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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Retinales Pigmentepithel und Photorezeptoren des Auges

ABCA4 und VMD2 sind Gene, die im menschlichen Auge exprimiert werden und
deren Defekt ursdchlich fir definierte Augenerkrankungen ist. Das ABCA4-Gen
(ATP-binding cassette, subfamily A, member 4; OMIM 601691) ist in den
Photorezeptoren der Retina, den Stabchen und Zapfen, aktiv (Allikmets et al., 1997;
Molday et al., 2000), wahrend das VMD2-Gen (vitelliform macular dystrophy type 2;
OMIM 607854) im retinalen Pigmentepithel (RPE) exprimiert wird (Marquardt et al.,
1998).

Das RPE befindet sich zwischen Choroidea (Aderhaut) und Stratum nervosum
(Sinneszellschicht). Es ist mit der Choroidea Uber die Bruch’sche Membran fest
verbunden, wohingegen das Stratum nervosum nur locker aufliegt, mit Ausnahme
von zwei Stellen, an denen beide Schichten verwachsen sind. Das RPE hat
vielfaltige Aufgaben. So stellt es die Versorgung der Netzhaut Uber die Aderhaut
sicher, wirkt als Schadstofffilter, nimmt Stoffwechselprodukte der Sinneszellschicht
auf und dient der Phagozytose abgestoBener Zellmembranteile (Trepel, 2004).

Das Stratum nervosum ist Teil des Gehirns, das in die Peripherie verlagert wurde. Es
setzt sich aus neun Schichten zusammen. Darunter befinden sich, direkt dem RPE
aufliegend, als primare Sinneszellen Stabchen und Zapfen (Welsch, 20083).
Stabchen- und Zapfenzellen sind die Licht wahrnehmenden Zellen, wobei Stabchen
bei Dammerung und Zapfen bei Tageslicht die Helligkeitswahrnehmung und
zusatzlich die Farbwahrnehmung tragen (Trepel, 2004). Erméglicht wird dies durch
Photopigmente in den Membranscheiben (Disci) der AuBensegmente dieser Zellen.
Das Photopigment der Stabchen, Rhodopsin, unterscheidet sich vom Zapfenopsin
lediglich in wenigen Aminoséuren und besteht aus dem Glykoprotein Opsin, welches
aus sieben alpha-Helices und 11-cis-Retinal, einem Vitamin A-Derivat, aufgebaut ist.
Bei Absorption von Lichtquanten wird 11-cis-Retinal in all-trans-Retinal umgewandelt.
Diese Konformationsanderung bewirkt eine Hyperpolarisation der Zelle, wodurch ein
neuronales Signal ausgelést wird. AnschlieBend kommt dem RPE eine weitere
wichtige Aufgabe zu, namlich die Regeneration von all-trans-Retinal zu 11-cis-

Retinal, wozu das Photopigment erst in das RPE gebracht, in all-trans-Retinol
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umgewandelt und anschlieBend als all-trans-Retinal zuriick in die Sinneszellen
transportiert wird.

Die Verteilung von Zapfen und Stabchen in der Retina ist nicht homogen. In der
Fovea centralis befinden sich ausschlieBlich Zapfen, die 1:1 mit Ganglienzellen
verknUpft sind, wodurch eine besonders hohe Auflésung erreicht wird, was wiederum
scharfes Sehen ermdglicht. Durch drei Sehpigmente unterschiedlicher Sensitivitat
kénnen verschiedene Wellenlangen wahrgenommen und somit Farbeindriicke
vermittelt werden. Die Peripherie hingegen weist hauptsachlich Stadbchen auf, die
zwar lichtempfindlicher sind, aber keine Farben wahrnehmen kénnen. AuBerdem
konvergieren hier mehrere Stabchenzellen auf eine Ganglienzelle, was zu einer

geringeren Auflésung fihrt (Welsch, 2003).

1.2 Morbus Stargardt

Erstbeschreiber und Namensgeber der Stargardi'schen Erkrankung ist Klaus
Stargardt, der im Jahre 1909 einen Artikel ,Uber familidre, progressive Degeneration
in der Maculagegend des Auges” im Graefe’s Archive for Clinical and Experimental
Ophthalmology verfasste. Es handelt sich um eine juvenile Makuladystrophie mit
einer Inzidenz von 1:10000 (Blacharski, 1988), die sich durch Veranderungen des
Augenhintergrundes, genauer der Makula, auszeichnet. Sie fallt durch
Sehscharfenminderung meist schon in der ersten oder zweiten Lebensdekade auf,
kann sich aber auch erst im vierten oder flnften Lebensjahrzehnt manifestieren. Der
1963 von Franceschetti beschriebene Fundus flavimaculatus, gekennzeichnet durch
Uber den Augenhintergrund verteilte gelbe Flecken, wird heute als eine
Erscheinungsform der Erkrankung betrachtet, mit spaterem Auftreten von
Symptomen und langsamerer Progression (Briggs, 2001). Morbus Stargardt wird fast
ausschlieBlich autosomal rezessiv vererbt und tritt bilateral auf. Das Leitsymptom ist
ein progressiver Visusverlust (Noble et al., 1979). Mutationen im Peripherin/RDS
(retinal degeneration, slow)-Gen, die ein autosomal dominantes Vererbungsmuster
zeigen, rufen ein Krankheitsbild hervor, das dem autosomal rezessiv vererbten
Morbus Stargardt ahnelt, sich jedoch im Vererbungsmuster und der Prognose fir die
Sehfahigkeit unterscheidet (Boon et al.,, 2007). Auch Mutationen im ELOVL4
(elongation of very long chain fatty acids protein 4) gelten als verantwortlich fir eine
autosomal dominante Form von Morbus Stargardt (Vrabec et al., 2003). Fir die
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autosomal rezessiv vererbte Stargardt’sche Erkrankung ist ein anderes Gen
verantwortlich, das ABCA4-Gen (Kaplan et al., 1993). Der Genort wurde in die
Region 1p21-p22 kartiert (Nasonkin et al., 1998). Mutationen in dieser Region
kénnen aber auch fur andere Erkrankungen verantwortlich sein, darunter Retinitis
pigmentosa und Zapfen-Stabchen-Dystrophien (Cremers et al, 1998).

Das ABCA4-Gen kodiert fir einen energieabhangigen membrangebundenen
Transporter, den retinaspezifischen ABC-Transporter (ABCR). Es setzt sich
genomisch aus 50 Exonen zusammen (Gerber et al., 1995). Das kodierte Protein
besteht aus vier Domanen, zwei mit ATP-Bindungsstellen und zwei mit mehreren
integralen Transmembrandomanen. Durch in-situ-Hybridisierung konnte gezeigt
werden, dass das ABCA4-Gen in der Retina exprimiert wird, genauer in den
Photorezeptoren (Allikmets et al., 1997; Molday et al., 2000).

Mutationen im ABCA4-Gen und damit Veranderungen des Transportproteins fihren
zu einer Akkumulation von Lipofuszin im RPE und in der Folge zu einer
Verlangsamung des Stoffwechsels der Photorezeptoren (Cideciyan et al., 2003), was
zu einer funktionellen Beeintrachtigung dieser Rezeptoren fiihrt. Die Lokalisation des
ABCR-Transporters in den Sehzellen konnte auf den Bereich der Disci spezifiziert
werden (Sun et al, 1997). Dort arbeitet er als N-Retinyliden-
Phosphatidylethanolamin-Flippase (Maugeri, 2000).

Klinisch fallt die Erkrankung durch beidseitigen Visusverlust auf, auBerdem durch
Farbsinnesstérungen und Zentralskotome. Im Frihstadium finden sich nur geringe
Veranderungen des Augenhintergrundes, wohingegen im fortgeschrittenen Stadium
Destruktionen im RPE bis hin zum Auftreten einer sogenannten
SchieBscheibenmakulopathie zu erkennen sind. Am hinteren Pol kdénnen
unregelmaBige gelbliche Flecken imponieren, der sogenannte Fundus
flavimaculatus. Diagnostisch kann das Elektroretinogramm (ERG) eingesetzt werden.
Dabei werden von der Netzhaut durch Lichtreize evozierte Potentiale aufgezeichnet.
Zur Diagnostik generalisierter Netzhauterkrankungen ist das ERG gut geeignet,
lokalisierte retinale Veranderungen kdnnen hingegen mittels Multifokal-ERG (mfERG)
erkannt werden (Kellner & Wachtlin, 2008). Da Patienten mit Morbus Stargardt nur
lokale Veranderungen auf der Retina zeigen, ist das ERG normal oder nur wenig
reduziert. Im Gegensatz dazu kdnnen im mfERG schon in friihen Krankheitsstadien

lokalisierte Amplitudenreduktionen nachgewiesen werden (Kellner et al., 2004).
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In der Literatur sind verschiedene Arten von Mutationen beschrieben, von denen
angenommen wird, dass sie verantwortlich fir Morbus Stargardt sind. Die groBe
Mehrheit sind mit circa 75% missense-Mutationen, gefolgt von nonsense-Mutationen,
splice site-Mutationen (circa 10%) sowie Insertionen und Deletionen. Manche
mutierten Allele treten in bestimmten Populationen haufiger auf, zudem sind die
meisten Betroffenen nicht homozygot, sondern compound heterozygot, das heiBt sie
tragen zwei unterschiedliche Krankheitsallele in ihren beiden Kopien des ABCA4-
Gens (Rivera et al., 2000).

Verschiedene Mutationen im ABCA4-Gen kdnnen unterschiedliche Phanotypen
hervorrufen. Demnach besteht eine erkennbare Beziehung zwischen dem Genotyp
und dem Phénotyp. Eine Modellvorstellung geht davon aus, dass eine inverse
Korrelation zwischen der Restaktivitat des ABCA4-Transporters und der Auspragung
der Retinadystrophie besteht. Demnach ist Retinitis pigmentosa als schwerste Form
mit zwei schwerwiegenden Mutationen auf beiden Allelen assoziiert, die keine oder
nur wenig Aktivitdt des Transporters zulassen. Morbus Stargardt und autosomal
rezessive Zapfen-Stabchen-Dystrophie hingegen weisen auf einem Allel eine
schwerwiegende und auf dem zweiten Allel eine mildere (Morbus Stargardt) oder
moderate (Zapfen-Stabchen-Dystrophie) Mutation auf, so dass eine Restaktivitat des
ABCA4-Transporters aufrecht erhalten werden kann (Maugeri et al., 2000).

1.3 Morbus Best und autosomal dominante

Vitreoretinochoroidopathie (ADVIRC)

Morbus Best wurde nach seinem Erstbeschreiber Friedrich Best benannt, der eine
autosomal dominant vererbte, die Makula betreffende Augenerkrankung beobachtet
hatte und dariber im Jahre 1905 in Dresden erstmals berichtete. Erste Symptome
der Erkrankung kénnen schon im ersten oder zweiten, jedoch auch erst spat im
sechsten Lebensjahrzehnt auftreten und &uBern sich als langsam progredienter
Visusverlust. Ein typischer klinischer Befund fur Morbus Best sind gelbe, scharf
begrenzte Lasionen im Bereich der Makula, die einem Eidotter ahneln - daher auch
der Begriff der vitelliformen Makuladystrophie - und lipofuszinhaltig sind. Zusatzlich
diagnostisch wegweisend ist eine typische Reduktion des Hellanstieges im
Elektrookulogramm (EOG) (Kellner et al., 2004, Stdhr et al., 2005). Das ERG ist
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unauffallig, im mfERG kann im Bereich der sichtbaren Lasionen eine
Amplitudenreduktion beobachtet werden. AuBerdem kann es zu choroidaler
Neovaskularisation kommen (Kellner et al., 2004). Der fur Morbus Best
verantwortliche Genort konnte in die Region q13 des Chromosoms 11 kartiert werden
(Stone et al., 1992).

1982 verdffentlichte Stuart Kaufman erstmals einen Artikel Uber autosomal
dominante Vitreoretinochoroidopathie (ADVIRC). Dabei handelt es sich um eine
Dystrophie des Augenhintergrundes, die nicht speziell die Makula betrifft, sondern
auf die Peripherie beschrankt ist. Bei der Untersuchung des Augenhintergrundes
fallen sowohl Hyper- als auch Hypopigmentierungen der Retina und Choroidea auf,
zum Beispiel ein kreisférmiges hyperpigmentiertes Band in der Peripherie der Retina,
sowie punktférmige, weiBe Tribungen. AuBerdem kann bei manchen Betroffenen
eine prasenile Katarakt auftreten. Der Glaskorper zeigt eine Mitbeteiligung durch
fibrillare Kondensation und eine méaBige Anzahl an Zellen. Auch die Aderhaut ist
mitbetroffen, im Sinne von vaskularen Stenosen und Insuffizienzen, Beeintrachtigung
der Blut-Netzhaut-Barriere und Aderhautatrophie (Kaufman et al., 1982). ADVIRC
macht sich bemerkbar durch Augenentwicklungsstérungen, z.B. Nanophthalmos, und
langsam fortschreitenden Sehverlust, der auf Makulabdeme zurlckzufihren ist, die
durch die gestérte Blut-Netzhaut-Barriere entstehen. Der Sehverlust scheint aber
auch durch retinale Neovaskularisation bedingt zu sein (Blair et al., 1984). Weitere
Augenentwicklungsstérungen  &uBern  sich  in  Sehnerv-Dysplasie  und
Irisfehlentwicklungen (Vincent et al., 2011). ERG und EOG zeigen, abhangig vom
AusmalB der Lasionen, Amplitudenreduktionen (Kellner et al., 2004).

Ursachlich fir Morbus Best und ADVIRC sind Veranderungen im VMD2-Gen auf
Chromosom 11, auch BEST-1-Gen genannt (Marquardt et al., 1998, Yardley et al.,
2004). Das Gen, das elf Exone umfasst, wird im RPE exprimiert und kodiert das
Transmembranprotein Bestrophin (Marquardt et al., 1998). Dieses Protein besteht
aus 585 Aminosduren und kdnnte einen Chlorid-Kanal kodieren, scheint aber auch
andere lonen, zum Beispiel Bikarbonat, zu leiten (Sun et al., 2002). AuBerdem ist
Bestrophin an der Regulation von Calcium-Kanalen beteiligt, indem es die Aktivitat
von L-Typ-Calcium-Kanalen kontrolliert. Als Modell wird vorgeschlagen, dass das
VMD2-Genprodukt die synergistische Funktion beider Kanale gewahrleistet
(Rosenthal et al., 2005). Man nimmt an, dass Bestrophin aus vier bis sechs

Transmembrandoméanen besteht. Es existieren zwei Modelle, die sich in der
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Integration der Transmembrandomanen vier und funf unterscheiden (Milenkovic et
al., 2007). Nach dem Modell von Milenkovic et al. (2007) sind die Doméanen eins,
zwei, finf und sechs tatsachlich in die Membran integriert, wahrend die dritte und
vierte Doméane Teil einer hydrophoben Schleife im Zytoplasma sind. Tsunenari et al.
(2003) gehen davon aus, dass die Transmembrandoméane vier ebenfalls in die
Membran integriert ist und Doméane finf sich nur in der Schicht der
Lipiddoppelschicht der Zellmembran befindet, die dem Extrazellularraum zugewandt
ist.

Da Bestrophin ein Bestandteil des RPE ist, kbnnen Mutationen im VMD2-Gen
dessen Funktion beeintrachtigen und so zu Erkrankungen wie Morbus Best oder
ADVIRC fahren.

Unter den bisher bekannten Mutationen des BEST-1-Gens, die verantwortlich fur
Morbus Best gemacht werden, haben missense-Mutationen mit 93% den gréBten
Anteil. Nur eine splice site-Mutation konnte bis heute identifiziert werden, andere
Mutationen fihren zu Basenpaar-Deletionen. Fir VMD2-Mutationen, die ADVIRC
hervorrufen,  wird  diskutiert, dass Punktmutationen nicht nur einen
Aminosaureaustausch bewirken, sondern auch den SpleiBprozess beeintrachtigen
(Yardley et al., 2004).

1.4 Analyse des SpleiBverhaltens mittels in vitro Exon-trapping

Analysen

Ein Gen setzt sich genomisch aus kodierenden und nicht-kodierenden Abschnitten
zusammen, den sogenannten Exonen und Intronen. AuBerdem besitzt jedes Gen
einen regulatorischen Bereich mit Enhancern, Silencern sowie cis- und trans-
regulatorischen Promotersequenzen. Durch den Vorgang des SpleiBens werden
Introne entfernt und Exone zusammengeflgt. So wird auf dem Weg zum Protein aus
pra-mRNA eine messenger-RNA (mRNA) gebildet. SchlieBlich entsteht aus dieser
MRNA durch Translation das Protein (Mlhardt, 2003).

