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1 EINLEITUNG 

1.1 Die Bedeutung der Genetik für die Augenheilkunde 

Die Bedeutung der Genetik für die Augenheilkunde ergibt sich aus der Tatsache, dass 50% 

aller Erblindungsfälle vor dem 7. Lebensjahr und mindestens 33% aller Erblindungsfälle 

eine genetische Ursache haben. Zudem sind eine Vielzahl von weiteren, genetisch deter-

minierten Augenkrankheiten und Augenfehlbildungen bekannt. Darüber hinaus kommen 

Augenmanifestationen bei angeborenen Stoffwechselstörungen, erblichen Syndromen und 

Chromosomenanomalien vor. So stellt z. B. bei einem Verdacht auf ein okulo-zerebro-

renales Syndrom (Lowe) die Katarakt ein obligates Symptom dieser Erkrankung dar. 

In den Anfängen der Ophthalmogenetik konnten v. a. durch Stammbaumanalysen wichtige 

Erkenntnisse auf dem Gebiet der hereditären Augenerkrankungen gewonnen werden. Ein 

großer Teil unseres heutigen Wissens basiert auf zahlreichen Forschungsprojekten damali-

ger Ophthalmologen.  

So entstanden u. a. zahlreiche Arbeiten über die Retinitis pigmentosa, die ihr gehäuftes fa-

miliäres Auftreten sowie den Zusammenhang mit elterlicher Blutsverwandtschaft be-

schrieben (F. C. Donders (1818-1889)) und die schließlich ihre drei verschiedenen 

Vererbungsformen sowie ihre Assoziation mit anderen Symptomen aufzeigten (E. Nettles-

hip (1845-1913), C. H. Usher (1865-1942), J. Bell (1879-1980)). Ein großer Verdienst auf 

dem Gebiet der hereditär-degenerativen Netzhauterkrankungen ist auch Theodor Leber 

(1840-1917) zuzuschreiben, der zudem der Erstbeschreiber der „kongenitalen tapeto-

retinalen Amaurose“ war, auf die nach heutigem Wissensstand mehr als 10% aller angebo-

renen Blindheitsfälle zurückzuführen sind. 

Mit der Wiederentdeckung der Mendel´schen Gesetze und der Einführung der Begriffe 

Homozygotie und Heterozygotie durch W. Bateson (1861-1926) wurde es in den folgenden 

Jahren zunehmend möglich, latente Merkmalsträger zu identifizieren und ihr Risiko, das 

krankhafte Gen an ihre Nachkommen weiterzugeben, zu präzisieren. Diese Möglichkeit 

wurde ergänzt durch den sog. „Heterozygoten-Nachweis“ bei Überträgerinnen X-

chromosomaler Augenerkrankungen, wie z. B. der ophthalmoskopisch auffälligen mosaik-

artigen Fundusperipherie beim Albinismus solum bulbi (A. Vogt (1879-1943)), des „Netz-

hautleuchtens“ bei xlRP oder des bei Chorioideremie charakteristischen „Salz- und Pfeffer-

Fundus“ (Hammerstein und Lisch, 1985, S. 7-20). 



1.Einleitung 

 2 

Weitere Erkenntnisse traten im Gefolge immer besserer zur Verfügung stehender Techni-

ken auf. Über die Methoden der Biochemie und der klinischen Zytogenetik gelangte man 

schließlich zu den Möglichkeiten der Molekularbiologie, durch die das Methodenspektrum 

der Ophthalmogenetik eine wesentliche Bereicherung erfuhr. 

So ist es v. a. der Molekulargenetik zu verdanken, dass chromosomale Loci identifiziert 

und damit die Diagnostik und das grundlegende Verständnis für viele hereditäre (Augen-) 

Erkrankungen verbessert werden konnten. Dadurch kennt man inzwischen zahlreiche Ge-

ne, die in mutiertem Zustand Anomalien des Auges nach sich ziehen (Rosenfeld et al., 

1994). Bemerkenswert ist dabei, dass so viele X-chromosomale Genloci für pathologische 

Merkmale des Auges bekannt sind, und so wird das X-Chromosom nicht ohne Grund als 

„Augen-Chromosom“ bezeichnet (Falls, 1952). 

 

1.2 Das X-Chromosom 

Das menschliche X-Chromosom ist ein submetazentrisches Chromosom mit einer Größe 

von 165 Mb DNA, für das aufgrund seiner Größe und des Gehalts an „CpG“-Inseln ca. 

3000 Gene geschätzt werden. 

Einen wichtigen Aufschluss über das X-Chromosom liefert eine YAC/STS-Karte mit einer 

Auflösung von 75 kb (Nagaraja et al., 1997). Mit der Erstellung dieser Karte, die mehr als 

90% des Chromosoms umfasst, verfolgte man zwei Ziele. Zum einen wollte man Orte ho-

her bzw. niedriger Rekombination aufzeigen, was dadurch gelang, dass die Abstände in 

cM zwischen aufeinanderfolgenden Markern gegen die entsprechenden Entfernungen in 

Mb aufgetragen wurden. So konnte das durchschnittliche Verhältnis von 1,3 cM/Mb bestä-

tigt werden, es wurde jedoch eine ausgedehnte Region von 17 Mb mit sehr wenigen Re-

kombinationsereignissen (0,16 cM/Mb) gefunden, die am Zentrum der X-Inaktivierung am 

XIST-Locus (Xq13.3) beginnt und sich nach distal bis Xq21.3 erstreckt. Als Ausgleichsre-

gionen mit höherer Rekombination (5 cM/Mb) vermutet man Regionen auf Xp und  

Xq26-27.  

Außerdem sollte mit Hilfe von ESTs (expressed sequence tags), die direkte Indikatoren für 

die Lokalisation von Genen sind, der Gengehalt bestimmter Regionen abgeschätzt werden. 

Da jedoch erst ca. 300 ESTs auf dem X-Chromosom kartiert werden konnten, wurde die 

Gendichte anhand des GC-Gehalts der DNA bestimmt. Dabei konnten fünf Regionen mit 

relativ hohem GC-Gehalt nachgewiesen werden, die durch Southern-Blot Analyse, FISH 

(in situ-Hybridisierung mit Fluoreszenzfarbstoffen) oder long-range Sequenzierung bestä-
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tigt wurden. Von diesen fünf Regionen bildet die Region Xp11.23–11.22 ein Kernstück 

dieser Doktorarbeit. 

 

1.2.1 Transkriptionskarte der Region Xp11.23 

Bei der Region Xp11.23-11.22 handelt es sich um eine äußerst genreiche Region, in der u. 

a. Gene für Erkrankungen wie das Wiskott-Aldrich-Syndrom (Derry et al.,1994), xlCSNB 

(Boycott et al., 1998b), xlRP (Meindl et al., 1996; Schwahn et al., 1998), ÅIED (Glass et 

al., 1993), verschiedene Formen der mentalen Retardierung (Lubs et al., 1999) sowie die 

X-chromosomal vererbte spinale Muskelatrophie (Kobayashi et al., 1995) liegen bzw. 

vermutet werden. In den letzten Jahren wurden viele Bemühungen darauf verwendet, diese 

Region mittels der Konstruktion von YAC-Contigs näher zu analysieren und zu kartieren 

(Coleman et al., 1994; Kwan et al., 1995; Fisher et al., 1995; Boycott et al., 1996). Die lü-

ckenlose und fehlerfreie Kartierung scheiterte jedoch daran, dass sich aufgrund des hohen 

GC-Gehalts dieser Region die YACs sehr oft als instabil und chimär erwiesen und somit 

nicht zur Bestimmung physikalischer Abstände sowie zur Kartierung herangezogen wer-

den konnten. Neuere Ansätze, die dieses Problem zu umgehen versuchten, erfolgten mit 

der Konstruktion einer 3,5 Mb genomische DNA umfassenden longe-range-

Pulsfeldgelelektrophorese-Karte zwischen den Loci TIMP1 und DXS146 sowie eines 1,1 

Mb langen Cosmid-Contigs zwischen den Loci HB3 und DXS1039 (Schindelhauer et al., 

1996) und eines BAC-Contigs zwischen den Loci OATL1 und DXS255 (Boycott et al., 

1998a). Dies ermöglichte, zusätzlich zu bereits bekannten Genen (z. B. TIMP1, Araf1, 

SYN, PFC, WASP, TFE3, SYP, MG21, MG44, MG61, MG81) neue Gene zu isolieren (u. a. 

L1, T54 (Schindelhauer et al., 1996), LMO6, CACNA1F (Fisher et al., 1997)) bzw. bereits 

bekannte ESTs in diese Region zu kartieren, wie z. B. RBM, Xp664, EBP (Schindelhauer et 

al., 1996) und A4 (Fisher et al., 1997). V. a. in der Region zwischen dem HB3-Locus und 

DXS1039 waren aufgrund der hohen Dichte an CpG-Inseln noch 20-30 weitere Gene zu 

erwarten, die als potentielle Kandidatengene für Erkrankungen wie xlCSNB oder ÅIED in 

Betracht kamen. Zusätzlich konnten kürzlich zwei weitere Gene, UHX1 und PCTK1, in die 

Region zwischen DXS1266 und DXS337 auf Xp11.23 kartiert werden (Brandau et al., 

1998), die zusammen mit UBE1 und DXS8237E innerhalb von 70 kb liegen und somit eine 

äußerst genreiche Region bilden sowie ebenfalls als mögliche Kandidatengene für RP2    

oder mentale Retardierung in Frage kamen.  
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Eine detaillierte Übersicht über diese Region soll folgende Abbildung liefern: 

 
          Xter                                                                                  Xp11.23                                                                                    Xcen  
                                                                                                                            DXS6940                                                                                                  DXS6666      

                         DXS426                              DXS6616             DXS6949             DXS1011E           DXS1126           DXS7469E                       DXS1208      DXS1416    DXS6850         

    DXS337                  DXS9820    DXS1367          DXS6950  DXS6941  DXS722             DXS226              DXS1240       DXS1470                       DXS1039   DXS1426        DXS255 

 

                                                                                                                                                          
          SYN1   ELK1                ZNF81                            MG61    MG21            GF1                                            T54    CACNA1F 

             TIMP1                 L1                     OATL1                MG81               MG44                             Xp664                    LMO6 

        Araf1    PFC                       ZNF21          HB3          EBP                WASP               HB1                       TFE3            SYP 

                                                                                                       RBM                                                                             A4 

 
Abb. 1: Transkriptionskarte der Region Xp11.23. Neben den genetischen Markern (DXS) sind Gene (kursiv) 
aufgezeichnet, von denen einige schon längere Zeit bekannt sind, während andere erst kürzlich im Rahmen 
von Projekten zur Charakterisierung dieser äußerst genreichen Region identifiziert bzw. lokalisiert werden 
konnten (Daten nach Schindelhauer et al., 1996, Fisher et al., 1997). 
 
Gene, die distal von TIMP1 lokalisiert sind, konnten bereits 1993 als mögliche Kandida-

tengene für die inkomplette Form der CSNB ausgeschlossen werden (Bech-Hansen und 

Pearce, 1993). Deshalb soll im folgenden v. a. auf Gene proximal von TIMP1 eingegangen 

werden.  

