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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Erstbeschreibung und Namensgebung der
North Carolina Makuladystrophie

Erstmals wurde die North Carolina Makuladystrophie (NCMD) 1971 bei ei-
ner amerikanischen Familie beschrieben, deren 1. Generation drei aus Irland
stammende Briider waren [Lefler et al., 1971]. Der Krankheitsbeginn wurde
in der spéaten ersten Lebensdekade angesiedelt. Damals wurde die Erkran-
kung noch unter dem Namen "Hereditdre Makuladegeneration und Aminoa-
zidurie"gefiihrt, da eine Nierenbeteiligung, die Aminoazidurie, zusatzlich zur
Makuladystrophie angenommen wurde. Dieser Name verschwand jedoch wie-
der, als die erweiterte Untersuchung von insgesamt 130 Familienmitgliedern
jener amerikanischen Auswandererfamilie, von denen 50 von NCMD betrof-
fen waren, weitere Informationen iiber die Erkrankung lieferte [Frank et al.,
1974]. Ein Zusammenhang zwischen der Aminoazidurie und der Makuladege-
neration konnte auf diese Weise ausgeschlossen werden. Zu dieser Zeit wurde
von einer Progredienz der Makuladystrophie ausgegangen. Die periphere Re-
tina wurde bei allen Merkmalstragern als unauffillig beschrieben. Dies fiihr-
te zur Pragung des Namens: "Dominante progressive foveale Dystrophie". Im
Jahr 1978 taucht der Name “North Carolina Makuladystrophie* erstmals auf
[Gass, 1978], als Zweifel an der Progredienz der Erkrankung hervorgebracht

wurden. Dieser Name wird seitdem einheitlich verwendet, obwohl die Er-
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krankung unter anderem in Grofibritannien [Reichel et al., 1998], Frankreich
[Small et al., 1997], Texas [Small et al., 1998], Belize [Rabb et al., 1998], Ko-
rea [Kim et al., 2006] und Deutschland [Sauer et al., 1997] identifiziert werden
konnte. Anfangs wurde die klinisch abweichende ,,Zentral aveoldre Pigemen-
tepitheldystrophie® CAPED als eigenstédndige Erkrankung gewertet. Spéter
konnte gezeigt werden, dass klinische Mermale von CAPED in einem Zweig
der oben beschriebenen Ursprungsfamilie aus North Carolina auftrat [Small
et al., 1992a]. Es wird daher angenommen, dass es sich bei NCMD und CA-
PED um eine nosologische Entitat und damit um allelische Krankheitsbilder
handelt [Schworm et al., 1998]. Bei allelischen Krankheiten liegen klinisch
unterschiedliche Erkrankungen vor, welche durch Mutationen im selben Gen

verursacht werden.

1.2 Klassifizierung der NCMD

Bei der NCMD handelt es sich um eine seltene Makulopathie mit einer grofien
inter- und intrafamiliiren Variation. Die klinische Spannbreite fithrt zu einer

schwierigen Klassifikation und Diagnostik der Erkrankung.

1.2.1 Ausschluss einer Progression der Erkrankung

Anfangs wurden ein Beginn der NCMD in der spéiten ersten Lebensdeka-
de und eine Progredienz der Erkrankung angenommen [Lefler et al., 1971].
Erste Zweifel an der Progredienz brachte der Namensgeber der Erkrankung
schon 1974 an [Frank et al., 1974]. Diese Zweifel wurden spéter ebenso von
Leveille [Leveille et al., 1982] und Gass [Gass, 1978] hervorgebracht. Im Jahre
1974 konnte der Krankheitsbeginn auf das erste Lebensjahr korrigiert wer-
den [Frank et al., 1974]. Durch Langzeituntersuchungen von 15 Betroffenen
tiber 10 Jahre hinweg durch Small et al. [1991a] konnte lediglich bei einer
Person auf einem Auge ein Fortschreiten der Krankheit beschrieben werden.
Hierbei konnte jedoch keine gravierende Verdnderung mit einer Anderung in
eine Klassifikation eines hoheren Grades in Einklang gebracht werden. Mit

diesem Ergebnis konnte die These einer nicht-progredienten Erkrankung un-
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termauert werden. Im Jahre 1991 konnte bei einem drei Monate alten Jungen
klinisch NCMD diagnostiziert werden [Small et al., 1991a], seitdem wird ein

kongenitaler Beginn der Erkrankung angenommen [Khurana et al., 2009].

1.2.2 Klinische Symptomatik der NCMD

Abhéngig von der Ausprigung der Erkrankung zeigt sich auch die klinische
Beeintrachtigung der betroffenen Patienten sehr variabel. Wahrend Verdnde-
rungen der Grade 1 und 2 (Abb. 1.1) nur eine geringgradige Visusreduktion
mit sich ziehen, wird in Grad 3 ein signifikanter Verlust der Sehstéirke bis
zu einem Visus von unter 0,1 beschrieben [Schworm et al., 1998], [Khurana
et al., 2009]. Das zentrale Gesichtsfeld der Patienten kann durch Skotome
eingeschrankt sein, wohingegen das periphere Gesichtsfeld, sowie Farbsinn
und Dunkeladaptation nicht beeintréchtigt sind. Ebenso zeigen das Elektro-
retinogramm und das Elektrookulogramm tiblicherweise regelrechte Befunde
[Austin, 2001].

1.2.3 Klinische Klassifikation der NCMD durch Fun-
duskopie und optische Koharenz-Tomogrphie OCT

Die Unterteilung der NCMD in drei Stadien anhand der klinischen Manifes-
tation wurde im Jahr 1974 vorgenommen [Frank et al., 1974]. Die Klassifika-
tion wurde im weiteren Verlauf unter dem Namen "Grad® gefithrt, um keine
Progredienz zu suggerieren [Small et al., 1991]. Klinisch lassen sich die drei

Grade wie folgt beschreiben:

o Bei Grad 1 werden drusendhnliche gelb-weifle Lasionen in der Makula
im retinalen Pigmentepithel RPE beobachtet [Khurana et al., 2009].

o Grad 2 zeigt konfluierende Drusen, die mit oder ohne Pigmentverin-
derungen vorliegen konnen. Auflerdem werden eine Atrophie des RPE

und diciforme Lésionen beschrieben [Khurana et al., 2009].

o Grad 3 ist durch Veranderungen charakterisiert, die teilweise von Agar-

wal als Staphylome [Agarwal and Schonberger, 2014] und von Khurana
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als Makula Caldera beschrieben werden [Khurana et al., 2009].

Die Unterscheidung der drei Grade erfolgt durch Funduskopie und Opti-
sche Kohéarenz-Tomographie OCT (Abb. 1.1).

A

Abbildung 1.1: Funduskopie und OCT Untersuchung 3 betroffener Individuen einer Fa-
milie [Khurana et al., 2009]. A Linkes Auge einer 25-jahrigen Frau mit einigen harten
Drusen, Visus 20/20; B rechtes Auge einer 57-jahrigen Frau mit einer gut abgrenzbaren
Atrophie und einem Riss des RPE (gekennzeichnet durch weiflen Pfeil), im OCT kann das
Fehlen des RPE an der Stelle des Risses beobachtet werden (weifler Pfeil), Visus 20/125;
C Linkes Auge einer 61-jahrigen Patientin mit zentraler, ovaler und exkavierter Atrophie
(Makula Caldera) umgeben von Fibrose oder Gliose (weifle Pfeile), Visus 20/200. (Mit
freundlicher Genehmigung durch Prof. Dr. F. M. Goldberg, Director Emeritus des Wilmer
Eye Institute, Johns Hopkins University, Balitmore, United States und Prof. Dr. R. N.
Khurana, Northern California Retina Vitreous Assocates, Monterey, United States)

Aktuell werden bei Grad 3 die Begriffe Staphylome und Caldera verwen-
det, es ist jedoch davon auszugehen, dass zukiinftige dreidimensionale Unter-
suchungen zur sicheren Beschreibung der retinalen Schichten und damit zur

exakten Kategorisierung fithren werden [Agarwal et al., 2014].
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1.3 Differentialdiagnostische Abgrenzung zu

anderen Makulopathien

1.3.1 Diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf eine
hereditare Makulopathie

Die sichere Diagnosestellung der North Carolina Makuladystrophie ist auf
Grund der starken Variabilitat des Phanotyps erschwert. Im Folgenden soll
die Abgrenzung zu einigen weiteren, hereditdren Makulopathien beschrie-
ben werden. Der Verdacht auf eine hereditiare Makuladystrophie besteht bei
einer bilateralen Visusminderung, sowie zentralen Gesichtsfeldausfiallen bei
mehreren Angehorigen [Kellner et al., 2004]. Eine ausftihrliche Anamnese in-
klusive Familienanamnese, sowie eine klinische Untersuchung mittels Fundus-
kopie sollten zur Eingrenzung der moglichen Erkrankungen erfolgen. Weitere
apperative, morphologische Diagnostik wie die Fluoreszenzangiographie, die
Autofluoreszenz des retinalen Pigmentepithels und die OCT dienen der ge-
naueren Beschreibung der strukturellen Veranderungen. Eine perimetrische
Untersuchung, ein Ganzfeldelektroretinogramm (ERG), eine Elektrookulo-
graphie (EOG) und eine Testung des Farbsehens sollten zur Funktionsdia-
gnostik durchgefiihrt werden [Kellner et al., 2004].

Eine ausfiihrliche Stammbaumanalyse zur Erhebung des Vererbungsmo-
dus sollte neben klinischer und anamnestischer Untersuchung aller Angehori-
gen erfolgen. Eine X-chromosomal rezessiv vererbte Erkrankung fithrt mogli-
cherweise zu mehreren Betroffenen innerhalb einer einzigen Generation. Bei
sozial abgetrennt lebenden Gruppen und Verwandtschaftsehen kann es auch
zu mehreren direkt aufeinanderfolgenden betroffenen Generationen kommen.
Erkranken hingegen ausschlieSlich Ménner, liegt ein X-chromosomaler, rezes-
siver Vererbungsmodus nahe, in welchem die Frauen als nicht-symptomatische
Konduktorinnen der Mutation fungieren. Sind alle Kinder einer erkrankten
Mutter betroffen, handelt es sich vermutlich um einen mitochondrialen Erb-
gang. Beim autosomal dominanten Erbgang, der bei der NCMD angenommen
wird [Khurana et al., 2009], erkranken mehrere Individuen verschiedener Ge-

nerationen. Ein Generationensprung liegt dabei nicht vor, kann jedoch durch
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eine reduzierte Penetranz, also die fehlende Manifestation des Phéanotyps
trotz vorhandenem Genotyp, vorgetdauscht werden [Kellner et al., 2004].
Differentialdiagnostisch relevant sind vor allem die haufigen hereditiren
Dystrophien. Bei den im Folgenden beschriebenen Erkrankungen handelt es
sich teils um Erkrankungen der gesamten Retina, jedoch kommen auch auf
die Makula begrenzte Formen vor, die damit eine Ahnlichkeit zur NCMD

aufweisen.

1.3.2 Morbus Stargardt

Beim Morbus Stargardt handelt es sich mit einer geschétzten Inzidenz von
1:10 000 [Blacharski, 1988] um eine relativ hdufige hereditare Makuladystro-
phie [Austin, 2007]. Die haufigste genetische Ursache sind Mutationen im
ABCA4-Gen, die autosomal-rezessiv vererbt werden. Etwa die Hélfte der M.
Stargardt Patienten weisen einen Fundus flavimaculatus auf. Durch diese
funduskopische Erscheinung, die im Laufe der Erkrankung beziiglich Lage,
Form und Ausprigung stark variieren kann, ist der M. Stargardt von der
NCMD funduskopisch abgrenzbar. Bei Patienten ohne diese krankheitsspezi-
fische Verédnderung ist eine differentialdiagnostische Abklarung iiber den Be-
ginn der Erkrankung, sowie deren Entwicklung und das Farbsehen maglich.
Die NCMD manifestiert sich kongenital und tritt mit einer Visusminderung
im frithen Kindesalter in Erscheinung. Eine Progredienz liegt nicht vor. Der
M. Stargardt hingegen beginnt in den ersten zwei Lebensdekaden und zeigt
zu Beginn eine rasche Progredienz der Visusminderung, die im weiteren Ver-
lauf sistiert. Aulerdem kommt es beim M. Stargardt zu einer Storung des
Farbsehens [Austin, 2007]. Eine gute Anamnese kann bereits eine wegweisen-

de Abklérung liefern.