Exone sind gekennzeichnet durch kurze splice site-Sequenzen (3’ splice site,
5 splice site und branch site) an der Grenze zwischen einem Exon und den
flankierenden Intronen (siehe Abbildung 1). Die 3’ splice site wird auch acceptor
splice site genannt, entsprechend jene am 5’-Ende des Introns donor splice site. An
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diese Sequenzen binden Komponenten des SpleiBapparates, die den Zusammenbau
des SpleiBosoms, eines Komplexes aus finf small nuclear ribonucleoproteins
(snBRNP) und mehr als 100 Proteinen, initieren. So bindet zum Beispiel das U1
snBRNP (Uber RNA-RNA-Interaktionen an die branch site. Das SpleiBosom
gewabhrleistet korrektes SpleiBen, indem es Exon-Intron-Grenzen erkennt, Introne
entfernt und Exone zusammenfligt. Neben den klassischen splice sites spielen aber
auch noch andere Sequenzen eine Rolle beim erfolgreichen Erkennen von Exon-
Intron-Grenzen, sogenannte cis-Elemente, bekannt als exonic und intronic splice
enhancers (ESEs und ISEs) und exonic und intronic splice silencers (ESSs und
ISSs) (Faustino & Cooper, 2003). An diese cis-Elemente kénnen SR-Proteine
(Serin/Arginin-reiche  Proteine) binden. Sie haben viele Funktionen im
Zusammenhang mit dem SpleiBvorgang, wie zum Beispiel bei der Bindung von U1
snRNP und U2 auxiliary factor (U2AF) an die SpleiBstellen. Alle SR-Proteine haben
eine N-terminale Doméne, die es ihnen ermdglicht, an RNA zu binden, und eine
C-terminale RS-Domane fir Protein-Interaktionen bei der Rekrutierung von Faktoren,
die fir den regelrechten Zusammenbau des SpleiBosoms wichtig sind (Graveley,
2000). Es besteht also ein komplexes Netzwerk, das eine fehlerfreie Prozessierung
von pra-mRNA zu mRNA ermdglicht. Mutationen kénnen diesen Ablauf stéren,
indem sie Sequenzen der splice sites oder cis-Elemente verandern und eine korrekte
Prozessierung verhindern. Auf diese Weise kdnnen Mutationen Krankheiten

verursachen.

Eranch site A" 5plice site S iplice site
e r'_ﬂ"_"\ ey

// YTRAY Y-reichM A& G -GTHAGT

NN F

ESE= I5E= 155

Abb. 1: Splice sites und cis-Elemente

Grau dargestellt sind Anteile des Introns, griin dargestellt Exone. N: A, C, G oder T;
R: Purine (A oder G); Y: Pyrimidine (C oder T). Die rot markierten Basen am Intron-
Exon- (A und G), Exon-Intron-Ubergang (G und T) und in der branch site (A) missen
fir einen korrekten SpleiBablauf zwingend vorhanden sein. Schwarz markierte Basen
treten mit einer Wahrscheinlichkeit von 50-90% wie abgebildet auf.

cis-Elemente (ESE, ESS, ISE und ISS) finden sich sowohl exonisch als auch
intronisch.

Quelle: eigene Abbildung nach Faustino & Cooper (2003) und Schneider et al. (2007)
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Um herauszufinden, welche Auswirkung Mutationen auf den SpleiBvorgang haben,
kann mRNA aus Zellen isoliert und analysiert werden. Ist dies nicht mdglich, zum
Beispiel weil die entsprechende mRNA in peripheren Blutzellen nicht oder in zu
geringen Mengen exprimiert wird, kann eine in vitro-Analyse mit Hilfe eines Exon-
trapping-Assays durchgefihrt werden (Schneider et al., 2007).

Ein fUr diese Zwecke haufig eingesetzter Vektor ist der pSPL3-Vektor. Er enthalt fur
Kaninchen-B-Globin kodierende Sequenzen aus einem Teil des HIV-fat-Gens (Burn
et al., 1995). Der Vektor entspricht einem Plasmid, das ein Minigen, bestehend aus
zwei Exonen und einer dazwischen liegenden multiple cloning site, enthélt (siehe
Abbildung 2). In diese multiple cloning site kann ein ausgewahlter genomischer DNA-
Abschnitt kloniert werden. Werden anschlieBend Saugetierzellen mit der Vektor-DNA
transfiziert, findet in den Zellen ein SpleiBvorgang statt. Die Analyse der mRNA
dieser Zellen zeigt dann, wie die DNA in vitro gespleiBt wurde (siehe Abbildung 3).

Multiple claning site

Exon 1 Exon 7

W —vap

polyadenylation

4l arigin ___—» 4
und Promaoter

pSPL3-Vektor site

arl

Abb. 2: pPSPL3-Exon-trapping-Vektor

Das Plasmid enthélt ein Minigen, bestehend aus Exon 1 und 2 und einer multiple
cloning site. Der SV40-Promoter ermdéglicht die Transkription in transfizierten
Cos7-Zellen.

ori (Replikationsursprung) und ampR (Ampicillinresistenz) werden bendtigt zur
Replikation in E.coli und Selektion.

Quelle: eigene Abbildung nach Garland Science (1999) (Webadresse:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=hmg&part=A1236&rendertype=fi
gure&id=A1308)



1. Einleitung 9

SD6-Prirmer
—

pSPLE exonl

pSPL3 exon2 ——

"
»
.
A F
Fie ]
"
¥
0
r
¥

F

.- SHE-Primer
- ’
v

Kurze Spleivariante | pSPLZ exonl | pSPLS exon2 |

Lange SpleiByariante pSPLE exonl eX O pSPLS exon2

Abb. 3: Mdégliche SpleiBvarianten

Dargestellt ist ein Ausschnitt aus dem pSPL3-Vektor (grau) mit bereits kloniertem
Exon (schwarz). Nach dem SpleiBvorgang, cDNA-Synthese und RT-PCR (siehe
3.5.3 und 3.5.4) kénnen die SpleiBvarianten mittels Vektor-spezifischen Primern
(SD6 und SA2) amplifiziert werden. Kann Exon X korrekt gespleiBt werden, entsteht
die lange SpleiBvariante, wird es lbersprungen (Exon-skipping), die kurze.

Quelle: eigene Abbildung

Das Exon-trapping ist ein haufig genutztes Verfahren, um vorherzusagen, ob
Mutationen in einem Bereich genomischer DNA einen Effekt auf das SpleiBen in vivo
haben kdénnten. Da es sich aber trotz allem um ein in vitro-Modell handelt, kann es
nicht in allen Fallen die Verhaltnisse im Lebenden genau widerspiegeln (Schneider et
al., 2007).

1.6 Aufgabenstellung

Zielsetzung der Arbeit war es, das SpleiBverhalten von ausgewéahlten DNA-
Abschnitten von Patienten mit Morbus Stargardt, Morbus Best oder ADVIRC mit Hilfe
des in vitro-Spliceassays zu analysieren. Dazu wurde die Arbeit in zwei
Projektbereiche unterteilt, die sich mit der Analyse von Mutationen im ABCA4- und
VMD2-Gen beschéftigten.

Im ABCA4-Gen wurden durch Sequenzierung Mutationen in den Genen von
Patienten mit Morbus Stargardt identifiziert. Einige dieser Mutationen waren im
Hinblick auf die Frage interessant, ob sie das SpleiBverhalten des gewahlten DNA-
Abschnittes beeinflussen kénnten und so ein defektes Genprodukt erzeugen. Neben
der Exon-trapping-Analyse wurden zwei Programme herangezogen, um die
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theoretischen Effekte der Mutationen auf den SpleiBvorgang zu ermitteln (BDGP
splice site prediction und Splice score calculation, siehe 2.9).

Im Projekt um das VMD2-Gen stellte sich die Frage, wie benachbarte Mutationen im
gleichen Gen verschiedene Krankheiten auslésen kénnen. 2004 wurde von Yardley
et al. die Hypothese aufgestellt, dass Mutationen im VMD2-Gen, die ADVIRC
verursachen, das SpleiBen beeintrachtigen, wahrend Best-Mutationen nicht das
SpleiBverhalten beeinflussen, sondern zum tberwiegenden Teil zu einem Austausch
einer Aminosaure fuhren (missense-Mutationen) Diese Annahme wurde auch durch
Burgess et al. (2008) gestitzt, die konstatieren, dass ADVIRC-Mutationen ESE-
Sequenzen verandern und so das SpleiBen beeintrachtigen. Mit Hilfe der Exon-
trapping-Analyse und einer Software zur Vorhersage von ESE (ESEfinder 2.0, siehe

2.9) sollte diese Hypothese Uberprift werden.
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2. Material

2.1 Organismen und Zellen

Stamm/Zelltyp Eigenschaften Herkunft/Referenz
E.coli DH5a Siehe Appendix in Sambrook et al., Invitrogen/Sambrook et al. 1989
1989
Cos 7 eukaryotische Zelllinie Gewonnen aus Nierengewebe der
Griinen Meerkatze (Cercopithecus
aethiops)

Tabelle 1:  Organismen und Zellen

2.2 Primer

Primer
ABCA4

Sequenz (5’-3’)

EcoRI-ABCA4-ex3-F

CCGGAATTCCCTGCTTGGTCTCCATGAC

BamHI-ABCA4-ex3-R

CGCGATCCACGTGAAGGGGTGTGCAAC

EcoRI-ABCA4-ex8-F

CCGGAATTCAGATTATGACTCTAGCTGCC

EcoRV-ABCA4-ex8-R

CGCGATATCCCCAGGTTTGGTTTCACCTA

EcoRI-ABCA4-ex9-F

CCGGAATTCAGTTACAAGCAATGGGGAG

EcoRV-ABCA4-ex9-R

CGCGATATCTCTGGGAGGTCCAGGGTAC

EcoRI-ABCA4-ex10-F

CCGGAATTCCCAAAAGTTCTCTCTCACTTTTCT

EcoRV-ABCA4-ex10-R

CGCGATATCCTGGGAAAAGGAAACAAGTGGAA

EcoRI-ABCA4-ex25-F

CCGGAATTCGGTAACCTCACAGTCTTCC
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BamHI-ABCA4-ex25-R

CGCGGATCCGGGAACGATGGCTTTTTGC

ABCR39FEcoRI-linkF

CCGGAATTCGCCCCACCTGCTGAAGAG

ABCR40BamHI-linkR

CGCGGATCCTCTGGATGCCCTGAGCTGC

ABCR43EcoRI-linkF

CCGGAATTCCTTACCCTGGGGCCTGAC

ABCR44BamHI-linkR

CGCGGATCCTGCACTCTCATGAAACAGGC

VMD2

EcoRI-VMD2-ex4 F2

CCGGAATTCCGCTCGCAGCAGAAAGCT

BamHI-VMD2-ex4R3

CGCGGATCCATTCCTGCCGCGCCCATC

pGEM-T-Easy

M13-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
M13-R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA
pSPL3B

SA2 (R) ATCTCAGTGGTATTTGTGAGC

SA4 (R) CACCTGAGGAGTGAATTGGTCG
SD2 (F) GTGAACTGCACTGTGACAAGC
SD6 (F) TCTGAGTCACCTGGACAACC
pSPL3-R GGTTGCTTCCTTCCACACAG

Tabelle 2:  Primer

Alle im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten Primer wurden von der Firma

Metabion synthetisiert, mit Ausnahme der oligo(dT)+s Primer der Firma Promega.
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2.4 Plasmide

Resistenz

Plasmid GréBe (kb)

Verwendung Hersteller

pGEM-T 3,0 Ampicillin Selektion von Wildtyp- DNA und Promega

Easy Mutanten-DNA

pSPL3B 6,0 Ampicillin Transfektion Gibco Life
Technology

Tabelle 3:  Plasmide

2.4 Enzyme

Enzyme Anwendung Hersteller

Restriktionsenzyme Plasmidverdau NEB

(EcoRl, EcoRV, BamH]I)

Taq Polymerase PCR Labor

GXX Tag Polymerase PCR Genaxxon

Bioscience GmbH
Fermentas Tag-Polymerase = PCR Fermentas
T4 DNA Ligase Ligation NEB; M0202

Exonuclease |

Verdau von Primern und einstrangiger DNA USB
im PCR-Produkt

Antarctic Alkaline
Phosphatase (AAP)

Verdau von verbliebenen dNTPs im PCR- NEB

Produkt

Tabelle 4:  Enzyme
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2.5 Chemikalien

Chemikalie Verwendung Hersteller
dNTP Mix Reverse Transkription Fermentas
B-Mercaptoethanol RNA-Isolierung Sigma

1 kb-Leiter Standard fir Agarosegele Invitrogen
RNAse freies Wasser cDNA-Synthese Qiagen

IPTG Blau-WeiB-Selektion AppliChem
X-Gal Blau-WeiB-Selektion Sigma
Ethanol Verschieden Sigma
Trypsin/EDTA 10x Trypsinierung PAA
Ethidiumbromid Agarosegel AppliChem
Tabelle 5:  Chemikalien

2.6 Kits

Kit Verwendung Hersteller
First-strand cDNA Synthesis Kit cDNA-Synthese Fermentas
FUGENE 6 Transfection Kit Transfektion (ABCA4) Roche
TransIT-LT1 Transfection Reagent  Transfektion (VMD2) Mirus

NucleoSpin Extract Il Gelaufreinigung

Macherey-Nagel

NucleoSpin Plasmid Mini Kit Plasmid-DNA Isolierung

Macherey-Nagel
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NucleoBond AX Plasmid-DNA lIsolierung Macherey-Nagel

QlAshredder Zelllyse bei RNA-Isolierung Qiagen

RNeasy Mini Kit RNA-Isolierung Qiagen

pGEM-T-Easy Vector System | Klonierung Promega

E!?Dye vl Terminator Sequencing  Sequenzierung Applied Biosystems
i

Tabelle 6:  Kits

2.7 Medien, Puffer und Lé6sungen

Medium VAVEY: (vd:) Anwendung Hersteller

DMEM High Glucose (4,5¢/1) 10%FCS, Medium fiir Cos7 PAA
1% Penicillin/Streptomycin

LB Platten und Flissigmedium w/o Ampicillin Selektion von DH5a Labor

SOC Flissigmedium w/o Ampicillin Nahrmedium fiir DH5a Sigma

Tabelle 7:  Medien

Puffer/Lésung Anwendung Zusammensetzung

10x PBS Zellkultur 1,5 M NaCl, 83 mM Na,HPO,, 17 mM H,PO, x H,O (ph7,4)
10x TBE Gelelektrophorese 1M Tris; 1M Borsaure; 20mM EDTA (pH7,5)

Agarosegel Gelelektrophorese 1-2% (w/v) Agarose in 1x TBE-Puffer

10x DNA Agarosegel Tris/HCI (pH7,5; 10mM); Sodium Acetat (5mM); EDTA (2mM);
Auftragspuffer Glycerol (10%); Bromphenolblau; 0,001% (w/v) Xylencanol

Tabelle 8:  Puffer und Lésungen

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Medien und Puffer wurden mit Wasser

aus einer Wasseraufbereitungsanlage der Firma Millipore verdinnt.
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2.8 Verbrauchsmaterialien

Material Verwendung Hersteller
Biozym LE Agarose Agarosegel Biozym
0,5/1,5/2,0 ml Cups Verschieden Sarstedt

PCR-Cups PCR Brand Life Science Products
15/50 ml Falcon Tube Verschieden Sarstedt

10/100/1000 pl Pipetten Verschieden Eppendorf

10/100/1000 pl Pipettenspitzen Verschieden Omnitip

Einmalhandschuhe

Verschieden

Kimberly-Clark

Nitrilhandschuhe

Verschieden

VWR International

Zellschaber 25 cm RNA-Isolierung Sarstedt
6 Well Cell Culture Zellkultur Corning
100mmx20mm Dish Zellkultur Corning

Tabelle 9:  Verbrauchsmaterialien
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2.9 Geréte und Software

Gerate

Brutschrank CB 210

Verwendung

Zellkultur

Hersteller

Binder

Gelkammer Blue Marine 200

Gelelektrophorese

Servo Electrophoresis

Biostep Dark Hood Geldokumentation Biostep
Mikrozentrifuge Verschieden Labnet
Netzgerat Blue Power Plus Gelelektrophorese Blue Power
NanoDrop Konzentrationsbestimmung PeglLab
DNA/RNA
Sterilbank Zellkultur BDK Luft- und Reinraumtechnik
GmbH
Thermocycler PCR Biometra
Thermomixer 5436 Verschieden Eppendorf
Tischzentrifuge Biofuge pico  Verschieden Heraeus

Vortex Genie 2 G-560E

Verschieden

Scientific Industries

Zentrifuge Megafuge 1,0R

Verschieden

Heraeus

3130xI Genetic Analyzer

Sequenzierung

Applied Biosystems

Certomat R

Tischschittler

B.Braun

Certomat HK

Inkubatorhaube

B.Braun

Tabelle 10: Geréte
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Software Verwendung Hersteller/Webadresse
Argus 3.0 Geldokumentation Argus

SeqScape Sequenzanalyse Applied Biosystems
Sequence Scanner 1.0 Sequenzanalyse Applied Biosystems

ESEfinder 2.0

Analyse von exonic splice
enhancers

http://rulai.cshl.edu/tools/ESE2/

BDGP splice site prediction

Analyse von SpleiBstellen

http://www.fruitfly.org/seq_tools/
splice.html

Splice score calculation

Analyse von SpleiBstellen

Siehe 3.5.2

ApE — A Plasmid Editor
v.1.10.1

Verschieden

http://www.biology.utah.edu/jorgensen/
wayned/ape/

Phoretix TotalLab TL120

Auswertung von
Agarosegelen

Biostep

Tabelle 11: Software
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3. Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Escherichia coli (E.coli)

Zur Transformation von Plasmid-DNA (siehe 2.3) wird der E.coli DHS5 alpha-
Bakterienstamm verwendet. Zur Vervielfaltigung der Bakterien werden diese bei 37°
Celsius in LB-Flissigmedium (liquid broth-Medium) oder auf LB-Platten, jeweils mit
Ampicillin, inkubiert. Die Inkubation des Flissigmediums erfolgt bei 300 rpm
(rotations per minute), je nach Bedarf in Falcons zu 15 ml oder 50 ml oder bei
gréBeren Volumina in Erlenmeyerkolben. Ampicillin dient dabei der Selektion.

