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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Albinismus: Definition und Klinik

Der Begriff Albinismus (lat. albus >weifl<) wird als Oberbegriff fiir eine heterogene
Gruppe von erblichen Krankheiten verwendet, bei denen die Bildung des Farbpigmentes
Melanin (griech. melas >schwarz<) gestort ist.

Da Melanin u.a. fiir die Firbung von Haut, Haaren und Iris verantwortlich ist, du3ert
sich der Mangel an Melanin klassischerweise durch weilblonde Kopf- und
Korperbehaarung, hellblaue im Gegenlicht rétlich schimmernde Iris und hellrosafarbene
Haut. Diese augenfilligen korperlichen Merkmale kommen sowohl bei Menschen vieler
Rassen als auch bei zahlreichen Tierarten vor (Kdsmann-Kellner und Ruprecht, 1999).
Seit Jahrhunderten ruft diese Andersartigkeit der Menschen mit Albinismus
gleichermaBlen Faszination und Abneigung beim Betrachter hervor. Dies fiihrte dazu,
dass man betroffene Personen als Kuriosititen im Zirkus vorfithrte oder ihnen sogar
tibernatiirliche Krifte zusprach (Kdsmann-Kellner und Ruprecht, 1999). Und obwohl
schon 1908 der Albinismus von A. E. Garrod als Stoffwechselerkrankung beschrieben
und definiert wurde (Garrod, 1908), ist das Verhiltnis zu Menschen mit Albinismus bis
heute nicht frei von Vorurteilen. Vor allem in dunkelhdutigen Rassen gibt die dort
besonders auffillige Erscheinung Betroffener immer noch Anlass zur Diskriminierung
und Ausgrenzung.

Die Erkrankung folgt einem rezessiven Erbgang und kommt weltweit mit einer
Hiufigkeit von 1:20000 vor (Passmore et al., 1999). Haufungen finden sich vor allem in
Afrika mit einer Inzidenz von 1:10000 und hoher (Kidsmann-Kellner und Ruprecht,
1999).

Je nachdem welche Organe betroffen sind, wird generell zwischen dem okulokutanem
Albinismus (OCA) und dem okuldren Albinismus (OA) unterschieden. Dabei zeigen
Menschen mit OCA Melaninmangel sowohl im Auge als auch in der Haut, wéhrend bei
den Menschen mit OA nur die Augen vom Melaninmangel betroffen sind.

Da die Melaninsynthese ein mehrstufiger Vorgang ist (Kap. 1.2, S.10-11), dessen

Erfolg von zahlreichen Proteinen abhéngt, kann sie an verschiedenen Stellen gestort
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1. Einleitung

werden. Das erklirt die Heterogenitit dieser Erkrankung sowohl auf der
molekulargenetischen als auch auf der phinotypischen Ebene.

Ein Individuum mit Albinismus muss nicht zwangsldufig weihaarig, hellhdutig sein
und rotlich schimmernde Iriden haben. Das Spektrum der Phinotypen reicht von diesem
klassischen Typ ohne Pigmentierung bis zu Individuen mit fast normaler Pigmentierung
von Haut, Haaren und Iris. Bei diesen Personen, die auf den ersten Blick durch ihre
Erscheinung nicht mit Albinismus in Zusammenhang gebracht werden, helfen andere
fiir den Albinismus charakteristische Verdnderungen, wie die im optischen Apparat, bei
der Diagnosefindung (Creel et al., 1990).

Der Mangel an Melanin hat fiir die Betroffenen neben den rein &duBerlichen auch
funktionelle Folgen. So ist die Haut ohne die schiitzende UV-Licht absorbierende
Wirkung von Melanin einer hoheren Dosis von UV-Strahlung ausgeliefert, was zur
Bildung von Malignomen pridisponiert. Besonders deutlich wird der Funktionsausfall
des Melanins durch seinen Mangel am optischen Apparat. Die Iris ist durch das Fehlen
von Farbpigment durchleuchtbar und kann ihre Funktion als regulierbare Blende, die
das Auge vor iibermiBigem Lichteinfall schiitzt, nicht mehr wahrnehmen. Auch die
Aderhaut (Choroidea) des Auges enthilt normalerweise Melanin und absorbiert einen
Teil des auf die Netzhaut einfallenden Lichts, womit sie ebenfalls vor zu viel
Lichtwahrnehmung schiitzt. Ohne den Farbstoff leiden die Patienten an Blendungsem-
pfindlichkeit (Photophobie).

Die Entwicklung der Fovea (Fleck des schirfsten Sehens) und die prd- und postnatale
Differenzierung der visuellen Nervenbahnen ist von Melanin abhingig. Daher zeigen
von Albinismus Betroffene eine unterschiedlich stark ausgeprigte Foveadysplasie, die
eine Sehbehinderung bedingt. Durch atypische Nervenkreuzungen im Nervus Optikus
werden vermutlich die Entwicklung von Strabismus (Schielen) und von Storungen des
Binokularsehens bedingt. Weitere hidufige Befunde bei Albinismus sind der Nystagmus
(ruckartige unwillkiirliche Bewegungen der Bulbi) und hohe Refraktionsanomalien.
Dabei treten Myopie (Kurzsichtigkeit) und Hyperopie (Weitsichtigkeit) héufig
zusammen mit Astigmatismus (Brennpunktlosigkeit) auf (Ké@smann-Kellner und
Ruprecht, 1999).

Die geistige Entwicklung von Menschen mit Albinismus ist normal und sie konnen in

der Regel, auch wenn der Stoffwechseldefekt nicht therapiert werden kann, durch
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1. Einleitung

unterstiitzende Therapie in Form von z.B. Sehhilfen, getonten Kontaktlinsen oder
entsprechendem Hautschutz ein ganz normales Leben fiihren (Cameron, 1979;

Kismann-Kellner und Ruprecht, 1999).

1.2 Melaninsynthese

Der Farbstoff Melanin wird von Melanozyten produziert. Die Vorstufen der
Melanozyten, die Melanoblasten, wandern in der friilhen Fetalperiode aus der
Neuralleiste in die Epidermis der Haut, in die Haarfollikel und verschiedene andere

Organe aus (Abb. 1) (Moore und Persaud, 1996).

..... Epidermis ‘ \ //
Neuralleiste v

Haarfollikel

&

Innenohr Medulla oblongata

Abb. 1: Migration der Melanoblasten aus der Neuralleiste.
(Umgezeichnet nach Bolognia und Orlow, 2003, Abb. 65.1)

In der Haut angelangt, differenzieren sich die Melanoblasten zu Melanozyten und
bilden zahlreiche Zellfortsdtze (Dendriten) aus, iiber die sie das Melanin an die
Keratinozyten weitergeben (Abb. 2, S. 9) (Moore und Persaud, 1996).

Dabei unterscheidet sich die Dichte der Melanozyten in der Haut von Region zu Region

u. U. erheblich: in der Genitalregion findet man ca. 1500 Melanozyten pro mm?,
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1. Einleitung

2 sind. Dafiir sind die Unterschiede der

wihrend es auf dem Riicken ca. 900/mm
Melanozytendichte in der Haut verschiedener Menschen nur sehr gering. Das bedeutet,
dass ein Afrikaner die gleiche Anzahl von Melanozyten in seiner Haut trigt, wie z. B
ein an OCA erkrankter Weiller. Der Faktor, der die Hautfarbe bestimmt ist die Aktivitét
der Melanozyten, d. h. die Qualitidt und Quantitdt des gebildeten Farbstoffs Melanin,
und nicht die Anzahl dieser Zellen (Bolognia und Orlow, 2003).

Innerhalb der Melanozyten findet die Produktion und Speicherung von Melanin in
speziellen dafiir vorgesehenen Organellen statt (Abb. 2). Diese als Melanosomen
bezeichneten Organellen sind in ihrer Funktion den Lysosomen sehr dhnlich. Beide
Organellen schiitzen die restliche Zelle durch die Schaffung abgeschlossener
Kompartimente. Die Lysosomen beinhalten proteolytische Enzyme wund die

Melanosomen Zwischenprodukte der Melaninsynthese wie z. B. Quinone und Phenole,

die Lipidmembranen oxidieren kénnen (Bolognia und Orlow, 2003).

Keratinozyten

Dendrit
Epidermis <

Melanosomen

Melanozyt

Abb. 2: Ein Melanozyt in der Epidermis.
Erlduterungen siehe Text S. 8-9. (Umgezeichnet nach Bolognia und Orlow, 2003,
Abb. 65.4.)
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Es werden zwei Arten von Melanin synthetisiert. Innerhalb der sog. Eumelanosomen
wird das braunschwarze Eumelanin hergestellt, wihrend in den sog. Phiomelanosomen
das gelbrote Phaomelanin synthetisiert wird. Individuen mit roten Haaren produzieren
hauptsédchlich Phdomelanin wihrend sie Eumelanin nur in geringen Mengen herstellen
konnen. Bei Menschen mit braunen bzw. schwarzen Haaren ist das Verhiltnis zu
Gunsten des Eumelanins verschoben (Orlow, 1998).

In Siugetieren erfolgt die Regulation der Melaninproduktion durch das Melanozyten-
stimulierende-Hormon (MSH) und das ASP (agouti signaling protein). Die Bindung
von MSH an seinen Rezeptor (MC1R) auf den Melanozyten steigert die Synthese von
Eumelanin. Das ASP antagonisiert die Wirkung des MSH und senkt damit die
Syntheserate des Eumelanins (Abdel-Malek, 1998).

Eumelanin schiitzt die Haut vor schidlicher UV-Strahlung. Uber die Funktion des
Phéomelanins in der Haut wird noch spekuliert. Es wird ihm sogar eine
hautschidigende Wirkung zugeschrieben, da es unter dem Einfluss von UV-Strahlen
freie Radikale ausbildet (Valverde et al., 1995).

Die ersten beiden Schritte in der Melaninsynthese sind in den Eumelanosomen und in
den Phidomelanosomen gleich (Abb. 3, S.11). Die Aminosdure Tyrosin ist die
chemische Grundsubstanz der Melaninsynthese und wird zu Dihydroxiphenylalanin
(DOPA) hydrolysiert, welches anschlieBend zu DOPAquinon oxidiert wird. Beide
Reaktionen werden von der Tyrosinase (TYR) katalysiert. Dieses kupferhaltige Protein
in der Membran der Melanosomen ist damit das geschwindigkeitsbestimmende Enzym
der gesamten Melaninproduktion.

In weiteren Schritten werden durch die unterschiedlichen Enzyme der Eu- und
Phéomelanosomen die beiden Melanintypen katalysiert. In den Eumelanosomen sind
zahlreiche Proteine bekannt wie z. B. das TRP-1 und -2 (Tyrosinase related protein-1
und -2), das P-Protein, das MATP-Protein (Membran associated transporter protein)
oder das OAl-Protein (Okulidrer Albinismus 1 -Protein), die fiir die weitere Synthese
des Eumelanins aus DOPAquinon entscheidend sind. Das Produkt Eumelanin ist ein
lineares Polymer des Indol-5,6-chinons und seiner Derivate.

Phidomelanin entsttht wenn DOPAquinon mit der Aminosdure Cystein zu

Cysteiny]DOPA reagiert. Die daraus entstechenden Phidomelaninpolymere sind
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1. Einleitung

schwefelhaltig. Der Grad der Oxidation und Polymerisation bestimmt schlieBlich die

Farbintensitit des Melanins (Jimbow et al., 1976).

Tyrosin Tyrosin
v
v TYR
TYR DOPA DOPA
v
v DOPAQquinon
DOPAquinon
v + Cystein DOPfchrom
Cysteinyl DOPA
Phiomelanin Eumelanin

Phidomelanosom Eumelanosom

Abb. 3: Melaninsynthese im Phiomelanosom und Eumelanosom.

Erlduterungen und Abkiirzungen siehe Text S. 9-10.
(Umgestaltet nach Opitz und Ziihlke, 2002, Abb. 1.)

1.3 Molekulargenetische Klassifizierung des Albinismus

Auch wenn die Variationen in den phénotypischen Merkmalen des Albinismus schon
frith beschrieben wurden, ging man davon aus, dass Albinismus auf die Veridnderungen
in einem einzigen Gen zuriickzufiihren ist.

Erst die von Trevor-Roper im Jahre 1952 beschriebene Familie, bei der beide Eltern von
Albinismus betroffen waren und dennoch normal pigmentierte Kinder hatten, gab einen
ersten Hinweis auf die genetische Heterogenitit dieser Erkrankung. Beide Eltern waren
in diesem Fall homozygot fiir Genmutationen, die zum Albinismus fiihrten. Diese

befanden sich jedoch auf unterschiedlichen Loci, so dass die Kinder fiir jede der beiden
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1. Einleitung

Mutationen heterozygot und somit klinisch nicht von Albinismus betroffen waren
(Trevor-Roper, 1952).

Man bemiihte sich um eine Klassifikation des Albinismus, die zunidchst auf der
Beschreibung der phénotypischen Merkmale beruhte. Sie wurde spéter ergédnzt durch
den von R. King und C. Witkop entwickelten Tyrosinase-Haarwurzeltest (King und
Witkop, 1977). Damit konnte die Melaninbildung in den Haarwurzeln und somit die
Funktion der Tyrosinase nachgewiesen werden. Man konnte zwischen dem
, L'yrosinase-positivem* OCA und dem ,Tyrosinase-negativem‘ OCA unterscheiden.
Basierend auf diesem Test wurden anhand von biochemischen und phinotypischen
Merkmalen weitere Albinismustypen beschrieben wie z. B. der Platinum OCA, die
,,Gelbmutante* (yellow OCA) oder der Minimal Pigment OCA. Man vermutete, dass
jeder dieser Typen auf Verianderungen in einem spezifischen Gen beruht (Oetting et al.,
2003).

Mit der Moglichkeit der Identifizierung einiger verantwortlicher Gene fiir den OCA
etablierte sich schlieBlich eine molekulargenetische Klassifikation. Man stellte fest, dass
die unterschiedlichen Phénotypen nicht immer auf Mutationen in unterschiedlichen
Genen zuriickzufithren sind, sondern oft unterschiedliche Auspriagungen diverser
Mutationen in einem Gen darstellen (Oetting et al., 2003).

Die klinische Differenzierung bleibt schwierig, da nicht vom Phénotyp auf den Genotyp
geschlossen werden kann. Verschiedene phénotypische Merkmale mutierter Gene
konnen sich iiberlappen, wenn mehrere unterschiedliche Gene in einem Individuum
verdndert sind. Die phénotypische Einordnung ist auch deswegen nicht einfach, weil
viele Gene in einen gemeinsamen Stoffwechselweg involviert sind und sicherlich nicht
zuletzt deswegen, weil noch nicht bei allen phénotypisch auffilligen Menschen ein
Defekt in einem der bekannten Gene gefunden werden konnte. Das lidsst weitere bisher
unbekannte Gene vermuten, die ebenfalls zur Entstehung von Albinismus fiihren.

Es wurden bisher insgesamt zwolf Gene gefunden, deren Mutationen beim Menschen
mit Albinismus assoziiert sind (Oetting et al., 2003) (Tabelle 1, S. 13). Sie werden in

den folgenden Kapiteln dargestellt.
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1. Einleitung

Erkrankung Abk. Gen Protein Chromosom
okulokutaner Albinismus Typ 1 OCA1l| TYR-Gen |Tyrosinase 11q14-21
okulokutaner Albinismus Typ 2 OCA2| P-Gen |unbekannt 15q11-q13
okulokutaner Albinismus Typ 3 OCA3| TRP1-Gen [Tyrosinase related protein 9p23
okulokutaner Albinismus Typ 4 OCA4| MATP-Gen %Z?:;gﬁii;izzges 5p
Hermansky-Pudlak Syndrom Typ 1 | HPS1 | HPS1-Gen [Memebranprotein 10923
Hermansky-Pudlak Syndrom Typ 2 | HPS2 | AP3B1-Gen i jaggfrlf;‘;t‘;ﬁ ‘;e(SAP_3) 15q14
Hermansky-Pudlak Syndrom Typ 3 | HPS3 [ HPS3-Gen [unbekannt 3q24
Hermansky-Pudlak Syndrom Typ 4 | HPS4 [ HPS4-Gen |unbekannt 22ql1.2-q12.2
Hermansky-Pudlak Syndrom Typ 5 | HPSS5 [ HPS5-Gen [unbekannt 11p15-p13
Hermansky-Pudlak Syndrom Typ 6 | HPS6 [ HPS6-Gen [unbekannt 10g24.31
Chediak-Higashi Syndrom CHS | CHS1-Gen [Membranprotein 1q42
X-gekoppelter okuldrer Albinismus | OA | OAl-Gen g::;;zlrn gekoppelter Xp22.3

Tabelle 1: Mit Albinismus assoziierte Erkrankungen und die zugehorigen Gene beim
Menschen mit ihren Genprodukten und ihrer Lokalisation.