1.3.3 Morbus Best

Eine weiterer hereditdre Makuladystrophie ist der Morbus Best, auch vitelli-
forme Makuladystrophie genannt. Die Inzidenz dieser Erkrankung ist unbe-
kannt [MacDonald and Lee, 2013]. Diese autosomal-dominante Erkrankung
wird durch eine Mutation im BEST1-Gen verursacht [Kramer et al., 2000].
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Der Beginn dieser Erkrankung wird zwischen der ersten Lebenswoche und
der sechsten Lebensdekade angegeben. Neben vitelliformen funduskopischen
Lasionen, prasentiert sich diese Makuladystrophie mit einer méafligen Storung
des Farbsehens. Charakteristisch ist vor allem der reduzierte oder fehlende
Hellanstieg im EOG [Austin, 2007]. Die klinisch funduskopische Untersu-
chung in Zusammenschau mit dem Ergebnis des EOG ist fiir die Unterschei-

dung zwischen NCMD und M. Best somit ausschlaggebend.

1.3.4 Juvenile Retinoschisis

Auch die Differenzierung zur relativ hdufigen Retinopathie der X-chromoso-
malen Retinoschisis sollte bei Patienten mit dem Verdacht auf eine famili-
are Makuladystrophie beachtet werden. Diese Erkrankung, auch unter der
Bezeichnung ,X-gebundene juvenile Retinoschisis“ bekannt, folgt dem X-
chromosomalen Erbgang und lasst sich daher durch eine Stammbaumanaly-
se von der NCMD abgrenzen. Eine klinische Differentialdiagnostik kann bei
unzureichender Familienanamnese notig werden. Diese kongenitale Erkran-
kung zeigt bei ungefdhr der Hélfte der Betroffenen im Gegensatz zur NCMD
periphere Fundusveranderungen. Bei reinem Befall der Makula unterschei-
den sich die Patienten durch Veranderungen im ERG. Beim Ganzfeld-ERG
fallen eine ausgepragte B-Wellenreduktion und reduzierte zapfenabhangige
Reizantworten auf, wiahrend das multifokale ERG oft eine zentrale Ampli-
tudenreduktion zeigt. Auch Stérungen im Farbsehen koénnen bei Betroffenen
vorliegen [Austin, 2007]. Auch in diesem Fall ist die funktionelle Untersu-
chung mittels ERG des Patienten zur weiteren Abgrenzung der Erkrankung

entscheidend.

1.3.5 Musterdystrophien

Bei den Musterdystrophien handelt es sich um eine heterogene Gruppe von
Makuladystrophien [Heimann and Kellner, 2006]. Mutationen im Peripherin-
Gen (PRPH2) wurden im Zusammenhang mit dieser Erkrankung beschrie-
ben. Klinisch unterscheidet sich diese Erkrankung von der NCMD dadurch,

dass die Makula seitenungleich betroffen sein kann. Ein hoher Visus kann



KAPITEL 1. EINLEITUNG 8

somit lange erhalten bleiben. Ausserdem manifestiert sich diese Erkrankung
meist erst in der vierten Lebensdekade. Die Autofluoreszenz oder die Fluorescein-
Angiographie stellt die Veranderungen des PRE, die sich in Form eines Mus-

ters ausbilden konnen, dar.

1.4 Genetische Untersuchungen zur Klarung
der Atiologie der NCMD

1.4.1 Kopplungsanalysen zur Identifikation und Ein-
grenzung der mit NCMD assoziierten genomi-

schen Region

Anhand von Familienstudien konnte beobachtet werden, dass die North Ca-
rolina Makuladystrophie autosomal dominant vererbt wird und eine hohe Pe-
netranz aufweist [Small et al., 1991a]. Zur Kldrung der Atiologie der Erkran-
kung erfolgten genetische Untersuchungen. Zur chromosomalen Lokalisation
der genetischen Mutation, die NCMD verursacht, wurden Kopplungsanaly-
sen durchgefithrt. Hierbei wird nach genetischen Markern gesucht, die inner-
halb einer Familie mit der Erkrankung segregieren. Fiir eine solche Analyse
werden molekulare Marker wie Mikrosatelliten benotigt, deren Lokalisation
im Genom bekannt ist und die eindeutig identifizierbar sind. Mikrosatelliten
sind Tandemwiederholungen von zwei bis sechs Basenpaaren. Durch Bestim-
mung der Marker bei erkrankten und nicht-erkrankten Individuen tiber meh-
rere Generationen hinweg kann ein krankheitsassoziierter Haplotyp erstellt
und somit eine Segregation einer Erkrankung mit einer genomischen Region
festgestellt werden. Rekombinationsereignisse wiahrend der Meiose fiihren zu
einer Eingrenzung der Region, da in Folge der Rekombination Marker, die
gemeinsam auf dem mit der Erkrankung assoziierten Allel liegen, aufgrund
ihrer Enrtfernung zum eigentlichen Krankheitsgen in einzelnen Individuen
unabhéngig von der Erkrankung vererbt werden konnen. Dass durch die-
se Analyse identifizierte Intervall kann in Centimorgan angegeben werden,

eine Grofle, die die Wahrscheinlichkeit einer Rekombination innerhalb des
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Intervals angibt [Schuler et al., 1996]. Liegt wie bei der NCMD eine Erkran-
kung mit einer Griindermutation vor, kann ein allen Erkrankten gemeinsamer
Haplotyp ermittelt werden — also der kleinste chromosomale Abschnitt, der
allen Betroffenen gemeinsam ist. Durch die Untersuchung weiterer Marker
und weiterer Betroffener kann eine immer feinere Lokalisation der krank-
heitsverursachenden Region, also des allen Erkrankten gemeinsamen Kern-
haplotypens, erfolgen. Im Jahr 1992 wurde zum ersten Mal eine Mikrosatelli-
tenanalyse bei Betroffen mit NCMD sowie deren Angehdérigen durchgefiihrt.
Hierbei konnte beobachtet werden, dass alle erkrankten Individuen tiber alle
Familien einen identischen (anzestralen) Haplotypen tragen. Bei diesen Un-
tersuchungen konnte das mit NCMD segregierende Intervall auf die Region
6q13-q21 auf Chromosom 6 festgelegt werden [Small et al., 1992b]. Spéter
konnte diese Region auf einen Bereich von 7,2 ¢M, flankiert von den Mar-
kern D6S424 und D6S1671 (Abb. 1.2) eingegrenzt werden und liegt damit
im Bereich 6q14-q16.2 [Small et al., 1993]. Im Programm der "Human Geno-
me Organization"(HUGO) wurde dieses Intervall mit MCDRI, also Makula-
dystrophie der Retina mit der ersten chromosomalen Zuordnung einer Ma-
kulaerkrankung, bezeichnet. Nahezu alle weiteren beschriebenen Falle von
NCMD konnten mit der Region MCDR1 und dem bekannten Kernhaploty-
pen in Verbindung gebracht werden. Mit diesen Ergebnissen wird die Theorie
eines gemeinsamen anzestralen Vorfahren bestéirkt. Das zugehorige Intervall
konnte durch die Untersuchung weiterer Familien mit weiteren Mikrosatel-
litenmarkern weiter eingegrenzt werden. So gelang es 1997, an Hand dreier
deutscher Familien die Kernregion auf ein Intervall von 4,0 cM zwischen den
Markern D6S249 und D6S475 einzuengen [Sauer et al., 1997]. Durch das
Fehlen ausreichend grofler Mehrgenerationsfamilien konnte die Region nur
langsam weiter eingeengt werden. 2007 gelang es einer Gruppe aus den USA,
die Region auf 3 ¢cM (1,8 Mbp) einzugrenzen [Yang et al., 2008]. Die Marker
D6S1716 und D6S1671 flankieren nun die Kernregion. Im Rahmen ihrer Di-
plomarbeit konnte A. Welcker (Verfeinerte Kartierung des Genorts der North
Carolina Makuladystrohpie, 2003, Diplomandin am Institut fiir Humangene-
tik Wiirzburg) die Region durch neue Marker innerhalb der drei bekannten

deutschen Familien weiter eingrenzen (Abb. 1.2). Die neu etablierten Mi-
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krosatellitenmarker Tetra2 und Tril flankieren eine Region von 1,8 Mbp. Die
Lage der erwahnten Marker ist in der Abbildung 1.2. dargestellt. In der Li-
teratur wurde eine weitere Familie mit NCMD beschrieben, bei denen eine
Kopplung zur Region MCDRI1 vorliegt, jedoch nicht der anzestrale Haplotyp
[Small et al., 1998]. In dieser Familie sollte eine andere Mutation im noch
unbekannten NCMD-Gen mit der Erkrankung assoziiert sein. Alle Untersu-
chungen der kodierenden Gene dieser Region (MCDRI1) sind bislang ohne
Erfolg geblieben [Yang et al., 2008].

Zu erwahnen bleibt eine dénische Familie mit NCMD, bei der eine Kopp-
lung zur Region 5p (MCDR3) vorliegt [Rosenberg et al., 2010]. Auch von
einer britischen Familie wird in der Literatur berichtet, die eine NCMD &ahn-
liche Krankheit hat, die ebenfalls zur Region MCDR3 gekoppelt vererbt wird
[Michaelides et al., 2003].

1.5 Beschreibung der in der MCDR1 Region

bekannten Gene

In der MCDR1 Region liegen neun bekannte Gene. Im Folgenden soll ein
kurzer Uberblick gegeben werden.

1.5.1 POUS3F2

Dieses Gen kodiert fiir den ZNS-spezifischen Transkriptionsfaktor N-Oct-3.
Das Protein wird sowohl wiahrend der Entwicklung als auch im adulten ZNS
exprimiert. Das murine Gen wird als brn-2 bezeichnet [Atanasoski et al.,
1995]. Es gibt Hinweise, dass eine Herrunterregulation von brn-2 in Zusam-

menhang mit der Entstehung eines Retinoblastoms steht [Cobrinik et al.,
2006.

1.5.2 FBXL4

FBXL kodiert die F-Box und eine leucinreiche Wiederholung im Protein 4,

welches in die mitochondriale Membran transportiert wird. Bei Vorliegen
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Abbildung 1.2: Genomische Region MCDR1 Stand 2003. Darstellung der, mit NCMD
assoziierten genomischen Region auf Chromosom 6. Die vergrofierte Region ist auf dem
Chromosom durch einen roten Kasten markiert. Die eingegrenzte Region MCDRI1 ist durch
einen schwarzen Balken angegeben. Die Mikrosatellitenmarker sind von 6q cen nach 6q
tel sortiert (links nach rechts). Die Abstiande zwischen den Markern sind jeweils in Kilo-
basen angegeben. Bekannte Gene sind durch einen dunkelblauen Kasten dargestellt. Die
Benennung der Gene steht jeweils rechts davon.
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einer Mutation in diesem Gen wurde klinisch eine mitochondriale Enzepha-
lomyopathie beschrieben [Gai et al., 2013].

1.5.3 FAXC

Als hypothetisches Gen wurde FAXC unter dem Namen MGC2817 und spé-
ter unter dem Namen C60RF168 gefiihrt. Bei diesem Gen wurde bei Mausen
eine Bindungsstelle fiir einen moglichen Transkriptionsfaktor identifiziert, der
fiir die Differenzierung und das Uberleben von Fotorezeptoren wichtig zu sein
scheint. Bei diesem Transkriptionsfaktor handelt es sich um eine Cone-rod
Homeobox (CRX) [Corbo et al., 2010]. Seither wird das Gen unter dem Na-
men FAXC gefiihrt.

1.5.4 COQ3

Fir die Biosynthese von Ubichinon, das eine entscheidende Rolle beim Elek-
tronentransport spielt, wird unter anderem eine Methyltransferase benotigt,
die vom Gen COQ3 kodiert wird [Jonassen and Clarke, 2000]. Ein Mangel an
Ubichinon, auch Coenzym Q genannt, wurde unter anderem bei zwei Schwes-
tern beobachtet, die unter einer Muskelschwache und einer Dysfunktion des
ZNS litten [Ogasahara et al., 1989]. Des Weiteren wurde ein Patient mit einer
Muskelschwéche, einem zerebelldren Syndrom und einem erhohten Laktat im

Liquor in der Literatur beschrieben [Boitiera et al., 1998].

