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Zusammenfassung

Ziel der Studie ist die Identifikation einer mdglichen genetischen Ursache flr Au-
generkrankungen, die uber mehrere Generationen in einer Familie mit konsanguinen
Familienverhaltnissen aufgetreten sind. Dabei fokussiert sich die Arbeit unter ande-
rem auf die ophthalmologische Erkrankung Retinitis pigmentosa (RP), eine vererbte
Netzhauterkrankung, die oft zur Erblindung flhrt und haufig mit einer Mutation in ei-
nem Transkript des RPGR-Gens assoziiert wird, welches in den Verbindungscilien

der Photorezeptoren essenziell ist.

Fur die genetische Analyse wurden Blutproben von Mitgliedern besagter Familie aus
Pakistan enthommen, in welcher mehrere Falle einer nicht naher beschriebenen ,Re-
tinalen degeneration® Uber Generationen hinweg dokumentiert sind. Nach der DNA-
Extraktion wurde zunachst eine Stammbaumanalyse durchgefihrt, um die Verer-
bungsmuster zu untersuchen. Anschlielend kamen verschiedene molekulargeneti-
sche Techniken zum Einsatz, darunter Sanger-Sequenzierungen und Whole-Exome-
Sequencing (WES). Zur Prazisierung der Sequenzierungen wurden spezifische Pri-
mer um eine gefundene potenziell ursachliche Variante der Erkrankungen in der Fa-
milie designt und eine Gradienten-PCR durchgefuhrt, um die optimalen Bedingungen

fur die folgende Sanger-Sequenzierung zu schaffen.

Die Sequenzierungsanalyse des WES zeigte eine Frameshift-Mutation
(c.2420_2435del (p.Glu807Glyfs*3)) im Exon 15 des RPGR-Gens, die eine Verschie-
bung des Leserasters und somit eine vorzeitige Terminierung der Proteinsynthese
verursacht. Diese Mutation fuhrt zu einer verkurzten und maoglicherweise funktionslo-
sen Variante des RPGR-Proteins. Diese genetische Veranderung konnte in allen be-
troffenen mannlichen Familienmitgliedern nachgewiesen werden, was zur vermuteten
X-chromosomal rezessiven Vererbung, der nicht naher beschriebenen Erkrankung in

der Familie, als auch zum Vererbungsmuster der RP passen wirde.

Auch wenn die gefundene Variante bereits in den Supplementary Materials einer Ar-
beit von Zampaglione et al. (2022) mit PR assoziiert wurde, lasst sich aufgrund der

begrenzten phanotypischen Informationen der behandelten Familie keine endgultige
Diagnose ableiten. In zukUnftigen Studien sollten daher die funktionellen Auswirkun-

gen dieser Mutation weiter untersucht und evaluiert werden.



Abstract

The aim of the study is to identify a possible genetic cause for eye diseases that have
occurred over several generations in a consanguineous family. Among other, this
work focuses on the ophthalmological disease retinitis pigmentosa (RP), an inherited
retinal disease that often leads to blindness and is frequently associated with a muta-
tion in a transcript of the RPGR gene, which is essential in the photoreceptor con-

necting cilia.

For the genetic analysis, blood samples of the affected family from Pakistan were
taken, in which several cases of an unspecified "retinal degeneration" have been
documented over generations. After DNA extraction, a family tree analysis was car-
ried out first, to analyse the inheritance patterns. Different molecular genetic tech-
niques were used, including Sanger sequencing and Whole-Exome-Sequencing
(WES). To optimize the sequencing, specific primers were designed, around a poten-
tially causative variant of the disease of the family and a gradient PCR was per-

formed, to create the optimal conditions for the subsequent Sanger sequencing.

The sequencing analyses of the WES revealed a frameshift mutation
(c.2420_2435del (p.Glu807Glyfs*3)) in exon 15 of the RPGR gene, which causes a
shift in the reading frame and thus premature termination of protein synthesis. This
mutation leads to a shortened and potentially non-functional variant of the RPGR pro-
tein. This genetic change could be detected in all affected male family members,
which fits the presumed X-linked recessive inheritance of the unspecified disease in

the family, as well as the inheritance pattern of RP.

Even though the found variant was already associated with PR in the Supplementary
Materials of a paper by Zampaglione et al. (2022), no final diagnosis can be derived

due to the limited phenotypic information of the affected family. The functional effects
of this mutation should therefore be further investigated and evaluated in future stud-

ies.
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1 Einleitung

1.1 Das Auge

Das Auge ist eines der wichtigsten Sinnesorgane des Menschen. Obwohl das Gehirn
hdchsten 60 Bit pro Sekunde verarbeiten kann, erreichen dennoch in jeder Sekunde
10 Millionen Bit an Informationen unser Sehorgan. In Summe stammen mehr als 90
% aller Informationsreize, die das Gehirn erreichen, von den Sinnesorganen Augen
und Ohren. (1,2)

1.1.1 Die Anatomie und Physiologie des Auges

Mit ungefahr 2,4 cm Kugeldurchmesser ist der Augapfel (Bulbus oculi) ein wichtiger
Bestandteil des Sehorgans. In ihm befinden sich die Sinneszellen, die Reize aufneh-
men und die Informationen Uber den Sehnerv (N. opticus, Il. Hirnnerv) an das Gehirn
weiterleiten. Neben dem Bulbus oculi, zahlen auch Augenlider, die auf’eren Augen-

muskeln und der Tranenapparat zum Sehapparat.(2)

Durch seine Lage ist der Augapfel durch einen kraftigen Fettkdrper in der knéchernen
Augenhdhle (Orbita), in welchem er eingebettet ist, gut geschutzt. Das Auge kann
sich wie ein Kugelgelenk durch 3 innere und 6 aufdere Augenmuskeln in allen drei

Raumachsen bewegen. (2)

1.1.2 Aufbau des Augapfels

Die aulRere, mittlere und innere Augenhaut bilden die drei Schichten, aus welchen die
Wand des Augapfels besteht. Sie ubernehmen im vorderen und hinteren Bereich des

Augapfels jeweils unterschiedliche Aufgaben. (2)

Die aullere Augenhaut setzt sich vorne aus der Hornhaut (Kornea) und der Binde-
haut (Konjunktiva) sowie hinten aus der Lederhaut (Sklera) zusammen. Die unter
dem klinischen Begriff bekannte ,Uvea“ oder mittlere Augenhaut, aufRert sich im vor-
deren Teil des Augapfels als Regenbogenhaut (Iris) mit Ziliarkérper, wahrend sie im
hinteren Teil die Aderhaut (Choroidea) bildet. Ahnlich der mitterlen Augenhaut, betei-
ligt sich die innere Augenhaut vorne am Aufbau des Ziliarkorpers. Im hinteren Bereich

enthalt sie die Netzhaut (Retina) sowie die Sinneszellen. (2)
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Eine lichtbrechende Linse befindet sich im vorderen Bereich des Augapfels, welche
hinter der vorderen Augenkammer liegt. Weitere abgrenzbare Raume sind die hintere
Augenkammer und der Glaskoérper. Der Sehnerv verlasst den Augapfel an dessen
Riickseite. Abbildung 1 zeigt eine schematische Ubersicht vom Aufbau des Auges.
Die aulRere Schicht umfasst die Lederhaut sowie die Binde- und Hornhaut. Die mitt-
lere Schicht besteht aus der Aderhaut und der Regenbogenhaut. Die Netzhaut bildet
die innere Schicht, wobei der Sehnerv mit dieser verbunden ist und das Auge in Rich-

tung der Orbitaspitze verlasst. (2)

Bindehaut Lederhaut

Regenbogenhaut Limbus

Netzhaut —/ \/

Sehnerv

\/\_ Glaskorper

Fovea centralis

Abbildung 1: Wandschichten des Auges; Mit Genehmigung
der Georg Thieme Verlag KG, Lizenz: 5816370556963 (2)

1.1.3 Netzhaut (Retina)

Ein hinsichtlich des Gewebes zum Gehirn zugehdriger Teil, die Netzhaut (Retina),
kleidet den hinteren Abschnitt des Augapfels aus. Insbesondere bei Wirbeltieren und
Saugetieren, aber auch bei den meisten anderen mehrzelligen Lebewesen, haben
sich im Laufe der Evolution spezifische Rezeptoren flr spezielle Sinnesorgane entwi-
ckelt, um Licht, Gerausche, Geschmack und Duftstoffe wahrzunehmen und darauf
reagieren zu kénnen. Im menschlichen Auge existieren in den spezialisierten Zellen

der Netzhaut zwei Typen von Photorezeptoren. (3)

So enthalt die Netzhaut etwa 110 Millionen Stabchenzellen, welche fiir das Sehen im

Dunkeln verantwortlich sind, wahrend rund 6 Millionen Zapfenzellen das Farbsehen
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ermoglichen. Ein lichtempfindliches Protein namens Rhodopsin, das in den Stab-
chenzellen vorkommt, spielt dabei eine zentrale Rolle, da es auf geringe Lichtreize

reagieren und sich an Unterschiede in der Lichtintensitat anpassen kann. (3)

Obwohl die optische Schicht der Netzhaut nur etwa eine Dicke von 0,2 mm aufweist,
besteht sie aus einer komplexen Architektur verschiedener Nervenzellschichten (Ab-
bildung 2). Entgegen der Erwartung befinden sich die Sinneszellen (Zapfen und
Stabchen) nicht dem Licht zugewandt, sondern sind nach innen orientiert, zum Pig-
mentepithel hin, welches an die Aderhaut grenzt. Zwischen den Lichtsensoren und
dem einfallenden Licht liegen acht verschiedene Netzhautschichten sowie die Blutge-

falke der Netzhaut, die alle vollstandig durchsichtig sind. (2)

Die Gefalversorgung erfolgt durch die Sehnervenscheibe (Papille, Discus nervi op-
tici), wo BlutgefalRe und Nervenfasern ins Auge eintreten bzw. austreten (Abbildung
3). Diese Stelle wird auch als blinder Fleck bezeichnet, da es dort keine Sinneszellen
gibt. Uber die gesamte optische Schicht der Netzhaut verteilen sich Arterien und Ve-
nen. Der zentrale Bereich, die Fovea (Fovea centralis, Sehgrube), ist jedoch frei von
Blutgefalien. Hier befindet sich auch die Stelle des scharfsten Sehens, umgeben

vom gelben Fleck (Makula, Macula lutea).(1,2)

Licht Sehnervenscheibe Netzhaut-  Netzhaut- gelber Fleck

(Macula lutea)

(Discus nervi optici) ~ arterie vene

Sehnerv «—— =———

i

Ganglienzelle

amakrine Zelle

Bipolarzelle

Horizontalz

elle @
AR

Stabchen L
Innen- Ly
segmente \
Zapfen — )

AulRen-
segmente

Abbildung 3: Hinterer Pol der Netzhaut; Mit Genehmi-
gung der Georg Thieme Verlag KG, Lizenz:
5816370556963 (2,24)

Der Augenhintergrund zeigt bei Betrachtung mit dem
Augenspiegel den Austritt des Sehnervs auf der na-
salen Seite der Netzhaut (hier des linken Auges).
Diese Stelle, bekannt als blinder Fleck, ist der Ein-
trittspunkt der arteriellen Gefél3e ins Auge, die sich
dann baumkronenartig, mit Ausnahme der Fovea

ARSI

Pigmentepithel

Abbildung 2: Schematische Darstellung und Auf-
bau der Netzhaut im Randbereich der Fovea; Mit
Genehmigung der Georg Thieme Verlag KG, Li-
zenz: 5816370556963 (2)

centralis (Sehgrube), liber die gesamte Netzhaut ver-
teilen. Die Fovea centralis wird von einer wulstartigen
Aufwerfung der Netzhaut, der Macula lutea, umge-
ben.
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Wie bereits erwahnt, bilden lichtempfindliche Rezeptoren, die Stabchen und Zapfen,
die Zelllagen, aus welchen die Netzhaut besteht. Es gibt drei verschiedene Zapfenty-
pen, die jeweils fur unterschiedliche Farben (rot, grin und blau) empfindungsfahig
sind. Der Sehnerv leitet die teilweise schon verarbeiteten Informationen weiter, da in-

nerhalb der Netzhaut bereits eine erste Signalverarbeitung stattfindet. (1,2)

1.1.4 Macula lutea und Fovea centralis

Temporal der Papille, in der optischen Achse des Auges, liegt die pigmentierte und
daher gelbliche Macula lutea (gelber Fleck), deren Zentrum eine kleine Vertiefung,
die Fovea centralis, bildet. In der Fovea centralis, die einen Durchmesser von etwa
1-1,5 mm hat, sind die vorhandenen Rezeptoren, ausschlieRlich Zapfen, am dichtes-
ten gepackt. Wie bereits erwahnt fehlen hier BlutgefalRe und die daruber liegenden
Netzhautschichten sind zur Seite gedrangt. Diese besondere Architektur hat zur
Folge, dass Objekte optimal scharf und mit minimaler Verzerrung gesehen werden,
wenn sie in der Fovea abgebildet werden. Der restliche Teil der Netzhaut dient haupt-
sachlich dazu, Bewegungen wahrzunehmen, wahrend jedes Objekt, welches gezielt

fokussiert wird, in der Fovea abgebildet wird. (1,2)

1.2 Funktion des Auges

Bevor das Licht die Rezeptoren erreicht, durchdringt es zunachst alle (durchsichti-
gen) Schichten der Netzhaut. Durch die Belichtung der Fotorezeptoren wird ein foto-
chemischer Prozess ausgeldst, der zur Hyperpolarisation der Rezeptormembran
fuhrt. Diese Veranderung des Potenzials wird Uber bipolare Zellen, Horizontalzellen
und amakrine Zellen (innere Kornerschicht) an die Ganglienzellen weitergeleitet. lhre

Axone verlaufen zur Papille und bilden von dort an den Sehnerv.(1,2)

In den Ganglienzellen entstehen aus diesen ,langsamen® Potenzialen frequenzmo-
dulierte Aktionspotenziale, welche Uber die Axone der Ganglienzellen alias. den Seh-

nerv (N. opticus) an das Gehirn weitergeleitet werden.(1)

1.2.1 Verlauf der Sehbahn

Der Verlauf der Sehbahn beginnt mit den Axonen der retinalen Ganglienzellen, die
sich zum Sehnerv (N. opticus) vereinigen und durch die Lamina cribrosa der Sklera
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das Auge verlassen. Aullerhalb des Augapfels erhalten diese Axone eine Myelin-
scheide und sind von Dura, Pia mater und Arachnoidea umgeben, die als Optikus-

scheide bezeichnet werden. (1)

Der Sehnerv verlauft in einer leichten Windung zum Foramen opticum und gelangt in
das Schadelinnere zum Chiasma opticum, wo die Sehnerven beider Augen zusam-
mentreffen und sich die Fasern der nasalen Netzhauthalften kreuzen. Die Axone der
retinalen Ganglienzellen enden im Corpus geniculatum laterale des Thalamus, das in
sechs Schichten gegliedert ist. Von dort verlaufen die Axone als Sehstrahlung zur

Sehrinde, wo sie enden und die Grundlage des binokularen Sehens bilden. (1)

1.3 Genetische Erkrankungen des Auges

Die Bedeutung der Genetik bei Augenkrankheiten nimmt stetig zu. Augenkrankheiten
wie Retinoblastom, Leber-Optikusatrophie und viele retinale Erkrankungen dienen
haufig als Modelle fur die genetische Vererbung. Es wird geschatzt, dass etwa ein
Drittel der Blindheitsfalle in Europa auf erbliche Augenkrankheiten zurtckzufuhren
sind. (1)

1.3.1 Vererbbare Netzhautdystrophien

Vererbte Netzhauterkrankungen sind eine haufige Ursache fur Sehbehinderungen
und umfassen eine heterogene Gruppe von Zustanden, die durch Funktionsstérun-
gen, Degenerationen der Netzhaut oder des retinalen Pigmentepithels hervorgerufen

werden. (4)

Zuallererst muss der Augenarzt/die Augenarztin den Phanotyp klassifizieren. Nicht
nur der Erbgang, auch die Penetranz (Manifestationsrate bei Gentragern), die mogli-
che Expressivitat (Auspragungsgrade) und die durch genetisch bedingte Erkrankun-
gen verursachte Sehbehinderung spielen eine entscheidende Rolle fur die Diagnose.
Eine eindeutige humangenetische Beratung setzt voraus, dass der Augenarzt den
Phanotyp der vererbten Erkrankung korrekt erfasst und einordnet. Dazu kann es no-
tig sein, dass auch betroffene und angeblich gesunde Verwandte untersucht werden
mussen, um festzustellen, ob eine rezessive, dominante oder x-chromosomale Verer-
bung wahrscheinlich ist oder ob es sich um einen sporadischen Fall in der Familie
handelt. (1)
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1.3.1.1 Rezessiv vererbte Erkrankungen

Bei der Diagnose von rezessiven Erkrankungen ist zu beachten, dass beide Eltern-
teile Trager desselben Gens sind, diese allerdings jeweils nur heterozygot, weshalb
die Eltern selbst meist asymptomatisch sind. Die Wahrscheinlichkeit, dass Kinder von
der Genvariante der Eltern betroffen sind (Wiederholungswahrscheinlichkeit), betragt
bei jeder Schwangerschaft 25 %.(1)

Die Wiederholungswahrscheinlichkeit und somit das Risiko fur das Auftreten eines
erblichen rezessiven Krankheitsbildes, erhoht sich drastisch bei Blutsverwandtschaf-
ten (Verwandtenehen), da identische rezessive Genvarianten innerhalb derselben

Familie bei konsanguinen Familienverhaltnissen haufiger kombiniert werden. (1)

Entscheidend fur die Einschatzung des Risikos sind eine genaue Familienanamnese
Uber mehrere Generationen, der eventuelle Verwandtschaftsgrad der beiden Ehe-
partner und ob es sich um ein sehr seltenes oder ein relativ haufiges genetisches Er-
krankungsbild handelt. Beispiele fur rezessiv vererbte Augenerkrankungen umfassen
die haufigste Form der Retinopathia pigmentosa (Retinitis pigmentosa), das kongeni-
tale Glaukom, Tritanopie, den Morbus Stargardt (juvenile Makuladegeneration, Fun-

dus flavimaculatus), die kongenitale Amaurose (Leber) und das Usher-Syndrom. (1)

1.3.1.2 X-Chromosomal vererbte Erkrankungen

Ein X-chromosomalen Erbgang zeichnet sich dadurch aus, dass Manner phanoty-
pisch betroffen und Frauen bei Tragerschaft der Variante Ubertrégerinnen (Kondukto-
rinnen) sind. Merkmalsfrei sind alle Séhne betroffener Manner, denn sie erhalten vom
Vater nur das Y-Chromosom, wahrend alle Tochter durch das X-Chromosom des Va-
ters Konduktorinnen werden. 50 % der mannlichen Nachkommen von Konduktorin-
nen erkranken, bzw. sind Hemizygot Variantentrager und die Halfte der weiblichen
Nachkommen werden selbst wieder zu Ubertragerinnen. Erkrankungen wie Hamo-

philie oder die Rot-Grun-Blindheit sind klassische Beispiele hierfur. (1)

Bei einigen Erkrankungen wie beispielsweise der Chorioideremie, einem erblichen
Schwund der Aderhaut, kann es jedoch vorkommen, dass auch Konduktorinnen ma-
nifest erkranken oder zumindest rudimentare Krankheitszeichen aufweisen. Bei Man-
nern flhrt dieser Erkrankung zur Erblindung, wahrend bei Frauen trotz normalem

Sehvermdgen eine unregelmalige Pigmentierung in der Fundusperipherie moglich
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ist. Dieses Muster der moglichen phanotypischen Auspragungen gilt auch fur die X-
chromosomal vererbte Form der Retinopathia pigmentosa (intermediar geschlechts-

gebundener Erbgang) oder okularen Albinismus. (1)

1.3.1.3 Progressive Retinal Degeneration

Die progressive Retina-Degeneration beschreibt eine Gruppe von genetischen Er-
krankungen, die allmahlich die Netzhaut des Auges schadigen. Diese Erkrankungen
fuhren zu einem schrittweisen Verlust des Sehvermdgens und konnen letztendlich
zur Blindheit fuhren. Beispiele hierfur sind Retinitis pigmentosa, Stargardt-Krankheit
und Usher-Syndrom. Die Symptome beginnen oft mit Schwierigkeiten beim Sehen in
der Dunkelheit und peripheren Sehverlust, der sich dann auf das zentrale Sehvermo-
gen ausdehnt. Es gibt derzeit keine Heilung, aber fortschreitende Forschung und kli-

nische Studien bieten Hoffnung auf zuklnftige Behandlungen. (5)

1.3.1.4 Retinopathia pigmentosa/Retinitis pigmentosa

Retinopathia pigmentosa ist eine Erkrankung der Netzhaut/Aderhaut, die in verschie-
denen Formen auftritt und das Sehvermdgen schrittweise beeintrachtigt. Die pigmen-
tare Degeneration der Retina (Retinitis pigmentosa) umfasst Gber 30 genetisch und
klinisch unterschiedliche Formen von fortschreitender Blindheit, die durch die Dege-
neration des Pigmentepithels der Retina verursacht werden. Diese Erkrankung ent-
steht unter anderem aufgrund von Mutationen in Genen, die Proteine kodieren, die

an der Lichtsignaltbertragung beteiligt sind. (3)

Insbesondere im Erwachsenenalter ist, mit einer Haufigkeit von 1:3500, die RP (Re-
tinitis pigmentosa) eine der Hauptursachen fur Blindheit, obwohl es auch juvenile
Formen gibt. Die Erkrankung aufRert sich im Auge durch eine zunehmende Pigmen-
tierung der Netzhaut, die von zahlreichen weiteren Manifestationen und sekundaren
Veranderungen begleitet wird. Ausgehend von der Peripherie bis zum Zentrum
schreitet die Pigmentdegeneration voran und endet mit einem sehr kleinen, auf die
Makula begrenzten Gesichtsfeld, das als ,R6hrensehen" bezeichnet wird. Eben diese
Pigmentverschiebungen in der Netzhaut fuhren teilweise zur langsamen Erblindung,
durch eine Mutation in einem der vielen bereits beschriebenen dafiur in Frage kom-

menden Genorten.(3,6)
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1.3.1.4.1 Vererbungsformen der Retinitis pigmentosa

Der Verlauf der autosomal dominanten Retinopathia pigmentosa (mindestens 14 ver-
schiedene Gene sind bekannt) ist meist relativ mild. Eine allelische genetische Hete-
rogenitat konnte durch verschiedene Punktmutationen sowie Deletionen von DNA-
Basen im Rhodopsin-Gen, durch molekulargenetische Untersuchungen nachgewie-

sen werden. (1,3)

Die Heterozygotenfrequenz der autosomal rezessive Retinopathia pigmentosa liegt

bei etwa 1:42, wobei eine Pseudodominanz maoglich ist. (1)

Konduktorinnen X-chromosomaler rezessive Retinopathia pigmentosa kdnnen gele-
gentlich Mikrosymptome zeigen, welche jedoch sehr variabel ausfallen konnen. Die
Mehrheit der von X-chromosomaler RP betroffenen Personen ist auf eine Mutation im
Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator (RPGR) Protein zurlickzuflihren. Zusatzlich
konnten noch mehrere weitere ursachliche Genorte identifiziert werden (Heterogeni-

tat). Inzwischen ist auch eine pranatale molekulargenetische Diagnostik moglich.(1,7)

Die autosomal dominanten Formen, autosomal rezessiven und X-chromosomale For-
men, sind klinisch praktisch nicht unterscheidbar. RP kann auch in Kombination mit
angeborener Taubheit als autosomal rezessives Usher-Syndrom auftreten, das durch

Mutationen in 11 verschiedenen Genen verursacht wird. (6)

Die verschiedenen Vererbungsformen der Retinitis pigmentosa treten mit unter-
schiedlicher Haufigkeit auf. Etwa 25 % der Falle sind autosomal dominant, ungefahr
20 % sind autosomal rezessiv, nur 8 % sind X-chromosomal vererbt und bei etwa 47

% ist der Erbgang im Einzelfall unklar. (3)

Abbildung 4: Retinopathia pigmentosa, fortgeschrittenes Stadium.