Abk.=Abkiirzung (Umgestaltet nach Oetting et al., 2003, Tabelle 1)

1.3.1 Okulokutaner Albinismus Typ 1

Der okulokutane Albinismus Typ 1 (OCA 1) wird durch Mutationen im Tyrosinase-Gen
verursacht. OCA 1 liegt bei 40 % aller von OCA Betroffenen vor und ist damit die
zweithéufigste Albinismusform. Das Tyrosinase-Gen befindet sich auf Chromosom 11
(11q14-21), beinhaltet fiinf Exons und codiert fiir das Protein Tyrosinase mit einer
Linge von 529 Aminoséduren. Tyrosinase hat eine Schliisselfunktion bei der Melanin-
synthese (Kap. 1.2, S. 10). Mutationen im Tyrosinase-Gen konnen einen vollstandigen
oder einen partiellen Verlust der katalytischen Funktion von Tyrosinase verursachen.
Dies fiihrt zu der Beschreibung von zwei Untergruppen des OCA 1. Der Tyrosinase-
negative OCA 1 (OCA 1A) zeichnet sich durch das vollstindige Fehlen der
Tyrosinasefunktion und damit durch das vollstindige Fehlen der Melaninproduktion
aus. Betroffene kommen mit weillen Haaren, heller Haut und blauen, durchscheinenden

Iriden zur Welt. Sie entwickeln kein Melanin im Laufe des Lebens. Dieser Phinotyp
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1. Einleitung

von OCA 1A kann bei allen Rassen des Menschen und bei zahlreichen Tierarten
beobachtet werden. Weiterhin sind die Verdnderungen im optischen Apparat typisch
(Kap. 1.1, S. 7). Sie sind fiir eine starke Sehbehinderung mit ausgepriagter Photophobie
und Nystagmus verantwortlich.

Ist eine Restfunktion der Tyrosinase erhalten, spricht man von dem Tyrosinase-
positivem OCA 1 (OCA 1B). Die Betroffenen kommen wie bei OCA 1A ohne
Pigmentierung der Haut, der Haare und der Iris zur Welt. Durch die erhaltene restliche
Aktivitdt von Tyrosinase bilden sie in unterschiedlichem Ausmaf in den ersten Dekaden
ihres Lebens Melanin. Dabei ist das entstehende phinotypische Spektrum bei OCA 1B
sehr breit, da es von dem Ausmal} der verbliebenen Tyrosinaseaktivitit abhingt und
zusitzlich durch ethnische Zugehorigkeit modifiziert wird. Die typischen Verdnderun-
gen am optischen Apparat sind ebenso wie bei OCA 1A vorhanden. Ihre Ausprigung
korreliert ebenfalls mit der erhaltenen Tyrosinaseaktivitit. Der OCA 1B wird auch
yellow OCA genannt, da das Nachdunkeln bei Betroffenen oft in gelber Haarfarbe
resultiert. Dies wird auf die Synthese von Phdomelanin zuriickgefiihrt.

Bisher sind iiber 100 verschiedene Mutationen im Tyrosinase-Gen identifiziert worden
(Albinismus Datenbank unter www.cbc.umn.edu/tad/). Dazu gehoren Fehlsinnmutatio-
nen (missense mutations), Unsinnmutationen (nonsense mutations), Rastermutationen
(frameshift mutations), Insertionen und Deletionen. Die meisten betroffenen Individuen
tragen die Mutation nicht homozygot, sondern weisen zwei unterschiedliche Mutationen
auf den beiden Allelen des betroffenen Gens auf. Sie sind damit compound heterozygot
(King, 1998).

Einige dieser Mutationen fithren nicht zum Verlust der Tyrosinaseaktivitit, sondern zu
einer Storung der Reifung des Proteins Tyrosinase im endoplasmatischem Retikulum
oder zur Storung des Transports von Tyrosinase in die Melanosomen (Toyofuku et al.,

2001).

1.3.2 Okulokutaner Albinismus Typ 2

Mit 50 % Anteil an OCA ist der OCA 2 die héufigste Albinismusform weltweit. Der
OCA 2 entsteht durch Mutationen im P-Gen, welches nach dem homologen pink-eye-

dilution Gen der Maus benannt wurde.
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1. Einleitung

Das P-Gen besteht aus 25 Exons, wobei das erste nicht fiir das Protein codiert und
befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 15 (15q11-13). Die Exons 2 bis 25
codieren fiir ein aus 838 Aminosduren bestehendes Protein, das in der Membran der
Eumelanosomen lokalisiert ist und vermutlich zwdlf transmembrane Domidnen
beinhaltet. Aufgrund der Ahnlichkeit der P-Protein-Struktur mit bekannten Ionen-
transportern wird ihm eine Funktion bei der Erhaltung eines niedrigen pH-Wertes
innerhalb des Melanosoms zugeschrieben. Da die Funktion des Enzyms Tyrosinase
stark von dem niedrigem pH-Wert abhingt, konnte die Funktion der Tyrosinase
eingeschrinkt werden, wenn ein fehlerhaftes P-Protein den niedrigen pH-Wert nicht
mehr aufrechterhalten kann (Rinchik et al., 1993).

Die Phéomelanosomen sind von Mutationen im P-Gen weniger betroffen als die
Eumelanosomen. Daher zeigen Betroffene von Geburt an eine Pigmentierung, die den
Haaren eine gelbliche, blonde oder sogar braune Firbung verleiht. Generell nimmt die
Pigmentierung im Verlauf des Lebens zu. Wie beim OCA 1 ist das phénotypische
Spektrum sehr breit, da man auch hier verschiedene Auswirkungen der vielen
bekannten Mutationen im P-Gen auf die Funktion des P-Proteins vermutet. Analog zur
Tyrosinase kann vermutlich auch die Funktion des P-Proteins komplett ausfallen oder
nur partiell eingeschrinkt sein. Nicht zuletzt beeinflusst der ethnische Hintergrund, wie
bei OCA 1, den Phinotyp. Individuen mit OCA 2 aus dunkler pigmentierten
Populationen bleiben klinisch im Vergleich mit gesunden Individuen der Population
immer hypopigmentiert. Dagegen konnen Betroffene aus heller pigmentierten
Populationen, wie z. B. aus Skandinavien, klinisch unaufféllig bleiben. Dann konnen
nur noch die typischen Veridnderungen des optischen Apparates zur Diagnose fiihren
(Oetting und King, 1994).

Ein weiterer Phinotyp von OCA 2 ist auch unter dem Namen brauner OCA bekannt.
Dieser wurde bisher nur bei Afrikanern und Afroamerikanern beschrieben. Die
Betroffenen haben braune Haare, braune oder blau-griine Iriden und eine hellbraune
Haut, die leicht brdunt. Eine Sehbehinderung, Nystagmus und Strabismus werden
ebenfalls gefunden (Manga et al., 2001).

Zwei mit OCA 2 assoziierte Syndrome sind bekannt: das Prader-Willi-Syndrom (PWS)
und das Angelman-Syndrom. Das PWS ist eine Entwicklungsstorung, welche durch

neonatale Hypotonie, kleine Hidnde und Fiile, Adipositas, Hypogonadismus und
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mentale Retardierung charakterisiert ist. 50 % der Individuen mit PWS zeigen eine
Hypopigmentierung, aber nur einige davon zeigen auch die anderen typischen
Veridnderungen am optischen Apparat und haben OCA 2.

Das Angelman-Syndrom ist ebenfalls eine Entwicklungsstorung. Die mentale Retardie-
rung ist schwerer als beim PWS. Es werden eine muskuldre Hypotonie, Ataxie,
Mikrozephalie, ein charakteristisches unmotiviertes Lachen und eine Hypopigmentie-
rung von Haut und Haaren beobachtet. Der Anteil von hypopigmentierten Individuen
mit Angelman-Syndrom unter allen von Angelman-Syndrom Betroffenen ist nicht
bekannt.

Beide Syndrome beruhen auf einer Mikrodeletion auf dem langen Arm von Chromosom
15 (15q11-13), also in der gleichen Region, in der das P-Gen liegt. Daher werden auch
bei Personen mit Angelman-Syndrom die Beschreibungen von gleichzeitig auftreten-

dem OCA 2 erwartet (King, 1998).

1.3.3 Okulokutaner Albinismus Typ 3

Der okulokutane Albinismus Typ 3 (OCA 3) wurde erstmals 1996 beschrieben. Bei
einem neugeborenen afroamerikanischen Zwillingspérchen fiel einer der Jungen durch
hellbraune Haut, hellbraune Haare und blau-graue Iriden mit rotem Reflex auf. Der
andere Zwilling zeigte eine typische Pigmentierung fiir ein afroamerikanisches
Neugeborenes mit dunkler Haar- und Hautfarbe. Der heller pigmentierte Junge
entwickelte mit einem Jahr einen bilateralen Nystagmus. In der Familie der Zwillinge
waren dhnliche Fille von Hypopigmentierung bei einem der Geschwister und bei der
GroBmutter miitterlicherseits bereits bekannt. Der Phénotyp des Jungen wurde als der
Phénotyp des braunen OCA beschrieben. Weitere Untersuchungen des Genotyps
zeigten eine homozygote 1 bp-Deletion eines Adenosins an der Stelle 368 im TRP-1-

Gen. Damit wurde ein neuer Typ des OCA postuliert: der OCA 3 (Boissy et al., 1996).

Ein Jahr spiter wurde bei mehreren Individuen einer siidafrikanischen Population mit
dem Phinotyp des sog. roten OCA (rufous OCA oder ROCA) die gleiche Deletion

c.368delA im TRP-1-Gen nachgewiesen. Zusitzlich fand man die Nonsense-Mutation
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S166X (c.498 C>G). Beide Mutationen fiihren zu vorzeitigen STOP-Kodons (Manga et
al., 1997).

Der Phinotyp des ROCA in Siidafrika zeigt eine rote oder rotbraune Haut,
ingwerfarbene oder rote Haare und eine haselnussfarbene Iris. Die Verdnderungen am
optischen Apparat sind oft weniger stark und seltener ausgeprégt als bei den anderen
OCA Typen. In der Studie von Manga und Mitarbeitern konnten bei 95 % der
untersuchten Individuen mit ROCA Mutationen im TRP-1-Gen gefunden werden.
Daher geht man davon aus, dass Mutationen im TRP-1-Gen bei Afrikanern ROCA bzw.
OCA 3 auslosen (Manga et al., 1997).

Im Gegensatz dazu wurde beim zuerst beschriebenen Zwilling der Phinotyp brauner
OCA gefunden. Da eine weitere Untersuchung des Zwillings in seinem spiteren Leben
nicht erfolgte, kann man spekulieren, dass sich sein Phénotyp von dem eher braunen
OCA in den roten OCA weiterentwickelt haben konnte. Auch der genetische
Hintergrund wird als mogliche Ursache fiir eine solche Modifikation des Phénotyps
angefithrt (Manga et al., 1997). SchlieBlich sprechen andere Untersuchungen nicht fiir
einen ursidchlichen Zusammenhang zwischen dem braunem OCA und Veridnderungen
im TRP-1-Gen (Manga et al., 1994; Manga et al., 2001).

In einer weiteren Untersuchung von 100 verschieden pigmentierten Kaukasiern auf
Verinderungen im TRP-1-Gen konnten lediglich zwei Polymorphismen gefunden
werden. Ein C zu A Austausch im Codon 87 fiir Arginin (c¢.374 C>A) in Exon 2 und
eine A-Deletion in Intron 7 (IVS7-18delA) (Box et al., 1998).

Das TRP-1-Gen ist auf Chromosom 9p23 lokalisiert. Es entspricht dem sog. braunen
Gen der Maus auf Chromosom 4, da Mutationen in diesem Gen bei der Maus zur
braunen Fellfarbe fithren. Beide Gene haben 93 % ihrer cDNA-Sequenz gemeinsam.
Das TRP-1-Gen umfasst acht Exons, wobei nur die Exons 2 -8 fiir das aus 537
Aminosduren bestehende TRP-1 codieren. Das erste Exon scheint eine wichtige Rolle
bei der effizienten TRP-1-Genexpression zu haben (Sarangarajan und Boissy, 2001).

Das Genprodukt TRP-1 ist in seiner Aminosduresequenz und seinem Aufbau der
Tyrosinase sehr dhnlich, daher wurde es bei seiner Erstbeschreibung als tyrosinase-

related protein (TRP oder TYRP) bezeichnet. Der Name TRP wurde mit der Ziffer ,,1°

17



1. Einleitung

erginzt als man ein weiteres dhnliches in die Melaninsynthese der Melanosomen
involviertes Protein entdeckte und es TRP-2 nannte (Sarangarajan und Boissy, 2001).

Die Gene der drei Proteine (Tyrosinase, TRP-1 und TRP-2) werden unter dem Namen
,» Lyrosinase-Gen-Familie* zusammengefasst, da sie sich in ihrem Aufbau sehr dhnlich
sind und alle im Melanosom an dem gleichen Stoffwechselweg der Melaninsynthese

beteiligt sind (Sarangarajan und Boissy, 2001).

Zytosol Tyrosinase TRP-1

Melanosomen- iR

membran :
Melanosom
Cu++
| Cu++
Cu++

Abb. 4: Modell der Proteine Tyrosinase und TRP-1.

Beide Proteine sind in der Melanosomenmembran lokalisiert. Mit Cu™ sind die
Kupferbindungsstellen der Proteine gekennzeichnet. Analog zur Homologie der
Aminosdure-Sequenz zwischen beiden Proteinen wird auch in ihrem Aufbau ein
groBes MaB an Ahnlichkeit vermutet. (Umgezeichnet nach Bolognia und Orlow,

2003, Abb. 65.11)

Die Ahnlichkeiten von Tyrosinase und TPR-1 zeigen sich vor allem im Aufbau der
Proteine. Beide Genprodukte sind in der Membran der Melanosomen lokalisiert
(Abb. 4). Sie haben zwei Kupferbindungsstellen, zwei cysteinreiche Doménen, eine
Transmembrandoméne, eine Signalsequenz und sechs glykosylierte Stellen gemeinsam.
Trotz der Ahnlichkeiten im Aufbau, haben beide Proteine anscheinend unterschiedliche

katalytische Funktionen in der Melaninsynthese beim Menschen. Keine der bekannten
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Funktionen der Tyrosinase im Melaninstoffwechsel konnte fiir das TRP-1 nachgewiesen
werden. Die Funktion des TRP-1 bei der Maus als DHICAoxidase und andere
angenommene katalaytische Funktionen konnten fiir das TRP-1 des Menschen nicht
verifiziert werden, so dass die Aufgabe des TRP-1 innerhalb der Melaninsynthese beim
Menschen immer noch unklar ist (Sarangarajan und Boissy, 2001).

Nachgewiesen wurde eine stabilisierende Funktion von TRP-1 auf die Tyrosinase und
dariiber hinaus sogar eine aktive Beteiligung von TRP-1 an der katalytischen Funktion
der Tyrosinase (Sarangarajan und Boissy, 2001).

Von Untersuchungen an Melanozyten der Maus ist bekannt, dass Tyrosinase, TRP-1
und TRP-2 in einem hochmolekularen Proteinkomplex miteinander interagieren, was
ihre physiologische Lebensdauer verldangert (Winder ef al., 1994).

Diese Beobachtungen verdeutlichen die nur ansatzweise verstandene Komplexitit der
Melaninsynthese mit vielfiltigen Aufgaben der beteiligten Proteine und Wechsel-
wirkungen zwischen diesen Proteinen.

Es wird vermutet, dass TRP-1 Funktionen zur Aufrechterhaltung der Melanosomen-
struktur besitzt und an der Regulierung der Melanozytenproliferation und des Zelltods

der Melanozyten beteiligt sein konnte (Sarangarajan und Boissy, 2001).

1.3.4 Okulokutaner Albinismus Typ 4

Der okulokutane Albinismus Typ 4 (OCA 4) wurde erst kiirzlich als eine neue Form des
OCA beschrieben (Newton et al., 2001). Ausgehend von der Beobachtung, dass es bei
der Maus durch Mutationen im underwhite Gen bzw. im Matp-Gen auf Chromosom 15
zur Hypopigmentierung kommt, vermutete man einen Zusammenhang des
entsprechenden Gens beim Menschen mit OCA. Das MATP-Gen beim Menschen
wurde auf Chromosom 5 gefunden. Das Protein war bereits unter dem Namen AIM-1
(antigen in melanoma) bekannt, da es als Bestandteil von menschlichen Melanomzellen
identifiziert wurde. Um Verwechslungen zwischen dem AIM-1 des Menschen und
einem anderen Protein mit dem Namen AIM-1 (absent in melanoma) bei der Maus zu
vermeiden, wurde AIM-1 des Menschen in MATP (membran associated transporter

protein) umbenannt (Newton et al., 2001).
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Das MATP-Gen besteht aus sieben Exons und codiert fiir ein Protein mit 530
Aminosduren. Man vermutet aufgrund von computergestiitzten Analysen, dass das
MATP zwolf transmembrane Doménen besitzt und damit den Saccharose-Protonen-
Symportern in Pflanzen sehr dhnlich ist.

Die Funktion des MATP wird auch in Zusammenhang mit dem P-Protein in der
Melanosomenmembran gesehen. Fiir das P-Protein wird ein Protonentransport
angenommen und dadurch die Aufrechterhaltung des sauren pH-Werts innerhalb der
Melanosomen. Da das MATP Ahnlichkeiten mit dem P-Protein aufweist, genau wie
dieses in der Melanosomenmembran lokalisiert ist und als Symporter wahrscheinlich
ebenfalls Protonen transportiert, konnten beide Proteine fiir die Regulation des pH-
Werts in den Melanosomen verantwortlich sein (Newton et al., 2001).

Bei der Untersuchung von 102 Individuen verschiedener Herkunft mit den
phénotypischen Merkmalen des OCA fand man einen Betroffenen aus der Tiirkei mit
einer homozygoten Punktmutation in Exon 2 des MATP-Gens. Weitere Fille von
OCA 4 wurden fiir die deutsche sowie die japanische Bevolkerung beschrieben
(Rundshagen ef al., 2004; Inagaki et al., 2004). Innerhalb der 176 untersuchten
Individuen mit OCA aus Deutschland konnten fiinf mit OCA 4 identifiziert werden. Das
bedeutet, dass OCA 4 in der deutschen Bevolkerung mit OCA einen Anteil von 2,84 %
ausmachte (Rundshagen et al., 2004). In der japanischen Bevolkerung konnte bei 18
von 75 untersuchten OCA-Fillen ein OCA 4 nachgewiesen werden, also in 24 % der
OCA-Fille. In dieser Untersuchung war OCA 4 sogar hiufiger als OCA 2 (8 %) und ist
damit nach OCA 1 die zweithdufigste Albinismusform in Japan (Inagaki et al., 2004).

