pGL4.10 [luc2] Reporterplasmid
(vgl. Abbildung 2-2) einzuklonieren, wurden beide Konstrukte mit den
Restriktionsenzymen Sac/ und Xhol verdaut (vgl. Kapitel 2.3.4, Tabelle 2-7).
AnschlieRend wurden aufgrund der gemeinsamen Schnittstellen das Plasmid pT-
PRDM13-PROM-WT und das pGL4.10 [luc2] Reporterplasmid zusammen ligiert (vgl.
Kapitel 2.3.5). Das Ligationsprodukt wurde wie im vorherigen Abschnitt in
elektrokompetente TOP 10-Zellen transformiert (vgl. Kapitel 2.3.6.2), die Klone
prapariert (vgl. Kapitel 2.3.7.1), mit Pstl verdaut (vgl. Kapitel 2.3.4, Abbildung 3-9) und
sequenziert (vgl. Kapitel 2.3.9). Als Ergebnis dieses Schrittes lag das pGL4-PRDM13-
PROM-WT Plasmid vor, welches die Promotorsequenz des PRDM13-Gens enthalt.

50



Ergebnisse

E Abbildung 3-9: Promotor in pGl4 [luc2] Reporterplasmid

Die Abbildung zeigt den Nachweis des geklonten Konstrukts in

3000! o Kapitel 3.2.3.3 durch einen Pst/l-Verdau. a = Konstrukt verdaut,
—" BandengroRen = 3292 bp, 1499 bp, b = Konstrukt unverdaut.

1000 w—
250 ———
3975 - RVPrimer3f “ -
| ~ PRDM13 Basic-Promotor
1 Pstl
\ EcoRl|
4500 ‘ Pstl
500
= Xhol
EcoRV.
i
~ 4000 Hindll
|Pstl]
pGL4-PRDM13-PROM-WT
4.946bp
— 3500
uci luc2
3000
7
ColE1-derived
[Sail— 2500
Bami] ¥ 1
[BamHiI 4
3974 - RVPrimerdr & {Xbal

SV40 late poly(A) region

Abbildung 3-10: pGL4-PRDM13-PROM-WT

PRDM13-Basic-Promotor: Basic-Promotor Region des PRDM13-Gens; Restriktions-
schnittstellen: Xhol, EcoRI, EcoRV, Bglll, Hindlll, Xbal, BamHI, Sall, Pstl; ampR:
Antibiotikaresistenzgen fir Ampicillin; 3974-RVPrimer4r, 3975-RVpRimer3f: Sequenzier-
primerbindungsstellen; luciferase luc2: Luciferase-Reporter-Gen; ColE1-derived: Gen fir
ColicinE1
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3.2.3.4 Klonierung der Promotor-Kontroll-Region (PKR)

Analog zu der Basic-Promotor Region wurde ein PCR-Produkt der Promotor-Kontroll-
Region (PKR) des PRDM13-Gens als Wildtyp (WT) durch eine PCR (vgl. Kapitel 2.3.1)
mit den entsprechenden Primer PKR (Tabelle 2-8) hergestellt. Zusatzlich wurden Kopien
der Promotor-Kontroll-Region inklusive verschiedener Sequenzvarianten (vgl. Tabelle
3-1) als separate Konstrukte hergestellt (vgl. Abbildung 3-11a). Hierfur wurde die DNA
von Patienten verwendet, die die gewunschten Sequenzvarianten aufwiesen. Die PCR-
Produkte wurden zunachst uber die TA-Klonierung (vgl. Kapitel 2.3.6.1) in die TOP 10
Zellen transformiert (vgl. Kapitel 2.3.6.2) und anschlieRend prapariert (vgl. Kapitel
2.3.7.1). Getestet wurden die Plasmide mit einem Hindlll-Restriktionsverdau (vgl. Kapitel
2.3.4, Tabelle 2-7, Abbildung 3-11) und anschlieRender Sanger-Sequenzierung (vgl.
Kapitel 2.3.9). Durch die Klonierung der Promotor-Kontroll-Region wird eine zusatzliche
Hindlll-Schnittstelle in den pCR2.1®-TOPO®-TA Klonierungsvektor eingefugt (vgl.
Abbildung 3-11 und Abbildung 3-12).

M M1 M2 M3 M4 M5 M1 m2 m3 M4 M5

wine W -w W
1000 s 1000 e
- p— J— -
500 -
300

250

100 a b

Abbildung 3-11: Klonierung Promotor-Kontroll-Region von PRDM13

(a) zeigt die PCR-Amplifikation der Sequenzvarianten M1-M5 mit Primer PKR (Tabelle 2-8),
BandengroRe = 1157 bp; (b) zeigt den Nachweis des geklonten Konstrukts in Kapitel 3.2.3.4
durch einen Hindlll-Verdau, a = Konstrukt verdaut, BandengréRen = 4416 bp, 672 bp, b =

Konstrukt unverdaut.
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"lac_promoter"
1015 - M13 rev
3953 - PR13-DS1cla
TA-Cloning site
7 -
XX % ¥

M2: g.100.040.453G>C
M1: g.100.040.510A>C

"pBR322_origin"

PRDM13 PKR

M4: g.100.041.011T>A

pT-PRDM13-PKR

5.088bp M5: g.100.041.341C>A

"Ampicillin" 3978 - PR13-DS5cld
4334 - PR13-DS5-B2

TA-Cloning site

1016 - M13 for

3000 "f1_origin*
’
2500

"NeoR/KanR"
‘; "NEOKAN_promoter"

Abbildung 3-12: pT-PRDM13-PKR

PRDM13-PKR: Insert der Promotor-Kontroll-Region von PRDM13; Sequenzvarianten M1- M5
entsprechend Tabelle 3-1; Restriktionsschnittstellen: Xhol, Hindlll, BamHI; Sequenzier-
primerbindungsstellen: 1015-M13-rev, 1016-M13-for, 3953-PR13DS1cla, 4334-PR13DHS5b2,
3978-PR13-DS5cld, ; lacZ_a: B-Galactosidase Gen, lac_promotor: Promoter flr lacZ a;
Ampicillin, NeoR/KanR: Antibiotikaresistenzgene; NEOKAN_promotor: Promotor fiir NeoR/KanR;
pBR322_origin: Replikationsursprung

3.2.3.5 Klonierung der Promotor-Kontroll-Region (PKR) in das pGL4-PRDM13-
PROM-WT Plasmid

Die Promotor-Kontroll-Region (PKR) im pT-Vektor wurde mit den dazugehdrigen Primer
PKR-TO (Tabelle 2-8) Gber eine PCR amplifiziert (vgl. Kapitel 2.3.1, Abbildung 3-13a).
Wahrend der Forward-Primer der PKR-TO identisch zu dem Forward-Primer PKR ist,
enthalt der Reverse-Primer der PKR-TO im Unterschied zu dem Primer PKR eine
BamHI-Schnittstelle. Diese Schnittstelle ermdglicht die Einklonierung der Promotor-
Kontroll-Region in den pGL4-PRDM13-PROM-WT. Dazu wurden die jeweiligen PCR-
Produkte und das pGL4-PRDM13-PROM-WT Plasmid zunachst mit BamH|/ verdaut (vgl.
Kapitel 2.3.4 und Tabelle 2-7). Im Anschluss wurde der pGL4-PRDM13-PROM-WT
Vektor mit der Promotor-Kontroll-Region als WT oder inklusive der Sequenzvarianten
(Tabelle 3-1) ligiert (vgl. Kapitel 2.3.5). Damit sich der Vektor pGL4-PRDM13-PROM-WT
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nicht mit sich selbst ligiert, wurde diesem vor der T4-Ligation die Shrimp-Alkaline-
Phosphatase rSAP (Tabelle 2-7) zugesetzt. Wiederum Uber eine TA-Klonierung wurde
das ligierte Konstrukt in elektrokompetente TOP 10 Zellen transformiert (vgl. Kapitel
2.3.6.2), die Klone prapariert (vgl. Kapitel 2.3.7.1), mit Hindlll verdaut (vgl. Kapitel 2.3.4,
Tabelle 2-7, Abbildung 3-13b) und sequenziert (vgl. Kapitel 2.3.9). Als Endprodukte
konnten verschiedene pGL4-PRDM13-PPKR Plasmide hergestellt werden (vgl. Kapitel
3.2.3.1).

M M1 M2

1500
20 - - 5000 b —

1000 e

e
o 3000 4

\

1000

a b

Abbildung 3-13: Promotor-Kontroll-Region in pGl4-PRDM13-PROM-WT
(a) zeigt die PCR-Amplifikation der PKR inkl. der Sequenzvarianten M1-M2 mit Primer PKR-TO
(Tabelle 2-8), Bandengréfle = 1157 bp; (b) zeigt den Nachweis des geklonten Konstrukts in

250 w——

Kapitel 3.2.3.5 durch einen Hindlll-Verdau, Klon M2-3‘ besitzt die erwarteten Bandengréf3en =
2558 bp, 3522 bp (markiert mit Pfeilen), die beiden gréeren Banden von Klon M2-3‘ entsprechen

unverdauten (zirkulare) bzw. einfach geschnittenen (linearisierte) Plasmiden
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3975 - RVPrimer3f
PRDM13 Basic-Promotor
ampR

HindiH

pGL4-PRDM13-PPKR
6.080bp

luciferase luc2

ColE1-derived—————

3974 - RVPrimerdr
4334 - PR13DS5b2
M5: g.100.041.341C>A

Hindilf

BamHI|
3612 - PR13DHS3b SV40 late poly(A) region
3613 - PR13DHS5a VI~ A 3953 - PR13DS1cla
PRDM13 PKR M2: g.100.040.453G>C
M4: g.100.041.011T>A M1: g.100.040.510A>C