TIMP1 selber bildet gemeinsam mit den Genen Araf1, SYN1, PFC, ELK1, und L1 ein Gen-

Cluster. Araf1 gehört zu den RAF-Proto-Onkogenen, deren Produkt eine Serin/Threonin-

spezifische Kinaseaktivität zeigt, die eine Rolle beim Zellwachstum spielt (Hübner et al., 

1986). ELK1 gehört zur ETS-Onkogenfamilie (Rao et al., 1989). TIMP1 codiert für ge-

websspezifische Inhibitoren von Metalloproteasen und ist zudem identisch mit dem Kolla-

genaseinhibitor HCI (Willard et al., 1989). Es liegt dabei im Intron 6 des SYN1-Gens 

(Derry and Barnard, 1992). Dessen Produkt Synapsin ist ein neuronales Phosphoprotein in 

der Membran von synaptischen Vesikeln, das in die Regulation der Neurotransmitterfrei-

setzung eingreift und eine Funkton in der neuronalen Entwicklung hat (Chin et al., 1995). 

In einer Entfernung von nur 5 kb liegt das PFC-Gen. Der Properdin Faktor P ist an der al-

ternativen Aktivierung von C3 im Komplementsystem beteiligt. Ein Mangel führt zu einem 

fulminanten Verlauf von Infektionen durch Meningokokken, Pneumokokken und Hae-

mophilus influenzae b (Schlesinger et al., 1993). L1 konnte erst kürzlich isoliert werden 

und zeigt eine gewisse Homologie zu einem EST, der aus einer Gehirn-cDNA-Bibliothek 

stammt (Schindelhauer et al., 1996).  

Dieses gesamte Cluster wird von den Zinkfingergenen ZNF21, ZNF41 und  ZNF81 abge-

schlossen. Eine gestörte Funkton der Zinkfingerproteine äußert sich in Entwicklungsstö-
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rungen wie dem Wilms-Tumor, der Greig´schen Cephalosyndactylie und anderen Neopla-

sien (Knight et al., 1994).  

Dem Zinkfinger-Gencluster schließt sich der OATL1-Locus an. Hierbei handelt es sich um 

OAT (Ornithin-δ-Aminotransferase)-verwandte Sequenzen, deren Analyse ergab, dass es 

sich um prozessierte Pseudogene handelt (Geraghty et al., 1993). 

Daran anschließend findet man die Gene MG21, MG44, MG61 und MG81 mit bislang un-

bekannter Funktion, die ebenfalls zu den Kandidatengenen für retinale Erkrankungen zäh-

len, da sie aus retinalem Gewebe isoliert wurden (Schindelhauer et al., 1996). Desweiteren 

liegen hier das EBP-Gen, das für eine ∆8∆7-Sterolisomerase (Emopamil bindendes Protein, 

EBP) codiert und bei Patienten mit CPDX2 (X-chromosomale, dominante Chondrodyspla-

sia punctata) mutiert ist (Derry et al., 1999). Schließlich wurde das RBM-Gen, dessen Pro-

dukt ein RNA-bindendes Protein darstellt, in diesen Bereich kartiert (Derry et al., 1995).  

Mit der Eingrenzung des Genorts für CSNB2 auf das Intervall DXS722 bis DXS255 (Boy-

cott et al., 1998b) erwiesen sich schließlich v. a. die im folgenden aufgeführten Gene als 

aussichtsreiche Kandidatengene für die CSNB2. 

Im folgenden Gencluster liegen die Gene WASP und GF1. Mutationen im WASP-Gen füh-

ren zum Wiskott-Aldrich-Syndrom, einer Immundefizienz mit Ekzemen, Thrombozytope-

nie und rekurrierenden Infekten (Derry et al., 1994). Das WAS-Protein zeigt eine GTP-

abhängige Interaktion mit Cdc42 und hat eine Funktion in der Signaltransduktion, deren 

Störung zu Abnormalitäten im Zytoskelett von T-Lymphozyten und anderer Blutzellen 

führt (Kolluri et al., 1996). GF1 ist ein gewebsspezifisches, DNA-bindendes Protein, das 

Sequenzen einer Vielzahl von in Erythrozyten exprimierten Genen erkennt. Es ist während 

aller Stadien der Erythrozytenentwicklung präsent und gilt somit als Kandidat für ein wich-

tiges Regulatorprotein der Genexpression in der erythrozytären Zellinie (Zon et al., 1990).  

Proximal von dieser Region finden sich weitere vereinzelt liegende Gene, u. a. TFE3. Es 

gehört zur Familie der Helix-Loop-Transkriptionsfaktoren und bindet an µE3-Enhancer der 

schweren Ig-Ketten (Beckmann et al., 1990). Zudem konnte in letzter Zeit nachgewiesen 

werden, dass TFE3 beim Nierenzellkarzinom, das mit der Translokation 

t(X;1)(p11.2;q21.1) assoziiert ist, mit PRCC (papillary renal cell carcinoma) ein Fusions-

protein bildet (Sidhar et al., 1996). Erst kürzlich kloniert werden konnte das Gen T54, zu 

dem bereits ein EST aus dem kindlichen Gehirn bekannt war, das selber aber keine Homo-

logien zu bereits bekannten Genen zeigt, im Gegensatz zur HB2E-Sequenz, die eine ent-

fernte Homologie zum Protein Phosphatase 1 zeigt (Schindelhauer et al., 1996). Als letztes 

soll hier noch ein ebenfalls in dieser Region gelegener Gencluster, bestehend aus den Ge-
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nen SYP, LMO6, CACNA1F sowie A4, genannt werden. Synaptophysin ist ein Trans-

membranprotein, das in den synaptischen Vesikeln des Gehirns und endokriner Zellen vor-

kommt, von dessen genauer Funktion jedoch noch nichts bekannt ist (Ozcelik et al., 1990). 

LMO6 zeigt signifikante Homologien zu LIM-Domänen-Proteinen. LIM-Domänen spielen 

eine Rolle bei der Protein-Protein-Interaktion. LMO6 enthält drei solcher Domänen (Fisher 

et al., 1997). CACNA1F codiert für die α1-Untereinheit eines Ca2+-Kanals vom L-Typ (Fi-

sher et al., 1997; Nyakatura et al., 1997). Das Produkt von A4 ist ein differenzierungsab-

hängiges Protein, das zwar schon zuvor beschrieben, aber noch nicht lokalisiert worden 

war. Es handelt sich um ein integrales Membranprotein, das bei der Zelldifferenzierung im 

Darmepithel eine Rolle spielt (Oliva et al., 1993). 

 

1.3 Kongenitale stationäre Nachtblindheit (CSNB) 

Bei der kongenitalen stationären Nachtblindheit handelt es sich um eine klinisch und gene-

tisch heterogene Erkrankung. Sie umfasst eine Gruppe von Erkrankungen, die durch eine 

seit Geburt vorhandene nichtprogressive Nachtblindheit, verminderte Sehschärfe sowie 

durch das variable Auftreten von Myopie, Nystagmus und Strabismus bei fehlender pig-

mentaler Degeneration gekennzeichnet sind. 

Erste Beschreibungen fanden sich 1838, als Cunier seine Ergebnisse über die wohl bekann-

teste Familie mit CSNB veröffentlichte. Er hatte sieben Generationen einer südfranzösi-

schen Familie mit autosomal-dominanter Vererbung untersucht, die von Jean Nougaret 

abstammten. Er fand ein herabgesetztes Vermögen, nachts zu sehen, wobei er alle anderen 

visuellen Funktionen als vollkommen normal beschrieb. Bestätigt wurden seine Ergebnisse 

durch Nettleship (1907), dem es durch seine Untersuchungen möglich wurde zu sagen, 

dass es sich um eine stationäre und nichtprogressive Form der Nachtblindheit handelte, 

sowie durch DeJean (1949). In der folgenden Zeit konnten weitere Formen der CSNB be-

schrieben werden. Erste Berichte über eine X-chromosomale Variante finden sich bei 

Donders (1855), eine autosomal-rezessive Form konnte 1825 durch Gassler nachgewiesen 

werden. Während die X-chromosomale Form immer mit Myopie assoziiert ist und sehr oft 

auch mit schlechter Sehschärfe, Strabismus und Nystagmus, ist die Kombination der auto-

somal-rezessiven Variante mit Myopie häufig, jedoch fakultativ. Bei der autosomal-

dominanten Form dagegen tritt keine Myopie auf. Unabhängig vom Vererbungsmodus 

wurde dabei jeweils ein unauffälliger Fundus beschrieben, im Gegensatz zu zwei weiteren 

zu diesem Formenkreis gehörenden Erkrankungen, der Oguchi-Krankheit und dem Fundus 
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albipunctatus. So einigte man sich schließlich auf eine Einteilung in eine CSNB mit nor-

malem Fundus, die autosomal-dominant, autosomal-rezessiv oder X-chromosomal vererbt 

werden kann, sowie eine CSNB mit ophthalmoskopisch auffälligem Fundus, zu der man 

die Oguchi-Krankheit und den Fundus albipunctatus rechnete (Carr, 1974). Da die beiden 

letzten Formen aufgrund der auffälligen Funduserscheinungen eine eigene Kategorie in-

nerhalb der CSNB bilden und sich etwas von den zuvor genannten Formen abgrenzen, 

wird in dieser Arbeit nicht näher auf sie eingegangen. 

Diese Einteilung ist auch heute im klinischen Alltag besser einsetzbar als die von Merin 

getroffene Unterteilung in eine CSNB mit normalem Fundus und autosomal-dominanter 

sowie autosomal-rezessiver Vererbung, in eine Form mit hoher Myopie, die einen X-

chromosomalen sowie autosomal-rezessiven Vererbungsmodus zeigt und in eine Form mit 

ophthalmoskopisch auffälligem Fundus (Lorenz et al., 1996).  

Eine weitere Unterteilung der CSNB erfolgte aus elektrophysiologischer und psychophysi-

scher Sicht. Der ERG-Typ I (Riggs-/Nougaret-Typ) mit positiver Maximalantwort und er-

loschenem Stäbchen-ERG lässt dabei einen Defekt in den Außensegmenten der Stäbchen 

vermuten und ist bei autosomal-dominanter Vererbung zu finden (Riggs, 1954). Der ERG-

Typ II (Schubert-Bornschein-Typ) mit normaler a-Welle und kleiner bzw. fehlender b-

Welle lässt sich bei autosomal-rezessiver oder X-chromosomaler CSNB ableiten (Schubert 

und Bornschein, 1952), was einen Defekt in der neuronalen Transmission zwischen den 

Photorezeptoren und den Bipolarzellen annehmen lässt.  
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Die bislang charakterisierten autosomal-dominanten Formen der CSNB sind durch Mutati-

onen bedingt, die zu einer mangelhaften neuronalen Transmission innerhalb der retinalen 

Neurone bzw. zu einer fehlerhaften Regulation in der Signaltransduktionskaskade und da-

mit zu einer gestörten Übertragung, Weiterleitung und Verarbeitung des Lichtreizes füh-

ren.  
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Phototransduktionskaskade. Nach Absorption eines Lichtquants ent-
steht durch Isomerisation des Rhodopsins (R) Metarhodopsin II (R*). Dieses ist das Eingangssignal für den 
sehr schnell ablaufenden Metarhodopsin-Transducin-Zyklus, bei dem ein Tα-GTP-PDE-Komplex entsteht. 
Dieser Komplex ist das Eingangssignal für den intrazellulären 5´GMP-cGMP-Zyklus. Da der intrazelluläre 
Transmitter cGMP die Natriumkanäle offenhält, bewirkt die Reduktion der cGMP-Konzentration eine 
Schließung der Na+/Ca2+-Kanäle und damit eine Hyperpolarisation. Nähere Erläuterungen finden sich im Text 
(P = Phosphat, A = Arrestin, T = Transducin, PDE = Phosphodiesterase). 
 