1.3.5 Mit okulokutanem Albinismus assoziierte Syndrome

Das Hermansky-Pudlak-Syndrome (HPS) und das Chédiak-Higashi-Syndrom (CHS)
sind mit dem okulokutanem Albinismus assoziiert.

Das HPS zeigt klinisch einen OCA, eine Thrombozytenaggregationsstorung mit einer
Blutungsneigung und die Akkumulation von Zeroid vor allem in den Zellen der Lunge
und des Darms, was zu einer Lungenfibrose und einer granulomattsen Colitis fiihren
kann. Das Syndrom ist weltweit beschrieben worden mit einer ungewohnlichen

Héufung in der Bevolkerung von Puerto Rico, die dort 1:1800 betrégt.
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Der OCA kann sich klinisch in allen Facetten der OCA-Phinotypen présentieren (King,
1998).

Beim Menschen sind mittlerweile sechs verschiedene HPS-Gene identifiziert worden,
deren Genprodukte in den meisten Fillen noch unbekannt sind (Tabelle 1, S. 13)
(Oetting et al., 2003).

Das CHS ist sehr selten und ist charakterisiert durch eine erhohte Anfilligkeit fiir bak-
terielle Infektionen, eine Hypopigmentation und den Nachweis von Riesengranula in
Granulozyten im peripheren Blut. Die Pigmentierung von Haut, Haaren und Iriden ist
herabgesetzt. Die Betroffenen zeigen oft keinen eindeutigen OCA-Phénotyp, so dass
nur durch den Vergleich innerhalb der Familie eine Hypopigmentierung auffillt.
Veridnderungen des optischen Apparates sind nicht immer nachweisbar.

Das CHS1-Gen befindet sich auf Chromosom 1 (1g42). Das kodierte Membranprotein
scheint beim Vesikeltransport eine Rolle zu spielen (King, 1998).

1.3.6 Okulérer Albinismus Typ 1

Der okuldre Albinismus Typ-1 (OA 1) wird X-chromosomal rezessiv vererbt. Die
minnlichen Betroffenen zeigen klinisch alle typischen Verdnderungen des optischen
Apparates beim Albinismus (Kapitel 1.1, S. 7). Die weiblichen Konduktorinnen haben
einen normalen Visus und sind nur an der stellenweisen Hypopigmentierung ihrer
Netzhaut zu erkennen. Alle Melanozyten, sowohl in den Augen als auch in der Haut,
weisen Makromelanosomen auf, wodurch die Differenzierung zwischen OCA und OA
morphologisch gelingt. Man vermutet, dass das betroffene Protein ein intrazelluldrer G-
Protein-gekoppelter Rezeptor ist und eine Funktion bei spdten Stadien der

Melanosomentwicklung hat (Shen et al., 2001).
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1.4 Zielsetzungen der Arbeit

Diese Arbeit ist Teil eines Projektes, dessen Ziel die molekulargenetische
Charakterisierung von Mutationen bei Albinismus ist.

Dazu wurden in einem geschlossenem Probenkollektiv von 163 nicht verwandten
Personen (insgesamt 176 Personen) vorwiegend deutscher Herkunft mit okulokutanem
Albinismus die genotypischen Verdnderungen in vier Genen untersucht. Es ist bekannt,
dass Verdnderungen innerhalb dieser Gene zu verschiedenen Typen des okulokutanen
Albinismus fithren. Die Mutationssuche erstreckte sich auf das Tyrosinase-Gen
(OCA 1), das P-Gen (OCA 2), das TRP-1-Gen (OCA 3) und auf das MATP-Gen
(OCA 4) (Zihlke et al., 2004).

Bisher gibt es in der Literatur nur zwei Beschreibungen von OCA 3 (Boissy et al., 1996;
Manga et al., 1997). Dabei ist OCA 3 nur bei der schwarzen Bevolkerung nachgewiesen
worden. Daher sollte in dieser Arbeit das TRP-1-Gen bei dem aus 176 Personen der
weillen Bevolkerung bestehendem Kollektiv auf Verdnderungen in seiner Nukleotid-

sequenz untersucht werden.

Die Ziele dieser Arbeit waren:

e die sieben codierenden Exons des TRP-1-Gens (Exon 2 — 8) bei 176 Personen mit
okulokutanem Albinismus auf Verdnderungen in ihrer Nukleotidsequenz zu
untersuchen,

e mogliche Verdnderungen gemil der internationalen Nomenklatur zu benennen und
ihre Auswirkungen auf der Proteinebene abzuleiten,

e die gefundenen Mutationen und Polymorphismen mit den aus der Literatur
bekannten zu vergleichen,

e die Haufigkeiten fiir die gefundenen Veridnderungen innerhalb des Probenkollektivs
zu bestimmen und

e durch den Vergleich mit den anderen Arbeiten innerhalb des Projektes
herauszufinden, in wie fern Personen mit Verdnderungen im TRP-1-Gen zusitzliche

Verinderungen in den anderen drei untersuchten Genen zeigen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Kits

Bezeichnung

100 bp DNA Leiter

Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua ad iniectabilia

Aqua Spiillosung

Borsédure

Bromphenolblau

Dimethyldichlorsilan (Repel Silan)

DMSO (Dimethylsulfoxid) 100 %

EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsdure, Triplex III)

Essigsdure 100 %

Ethanol 100 %

Ethidiumbromid

Ficoll 400

Formaldehyd 37 %

Formamid 100 %

Glycerin (wasserfrei)

Natriumcarbonat

NucleoSpin®Extract-Kit

Nukleotide
2’Desoxyadenosin 5°- Phosphat
2 Desoxycytidin 5°- Phosphat
2’Desoxyguanin 5°- Phosphat
2’Desoxythymidin 5°- Phosphat

Hersteller

Gibco BRL
Serva

Braun
Delta-Pharma
Merck

Serva
Pharmacia
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck
Pharmacia
Sigma

Fluka

Fluka

Merck
Macherey-Nagel
Q-Biogene
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Rotiophorese Gel 30 (30 % Acrylamid + 0,8 % Bisacrylamid) Roth

Salpetersdure 65 %

SequiTherm EXCELTM II DNA Sequenzing Kit — LC

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Silbernitrat

Standard Agarose

Taq DNA-Polymerase

Taq Puffer mit Mg** (10x)

TEMED (N,N,N",N’- Tetramethylethylendiamin)
Tris (hydroxymethyl) —aminomethan

Urea

Xylencyanol

2.1.2 Stammldsungen

Stammlosung:

100 bp DNA Leiter

10x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer)
(pH der Gebrauchslosung: 8,3)

3x Ficoll-Losung

6x Ficoll-Losung

Merck

Epicentre

Fluka

Caelo

BMA

Eppendorf
Eppendorf
Sigma

ICN Biomedicals
Merck

Sigma

Rezept:

5 % (w/v) 100 bp DNA Leiter
33 % (v/v) 6x Ficoll-Losung

20 mM EDTA
890 mM Tris
890 mM Borsiure

150 uM Bromphenolblau
190 uM Xylencyanol
7,5 % (w/v) Ficoll 400

290 uM Bromphenolblau
370 uM Xylencyanol
15 % (w/v) Ficoll 400
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Agarose-Gellosung

dNTP-Mix

Formamid-Ladepuffer

Glycerin-Gellosung fiir SSCP

Sequenz-Gellosung

0,63 uM Ethidiumbromid
2 mM EDTA

89 mM Tris

89 mM Borsiure

1,5 % (w/v) Standard-Agarose

10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dTTP
10 mM dGTP

290 uM Bromphenolblau
370 uM Xylencyanol

20 mM EDTA

95 % (v/v) Formamid

6 % (v/v) Acrylamid

0,16 % (v/v) Bisacrylamid

10 % (v/v) wasserfreies Glycerin
2 mM EDTA

89 mM Tris

89 mM Borsiure

0,067 % (v/v) TEMED

5,5 % (v/v) Acrylamid
0,15 % (v/v) Bisacrylamid
7M Urea

2 mM EDTA

89 mM Tris

89 mM Borsiure

0,067 % (v/v) TEMED
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2.1.3 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide der Tabellen 2 und 3 wurden von der Firma Invitrogen syntheti-

siert.

Exon |Exon-Linge| Oligonukleotide Sequenz (5—» 3)
5 2851 TRP-1-2F | GTG CTT CAG TCT TCT CTA CA
p TRP-1-2R | TAT GAG AAC CCT CTG GTC AC
3 . TRP-1-3F | TCA GGA GAA ATC TTC TGG ACT
p TRP-1-3R | TGC ATG TCT TTC TCC AGA CG
s 205 b TRP-1-4F | GAA ATG TTG CAA GAG CCT TCT T
p TRP-1-4R | GTT ACA AAG TGT TCC CAG GG
s 68 b TRP-1-5F | GCA CCG AGG ATG GGC CAA TT
p TRP-1-5R | CTIT CCA CTG TGT TTC GGA AAC
) 150 TRP-1-6F | CCT CCT TAC CAT GTG TCT AG
p TRP-1-6R | ATG CCA TCT AAA CAA TCC GC
. . TRP-1-7F | GGA TGC CTT TAG AAC TCA ATA A
p TRP-1-7R | CAG AAT ACC GTG ATT ACT CTA C
; 206 b TRP-1-8F | TGG CTT CAA GGC CAT TGT GGC
p TRP-1-8 R | TAA TGC ATA AGA GAG TAG GG

Tabelle 2: Oligonukleotide der Exons 2 bis 8 fiir die PCR zur SSCP-Analyse.

Die Liangenangaben der Exons entstammen der mRNA des TRP-1-Gens in

Kap. 7.2.1 auf S. 79-82.
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Exon |

Oligonukleotide

Sequenz (5—»3")

2

TRPI - 2 F - UNI

UNI - TGA AAG TGG TTT GGG AAG GGG

TRP1-2R-REV

REV - CCT TGA GTC TCA TGC AGG ACT

TRP1 - MID 2 F - UNI

UNI - CAA TTC CCA AGA CAG TGT GCC

TRP1 - MID 2R - REV

REV - CTC CCT GAT GAT GAG CCA CA

TRPI - 3 F - UNI

UNI - GGA TAA ATG GGT CGT GGT GTG

TRP1-3R-REV

REV - GGC ATC TTG TCT GTA AAG AGT C

TRP1 - 4 F - UNI

UNI - AGA CTG TCA GAG AGT AGA CCA

TRP1-4R-REV

REV - TGA AGG CCT TTC AGG CAA CAT

TRP1 -5 F- UNI

UNI - GAG CGA CAA TAA GAA CTC CAA AC

TRP1-5R-REV

REV - GAG CTT CAT GGT TGA CTC TTC

TRPI - 6 F - UNI

UNI - CCT CCT TAC CAT GTG TCT AG

TRPI -6 R - REV

REV - ATG CCA TCT AAA CAA TCC GC

TRP1 -7 F - UNI

UNI - GGA TGC CTT TAG AAC TCA ATA A

TRP1-7R-REV

REV - CAG AAT ACC GTG ATT ACT CTA C

TRP1 - 8 F- UNI

UNI - TTC AAG GCC ATG TGG CCA ATG

TRPI - 8§ R - REV

REV - CCA GGT GGT TTT GTG ATA CTA ATG

Tabelle 3: Oligonukleotide der Exons 2 bis 8 fiir die Primér-PCR.
UNI-Sequenz: TGT AAA ACG ACG GCC AGT
REV-Sequenz: CAG GAA ACA GCT ATG ACC

Die Oligonukleotide der Tabelle 4 wurden von der Firma MWG hergestellt.

Oligonukleotide

Sequenz 5—» 3°

M13-REV (IRD 800)

TGT AAA ACG ACG GCC AGT-(IRD 800)

M13-UNI (IRD 800)

CAG GAA ACA GCT ATG ACC-(IRD 800)

Tabelle 4: Oligonukleotide fiir die Sequenz-Reaktion.
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Isolierung aus Vollblut

In Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. Barbara Kédsmann-Kellner an der Universitits-
Augenklinik in Homburg an der Saar wurden Blutproben von 176 Personen mit den
phénotypischen Merkmalen des okulokutanen Albinismus gesammelt. Die aus diesen
Proben isolierte genomische DNA stand mir fiir die dargestellten Untersuchungen zur

Verfiigung. Die DNA-Konzentration lag bei 10 ng/pl.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR (polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion) ist eine seit 1985
(Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986) hiufig verwendete Methode, die den Nachweis
auch kleinster Mengen spezifischer DNA-Abschnitte und ihre Vervielfiltigung
ermoglicht. Zur Durchfithrung der PCR werden, neben der DNA, zwei Oligonukleotide
(Primer), die Tag-Polymerase und die Nukleotide dATP, dTTP, dGTP, dCTP bendétigt.
Die Sequenz der synthetisch hergestellten Primer entspricht beim Vorwiérts-(F)-Primer
einer Region ,,vor* (stromaufwirts, upstream) dem untersuchten Abschnitt auf dem
codierenden DNA-Strang und beim Riickwirts-(R)-Primer einer Region am Ende des
untersuchten Abschnitts (stromabwaérts, downstream) auf dem nicht codierenden DNA-
Strang. Nach der Denaturierung der DNA bei 95°C lagern sich die Primer an die
entsprechenden Stellen beider DNA-Stringe an und der Abschnitt zwischen den
Primern wird mit Hilfe der hitzestabilen Tag-Polymerase und unter Verwendung der
oben erwidhnten Nukleotide amplifiziert. Dieser Zyklus aus Denaturierung (95°C),
Hybridisierung (Anlagerung, annealing) bei 52°C-66°C und Synthese (Amplifikation)
bei 72°C wird 25-40 mal durchgefiihrt. Das Produkt enthélt eine groe Anzahl von
Kopien des untersuchten Abschnitts, da die Anzahl der Kopien exponentiell wichst. Fiir
jede PCR muB beziiglich des Temperaturablaufs, der Zyklenzahl und der Konzentration

der Bestandteile eine Optimierung erfolgen.
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PCR fiir die SSCP-Analysen

Bei dem Reaktionsansatz der PCR fiir die SSCP-Analysen wurden auf insgesamt 25 ul

Ansatz 50 ng DNA, je 10 pmol Primer, 0,25 U Tag-Polymerase, 10x Tag-Polymerase-
Puffer und je 5 pmol von den Nukleotiden dATP, dTTP, dGTP, dCTP verwendet. Mit

Aqua dest. wurde auf 25 pl aufgetiillt.

Bei allen sieben Exons verlief die PCR im Thermocycler Biometra T Gradient bei einer

Heizdeckeltemperatur von 104°C und einer Annealing-Temperatur von 55°C mit 30

Zyklen.
Reagenzien Konzentration Volumen Menge

genomische DNA 10 ng/1 5,00 ul |50 ng

: . TRP-1-x F [10 pmol/l 1,00 ul J10 pmol
Oligonukleotide TRP-1-x R |10 pmol/ul 1,00 ul |10 pmol
Tag-Polymerase 5 U/ul 0,05 ul 10,25 U
Taq-Polymerase- Puffer 10x 2,50 pl
dNTP-Mix je dNTP 10 pmol/ul 0,50 pl |5 pmol je ANTP
Aqua dest. 14,95 pl

gesamt: | 25,00 ul

Tabelle 5: PCR-Ansatz fiir die PCR zur SSCP-Analyse.

Das x bei den Oligonukleotiden steht stellvertretend fiir die jeweilige Exon Nr.

2 bis 8 (Tabelle 2. S. 26).

Schritt Nr.[ Temperatur Dauer
0 95°C Pause
1 94°C 5 min
2 94°C 30s )
3 35 bzw. S7°C| 30 30 ?r(l::lr Ltvtieejerti;len
4 72°C 30s
5 72°C 5 min
6 4°C Pause

Tabelle 6: Programm der PCR fiir die SSCP-Analyse.

Schritt 0: Vorheizen des Gerites.
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Primiar-PCR

Die Primér-PCR ist der erste Schritt bei der Sequenzierung eines DNA-Abschnitts. Thr
Ziel ist es, eine groBle Anzahl gleichartiger Kopien des DNA-Abschnitts herzustellen,
von dem in weiteren Schritten die Sequenz bestimmt werden soll. Die bei dieser PCR
verwendeten Primer sind mit einer speziellen Sequenz markiert, die aus 18 Basen
besteht. Dabei ist an die Vorwirts-(F)-Primer eine sog. UNI-Sequenz (TGT AAA ACG
ACG GCC AGT -Primer) und an die Riickwirts-(R)-Primer eine sog. REV-Sequenz
(CAG GAA ACA GCT ATG ACC -Primer) angehiéngt. Diese Sequenzen bilden bei der
spiateren Seqenz-PCR den Startpunkt fiir die DNA-Synthese entlang des markierten
DNA-Abschnitts aus der Primédr-PCR. Auflerdem konnen die neu synthetisierten DNA-
Abschnitte, denen dank der Markierung ein M13-Primer angeschlossen ist, im spiteren
Sequenz-Gel durch den Laser sichtbar gemacht werden.