M3/V2: .100.040.987G>C

Abbildung 3-14: pGL4-PRDM13-PPKR Plasmid

PRDM13 Basic-Promotor: Sequenz der Basic-Promotor Region von PRDM13; PRDM13-PKR:
Sequenz der Promotor-Kontroll-Region von PRDM13; Sequenzvarianten M1- M5 entsprechend
Tabelle 3-1; Restriktionsschnittstellen: Hindlll, BamHI; ampR: Antibiotikaresistenzgen fir
Ampicillin; Sequenzierprimerbindungsstellen: 3974-RVPrimer4r, 3975-RVpRimer3f, 3612-
PR13DHS3b, 3613-PR13DHS5a, 4334-PR13DHS5b2, 3953-PR13DS1cla; luciferase luc2:

Luciferase-Reporter-Gen; ColE1-derived: Gen fir ColicinE1;
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3.2.3.6 One-step Luciferase-Assay

Der Luciferase-Assay wurde entsprechend des Kapitels 2.3.11 durchgefiihrt. Die
Luciferase-Aktivitat (Lumineszenz) quantifiziert die Promotorleistung des jeweiligen
Konstrukts. Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Ansatze miteinander korreliert
(vgl. Kapitel 3.2.3.1):

Tabelle 3-2: Luciferase-Assay

Konstrukt Bestandteile

pGL4.10 [luc2] Reportervektor Vektor ohne Insert
pGL4-PRDM13-PROM-WT mit Basic-Promotor als WT
pGL4-PRDM13-P-PKR-WT mit Basic-Promotor und PKR, beide als WT
pGL4-PRDM13-P-PKR-2K3 mit Basic-Promotor und PKR-Variante M2+M4
pGL4-PRDM13-P-PKR-3K4 mit Basic-Promotor und PKR-Variante M3+M5
pGL4-PRDM13-P-PKR-4K9 mit Basic-Promotor und PKR-Variante M4
Negativprobe pT-PRDM13-PROM-WT

Mittels bereits genannter Plasmide wurde die Einflussnahme der Sequenzvarianten der
PKR auf die Promotorregion des PRDM13-Gens untersucht. Unterdessen Ubernimmt
der Promotor auch die Funktion als Indikator flr die Genexpression eines Gens. Um den
Promotor in seiner Funktion als steuerndes Element zu Uberprifen, wurde die
Luciferase-Aktivitat des pGL4-PRDM13-PROM-WT gegenuber dem insertfreien
pGL4.10 [luc2] Reportervektor erfasst. Analog wurde die Luciferase-Aktivitat der pGL4-
PRDM13-P-PKR-WT inklusive der PKR als WT gegenuber dem pGL4-PRDM13-PROM-
WT ohne die PKR getestet. Schlussendlich wurde die Lumineszenz der PKR
Sequenzvarianten mit dem PKR als WT verglichen. Als Negativprobe diente der Vektor
pT-PRDM13-PROM-WT, der kein Luciferase-Gen beinhaltet. Der Luciferase-Assay

wurde insgesamt dreimal wiederholt.

Der pGL4-PRDM13-PROM-WT besal} gegentber dem pGL4.10 [luc2] Reportervektor
eine 2,4-fach hohere Luciferase-Aktivitat. Der pGL4-PRDM13-P-PKR-WT zeigte eine
um 10% geringere Lumineszenz als der pGL4-PRDM13-PROM-WT. Die PKR Varianten
2K3, 3K4 und 4K9 wiesen allesamt eine hohere Luciferase-Aktivitat gegenuber des PKR
als WT auf (vgl. Abbildung 3-15).
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Abbildung 3-15: Testung der Aktivitat der PRDM13- Promotor-Kontroll-Region

Die Abbildung zeigt die relative Luciferase Aktivitat der verschiedenen Konstrukte. Die Klone mit
den Sequenzvarianten der PRDM13-PKR besalien allesamt eine hohere Luciferase-Aktivitat
gegenuber der PKR als der Wildtyp. WT: pGL4-PRDM13-P-PKR-WT, 2K3: pGL4-PRDM13-P-
PKR-2K3, 3K4: pGL4-PRDM13-P-PKR-3K4, 4K9: pGL4-PRDM13-P-PKR-4K9

3.3 Ergebnisse der Phanotypisierung

Insgesamt wurden 46 Indexpatienten und sieben angehdrige Sequenzvariationstrager
phanotypisch korreliert. Die segregierten Familienangehdrige waren allesamt betroffen
und wiesen ebenso Sequenzvarianten in ihrer Promotor-Kontroll-Region des PRDM13-
Gens auf. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden im Folgenden sechs Patienten mit
detektierten Sequenzvariationen aufgefihrt. Hiervon sind die Patienten 2038.01,
2038.02 und 2038.03 miteinander verwandt. Die Tabelle 3-3 stellt eine

Zusammenfassung der phanotypischen Ergebnisse dar.
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Tabelle 3-3: Ergebnisse-Phanotypisierung

M1 R (f): N+++ R (f): 444 R: NH{J RPEJ,
2038.01 59 M3 0210 Ri-15-0,75/142° L (f): N+++ I L (f): 434 INLY POSI PISl  R:@  R:des.eV R: @ R: Ampl. {
: M5 e L:-0,25 /-1,0/6° R (p): D+ R (p): @ L: NHI, L@ L: des. eV L@ L: Ampl. 4
L (p): D+ L (p): @ durchgehend
R (f): D+ R (f): @ o
R/L: leichte A zw.
M3 R: 2,0/-1,0/7° L (f): D+ L (f): 4 R: dE
2038.02 | 57 ms 00097 1y Soco1e00 Ry M R (p): @ PIS/ISe L: dE KA KA KA
L (p): @ L (p): T
R (f): D+ R (f):ﬁ L !
M3 R:-0,5-0,5/29° L (f): N++ L (f): R/L:NH{ RPE!, R:Q R: @ R: @ R: @
2038.03 | 31 mMs 0007 02505120 R (p):D+ i R(P:T  INLLPOSLPISL L@ LidesmV L@ L Ampl{
L (p): D+ L (p): T
MA R (f): D+ R (f): @
R: 0,0/-2,25/24° L (f): D+ L (f: @ . R: dE R: sat. eV R: @ R: @
2286.03 4 4 e 0000 | go.30164° R (p): @ : R (p): @ RIL: @ LdE L sateV Lo Lo
L (p): @ L (p): @
R (f): N++ R (f): JJ:JJ: . .
R: -4/-0,5/180° L (f): N++ L (f): R/L: NHY RPE R:ZK = R:des.mV R: @ R: Ampl.
2U09:018 45 M 0303 | 32512411730 R(p):D++ R():™  INLPOSLPIS! LizK Lides.mV L@ L Ampld
L (p): D++ L (p): ™1
R (f): N+ R (f):
R: -0,5/-0,25/4° L (f): N+ L(f: 4 R/IL:NH{ RPE!  R: @ R: sat. mV R: @ R: Ampl.
2304018 17 MS 052110 | To0m051620  R(p): @ . Ry  INLLPOSLPIS! L@ LsatmV L@ L Ampld
L(p): @ L (p): T
Legende:

J = Reduzierung, T = Zunahme, + = ausgepragt, ++ = sehr ausgepragt, Ampl. = Amplituden, D = Drusen, dE = dezente konzentrische Einengung, des.
= desaturiert, f = foveal, N = makulare Narbe, NH = Netzhautdicke, norm. = normwertig, kA = keine Angabe, eV = einzelne unspezifische Verwechslungen,
L = linkes Auge, mV = multiple Verwechslungen, p = perifoveal, R = rechtes Auge, sat. = saturiert, ZK = Zentralskotom firr die Prifmarke 1ll/4, A =
Veranderung, @ = ohne pathologischen Befund, ' = vgl. Tabelle 3-1, 2 = Visuswerte in LogMAR, 3 = vgl. Abbildung 3-16, = vgl. Abbildung 3-17, 5 = vgl.
Abbildung 3-19, ¢ = vgl. Abbildung 3-22

58



Ergebnisse

3.3.1 Fundusphotographie

Innerhalb der phanotypischen Analyse wurden verschiedene Auspragungen von
Makuladegenerationen detektiert. Die im Kapitel 1.4.1 dargestellten Grade 1 bis 3 einer
NCMD konnten im Rahmen dieser Arbeit bei den zu untersuchenden Patienten
nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 3-16). In der Tabelle 3-3 ist aus dem Vergleich
der Patienten 2038.02 und 2038.03 zu entnehmen, dass unterschiedliche Grade einer
NCMD innerhalb einer Familie erfasst wurden, die die gleichen Sequenzvarianten (M3,
M5) in der Promotor-Kontroll-Region des PRDM13-Gens aufwiesen. Die Grade einer
NCMD korrelierten nicht mit dem Alter der Patienten. Patienten, die als NCMD Grad 2

oder 3 eingestuft wurden, zeigten zudem reduzierte Visuswerte (vgl. Tabelle 3-3).

Abbildung 3-16: Fundusphotographie — NCMD Grade 1-3

(a) Patient 2286.03 (24 J.) entspricht dem 1. Grad der NCMD mit vereinzelten Drusen
(b) Patient 2831.01 (57 J.) entspricht dem 2. Grad der NCMD mit konfluenten Drusen
(c) Patient 2415.03 (51 J.) entspricht dem 3. Grad der NCMD mit makularer Narbe

3.3.2 Fundusautofluoreszenzaufzeichnung (FAF)

Die Abbildung 3-17 beinhaltet die Fundusautofluoreszenzen (FAF) der in Tabelle 3-3
aufgelisteten Patienten. Die jeweiligen FAFs wurden entsprechend ihrer Auspragung
stufenweise angeordnet. Zentral befinden sich scharf abgegrenzte reduzierte
Fluoreszenzen, die sich von (a) — (f) vergrofern. Mit Ausnahme von (e) nehmen ebenso
die Intensitaten der zirkularen Fluoreszenzen zu, die die zentralen Hypofluoreszenzen
als eine Art Randsaum umgeben. Zwischen den Familienmitgliedern (b) = 2038.02 und
(e) = 2038.01, die ein ahnliches Alter aufweisen, sind deutliche Unterschiede in der
Auspragung der Fluoreszenz ersichtlich. Im Seitenvergleich der beiden Augen der
untersuchten Patienten wurden beidseitige makulare Degenerationen festgestellt, die

sich jedoch in ihrer Auspragung unterschieden (vgl. Abbildung 3-18).
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Abbildung 3-17: Fundusautofluoreszenz (FAF) - NCMD

Die Abbildung stellt die FAFs der Individuen (a) = 2286.03, (b) = 2038.02, (c) = 2404.01, (d) =
2038.03, (e) = 2038.01 und (f) = 2109.01 gegeniiber. Von (a) nach (f) nehmen die zentralen
Hypofluoreszenzen im Bereich der Makula zu. Die zentralen hypofluoreszierenden Defekte sind

von einem Randsaum mit erhéhter Fluoreszenz umgeben.