Die Anpassung an die Beleuchtungsbedingungen wird durch zwei retinale Rezeptortypen 

erleichtert. Mit den Stäbchen wird in der Dämmerung gesehen (skotopisches Sehen), mit 

den Zapfen am Tag (photopisches Sehen). In den Außensegmenten der Rezeptorzellen fin-

det man die Moleküle der Sehfarbstoffe. Bei den Stäbchen handelt es sich um das Rho-

dopsin, das aus einem Glykoprotein (Opsin) und einer chromophoren Gruppe (11-cis-

Retinal) zusammengesetzt ist, bei den Zapfen unterscheidet man drei verschiedene Seh-

farbstoffe („Jodopsine“). 

Im Dunkeln sind die Stäbchen und Zapfen depolarisiert, bei Belichtung kommt es zu einer 

Hyperpolarisation. Nach Absorption eines Lichtquantes entsteht durch Isomerisation des 

Rhodopsins R über mehrere Zwischenstufen das Metarhodopsin II („aktives Rhodopsin“ 
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R*). Dieses aktiviert zum einen Transducin, wird dann aber selbst  durch Phosphorylierung 

durch die Rhodopsin-Kinase sowie durch Bindung an das Enzym Arrestin inaktiviert und 

durch die Umwandlung des Retinals aus der 11-trans in die 11-cis-Form regeneriert. Durch 

die Bindung des R* an Transducin und die anschließende Phosphorylierung wird die α-

Untereinheit des Transducins freigesetzt, die eine cGMP-abhängige Phosphodiesterase ak-

tiviert, indem sie deren γ-Untereinheiten abspaltet. Dieser Komplex aus α-Transducin und 

der Phosphodiesterase bewirkt eine Inaktivierung des cGMP. Da cGMP das intrazelluläre 

Molekül ist, welches die für die Depolarisierung notwendigen Ionenkanäle offenhält, 

schließen sich diese und es kommt zu einer mit einem Abfall der intrazellulären Ca2+-

Konzentration einhergehenden Hyperpolarisierung. Die intrazelluläre Ca2+-Konzentration 

steuert ihrerseits über ein Mediatorprotein eine Guanylylzyklase, die die Umwandlung von 

GTP in cGMP reguliert. Bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen hört die Freisetzung des inhi-

bitorischen Transmitters an der Synapse auf, womit die postsynaptischen Neurone desinhi-

biert, d. h. erregt werden. Die Synapsen liegen den Neuronen zweiter Ordnung gegenüber. 

ON- und OFF-Schaltkreise werden durch unterschiedliche Rezeptormoleküle in der 

postsynaptischen Membran von ON- und OFF-Bipolarzellen aktiviert. Die ON-

Bipolarzelle wird bei Belichtung demzufolge depolarisiert, die OFF-Bipolarzelle wird da-

bei hyperpolarisiert, ebenso wie die Horiontalzellen, die laterale Interaktionen in der äuße-

ren plexiformen Schicht bewirken (Schmidt-Thews, 1995, Seite 291). 

Eine konstante Aktivierung der Phototransduktionskaskade täuscht den Zustand vor, der 

durch die Einwirkung von hellem Licht hervorgerufen wird. Dadurch wird das Auge de-

sensibilisiert und verliert die Fähigkeit, auf schwache Lichtreize zu reagieren, was man als 

Nachtblindheit bezeichnet (Sieving et al., 1995). 

 

1.3.1 Autosomal-dominante CSNB (CSNB3) 

Seitdem der Genort für adCSNB durch Kopplungsanalysen in einer großen dänischen Fa-

milie („Rambusch-Stammbaum“) auf 4p16.3 kartiert werden konnte (Gal et al., 1994), 

wurden Mutationen im Gen für Rhodopsin, die β-Untereinheit der cGMP-

Phosphodiesterase sowie das α-Transducin (GNAT1) beschrieben.  

Mutationen im Rhodopsin-Gen waren schon als Ursache für die autosomal-dominante so-

wie die autosomal-rezessive Variante der Retinitis pigmentosa (RP) nachgewiesen worden 

(Dryja et al., 1990, Inglehearn et al., 1993). Angesichts der Tatsache, dass einige der be-

schriebenen CSNB-Fälle keine a-Welle im ERG aufweisen (Riggs-/Nougaret-Typ), was 
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auf einen Defekt in der Phototransduktion hinweist, wurde der Möglichkeit einer Mutation 

im Rhodopsin-Gen auch bei adCSNB nachgegangen. Die bislang beschriebenen Mutatio-

nen (Ala292Glu, Gly90Asp, Thr94Ile) (Dryja et al., 1993; Rao et al., 1994; al-Jandal et al., 

1999) ähneln dem Wildtyp-Rhodopsin in seiner Fähigkeit, Transducin zu aktivieren, mit 

dem Unterschied, dass die von ihnen codierten Opsine auch ohne gebundenes 11-cis-

Retinal sowie in Abwesenheit von Licht eine Transducin-aktivierende Eigenschaft besit-

zen. Sie erwecken so den Anschein eines ständig hellen Hintergrundes, was eine ständige 

Aktivierung der Phototransduktionskaskade bewirkt. Durch diese andauernde endogene 

Stimulation werden die Stäbchen desensibilisiert und ihre Empfindlichkeit gegenüber 

schwachem Licht reduziert. Im Gegensatz zu der durch Rhodopsin-Mutationen verursach-

ten adRP, findet man bei der adCSNB keine retinalen Degenerationen, auch die Dichte 

und Regenerationsfähigkeit des Rhodopsins sind normal (Sieving et al., 1995). 

Nach der Kartierung des Locus für adCSNB auf 4p16.3 wurde schließlich auch die β-

Untereinheit der cGMP-Phosphodiesterase (PDE6β), die in dieselbe Region lokalisiert 

wurde (Altherr et al., 1992) und fast ausschließlich in den Stäbchen exprimiert wird, als 

Kandidatengen für adCSNB in Erwägung gezogen. Bestätigt wurde diese Annahme durch 

die Entdeckung einer His258Asp-Mutation bei Nachkommen des 1909 von S. H. A. Ram-

busch erstmals beschriebenen „Rambusch-Stammbaums“ (Gal et al., 1994). Diese missen-

se Mutation führt dazu, dass die γ-Untereinheit der PDE nicht mehr an die β-Untereinheit 

binden kann. Ist nur eine der beiden γ-Untereinheiten mit der aktivierten Mutante verbun-

den, bleibt ein großer Teil der PDE wenigstens z. T. aktiv und hält den cGMP-Spiegel 

hoch. Dadurch bleiben die Kationenkanäle auch im Dunkeln geschlossen und die Stäbchen 

ständig hyperpolarisiert, unfähig in den Zustand bei Dunkelheit zurückzukehren oder auf 

Lichteinfall zu antworten. Das Ergebnis dieser Desensibilisierung ist die Unfähigkeit, auf 

schwaches Licht zu reagieren bzw. Nachtblindheit. Dies ist konsistent mit dem ERG, das 

einen selektiven Verlust der Stäbchen-vermittelten Dunkeladaptation sowie ein beinahe 

komplettes Fehlen der Stäbchenaktivität zeigt. 

Bei den Nachfahren Jean Nougarets konnte schließlich eine missense Mutation (Gly38Asp) 

im α-Transducin-Gen (GNAT1) gefunden werden (Dryja et al., 1996). Geht man von dem-

selben Mechanismus aus, der bei einer Mutation eines Gly-Restes in p21ras auftritt, führt 

die Mutation im GNAT1-Gen zu einer inaktiven α-Untereinheit des Transducin. Da man 

jedoch erwarten würde, dass die funktionierenden α-Untereinheiten, die durch das bei He-

terozygotie ebenfalls vorhandene Wildtyp-Allel codiert werden, ausreichen würden, um 
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die Phototransduktionskaskade aufrecht zu erhalten, und da die bisher publizierten Mutati-

onen bei adCSNB alle zu einer ständigen Aktivierung der Kaskade führen, gab es weitere 

Spekulationen über die biochemischen Auswirkungen dieser Mutation. Neu genährt wur-

den sie durch elektrophysiologische Untersuchungen an Trägern der Gly38Asp-Mutation. 

Diese ergaben, dass die Stäbchenfunktion noch vorhanden ist, wenn auch subnormal, und 

dass die Zapfenfunktion etwas beeinträchtigt ist. Diese Befunde sind gut vereinbar mit der 

Annahme, dass die Transducin-Mutante ständig aktiv ist und dass die Nachtblindheit auch 

hier aus einer Desensibilisierung der Stäbchen resultiert (Sandberg et al., 1998). 

Dadurch, dass adCSNB jeweils auf Mutationen zurückgeht, die Bestandteile der Pho-

totransduktionskaskade betreffen, ist in allen Fällen ein ERG vom Riggs-/Nougaret-Typ zu 

erwarten, das durch eine reduzierte photopische Antwort ohne signifikanten Anstieg unter 

skotopischen Bedingungen gekennzeichnet ist (Riggs, 1954). Dem widersprechend wurden 

jedoch in der Vergangenheit neben einer Familie, innerhalb der beide ERG-Typen auftra-

ten (Auerbach et al., 1969), drei Betroffene mit autosomal-dominantem Erbgang publiziert, 

deren ERG Befunde denen des Schubert-Bornschein-Typs bei kompletter xlCSNB ähnel-

ten, während die Dunkeladaptationskurven keine Übereinstimmung zeigten. Aufgrund der 

von anderen adCSNB-Familien unterschiedlichen elektrophysiologischen Befunden postu-

lierte man, eine Familie mit adCSNB gefunden zu haben, die sich von den zuvor beschrie-

benen unterschied (Noble et al., 1990). 

 

1.3.2 X-Chromosomale CSNB (xlCSNB) 

Die X-chromosomale Form der CSNB unterscheidet sich von den autosomal vererbten 

Formen durch ihre Assoziation mit Myopie bzw. Hyperopie sowie durch das variable Auf-

treten von Nystagmus und Strabismus. Das ERG zeigt stets den Schubert-Bornschein-Typ, 

der durch ein „negatives ERG“ gekennzeichnet ist. Dies bedeutet, dass die a-Welle größer 

als die b-Welle, bzw. dass das Verhältnis b/a < 1 ist. Aus elektrophysiologischer und psy-

chophysischer Sicht lassen sich dabei zwei Formen unterscheiden. Eine Form, bei der kei-

ne Stäbchenfunktion mehr nachweisbar ist (komplette CSNB, CSNB1), sowie eine Form, 

bei der noch eine Reststäbchenfunktion erhalten ist (inkomplette CSNB, CSNB2) (Miyake 

et al., 1986). 
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1.3.2.1 Diagnostik und Klassifikation der xlCSNB 

Entscheidend für die Diagnosestellung und die Klassifikation in CSNB1 bzw. CSNB2 ist 

das ERG. Die Messung der Stäbchenantwort am dunkeladaptierten Auge, die durch einen 

um 2,5 logarithmische Einheiten gegenüber dem Standardblitz abgeschwächten Lichtblitz 

ausgelöst wird, lässt bei CSNB1-Patienten keine Stäbchenaktivität erkennen, während 

CSNB2-Patienten eine b-Welle mit erniedrigter Amplitude aufweisen. Die Maximalant-

wort auf helle Einzelblitze, an der eine Kombination von Zapfen- und Stäbchensystem be-

teiligt ist, ergibt bei beiden Formen eine normale a-Welle bei gleichzeitig subnormaler b-

Welle, was zu einem b/a-Verhältnis < 1 („negatives“ ERG) führt (Miyake et al., 1986). 