Fiir einen Reaktionsansatz von insgesamt 25 ul wurden 50 ng DNA, je 10 pmol vom
Vorwirts-(F)-UNI-Primer und Riickwirts-(R)-REV-Primer, 0,25 U Tag-Polymerase,
10x Tag-Polymerase-Puffer, je 5 pmol von den Nukleotiden dATP, dTTP, dGTP,
dCTP, 1 pul 100 %iges Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet und auf ein Gesamt-
volumen von 25 pl mit Aqua dest. aufgefiillt (Tabelle 8, S. 31). Dieser Ansatz wurde fiir
alle Exons mit Ausnahme von Exon 6 verwendet, welches einen Reaktionsansatz ohne
Zusatz von DMSO hatte. Aufgrund der Linge von Exon 2 wurde dieses Exon fiir die
Sequenzierung in zwei Abschnitte geteilt (Teil I und Teil II) und jeder Abschnitt mit
eigenen Primern weiter untersucht. Die Primer sind in der Tabelle 3 auf Seite 27
aufgefiihrt. Die Annealing-Temperaturen der einzelnen Exons sind der Tabelle 7 auf
Seite 31 zu entnehmen. Die Primér-PCR wurde im Thermocycler Biometra T Gradient
bei einer Heizdeckeltemperatur von 104°C durchgefiihrt. Tabelle 9 auf Seite 31 zeigt

das Programm dieser PCR.
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Exon Nr. | Annealing-Temperatur (°C)
2 (Teil I) 57
2 (Teil IT) 57
3 57
4 57
5 57
6 55
7 55
8 57

Tabelle 7: Annealing-Temperaturen der Exons 2 bis 8 bei der Primér-PCR.

Reagenzien Konzentration Volumen Menge

genomische DNA 10 ng/l 5,00 ul |50 ng

. . TRP-1-x-F-UNI |10 pmol/l 1,00 pul |10 pmol
Oligonukleotide TRP-1-x-R-REV|10 pmol/ul 1,00 ul |10 pmol
Taqg-Polymerase 5 U/ul 0,05 ul 10,25 U
Taq-Polymerase- Puffer 10x 2,50 ul
dNTP-Mix je ANTP 10 pmol/ul | 0,50 ul |5 pmol je INTP
DMSO 100% 1,00 pl
Aqua dest. 13,95 ul

gesamt: | 25,00 ul

Tabelle 8: Reaktionsansatz fiir die Primar-PCR fiir die Exons 2, 3, 4, 5, 7 und 8.

Fiir das Exon 6 wurde der Reaktionsansatz ohne DMSO und mit 14,95 ul

Aqua dest. verwendet. Das x bei den Oligonukleotiden steht stellvertretend fiir

die jeweilige Exon Nr. 2 bis 8 (Tabelle 3, S.27).

Schritt Nr.| Temperatur Dauer
0 95°C Pause
1 94°C 5 min
2 94°C 30s .
> 25 bzw. 57°C| S0 30 fri:;r 1)t&1tizjerlf(;len
4 72°C 30s
5 72°C 5 min
6 4°C Pause

Tabelle 9: Programm fiir die Primér-PCR.

Schritt 0: Vorheizen des Geridtes. Die Annealing-Temperaturen der einzelnen

Exons bei Schritt Nr. 3 sind der Tabelle 7 auf Seite 31 zu entnehmen.
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2.2.3 Agarose — Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermoglicht eine Trennung und Isolierung von DNA-
Fragmenten nach ihrer Ladung und ihrer Gro8e, d.h. der Anzahl ihrer Basenpaare.

Daher wurde sie in dieser Arbeit zur Uberpriifung von PCR-Produkten angewendet.
Dabei wurden die PCR-Produkte zur SSCP-Analyse genauso getestet wie die Produkte
der Primér-PCR.

Bei dieser Methode nutzt man die Eigenschaft geladener Molekiile aus, zu dem Pol zu
wandern, der ihrer Ladung entgegengesetzt geladen ist. Da in einer Umgebung mit
neutralem pH-Wert auch DNA-Stringe aufgrund ihres hohen Gehaltes an negativ
geladenen Phosphatgruppen negativ geladen sind, wandern sie im elektrischen Feld zum
positiv geladenem Pol (Anode) (Seyffert et al., 1998). Durch die Auftrennung der
DNA-Fragmente nach ihrer Grofe kann man bei gleichzeitiger Auftrennung einer
zugesetzten 100-Basenpaar-Leiter die Grole der untersuchten DNA-Stringe

abschitzen.
Durchfiihrung

Zur Herstellung eines 1,5 %igen Agarose-Gels werden 3 g Standard-Agarose in 200 ml
I1x TBE aufgekocht. Nach Zugabe von 7 ul Ethidiumbromid wird die Gel-Losung im
Eisbad auf ca. 50-60°C abgekiihlt und anschlieend in den Geltriger der Gelkammer
gegossen. Durch den vorher eingesetzten Kamm entstehen im erstarrtem Gel sog.
Geltaschen. Das fertige erstarrte Gel wird in der Gelkammer mit dem Laufpuffer
Ix TBE tiberschichtet In die Geltaschen werden die DNA-Stringe und die oben
erwihnte 100-Basenpaar-Leiter pipettiert. Die Auftrennung erfolgt bei einer gleich-
miBigen Spannung von 90 V in ca. 30 min. Zur Auswertung werden die Gele unter UV-
Licht gelegt, wodurch der zugesetzte interkalierende Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid die DNA-Stringe sichtbar macht (Seyffert et al., 1998). Die
anschlieBende Fotographie mit einem schwarz-wei3em Polaroid-Film dokumentiert das

Ergebnis.
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2.2.4 Analyse von DNA-Einzelstringen mittels SSCP

Mit Hilfe der SSCP-Analyse (single strand conformation polymorphism oder
Einzelstangkonformationspolymorphismus) konnen in DNA-Einzelstringen Sequenz-
veranderungen sichtbar gemacht werden (Orita et al., 1989; Hayashi, 1991).

Durch Denaturieren der doppelstrangigen DNA erhilt man Einzelstringe. Diese haben
die Eigenschaft, sich unter nicht denaturierenden Bedingungen zu falten, d.h. eine
bestimmte Form (Konformation) einzunehmen, die letztlich von ihrer DNA-Sequenz
bestimmt wird. Werden diese gefalteten DNA-Einzelstringe einer Elektrophorese im
nicht denaturierendem Gel unterworfen, dann wird ihr Laufverhalten wesentlich durch
ihre spezifische Form bestimmt. Bereits der Austausch einer Base innerhalb der
Sequenz eines DNA-Einzelstranges wirkt sich auf ihr Laufverhalten in der Gelmatrix
aus und kann damit nachgewiesen werden. Eine genaue Bestimmung der Verdnderung
in der DNA-Sequenz ist erst anschlieBend mit einer Sequenzierung dieses DNA-

Abschnittes moglich.
Durchfiihrung

Zur Durchfithrung der SSCP-Analysen wird zunichst eine Stammldsung fiir die Gele
vorbereitet. Sie setzt sich zusammen aus 150 ml 30 %iger Polyacrylamid-Losung,
150 ml 5x TBE, 75 ml Glycerol anhydrosus, 500 ul TEMED und Aqua dest., mit
welchem auf ein Volumen von 750 ml aufgefiillt wird. Man erhélt damit 750 ml einer
Gellosung mit 6 % Polyacrylamid und 10 % Glycerin, die bei 4°C gelagert wird.

Von dieser Stammlosung werden pro Gel 75 ml entnommen, entgast und kurz vor dem
GieBlen des Gels mit 500 pul 10 %iger Ammoniumpersulfat-Losung (APS) vermischt.
Damit startet der Vorgang der Polymerisation. Das Gel wird ziigig zwischen zwei
vorher griindlich mit 100 %igem Ethanol gereinigte Glasplatten gegossen. Als
Abstandshalter dienen zwei Spacer mit einer Dicke von 0,35 mm und bestimmen damit
die Dicke des gegossenen Gels. Insgesamt sechs Klammern fixieren die beiden
Glasplatten mit den dazwischen liegenden Spacern bis das Gel polymerisiert ist. In das
noch fliissige Gel wird die glatte Seite eines 0,35 mm dicken Haifischzahnkammes
zwischen die Platten geschoben. Damit entsteht ein Hohlraum fiir die spéteren

Einfiilltaschen.
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Nach ca. einer Stunde ist die Polymerisation des Gels abgeschlossen. Die Klammern
werden entfernt und auch der Kamm wird vorerst herausgenommen. Die beiden
Glasplatten mit dem dazwischen liegendem Gel werden in die Gelkammer eingebaut.
Als Laufpuffer wird 1x TBE verwendet. Der Kamm wird mit seiner gezidhnten Seite in
den Hohlraum zwischen den Glasplatten bis in die Gelkante vorgeschoben. Fiir die
Befiillung der auf diese Weise entstandenen Taschen werden die PCR-Produkte (je
25 pl) mit je 12 ul Formamid-Farbe vermischt. Durch die Verwendung der Formamid-
Farbe und anschlieBende Hitze von 95°C fiir die Dauer von 5 min wird die DNA
denaturiert. Von den so vorbereiteten Proben kommen je 4 ul in jede Tasche.

Bei 20 Watt wird, je nach Linge des untersuchten Exons, eine Laufzeit von 4 bis 6
Stunden benotigt.

Danach werden die Glasplatten aus der Gelkammer herausgenommen und mit einem
Keil voneinander getrennt. Durch die Beschichtung der kleineren Glasplatte mit Repel-
Silan® bleibt das gesamte Gel auf der groferen Glasplatte haften. Die Spacer und der
Kamm werden entfernt und iiber das Gel wird ein spezieller Holzrahmen mit Klemmen

befestigt.

Die nun folgende Silbernitratfirbung umfasst folgende Schritte:

1. Uberschichten des Gels mit 10 %igem Ethanol fiir 10 min.

2. Uberschichten des Gels mit 1 %iger Salpetersiure fiir 5 min.

3. Dreimalige Spiilung des Gels mit Aqua dest..

4. Firbung des Gels durch 20 miniitiges Uberschichten mit einer Silbernitrat-Losung

(2,02 ¢ AgNO3/D).

e

Zweimalige Spiilung des Gels mit Aqua dest..

6. Entwicklung nach Sicht durch Uberschichten des Gels mit einer Entwicklungs-
Losung (Reducer-Losung). Diese besteht pro Liter aus 29,6 g wasserfreiem
Natriumcarbonat und 540 pl 37 %iger Formaldehyd-Losung.

7. Sind klare Banden erkennbar wird die Entwicklung mit einer 10 %igen Essigsdure-

Losung gestoppt und 3 min auf dem Gel belassen.

8. Zuletzt wird das Gel 5 min lang mit Aqua dest. iiberschichtet.
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Nach der Silbernitratfirbung wird der Holzrahmen entfernt und das Gel
zurechtgeschnitten. Ein entsprechend groBes Stiick Whatman-Papier wird auf das Gel
aufgelegt und kann anschlieBend zusammen mit dem Gel von der Glasplatte abgelost
werden.

Der letzte Schritt ist die Trocknung des Gels auf einem Trockner mit Vakuumpumpe bei
70°C, was etwa 2 h in Anspruch nimmt. Das fertige, trockene Gel kann mit einer

selbstklebenden, durchsichtigen Folie beklebt werden, um es bestdndiger zu machen.

2.2.5 DNA-Sequenzierung mit der Didesoxymethode

Die Didesoxymethode, die auch Kettenabbruchmethode genannt wird, geht auf Sanger
zuriick (Sanger et al., 1977). Mit dieser Methode kann die Basenabfolge eines DNA-
Abschnitts bestimmt werden. Sie basiert auf der Neusynthese eines komplementidren
DNA-Einzelstranges entlang einer DNA-Matrize. Diese DNA-Neusynthese erfolgt
unter anderem unter Verwendung der vier Nukleotidtriphosphate dATP, dTTP, dGTP
und dCTP. Allerdings werden diesen Nukleotiden zusitzlich in geringer Menge
Didesoxynukleotide beigemischt. Den Didesoxynukleotiden fehlt an der 3°-Stelle der
Desoxyribose eine OH-Gruppe, wodurch kein weiteres Nukleotid angelagert werden
kann. Immer wenn ein Didesoxynukleotid eingebaut wird, kommt es zum Ketten-
abbruch bei der DNA-Neusynthese. Da der Einbau eines Didesoxynukleotids zufillig
erfolgt, entsteht ein Gemisch aus unterschiedlich langen DNA-Stringen (Seyffert et al.,
1998).

Die beschriebene Synthese wird auf vier Ansitze aufgeteilt, wobei in jedem Ansatz alle
vier Nukleotidtriphosphate vorhanden sind aber jeweils nur ein Didesoxynukleotid
(ddATP oder ddTTP oder ddGTP oder ddCTP). Das bedeutet, dass es in einem Ansatz
immer an einem bestimmten Nukleotid zum Kettenabbruch kommt (entweder nur an
einem Adenin, einem Thymin, einem Guanin oder einem Cytosin) (Seyffert er al.,
1998).

Die vier Ansitze werden anschlieBend auf ein denaturierendes Polyacrylamid-Gel
nebeneinander aufgetragen und die unterschiedlich langen DNA-Stringe werden

elektrophoretisch ihrer Linge nach aufgetrennt (Seyffert et al., 1998). Die DNA-Stringe
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passieren bei ihrer Wanderung durch das Polyacrylamid-Gel einen Laserstrahl, der ihre
Farbstoffmarkierung zur Fluoreszenz anregt und sie als Banden sichtbar macht. Die
aufeinander folgenden Banden der vier benachbarten Ansitze unterscheiden sich nur

durch jeweils ein Nukleotid, so dass die Sequenz direkt abgelesen werden kann.

Durchfiihrung:

1. Primar-PCR

Vor der Sequenzierung wird eine PCR durchgefiihrt, die die DNA-Matrizen fiir die
Sequenz-Reaktion liefert (Kap. 2.2.2, S. 30-31).

2. DNA-Aufreinigung

Die Produkte der Primdr-PCR werden mit der Nukleo-Spin-Sédule des
NucleoSpin®Extract-Kits der Firma Macherey-Nagel gereinigt, bevor sie als DNA-
Matrizen verwendet werden.

Zur DNA-Aufreinigung wird jedes Primér-PCR-Produkt (20 pl) zusammen mit 80 pl
Aqua dest. und 400 ul NT2-Puffer auf eine Sdule gegeben und bei 14000 rpm 1 min
lang zentrifugiert. Die DNA bleibt in der Membran der Sédule und das entstandene Eluat
wird verworfen. Nach Zugabe von 600 ul NT3-Puffer wird wieder bei 14000 rpm 1 min
lang zentrifugiert. Auch dieses Eluat wird verworfen. In einem letzten Reinigungsschritt
werden 200 pl NT3-Puffer auf die Sédule gegeben und diesmal 2 min lang bei
14000 rpm zentrifugiert. Dadurch soll moglichst wenig vom NT3-Puffer in der
Membran zuriickbleiben. Die DNA wird schlieBlich mit 25 ul NE-Puffer durch
1 miniitige Zentrifugation bei 14000 rpm aus der Sdulenmembran herausgeldst und in
einem neuen Reaktionsgefdl aufgefangen. Die gereinigte DNA wird bei -20°C

gelagert.
3. Sequenz-Reaktion

Die Sequenz-Reaktion wird mit Hilfe des SequiTherm EXCELTM II DNA Sequenzing

Kits - LC der Firma Epicentre durchgefiihrt. Da man von jedem untersuchten
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DNA-Abschnitt die Sequenz beider komplementidrer DNA-Striange bestimmen mochte,
werden fiir jeden DNA-Strang vier Ansitze fiir die vier Basen A, T, G, C bendétigt, also
insgesamt acht Ansitze.

Zuerst werden fiir jede Base 2 pul aus einem entsprechenden EXCEL II — LC
Termination — Mix (Mix A, Mix T, Mix G oder Mix C) vorgegeben. In jedem Mix sind
die vier dNTPs mit einer jeweiligen Konzentration von 45 uM vorhanden. Auflerdem
enthalten Mix A ddATP und Mix T ddTTP mit einer Konzentration von 450 uM, Mix G
ddGTP mit einer Konzentration von 30 uM und Mix C ddCTP mit einer Konzentration
von 300 uM.

Fiir jeden der beiden Stringe wird nun ein Reaktionsansatz von insgesamt 17 ul
vorbereitet und dann auf die vier Reaktionsgefife mit je 4 ul aufgeteilt.

Dieser Reaktionsansatz besteht aus:

e 3 uldes gereinigten Primir-PCR-Produktes,

o 7,2 ul3,5x SequiTherm EXCEL II Sequenzing Buffer,

e 0,3 ul 100 %igem DMSO,

e 5 U SequiTherm EXCEL II DNA Polymerase,

e 0,7 ul M13-UNI-Primer oder M13-REV-Primer (1 pmol/ul),
e 4.8 ul Aqua dest..

Beide Reaktionsansitze unterscheiden sich nur durch die Verwendung zwei
unterschiedlicher Standard-Primer. Es wird entweder ein M13-UNI-Primer oder ein
M13-REV-Primer verwendet. Die Sequenz des M13-UNI-Primers entspricht der UNI-
Sequenz der Primir-PCR-Produkte, wobei die Sequenz des M13-REV-Primers der
REV-Sequenz der Primir-PCR-Produkte entspricht (Kap. 2.2.2, S. 30ff). Auflerdem
besitzen beide Primer ein Farbstoffmolekiil (IRD 800), das durch einen Laserstrahl zur
Fluoreszenz angeregt werden kann. Dadurch konnen bei der Gelelektrophorese die
Produkte der Sequenz-Reaktion, wihrend sie bei ihrer Wanderung durch die Gelmatrix
den Laserstrahl passieren, zur Fluoreszenz angeregt werden. Ein Detektor erkennt diese
Signale und macht die Produkte als Banden sichtbar.