Die Pigmentierung der Netzhautperipherie zeigt sich in Form von "Knochenkérperchen”, begleitet von ei-
ner wachsgelben Atrophie der Papille, die am oberen Rand des Bildes zu sehen ist, sowie fadenengen
Netzhautarterien. Das Krankheitsbild Idsst sich am Augenhintergrund anhand der Pigmentverklumpungen
in der mittleren und du3eren Netzhautperipherie erkennen, die treffend als "Knochenkdérperchen" oder
"Knochenbélkchen" beschrieben werden. Mit Genehmigung des Springer Verlags, Lizenz:

5815971439645 (1) Seite 8 von 88



1.3.1.4.2 Phanotypische Merkmale der Retinitis pigmentosa

Zu den wichtigen diagnostischen Zeichen der RP gehéren Veranderungen des Au-
genhintergrundes wie GefalRverengungen, eine wachsgelbe Papille, Makulaverande-
rungen, eine Verbreiterung der Reflexe sowie Veranderungen des Pigmentepithels.
Auch das Elektroretinogramm zeigt charakteristische Veranderungen. Zusatzlich tre-
ten bei der Retinitis pigmentosa haufig sekundare Erscheinungen im vorderen Au-
genabschnitt auf, darunter Veranderungen des Glaskorpers, Linsentribung (Kata-
rakt) und Kurzsichtigkeit (Myopie). (3)

Abbildung 6: Auffélliger Fundus (Autofluo-
Retinopathia); Mit Genehmigung des Springer Verlags, Lizenz: reszenzbild des Fundus eines Patienten
5815971439645 (1) mit Retinopathia pigmentosa sine pig-
mento) mit korniger Pigmentierung des
Pigmentepithels der mittleren Netzhaut-
peripherie; Mit Genehmigung des Sprin-
ger Verlags, Lizenz: 5815971439645 (1)

1.4 Retinitis pigmentosa GTPase-Regulator-Gen / (RPGR)-Gen

RPGR-pathogene Varianten sind die Hauptursache fir X-chromosomale Retinitis pig-
mentosa. Die X-chromosomale RP ist die schwerste Form der RP, mit frihem Beginn

und schneller Progression bei Mannern. (7,8)

Die X-chromosomale RP wird hauptsachlich durch pathogene Varianten in zwei Ge-
nen verursacht: RP2 (10 %—-20 % der Falle) und RPGR (70 %—90 % der Falle). Es
wurde berichtet, dass pathogene Varianten im RPGR auch andere nicht-syndromale
Netzhautdystrophien wie Zapfendystrophie, Zapfen-Stabchen-Dystrophie und Maku-
ladystrophie verursachen kénnen. Weibliche heterozygote Falle fir RPGR-pathogene
Varianten kdnnen eine Vielzahl von asymptomatischen bis schweren Symptomen

zeigen. Die meisten Frauen sind jedoch im Vergleich zu Mannern nur leicht betroffen.
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Das Retinitis pigmentosa GTPase-Regulator (RPGR)-Protein befindet sich in den
Verbindungscilien der Stabchen- als auch der Zapfenphotorezeptoren. Unter ande-
rem ist das vom RPGR-Gen codierte Protein flr den Transport von Eiweil3en und an-
deren Biomolekulen innerhalb der Netzhaut verantwortlich. Es wird vermutet, dass
das Protein weiters an der Organisation der Mikrotubuli und/oder der Transportregu-

lation in den Cilien beteiligt ist. (7,8)

RPGR hat zwei Haupt-Transkripte (Abbildung 8), die durch alternatives Spleil3en pro-
duziert werden. Ein 19-Exon-Transkript, welches in den meisten Geweben vorkommt

und ein 15-Exon-Transkript, welches in der Netzhaut gefunden wird. (8)

Das 15-Exon-Transkript von RGPR (Abbildung 7) ist das einzige Transkript, von dem
bekannt ist, dass es an der X-chromosomalen RP beteiligt ist. Uber 650 pathogene
Varianten wurden bislang im 15-Exon-Transkript gefunden und gemeldet (Human
Gene Mutation Database (HGMD). Die Mehrheit (etwa 88 %) der gemeldeten patho-
genen Varianten sind Funktionsverlustvarianten, insbesondere Nonsense- und

Frameshift-Varianten. (8)

< RPGR-009 - ENSTO0000378505
protein coding

- Reverse strand 43.14 kb

Abbildung 7: Auszug aus Ensembl.org RPGR Transkript NM_001034853.1, Exons: 15, Coding exons: 15

1.4.1 Open Reading Frame 15 (ORF 15) des RPGR-Gens

Das RPGR-Gen enthalt die stark repetitive ORF15-Region, welche einen Mutations-
Hotspot darstellt und eine der haufigsten Ursachen flir X-chromosomale Retinitis pig-

mentosa ist. (4)

Es handelt sich dabei um das letzte Exon im 15-Exon-Transkript des RPGR-Gens
(Ublicherweise ORF15 genannt) des Transkriptes NM_001034853.2. Es ist relativ
grof3, extrem reich an Purinen im codierenden Strang und enthalt die Mehrheit der
pathogenen RPGR-Varianten. ORF15 ist viel langer als Exon 15 im 19-Exon-Tran-
skript des RPGR-Gens. Es stellt eine Herausforderung dar, ORF15 mit Standardse-

quenzierungsmethoden zu sequenzieren, da die DNA-Sequenz dort eine hohe Repe-
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titivitat aufweist. Dadurch kommt es zu Schwierigkeiten bei der eindeutigen Zuord-
nung der Sequenzierungen zu den Genomregionen, was dazu fuhrt, dass diese Re-

gion auch in WGS-Datenanalysen oft schlecht abgedeckt wird. (4,8,9)

Es gibt unterschiedliche Ansatze zur Sequenzierung des ORF15, wie Sanger-Se-
quenzierung, long-range Polymerase-Kettenreaktion (PCR) gefolgt von short-read-
Next Generation Sequencing (NGS) der PCR-Produkte, sowie NGS allein. Aktuelle
Studien zeigen, dass die Verwendung von WGS, gepaart mit spezifisch angepassten
Algorithmen zur Identifikation struktureller Varianten, die Prazision bei der Erkennung
und Charakterisierung von pathogenen Mutationen in stark repetitiven Regionen wie
RPGR ORF15 erheblich verbessern kénnen. (4,8)

Ex 1-10 Ex 15-19

RPGR™ [H=]=]-

1 585 815

Bs || Bs ﬂl: =— CAAX

RCC1-like Domain (RLD)

R127G G165V  casoriy E285G

G6OV 198E  [G2728/V,
Hesq\ F130! 215V D312N/Y

G43E/R "\ _GB8R
casor  I567F

Open Reading Frame 15

RPGRORWIE o || = || = | ___Glu/Gly-rich
// \ | T
1 1152
G436D
i P236S
ps G17E 4, L) |e17ar 1 Ve C302RIY

1289V

B5 || B6

G148V aqsap G267EIR

RCC1-like Domain (RLD)

Abbildung 8: Schematische Darstellung der wichtigsten RPGR-Protein-Isoformen (konstitutives RPGR Ex1-19
und RPGRORF15) (7)

Die schematische Darstellung der Doménenarchitektur beider Hauptisoformen ist mal3stabsgetreu gezeichnet.
Die Segmente B1 bis B7 und die Beta-Propeller-RCC1-dhnliche Doméne (RLD) bilden die innerhalb der Exons
1-10 in beiden Hauptisoformen kodierten Bereiche. Die C-terminale Isoprenylierungsstelle (CAAX) von
RPGREXx1-19 ist ebenfalls eingezeichnet. Die Position der Glutamat/Glycin-reichen Doméne und der Basi-
schen Doméne (BD) von RPGRORF15 innerhalb des Offenen Leserahmens 15 ist hervorgehoben. Einige be-
kannte krankheitsverursachenden Missense-Mutationen (beschriftet) und insgesamt 52 weitere bekannte Non-
sense-Mutationen, die speziell im Offenen Leserahmen 15 lokalisiert sind (vertikale Linien auf der schemati-
schen Darstellung der Doméne), sind angegeben. Die Mutationsdaten wurden aus der Human Gene Mutation
Database (Stenson et al., 2014) (zugegriffen am 27. Mai 2015) kartiert. (7)
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1.5 Fallbeschreibung

Diese Arbeit befasst sich mit einer konsanguinen Familie (OPH 48) aus Pakistan, in
welcher Augenerkrankungen uber mehrere Generationen hinweg aufgetreten sind.
Die Familie OPH48 wurde von Dr. Muzammil Ahmasd Khan (Gomal University, Dera
Ismail Khan, Pakistan) rekrutiert. Die in Kooperation durchgeflihrten Studien wurden
von den Ethikkommissionen der Gomal University, Dera Ismail Khan, Pakistan, ge-
nehmigt (Genehmigungsnummern: 04/ERB/GU und 32/DQA/GU).

Das Probenmaterial wurde in Form von Blut mit einer anschlieRenden DNA-Extrak-
tion von betroffenen und nicht betroffenen Familienmitgliedern enthommen (Stamm-
baum Abbildung 13). Die Patienten haben eine Einverstandniserklarung fur die Ver-
wendung ihrer klinischen Daten und des Stammbaums unterzeichnet, diese liegen

bei Dr. Muzammil Ahmad Khan, Hamad Medical Corporation Doha in Katar auf.

Der handgezeichnete Stammbaum, welcher von Dr. Muzammil Ahmad Khan mit den
eingezeichneten Probenmaterialen in anonymisierter Form erstellt wurde, enthielt
ebenfalls den Phanotyp ,progressive Retinal degeneration®, kurz Retinal degenera-
tion genannt. Insgesamt sind 9 Personen phanotypisch betroffen, wobei es sich aus-

schlieRlich um mannliche Probanden handelt.

Die Informationen Uber den Phanotyp der untersuchten Familie sind begrenzt. Be-
kannt ist lediglich die Information, dass ein 17/18-jahriges Familienmitglied seit dem
Alter von 6-7 Jahren an Nachtblindheit leidet, sowie die allgemeine Tatsache, dass in
der Familie die vollstandige Erblindung im Alter von 45-50 Jahren eintritt, wobei nur
noch Lichtwahrnehmung erhalten bleibt. Es gibt eine innerfamiliare phanotypische

Variabilitat und eine verzdgerte Dunkeladaptation.

Weitere Phanotypische Merkmale und Informationen sind nicht bekannt, daher wurde
ein breites Spektrum von Augenkrankheiten fir die Analyse einer eventuellen ursach-
lichen Mutation in Betracht gezogen. Neben dem Phanotyp Retinal degeneration
(HP:0000546), wurden mittels eines Genpanels spezifisch fir Augenerkrankungen
weitere Phanotypen wie Abnormality of ophthalmic artery (HP:0410006), Ophthalmic
artery occlusion (HP:0020164), External ophthalmoplegia (HP:0000544), Ophthalmo-
paresis (HP:0000597), Ophthalmoplegia (HP:0000602), Congenital ophthalmoplegia
(HP:0001491) und Retinal disease (HP:0000479) in Betracht gezogen und analysiert.
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2 Ziel | Hypothesenbeschreibung

Ziel dieser Arbeit ist es, trotz fehlender ausfuhrlicher phanotypischer Beschreibung
des Krankheitsbildes, eine mogliche Mutation in der Familie OPH48 zu identifizieren,
die fur die auftretenden Augenerkrankungen ursachlich sein kénnte. Im weiteren Ver-
lauf soll die gefundene Variante mit bekannten Mutationen abgeglichen werden, um

ihren moglichen Einfluss besser abschatzen zu konnen.

3 Material und Methoden

3.1 Stammbaumanalyse

Bei der Stammbaumanalyse wurde die mogliche Vererbung genetischer Merkmale
innerhalb einer Familie untersucht. Dazu wurden mehrere Generationen erfasst und
systematisch ausgewertet. Durch die Erstellung und Analyse des Stammbaums kon-
nen Muster der Vererbung identifiziert und Rickschlisse auf mogliche genetische Ur-
sachen gezogen werden. Zudem ermdglicht die Untersuchung abzuwagen, welche
der verschiedenen Vererbungsmodelle, wie autosomal-dominant, autosomal-rezessiv
oder X-chromosomal rezessiv/dominant etc., am wahrscheinlichsten erscheinen, um

folgende Analyseschritte zu erleichtern.

3.2 Probenaufreinigung & DNA-Extraktion

Die Aufreinigung und Extraktion der DNA wurde die genomische DNA aus den erhal-
tenen EDTA-Vollblut-Proben der Familie OPH48-1 bis OPH48-11 durchgeflihrt. Aus-
genommen davon ist die Probe OPH48-7. Die Probe von OPH48-7 wurde nicht ins
Labor versandt und konnte auch nachtraglich, aufgrund der teils schwierigen Proben-
gewinnung in Pakistan, nicht nachgefordert werden. Daher wird OPH48-7 zwar wie
im handgezeichneten Stammbaum auch im digitalen Stammbaum vermerkt, weitere

Analysen konnten mit dieser Probe jedoch nicht durchgefuhrt werden.

3.2.1 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion wurde mittels einer modifizierten Phenol-Chloroform-Extraktion

durchgefuhrt. Die einzelnen Schritte sind im Folgenden beschrieben:
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Teil 1:

7.

. EDTA-Vollblut wurde 1:1 mit TKM1-Puffer in 15 ml Zentrifugenrohrchen ver-

dinnt und 10 x geschwenkt. (Pro Rohrchen maximal 8 ml EDTA-Vollblut plus 7
ml TKM1. Befindet sich weniger als 8 ml Blut im Zentrifugenréhrchen, 1:1
(z.B.: 5 ml EDTA-Vollblut + 5 ml TKM1) mischen.)

. Das Gemisch wurde10 x geschwenkt und anschlieend fur 10 Minuten bei

Raumtemperatur und 2000 g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 2,5 ml TKM1 versetzt. Das
Gemisch wurde anschliel3end durch Schiitteln gemischt. Anschliellend wurde
fur 10 Minuten bei Raumtemperatur und 2000 g zentrifugiert.

Der Waschritt (Schritt 3) wurde so lange wiederholt, bis das Pellet weil3 bzw.
der Uberstand farblos ist. Der Uberstand zwischen den einzelnen Waschvor-
gangen wurde jeweils vorsichtig abgegossen.

Ist das Pellet weily bzw. der Uberstand farblos, wird der Rest vom Uberstand
vorsichtig abpipettiert.

Fur jedes EDTA-Vollblutrohrchen wurde ein Eppendorf-Tube (1,5 ml) mit
TKM2-Puffer, Proteinase K und SDS vorbereitet

pro ml Vollblut: 160ul TKM2
20ul 10 mg/ml Proteinase K
20ul 10 % SDS

MOCK (Blank): 160pI TKM2
20ul 10 mg/ml Proteinase K
20pl 10 % SDS

ab 5 ml Vollblut: 800l TKM2
100ul 10 mg/ml Proteinase K
100pl 10 % SDS

Das Pellet wurde in die vorbereitete Losung uberfuhrt und bei 48 °C fur 16—-22
Stunden in einem Thermomixer bei 950 rpm inkubiert. Fur den MOCK (Blank)
wurden 100 pyl TKM1(anstelle des Pellets) eingesetzt.
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Teil 2:

10.

. Nach der Inkubation wurde Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) unter

einer Werkbank zugegeben. Jedes Eppendorf-Tube wurde ca. 20 sec gevor-

text und 5 min bei Raumtemperatur bei 13.000 rpm (16.100g) zentrifugiert.

. Der Uberstand wurde vorsichtig in ein neues Eppendorf-Tube lberfiihrt, ohne

die Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Schicht zu berthren.
500ul Chloroform wurden hinzupipettiert, anschliel3end fur ca. 20 sec gevor-

text und fur 5 min bei Raumtemperatur und 13000 rpm (16.100 g) zentrifugiert.

. Der wassrige Uberstand (ohne Chloroform) wurde abgehoben und in ein 15 ml

Zentrifugenréhrchen berfiihrt. Der Uberstand des Mock/Blank wird in ein Ep-
pendorf-Tube Uberfuhrt.

Das 6-fache Uberstandsvolumen von 100 %EtOH (bei -20 °C gelagert) wurde
zum Uberstand in das 15 ml Zentrifugenréhrchen zugeben und die DNA,
durch mehrmaliges (mind. 10 x), vorsichtiges Schwenken prazipitiert.

(Falls keine DNA sichtbar ware, wirde die gesamte Losung in Eppendorf-Tu-
bes Uberfuhrt, Uber Nacht bei -20 °C inkubiert. Danach wirde 5min bei Raum-
temperatur und 13000 rpm (16100 g) zentrifugiert. Der Uberstand wiirde abge-
gossen, das Pellet mit 70 % EtOH versetzt und mit Schritt 9 fortgefahren.

Fur jedes 15 ml Zentrifugenréhrchen wurden Eppendorf-Tubes mit 500ul 70 %
EtOH vorbereitet.

. Die ausgefallte DNA wurde in das vorbereitete Eppendorf-Tubes mit 70 % E-

tOH Uberfuhrt.

Zum Mock-Uberstand im Eppendorf-Tube wurde das 6fache Volumen 100 %
EtOH dazu pipettiert, geschwenkt und 1min bei Raumtemperatur und
13000rpm (16.100g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und die
vermutete DNA mit 500ul 70 % EtOH versetzt.

Alle Eppendorf-Tubes (inklusive Mock/Blank) wurden 4—5x geschwenkt und
anschlieBend 1 min bei Raumtemperatur und 13000 rpm (16.100 g) zentrifu-
giert.

Der Uberstand von allen Eppendorf-Tubes wurde erneut abgegossen und das
Pellet nochmals mit 500 pl 70 % EtOH versetzt, 4-5x geschwenkt, damit das

Pellet in der Losung schwimmt.
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11.Alle Eppendorf-Tubes (inklusive Mock/Blank) wurden fur 1 min bei Raumtem-
peratur und 13000 rpm (16.100 g) zentrifugiert.

12.Der Uberstand wurde abgegossen und das Pellet mit 500ul 100 % EtOH ver-
setzt. Es wurde erneut geschwenkt und wieder 1 min bei Raumtemperatur und
13000 rpm (16.100 g) zentrifugiert.

13.Der Uberstand wurde abgegossen und die Restfliissigkeit vorsichtig abpipet-
tiert. Das DNA-Pellet wurde fiur 30 min bei Raumtemperatur getrocknet.

14.Das getrocknete DNA-Pellet wurde in 10 mM TE-Puffer pH 8,8 resuspendiert
und uber Nacht bei 4 °C gelost.

Teil 3:

1. Die Proben wurden bei 37 °C fir 30 min in einem Thermomixer inkubiert.

2. Die DNA wurde durch Pipettieren und Zugabe von 10mM TE-Puffer pH 8,8
vollstandig geldst. Die Proben wurden anschlieRend nochmals fir 10 min bei
37 °C und 950 rpm inkubiert.

3.2.2 Extrahierte DNA-Konzentration und Reinheit

Tabelle 1: DNA-Ratio der extrahierten DNA der Proben von Familie OPH48

Bezeichnung | Extraktionsdatum | Vorhandene | Konzentration Ratio Extrahiertes
Probenmenge ng/ul 260/280 Probenvolumen

EDTA-VB pl
OPH48-1 28.08.2023 1,1 78,3 1,3 200
OPH48-2 28.08.2023 1,1 2191 1,53 100
OPH48-3 28.08.2023 1,6 98,6 1,15 100
OPH48-4 28.08.2023 1,5 70,6 1,57 100
OPH48-5 28.08.2023 1,1 133 1,19 100
OPH48-6 28.08.2023 0,8 93,4 1,22 100
OPH48-8 28.08.2023 0,7 41,4 1,45 100
OPH48-9 28.08.2023 0,9 89,5 1,09 100
OPH48-10 28.08.2023 0,6 62,8 1,57 100
OPH48-11 28.08.2023 0,6 66 1,88 100

Lagerung der extrahierten DNA: -20 °C
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3.3 Quality-Check-PCR

Zur Uberpriifung der Qualitat der extrahierten DNA und deren Eignung fiir eine PCR

bzw. spatere Sequenzierungen wurde der Genabschnitt LAMA2-Exon30 (Exon

Grolde 125bp) von den extrahierten genomischen DNA-Proben der Familie OPH48

amplifiziert.

Folgende Proben wurden auf ihre PCR-Funktionalitat getestet:

Tabelle 2: Auf molekularanalytische Eignung getestete Proben der Familie OPH48

OPH48-1 OPH48-2 OPH48-3 OPH48-4 OPH48-5
OPH48-6 OPH48-8 OPH48-9 OPH48-10 OPH48-11
Tabelle 3: Reaktionsansatz Mastermix (25ul) Quality-Check-PCR

Nuclease freies Wasser (NFW) 18,550l

100 pmol/ul forward-Primer 0,125 ul

100 pmol/ul reverse-Primer 0,125 pl

25 mM je Base dNTP-Mix 0,100 pl

5x Colorless GoTag® Reaction Buffer 5,000 pl

5 U/ul GoTag® Polymerase 0,100 pl

+ 100 ng/ul DNA + 1,000 pl

Gesamt 25,000 pl

Primer-Sequenzen: LAMA2 Exon30

- Forward: TTCTCTGTCAGTGATAAAgtgtgtg TM: 58.51 °C
- Reverse: CATGTGCTAGACAGATGGCG TM: 60.44 °C
- GroRe des Amplifikationsprodukts: 338 bp

Kontrollreaktionen:

- Positiv-Kontrolle: Laborinterne Test-DNA 692NL

- Non-template-Control (NTC)/Blank: Nuklease freies Wasser
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Thermocycler-Programm fur LAMA2 Exon30:

Pro- Step 1 Step 2 Step 3* Step 4 Step6 | Step 7
gramm:

96 °C 96 °C 62,5 °C 72 °C 72 °C 8 °C
5 Minu- 10 Se- 10 Se- 15 Se- 5 Minu- o0

ten kunden kunden kunden ten
+2 °C/sec +2 °C/sec
R. Temp R. Temp
35x Cycles

3.4 Agarosegel-Elektrophorese

Die Qualitat der extrahierten DNA wurde mittels Agarosegel-Elektrophorese Uber-
pruft. 2 yl der verdiinnten DNA (100 ng/pl) wurden mit 2 ul TBE-Ladepuffer gemischt
und auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen. Als GroRenstandard diente in Abbildung 9
ersichtliche 100 bp DNA-Leiter von Invitrogen.

Invitrogen™
100 bp DNA Ladder
Gat. No. 15628019/156628050

bp
e 2,000

1,500

1,200

1,000
900
800
700
600

500
400

300

200

RERNIIRE

100

Abbildung 9: 100 bp DNA Ladder von invitrogen by
Thermo Fisher Scientific (0,5ug/ul) (For Research Use
Only)

Die Elektrophorese wurde bei 100 V fir 20 Minuten durchgeflihrt. Das Agarosegel

wurde unter UV-Licht visualisiert und fotografiert.
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3.5 RPGR-Exon 15 Primerdesign

Um den betroffenen Genabschnitt, der eine mogliche Indel-Frameshift-Mutation des

RPGR-Gens im Exon 15 aufweist, bei allen vorhandenen Proben mittels Sanger-Se-

quenzierung Uberprifen zu kdnnen, wurden Primer fir eine PCR sowie die nachfol-

gende Sanger-Sequenzierung entworfen. Diese Primer, als auch die PCR sind not-

wendig, um die Vervielfaltigung des Genabschnitts vor der Sanger-Sequenzierung

durchfiihren zu kbnnen.

Der Genom Browser der Online-Datenbank UCSC (Referenzgenom GRch38/hg38)

wurde fur die Referenz der Sequenz des RPGR-Gens verwendet. Ausgewahlt wurde

das Transkript NM_001034853.2 aufgrund der mittels Franklin by genoox gefunde-

nen Genvariante.

tgatcgottg
GG TGG

tcaghGATCC
ARTAGAGGAG

CAGAGGRGARR
CRAGAGGTAG

RAAGGTGCATG
TACAGACARR
CAGAGGATGG
TCAGGAGCAG
CRAGGGTAGR
CAGAGAAGGA
GAGAGGGAGC
AGGGGAGGAG

AGGAAGAAGA

GAGGAAGARR
GCAGAGGTGA
GCCTGAAGGT
AACACTGGCA
GGAGAAATGG

GGAGAARACH
GTGAAGGCAR

GGRAGGRAGCA
AAGCRAATGA
GAGATCCTAT
GGCAAAATCA

GAGGATTCAR
GGRARATGTG
CAGATGACCT

GTGGGAGRAG

AGAGGGGATG
AGATCAGGAG

GAACCTGIGAR

AGCCAGRAACS

GGAAGGTAGT

COCACARACA

AGAGGCCAGS

AGAGGGAGAG

AAGGAACTAG

AGAATGGAAG
AGGGCCATCA
GAGCATGGAG

GRAGGAGGGA

AAGAGGGATG

GAAGGAAAGA

GGGAAGAGCA

GGAGCARAAG

AAGGAGRAGR

GAAGGGAAAG

AACCRARGAGA

AGAGGAGGGA

AGGAAGGAGA

TGGAGGAGGSE

GACAGAGAAG

AGGGGAAGAR

GTGGAGGGAG

AGCGGGGARG

AACGTGAAAR

GRAGGAGARAG

GGAGGARGGA

GAGAGGAAGR

GAGAGGARAR

AGGAGACCAA

AGGAGGRAAAG

GGAGAGGGGS

AAGAGGRAGGR
GTAGAGGGAG
GGAGGAGGET

GGa

ALCAGAGGGE
GGGRAGTAGA
GAGGGGGRAG

GAGGAGS

AGAGGGGAGE

GGRAGEGSE

AARRAGRAGGA

GGAGAGAGGS

GGGAGGGGEAR

GAGGRAAG

AGGAGGRAGH

GGRAGAAGGE

GGAGGGGGAA

GGEEGAGS

GAGGAGGAAG

GAAGGGE

GAAGGAGAAG

GGGAGGAAGA

AGGGGAGGAR

GGAGAAGGGSE

GGAGGAAGEA

GRAAGGGGAGS

GAGAAGAGEA

AGGAGRAAGGS

AGGGGGAAGR

GAGGCAGAAG

AGGAGGAAGE

AGAAGGGGAG

GGAGAAGAGSE

AAGGAGRAGS

GGAGGGAGAR

GAGGAGGAAG
GGAGGGGGAR
AGGGGGAAGR
GGGGAGGGGGE
GGGGGAAGAG

ARGRAAGGGGA

GAGAAGGGARA
GAGGAGGRALG

AGGGGAGGAG

GAAGGAGAGS

AAGGAGRAAGS

GAGAAGGGER

GGAGAAGGGE

GCAGCAAGCA

CAATGGGACS

AGGGGAGGAT
GGGAAGAGGA

COAACGAGAR

ARGAGGRAAGG

AGAAGGGGAR

GGGGAGGRAAG

GAGAAGGGGA

GAGGAAGGAG

AAGGGGAGES

GGAAGAGGAG

GAAGGGGAAG

GGAAGAAGGA

GAGGGAGAGG

AAGAAGGGGA

GGGAGAAGGS

GAGGAAGAAG

AGA 2

AGGAAGGGGA

AGTGGAAGES

GGAGAGGAAG

AGGAAGGAGA

GAGGTGGAAG

GGAGGAAGGA

GGGAGGAAGG

GAAGRARAAGGG

ARRAGGRAGEE
GRAAGARGAGE
GGATGGAGAG
ATGGCARACAR
AATGGGRAAG
AMARRACGGE
ATTACTTGGA
GTCAGACAAT
TAAATTGATT
TGATGCAGCT
TTGGCCTICIC
AARACATAACT

GGARGGRAGAR
GGARGTATCA
GAGTACRRAR
TAARACATAT
AGCAGAGGTC
CCATCAGGTT
ATTGAAGTAR
TTARATGCCT
TIATGTCAAT
GIGITAAGGA
TCARACTARRD
AGAARAATATT

GRAZRCAGGR
GGAGACAGEC
AAGTGAGCAR
CAARARRARAGT
CRARATGCCA
CCAARARGTT
CRAACCTTARAR
TGCATATAAC
TATTTTATGT
GCCARAGACA
ATTTTCGIGT
AARAGGTCAT

TATTCATTRR
TGTITGTGTA

TAGIGATTAC
GIATICTARAR
TTCACCTTIT
ITCAGAGCIT
AGATGGTAGT
GRAARTATGIRA
GGCCTCAGTT
CTGCAGTCCC
TATCATTATT
TTTRARAATTA
GTTATGACAG
CTCCTATCAT
GGTATGTIGIT
GTTIGICTIGT
T tatagtca

Abbildung 10: Vollstédndige Sequenz RPGR-Gen Exon 15, Genom

AGGCAGCTTT
TACAAATCAT
CITCTAATTT
AGTTTACCTA
ACTCAATTGAR
ATGTIGTTICTT
AGATCCCRAAR
ATATCTRATG
AAACTTGRAAG
TCTTCATCTC
TTICTAACTICT
GITATTCAIG
ATTTAGITTT
CITTAACGIC
TTCCAAGCTT
ATATGCCCTC
TCCTITGICAG
gaaattctrot

AGGARACAGE
TCCATTTITIA
CITATARATA
CTGTATAGAR
GGCATICACAR

AACGTIGARICT
ALATGGTGAT
TATTTITIGT
TARARATGGAG
TARATTICTIT
TAAGRARACGT

GGARCAGRGA
GAAGAAGAGA
AATRARLAGGA
CAGITACTAR
GTCCAGTCRA
CTGGAATAAT
ATGIGACCCG
GGGCACTCAT
ATAGGAGGCA
ATTTCCCCCC
ATCAGATTAT
ARTATACTAC
AATGGCACAG
TGITAGCACT
TAATTTICTA
TITITAARGAR
TCTACARAGT
CITITAGITA
TAATTTRAZAT
CCAGGCARAAG
TGGATGAGAT
TCATTCICAC
TTTAGGGAGA

CTATACAGIT
TCTIGICTIC
TRACTGTACT
AATGTATTCA
AATGITTCARR
atgaaaagat

GITTITCITTA
TGTAATTITIT
TTATCAGAGC
CTGACTGTTIC

GTAARRATALR
agactgtcta

AGAGGAGGAG
ATGROAGGCR
TCTGIGARAT
CRCRCAGGGR
ARCGACTTTT
GTATTACCAC
ATTATGGCCA
TACGIGITAT
ARBAAGCARC
CTGGTARATT
CRAATTATAR
TRACATTATA
AAGAGTGTTT
ATGCITAAGE
ITITITAAGT
ATAATGGATG
AGTATITIGICT
GACAGCIGTIG
CTATCIGGGC
GTATRATCTG
GTACICATIG
GATGTGATRR
AGATTICACTC
ARBATTACAC
CTCTTIGRARR
TATTTCTARA
CTTCATTTCT
TGTAATTTCA
ARATTALATG
gtattagata

Browser der Online-Datenbank UCSC

38287210
38287160
38287110
38287060
38287010
38286960
38286910
38286860
38286810
38286760
38286710
382866860
38286610
3E2E6560
38286510
38286460
38286410
38286380
38286310
38286280
38286210
38286160
38286110
38286080
38286010
38285960
38285910
38285860
38285810
38285760
38285710
38285660
38285810
38285560
38285510
38285460
38285410
38285360
38285310
38285260
38285210
38285160
38285110
382850860
38285010
38284960
38284910
38284860
38284810
38284760
38284710
38284660
38284610
38284580
38284510
38284460
38284410
38284380
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In der Sequenz in Abbildung 10 reprasentieren Kleinbuchstaben die Introns (nicht-co-
dierenden Abschnitte der DNA-Sequenz), wahrend blaue Grol3buchstaben die Exons

darstellen (codierenden Abschnitte der DNA-Sequenz).