1.5.5 PNISR

Die Expression von PNISR, das PNN-Interagierende Serin-Arginin-reiche
Protein, ist positiv mit intramuskulédrem Fett korreliert [Wang et al., 2009].
Bislang wurde in der Literatur keine Expression oder Assoziation mit einer
Erkrankung im ZNS, beziehungsweise in der Netzhaut oder dem retinalen

Pigmentepithel, beschrieben.
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1.5.6 USP45

Dieses Gen kodiert eine Ubiquitin-spezifische Protease. Es wird eine signifi-
kante, proteolytische Aktivitidt gegen ein Ubiquitin-beta-Galaktosidase- Fu-
sionsprotein im Immunoblot beschrieben [Quesadal et al., 2004]. In der kata-
lytischen Triade prasentiert das USP45 ein Serin anstelle des konservierten
Aspargin. Diese Besonderheit wurde auflerdem bei USP30 beschrieben. Ei-
ne signifikante Expression konnte in mehreren Geweben, unter anderem im
Gehirn, gezeigt werden. Derzeit fehlen noch weitergehende Untersuchungen

iiber die klinische Bedeutung dieses Gens.

1.5.7 TSTD3

Aktuell liegen in der Literatur keine Informationen zum Gen TSTD3 vor.

1.5.8 CCNC

Cyclin C wird eine wichtige Rolle im Zellzyklus beim Ubergang von GO zu
G1 zugeschrieben. Dies konnte bereits fiir Fibroblasten sowie Stamm- und
Progenitorzellen der Himatopoese in Zellversuchen gezeigt werden [Miyata
et al., 2010]. Auflerdem wurde beschrieben, dass in postmitotischen Neu-
ronen ein durch Cyclin C eingeleiteter Zellzyklus fiir die Aktivierung der
DNA Reparatur notig ist [Tomashevski et al., 2010]. Uber die gesamte Ent-
wicklungsperiode der Retina wurde eine konsistente Expression von CCNC
beschrieben [Small et al., 2015].

1.5.9 PRDM13

PRDM13 kodiert ein Protein, das die Entwicklung glutaminerger Neurone
supprimiert, wahrend es die Entwicklung GABAnerger Neurone in Vorlau-
ferzellen im hinteren Riickenmark, im Cerebellum, sowie der Retina fordert
[Hanotel et al., 2014]. Es scheint damit eine regulatorische Rolle in der Ent-
wicklung wichtiger zentralnervoser Strukturen zu spielen. . Bei Vorarbeiten
am Institut fiir Humangenetik der Universitiat Regensburg konnte mit ei-
ner Expressionsanalyse (Abb. 1.3) festgestellt werden, dass PRDM13 in der
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Retina, sowohl in der Entwicklung als auch im erwachsenen Auge und im
zentralen Nervensystem von Mausen erxprimiert wird. In keinem weiteren
Gewebe konnte eine Expression dieses Gens nachgewiesen werden. Eine ne-
gative Korrelation der Expression zur Entwicklung der Retina wurde ebenso
von Small et. al. beschrieben [Small et al., 2015].

PrdmlI 3

G3pdh

Abbildung 1.3: Expressionsanalyse PRDM13; PCR des PRDM13 Gens mit RNA aus ver-
schiedenen Mausgeweben, G3pdh wurde als Positivkontrolle verwendet (Institut fiir Hu-
mangenetik, Universitit Regensburg) .

1.5.10 MCHR2

Dises Gen kodiert den Melanin-konzententrierende-Hormon-Rezeptor Subtyp
2 und wird vor allem im Gehirn exprimiert. Beim Melanin-konzentrierenden
Hormon handelt es sich um ein Neuropeptid, das eine grofie Rolle im Meta-
bolismus spielt [An et al., 2001].

1.5.11 Sequenzanalysen der Gene der mit NCMD as-
soziierten genomischen Region bei Erkrankten
Bislang durchgefiihrte Seuquenzanalysen zur Dedektion einer krankheitsver-

ursachenden Mutation sind erfolglos geblieben. Diese Analysen schlossen die

in der krankheitsassozierten genomischen Region liegenden Gene mit ein. Es
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wurden dabei alle Exone untersucht. Eine DNA Verdnderung in den codieren-
den Regionen oder in den Splizingregionen, die NCMD verursachen konnte,
wurde dabei nicht gefunden [Yang et al., 2008].
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1.6 Zielsetzung

In dieser Arbeit soll die genetische Ursache, die der NCMD zu Grunde liegt,
weiter untersucht werden. Dazu wird zum einen aufbauend auf den in der Ar-
beit von A. Welcker etablierten Mikrosatellitenmarkern Haplotypisierungen
von neu rekrutierten, bislang noch nicht haplotypisierten, NCMD-Familien
durchgefiihrt. Die anschliefende Haplotypenanalyse soll dazu beitragen, die
Region des MCDR1-Gens weiter einzugrenzen.

Sollten Familien eine Kopplung an den MCDR1-Genort aufweisen, jedoch
nicht den anzestralen-Haplotypen tragen, ist weiter geplant eine Sequenz-
analyse dieser Familien durchzufiithren. Bei einer solchen Familie konnte eine
unabhéingig entstandene Mutation vorliegen. Fiir diese Analyse wurden die
Exone und die hochkonservierten Regionen des Genes FAXC, sowie des Gens
PRDM13, ausgewéhlt. FAXC kodiert ein Protein, das fiir die Differenzierung
und das Uberleben von Fotorezeptoren relevant zu schein scheint [Corbo et
al., 2010], wihrend das Gen PRDM13 eine Rolle in der Entwicklung wichtiger
zentralnervoser Strukturen spielt, unter anderem der Retina.

Um auch andere Ursachen der Erkrankung, wie grofiere Inversionen und
Deletionen, die mittels Sequenzanalyse nicht erfasst werden kénnen, aufzu-
sptren, wird aulerdem eine Southern Blot Analyse des Genes PRDM13 an
der bereits publizierten Familie W durchgefiihrt.
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Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenblut

Nach informierter Einwilligung der Patienten wurden deren Blutproben ent-

nommen und an das Institut fiir Humangenetik Regensburg gesendet. Im

Einzelnen waren dies die folgenden Institutionen (Tab. 2.1).

Tabelle 2.1: Einsender der Patienten

Familie Einsendender Arzt Institut
Familie K Prof. Dr. Peter Char- Universitits-
bel Issa Augenklinik Bonn
Familie D Prof. Dr. Peter Char- Universitéits-
bel Issa Augenklinik Bonn
Familie J Dr. Lia Viorescu Magdeburg
Familie ST Prof. Dr. G. Rudolph  Augenklinik der Uni-
versitat Miinchen
(LMU)

17



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

Familie R

Familie S

Familie F

Einzelperson EL

Einzelperson WA

Prof. Dr. Daniel Pau-
leikhoff

Dr. Agnes Renner

Prof. Dr. Ulrich Kell-
ner

Prof. Dr. Daniel Pau-
leikhoff

Prof. Dr. Klaus Rohr-

schneider

18

Augenheilkunde  an
der medizinischen Fa-
kultédt der Universitat
Essen

Universitats-
Augenklinik Re-
gensburg
Augenzentrum  Sieg-
burg

Augenheilkunde  an
der medizinischen Fa-
kultdt der Universitat
Essen
Augenheilkunde Uni-
versitatsklinikum Hei-
delberg

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2.2: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz Hersteller

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland

Dimethylsulfoxid DMSO Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Ethanol J.T. Baker, Phillipsburg, USA

Ethidiumbromid AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure Merck KGaA, Darmstadt,

EDTA

Deutschland



G153 Entwicklerlosung

G354 Fixer

Hi-Di™ Formamide
Hydroxymethylaminomethan
Tris

Kaliumchlorid KC1

LE Agarose

Methanol

Natriumacetat
Natriumchlorid NaCl

Natriumcirtatdihydrogenat
Natriumdihydrogenphosphat
NaH, PO,

Natriumlaurylsulfat SDS
Natriumhydroxid NaOH
Radioaktivitat alpha-P32-dCTP,
9,25 MBq

Salzsaure HCI

Xylencyanol
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AGFA-Gevaert N.V., Mortsel,
Belgien

AGFA-Gevaert N.V., Mortsel,
Belgien

Applied Biosystems Inc., Foster
City, USA

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Olden-
dorf, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Hartmann  Analytic =~ GmbH,
Braunschweig, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Deisenhofen,

Deutschland
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2.1.3 Reaktionskits

Tabelle 2.3: Reaktionskits

Reaktionskit Hersteller
AccuPrime™ GC-rich DNA Poly- Invitrogen Corporation, Carls-
merase Kit bad, USA

BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit

Genaxxon Taqg-Polymerase S
250U

GeneRuler™ DNA Ladder Mix
Fermentas

Gene Scan™-500 Rox™
Standart
NucleoSpin® Extract 11

Size

Rediprime II DNA

dNTP-Set Genaxxon

NEBuffer 1, 2, 3, 4 & Bovine Se-
rum Albumin (BSA)

Taq buffer 10/15 mM MgCl, 10x

FlexiGene DNA Kit

Applied Biosystems, Inc., Carls-
bad, USA

Genaxxon BioScience GmbH,
Ulm, Deutschland

Life Sciences, St. Leon-Rot,
Deutschland

Applied Biosystems, Inc., Carls-
bad, USA
Macherey+Nagel,
Deutschland

GE Health Life Science, Bucking-
hamshire, UK

BioScience GmbH, Ulm, Germa-
ny

New England BioLabs Inc., Ips-
wich, USA

New England BioLabs Inc., Ips-
wich, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Diiren,

20
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2.1.4 Pufferlosungen

Tabelle 2.4: Pufferlosungen

Pufferlosungen

Zusammensatzung

Church Puffer

Denaturierungspuffer

DNA-Ladepuffer 10X

G25 Sephadex
Laird’s Puffer

Neutralisationspuffer

PBS 10X

SSC 20X

SSPE 20X

TBE 10X

TE

0,5 M NaH, PO, , 1 mM EDTA,
7% SDS, pH 7,2

0,4M NaOH 0,6M NaCl

10 mM Tris/HCI pH 7.5, 5 mM
NaC, H;0,, 2 mM EDTA, 10 %
Glycin, 0.001 % Bromphenolblau,
0.001 % Xylenecyanol

4g Sephadex, 80ml TE Puffer

0.1 M Tris-HCI pH 8.3, 0.2 M
NaCl, 5 mM EDTA, pH 8.0
1,5M NaCl 0,5M Tris/HCI, pH 7
1.37 M NaCl, 100 mM Na,HPO,,
27 mM KCl, 18 mM KH,PO, , pH
7.4

3 M NaCl, 0,3 M Na-citrat, pH
7,0

3,6 M NaCl, 20 mM EDTA, 0,2
M NaH,PO,, pH 7,4

1 M Tris/HCI, 1 M H3BO,, 20
mM EDTA, pH 7.4

10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA,
pH 7.5
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2.1.5 Enzyme

Tabelle 2.5: Enzyme

Enzym

Hersteller

“Haus Taq DNA Polymerase”

Alkalischen Phophatase AAP

Asel

Exonuclease I Exo

Ndel

Proteinase K

Pstl

Sacl

Taq DNA Polymerase

Xhol

Institut fir Humangenetik, Uni-
versitiat Regensburg, Deutschland
New England BioLabs Inc., Ips-
wich, USA

New England BioLabs Inc., Ips-
wich, USA

New England BioLabs Inc., Ips-
wich, USA

New England BioLabs Inc., Ips-
wich, USA
Merck KGaA,
Deutschland
New England BioLabs Inc., Ips-
wich, USA

New England BioLabs Inc., Ips-
wich, USA

New England BioLabs Inc., Ips-
wich, USA

New England BioLabs® Inc., Ips-
wich, USA

Darmstadt,

2.1.6 Oligonukleotide

22

Alle nachfolgend aufgelisteten Oligonukleotide wurden als Primer verwendet

und von der Firma Metabion International AG (Martinsried, Deutschland)

bezogen.
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Tabelle 2.6: Oligonukleotide fiir die Mikrosatellitenanalyse

Name Sequenz 5’ - 3’
Di 10 M13F TGTAAAACGACGGCCAGTAT
GTGTAGGCTGATAAGTCC
Di 10 R TTGGATTGCAGGAGATTTCG
Di 25 M13F TGTAAAACGACGGCCAGTTT
AGCTGTGTCTAGAACTGG
Di 25 R CAAGCAAGACAAATAACACC
Di 27 M13F TGTAAAACGACGGCCAGTGA
TTGAGAGTTTGATGACAG
Di 27 R CTGGATGATGAGGTTGGTG
Di 5 M13F TGTAAAACGACGGCCAGTC
TAGCCCATATTCATCACTG
Di5 R CTTCTGAATTGACTGTATAAG
FAM-M13 F FAM-