Die Sequenz-Reaktion wird im BIOMETRA UNO II — Thermocycler durchgefiihrt. Bei

einer Heizdeckeltemperatur von 104°C wird bei 95°C fiir 5 min zunichst denaturiert.
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Dann folgen 30 Zyklen bestehend aus einer Denaturierung bei 95°C fiir 30 s, dem
Anlagern der Primer bei 60°C fiir 30 s und der 1 miniitigen DNA-Synthese-Phase bei
72°C (Tabelle 10, S. 37). Zu den Produkten werden 3 ul der Stop-Losung aus dem Kit
hinzugefiigt. AnschlieBend werden sie bei —20°C lichtgeschiitzt aufbewahrt.

Schritt Nr. | Temperatur| Dauer
0 95°C Pause
1 94°C 5 min
2 94°C 30s Schritte 2 - 4:
3 60°C 30s 30 mal
4 72°C 1 min wiederholen
5 4°C Pause

Tabelle 10: PCR-Programm der Sequenz-Reaktion.

4. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fiir die Sequenz-Gele wird eine 5,5 %ige Polyacrylamid-Gellosung hergestellt. Dazu
vermischt man 92 ml 30 %iger Polyacrylamid-Losung mit 50 ml 10x TBE-Puffer und
333 ul TEMED. Darin wird unter Zugabe von ca. 300 ml Aqua dest. 212,1 g Urea
aufgelost und zuletzt mit Aqua dest. auf ein Volumen von 500 ml aufgefiillt.

Vor dem GieBen des Gels werden die beiden 41cm langen Glasscheiben griindlich mit
Aqua dest., danach mit einer 20 %igen SDS-Reinigungslosung und schlieBlich mit
100 %igem Ethanol gereinigt und mit zwei Abstandshaltern (Spacern) mit einer Dicke
von 0,2 mm zusammengesetzt. Fir ein Gel werden von der vorgefertigten
Gebrauchslosung 45 ml entnommen und mit 300 ul einer 10 %igen Ammonium-
persulfat-Losung (APS) versetzt. Damit wird zwischen die zwei Glasscheiben ein Gel
gegossen. In das noch fliissige Gel wird ein Haifischzahnkamm von 0,2 mm Dicke mit
seiner glatten Seite hineingeschoben. Damit entsteht ein Hohlraum fiir die spiter
benotigten Taschen zum Einbringen der Proben. Nach der einstiindigen Polymerisation
werden die Aullenseiten der Glasscheiben in gleicher Weise wie zuvor ihre Innenseiten
in drei Schritten griindlich gereinigt. Diese Reinigung entfernt storende Schmutz-
partikel, die vom Laserstrahl wie die Farbstoffmolekiile der Proben zur Fluoreszenz

angeregt werden konnen und damit zusétzliche falsche Signale liefern konnen.
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Der Kamm wird herausgenommen und die Glasscheiben mit dem Gel werden in den
LICOR DNA Sequenzer Long ReadIR 4200 eingebaut. Als Laufpuffer wird 1x TBE-
Puffer verwendet. Die gezéhnte Seite des zuvor herausgenommenen Haifischzahn-
kammes wird nun bis in die Gelkante vorgeschoben.

Vor dem Laden der Proben wird ein 20 miniitiger Vorlauf (Pre-Run) gestartet und die
Sequenz-Ansitze werden bei 95°C 5 min lang denaturiert und anschlieend abgekiihlt.
Dann werden die Proben in die 48 Taschen pipettiert, die zwischen den Zidhnen des
Kammes an der Gelkante entstanden sind. Bei der Befiillung der Taschen wird immer
die Reihenfolge ATGC beibehalten.

Der Lauf wird bei einer Spannung von 2000 V durchgefiihrt. Die Dauer des Laufes
hingt von der Linge des sequenzierten DNA-Abschnitts ab. Der Laser regt das
Farbstoffmolekiil IRD 800 der Proben zur Fluoreszenz an. Diese wird dann von einem
Detektor bei 800 nm registriert und vom Computer in sichtbare Banden umgewandelt.
Die Bestimmung der Sequenz aus der Bandenabfolge erfolgt mit dem Programm
LICOR e-SeqV2.0. Die Auswertung und Visualisierung der erhaltenen Sequenz erfolgt
mit dem Programm SeqWorks!V1.01 beta von Dr. med. Sven Opitz (Universitit zu
Liibeck). Durch den Vergleich der erhaltenen Sequenz mit der cDNA-Wildtypsequenz”
konnen Verdnderungen in der Basenabfolge des sequenzierten DNA-Abschnittes

festgestellt werden.

“Es wurde die elektronische ncbi Datenbank benutzt unter http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/; Nr. der humanen

c-DNA-Sequenz des TRP-1-Gens: AF001295 (Kap. 6.2, S. 74).
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3. ERGEBNISSE

3.1 Untersuchung der Exons 2 bis 8 des TRP-1-Gens

Die sieben codierenden Exons des TRP-1-Gens (Exon 2 — Exon 8) wurden einzeln
mittels PCR amplifiziert. Da Exon 1 nicht codierend ist, wurde es bei dieser Arbeit
nicht weiter untersucht. Nach Kontrolle der PCR-Produkte auf Agarose-Gelen konnten
Mutationen und Polymorphismen mit der SSCP-Analyse auf Polyacrylamid-Gelen und
anschlieBender Silberfarbung sichtbar gemacht werden. Von den auffilligen Proben in
der SSCP-Analyse wurde mit der Didesoxymethode die Nukleotid-Sequenz bestimmt
und durch den Vergleich mit der Wildtyp-Nukleotid-Sequenz auf Veridnderungen in der

Sequenz untersucht.

3.2 Ergebnisse der SSCP-Analysen

Die SSCP-Gele konnen sowohl im Bereich den einzelstringigen DNA-Banden (ss =
single stranded, einzelstringig) als auch im Bereich der doppelstringigen DNA-Banden
(ds = double stranded, doppelstriangig) unterschiedliche Bandenmuster (M) aufweisen.
Die Unterschiede in den Bandenmustern weisen auf Konformationsunterschiede und
damit letztlich auf Verdnderungen in der Nukleotid-Sequenz hin. In den folgenden
Abbildungen 5 bis 9 befinden sich die ss-DNA-Banden jeweils oben, die ds-DNA-

Banden jeweils unten im Bild.
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3.2.1 Exon?2

In Exon 2 zeigten insgesamt 24 der 176 Proben eine Abweichung im Bandenmuster
gegeniiber dem Wildtyp. Davon zeichneten sich 23 Proben durch eine gleichartige
Verinderung der ds-DNA-Bande im Sinne einer Doppelbande aus. Eine Probe mit der
Nr. 7533 wies sowohl im ss-DNA-Bereich als auch im ds-DNA-Bereich mit

Mehrfachbanden ein eigenstindiges Bandenmuster auf (Abb. 5).

B e e
MJNM*QWQ"HK L

W Ml M2

Abb. 5: Ausschnitte aus SSCP-Gelen des Exons 2
W =Wildtyp
M1 =Beispiel einer der 23 gleichartig auffilligen Proben
M2 =Probe Nr. 7533
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3.2.2 Exon3

In Exon 3 konnte in der SSCP-Analyse nur eine auffillige Probe entdeckt werden:

Probe 7533 (Abb. 6).

(R

Abb. 6: Ausschnitt aus einem SSCP-Gel des Exons 3
W =Wildtyp
M1 =Probe Nr. 7533

3.2.3 Exon4

In Exon 4 wiesen alle 176 Proben das gleiche Bandenmuster in der SSCP-Analyse auf.
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3.2.4 Exon5

Fiir Exon 5 waren zwei von 176 Proben auffillig: 7419 und 7468. Die Bandenmuster

der beiden Proben waren nicht identisch (Abb. 7).

M1 W M2 W

Abb. 7: Ausschnitte aus SSCP-Gelen des Exons 5
W =Wildtyp
M1 =Probe Nr. 7419
M2 =Probe Nr. 7468
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3.2.5 Exon6

In Exon 6 traten bei insgesamt 176 Proben fiinf verschiedene Bandenmuster auf
(Abb. 8). Dabei fand sich folgende Verteilung: das Bandenmuster M1 zeigten 61
Proben, das Bandenmuster M2 82 Proben und M3 32 Proben. Weiterhin zeigte Probe
Nr. 7450 das Bandenmuster M4, Probe Nr. 7512 Bandenmuster M5.

M1 M2 M3 M4 M3 M5

Abb. 8: Ausschnitte aus SSCP-Gelen des Exons 6
M1 =Beispiel fiir 61 gleichartig auffillige Proben
M2 =Beispiel fiir 82 gleichartig auffillige Proben
M3 =Beispiel fiir 32 gleichartig auffillige Proben
M4 =Probe Nr. 7450
M5 =Probe Nr. 7512
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3.2.6 Exon7

In Exon7 konnten in keiner der 176 Proben Abweichungen im Bandenmuster

nachgewiesen werden.

3.2.7 Exon &

In Exon 8 traten bei insgesamt 176 Proben drei verschiedene Bandenmuster auf, die
jeweils andere Anderungen in den ds-DNA-Banden zeigten.

Das Bandenmuster M1 trat nur bei Probe Nr. 7519 auf, das Bandenmuster M2 bei 103
Proben und das Bandenmuster M3 bei 72 Proben (Abb. 9).

e e e s g s Vs

i gt W S i i 4 i

—
Ml M2 M3

Abb. 9: Ausschnitt aus einem SSCP-Gel des Exons 8
M1 =Probe Nr. 7519
M2 =Beispiel fiir 103 gleichartig auffillige Proben
M3 =Beispiel fiir 72 gleichartig auffillige Proben

45



3. Ergebnisse

3.3 Ergebnisse der DNA-Sequenzierung

Alle Proben, die in der SSCP-Analyse ein einmalig auffilliges Bandenmuster zeigten,
wurden sequenziert. AuBlerdem wurde die Sequenz von ein bis drei per Zufall
ausgewdihlten Proben pro Exon bestimmt, die mehrheitlich das gleiche Bandenmuster
zeigten. Man konnte bei diesen Proben die Wildtypsequenz vermuten. Sie werden
nachfolgend als Kontrollen bezeichnet. War es nicht ersichtlich, welches der
aufgetretenen Bandenmuster dem Wildtyp entsprach (wie bei Exon 6 und Exon 8), so
wurden von jeder Art zwei Proben zufillig ausgesucht und sequenziert.

Damit wurden insgesamt 51 Proben sequenziert. Da aufgrund der Linge von Exon 2
alle 25 Proben in zwei Abschnitte geteilt werden mussten und jeder Abschnitt separat
sequenziert wurde, ergaben sich damit insgesamt 76 Sequenzierungen.

Die Sequenz der untersuchten Proben wurde mit der Wildtypsequenz (Zugangsnummer:
AFO001295) aus der elektronischen NCBI-Datenbank (Kap.6.2, S. 74) verglichen. Um
das Auffinden und die Beurteilung von Verdnderungen in der Sequenz einfacher und
sicherer zu machen, wurden beide DNA-Stringe eines PCR-Produktes sequenziert.
Dabei konnten heterozygote sowie homozygote Verdnderungen im Vergleich zur
Wildtyp-Sequenz identifiziert werden. Aus Verdnderungen in der Basenabfolge wurden
die Auswirkungen auf Protein-Ebene abgeleitet.

Die Sequenz-Verdnderungen wurden entsprechend der internationalen Nomenklatur
benannt (Antonarakis et al., 1998; Dunnen und Antonarakis, 2001). Die Zdhlung der
Nukleotide des TRP-1-Gens beginnt mit dem ,,A* des Startcodons ATG, welches fiir
Methionin codiert ( A =1. Nukleotid).

Bei allen gefundenen Verdnderungen handelt es sich um Punktmutationen in Form von
Basenaustauschen. Die gefundenen Mutationen im TRP-1-Gen werden nachfolgend fiir
die einzelnen Exons dargestellt und abschlieBend in zwei Ubersichtstabellen

zusammengefas st.
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3.3.1 Exon?2

Die Sequenz des Exons 2 wurde bei insgesamt 25 Proben bestimmt. Die Probe Nr. 7484
diente als Kontrolle und ihre Sequenz entsprach der Wildtypsequenz. Von den 23 in der
SSCP-Analyse gleichartig auffillig gewordenen Proben zeigten 22 Proben (Nr.: 7426,
7431, 7433, 7485, 7455, 7501, 7478, 7498, 7557, 7522, 7586, 7665, 7585, 7524,
7530,7571, 7570, 7556, 7503, 7420, 7535, 7411) die Punktmutation ¢.259 C>A (Abb.
10 und 11). Das bedeutet, dass an Position 259 die Base Cytosin durch Adenosin ersetzt
ist. In allen 22 Proben war diese Mutation heterozygot. Sie fiihrte auf Protein-Ebene zu
keiner Verinderung in der Aminosidurenabfolge (p.87 Arg). Eine solche Mutation wird

auch als stille Mutation (silent mutation) bezeichnet.

A T G C A T G C
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k i g G
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------------- - G G
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Abb. 10: Ausschnitte aus den Sequenzanalysen von Exon 2.
1.: Wildtypsequenz. Man erkennt an der Position 259 (gestrichelte Linie) eine
Bande, die einem C entspricht. Die Sequenz lautet dementsprechend GATCGGG.
2.: Ausschnitt aus der Sequenz einer der 22 Proben mit der Mutation ¢.259 C>A in
Exon 2 entsprechend der Stelle beim Wildtyp. An der Position 259 (gestrichelte
Linie) sieht man zwei Banden, von denen eine einem A die andere einem C

entspricht. Der Austausch C>A liegt heterozygot vor.
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AGATGATCGS®G AGATGATAGSG
C

Abb. 11: Ausschnitte aus Sequenz-Diagrammen von Exon 2.
1.: Ausschnitt aus der Wildtypsequenz von Exon 2. Die Base C an der Position 259
ist blau markiert.
2.: Die gleiche Stelle in der Sequenz von Exon 2 bei einer der 22 Proben mit der
Mutation ¢.259 C>A. An der Position 259 sieht man zwei sich liberlagernde
Kurven. Dies deutet auf den Austausch der Base C gegen A in einem der Allele

hin, d.h. auf eine heterozygote Mutation an der Position 259.

Eine der 23 gleichartig auffilligen Proben (Nr. 7558) zeigte die heterozygote Mutation:
c.208 G>A. Hier fand der Austausch der Base Guanin an Position 208 gegen Adenosin
statt. Die Folge dieser Mutation auf Proteinebene ist der Austausch der Aminosiure
Alanin gegen Tyrosin an Position 40 (p.40 Ala>Thr).

Probe Nr. 7533 zeigte, obwohl sie ein eigenstindig verdndertes Bandenmuster in der
SSCP-Analyse aufwies, heterozygot dieMutation ¢.259 C>A, wie sie bei den 22

gleichartig veridnderten Proben gefunden wurde.

3.3.2 Exon3

Es wurden insgesamt drei Proben sequenziert. Zwei Proben (Nr. 7410 und Nr. 7441)
dienten dabei als Kontrolle. Thre Sequenzen entsprachen der Wildtypsequenz. Die
auffillige Probe Nr. 7533 wies in ihrer Sequenz eine heterozygote Punktmutation auf.
An Position 457 wurde die Base Cytosin gegen Thymin ausgetauscht (c.457 C>T). Im
Protein fiihrte diese Verdnderung zu einem Austausch der Aminosdure Arginin gegen

Cystein (p.153 Arg>Cys).
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3.3.3 Exon4

Da alle untersuchten Proben in der SSCP-Analyse das gleiche Bandenmuster zeigten,
wurden lediglich drei Kontrollen untersucht (Proben Nr. 7634, 7481, 7484). Alle drei

Proben wiesen die Wildtypsequenz auf.

3.3.4 Exon)5

In diesem Exon wurden in zwei auffilligen Proben zwei verschiedene heterozygote
Mutationen gefunden. Bei Probe Nr. 7419 ergab die Sequenzierung die Punktmutation
¢.936 G>C. Die Konsequenz im Protein ist eine Veridnderung an der Position 312 von
Arginin zu Serin (p.312 Arg>Ser). Bei Probe 7468 fand sich an Position 1037 ein
Austausch von Cytosin gegen Guanin (c.1037 C>G), was auf Protein-Ebene zu einem
Austausch von Prolin gegen Arginin (p.346 Pro>Arg) fiihrt.

Die beiden untersuchten Kontrollen (Probe Nr. 7575 und Probe Nr. 7582) zeigten keine

Verianderungen im Vergleich zur Wildtypsequenz.

3.3.5 Exon6

Bei Exon 6 wurden in der SSCP-Analyse fiinf verschiedene Bandenmuster identifiziert
(Abb. 8, S.44). Vom Bandenmuster M1 wurden die Proben Nr. 7504 und 7511
sequenziert. Sie zeigten die Wildtypsequenz. Fiir die Bandenmuster M2 und M3 wurden
auch jeweils zwei Proben untersucht. Es zeigte sich, dass die beiden ausgewéhlten
Proben vom Typ M2 (Proben Nr. 7440 und 7520) heterozygot und die beiden Proben
vom Typ M3 (Proben Nr. 7412 und 7420) homozygot fiir die gleiche DNA-Variation
waren. Diese befand sich im Intron und wies den Ersatz der Base Thymin gegen
Cytosin auf (c.1261+20 T>C). Da die Introns eines Gens nicht fiir die Herstellung des
Proteins verwendet werden, ergibt sich bei einer Sequenzénderung im Intron keine
Auswirkung auf die Aminosduresequenz.