Die ebenfalls unter skotopischen Bedingungen abgeleiteten oszillatorischen Potentiale sind 

bei CSNB2 verzögert, zeigen aber normale Amplituden, im Gegensatz zu Patienten mit 

CSNB1, bei denen sich keine oszillatorischen Potentiale ableiten lassen. Im photopischen 

ERG dagegen können bei Betroffenen mit CSNB2 keine oszillatorischen Potentiale nach-

gewiesen werden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass das Zapfensystem unter photopi-

schen Bedingungen nicht optimal arbeitet, während es mit skotopischen Bedingungen sehr 

gut zurecht kommt. Dies lässt den Gedanken aufkommen, dass Nachtblindheit evtl. nicht 

der adäquate Terminus für CSNB2 ist, was dadurch bestätigt wird, dass die meisten Patien-

ten kaum über ein beeinträchtigtes Sehen bei Nacht klagen (Tremblay et al., 1995). 

Das photopische ERG (Zapfen-ERG) bei CSNB2 zeigt initial nur eine kleine Negativität 

und eine längere Gipfelzeit, da die b-Welle keinen definierten Beginn zeigt. Ebenso wie 

bei CSNB1 ist die Amplitude der b-Welle erniedrigt, jedoch stärker, was auf eine im Ver-

gleich zur CSNB1 stärker gestörte Zapfenfunktion hinweist.  

Im 30 Hz Flicker-ERG zeigen sich bei Patienten mit CSNB1 kaum Unterschiede zur Nor-

malbevölkerung, während es bei Betroffenen mit CSNB2 erloschen bzw. signifikant er-

niedrigt ist. Zudem zeigen Patienten mit CSNB2 im 30 Hz Flicker-ERG während 

Lichtadaptation, die auf eine 30 minütige Dunkeladaptation folgt, eine ausgeprägte Steige-

rung der Amplitude, die jedoch nie den Normalwert erreicht. Desweiteren verändert sich 

die Wellenform in charakteristischer Weise. Nach ca. 2 Minuten tritt ein zweiter positiver 

„Peak“ auf, der zu Beginn noch kleiner als der erste ist, dann aber an Größe zunimmt. Die-

se beiden Phänomene können weder bei CSNB1 noch bei der Oguchi-Krankheit beobach-

tet werden (Miyake et al., 1987a). 
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Abb. 3: ERG-Charakteristika bei CSNB1 und CSNB2. 3a zeigt das Stäbchen-ERG eines Patienten mit 
CSNB1. Jede Zeile zeigt einen Durchschnitt von sechs Antworten auf Einzelblitze unterschiedlicher Hellig-
keit. 3b zeigt das Zapfen-ERG (I) sowie die 30 Hz Flicker Antworten (II: nach 10 minütiger Lichtadaptation, 
III: nach Dunkeladaptation) und die oszillatorischen Potentiale (IV), die bei einem Patienten mit CSNB1 ab-
geleitet wurden. Für alle Antworten wurden Lichtblitze der maximalen Helligkeit (3,0 cds/m2) verwendet. 
Bei den oszillatorischen Potentialen unterscheidet sich die Skalierung dabei vom Rest der Abbildung (Zeit: 
10 ms gegenüber 15 ms, Amplitude: 48,8 µV gegenüber 97,6 µV). 
3c zeigt das Stäbchen-ERG eines Patienten mit CSNB2 während in 3d das Zapfen-ERG (I) sowie die 30 Hz 
Flicker Antworten (II: nach 10 minütiger Lichtadaptation, III: nach Dunkeladaptation) und die oszillatori-
schen Potentiale (IV) aufgezeichnet sind. Hierbei ist die Skalierung innerhalb der Abbildung einheitlich. Die 
Ableitungsbedingungen entsprechen denen bei CSNB1 (modifiziert nach Ruether et al., 1993). 
 

Weitere differentialdiagnostische Unterschiede ergeben sich aus der Ableitung der long-

flash ON- und OFF- Antworten unter photopischen Bedingungen, bei denen dem Auge 

längere Lichtreize angeboten werden. Die ON-Antwort ist bei beiden Formen verändert. 

Während a- und b-Welle jeweils verzögert auftreten, ist die Amplitude der a-Welle bei 

CSNB1 normal, während sie bei CSNB2 erniedrigt ist. Die b-Wellen sind in beiden Fällen 

subnormal, was v. a. bei CSNB1 ein kleineres b/a-Verhältnis als normal ergibt. Die OFF-
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Antwort ist dagegen nur bei Patienten mit CSNB2 verändert und zeigt eine verzögerte d-

Welle mit erniedrigter Amplitude (Langrova et al., 1999; Miyake et al., 1987b). Geht man 

davon aus, dass die ON-Antwort den Abfall der späten Rezeptorpotentiale in den Zapfen 

wiederspiegelt und die OFF-Antwort die Funktion der Zapfen sowie mittleren Retina-

schichten, so liegt die Störung bei CSNB1 in den mittleren Retinaschichten, während die 

Zapfenfunktion nicht betroffen ist. Dies wird dadurch bestätigt, dass die Dichte und Kine-

tik der Zapfen normal sind. Im Gegensatz dazu scheint bei CSNB2 ein Missverhältnis der 

Transmitterfreisetzung der Zapfen ursächlich zu sein. Diese Befunde lassen auf eine unter-

schiedliche Pathogenese beider Formen im photopischen System schließen, was die An-

nahme unterstützt, dass es sich bei CSNB1 und CSNB2 um unterschiedliche Erkrankungen 

handelt, wobei CSNB2 wahrscheinlich eine kombinierte Stäbchen-Zapfen-Dysfunktion 

darstellt.  

Diese Vermutung wird durch die Analyse der skotopischen Schwellenwert-Antworten 

(scotopic treshold response, STR) unterstützt, die klinische Informationen über proximale 

retinale Dysfunktionen sowie z. T. auch über die Stäbchen liefern können (Sieving et al., 

1986). Bei Patienten mit CSNB1 lassen sich weder oszillatorische Potentiale noch STRs 

ableiten, was Hinweise darauf gibt, dass der proximale Stäbchenweg gestört ist, so dass 

evtl. die Stäbchensignale die Bipolarzellen nicht erreichen können. Patienten mit CSNB2 

dagegen zeigen bei erhöhten Schwellenwerten klar nachweisbare STRs mit jedoch stark 

verzögerten Gipfelzeiten und normaler b-Welle. Dies lässt sich aber dadurch erklären, dass 

die b-Welle eine Summation aus einer positiven PII-Komponente und einer negativen 

STR-Komponente darstellt, so dass eine verzögerte STR sie normal erscheinen lässt, da sie 

nicht die negative STR-Komponente enthält (Miyake et al., 1994). 

Die Dunkeladaptationskurven bei CSNB1 lassen keine Stäbchenfunktion mehr erkennen 

und zeigen einen monophasischen Verlauf, was darauf hinweist, dass nur die Zapfen an der 

Adaptation beteiligt sind, während sich bei CSNB2 noch eine Stäbchendunkeladaptation 

erkennen lässt. Der Verlauf ist hierbei biphasisch mit einem Empfindlichkeitsverlust im 

Zapfen- (7 dB) sowie Stäbchenanteil (11 dB).  
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Abb. 4: Dunkeladaptationskurven bei CSNB1 und CSNB2. 
Im Vergleich zu einer Dunkeladaptationskurve einer Nor-
malperson (-) sind die Kurven eines Patienten mit CSNB1 
(o) und CSNB2 (+) aufgetragen (modifiziert nach Héon und 
Musarella, 1994). 

 

Der erweiterten Diagnostik dienen psychophysische Methoden wie die skotopische 

Schwellenperimetrie, die qualitative und quantitative Aussagen über die Funktion der am 

Testort antwortenden Photorezeptoren erlaubt. Dies ermöglicht im Gegensatz zum Ganz-

feld-ERG, das nur Summen der Stäbchen- und Zapfenantworten registriert, die Analyse 

lokalisierter Funktionsdefekte sowie ihre räumliche Verteilung. Es zeigt sich hierbei bei 

Patienten mit CSNB2 ein diffuser Empfindlichkeitsverlust bei 500 nm sowie bei 600 nm, 

wobei der größere Empfindlichkeitsverlust bei 600 nm wohl durch eine Verlagerung der 

skotopischen spektralen Empfindlichkeitskurve in den langwelligen Bereich zustande 

kommt, während der Empfindlichkeitsverlust bei 500 nm den Stäbchenschaden dokumen-

tiert. Entsprechende Aussagen über ähnliche Untersuchungen bei CSNB1 fehlen bislang 

noch (Lorenz et al., 1996). 

Das Elektrookulogramm zeigt in beiden Gruppen in den meisten Fällen ein normales L/D-

Verhältnis. Dies steht etwas im Gegensatz zu der bei Betroffenen mit CSNB2 gefundenen 

Auslöschung der c-Welle im ERG. Da die c-Welle ein Korrelat zur Hyperpolarisation in 

der apikalen Membran des Pigmentepithels darstellt, ergeben sich aus dieser Tatsache 

Hinweise auf Störungen in der apikalen Membran (Takahashi et al., 1988). 
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Bei weiteren klinischen Untersuchungen ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwi-

schen beiden Formen im Bezug auf die Sehschärfe, Gesichtsfeldausfälle waren ebenso 

nicht nachweisbar. Bezüglich des Refraktionsfehlers lassen sich die meisten Patienten mit 

CSNB1 als stark bis moderat myop klassifizieren, während CSNB2-Patienten mild myop 

oder sogar hyperop sind. Probleme mit dem Farbensehen beklagt keine der beiden Grup-

pen, auch der Fundus zeigt keine auffälligen Veränderungen, wobei jedoch bei einigen Pa-

tienten mit CSNB1 myopische Degenerationen wie z. B. ein tigroider Fundus zu 

vermerken sind. Weitere okuläre Symptome wie Nystagmus (CSNB1: 20-60 %; CSNB2: 

35-60 %, je nach Literaturangabe) oder Strabismus (CSNB1: 60 %, fast ausschließlich E-

sotropie; CSNB2: 40 %, fast ausschließlich Exotropie) sind variabel (Miyake et al., 1986; 

Ruether et al., 1993). 