Abbildung 3-18: Fundusautofluoreszenz (FAF) - Seitenvergleich

In dieser Abbildung ist die FAF des Patienten 2038.03 von dem rechten Auge (a) dem linken
Auge (b) gegenubergestellt. Die makuldre Léasion ist im rechten Auge (a) deutlich geringer
ausgepragt als im linken Auge (b).
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3.3.3 Optische Koharenztomographie (SD-OCT)

Die Abbildung 3-19 vermittelt mithilfe der SD-OCT einen Uberblick Uber die
verschiedenen Lasionsformen derjenigen Patienten (a) — (f), deren Fundusauto-
fluoreszenzen in Abbildung 3-17 bereits dargestellt wurden. Der Patient (a) = 2286.03
mit den Sequenzvarianten M1, M3 und M5 besitzt eine normwertige Netzhautschichtung.
Nachfolgend weist Patient (b) = 2038.02 im Unterschied zu (a) leichte foveale
Veranderungen zwischen der PIS und ISe auf, wobei die PIS in diesem Bereich
angehoben erscheint. Zudem sind punktuelle Verdickungen der RPE-Schicht in Form
von Drusen erkennbar. Beim Blick auf die Netzhautschichtung des Patienten (c) =
2404.01 mit der Sequenzvariante M5 sind foveale Verluste von Photorezeptor- und
Pigmentepithelzellen sichtbar. In der Folge entstehen makulare, hypopigmentierte
Bereiche, die den Kontrast zu der darunter liegenden Choroidea erhdhen, da die
Reflexionen der untergegangen Netzhautschichten fehlen. Der Patient (d) = 2038.03,
der die identischen Sequenzvarianten wie (a) enthalt, zeigt in der Makula einen
umfassenden Verlust samtlicher Netzhautschichten. Wiederum wird die Choroidea in der
Makula kontrastreicher dargestellt. Beim Patienten (e) = 2038.01 ist die eigentliche
Netzhautschichtung kaum noch darstellbar. Dieser Patient tragt im Unterschied zu (d)
zusatzlich noch die Sequenzvariante M1 und prasentiert eine ausgepragte Vernarbung
in Form einer relativ homogenen Verdickung mehrerer Netzhautschichten. Der Patient
(f) = 2109.01 mit der Sequenzvariante M5 zeigt nicht nur in der Makula, sondern auch in

der Peripherie Atrophien des RPE und der Photorezeptorschicht.
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2109.01 (45 J.)
Abbildung 3-19: Ergebnisse Optische Kohdarenztomographie (SD-OCT)
Die Abbildung zeigt die Bilddaten der optischen Koharenztomographie (OCT) der unter Tabelle

3-3 gelisteten Patienten im Bereich der linken Makula. Wahrend Patient (a) eine normwertige
Netzhautschicht aufweist, besitzt Patient (e) weitgehende Verluste der Netzhautschichten. GCL:
Ganglienzellschicht, INL: innere Kérnerschicht, IPL: innere plexiforme Schicht, Ise: Elipsoidband,
J.: Jahre, ONL: &uRere Kornerzellschicht, OPL: aufere plexiforme Schicht, PIS:
Photorezeptorschicht - Innensegment, POS: Photorezeptorschicht — Aufiensegment, RNFL:
retinale Nervenfaserschicht, RPE: retinales Pigmentepithel
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3.3.4 DiOCTA - Auswertung

GemalR des Kapitels 2.4.4 wurden die Bilddaten der optischen Koharenztomographie
von den Patienten mit den verschiedenen Sequenzvarianten in die Software DiIOCTA
uberfuhrt. Anhand von DIOCTA konnten die Grenzen der einzelnen Netzhautschichten
festgelegt werden. Wie in Abbildung 3-19 veranschaulicht, ist je nach
Lasionsauspragung die Struktur der Netzhautschichtung gestort. Mithilfe von DiIOCTA
wurden diese Strukturverluste quantifiziert, indem die Schichtstarken der
Netzhautschichten mit Normwerten verglichen wurden (vgl Abbildung 3-20, Abbildung
3-21). Die Schichtstarken wurden fur das foveale Feld, fir den paramakularen Ring und
fur den peripheren Ring einzeln betrachtet und sind in den nachfolgenden Graphiken

gegenlbergestellt.
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Die Diagramme zeigen die Schichtstarken der gesamten Netzhaut der untersuchten Patienten mit Sequenzvariationen M1, M2, V2, M4 und M5 in der

Promotor-Kontroll-Region des PRDM13. Die Bedeutung der Symbole ist der Legende zu entnehmen und gilt ebenso fir die nachfolgenden Abbildungen.

Als Referenzwerte dienten die Mittelwerte und die Perzentilen der Messwerte von Normprobanden. Die Perzentilen verlagern sich ab dem Alter von 18

J., da zwei Normwertsatze (0 — 18 J. und >18 J.) verwendet wurden. Insgesamt ist die Starke der Netzhaut foveal, paramakular und auch peripher

Uberwiegend reduziert. Lediglich ein Patient mit der Sequenzvariante M4 (47 J., Markierung: roter Ring) zeigt eine verdickte Netzhaut. Zudem fallt bei

dem Patienten mit der kombinierten Sequenzveranderung V2, M1, M5 (52 J., Markierung: rote Pfeile) auf, dass die Schichtstarke in dem fovealen Feld

signifikant reduziert ist, wahrend sich die Schichtstarke des peripheren Rings nahe der 95. Perzentile befindet.
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Schichtstarke - Retinale Nervenfaserschicht
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Abbildung 3-21: DiIOCTA Auswertung — einzelne Netzhautschichten

Die oben aufgeflihrten Graphen A — F veranschaulichen die Schichtstarken einzelner Netzhautschichten. Die Bedeutung der Symbole ist der Legende in
Abbildung 3-20 zu entnehmen. Besonders das retinale Pigmentepithel (RPE) in F verdeutlicht, dass iberwiegend reduzierte Schichtstarken unterhalb der
95. Perzentile erfasst wurden. Im Bereich des paramakularen und peripheren Rings sind nur sehr vereinzelte Messwerte oberhalb der 5. Perzentile
vorzufinden (vgl. A, D, E). Die Schichtstarken der inneren Photorezeptorschichten (D) und der PhotorezeptorauRensegmente (E) lassen erkennen, dass
bereits bei einem Alter unter 18 Jahren erniedrigte Schichtstarken gemessen wurden. Dagegen weisen die Messwerte im fovealen Feld eine groRere
Streuung auf. Anhand der roten Markierungsringe der inneren Kérnerschicht (INL) in C wird ersichtlich, dass im Bereich der Fovea Schichtstarken sowohl
oberhalb als auch unterhalb der Perzentilen vorliegen.
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3.3.5 Elektroretinogramm (ERG)

Trotz der zum Teil erheblichen Lasionen der Makula, zeigten die Patienten (vgl. Tabelle
3-3) keine besonders eingeschrankten Defizite in der Elektrophysiologie. Die hierfir
aussagekraftigen Parameter der Amplituden und Latenzen im Ganzfeld-ERG wurden im
Normbereich vorgefunden. Jedoch wurden im multifokalen-ERG geringfugig

herabgesetzte Amplituden gemessen.

3.3.6 Farbsehtauglichkeitspriifung

Bezuglich der Farbsehtauglichkeitsprifung nach Farnsworth-Munsell scheint eine
Korrelation mit dem Ausmal® der makularen Lasion zu bestehen (vgl. Kapitel 2.4.6).
Wahrend die Patienten 2286.03 und 2038.01 (beide mit Sequenzvarianten M1, M3, M5)
noch einzelne Verwechslungen angaben, traten bei den Patienten 2038.03
(Sequenzvariante M3, M5), 2109.01 (Sequenzvariante M4) und 2404.01
(Sequenzvariante M5) multiple Farbverwechslungen auf. Diese Farbverwechslungen
konnten weder der Protan-, noch der Deutan- oder Tritanachsen spezifisch zugeordnet

werden.

3.3.7 Perimetrie nach Goldmann

Des Weiteren wurden Patienten mit einer nachgewiesenen Sequenzvariation
hinsichtlich ihres Gesichtsfelds durch eine Perimetrie nach Goldmann untersucht (vgl.
Kapitel 2.4.7). Die Abbildung 3-22 zeigt das typische klinische Gesichtsfeld eines NCMD-
Patienten. Insgesamt wurden bei nahezu allen untersuchten Personen keine
wesentlichen Einschrankungen oder Ausfalle des Gesichtsfelds entdeckt. Lediglich der
Patient 2109.01 mit der Sequenzvariante M5 zeigte als einziger Proband ein
Zentralskotom mit der Prifmarke I/4. Hierbei ist zu erwdhnen, dass nicht fir jeden
Patienten aus den retrospektiven Daten Untersuchungen mit der Prifmarke 1/4, welche

eine geringere Leuchtdichte aufweist, vorlagen.
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Abbildung 3-22: Goldmann-Perimetrie
Die Abbildung zeigt das Gesichtsfeld des linken Auges des NCMD Patienten 2038.03 mit den
Sequenzvariationen M3 und M5. In der Legende ist der Farbcode fir die Priifmarken I11/4, 1/4, 1/3,
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I/2 und 1/1 zu entnehmen. Bei den untersuchten Patienten traten in der Regel keine wesentlichen

Einschrankungen der Gesichtsfelder auf. Im Vergleich der beiden Augen der Patienten, wurden

keine Unterschiede beobachtet.
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3.3.8 Untersuchung der Progression bei NCMD

Zur Beurteilung einer Progression standen fur die Patienten 2038.01 und 2286.01
Bilddaten in Form von Fundusautofluoreszenzen (FAF) und Verlaufe der Visusdaten
Uber einen Beobachtungszeitraum von bis zu elf Jahren zur Verfigung (vgl. Abbildung
3-23). Beide Patienten tragen die Sequenzvarianten M1, M3 und M5. Bei der

Gegenuberstellung der Daten konnten keine progressiven Tendenzen erfasst werden.