Probe 7450 fiel in der SSCP-Analyse durch das eigenstindige Bandenmuster M4 auf.
Ihre Sequenzierung ergab keine Verianderungen im Exon-Bereich.

Das einmalige Bandenmuster M5 gehorte zur Probe Nr. 7512. Thre Sequenz war an der
Position 1226 durch einen Austausch eines Cytosins gegen ein Thymin verdndert
(c.1226 C>T). Diese heterozygote Mutation fithrt im Protein zum Austausch der

Aminosdaure Alanin gegen Valin (p.409 Ala>Val). Eine zweite heterozygote
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Verdnderung in der Basenabfolge lieB sich im Intron-Bereich nachweisen
(c.1261+20 T>C). Diese DNA-Variation wiesen bereits die beiden Proben mit dem

Bandenmuster M2 auf.

3.3.6 Exon7

Da keine Probe in der SSCP-Analyse in diesem Exon Auffilligkeiten zeigte, wurden
drei Kontrollen sequenziert. Die Sequenzen der Proben Nr. 7497, 7492 und 7577 waren
mit der Wildtypsequenz identisch.

3.3.7 Exon &

Die SSCP-Analyse fiir Exon 8 zeigte drei verschiedene Bandenmuster (Abb. 9, S. 45).
Probe Nr.7519 hatte das Bandenmuster M1. Thre Sequenz entsprach jedoch der Wild-
typsequenz. Zwei Proben (Nr. 7542 und 7505) mit dem Bandenmuster M2 wurden
untersucht. Davon fand sich in Probe Nr. 7542 keine Veridnderung in der Basenabfolge
(=Wildtyp) und in der Probe Nr. 7505 eine homozygote DNA-Variation im Intron-
Bereich (c.1409-68 G>C). Die gleiche DNA-Variation im Intron zeigte auch eine der
untersuchten Proben mit dem Bandenmuster M3. Allerdings war diese DNA-Variation
bei der Probe Nr. 7715 heterozygot. Eine weitere Probe (Nr. 7471), die in der SSCP-
Analyse das Bandenmuster M3 aufwies, zeichnete sich durch eine Mutation im Exon-
Bereich aus. Der Austausch von Thymin gegen Cystein an Position 1410 (c.1410 T>C)

wirkt sich nicht auf die Aminosdurenabfolge im Protein aus (p.470 Ser).

3.3.8 Tabellarische Ubersicht

Veridnderung auf DNA-
Intron Nr.|Probe Nr. homozygot|heterozygot
Ebene
6 7512 c.1261+20 T>C X
6 7420 c.1261+20 T>C X
6 7412 c.1261+20 T>C X
6 7520 c.1261+20 T>C X
6 7440 c.1261+20 T>C X
7 7505 c.1409-68 G>C X
7 7715 c.1409-68 G>C X

Tabelle 11: Ubersicht iiber die gefundenen DNA-Variationen im Intronbereich.
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Veranderung auf | Verdnderung auf
Exon Nr.|Probe Nr. DNA-Ebene Protein-Ebene homozygot|heterozygot
2 7558 c.208 G>A p.70 Ala>Thr X
2 7533 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7426 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7431 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7433 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7485 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7455 c.259 C>A .87 Arg X
2 7501 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7478 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7498 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7557 c.259 C>A .87 Arg X
2 7522 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7586 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7665 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7585 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7524 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7530 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7571 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7570 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7556 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7503 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7420 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7535 c.259 C>A p.87 Arg X
2 7411 c.259 C>A p.87 Arg X
3 7533 |  c457C>T | p.153 Arg>Cys | | X
S 7419 ¢.936 G>C p-312 Arg>Ser X
5 7468 c.1037 C>G p.346 Pro>Arg X
6 7512 |  c.1226 C>T | p.409 Ala>Val | | X
8 7471 | c.1410T>C | p.470 Ser | | X

Tabelle 12: Ubersicht iiber die gefundenen Verinderungen im Exonbereich.

51




4. Diskussion

4. DISKUSSION

4.1 Mutationen im TRP-1-Gen

Im untersuchten Kollektiv von 176 Individuen mit phénotypischen OCA wurden fiinf
Personen mit jeweils einer heterozygoten Missense-Mutation im TRP-1-Gen
identifiziert. Da der OCA autosomal rezessiv vererbt wird, konnen nur Mutationen, die
beide Allele betreffen, zur genetischen Absicherung dienen: es konnen dabei
homozygote Mutationen oder compound heterozygote Mutationen vorliegen.

Die in dieser Arbeit gefundenen einzelnen heterozygoten Mutationen im TRP-1-Gen
konnen allein demnach nicht die Ursache eines OCA 3 sein. Daher ist bei keinem der

fiinf Mutationstriager ein OCA 3 molekulargenetisch gesichert.

4.1.1 Mogliche Auswirkungen der TRP-1-Gen-Mutationen auf das Protein

Welche Auswirkungen eine Missense-Mutation auf die Funktion des Genproduktes hat,
hingt davon ab, welche Aminosduren ausgetauscht werden und an welcher Stelle im
Protein dieser Austausch stattfindet. Die Aminosduren unterscheiden sich durch ihre
Seitenketten, die ihre chemischen Eigenschaften bestimmen und werden in
unterschiedliche Gruppen eingeteilt. Es wird z. B. zwischen hydrophoben und
hydrophilen, basischen und sauren oder polaren und unpolaren Aminosduren
unterschieden. Letztlich bestimmt die Aminosiduresequenz (Primérstruktur des Proteins)
die raumliche Struktur des Proteins (Sekundir- und Tertidrstruktur) und seine Funktion.
Bei heterozygoten Trigern einer Mutation im Tyrosinase-Gen, die klinisch der normal
pigmentierten Kontrollgruppe entsprachen, konnten signifikant erniedrigte Werte der
Tyrosinase-Aktivitit nachgewiesen werden (King und Witkop, 1977). Ahnliche
Beobachtungen hat man bei der autosomal rezessiv vererbten Phenylketonurie gemacht.
Bei den heterozygoten Mutationstriagern dieser Erkrankung konnten ebenfalls messbare
phénotypische Verdnderungen in Form von erniedrigter Enzymaktivitit nachgewiesen
werden (Vogel, 1984). Daher werden nachfolgend bei den fiinf gefundenen heterozygo-

ten Missense-Mutationen mogliche Verdnderungen des Proteins diskutiert.
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Person 7558

Bei Person 7558 wurde in Exon 2 heterozygot die Mutation ¢.208 G>A gefunden.
Damit findet im Protein an der Stelle 70 der Austausch von Alanin gegen Threonin statt.
Alanin ist eine apolare und hydrophobe Aminosdure. lhre Seitenkette ist eine
nichtreaktive aliphatische (unverzweigte) Methylgruppe. Threonin ist dagegen polar,
hydrophil und kann durch die Hydroxyl-Gruppe in der Seitenkette an
Wasserstoffbriickenbindungen teilnehmen. Dieser Austausch fiihrt zu dem Einbau einer
Aminosdure mit anderen chemischen Eigenschaften. Durch die neue Moglichkeit zur
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen bei der Faltung des Proteins konnte sich
dieser Austausch bemerkbar machen.

Innerhalb des Proteins findet dieser Austausch in keiner wichtigen bekannten Doméne

statt (Abb. 10, S. 54).

Person 7533

Diese Person ist heterozygot fiir die Mutation ¢.457 C>T in Exon 3 des TRP-1-Gens. Im
Protein findet der Austausch der Aminosdure Arginin gegen Cystein an der Stelle 153
statt. Arginin gehort zu den ,basischen* Aminosduren, da ihre endstindigen Amino-
Gruppen beim neutralem pH-Wert positiv geladen sind. Die Seitengruppe von Arginin
kann durch Methylierung ,modifiziert“ werden. Die Aminosdure Cystein ist, im
Gegensatz zu Arginin, hydrophob und hat in ihrer Seitenkette eine sehr
reaktionsfreudige Thiol-Gruppe. Durch die Reaktionen mehrerer Thiol-Gruppen in
mehreren Cysteinen entstehen Disulfid-Gruppen, die eine wichtige Grundlage fiir eine
stabile Faltung des Proteins darstellen. Der Einbau eines Cysteins an Stelle von Arginin
konnte sich daher auf die Faltung des Proteins auswirken, da eine neue Moglichkeit zur
Bildung einer Disulfid-Gruppe entsteht.

Die Lokalisation der verianderten Aminosdure im Protein ist in Abb. 10, S. 54 zu sehen.
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Abb. 10: Lokalisation wichtiger bekannter Doménen im TRP-1 und der fiinf in dieser
Arbeit gefundenen Mutationen anhand einer Aminoséiure-Skala
unter der Proteinabbildung. (AS = Aminoséure)
(Gezeichnet nach Informationen aus der NCBI-Datenbank (Kap. 6.2, S. 74):
Zugangsnummer P17643 fiir TRP-1 in der Rubrik protein.)
Legende: [] = Signalpeptid
= Glykosilierte Aminosduren
= Aminosduren der Kupferbindungsstelle A
= Aminosduren der Kupferbindungsstelle B
= Aminoséuren der Transmembrandoméne
= Mutationen: 1 = p.70 Ala>Thr (Person 7558);
2 =p.153 Arg>Cys (Person 7533);
3 =p.312 Arg>Ser (Person 7419);
4 = p.346 Pro>Arg (Person 7468);
5 =p.409 Ala>Val (Person 7512).

Bei Person 7419 fand ein Austausch der Aminosdure Arginin gegen Serin an der Stelle
312 im Protein statt. Auf der cDNA-Ebene war dafiir die heterozygote Mutation
¢.938 G>C in Exon 5 verantwortlich. Die Stelle 312 im Protein ist in keiner wichtigen
bekannten Doméne des TRP-1 lokalisiert (Abb. 10).

Die ausgetauschten Aminosduren sind beide hydrophil. Sie unterscheiden sich jedoch
durch ihre Seitenketten in ihren chemischen Eigenschaften. Arginin besitzt als

,basische® Aminosdure endstindig positiv geladene Amino-Gruppen. Die Seitenkette
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von Serin ist polar und enthilt Hydroxy-Gruppen, die an Wasserstoffbriickenbindungen
teilnehmen.

Daher kann auch in diesem Fall iiber mogliche Auswirkungen auf die Faltung des
Proteins durch neue Moglichkeiten der Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen

spekuliert werden.

Person 7468

In diesem Fall hat die Mutation ¢.1037 C>G in Exon 5 den Austausch von Prolin gegen
Arginin zur Folge. Dieser Austausch findet im Protein innerhalb der cysteinreichen
Domine statt. Die Aminosdure Cystein ist zwar nicht in den Austausch involviert, aber
durch die besondere Struktur der ausgetauschten Aminosdure Prolin konnten sich
Konsequenzen fiir die Proteinstruktur ergeben. Prolin ist hydrophob und hat als einzige
Aminosdure einen zyklischen Aufbau, wodurch nach der Peptid-Bindung kein
Wasserstoffatom fiir eine Wasserstoffbriickenbindung zur Verfiigung steht. Die
hydrophile Aminosdure Arginin weist dagegen in ihren Seitenketten endstindige
Amino-Gruppen auf, die beim neutralem pH-Wert positiv geladen sind und Arginin

,,basische* Eigenschaften verleihen.

Person 7512

Der Austausch der Aminosidure Alanin gegen Valin an der Stelle 409 kommt bei der
Person 7512 durch die Mutation c.1226 C>T in Exon 6 zustande. Die verdnderte
Aminosdure befindet sich innerhalb des Proteins in der Nédhe der Kupferbindungs-
Domiine B (Abb. 10, S. 54).

Alanin und Valin sind sich sehr dhnlich. Beide Aminoséduren sind apolar, hydrophob
und ihre aliphatischen Seitenketten unterscheiden sich nur durch ihre Linge. Durch
diese Ahnlichkeit koénnte man die Vermutung duflern, dass sich diese Mutation, im
Vergleich zu den anderen vier beschriebenen Mutationen, nicht so gravierend auf die

Struktur des Proteins auswirkt.
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4.1.2 Personen mit Mutationen in zwei OCA-Genen

Bei der zusammenfassenden Betrachtung aller Ergebnisse des Albinismus-Projektes
wurden insgesamt 17 Personen identifiziert, die in zwei oder mehr der vier untersuchten
OCA-Gene Mutationen aufwiesen (Ziihlke et al., 2004).

Von den fiinf Personen mit einer Mutation im TRP-1-Gen haben zwei Personen (7419
und 7512) je eine weitere Mutation im Tyrosinase-Gen und eine Person (7468) eine
weitere Mutation im P-Gen. Alle Mutationen sind in diesen Fillen heterozygot, d. h. sie
betreffen nur eines der beiden Allele eines OCA-Gens.

Daher konnen sie einzeln betrachtet keinen hinreichenden Beweis fiir einen OCA 1,
OCA 2 oder OCA 3 liefern.

Kann jedoch ein phénotypischer OCA aus der Kombination von zwei heterozygoten
Mutationen in zwei unterschiedlichen OCA-Genen resultieren? Eine solche nicht mono-
sondern digenische Vererbung ist bereits bei anderen Krankheiten beschrieben worden.
Dazu gehoren z. B. die Holoprosenzephalie oder das Waardenburg-Syndrom, das in
vielen Féllen zusammen mit Pigmentierungsanomalien oder mit autosomal rezessiven
okuldren Albinismus auftritt (Morell ef al., 1997, Ming und Muenke, 2002). Es
erscheint moglich, dass sich die Effekte von zwei heterozygoten Mutationen in zwei
Genen innerhalb eines Stoffwechselweges addieren konnten und so zu einem
verdndertem Phénotyp fithren konnten (Ming und Muenke, 2002).

Fir heterozygote Mutationstrager der rezessiv vererbten Erkrankungen OCA 1 und
Phenylketonurie wurden erniedrigte Werte der normalen Enzymaktivititen gemessen
(King und Witkop, 1977; Vogel, 1984). Diese Beobachtungen zeigen, dass bereits eine
heterozygote Mutation zu gewissen phinotypischen Verdnderungen fithren kann. Das
legt die Vermutung nahe, dass sich die phénotypischen Wirkungen von mehreren
heterozygoten Mutationen addieren konnten. Diese Vermutung erscheint um so
wahrscheinlicher, da es sich bei den hier beschriebenen Féllen um Veridnderungen in

Genen handelt, deren Produkte in den gleichen Stoffwechselweg involviert sind.
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4.1.3 Personen mit einer Mutation im TRP-1-Gen

Bei zwei Personen (7558 und 7533) konnten auBler den einzelnen heterozygoten
Mutationen im TRP-1-Gen keine weiteren Mutationen im untersuchten Tyrosinase-Gen,
P-Gen und MATP-Gen gefunden werden. Daher sind bei diesen beiden Individuen der
OCA 1, OCA 2 und OCA 4 ausgeschlossen und ein OCA 3 nicht hinreichend bewiesen.
Zu der Frage, warum beide dennoch phénotypisch den OCA aufweisen, lassen sich

mehrere Erkldarungsansitze formulieren.

Mutationen in nicht untersuchten Genbereichen:

Bei der Mutationssuche wurden in dieser Arbeit nur die codierenden Abschnitte des
TRP-1-Gens untersucht. Ahnlich wurde auch bei den anderen Arbeiten dieses Projektes
verfahren (Opitz et al., 2004; Rundshagen et al., 2004).

Es wurden nur die sieben codierenden Exons 2 — 8 untersucht. Das nicht codierende
Exon 1, die Promotor-Region und die Introns wurden nicht untersucht. Dabei kdnnten
sich Mutationen in diesen Bereichen auch auf die Genexpression oder auf die Funktion
des codierten Proteins auswirken.

Man vermutet, dass Exon 1 und die Promotor-Region fiir eine effiziente Transkription
des TRP-1 gebraucht werden (Shibata et al., 1992). Mutationen in diesen Bereichen
konnten sich also auf die Gen-Transkription negativ auswirken.

Die Bedeutung der Introns fiir ein Gen ist noch immer nicht bekannt. Hinweise darauf,
dass auch Mutationen in den Introns eine Erkrankung auslosen konnen, finden sich zum
Beispiel bei der B-Thalassidmie. Hier fiihrt eine Mutation im Intron zum Einbau einer
neuen SpleiB3-Akzeptor-Stelle. Dadurch kommt es zu einem vorzeitigen STOP-Kodon
und das Protein Hidmoglobin ist verkiirzt und funktionslos (Knippers, 2001). Ein
weiteres Beispiel ist der von Newton und Mitarbeitern beschriebene OCA 4-Fall. Hier
wird die Erkrankung auf eine Mutation im Randbereich eines Introns zuriickgefiihrt
(Newton et al., 2001).

Auch in dieser Arbeit wurden Verdnderungen in den Intronbereichen gefunden (Kap.
4.4, S. 62ff), da die gewihlten Primer innerhalb der Introns lagen. Daher wurden einige
Basenpaare der an die Exons angrenzenden Intronbereiche in das PCR-Produkt mit

eingeschlossen.
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Durch die SSCP nicht gefundene Mutationen

Die SSCP-Methode erkennt je nach der untersuchten Fragmentlinge mehr als 80 % der
Mutationen in einem Genabschnitt. Um eine nahezu 100 %ige Detektionsrate zu
erreichen, miissten zahlreiche Versuche mit jeweils verdnderten Variablen durchgefiihrt
werden. Denn die Genauigkeit der SSCP-Methode hédngt von Variablen wie der
Zusammensetzung des Gels, der Temperatur und nicht zuletzt auch von dem
untersuchten DNA-Fragment ab (Hayashi, 1991).