Die weitere farbliche Differenzierung sieht wie folgt aus: turkis/Cyan markierte Berei-
che zeigen die Exon-Intron-Ubergange an, rote Bereiche kennzeichnen die 5'-UTR

(untranslated region), die Teil der cDNA ist, aber nicht in Protein translatiert wird.

Der codierende Bereich von Exom 15, in welchem die Variante
NM_001034853.2(RPGR):c.2420 _2435del (p.Glu807Glyfs*3) liegt, umfasst 1705 bp.

Far die Primerfindung wurde der Bereich auf 1092 bp eingegrenzt.

GAAAGAANCCAAGAGATGGAGGAGGGAGGGGAGGAGGAGCATGGAGAAGGAGARGARAGAGGAGGGAGACAGAGAR
GAGGAAGAAGAGAAGGAGGGAGAAGGGAANAGAGGAAGGAGAMGGGGAAGANAGTGGAGGGAGAACGTGARAAGGAG
GAAGGAGAGAGGAAAMNGGAGGAMNGAGCGGEEGAAGGAGGAGAMNGGAGAGGARGARAGGAGACCAAGGAGAGGGEG
GAAGAGGAGGAANCAGAGGGGAGAGGGGAGGAAANMNGAGGAGGGAGGGGAAGTAGAGGGAGGGGAAGTAGAGGAG
GGGAAMGGAGAGAGGGAAGAGGAAGAGGAGGAGGGTGAGGGGGAAGAGGACGGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGA
AGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGAAGGGANNGGGGAGGAAGANGGGGAAGAMAGGAGANGGGGAGGAAGARAGEG
GGAGGAAGGAGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGAAGGGGAGGGAGAAGAGGAAGGAGAAGGGGAGGGAGA
AGAGGAGGARAGGAGAAGGGGAGGGAGAAGAGGAAGGAGAAGGGGAGGGAGAAGAGGAGGAAGGAGANAGGGARANAGEG
GGAGGAGGAAGGAGAGGAAGGAGANGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGAAGGGGAAGGGCGAGGATGGAGAAGG
GGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGANTGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGAAGGGCGAGGGGCAAGAGGAAGGAGA
AGGGGRAAGGGGAGGAAGGAGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGANGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGGGA
AGAAGAAGGGGAGGAAGAAGGAGAGGGAGAGGAAGALAGGGGAGGGAGAAGGGGAGGAAGANGAGGAAGGGGAAGT
GGAAGGGGAGGTGGAAGGGGAGGAAGGAGAGGGGGAAGGAGAGGAAGAGGAAGGAGAGGAGCGAAGGAGAAGARMLG
GGAAADNGGAGGGGGAAGGAGAAGANANCAGGAGGAACAGAGANGAGGAGGAGGAAGANGAGGGGAAGTATCAGGA
GACAGGCGAAGAAGAGARTGARAGGCAGGATGGAGAGGAGTA

Abbildung 11: Eingegrenzter Bereich des Exon 15 (RPGR) fiir das Primerdesign.

Abbildung 11 zeigt den eingegrenzten Bereich in der Grofde von 1092 bp fur die Pri-
merfindung. Die von der Variante NM _001034853.2(RPGR).c.2420 2435del
(p-Glu807Glyfs*3) betroffenen Basen sind gelb markiert.

Es wurde ein groRerer Bereich des Exons um die Mutationsstelle gewahlt, da sich in
diesem Exon viele repetitive Sequenzen befinden, welche das Primerdesign er-

schweren.
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3.5.1 Primer3web Tool

Die Primer Erstellung wurde mit Primer3web Version 4.1.0 durchgefuhrt.

FRIMEER FICEING RESULIS FOR

Template masking not selected
Using mispriming library humrep and simple.txt
Using l-based seguence positions

QOLIGO start len tm gct any th 3' th hairpin
125 20 SB.5B 50.00 b.00 0.00 0.00

RIGHT PRIMER 1063 20 59.11 55.00 0.00 0.00 0.00

CTTCTTCGCCIGTCTCCTGR

SEQUENCE S5IZE: 1091

INCLUDED BEEGION SIZE: 1091

PRODUCT SIZE: 939, PAIR ANY TH COMPL: 0.00, PAIR 3'_TH COMFL: 0.00

1

61

121

181

241

301

3el

421

481

541

601

6el

721

781

541

901

9gl

1021

1081

GRRAGAAACCARAGRGATGGAGGAGGGAGGEGAGGAGERAGCATGGAGRAGGAGRAGARGAG

GAGGGAGACAGAGRAGAGGARGARGAGRAGGAGGGAGRRAGEGARAGAGGAAGGAGARGGE

GRAG ARGGAGGAAGGAGAGAGGARARLMGGAGGARAGAGCG
BEBBBEBIREIBIBIDIEDD

GGGARGGAGGAGARAGGAGAGGARGARGGAGRCCAAGGAGAGGGGGAAGRAGGAGGARACE

GAGEEGAGAGEGGAGGARARA GAGEAGEEAGGEEAAGTAGAGGEAGEEGAAGTAGAGGAG

GEGAALAGGAGAGAGGGAAGAGGARGAGGAGEAGEETEAGGEGEAAGAGGAGGARAGGEEAG

GEGGAAGAGGAGGRAGGEGAGEEEEARGAGEAGGRAGEAGARGEGARAGGEGAGGARGAR

GEGGAAGAAGGAGRAGGEGAGEARGARGGEEAGGRAGEAGARGEGGAGGEEGARAGAGEAG

GRAGCAGAAGGGGRGGGAGAAGAGGARGGAGAAGEGEAGGEAGRAGAGGAGGARGGAGAR

GEGEAGGEAGARGAGGAAGGAGANGGEEAGEEAGAAGAGGAGGAAGEAGALGGGAANGGE

GAGGAGGAAGGAGAGGARGGAGALGGEEAGEGEEAAGAGGAGGAAGEAGAAGGEGARGHE

GAGGATGGAGRAGEEGAGGGEEARGAGEAGEAAGGAGART GEGAGGEEGARGAGGAGGAR

GEAGRAGGGGAGGEECARGAGGARGGAGAAGGEERAGEEEAGGAAGEAGRAGGGEGAGEEE

GARGAGERAGGARGEAGRAGEEGAGEGEEAAGAGEAGEARGEGEARGAAGAAGGEGAGGAR

GARGGAGRAGEEAGAGGRAGARGEEEAGEGAGRAGEGEAGGAAGARGAGGALGGEGAAGTG

GRAAGEGGAGE T GGRAGGEGAGEARGEAGAGEGEEAAGEAGAGGRAAGAGGARGGAGAGGAG

GAAGEAGRAGRAAGGGARARGGAGGGEEARAGGAGRAGRARAACAGGAGEARCAGAGARGAG

GAGGAGGAAGRAGAGGGEARGTATCAGGAGACAGGCGAAGAAGAGARTGARAGGCAGGAT

AL AL
GGAGRGGRGTA

Abbildung 12: Darstellung des finalen Primer-Designs Primer3web Version 4.1.0

In Abbildung 12 sind die designten Primer, welche um die Mutationsstelle der Vari-
ante im Exon 15 des RPGR-Gens liegen, ersichtlich. Der Forward-Primer (AAGTG-
GAGGGAGAACGTGAA) ist grun markiert, der Reverse-Primer (CTTCTT-
CGCCTGTCTCCTGA bzw. TCAGGAGACAGGCGAAGAAG) ist rot markiert und die

von der Mutation betroffene Sequenz grau schattiert. Der Forward-Primer weist It.

Website eine Schmelztemperatur von TM 58,58 °C auf, der Reverse-Primer eine

Schmelztemperatur von TM 59,11 °C.
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Aufgrund der vielfaltigen stark repetitiven Sequenzen in diesem Bereich des Exon
15, konnte kein Primer Paar gefunden werden, welches einen kleineren Abschnitt als

das in Abbildung 12 dargestellte Amplifikationsprodukt (939 bp) zur Folge hat.

3.5.2 UCSC In-Silico PCR

Mittels UCSC In-Silico PCR wurde mit den generierten Primern eine In-Silico PCR

durchgefuihrt, um sicherzustellen, dass die Primer spezifisch und unikal an der geno-
mischen DNA im gewunschten Abschnitt des RPGR-Gens binden. Durch ein einzel-
nes Amplifikationsprodukt mit diesen Primer-Paaren als Ergebnis, mit einer Produkt-

groéfle von 939bp, konnte dies bestatigt werden.

3.5.3 Common SNPs in der Primerbinderegion

Mittels UCSC Genome Browser wurde auf dem X-Chromosom im Bereich
chrX:38285773-38286711, die Binderegion der Primer auf etwaige haufige Single
Nucleotide Polymorphismen bzw. ,common SNPs* untersucht, um sicherzustellen,
dass die Primer in der Region auch bei unterschiedlichen Proben mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit korrekt binden und durch haufige Polymorphismen nicht beein-
trachtigt werden. Ware ein haufiger Polymorphismus in den Primer-Sequenzen lokali-
siert, so kdnnte dies unter Umstanden zu einem sogenannten ,Allelic drop-out® (Al-

lelausfall) fihren.

Im Zentrum des Reverse-Primers (CTTCTTCGCCTGTCTCCTGA) konnte ein com-
mon SNP entdeckt werden. Der Single-Nucleotide Polymorphism (SNP) rs111787313
befindet sich auf Chromosom X an der Position 38285780. Aufgrund einer dennoch
geringen Allelfrequenz von unter 10 % in jenen Datenbanken, welche fur die aus Pa-
kistan stammenden Proben relevant sind, sowie der Lage des Mismatches im Zent-
rum des Reverse-Primers, anstatt am 3'-Ende, wurde davon ausgegangen, dass der
Reverse-Primer dennoch effizient binden und die DNA-Polymerase die Verlangerung

des Stranges fortsetzen kann.
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3.5.4 Gradienten PCR

Um eine optimierte PCR-Amplifikation des gewlinschten 939bp grof3en Produktes mit
den fur den mutationsumfassenden Abschnitt des 15ten Exons des RPGR-Gens mit

den dafur designten Primern zu garantieren, wurde mittels einer Gradienten-PCR die
optimale Schmelztemperatur (TM) der Primer ermittelt, da die Angaben der Schmelz-
temperatur des Primer3web Tool Version 4.1.0, sowie der Synthesereport der Primer-

Herstellerfirma Merck sich deutlich unterschieden.

Primer Vorbereitung: Die bei der Firma Merck bestellten Primer wurden mit 10mM

TrisHCL, pH 8.8 It. Packungsanleitung resuspendiert.

Schmelztemperatur It. Primer3web Tool Version 4.1.0:
- Forward-Primer (AAGTGGAGGGAGAACGTGAA): TM 58,58 °C
- Reverse-Primer (CTTCTTCGCCTGTCTCCTGA): TM 59,11 °C

Schmelztemperatur It. Synthesereport von Merck:
- Forward-Primer (AAGTGGAGGGAGAACGTGAA) TM 63,6 °C
- Reverse-Primer (CTTCTTCGCCTGTCTCCTGA) TM 64,7 °C

FUr das Annealing der Gradienten-PCR wurde der Temperaturbereich 55-68 °C ge-

wahlt.

Tabelle 4: Reaktionsansatz Mastermix Gradienten PCR (25ul):

Nuclease freies Wasser 18,550 pl
Forward-Primer 100pmol/ul 0,125 pl
Reverse-Primer 100pmol/ul 0,125 pl
dNTP-Mix 25mM je Base 0,100 pl
5x GoTaqg® Reaction Buffer 5,000 pl
GoTag® Polymerase 5U/pl 0,100 pl
Master-Mix Volumen 24,00 pl
+ DNA 100ng/pl * 1,000 pl
Reaktionsvolumen 25,000 pl

*Da nur eine sehr limitierte Menge an extrahierter DNA vorhanden ist, wurde, um Material zu sparen, bei den PCRs universell

1ul extrahierte und aufgereinigte DNA eingesetzt, unabhéngig von dessen Konzentration.
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Aufgrund des erhohten GC-Gehaltes der Primer-Paare wurde ein weitere Reaktions-
ansatz mit Dimethylsulfoxid (DSMO) angesetzt.

Tabelle 5: Reaktionsansatz Mastermix Gradienten PCR (25ul) mit DSMO fiir GC-reiche Sequenzbereiche:

Nuclease freies Wasser 16,550 pl
Forward-Primer 100pmol/ul 0,125 pl
Reverse-Primer 100pmol/pl 0,125 pl
dNTP-Mix 25mM je Base 0,100 pl
5x GoTag® Reaction Buffer 5,000 pl
DMSO 2,500 pl
GoTag® Polymerase 5U/ul 0,100 pl
Master-Mix Volumen 24,00 pl
+ DNA 100ng/pl* 1,000 pl
Reaktionsvolumen 25,000 pl

*Da nur eine sehr limitierte Menge an extrahierter DNA vorhanden ist, wurde, um Material zu sparen, bei den PCRs universell

1ul extrahierte und aufgereinigte DNA eingesetzt, unabhéngig von dessen Konzentration.

Thermocycler-Programm fur Gradienten-PCR:

Programm: | Step 1 Step 2 Step 3* Step 4 Step6 | Step 7
96 °C 96 °C °C* 72 °C 72 °C 8°C
5 Minu- 10 Se- 10 Se- 15 Se- | 5 Minu- 0
ten kunden kunden kunden ten
+2 °C/sec | 55°C—- | +2°Cl/sec
R. Temp 68 °C R. Temp
35x Cycles

*Step 3 wurde im Bereich von 55°C bis 68°C in 8 Varianten durchgefiihrt. Daraus ergeben sich folgende Temperaturen fiir Step
3:55°C, 55.9 °C, 57.6 °C, 60.1 °C, 63.1 °C, 65.5 °C, 67.2 °C, 68 °C.

3.6 Sanger-Sequenzierung

Zur Analyse einzelner Genabschnitte der aufgereinigten DNA-Proben der Familie

OPH48 auf vorhandene Varianten in der Basenabfolge, wurden Sanger-Sequenzie-

rungen durchgefuhrt. Vor der Sequenzierung erfolgt eine PCR-Amplifikation mit an-
schlielender Aufreinigung der PCR-Produkte mittels ExoSAP-IT®.
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3.6.1 PCR vor Sanger-Sequenzierung

Vor der Sanger-Sequenzierung ist eine PCR notwendig, um die spezifische DNA-Re-
gion, die untersucht werden soll, zu amplifizieren. Die PCR erhdht die Menge der
Ziel-DNA, welche fur die Sequenzierung erforderlich ist, da nur kleine Mengen der
Ausgangs-DNA vorhanden sind. Des Weiteren stellt die PCR sicher, dass nur die ge-
wunschte Region der DNA sequenziert wird, indem spezifische Primer verwendet
werden. Die Amplifikation vor der Sequenzierung verbessert die Signalstarke und -
klarheit wahrend der Sequenzierung. Folgend die Anleitung fur die PCR-Amplifikation
des gewunschten 939bp grof3en Produktes mit den fir den mutationsumfassenden
Abschnitt des 15ten Exons des RPGR-Gens.

Primer fur PRGR Exon 15:
- Forward-Primer (AAGTGGAGGGAGAACGTGAA)
- Reverse-Primer (CTTCTTCGCCTGTCTCCTGA)

Tabelle 6: Reaktionsansatz Mastermix PCR vor Sanger-Sequenzierung (25ul):

Nuclease freies Wasser 18,550 ul
Forward-Primer 100pmol/ul 0,125 pl
Reverse-Primer 100pmol/ul 0,125 pl
dNTP-Mix 25mM je Base 0,100 pl
5x GoTag® Reaction Buffer 5,000 pl
GoTaqg® Polymerase SU/pl 0,100 pl
Master-Mix Volumen 24,00 pl
+ DNA 100ng/pl * 1,000 pl
Reaktionsvolumen 25,000 pl

*Da nur eine sehr limitierte Menge an extrahierter DNA vorhanden ist, wurde, um Material zu sparen, bei den PCRs universell

1ul extrahierte und aufgereinigte DNA eingesetzt, unabhéngig von dessen Konzentration.

Bei Proben die schlechte Sanger-Sequenzierungsergebnisse lieferten (OPH48-8),
wurde ein alternativer Reaktionsansatz (Tabelle 7) fir den Mastermix der PCR vor
der Sanger-Sequenzierung gewahlt. Es wurden 2,0 ul aufgereinigte DNA fur die PCR

eingesetzt und anschlieflend sequenziert.
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Tabelle 7: Alternativer Reaktionsansatz Mastermix PCR vor Sanger-Sequenzierung bei schlechter Probenqualitét
(25ul):

Nuclease freies Wasser ** 17,550 pl
Forward-Primer 100pmol/ul 0,125 pl
Reverse-Primer 100pmol/ul 0,125 pl
dNTP-Mix 25mM je Base 0,100 pl
5x GoTaq Reaction Buffer 5,000 pl
Go Taq Polymerase 5U/pl 0,100 pl
Master-Mix Volumen 24,00 pl
+ DNA 100ng/pl * ** 2,000l
Reaktionsvolumen 25,000 pl

*Da nur eine sehr limitierte Menge an extrahierter DNA vorhanden ist, wurde, um Material zu sparen, bei den PCRs universell

1ul extrahierte und aufgereinigte DNA eingesetzt, unabhéngig von dessen Konzentration.

**Unterschiedliche Menge an DNA wird mit jeweils passendem, Volumen Wasser ergdnzt, um ein Endvolumen von 25yl fiir den

Mastermix zu gewéhrleisten.

Thermocycler-Programm fiir PCR vor Sanger-Sequenzierung:

Pro- Step 1 Step 2 Step 3 Step 4 Step6 | Step 7
gramm:

96 °C 96 °C 63,1 °C 72 °C 72 °C 8 °C
5 Minu- 10 Se- 10 Se- 15 Se- 5 Minu- o0

ten kunden kunden kunden ten
+2 °C/sec +2 °C/sec
R. Temp R. Temp
35x Cycles

3.6.2 ExoSAP-IT-Aufreinigung der PCR-Produkte

Das Reagenz ExoSAP-IT™ wird fur PCR-Produkte mit einer Grélie von weniger als
100 bp bis zu einer Grofke von 20 kb eingesetzt. Es werden dabei ungenutzte Primer

und Nukleotide entfernt, ohne dass Verluste des PCR-Produktes entstehen.

Das ExoSAP-IT™-Reagenz wird direkt zu den Reaktionsprodukten nach der PCR
dazugegeben. ExoSAP-IT™ PCR-Produkt Cleanup ist in allen gadngigen PCR-Puffern
aktiv, sodass kein Pufferaustausch erforderlich ist.

Nach der Behandlung wird das ExoSAP-IT™-Reagenz durch 15-mindtiges Erhitzen
auf 80 °C inaktiviert. Die behandelten PCR-Produkte sind danach bereit fur die an-
schlielenden Analysen und Anwendungen, welche es erfordern, dass die DNA frei
von Uberschussigen Primern und Nukleotiden ist.
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PCR-Produkt-Aufreinigungsprotokoll It. Thermo Fisher Scientific

Hinweis: Lagern Sie das ExoSAP-IT™ Reagenz bei -20 °C in einem Nofrost-Gefrier-

schrank.

1.

Nehmen Sie das ExoSAP-IT™-Reagenz aus dem -20 °C-Gefrierschrank und
kuhlen Sie es wahrend des gesamten Verfahrens auf Eis.
Mischen Sie 5 uL eines Post-PCR-Reaktionsprodukts mit 2 yL ExoSAPIT ™-

Reagenz fur ein kombiniertes Reaktionsvolumen von 7 pL.

. Wenn Sie ein PCR-Produktvolumen von mehr als 5 uL behandeln, erhéhen

Sie einfach die Menge des ExoSAP-IT ™-Reagenzes proportional.
Inkubieren Sie bei 37 °C fur 15 Minuten, um die verbleibenden Primer und

Nukleotide abzubauen.

. Inkubieren Sie 15 Minuten lang bei 80 °C, um das ExoSAP-IT™-Reagenz zu

inaktivieren.

Das PCR-Produkt ist nun bereit fur die Verwendung von DNA-Sequenzierun-
gen, SNP-Analysen oder anderen Primer-Extensions-Anwendungen. Behan-
delte PCR-Produkte kdnnen bei -20 °C gelagert werden, bis sie bendtigt wer-

den.

3.6.3 Sanger-Sequenzierung Reaktionsansatz

Folgend die Auflistung des Inhaltes des Reaktionsansatzes fur die durchgeflihrten

Sanger-Sequenzierungen, sowie pipettierte Volumina.

Tabelle 8: Reaktionsansatz Sanger-Sequenzierung™:

Primer 10pmol/pl (Primer mit 10mM Tris/HCL pH 8,8 | 1,0 pl
verdunnt) **

Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit 1,0
5x Sequenzierpuffer Big Dye ™ Terminator v1.1 2,0 yl
Millipore H20 5,0 pl
Aufgereinigtes PCR-Produkt 1,0 ul
Gesamtvolumen der Sequenzierreaktion 10ul

*Je ein separater Ansatz mit Forward-Primer bzw. Reverse-Primer!

**Aufgrund der grof3en ProduktgrofRe von 939 Basenpaaren (bp) des durch die Pri-

mer vorgegebenen Amplifikationsproduktes und der Limitierung der Sanger-Sequen-

zierung auf eine maximale Grof3e von etwa 700 Basen, wurden nach einer Test San-
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ger-Sequenzierung (4.4.1.1) mit einem Forward- und Reverse-Sequenzierungsan-
satz die Proben von OPH48 ausschlief3lich mit einem Forward-Ansatz sequenziert.
Dies geschah, da die Mutationsregion beim Ansatz mit dem Forward-Primer inner-
halb der durch diese Methode vorgegebenen Limitationen lag und der Ansatz mit
dem Reverse-Primer auf Grund der Produktgro3e keine validen verwertbaren Ergeb-

nisse lieferte.

Thermocycler-Programm der Sanger-Sequenzierung:

Programm: | Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
96 °C 50 °C 60 °C 8 °C

20 20 Se- 4 o0
Sekunden | kunden Minuten

35x Cycles

3.6.4 Aufreinigung des Sequenzierproduktes mittels Sephadex

Die Aufreinigung des Sequenzierproduktes erfolgt mittels Montage SEQ96 Sequen-

cing Reaction Cleanup Kit von der Firma Millipore.
Aufreinigung mit Sephadex G50 Superfine

Sephadex G50 ist ein perlférmiges Gel, welches mit Nuclease-freiem Wasser uber-

schichtet, wird. (Vor der Verwendung gut mischen!)

Zentristepsaulchen (8-stripe) werden in leere MicroAmp Optical 8-tube Strips (0,2
ml), welche in einer Halterung fixiert sind, gesteckt. Danach wird in jedes Saulchen
395ul Sephadex pipettiert. Es erfolgt der erste Zentrifugationsschritt bei 750 g fur 1

min. Das uberschussige Wasser in den MicroAmp-tubes wird danach ausgeleert.

Die Saulchen werden nochmals 1 min bei 750 g zentrifugiert und restliches Wasser

in den MircoAmp-tubes, durch Ausleeren entfernt.

Die Saulchen mit dem Gel werden in neue MicroAmp Optical 8-tube Strips (0,2 ml)
gesteckt und das Sequenzierprodukt 1:1(10 ul + 10 pl) mit Nuclease-freiem Wasser

verdunnt und auf das Gel (pro Probe 1 Saulchen) getropft.

Es erfolgt abermals eine Zentrifugation bei 750 g flr 2 min, das aufgereinigte Se-

quenzierprodukt befindet sich danach in den neuen MicroAmp tubes. Diese werden
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in einer eigenen Halterung fur das SeqStudio platziert und mit Gummi-Septa ver-

schlossen und in den Sequenzer gestellt.

3.6.5 Auswertung der Sanger-Sequenzierung

Zur Auswertung der Sanger-Sequenzierung wurde die Software Chromas von Tech-
nelysium Pty Ltd verwendet. Chromas dient zur Analyse von .ab1-Dateien, die bei
der DNA-Sequenzierung erstellt werden. Diese als DNA-Elektropherogramm-Dateien
klassifizierten .ab1-Dateien enthalten sowohl Informationen Uber das DNA-Sequenz-
Elektropherogramm, als auch einige Rohdaten und zusatzliche Informationen.
Chromas ermdglicht die Visualisierung und Interpretation dieser Sequenzdaten, um

Mutationen oder andere genetische Variationen zu identifizieren.