Penta 2 M13F

Penta 2 R
Tetra 2 M13F

Tetra 2 R
Tetra 5 M13F

Tetra 5 R
Tri 2 M13F

Tri 2 R

TGTAAAACGACGGCCAGT
TGTAAAACGACGGCCAGTT
GCCTGACACCTTGGGACTA
TGACAGAGCAAGACCTATC
TGTAAAACGACGGCCAGTG
TGACAGGGTGAGACTCCGT
CATGGGTAAGGACTTTGGAG
TGTAAAACGACGGCCAGTAT
TACATATCTGCTGCCTTTG
CTAGGGGAGAGGAAAAGATC
TGTAAAACGACGGCCAGTAG
TGAGCTGAGACTGTGC
AGTAGTGGGATTGCTGGATC

23
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Tabelle 2.7: Oligonukleotide fiir die Sequenzanalyse

Name Sequenz 5’ - 3’

BZ1 1F AATGTATCCAGGCTCTTCAA
BZ1 1R TGATGGGAATGAATAGGACC
BZ1 2F CCTAAGTGCTTTAATCCCAA
BZ1 2R TGGAAACGGCTCAATAAAAG
BZ1 3F AGGCAACTTGAGAGGGATTC
BZ1 3R TAGCCGAATTTTGGCCTGAG
BZ2 1F TCTACTGTGGGCAGGGAGCA
BZ2 2F GCCACAGGACAGAATAAAAC
BZ2 2R CCCATGAATGGCAAAAGCC
BZ3 1F AAAGTGATGAGCAGTTGACC
BZ3 2F CAAAGGAATACAGCCAAGTAG
Bz3 2F CAAAGGAATACAGCCAAGTAG
PRDM13 1F2 TTGAAAAGGCGCAGTGCATG
PRDM13 1R CTCGGGTGCTCCAGGTCCTT
PRDM13 1R2 AGGGCACTGAGAGGCGAATG
PRDM13 1R3 CCACATCCTCTCCTCTCAGC
PRDM13 2F3 CTTTCTCCCTCCCCGAAG
PRDM13 3aF TCAAACCTGGAATGCTTTTACA
PRDM13 3aR CCATGGAAGCTTTGTGTGTG
PRDM13 3R3 TACTTTTTCCCCTGCCATTG
PRDM13 4.3F GAGAGCAGCAGCAAGCAAG
PRDM13 4F TCTAGGGACTCGCTTCAAGA
PRDM13 4F2 ATCAAGCGCGAGGCCTCTTC
PRDM13 4F4 CGGCCTTTACAGTCTACAAC
PRDM13 4F5 GGCCACCTGTGCCTCTACTG
PRDM13 4R CTGCTCCTTGCCCTTCTTGG
PRDM13 4R2 AGCGAGCAGGCACTTGGGAT
PRDM13 4R3 GGGTAATAAGCGGTGGTGGC
PRDM13 4R3 GGGTAATAAGCGGTGGTGGG

24
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PRDM13 4R4
PRDM13 4R5
PRDM13 elF
PRDM13 elR
PRDM13 e2R
PRDM13 e3F
PRDM13 e3R
PRDM13 e2F
MGC2817 ex1F
MGC2817 ex1R
MGC2817 ex2F
MGC2817 ex2R
MGC2817 ex3F
MGC2817 ex3R

MGC2817 ex4aF
MGC2817 exdaR

MGC2817 ex4F
MGC2817 ex4R
MGC2817 ex5F
MGC2817 ex5R
MGC2817 F3
MGC2817 R

ATCTTGAGCCCATACTTGCG
GAGAATAAACCCTCGACTCC
TGCACTTATTAAAAGCTGAG
AGCCTTAAACACTTTGCCTG
TTGGAAGGGCAGCACTCAG
CTGCTCTTTGCTCTTACAGG
CAGTACCAGCAGATGTAGCG
TGGTCCTTCAGTTGGTACG
CCAGTGCCCTTCCTCCTCCT
CAGCTTGACCGAGGGGCTGG
CAAACTGGGTGCTGGGTGAT
ACAGACCCTGGAATCAAGTA
TAAGGTTGGAATGTTTGTTT
AAACTGCTGAAACGGTGGAA
TGCTAAATGCCATTGTGATGA
GCCTGGTGTCTCCATAAAGC
AGTTATTCAGTTCTCCAGA
TAGAAATAGAAGGTGTGGTA
GCAACACAGACCATAGAAT
GCTCGGATGGATTGCTACCT
CAAGCCCGAGGTAATTGTGT
CGTAATCCTGCAAAGGGAAA

Tabelle 2.8: Oligonukleotide fiir die Sondenherstellung

Name Sequenz 5 - 3’

PRDM13 S1 F AAACCCAGCAGCCACTTCTA
PRDM13 S1 R CTCGGACACTTCTCCTCCAG
PRDM13 S2 F CCGGTTAAAAGGCAACTTGA
PRDM13 S2 R CAAAGGCCTTGAGTTTCAGG
PRDM13 S3 F GCGGTGATTTTCGTTTTTGT
PRDM13 S3 R GGCACTGGTGAATCAAAGGT

25
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PRDM13 54 F
PRDM13 54 R
PRDM13 S5 F
PRDM13 S5 R2
PRDM13 S6 F
PRDM13 S6 R
PRDM13 4F5
PRDM13 4R6
PRDM13 S8 F2
PRDM13 S8 R
PRDM13 S9 F
PRDM13 S9 R

TTTGACTCCCACACTCCACA
TGAGAGCATCCTCCCTGAGT
GTGAGAAGGCATGGGTGATT
ACCTCCTGGGTTCTCTTGGT
CTGGAGGAATCTTCGTTGG
AGGAAGTGCCCTTGTCCTC
GGCCACCTGTGCCTCTACTG
CAATGGGGCAAGGAGTAGTC
TTCTGCTGTCAGTATTGGTCCT
AGTCACATCCAGACCCTTGG
CAATGGCAGGGGAAAAAGTA
CTGGAAAGCCAGTGGAGAAG

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.9: Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller
0,1 ml, 0,5ml, 1 ml, 5 ml, 10 ml, Eppendorf AG, Hamburg,
25 ml Combitips Deutschland

1 ml Spritzen

1,5 ml Reaktionsgefafie

10 ul, 100 pl, 1000 pl Pipetten-
spitzen

10 ml Plastikpipetten

15 ml Reaktionsgefifle

2 ml Reaktionsgefafe

Becton Dickinson GmbH, Heidel-
berg, Deutschland

SARSTEDT AG & Co., Nium-
brecht, Deutschland

Omnitip, Warschau, Polen

SARSTEDT AG & Co., Num-
brecht, Deutschland
SARSTEDT AG & Co., Num-
brecht, Deutschland
SARSTEDT AG & Co., Num-
brecht, Deutschland



20-, 27-gauge Kantilen

5 ml, 10 ml, 20 ml Glaspipetten

50 ml Reaktionsgeféfle

Amersham Hybond-XL Membran

Einmalhandschuhe

Einweg-Pasteurpipetten

Glas-Pasteurpipetten

Glaswolle extra fein

Medical X-ray Filme

Nitril-Handschuhe

Nylon Hybond Membran

PCR-Reaktionsgefafle

Sephadex G25 superfine

Vernichtungsbeutel VB20

Whatman Papier
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Becton Dickinson GmbH, Heidel-
berg, Deutschland

SARSTEDT AG & Co., Num-
brecht, Deutschland
SARSTEDT AG & Co., Nim-
brecht, Deutschland

GE Health Life Science, Bucking-
hamshire, UK

Carl Roth GmbH & Co, Karlsru-
he, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsru-
he, Deutschland

BRAND GmbH & Co KG, Wert-
heim, Deutschland
Glaswarenfabrik ~ Karl ~ Hecht
GmbH & Co KG, Sondheim,
Deutschland

CUREX AGFA-Gevaert N.V.,
Mortsel, Belgien
VWR  International = GmbH,

Darmstadt, Deutschland

GE Health Life Science, Bucking-
hamshire, UK

Biozym Scientific GmbH, Olden-
dorf, Deutschland

GE Health Life Science, Bucking-
hamshire, UK

A. Hartenstein GmbH,
burg, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsru-
he, Deutschland

Wiirz-
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Tabelle 2.10: Gerate

Gerat Hersteller
10 ul, 100 ul, 1000 pl Eppendorf Eppendorf AG, Hamburg,
Research Pipetten Deutschland

AcculJet
Agarosegelelektrophorese  Gel-
kammer Blue Marine 200
Elektrophoresegerat Mini-
Protean

Folienschweiflgerat Folio
Geldokumentation BioStep Dark
Hood

Heizblock

Heraeus Megafuge 1.0R
Kapillarsequenzierer 3130xl Ge-
netic Analyzer
Kontaminationsmonitor LB 122
Magnetriithrer
Mikroliterzentrifuge Heraeus Pico

Mikrowelle Kor-6D07 DAEWOO

Mikrozentrifuge

BRAND GmbH & Co KG, Wert-
heim, Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Inc., Her-
cules, USA

SEVERIN Elektrogerite GmbH,

Sundern, Deutschland

BioStep ~ GmbH,  Jahnsdorf,
Deutschland
VWR  International = GmbH,

Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Applied Biosystems, Inc., Carls-
bad, USA

Berthold Technologies GmbH &
Co. KG, Bad Wildbad, Deutsch-
land
VWR
Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsru-
he, Deutschland

Electronics Europe GmbH, Butz-
bach, Deutschland

Labnet

GmbH,

International
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NanoDrop ND-1000

pH-Meter

Prézisionswaage SBC 52

Schittelinkubator CertomatR
und CertomatHK

Schuttelwasserbad 1083

Thermocycler T3000 und T
GRADIENT

Thermomixer compact

Tisch- und Kiihlzentrifuge Cen-
trifuge 5415 R

Vortex Genie 11

Waage Adventurer

Wasserbad

Wasserdestillierapperat

Wippschiittler

Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Wilmington, USA

Schott
Mainz, Deutschland

Scaltec Instruments GmbH, Go6t-
tingen, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsun-
gen, Deutschland

GFL - Gesellschaft fiir Labortech-
nik mbH, Burgwedel, Deutsch-
land

BIOMETRA GmbH, Gottingen,
Deutschland

GmbH,

Instruments

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
Scientific Industries Inc., New
York, USA

OHAUS, Néanikon, Schweiz

GFL - Gesellschaft fiir Labortech-
nik mbH, Burgwedel, Deutsch-
land

GFL - Gesellschaft fiir Labortech-
nik mbH, Burgwedel, Deutsch-
land
VWR
Darmstadt, Deutschland

GmbH,

International
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2.1.9 Software

Tabelle 2.11: Software

Programm Hersteller
ArgusX1 V4.0.81 biostep GmbH, Jahnsdorf,
Deutschland

Chromas

GeneMapper ® Software v3.7

Nanodrop ND-1000 v.3.5.2

Technelysium Pty Ltd, South

Brisbane, Australien

Applied Biosystems, Inc., Carls-

bad, USA

Thermo Fisher Scientific, Hud-

son, USA

2.1.10 Restirktionsfragmente Southern Blot

Tabelle 2.12: Restriktion

Restriktion
Sonde

Verdau 1 Asel &
Sacl

Verdau 2 Ndel &
Sacl

1

chr6 100049431
chr6 100050775
chr6 100050775
chr6 100052086
chr6 100052429
chr6 100054539
chr6 100054539
chr6 100056977
chr6 100056977
chr6 100060144
chr6 100056977
chr6 100060144

chr6 100049431
chr6 100050662
chr6 100050775
chr6 100055641
chr6 100050775
chr6 100055641
chr6 100055641
chr6 100056977
chr6 100056977
chr6 100058815
chr6 100058815
chr6 100060443

30
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7 chr6 100060144 chr6 100060443
chr6 100062888  chr6 100062888

8 chr6 100060144 chr6 100060443
chr6 100062888  chr6 100062888

9 chr6 100062888 chr6 100062888

chr6 100063902  chr6 100064965

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Aufreinigung aus Lymphozyten

Die DNA-Praparation wurde nach Protokoll des Herstellers mit dem Flexi-
Gene DNA Kit (Qiagen) aus Vollblut vorgenommen.

2.2.1.1 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wird spektrophotometrisch mit Hilfe des Nano-
Drops ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Es werden 2 ul DNA-
Losung gegen Wasser als Referenz in einem Absorptionsspektrum von 220

bis 750 nm vermessen. Die Konzentration wird in ng/pl angegeben.

2.2.2 Mikrosatellitenanalyse

Mikrosatelliten, auch bekannt als short tandem repeats (STR), sind kurze
und polymorphe DNA loci, die aus repetitiven Sequenzen mit zwei bis sieben
Nukleotiden bestehen. Die Anzahl an Wiederholungen in einem bestimmten

Locus kann variieren und resultiert in Allelen unterschiedlicher Lange.