Hinzu kommt, dass in der SSCP eine Deletion oder Duplikation des gesamten Gens

oder seiner einzelnen Exons nicht sichtbar gemacht werden kann.

Mutationen in bisher unbekannten OCA-Genen

Bei der Maus sind bisher iiber 100 Gene bekannt, die die Fell- und Augenfarbe
beeinflussen (Bennett und Lamoreux, 2003). Daher ist davon auszugehen, dass es auch
im menschlichen Genom noch einige bisher unbekannte Gene gibt, die die
Pigmentierung beeinflussen.

Im Rahmen dieses Projektes konnten von 163 nicht verwandten Personen mit OCA bei
73 % Mutationen in den bisher bekannten vier OCA-Genen gefunden werden (Ziihlke et
al., 2004). Bei 27 % der Betroffenen konnte der Phénotyp nicht mit Mutationen in den
bisher bekannten OCA-Genen erklirt werden.

Man konnte sich vorstellen, dass die beiden Personen mit nur einer heterozygoten
Mutation im TRP-1-Gen noch in anderen unbekannten OCA-Genen weitere Mutationen
aufweisen konnten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass im untersuchten Kollektiv von 176
Individuen mit OCA kein Fall von OCA 3 hinreichend bewiesen werden konnte. Ich
nehme an, dass OCA 3 bei der weillen europdischen Bevolkerung keine héaufige
Ursache eines OCA ist.

In fiinf von 176 Fillen konnten einzelne heterozygote Mutationen im TRP-1-Gen

nachgewiesen werden, was einer Haufigkeit von 2,84 % entspricht.
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Mit dem Hardy-Weinberg-Gesetz konnen die erwarteten theoretischen Genotyp-
hiufigkeiten in Abhingigkeit von den gefundenen Allelhdufigkeiten beschrieben
werden (Strachan und Read, 1996).

Es gilt:

p2+2pq+q2:1

Dabei entspricht p der Haufigkeit des Wildtypallels (wt), q der Haufigkeit des mutierten
Allels (mut).

Gesamtzahl der Proben = 176 = 100 %

Haufigkeit des Genotyps wt/wt = 171 = 972 %

Haufigkeit des Genotyps mut/wt = 5 = 2.8 %

Haufigkeit des Genotyps mut/mut = 0 = 0 %

Berechnung der Allelhdufigkeiten:

Gesamtzahl der Allele = 176 » 2 = 352

p(wt) =(2+171 +5)/352=0,986

q(mut) =5/352=0,014

Berechnung der theoretischen Verteilung:

theoretische Haufigkeit des Genotyps wt/wt =p> = 09722 972%
theoretische Hiufigkeit des Genotyps mut/wt = 2pq = 0,028 = 28 %
theoretische Hiufigkeit des Genotyps mut/mut = q2 = 0,0002 = 0,02 %

Ergebnis:

Die beobachtete Genotyphéufigkeit stimmt mit der erwarteten theoretischen sehr gut

iberein.
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Abschlieend lasst sich feststellen, dass die gefundene Mutationsrate des TRP-1 Gens
von 2,8 % innerhalb des Kollektivs von 176 Individuen mit OCA signifikant hoher ist
als die Mutationsrate des TRP-1-Gens in einem Kollektiv von 100 unterschiedlich
pigmentierten Kaukasiern ohne OCA (Box et al., 1998). Dieses Kollektiv, in dem keine
Mutationen im TRP-1-Gen gefunden wurden, kann als Kontrollkollektiv fiir diese
Arbeit angesehen werden. Daher kann man feststellen, dass Mutationen im TRP-1-Gen
nur bei Personen mit einem phénotypischen OCA beobachtet wurden und nicht einer

zufilligen Mutationsrate innerhalb der ,,normalen‘ Bevolkerung entsprechen.

4.2 Phinotyp der Mutationstriger im TRP-1-Gen

Um Aussagen zu den Auswirkungen des Genotyps auf die phinotypischen Merkmale
machen zu konnen, miissten die Phénotypen der 171 Personen ohne Mutationen im
TRP-1-Gen mit den Phénotypen der fiinf Mutationstriger im TRP-1-Gen vergleichen
werden.

Da im Institut fiir Humangenetik keine Untersuchung des phénotypischen Spektrums
der 176 Individuen mit OCA vorliegt (es wurden lediglich die Blutproben eingesandt),
konnen in dieser Arbeit keine Aussagen zu den moglichen Einfliissen von TRP-1-Gen-
Mutationen auf den Phéanotyp gemacht werden.

Erschwerend kidme hinzu, dass in allen funf Fillen die Mutationen im TRP-1-Gen den
OCA-Phinotyp nicht hinreichend erkldren. Besonders bei den beiden Personen mit nur
einer Mutation im TRP-1-Gen, bei denen ein OCA 1, 2 und 4 ausgeschlossen wurden,
sind vermutlich noch andere unentdeckte Mutationen im Genotyp vorhanden, die
letztlich den OCA-Phinotyp erkldren konnten.

Zuletzt muss aufgrund der sehr kleinen Fallzahlen bezweifelt werden, dass durch eine
vergleichende Untersuchung der Phénotypen signifikante Unterschiede festgestellt

werden konnten.

4.3 Polymorphismus 259 C>A

Als Polymorphismus wird eine Verdnderung in der DNA-Sequenz bezeichnet, die keine

Verinderung auf der Proteinebene hervorruft oder die trotz einer Anderung des Proteins
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keine  krankheitsauslosende  Ursache  darstellt  (non-disease-causing-change).
Gleichzeitig soll diese Verdnderung in der Basenpaarabfolge mit einer Haufigkeit von
mindestens 1 % in einer Population vorkommen (Dunnen und Antonarakis, 2001).

Legt man diese Definition zugrunde, dann wurde innerhalb des TRP-1-Gens im
untersuchtem Kollektiv ein Polymorphismus gefunden.

Bei 22 von 176 untersuchten Personen, also in 12,5 %, konnte im Exon 2 der Austausch
c.259 C>A nachgewiesen werden. Auf der Proteinebene kam es nicht zur Verdnderung
der Aminosidure Arginin (p.87 Arg). Damit sind beide Kriterien fiir das Vorliegen eines
Polymorphismus erfiillt.

Auch in diesem Fall kann das Hardy-Weinberg-Gesetz angewendet werden, um die
tatsdchlich vorgefundenen und die erwarteten Hiaufigkeiten der Genotypen zu

vergleichen.

Es gilt:

p2+2pq+q2:1

Gesamtzahl der Proben = 176 = 100 %

Héufigkeit des Genotyps wt/wt = 154 = 87.5%

Hiufigkeit des Genotyps mut/wt = 22 = 125%

Hiufigkeit des Genotyps mut/mut = 0 = 0 %

Berechnung der Allelhdufigkeiten:

Gesamtzahl der Allele = 176 « 2 = 352

p(wt) = (2 * 154 +22) /352 =0,938

q(mut) =22 /352 = 0,063

Berechnung der theoretischen Verteilung:

theoretische Haufigkeit des Genotyps wt/wt =p> =080 2 8%
theoretische Hiufigkeit des Genotyps mut/wt = 2pq = 0,118 = 11.8%
theoretische Hiiufigkeit des Genotyps mut/mut = q> = 0,004 2 04 %
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Ergebnis:

Die beobachtete Genotyphdufigkeit stimmt mit der erwarteten theoretischen sehr gut

iiberein.

Der Polymorphismus 259 C>A im TRP-1-Gen wurde in der Literatur bereits an zwei
Stellen erwédhnt. Allerdings wird durch einen anderen Anfangspunkt bei der
Nukleotidzdhlung dieser Polymorphismus in der Literatur ,,374 C>A* genannt. Bei
einem Patienten, der gleichzeitig von einer Pigment-Verteilungsstorung und einem
Glaukom betroffen war, konnten der Polymorphismus 374 C>A und ein weiterer
Polymorphismus (844 T>C) im TRP-1-Gen nachgewiesen werden. Fiir beide
Polymorphismen war dieser Patient heterozygot (Lynch et al., 2002).

Bei der Untersuchung des TRP-1-Gens bei 100 verschieden pigmentierten Kaukasiern
fanden sich 11 Individuen, die heterozygot fiir den Polymorphismus 374 C>A waren
(Box et al., 1998). Das entspricht einer Haufigkeit von 11 % und stimmt mit der in
dieser Arbeit gefundenen Hiufigkeit von 12,5 % fiir den Polymorphismus 259 C>A
(=374 C>A) gut iiberein.

Da man das untersuchte Kollektiv von Box und Mitarbeitern als Kontrollkollektiv fiir
diese Arbeit ansehen kann, sprechen die Ergebnisse dafiir, dass der Polymorphismus
259 C>A bei Kaukasiern, unabhingig von einer Erkrankung an OCA, mit einer

Haufigkeit von 11-12 % vorkommt.

4.4 DNA-Variationen in Intronbereichen des TRP-1-Gens

Die Untersuchung der Introns des TRP-1-Gens auf mogliche Veridnderungen war nicht
das Ziel der vorliegenden Arbeit. Das Auffinden einiger DNA-Variationen in
Intronbereichen ist darauf zuriickzufithren, dass die gewdhlten Oligonukleotide
innerhalb der Introns lagen und dadurch die an die Exons angrenzenden Intronbereiche
ebenfalls sequenziert wurden. Die nachfolgend dargestellten DNA-Variationen
innerhalb der Introns spiegeln daher nur eine kleine Auswahl der vermutlich grof3eren

Anzahl vorhandener DNA-Variationen in den Introns des TRP-1-Gens wieder. Bei den
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gefundenen DNA-Variationen konnte es sich um sog. Single-Nucleotide-
Polymorphisms (SNPs) handeln. Dies sind Variationen in den Nukleotid-Sequenzen
nicht verwandter Personen, die durchschnittlich an etwa jeder 1000. Stelle vorkommen
(Knippers, 2001).

Es wurden zwei verschiedene DNA-Variationen in den Intronbereichen gefunden:
c.1261+20 T>C in Intron 6 und c.1409-68 G>C in Intron 7. Die insgesamt sieben
betroffenen Individuen waren teils homozygot und teils heterozygot fiir diese DNA-

Variationen (Kap. 3.3.8, Tabelle 11, S. 50).

4.4.1 Intron 6

Bei der Analyse des Exons 6 wurden gleichzeitig die ersten 38 Basenpaare des
darauffolgenden Introns 6 untersucht (Kap.7.2.2, S. 83). Die fiinf unterschiedlichen
Bandenmuster (M1-M5) in der SSCP-Analyse konnen durch die gefundenen DNA-
Variationen in Intron 6 und die Mutation in Exon 6 gut erkliart werden. Lediglich das
Bandenmuster M4 der Probe 7450 kann durch die Sequenzierung nicht erklirt werden.

Tabelle 13 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der Sequenzierung von Exon 6

bezogen auf die fiinf Bandenmuster in der SSCP-Analyse.

Bandenmuster in der SSCP- M1 M2 M3 M4 M5
Analyse
Anzahl der Proben mit einem 61 2 0 | |
Bandenmuster

untersuchte Proben Nr. 7504 | 7511 | 7440 | 7520 | 7412 | 7420 | 7450 7512

Mutationen/DNA-Variationen| . c.1261+20 T>C|c.1261420 T>C|], . ]c.1261420 T>C heterozygot
keine keine
heterozygot/homozygot heterozygot homozygot c.1226 C>T heterozygot

Tabelle. 13: Ergebnisse der Sequenzierung von Exon 6.
Die untersuchten Proben der Bandenmuster M1-M3 wurden zufillig aus der
Gesamtmenge aller Proben ausgesucht, die in der SSCP-Analyse durch die

jeweiligen Muster M1, M2 oder M3 auffielen.

Tabelle 13 zeigt, dass die ausgewidhlten Proben mit dem Bandenmuster M1 keine
Verdnderungen aufweisen. Daher ist sehr wahrscheinlich auch bei den iibrigen 59

Proben mit M1 mit dem Wildtyp zu rechnen. Die beispielhaft untersuchten Proben mit
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M2 und M3 unterscheiden sich nicht in der Art der DNA-Variation in Intron 6, sondern
nur in der Anzahl der betroffenen Allele. Man kann aufgrund dieser Ergebnisse darauf
schliefen, dass sehr wahrscheinlich alle 82 Proben mit M2 heterozygot fiir die DNA-
Variation ¢.1261+20 T>C, wihrend die 32 Proben mit M3 homozygot fiir diese DNA-
Variation sind. Hitte das verwendete Oligonukleotid keinen FEinblick in den
Anfangsbereich des 6. Introns gewihrt, hitten sehr wahrscheinlich alle Proben mit den
Bandenmustern M1, M2 und M3 ein einheitliches Bandenmuster aufgewiesen, da sie
keine Verdnderungen im Bereich von Exon 6 zeigen.

Bei der Probe 7450 konnte keine Verdnderung im untersuchten Exon 6 und in den
ersten 38 Basenpaaren des Introns 6 gefunden werden, so dass sich fiir das eigen-
standige Bandenmuster M4 keine Erkldrung finden lésst.

Dagegen ist das Bandenmuster M5 der Probe 7512 durch die Kombination der hetero-
zygoten DNA-Variation ¢.12614+20 T>C in Intron 6 mit einer heterozygoten Mutation
c.1226 C>T in Exon 6 sehr gut zu erkléren.

4.4.2 Intron 7

Bei der Analyse von Exon 8 wurden 122 Basenpaare des angrenzenden Introns 7
mituntersucht (Kap. 7.2.2, S. 84).

In der SSCP-Analyse traten drei unterschiedliche Bandenmuster auf (M1-M3). Die
folgende Tabelle 14 (S. 65) gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der Sequenzierung

von Exon 8 bei Proben mit den Bandenmustern M1, M2 oder M3.

64



4. Diskussion

Bandenmuster in der SSCP- M1 M2 M3
Analyse
Anzahl der Proben mit einem | 103 7
Bandenmuster
untersuchte Proben Nr. 7519 7542 7505 7715 7471
Mutationen/DNA-Variationen reine | keine ¢.1409-68 G>C|c.1409-68 G>C|c.1410 T>C
heterozygot/homozygot homozygot heterozygot | heterozygot

Tabelle 14: Ergebnisse der Sequenzierung von Exon 8.
Die Proben mit den Bandenmustern M2 und M3 wurden zuféllig aus der
Gesamtmenge der Proben ausgewihlt, die in der SSCP-Analyse durch die

Bandenmuster M2 oder M3 auffielen.

Aus der Tabelle 14 wird ersichtlich, dass das Laufverhalten der Proben in der SSCP-
Analyse keine Entsprechung in der Untersuchung ihrer Sequenz findet. Eine Erklidrung
fiir diesen Umstand ist, dass die zusitzlich untersuchten 122 Basepaare des Introns 7
nicht vollstindig in ihrer Sequenz auswertbar waren. Damit konnten sich noch weitere
Mutationen in diesem Bereich von Intron 7 befinden.

Nur bei der Probe Nr. 7471 wurde in Exon 8 eine Mutation gefunden (c.1410 T>C). Da
sie keine Auswirkungen auf das Protein zeigt (p.470 Ser), wird sie auch als stille
Mutation bezeichnet (Seyffert et al., 1998). Fiir einen Polymorphismus wird das
Kriterium der Hiufigkeit nicht erfiillt, da diese Mutation mit einer Héaufigkeit von 0,6 %
vorkommt. In einem solchen Fall spricht man von einer genetischen Varianz.

Da bis auf diese stille Mutation in Exon 8 der Probe Nr. 7471 keine weiteren Mutatio-
nen im Exonbereich gefunden wurden, wurde auf weitergehende Untersuchungen

verzichtet.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Albinismus ist eine klinisch und genetisch heterogene Erkrankung, die aus Storungen
im Stoffwechsel des Pigmentes Melanin resultiert. Bei Betroffenen duflert sich der Man-
gel an Melanin in unterschiedlich stark ausgeprigter Hypopigmentierung der Haut, der
Haare und der Iris und dariiber hinaus in Storungen des optischen Apparates, die zu
einer Sehbehinderung fithren. Diese Form des Albinismus, die sowohl die Haut als auch
das Auge betrifft, wird als okulokutaner Albinismus (OCA) bezeichnet. Der OCA folgt
einem autosomal-rezessivem Erbgang.

Bisher sind Mutationen in vier Genen bekannt, die zum OCA fiihren. Diese Gene sind
das Tyrosinase-Gen (OCA 1), das P-Gen (OCA 2), das TRP-1-Gen (OCA 3) und das
MATP-Gen (OCA 4). Im Rahmen des Albinismus-Projektes wurde bei 176 Personen
mit OCA, die iiberwiegend deutscher Herkunft sind, eine Mutationssuche in diesen vier
Genen durchgefiihrt. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Mutationssuche im TRP-1-
Gen (tyrosinase related protein-1-gen). Dazu wurden die sieben codierenden Exons des
TRP-1-Gens mittels der Polymerasekettenreaktion amplifiziert. Nach Kontrolle der
Produkte auf Agarose-Gelen konnten mit der elektrophoretischen Analyse der Konfor-
mationsdnderungen der DNA-Einzelstringe auf Polyacrylamid-Gelen und der an-
schlieBenden Silberfarbung Verdnderungen innerhalb der einzelnen Exons sichtbar
gemacht werden. Auffillige Proben wurden sequenziert.