 
Tab. 1: Vergleich elektrophysiologischer und klinischer Befunde bei CSNB1 und CSNB2 

 CSNB1 CSNB2 
Sehschärfe reduziert reduziert 

Refraktionsfehler stark/moderat myop mild myop/hyperop 
Nystagmus 20-60 % 35-60 % 
Strabismus 60 %, v. a. Esotropie 40 %, v. a. Exotropie 
Farbensinn evtl. Tritanopie evtl. Tritanopie 

Fundus normal, evtl. myopische 
Degenerationen normal 

EOG normal normal 
Stäbchen-ERG ∅  b-Welle subnormale b-Welle 

oszillatorische Potentiale erloschen vorhanden 
scotopic treshold response 

(STR) STR erloschen STR vorhanden 

Zapfen-ERG normal/subnormal reduziert 
30 Hz Flicker-ERG normal erloschen 

Dunkeladaptation ∅  Stäbchenadaptation, 
monophasisch 

Stäbchenadaptation vorhan- 
den, biphasisch 

 

Die Revision der gesamten ERG-Befunde veranlasste schließlich zur Annahme, dass bei 

CSNB1 ein Defekt in den mittleren Retinaschichten bei der Übertragung der Stäbchensig-

nale zu den ON-Bipolarzellen zugrunde liegt, während bei CSNB2 Stäbchen sowie Zapfen 

betroffen sind, sowie evtl. auch Strukturen, die am Aufbau der b-Welle beteiligt sind (Boy-

cott et al., 1998b). 
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1.3.2.2 Heterozygote Überträgerinnen 

Bei X-chromosomalen Erkrankungen, die das Auge betreffen, hängt die Auswirkung auf 

den Phänotyp bei weiblichen Überträgerinnen von der jeweils betroffenen Struktur ab. Bei 

okulärem Albinismus sowie Chorioideremie, einer Erkrankung aus der Gruppe der tapeto-

retinalen Dystrophien, zeigen Überträgerinnen einen anomalen Phänotyp. Dagegen mani-

festiert sich die Erkrankung bei der X-gekoppelten Retinoschisis und der Norrie-Krankheit 

ebenso wie bei der xlCSNB (Bech-Hansen und Pearce, 1993) wenig bis gar nicht. Homo-

zygot erkrankte Frauen mit xlCSNB dagegen zeigen ebenso wie betroffene Männer eine 

variable Ausprägung der Symptome (milde bis moderate Myopie, Hyperopie) und weisen 

dieselben ERG- sowie Dunkeladaptationskurven auf (Ruttum et al., 1992). Bei Überträge-

rinnen lassen sich im Vergleich zu gesunden Frauen signifikant erniedrigte oszillatorische 

Potentiale ableiten, während sich die a- und b-Welle im Einzelblitz-ERG sowie die Ampli-

tuden der skotopischen und photopischen b-Wellen ebenso wie die Dunkeladaptationskur-

ven nicht signifikant von der Normalbevölkerung unterscheiden (Miyake und Kawase, 

1984). Legt man diese Daten zugrunde, kann der Konduktorinnenstatus bei ca. 25% der 

Überträgerinnen nicht nachgewiesen werden. Deshalb versucht man mit weiteren elektro-

physiologischen Untersuchungen die Trefferquote zu erhöhen. Dazu gehören u. a. die sko-

topische Perimetrie, die bei Überträgerinnen einen moderaten Empfindlichkeitsverlust bei 

600 nm nachweist, ebenso wie die photopische Schwellenperimetrie, die einen diffusen, 

aber signifikanten Empfindlichkeitsverlust aufweist (Lorenz et al., 1996). Wichtig für die 

Diagnostik und Beratung heterozygoter Überträgerinnen ist jedoch v. a. die Identifizierung 

des Gendefekts. 

 

1.3.2.3 Genetische Kartierung 

Trotz der Tatsache, dass eine elektrophysiologische Differenzierung in komplette und in-

komplette CSNB möglich war (Miyake et al., 1986), ist man lange von einem gemeinsa-

men Genort ausgegangen. Nachdem eine Kopplung mit dem Locus für Farbenblindheit 

schon früh ausgeschlossen werden konnte (White, 1940), konnte die Region für CSNB in 

ersten Kopplungsstudien auf Xp11 eingegrenzt werden (Gal et al., 1989; Musarella et al., 

1989; Bech-Hansen et al., 1990). So wurde mit Hilfe von RFLP-Analysen in drei Familien 

mit polymorphen X-chromosomalen Markern ein erster Locus in der Nähe von DXS7, das 

auf Xp11.3 liegt, identifiziert (Gal et al., 1989). Bestätigt wurde dies durch eine weitere 

RFLP-Analyse in Familien mit kompletter und inkompletter CSNB, die eine Kopplung von 
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CSNB1 mit DXS7 auf Xp11.3 ergab, einem Locus, der durch die Analyse von Rekombi-

nanten unterstützt wurde. Ihre Auswertung ergab eine wahrscheinliche Lokalisation des 

Genortes proximal zu OTC sowie DXS206 bzw. distal zu TIMP1 sowie DXS255. Die Fa-

milie mit inkompletter CSNB war uninformativ für DXS7. Eine Multimarker-

Kopplungsanalyse der Familien mit CSNB1 erbrachte zwei bevorzugte Reihenfolgen: 

OTC-CSNB-DXS7-TIMP1-DXS255 bzw. OTC-DXS7-CSNB-TIMP1-DXS255. Zwar er-

wies sich mit der Hereinnahme der Familie mit CSNB2 die zweite Möglichkeit als wahr-

scheinlicher, doch es konnte kein signifikanter Nachweis für Heterogenität erbracht 

werden (Musarella et al., 1989). Weitere Kopplungsanalysen konnten den möglichen Gen-

ort auf Xp11 bestätigen. So lokalisierten sie CSNB auf Xp11.22 in einer Entfernung von 6 

cM von DXS255, wobei keine genauen Angaben darüber gemacht werden konnten, ob der 

Genort proximal oder distal von DXS255 liegt (Bech-Hansen et al., 1990). Seit der ur-

sprünglichen Lokalisation von CSNB auf Xp11 bestand jedoch stets eine gewisse Unsi-

cherheit, ob die Erkrankung als heterogen anzusehen sei, oder ob es sich um einen einzigen 

Locus mit variablem klinischen Phänotyp handelt. Letzteres wurde durch Studien unter-

stützt, die das Vorkommen sowohl von CSNB1 als auch CSNB2 innerhalb einer Familie 

beschrieben (Pearce et al., 1990; Khouri et al., 1988). Eine weitere Studie koppelte zumin-

dest beide Formen in dieselbe Region, indem sie den Locus für CSNB2 in dem Intervall 

zwischen TIMP1 und DXS255 vermutete (Musarella et al., 1992). Die Daten der wenigen 

informativen Familien ergaben jedoch schließlich, dass mindestens zwei, wenn nicht noch 

mehr Loci für CSNB zu erwarten waren. 

Im Gegensatz zu zuvor publizierten Daten, der Genort könne distal von TIMP1 liegen 

(Musarella et al., 1989), konnte mittels Rekombination nachgewiesen werden, dass der   

Genort für CSNB, bzw. einer der möglichen Genorte, proximal zu DXS7 zwischen DXS7 

und TIMP1 zu finden ist (Bech-Hansen et al., 1992). Bestätigt wurde dies durch eine wei-

tere Kopplungsanalyse, bei der der Locus durch zwei informative Crossing-over proximal 

zu MAOA auf Xp11.3-11.23 zwischen MAOA und DXS246 lokalisiert werden konnte (Al-

dred et al., 1992), ein Ergebnis, das auch andere Studien erbrachten, die die Region auf das 

Intervall von OTC bis DXS1003 eingrenzten (Berger et al., 1995). Erstmalige Zuge-

ständnisse an eine mögliche Heterogenität wurden jedoch erst 1993 nach einer Untersu-

chung an einer großen mennonitischen Familie mit drei betroffenen Schwestern gemacht 

(Bech-Hansen und Pearce, 1993). Sie ließ einen Genort für CSNB proximal zu TIMP1 

vermuten, zusätzlich zu einem distal zu TIMP1, der zuvor beschrieben worden war (Musa-

rella et al., 1989; Aldred und Wright, 1991; Li et al., 1991). Weitere Hinweise auf geneti-
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sche Heterogenität lieferten „neue“ Genorte für CSNB auf Xp. So wurde eine Kopplung 

von CSNB zwischen DMD44 und DXS7 auf Xp21.1 in die Nähe des Genortes für RP3 be-

schrieben (Bergen et al., 1995), was durch die Analyse einer weiteren Familie bestätigt 

werden konnte (Bergen et al., 1996). Als CSNB4 wurde bei einer Familie, die den Phäno-

typ der inkompletten kongenitalen stationären Nachtblindheit aufwies, ein neuer Genort 

eingeführt, der durch Rekombinationsereignisse auf Xp11.4-11.3 zwischen DXS556 und 

DXS8080 in dasselbe Intervall wie COD kartiert wurde (Hardcastle et al., 1997). 

Doch erst mit der Untersuchung von elf Familien mit CSNB1 und 21 Familien mit CSNB2 

konnte der endgültige Beweis dafür erbracht werden, dass zwei Genorte für xlCSNB auf 

Xp existieren (Bech-Hansen et al., 1997; Boycott et al., 1998b). Mittels RFLP- und Mikro-

satellitenanalyse konnte der Genort für CSNB1 auf Xp11.4-11.3 zwischen DXS556 und 

DXS228 kartiert werden. Mit einer krankheitsspezifischen Haplotypen-Analyse in Famili-

en mennonitischen Ursprungs wurde der Genort für CSNB2 schließlich auf eine Region 

von 1,2 Mb zwischen den Markern DXS722 und DXS255 eingegrenzt.  

                                                              
                       DMD44            

                         DXS84 

                             OTC                                                   

                       DXS556 

 CSNB1 

                       DXS228 
                           DXS7                                      (5)                             (8) 
                         MAOB                                       
                     DXS8083 
                     DXS1003            (1) 
                           SYN1                                                                                 (9) 
                         TIMP1                                                                                                                         
                       DXS426                              (4)                           (7)  
                     DXS6616 
                     DXS6941           (2)   (3) 
                       DXS722 
 CSNB2 
                       DXS255 
                     DXS8023                                                  (6) 
                                                          
Abb. 5: Lokalisation von CSNB1 und CSNB2 aufgrund von Rekombinationsereignissen. Auf der linken Sei-
te der Abbildung ist ein Teil des X-Chromosoms mit einigen polymorphen Markern dargestellt. Die vertika-
len Linien und Pfeile auf der rechten Seite des X-Chromosoms geben, basierend auf informativen Crossing-
overn, minimale Regionen für Familien mit CSNB1 und solche mit CSNB2 sowie solche, die nicht als kom-
plett oder inkomplett klassifiziert werden konnten (gestrichelte Linien) wieder. (1) und (2) kennzeichnen die 
minimalen Regionen für die CSNB1- und CSNB2-Loci, basierend auf Untersuchungen in zwei Familien, die 
die genaueste Lokalisation für die Gene für die komplette (1) bzw. die inkomplette (2) Form der xlCSNB lie-
ferten. (3) gibt die Region an, die die Haplotypen-Analyse in Familien mennonitischen Ursprungs lieferte. 
Weitere rekombinante Chromosomen aus älteren Berichten sind ebenfalls eingezeichnet: eine Familie mit 
bekannter CSNB1 (4), eine mit bekannter CSNB2 (5) sowie vier weitere mit unbekanntem Status (6,7,8,9). 
Konnte dabei die proximale bzw. distale Begrenzung des CSNB-Gens in der Familie nicht genau definiert 
werden, ist dieses Ende mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Linien sind jeweils zwischen dem am meisten 
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distal bzw. proximal gelegenen Marker gezogen. Auf der linken Seite des X-Chromosoms sind die derzeiti-
gen minimalen Genorte für CSNB1 und CSNB2 angegeben. 
Die Familiennummern in Klammern (1-9) beziehen sich auf folgende Studien: (1-3): Boycott et al., 1998b; 
(4): Li et al., 1991; (5): Bergen et al., 1994; (6): Gal et al, 1989; (7): Aldred et al, 1992; (8): Bergen et al., 
1995; (9): Berger et al., 1995 (modifiziert nach Boycott et al., 1998b). 
 