3.6.5.1 BLAST-like Alignment Tool (BLAT), Side by Side Alignment

Zu jeden Sanger-Sequenzierungs-Ergebnis wurde ein BLAT durchgefthrt und ein
Side by Side Alignment angeschlossen. Der BLAT (BLAST-like Alignment Tool) des
UCSC Genome Browsers ermdglicht die Uberpriifung der sequenzierten Region, in-
dem sichergestellt wird, dass die amplifizierte Sequenz aus der erwarteten Region
stammt. Zudem bestatigt es die korrekte Ausrichtung zum Referenzgenom. BLAT
(BLAST-like Alignment Tool) ist darauf ausgelegt, Sequenzen mit 95 % oder hoherer

Ahnlichkeit und einer Lange von mindestens 25 Basen schnell zu finden. (10)

Das Side by Side Alignment ist eine visuelle Darstellung des Vergleichs zwischen der
Sanger-Sequenz und der Referenzsequenz aus der UCSC Genome Browser Daten-
bank. Mittels Side by Side Alignment wurde Uberpruft, ob eine Sanger-Sequenz eine
exakte Ubereinstimmung mit der Referenzsequenz in dem untersuchten Bereich hat.
Das Alignment hilft somit, die genaue Position und Ubereinstimmung einer Sequenz

im Kontext des Referenzgenoms zu Uberprifen und zu bestatigen
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3.7 Whole-Exome-Sequencing (WES)

3.7.1 Methodische Uberlegungen und Herausforderungen

In dieser Studie wurden DNA-Proben aus Pakistan analysiert, um die genetischen
Ursachen einer seltenen Erbkrankheit zu identifizieren. Die Erfahrung hat gezeigt,
dass Proben aus dieser Region aufgrund langer Transportwege und suboptimaler
Kdhlbedingungen haufig eine beeintrachtigte Qualitat aufweisen. Dies fuhrte dazu,
dass trotz vorheriger Qualitatskontrollmalinahmen wie Test-PCRs und Sanger-Se-
quenzierungen eine Vielzahl der Proben in der Vergangenheit nicht erfolgreich se-
quenziert werden konnte. Es wird vermutet, dass die Degradation der DNA bereits

wahrend der Library-Praparation zu einem Ausfall der Proben flhrt.

Aufgrund der derzeit noch hohen Kosten eines Whole-Exome-Sequencing (WES)
und des verbundenen Ausfallrisikos bei Proben mit beeintrachtigter Qualitat, war es
nicht moglich, alle verfugbaren DNA-Proben der Familie OPH48 mittels WES zu un-
tersuchen. Daher wurde eine gezielte Auswahl einer Probe getroffen, basierend auf
dem Stammbaum und dem Vorhandensein phanotypischer Merkmale der Erkran-
kung, sowie den Ergebnissen des Quality-PCR-Checks. Infolgedessen wurde die
Probe OPH48-2, welche die phanotypischen Auspragungen It. Stammbaum zeigte,
zur Durchfuhrung des WES an das Institut fur Humangenetik der Medizinischen Uni-

versitat Graz geschickt.

3.7.2 Auswertung des Whole-Exome-Sequencing (WES)

Zur Auswertung der Whole-Exome-Sequencing (WES)-Daten der Probe OPH48-2
wurde zunachst die erhaltene BAM-Datei mithilfe von DRAGEN (Dynamic Read Ana-
lysis for GENomics) von Illlumina verarbeitet, um daraus eine VCF-Datei zu generie-
ren. Diese VCF-Dateien wurden anschlieend mit Franklin by Genoox und Excel ge-

filtert und analysiert.

3.7.2.1 Integrative Genomics Viewer (IGV)
Weiters wurde der Datensatz des Bam-Files zur Uberpriifung der Reads des Next-
Generation Sequencing (NGS) mit dem kostenlos verfugbaren Integrative Genomics

Viewer (IGV) uberprift. IGV dient zur Visualisierung und Analyse von NGS-Daten
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und ermdglicht es, gro3e Mengen von Sequenzierungsdaten effizient zu Uberprifen.
Diese Software unterstutzt die Darstellung von Alignments und Varianten und hilft bei

der Identifizierung und Charakterisierung von genetischen Variationen. (11)

3.7.2.2 Franklin by Genoox

Fur die Variantenfilterung wurde Franklin by Genoox, eine cloudbasierte Plattform zur
Analyse und Interpretation genomischer Daten, verwendet. Franklin bietet Werk-
zeuge zur Annotation und Filterung von Varianten, ermdglicht die klinische Interpreta-

tion und unterstitzt die Identifikation potenziell relevanter genetischer Varianten.

Folgende allgemeine Filterkriterien wurden gesetzt:

Aggregated Frequency: Confidence:
- N/A - Low
- Very Rare - Medium
- Rare - High

Da es kaum Angaben zum Phanotyp, der Familie OPH48 gibt, wurden noch weitere
Filter bzgl. Augenerkrankungen in Betracht gezogen. Mittels einer Genliste der ,Pa-
nelApp“ (panelapp.genomicsengland.co.uk) wurden aus einem Genpanel zu allge-
meinen ,Retinal disorders” Filterkategorien in Franklin eingebracht. Die Genliste des
Panels umfasste 421 Gene, welche mit allgemeinen Augenkrankheiten assoziiert

werden.

3.7.2.3 Excel (Microsoft)

Excel wurde erganzend zur manuellen Filterung und Analyse der Daten aus Franklin
by Genoox verwendet. Es bietet flexible Maglichkeiten zur Datenvisualisierung und
ermadglicht benutzerdefinierte Filter, Sortierungen und Pivot-Tabellen, um spezifische

genetische Varianten hervorzuheben und detailliert zu untersuchen.

3.8 Segregationsanalyse

Nach Abschluss der Variantensuche und den Abgleich der mutmalflichen Mutation
mit den Proben der Familie OPH48, wurden die Ergebnisse dem Stammbaum der

Familie gegenlbergestellt (4.6 Aktualisierter Stammbaum).
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Die Segregationsanalyse wird typischerweise nach der Identifizierung einer potenziell

pathogenen genetischen Variante durchgefiihrt, um deren Kausalitat flr das beo-

bachtete Merkmal oder die Krankheit zu unterstutzen oder zu widerlegen. Durch den

Vergleich der theoretischen Vererbungsmuster mit den tatsachlichen Beobachtungen

in der Familie liefert die Segregationsanalyse wertvolle Erkenntnisse und lasst Ruck-

schllsse Uber die genetische Vererbung einer Mutation zu. (6)

3.9 Gerate

Tabelle 9: Auflistung aller verwendeten Geréte

Name Hersteller Zusatzinformationen
Biofuge pico Heraeus Instruments Zentrifuge

Hera safe Heraeus Instruments Werkbank

Diverse Kolbenhubpipet- | Eppendorf

ten

C1000 Touch™ Thermal BIO-RAD Thermocycler

Cycler

Sub-cell GT WIDE MINI BIO-RAD

Elektrophoresekammer

PowerPac Basic™ BIO-RAD

SeqStudio™ Genetic Ana- | Applied Biosystems by
lyzer Thermo Fisher Scientific

Cobi-Spin FVL-2400N Biosan Zentrifuge

Mini Spin Eppendorf Zentrifuge
Medikamenten- Gefrier- Gram

schrank

Medikamenten- Kuhl- Gram

schrank

Megafuge 1.0R Heraeus Instruments Zentrifuge
AutoChemi™System UVP Biolmaging Systems Fluoreszenzkammer

Digital Graphic Printer Sony

Bilddrucker fur Gel-
elektrophorese

REAX top Heidolph

Vortexer

Ice Flaker Breama lce Makers

Flockeneismaschine

NanoQuant infinite M200 | Tecan

Spektralphotometer
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3.10 Verbrauchsutensilien

Tabelle 10: Auflistung aller verwendeten Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller Zusatzinformationen
PCR SingleCap 8er- Biozym LOT: 22324
SoftStrips 0.2ml, farblos Art-Nr.: 710980

DNA LoBind Tube 1.5 ml | Eppendorf LOT: K200149P

Cat. no.: 022431021

MicroAmp® Optical 8-
Tube Strip (0.2ml)

Applied Biosystems by
Life Technologies

Ref: 4316567

SeqStudio™ Reservoir

Applied Biosystems by

LOT: 9024201

Septa Thermo Fisher Scientific Ref: A35640
SeqStudio™ Reservoir Applied Biosystems by LOT: 1218301
Septa 8-Strip Thermo Fisher Scientific Ref: A35643

3.11 Reagenzien

Tabelle 11: Auflistung aller Reagenzien

Name Hersteller Zusatzinformationen
5x Colorless GoTag® Re- | Promega LOT: 0000505205
action Buffer Ref: M792A

GoTag™ G2 DNA Poly- Promega LOT: 0000508363
merase Ref: M784B

100bp DNA-Ladder

Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific

LOT: 01290467
Ref: 15628019

GelRed® Nucleic Acid
Stain 10,000X in Water

Biotium

LOT: 22G1006

Primer: RPGR-Exon15-re-
verse

Merck — Sigma Aldrich

Custom Order

Primer: RPGR-Exon15-re-
verse

Merck — Sigma Aldrich

Custom Order

Exo SAP-IT™

Applied Biosystems by
Thermo Fisher Scientific

LOT: 01303943
LOT 2783825
Ref: 78200.200.UL

Big Dye ™ Terminator
v1.1 Cycle Sequencing
PR-100

Applied Biosystems by
Thermo Fisher Scientific

LOT: 01141569
Ref: 4336768

5xSequenzierpuffer Big
Dye ™ Terminator v1.1

Applied Biosystems by
Life Technologies

LOT: 1601275
Ref: 4336697

Sephadex ™ G-50 Super-
fine

Cytiva

LOT: 10308631

SeqStudio™ Genetic Ana-
lyzer Cathode Buffer Con-
tainer

Applied Biosystems by
Thermo Fisher Scientific

LOT: 2304109

SeqStudio™ Genetic Ana-
lyzer Cartridge v2

Applied Biosystems by
Thermo Fisher Scientific

Ref: A41328
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3.11.1 Herstellung bendtigter Losungen

3.11.1.1 Stammldsungen

Folgende Stammlésungen wurden flr die Analysen angesetzt:

1 M Tris-HCI pH 8,8: 12,11 g Tris wurden in 80 ml deionisiertem Wasser
(Fresenius) gelost, mit HCI auf pH 8,8 eingestellt und mit deionisiertem Was-
ser auf 100 ml aufgeftllt. Die Losung wurde autoklaviert.

1,5 M Tris-HCI pH 8,8: 18,17 g Tris wurden in 80 ml deionisiertem Wasser
(Fresenius) geldst, mit HCI auf pH 8,8 eingestellt und mit deionisiertem Was-
ser auf 100 ml aufgefullt. Die Losung wurde autoklaviert.

3,5 M KCI: 13,05 g KCI wurden in 30 ml deionisiertem Wasser (Fresenius) ge-
|6st und mit deionisiertem Wasser auf 50 ml aufgeflllt. Die Lésung wurde au-
toklaviert.

3 M MgCI2x6H20: 30,5 g MgCI2x6H20 wurden in 30 ml deionisiertem Was-
ser (Fresenius) geldst und mit deionisiertem Wasser auf 50 ml aufgefilit. Die
Losung wurde autoklaviert.

0,5 M EDTA pH 8,0: 18,61 g EDTA wurden in 70 ml deionisiertem Wasser
(Fresenius) geldst, mit NaOH auf pH 8,0 eingestellt und mit deionisiertem
Wasser auf 100 ml aufgeflllt. Die Lé6sung wurde autoklaviert.

10x TBE: 27,00 g Tris, 13,75 g Borsaure und 1,875 g EDTA wurden in 200 m|
deionisiertem Wasser (Fresenius) geldst und mit deionisiertem Wasser auf
250 ml aufgefullt.

Gel Red Nucleic Acid Stain (Fa. Biotium) Cat No: 41003: 10.000x kon-

zentrierte Stammldsung wurde in Wasser (0,5 ml) geldst.
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3.11.1.2 Arbeitslosungen

Aus den Stammldsungen wurden folgende Arbeitslosungen hergestellt:

« 10 mg/ml Proteinase K: 100 mg Proteinase K wurden in 8 ml deionisiertem
Wasser (Fresenius) geldst und mit deionisiertem Wasser auf 10 ml aufgefillt.
Die Losung wurde in 1,4 ml Aliquots aufgeteilt und bei -20 °C gelagert.

e« 10 % SDS: 5 g SDS (unter Verwendung eines Mundschutzes) wurden in 40 m|
deionisiertem Wasser (Fresenius) gel6st und mit deionisiertem Wasser auf 50
ml aufgefullt.

e TKM1:6,67 ml1,5M Tris-HCI pH 8,8, 2,86 ml 3,5 M KCI (10 mM), 3,33 ml 3
M MgCI2x6H20 (10 mM), 4,00 ml 0,5 M EDTA (2 mM), 10,00 g Triton X-100 (1
%) und 973,14 g deionisiertes Wasser (Fresenius) wurden gemischt. Die L6-
sung wurde mittels Magnetrihrstab und Magnetrihrer homogenisiert.

« TKM 2: 5,85 g NaCl (0,4 M), 3,335 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 (10 mM), 1,43 ml
3,5 M KCI (10 mM), 1,665 ml 3 MgCI2x6H20 (10 mM), 2,00 ml 0,5 M EDTA (2
mM) und 485,72 g deionisiertes Wasser (Fresenius) wurden gemischt. Die L6-
sung wurde mittels Magnetrihrstab und Magnetrihrer homogenisiert.

e 10 mM TE-Puffer pH 8,8: 1,00 ml 1 M Tris-HCI pH 8,8, 0,20 ml 0,5 M EDTA
und 98,80 ml deionisiertes Wasser (Fresenius) wurden gemischt.

e 1x TBE: 100 ml 10x TBE wurden mit deionisiertem Wasser auf 1000 ml aufge-
fullt und durch Schwenken homogenisiert.

« 1,5 % Agarosegel in 1x TBE: 1,5 g Agarose wurden in 100 ml 1x TBE gelost
und mindestens 3 x kurz aufgekocht. Die FlUssigkeit wird auf ca. 56 °C abge-
kahlt.

o Gel Red / Agarosegel 5 ul GelRed (Biotium) (10.000fach verdiinnte Stamml6-
sung) / 50 ml 1,5 % Agarosegel.

« TBE-Ladepuffer: 2 ml 10x TBE, 18 ml deionisiertes Wasser (Fresenius), 20
ml Glycerin (wasserfrei) und eine Spatelspitze Bromphenolblau wurden ge-
mischt. Bromphenolblau durch Schwenken auflésen. Bei Bedarf aliquotieren,
restliche Losung bei 4 °C lagern.

e 100 bp Ladder 50ug 100bp Ladder von Invitrogen (Produkt Nr: 15628019)
wurden mit 800pl dest. H20 (Fresenius) und 100ul 10x Blue Juice Gel loading
Buffer gemischt.
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3.12 Programme

Tabelle 12: Auflistung aller verwendeten Programme, Datenbanken und Web-Tools

Name

Verwendung/Link

CeGaT by CeGaT GmbH

Stammbaumerstellung

DRAGEN by lllumina

Whole-Exome-Sequencing

Integrative Genomics Viewer

Bam-Files

Microsoft Excel

Variantenfilterung

SeqSudio/™ Plate Manager Version
1.2.0-FC6 - Applied Biosystems by
Thermo Fisher Scientific

Sanger-Sequenzierung

Chromas by Technelysium

Sanger-Sequenzierung

PubMed

Literaturrecherche
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/

Primer3web Version 4.1.0

Primerdesign
https://primer3.ut.ee/

Bioinformatics.org — Reverse Comple-
ment

Primerdesign
https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html

UCSC (Genome Browser, In Silco PCR,
GTEX)

Recherche
https://genome.ucsc.edu/

. Recherche

ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
Recherche

dbSNP https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/
Recherche

HGMD https://www.hgmd.cf.ac.uk/

Varsome Recherche

https://varsome.com/

Franklin by genoox

Variantenfilterung
https://franklin.genoox.com/clinical-db/home

PanelApp

Variantenfilterung
https://panelapp.genomicsengland.co.uk

Ensemble

Recherche
https://www.ensembl.org/index.html

Alle Grafiken des UCSC-Genome-Browsers, sowie der BLAT-Search Results, das
Side by Side Alignment und jegliche weitere Referenzierung auf genomische Positio-
nen beziehen sich, sofern nicht anders vermerkt, auf GRCh38 (Hg38).
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4 Ergebnisse

4.1 Stammbaum

Ein wichtiger erster Schritt dieser Arbeit war die Digitalisierung des handgezeichne-
ten Stammbaumes der Familie OPH48 aus Pakistan mithilfe der Software ,CeGaT*
der Firma CeGaT GmbH. Der aus Pakistan erhaltene Stammbaum enthielt ebenfalls

Informationen zu dem vermutlichen Phanotyp ,Progressive Retinal Degeneration®.

Das Ziel dieser Digitalisierung war es, eine ubersichtliche Darstellung der familiaren
Beziehungen abbilden zu kdnnen und mogliche Muster bzgl. der phanotypischen

Auspragungen der Augenerkrankungen sowie der Vererbung erkennen zu kdnnen.

[ l—*—{ \ lL * . l |
ny L N i | L
'L'-' u"==.;:::'ri"ll\'“ : " ] i“.i‘f:£'i‘-'| II\"" |k | i | | \‘|" |
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Abbildung 13: Stammbaum Familie OPH48 nach handschriftlicher Vorlage. (erstellt mit CeGaT)

Abbildung 13 zeigt den digitalisierten Stammbaum der Familie OPH48. Der digitali-

sierte Stammbaum zeigt folgende Informationen:

- Familienstruktur: Schwarze und blaue Linien kennzeichnen das Verwandt-
schaftsverhaltnis, doppelte schwarze Linien kennzeichnen konsanguine Ver-
wandtschaftsverhaltnisse.

- Vorhandene Blutproben fir die Analysen: Gekennzeichnet durch Probenlauf-
nummer OPH-48 1-11.

- Phanotyp: Betroffen (schwarz), nicht betroffen (weif3), unbekannter Phanotyp
(grau mit Fragezeichen).

- Geschlecht: Kreis (weiblich), Viereck (mannlich), Raute (Unbekanntes Ge-
schlecht).
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4.1.1 Interpretation des digitalisierten Stammbaumes

Durch die Ubersichtliche Darstellung zeigte sich, dass in diesem Stammbaum nur
mannliche Familienmitglieder phanotypisch auffallig sind. Diese Tatsache fuhrt zur
Hypothese, dass es sich hierbei um eine X-Chromosomale rezessive Vererbungs-

form handeln konnte.

Alle betroffenen Personen konnten theoretisch durch diese Vererbungsform schlissig
erklart werden. Die weiblichen Probandinnen 1.2, 111.8, 111.9, IV.5, IV.12 waren dem-
nach Konduktorinnen. Sie mussten It. dieser Hypothese ein mutiertes und ein norma-
les Allel jenes Gens, welches fir die phanotypische Auspragung der betroffenen Per-
sonen verantwortlichen ist, auf dem X-Chromosom haben. Weiters waren sie durch
die rezessive Art der Mutation phanotypisch unauffallig. Auch die Verteilung der Seg-
regation der Mutation auf die Nachkommen Uber die Generationen in diesem Stamm-
baum scheint mit dieser Hypothese nachvollziehbar, da Konduktorinnen das mutierte

Allel durchschnittlich an ca. 50 % der Nachkommen weitergeben konnten.

Ein mannliches phanotypisch betroffenes Familienmitglied mit einem mannlichen
Nachkommen musste bei der X-Chromosomalen rezessiven Vererbung theoretisch
phanotypisch unauffallig sein, sofern die Mutter des Sohnes 2 gesunde Allele des fur
die phanotypische Auspragung verantwortlichen Gens besitzt und somit keine Kon-
duktorin ist. Leider ist diese Konstellation in dem vorliegenden Stammbaum nicht vor-

handen.

Eine mitochondriale Vererbung ist unwahrscheinlich, da in diesem Fall auch weibli-
che Nachkommen phanotypische Auffalligkeiten zeigen sollten. Die X-Chromosomale
dominante Vererbung ist ebenfalls unwahrscheinlich, da sonst auch weibliche Nach-
kommen phanotypische Auffalligkeiten zeigen sollten. Auch eine autosomal rezessive
Vererbung ist unwahrscheinlich, da in diesem Szenario weibliche und mannliche
Nachkommen in einem ahnlichen Geschlechterverhaltnis phanotypische Auffalligkei-
ten zeigen sollten. Genauso unwahrscheinlich ist auch eine autosomal dominante
Vererbung, da in diesem Fall merkmalsfreie Nachkommen, ihrerseits keine weiteren
phanotypisch auffalligen Nachkommen haben kdnnten, ohne dass dessen Partner
bzw. Partnerin dieselben in der Familie vorhandenen phanotypische Auffalligkeiten
hat, um diese vererben zu kénnen. Beispiele daflir sind Familienmitglied 1.7, sowie
IV.14.
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Aufgrund dieser Schlussfolgerungen wird bei den weiteren Analyseschritten primar
von einer moglichen rezessiven X-Chromosomalen Vererbung des Phanotyps in der

Familie OPH48 ausgegangen.

4.2 Ergebnisse der Quality-Check-PCR

Aufgrund der langen Transportwege und teilweise unzureichender Kihlung des
EDTA-Vollblutes der Proben der Familie OPH48, wurde zu Testzwecken mit allen
Proben (nach der Probenaufreinigung und DNA-Extraktion) eine PCR durchgefuhrt.
Ziel dieser PCR war es, zu Uberprufen, ob die isolierten DNA-Proben trotz problema-
tischer Transport- & Lagerungsbedingungen flr kostspieligere molekularbiologische

Untersuchungen wie ein Whole-Exome-Sequencing (WES) geeignet sind.

Zu diesem Zweck wurde der Genabschnitt LAMA2-Exon30 von den extrahierten ge-
nomischen DNA-Proben der Familie OPH48 amplifiziert. Grolie des erwarteten Amp-
lifikationsprodukts: 338 bp.

Invitrogen™
100 bp DNA Ladder
Cat. No. 15628019/15628050

bp
2,000

1,500

1,200

1,000
900
800
700
600

500
400

300

200

BRRRNININN .

100

Abbildung 14: 100 bp DNA Ladder von invitrogen by Thermo Fisher
Scientific (0,5ug/ul) (For Research Use Only)

Abbildung 15: Bildbeschreibung: Ergebnisse der Quality-Check-PCR aller OPH48-Proben auf 1,5 % Agarosegel.
Verwendete Ladder: 100 bp DNA Ladder von invitrogen by Thermo Fisher Scientific (Abbildung Vertikal gespiegelt
(original-Bild)
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Die Ergebnisse der Gelelektrophorese zur Qualitatsuberprifung der DNA mittels
PCR zeigen, wie in Abbildung 15 ersichtlich, bei allen Proben von OPH48 (Positionen
3 bis 12) eine deutliche Bande in der erwarteten Héhe von 338 bp. Auch die Positiv-
kontrolle mit der laborinternen Test-DNA 692NL weist das erwartete Amplifikations-
produkt in Form einer Bande in der entsprechenden Hohe auf. Die Negativkontrolle
beziehungsweise der Blank zeigt keine Bande, wodurch die Kontaminationsfreiheit
des Mastermixes bestatigt wird. Aufgrund dieser Ergebnisse haben alle Proben den
Qualitatscheck in Bezug auf die Eignung fur molekularbiologische Analysen bestan-
den und konnen weitergehend mit Sanger-Sequenzierung oder Whole-Exome-Se-

quencing (WES) untersucht werden.

4.3 Whole-Exome-Sequencing (WGS) Ergebnisse

Das WGS der Probe OPH48-2 wurde am Diagnostik- & Forschungsinstitut far Hu-
mangenetik der Medizinischen Universitat Graz durchgeflihrt. Das erhaltene BAM-
File wurde mittels DRAGEN (lllumina) verarbeitet, um verschiedene VCF-Dateien zu

generieren.

Laut Stammbaum ist die der Patient hinter der Probe OPH48-2 phanotypisch von der

Augenkrankheit betroffen.

4.3.1 Variantenfilterung via Franklin Genoox

Der VCF-Datensatz des WES der Probe OPH48-2 wurde fur die Variantenfilterung
und Variantenklassifikation auf die Website ,Franklin Genoox“ geladen und analy-
siert. Filterungen und Filterkriterien wurden aufgrund der fehlenden phanotypischen

Krankheitsbeschreibung mit unterschiedlichen Filtern durchgefuhrt.

Die Filterung mit dem auf dem Stammbaum vermerkten Phanotyp ,Progressive Re-
tinal Degeneration® blieb ergebnislos, da keine Variante im Datensatz mit diesem as-
soziiert werden konnte. Weiters wird angemerkt, dass der Zusatz ,progressive” von
Retinal degeneration derzeit nicht als HPO-Term vorhanden ist. Aus diesem Grund
wurde der Filter fir den Phanotyp ,Progressive Retinal Degeneration® wieder entfernt

und Filter fur spezifische Phanotypen von weitere Augenerkrankungen gewahlt.

Folgende HPO-Terms wurden als Filter angewendet:
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4.3.1.1 Retinal degeneration (HP:0000546)

Mit diesem HPO-Term konnte die Auswahl auf 287 Varianten eingegrenzt werden.
Durch die Analyse des Stammbaumes wurde eine X-Chromosomale rezessive Verer-
bungsform der Erkrankung innerhalb der Familie OPH48 vermutet, daher wurde eine
weitere Filterung spezifisch flr Varianten, welche das X-Chromosom betreffen, ge-

setzt. Dadurch konnte die Auswahl auf 2 relevante Varianten eingegrenzt werden.

1. RPGR: Indel auf ChrX, Position 38286563-38286579, Referenz:
CCCTCCCTCCTCTTTTT, Alternativ: C, Hom, Exon 15, Frameshift-Mu-
tation, p.Glu807Glyfs*3, ¢.2420 2435del, Exonic.

2. RP2: SNP auf ChrX, Position 46880597, Referenz: G, Alternativ: A,
Hom, Exon 5, UTR 3', rs4239962, ¢c.*828G>A.

Die beiden vielversprechendsten Varianten sind ein Indel, welcher zu einem Frame-
shift im 15ten Exon des RPGR-Gens fuhrt, sowie SNP im RP2 Gen.

Es wurde eine weitere neue Filterung mit einem aus der PanelApp eingefugten Gen-
panels als Filterkriterium durchgefuhrt, welches die moglichen Kandidatenvarianten
auf 199 Varianten reduzierte. Eine weitere Filterung auf das X-Chromosom grenzte

die Auswahl auf 14 Varianten ein.

Auch hier wurde die gleiche wie zuvor beschriebene Frameshift-Mutation des 15ten
Exons des RPGR-Gens identifiziert. Weiters zeigte Franklin Genoox flur diese geneti-
sche Variante eine ,Confidence High-Rate" mit AB (Allel-Balance):100 %. Das be-
deutet, dass die Sicherheit, mit der diese Variante erkannt und klassifiziert wurde,
sehr hoch ist und in weiterer Folge die zugrundeliegenden Daten und Algorithmen
stark darauf hinweisen, dass die Interpretation der Variante korrekt und zuverlassig
ist. Zusatzlich sind auf der Franklin Genoox-Plattform bei der gefundenen RPGR-Va-
riante die AbklUrzungen XLR (X-Linked Recessive) und XL (X-Linked), welche fur die

Vererbungsmodelle der genetischen Varianten stehen, ersichtlich.