Klone, die die gewlnschten Plasmidkonstrukte enthalten, werden als Glycerinkultur
aufbewahrt. Dazu werden 100 ul des zuvor Uber Nacht inkubierten Flissigmediums
mit 900 pl sterilem, 85%igen Glycerol vermischt und bei -80° Celsius eingefroren.
Eine Mdglichkeit, die Bakterienkolonien einer LB-Platte mit Ampicillin zu
identifizieren, die erfolgreich transformiert wurden, ist die sogenannte Blau-WeiB-
Selektion (a-Komplementation). Dazu wird auf LBamp-Platten (LB-Platten mit
Ampicillin) jeweils 10 pl IPTG (0,1M) (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) und 50 pl
X-Gal [40mg/ml] (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactopyranosid) (siehe 2.5)
ausplattiert. Nach Abdampfen des Ldsungsmittels von X-Gal wird die
Bakteriensuspension ausplattiert und anschlieBend bebritet. Die Blau-WeiB-
Selektion beruht auf folgendem Mechanismus: ein intaktes lacZ-Gen eines Plasmids
kann eine B-Galactosidase exprimieren, die durch ihre enzymatische Aktivitat das
Galaktosid X-Gal spaltet, wodurch ein blauer Farbstoff entsteht. Wird das lacZ-Gen
des Plasmids durch Insertion eines DNA-Fragments unterbrochen, bleibt die
Expression der B-Galaktosidase aus. Rekombinante Klone kdnnen folglich an ihrer
weiBBen Farbe erkannt werden (Mdlhardt, 2003).
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3.1.2 Cos7-Zelllinie

Die Zellkultur von Cos7-Zellen erfolgt unter sterilen Bedingungen (Sterilbank BDK
Luft- und Reinraumtechnik GmbH). Die Zellen werden in 100mm x 20mm Dishes
(siehe 2.8) in 1x Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) + 10% fotales
Kélberserum (fetal calf serum, FCS) + 1% Penicillin/Streptomycin (siehe 2.7)
kultiviert, unter optimalen Bedingungen im Brutschrank (siehe 2.9) bei 37° Celsius
und 5% COs: in einer durch Wasserdampf abgesattigten Atmosphare. Wachstum und
Zustand der Zellen kann taglich mit Hilfe eines Mikroskops (Leica DM IL) kontrolliert
werden.

Ist die Zellkultur-Platte nach zwei bis drei Tagen zu etwa 100% bewachsen, missen
die Zellen zur Stammhaltung gesplittet werden. Dazu wird das alte Medium
abgezogen und die Platte mit 5 ml PBS-Puffer gewaschen. AnschlieBend werden die
Zellen durch Zugabe von 2 ml PBS mit Trypsin/EDTA und circa dreimindtiger
Inkubation im Brutschrank von der Plattenoberflache gelést. Die Trypsinierung der
Zellen wird mittels Zugabe von 10 ml DMEM + 10% FCS + 1% Penicillin/
Streptomycin gestoppt. SchlieBlich werden je 2 ml dieser Lésung mit je 8 ml frischem

Medium in eine neue Platte gegeben und im Brutschrank kultiviert.

3.2 DNA

3.2.1 Polymerase Ketten Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Die Polymerase Ketten Reaktion ist ein gangiges Verfahren zur exponentiellen
Vervielfaltigung eines bestimmten DNA-Abschnittes in vitro. Zur sogenannten
Amplifikation benétigt man eine DNA-Matrize, ein sequenzspezifisches,
komplementares Oligonukleotidpaar (forward- und reverse-Primer), thermostabile
DNA-Polymerase (Tag-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus), einen
Nukleotid-Mix (dNTPs: Guanin, Adenin, Cytosin, Thymin) und Puffer. Die Primer
werden so ausgewahlt, dass die gewlinschte Sequenz zwischen ihnen liegt.

Im Thermocycler wird die DNA-Matrize zunachst bei 95° Celsius denaturiert, das
heiBt in zwei Einzelstrange aufgetrennt. In einem nachsten Schritt lagern sich bei
einer Annealing-Temperatur von 50-65° Celsius die Primer an. Die optimale
Annealing-Temperatur kann experimentell mittels eines Gradientencyclers, der die
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Annealing-Temperatur variiert, ermittelt werden. Die Elongation der Primer entlang
der DNA-Matrize zu einem neuen Tochterstrang wird bei einer Temperatur von 72°
Celsius gewahrleistet, dem Temperaturoptimum der Taqg-Polymerase. Je nach Lange
der PCR-Produkte dauert die Elongation 30 Sekunden (DNA-Fragmente bis 1kb) bis
1 Minute oder langer. Diese Schritte werden circa dreiBig Mal wiederholt.
AbschlieBend wird 5 Minuten bei 72° Celsius elongiert, um eine mdglichst
vollstandige Auffullung der DNA-Strange zu garantieren.

Folgendes Schema gibt die Bedingungen einer Standard-PCR wieder:

Initiale Denaturierung: 5 min, 95°C
Denaturierung: 30 sec, 95°C

Annealing: 30 sec, 50-65°C 30x
Elongation: 30 sec — 2 min, 72°C

A

Finale Elongation: 5 min, 72°C

Folgender Reaktionsansatz wird fiir eine Standard-PCR verwendet:

5 pl 10xPuffer (0,2M Tris-HCI pH8,4, 0,5M KCI)
0,5-1 pl MgCl, (50mM)

4 pul dNTP (10mM)

2 pl Forward-Primer (10pmol/ pl)

2 pl Reverse-Primer (10pmol/ pl)

0,4 pl Tag-Polymerase

4 ul Template-DNA (ca. 25ng/ pl)

Ad 50 pl_Millipore H-0

50 pl Gesamtvolumen

Die Mg®*-lonenkonzentration beeinflusst die Ausbeute der PCR durch die
Mg?*-Wirkung unter anderem auf Primerannealing, Trennung der Strange bei der
Denaturierung und Aktivitdt des Enzyms. Zur Optimierung einer PCR kann die
Mg?*-Konzentration variiert werden. Sie liegt zumeist zwischen 0,5 und 2,5 mM.

Mit Zusatzen wie Dimethylsulfoxid (DMSQO) (bis 10% v/v) und Formamid (bis 5% v/v)
kénnen Spezifitat erhéht und die Amplifikation von GC-reichen Sequenzen erleichtert
werden (Mudlhardt, 2003).
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3.2.2 Aufreinigung von DNA nach PCR

Soll das PCR-Produkt aufgereinigt werden, geschieht dies mit NucleoSpin Extract Il
(siehe 2.6). Das Produkt wird in 25 ul Millipore A.D. eluiert.

3.2.3 Auftrennung und Analyse von DNA

Die Methode der Wahl, um DNA-Fragmente von 0,5 bis 25 kb Lange voneinander
trennen und analysieren zu kénnen, ist die Agarose-Gelelektrophorese. Dazu l6st
man, je nach GréBe der zu analysierenden Probe, 1% (w/v) bis 2% (w/v) Agarose
(siehe 2.8) in einer entsprechenden Menge TBE-Puffer (siehe 2.7). Nach Zugabe von
Ethidiumbromid (siehe 2.5) wird die Lésung aufgekocht und in Gelschlitten mit
Kammen gegossen. Nach Erstarren des Gels kann die DNA-L&sung mit Hilfe eines
Auftragspuffers (siehe 2.7) in die Geltaschen pipettiert werden. Die Elekirophorese
wird in Gelkammern (siehe 2.9) durchgeflhrt, als Laufpuffer dient 1x TBE. Bei
physiologischen pH-Werten tragen die Phosphatreste der Nukleinsduren mindestens
eine negative Ladung pro Base (Dominik & Steinhilber, 2002). Durch Anlegen von
Spannung zwischen 50 und 150 Volt mit Hilfe eines Netzgeréates (siehe 2.9) wandert
die DNA, je nach GrdBe schnell oder langsam, von der Kathode zur Anode und wird
somit nach GréBe aufgetrennt. Zur GréBenbestimmung der DNA-Fragmente wurde
zuvor ein 1-kb GréBenstandard (siehe 2.5) mit auf das Gel aufgetragen.

Die Analyse der fluoreszierenden DNA-Banden erfolgt mit Hilfe einer Dark Hood und
der zugehdrenden Software (Argus 3.0, siehe 2.9) (Muhlhardt, 2003).

3.2.4 Gelextraktion von DNA

Weist ein PCR-Produkt nach Gel-Elektrophorese mehrere Banden auf und soll nur
eine dieser Banden weiterprozessiert beziehungsweise analysiert werden, kann das
DNA-Fragment mit Hilfe von NucleoSpin Extract Il nach Handbuch aus dem Gel
extrahiert und aufgereinigt werden.
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3.2.5 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Um Konzentration und Reinheitsgrad von in Wasser gel6ster DNA zu bestimmen,
wird mit einem Spektrophotometer (NanoDrop, siehe 2.9) die Absorption der Proben
bei 260 und 280 nm bestimmt. Mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes kann aus
der Absorption die Konzentration einer Ldsung bestimmt  werden:
A = ecd, wobei A = Absorption, € = Absorptionskoeffizient [I-mol*-cm™],
¢ = Konzentration der Lésung [molI'"], d = Schichtdicke [cm] (Dominik & Steinhilber,
2002). Der durch die Absorption bedingte Verlust an Licht wird auch als Extinktion
bezeichnet. 50 ug/ml doppelstrangige DNA zeigen eine Extinktion von eins. Als
Referenz dient Nuklease-freies Wasser.

3.2.6 Klonieren von PCR-Produkten

Um ein PCR-Produkt in Vektoren klonieren zu kénnen und zusatzlich eine bestimmte
Orientierung zu gewabhrleisten (site directed cloning), wurden fiir die Amplifikation
Primer gewahlt, die Enzym-Schnittstellen enthalten. Der forward-Primer beinhaltet
eine EcoRI-Schnittstelle, der reverse-Primer ein BamHI- oder EcoRV-Schnittstelle, so
dass das PCR-Produkt mittels Restriktionsverdau (siehe 3.2.8) wieder aus dem
Vektor entfernt werden kann.

Jedes zu analysierende PCR-Produkt wird erst in den p-GEM-T-Easy-Vektor kloniert,
um eine Selektion von Wildtyp und Mutante zu erméglichen. AnschlieBend werden
die selektierten Produkte aus dem Vektor entfernt und in den pSPL3B-Vektor
eingebracht.

Um das PCR-Produkt in den pGEM-T-Easy-Vektor zu klonieren, wird es zuvor mit
einer Tag-Polymerase amplifiziert, die an das 3’-Ende ein Adenin hinzufligt. So kann
es direkt in den Vektor eingefligt werden, da dieser an beiden 3’-Enden ein Thymidin
besitzt, das komplementar zum A-Uberhang des PCR-Produktes ist (Kobs, 1997).
Die Ligation erfolgt laut Anleitung.

Um eine Klonierung mit dem Vektor pSPL3B durchzufiihren, muss dieser zuerst
mittels der Enzyme EcoRI| und BamHI/EcoRV verdaut werden (siehe 3.2.8).

Eine Ligation wird in einem molaren Verhaltnis von Insert:Vektor von 1:9 zusammen
mit 2 pl 10x Ligase Puffer (Invitrogen) und 1 pyl T4 DNA Ligase (1U/ pl) (siehe 2.4) in
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einem Gesamtvolumen von 20 pl durchgefihrt. Die Reaktion lauft bei 14° Celsius
iiber Nacht (UN) ab.

Um Plasmide nach erfolgter Ligation vervielféltigen zu kdnnen, werden diese in
transformationskompetente Bakterien mittels Hitzeschock transformiert. Dazu werden
3 ul Ligationsansatz und 50 pl kompetente E.coli DH5 alpha-Zellen gemischt und 30
Minuten auf Eis inkubiert. Nach exakt 45 Sekunden Hitzeschock bei 42° Celsius und
anschlieBender funfminltiger Inkubation auf Eis wird 800 pl warmes LB-Medium
zugegeben und der Ansatz bei 37° Celsius im Schittler 45 Minuten bebritet.
SchlieBlich wird die Bakterienlésung auf vorgewdrmten LBamp-Platten (siehe 2.7)
ausplattiert und Gber Nacht bei 37 ° Celsius inkubiert.

Ist eine Blau-WeiB-Selektion der wachsenden Bakterien erwlinscht, so werden die

LBamp-Platten vor dem Ausplattieren entsprechend prapariert (sieche 3.1.1).

3.2.7 Plasmid-DNA-Praparationen

Um Plasmid-DNA aus E. coli DH5 alpha zu isolieren und aufzureinigen, wird eine
Plasmid-DNA-Praparation mit NucleoSpin Plasmid Mini Kit oder NucleoBond AX Midi
Kit (siehe 2.6) durchgeflhrt. Zur Plasmid-DNA-Pr&paration aus
5 ml LBamp-UN-Flissigkultur wird das Mini Kit benutzt, zur Praparation aus
100 ml LBamp-UN-FIUssigkuItur das Midi Kit. Die Plasmid-DNA wird in 30 pl (Mini Kit)
beziehungsweise in 100 ul (Midi Kit) sterilem Wasser eluiert und kann bei
-20° Celsius aufbewahrt werden.

3.2.8 Restriktionsverdau

Zum enzymatischen Ausschneiden eines Insert aus einem Vektor bendtigt man
Restriktionsendonukleasen. Diese Enzyme werden aus Bakterien gewonnen und
haben die Eigenschaft, an bestimmten Sequenzen zu hydrolysieren. Diese
Erkennungssequenzen sind palindromisch angeordnet, das heiB3t sie haben auf
beiden DNA-Strangen die gleiche Basenabfolge in die gleiche Richtung (Mulhardt,
2003).

Um ein Plasmid zu verdauen, wird ein Doppelverdau mit zwei entsprechenden

Restriktionsenzymen, 100-150 ng/ul Plasmid und bovinem Serumalbumin in einem
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Gesamtvolumen von 100 pl gemaB Herstellerangaben angesetzt und tber Nacht bei
37° Celsius inkubiert.