                         
Mit diesen Daten konnte ebenfalls eine Allelität zu RP2 sowie RP3 ausgeschlossen werden 

(Boycott et al., 1998b).  

 

1.4 Åland Island Eye Disease (ÅIED) 

Populationsgenetische Untersuchungen auf den Åland Inseln in der Ostsee führten 1964 zu 

einer Familie, die einen X-chromosomalen Erbgang für ein Syndrom mit horizontalem os-

zillierenden Nystagmus mit kleiner bzw. mäßiger Amplitude, häufig stark herabgesetztem 

Visus (0,06-0,4), progressiver Myopie (bis –20 D), Astigmatismus (bis 7,5 D), Protanoma-

lie, gestörter Dunkeladaptation, Fundusalbinismus sowie Foveahypoplasie mit fehlendem 

Fovealreflex zeigte. Bei Überträgerinnen konnten leichte Farbsinnstörungen und ein im 

ENG registrierbarer Nystagmus nachgewiesen werden (Forsius und Eriksson, 1964). Zu 

ähnlichen Ergebnissen kam eine Nachuntersuchung dieser Familie, die drei Jahre später 

durchgeführt wurde (Waardenburg et al., 1969). Erste elektrophysiologische Untersuchun-

gen ergaben ein subnormales Stäbchen-ERG, ein negatives skotopisches ERG, eine redu-

zierte a-Welle in der Maximalantwort, eine fehlende Antwort auf 30 Hz Flicker und einen 

erhöhten Stäbchen-Schwellenwert bei der Dunkeladaptation (Elenius et al., 1968).  

Lange Zeit konnte man sich nicht über eine Einordnung dieses Syndroms in eine bestimm-

te Erkrankungskategorie einigen, was auch dadurch erschwert wurde, dass bei einigen Pa-

tienten Befunde wie Strabismus, Photophobie, sowie eine blau-hypoplastische oder auch 

durchleuchtbare Iris erhoben werden konnten. So wurde in der ÅIED anfangs eine eigen-

ständige Variante des okulären Albinismus, der Forsius-Eriksson-Typ OA2, vermutet 

(François, 1979; McKusick 1968, 1980), neben dem klassischen Nettle-ship-Falls-Typ, 

von dem sich die ÅIED durch das Fehlen charakteristischer Fundusmuster bei weiblichen 

Überträgerinnen und durch den negativen Befund bei der Hautbiopsie, die keine Makrome-

lanosomen entdecken ließ, unterschied. Eine Allelität oder Pseudo-Allelität wollte man je-

doch nicht ausschließen (Waardenburg et al., 1969). Weitere Untersuchungen an 

betroffenen Mitgliedern der Originalfamilie führten jedoch zur Verwerfung der Theorie, 

dass es sich bei der ÅIED um eine Form des okulären Albinismus handeln könnte. Als Be-

gründung wurde angebracht, dass die Hypopigmentierung v. a. am hinteren Pol und nicht, 
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wie beim OA, in der Peripherie zu finden sei und Unterschiede im Spontan- bzw. optokine-

tischen Nystagmus bestünden. Zudem konnte bei elektrophysiologischen Untersuchungen 

keine fehlgeleitete Kreuzung der Optikusneurone im Chiasma opticum („misrouting“) 

nachgewiesen werden, das zu dem für den OA so charakteristischen Verlust des Stereose-

hens führt (van Dorp et al., 1985). So einigte man sich darauf, das Krankheitssymbol von 

OA2 in ÅIED zu ändern (Mandel et al., 1989). 

Dass die Klassifikation als eine Form des OA nicht adäquat gewesen war, zeigten nach 

Krill (1977), der als erster die Behauptung aufstellte, ÅIED und CSNB seien eine Erkran-

kung, weitere Untersuchungen. Diese brachten aufgrund der Ähnlichkeiten im ERG bzgl. 

der Negativität und der gestörten Dunkeladaptation die Frage auf, inwieweit und ob ÅIED 

und CSNB2 unterschieden werden könnten. So erbrachten klinische und ophthalmologi-

sche Untersuchungen an einem sechsjährigen Jungen mit einer Deletion von Xp21 ein 

Syndrom mit Merkmalen von sowohl ÅIED als auch CSNB2, kongenitaler adrenaler Hy-

poplasie, Glycerolkinasemangel und Duchenne-Muskeldystrophie (Pillers et al., 1988, 

1990; Weleber et al., 1989). Aufgrund von Befunden wie denen eines anomalen photopi-

schen ERGs, eines negativen skotopischen ERGs, kongenitalem Nystagmus, Foveahy-

poplasie und Fundushypopigmentierung, entschloss man sich zur Diagnose ÅIED, unter 

dem Zusatz, dass diese Erkrankung der CSNB2 äußerst ähnlich, wenn nicht sogar mit ihr 

identisch sei.  

In der Folgezeit wurden weitere Familien mit ähnlichen Befunden, wie sie bei der Origi-

nalfamilie von 1964 zu finden waren, beschrieben und von ihren Untersuchern als ÅIED 

klassifiziert. So wurde 1990 eine dänische Familie nach Ausschluss zuvor gestellter Diag-

nosen wie X-gekoppelter Nystagmus, OA oder exzessiver Myopie mit ÅIED diagnostiziert 

(Rosenberg et al., 1990). Bei ihr hatten zuvor ausgeprägte Variationen im Phänotyp inner-

halb der Familie, die von starker Myopie ohne Nystagmus bis hin zu einem ausgeprägten 

Nystagmus bei kaum vorhandenem Refraktionsfehler sowie von einer normalen bis albi-

noid reichenden Funduspigmentierung reichten, die klinische Diagnose erschwert. Aus-

schlaggebend war letztendlich v. a. das mit dem skotopischen ERG der Originalfamilie 

beinahe identische ERG, das auch zur Aussage führte, ÅIED und CSNB2 seien dieselbe 

Erkrankung.  

Schon im darauffolgenden Jahr konnte nach einer vergleichenden Studie zwischen Mit-

gliedern der Originalfamilie und einer kürzlich entdeckten Familie aus Südfinnland mit 

ähnlicher Symptomatik eine neue, ÅIED-verwandte X-chromosomal vererbte Erkrankung 

beschrieben werden (Carlson et al., 1991). Die Betroffenen zeigten mit ÅIED überein-
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stimmende Merkmale bzgl. der reduzierten Sehschärfe, des Astigmatismus sowie der ge-

störten Dunkeladaptation. Unterschiede zu ÅIED bestanden darin, dass nur drei von fünf 

Betroffenen myop waren, nur bei einem ein Nystagmus nachweisbar war, in fast allen Fäl-

len ein normaler Farbensinn bestand und keine Anzeichen von OA zu finden waren. Im 

ERG beider Erkrankungen ließen sich gestörte Zapfen- und Stäbchenantworten nachwei-

sen. Während bei der ÅIED die Zapfenantwort fast ausgelöscht war, zeigten die Mitglieder 

der ÅIED-verwandten Familie zwar auch eine reduzierte Zapfenantwort, jedoch war diese 

nicht in demselben Ausmaß vermindert. Der größte Unterschied ließ sich jedoch bei der b-

Welle in der Maximalantwort auf einen weißen Lichtreiz feststellen, die bei ÅIED sub-

normal, bei der ÅIED-verwandten Form jedoch fast komplett unterdrückt war. Aus diesen 

unterschiedlichen klinischen und elektrophysiologischen Befunden schloss man, in der 

ÅIED-verwandten Form eine vom Original verschiedene, eigenständige Erkrankung ge-

funden zu haben.  

Kurze Zeit später konnte eine weitere Familie mit einer X-chromosomalen Augenerkran-

kung, die Gemeinsamkeiten mit ÅIED und CSNB2 aufwies, evaluiert werden (Glass et al., 

1993). Die  Mitglieder hatten normale Fundi, was ebenso wie die Tatsache, dass die Über-

trägerinnen klinisch sowie elektrophysiologisch gesund waren, den OA als Differentialdi-

agnose ausschloss. Zudem zeigten sich ein Nystagmus, ein progressiver Verlust der 

Sehfunktion bis ins frühe Erwachsenenalter bei anschließend stationärem Verlauf, Myopie 

(-30 D bis –3 D) sowie Astigmatismus, Tritanomalie und eine gestörte Dunkeladaptation. 

Das ERG war vom Schubert-Bornschein-Typ, zeigte jedoch kaum eine 30 Hz Flicker-

Antwort, und auch die oszillatorischen Potentiale waren kaum mehr ableitbar, ähnlich der 

Beschreibung des ERGs bei ÅIED. So klassifizierte man diese Familie als ÅIED, wobei 

man auch hier befand, dass die ausgeprägten Gemeinsamkeiten von ÅIED und CSNB2 

beide Erkrankungen nicht unterscheidbar machten, und davon ausging, falls sich ÅIED 

und CSNB2 als allelisch erweisen würden, CSNB2 die leichtere Form mit einem geringe-

ren Defekt der Zapfenfunktion wäre.  

Nach eingehender Betrachtung der klinischen und elektrophysiologischen Befunde geht 

man heute davon aus, dass es eine Originalfamilie mit ÅIED gibt (Forsius und Eriksson, 

1964) sowie drei ÅIED-verwandte Familien (Rosenberg et al., 1990; Carlson et al., 1991; 

Glass et al., 1993). Ob es sich bei der ÅIED-verwandten Form und der CSNB2 um identi-

sche Erkrankungen handelt, war ein Gesichtspunkt, der in dieser Arbeit untersucht werden 

sollte.  
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Der Locus für ÅIED wurde anfangs aufgrund einer Kopplung mit dem XG-Blutgruppen-

Locus auf dem terminalen Anteil von Xp vermutet (Race und Sanger, 1975). Auf der ande-

ren Seite konnte bei einem Patienten mit einem ÅIED-ähnlichen Bild eine Deletion von 

Xp21 nachgewiesen werden (Pillers et al., 1988, 1990; Weleber et al., 1989), was zur An-

nahme führte, dass der Locus für ÅIED auf Xp21.3-21.2  zu suchen sei. Dies erweist sich 

jedoch nach heutigen Erkenntnissen als nicht möglich. Um den ÅIED-Genort genauer ein-

grenzen zu können, wurden Kopplungsanalysen in der Originalfamilie durchgeführt (Alita-

lo et al., 1991). Der höchste Lod-Score ergab sich hierbei für den Marker DXS255 auf 

Xp11.22. Die Multimarker-Kartierung favorisierte einen Locus zwischen DXS7 und 

DXS72 auf Xp11.4-Xq21.1. Somit konnte die Lage auf Xp21 weitestgehend ausgeschlos-

sen werden, nicht jedoch die Tatsache, dass ÅIED und CSNB2 evtl. durch Mutationen im 

selben Gen verursacht werden.  