XLR weist darauf hin, dass die genetische Variante auf dem X-Chromosom lokalisiert
ist und eine rezessive Vererbung aufweist, was mit der derzeitigen Vererbungstheorie

It. Stammbaumauswertung (Abbildung 13) Ubereinstimmt.
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Trotz des Verdachts auf eine X-Chromosomale rezessive Vererbung wurde das Fil-

terkriterium fir X-Chromosomale Mutationen entfernt, um eine nicht zu spezifische

und breit gefacherte Variantenfilterung zu ermdglichen.

Folgend aufgelistet sind alle Phanotypen, welche spezifischen Augenkrankheiten ent-

sprechen, aufgelistet. Die Suchbegriffe, welche in Franklin Genoox als Filterkriterium

angewendet wurden, sind in blau dargestellt, zusatzlich ist das HPO-pendant dane-

ben angefuhrt:

1.

Ophthalmic artery anomaly / Abnormality of ophthalmic artery (HP:0410006)
Mit diesem Phanotyp als Filterkriterium wird die Frame-Shift-Variante des
RPGR-Gens mit XLR/XL Erbgang erneut als vielversprechendste als erstes
angezeigt. Auf Platz 2 liegt eine heterozygote Variante im FOXC17-Gen, die au-
tosomal dominant vererbt wird, sowie auf Platz 3 eine heterozygote Variante

im IL17RD-Gen, welche autosomal rezessiv oder dominant vererbt wird.

. Ophthalmic artery occlusion/ Ophthalmic artery occlusion (HP:0020164)

Auch beim zweiten Filterversuch mit ,ophthalmic artery occlusion® als phanoty-
pisches Filterkriterium wird das RPGR-Gen RPGR c.2420 2435del
(p-Glu807Glyfs*3) mit XLR/XL Erbgang erneut als erstgereihte Variante ange-
zeigt, gefolgt von einer HK1-Variante in einer Splice Region auf Platz 2, wel-
che einen autosomal rezessiven (AR) oder einen autosomal dominanten (AD)
Erbgang aufweist und somit weniger wahrscheinlich ursachlich flir den Phano-
typ der Familie OPHA48 ist.

Ophthalmoplegia externa / External ophthalmoplegia (HP:0000544)

Bei diesem Phanotyp wird eine Variante mit unklarer Signifikanz des Gens
SYNET1 an erster Stelle gereiht. Bei dieser Variante handelt es sich um eine
Deletion, welche ebenfalls einen AR oder AD Erbgang aufweist.

Da aufgrund des Stammbaums von einer X-chromosomal rezessiven Verer-
bung ausgegangen wird, liegt der Fokus bei diesem Phanotyp auf der Genva-
riante, welche von Franklin by genoox auf Platz zwei gerankt wurde. Hier fin-
det sich erneut die Frameshift Mutation des Gens RPGR c¢.2420_2435del
(p-Glu807Glyfs*3).
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4. Ophthalmoparesis / Ophthalmoparesis (HP:0000597)
Wie beim Phanotyp external ophthalmoplegia (HP:0000544) ist auch bei die-
sem das Ergebnis der Variantenfilterung in den ersten Rangen ident, mit der
Deletions-Genvariante des Gens SYNET auf Platz 1 und der moglicherweise
ursachlichen Mutationen und der Frameshift Genvariante des Gens PRGR mit

X-chromosomalen Erbgang auf Platz 2.

5. Ophthalmoplegia / Ophthalmoplegia (HP:0000602)
Bei diesem Phanotyp wird die Variante RPGR c.2420_2435del
(p.Glu807Glyfs*3) wieder auf Platz 1 gelistet. Eine vernachlassigbare Variante
im FOXC1-Gen ist auf Platz 2.

6. Ophthalmoplegia — Congenital / Congenital ophthalmoplegia (HP:0001491)
und Retinal disease / Retinal disease (HP:0000479)
Mit diesen Phanotypen separat als Filterkriterium konnten keine Varianten im
VCF-File der Probe OPH48-2 via Franklin by genoox assoziiert bzw. identifi-

ziert werden.

4.3.2 RPGR-Genvariante NM_001034853.2(RPGR):c.2420_2435del
(p.Glu807Glyfs*3)

Da die Variante: ¢.2420_2435del (p.Glu807Glyfs*3) Uber die meisten Phanotypen
hinweg als vielversprechendste Genmutation gelistet wurde und zum derzeitig ver-
muteten Vererbungsmuster It. Stammbaum passt, wird diese im weiteren Verlauf die-

ser Arbeit vertieft analysiert.

Die Variante betrifft das Gen RPGR (Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator) und ist
eine Indel-Mutation (Insertion/Deletion) des Transkripts NM_001034853.2. Die chro-
mosomale Position dieser Mutation befindet sich auf dem Chromosom X (chrX) von
der Startposition 38286563 bis zur Stoppposition 38286579. Die Referenzsequenz
lautet CCCTCCCTCCTCTTTTT, wahrend die Alternativsequenz ein einzelnes C ist.
Das Indel fuhrt zu einer Deletion von 17 Basen und der Insertion eines Cytosins; was
dem Verlust von 16 Basen entspricht, wie in Abbildung 16 zu sehen ist. Auf Amino-
saureebene fuhrt die Mutation zu einem Frameshift und damit voraussichtlich zu ei-
ner Anderung von p.Glu807Glyfs*3, was auf Nukleotidebene als ¢.2420 2435del be-
schrieben wird. Die Mutation befindet sich in Exon 15 und ist hemizygot bei Mannern
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(bzw. homozygot bei Frauen). Die Frameshift-Mutation tritt in einer exonischen Re-
gion auf. Die Variante mit der RS-Nummer rs2147197891 (dbSNP) ist in der ClinVar-
Datenbank (ClinVar Variation ID: 1297120) bekannt und als ,Likely Pathogenic® (LP)
eingestuft. Die Mutation wurde bereits in der Publikation "The Importance of Automa-
tion in Genetic Diagnosis: Lessons from Analyzing an Inherited Retinal Degeneration
Cohort with the Mendelian Analysis Toolkit (MATK)" von Zampaglione et al. in den
Supplementary Materials erwahnt. Die Studie befasst sich mit der Entwicklung und
Evaluierung des Mendelian Analysis Toolkit (MATK), einer Software zur Automatisie-
rung und Verbesserung der genetischen Diagnose von Mendel'schen Erkrankungen,

speziell am Beispiel von erblichen Netzhautdegenerationen. (12)

In Tabelle 6 der Supplementary Materials des Papers von Zampaglione et al. (2022)
wird in den Ergebnissen des Whole-Exome-Sequencing der Studie unter vielen an-
deren auch die Variante NM_001034853.1(RPGR):c.2420_2435del (p.Glu807fs) mit
der Probenbezeichnung ,0GI875" beschrieben. Das betroffene Gen RPGR, sowie
die Referenzsequenz (CCCTCCCTCCTCTTTTT) und alternative Sequenz (C) stim-
men mit der gefundenen Variante dieser Arbeit Uberein. Somit kommt es zum glei-
chen Frameshift c.2420 2435del und der daraus resultierenden Proteindnderung
p.Glu807GlyfsTer3. Von besonderem Interesse ist, dass diese Variante in den Da-
tensatzen des Papers bereits mit der Krankheit "Retinitis pigmentosa X-linked" asso-
Ziiert und ebenfalls als Likely Pathogenic (LP) gemall den ACMG-Kriterien (American
College of Medical Genetics and Genomics) PVS1 und PM2 eingestuft wurde. (12)

Da die Supplementary Materials keine detaillierten klinischen Informationen tUber den
betroffenen Patienten liefern, ist daher unklar, welche spezifischen Symptome oder

welchen Schweregrad der Erkrankung dieser Patient aufweist.

UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)
move [<<< <<| < > > »»>|zoomin| 15«  3x  10x base zoomout 15¢ 3x  10x

multi-region | chrX-36,286.525-36,286,618 94 bp

hmmmmmmm“ 'Hu.'“.h.'%.'%."ls.'“h.'ﬂu.\

Abbildung 16: Darstellung der Mutation/Deletion (gelb) c.2420_2435del (p.Glu807Glyfs*3) des RPGR-Gens im
UCSC Genome Browser (GRCh38/hg38)
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4.3.2.1 1GV-Viewer OPH48-2 Genvariante RGPR (Indel)

Um die Ergebnisse der Variantenfilterung des VCF-Files der Probe OPH48-2 zu
uberprufen, wurde die Stelle des Indel der RPGR-Variante im IGV-Viewer analysiert.
Wie bereits erwahnt wird die originale Sequenz des Exon 15 des RPGR-Gens (Nuk-
leotidsequenz: CCCTCCCTCCTCTTTTT) bei dieser Mutation deletiert und stattdes-
sen ein einzelnes Cytosin (C) mittels Insertion eingefligt. Dies musste im Vergleich
der Probe OPH48-2 zu einem Referenzdatensatz mittels IGV-Viewer visuell darstell-

bar sein und mittels nicht vorhandener Reads aufgrund der Deletion ersichtlich sein.

[TFxH

58 736 540 bp 3208 570bp 30296 580 55 0,206 590 bp.
1 1

OPHAE-2 WES-hg 4 masked ban

S T-DPIA-2 398 WE S-hgJ6 mask
m Coversae

FAST-DAIA-3398-WE 5-hg 18 mesk

RPGR -
|| T T Thosw or 2

Abbildung 17: Ansicht der Reads um die Mutationsregion (rot) von c.2420_2435del des RPGR-Gens des Datensat-
zes des WES OPH48-2 (orange) sowie eines Kontrolldatensatzes (griin).

Wie in Abbildung 17 deutlich erkennbar ist, sind in der betroffenen Region keine
Reads aligniert. Das stlitzt die These, dass es sich in den WES-Daten der Probe
OPH48-2 um die bei der Filterung gefundene Indel/Frameshift-Variante des RPGR-

Gens handelt.
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4.3.3 Ergebnisse der Gradienten-PCR mit und ohne DSMO

Das Design der bendétigten Primer flr den Genabschnitt, in welchen die Variante im
15ten Exon des RPGR-Gens liegt, wurden bereits im Methodenteil 3.5 beschrieben.
Die Gradienten PCR wurde durchgefuhrt, um die optimale Schmelztemperatur der
Primer zu ermitteln. Aufgrund des erhéhten GC-Gehaltes der Primer-Paare wurde ein

Reaktionsansatz mit sowie ohne Dimethylsulfoxid (DSMO) angesetzt.

Die PCR-Produkte wurden mit Ladepuffer vermischt und mit der 100bp DNA Leiter
von Invitrogen auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen. Die erwartete Produktgrofie
liegt bei 939 bp.

55°C 559°C 576°C 60.1°C 63.1°C 655°C 67.2°C 68°C 55°C 559°C 57.6°C 60.1°C 63.1°C 65.5°C 67.2°C 68°C

Ohne DSMO Mit DSMO

Unspezifische Amplifikationsprodukte

Abbildung 18: Gelelektrophorese der Gradienten-PCR mit und ohne DSMO

Abbildung 18 zeigt deutliche Banden auf der erwarteten Hohe von 939bp bei dem
Ansatz ohne DSMO im Temperbereich von 56 °C bis 65.5 °C. Auf der H6he von un-
gefahr 200 bp sind unspezifische Amplifikationsprodukte bei den Temperaturen 55 °C
bis 60,1 °C erkennbar. Die Probe aus dem Ansatz ohne DSMO, mit einer Annealing-
Temperatur von 63.1 °C, zeigt eine deutliche Bande und keine unerwiinschten un-
spezifischen Amplifikationsprodukte. Eine Abschwachung der Leuchtintensitat der
Bande der Probe mit einer Annealing-Temperatur von 65,5 °C aus dem Ansatz ohne
DSMO ist ebenfalls deutlich erkennbar.

Die Temperaturbereiche 67,2 °C und 68 °C zeigten keine Amplifikationsprodukte,
bzw. Banden, gleich allen Proben des Ansatzes mit DSMO. Fur weitere Analysen

wurde daher die ideale Annealing-Temperatur der Primer bei 63.1 °C festgelegt
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4.3.4 Ergebnisse PCR mit designten Primern und OPH48 Proben

Um die Funktionalitat der Primer mit den aufgereinigten PCR-Produkten der Familie
OPH48 zu testen (common SNP), wurden die Amplifikationsprodukte vor der Sanger-
Sequenzierung mittels Gelelektrophorese Uberpruft. Die PCR-Produkte wurden mit
Ladepuffer vermischt und mit der 100bp DNA Ladder von invitrogen auf ein 1,5 %

Agarosegel aufgetragen.

1000 bp

-— ™ [To) © [ee} ()} o=
© © o) : © ©

< < < 9 < < =
I ac ac T ac I T
o as o o o o o
o (@] (@) (o) (@) @] (o)

Abbildung 19: Gelelektrophorese der Amplifikationsprodukte der OPH48-Proben mit den designten Primern

Wie in Abbildung 19 ersichtlich ist, zeigen alle Proben von OPH48 ein PCR-Produkt
in der erwarteten Grolie von 939 bp. Die Positivkontrolle mit einer laborinternen Test-
DNA zeigt ebenfalls eine Bande bei 939 bp. Die Non-template-control zeigt keine
Bande und bestatigt damit einen kontaminationsfreien Mastermix fir diesen Ansatz.
Trotz des vorhandenen common SNP im Reverse Primer konnten alle Proben erfolg-

reich amplifiziert werden.
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4.4 Sanger-Sequenzierung

Um zu Uberprufen, ob auch die anderen phanotypisch auffalligen Familienmitglieder,
von welchen Probenmaterial vorhanden ist, die Frameshift-Mutation ¢.2420 2435del
(p.Glu807Glyfs*3) des RPGR-Gens tragen (OPH48-1, OPH48-2, OPH48-3, OPH48-
4, OPH48-5, OPH-48-6), wurde eine Sanger-Sequenzierung der der betroffenen Re-
gion des Exons 15 des Gens RPGR durchgefuhrt.

Mithilfe dieser Untersuchung soll ebenfalls geklart werden, ob weibliche Familienmit-
glieder, welche phanotypisch unauffallig sind, X-chromosomal heterozygote Tragerin-
nen, also Konduktorinnen der Frame-Shift-Variante sind, welches die These der re-

zessiven Vererbung mit 50 % Wahrscheinlichkeit von phanotypisch betroffen mannli-

chen Nachkommen stitzen wirde.

Aulerdem soll auf diese Weise geklart werden, ob phanotypisch unauffallige mannli-
che Familienmitglieder (OPH48-9) sowie phanotypisch unauffallige weibliche Famili-
enmitglieder der Familie OPH48 hemizygot bzw. homozygot flir die gefunden RPGR-

Gen-Variante sind.

Grundsatzlich sollte jede Sequenz, welche mit Sanger-Sequenzierungen analysiert
wird, von beiden Seiten sequenziert werden, um Artefakte ausschlief3en zu kénnen.
Da jedoch im Exon 15 des RPGR-Gens sehr viele repetitive Sequenzen vorhanden
sind und somit die Primer der PCR flr die Vervielfaltigung der DNA-Abschnitte vor
der Sanger-Sequenzierung in groReren Abstanden zueinander gesetzt werden muss-
ten, hat das Amplifikationsprodukt eine GroRe von 939 bp. Dies flhrt dazu, dass die
Sequenzierung des RV-Stranges durch die Limitationen der Sanger-Sequenzierung
die maximale Anzahl der qualitativ gut messbaren Basen (~700) wahrscheinlich tber-
schreiten wird, bevor die Mutations-Region erreicht wird. Um dies zu Uberprufen,
wurde zunachst mit einer laborinternen Test-DNA, welche die Mutation nicht enthal-
ten sollte, die Sequenzierung mit FW und RV Sanger-Sequenzierung getestet.

4.4.1 Informationen zur Auswertung (Farbkodierung)

Folgend die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierungen mit den jeweiligen Qualitats-
werten der gesamten Sequenz, dem Elektropherogramm, der Sequenz der Sanger-
Sequenzierung, sowie dem dazugehoérigen BLAT und Side by Side Alignment.
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Zur einfacheren Interpretation wird folgend eine Farbkodierung verwendet. Die griine
Sequenz markiert den Forward-Primer, die rote Sequenz den Reverse-Primer. Die
Erkennungsregion vor der Mutationsregion wurde in Forward-Ansatzen hellblau mar-
kiert.

Die Mutationsregion wird durch orange Markierungen hervorgehoben, die Erken-
nungsregion nach der Mutationsregion wurde violett markiert. Die Erkennungsregion
fur Reverse-Ansatze wurde grau markiert, wobei die Basenabfolge AAGGGGAG-
GAAGAAGG, CCTTCTTCCTCCCCTT entspricht und 556 Basen von der Mutations-
region (gelb) entfernt liegt. Bei Heterozygotie wird der Mutationsbereich pink mar-
kiert.

Ubersicht der Farbmarkierungen im Amplifikationsprodukt:

AAGTGGAGGGAGAACGTGAAAAGGAGGAAGGAGAGAGGAAAAAGGAGGAAAGAGCGGGGAAG-
GAGGAGAAAGGAGAGGAAGAAGGAGACCAAGGAGAGGGGGAAGAGGAGGAA
GAAGTAGAGGGAGGGGAAGTAGAGGAGGGGAAAGGAGAGAGG-
GAAGAGGAAGAGGAGGAGGGTGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGGGAGGG
GGAAGAGGAGGAAGGAGAAGGGAAAGGGGAGGAAGAAGGGGAAGAAGGAGAAGGGGAG-
GAAGAAGGGGAGGAAGGAGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGAAGGGGAGGGAGAAGAGGAAGG
AGAAGGGGAGGGAGAAGAGGAGGAAGGAGAAGGGGAGGGAGAAGAGGAAGGAGAAGGGGAGG-
GAGAAGAGGAGGAAGGAGAAGGGAAAGGGGAGGAGGAAGGAGAGGAAGGAGAAGGGGAGGGGGAAGAG
GAGGAAGGAGAAGGGGAAGGGGAGGATGGAGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGAAT -
GGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAAGGAGAAGGGGAAGGGGAGGAAGGA
GAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGG-
GAAGAAGAAGGGGAGGAAGAAGGAGAGGGAGAGGAAGAAGGGGAGGGAGAAGGGGAGGAAGAAGAGGA
AGGGGAAGTGGAAGGGGAGGTGGAAGGGGAGGAAGGAGAGGGGGAAGGAGAGGAAGAGGAAG-
GAGAGGAGGAAGGAGAAGAAAGGGAAAAGGAGGGGGAAGGAGAAGAAAACAGGAGGAACAGAGAAGAG
GAGGAGGAAGAAGAGGGGAAGTATCAGGAGACAGGCGAAGAAG

4.4.1.1 Sanger-Sequenzierung Forward und Reverse
Ziel der Sequenzierung der laborinternen Test-DNA war es, zu Uberprufen, ob entge-
gen den Erwartungen eine Sequenzierung mit dem Reverse-Ansatz der Sanger-Se-

quenzierung trotz der grofien Grolie des Produktes von 939 bp mdglich ist.

Sanger-Sequenzierung der laborinternen Test-DNA Reverse-Ansatz

TT CMA CTM CCT Tt

Abbildung 20: Qualitdtswerte der gesamten Sequenz der laborinternen Test-DNA (Forward)
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Abblldung 21 E/ektropherogramm der Iabor/nternen Test DNA (Forward)

Sequenz der Sanger-Sequenzierung zur Ubersicht:
CGTMCTRGARCGRMGRRAGCAGTAGGAAAGAGCGGGGAAGGAGGAGAAAGGAKIWGGAAGAAGGAGACC
AAGGAGAGGGGGAAGAGGAGGAA GAAGTAGAG
GGAGGGGAAGTAGAGGAGGGGAAAGGAGAGAGGGAAGAGGAAGAGGAGGAGGGTGAGGGGGAAGAGGA
GGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGGGAGGGGGAAGAGGASGAACGAKAAKGTWAAGGGGAGGAAC
AAGGGGAAGCARGCCCAGGGKCKGATCACTGTSAAACAACCTACASGGAYGCCCCATAAMCAGCCCCC
CSCCTTCCCTWCCCCTCGCGTGCGTACAGGCCTMGCCCTAGGCGGTCCTGTGCGGTCCTCGACTTTTT
GTTTCCCCCCCGTTAGGTTTGTTCCGCCRTTTGCTTGSCCTTCMACTMCCTTCCCSTATCYTCCCC

Erkennungsregion vor Mutationsregion : 92 - 110bp
Mutationsregion 111 - 127 bp
Erkennungsregion nach Mutationsregion (violett):128 - 137 bp

Die Mutationsregion konnte mit dem Forward Primer eindeutig identifiziert und mit

ausreichender Qualitat sequenziert werden.

Sanger-Sequenzierung der laborinternen Test-DNA Reverse-Ansatz
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NT AYu A"“G YT'“ ‘L'TC C.“"“T T’“'“ ICCTICT T’“T ’“Tu NT'“ ’“T’“ ’“Tu TTT T’“T T’“T "“"“T T’“’“ ccc T’“'“ TTT T’“"“ "“TT TCTICT CCT T’“’“ TCC T’“T CCT TCC TCT TCC TCT CCT TCC CCCTCT CCT TCCTCC
127|=ma =

7 L1}
CCTTCCCC

HSan oSN SEE aEE E=E ma e
CTIC ’“"“’“TT'“’“T TCTICC

c Trw'v CTC TCC TTC TTC CTC

TT C.“CC TT}{ CC.“C TTC CTC TTC TTC
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Abbildung 22: Qualitdtswerte der gesamten Sequenz der laborinternen Test-DNA (Reverse)

170 e 190 234 234 220 230 240

TT T._.._.._.TL......_.TT TTCCTCTCCCT|ICTCCTTCTTC TICTTCTITCCCCTTCCTCCTCTTCCCCCTCC

ol uuuuuuuuunnuuunuunnnunuuuuunuunuun

Abbildung 23: Elektropherogramm der laborinternen Test-DNA (Reverse) Erkennungsregion vor Mutationsregion
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CCT CCTIGTT MTTICGCCT CGC TCTRACTTAC CSTAGR CTCGTA|TT TEC AT CCGCTGT C RCGT CGG

A, e
Abbildung 24: Elektropherogramm der laborinternen Test-DNA (Reverse) Mutationsregion

Sequenz der Sanger-Sequenzierung zur Ubersicht:
CWTAYGACGYTCYTCCCTTCCTCCTCTTCTCTGWTCCTCCTGTTTTCTTCTCCTTCCCCCTCCTTTTC
CCTTTCTTCTCCTTCCTCCTCTCCTTCCTCTTCCTCTCCTTCCCCCTCTCCTTCCTCCCCTTCCCCTC
CCCTTCCCTTMCCCTTCCTCTTCTTCCTCCCCTTCTCCCTCCCCTTCTTCCTCTCCCTCTCCTTCTTC
CTCCCCTTCTTCTTCCCCTTCCTCCTCTTCCCCCTCCCCTTCTCCTTCCTCCTCTTCCCCCTCCCCTT
CTCCTTCCTCCCCTTCCCCTTCTCCTTCCTCTTCCCCCTCCCCTTCTYCTTCCTCCTCTTCCYCCTCC
YATTCTYCTTCCTCCTCTTCCYCCTCCYCTTCTYCATCCTCCYCTTCCYCTTCTCCTTCCTCCTCTTC
CYCCTCCYCTTCTCCTTCCTCTYCTTCCTCCTCCYCTTYCYCTTCTYCTTCCTCCTCTTCTCCCTCCC
CTTCTYCTTCCTCTTCTYCCTCCYCTTCTYCTTCCTCCTCTTCTMASTCCYCTTCTMCTTCCTCTTCT
YCCTCCCCTTCTMCTTCCTCCTCTTCCCCCTCWTCTTCTCCTTCCTCCCCCTTCTTCCTCCCCTTCTC
CTTCTTAAYCTTCTTCCTCCKCTTTCCCTTCTCCTTCCTCCTCTTCCACCCTSCCRWTTCCTCCTCTT
CCCCTCCCCATCCSTCRTSTTTCCYMCTCGCATTCCTCATCTTCCTCTTCCKTGTSTCCTTGACCTCC
TGTTMTTTCGCCTCGCTCTA TTTKCATCCGCTGTCACGTCGGTTTAATTAA
TCTGKCKCMTAGGGCGGGGTAKTACTRGMCTASCATTAAACAAATTCAAAGAAKAKAKCCSCGATGMA
SRCTAKGMRTCAGAAGTRGAGGGTCTACCTCRACTTAYAASAAAAATAGAAGAAAGAAGAGYGSRTST
MAGRACGMGTAGWAAAATAAAGTAGGAGGAGAT

Erkennungsregion vor Mutationsregion (grau hinterlegt): 195 - 212 bp
Von Erkennungsregion bis Mutationsregion: 556 bp
Mutationsregion : 768 - 785 bp

Die grolie Grole des Amplifikationsproduktes und die Limitationen der Sanger-Se-
qguenzierung haben zur Folge, dass zwar die Erkennungsregion vor der Mutation ein-
deutig identifiziert werden kann, die eigentliche Mutationsregion jedoch nicht korrekt
sequenziert werden konnte. Die Basenabfolge stimmt aufgrund der schlechten Quali-
tat der Signale und folglich des schwierigen Basecallings nicht mit der erwarteten Ba-
senabfolge (CCTTCTTCCTCCCCTT) dieses Bereichs Uberein. Die schlechten Quali-
tatswerte sind in Abbindung 22, als auch in Abbildung 24 ersichtlich, wahrend das
Elektropherogramm die Erkennungsregion vor der Mutation mit ausreichenden Quali-
tatswerten in Abbildung 23 darstellt.

Folglich wird fur alle weiteren Sanger-Sequenzierungen nur noch der Ansatz mit dem

Forward-Primer verfolgt, da diese Ergebnisse in ausreichender Qualitat liefern.