3.2.9 Sequenzierung

Die Analyse von DNA-Sequenzen erfolgt mit einem Kapillarsequenzierer der Firma
Applied Biosystems (siehe 2.9) und entsprechender Software (SeqScape oder
Sequence Scanner 1.0, siehe 2.9).

Das Prinzip der Sequenzierung basiert auf Kettenabbruch bei der DNA-Verlangerung
durch  Dideoxynukleotide (ddNTP). Nach dem Einbau von markierten
Dideoxynukleotiden in die DNA wahrend der PCR, kann die Polymerase aufgrund
der fehlenden 3’-Hydroxylgruppe den DNA-Strang nicht weiter verlangern, es kommt
folglich zum Kettenabbruch. Es werden vier verschiedene PCR-Ansétze bendtigt, die
jeweils alle Deoxynukleotide (dATP, dCTP, dGTP und dTTP), aber nur ein
Dideoxynukleotid (ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP) enthalten. Die DNA-
Synthese bricht an verschiedenen Stellen ab und es entstehen unterschiedlich lange
Fragmente, die auf einem Gel aufgetragen und ausgewertet werden kénnen (Sanger
et al., 1977).

Vor dem eigentlichen Cycle Sequencing missen Primer des PCR-Produktes mit Hilfe
von Exonuklease | (EXO) abgebaut und tUberschissige Nukleotide mittels alkalischer
Phosphatase (Antarctic Alkaline Phosphatase, AAP, siehe 2.4) inaktiviert werden:

1 yl PCR-Produkt (40ng)
0,1 yl EXO

0,25 ul AAP

Ad 5 pl Millipore H-O

5 ul Gesamtvolumen

Die Reaktion lauft unter folgenden Bedingungen ab:

1. Enzymaktivitat: 15 min, 37°C
2. Enzyminaktivierung: 15 min, 80°C
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Fir das Cycle Sequencing wird folgender Ansatz bendtigt, der zu obigem 5 pl-Ansatz
pipettiert wird:

2 ul 5x Puffer

1 ul Primer (forward oder reverse)
0,3 pl BigDye (siehe 2.6)

1,7 yl Millipore H,O

5 ul Gesamtvolumen

Es ergibt sich in der Summe ein Endvolumen von 10 pl.
Das Programm des Cycle Sequencing lauft wie folgt ab:

1. Initiale Denaturierung: 2 min, 96°C

2. Denaturierung: 30 sec, 96°C

3. Annealing: 30 sec, 55°C 25x
4. Elongation: 3 min, 60°C

5. Finale Elongation: 5 min, 60°C

AnschlieBend muss die DNA zuvor mit Hilfe von Natriumacetat (NaAc) und Ethanol

(EtOH) gefallt werden (siehe 2.5). Dazu wird nach folgendem Protokoll vorgegangen:

- 2 ul NaAc zum PCR-Produkt, gut mischen

- 50 ul EtOH (95%) dazu, mischen

- 20 min bei 4200 rpm zentrifugieren

- Uberstand rasch und vollstiandig abheben

- 50 ul EtOH (70%) dazu

- 15 min bei 4200 rpm zentrifugieren

- Uberstand rasch und vollstandig abheben

- Prazipitat in 15 yl HiDi-Formamid aufnehmen

SchlieBlich erfolgt die eigentliche Sequenzierung im Kapillarsequenzierer. Das
Ergebnis kann mittels SeqScape oder Sequence Scanner 1.0 graphisch dargestellt

und ausgewertet werden.
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3.2.10 Exon-trapping

Als Exon-trapping-Vektor diente der pSPL3B-Vektor, der sich durch die Abwesenheit
der Nukleotide 1311 bis 1548 vom pSPL3-Vektor unterscheidet. Diese Nukleotide
beinhalten eine sogenannte kryptische splice site, das heiBt es wurde oft ein
unerwlnschtes Exon des Vektors mitgespleiBt, das im Endprodukt nicht auftauchen
sollte (Burn et al., 1995).

Die zu klonierende DNA-Sequenz besteht jeweils aus ein oder zwei Exonen eines
Gens mit circa 50 flankierenden Basen der angrenzenden Introne. Es wurden jeweils
Wildtyp- und mutierte Sequenz eines Exons verwendet, um einen Vergleich zwischen
dem SpleiBverhalten ziehen zu kénnen.

3.3 Transfektion von Cos 7-Zellen

Die Transfektion von Zellen bezeichnet das Einbringen von Plasmiden in
eukaryotische Zellen. Grundsétzlich lassen sich zwei Arten von Transfektionen
unterscheiden, namlich transiente und stabile Transfektion. Die stabile unterscheidet
sich von der transienten Transfektion dadurch, dass die aufgenommene DNA in das
Genom der Zelle integriert und damit nicht abgebaut wird. Die Wahrscheinlichkeit
dafirr ist aber gering. Ublicherweise wird die DNA nicht in das Genom der Zelle
aufgenommen und innerhalb von wenigen Tagen beseitigt, das heif3t die Zelle wurde
transient transfiziert. Aufgrund der begrenzten Verweildauer der DNA muss die
Analyse deshalb schnell erfolgen (Mulhardt, 2003).

Es gibt vielfaltige Transfektionsmethoden, die sich auch in ihrer Effizienz
unterscheiden. Fur diese Arbeit wurden zwei Transfektionsreagentien verschiedener
Firmen mit gleicher Wirkungsweise verwendet. Laut Hersteller bildet das Reagenz
einen Komplex mit der zu transfizierenden DNA und wird dann in die Zelle
transportiert. Der Vorteil der Reagenzien besteht in einer hohen Effizienz und
geringer Toxizitat gegentber den Zellen.

Fir das ABCA4-Gen wurde FUGENE 6 (siehe 2.6) nach folgendem Protokoll

verwendet:
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Eine 10 cm-Schale (siehe 2.8) sollte zu 50% mit zu transfizierenden Cos 7-Zellen
(siehe 2.1) bewachsen sein. 20 yl FUGENE 6-Reagenz werden zu 470 yl DMEM-
Medium (siehe 2.7) gegeben und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei
muss bei Zugabe des Reagenz darauf geachtet werden, nicht die Plastikwand des
Behalters zu bertGhren, um eine moglichst hohe Ausbeute zu bekommen.
AnschlieBend wird 10 pg Plasmid-DNA hinzugefligt. Nach flnfzehn- bis
zwanzigmindtiger Inkubation, ebenfalls bei Raumtemperatur, wird der Mix
tropfchenweise auf die Zellen pipettiert, wobei die 10 cm-Schale kontinuierlich
geschwenkt wird.

Fir die Analyse der DNA des VMD2-Gens wurden anstatt 10 cm-Schalen
6 Well Platten (siehe 2.8), ebenfalls zu 50% bewachsen, benutzt. Entsprechend
werden 200 yl DMEM-Medium (siehe 2.7), 3 pl Transfektionsreagenz, in diesem Fall
TransIT-LT1 transfection reagent (siehe 2.6) und 1,5 ug Plasmid-DNA eingesetzt und
ansonsten nach obigem Protokoll vorgegangen.

Nach 18 bis 72 Stunden im Brutschrank (siehe 2.9) kann die Analyse der
gewinschten RNA (siehe 3.4.3) erfolgen.

3.4 RNA

Im Umgang mit RNA ist besonders auf RNase-freie Materialien zu achten, da RNA-
hydrolysierende Ribonukleasen, sogenannte RNasen, ubiquitar vorkommen und
auBerst stabil sind (Malhardt, 2003). Deshalb sollte auf RNase-freie Bedingungen
geachtet und auf Eis gearbeitet werden.

3.4.1 RNA-Isolierung

Mithilfe des RNeasy Mini Kits von Qiagen (siehe 2.6) kann Gesamt-RNA, das heift
unter anderem ribosomale RNA (rRNA), Transfer-RNA (tRNA) und messenger RNA
(mRNA), aus Cos 7-Zellen isoliert werden. Zuvor wurde die Zellmasse mittels
QlAshredder (siehe 2.6) homogenisiert. Die RNA-Isolierung wird laut
Herstelleranleitung der beiden Kits durchgefthrt und die RNA in 30 pl Nuklease-
freiem Wasser eluiert. Obwohl die zu analysierende mRNA nur einen Anteil von etwa
2% an der Gesamt-RNA hat, reicht die Menge fir die weitere Analyse aus
(Mulhardt, 2003).
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3.4.2 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Die RNA-Konzentration einer Lésung kann, wie die DNA-Konzentration (siehe 3.2.5),
mit Hilfe eines Spectrophotometers (NanoDrop, siehe 2.9) ermittelt werden.
RNA-Basen zeigen ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 260 nm.
Eine Extinktion von eins entspricht einer RNA-Konzentration von 40 ug/ml. Als
Referenz wird Nuklease-freies Wasser eingesetzt.

3.4.3 Reverse Transkription (complementary DNA-Synthese)

Mithilfe einer Reversen Transkriptase namens M-MuLV-RT, einem Enzym aus dem
Moloney murine leukemia virus (M-MuLV), wird die Reverse Transkription (RT) oder
complementary DNA-Synthese (cDNA-Synthese) durchgefihrt (Malhardt, 2003). Das
Enzym ist Bestandteil eines Kits, dem First-strand cDNA Synthesis Kit von
Fermentas (siehe 2.6). Dieser Schritt ist notwendig, da die gewonnene RNA nicht
direkt als Template fir die anschlieBende PCR verwendet werden kann. Bei der
Reversen Transkription wird die zuvor gewonnene RNA in komplementare DNA
(cDNA) umgewandelt. Als Primer werden Oligo-(dT)s-Primer, ebenfalls im Kit
enthalten, benutzt. Diese binden an den Poly-A"™-Schwanz spezifisch von mRNA,
weshalb sie aber bei langen mRNAs an ihre Grenzen stoBen, da Reverse
Transkriptasen nur 1-2 kb cDNA synthetisieren kénnen. Grundsatzlich kbnnen auch
andere Primer angewendet werden, wie zum Beispiel Hexamerprimer, die an
zufélligen Stellen an RNA binden, so dass schlieBlich auch alle Bereiche der mRNA
in cDNA umgeschrieben sind (Milhardt, 2003).
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Die cDNA-Synthese wird nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- 100 ng — 5 pg Gesamt-RNA

-1 ul Oligo-(dt){g-Primer (0,5 pg)

- X Ml Nuklease-freies Wasser ad 12,5 pl

- 5 min Inkubation bei 70°C, dann auf Eis stellen

- 4 ul 5x Reaktionspuffer fir Reverse Transkriptase
- 2 gl dNTP Mix (je 10mM)

- 0,5 ul Nuklease-freies Wasser

- 5 min Inkubation bei 37°C

-1 ul RevertAid™ M-MuLV Reverse Transkriptase (200U/ pl)
- 60 min Inkubation bei 42°C

- Reaktion stoppen: 10 min bei 70°C

cDNA kann bei -20° Celsius gelagert werden.

3.4.4 Reverse Transkription-Polymerase Ketten Reaktion (RT-PCR)

Die Reverse Transkription-Polymerase Ketten Reaktion (RT-PCR) dient der
Vervielfaltigung von cDNA. Die Funktionsweise einer PCR wurde bereits in Abschnitt
3.2.1 besprochen, sie gilt ebenso fir die RT-PCR.

Der Reaktionsansatz firr eine RT-PCR setzt sich wie folgt zusammen:

5 pl 10xPuffer (0,2M Tris-HCI pH8,4, 0,5M KClI)
2 ul Formamid

0,5-1 pl MgCl, (50mM)

4 pl dNTP (10mM)

2 ul Forward-Primer (10pmol/ pl) (SD2 oder SD6)
2 pl Reverse-Primer (10pmol/ pl) (SA4 oder SA2)
0,4 yl Tag-Polymerase

4 ul Template-cDNA

Ad 50 ul H,0

50 pl Gesamtvolumen
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Die RT-PCR lauft unter folgenden Bedingungen ab (Touch down):

Initiale Denaturierung: 2 min, 96°C
Denaturierung: 30 sec, 96°C )
Annealing: 30 sec, 56/64°C ~— 3x
Elongation: 30 sec-2 min 72°C
Denaturierung: 30 sec, 96°C
Annealing: 30 sec, 53/61°C > 3x

Elongation: 30 sec-2 min 72°C

© N bk w2

Denaturierung: 30 sec, 96°C
9. Annealing: 30 sec, 50/58°C > 25X
10.Elongation: 30 sec, 2 min 72°C

——
11.Finale Elongation: 5 min 72°C

Je nach Schmelztemperatur der Primer betrdgt die Annealing-Temperatur
56°/53°50° Celsius flr das Primerpaar SD6 und SA2 und 64°61%58° Celsius fir
SD2 und SA4.

Die Analyse des PCR-Produktes erfolgt gemaB Abschnitt 3.2.3.

3.5 Software

3.5.1 BDGP splice site prediction by neural network

Bei BDGP (Berkeley Drosophila Genome Project) handelt es sich um ein Konsortium
des Drosophila Genome Centers, das unter anderem Tools zu Verfliigung stellt, um
Eigenschaften von DNA-Sequenzen zu identifizieren. Fur diese Arbeit wurde das
splice site prediction-Tool verwendet. Es dient dazu, Exon-Intron-Grenzen innerhalb
eines DNA-Abschnittes zu erkennen. Dazu wird je ein neural network fir donor- und
acceptor-SpleiBstelle benutzt. Das Ergebnis des networks flir eine potentielle
SpleiBstelle wird als Wert zwischen 0,1 und 1,0 angegeben, wobei die SpleiBstelle
umso starker ist, umso héher der Wert. Auf diese Weise lassen sich Vorhersagen
treffen, ob und wie eine DNA-Sequenz gespleit wird. Die BDGP splice site
prediction dient in dieser Arbeit dem Vergleich von bioinformatischen Vorhersagen
und Ergebnissen aus in vitro-Experimenten (Reese et al., 1997).
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3.5.2 Splice score calculation

Das excel-basierte Programm "Splice score calculation" errechnet einen Wert
fir eine eingegebene acceptor splice site- oder donor splice site-Sequenz,
der einen Hinweis darauf gibt, ob es sich dabei um eine starke oder schwache
splice site handelt. Je niedriger der Wert, desto hdéher wird die
Wahrscheinlichkeit angesehen, dass sie in vivo als solche erkannt wird; reale
acceptor splice sites besitzen einen Wert zwischen 0 und 20 und reale donor
splice sites liegen zwischen 0 und 11.

Bei der Entwicklung von "Splice score calculation" wurde flr 764 splice sites
berechnet, wie haufig bestimmte Basen in direkter Nachbarschaft zur 3’ oder
5’ splice site vorkommen. Hat die eingegebene Sequenz viele Ubereinstimmungen
mit Basen, die sich am haufigsten in der Nachbarschaft der 764 betrachteten
befinden, handelt es sich vermutlich um eine starke splice site. Bei der
Entwicklung des Programms wurde auf folgende Literatur zurlickgegriffen: Penotti
(1991), Berg & von Hippel (1987).

3.5.3 ESEfinder 2.0

Bei ESEfinder handelt es sich um ein web-basiertes Programm, das es erméglicht,
ESE-Sequenzen innerhalb eines Exons anhand von Matrizen zu identifizieren.
Diesen ESE kdénnen vier verschiedene SR-Proteine zugeordnet werden: SF2/ASF,
SC35, SRp40 und SRp55. Es werden Werte fur gefundene ESE angegeben (high
scores), die Uber einem bestimmten Schwellenwert liegen und von denen man
annimmt, dass sie signifikant sind. Diese Schwellenwerte liegen, je nach SR-Protein,
zwischen 1,956 und 2,676.

Es besteht auch die Mdglichkeit, vorherzusagen, ob Mutationen diese Elemente
verandern. Wird zum Beispiel durch eine Mutation ein ESE in diesem Modell zerstort,
so kdnnte sich dies in vivo durch Exon-skipping bemerkbar machen.

Trotzdem schranken die Macher dieses Programms ein, dass nicht alle als ESE
identifizierten Sequenzen in Wirklichkeit auch existieren, noch dass die errechneten
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high scores der ESE mit der ihrer Stérke korrelieren. Zur sicheren Identifikation sei

immer noch ein experimenteller Nachweis nétig (Cartegni et al., 2003).
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4. Ergebnisse

Im Folgenden sollen die Ergebnisse dieser Arbeit dargestellt werden. Dabei wird erst
auf Mutationen, die das ABCA4-Gen betreffen, Bezug genommen, um anschlieBend
auf Mutationen im VMD2-Gen einzugehen.