Abbildung 3-23: Progression —
Fundusautofluoreszenz (FAF)
FAF des Patienten 2038.01, zum
Untersuchungszeitpunkt:

(a) =52 J., Visus logMAR 0,63
(b) = 63 J., Visus logMAR 0,7
FAF des Patienten 2286.01, zum
Untersuchungszeitpunkt:

(c) =56 J., Visus logMAR 0,0

(d) =63 J., Visus logMAR 0,0

Es waren keine wesentlichen

FAF- und Visusveranderungen

der Patienten feststellbar.
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4 Diskussion

Die North-Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD) ist eine seltene Erkrankung der
Netzhaut, welche autosomal-dominant vererbt wird [22].

Phanotypisch sind von einzelnen fein zerstreuten Drusen bis hin zu ausgepragten
makularen Narben verschiedene Grade einer NCMD dokumentiert [32]. Aktuelle Studien
gehen davon aus, dass sich die NCMD bereits zum Zeitpunkt der Geburt manifestiert
und nicht progressiv verlauft [7, 13].

In der Literatur wurde von einer Korrelation der NCMD mit dem MCDR17-Locus berichtet,
der das PRDM13-Gen inklusive seiner Promotor-Kontroll-Region (PKR) enthalt [113].
Innerhalb dieser PKR wurden in bisherigen Untersuchungen drei verschiedene
Sequenzvarianten V1 — V3 beschrieben. Dariber hinaus wurden bei NCMD-Patienten
Sequenzvarianten in Form von Copy-Number-Variations (CNV) in dem MCDR1-Locus
entdeckt [111]. Diese CNV wiesen allesamt eine Duplikation des PRDM13 auf. Zum Teil
wurde das vorgeschaltete CCNV-Gen partiell oder im Ganzen dupliziert vorgefunden
[72, 13]. Ein weiterer Zusammenhang ergab sich bei der ndheren Betrachtung der
NCMD mit dem MCDR3-Locus und dem dortigen IRX7-Gen, wobei auch hier eine CNV

verortet werden konnte [22, 111].

Das Ziel dieser Arbeit war es, die in der Literatur beschriebenen Sequenzvariationen in
einem Patientenkollektiv aus Deutschland zu evaluieren und dariber hinaus weitere

pathogene Sequenzvariationen zu identifizieren.

41 Bewertung des Patientenkollektivs

Die Datenbank des Labors fur Molekulare Ophthalmologie der Klinik und Poliklinik far
Augenheilkunde der Justus-Liebig-Universitat (GieRen) wurde auf die Diagnosen
Zapfendystrophie (COD), Zapfen-Stabchen-Dystrophie (CRD), Central-Areolar-
Choroidal-Dystrophy (CACD), Makuladegeneration (MD) und North Carolina Macular
Dystrophy (NCMD) eingegrenzt. Bei der Auswahl der Patienten wurden gezielt
diejenigen Diagnosen gewahlt, die einen dhnlichen Phanotyp wie die NCMD aufwiesen.
Hierbei wurde auf die in der Literatur beschriebenen Grade der NCMD geachtet (vgl.
Kapitel 1.4.1). Patienten mit nachgewiesenen Sequenzvariationen in anderen Genen
(z.B. ABCA4) wurden ausgeschlossen. Schlussendlich wurden 46 Indexpatienten fur die

weitere Genotypisierung in PRDM13 und IRX1 ausgewahlt.
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Von den 46 Kandidaten zeigten 23 Indexpatienten Sequenzvariationen in der Promotor-
Kontroll-Region des PRDM13. Zwei Indexpatienten wiesen dabei die Sequenzvariante
M3 auf, die aquivalent zu der in der Literatur beschriebenen Sequenzvariante V2 ist
[111]. Demgegenuber konnte in keinem Indexpatienten eine CNV in Form einer
Duplikation in PRDM13 oder IRX1 nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.2.2).

Insgesamt wird die Auswahl des Patientenkollektivs als aufRerordentlich erfolgreich
bewertet, da jeder zweite ausgewahlte Patient eine Nukleotidsubstitution in der
Promotor-Kontroll-Region des PRDM13 Gens zeigte. Im Detail konnte die V2 (=M3), die
bisher nur in einer Patientenfamilie in Frankreich entdeckt wurde, auch in Patienten des

GieRener Kollektivs festgestellt werden.

4.2 Bewertung der Genotypisierungen in PRDM13

Im Rahmen dieser Arbeit konnten bei den genotypisierten Patienten finf verschiedene
Sequenzvarianten (M1 — M5) in der Promotor-Kontroll-Region (PKR) des PRDM13-Gens
detektiert werden (Tabelle 3-1). Zwei Indexpatienten wiesen die Sequenzvariante V2
(=M3) auf, die in der Literatur bereits mit der NCMD in Verbindung gebracht werden
konnte [111]. Diese Sequenzvariante V2 konnte in beiden Indexpatienten segregiert
werden und dient im Rahmen dieser Arbeit als Referenzwert zur Beurteilung der
weiteren identifizierten Sequenzvarianten. Gemal der Tabelle 1-1 stellt die V2 in
bisherigen Veroffentlichungen bezuglich der NCMD die einzige Sequenzvariante der
Promotor-Kontroll-Region in PRDM13 dar, welche bisher in Europa nachgewiesen
wurde. Es konnte bei den in diesem Patientenkollektiv aus Deutschland durchgefiihrten
Untersuchungen ebenso lediglich die V2 erfasst werden. Bezlglich der Sequenzanalyse
wiesen neun der 23 Patienten mehr als eine Sequenzvariante in ihrer Promotor-Kontroll-
Region auf. Die statistisch haufigste Sequenzvariation M5 konnte bei 17 Indexpatienten

nachgewiesen werden.

Die Bewertung einer Sequenzvariante in einer Promotor-Kontroll-Region eines Gens
wird insgesamt erschwert durch das unvollstandige Wissen Uber die Funktionsweise der
Promotor-Kontroll-Region [43, 80]. Es wird angenommen, dass Promotor-Kontroll-
Regionen mit ihren Promotoren Uber chromosomale Loops kommunizieren und dort
einen stabilisierenden Effekt ausiben [124, 80]. Promotoren ihrerseits, sind

entscheidend fur die Regulierung von Genexpression [66]. Promotor-Kontroll-Regionen
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Uben als regulatorisches Element ihre Funktion erst durch Bindung von
Transkriptionsfaktoren und PKR-assoziierten Kofaktoren aus. Eine Sequenzvariante im
Bereich  einer  Promotor-Kontroll-Region  kann die  Affinitat zu ihren
Transkriptionsfaktoren verstarken oder vermindern [43, 52]. Generell kdnnen
Sequenzvariationen in Promotor-Kontroll-Regionen, ahnlich wie Sequenzvariationen in
proteinkodierenden Abschnitten, zu erblichen Erkrankungen flhren. Dabei wirken
Sequenzvariationen in der Promotor-Kontroll-Region Uber Cis-Effekte, die mit einer
Aktivierung oder Inhibierung der Transkription des zugehoérigen Gens einhergehen.
Klinisch kdnnen Sequenzvariationen in Bereichen der Promotor-Kontroll-Region somit
zu einer Veranderung des Phanotyps flhren [88]. Sequenzvariationen in
proteinkodierenden Bereichen kénnen in ihrem Effekt weitaus variabler sein. So kann
entweder die Prozessierung der mRNA, die Translation oder auch die Proteinstruktur

gestort sein [101].

Mit einer Haufigkeit von 41,5 % aller genotypisierten Patienten in dieser Studie wurde
die Sequenzvariante M5 sehr haufig vorgefunden. Unter Berlcksichtigung, dass es sich
bei der NCMD um eine &ulerst seltene, autosomal-dominant vererbte
Makulaerkrankung handelt, ist es durch die Haufigkeit dieser Sequenzvariante eher
unwahrscheinlich, dass die M5 als Ursache der NCMD gewertet werden kann. Zusatzlich
liegt die Sequenzvariante M5 vermehrt in Kombination mit anderen Sequenzvarianten
vor. Die M5 Sequenzvariante wird in dieser Arbeit schlussfolgernd als ein

Polymorphismus der Promotor-Kontroll-Region im PRDM13-Gen gewertet.

4.3 Bewertung des Luciferase-Assays

Um eine Bewertung der verschiedenen Sequenzvarianten im PRDM13-Gen und ihren
Einfluss auf die Genexpression experimentell auszuwerten, wurde ein selbst

entwickelter Luciferase-Reporterassay etabliert (vgl. Kapitel 3.2.3).