Seite 51 von 88



4.4.1.2 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der Probe OPH48-1

ENNENN R lll lll lll ll lllll llll [ [T 1] l lll llll lll [1]] llI lll llll l Illl lll Il
GRL TCE GO pu e -

127 4un ia

TGRAGC TAA.:AA uATAT CCC

Abbildung 25:Qualitédtswerte der gesamten Sequenz der Probe OPH48-1

120 130 140 150
[ ] BN e cx Bl cE s n e ca f S e s BN o n e B0 e ama

0 11

EEE S EmEEEEm
ralacr e acccoce e rcccc redek TR rcCcoo T T2 CLCCCEC ALAACGCILG AC ACCCRALC
\A|ACAG AGGGGAG ALGGGG AGGEGIG ALAGTAG ALGYG AGGGG ARG TAGAGGAGGGGALAGGRAG AGAGGG LG

Abblldung 26: E/ektropherogramm der Probe OPH48 1

Sequenz der Sanger-Sequenzierung zur Ubersicht:
GAATCGGCGTAAGGACGAAGTATTTTGAAAGAGCGGGGAAGGAGGAGAAAGGAGAGGAAGAAGGAGAC
CAAGGAGAGGGGGAAGAGGAGGAA GAAGTAGAGGGAGGGGAAGTAGAG
GAGGGGAAAGGAGAGAGGGAAGAGGAAGAGGAGGAGGGTGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGGGAGGGGGA
AGAGGAGGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGAAGGGAAAGGGGATGAAGCTGGGTAAGAACGAT
ATGCCCATTTCCTCCCCCCCCCTTCTCCCCCTTCCCCTCCCTCCTCG

Erkennungsregion vor Mutationsregion : 93 - 111bp
Mutationsregion : 112 bp
Erkennungsregion nach Mutationsregion (violett): 113 — 122 bp

Blat Search Results:

Das Ergebnis der Sequenzabfrage zeigt, dass die Sequenz auf dem X-Chromosom
(chrX) gefunden wurde. Die gefundene Ubereinstimmung beginnt bei Position
38286418 und endet bei Position 38286664. Die Ubereinstimmung hat eine Léange

von 247 Basenpaaren und ist zu 99,6 % identisch mit der abgefragten Sequenz.

Ausschnitt des Side by Side Alignment

00000071 gggggaagaggaggaaacag 00000104
<<<<<<&& [ EHTPEEEFEETEEEETEETEETETTETEETT <<cccess
38145867 gggggaagaggaggaaacagaggggagaggggag 38145834

00000105 gaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagagagggaagag 00000154

<<« [ TEPEHEEEEEEEEEEEEEEEEEEEECEEEEEEFEEEEEETTETTET T <<ccccc<
38145817 gggaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagagagggaagag 38145768

Die Frameshift-Mutation ¢.2420_2435del im RPGR-Gen konnte hemizygot in der
Probe OPH48-1 nachgewiesen werden. Das BLAT-Ergebnis zeigt, dass die sequen-

zierte Probe eine fast vollstandige Ubereinstimmung mit der Referenzsequenz auf
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dem X-Chromosom hat. Die Ausrichtung erfolgt auf dem Minus-Strang des Referenz-
genoms. Eine visuelle Uberpriifung im UCSC Genome Browser bestatigte, dass die

Sequenz die korrekte genomische Region abdeckt.

4.41.3 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der Probe OPH48-3

= === dl - -
G GGG ARG T}ia AGG aAa GGG

1|2 LIRIINIIR]] R L LT e LY T EETTY PR T e
CAG KTR GGS GTG AGY RGC CGC TTT WAR ARK AKC GGG ARG GAG GRK ARR GGL KRG GAR GAR GGA GRC CLR SGI GAG GGG GAR GAG GRG GRAR ACL GAG GGG AGA GGG
127|=m- mm_ mmm == mEml me_ m_m_m_ =l =

RLG TAG AGG AGG GGR ARG GRG ATR GGG ARG ACG RAG RCG ACG AGG GTG AGG GGG ARR GG AGG RAC GGG ACG GGG RAG RGG MGG ARG GGG ACG GGG RAG ARG ARR RAT GRC C'AC' TAA AGA TAR GC’A
253

120 130 140 150

GRAGTREGC RCGOGAGGGGAAGTAGAGG AGGGG AAAGG AGRATAGGGAL

Abblldung 28 E/ektropherogramm der Probe OPH48 3

Sequenz der Sanger-Sequenzierung zur Ubersicht:
CAGKTAGGSGTGAGYRGCCGCTTTWAAAAKAKCGGGAAGGAGGAKAAAGGAKAGGAAGAAGGAGACCA
ASGAGAGGGGGAAGAGGAGGAA GAAGTAGAGGGAGGGGAAGTAGAGGA
GGGGAAAGGAGATAGGGAAGACGAAGACGACGAGGGTGAGGGGGAARAGGAGGAACGGGACGGGGAAG
AGGAGGAAGGGGACGGGGAAGARGARRAATGACCACTAAAGATARGCARAATTTTATTAATCCACGTR
ACCCGCATTCACRATCTCCCTTCCTTTAATTTACTCATTTATATTTTCAATT

Erkennungsregion vor Mutationsregion :91-109 bp
Mutationsregion : 110 bp
Erkennungsregion nach Mutationsregion (violett): 111 — 120 bp

BLAT Search Results:

Das Ergebnis der Sequenzabfrage zeigt, dass die Sequenz auf dem X-Chromosom
(chrX) gefunden wurde Die gefundene Ubereinstimmung beginnt bei Position
38286446 und endet bei Position 38286655. Die Ubereinstimmung hat eine Lange
von 210 Basenpaaren und ist zu 96,4 % identisch mit der abgefragten Sequenz.

Ausschnitt des Side by Side Alignment

00000074 ggaggaa 00000098
<<<<&<&& [ EEEEEEEEETEETEEEETTETTT <<ccccss
38286605 ggaggaaacagaggggagaggggag 38286581

0000099 grgaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagatagggaagac 00000148

<& [EEEPEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE TEEFTETT <<cccccs
38286564 gggaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagagagggaagag 38286515
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Die Frameshift-Mutation ¢.2420_2435del im RPGR-Gen konnte hemizygot in der
Probe OPH48-3 nachgewiesen werden. Das BLAT-Ergebnis zeigt, dass die sequen-
zierte Probe eine hohe Ubereinstimmung von 96,4 % mit der Referenzsequenz auf
dem X-Chromosom aufweist. Diese Region umfasst die kritische Stelle des RPGR-
Gens, in der die Mutation vermutet wird, insbesondere zwischen den Positionen
38286563 und 38286579. Die Ausrichtung erfolgt auf dem Minus-Strang des Refe-
renzgenoms. Eine visuelle Uberpriifung im UCSC Genome Browser bestéatigte, dass

die Sequenz die korrekte genomische Region abdeckt.

4.4.1.4 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der Probe OPH48-4

1|E 1| L1} L1} = DN NEN Nua Bam DND ll | [ Il =00 mall BON oln cac unll aal D00 als
CRGRTA GAR GRR GRG RRR G G GG G

T L a
G AGG AGG GTG AGG GGG AA G GAG AAK GGA ARG GGG ATT TTT AAG
G TAG AXT GTG TTT TTT GAT ATT GTT TTT TTT TTT TTT TWT TTT TGC SMM CGT MCC TST CMC TTT TCS TSC RSG C5G GST

Abbildung 29: Qualitdtswerte der gesamten Sequenz der Probe OPH48-4

”7 130 140 150
IIIII-_II-____II--I II-___-II mEEEE A e cn NN e cm om =E W
ALGGGG R

C ICCEC D TI i cC LACCon
LACRG AGGGG AGAGGGG AG LAGTLG AG G

an
HEN sl cul N

LRAGRGG AGG L AAGTAGAGGAGGGGALLAGGRAG AG ARG G

Abb/ldung 30 E/ektropherogramm der Probe OPH48 4

Sequenz der Sanger-Sequenzierung zur Ubersicht:
CRGRTAGARGRRGRGAAAAGGAGGAAAGAGCGGGGAAGGAGGAGAAAGGAGTWGGAAGAAGGAGACCA
AGGAGAGGGGGAAGAGGAGGAA GAAGTAGAGGGAGGGGAAGTAGAGGA
GGGGAAAGGAGAGAGGGAAGAGGAAGAGGAGGAGGGTGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGGGAGGGGGAAG
AGGAGGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGAGAAKGGAAAGGGGATTTTTAAGGGGAAKAAGGAGAA
GGGGAGGTAGAATGTGTTTTTTGATATTGTTTTTTTTTTTTTTTWTTTTTGCSMMCGTMCCTSTCMCT
TTTCSTSCRSGCSGGST

Erkennungsregion vor Mutationsregion : 90 -109 bp
Mutationsregion : 110 bp
Erkennungsregion nach Mutationsregion (violett): 111-120bp

BLAT Search Results:

Die gefundene Ubereinstimmung auf dem X-Chromosom (chrX) beginnt bei Position
38286389 und endet bei Position 38286678. Die Ubereinstimmung ist 290 Basen-
paare lang und zu 97,1 % identisch mit der abgefragten Sequenz.
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Ausschnitt des Side by Side Alignment

00000054 ggagaccaaggagagggggaagaggaggaaacagaggggagaggggag 00000101

<<<<<&& LEHEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEETEETTEETTTT <<<<ec<<
38286628 ggagaccaaggagagggggaagaggaggaaacagaggggagaggggag 38286581

00000102 grgaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagagagggaagag 00000151

<< [ EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE PP EEEEETETTETTT <<cccccs
38286564 gggaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagagagggaagag 38286515

Die Frame-Shift-Mutation ¢.2420 2435del im RPGR-Gen konnte hemizygot in der
Probe OPH48-4 nachgewiesen werden. Das BLAT-Ergebnis zeigt, dass die sequen-
zierte Probe den relevanten Bereich auf dem X-Chromosom abdeckt, in dem die Mu-
tation vermutet wird. Die Identitat von 97,1 % und die Abdeckung von 290 Basenpaa-
ren bestatigen, dass die Sequenz den gewilnschten Abschnitt des Genoms mit nur

geringen Unterschieden zu den Referenzdaten umfasst.

Die Positionen der Ubereinstimmung (38286389 bis 38286678) schlieRen die be-
kannte Mutationsregion im RPGR-Gen (38286563 bis 38286579) ein. Die Analyse

wurde durch eine visuelle Uberprifung im UCSC Genome Browser bestatigt.

4.4.1.5 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der Probe OPH48-5

Co Lt mal Ll i Can ettt i i mmm B N ENE RS E=E . __ _ES m=s - AR
CAG GAG GAS RAR GGA GAT GAR GAR GGA SAC ARG GAG A GG ARG RGG AGG

BEE SRR CEREEN NN NN NEE NN EEE NEE EEE BN
GAG GAG GGT GCG GGG GCA 5CG GCS CAR ¥YGG GCC CC

Abbildung 32: Elektropherogramm der Probe OPH48-5

Sequenz der Sanger-Sequenzierung zur Ubersicht:
CCCATACTGGTATTGAGCGGCAAGAGCGCGCAGGAGGASAAAGGAGATGAAGAAGGASACAAGGAGAG
GGGGAAGAGGAGGA I GAAGTAGAGGGAGGGGAAGTCSAGGAGGGGACAG
GAGAGCGGGAAGAGGACGAGGAGGAGGGTGCGGGGGCASCGGCSCAAYGGGCCCCCACGCGGCCGAAS
GGGCTGGGCACCCCCCCYSGCCAAGGSAAACGGCWCCTATCWGGGWACCATTWCCGGGCCGCACCATC
YYTTTCCC

Erkennungsregion vor Mutationsregion :83-101bp
Mutationsregion : 102 bp
Erkennungsregion nach Mutationsregion (violett): 103 — 112 bp
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Die rote Markierung der Base A in der Sequenzubersicht der Sanger-Sequenzierung
der Probe OPHA48-5 ist auf eine Fehlmessung zurickzufuhren. Dieser Verdacht wird
durch Abbildung 32 des Elektropherogramms untermauert, in welcher ein starker
Peak (rot markiert) in blau (Cytosin) gemessen wurde, dieser jedoch nicht in die Ba-
senfolge mitaufgenommen wurde. Das Messartefakt, die Fehlmessung des Cytosins
ist ebenfalls in Side by Side Alignment erkennbar. Der Fehler ist aufgrund der Nach-
vollziehbarkeit und der Lage in der Erkennungsregion vor der Mutation vernachlas-

sigbar.

BLAT Search Results:

Das Ergebnis der Sequenzabfrage zeigt, dass die Sequenz auf dem X-Chromosom
(chrX) gefunden wurde. Die gefundene Ubereinstimmung beginnt bei Position
38286493 und endet bei Position 38286662. Die Ubereinstimmung hat eine Lange

von 170 Basenpaaren und ist zu 94,5 % identisch mit der abgefragten Sequenz.

Ausschnitt des Side by Side Alignment

0000058 caaggagagggggaagaggagga I 00000098

<< [LHTTPEEEEEEREEEEEEEEEEET TEEEEEETEETETTTT <<ccccc<
38286622 caaggagagggggaagaggaggaaacagaggggagaggggag 38286581

00000099 gaagtagagggaggggaagt 00000120
<<<<&&&& [TTTFEEEETETTETITETTT <<<ccce<
38286564 gggaagtagagggaggggaagt 38286543

Die Frame-Shift-Mutation ¢.2420 2435del im RPGR-Gen konnte hemizygot in der
Probe OPH48-5 nachgewiesen werden. Das BLAT-Ergebnis zeigt, dass die sequen-
zierte Probe eine Ubereinstimmung von 94,5 % mit der Referenzsequenz auf dem X-

Chromosom aufweist.

Der BLAT zeigt den relevanten Abschnitt des X-Chromosoms, der die vermutete Mu-
tationsstelle im RPGR-Gen umfasst. Eine visuelle Uberpriifung im UCSC Genome
Browser bestatigte, dass die Sequenz die interessierende Region des RPGR-Gens

abdeckt und die kritische Mutationsstelle enthalt.
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4.4.1.6 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der Probe OPH48-6

1{NNE NS NNN NON NOE DD NON DEE EEE 2ER Hlm B0a Bal OO0 DnB Enl D00 sl DRD ROD DOD & l
CGA 1'1' GGA GAG uA GAG GGT AGG ARA GAG CGG GGA AGG AGG AGR AAG GAG AGG ALG AAG GAG ACC

127(000 = Hu aHN nl NNN sl 0un 000 0ud aln 000 alin 00 [RLIR]] ‘m
BGT AGA GGA GGG GAR AGG AGA GAG GGA AGR GGA AGA GGA GGA GGG TGA GGG GGA AGA GGA GGA MGG GGA 666 ..mA Au}i .mA ..mA Aau GGA CG5 GBA C A .mA aA 265 AaA ATa GAA TGS GTA GGA

[LIRIIRLINTINLINTTN]]
LGG GGG BAG AGG AGG RRR CL

253
TTAATT TTT TTT C'TT TAT TGG GTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT

Abbildung 33: Qualitdtswerte der gesamten Sequenz der Probe OPH48-6

Abblldung 34 E/ektropherogramm der Probe OPH48 6

Sequenz der Sanger-Sequenzierung zur Ubersicht:
CGATTCGGAGAGGACGAGGGTAGGAAAGAGCGGGGAAGGAGGAGAAAGGAGAGGAAGAAGGAGACCAA

GGAGAGGGGGAAGAGGAGGAA GAAGTAGAGGGAGGGGAAGTAGAGGAG
GGGAAAGGAGAGAGGGAAGAGGAAGAGGAGGAGGGTGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGGGAGGGGGAAGA
GGAGGAAGGGGACGGGGACCAGGACGAAGGAGAATGGAATGGGTAGGATTAATTTTTTTTCTTTATTG
GGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITTT

Erkennungsregion vor Mutationsregion :90-108 bp

Mutationsregion : 109 bp

Erkennungsregion nach Mutationsregion (violett):110 — 119 bp

BLAT Search Results:

Das Ergebnis der Sequenzabfrage zeigt, dass die Sequenz auf dem X-Chromosom
(chrX) gefunden wurde. Die gefundene Ubereinstimmung beginnt bei Position
38286429 und endet bei Position 38286679. Die Ubereinstimmung hat eine Léange

von 251 Basenpaaren und ist zu 97,4 % identisch mit der abgefragten Sequenz.

Ausschnitt des Side by Side Alignment

0000072 gagggggaagaggaggaa 00000107
<<<<&<<& [ LPPEEEEPEEPEEEEEEETEEREETETTITTT <<c<ccc<
38286616 gagggggaagaggaggaaacagaggggagaggggag 38286581

00000108 gaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagagagggaagag 00000157

<<« [ TEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEETTEPEETETTT T <<<cccc
38286564 gggaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagagagggaagag 38286515
38286464 ggaaggggagggggaagaggaggaaggagaagggaa 38286429

Die Frame-Shift-Mutation ¢.2420 2435del im RPGR-Gen konnte hemizygot in der
Probe OPH48-6 nachgewiesen werden. Das BLAT-Ergebnis zeigt, dass die sequen-
zierte Probe eine hohe Ubereinstimmung von 97,4 % mit der Referenzsequenz auf

dem X-Chromosom aufweist. Die Ubereinstimmung erstreckt sich tiber 251 Basen-
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paare und liegt zwischen den Positionen 38286429 und 38286679 auf dem X-Chro-
mosom. Diese Region umfasst die kritische Stelle des RPGR-Gens, wo die Mutation
vermutet wird, insbesondere zwischen den Positionen 38286563 und 38286579. Die
Ausrichtung erfolgt auf dem Minus-Strang des Referenzgenoms. Dies wurde eben-

falls durch eine visuelle Uberpriifung im UCSC Genome Browser bestatigt.

4.4.1.7 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der Probe OPH48-8
Aufgrund der schlechten Qualitat vorangegangener Sequenzierungen der Probe
OPH48-8, die auf lagerungs- und transportbedingte Schadigungen der extrahierten
DNA zurtckgefuhrt werden kann, wurde der alternative Sequenzieransatz mit erhéh-
ter DNA-Menge gewahlt, um valide Ergebnisse zu erzielen. (Material und Methoden
Abschnitt 3.6.1 Tabelle 7).

1|2 _Haimmnll alis A0 alln SINLIRTINIP T RTTRS TR IINIT IR RIS [ RPTH R | [N IR | DS R | | ]
TRR TAG RGR ACR m’é m’-\}-\ m’-\u TTA F”'A .L’-iu Au C GGG GRR GGR GGR GRR Auu Am’-\ GGR AGL AGG Au}) Bhuu AuA GGG GGR RGR GGR GGR RAC Am'ii GGG u})u Buu GGR GGR RAR RER GRR GGR RGG

FIL B L 1LY )] = oal
GRA RET RRR GGG GGG RRA uuT qAR Rua GGG aAA Aaa RAA aAq qu ..mT uuA quA qAA uAA G& GGG qAA AuA RRA un RA.:

LLERLL = llal_= -i= D NEE NN ERE NN BEN NEE ENE GEN NRE NER REE REREEE
GRR RRG uuR Am’-& uAA uu}-\m}-\uu uRRM-&B M-)u BuA [’.Ru TRA uuﬂmﬁuu um’-\ wAmmms GRR TGC GCRAGC CCCGGCACGYTTATT TTT ITT TTT TTT TTT TIT ITI TIC CTIT CCT CIC

*l 1T e TR con cTT T
Abbildung 35: Qualitdtswerte der gesamten Sequenz der Probe OPH48-8 (2ul DNA)

g0 100 110
EEE sm e il e BN caEE N =n N
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ARG AGGRAGG RARLCRAGAGGEGGE ARG RGG G

120 130 140 150
Bl == Em _EEE o o 1] - ’
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qh ! | .
A 'I““ k X -.*'ur.nﬂ i A iy Y T Y

Abbildung 36 :Elektropherogramm der Probe OPH48-8 (2ul DNA)

Sequenz der Sanger-Sequenzierung zur Ubersicht:
TAATAGAGRACAGACGAAGAGTTAKGAAAGAGCGGGGAAGGAGGAGAAAGGAGAGGAAGAAGGAGACC
AAGGAGAGGGGGAAGAGGAGGAA RRAARKAGRRGGRRGGGRARKTRRRG
GGGGGRRAGGTGARRGGGGGGAAAGGRAAGAGGGRGGTGGAGGAGAAGAAGGGTGAGGGGGAGGAGAA
GGAGRGGAAGGGGGRGGAGRAGAAAGGGAAGGGGAAAGARRAGGRRAGGAAAAGGGRAGAGAAGGAAA
AAGGGRRAAAAAGAGAKRGTRAGGAAAAAGGGWAGGAAAAAAAAAGGAATGCGCAAGCCCCGGCACGY
TTATTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTTCCTTCCTCTCTTTTTCTTCTCRCCCCTTT

Erkennungsregion vor Mutationsregion 196 — 110 bp
Heterozygotie Mutationsbereich (pink): 111 — 137 bp

Tabelle 13: Allelgegentiberstellung OPH48-8

Sequenz mit Deletion GAAGTAGAGGGAGGGGAAGTAGAGGA
Sequenz ohne Deletion GAAGTAGAGG
Gegeniiberstellung AARAGRRGGRRGGGRA G
Sequenz von OPH48-8 AARIAGRRGGRRGGGRARKT GG

Seite 58 von 88



Gelb hinterlegte Nukleotide in Tabelle 13 kennzeichnen nicht passende Basecalls.
Diese kdnnen auf die vereinzelt geringe Signalstarke bzw. die schwierige Messung
bei 2 gleichzeitigen unterschiedlichen Messsignalen zurtickgefuihrt werden. Tabelle
13 zeigt die erwarteten Basecalls bei heterozygoten Tragerinnen der Variante und

stellt diese den sequenzierten Basen gegenuber.

Tabelle 14: IUPAC-Nomenklatursystem flir nukleotidische Mehrdeutigkeit

IUPAC-Nomenklatursystem fiir nukleotidische Mehrdeutigkeit
Buchstabe Nukleotide
A oder G (Purine)

Y C oder T (Pyrimidine)
S G oder C
W AoderT

GoderT
M Aoder C
B C, G oder T (nicht A)
D A, G oder T (nicht C)
H A, C oder T (nicht G)
\ A, C oder G (nicht T
N A, C, G, T (jedes Nukleotid)

BLAT Search Results:

Das Ergebnis der Sequenzabfrage zeigt, dass die Sequenz auf dem X-Chromosom
(chrX) gefunden wurde. Die gefundene Ubereinstimmung beginnt bei Position
38286577 und endet bei Position 38286664. Die Ubereinstimmung hat eine Léange

von 88 Basenpaaren und ist zu 100,0 % identisch mit der abgefragten Sequenz.

Ausschnitt des Side by Side Alignment
00000074 gggggaagaggaggaa aaa 00000111

<< [ THEPHETEETEEEEEEETEEEEETETTETEETTETT <<c<cc<<
38286614 gggggaagaggaggaaacagaggggagaggggaggaaa 38286577

Das BLAT-Ergebnis zeigt, dass die sequenzierte Probe eine vollstandige Uberein-

stimmung von 100,0 % mit der Referenzsequenz auf dem X-Chromosom aufweist.

Der Bereich deckt den relevanten Abschnitt des X-Chromosoms ab, der die vermu-
tete Mutationsstelle im RPGR-Gen umfasst. Eine visuelle Uberpriifung im UCSC Ge-
nome Browser bestatigte, dass die Sequenz die interessierende Region des RPGR-
Gens abdeckt und die kritische Mutationsstelle enthalt.
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Da nur 2 gelb markierte nicht erwartete Basen (Tabelle 13) auf die schwierige Mes-
sung bei 2 gleichzeitigen unterschiedlichen Messsignalen zurtickgefliihrt werden koén-
nen und somit vernachlassigbar sind, sowie die anderen Basen der Sequenzierung
den Erwartungen entsprechen, kann die Frameshift-Mutation ¢.2420_2435del im
RPGR-Gen in der Probe OPH48-8 als heterozygot nachgewiesen angesehen wer-

den.

4.4.1.8 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der Probe OPH48-9

----- (NN ll [ LINLIRLINIINTIRIIRLINT l N LIRTTRIINIIRIIRIINII] lll uBN ul0 00 D0E nud 000 DO0 NO0 -0 lll ll

T AT CC GGL GAR GGA ua}% AaT GCR GGA AN GGA G GG BGA MGG RGR CCL AGG AGA GGG GGA AGR
127 000 HEN am am n uln mnn B0 BN0 Ball anm cEm aln L1 SEEE NN IR LIRTIN]L]
GGA BGT AGL GG & GER AGT LG LR AGG AGR GAG GGR AGR GGL RGA GGR GGR GGG TaA GGG GERAGL ..mA GGL GG GGR GGG GG AGA GEC CGL AGE GGR GGG GEAAC G

253

21 GGA ATG GCG CCG TTT ACC G6C TTG ACC CCC CCC CIC CAC

Abbildung 37: Qualitdtswerte der gesamten Sequenz der Probe OPH48-9

Abbildung 38: Elektropherogramm der Probe OPH48-9

Sequenz der Sanger-Sequenzierung zur Ubersicht:
TGATCCGGAGAAGGAGGAAGTGCAGGAAAGAGCGGGGAAGGAGGAGAAAGGAGAGGAAGAAGGAGACC
AAGGAGAGGGGGAAGAGGAGGAA GAAGTAGAG
GGAGGGGAAGTAGAGGAGGGGAAAGGAGAGAGGGAAGAGGAAGAGGAGGAGGGTGAGGGGGAAGAGGA
GGAAGGGGAGGGGGAAGAGGCCGAAGGGGAGGGGGAACTTATTTCGAGAAGGGAATGGCGCCGTTTAC
CGGCTTGACCCCCCCCCTCCAC

Erkennungsregion vor Mutationsregion 192 -110 bp
Mutationsregion : 111 -127 bp
Erkennungsregion nach Mutationsregion (violett): 128 — 137 bp

BLAT Search Results

Das Ergebnis der Sequenzabfrage zeigt, dass die Sequenz auf dem X-Chromosom
(chrX) gefunden wurde. Die gefundene Ubereinstimmung beginnt bei Position
38286429 und endet bei Position 38286691. Die Ubereinstimmung hat eine Lange

von 263 Basenpaaren und ist zu 98,4 % identisch mit der abgefragten Sequenz.
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Ausschnitt des Side by Side Alignment
00000074 gagggggaagaggaggaa 00000123

<<<<<&& LLHEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEERTEETTEETTTIE < <<
38286616 gagggggaagaggaggaaacagaggggagaggggaggaaaaagaggaggsg 38286567

00000124 gaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagagagggaag 00000173

<< [EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE PP EEEEETETTETT T <<<<cccs
38286566 aggggaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagagagggaag 38286517

Die Frame-Shift-Mutation ¢.2420_2435del im RPGR-Gen konnte in der Probe
OPH48-9 nicht nachgewiesen werden, da die bei der Mutation deletierte Sequenz
(orange) homozygot vorhanden ist. Das BLAT-Ergebnis zeigt, dass die sequenzierte
Probe eine hohe Ubereinstimmung von 98,4 % mit der Referenzsequenz auf dem X-
Chromosom aufweist. Die Positionen der Ubereinstimmung decken den relevanten
Abschnitt des X-Chromosoms ab, in dem die Mutation im RPGR-Gen vermutet wird.
Eine visuelle Uberpriifung im UCSC Genome Browser bestatigt, dass die Sequenz

den interessierenden Bereich abdeckt und die vermutete Mutationsstelle umfasst.