4.1 ABCA4-Mutationen

Bei Patienten, bei denen im Rahmen der diagnostischen Abklarung von Morbus
Stargardt das ABCA4-Gen sequenziert wurde, konnten Mutationen in diesem Gen
detektiert werden. Sieben dieser Mutationen, die in folgender Tabelle in gleicher

Reihenfolge aufgeflhrt sind, wie sie im nachsten Abschnitt abgehandelt werden,

wurden fUr diese Arbeit zur genaueren Analyse ausgewahlt.

Mutationen DNA-Sequenz

|V825+gG>C gaattcggtaacctcacagtcttccagtttctggaaaacagagctggcatcagtctttt
ttcttgtcctagGGGATGTAAATGAGCTGATGGATGTAGTTCTCCACCATGTTCCAGAG
GCAAAGCTGGTGGAGTGCATTGGTCAAGAACTTATCTTCCTTCTTCCAAATAAGAACTT

C3813+9G>C CAAGCACAGAGCATATGCCAGCCTTTTCAGAGAGCTGGAGGAGACGCTGGCTGACCTTG
GTCTCAGCAGTTTTGGAATTTCTGACACTCCCCTGGAAGAthaaagtalagattccag

(Exon 25) ctggtttctgtcaagtgccagaagtggcggttctttgaaaaagtctaacattagagcaa
agttttgtaaaagcaaaaagccatcgttcce

IVS2-1G>A
gaattccctgcttggtctccatgactaatcccgtcttgtcctcattttctgttttaaal
GCCATTTCCCCAACAAGGCGATGCCCTCAGCAGGAATGCTGCCGTGGCTCCAGGGGATC

C-1 61 '1 G>A TTCTGCAATGTGAACAATCCCTGTTTTCAAAGCCCCACCCCAGGAGAATCTCCTGGAAT
TGTGTCAAACTATAACAACTCCATgtaagtgttgagatccctaccatgcaggggaggaa

(EXOF] 3) gttgcacaccccttcacgt

C6147G>A ..cactccttgaaggatactcagtaattgctttttttcttgcagTATTTTAACCAATATT
TCTGAAGTCCATCAAAATATGGGCTACTGTCCTCAGTTTGATGCAATTGATGAGCTGCT
CACAGGACGAGAACATCTTTACCTTTATGCCCGGCTTCGAGGTGTACCAGCAGAAGAAA

(Exon 44) TCGAAAAlgtgaaaaatgttttgttgtggccacataggagtctggttaattacaagcct
gtttcatgagagtgcat

IVS4O+5G>A ..caggtctgtggggtgagctggggcggctgaagtggactcaattcctgttgatgcccag
GTGAGGAGCACTCTGCAAATCCGTTCCACTGGGACCTGATTGGGAAGAACCTGTTTGCC

05714+5G>A ATGGTGGTGGAAGGGGTGGTGTACTTCCTCCTGACCCTGCTGGTCCAGCGCCACTTCTT
CCTCTCCCAATthacltccatgccacaccctgggccagtgggcagctcagggcatcca

(Exon 40) ga

|V88+3A>C gaattcagattatgactctagctgcecttaaaataacctgaagactttgccttgcecctag
TTTATCCATCGGCCGAGTATGCAGGACTTGCTGTGGGTGACCAGGCCCCTCATGCAGAA
TGGTGGTCCAGAGACCTTTACAAAGCTGATGGGCATCCTGTCTGACCTCCTGTGTGGCT

C-1 099+3A>C ACCCCGAGGGAGGTGGCTCTCGGGTGCTCTCCTTCAACTGGTATGAAGACAATAACTAT
AAGGCCTTTCTGGGGATTGACTCCACAAGGAAGGATCCTATCTATTCTTATGACAGAAG

(Exon 8) AACAAqtlagttttctqagtcctqcttataaattqqcctctcatgttqgttaaqttgat
ggtttaacacttctaggtgaaaccaaacctggggatatc

IVS10+1G>T
gaattcccaaaagttctctctcacttttcectctctgttcgtgtctctgtcttgatctctyg
tctggttttagGCCAACTCAACTTTTGAAGAACTGGAACACGTTAGGAAGTTGGTCAAA

C-1 356+1 G>T GCCTGGGAAGAAGTAGGGCCCCAGATCTGGTACTTCTTTGACAACAGCACACAGATGAA
CATGATCAGAftaaggggggttggaggatggggaggggaggggaggaggaagcggtggyg

(EXOF] 10) ggcaagaaagttccacttgtttceccttttceccaggatatce
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IVS9-5G>A

gaattcagttacaagcaatggggagtttctgtaaaatctgtcccttgtctcctlgcagc
ATCCTTTTGTAATGCATTGATCCAGAGCCTGGAGTCAAATCCTTTAACCAAAATCGCTT
C-1240'5Ci>A GGAGGGCGGCAAAGCCTTTGCTGATGGGAAAAATCCTGTACACTCCTGATTCACCTGCA

GCACGAAGGATACTGAAGAATgtaagatcccagctgggcttgccttgtgtacecectggac
(Exon 9) ctcccagagatatc

Tabelle 12:  Mutationen im ABCA4-Gen

In der linken Spalte steht die Bezeichnung der Mutation und in Klammern das Exon,
das mittels Exon-trapping untersucht wurde.

Die rechte Spalte zeigt die DNA-Sequenzen, die in den Vektor kloniert wurden. Nicht
vollstdndig abgebildet sind die Sequenzen, deren Mutationen Exon 44 und Exon 40
betreffen, da bei diesen aus praktischen Griinden ein Abschnitt kloniert wurde, der
Exon 43 und 44, beziehungsweise Exon 39 und 40 umfasst. Flankierende Introns
sind in Kleinbuchstaben dargestellt.

Grin gekennzeichnete Basen heben EcoRI-Schnittstellen, orange BamHI-
Schnittstellen und blaue EcoRV-Schnittstellen hervor.

Exone sind markiert durch GroBbuchstaben und grauen Hintergrund. Die Base, die
von der Mutation betroffen ist, ist rot hinterlegt.

4.1.1 IVS25+9G>C: Keine Auswirkung auf SpleiBen in vitro

Mutation [IVS25+9G>C diente als Negativkontrolle. Es konnte in einer
vorhergehenden Arbeit mittels Exon-trapping-Analyse schon einmal gezeigt werden,
dass sie keine Auswirkung auf den SpleiBvorgang hat. Die Analyse der cDNA und
anschlieBende Sequenzierung des PCR-Produktes zeigt, dass Wildtyp-cDNA (wt-
DNA) und mutante cDNA sich nicht voneinander unterscheiden. Es wurden sowohl
Exon 1 und 2 des pSPL3B-Vektors, als auch Exon 25 des ABCA4-Gens korrekt
gespleiBt (siehe Abbildung 4).

I'l.l“l.l'T r'|||'1 IJt

469 hp [ o] i — pEPLE exonl  EESIeCE GG 0SPLS exon

Abb. 4: cDNA ABCA4 Exon 25
WT: Wildtyp-cDNA, Mut: mutante cDNA. Das Schema rechts verdeutlicht, aus
welchen Exonen sich die cDNA beider Produkte zusammensetzt.

Vergleicht man die bioinformatischen Daten (BDGP splice site prediction und Splice

score calculation, siehe 2.9) von wt-DNA und mutanter DNA, ergibt sich kein Hinweis



4. Ergebnisse 36

auf ein mogliches differentielles SpleiBverhalten der beiden Sequenzen. Die
bioinformatische Vorhersage stimmt also mit dem Ergebnis des in vitro-Experimentes

Uberein.

4.1.2 IVS2-1G>A: Deletion einer Base

Die Mutation IVS2-1G>A betrifft das Guanin der 3’ splice site, weshalb ein Effekt auf
das SpleiBen zu erwarten war. Der Effekt der Mutation zeigt sich jedoch erst bei der
Sequenzierung, die cDNA von Wildtyp und Mutante offenbart keinen sichtbaren
Unterschied im Gellaufverhalten (siehe Abbildung 5).

PSPLS exon ABCAL exons e s BERCdal e y pPSPLE exon

ARCAL exond

p=PLI exond

Abb. 5: cDNA ABCA4 Exon 3
Das Schema links gibt die Zusammensetzung der wt-cDNA wieder, rechts die der
mutanten cDNA. Das Sternchen deutet die Deletion in der cDNA der Mutante an.

IVS2-1G>A fihrt nicht zu Exon-skipping, jedoch zu einer Deletion in der RNA
(r.161delG), so dass daraus eine Leserasterverschiebung (out of frame-Mutation)
resultiert. Auf Proteinebene bedeutet dies wahrscheinlich, dass in das Genprodukt
des ABCA4-Gens an Stelle des Serins im Codon 54 ein Cystein eingebaut wird.
Dies wirde nach dem weiteren Einbau von 23 fremden Aminosauren zu einem
Kettenabbruch flhren, da als vierundzwanzigste Aminosaure ein Stopcodon (TGA)
entsteht (p.Cys54SerfsX24). Laut dieser theoretischen Uberlegungen, die praktisch
im Rahmen dieser Arbeit nicht Uberprift werden konnten, flhrt diese Mutation zu
einem verkirzten und somit dysfunktionalen Protein.

Die Analyse der bioinformatischen Daten zeigt, dass durch die Mutation eine neue
splice site entsteht, die die erste Base (Guanin) von Exon 3 in die splice site mit
einbezieht, so dass es zur Deletion in der RNA kommt. Die BDGP acceptor site
prediction sagt voraus, dass diese mit einem Wert von 0,23 sehr viel schwéacher ist

als die urspringliche (0,85), so dass man nicht erwarten wirde, dass die ganze DNA
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vollstandig gespleiBt wird. In diesem Punkt stimmt die bioinformatische Information
also nicht mit dem in vitro-Ergebnis Uberein. Splice score calculation berechnet fir
die urspringliche AkzeptorspleiBstelle einen Wert von 6,234 und fur die neu

entstandene 8,701. Sie ist somit schwéacher.

4.1.3 c.6147G>A und IVS40+5G>A: Exon-skipping

Aus praktischen Griinden wurden zur Uberpriifung der Mutation ¢.6147G>A Primer
verwendet, die Exon 43 mit einbeziehen, was das Ergebnis aber nicht beeinflussen
sollte. Sie betrifft die letzte Base von Exon 44 und liegt somit sehr nahe der 5’ splice
site. Abbildung 6 zeigt, dass durch c.6147G>A das Exon vom SpleiBosom nicht
erkannt werden konnte und so Ubersprungen wurde, es kam zum sogenannten

Exon-skipping.

W hAut
512 |:IFI e

p=PLS exond ABCAY exond p=PL3 exon2

p=PL3 exond ABCAL exondd  WasiEBEEFdulp

370 bp =

Abb. 6: cDNA ABCA4 Exon 43-44

Das Schema rechts oben verdeutlicht die Zusammensetzung der wt-cDNA, rechts
unten der mutanten cDNA. Die Differenz zwischen den beiden Banden betrdgt 142
bp und entspricht der Ldnge von Exon 44.

Laut BDGP splice site prediction wird durch die Mutation die 5 splice site stark
geschwéacht (Wert unter 0,1). Auch die Splice score calculation ergibt eine
Schwachung (3,816 fur wt-DNA, 5,9 flir mutante DNA). Die bioinformatischen Daten

stimmen also mit dem oben beschriebenen Ergebnis tberein.

Bei Mutation IVS40+5G>A wurde, aus demselben Grund wie bei ¢.6147G>A, ein
weiteres Exon mit amplifiziert, in diesem Fall Exon 39. Diese Mutation wurde schon
in der Literatur beschrieben (Rivera et al., 2000) und diente als Positivkontrolle.

Betrachtet man Abbildung 7, erkennt man, dass die mutante cDNA zwei Banden
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aufweist, davon eine auf Hohe der Bande der wi-DNA. Die untere Bande entspricht
cDNA ohne Exon 40, die obere hingegen enthalt dieses Exon. Das bedeutet, dass
die splice site zwar abgeschwacht wurde, aber trotz Mutation partiell noch immer
vom SpleiBosom erkannt wird, so dass nur ein Teil der mRNA korrekt gespleiBt

werden konnte.

pSPLS exond ABRCA4 exon3d | ABCAL exond( SR EERER g

pEPL3 exond ABCAY eondd RS RCE R g

Abb. 7: cDNA ABCA4 Exon 40

Das Schema rechts oben erkléart die Zusammensetzung der wt-cDNA und der oberen
Bande der cDNA der Mutante. Rechts unten das Schema der unteren Bande der
mutanten cDNA. Die Differenz der beiden Banden von 130 bp gibt die GréBe von
Exon 40 wieder.

Bei der Analyse der bioinformatischen Daten féllt auf, dass in der wt-DNA neben der
nattrlichen 5’ splice site (BDGP-Wert: 1,0) noch eine weitere starke besteht, die von
den ersten beiden Basen (GT) von Exon 40 gebildet wird (BDGP-Wert: 0,99). Diese
zweite donor splice site bleibt durch die Mutation unverandert, wohingegen die
natdrliche splice site mit einem Wert von 0,68 schwacher wird, was sich auch in
einem Dosisunterschied bei der mutanten cDNA bemerkbar macht. Es entsteht mehr
cDNA ohne, als mit Exon 40 (Abbildung 7). Es lasst sich jedoch nicht Gberprifen, ob
diese zusatzliche starke donor splice site tatsachlich auch benutzt wird, obwohl sich
keine Basen dazwischen befinden. Dagegen spricht, dass die wt-cDNA vollstandig
korrekt gespleiBt worden ist, trotz der Tatsache, dass laut der bioinformatischen
Vorhersage zwei nahezu identisch starke donor splice sites existieren. Splice score
calculation berechnet fir die DonorspleiBstelle der Mutante einen schwacheren Wert
als fir den Wildtyp (3,61 far wt-DNA, 6,069 fir mutante DNA) und stimmt somit mit
dem experimentellen Ergebnis Uberein.
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4.1.4 IVS8+3A>C und IVS10+1G>T: Exon-skipping und Aktivierung einer
kryptischen splice site

Im folgenden Abschnitt werden wiederum zwei Mutationen betrachtet, deren
Ergebnisse vergleichbar sind.

Mutation IVS8+3A>C flihrt dazu, dass zwei SpleiBvarianten entstehen, die sich beide
von dem SpleiBprodukt der wt-cDNA unterscheiden (Abbildung 8). Mittels
Sequenzierung konnte gezeigt werden, dass die cDNA der oberen Bande der
Mutante nur einen Teil von Exon 8 enthalt. Es wurde zwar die gleiche acceptor splice
site, jedoch eine andere donor splice site benutzt, als dies beim Wildtyp der Fall ist.
Es handelt sich also um die Aktivierung einer kryptischen splice site. Diese befindet
sich inmitten des Exon 8, was dazu fuhrt, dass ein Teil dieses Exons, insgesamt 83
Basenpaare, nicht mitgespleiBt wird. Die zweite SpleiBvariante enthalt nur die zwei
Exone des Vektors, das heiBt, bei einem Teil der mutanten DNA kam es zum Exon-
skipping. Die Mutation hat die urspriingliche splice site so geschwacht, dass sie nicht

mehr als solche erkannt wird.

T Pt | PEPL3 exond ABCAY gxonG  FaeuSERSELe] b

PSPL3 exonl  FHEMEEESSGEEE pSFPL3 exons

p=PLS exond p=PLE exon2

Abb. 8: cDNA ABCA4 Exon 8

Das Schema rechts oben bildet die wt-cDNA ab, die Schemata darunter jeweils die
SpleiBvarianten der mutanten cDNA. Das rote Ausrufezeichen soll auf den
Unterschied zwischen WT und Mut (obere Bande) hinweisen, das heiBt auf die
Unvollstdndigkeit von Exon 8 der mutanten cDNA.

Dieses Ergebnis stimmt mit den von BDGP splice site prediction ermittelten Daten
Uberein. Danach besitzt die wt-DNA zwei donor splice sites mit einem BDGP-Wert
von 0,99 fUr die natlrliche und 0,83 flir die splice site innerhalb von Exon 8. Durch
die Mutation wird die natirliche SpleiBstelle abgeschwacht (0,50), wahrend die
andere unverandert bleibt. Es bleibt dennoch zu beachten, dass trotz dieses hohen
Wertes von 0,83, der eine starke splice site vermuten lasst, nicht die komplette
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mutierte mMRNA auf diese Weise gespleiBt wurde, sondern Exon 8 auch teilweise

Ubersprungen wurde.