Bei Betrachtung der Ergebnisse des Luciferase-Assays lasst sich schlussfolgern, dass
eine Sequenzvariation innerhalb der Promotor-Kontroll-Region des PRDM13 zu einer
veranderten Transkription des Gens fuhrt. Sdmtliche Sequenzvarianten der Promotor-
Kontroll-Region, die im Luciferase-Assay getestet wurden, unterschieden sich
hinsichtlich ihrer Luciferase-Aktivitat im Vergleich zu der Wildtypform. Dabei konnten die
Sequenzvarianten allesamt eine Erhéhung der Lumineszenz erzielen (vgl. Abbildung

3-15). Aufgrund dieser Beobachtung wird abgeleitet, dass durch eine Sequenzvariation
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in der Promotor-Kontroll-Region, eine verstarkte Genexpression des PRDM13-Gens

resultiert.

In dieser Arbeit wurde umfassend geprtft, ob es sich bei der Promotor-Kontroll-Region
des PRDM13-Gens, in welcher die Sequenzvarianten M1-M5 lokalisiert sind, um einen
Enhancer oder Silencer handelt. Mit Blick auf die Ergebnisse des Luciferase-Assays,
zeigten die Konstrukte mit der Promotor-Kontroll-Region als Wildtyp oder inklusive der
Varianten allesamt eine niedrigere Luciferase-Aktivitat gegentber der des Konstrukts
pGL4-PRDM13-PROM-WT, welches nur die Promotor-Region und keine Promotor-
Kontroll-Region beinhaltet. Auf Basis dieser Ergebnislage kann resimiert werden, dass
es sich bei der untersuchten Promotor-Kontroll-Region des PRDM13-Gens um einen
Silencer handelt. Im Detail Uben Silencer einen gegenteiligen Effekt zu Enhancer aus

und vermindern die Transkription eines Gens [86, 92, 89].

Hinsichtlich der Luciferase-Aktivitat verhalten sich die Klone mit den Sequenzvariationen
M2 und M4 ahnlich zu dem Referenz-Klon mit der M3 (=V2) Sequenzvariante. Die
Sequenzvariante M4 konnte bei zwei Indexpatienten segregiert werden, daher werden
die Sequenzvarianten M2 und M4 in dieser Arbeit unter Einbeziehung des Phanotyps

(vgl. Kapitel 4.5) als mogliche genetische Ursache einer NCMD gewertet.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte kein isoliertes Konstrukt der M1 oder M5 Variante fir
den Luciferase-Assay hergestellt werden. Sequenzierte Klone trugen zusatzliche
Sequenzvariationen in ihrer Promotor-Kontroll-Region, welche einen Vergleich zu den

anderen Sequenzvarianten im Luciferase-Assay nicht ermoglichte.

FUr eine aussagekraftige Interpretation des Luciferase-Assays muissen zudem die
Grenzen der verwendeten Methodik berucksichtigt werden. Wie in Abbildung 3-15
erkennbar, weisen die Messwerte zum Teil eine grol3e Streuung auf. Im Vorfeld wurden
die acht zu untersuchenden Stichproben auf eine 96 Well-Platte Uberfuihrt, sodass aus
jeder Ausgangsstichprobe 12-Wells besetzt werden konnten. Wahrend der technischen
Durchfuhrung wurden HEK-293 Zellen kultiviert und mehrmals passagiert. Hierbei
konnten bei der Verteilung der HEK-293 Zellen Messungenauigkeiten auftreten, die eine
absolute Quantifizierung der Effekte nicht zulieRen. Nichtsdestotrotz I8sst sich durch die
dreimalige Durchfiihrung des Versuchs und anhand der Luciferase-Aktivitat erkennen,
dass die Sequenzvarianten Einfluss auf die Genexpression von PRDM13 nehmen. Die
Funktion der Promotor-Kontroll-Region als Silencer wird durch die Sequenzvarianten

herabgesetzt, woraus eine verstarkte Genexpression von PRDM13 resultiert.
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4.4 Bewertung der Copy-Number-Variations (CNV) in PRDM13 und IRX1

In der Literatur wurden in zwei Patientenfamilien mit einer NCMD von Copy-Number-
Variations (CNV) in PRDM13 und IRX1 berichtet. Es handelte sich hierbei um eine
Tandem Duplikationen [111]. Duplikationen kénnen hintereinandergeschaltet (Tandem)
oder ruckwarts (Reverse) zueinander orientiert sein. Dabei kann das Duplikat direkt
benachbart, auf einem entfernteren Abschnitt desselben Chromosoms oder sogar auf
einem anderen Chromosom lokalisiert sein [42]. Es wird vermutet, dass eine Duplikation
in unmittelbarer Nahe durch ein ungleiches Crossing-Over hervorgerufen wird [38]. Das
Crossing-Over beschreibt den Austausch genetischer Informationen von homologen

Chromosomen wahrend der ersten Reifeteilung der Meiose [41].

Duplikationen gehdren insgesamt zu den haufigsten Mutationsformen und fuhren zu
einer veranderten Anzahl an Genkopien [96]. Sie kdnnen, dhnlich wie Genmutationen,
Auswirkungen auf den Phanotyp eines Individuums haben [42]. Evolutionar betrachtet,
stellt die Genduplikation ein wesentliches Anpassungsmerkmal an die Umwelt dar,
wodurch eine Varianz an neuen Genen mdglich ist, die zudem unterschiedlichste
Funktionen mit sich fihren [71]. Wahrend vollstdndige Genduplikationen meist einen
Evolutionsvorteil darstellen, kénnen unvollstdndige Duplikationen zu erheblichen

Erkrankungen fihren [55].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 46 Indexpatienten auf das Vorhandensein einer
Duplikation in PRDM13 oder IRX1 getestet. Zur Beurteilung wurden im Vorfeld
entsprechende Positivkontrollen etabliert (vgl. Kapitel 3.2.2.1), deren Sequenzen mittels
Sanger-Sequenzierung kontrolliert wurden (vgl. Kapitel 2.3.9).

Wie in Abbildung 3-4 und Abbildung 3-5 ersichtlich, zeigte kein Indexpatient eine
Duplikation in PRDM13 oder IRX1. Hierbei muss bertcksichtigt werden, dass nur beim
Vorhandensein einer Tandem-Duplikation in dem, von den verwendeten Primer
eingegrenzten Sequenzabschnitt, ein PCR-Produkt zu erwarten gewesen ware.
Lediglich in diesem Fall sind die Primerpaare DupL bzw. |-DupL (vgl. Tabelle 2-8)
zueinander orientiert (vgl. Abbildung 3-3). In Abhéangigkeit der Lokalisierung der
Duplikation zum urspringlichen Sequenzabschnitt, wirde man eine Anordnung der
Banden der PCR-Produkte mit unterschiedlichen GroRen erwarten.

Diese Arbeit weist ausdriicklich darauf hin, dass die Ergebnisse der hier durchgefiihrten
Duplikationsanalyse Ruckschlisse uber Tandem-Duplikationen in unmittelbarer Nahe

zulassen. Sobald die Duplikation weiter entfernt oder sogar auf einem anderen
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Chromosom vorliegt, ist sie mittels der hier dargestellten Versuchsreihe nicht zu
ermitteln. Hierfir ware die Distanz fur die gewahlten Primer zu grof3, um ein stabiles
PCR-Produkt herstellen zu kbnnen. Wenn bei einem Indexpatienten die Duplikation von
PRDM13 oder IRX1 unvollstandig erfolgt ist und Sequenzen im Bereich der
Primerhybridisierung fehlerhaft sind, so kann ebenfalls kein PCR-Produkt erwartet
werden. Neuere Studien berichteten von partiellen oder ganzen Duplikationen des
CCNV-Gens, welches vor dem PRDM13-Gen lokalisiert ist [72, 13]. In beiden Fallen lag
ebenso das PRDM13-Gen im Ganzen dupliziert vor. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
durch das gewahlte Einzugsgebiet der Primer Dup-L (Tabelle 2-8, Abbildung 3-3) nicht
geprift, ob Duplikationen des CCNV-Gens vorlagen.

AbschlieRend lasst sich hinsichtlich der Bewertung der Duplikationsmutationen durch
diese Versuchsmethode eruieren, dass die in der Literatur beschriebenen Tandem-
Duplikationen in PRDM13 und IRX1 bei den Indexpatienten in dieser Arbeit nicht
bestatigt werden konnten. Unter Berlcksichtigung, dass eine Copy-Number-Variation
(CNV) seltener als eine Nukleotidsubstitution zu erwarten ist, werden diese Ergebnisse

als nicht unerwartet gewertet [120].

4.5 Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Phanotypisierung

Unter Zuhilfenahme der Ergebnisse aus Kapitel 3.3 zur phanotypischen Auspragung,
ergeben sich vielerlei Rickschlusse, die im Folgenden erdrtert werden. Eine Variabilitat
an Makuladegenerationen, konnte sowohl in der Literatur als auch in dieser Arbeit
beschrieben werden [110]. Die Einteilungsmoglichkeiten der NCMD in drei Grade,
konnte durch die Fundusphotographien in dieser Arbeit (vgl. Abbildung 3-16) bestatigt
werden [4, 32, 115].

Um pathologische Veranderungen im Bereich der retinalen und choroidalen Gefalie
naher zu untersuchen, wurden die Fundusautofluoreszenzen (FAF) eingesetzt [39]. Wie
in Abbildung 3-17 dargestellt, zeigten die untersuchten Probanden foveal zunehmende
Flachen der reduzierten und verlorenen FAF, die von einem Ring erhohter FAF umgeben
werden. Wahrend in dieser Arbeit erhdhte FAF als Druseneinlagerungen unterhalb des
RPEs oder als UbermaRige Lipofuszin-Akkumulationen gewertet werden, deuten

Hypofluoreszenzen auf einen fortgeschrittenen Verlust des RPEs hin [107].
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Eine Klassifizierung der NCMD erfolgte bisher anhand von Fundusphotographien. Dort
wurden die Grade 1-3 mit vereinzelten Drusen bis hin zu makuldren Atrophien und
Vernarbungen beschrieben [4, 32, 115]. Die Ergebnisse dieser Arbeit ermdglichen
anhand der Fundusautofluoreszenz in Abbildung 3-17 eine weitere Klassifizierung,
welche sich folgendermallen darstellt:

Im 1. Grad (a) sind im Bereich der Makula kleine punktférmige Bereiche mit erhdhter
FAF erkennbar. Der 2. Grad (c) zeigt zentral eine inhomogene Flache abwechselnder
FAF, die von einem Randsaum mit erhéhter FAF umgeben wird. Der 3. Grad (d — f) ist
gekennzeichnet durch eine ausgedehnte zentrale Lasion ohne FAF, welcher von einem
Ring mit erhdhter FAF begleitet wird.