2.2.2.1 Typisierung der Mikrosatelliten mittels Fragmentlangen-

analyse

Die Typisierung der Mikrosatelliten wird mittels Fragmentlangenanalyse durch-
gefithrt. Die einzelnen Mikrosatellitenloci werden hierzu mit Hilfe von fluo-
reszenzmarkierten, die DNA-Sequenz der Marker flankierenden Primerpaa-

ren amplifiziert und am Sequenziergerat durch Kapillarelektrophorese aufge-
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trennt. Anhand der Fragmentlingen werden die unterschiedlichen Allele der

einzelnen Loci nachgewiesen [Leeb et al., 2005].

2.2.2.2 Amplifikation der Fragmente mittels Polymerase-Ketten-
Reaktion PCR

Die gewtinschten DNA-Fragmente werden iiber PCR aus der DNA verviel-
faltigt. Die eingesetzten Primer sind Tabelle 2.6 zu entnehmen.

Um ein fluoreszenzmarkiertes Produkt zu erhalten, werden die Vorwarts-
primer fir die Mikrosatellitenanalyse am 5 Ende mit einer M13(-21) Uni-
versalsequenz (5" TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’) versehen und der
universelle Fuoreszenzfarbstoff FAM, ebenso mit M13(-21) versehen, zugege-
ben [Schuelke, 2000]. Dabei wurden die Vorwértsprimer im Verhéltnis 1:4 zu
dem FAM-Primer und mit einem Gesamtvolumen von 1 pl eingesetzt. Ein

PCR-Ansatz wird fiir ein Endvolumen von 50 pl auf Eis angesetzt.

10 x PCR Puffer 5l
dNTP Mix (je 2,5 mM) 2l
Primer vorwérts (5 mM) 1l
Primer rickwérts (5 mM) 1yl
Tag-Polymerase (5 U/pl) 0,7 nl
DNA 100 ng
AD.H, O 50 pl

Die PCRs werden mit folgendem Programm im Thermocycler T3000
(BIOMETRA GmbH) durchgefiihrt:

95°C 3 min

95 °C 30 sec

TA 30sec  x30
72°C 1 min/kb

95 °C 30 sec

54°C 30 sec x 7
72°C 1 min/kb

72°C 5 min

15°C 00
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Bei den PCRs zur Vervielfiltigung der Mikrosatelliten wird nach dem
Annealing noch ein weiterer Annealingschritt fiir den FAM Primer einge-
fithrt. Dieser findet bei 54°C Annealingtemperatur statt und besteht aus
sieben Zyklen. Um eine spezifischere Primerbindung zur erreichen, kann eine
Touchdown-PCR durchgefiihrt werden.

2.2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Zur Kontrolle der PCR werden die Produkte nach der Reaktion durch eine
Agarosegelelektrophorese hinsichtlich des Molekulargewichts der DNA auf-
getrennt. Daflir werden Agarosegele mit einer Endkonzentration von 0,6-
1,5% Agarose (BioZym) in TBE-Puffer hergestellt. Zu der aufgewarmten
Loésung wird ein Tropfen Ethidiumbromid-Losung (AppliChem) pro 100 ml
Gel zugegeben. Die PCR-Anséitze werden auf das auspolymerisierte Gel mit
5pl 5 x DNA-Ladepuffer in die Taschen gefillt. Zuséatzlich wird ein DNA-
Langenstandard (Fermentas Life Sciences) aufgetragen. Die Auftrennung er-
folgt in der Gelkammer Blue Marine 200(SERVA Electrophoresis GmbH)
bei 100-180 V. Die DNA wird unter ultraviolettem (UV)-Licht in der ,Dark
Hood*“ (BioStep) mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid (App-
liChem) bei einer Wellenlénge von 312 nm detektiert und anschlieBend mit
der Software ArgusX1 V4.0.81 (BioStep) dokumentiert.

2.2.2.4 Analyse im Kapillarsequenzierer

Anschliefend wird 1 pl der Proben in eine Mikrotiterplatte pipettiert mit
62,5% (v/v) Formamid und 12,5% (v/v) Gene Scan™ 500 Rox™ GroBen-
standard mit 25% (v/v) zugehorigem Ladepuffer versetzt und in den Kapil-
larsequenzer gegeben.

Die Analyse im Kapillarsequenzer 3130x1 Genetic Analyzer (Applied Bio-
systems) erfolgte unter folgenden Bedingungen: Die Kapillartemperatur wird
auf 50°C festgelegt, die Denaturierung erfolgt bei 90°C fiir 120 Sek., die Sepa-
ration findet bei einer Spannung von 4,8kV fir 40 Min. statt. Die Auswertung
erfolgt mit Hilfe des Programmes GeneMapper ® Software v3.7 (Applied Bio-

systems).
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2.2.2.5 Haplotypenkonstruktion und -analyse

Die Haplotypen wurden durch eine Segregionsanalyse der Familien erstellt.
Hierbei werden die Mikrosatelliten bestimmt, die jeweils lediglich vom Vater
beziehungsweise von der Mutter vererbt worden sein kénnen. Ist eine sichere
Zuordnung nicht moglich, ist der Marker fiir dieses Individuum nicht informa-
tiv. Anschliefend werden die Haplotypen mit den Phénotypen abgeglichen
und auf eine Korrelation untersucht. Um die Zufallswahrscheinlichkeit fiir
den erstellten Haplotypen in der Gesamtpopulation zu bestimmen, wurde
die Héaufigkeit der einzelnen Marker in einer Stichprobe bestimmt und an-

schliefend multipliziert.

2.2.3 Sequenzierung von genomischer DNA

Zur Durchfiihrung einer Sequenzanalyse der genomischen DNA wird wie folgt
sequenziert: Zuerst wird eine PCR ausgefiihrt wie in Abschnitt 2.2.2.2 be-
schrieben. In Tabelle 2.7 sind die verwendeten Primer aufgelistet. Um das
PCR Produkt von iiberschiissigen Nukleotiden und nicht eingebauten Pri-
mern aufzureinigen, wurde das Produkt mit der arktischen, alkalischen Pho-
phatase AAP (New England BioLabs) und der Exonuclease I Exo (New Eng-
land BioLabs) verdaut. Das jeweilige Temperaturoptimum dieser Enzyme
liegt bei 37°C, bei 80°C werden sie deaktiviert. Auf Eis wurden folgende

Komponenten zusammenpipettiert:

0,1 ul Exo
0,25 nl AAP
3,65 nl H,0O

0,5-1,0 pI PCR Produkt

Die Menge an PCR Produkt richtet sich nach der Stérke der Banden
auf dem Agarosegel. Unmittelbar nach dem Pipettieren werden die Proben
gemischt und in den Thermocycler T3000 (BIOMETRA) gestellt.

37°C 15 Minuten

Die Proben inkubieren nun bei
80°C 15 Minuten.

Nach Ablauf des Programms werden die Proben auf Eis gestellt und fol-
gende Komponenten des BigDye® Cycle Sequencing Kits (Applied Biosys-
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tems) zugegeben:
2l 5x Puffer

1,7l HyO
0,3 pl  Big Dye

1ql Sequenzierprimer

Die Reaktion wird daraufthin mit folgendem Programm gestartet:
94°C 3 min

94°C 30 s
58°C 30s x30
60°C 3 min
60°C 5 min

AnschlieBend wird die DNA mit 2pl Natriumacetat und 50ul 100%-igem
Ethanol (J.T. Baker) bei 4000 rpm fiir 20 Minuten gefillt. Der Uberstand
wird verworfen und die DNA mit 70pl 70%-igem Ethanol gewaschen und
erneut abzentrifugiert. Nach kurzen Trocknen an der Luft wird die DNA in
15 pul Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems) resuspendiert und in eine 96-
Well-Platte iiberfiihrt. Die Analyse erfolgt in einem automatischen Kapillar-
sequenzierer 3130x] Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Die Sequenzen
werden mit dem Programm Chromas (Technelysium Pty Ltd) oder Gene-

Mapper ® Software v3.7 (Applied Biosystems) ausgewertet.

2.2.4 Southern Blot Analyse

Beim Southern Blot werden DNA Fragmente mittels Kapillarkraften auf eine
Nylon Membran iibertragen und anschlieBend mit einer radioaktiv markier-
ten Sonde detektiert.

2.2.4.1 Restriktionsverdau genomischer DNA

Durch einen Restriktionsverdau werden die Fragement zur anschlieBenden
Fragmentanalyse hergestellt.

Hierfiir werden 10pg Patienten-DNA und DNA eines gesunden Probanden
in 1/10 Volumen des von Biolabs empfohlenen 10x Restriktionspuffers (New
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England BioLabs) verdaut. Zur Stabilisierung der Enzyme wird 1/100 des
Volumens 100x BSA Losung (New England BioLabs) zugegeben. Pro ng DNA
werden je 1,5 Units des einzelnen Enzyms eingesetzt. Dieser Reaktionsansatz
wird tiber Nacht bei 37°C im Wasserbad (GFL-Gesellschaft fiir Labortechnik
mbH) verdaut.

2.2.4.2 Radioaktive Markierung der Sonden

Die Sonden fir die Hybridisierung werden iiber PCR Amplifizierung erstellt
(s. S. 2.2.2.2) und iiber Gelextraktion mit Hilfe des Nucleospin Extractkit
(Marcherey & Nagel) isoliert. Die aus dem Gel isolierten Sonden werden mit
[ -32P] dCTP markiert (Hartmann). Dafir werden 50ng der Sonde mit TE
Puffer auf 50pl aufgefiillt und bei 95°C fiir 5 Minuten im Heizblock (VWR In-
ternational GmbH) denaturiert. Anschlieffend wird die Sonde auf Rediprime
ITI DNA (GE Health Life Sience) gegeben, 5pl der Radioaktivitat zugegeben,
alles grindlich gemischt und eine Stunde bei 37°C im Heizblock (VWR Inter-
national GmbH) inkubiert. Danach wird 50ul TE Puffer zur Sonde gegeben.
Die Markierung der Sonden wird iiber Gel Filtration mittels G25 Sephadex
(GE Healthcare) Séule gereinigt und dabei von nicht gebundenem [a-32P]
dCTP befreit. Vor der Hybridisierung werden die Sonden ein weiteres Mal
fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert.

2.2.4.3 DNA Transfer

Fir den Southern Blot werden 80ul der verdauten DNA elektrophoretisch
auf einem 0,6% (w/v) Agarose Gel mit Ethidiumbromid bei 100V fiir etwa
fiunf Stunden aufgetrennt (Gelkammer: Blue Marine 200, SERVA Electro-
phoresis). Zur Herstellung des Gels, sowie als Laufpuffer wird TBE Puffer
verwendet. Zur eingesetzten DNA werden 8pl Ladepuffer gegeben. Um die
Grofle der aufgetrennten Transkripte bestimmen zu kénnen, wird parallel zu
den Proben 5ul DNA Groflenstandart GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fer-
mentas Life Sciences) auf das Gel aufgetragen. Das im Laufpuffer enthaltene
Ethidiumbromid interkaliert zwischen die DNA Fragmente und flouresziert
unter UV-Licht (Geldokumentation: BioStep Dark Hood, biostep GmbH).
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Intakte DNA sollte einen einheitlichen Schmier zeigen. Um die Grofle der
Banden nach dem Blotten auf der Membran noch bestimmen zu konnen,
wird ein Groflenmarker an dem Gellauf angelegt. Mit der Software ArgusX1
V4.0.81 (biostep GmbH,) wird das Gel anschlieBend dokumentiert.

Die DNA wird tber Nacht mittels der aufwértsgerichteten Kapillarkraft
des 0,4x NaOH auf eine Nylon Hybond Membran (GE Health Life Science)
iibertragen. Der typische Aufbau eines Souther Blot besteht aus einer Schale,
die mit 0,4x NaOH gefiillt wird und einer Platte, die als Briicke iiber die Scha-
le gelegt wird. Dariiber liegt dickes mit NaOH getranktes Wathmannpapier
(Carl Roth GmbH), darauf das Elektrophoresegel, die Nylonmembran, sowie
jeweils zwei Lagen angefeuchtetes diinnes und dickes Wathmannpapier. Den
Abschluss bilden ein trockenes dickes Wathmannpapier, sowie mehrere Lagen
saugfahiger Zellstoff. Dann folgt eine weitere Platte, die mit einem zuséatzli-
chen Gewicht beschwert wird. Auf diese Weise entsteht die aufwértsgerichtete
Kapillarkraft. Dieser Aufbau wird iiber Nacht stehengelassen. Anschliefend
werden die Taschen des Gels auf der Nylonmembran markiert. Diese wird
dann kurz in 2x SSC geschwenkt und bis zur Verwendung zwischen zwei

Wathmannpapieren gelagert.