Eine weitere Mutation, die das Phanomen einer kryptischen splice site aufweist, ist
IVS10+1G>T. Zuvor ist anzumerken, dass mit Einfligen der EcoRV-Schnittstelle eine
starke acceptor splice site hinzugefligt wurde, die sich mit einer kryptischen donor
splice site innerhalb der intronischen Sequenz des Vektors ergdnzt, und so ein
unerwlinschtes Exon mit einer Lange von 94 Basenpaaren entstanden ist. Dieses
Exon taucht in allen SpleiBvarianten auf, beeinflusst aber nicht die Aussage der
Ergebnisse.

Da IVS10+1G>T das Guanin der 5’ splice site betrifft, war zu erwarten, dass es zu
einer Abweichung beim SpleiBen kommt. Aus Abbildung 9 wird ersichtlich, dass dies
in vitro auch der Fall ist, da die von der Mutation betroffene SpleiBstelle nicht
verwendet wird. Es sind zwei mutante cDNA-SpleiBvarianten entstanden, wobei die
obere Bande wiederum nur einen Teil des Exons enthalt, da eine kryptische donor
splice site innerhalb von Exon 10 aktiviert wurde. Auf diese Weise gehen 40
Basenpaare verloren. Die untere Bande besteht, wie bei IVS8+3A>C, aus den
beiden Exonen des pSPL3B-Vektors. Beachtenswert ist der Dosisunterschied
zwischen den beiden PCR-Produkten der mutanten cDNA, der anzeigt, dass Exon 10

tendentiell 6fter Gbersprungen wird, als es gespleiBt wird.

W it -| pSPLS exonl ABRCAL econ] Wk EER g

PEPLI exonl  ER=lSEIE RSV SPLS exons

| pEPL3 exond pPSPL3E exond

Abb. 9: cDNA ABCA4 Exon 10

Die grauen Pfeil ordnen dem jeweiligem PCR-Produkt das dazugehdérige Schema zu.
Das rote Ausrufezeichen markiert den Verlust eines Teils von Exon 10 in der
SpleiBvariante der Mutante.

Bioinformatisch betrachtet lieB sich dieser Sachverhalt schon im Voraus vermuten.
Nach den BDGP-Berechnungen wird die natlrliche 5’ splice site (BDGP-Wert: 0,91)
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durch die Mutation komplett zerstért und es tritt die kryptische SpleiBstelle innerhalb
von Exon 10 mit einem Wert von 0,27 in den Vordergrund. Dass diese nur sehr
schwach ist, spiegelt sich auch in Abbildung 9 (obere Bande der mutanten cDNA)
wider, da nur eine geringe Menge an cDNA das verkirzte Exon enthélt. Auch die
ermittelten Werte der Splice score calculation bestatigen das Ergebnis.

4.1.5 IVS9-5G>A: Verbessertes SpleiBen

Wourde bis hierhin das korrekte SpleiBen durch Mutationen fast ausschlieBlich negativ
beeinflusst, zeigt das Beispiel von IVS9-5G>A, dass auch das Gegenteil der Fall sein
kann, wobei man dieses Ergebnis in Hinblick auf die Abbildung von in vivo-
Verhaltnissen durch in vitro-Experimente besonders kritisch beurteilen muss.

Abbildung 10 zeigt, dass die wt-cDNA zum gréBten Teil kein Exon 9 enthélt, nur eine
schwache Bande deutet PCR-Produkt mit korrekt gespleiBtem Exon an. Diese Bande
fallt bei der mutanten cDNA etwas starker aus, das heif}t, es wurde mehr mRNA
richtig gespleiBt. Um die Richtigkeit dieses Ergebnisses zu Uberprifen, wurde das
Experiment zweimal unabhangig voneinander durchgefiuhrt und eine Verwechslung

der Proben ausgeschlossen.

p=PLS exond ABRCAL exond B EBEECE g

403 bp e—lp

263 bp =i B pSPL3 exont | pSPL3 exon?

Abb. 10: cDNA ABCA4 Exon 9
Die Schemata rechts geben jeweils die Zusammensetzung von wt- und mutanter
cDNA wieder.

Dieses Ergebnis verwundert umso mehr, wenn man die bioinformatischen
Informationen zum Vergleich heranzieht. Zwar wird sowohl von BDGP splice site
prediction als auch mit Hilfe von Splice score calculation eine relativ schwache
acceptor splice site berechnet (BDGP-Wert fir wt-DNA: 0,51 und fir mutante DNA:
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0,49; Splice score calculation fir wt-DNA: 5,650 und far mutante DNA: 5,713), was
aber nicht vermuten lasst, dass nur so wenig cDNA entstanden ist, die Exon 9
enthalt. Zudem stehen diese Daten im Widerspruch zum in vitro-Modell, da sie keine

Verbesserung der SpleiBstelle durch die Mutation andeuten.

4.1.6 Ubersicht tiber die Ergebnisse des ABCA4-Projektes:

Vergleich
BDGP splice
Ergebnis der site prediction
Mutation BDGP splice site prediction | In vitro-Ergebnis | und in vitro-
Ergebnis
IVS25+9G>C | Kein Unterschied zwischen wt- und Kein Unterschied Ubereinstimmung
mutanter Sequenz zwischen wt- und
mutanter Sequenz
IVS2-1G>A Mut: urspriingliche AkzeptorspleiBstelle | Mut: Deletion einer Teilweise
geht verloren; Base, Ubereinstimmung
neue, sehr schwache Konsequenz: out of
AkzeptorspleiBstelle, die zu Deletion frame-Mutation
fhrt
c.6147G>A Mut: Starke Schwachung der Mut: Exon-skipping, Ubereinstimmung
urspringlichen Konsequenz: Verlust
DonorspleiBstelle von Exon 44
IVS40+5G>A | Mut: Schwéchung der urspringlichen Mut: Teilweise Exon- | Ubereinstimmung
DonorspleiBstelle Skipping,
Konsequenz: Verlust
von Exon 40 in einem
Transkript
IVS8+3A>C | WT und Mut: starke zusétzliche Mut: Aktivierung einer | Teilweise
DonorspleiBstelle in Exon 8; kryptischen Ubereinstimmung
Mut: urspriingliche DonorspleiBstelle SpleiBstelle und
geschwécht, zuséatzliche bleibt Exon-skipping,
bestehen (kryptische SpleiBstelle) Konsequenz: Verlust
von Exon 8 in einem
der Transkripte,
verkirztes Exon 8 im
anderen Transkript




4. Ergebnisse

43

IVS1041G>T

WT und Mut: schwache zusatzliche

DonorspleiBstelle in Exon 10;

Mut: urspriingliche DonorspleiBstelle
zerstort, zusatzliche bleibt bestehen
(kryptische SpleiBstelle)

Mut: Aktivierung einer
kryptischen
SpleiBstelle und
Exon-skipping,
Konsequenz: Verlust
von Exon 10 in einem
Transkript, verkirztes
Exon 10 im anderen
Transkript

Ubereinstimmung

IVS9-5G>A

Tabelle 13:

Mut: geringe Schwachung der
AkzeptorspleiBstelle

Mut: verbessertes
SpleiBen

Ubersicht (iber Ergebnisse fiir ABCA4-Mutationen

Keine
Ubereinstimmung
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4.2 VMD2-Mutationen

Die Mutationen, die im VMD2-Gen auf ihren Einfluss auf das SpleiBen untersucht
werden sollten, befinden sich alle im gleichen Exon, némlich Exon 4 (siehe Tabelle
14). Es handelt sich in sechs Fallen um DNA von Patienten mit Morbus Best und in
einem Fall um DNA von einem ADVIRC-Patienten. In Tabelle 15 ist die
Aminosaureposition im Genprodukt ergénzt, die von der Mutation betroffen ist. Alle
Mutationen sind in der VMD2-Datenbank der Universitat Regensburg (http:/www-
huge.uni-regensburg.de/VMD2_database/) registriert.

Mutationen DNA-Sequenz Exon 4 (VMD2)

c.256G>A (ADVIRC)

Q274C>A(B€Sﬂ gaattcegctcgcagcagaaagctggaggagccgaggcatcgccggge
gctgggccctgggctctggeccgcagecctggecccctegececctegeccce

c.299T>G (Best) ccgcccctcctgecccagGCTTCTACGTGACGCTGGTCGTGACCHGCTG
GTGGAACCAGTACGAGAACClccBcllcccccBlacBlcccTcaTGAGCCT

c.302C>G (Best) GGTGTCGGGCTTCGTCGAAGGCAAGGACGAGCAAGGCCGGCTGCTGCG
GCGCACGCTCATCCGCTACGCCAACCTGGGCAACGTGCTCATCCTGCG
CAGCGTCAGCACCGCAGTCTACAAGCGCTTCCCCAGCGCCCAGCACCT

Q304T>C(Besn GGTGCAAGCAGgtgggcggaccgggagcaacggggaggcaccgggcecag
agccaggggccgagatgggcgcggcaggaat

c.310G>C (Best)

c.313C>G (Best)

Tabelle 14: Mutationen in Exon 4 des VMD2-Gens

In der linken Spalte sind die Mutationen aufgelistet, in Klammern die Erkrankung des
betreffenden Patienten. Die rechte Spalte zeigt die Sequenz, die in den Vektor
kloniert wurde.

Die von der ADVIRC-Mutation betroffene Base ist gelb hinterlegt, diejenigen der
Best-Mutationen rot.

Zur weiteren Beschreibung siehe Legende der Tabelle in Abschnitt 4.1.

Phéanotyp Mutation Aminosaureposition
ADVIRC c.256G>A 86
Best c.274C>A 92

Best c.299T>G 100
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Best c.302C>G 101
Best c.304T>C 102
Best c.310G>C 104
Best c.313C>G 105
Tabelle 15: VMD2-Mutationen und Aminosédurepositionen

Aufgefihrt ist die Position der Codons beziehungsweise Aminosduren im Protein,
das VMD2 kodiert, die jeweils von zugehériger Mutation betroffen ist.

Quelle: VMD2-Datenbank der Universitdt Regensburg (http.//www-huge.uni-
regensburg.de/VMDZ2 _database/).

4.2.1 VMD2 Exon 4 SpleiBvarianten

Zur Auswertung dieses Teils der Arbeit war es wichtig, die qualitativen und
quantitativen Unterschiede beim SpleiBen exakt zu erfassen. Zu diesem Zweck
wurde jedes pSPL3B-Konstrukt einer Mutation dreimal transfiziert, um einen
Mittelwert zu erhalten. Die Intensitat der auf dem Gel abgebildeten Banden soll dabei
halb-quantitativ die Menge an PCR-Produkt widerspiegeln, die jeweils hergestellt,
beziehungsweise auf das Gel aufgetragen worden ist. Mittels Phoretix TotalLab
(siehe 2.9) kann die Intensitat der einzelnen Banden als Volume gemessen werden.
Bei allen Mutationen und beim Wildtyp kénnen zwei SpleiBvarianten beobachtet
werden (siehe Abbildung 11). Da auch die wt-cDNA eine kurze Variante ohne Exon 4
aufweist, scheint es sich um eine schwache SpleiB3stelle zu handeln. Splice site
prediction von BDGP errechnet einen Wert von 0,92 flr die donor splice site und 0,77
flr die acceptor splice site, und kann damit dieses Phdnomen nicht erklaren.
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Abb. 11: SpleiBvarianten VMD2 Exon 4
Die kurze SpleiBvariante enthélt Exon 1 und 2 des Vektors, die lange Variante
zusétzlich Exon 4 des VMD2-Gens.

Abbildung 12 zeigt, wie und in welchem AusmaB die Wildtyp-DNA und jeweils die
DNA mit Mutation gespleif3t worden ist.
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Abb. 12:  ¢cDNA VMD2 Exon 4
TotalLab Auswertung und Abbildung der cDNA (Doppelbanden der langen
SpleiBvariante: Heteroduplices). SV: SpleiBvariante
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Da die anfangliche Fragestellung lautete, ob Mutationen, die mit ADVIRC
einhergehen, im Gegensatz zu Best-Mutationen splice-Mutationen sind, muss das
SpleiBverhalten der Mutationen im Vergleich zum Wildtyp betrachtet werden. Es féllt
auf, dass die Verteilung der beiden SpleiBvarianten aller Best-Mutationen ahnlich
ausfallt wie bei der wt-cDNA. Eine Ausnahme stellt ¢.310C>G dar, da hier die lange
Variante, die Exon 4 enthalt, starker vertreten ist. Im Vergleich von wt-cDNA und
ADVIRC-Mutation wurde ein geringerer Anteil der mRNA mit Mutation korrekt
gespleiBt, das heiBt es wurde Exon 4 &fter Gbersprungen als bei der wi-mRNA.
Daraus resultiert die schwache Bande cDNA mit der langen SpleiBvariante.
Statistisch gesehen ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p<0,05) vom Wildtyp fur
die ADVIRC-Mutation (p=0,03255) und zwei Best-Mutationen (c.310G>C: p=0,045
und ¢.313C>G: p=0,028).

Ob daraus geschlossen werden kann, dass es sich bei ADVIRC-Mutationen
ausschlieBlich um splice-Mutationen, bei Best-Mutationen hingegen um missense-
Mutationen handelt, ist alleine aus diesen Ergebnissen nicht zu eruieren. Um eine
Aussage treffen zu kénnen, waren zudem weitere Daten hilfreich, wie zum Beispiel
das SpleiBverhalten von anderen ADVIRC-Mutationen und auch von Best-
Mutationen, die in nachster Nahe zu diesen liegen.

4.2.2 Veranderungen in exonic splice enhancer-Sequenzen

Wie schon in der Einleitung erwahnt, sind flr das SpleiBosom unter anderem ESE
wichtig, damit Exon-Intron-Grenzen erkannt werden kénnen. Es gibt verschiedene
SR-Proteine, die an diese Sequenzen binden, unter anderem SF2/ASF (splicing
factor 2/alternative splicing), SC35, SRp40 und SRp55 (Graveley, 2000). Mit Hilfe
eines Programms (ESEfinder 2.0, siehe 2.9) kdnnen exonic splice enhancer eines
DNA-Anschnittes und dazugehérige SR-Proteine aufgefunden werden. Flr diese
Arbeit wurde dies mit Exon 4 des VMD2-Gens durchgefiihrt, und zwar fir den
Wildtyp und jeweils fir die Mutationen. Beispielhaft ist in Abbildung 13 eine solche
Analyse flir die Wildtyp-Sequenz abgebildet. Die Abweichungen der mutierten DNA-
Sequenz vom Wildtyp sind in Tabelle 14 festgehalten.
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SF2ASF
Thr=1 95E

COCAGGC 2 O62279
CCCTGLT 2733641
OECTGET 2. 733641
CTGOCGT 3 _B73546
GELCCGR  3.571011
CTCATGA 2. %42827

SCas : SRps5
The=2 383 The=2 &7 Thee=2 B7E&
Position  Motil  Seore Positiom  Motif Score  Position Motif Secore Position  Motif  Score
15 GGCTTCTA 5. 011680 17 CTTCTAC I 952188 21 TACGTG  3.7e3%07
25 TGACGCTG 2. 493655 A7 TGACCCG 3 AED25S 70 CGTGEC 2.939561
61 AACCAGTA 2. 501114 41 CCGCTSS 3113188 81  CGLETE 3. 001157
B2 COCTCATE 2. 907941 £3 CCTCATS 2 89708

Abb. 13:

ESEfinder-Analyse
Rot abgebildet ist die analysierte Sequenz, die in diesem Fall der Wildtyp-Sequenz
von Exon 4 des VMD2-Gens entspricht. Die Tabelle zeigt Position, Basensequenz
und Wert der ESE, denen jeweils die SR-Proteine zugeordnet werden (siehe auch
3.5.3), darunter die graphische Darstellung.
Quelle: http://rulai.cshl.edu/tools/ESE2/

Phanotyp Mutationen ESEfinder-Ergebnisse

ADVIRC c.256G>A Neue Sequenz flir SRp40,
Sequenz fir SRp55 abgeschwacht

Best c.274C>A Sequenz fur SF2/ASF und SRp40 geht verloren,
neue Sequenz fir SF2/ASF und SC35,
Sequenz fir SRp50 abgeschwéacht

Best c.299T>G Sequenz fir SF2/ASF verstarkt




4. Ergebnisse

49

Best c.302C>G Sequenz fiir SRp55 geht verloren,
neue Sequenz fur SRp55,
Sequenz fiir SF2/ASF abgeschwécht
Best c.304T>C Neue Sequenz flr SRp55,
Sequenz fiir SF2/ASF abgeschwécht
Best c.310G>C Sequenz fiir SF2/ASF geht verloren,
neue Sequenz fur SC35 und SRp40
Best c.313C>G Sequenz fiir SRp55 geht verloren,
neue Sequenz fur SF2/ASF und SC35
Tabelle 16: ESEfinder-Ergebnisse

Aufgefthrt sind nur die Ergebnisse, die von denen des Wildtyps abweichen.