Insgesamt vergroRert sich der Durchmesser der Lasion von (a) nach (f) sukzessiv. Dabei
wird die zunehmende foveale Hypofluoreszenz (als Zeichen der Degeneration des
RPEs) von einem hyperfluoreszenten Randsaum (als Zeichen des Uberlasteten RPEs)

begleitet.

Um einzelne Netzhautschichten detaillierter beurteilen zu kénnen, wurde die Optische-
Koharenztomographie (OCT) verwendet. Dabei konnen pathologische Prozesse wie
makulare Degenerationen durch verschiedene Lichtreflexionen visualisiert werden [1].
Die Abbildung 3-19 Iasst bereits im Uberblick erkennen, dass unterschiedliche Stadien
von Netzhautlasionen vorzufinden sind. Wahrend Patient (a) = 2286.03 eine
normwertige Netzhautschicht besitzt, sind die einzelnen Netzhautschichten des
Patienten (e) = 2038.01 mit den identischen Sequenzvarianten in der PRDM13-PKR vor
allem foveal nicht abgrenzbar. Dieses Ergebnis bestatigt wiederum den bisherigen
Annahmen, dass die Patienten einer NCMD eine unterschiedliche Expressivitat ihrer
Auspragungsform aufweisen [13].

Verluste von Netzhautschichten wurden in dieser Arbeit naher quantifiziert, indem die in
GielRen entwickelte Software DIOCTA benutzt wurde (vgl. 2.4.4). Wie in Kapitel 3.3.4
veranschaulicht, wurde zum einen die Netzhaut insgesamt und zum anderen die
Netzhautschichten einzeln ausgewertet. Unter Verwendung der Abbildung 3-20 ergibt
sich aus dieser Arbeit, dass Sequenzvariationen in der beschriebenen Promotor-
Kontroll-Region des PRDM?13-Gens zu einer deutlichen Reduzierung der Schichtstarke
der gesamten Netzhaut fihren kann.

Dessen ungeachtet fallt bei Betrachtung der einzelnen Netzhautschichten in Abbildung
3-21 auf, dass die gemessenen Werte besonders im Bereich der fovealen Region
gestreut vorzufinden sind. Diese Ergebnisse konnen durch die Beobachtung begrindet
werden, dass die einzelnen Netzhautschichten vor allem foveal nicht klar abgrenzbar

waren. Hierdurch wurde die Trennung der einzelnen Schichten bei der automatischen
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und manuellen Segmentierung der Netzhautschichten erschwert. Nichtsdestotrotz sollte
bertcksichtigt werden, dass die Netzhaut physiologischerweise im Bereich der Fovea
am dunnsten ist [17]. Es wird in dieser Arbeit geschlussfolgert, dass eine Vernarbung in
der Makula aufgrund ihres dinnen Querschnitts zu einer verhaltnismaRigen Verdickung

der Netzhaut fuhren kann (vgl. Abbildung 3-21, roter Markierungsring).

In zwei getrennt voneinander zu betrachtenden Studien aus dem Jahre 2003 und 2017
wurde angegeben, dass bei einer NCMD Uberwiegend beide Augen symmetrisch
betroffen sind [22, 79]. Im Rahmen dieser Arbeit wiesen ebenso beide Augen makulare
Degenerationen auf. Jedoch wurden, wie in Abbildung 3-18 belegt, zum Teil erhebliche
Unterschiede in der Art der Auspragung von Makuladegenerationen festgestellt. Mit
Verweis auf die Visuswerte von Proband 2038.03 (Tabelle 3-3) wurden zudem
unterschiedliche Sehscharfen der beiden Augen ermittelt (LogMARop = 0,67 / LogMARos
= 0). Somit ergibt sich aus den phanotypischen Befunden, dass bei einem Probanden,

der Schweregrad der Auspragung im Vergleich beider Augen variieren kann.

Es wurde berichtet, dass bei Patienten mit einer NCMD trotz auffallig gro3er makularer
Lasionen, die retinalen Funktionen wie Sehscharfe noch relativ gut erhalten sein kdbnnen
[4]. Bei Betrachtung der FAF in Abbildung 3-17 ware bei den Patienten (d) — (f) ein
vollstéandiger Verlust der Sehscharfe zu erwarten gewesen. Visuswerte uber 1 LogMAR

wurden jedoch bei keinem der untersuchten Patienten vorgefunden.

Bezugnehmend auf die Untersuchung der Gesichtsfelder wurden im Rahmen dieser
Arbeit keine pathologischen Befunde entdeckt. Dies wird besonders ersichtlich, wenn
man fir den Patienten 2038.03 inklusive der Sequenzvariationen M3, M5 die
Fundusautofluoreszenz (vgl. Abbildung 3-17d) und die Perimetrie nach Goldmann (vgl.
Abbildung 3-22) gegenibergestellt. Als Ausnahme anzusehen ist dabei der Patient
2109.01 mit der M4 Sequenzvariante, der ein Zentralskotom der Prifmarke I/4 aufwies.
Normalerweise  entwickeln  Patienten mit makuldren  Defekten zentrale
Gesichtsfeldausfalle in Form eines Zentralskotoms, da die Makula ca. 10% des
Gesichtsfelds ausmacht [59, 45]. Die nicht vorhandenen Zentralskotome der NCMD
Patienten in dieser Arbeit lassen sich damit begrinden, dass bei den Patienten im
Bereich der Makula, trotz der Vernarbungen, noch vereinzelte Photorezeptoren

persistieren, die Lichtreize wahrnehmen kdnnen.

Bezlglich des Farbsehens traten in der Panel-D15 Diagnostik bei den Patienten mit

Sequenzvariationen in der Promotor-Kontroll-Region Verwechslungen der Farbproben
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auf, welches als Folge der Degeneration der makular lokalisierten Zapfen gewertet
werden kann [121]. Dabei waren die Verwechslungen keiner der drei spezifischen Achse
der Farbsinnstérung (Tritan-, Protan- und Deutanachse) eindeutig zuweisbar. Aus
diesem Grund wird in dieser Arbeit angenommen, dass die einzelnen makuldren
Zapfentypen in gleichem Ausmal} von degenerativen Prozessen aufgrund einer NCMD

betroffen sind.

Eine weitere Funktionsprifung der Netzhautfunktion wurde mithilfe des
Elektroretinogramms (ERG) getestet. Das Ganzfeld-ERG zeigte bei den Patienten
dieser Arbeit keine pathologischen Veranderungen, was auf eine grundsatzlich
normwertige Funktionsweise der Netzhaut hindeutet [73]. Jedoch kénnen im Ganzfeld-
ERG die Potenziale der Stabchen, die peripher lokalisiert sind, die Potenziale der Zapfen
Uberlagern [53]. Um vor allem Pathologien zu untersuchen, die sich auf die makulare
Region begrenzen, wird das multifokale ERG diagnostisch hinzugezogen. Hier werden
kleinflachige Reize fir selektive Netzhautbereiche dargeboten und ermdglichen eine
Beurteilung der Funktionsweise des zentralen Gesichtsfelds [54, 24]. Beim multifokalen
ERG konnten in dieser Arbeit bei Patienten mit ausgepragten makularen Narben
geringflgige Abschwachungen der Amplituden, wie bei einer Makulopathie, erfasst
werden [53]. Es wird aus dieser Beobachtung und unter Berlcksichtigung der
reduzierten Visuswerte (vgl. Tabelle 3-3) abgeleitet, dass makuladre Vernarbungen in
Form einer NCMD zu Funktionsdefiziten der Netzhaut fihren, in der Auspragung aber

schwach ausfallen konnen.

Angesichts der Progression der NCMD gilt zum derzeitigen Wissenstand, dass es sich
um eine nicht-progressive Erkrankung handelt [111]. Auch im Rahmen dieser Arbeit
konnte anhand der Fundusautofluoreszenzen und Visusdaten eine Progredienz der

Erkrankung nicht belegt werden (vgl. Abbildung 3-23).

AbschlieRend soll bezlglich der Variabilitdt der Auspragung in den Patienten nochmals
auf die unterschiedliche Expressivitat der Erkrankung verwiesen werden. Die
phanotypischen Ergebnisse werden im folgenden Kapitel mit den genotypischen

Ergebnissen korreliert und bewertet (vgl. Kapitel 4.6).
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4.6 Bewertung des PRDM13-Gens im Zusammenhang mit NCMD

In diesem Kapitel soll bewertet werden, ob PRDM13 und dessen Fehlregulation, unter
Bericksichtigung der phanotypischen und genotypischen Ergebnisse dieser Arbeit, als
Ursache einer NCMD plausibel erscheint. Wie in Kapitel 1.4.2.1 dargestellt, wird
PRDM13 wahrend der embryonalen Entwicklung mit der neuronalen Verschaltung der
Netzhaut in Zusammenhang gebracht [18]. Innerhalb des MCDR1-Locus stellt PRDM13
das einzige Gen dar, welches in der neuronalen Netzhaut exprimiert wird [111, 131].
Hierbei ist PRDM13 mit der retinalen Entwicklung negativ assoziiert, sodass die
Expression des PRDM13 in den pluripotenten Stammzellen runterreguliert wird [111]. Im
Rahmen einer Studie konnte mittels Tierversuch gezeigt werden, dass eine
Uberexpression des PRDM13-Gens zu einer abnormen Netzhautentwicklung fiihrt,
wahrend eine Herunterregulation des PRDM13-Gens keinen Effekt auf die

Augenentwicklung erzeugte [72].