Eine genauere Eingrenzung erfolgte bis heute nicht, da die weiteren Kopplungsanalysen an 

Familien mit der ÅIED-verwandten Form erfolgten, von der man annimmt, dass sie mit 

ÅIED nicht allelisch ist. Sie konnten den Locus zunächst in die Nähe von DXS255 und 

TIMP1 auf dem proximalen Xp und schließlich proximal zu DXS7 und PGK, eng verbun-

den mit dem Cluster DXS255, TIMP1, DXS146 sowie DXS14, lokalisieren (Schwartz und 

Rosenberg, 1991). Bestätigt wurde diese Region durch die Analyse einer weiteren Familie, 

die ebenfalls eine enge Kopplung mit TIMP1 und DXS255 auf Xp11 erbrachte. Eine Lage 

außerhalb von Xp11 wurde zudem dadurch weitestgehend ausgeschlossen, als dass Re-

kombinationen im distalen Bereich von Xp sowie Xq beobachtet wurden (Glass et al., 

1993). Somit konnte auch die ÅIED-verwandte Form in dasselbe Intervall wie CSNB2 kar-

tiert werden, wobei jedoch auch hier die Frage nach der Allelität offen blieb. 

 

1.5 X-Chromosomaler kongenitaler Nystagmus (xlCN) 

Eine weitere hereditäre Augenerkrankung, deren Genort auf Xp vermutet wurde, ist die i-

diopathische Form des X-chromosomalen angeborenen Nystagmus. Der kongenitale 

Nystagmus ist eine häufige Erkrankung (1:1500), die durch beidseitige, spontane, rhyth-

misch ablaufende sowie unwillkürliche Augenbewegungen charakterisiert ist. Er beginnt 

etwa im sechsten Lebensmonat und ist häufig mit schwersten Störungen des visuellen Sys-

tems vergesellschaftet. Man findet ihn hauptsächlich als Sekundärveränderung bei geneti-

schen Augenerkrankungen wie dem Albinismus, der Achromatopsie, der Leber´schen 

angeborenen Amaurose oder der Katarakt, zudem ist er als Symptom bei wenigstens drei 
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X-chromosomalen Erkrankungen (OA1, CSNB1, Blau-Monochromatismus (CBBM)) be-

kannt. Sein Auftreten bei diesen Erkrankungen begleitet einen klinisch offensichtlichen 

Defekt im sensorischen Teil des Sehvorgangs (kongenitaler sensorischer Nystagmus).  

Als idiopathisch wird der kongenitale Nystagmus eingestuft, wenn mögliche nervale Stö-

rungen oder Augenerkrankungen ausgeschlossen werden konnten. Hierbei repräsentiert er 

eine anomale Entwicklung derjenigen Gehirnareale mit okulomotorischen Funktionen, die 

der Fixationskontrolle und der Kontrolle der Augenbewegungen dienen. Daraus entstand 

auch die Bezeichnung kongenitaler motorischer Nystagmus. Neben der X-chromosomalen 

Vererbung sind auch eine autosomal-rezessive und eine autosomal-dominante Variante be-

kannt. In einigen Familien wird sowohl eine X-chromosomal-rezessive Übertragung als 

auch eine X-chromosomal-dominante Linie vermutet, was evtl. durch identische Mutatio-

nen bedingt ist, die unterschiedliche Penetranz bei den heterozygoten Frauen zeigen 

(Hemmes, 1924; Waardenburg et al., 1961). 

1996 konnte ein Gen für die autosomal-dominante Form des kongenitalen Nystagmus auf 

das Chromosom 6p12 kartiert werden (Kerrison et al., 1996). Für die häufigste Form, den 

xlCN, konnte bis heute nur eine mögliche Region auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms 

(Xp11.3-11.4) angegeben werden (Cabot et al., 1998). Erste Kopplungsanalysen in Famili-

en mit motorischem xlCN, die ein uneinheitliches dominantes Vererbungsmuster zeigten, 

konnten durch Ausschluss einer Kopplung mit OA1, CSNB2 und CBBM jedoch die Hypo-

these bestätigen, dass es sich beim xlCN um eine eigenständige Erkrankung handelt. 

 

1.6 Zielsetzung der Arbeit 

Die Grundlage dieser Arbeit bildet die erst kurz zuvor erfolgte Kopplung des Genortes für 

die inkomplette Form der CSNB (CSNB2) zwischen die Marker DXS722 und DXS255 auf 

Xp11.23 (Bech-Hansen et al., 1997). Ein Cosmid-PAC-Contig zwischen den Markern 

DXS6950 und DXS255 war vor Beginn der Arbeit durch Arbeitsgruppen in München und 

Jena kloniert und sequenziert worden. Aus den gelieferten Primärsequenzen konnten mit 

Hilfe von Exon-Vorhersageprogrammen (GENSCAN (Burge und Karlin, 1997), GRAIL 

(Uberbacher und Mural, 1991), GENEFINDER) und ESTs insgesamt 40 Gene, u. a. 24 

neue Gene, identifiziert werden. 

Zwei dieser neuen Gene, jm9 und CACNA1F (= jm8), wurden als Kandidatengene für 

CSNB2 in Betracht gezogen. Im Hinblick auf die Tatsache, dass als mögliche Pathogenese 

der CSNB2 eine fehlerhafte Neurotransmission zwischen Photorezeptoren und Bipolarzel-
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len vermutet wurde, handelt es sich bei diesen Genen jeweils um Gene, die für Ionenkanäle 

codieren und die im mutierten Zustand evtl. zu veränderten Ionenströmen und somit zu ei-

ner veränderten Transmitterfreisetzung führen können. 

Jm9, das für einen Kaliumkanal codiert, konnte in einer anderen Arbeit (Diplomarbeit N. 

Gutwillinger) aufgrund fehlendem Nachweises von Mutationen als mögliches Krankheits-

gen ausgeschlossen werden. 

Somit ergaben sich für diese Arbeit folgende Fragen, die mit molekulargenetischen Me-

thoden untersucht werden sollten: 

• Handelt es sich bei CACNA1F um das bei CSNB2 mutierte Krankheitsgen? 

• Lässt sich die genetische Heterogenität von CSNB1 und CSNB2 eindeutig bestätigen? 

• Handelt es sich bei CSNB2 und der ÅIED-verwandten Form um allelische Erkrankun-

gen, die durch Mutationen in demselben Gen hervorgerufen werden? 

• Lassen sich in der Original-ÅIED-Familie oder in Familien mit xlCN Mutationen in 

dem für CSNB2 codierenden Gen nachweisen? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Patienten 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Patienten mit kompletter sowie inkompletter xlCSNB, 

ÅIED, ÅIED-verwandtem Phänotyp sowie X-chromosomalem Nystagmus (xlCN) moleku-

largenetisch untersucht. 

Die klinischen sowie elektrophysiologischen und psychophysischen Untersuchungen wur-

den in freundlicher Zusammenarbeit von der Universitäts-Augenklinik Tübingen, der Kli-

nik und Poliklinik für Augenheilkunde der Universität Regensburg, dem Department of 

Medical Genetics der Universität Helsinki, dem Institut für Medizinische Genetik der Uni-

versität Zürich sowie dem Institut de Pathologie et de Génétique in Loveral durchgeführt. 

Die Überweisung an die Augenklinik war jeweils aufgrund verminderter Sehschärfe, 

Nystagmus sowie Strabismus erfolgt, wobei die wenigsten der Patienten über Schwierig-

keiten beim Sehen in der Nacht klagten. Die X-chromosomale Vererbung wurde durch 

Stammbaumanalyse nachgewiesen: in mindestens zwei Generationen mussten betroffene 

Männer zu finden sein bei jeweils asymptomatischen Frauen (bis auf CSNBX-13 und 

CSNBX-14: nur eine Generation). In jeder Familie fand sich nur eine der beiden CSNB-

Formen. Zur Diagnose und Klassifikation bediente man sich elektrophysiologischer und 

psychophysischer Methoden. Eine Schlüsselstellung hat hierbei das ERG inne. Als rich-

tungsweisend gilt hierbei das Standardprotokoll aus dem Jahr 1989, das 1994 aktualisiert 

wurde (Marmor und Zrenner, 1995). Ebenso unerlässlich ist die Prüfung der 

Dunkeladaptation. Als weitere Methoden standen die Perimetrie (Schwellenperimetrie, 

skotopische Perimetrie), die Prüfung des Farbensehens sowie das EOG zur Verfügung. 
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Tab. 2: Molekulargenetisch untersuchte Patienten mit CSNB1, CSNB2, ÅIED-verwandtem 
   Phänotyp, ÅIED und XLCN 

Familien-Nr. Patienten-Nr. Kommentar 

 CSNBX-01* 8207 komplett 

CSNBX-02 8208 inkomplett 

CSNBX-03 8209 inkomplett 

CSNBX-04 8210 inkomplett 

CSNBX-05 8211 inkomplett 

CSNBX-06 8212 inkomplett 

CSNBX-07 8213 inkomplett 

CSNBX-08 8214 komplett 

CSNBX-09 8215 inkomplett 

CSNBX-10 8216 inkomplett 

CSNBX-11 8217 inkomplett 

CSNBX-13 7184 inkomplett 

CSNBX-14 7185 inkomplett 

CSNBX-15 8616 inkomplett 

CSNBX-18 9651 komplett 

*Familie wurde nicht molekulargenetisch untersucht 

 

2.2 Material 

Chemikalien 

Alle verwendeten Chemikalien entsprechen dem Reinheitsgrad pro analysi und stammen 

entweder von der Apotheke der Universität München oder den unten genannten Firmen. 

- Acrylamid    BioRad, München 

- Ammoniumchlorid  Merck, Darmstadt 

- AmpliTaq GoldTM   Perkin Elmer, Branchburg, USA 

- [α32P]-dCTP   Amersham Life Science, Braunschweig 

- APS    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

- BigDye Terminator Premix Perkin Elmer (Applied Biosystems), Weiterstadt 

- Borsäure    Merck, Darmstadt 

- Bromphenolblau   Merck, Darmstadt 

- BSA    Sigma, Deisenhofen 

- Dextra Blau   Merck, Darmstadt 

Familien-Nr.   Patienten-Nr. Kommentar 

CSNBX-19 9652 inkomplett 

CSNBX-20 9653 komplett 

CSNBX-21 9654 inkomplett 

CSNBX-22 9655 inkomplett 

CSNBX-23 9656 inkomplett 

CSNBX-25 14074 (7561) inkomplett 

CSNBX-26 12828 inkomplett 

CSNBX-27 13670 inkomplett 

CSNBX-29 9453 inkomplett 

CSNBX-30 14523 inkomplett 

CSNBX-31 14836 komplett 

ÅIED 3286  

ÅIED-like-01 3441  

ÅIED-like-02 14939  

XLCN-01 13229  
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- Dextransulfat   Pharmacia Biotech, Freiburg 

- Dichlordimethylsilan  Merck, Darmstadt 

- DNA-Polymerization Mix Pharmacia Biotech, Freiburg 

- Ethanol absolut   Merck, Darmstadt 

- Ethansäure  (96 %)   Merck, Darmstadt 

- Ethidiumbromid   Serva Feinbiochemica, Heidelberg 

- Ficoll 400    Pharmacia Biotech, Freiburg 

- FMC SeaKem  LE Agarose Biozym, Oldenburg 

- Formamid    Sigma, Deisenhofen 

- GeneAmp 10x Puffer  Amersham Life Science, Braunschweig 

- Glyzerin    Merck, Darmstadt 

- Harnstoff    BioRad, München 

- Kaliumchlorid   Merck, Darmstadt 

- Kaliumhydrogencarbonat  Merck, Darmstadt 

- Klenow-Polymerase  Boehringer, Mannheim 

- Lachsspermien-DNA  Sigma, Deisenhofen 

- Längenstandard 1 kb-Leiter Gibco BRL, Eggenstein 

- Magnesiumchlorid  Merck, Darmstadt 

- β-Mercaptoethanol  Merck, Darmstadt 

- Natriumacetat   Merck, Darmstadt 

- Natriumchlorid   Merck, Darmstadt 

- N, N´-Bisacrylamid  BioRad, München 

- Orange G    Merck, Darmstadt 

- Protease E (Pronase)  Sigma, Deisenhofen 

- QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 

- QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 

- Salzsäure    Apotheke Klinikum Innenstadt 

- SDS     Sigma, Deisenhofen 

- Sephadex-G50   Pharmacia Biotech, Freiburg 

- Serdogel    Serva, Heidelberg 

- Silan A 174   Merck, Darmstadt 

- Taq-DNA-Polymerase  Amersham Life Science, Braunschweig 

- TEMED    Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
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- Titriplex III (EDTA)  Merck, Darmstadt 