Auf der Suche nach Hinweisen, ob die Beeinflussung von ESE durch Mutationen

auch das SpleiBBverhalten verandert, kann aus diesen Daten keine neue Erkenntnis

gewonnen werden. Es ergeben sich sowohl Verdnderungen bei der ADVIRC-

Mutation als auch bei allen Best-Mutationen, die kein bestimmtes Muster aufweisen,

um daraus Schllisse auf das SpleiBverhalten ziehen zu kénnen.
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5. Diskussion

5.1 ABCA4-Mutationen

5.1.1 Analyse der ABCA4-Mutationen von Morbus Stargardt-Patienten

Bei Morbus Stargardt handelt es sich um eine autosomal-rezessive Erkrankung
(Noble et al., 1979), das heiBt Betroffene tragen auf beiden Allelen des
verantwortlichen Gens eine pathogene Mutation. Die Interpretation von Mutationen,
die mit der Erkrankung assoziiert sind, gestaltet sich jedoch oft schwierig, vor allem
wenn keine Untersuchungen existieren, die den phanotypischen Effekt von
Sequenzvariationen ermitteln kénnen (Cotton and Scriver, 1998). In einer Studie von
Rivera et al. (2000), die pathogene Mutationen im ABCA4-Gen beschreibt, wurden
solche Mutationen als krankheitsrelevant eingestuft, die wahrscheinlich das
Genprodukt verkirzen, das heiB3t nonsense-Mutationen, Insertionen und Deletionen
mit Leserasterverschiebung und splice site-Mutationen sowie missense-Mutationen,
die zu einem nicht-konservativen Aminosaureaustausch fiihren. Nukleotidvariationen,
die 6fter auftreten und in Uber 1% der Kontrollallele zu finden sind, werden hingegen
als klassische Polymorphismen eingestuft (Rivera et al., 2000).

Die ABCA4-Mutationen, die fur diese Arbeit untersucht wurden, stammen von
Patienten mit Morbus Stargardt. Es sollte untersucht werden, ob sie als splice site-
Mutationen mitverantwortlich fir diese Erkrankung sind. Keiner der untersuchten
Betroffenen ist flr die analysierte Mutation homozygot. Folglich muss noch
mindestens eine weitere Mutation auf dem zweiten Allel vorliegen, die
krankheitsrelevant ist (compound-Heterozygotie). Die meisten Morbus Stargardt-
Patienten, die in der Studie von Rivera et al. (2000) aufgefthrt sind und bei denen
Mutationen auf beiden Allelen nachgewiesen werden konnten, sind ebenfalls
compound heterozygot. Die Mehrzahl tragt zwei missense-Mutationen oder eine
missense-Mutation in Kombination mit einer, die zu einem verklrzten Protein fihrt.
Es sind auch splice site-Mutationen in Kombination mit nonsense-Mutationen
bekannt.

Eine bereits in der Literatur beschriebene Mutation (IVS40+5G>A, Rivera et al.,
2000) diente fir diese Arbeit als Positivkontrolle. Es konnte gezeigt werden, dass ein
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Teil der Transkripte korrekt gesplei3it, bei einem weiteren Teil hingegen Exon 40
Ubersprungen wurde. Dies sollte zu einer Restaktivitdt des ABCA4-
Transporterproteins fiihren (Rivera et al., 2000). Eine weitere, pathogene Mutation
konnte bei dem untersuchten Betroffenen bisher nicht gefunden werden, was
vermutlich  daran liegt, dass die Untersuchungsmethode nicht alle
krankheitsassoziierten Mutationen aufdecken kann.

Die Negativkontrolle (IVS25+9G>C) zeigt wie erwartet keinen Effekt auf das
SpleiBen. Es koénnte sich deshalb um eine Sequenzvariation ohne negative
Auswirkung auf das Genprodukt handeln. Die Mutation wurde bei einem Patienten
entdeckt, bei dem bereits eine pathogene Mutation im Exon 42 bekannt war
(c.5882G>A). Diese sollte zu einem Aminosaureaustausch von Glycin zur
Glutaminsaure (p.Gly1961Glu) fihren und gehdért zu den drei haufigsten Mutationen
bei Patienten mit Morbus Stargardt in der deutschen Bevdlkerung (Rivera et al.,
2000). Auch in diesem Fall ist demnach keine zweite pathogene Mutation bekannt.
Bei drei Patienten war schon im Vorfeld eine pathogene Mutation bekannt. Jeweils
eine weitere konnte als splice site-Mutation identifiziert werden. IVS8+3A>C fiihrt zur
Aktivierung einer kryptischen SpleiBstelle und zu Exon-skipping. Es entstehen zwei
Transkripte, die sich beide vom Transkript des Wildtyps unterscheiden. Eines davon
zeichnet sich durch den Verlust von Exon 8 aus, das andere enthalt ein verklrztes
Exon 8, da ein Teil der Basenpaare der RNA verloren geht. Bei dem betreffenden
Patienten ist mit einer Mutation im Exon 17 (¢.2588G>C), die zu den acht haufigsten
in der europaischen Bevdlkerung zahlt (Rivera et al., 2000), eine zweite bekannt. Es
ist anzunehmen, dass die Kombination aus dieser missense-Mutation, die einen
Aminosaureaustausch von Glycin nach Alanin (p.Gly863Ala) bedingt, und der splice
site-Mutation zur Auspragung von Morbus Stargardt fiihrt. Ahnlich verhalt es sich bei
dem Patienten mit der Mutation IVS10+1G>T: es handelt sich um eine splice site-
Mutation, wahrend die zweite Mutation im Exon 42 (c.5882G>A) einen
Aminosaureaustausch bedingen sollte (p.Gly1961Glu). Auch der Patient, der die
Mutation c.6147G>A auf einem Allel tragt, hat zusatzlich eine heterozygote im Exon
21 (c.3113C>T), die zu einem Austausch von Alanin zu Valin im Codon 1038 flhren
sollte (p.Ala1038Val) und auch bei anderen Morbus Stargardt-Patienten bekannt ist
(Rivera et al., 2000). Die Mutation c.6147G>A bewirkt, dass kein Transkript mit Exon
44 mehr entsteht, womit auch eine Restaktivitit des ABCA4-Transporters
unwahrscheinlich ist.
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Bei der Mutation IVS2-1G>A handelt es sich nicht um eine splice site-Mutation. Sie
fihrt zur Deletion einer Base in der RNA (r.161delG) und dirfte dadurch zum
Kettenabbruch fuhren (p.Cys54SerfsX24) und somit keine Aktivitdt des Transportes
mehr gewahrleisten. Der Patient, der diese Veranderung tragt, weist ebenfalls eine
zweite pathogene Mutation auf (c.5882G>A), deren Folge ein Aminosaureaustausch
sein sollte (p.Gly1961Glu).

Die ebenfalls mittels Exon-trapping untersuchte Mutation im Exon 9 des ABCA4-
Gens IVS9-5G>A weist auf die Grenzen des in vitro Exon-trapping-Assays hin, da
selbst das Wildtyp-Transkript zum groBen Teil Exon 9 nicht enthalt. Nur bei einem
sehr geringen Anteil wird das Wildtyp-Exon 9 mitgespleiBt. Dies kdnnte an den in
vitro-Bedingungen des Experimentes liegen, die die natlrlichen Verhaltnisse nur
bedingt abbilden kénnen. Laut der hier erzielten Ergebnisse muisste die Mutation
auch zu einem verbesserten SpleiBen flihren und ware somit nicht als pathogene
Mutation einzustufen. Da auch die bioinformatischen Daten dieses Ergebnis nicht
unterstlitzen, bleibt die Aussagekraft der Ergebnisse dieser Mutation fraglich. Bei
dem Patienten mit dieser Mutation ist eine weitere bekannt, die auch bei anderen
Patienten mit Morbus Stargardt beschrieben wurde
(http://uwemmlis.uwecm.ac.uk/uwcm/mg/search/370748.html) und als pathogen
eingestuft wird. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass noch eine weitere
pathogene Mutation beim Patienten vorliegt, die in Kombination mit letzterer zu der
Krankheit fUhrt.

Bei den sieben Patienten, deren Mutationen im Rahmen dieser Arbeit analysiert
wurden, konnte gezeigt werden, dass drei compound heterozygot flr eine missense-
und eine splice site-Mutation sind. Einer der sieben tragt eine missense- in
Kombination mit einer Mutation, die zu einem verklrzten Protein fihren sollte. Die
splice-site Mutation, die als Positivkontrolle diente, ist die einzige hachgewiesene des
Betroffenen, wahrend der Patient, dessen Mutation als Negativkontrolle verwendet
wurde, als einzige bekannte pathogene eine missense-Mutation tragt. Auch bei dem
Patienten, dessen analysierte Mutation zu verbessertem SpleiBen fihrt und somit
hier nicht als pathogen eingestuft werden kann, tragt eine missense-Mutation.
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5.1.2 Klinische Auspragung von Morbus Stargardt

Da verschiedene Mutationen im ABCA4-Gen unterschiedliche Phéanotypen
hervorrufen, muss eine enge Genotyp-Phanotyp-Korrelation bestehen. Eine Theorie
dazu ist, dass die Restaktivitdt des ABCA4-Transporters invers mit der Auspragung
der Retinadystrophie korreliert. So soll Morbus Stargardt mit einer schweren und
einer milden Mutation assoziiert sein, die eine Restaktivitit des Transporters
ermdglichen (Maugeri et al., 2000). Es bestehen auch interindividuelle Unterschiede
in der Krankheitsauspragung. Mit Hilfe von ophthalmologischen Gutachten kann die
klinische Auspragung von Morbus Stargardt einiger Patienten, deren DNA fir diese
Arbeit zur Verfligung gestellt wurde, festgehalten und diskutiert werden. Aufgrund der
Unverflgbarkeit und Unvollstandigkeit einiger Gutachten ist dies nicht far alle
Patienten mdglich.

Bei der Mutation 1IVS2-1G>A handelt es sich um eine out of frame-Mutation, die zu
einem verkurzten Genprodukt fihren sollte. Der betreffende Patient tragt auBerdem
eine missense-Mutation auf einem Allel. Der Patient stellte sich erst mit 36 Jahren
zur Abklarung einer Netzhauterkrankung vor, nachdem er eine progrediente
Sehverschlechterung am linken Auge seit circa sechs Monaten bemerkt hatte. Damit
handelt es sich um einen spaten Beginn der Erkrankung, die Ublicherweise im ersten
oder zweiten Lebensjahrzehnt manifest wird (Briggs, 2001). AuBerdem beklagte der
Patient Nachtsehstérungen und Blendempfindlichkeit seit mehreren Jahren. Auch
geringe Farbsinnesstérungen, wie sie typisch fiir Morbus Stargardt sind (Kellner et
al., 2004), wurden bemerkt. Das Gesichtsfeld wurde subjektiv als uneingeschrankt,
jedoch zentral etwas ,nebelig“ beschrieben. Die Untersuchungsbefunde ergaben zu
diesem Zeitpunkt einen Visus von 0,7 am rechten Auge und von 0,2 am linken Auge.
Der Fundus imponierte mit normaler Peripherie, normalen GeféaBen und randscharfer
Papille beidseits, jedoch mit Pigmentverschiebungen im Makulabereich ebenfalls
beidseits und bull’s eye-dhnlichen Veranderungen links. Im Amsler Gitter erschienen
alle Linien gerade, jedoch an beiden Augen zentral ,nebelig®. Die Perimetrie ergab
ein Zentralskotom beidseits. Im Ganzfeld-ERG waren alle Antworten im
Normbereich, im Multifokal-ERG hingegen zeigten sich deutlich erniedrigte Antworten
mit Latenzverlangerung in zentralen drei Ringen, wie fir Morbus Stargardt zu
erwarten ist. Zehn Monate nach Erhebung dieser Befunde wurde eine Visusreduktion
von 0,7 auf 0,1 am rechten Auge festgestellt, der Visus am linken Auge blieb stabil,
ebenso wie die elektrophysiologischen Untersuchungsergebnisse. Die Mutationen,
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die bei diesem Patienten bekannt sind, fihren demnach zu einem spéaten
Krankheitsbeginn, jedoch zu einer raschen Visusreduktion.

Das Alter des Patienten mit Mutation ¢.6147G>A im Exon 44 bei Krankheitsbeginn ist
nicht bekannt, jedoch bestanden bereits mit 28 Jahren erhebliche
Visuseinschrankungen mit Zentralskotom und Blendempfindlichkeit. Im ersten
vorliegenden Untersuchungsbefund fiel beidseits ein hinterer Polstar auf, zwei Jahre
spater eine geringe Cataract mit kugeliger Kerntriibung, wobei der reduzierte Visus
nicht darauf, sondern auf die Netzhautveranderungen zuriickgefihrt wurde. Der
Fundus imponierte mit unauffalliger Peripherie, etwas verengten GefaBen und
Makulaveranderungen beidseits. Die Perimetrie ergab auf beiden Augen relative und
absolute Ausfélle im zentralen 15° Bereich und eine leichte Zunahme der diffusen
Ausfalle im 30° Bereich innerhalo von zwei Jahren, das heiBt es liegt ein
Zentralskotom beidseits vor. Das Multifokal-ERG zeigte erwartungsgemag in drei
zentralen Ringen erniedrigte Amplituden. Der Visus wurde auf beiden Augen mit
1/50, zwei Jahre spater mit 1/35 angegeben, zeigte also Uber diesen Zeitraum keine
Progredienz. Die Ergebnisse der Exon-trapping-Assays ergaben, dass die Mutation
c.6147G>A zu komplettem Exon-skipping fuhrt. Es sollte sich also um eine
schwerwiegende Mutation handeln, die vereinbar mit den Symptomen, unter
anderem der starken Visusreduktion, des Patienten ist.

Bei dem Patienten, dessen Mutation IVS9-5G>A im in-vitro Exon-trapping
verbessertes SpleiBen der DNA zeigte, wurde vor Abklarung eines Morbus Stargardt
im Alter von 31 Jahren eine idiopathische Choroidopathia haemorrhagica centralis
diagnostiziert. AuBerdem wurden zentrale Narben auf eine stattgehabte
Chorioretinitis  beidseits  zuriickgefiihrt. Es  zeigten  sich  subretinale
Neovaskularisationen, die flir Morbus Stargardt untypisch sind. Der Visus betrug zu
dieser Zeit am rechten Auge 0,2 und am linken Auge 1,0. Unter Steroid-Therapie
verbesserte sich der Visus des rechten Auges auf 0,3 bis 0,4, verschlechterte sich
jedoch auf beiden Augen im Lauf der nachsten Jahre kontinuierlich (RA 1/25, LA
0,125). Erst finf Jahre spater wurde die Stargardt'sche Erkrankung mittels
humangenetischer Diagnostik, die die missense-Mutation ¢.6079C>T aufdeckte,
festgestellt, nachdem die Verdachtsdiagnose Fundus flavimaculatus geduBert
worden war. Die Exon-trapping-Analyse der zweiten Mutation (IVS9-5G>A) konnte
nicht abschlieBend klaren, ob es sich dabei um eine pathogene Mutation handelt, da
sie unerklarlicherweise zu verbessertem SpleiBen flhrt.
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Bei dem Trager der Mutation 1IVS40+5G>A ist lediglich der Krankheitsbeginn von 10
Jahren bekannt. Er zeigt somit den charakteristischen friihen Beginn der juvenilen
Makuladystrophie. Diese Mutation flhrt im Exon-trapping-Experiment zu zwei
Transkripten, wobei nur eines Exon 10 enthalt. Da bei diesem Patienten keine zweite
pathogene Mutation bekannt ist, kann nicht beurteilt werden, ob sich der frihe
Beginn der Erkrankung durch die Schwere der beiden Mutationen erklart.
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5.2 VMD2-Mutationen

5.2.1 VMD2-Mutationen und Ansatze zur Klarung der
Krankheitsentstehung

Bis heute kennt man dber 100 Mutationen im VMD2-Gen, die mit Morbus Best oder
ADVIRC einhergehen. Bei den Morbus Best-Mutationen handelt es in Uber 93% der
Falle um Punktmutationen, die zu einem Aminosdureaustausch im Protein fuhren
(sogenannte missense-Mutationen). Es ist jedoch auch eine Mutation im Bereich
einer hochkonservierten Donor-SpleiBsequenz bekannt, die zu fehlerhaftem SpleiBen
fOhrt (Krdmer et al., 2000). Betrachtet man die Verteilung der Mutationen GUber das
Bestrophin-Protein, fallt auf, dass sich ein wesentlicher Teil davon auf vier Regionen
in der N-terminalen Halfte des Bestrophin zwischen Aminosaure 6 und 311
konzentriert. Diese sogenannten Hotspot-Bereiche befinden sich zwischen den
Aminosauren 6 bis 30, 73 bis 104, 218 bis 243 und 293 bis 311 (Stéhr et al., 2005).
Die Mutationen, die fir diese Arbeit untersucht wurden, befinden sich alle im zweiten
Hotspot zwischen Codon 73 und 104 (siehe Tabelle 15).