4.4.1.9 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der Probe OPH48-10

pILLLE L1} L L] ——m o _Namml B0 Bas B0a B0n 00 one BED BOE alE = = Sum DN NN o U0w DNN B u__ UEN Oul o008 Sul DON 00n nus Bon B0N
ARG GWR SGA GGM SCR GMC GAA RAG GAG GRRL AaA GCG r‘..m AAG GAG GAG AAR GGA GAG GRAA GRA GGA aA AA ..mA GAG GGG GAR GAG GAG GAR RCA aAa GG AGA GGG GAG GRR ARA GAG GAG GGA
127|000 Nl sl aon Sun a00 Bal onn aon Ban BN o mom B0 snn cne Bnn con Bon B0n 600 Bom SO0 OO0 ane Son Dnl o008 Gun OO0 OO0 ana
GGG GRR GTR GAG GGA GGG GRA GTA GAG GRG GGG LAL GGA GAG BGG GRR GBG GRR GAG GRG GRG GGT GA GRR GAG GLG GRL GG
253| =M= cm M mme =EE e mmm o= == mme mmml Do amooolael Lol
GGR GRR GGG RAR GGG GAG GRA GRR GGG GAR GRA 5GC CAC GEG GAG GAR GYA GTG GAC GCC

mnn alln maa BoE Sam an
G GGG .:AA .:AF.JA.J .JBA

G CCY CTT CCCCAG CMC C

Abbildung 39: Qualitdtswerte der gesamten Sequenz der Probe OPH48-10
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Abbildung 40: Elektropherogramm der Probe OPH48-10

Sequenz der Sanger-Sequenzierung zur Ubersicht:
ARGGWRSGAGGMSCRGMCGAAAAGGAGGAAAGAGCGGGGAAGGAGGAGAAAGGAGAGGAAGAAGGAGA
CCAAGGAGAGGGGGAAGAGGAGGAA GAAGTAG
AGGGAGGGGAAGTAGAGGAGGGGAAAGGAGAGAGGGAAGAGGAAGAGGAGGAGGGTGAGGGGGAAGAG
GAGGAAGGGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGGGGAGGGGGAAGAKGAGGAAGGAGAAGGGAAAGGGGAGGA
AGAAGGGGAAGAASGCCACGGGGAGGAAGYAGTGGACGCCCCCCCCCCGLoYCTTCCCCcAGeMccccc
CCCCTCTCCCCCCTCTCCCCCC

Erkennungsregion vor Mutationsregion 194 - 112 bp
Mutationsregion :13-129 bp
Erkennungsregion nach Mutationsregion (violett): 130 - 139 bp
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BLAT Search Results:

Das Ergebnis der Sequenzabfrage zeigt, dass die Sequenz auf dem X-Chromosom
(chrX) gefunden wurde. Die gefundene Ubereinstimmung beginnt bei Position
38286390 und endet bei Position 38286672. Die Ubereinstimmung hat eine Lange

von 283 Basenpaaren und ist zu 99,7 % identisch mit der abgefragten Sequenz.

Ausschnitt des Side by Side Alignment

0000062 caaggagagggggaagaggaggaa 00000111

<< [LTEEHEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE TR EEEEETETTETTT <<<<cccs
38286622 caaggagagggggaagaggaggaaacagaggggagaggggaggaaaaaga 38286573

00000112 gaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagaga 00000161

<< [ TEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEREEEEETEPEETETTTT <<<<ccc<
38286572 ggagggaggggaagtagagggaggggaagtagaggaggggaaaggagaga 38286523

Auch in Probe OPH48-10 konnte die Frame-Shift-Mutation ¢.2420_2435del im
RPGR-Gen nicht nachgewiesen werden, da die bei der Mutation deletierte Sequenz
(orange) homozygot vorhanden ist. Das BLAT-Ergebnis bestatigt, dass die sequen-
Zierte Probe den relevanten Bereich des X-Chromosoms abdeckt, in dem die Muta-
tion vermutet wird. Die hohe Identitat von 99,7 % und die Abdeckung von 283 Basen-
paaren zeigen, dass die Sequenz fast vollstandig mit der Referenzsequenz uberein-
stimmt und den gewiinschten Abschnitt des Genoms umfasst. Die Ubereinstimmung

wurde durch eine visuelle Uberprifung im UCSC Genome Browser bestatigt.

4.4.1.10 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung der Probe OPH48-11
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127|=

[ 19 1] _mm
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253 =
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Abbildung 41: Qualltatswerte der gesamten Sequenz der Probe OPH48-11
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Sequenz der Sanger-Sequenzierung zur Ubersicht:
ATTCCRRRTAAGGCGAAGAGAGGAAAGAGCGGGGAAGGAGGAGAAAGGAGAGGAAGAAGGAGACCAAG
GAGAGGGGGAAGAGGAGGAA RRAARTAGGRGGRRGGGRAATTRRAGGGG
GGAAARGTSAAAGAGGRGAAGAGAAAGAGGARGGTGGAGGGGGASAAGGGTSAGGGGAAAGGGAAGSA
GCCCCAGGGGSSGCGGACCCACCGGCCGGGGCCCGAGTACTCCCCCAAACTCTGTCCCCACCcceccT
CCGCSCTCTTTTGTCTTTTTTTTTITTITTITTTITTTTTTGTTCCCCTCCCCCCCCCCGCCRLCLCLCCCCCCC
CCCTTTCCCCCCCCCTCSTSTIWTS

Erkennungsregion vor Mutationsregion : 89 -107 bp
Heterozygotie Mutationsbereich (pink): 108 — 134 bp

Tabelle 15: Allelgegentiberstellung OPH48-11

Allel mit Indel GAAGTAGAGGGAGGGGAAGTAGAGGA

Allel ohne Indel GAAGTAGAGG
Gegeniiberstellung AAR/AGRRGGRRGGGRA G

Sequenz von OPH8-11: AARTAGGRGGRRGGGRAATTRRAGG

Gelb hinterlegte Nukleotide in Tabelle 15 kennzeichnen nicht passende Basecalls.
Diese kdnnen auf die vereinzelt geringe Signalstarke bzw. die schwierige Messung
bei 2 gleichzeitigen unterschiedlichen Messignalen zurlickgeflhrt werden. Tabelle 15
zeigt die erwarteten Basecalls bei heterozygoten Tragerinnen der Variante und stellt

diese den sequenzierten Basen gegenuber.

Tabelle 16: IUPAC-Nomenklatursystem fiir nukleotidische Mehrdeutigkeit.

IUPAC-Nomenklatursystem fiir nukleotidische Mehrdeutigkeit
Buchstabe Nukleotide
A oder G (Purine)
C oder T (Pyrimidine)
G oder C
AoderT
GoderT
Aoder C
C, G oder T (nicht A)
A, G oder T (nicht C)
A, C oder T (nicht G)
A, C oder G (nicht T
A, C, G, T (jedes Nukleotid)

ZI<|T|O|mIZ|~|=|n|<

BLAT Search Results:
Das Ergebnis der Sequenzabfrage zeigt, dass die Sequenz auf dem X-Chromosom
(chrX) gefunden wurde. Die Ubereinstimmung hat eine Léange von 90 Basenpaaren

und ist zu 100,0 % identisch mit der abgefragten Sequenz.
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Ausschnitt des Side by Side Alignment
0000V0P17 gaggaaagagcggggaaggaggagaaaggagaggaagaaggagaccaagg 00000066

<& LLHEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEERTEETTEETTTIT <<cc<css
38286667 gaggaaagagcggggaaggaggagaaaggagaggaagaaggagaccaagg 38286618

0000067 agagggggaagaggaggaa aa 00000106

<<<<&<&& [ EEPEEEEEEPEEEEEEEREETEEREEEEETETTETTET <<<cccc<
38286617 agagggggaagaggaggaaacagaggggagaggggaggaa 38286578

Da die gelb markierten nicht erwarteten Basen (Tabelle 15) auf die schwierige Mes-
sung bei 2 gleichzeitigen unterschiedlichen Messignalen zurickgefuhrt werden kon-
nen und die gecallten Basen in allen Fallen zu mindestens einem der beiden vermu-
teten Allele passen, sind diese Fehlmessungen vernachlassigbar. Vor allem, da die

anderen Basen der Sequenzierung den Erwartungen entsprechen, kann die Frame-
Shift-Mutation ¢.2420 2435del im RPGR-Gen in der Probe OPH48-11 als heterozy-

got bestatigt angesehen werden.

Das BLAT-Ergebnis zeigt, dass die sequenzierte Probe eine vollstandige Uberein-
stimmung von 100,0 % mit der Referenzsequenz auf dem X-Chromosom aufweist.
Die Ubereinstimmung erstreckt sich iber 90 Basenpaare und liegt zwischen den Po-
sitionen 38286578 und 38286667 auf dem X-Chromosom. Diese Region umfasst die
kritische Stelle des RPGR-Gens, in der die Mutation vermutet wird, insbesondere
zwischen den Positionen 38286563 und 38286579. Die Ausrichtung erfolgt auf dem

Minus-Strang des Referenzgenoms.

Eine visuelle Uberpriifung im UCSC Genome Browser bestatigt, dass die Sequenz
die interessierende Region prazise abdeckt und die vermutete Mutationsstelle ent-
halt.
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4.5 Pathophysiologische Relevanz von Exon 15 (RPGR)

4.5.1 Konservierung von Exon 15 (RPGR)

Um den Einfluss einer Mutation im 15 Exon des RPGR-Gens abschatzen zu konnen,
wurde mittels Genome-Browser von UCSC die Konservierung dieser Region analy-

siert.

UCSC Get nmeBDwser n Human (GRCh38/hg38)
< 201 15¢ | 3x | 10x base |zoom out [15x | 3x | 10x

move <
i-region  chrX 38283 107-38.299 106 16,000 bp. ange, s [ P 8¢ exan| | g0 | Exampies

" diianes, Al o AT
M -Il!!IIII II!I \!ll! I! I

Abbildung 43: Ausschnitt aus UCSC Genome Browser; Konservierung der Exone: Exon 15 (1), Exon 14 (2), Exon
13 (3), Exon 12 (4) des RPGR-Gens in unterschiedlichen Spezies

Abbildung 43 zeigt die evolutionare Konservierung der Exons des RPGR-Gens uber
verschiedene Spezies hinweg, visualisiert durch die Hohe der Balken, die den Grad
der Konservierung an jeder Position reprasentiert. Auffallig ist die vergleichsweise ge-
ringe Konservierung in der Region um Exon 15 (Abbildung 43), in der die identifi-
zierte Frameshift-Mutation p.Glu807Glyfs*3 lokalisiert ist. Im Gegensatz dazu weisen
andere Exons, insbesondere 12, 13 und 14, eine hohe Konservierung auf, was auf

eine hohe funktionelle Bedeutung dieser Bereiche hindeutet.

Interessanterweise ist die geringe Konservierung in der Region um Exon 15 nicht auf
den Menschen beschrankt, sondern erstreckt sich auch Uber weitere Primaten wie
Schimpansen, Orang-Utans und Gorillas. Besonders der Bereich der Mutationsstelle
NM_001034853.2:¢.2420 _2435del ist bei allen drei Primaten, wie beim Menschen,
wenig konserviert. Diese Beobachtung legt nahe, dass Veranderungen in diesem
spezifischen Bereich des Proteins mdglicherweise evolutionar tolerierbarer sind als in

anderen, starker konservierten Regionen.

4.5.2 Genexpression der Exons von RPGR in verschiedenen
Gewebetypen

Um die eventuellen Auswirkungen einer der Frameshift-Mutation im Transkript

NM_001034853.2 im wenig konservierten 15ten Exon besser einschatzen zu kon-

nen, wurde versucht, die Genexpressionsniveaus des RPGR (Retinitis Pigmentosa
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GTPase Regulator) Gen-Transkripts in verschiedenen menschlichen Geweben, zu
analysieren. Das RPGR-Gen bzw. einige seiner Isoformen sind entscheidend flr die
Funktion und den Erhalt der Photorezeptorzellen in der Netzhaut, und seine Mutatio-

nen sind eine haufige Ursache fur X-chromosomale Retinitis pigmentosa. (13)

Bulk tissue gene expression for RPGR (ENSG00000156313.12)
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Abbildung 44: Genexpression im Gewebe von RPGR (ENSG00000156313.12)

Datenverarbeitung und Normalisierung: Die Expressionswerte sind in TPM (Transcripts Per Million) angegeben,
berechnet anhand eines Genmodells, bei dem die Isoformen zu einem einzigen Gen zusammengefasst wurden.
Es wurden keine weiteren Normalisierungsschritte durchgefiihrt. Box-Plots werden als Median und 25. und 75.
Perzentile dargestellt; Punkte werden als Ausreiller angezeigt, wenn sie (ber oder unter dem 1,5-fachen des In-
terquartilsbereichs liegen. Die Daten, welche fiir die in dieser Arbeit beschriebenen Analysen verwendet wurden,
stammen aus dem GTEXx-Portal vom10/06/2024 dbGaP-Zugangsnummer phs000424.v8.p2.

Abbildung 44 zeigt die Expressionsniveaus des RPGR-Gens in verschiedenen
menschlichen Geweben. Die Daten stammen aus der GTEx-Datenbank, die umfas-

sende Expressionsprofile in mehreren Gewebetypen bietet.

Die Genexpressionsanalyse zeigt, dass die héchste Expression des RPGR-Gens in
der Hypophyse, im Nerv Tibia, im subkutanen Fettgewebe, im Eileiter, in der Lunge
und im Brustgewebe zu finden ist. Dies deutet darauf hin, dass RPGR mdglicher-
weise eine Rolle in der Regulation hormoneller Funktionen, im peripheren Nerven-
system, in der Fettgewebefunktion, im Energiestoffwechsel, im Fortpflanzungssys-
tem, in den Atemwegen und maoglicherweise in der Entwicklung und Funktion des
Brustgewebes spielen kdnnte. Eine ebenfalls etwas hohere Expression wurde in Ge-
hirnregionen wie der Kleinhirnhemisphare und dem Kleinhirn beobachtet, was auf
eine mogliche Rolle von RPGR in bestimmten neuronalen Funktionen hinweist. Die
geringste Expression wurde in Teilen des Gehirns (anteriorer cingularer Cortex
(BA24)), im Herz (linker Ventrikel), im Vollblut und in der Leber festgestellt, was da-

rauf schlieRen Iasst, dass RPGR in diesen Geweben weniger aktiv ist. Spezifische
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Daten zu Sehnerven bzw. dem Auge standen in der GTEx-Datenbank nicht zur Verfu-

gung.

4.5.3 Exon-spezifische Expression des RPGR-Gens in verschiedenen
menschlichen Gewebetypen

Exon Expression of RPGR: ENSG00000156313.12 retinitis pigmentosa GTPase regulator [Source:HGNC Symbol;Aco:HGNC:10295]
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Abbildung 45: Exon Expression inklusive Gewebetypen und Isoformen von RPGR.

Die Daten, welche fiir die in dieser Arbeit beschriebenen Analysen verwendet wurden, stammen aus dem GTEx-
Portal vom10/06/2024 dbGaP-Zugangsnummer phs000424.v8.p2.

Abbildung 45 zeigt die Expression der einzelnen Exons des RPGR-Gens und ihre
Expressionsstarke in verschiedenen Geweben. Die Heatmap visualisiert die Intensi-
tat der Exon Expression, wobei hellere Farben eine geringere und dunklere Farben
eine hdhere Expression anzeigen. Jede Zelle bzw. dessen individuelle Blaufarbung
reprasentiert den Median des Exon Read Count pro Base des RPGR-Gens. Jede
Spalte reprasentiert ein Exon und jede Zeile ein spezifisches Gewebe, in welchem

die Expression gemessen wurde.
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Die vertikalen Dendrogramme gruppieren die verschiedenen Gewebe basierend auf
ahnlichen Expressionsmustern. Dies hilft, Muster und Ahnlichkeiten in der Exon-Ex-

pression zu identifizieren.

Das Gen-Modell im unteren Teil der Abbildung 45 zeigt schematisch die Grolie der
einzelnen Exons sowie die Lage der Junctions eines Transkripts. Darunter sind wei-
tere schematische Darstellungen von Exon- und Intron-Regionen einiger unterschied-

licher Isoformen des RPGR-Gens dargestellt.

Wie in Abbildung 45 ersichtlich ist, weist Exon 15 durchgehend uber alle Gewebear-
ten eine geringe Expressivitat auf. Dies deutet darauf hin, dass eine Mutation in die-
sem Bereich vermutlich geringere pathophysiologische Auswirkungen hatte als in an-
deren Bereichen, wie beispielsweise Exon 17. Da in der GTEx-Datenbank und folg-
lich auch in dieser Grafik keine spezifischen Daten fur die Expression der unter-
schiedlichen Exons in Sehnerven, dem Auge bzw. am Sehen beteiligten Organen
vorhanden sind, kann nicht direkt auf die Auswirkungen der Mutation des RPGR-
Gens NM_001034853.2 p.Glu807Glyfs*3 in diesen Gewebetypen geschlossen wer-
den. Allerdings zeigt diese Analyse dennoch, dass Exon 15 eine hohere Expression
in allen getesteten Gewebetypen aufweist als Exon 16 oder Exon 11, wenn auch auf

geringem Niveau.

4.6 Aktualisierter Stammbaum

/\’tec.aT -

Abbildung 46: Aktualisierter Stammbaum Familie OPH48 nach Sanger-Sequenzierung. (erstellt mit CeGaT)

Aufgrund der Ergebnisse der Sanger-Sequenzierungen der Familie OPH48 wurde
der Stammbaum (Abbildung 46) aktualisiert. Die Probanden V.5 (OPH48-8) und III.3

(OPH48-11), welche heterozygote Tragerinnen der Genvariante sind, wurden als
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Konduktorinnen markiert. Keine symbolbetreffende Anderung beim Stammbaum er-
folgte bei den Probanden IV.6 (OPH48-1), IV.9 (OPH48-2), IV.10 (OPH48-3), IV.13
(OPH48-4), sowie VI.7 (OPH48-5) und VI.13 (OPH48-6), die zwar hemizygot als Vari-
antentrager bestatigt werden konnten, jedoch schon zuvor durch ihren Phanotyp als
wahrscheinliche Variantentrager markiert wurden. Die Bestatigung der hemizygoten
Tragerschaft wurde jedoch im Stammbaum unter der Probennummer erganzt. Glei-
ches trifft auf die Probandin IV.2 (OPH48-10) und den Probanden IV.7 (OPH48-9) zu,
welche beide eine Wildtypsequenz an der Stelle ¢.2420_2435del (p.Glu807Glyfs*3)
des RPGR-Gens aufwiesen.

Die Segregation der Variante NM_001034853.2 p.Glu807Glyfs*3 des RPGR-Gens

stimmt mit dem Verdacht einer X-chromosomal rezessiven Vererbung Uberein.

5 Diskussion

5.1 Phanotyp-Genotyp Korrelation

In der genetischen Analyse der Familie OPH48, welche mit der Erkrankung progres-
sive Retinal degeneration It. Stammbaum phanotypisch assoziiert wurde, konnte die
Variante NM_001034853.2 p.Glu807Glyfs*3 im RPGR-Gen nachgewiesen werden.
Diese Variante wurde bereits mit Retinopathia pigmentosa assoziiert und fuhrt somit
hdchstwahrscheinlich zu einer schrittweisen Verschlechterung des Sehens, begin-

nend mit Nachtblindheit und dem Verlust des peripheren Sehens. (12)

Obwohl die identifizierte Variante eine plausible Ursache flr die beobachtete Au-
generkrankung darstellt, ist es dennoch moglich, dass aufgrund der ungenauen pha-
notypischen Beschreibung der betroffenen Familienmitglieder das Risiko einer fal-
schen Genotyp-Phanotyp-Korrelation besteht. Eine genaue und umfassende Phano-
typisierung der Familienmitglieder ist entscheidend, um sicherzustellen, dass die ge-
netische Variante tatsachlich die beobachtete Erkrankung verursacht und keine an-

deren genetischen oder umweltbedingten Faktoren involviert sind.

Daher ware eine detailliertere klinische Untersuchung und Beschreibung des Phano-
typs der betroffenen Familienmitglieder notwendig, um die Diagnose Retinopathia

pigmentosa zu bestatigen und mogliche Fehldiagnosen zu vermeiden. Trotz der geo-
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grafischen schwierigen Erreichbarkeit der Familie in Pakistan, ware eine Zusammen-
arbeit mit Augenarzten vor Ort und gegebenenfalls die Durchfihrung weiterer funktio-
neller Tests zur besseren phanotypischen Beschreibung erstrebenswert. Dies konnte
dabei helfen, die genaue Ursache der Erkrankung mit gro3erer Sicherheit zu bestim-

men und eine prazisere Genotyp-Phanotyp-Korrelation zu ermoglichen.

5.2 Probenqualitat

Die teilweise schlechte Qualitat der DNA, welche auf suboptimale Transport- & Lage-
rungsbedingungen zuruckzufihren sind, erschwerten die molekulargenetischen Ana-
lysen. Durch alternative Ansatze mit erhdhtem DNA-Einsatz konnten valide Ergeb-
nisse erreicht werden, fur zuklnftige Analysen sollte dennoch eine kirzere Transport-
dauer und eine bessere Kuhlung des Probenmaterials angestrebt werden, um die

Untersuchungen zu erleichtern.

5.3 Primerdesign

Auch wenn die designten Primer fur die durchgeflhrten Analysen ausreichend wa-
ren, sollte fur weitere Analysen in anderen Familien in Betracht gezogen werden,
neue Primer zu generieren. Die grol3e ProduktgroRe des Amplifikationsproduktes,
welche auf die vielen repetitiven Sequenzen des Exon 15 des RPGR-Gens zurlickzu-
fuhren sind, erschwerten die Reverse-Sequenzierung mit Sanger. Die Primer konnten
nicht aulerhalb des Exons gesetzt werden, da das Exon 15 des RPGR-Gens ~ 1706
BP grof} ist. Eine mogliche Alternative ware die Aufteilung der Sequenz in mehrere
PCR-Produkte, welche sich Uberlappen, um einen Abschnitt dieser GroRRe trotz der

Limitationen der Sanger-Sequenzierung untersuchen zu kdnnen.

Auch der vorhandene common SNP rs111787313 im Zentrum des Reverse-Primers
konnte bei weiteren Analysen zu Problemen fihren, wenn die Proben-DNA den SNP
enthalt. Aus diesem Grund sollte flr weiterfUhrende Analysen ein neues Primerde-

sign angestrebt werden.

5.4 Konservierung und Relevanz des Exon 15 (RPGR)

Die geringere Konservierung in Exon 15 (Abbildung 43) Uber viele Spezies hinweg im

Vergleich zu den anderen Exons (bspw. Exon 13, Exon 14) konnte darauf hindeuten,
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dass die Frameshift-Mutation p.Glu807Glyfs*3 moglicherweise weniger schwerwie-
gende Auswirkungen auf die Proteinfunktion hat als Mutationen in starker konservier-
ten Regionen. Nichtsdestotrotz flhrt die Frameshift-Mutation voraussichtlich zu ei-
nem vorzeitigen Stopcodon, was héchstwahrscheinlich zu einem verkurzten und
funktionslosen RPGR-Protein fuhrt. Trotz der geringeren Konservierung kdnnte die
Mutation somit dennoch die Proteinfunktion, oder Proteinstabilitat beeinflussen und
dadurch zur Pathogenese der Retinitis pigmentosa in der untersuchten Familie
OPH48 beitragen.

5.5 Erhohte Genexpression von RPGR in Nervengewebe

Wie in den Ergebnissen 4.5.2 beschrieben, ergab die Expressionsanalyse des
RPGR-Gens die hochste Expression in der Hypophyse, im Nerv Tibia, im subkutanen

Fettgewebe, im Eileiter, in der Lunge und im Brustgewebe.

Da das relevante Transkript NM_001034853.2 des RPGR-Gens vor allem flr seine
Beteiligung an der Funktion der Photorezeptoren in der Netzhaut bekannt ist und Mu-
tationen in diesem haufig zu Netzhauterkrankungen flhren, kénnten die Gewebe des
zentralen Nervensystems und somit in weitere Folge der Sinnesorgane am relevan-
testen sein. Wie bereits erwahnt sind leider keine differenzierteren Daten fur diese
spezifischen Gewebearten, die das Sehen betreffen, in der GTEx-Datenbank bzgl.
RPGR-Exon-Expression verfugbar. (7)

Gegen einen hohen Impact einer Mutation in Exon 15 spricht auch eine Analyse die
in den supplementary Materials des Papers "Diagnostic genome sequencing impro-
ves diagnostic yield: a prospective single-centre study in 1000 patients with inherited
eye diseases" von Weisschuh et al. (2023) durchgeflihrt wurde. Die Studie erwahnte
und beobachtete zwar eine stabile Expression des RPGR-Gens im Blut bei 95 % der
Individuen der Studie, allerdings zeigte sich die Expression der relevanten ORF15-
Isoform (Exon 15 in NM_001034853.2) im Vergleich zu den anderen Exons dieses

Gens nur in einem geringen Ausmaf. (9)

Auch die etwas erhohte Expression im Gehirngewebe (Kleinhirnhemisphare und
Kleinhirn) It. GTEx-Datenbank (Abbildung 44), lasst auf keine Verbindung schliel3en,
da das Kleinhirn, als auch die Kleinhirnhemispahre selbst, keine direkte Rolle beim
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Sehen spielen. Die Verbindung zum Sehen beschrankt sich in diesem Fall auf die

Feinabstimmung von Augenbewegungen. (1,2)

Im weiteren Sinn kdnnte man dennoch durch die erhdhte Expression im Tibia Nerv
bzw. folglich der erhdhten Expression im peripheren Nervensystem darauf schliel3en,
dass jene erhohte Expression eventuell auch spezialisierte Nervenzellen, wie Pho-
torezeptoren im menschlichen Auge, betrifft. Zieht man dies in Betracht, konnte ein
durch eine Mutation dysfunktionales RPGR-Transkript und folglich fehlende oder ge-
minderte Expression im Nervengewebe der Photorezeptoren die pathologischen Me-
chanismen, welche zu Retinitis pigmentosa oder einer phanotypisch ahnlichen Er-

krankung fihren, erklaren.

5.6 Pathophysiologische Bedeutung von Mutationen im PRGR-Gen
Exon 15

Auch wenn die Aminosauresequenz in der Region um Exon 15, in der die identifi-
zierte Frameshift-Mutation p.Glu807Glyfs*3 lokalisiert ist, nicht hochkonserviert ist,
konnte die Region dennoch Teil einer wichtigen funktionellen Domane des RPGR-
Proteins sein. Um die Relevanz der bisher generierten Ergebnisse zu untermauern,
wurde unter anderem in der HGMD-Datenbank und weiteren Gendatenbanken nach
publizierten Varianten in Exon 15 des RPGR-Gens gesucht, welche in ihrer Grolke
oder Position jener Variante, welche in dieser Arbeit behandelt wurde, ahneln und die
mit Retinitis pigmentosa oder ahnlichen degenerativen Netzhauterkrankungen in Ver-

bindung gebracht wurden.