Der in dieser Arbeit entwickelte Luciferase-Assay (vgl. Kapitel 2.3.11) hat ergeben, dass
es sich bei der Promotor-Kontroll-Region im PRDM13-Gen um einen Silencer handelt.
Ebenso konnte im Luciferase-Assay gezeigt werden, dass durch die Sequenzvarianten
der Promotor-Kontroll-Region der inhibitorische Einfluss des Silencers auf die
Promotorsequenz des PRDM13-Gens aufgehoben wird. Als Folge wird PRDM13
vermehrt exprimiert, welches in der oben genannten Studie zu abnormen
Netzhautentwicklungen fuhrt [72]. Somit sind die hier identifizierten Sequenzvarianten in

der PKR-Region als Ursache einer NCMD anzusehen.

Hinweise in der Literatur ermdglichen die Annahme, dass sich die NCMD bereits zum
Geburtsalter manifestiere und nicht progressiv verlauft [7, 13]. Wie in Kapitel 3.3
dargestellt, konnte in dieser Arbeit ebenfalls keine Progression der Erkrankung oder
Korrelation der makularen Lasionen mit dem Alter der Patienten erfasst werden. Unter
dem Aspekt, dass PRDM13 immer wieder mit der embryonalen Entwicklung in
Zusammenhang gebracht wird, erlaubt es die Schlussfolgerung, dass sich NCMD
klinisch bereits im friihen Alter manifestiert und keine oder nur geringe Progression
aufweist [7, 131, 18, 108, 129].

Studien belegen, dass PRDM13 vorwiegend innerhalb der INL exprimiert wird,

derjenigen Netzhautschicht, in welcher die meisten Amakrinen Zellen lokalisiert sind [7,
37, 129, 13]. Es bestehen zahlreiche Subtypen der Amakrinen Zellen, wobei PRDM13
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vor allem innerhalb der inhibitorischen glycerinergen Zellen exprimieren wird [129]. Im
Tierversuch fuhrte ein inaktiviertes PRDM13 zu einer verringerten Anzahl der Amakrinen
Zellen in der INL [13]. Es ergibt sich eine gewisse Schwierigkeit in der Interpretation der
Funktion der Amakrinen Zellen, da diese bisher nur unzureichend geklart sind [75]. Man
nimmt an, dass Amakrine Zellen an vertikalen Verschaltungsprozessen der Netzhaut
beteiligt sind und die eingehenden Signale der Ganglienzellen inhibieren [64]. Den
Amakrinen Zellen wird zudem einen modulierender Einfluss auf rezeptive Felder
zugesprochen, die fur die Konvergenz von Photorezeptoren auf Ganglienzellen
verantwortlich sind [134]. Rezeptive Felder wiederum sind wichtig fur die Sehscharfe und
das Gesichtsfeld [26]. Mdglicherweise entsteht durch diese Schleife ein Ansatzpunkt,
weswegen der Visus und das Gesichtsfeld der NCMD Patienten noch relativ gut erhalten
sind, obwohl die Makula eine zum Teil ausgepragte Lasion aufweist. Angenommen, dass
aufgrund einer NCMD die Amakrinen Zellen in der INL ausgedinnt werden (vgl.
Abbildung 3-21c), so wurde sich die Konvergenz der Photorezeptoren auf die
Ganglienzellen verringern [134]. Ebendarum wird in dieser Arbeit geschlussfolgert, dass
durch die reduzierte Konvergenz eine verbesserte Funktion persistierender

Photorezeptoren resultiert.

Im Gegensatz zu vielen anderen monogenen Erkrankungen, sind es bei der NCMD nicht
die Sequenzvariationen in einer kodierenden Sequenz, die diese Erkrankung
verursachen, sondern die Veranderungen in der Aktivierung eines Gens. Da die
Makulabildung von der Expression einer Reihe von Genen abhangt, ist eine prazise
Wechselwirkung von Transkriptionsfaktoren — wie PRDM13 — mit ihren Zielgenen
entscheidend. Es kristallisierte sich in dieser Arbeit heraus, dass je nach Schweregrad
der Stérung, bezogen auf die Wechselwirkung von Transkriptionsfaktoren und PKR, die
Expressivitat der Erkrankung variieren kann. Bezogen auf die NCMD sind hierdurch die
unterschiedliche Auspragung der makuldaren Degeneration in Form und Starke
begrindet.

Unter Einbeziehung der aufgefuhrten Aspekte, erscheint es insgesamt plausibel, dass
Sequenzvariationen in den regulatorischen Bereichen von PRDM13 zu einer

Beeintrachtigung der Entwicklung der Makula fihren kénnen.
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4.7 Ausblick

Um eine kausale Therapie oder praventive MaRnahmen fur genetische Erkrankungen
wie die North-Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD) zu ermdglichen, bedarf es zunachst
einer evidenzbasierten Diagnostik. Erst im Jahre 2016 wurde von einer Korrelation von
Sequenzvariationen des PRDM13-Gens in seiner Promotor-Kontroll-Region mit der
seltenen NCMD berichtet [111]. Durch nachfolgende Studien und anhand der
Ergebnisse dieser Arbeit kann ein kausaler Zusammenhang von PRDM13 mitder NCMD
belegt werden [72, 13, 112].

Basierend auf den Erkenntnissen dieser Arbeit erfolgt in der Klinik und Poliklinik far
Augenheilkunde des Justus-Liebig-Universitdt Gielden bereits standardisiert ein
Mutationsscreening des PRDM13-Gens an solchen Patienten, die den beschriebenen
Phanotyp einer NCMD aufweisen. Hierfur werden die Primer PRDM13-DHS-1-5
entsprechend der Tabelle 2-8 verwendet. Patienten mit einer NCMD kénnen durch die

Sicherung der Diagnose Uber die Vererbung der Erkrankung aufgeklart werden.

In zukinftigen Untersuchungen sollte der pathophysiologische Mechanismus einer
NCMD weiter verstanden werden. Es bleibt die Frage offen, weshalb PRDM13 gerade
in Amakrinen Zellen exprimiert vorgefunden wird und welche Funktion es dort ausubt.
Abseits der Ophthalmologie wird PRDM13 mit der Langlebigkeit von Saugetieren, mit
Krebszellen, mit Schlafqualitditen und mit Einfluissen auf das Korpergewicht in
Zusammenhang gebracht [103, 135]. Diese Aspekte koénnten in nachfolgenden
klinischen Studien an Patienten mit einer nachgewiesenen NCMD untersucht werden,

um das PRDM13-Gen ganzheitlicher betrachten zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Bei der North-Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD) handelt es sich um eine seltene
autosomal-vererbte Erkrankung der Netzhaut. Die betroffenen Patienten zeigen im
Bereich der Makula degenerative bis hin zu vernarbenden Veranderungen, die sich
hinsichtlich ihrer Auspragung auch innerhalb einer Familie unterscheiden.

Bisherige Untersuchungen konnten eine Korrelation der North-Carolina-Macular-
Dystrophy (NCMD) mit den Genen PRDM13 und IRX1 zeigen. Es wurde von drei
verschiedenen Sequenzvarianten V1 — V3 im Promotor-Kontroll-Bereich (PKR) von
PRDM13 berichtet. Des Weiteren wurden Copy-Number-Variations (CNV) in Form von
Tandemduplikationen in PRDM13 und IRX1 entdeckt.

In Bezug auf die North-Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD) wurde die
Patientendatenbank des Labors fur Molekulare Ophthalmologie der Klinik und Poliklinik
fur Augenheilkunde der Justus-Liebig-Universitat Giel3en phanotypisch und genotypisch
ausgewertet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden finf verschiedene Sequenzvarianten (M1
— MS5) innerhalb der Promotor-Kontroll-Region von dem PRDM13-Gen ermittelt. Darunter
wurde in zwei Indexpatienten die Sequenzvariante V2 (=M3) vorgefunden. Eine
Tandemduplikation in PRDM13 oder IRX1 konnte nach Etablierung entsprechender
Positivkontrollen in den untersuchten Patienten nicht festgestellt werden.

Um die detektierten Sequenzvarianten in PRDM13 zu beurteilen, wurde in der
vorliegenden Arbeit ein Luciferase-Reporterassay entwickelt. Mehrere Messreihen
zeigten auf, dass die Sequenzvarianten eine veranderte Genexpression in PRDM13
bewirkten, indem sie die Luciferase-Aktivitat der Versuchsreihe beeinflussen. Basierend
auf den Ergebnissen des Luciferase-Assays wird in dieser Arbeit angenommen, dass es
sich bei der Promotor-Kontroll-Region von PRDM13 um einen Silencer handelt.

Im Rahmen der Phanotypisierung wurden deutliche Unterschiede der makularen
Vernarbungen vorgefunden. Die Ergebnisse der Fundusautofluoreszenzen ermdéglichen
ein weiteres Grading zu der bisherigen Klassifizierung Uber Fundusphotographien.
Durch eine analytische Untersuchung der optischen Koharenztomographie (OCT)
mithilfe der DIOCTA Software konnten die makularen Lasionen quantifiziert werden und
den einzelnen Netzhautschichten zugeordnet werden. Hierbei zeigt sich vor allem das
retinale Pigmentepithel (RPE) und die innere Kérnerschicht (INL) betroffen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzen insgesamt die Berichte bisheriger Studien,
dass eine Uberexpression des PRDM13-Gens durch Unterdriickung der Silencer-
Funktion der Promotor-Kontroll-Region als Ursache einer North-Carolina-Macular-

Dystrophy (NCMD) anzunehmen ist.
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6 Summary

North-Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD) is a rare disease of the retina with autosomal
dominant inheritance. Affected patients show degenerative lesions of the macula

including retinal scars, which differ in terms of their expressiveness even within a family.

Previous studies suggest a correlation between North-Carolina-Macular-Dystrophy
(NCMD) and PRDM13 and IRX1. Recently, three different sequence variants V1 — V3 in
the promotor-control-region of PRDM13 were reported. Furthermore, copy-number-
variations (tandem duplications) in PRDM13 and IRX1 were discovered.