Nicht nur die Hotspot-Regionen sollten im Bezug auf die Verteilung der Mutationen
betrachtet werden, sondern auch die Transmembrandoméanen. In Punkt 1.4 wurde
bereits auf das Modell der Integration von Bestrophin in die Membran hingewiesen.
Geht man vom Modell nach Milenkovic et al. (2007) aus, betrifft die ADVIRC Mutation
Transmembrandoméane 2, die tatsachlich in die Membran integriert ist. Diese
Doméne umfasst die Aminosauren 68 bis 90. Die Aminosauren hingegen, die durch
Best-Mutationen von einem Austausch betroffen sind, sind diesem Modell zufolge
Teil der hydrophoben Schleife, die ins Zytoplasma ragt. Vergleicht man dagegen die
Lage der Aminosauren im Modell von Tsunenari et al. (2003), wirden zwei weitere
Mutationen Teil der Transmembrandoméane sein, namlich diese an Position 92 und
100. Es sind auBerdem weitere ADVIRC-Mutationen bekannt, deren betreffende
Aminosauren Teil der Transmembrandomane 5 sind, die ebenfalls in die Membran
integriert ist (c.704T>C, ¢.707A>G und ¢.715G>A; VMD2-Datenbank der Universitat
Regensburg). Nimmt man also an, dass das Modell des Aufbaus und der Integration
von Bestrophin von Milenkovic et al. der Wirklichkeit entspricht, kénnte dies ein
weiterer Ansatz zur Aufklarung des Mechanismus, wie Mutationen im VMD2-Gen
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entweder zu ADVIRC oder Morbus Best fuhrt, sein. Es bleibt also zu klaren, ob die
ADVIRC-Mutationen zufallig in Transmembrandoméanen fallen, wéahrend sich die
meisten Best-Mutationen auBerhalb dieser befinden (Burgess et al. 2008(2), siehe
Abbildung 13), und ob sich dadurch ein weiterer Hinweis auf die

Krankheitsentstehung findet.
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Abb. 14: Schema von Bestrophin-1

Gezeigt sind bekannte Mutationen, die assoziiert sind mit Morbus Best, ADVIRC,
adulter  vitelliformer  Makuladystrophie (AVMD) und autosomal-rezessiver
Bestrophinopathie (ARB)

Quelle: Burgess et al. 2008(2)

Klassischerweise wird eine Punktmutation als missense-Mutation bezeichnet, wenn
als Resultat ein Aminosaureaustausch vermutet wird. Ohne experimentelle
Untermauerung lasst sich aber nicht feststellen, ob wirklich nur eine Aminosaure
ausgetauscht wird, oder ob der Austausch weiter reichende Folgen hat, wie zum
Beispiel die Unterbindung der korrekten Prozessierung der mRNA. Es wird sogar
vermutet, dass 15 % aller Punktmutationen durch Zerstérung von SpleiB3signalen zu
Veranderungen im SpleiBvorgang flihren. Diese SpleiB3signale kénnen cis-Elemente
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sein. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die Zerstérung einer ESE-
Sequenz fur SF2/ASF durch einen einzigen Nukleotidaustausch in einem Exon des
SMN2-Gens (survival of motor neuron 2) zum Uberspringen dieses Exons fiihrt. In
der Folge entsteht ein Protein ohne die Aminosauren dieses Exons (Cartegni et al,
2002).

Dies ist ein weiterer Ansatz, der erklaren kénnte, warum benachbarte Mutationen im
VMD2-Gen entweder zu ADVIRC oder zu Morbus Best fihren. Gegenstand dieser
Arbeit war dementsprechend auch, das SpleiBverhalten dieser Variationen zu
untersuchen. Es gibt verschiedene Erklarungsansatze, wie es zu den beiden klinisch
sehr unterschiedlichen Erkrankungen kommt.

Man nimmt an, dass Morbus Best in den meisten Fallen nicht durch fehlerhaftes
SpleiBen entsteht. Die Punktmutation scheint die physiologische Funktion von
Bestrophin durch einen Aminosdureaustausch zu beeinflussen. Dass ein dominantes
Vererbungsmuster vorliegt, kdnnte sich durch Haploinsuffizienz erklaren lassen, was
bedeutet, dass im Vergleich zum Gesunden 2zu wenig funktionsfahiges
Membranprotein produziert wird (Stéhr et al., 2005). Ein anderes Modell erklart das
Vererbungsmuster durch einen dominant negativen Effekt, wobei mutiertes
Bestrophin zum Beispiel die Leitfahigkeit von Chloridionen des eigentlich intakten
Proteins durch Oligomerisierung von funktionsfahigen und mutanten Untereinheiten
inhibiert (Sun, 2002).

Yardley et al. (2004) sehen als Ursache fir ADVIRC Exon-skipping, wodurch
heterozygote Betroffene drei Isoformen von Bestrophin produzieren, darunter
intaktes Bestrophin des Wildtyp-Allels und zwei veranderte Proteinformen des
mutierten Allels. Eine dieser Formen zeichnet sich aus durch einen
Aminosaureaustausch aufgrund des veranderten Nukleotids, die andere durch eine
in frame-Deletion, das heiBt es gehen zwar Aminosauren verloren, das Leseraster
wird aber nicht verschoben.

Auf dem Hintergrund dieser Uberlegungen liegt dem Pathomechanismus von
Mutationen im VMD2-Gen eine hohe Genotyp-Phanotyp-Korrelation zu Grunde
(Yardley et al.,, 2004), das bedeutet, die Mutationen sind mit bestimmten
Krankheitsbildern eng verbunden. Diese Betrachtungen auf molekulargenetischer
Ebene lassen aber noch keine endgiltigen Rulckschlisse auf den eigentlichen
Pathomechanismus von Morbus Best und ADVIRC zu. So ist bei Morbus Best die
Makula betroffen, wahrend bei ADVIRC die Augenentwicklung gestoért ist und die
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Peripherie der Retina Veranderungen aufweist. Im Vergleich besteht also eine
Diskrepanz zwischen dem Zeitpunkt des Auftretens beider Erkrankungen und den
betroffenen Arealen.

Das Ergebnis der Experimente zu VMD2-Mutationen im Rahmen dieser Arbeit ergibt,
dass bedingt durch die ADVIRC-Mutation signifikant weniger von Exon 4 des VMD2-
Gens gespleiBt wird als dies beim Wildtyp der Fall ist. Dies entspricht auch der These
von Yardley et al. (2004), ADVIRC sei Folge von Exon-skipping auf molekularer
Ebene. AbschlieBend beweisen lasst sich dies jedoch nicht. Um die These zu
untermauern waren weitere Daten hilfreich, wie das SpleiBverhalten anderer
ADVIRC-Mutationen. Zudem kénnte die Untersuchung von Best-Mutationen, die in
nachster Nahe zu ADVIRC-Mutationen liegen, weitere Erkenntnisse bringen. Es
bleibt auch die Frage offen, weshalb sich zwei Best-Mutationen (c.310G>C und
c.313C>Q@) in ihrem SpleiBverhalten signifikant von der des Wildtyps unterscheiden,
und die cDNA dieser Mutationen quantitativ mehr an Exon 4 enthalt.

5.2.2 Auswirkung von VMD2-Mutationen auf exonic splice enhancer

Yardley et al. (2004) stellen die Hypothese auf, dass ADVIRC- im Gegensatz zu
Morbus Best-Mutationen durch die Veranderung von ESE-Sequenzen den
SpleiBprozess beeintrachtigen. Es werden Daten gezeigt, die mit Hilfe von ESEfinder
eruiert wurden. So wird fir eine Best-Mutation (c.253T>C) kein Hinweis auf eine
Veranderung gefunden, wahrend zwei ADVIRC-Mutationen neue Sequenzen flir SR-
Proteine entstehen lassen (SRp40 fir ¢.256G>A und SC35 fiir ¢.707A>G). Eine
weitere Best-Mutation (c.266T>C) verliert zwar eine Stelle fir SF2/ASF, was aber
ebenso bei einem neutralen Polymorphismus der Fall ist. Anhand dessen kommt
man zu dem Schluss, dass ADVIRC-Mutationen maéglicherweise splicing-
Regulatoren verandern, und es sich darum tatséachlich um splice site-Mutationen
handelt. Vergleicht man allerdings die Ergebnisse von Yardley et al. (2004) mit denen
in Tabelle 16, erkennt man, dass bei Auswertung von mehreren Mutationen kein
klarer Zusammenhang zwischen verloren gegangenen oder neuen ESE-Sequenzen
und dem vermuteten SpleiBverhalten besteht. So weist zum Beispiel auch eine Best-
Mutation (c.310G>C) neue Bindestellen fir SRp40 und SC35 auf, eine weitere
(c.313C>Q) fur SRp55. AuBerdem wird in vielen Féllen die angenommene Bindekraft

verandert, oder eine oder mehrere ESE-Sequenzen gehen verloren. Mit Hilfe von
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ESEfinder kann also fir das VMD2-Gen nicht verifiziert werden, dass die
Veranderung von ESE Uber abgewandeltes SpleiBen zu ADVIRC fuhrt, wéhrend dies
bei Morbus Best nicht der Fall sein soll. AuBerdem sollte man nicht auBer Acht
lassen, dass neben ESE auch die ESS-Spleifregulatoren eine Rolle spielen, deren
Funktion bei diesen Betrachtungen bisher vernachlassigt wurde.

Burgess et al. (2008) untersuchten die Auswirkungen von Mutationen, die ADVIRC
oder Morbus Best ausldsen, nicht nur theoretisch, sondern auch experimentell. So
konnte gezeigt werde, dass benachbarte Nukleotidabweichungen unterschiedliche
Bindungsaffinitat fir das SR-Protein ASF/SF2 zur Folge haben. So zeigt sich flr die
ADVIRC-Mutationen (c.704T>C und c.707A>G) eine verstarkte Affinitat fir dieses
Protein im Vergleich zur Wildtyp- oder Best-RNA (c.703G>C), wahrend die Affinitat
fir SC35, SRp40 und SRp55 annahernd gleich bleibt. Mittels eines Minigen-Assays
wurde zusatzlich gezeigt, dass die cDNA mit ADVIRC-Mutationen in einem
geringeren Ausmalf das betreffende Exon enthalt, als die Wildtyp- und Best-cDNA.
Aufgrund dieser Ergebnisse wird vermutet, dass es sich bei dieser Sequenz, die die
Mutationen beinhaltet, um einen Bestandteil von composite exonic regulatory
elements of splicing (CERES) handelt. Diese Art von Splei3faktor wurde fir eine
Sequenz im CFTR-Gen (cystis fibrosis transmembrane conductance regulator) in
Exon 12 definiert, die erklaren soll, wie benachbarte missense-Mutationen zu einer
variablen Ausbeute von Transkripten durch Exon-skipping fUhren. Dieser Ansatz
kénnte zur Aufklarung der Variabilitdt des Phanotyps von Krankheitsbildern, deren
Ausléser benachbarte Mutationen sind, beitragen (Pagani et al. 2003), wie es auch
im VMD2-Gen der Fall ist. Diese Vermutung bleibt allerdings zu beweisen, ebenso,
wie es sich bei der ADVIRC-Mutation ¢.256G>A verhalt.
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6. Zusammenfassung

Mutationen im ABCA4- und VMD2-Gen kénnen verantwortlich sein fir Erkrankungen
wie Morbus Stargardt, Morbus Best oder ADVIRC. Generell kbnnen Mutationen
durch unterschiedliche Pathomechanismen als missense-, nonsense-, splice site-
Mutationen oder durch Deletionen sowie Insertionen eine Auswirkung auf das
Genprodukt haben. Mit Hilfe einer funktionellen Untersuchung, dem Exon-trapping,
kann in vitro Uberprift werden, ob es sich bei einer Mutation um eine splice site-
Mutation handelt. Ziel dieser Arbeit war die Uberpriifung von Mutationen in den
Genen ABCA4 und VMD2 von Patienten mit Morbus Stargardt, Morbus Best oder
ADVIRC in Hinblick auf ihre Auswirkung auf den SpleiBvorgang.

In dem Projektbereich, der Mutationen im ABCA4-Gen umfasst, zeichnet sich ein
heterogenes Bild ab, wie Mutationen, die splice sites betreffen, sich auf das SpleiBen
auswirken kdénnen. So kommt es in einem Fall zur Deletion einer Base und in der
Folge zu einer out of frame-Mutation. In anderen Féllen fihren Mutationen zu Exon-
Skipping und damit zum vollstdndigen oder teilweisen Verlust des betreffenden
Exons, oder zur Aktivierung einer kryptischen SpleiBstelle innerhalb der untersuchten
Sequenz. In den meisten Fallen ergab sich eine Ubereinstimmung des in vitro-
Ergebnisses mit dem Ergebnis von Programmen, die eine Vorhersage Uber die
Wahrscheinlichkeit treffen, mit der splice sites in vivo als solche erkannt werden. Eine
Ausnahme bildet eine Sequenz, in der die mutante cDNA im Vergleich zum Wildtyp
durch verbessertes SpleiBen auffillt. Es findet sich keine Ubereinstimmung mit den
bioinformatischen Daten und bietet somit auch keine Erklarung fir dieses Phanomen,
das aufgrund der in vitro-Verhaltnisse der Experimente kritisch betrachtet werden
muss.

Im Projektbereich um Mutationen im VMD2-Gen zeigte sich, dass die untersuchte
Mutation, die zu ADVIRC flhrt, mit reduziertem pra-mRNA-splicing einher geht. Es
scheint sich also um eine splice site-Mutation zu handeln. Die analysierten Best-
Mutationen hatten keinen Einfluss auf das SpleiBen oder fiihrten zu verbessertem
SpleiBen. Insofern stimmen die Ergebnisse mit denen von Yardley et al. (2004)
Uberein. Keine Ubereinstimmung findet sich jedoch im Hinblick auf bioinformatische
Daten, die mit Hilfe des Programms ESEfinder (siehe 3.5.3) erhoben wurden. Alle
Mutationen fUhrten entweder zu einem Verlust oder zu einer Abschwéachung von

ESE-Sequenzen sowie zu neuen ESE-Sequenzen. Diese Veranderungen lassen
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jedoch kein Muster erkennen, das das SpleiBverhalten vorhersagen kdénnte, wie von
Yardley et al. (2004) proklamiert. Zusammenfassend beurteilt ergibt sich aus den
Ergebnissen dieser Arbeit der Hinweis, dass ADVIRC-Mutationen zu reduziertem
SpleiBen des betreffenden Exons flhren. Die untersuchten Best-Mutationen
scheinen jedoch keine splice site-Mutationen zu sein. Zur weiteren Untermauerung
dieser These sind jedoch weitere Daten nétig. Ein Zusammenhang zwischen
Mutation und Veradnderung von ESE-Sequenzen ladsst sich durch die

herangezogenen bioinformatischen Daten auBerdem nicht erklaren.
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