¢ ——  Gewicht

——  Zellstoff

Whatmanpapier
[ | —  Gel
Briicke

I stee

Abbildung 2.1: Aufbau Southern Blot

2.2.4.4 Hybridisierung der Sonden

Die DNA wird zunachst in Church Puffer bei 65°C fiir mindestens eine Stun-
de in einem schwenkenden Wasserbad vorhybridisiert, um spezifische Bin-
destellen abzudecken. Anschlieflend wird die markierte Sonde (s. Abschnitt



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 38

2.2.4.2) zu 50ml Church Puffer gegeben, gut gemischt und dann tber den
Blot gegeben. Dieser wird iiber Nacht bei 65°C hybridisiert.

2.2.4.5 Waschung der Membran

Nach der Hybridisierung wird der Blot bei 65°C jeweils 15 Minuten erst in
2x SSPE mit 0,1% SDS, dann in 1x SSPE min 0,1% SDS und wenn noch
ausreichend Radioaktivitat vorhanden ist, in 0,5x SSPE mit 0,1% SDS gewa-
schen. Nach diesen Waschschritten wird der Blot in Folie eingeschweifit und
bei -80°C ein X-Ray Film (CUREX AGFA-Gevaert N.V.) fir funf bis sechs
Tage aufgelegt.

2.2.4.6 Exposition und Entwicklung der X-Ray-Filme

Nach der Expositionszeit von fiinf bis sechs Tagen werden die Filme per
Hand entwickelt. Hierfiir wird der Film zunachst in Entwicklerlosung G153
(AGFA-Gaevert N.V.) fiir mehrere Sekunden bis Minuten, je nach Signal-
starke, getaucht. Die Reaktion wird kurz mit Wasser gestoppt und der Film
anschlieBend mit G354 Fixer (AGFA-Gaevert) fixiert. Nach dem Abwaschen

der Fixierlosung konnen die erhaltenen Banden ausgewertet werden.
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Ergebnisse

3.1 Kopplungsanalyse von acht neuen Famili-

en mit North Carolina Makuladystrophie

In dieser Arbeit wurden insgesamt 54 NCMD-Patienten aus acht bisher mo-
lekulargenetisch nicht untersuchten Familien und acht solitaren Patienten ge-
notypisiert (Tab. 2.1.1). Um untersuchen zu konnen, ob die neuen untersuch-
ten Familien ebenfalls denselben Haplotypen tragen wie die bereits veroffent-
lichten Familien und damit vermutlich die gleichen gemeinsamen Vorfahren
haben, wurde die bereits publizierte Familie W als Vergleich genotypisiert.
Um die Phase bestimmen zu kénnen wurden erkrankte Individuen aus drei
Generationen einbezogen. Bei Familie W wurden die acht polymorphen Mar-
ker Tetrab, Tetra2, Di5, Dil0, Tri2, Di25, Di27 und Penta2 bestimmt (Abb.
3.1 und Tab. 3.1). Aulerdem wurden 18 Personen als gesunde Vergleichs-
gruppe genotypisiert. Zur Lage der Mikrosatelliten in der Kandidatenregion
auf Chromosom 6 siehe Abbildung 2.2. In Familie K (Abb. 3.1) konnten vier
der betroffenen Personen in fiinf Markern untersucht werden. Vier Marker
stimmen bei den erkrankten Individuen mit dem Haplotypen der Familie W
(Abb. 3.1) tberein. Lediglich der zentromerwérts liegende Marker Tetra2
unterscheidet sich vom Haplotypen der Familie W. Auch in Familie D (Abb.
3.1) wurde der Haplotyp von Familie W (Abb. 3.1) in fiinf Markern und

an acht erkrankten Familienmitgliedern iiber drei Generationen bei Betroffe-

39
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nen nachgewiesen. Des Weiteren wurden vier gesunde Personen der Familie
mituntersucht. Bei ihnen konnte der krankheitsassoziierte Haplotyp nicht ge-
funden werden. Der Haplotyp von Familie J (Abb 3.1) stimmt ebenso mit
dem der Familie W iiberein. Hierflir wurden zwei erkrankte Personen aus
zwei Generationen in vier Markern genotypisiert.

Auch in Familie ST (Abb. 3.1) konnte der krankheitsassoziierte Haplotyp
beschrieben werden, der mit Familie W tibereinstimmt. Familienmitglieder
mit unklarer Diagnose wiesen diesen Haplotypen nicht auf. Es wurden drei
Individuen betrachtet, wobei zwei der Individuen eineiige Zwillinge waren
und damit genetisch identisch sind.

Die zwei erkrankten und genotypisierten Geschwister in Familie F (Abb
3.2) tragen einen gemeinsamen Haplotypen, der bis auf den Marker Tetrab
von Familie W differiert. Eine Kopplung an die MCDR1 Region kann somit
vorliegen. Die Héaufigkeit des Markers Tetrab mit der Eigenschaft der Fami-
lie W (17 Wiederholungen) in der Allgemeinbevolkerung liegt bei 62% (Abb
3.5). Somit ist die Aussage, dass dieser Marker zufillig die Eigenschaft der
anderen Familien tragt als wahrscheinlich anzunehmen. Dass dieser Haplotyp
aus Rekombinationen des anzestralen Haplotypen hervorgegangen ist, ist je-
doch nicht auszuschlieen. Die DNA der betroffenen Mutter lag nicht vor. Bei
Familie S (Abb. 3.2) wurde je ein Betroffener aus zwei aufeinander folgenden
Generationen genotypisiert. Daraus der lasst sich ein Haplotyp konstruieren,
den die beiden untersuchten betroffenen Individuen teilen. Dieser stimmt al-
lerdings nicht in allen Markern mit dem Haplotypen der Familie W tiberein.
Drei Marker sind zwischen beiden Familien identisch (Dil0, Tri2, Di27). Die
Marker Dil0 und Tri2 liegen benachbart auf dem Chromosom, weshalb dieser
Haplotyp theoretisch durch Rekombinationsereignisse aus dem Haplotypen
der Familie W hervorgegangen sein konnte. Der Marker Di5 ist in Familie
S nicht informativ. Mit dem beschriebenen Haplotypen liegt eine Kopplung
auf Chromosom 6 nahe. Eine Erstellung des Haplotypen war in Familie R
(Abb. 3.3) auf Grund vieler nicht-informativer Marker nicht moglich. Ein
Vorhandensein des anzestralen Haplotypen lasst sich mit den vorliegenden
Daten weder ausschlieen noch bestédtigen. Mit dieser Datenlage ist keine

weitere Auswertung der Familie moglich. In Familie WA (Abb. 3.4) konn-
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Di27 37.39 40f35 40la7 3935 40039
Penta2 19.17 17}13 1713 1319 1713

Tetras 1717
Tri2 1a]12
Di27 140539
Penta2 17]18

Tetras
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Abbildung 3.1: Stammbéume der Familie W sowie der Familien mit dem gemeinsamen, mit
NCMD assoziierten Haplotyen A) Familie W, B) Familie K, C) Familie D, D) Familie J,
E) Familie ST. Die bekannte Familie W ist grau hinterlegt. Die Marker sind von 6cen nach
6qtel sortiert (von oben nach unten) und stehen unter jedem Individuum. Der krankheits-
assoziierte Haplotyp ist mit einem schwarzen Balken markiert. Erkrankte Personen sind
durch ein dunkles Viereck (Méanner) oder einen dunklen Kreis (Frauen) gekennzeichnet.
Gesunde Personen sind durch helle Symbole dargestellt Familienmitglieder mit unklarer
Diagnose sind mit einem ,,?“ und gestorbene durch ein ,,/“ markiert.
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te nur ein erkranktes Individuum und zwei gesunde Individuen untersucht
werden. Der mit diesen Daten erstellte Haplotyp stimmt im Marker Tetrab
mit dem beschriebenen anzestralen Haplotypen iiberein. In der Allgemein-
bevolkerung konnte der Marker mit der Eigenschaft 17 Wiederholungen bei
62% beschrieben werden. Somit ist auch hier die Zufalligkeit derselben Ei-
genschaft als wahrscheinlich anzunehmen. Der Haplotyp kann jedoch eben-
so durch Rekombinationen aus dem anzestralen Haplotypen hervorgegangen
sein. In Familie EL. (Abb. 3.4) konnte lediglich eine Person genotypisiert
werden, da keine weitere DNA vorlag. Damit ist die Erstellung eines Haplo-
typen nicht moglich. Aulerdem wurden noch Einzelpersonen (Abb. 3.4)
untersucht. Eine Haplotypisierung ist nur moglich, wenn Informationen iiber
Verwandtschaftsbeziehungen eingeholt oder weitere erkrankte Personen ana-

lysiert werden kénnen.

A B

Familie F ‘ Familie S

Tetra2
Tetrab
Di5

Di10
Tri2
Di25
Di27
Penta2
Tetra2 Tetra2
Tetra5 Tetra5
Di5 Di5
Di10 Di10
Tri2 Tri2

Di25
Di27
Penta2

Di25
Di27
Penta2

Abbildung 3.2: Stammbaum der Familie F und S A) Familie F, B) Familie S. Markersor-
tierung 6cen nach 6qtel (von oben nach unten), weitere Legende s. Abb. 3.1

Insgesamt wurden vier weitere Familien (K, D, J, ST) mit dem bekann-
ten anzestralen Kernhaplotypen gefunden (Tab. 3.1). AuBlerdem wurden
zwei Familien mit einem differenten, aber mit der Erkrankung segregieren-

den Haplotypen gefunden (Familie F und S).
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A

Familie R

Tetra2 18-18

Tetra5 16-17

Di5 18-19

Dil0 26-28

Tri2 12-14

Di23 46-46

Di27 35-40

Penta2 13-18

Tetra2 18-19 18-19

Tetras 17-16 17-16 16-16
Di3 19-18 19-19 18-19
Dil0 28-26 28-28 26-26
Tri2 14-14 14-12 12-14
D125 46-46 46-46 46-46
Di27 40-35 40-37 35-35
Penta2 13-13 13-17 13-18

Abbildung 3.3: A) Stammbaum der Familie R. Markersortierung 6cen nach 6qtel (von
oben nach unten), weitere Legende s. Abb. 3.1

A Familic WA D_O B Familic EL [:1740

1 O O O

Tetra2 1517 16-17 Tetras
Tri2 12-12 14-12 Tri2
Diz7 327 36-37 Diz7
Penta2 18-18 13-18 Penta2

~
C Ein zelpersonen

2 3 4 5 @

1 2 : Zt 8

Tetrah 18-16 16-17 15-15 17-18 17-16 17-16 16-16 1716
Triz 12-14 128 14-12 158 15-15 14-9 14-14 14-14
Di27 37-36 2744 40-36 37-38 37-39 35-35 35-37 40-40
Penta2  13-18 13-18 13-18 17-13 17-18 17-13 1313 17-13

Abbildung 3.4: Einzelpersonen. A) Familie WA, B) Familie EL, C) Einzelpersonen ohne
bekannte Verwandtschaftsbeziehungen. Markersortierung 6cen nach 6qtel (von oben nach
unten), weitere Legende s. 3.1
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Tabelle 3.1: Haplotypen der Familien. Markerloci sind von 6cen nach 6qtel (oben nach
unten) sortiert, Familien sind in Spalten dargestellt. Der angenommene ancestrale Haplo-
typ ist dunkelgrau markiert. Bei nicht informativen Markern sind beide Allele angegeben
worden. Nicht bei allen Familien bestimmte marker sind in Klammern angegeben.

Familie | w1 g b, 5 sT| 8 F
Locus
Tetra2 15 (25) 4 21
Tetrab 17 17 16 17
Di5 19 (19) 20/22 | 18/19
Dil0 28 (28) 28 | 26/28
Tri2 14 14 14 12
Di25 46 (46) 44 48
Di27 40 40 40 37
Penta2 17 17 13 18

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass bei allen Familien, die den
Haplotypen der Familie W teilen, der Marker Tetra2 nicht mit Familie W
iibereinstimmt. Dieser Unterschied fiithrt zur Eingrenzung der genomischen
Region um 60 Basenpaare am centomeren Rand der Region MCDRI. In
dieser Region sind bislang keine Gene beschrieben. Als Ursache fiir diese
Verédnderung zwischen den Familien ist ein Rekombinationsereignis in der
Meiose anzunehmen.