With regard to North-Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD) patients from the Laboratory
of Molecular Ophthalmology at the Department of Ophthalmology of the Justus-Liebig-
University Giessen were phenotypically and genotypically evaluated. All together five
different sequence variants M1 — M5 could be identified within the promotor-control-
region of PRDM13. Among these, sequence variant V2 (=M3) could be confirmed in two
index patients. To examine tandem duplications in PRDM13 and IRX1, positive controls
were established in advance. All in all, tandem duplication in PRDM13 and IRX1 could
not be detected in the patients studied.

To assess the detected sequence variants in PRDM13, a self-developed luciferase
reporter assay is presented in this study, which allows to investigate the influence of
identified variants on the gene expression of PRDM13. Several series of measurements
could detect changes in luciferase-activity, which is a quantitative measure of
transcription performance. Based on the luciferase reporter assay the promotor-control-
region acts as a silencer.

As part of this work, a phenotyping of the NCMD subjects with detected sequence
variations was carried out. As described in the literature, significant differences in
macular manifestations could be shown among patients. Based on fundus-
autofluorescence, the data enable a further grading to the previous fundus-photographs
based grading system. Through an analytical examination of optical-coherence-
tomography (OCT) using the DIOCTA software, the macular lesions were quantified and
assigned to individual retinal layers. Particularly retinal pigment epithelium (RPE) and
the inner nuclear layer (INL) appeared to be affected.

All in all the results of this study confirm reports of previous investigations and that
dysregulation of PRDM13 from sequence variants in the promotor-control-region must

be considered as a cause of North-Carolina-Macular-Dystrophy (NCMD).

85



Abbildungsverzeichnis

7 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1-1: Aufbau des menschlichen Auges und der Netzhaut. ..........ccccceviiiiiiiiiiiiiiiinnnnn 1
Abbildung 2-1: pCR2.1®-TOPO®-TA Klonierungsvektor.........cccccceeeeeiieiiiieiiineeeeeneeeeeeeeeeeeeeeeens 17
Abbildung 2-2: pGL4.10 [Iuc2] REPOItervektor......cccccvcecirrcemreeriiiicessssnnseneessssssssnnsssssssssssssnes 18
Abbildung 2-3: Reaktionsgleichung des One-Step-Luciferase-Assays .....ccccccceeeeeeerrrreennnneneeens 35
Abbildung 2-4: SD-OCT - Darstellung der Scan-Richtungen eines Normprobanden............... 38

Abbildung 2-5: Optische Kohdrenztomographie (OCT) und DIiOCTA - Darstellung der

Netzhautschichtung eines Normprobanden im B-5can ...........ceeeeeeeeennnnennneeeeeeenennnnenes 38
Abbildung 3-1: Auswahl des Patientenkollektivs...........cccccviiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 41
Abbildung 3-2: PCR-Amplifikation der Promotor-Kontroll-Region von PRDM13.................... 42
Abbildung 3-3: Herstellung der CNV-Positivkontrolle in PRDM13............ccccccviiiiiiiiinininnnnnnnns 44
Abbildung 3-4: Testung auf PRDM13-Duplikation ........ccccceviiiiiiiiiiiiiiiiiinenn, 46
Abbildung 3-5: Testung auf IRX-Duplikation..........ccccciiiiiiiiiiiiieen 47
Abbildung 3-6: Herstellung des pGLA-PRDM13-P-PKR.......ccccitttermeenicceeriineennnnncecesreneennnnsnenes 48
Abbildung 3-7: Klonierung der Basic Promotor Region von PRDM13...........ccccccceeerrrrrennnnnnnnnns 49
Abbildung 3-8: pT-PRDMI3-PROM........ccceevereriririrrrirensnsnsssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssses 50
Abbildung 3-9: Promotor in pGl4 [luc2] Reporterplasmid ........ccccccevvcemmreriiiiiciisscnneenenniccssnnes 51
Abbildung 3-10: pGL4-PRDM13-PROM-WT .....ccciiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiniinnsninnnsssssssssssssssssssssnn 51
Abbildung 3-11: Klonierung Promotor-Kontroll-Region von PRDM13.............cceeerrrreennnnnceens 52
Abbildung 3-12: PT-PRDIMI3-PKR.......cceeeereirireriririsissssnrssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssseses 53
Abbildung 3-13: Promotor-Kontroll-Region in pGI4-PRDM13-PROM-WT.........ccccevviiiniinnnnnnns 54
Abbildung 3-14: pGL4-PRDM13-PPKR Plasmid ..........ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiininnnnnnsesnnnnnnnnn 55
Abbildung 3-15: Testung der Aktivitdt der PRDM13- Promotor-Kontroll-Region................... 57
Abbildung 3-16: Fundusphotographie — NCMD Grade 1-3........ccccceeeeeeeriinneennnncecenneneennnnnnenns 59
Abbildung 3-17: Fundusautofluoreszenz (FAF) = NCMD ......cccceiiiiiciinnnmnenniinccssssnnseessssssssssnes 60
Abbildung 3-18: Fundusautofluoreszenz (FAF) - Seitenvergleich ........ccceeeiriceiiiienrneeniiccccnnne 60
Abbildung 3-19: Ergebnisse Optische Koharenztomographie (SD-OCT)........ccccvvemrrrrrrriccnnnes 62
Abbildung 3-20: Auswertung — gesamte Netzhaut ..........cccceiiiirrreeriiciiiiineeeeesicceenneeeennesneens 64
Abbildung 3-21: DIOCTA Auswertung — einzelne Netzhautschichten ...........cccccciiiiiiiiiiinnnnns 68
Abbildung 3-22: Goldmann-Perimetrie.........cccccciiiiiiiiiiiiiiiin 70
Abbildung 3-23: Progression — Fundusautofluoreszenz (FAF) ........ccccccceerriiicccirscnnnenennsisessnnes 71

86



Abkurzungsverzeichnis

8 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1-1: Uberblick Sequenzvarianten in MCDR1 und MCDR3 [110, 71, 13, 111].............. 10
Tabelle 2-1: Chemikalien .........cciiiiiimiiiiiiiicerrrr s aaes 14
Tabelle 2-4: StaMMIGSUNZEN .....ccceeveeeeeeiieiememmemmmemieeeeemesessmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 15
Tabelle 2-2: Vektoren und Plasmide...........oovceiivcmmieiiiiiiiiiiccnnnniiininennrnennscseesssssnssssssnnes 16
Tabelle 2-3: Wirtszellen ........ueeiiiiiiiieiiiiiiincerrrnn s ess e s aaes 19
Tabelle 2-5: Verbrauchsmaterialien ...........ooocemmiiiiiiiiiiiicinnnncerrr e 19
Tabelle 2-6: verwendete GErate ........ccceeeeiiiiiiiiicnminiiiiicierrrerssesrrr s ssess s s s s snes 20
Tabelle 2-7: ENZYME ...cccvveeeeeieeeeeneeememmemmmmeeeseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 21
QLI L« =T 1= R o 4 T = N 22
Tabelle 2-9: ABIQUF PCR .......cueiiiiiiiiiniretiiinieernnnnnsssseessss s ssessss s s s sssssss s s s sssssssnns 26
Tabelle 2-10: Versuchsbedingungen Agarose-Gel..........cccccvreeermmneeennnnnnnnnenenmsssssmssssssssssssssssees 27
Tabelle 3-1: Sequenzvarianten in der Promotor-Kontroll-Region von PRDM13..................... 43
Tabelle 3-2: LUCITEras@-AsSay......ccccccereerrermeeeeneemeeemsesmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 56
Tabelle 3-3: Ergebnisse-PhanotypiSierung..........c.ceeeeeeeeeeeenennnnmemmmnmemeeemsssssssssssssssssssssssssssssssses 58

87



Abkurzungsverzeichnis

9 Abkurzungsverzeichnis

% = Prozent

°C = Grad Celsius

A = Adenin

AMP = Adenosinmonophosphat

ATP = Adenosinmonophosphat

bp = base-pairs

bzw. = beziehungsweise

C = Cytosin

¢ = Konzentration

C3 = drittes Kohlenstoff-Atom

cfu = Koloniebildene Einheit (engl. = Colony-forming-units )
CNV = Copy-Number-Variation

CO; = Kohlenstoffdioxid

d = destilliert

dd = doppelt-destilliert

ddNTP = Didesoxy-Nukleosidtriphosphat

DNA = Desoxyribonukleinsadure (engl. = Desoxyribonucleic acid)
dNTP = Desoxy-Nukleosidtriphosphat

engl. = englisch

g = Gramm

G = Guanin

g. = genomisch

GABA = Gamma-Aminobuttersaure

G>T = Nukleotidsubstitution Guanin zu Thymin

h = Stunde

H2-0 = Wasser

HEK = menschliche embryonale Nierenzellen (engl. = Human-embryonic-kidney)
J. = Jahre

JLU = Justus-Liebig-Universitat

kb = kilo-base

| = Liter

LogMAR = negativer dekadischer Logarithmus des minimalen Auflosungswinkels
m = Milli

M = Molar
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M1 - M5 = Mutationen 1 -5

Mg?*= zweifach-positiv geladene Magnesium-lonen
MgCl, = Magnesiumchlorid

min = Minuten

mMRNA = messenger ribonucleic acid

N. = Nervus

NCBI = National Center for Biotechnology
nm = Nanometer

Oz = Sauerstoff

OCT = Optische Koharenztomographie
PCR = Polymerase-Kettenreaktion

PKR = Promotor-Kontroll Region

PPi = Diphosphat

Prom = Promotor

RT = Raumtemperatur

s = Sekunden

T = Thymin

TBE = Tris, Borsaure, EDTA 2 H20 + 2 Na

tRNA = transfer ribonucleic acid

U = Units
WT = Wildtyp
M = Mikro
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