Via HGMD konnte eine krankheitsverursachende Mutation im Exon 15 des RPGR-
Gens (¢.2357_2358insGAGC) gefunden werden, die zu einer Frameshift-Mutation
und einem vorzeitigen Stopcodon fuhrt (p.Asp787Argfs*2) und bei Patienten mit Re-
tinitis pigmentosa gefunden wurde. Diese Beobachtung unterstitzt die Hypothese,
dass Deletionen in Exon 15, auch wenn sie in weniger konservierten Regionen lie-
gen, zu einem Funktionsverlust des RPGR-Proteins fuhren und Retinitis pigmentosa

verursachen kdnnen. (14)
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Ein weiterer Eintrag in der HGMD-Datenbank zeigt eine Duplikation von vier Nukleoti-
den im Exon 15 des RPGR-Gens (¢.1853_1856dupGAAG), welche bei einer 54-jahri-
gen deutschen Patientin mit X-chromosomal rezessiver Retinitis pigmentosa gefun-
den wurde. Diese weitere vermerkte Variante in den zusatzlichen Daten des Papers
von Eisenberger et al (2013) ist ein weiterer wichtiger Hinweis fur den Einfluss von
Veranderungen in Exon 15 des RPGR-Gens. (15)

Dem folgt eine kurzlich veroffentlichte Studie von Tuupanen et al. (2022). Sie kon-
zentriert sich auf die Haufigkeit und Verteilung von Varianten im RPGR-Gen bei einer
grolRen Kohorte von Patienten mit vererbter Netzhautdystrophie (IRD). Obwohl die
Studie nicht explizit RP diagnostiziert, deuten die Art der Mutation, ihre schwere Aus-
wirkung auf das Protein und der beobachtete Phanotyp stark darauf hin, dass diese
Mutation einen RP ahnlichen Phanotyp verursacht. Die Mehrheit der mannlichen Pa-
tienten und ein Grol¥teil der weiblichen Patienten der Studie zeigten Symptome einer
Retinitis pigmentosa (RP) oder einer Stabchen-Zapfen-Dystrophie. Bei einigen Pati-
enten wurden auch Zapfen-, Zapfen-Stabchen- oder Makuladystrophien diagnosti-
ziert. (16)

In der Studie wird auch erwahnt, dass das Exon ORF15 eine Hotspot-Region fur
krankheitsverursachende Varianten ist, insbesondere fur kleine Deletionen, die zu
Frameshifts fuhren. Der Artikel starkt dadurch indirekt die Hypothese, dass Varianten
im Exon 15 des RPGR-Gens zu RP flhren kénnen, auch wenn die Expression die-

ses Exons gering ist. (16)

Weiters wurde in den Supplementary Materials dieses Papers, genauer in der Ta-
belle "RPGR variants observed in an unselected IRD cohort of 5201 patients", neben
vielen weiteren teils als pathogen oder ,likely pathogenic® klassifizierten Mutationen,
die Mutation ¢.1840 1843dupAAGG als eine Frameshift-Variante im Exon ORF15
des RPGR-Gens beschrieben, welche zu einer Verschiebung des Leserasters und
einem vorzeitigen Stoppcodon (p.Val615Glufs*16) fuhrt. (16)

Noch aufschlussreicher ist die gefundene Variante (¢.2419G>T, p.Glu807*). Sie be-
trifft die gleiche Aminosaure an derselben Position (Glu807), wie jene Variante, die in
dieser Arbeit behandelt wird (NM_001034853.2: ¢.2420_2435del, p.Glu807Glyfs3).
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Obwohl die Varianten sich am DNA-Strang geringfugig in ihrer genauen Position un-
terscheiden, ist die funktionelle Konsequenz dieselbe, die vorzeitige Beendigung der
Proteintranslation. Dieser Umstand ist ein starker Hinweis darauf, dass diese Stelle
im RPGR-Protein von entscheidender Bedeutung fur die Pathogenese von RP sein
konnte. (16)

5.6.1 Weitere relevante Studien

Weitere Recherchen fuhrten zur Variante NM_001034853.2 (c.2405_2406delCA),
welche auch in der Studie "Evaluation of a whole-exome sequencing pipeline and
benchmarking of causal germline variants" von Tosco-Herrera et al. (2022) erwahnt
wird. Diese Variante beschreibt eine Deletion von zwei Nukleotiden (CA) an den Po-
sitionen 2405 und 2406 der kodierenden DNA-Sequenz des RPGR-Gens. Die in die-
ser Arbeit analysierte Indel-Variante (c.2420 2435del) liegt nur 14 Nukleotide von
der von Tosco-Herrera et al. (2022) beschriebenen Variante ¢.2405 2406delCA ent-
fernt und befindet sich ebenfalls im Exon 15 des RPGR-Gens auf dem gleichen Tran-
skript NM_001034853.2. (17)

Dem entgegenzusetzen ist, dass die Variante ¢.2405 2406delCA zwar in der Exom-
Sequenzierung der Studie "Evaluation of a whole-exome sequencing pipeline and
benchmarking of causal germline variants" erfasst wurde, jedoch nicht die in der Stu-
die festgelegten Qualitatskontrollkriterien erflllte und somit aufgrund einer geringen
Genotypqualitat (GQ) verworfen wurde. Dennoch wird sie in Tabelle 4 der Studie mit
Retinitis pigmentosa in Verbindung gebracht. Laut ClinVar ist diese Variante aul3er-
dem als ,wahrscheinlich pathogen" eingestuft und mit atrophischer Makuladegenera-

tion assoziiert. (17)

Panneman et al. (2023) fuhrten eine kosteneffektive Sequenzanalyse von 113 Genen
bei 1.192 Probanden mit Retinitis pigmentosa (RP) und Leberscher kongenitaler
Amaurose (LCA) durch. Bei der Analyse der Daten des Papers konnte eine weitere
interessante Variante im PRGR-Gen entdeckt werden. Die in den Supplementary Da-
tensatzen gefundene Mutation ¢.2405_2406del fuhrt im Gen zu einer Deletion von
zwei Nukleotiden in der cDNA-Sequenz, was einen Leserahmenverschiebungsfehler

(Frameshift) verursacht. Dies resultiert in der veranderten Proteinsequenz
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p.(Glu802Glyfs*32), wobei an Position 802 Glutaminsaure durch Glycin ersetzt wird
und ein vorzeitiges Stopcodon nach 32 fehlerhaften Aminosauren auftritt. Laut Daten-
satz von Panneman et al. (2023) und den Kriterien des American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) wurde diese Mutation als ,pathogen” klassifiziert,

was bedeutet, dass sie als krankheitsverursachend gilt. (18)

Von besonderem Interesse ist diese Mutation, da sie nur 13 Basen von der in dieser
Arbeit beschriebenen Mutation (NM_001034853.2 (RPGR): ¢.2420_2435del
(p-Glu807Glyfs*3)) entfernt liegt.

UCSC Genome Browser ol H uman (GRCh38/hg38)
zoom in [ 15 10x | base |zoom out [ 1.5% 3x | 10« | 100

jon | chrX:38,286 537-38. 286,618 82 bp. [NM_oo10345: 405_24 : 90 | Examuies
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Abbildung 47: Auszug aus USCS Genome Browser; Darstellung der Variante
NM_001034853.2(RPGR):c.2405_2406del (p.Glu802Glyfs*32) gelb markiert (rechts); Darstellung der Variante
NM_001034853.2(RPGR):c.2420_2435del (p.Glu807Glyfs*3) gelb markiert (links)

Die Mutation auf dem Transkript NM_001034853.2 im RPGR-Gen ist It. den Supple-
mentary-Daten des Papers mit X-chromosomaler Retinitis pigmentosa assoziiert. Die
kurze Distanz zwischen den Varianten von nur 13 Basen (Abbildung 47) und die den-
noch in den Daten von Panneman et al. (2023) beschriebenen Assoziation mit Retini-
tis pigmentosa, starkt die Hypothese, dass Mutationen in diesem Bereich Auswirkun-
gen auf den Phanotyp haben konnen. (18) Diese gilt vor allem in dem Kontext, dass
sich die gefundene Variante im gleichen Transkript wie die Mutante, welche in dieser
Arbeit behandelt wird, befindet.

Eine weitere interessante Mutation, die im gleichen Transkript NM_001034853.2 und
ebenfalls in den Supplementary Daten der Studie in Tabelle 4 gefunden werden
konnte, ist NM_001034853.2(RPGR):c.3027_3028del (p.Glu1010Glyfs*68). Die Mu-
tation liegt ebenfalls im 15 Exon. Allerdings liegen hier zwischen den beiden Mutatio-
nen 591 Basen, wie in Abbildung 48 ersichtlich ist. Auch hier wurde die Variante It.

ACMG-KIlassifikation als pathogen eingestuft und mit RP assoziiert. (18)
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Eine weitere Sequenzierungsanalyse eines Probanden, identifiziert durch die Pro-
bandennummer 075760, deckte ebenfalls eine Mutation im RPGR-Gen auf, die fur
Retinitis pigmentosa (RP) mit X-chromosomaler Vererbung verantwortlich zu sein
scheint. Die genomische Notation der identifizierten Mutation lautet
chrX:g.38145846_38145847del (Hg19) , welche eine Deletion von zwei Basenpaaren
darstellt. Auf cDNA-Ebene wird diese Mutation als ¢.2405 2406del beschrieben und
fuhrt zu einer Frameshift-Mutation, die auf Proteinebene als p.(Glu802Glyfs*32) be-

schrieben wird. (18)

UCSC Genome Browser on Human (GRCh37/hg19)
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Abbildung 48: Auszug aus USCS Genome Browser (Hg19); Darstellung der Variante
NM_001034853.2(RPGR):c.3027_3028del (p.Glu1010Glyfs*68). gelb und rot markiert (links); Darstellung der Va-
riante NM_001034853.2(RPGR):c.2420_2435del (p.Glu807Glyfs*3) gelb markiert (rechts)

Weitere bekannte phanotypische Manifestationen dieser Mutation umfassen neben
RP auch X-chromosomale cone-rod dystrophy (CD/CRD) und Makuladystrophie
(MD). Die Daten unterstreichen die Bedeutung von RPGR-Mutationen des 15ten
Exons bei retinalen Degenerationen und stltzen die These des Einflusses der in die-
ser Arbeit behandelten Mutation, da sich diese ebenfalls auf dem Transkript
NM_001034853.2 befindet. (18)

UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)
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Abbildung 49: Auszug aus USCS Genome Browser; Darstellung der Variante
NM_001034853.2(RPGR):c.2426_2427del (p.Glu809fs)
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Maggi et al. (2021) entwickelten eine gezielte Sequenzierungsmethode basierend auf
Long-Range-PCR (LR PCR), die eine flexible und kostenglinstige Alternative zu her-
kémmlichen Methoden wie Whole-Exome Sequencing (WES) oder spezifischen Gen-
panels darstellt. Dieser Ansatz ermdglichte eine umfassende Sequenzierung von 35
Loci, die mit erblichen Netzhauterkrankungen (IRDs) assoziiert sind, einschlief3lich
des RPGR-Gens. (19)

Unter anderem wurde im Paper von Maggi et al. die Variante NM_001034853.1
(RPGR): c.2426_2427del (p.Glu809fs) im RPGR-Gen (Abbildung 49) in einem mann-
lichen Patienten im Alter von 21-25 Jahren mit Retinitis pigmentosa (RP) identifiziert.
Die Variante ist als pathogen eingestuft und fiihrt zu einem Frameshift, der das Lese-
raster des Gens stort und zu einem vorzeitigen Stoppcodon fuhrt. Die Einstufung ba-
siert auf den Kriterien des ACMG. (19,20)

Die genetische Variante wird Ubereinstimmend von mehreren unabhangigen Einrei-
chern in der ClinVar-Datenbank als pathogen oder wahrscheinlich pathogen fur Re-
tinitis pigmentosa und verwandte Netzhautdystrophien eingestuft. Von besonderem
Interesse ist diese Variante, da sie im exakt gleichen Bereich, wie die in dieser Arbeit

behandelte Mutation, auf dem X-Chromosom, liegt (Abbildung 50).

UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)
€ B o

mustregion || cheX:36,286,559-36.286,584 26 bp

Abbildung 50: Auszug aus USCS Genome Browser; Darstellung der Variante
NM_001034853.2(RPGR):c.2426_2427del (p.Glu809fs) (gelb markiert, rot markiert), Darstellung der Variante
NM_001034853.2(RPGR):c.2420_2435del (p.GIu807Glyfs*3) (gelb markiert)

Die Studie untersuchte insgesamt 227 nicht verwandte Probanden mit IRDs. Beson-
ders hervorzuheben ist, dass die Methode eine vollstandige Abdeckung des RPGR-
Gens ermdglichte, einschliellich des Exon ORF15, das aufgrund seiner repetitiven

Sequenz fur herkdbmmliche Sequenzierungsmethoden eine Herausforderung dar-
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stellt. In der Studie wurden neben der zuvor beschriebenen und in Abbildung 50 dar-
gestellten Lokalisation der Variante NM_001034853.1(RPGR).c.2426_2427del
(p.Glu809fs) mehrere weitere Frameshift-Mutationen im Exon ORF15 von RPGR
identifiziert (NM_001034853.1:¢.2586_2587del, NM_001034853.1:¢.2008_2017del,
NM_001034853.1:¢.2236_2237del, NM_001034853.1:¢.2819_2838dup). Auch diese
Mutationen fiihren zu einem vorzeitigen Stopcodon und somit zu einem verkurzten,
mdglicherweise funktionsunfahigen Protein und liegen teilweise ebenfalls nahe der in
dieser Arbeit behandelten Mutation. (19)

Zwei weitere spezifische Mutationen, welche in den Supplementary-Daten der Studie
,EYS is a major gene involved in retinitis pigmentosa in Japan: Genetic landscapes
revealed by stepwise genetic screening” von Numa et al (2020) identifiziert wurden,
stehen im Zusammenhang mit retinitis pigmentosa (RP). Diese Mutationen
(c.2357_2358insGAGGAGAA p.(Asp787Argfs10) und c.2236_2237delAA
p.(Lys746Glufs19)) befinden sich im RPGR-Gen, welche zusatzlich in raumlicher
Nahe zur Mutation, welche in dieser Arbeit behandelt wird, im RPGR liegen. Beide
Mutationen wurden als wahrscheinliche pathogene Varianten gemafll den ACMG-
Richtlinien eingestuft. Ihre genaue pathogene Wirkung muss jedoch noch weiter un-
tersucht werden, insbesondere in populationsbasierten Studien, um ihre Bedeutung
und Pravalenz in verschiedenen ethnischen Gruppen zu bestatigen. Dennoch ist dies
ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung dieses Genbereichs in der Entwicklung von
RP. (14)

Das Paper "Comprehensive Rare Variant Analysis via Whole-Genome Sequencing to
Determine the Molecular Pathology of Inherited Retinal Disease" untersuchte die ge-
netischen Ursachen von vererbten Netzhauterkrankungen (IRD) durch die Analyse
seltener Varianten mittels Ganzgenomsequenzierung (WGS). In der Studie wurde
ebenfalls das RPGR-Gen untersucht und 13 pathogene Varianten im RPGR-Gen
identifiziert, von denen viele in der ORF15-Region lokalisiert sind. Die Studie betonte
die Bedeutung der WGS zur Verbesserung der Detektionsrate in diesen schwierigen
Bereichen. Allerdings wurde fur die spezifische Analyse der stark repetitiven Regio-
nen des RPGR-Gens, insbesondere der ORF15-Region, eine speziell optimierte

Sanger-Sequenzierung eingesetzt. (4)
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Dadurch konnte die Variante (RPGR):c.1859_1860delAG (p.Lys620Argfs*9) identifi-
ziert werden. Allerdings war die spezifische Variante nur in den Supplementary Mate-
rials der Excel Tabelle mmc2.xlIsx zu finden. Die Variante wurde mittels Whole-Ge-
nome Sequencing (WGS) identifiziert und mit dem Phanotyp Retinitis Pigmentosa
(RP) assoziiert, welcher bei einer weiblichen Probandin mit europaischer Ethnizitat
gefunden wurde. Die Variante im RPGR-Gen ist eine frameshift-Mutation
(ENST00000378505.2:¢c.1894 _1897delGACA), die zu einer Anderung auf Protein-
Ebene (p.Asp632LysfsTer4) fuhrt. (4)

Der Abgleich der angegebenen ,ENST00000378505.2" Transkript-ID mit der En-
sembl-Datenbank zeigte, dass es sich um ein Transkript des Retinitis Pigmentosa
GTPase Regulators (RPGR) handelt. Dieses Transkript besteht aus 15 Exons und ist
auch Mitglied des Human CCDS Sets: ,CCDS35229". Der Report aus der CCDS-Da-
tenbank fir CCDS35229.1 (aktuelle Version) zeigte, dass es sich laut NCBI um das
fur diese Arbeit relevante Transkript NM_001034853.2 handelt. Auch die CCDS Se-
guenzdaten und die Nukleotidsequenz wurden uberprift und enthalten die Indel-Re-
gion (AAAAAGAGGAGGGAGGG), welche fur die Variante dieser Arbeit
NM_001034853.2(RPGR):.c.2420_2435del (p.Glu807Glyfs*3) relevant ist.

In den Supplementary Materials der Excel Tabelle mmc2.xlsx des Papers von Carss
et al., 2017 konnten noch 12 weitere Varianten, die mit der Transkript-ID
ENST00000378505.2 aufgelistet sind, gefunden werden (Tabelle 17). Alle liegen im
RPGR-Gen und folglich auch laut CCDS-Datenbank auf dem Transkript
NM_001034853.2. Zehn der zwolf Varianten sind mit dem Phanotyp Retinitis Pig-
mentosa (RP) assoziiert, sowie eine mit congenital stationary night blindness (CSNB)

und eine mit Makuladystrophie (MD).

Tabelle 17: Auszug aus den Supplementary Materials der Excel Tabelle mmc2.xIsx des Papers von Carss et al.,
(2017) bzgl. relevanter Mutationen des RPGR-Gens

Nr. Method | Phenotype | Sex Gene Variant_genomic Variant_HGVSc Variant_HGVSp csQ

! WES RP M RPGR | X:38182680A>C ENST00000378505.2:c.126 T>G p.Cys42Trp missense
2 WES RP M RPGR | X:38145927CCT>C ENST00000378505.2:¢.2323_2324delAG p.Arg775GlufsTer59 frameshift
3 WES RP M RPGR | X:38146014TTC>T ENST00000378505.2:¢.2236_2237delGA p.Glu746ArgfsTer23 frameshift
4 WES RP M RPGR | X:38163907A>AT ENST00000378505.2:c.914dupA p.Asn305LysfsTer41 frameshift
5 WES RP M RPGR | X:38146000TTC>T ENST00000378505.2:¢.2250_2251delGA p.Lys751GlyfsTer18 frameshift
6 WGS CSNB M RPGR | X:38170012AT>A ENST00000378505.2:c.633delA p.Tyr212MetfsTer11 frameshift
7 WGS MD M RPGR | X:38144799C>A ENST00000378505.2:¢.3453G>T p.Leu1151Phe missense
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8 WGS RP M RPGR | X:38164046G>T ENST00000378505.2:c.779-3C>A NA splice_region
9 WGS RP F RPGR | X:38146354TTGTC>T | ENST00000378505.2:c.1894_1897delGACA | p.Asp632LysfsTer4 frameshift

10 WGS RP M RPGR | X:38156557AG>A ENST00000378505.2:c.1393delC p.Leu465SerfsTer11 frameshift

" WGS RP M RPGR | X:38158217T>A ENST00000378505.2:¢.1237A>T p.Arg413Ter stop_gained
12 WGS RP M RPGR | X:38156577ACT>A ENST00000378505.2:c.1372_1373delAG p.Ser458CysfsTer4 frameshift
13 WGS RP M RPGR | X:38150723C>A ENST00000378505.2:¢.1429G>T p.Glu477Ter stop_gained

Von besonderem Interesse sind die Proben Nr. 2, Nr. 3 und Nr. 12 It. Tabelle 17, da
diese bereits mit weiteren Studien assoziiert werden konnten. Die Varianten Nr. 2 &
Nr.12 wurden in der Arbeit von Breuer et al. (2002) Paper "A Comprehensive Muta-
tion Analysis of RP2 and RPGR in a North American Cohort of Families with X-Linked
Retinitis Pigmentosa" genannt und Variante Nr. 3, welche ebenfalls mit RP in Verbin-
dung gebracht wird, konnte in dem von Carss et al. (2017) behandelten Paper, mit ei-
ner Studie von Vervoort et al. (2000) mit dem Titel ,Mutational hot spot within a new
RPGR exon in X-linked retinitis pigmentosa“, die im Jahr 2000 in Nature Genetics
veroffentlicht wurde, in Verbindung gebracht werden, in welcher Mutationshotspots
innerhalb eines neuen Exons des RPGR-Gens bei X-chromosomaler Retinitis pig-

mentosa untersucht. (4,20,21)

Eine weitere Variante, c.1859 1860delAG auf dem Transkript NM-ID
NM_001034853.1 wurde im Paper “Extensive genic and allelic heterogeneity un-
derlying inherited retinal dystrophies in Mexican patients molecularly analyzed by
next-generation sequencing“ als neuartige pathogene Veranderung beschrieben. Der
Genotyp ist hemizygot und die cDNA-Veranderung lautet ¢.1859_1860delAG, was zu
einer Proteinveranderung von p.Lys620ArgfsTer9 fihrt. Auch diese Variante wurde
als ursachlich flr eine X-chromosomal rezessive Retinitis Pigmentosa (XLRP) identi-
fiziert. (22)

Obwohl beide Varianten gro3e Abstande innerhalb ihrer Lokalisation auf demselben
Exon des RPGR-Gens aufweisen, ist die Assoziation mit RP bei der Mutation
c.1859_1860delAG dennoch ein Hinweis fur die mogliche Pathogenitat von Mutatio-

nen in diesem Exon.

Das Paper "The Spectrum of Structural and Functional Abnormalities in Female Car-

riers of Pathogenic Variants in the RPGR Gene" untersuchte das klinische Erschei-
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nungsbild und den langfristigen Verlauf bei weiblichen Tragerinnen von RPGR-Muta-
tionen. Die Studie umfasste 125 heterozygote Tragerinnen von RPGR-Mutationen
aus 49 Familien und beschreibt eine Vielzahl von strukturellen und funktionellen Ab-
normalitaten. Die komplette Expression des RP- oder CORD-Phanotyps wurde bei
23 % der Tragerinnen beobachtet, meist in milderer Form als bei betroffenen mannli-

chen Verwandten. (23)

Die Mutation AGGAG*590AAGGAaggaGCAGAGGATT (c. 1773_1776delAGGA,
p.(Gly592GInfs*9), welche in dieser Studie Uber die HGMD-Suche gefunden wurde,
wird in der Tabelle "Supplementary Table S1" des Papers aufgefihrt. Diese Mutation
wird als krankheitsverursachende Mutation identifiziert, die mit Retinitis pigmentosa
(RP) assoziiert ist. (23)

Die Variante c.1773_1776del AGGA im ORF15-Exon des RPGR-Gens flhrt zu ei-
nem Frameshift und resultiert in der Proteinveranderung p.(Gly592GInfs*9). Diese
spezifische Deletion wurde in einer weiblichen Tragerin beobachtet, die keine Symp-
tome von Retinitis pigmentosa (RP) aufwies. Dennoch ist dies ein weiterer Hinweis,
welcher die Hypothese starkt, dass Mutationen im Exon 15 mit RP assoziiert werden.
Das Fehlen klinischer Symptome trotz der genetischen Mutation bei Heterozygotie ist

typisch fur X-chromosomale Erkrankungen wie RP. (23)

Auch dass die in dieser Arbeit beschriebene Variante bereits in der Clinvar-Daten-
bank aufscheint und in der Publikation "The Importance of Automation in Genetic Di-
agnosis: Lessons from Analyzing an Inherited Retinal Degeneration Cohort with the
Mendelian Analysis Toolkit (MATK)" von Zampaglione et al. in den Supplementary
Materials erwahnt wurde, sowie die Tatsache, dass sie dort mit Retinitis pigmentosa
und Pathogenitat assoziiert wird, sind starke Hinweise, welche die Hypothese dieser

Arbeit stitzen.

Dennoch muss allgemein angemerkt werden, dass in den Supplementary Materials,
aus welche die meisten der zuvor behandelten Varianten stammen, meist keine de-
taillierten klinischen Informationen Uber den betroffenen Patienten liefern. Es ist da-
her oft unklar, welche spezifischen Symptome oder welchen Schweregrad der Er-
krankung dieser Patient aufweist.
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6 Conclusio und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die durchgefihrten Analysen und Daten-
bankrecherchen die mdgliche Relevanz, der in dieser Arbeit identifizierten Frame-
shift-Mutation p.Glu807Glyfs*3 im RPGR-Gen bestarken. Es ist wahrscheinlich, dass
die in dieser Arbeit identifizierte Mutation im Exon 15 des RPGR-Gens, trotz ihrer
Lage in einer weniger konservierten Region, moglicherweise eine wichtige Rolle bei
der Pathogenese von Retinitis pigmentosa spielt. Drauf deutet die Haufigkeit ahnli-
cher Mutationen in der Literatur hin, welche beschreiben, dass Veranderungen in die-
sem Bereich des RPGR-Gens einen signifikanten Einfluss auf die Funktion des Pro-

teins haben und zur Pathogenese von Retinitis pigmentosa (RP) beitragen kénnen.

Um die genauen Auswirkungen der Mutation p.Glu807Glyfs*3 auf das RPGR-Protein
und ihre Rolle bei der Entstehung der Retinitis pigmentosa in der untersuchten Fami-

lie zu verstehen, sind weitere Untersuchungen erforderlich.

Zukunftige Forschungen sollten sich auf die funktionellen Auswirkungen der Frame-
shift-Mutation p.Glu807Glyfs*3 und ahnlicher Mutationen im RPGR-Gen konzentrie-
ren. Insbesondere kénnten funktionelle Studien, welche die genauen Auswirkungen
dieser Mutationen auf die Proteinstruktur und -funktion untersuchen, sinnvoll sein.

Dazu konnten Zellkulturmodelle oder Tiermodelle eingesetzt werden, um die patho-

genen Mechanismen besser zu verstehen.

Die Korrelation zwischen den genetischen Mutationen und dem klinischen Phanotyp
sollte weiter erforscht werden. Langzeitstudien mit gréof3eren Patientenkohorten kénn-
ten wertvolle Informationen Uber den Krankheitsverlauf und die Variabilitat der Symp-
tome liefern. Die Entwicklung und Erprobung von Therapien, die auf die Korrektur der
spezifischen genetischen Veranderungen abzielen, kénnten einen wichtigen Schritt

zur Behandlung von RP darstellen.
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