Um die Haufigkeit des mit der Krankheit assoziierten Allels unter ge-
sunden Indiuviduen abschétzen zu konnen, wurde zusatzlich bei gesunden
Probanden (n = 20) die Wiederholungen der STR der vier Marker Tetra2,
Tri2, Di27 und Penta2 erhoben, die Haufigkeit der Allelverteilung bestimmt
und mit der Allelverteilung aller erkrankten Personen verglichen, bei denen
ein Haplotyp erstellt werden konnte (Abb. 3.5). Wahrend die erkrankten
Personen im Marker Tetrab in der Mehrzahl 17 Wiederholungen (92% der
Erkrankten) hatten, trugen 62% der normalen Chromosomen dieses Merk-
mal. Der Marker Tri2 war assoziiert mit 14 (85%) Wiederholungen bei NCMD
Chromosomen. Normale Chromosomen trugen nur in 28% der Félle diese Ei-
genschaft. Auch im folgenden Marker Di27 dominierte bei Betroffenen (55%)
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eine Wiederholungsanzahl (40 Wiederholungen), wohingegen die Personen
der Stichprobe eine grofiere Streuung auf verschiedene Wiederholungsanzah-
len aufwiesen und lediglich 15% die Anzahl 40 Wiederholungen trugen. Mit
einer eindeutigen Dominanz mit 92% bei NCMD Chromosomen wurden im
Marker Penta2 17 Wiederholungen dargestellt. Im Gegensatz dazu trugen
nur 20% der Stichprobe diese Eigenschaft. Anhand dieser Haufigkeiten lasst
sich errechnen, dass die Zufallswahrscheinlichkeit der gesunden untersuchten
Personen fiir die bei NCMD dominierende Kombination 17-14-40-17 (Tetra2,
Tri2, Di27, Penta2) bei 0,63% liegt.
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90 90
80 80
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. B0 o &= |
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Abbildung 3.5: Haufigkeiten der Allele der vier Mikrosatellitenmarker Tetra2, Tri2, Di27
und Penta2; A) Tetra2, B) Tri2, C) Di27, D) Penta2. Legende rechts, Haufigkeiten in % in
der Grafik. Wildtypen sind hellgrau, krankheitsassoziierte Allele sind dunkelgrau darge-
stellt. Die Wiederholungsanzahl des Markers ist horizontal unter der Grafik in absoluten
Zahlen angegeben.
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3.2 Mutationsanalyse in den Genen FAXC
und PRDM13

3.2.1 Sequenzanlayse der Gene FAXC und PRDM13

Familie S (Abb. 3.2) besitzt einen von den anderen Familien und Familie W
(Abb. 3.1) differenten Haplotypen, der dennoch mit der MCDR1 Region auf
Chromsom 6 zu segregieren scheint. Damit konnte es sein, dass diese Fami-
lie eine von der Griindermutation unabhangig entstandene Mutation tragt.
Da es sich bei Familie S um eine andere Mutation handeln kénnte, konnte
die Sequenzanalyse der Gene der MCDRI1 Region dieser Familie zielfithrend
sein. Deswegen wurde eine solche Analyse mit Familie S durchgefiihrt. Dafiir
wurden die Gene FAXC und PRDM13 herangezogen. Als Kontrolle wur-
de die DNA eines gesunden Probanden ebenfalls sequenziert und mit dem
NCMD Patienten verglichen. Hierbei wurden in der DNA des gesunden Pro-
banden heterozygot die SNPs rs221527, rs330843, rs9494877 und rs73500737
nachgewiesen (Abb. 3.6). In der DNA des NCMD Patienten konnten keine

Mutationen oder SNPs identifiziert werden.

3.3 Chromosomale Rearrangmentanalyse des
Gens PRDM13

Um chromosomale Rearrangements wie beispielsweise eine Inversion oder
Deletion zu detektieren, wurde eine Southern Blot Analyse durchgefiihrt. Es
wurde das Gen PRDM13 mit neun Sonden und zwei Enzymkombinationen
untersucht. Es wurde jeweils DNA aus der publizierten Familie W (NCMD)
mit der DNA eines gesunden Individuums verglichen (Abb. 3.7, Abb. 3.8,
Abb. 3.9). Hierbei wurden bei Verdau 1 die Restrinktionsenzyme Asel und
Sacl, sowie bei Verdau 2 die Enzyme Ndel und Sacl verwendet. Blots, die mit
den Sonden 1, 2, 3, 5, 6, 8 oder 9 markiert wurden, zeigten die erwarteten
Banden und wiesen daneben keine Abweichungen auf. Hingegen konnen im

mit Sonde 4 bearbeiteten Blot sowohl ein starker Hintergrund, als auch eine
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Abbildung 3.6: Sequenzanalyse A) PRDM13, B) FAXC; Sequenzierte Bereiche sind als
hellblaue Balken gezeichnet, detektierte SNPs sind durch Pfeile markiert, die Exonstruktur
ist mit schwarzen Balken dargestellt, die Konservierung ist mit einer dunkelblauen Kurve
angegeben, deren Fléche positiv zur Konservierung korreliert.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 48

zusatzliche Bande detektiert werden. Diese unerwartete Bande liegt bei dem
NCMD Patienten, sowie bei der Kontrollperson vor. Deswegen ist von keiner
NCMD zugrundeliegenden genetischen Aberration auszugehen. Eine Unspe-
zifitdt des eingesetzten Verdauungsenzyms ist viel mehr anzunehmen, die zu
einer zuséatzlichen Schnittstelle in der DNA gefiithrt hat. Eine weitere Mog-
lichkeit wére das Vorliegen eines Polymorphismus an der Schnittstelle des
Enzyms. Ebenso weist der mit Sonde 7 markierte Blot neben den erwarteten
Banden beim Betroffenen und beim gesunden Individuum nicht vorhergese-
hene Banden mit Fragmenten auf, die sowohl grofler als auch kleiner sind als
erwartet. Da keine Differenz zwischen den untersuchten Individuen vorliegt,
ist von keiner pathologischen Veranderung auszugehen. Eher deutet dieses
Ergebnis auf eine Verminderung der Bindungsspezifitidt des Verdauungsen-
zyms hin, die zu weiteren Schnittstellen im Genom bei einem gleichzeitigen
unvollstddnigem Verdau fiihrt.

Zusammenfassend lief sich in keinem untersuchten Verdau ein belastbarer
Unterschied zwischen Kontrollperson und Patient feststellen. Damit konnte
durch diese Untersuchungsmethode keine Anderung des Genoms in der un-
tersuchten Region detektiert werden, die als Ursache fiir die NCMD in Frage

kommen konnte.
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Abbildung 3.7: Southern Blot Analyse A) Sonde 1, B) Sonde 2, C) Sonde 3, D) Re-
striktionsverdau und Sonden des Gens PRDM13; Restriktionsverdau jeweils oberhalb der
Southern Blots mit einem schwarzen Balken markiert, verwendete DNA mit Wildtyp oder
NCMD oberhalb der Southern Blots angegeben, Gréflenstandard in bp links, erwartete
Bandengrofien in bp rechts, Restriktionsverdau mit AselSacl und NdelSacl sind durch
Pfeile markiert, Sonden sind als hellblaue Balken gezeichnet, dariiber steht die Bezeich-
nung der Sonde, die in dieser Abbildung verwendeten Sonden sind mit einem schwarzen
Rahmen markiert, die Exonstruktur ist mit schwarzen Balken dargestellt, die Konservie-
rung ist mit einer dunkelblauen Kurve angegeben, deren Fléiche positiv zur Konservierung
korreliert..
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Abbildung 3.8: Southern Blot Analyse A) Sonde 4, B) Sonde 5, C) Sonde 6, D) Re-
striktionsverdau und Sonden des Gens PRDM13; Restriktionsverdau jeweils oberhalb der
Southern Blots mit einem schwarzen Balken markiert, verwendete DNA mit Wildtyp oder
NCMD oberhalb der Southern Blots angegeben, Gréflenstandard in bp links, erwartete
Bandengrofien in bp rechts, Restriktionsverdau mit AselSacl und NdelSacl sind durch
Pfeile markiert, Sonden sind als hellblaue Balken gezeichnet, dariiber steht die Bezeich-
nung der Sonde, die in dieser Abbildung verwendeten Sonden sind mit einem schwarzen
Rahmen markiert, die Exonstruktur ist mit schwarzen Balken dargestellt, die Konservie-
rung ist mit einer dunkelblauen Kurve angegeben, deren Fléiche positiv zur Konservierung
korreliert..
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Abbildung 3.9: Southern Blot Analyse A) Sonde 7, B) Sonde 8, C) Sonde 9, D) Re-
striktionsverdau und Sonden des Gens PRDM13; Restriktionsverdau jeweils oberhalb der
Southern Blots mit einem schwarzen Balken markiert, verwendete DNA mit Wildtyp oder
NCMD oberhalb der Southern Blots angegeben, Groflenstandard in bp links, erwartete
Bandengréfien in bp rechts, Restriktionsverdau mit AselSacl und NdelSacl sind durch
Pfeile markiert, Sonden sind als hellblaue Balken gezeichnet, dariiber steht die Bezeich-
nung der Sonde, die in dieser Abbildung verwendeten Sonden sind mit einem schwarzen
Rahmen markiert, die Exonstruktur ist mit schwarzen Balken dargestellt, die Konservie-
rung ist mit einer dunkelblauen Kurve angegeben, deren Flache positiv zur Konservierung
korreliert..
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Diskussion

4.1 Haplotypisierung und Kopplungsanalyse
acht Familien mit North Carolina Macu-

lar Dystrophie

Die NCMD ist eine seltene, hereditdre Erkrankung, die kongenital beginnt
und sich klinisch variabel darstellt. Der Krankheit liegt ein autosomal- do-
minanter Erbgang mit vermutlich vollstdndiger Penetranz zu Grunde [Lefler
et al., 1971]. Bislang konnte NCMD in vielen unterschiedlichen ethnischen
Gruppen, unter anderem in Grofbritannien [Reichel et al., 1998|, Frank-
reich [Small et al., 1997], Texas [Small et al., 1998], Belize [MF et al., 1998]
und Korea [Kim et al., 2006], nachgewiesen werden. Ebenso wurden drei aus
Deutschland stammende Familien beschrieben [Sauer et al., 1997]. Durch
Kopplungsanalysen konnte bei all diesen Familien der krankheitsverursachen-
de Locus im chromosomalen Bereich 6q16 nachgewiesen werden. Um die Re-
gion genauer einzugrenzen, in der der krankheitsverursachende Defekt liegt,
wurden in der vorliegenden Arbeit acht Familien mit insgesamt 32 klinisch
untersuchten Familienmitgliedern und zuséatzlich zwolf Einzelpersonen mit
der klinischen Diagnose NCMD genotypisiert. Zusétzlich wurde die bereits
in der Literatur beschriebene Familie W [Sauer et al., 1997], [Kdsmann et al.,

1992] genotypisiert. Bei den hier untersuchten Familien konnte in sechs Fami-

52
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lien der gleiche Haplotyp wie in Familie W [Sauer et al., 1997], nachgewiesen
werden. Dies unterstreicht die These des Griindereffekts dieser Erkrankung.
In dieser Arbeit wurden zwei Familien, Familie S und Familie F, untersucht,
deren Kern-Haplotyp von den anderen differiert. Bei diesen Familien konnte
zum einen eine Mutation vorliegen, die unabhangig von der der anderen Fa-
milien entstanden ist und somit vererbt wird. Es sollte jedoch nachgepriift
werden, ob die Familien klinisch richtig diagnostiziert wurden oder ob ihrem
Leiden eine andere Erkrankung zu Grunde liegt. Sollte tatsdchlich NCMD
vorliegen und die krankheitsverursachende Mutation in der kodierenden Re-
gion eines Genes der Region MCDRI liegen, konnte diese unter Umstanden
durch Sequenzierung der Exone der Region MCDR1 entdeckt werden. Auch
moglich wére bei diesen Familien eine Koppelung zum Locus MCDRS3, der in
der Literatur bereits bei zwei Familien beschrieben wurde [Michaelides et al.,
2003], [Rosenberg et al., 2010]. Dies sollte in Folgearbeiten abgekléart werden.