Es wurden bei insgesamt fiinf Personen fiinf unterschiedliche heterozygote Punkt-
mutationen im TRP-1-Gen gefunden, die zu einem Aminosdureaustausch im Protein
fiihren. Da jedoch jeweils nur ein Allel betroffen ist, kann durch diese Mutationen bei
keiner Person ein OCA 3 bewiesen werden. Weiterhin zeigten drei der fiinf Mutations-
trager im TRP-1-Gen eine digenische Vererbung mit je einer weiteren heterozygoten
Mutation im Tyrosinase- bzw. im P-Gen. Der Polymorphismus 374 C>A wurde bei 22
Personen gefunden. Die Hiufigkeit von 12,5 % entspricht der in der Literatur beschrie-
benen Héufigkeit aus einer Untersuchung des TRP-1-Gens bei normal pigmentierten
Kaukasiern. Bei einer weiteren Person konnte eine Mutation nachgewiesen werden, die
zu keinem Aminosdureaustausch fiihrt. Da sie, entgegen der Polymorphismusdefinition,
nicht mit einer Haufigkeit von mehr als 1 % vorkommt, wird sie als genetische Varianz

bezeichnet.
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7. ANHANG

7.1 Abkiirzungen

7.1.1 Allgemein

A
APS
AS
b

bzw.

cDNA
CHS
CTP
ddNTP
dest.
d.h.
DMSO
DNA
dNTP
DOPA
ds
EDTA

et al.

GDP
GTP
HPS
Lsg.

Adenin
Ammoniumpersulfat
Aminosiure

Basen

beziehungsweise

Cytosin

kompldamentire DNA
Chediak-Higashi-Syndrom
Cytosin-5"-Triphosphat
Didesoxynukleotidtriphosphat
destiliert

das heisst

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxy-Nukleosid-5"-Triphosphat
Dihydroxiphenylalanin
doppelstringig
Ethylendiamintetraacetat

et alteri (,,und die anderen®)
forward (vorwarts)

Guanin
Guanosindiphosphat
Guanosin-5"-Triphosphat
Hermansky-Pudlak-Syndom

Losung
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Matp membran-assoziiertes Transporterprotein (Maus)
MATP membran-assoziiertes Transporterprotein (Mensch)
mRNA messenger Ribonukleinsidure

mut verdndertes Allel

NCBI National Center for Biotechnology Information
Nr. Nummer

OA okulédrer Albinismus

OCA okulokutaner Albinismus

PAA Polyacrylamid

PCR Polymerase Chain Reaction

PWS Prader-Willi-Syndrom

R reverse (riickwirts)

REV reverse (rickwarts)

SDS Natriumdodecylsulfat

sog. sogenannt

SS einzelstringig

SSCP single-strand conformation polymorphism
T Thymin

TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TRP-1 tyrosinase related protein-1

ROCA rufous OCA (roter OCA)

TYR Tyrosinase

UNI universal

u. U. unter Umsténden

(v/v) Verhiltnis Volumen zu Volumen

wt Wildtyp-Allel

(w/v) Verhiltnis Gewicht zu Volumen

XC Xylencyanol

X -fach

z. B. zum Beispiel
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7.1.2 Einheiten

bp
°C
g

h
M
min

mol

w

£ < c

7.1.3 Vorsitze

k Kilo

c Zenti
m Milli
u Micro
n Nano
p Pico

(=10
(=10%
(=107)
(=10
(=107
(=107

Basenpaare

Temperaturangabe in Grad Celsius
Gramm

Stunde

Molaritit (Einheit mol/l)

Minute

Mol (=Stoffmenge, SI-Basiseinheit)
rotation per minute (Umdrehungen pro Minute)
Sekunde

Unit(s) (Einheit der Enzymaktivititen)
Volt

Watt (SI-Basiseinheit)
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7.1.4 Abkiirzungen der Aminoséduren

Aminosdure Einbuchstabencode | Dreibuchstabencode
Alanin A Ala
Cystein C Cys
Asparaginsiure D Asp
Glutaminsdure E Glu
Phenylalanin F Phe
Glycin G Gly
Histidin H His
Isoleucin I Ile
Lysin K Lys
Leucin L Leu
Methionin M Met
Asparagin N Asn
Prolin P Pro
Glutamin Q GIn
Arginin R Arg
Serin S Ser
Threonin T Thr
Valin \'% Val
Tryptophan \ Trp
Tyrosin Y Tyr

Tabelle 15: Abkiirzungen der Aminosduren mit dem Ein- und Dreibuchstabencode.
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7.2

c¢DNA- und mRNA-Sequenzen

7.2.1 mRNA-Sequenz des TRP-1-Gens

Legende: Erste Zeile: Buchstaben a, t, g und c stehen fiir die vier Nukleotide, die in

46
16

91
31

136
46

181
61

Tripletts angeordnet sind. Die Zidhlung der Nukleotide beginnt mit dem ,,a* des
Startkodons atg.

Zweite Zeile: Ubersetzung der Nukleotid-Sequenz in die Aminosiuren-Sequenz
mit dem Dreibuchstabencode der Aminosduren (Knippers, 2001). Die Zihlung
der Aminosduren beginnt mit Methionin.

Mit Pfeilen oberhalb der ersten Zeile wurden die Exonanfidnge markiert.

(Quelle: NCBI-Datenbank, mRNA des humanen TRP-1-Gens mit der
Zugangsnummer: NM_000550 (Kap. 6.2, S. 74))

+ Exon 2

atg
Met

ttg

Leu

gcc

Ala

tcc

Ser

999
Gly

agt

Ser

cta

Leu

act

Thr

cct

Pro

agg
Arg

gct
Ala

ctt

Leu

gtt
Val

gtg
Val

ggc
Gly

cct

Pro

ttt
Phe

gag
Glu

tct

Ser

aga

Arg

aaa

Lys

cag

Gln

gct
Ala

999
Gly

tgt
Cys

ctc

Leu

cag

Gln

ttg

Leu

cct

Pro

gag
Glu

ctc

Leu

gcc

Ala

aga

Arg

999
Gly

gca

Ala

tct

Ser

cgg
Arg

agt

Ser

aca

Thr

gtg
Val

ctg

Leu

gct
Ala

ggt
Gly

gac

Asp

act

Thr

ggc
Gly

caa

Gln

atg
Met

cgc

Arg

gca

Ala

tgt
Cys

ttc
Phe

tgt

Cys

tgt
Cys

gac

Asp

atc

Ile

CcCa

Pro

tgc
Cys

ggc
Gly

tcc

Ser

ttc
Phe

aga

Arg

cCa

Pro

tca

Ser

cgg
Arg

ttc
Phe

cag

Gln

gac

Asp

tca

Ser

cccC

Pro

ccc

Pro

tgt
Cys

ctg

Leu

tca

Ser

cac

His

79



7. Anhang
226 agc cct cag tat ccc cat gat ggc aga gat gat cgg gag gtc tgg
76 Ser Pro Gln Tyr Pro His Asp Gly Arg Asp Asp Arg Glu Val Trp
271 ccc ttg cgc ttc ttc aat agg aca tgt cac tgc aac ggc aat ttc
91 Pro Leu Arg Phe Phe Asn Arg Thr Cys His Cys Asn Gly Asn Phe
316 tca gga cac aac tgt ggg acg tgc cgt cct ggc tgg aga gga gct
106 Ser Gly His Asn Cys Gly Thr Cys Arg Pro Gly Trp Arg Gly Ala
+Exon 3
361 gcc tgt gac cag agg gtt ctc ata gtc agg aga aat ctt ctg gac
121 Ala Cys Asp Gln Arg Val Leu Ile Val Arg Arg Asn Leu Leu Asp
406 tta agt aaa gaa gaa aag aac cac ttt gtc cgg gcc ctg gat atg
136 Leu Ser Lys Glu Glu Lys Asn His Phe Val Arg Ala Leu Asp Met
451 gca aag cgc aca act cac cct tta ttt gtc att gcc acc agg aga
151 Ala Lys Arg Thr Thr His Pro Leu Phe Val Ile Ala Thr Arg Arg
496 tca gaa gaa ata ctg ggg cca gat ggc aac acg cca caa ttt gag
166 Ser Glu Glu Ile Leu Gly Pro Asp Gly Asn Thr Pro Gln Phe Glu
541 aac att tcc att tat aac tac ttt gtt tgg aca cac tat tac tca
181 Asn Ile Ser Ile Tyr Asn Tyr Phe Val Trp Thr His Tyr Tyr Ser
586 gtc aaa aag act ttc ctt ggg gta gga cag gaa agc ttt ggt gaa
196 Val Lys Lys Thr Phe Leu Gly Val Gly Gln Glu Ser Phe Gly Glu
631 gtg gat ttc tct cat gag gga cca gct ttt ctc aca tgg cac agg
211 Val Asp Phe Ser His Glu Gly Pro Ala Phe Leu Thr Trp His Arg
+Ex0n 4
676 tac cac ctc ctg cgt ctg gag aaa gac atg cag gaa atg ttg caa
226 Tyr His Leu Leu Arg Leu Glu Lys Asp Met Gln Glu Met Leu Gln
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721 gag cct tct ttc tcc ctt cct tac tgg aat ttt gca acg ggg aaa
241 Glu Pro Ser Phe Ser Leu Pro Tyr Trp Asn Phe Ala Thr Gly Lys

766 aat gtc tgt gat atc tgc acg gat gac ttg atg gga tcc aga agc
256 Asn Val Cys Asp Ile Cys Thr Asp Asp Leu Met Gly Ser Arg Ser

811 aac ttt gat tcc act cta ata agc cca aac tct gtc ttt tct caa
271 Asn Phe Asp Ser Thr Leu Ile Ser Pro Asn Ser Val Phe Ser Gln

856 tgg cga gtg gtc tgt gac tcc ttg gaa gat tat gat acc ctg gga

286 Trp Arg Val Val Cys Asp Ser Leu Glu Asp Tyr Asp Thr Leu Gly
+Ex0n 5

901 aca ctt tgt aac agc acc gag gat ggg cca att agg aga aat cca

301 Thr Leu Cys Asn Ser Thr Glu Asp Gly Pro Ile Arg Arg Asn Pro

946 gct gga aat gtg gcc aga cca atg gtg caa cgt ctt cct gaa cca
316 Ala Gly Asn Val Ala Arg Pro Met Val Gln Arg Leu Pro Glu Pro

991 cag gat gtc gct cag tgc ttg gaa gtt ggt tta ttt gac acg cct
331 Gln Asp Val Ala Gln Cys Leu Glu Val Gly Leu Phe Asp Thr Pro

1036 cct ttt tat tcc aac tct aca aac agt ttc cga aac aca gtg gaa

346 Pro Phe Tyr Ser Asn Ser Thr Asn Ser Phe Arg Asn Thr Val Glu
+ Exon 6

1081 ggt tac agt gac ccc acg gga aag tat gac cct gct gtt cga agt

361 Gly Tyr Ser Asp Pro Thr Gly Lys Tyr Asp Pro Ala Val Arg Ser

1126 ctt cac aat ttg gct cat cta ttc ctg aat gga aca ggg gga caa
376 Leu His Asn Leu Ala His Leu Phe Leu Asn Gly Thr Gly Gly Gln

1171 acc cat ttg tct cca aat gat cct att ttt gtc ctc ctg cac acc
391 Thr His Leu Ser Pro Asn Asp Pro Ile Phe Val Leu Leu His Thr
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1216
406

1261
421

1306
436

1351
451

1396
466

1441
481

1486
496

1531
511

1576
526

ttc
Phe

+Ex0n 7

gat
Asp

aga

Arg

gaa

Glu

att
Ile

ata

Ile

act

Thr

aac

Asn

tat

Tyr

aca

Thr

ata

Ile

caa

Gln

atg
Met

caa

Gln

gca

Ala

gct
Ala

cag

Gln

gaa

Glu

gat
Asp

tcc

Ser

tac

Tyr

ttt
Phe

tgg
Trp

gta
vVal

tct

Ser

cct

Pro

aaa

Lys

gca

Ala

aca

Thr

aac

Asn

gtt
Val

cCa

Pro

gtt
Val

tat

Tyr

ctc

Leu

ctc

Leu

gtc
Val

ttt
Phe

atg
Met

act

Thr

ttt
Phe

cca

Pro

gtg
Val

gct
Ala

+Exon 8

agt

Ser

ggc
Gly

ctg

Leu

ctc

Leu

cag

Gln

cgg
Arg

gct
Ala

att
Ile

act

Thr

aat

Asn

gat
Asp

ttg

Leu

cca

Pro

cCca

Pro

gag
Glu

ttg

Leu

cgt
Arg

gat
Asp

cct

Pro

gaa

Glu

gaa

Glu

ttc
Phe

gac

Asp

ttt
Phe

tta

Leu

gcc

Ala

cag

Gln

aat

Asn

tgg
Trp

aat

Asn

tgg
Trp

aac

Asn

agt

Ser

ctg

Leu

aga

Arg

tat

Tyr

cag

Gln

ctg

Leu

gcc

Ala

ccc

Pro

ctg

Leu

gta
Val

gtt
Val

cgc

Arg

Ccaa

Gln

tct

Ser

agg
Arg

cct

Pro

cca

Pro

gga
Gly

cct

Pro

gca

Ala

agt

Ser

tgc
Cys

gtg
Val

aga

Arg

att
Ile

gtc
Val

tac

Tyr

gag
Glu

ctc

Leu

atg
Met

tat

Tyr

gtc
Val

tac

Tyr

gga
Gly

acc

Thr

act

Thr

ata

Ile

att
Ile

gat
Asp

gct
Ala

taa

STP

aat

Asn

cat

His

aac

Asn

tat

Tyr

att
Ile

ttt
Phe

gaa

Glu

gaa

Glu

gct
Ala

aat

Asn

aca

Thr

gaa

Glu

gcc

Ala

999
Gly

gct
Ala

gaa

Glu
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7.2.2 cDNA-Sequenzen der untersuchten Intronbereiche

(Quelle: NCBI-Datenbank, cDNA des humanen TRP-1-Gens mit der Zugangsnummer:

AF001295 (Kap. 6.2, S. 74))

Intron 6

Legende: Die Buchstaben a, t, c und g stehen fiir die vier Nukleotide und sind in Tripletts

angeordnet. Dabei sind die Primer rot markiert, das Exon 6 ist blau markiert und

der Intronbereich von Intron 6 ist schwarz.

Mit Pfeilen oberhalb der Nukleotide sind die Anfinge von Exon 6 und Intron 6

markiert.

ctc

gac

aat

ttt

ctg

atg

ctt

cct

gga

gtc

agg

ctc

acc

gct

aca

ctc

aga

agc

atg

gtt

999

ctg

tac

tgg

cga

gga

cac

aat

gcg

cta

agt

caa

acc

gct

gat

Exon 6
ggt tac agt

ctt cac aat

acc cat ttg

ttc aca gat
Intron 6

ggt aag aca

tgt tta gat

gac

ttg

tct

gca

ttt

ggc

CcccC

gct

CccCa

gtc

tca

at

acg

cat

aat

ttt

tat

gga

cta

gat

gat

gct

aag

ttc

cct

gaa

ttt

tat

ctg

att

tgg

tgc
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Intron 7

Legende: Die Buchstaben a, t, c und g stehen fiir die vier Nukleotide und sind in Tripletts

angeordnet. Dabei sind die Primer rot markiert, das Exon 8 ist blau markiert und

der Intronbereich von Intron 7 ist schwarz. Die griin markierten Nukleotide gehoren

zu einer Region von Exon 8, die nicht fiir das Protein TRP-1 codiert. Die

Codierregion endet mit dem STOP-Codon ,,taa“.

Der blaue Pfeil oberhalb der Nukleotide markiert den Beginn von Exon 8. Der

schwarze Pfeil deutet an, dass nicht der Anfang von Intron 7 dargestellt ist, sondern

nur der Teil, der an Exon 8 grenzt.

Intron 7 —»

tgg

ctg

gat

caa

gta

tct

cct

aaa

tct

ctt

tta

aac

ata

gtt

tat

ctc

ctc

ctt

caa

aaa

tat

ggc

tag

ttt

+Exon 8

ggt

ggc

ctg

ctc

cag

atg

cgg

gct

att

act

aat

cat

cat

aca

aat

gag

ttg

cgt

gat

cct

ta

gtg

ttt

att

Tttt

tta

gcc

cag

aat

gcc

cta

tgt

agt

ctg

aga

tat

cag

aat

aat

ctt

gta

gtt

cgc

caa

tct

gta

ttc

ttt

cct

gca

agt

tgc

gtg

aat

atg

att

gag

ctc

atg

tat

gtc

taa

tagt

ttt

ata

att

gat

gct

taa

ata

cCa

aat

att

ttt

gaa

gaa

caa

tga

ctt

ctt

gcc

999

gct

gaa

atg

gga

ttt

cct

ata

act

aac

tat

cccC

ttt

ggt

ttc

gca

gct

cag

gaa

tac
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05/1989 - 07/1989
08/1989 — 10/1989
10/1989 — 07/1991
08/1991 — 07/1995
08/1995 — 01/1996
02/1996 — 06/1998

Volksschule Cieszyn (Polen)
Grundschule Kotzting
Hauptschule Kotzting
Hauptschule Medebach
Gymnasium Medebach
Gymnasium Winterberg
Gymnasium Korbach

Abschluss: Hochschulreife

seit 10/1998

09/2000

08/2001

05/2002 — 08/2003

03/2004

Studium der Humanmedizin

an der Universitit zu Liibeck
Arztliche Vorpriifung
1. Abschnitt der Arztlichen Priifung

Experimenteller Teil der Doktorarbeit
am Institut fiir Humangenetik

der Universitit zu Liibeck

2. Abschnitt der Arztlichen Priifung

voraussichtlich Herbst 2005 3. Abschnitt der Arztlichen Priifung
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