Bei Familie S wére es hilfreich, in Folgearbeiten eine dritte Generation
mit einer betroffenen Person genotypisieren zu konnen. Nur dann kénnte si-
cher festgestellt werden, ob der Haplotyp mit der Erkrankung segregiert. Der
vorliegende Haplotyp konnte sowohl unabhéangig vom anzestralen Haploty-
pen, als auch durch Rekombinationen daraus enstanden sein. Familie F teilt
einen Marker mit dem anzestralen Haplotypen. Auch hierbei kénnte es sich
um einen Zufall handeln oder der Haplotyp durch Rekombinationen entstan-
den sein. In Familie R reichen die gewonnen Daten zur Auswertung nicht
aus, da einige Marker nicht informativ sind. Nach Abschluss des experimen-
tellen Teils dieser Arbeit konnte bei der Familie eine pathogene Mutation
im PRPH2-Gen nachgewiesen werden. Damit wurde bei der Familie die Ver-
dachtsdiagnose Musterdystrophie, die klinisch ebenso zur Diskussion stand,
bestétigt. Bei der vorliegenden Konstellation in Familie ST wire eine Ge-
notypisierung des Grossvaters sinnvoll, da davon auszugehen ist, dass dieser
ebenso an NCMD erkrankt ist. Zu den Einzelpersonen, die den anzestralen
Haplotypen tragen, sind weitere Informationen iiber die Verwandtschaftsver-
héltnisse fiir die weitere Auswertung erforderlich. Sollte der uns vorliegende
Stammbaum der Person EL korrekt sein, ist eine autosomal dominant vererb-

te Erkrankung mit hoher Penetranz nur moglich, wenn Person EL selbst eine



KAPITEL 4. DISKUSSION o4

Neumutation trégt, da ihre Eltern nicht erkrankt sind. Ebenso kénnte ein
anderes Erkrankungsbild vorliegen oder die Eltern auf Grund der variablen
klinischen Expressivitat nicht korrekt diagnostiziert worden sein. Auch bei
der Familie WA wire eine genetische Untersuchung der erkrankten Tochter
von groffem Interesse, um einen krankheitsassoziierten Haplotypen erstel-
len zu konnen. Fiir die weitere Eingrenzung der Kandidationregion MCDR1
waren mehr Rekombinationsereignisse in den bislang untersuchten Familien
notig oder die Untersuchung weiterer Patienten aus neuen Familien. Dass
die Eingrenzung der Region so langsam fortschreitet, konnte darauf beru-
hen, dass zu wenige Betroffene untersucht wurden oder, dass es sich um eine
Region handelt, in der wenige Rekombinationen vorliegen.

Um festzustellen, wie haufig der gefundene Haplotyp in der Allgemein-
bevolkerung vorliegt, wurden klinisch gesunde Individuen genotypisiert. Ei-
ne Erstellung des Haplotypen war bei diesen gesunden Individuen ohne die
Kenntnis der Verwandtschaftsbeziehungen nicht moglich. Deswegen wurden
die Haufigkeiten der einzelnen Marker bestimmt und die statistische Wahr-
scheinlichkeit fiir die Markerkombination des vorliegenden Haplotypen er-
rechnet. Dieser Wert lag bei 0,63% und beschreibt die Wahrscheinlichkeit
den mit NCMD assoziierten Haplotypen zuféllig in der Bevolkerung anzutref-
fen. Damit ist die zuféllige Markerkombination des ancestralen-Haplotypen
in Erkrankten Individuen als unwahrscheinlich anzusehen. In anderen Stu-
dien wurde bereits eine dhnliche Berechnung angestellt. So kommen Sauer
et al., [1997] auf 0,015% Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen des anzestra-
len Haplotypen in der allgemeinen Bevolkerung. Der Unterschied zwischen
den beiden Berechnungen koénnte dadurch erklart werden, dass die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten STRs nicht mit denen von Sauer et al.,
[1997] bestimmten STRs iibereinstimmen und in der Allgemeinbevolkerung

eine andere Frequenz dieser Marker vorliegen kann.
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4.2 Mutationsanalyse der Gene C60RF168
und PRDM13

4.2.1 Sequenzanalyse der Gene C60RF168 und PRDM13

Bislang konnte der Nachweis einer NCMD verursachenden Mutation durch
Sequenzanalyse der MDCR1 Region nicht erfolgen [Yang et al., 2008]. Sollte
es sich bei Familie S aber um von den anderen Familien unabhéngig entstan-
dene Mutation handeln, koénnte es moglich sein, die der Krankheit zugrunde-
liegende Mutation mittels Sequenzanalyse zu detektieren. Aus diesem Grund
wurde von einem Individuum der Familie S die Exone der Gene PRDM13
und FAXC sequenziert und jeweils mit einem gesunden Individuum vergli-
chen. Auch hochkonservierte Regionen vor oder zwischen den Exonen, die
eine regulatorische Funktion tragen konnten, wurden in die Analyse mitein-
bezogen. Es konnte keine Mutation detektiert werden. Die iibrigen sieben
Gene der MDCR1 Region wurden nicht untersucht und kommen somit als
Tréager einer Mutation weiterhin in Frage.

Eine weitere Moglichkeit, die fiir alle an NCMD erkrankten Familien gilt,
ist, dass die Mutation intergenisch in einer regulatorischen Region liegt. Ei-
ner Forschergruppe gelang es drei genetische Varianten zu beschrieben, die
innerhalb einer DNase I-hypersensitiven Stelle vor den Genen PRDM13 und
CCNC liegen [Small et al., 2015]. Diese Varianten konnten in zehn NCMD
Familien beschrieben werden, jedoch in keiner 6ffentlich publizierten Daten-
basis oder der untersuchten, gesunden Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
In der vorliegenden Arbeit wurde diese Region vor dem Gen PRDM13 nicht in
die Sequenzierung mit einbezogen. In einer weiteren Familie wurde eine Tan-
demduplikation dieser Region beschrieben, die zu einer Duplikation des Ge-
nes PRDM13 fiihrt. Diese 123kb umspannende Duplikation (chr6:100020205-
100143306) konnte mit den in dieser Arbeit gewéhlten Fragmenten und Son-
den (Tab. 2.12) nicht beschrieben werden. In der gleichen Arbeit wurde eine
Familie mit einer Kopplung zu MCDR3 untersucht, bei der eine Duplikation
des Gens IRX1 gezeigt werden kann. Es konnte also eine starke Assozia-

tion zwischen genetischen Abberrationen und erkrankten Individuen gezeigt
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werden. Es konnte jedoch kein Mechanismus zur Klarung der Ursache der Er-
krankung etabliert werden [Small et al., 2015]. Eine sichere Entschliisselung
der genetischen Ursache der NCMD konnte somit nicht erfolgen.

Eine weitere Option wéare die Aktivierung einer kryptischen Splice-Stelle.
Eine solche Mutation konnte beispielsweise bei der Leberschen kongenitalen

Amourose beschrieben werden [Perrault et al., 2007].

4.3 Chromosomale Rearrangmentanalyse des
Gens PRDM13

Um strukturelle Aberrationen, die krankheitsverursachend sein kénnten, auf-
zuspiiren wurde eine qualitative Southern Blot Analyse durchgefiihrt. In die-
ser Arbeit wurde das Gen PRDM13 ausgewahlt, da eine Expression bislang
im Gehirn und im Auge nachgewiesen werden konnte und daher von einer
wichtigen Funktion fiir die Retina ausgegangen wird. In dieser Arbeit konnten
keine Unterschiede zwischen dem erkrankten Individuum und den gesunden
mituntersuchten Personen beobachtet werden, jedoch stellte sich nicht immer
das erwartete Ergebnis dar. So wiesen beispielsweise beide Untersuchten zu
grosse Fragmente auf, was auf einen unvollstandigen Verdau hinweisen kann.
Auch zuséatzliche zu kleine Fragmente wurden beobachtet und kénnten auf
eine Verstirkte Aktivitdt des Enzyms hinweisen. Hierbei ist die Selektivitat
des Enzyms herabgesetzt und es kommt zu neuen Schnittstellen. All diese
Unterschiede betrafen jedoch stets beide untersuchten Individuen, weshalb
ihnen keine Pathologie zugeschrieben wird. Dass in der gesamten Southern
Blot Analyse kein Unterschied zwischen Familie W und dem mituntersuchten
gesunden Individuum gefunden werden konnte, schlie3t eine strukturelle Ab-
erration im Gen PRDM13 als krankheitsverursachend nicht aus. So kénnte
eine Inversion sich genau zwischen zwei von uns verwendeten Schnittstel-
len befinden und damit keinen Groflenunterschied zeigen. Auch kénnte eine
kleine Deletion einen zu kleinen Groflenunterschied zwischen den Banden
liefern, so dass dieser Unterschied nicht wahrgenommen wird. Ebenso wa-

re denkbar, dass ein anderes Gen oder eine regulatorische Einheit zwischen
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den Genen betroffen sein kénnte. Die Familie S mit der vermutlichen unab-
héngig entstandenen Mutation konnte des Weiteren gescreent werden, um
auch hier eine eventuell vorhandene strukturelle Veranderung, die sich unter
Umstédnden von den anderen Familien unterscheidet, im Genom aufzufinden.
Die von Small et al. gefundenen Verdnderungen, die zu genetischen Verdnde-
rungen des Gens PRDM13 fiithren, kénnten der Schliissel zur Erklarung der
Ursache der NCMD sein. Diese Verdnderungen wurden in nicht-kodierenden
Regionen beschrieben. Der genaue molekulargenetische Mechanismus dieser
genetischen Verdnderung bleibt ungeklért, auch wenn eine Herrunterregu-
lation des Gens PRDM13 in Stammzellen beschrieben wird [Small et al.,
2015]. Die NCMD veranschaulicht, dass selbst klassische, monogenetische
Erkrankungen durch Mutationen in nicht-kodierenden Regionen verursacht
werden koénnten. Bei seltenen, monogenetischen Erkrankungen, deren Ursa-
che ungeklart ist, sollten die nicht-kodierenden Bereiche einbezogen werden,
um neue Splicingprodukte, alternative Gen-kompatimentierungen oder Rear-

rengments der Exone aufdecken zu kénnen [Weleber, 2016].



Kapitel 5
Zusammenfassung

Die North Carolina Makuladystrophie (NCMD) ist eine autosomal-dominant
vererbte Netzhauterkrankung mit vollstandiger Penetranz, die sich bereits
in Utero manifestiert. Erstmals wurde sie 1971 in einer groflen, aus Irland
stammenden Familie, in North Carolina, USA beschrieben. Genetische Kopp-
lungsanalysen in dieser Familie kartierten das ursachliche Gen in eine 7,2 cM
grofie Kandidatenregion auf Chromosom 6q14-q16.2 (MCDR1). Haplotypen-
analysen in dieser und anderen NCMD Familien fithrten zur schrittweisen
Einengung der Kandidatenregion auf 3 ¢M (1,8 Mbp) und zeigten, dass die
NCMD in den meisten bekannten Familien auf eine Griindermutation zu-
riickzufiihren ist.

In der MCDRI1 Region liegen neun bekannte Gene. Darunter befindet sich
PRDM13, welches eine regulatorische Rolle in der Entwicklung wichtiger zen-
tralnervoser Strukturen spielt. Aulerdem findet sich das Gen FAXC in dieser
Region, welches fiir die Differenzierung und das Uberleben von Fotorezepto-
ren verantwortich ist In fritheren Studien konnte mittels Sequenzanalyse der
kodierenden Regionen keine Krankheitsursache nachgewiesen werden.

Ziel dieser Arbeit war es, die MCDR1 Region mittels Haplotypanaly-
se weiter einzugrenzen und mit weiteren Untersuchungen der Ursache der
NCMD néher zu kommen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Genotypisie-
rung von acht Familien mit insgesamt 54 Individuen mit klinischer Diagnose

NCMD mit acht Mikrosatellitenmarkern aus der Kandidatenregion durchge-
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fithrt. Die anschlieBende Haplotypenanalyse zeigte, dass vier Familien den
anzestralen Haplotypen tragen. Dadurch konnte die Region um 60 Mbp am
centromeren Ende eingegrenzt werden. Bei einer weiteren, allerdings sehr
kleinen Familie wurde eine Kopplung zum MCDRI1-Lokus und ein nicht-
anzestraler Haplotyp festgestellt. In dieser Familie konnte eine unabhangige
Mutation im NCMD-Gen entstanden sein. Die Sequenzanalyse der kodieren-
den Exone der Kandidatengene PRDM13 und FAXC bei einer dieser beiden
Familien zeigte keine krankheitsassoziierte Mutation.

Um zu untersuchen, ob der Griindermutation ein chromosomales Rearran-
gement, wie beispielsweise eine groflere Inversion, Deletion oder Duplikation
zugrunde liegt, wurde eine Southern Blot Analyse des PRDM13-Gens durch-
gefithrt. Im Vergleich zu einem gesunden Probanden konnte keine Anderung
des Genoms detektiert werden, die als Ursache fiir NCMD in Frage kommen
konnte.

Diese Arbeit wurde im Zeitraum zwischen Oktober 2010 und Mai 2011

am Institut fiir Humangenetik der Universitat Regensburg durchgefiihrt.
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