- Tris     Amersham Buchler, Braunschweig 

- Xylencyanol   Merck, Darmstadt 

 

Apparate und Hilfsmittel 

- Electrophoresis Power  

 SupplyConsort E425  Bachofer, Reutlingen 

- FluorImager    Molecular Dynamics, 

- Gilson-Pipetten   Abimed, Langenfeld 

- MGW Lauda RM6 Kühlung 

- Peltier Thermal Cycler-200 Biozym, Oldenburg 

- Pipettenspitzen   Sarstedt, Nürmbrecht 

- Protean  II xi Cell Elektropho – 

 resekammern   BioRad, München 

- Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml) Eppendorf, Hamburg 

- Sequenzierer ABI PRISMTM 377 Applied Biosystems, Weiterstadt 

- Spectrophotometer Gene Quant Pharmacia, Freiburg 

- SpeedVac    Bachofer, Reutlingen 

- UV-Transilluminator  Herolab, Wiesloch 

- Zentrifuge Rotixa/RP  Hettich, Hettingen 
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2.3 Methoden 

2.3.1 Präparation genomischer DNA  

(nach Miller et al., 1988) 

Reagenzien 

- Erythrozyten-Lysepuffer (pH 7,4): 

155 mM NH4Cl  

10 mM KHCO3  

0,1 mM Na2EDTA  

- SE-Puffer (pH 8,0): 

75 mM NaCl  

25 mM EDTA  

- Pronase (4 U/mg)  

Protease E aus Streptomyces griseus  

- SDS (20 %) 

- 5 mM NaCl 

- Ethanol (100 % und 70 %) 

- TE-Puffer (pH 8,0): 

10 mM Tris-HCl 

1 mM EDTA 

Durchführung 

5-10 ml EDTA-Blut werden mit 40-45 ml Erythrozyten-Lysepuffer aufgefüllt, 20 min auf 

Eis stehengelassen, bis das Blut lysiert ist, und anschließend zentrifugiert (1000 rpm, 7°C, 

10 min). Der Überstand mit den lysierten Erythrozyten wird abgekippt, das Pellet, in dem 

sich die kernhaltigen Leukozyten befinden, nochmals mit 30 ml Erythrozyten-Lysepuffer 

aufgefüllt, 10 min auf Eis stehengelassen und nochmals zentrifugiert (1000 rpm, 7°C, 10 

min). Der Überstand wird erneut verworfen, das Pellet in 5 ml SE-Puffer aufgenommen 

sowie mit 25 µl Pronase und 250 µl SDS (20 %) versetzt und über Nacht bei 37°C inku-

biert. Nach der Proteolyse erfolgt die Proteinfällung durch Zugabe von 2 ml  5 M NaCl, 

Vortexen und Zentrifugieren (2500 rpm, 25°C, 10 min). Der die DNA enthaltende Über-

stand wird durch eine sterile Kompresse in ein 50 ml Röhrchen geschüttet. Nun erfolgt die 

DNA-Fällung mit zwei Volumina 100 %igem Ethanol (-20°C). Die DNA, die jetzt als 

Knäuel ausgefallen ist, wird mit 70 %igem Ethanol nachgewaschen, das man dann in einer 
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Stunde bei Raumtemperatur verdampfen lässt. Schließlich wird die DNA in ca. 500 µl TE-

Puffer über Nacht unter ständigem Mischen gelöst. 

Die DNA-Konzentration lässt sich dann durch Extinktionsmessung bei 260 nm mittels op-

tischer Dichte mit Hilfe eines Spektrophotometers bestimmen (1 OD260 = 50 µg/ml).  

 

2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

(nach Saiki et al., 1988) 

Mit Hilfe der PCR können definierte Ziel-DNA-Sequenzen in vitro bis zu 106 mal verviel-

fältigt werden. Die Reaktion besteht dabei aus aufeinanderfolgenden Zyklen mit je drei 

Schritten, bei denen die neusynthetisierten DNA-Stränge jeweils als Matritzen für die wei-

tere DNA-Synthese dienen:  

- Denaturierung: 

Die menschliche genomische DNA wird bei ca. 95°C denaturiert, wobei die beiden  

Oligonukleotidprimer und die vier dNTPs im Überschuss vorhanden sind. 

- Renaturierung (Annealing): 

Dann wird das Reaktionsgemisch soweit abgekühlt, dass die beiden Oligonukleo-

tidprimer spezifisch an die komplementären Sequenzen, die die gesuchte DNA-Region 

einrahmen, binden können. Die PCR-Primer sind dabei derart gestaltet, dass sie aus ca. 

20 Nukleotiden bestehen, der Gesamtprozentsatz an GC (40-60 %) und die Länge je-

weils so gewählt werden, dass die Schmelztemperatur Tm beider Oligonukleotide na-

hezu gleich ist und dass die Basen am 3´-Ende beider Primer nicht komplementär sind, 

da die Primer sonst Dimere bilden können, die die Effizienz der Reaktion verringern. 

Optimale Primersequenzen können mit dem Computerprogramm Mac Vector ausge-

sucht werden. Zur Berechnung der Schmelztemperatur Tm dient folgende Formel: 

 

Tm =  2°C x (A+T) + 4°C x (C+G) 

 

Die optimale Annealing-Temperatur liegt in der Regel 5°C unter der errechneten Tm. 

- Synthese: 

Sie erfolgt in der Regel bei 72°C mit Hilfe der Taq-Polymerase, die man z. B. aus 

Thermus Aquaticus gewinnt (Chien et al., 1976). Sie ist bis zu 94°C hitzebeständig 

und hat eine optimale Arbeitstemperatur von ca. 72°C. Damit ist es nicht mehr not-

wendig, die Polymerase nach jeder Runde neu hinzuzugeben, wie es im Originalpro-
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tokoll für die PCR (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986; Mullis und Faloona, 1987) 

angegeben ist, bei dem mit dem Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase I ge-

arbeitet wird, welches bei der Temperatur, die zur DNA-Denaturierung benötigt wird, 

inaktiviert wird. 

Die Synthese erfolgt in Gegenwart von Mg2+  und der Desoxyribonukleotide am freien 

5´-OH-Primer-Ende. 

Reagenzien 

- 10x Reaktionspuffer (pH 8,3): 

500 mM KCl 

100 mM Tris-HCl  

15 mM MgCl2 

0,1 % (w/v) Gelatine  

- GeneAmp 10x-PCR-Puffer (pH 9,0): 

100 mM Tris-HCl  

500 mM KCl 

15 mM MgCl2 

0,01 % (w/v) Gelatine 

- gereinigte Desoxyribonukleotidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (20 mM) 

(1:10 in H2Obd) 

- synthetische Oligonukleotidprimer: 

20 nmol lyophilisierte Primer werden in 40 µl TE-Puffer gelöst. Davon wird eine 

Gebrauchslösung (50 pmol/µl) hergestellt (1:10 in H2Obd) und bei –20°C gelagert. 

- Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl): 

stabil in 20 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

100 mM KCl 

1 mM DTT 

0,1 mM EDTA 

50 % (v/v) Glyzerin  

Stabilisatoren  

- AmpliTaq GoldTM-DNA-Polymerase (5 U/µl): 

stabil in 20 mM Tris-HCl (pH 9,0) 

 100 mM KCl 

 1,0 mM DTT 
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 0,1 mM EDTA 

 0,5 % Tween  

 50 % (v/v) Glyzerin 

- H2Obd 

- DNA (50 ng/µl) 

Durchführung 

Verfahren wird nach dem Standard-PCR-Protokoll: 

Die PCR wird in 0,5 ml Reaktionsgefäßen durchgeführt, benutzt werden PTC-200-

Maschinen. Die verwendeten Primersequenzen und die Annealing-Bedingungen sind im 

Anhang angegeben. 

- Herstellung eines Reaktionsansatzes (50 µl): 

- 10x PCR-Puffer   5,0 µl 

- dNTP (160 µmol/dNTP)  4,0 µl 

- 5´-Primer  (25 pmol/µl)  1,0 µl 

- 3´-Primer  (25 pmol/µl)  1,0 µl 

- Taq-DNA-Polymerase  0,1 µl 

- DNA (50 ng/µl)   2,0 µl 

     ad 50 µl H2Obd 

- PCR-Programm: 

- initiale Denaturierung  94°C  5 min 

- Zyklus aus: 

 - Denaturierung  94°C  45 sec 

 - Annealing   je Tm des jeweiligen Primers 45 sec 

 - Synthese   72°C  45 sec 

Die Anzahl der Zyklen beträgt 25-40, abhängig von der Kopienanzahl der DNA zu 

Beginn der Reaktion. 

- final extension   72°C  5 min 

Die Lagerung der PCR-Produkte erfolgt bei 4°C oder –20°C. 

Sollte das Ergebnis der PCR zu schwach oder unspezifisch sein, kann die Verwendung der 

AmpliTaq GoldTM-DNA-Polymerase zu einem besseren Resultat führen. Die Durchfüh-

rung entspricht der des Standard-Protokolls, nur werden jetzt der GeneAmp 10x-PCR-

Puffer und die AmpliTaq GoldTM-DNA-Polymerase verwendet, außerdem beträgt der initi-

ale Denaturierungsschritt 10 min bei 94°C. 
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2.3.3 Horizontale Gelelektrophorese 

Mittels der horizontalen Gelelektrophorese in einem Agarosegel können DNA-Fragmente 

aufgetrennt und isoliert werden. Man verwendet ein homogenes Puffersystem, das über die 

gesamte Trennzeit und -distanz den gleichen pH gewährleistet. Dabei wandern geladene 

Moleküle in die Richtung der Elektrode mit entgegengesetztem Vorzeichen. Da die DNA-

Stränge bei neutralem pH aufgrund ihrer Phospodiesterbindungen negativ geladen sind, 

wandern sie in Richtung der Anode. Ihre Wanderungsgeschwindigkeit (µ) wird dabei 

durch verschiedene Faktoren beeinflusst. So ist sie umgekehrt proportional zum log10 der 

Basenzahl (Helling et al., 1974), zudem besteht eine lineare Beziehung zwischen dem log 

der Wanderungsgeschwindigkeit und der Gelkonzentration (τ). 

Auch die DNA-Konformation spielt eine Rolle, da DNA-Superhelices und gestreckte 

DNA-Formen desselben Molekulargewichtes mit verschiedenen Geschwindigkeiten im 

Agarosegel wandern (Thorne, 1966), ebenso wie die Zusammensetzung des Puffers. Je ge-

ringer die Ionenkonzentration des Elektrophorese-Puffers ist, desto langsamer wandert die 

DNA, ist der Ionengehalt jedoch sehr hoch, entsteht unter Umständen so viel Wärme, dass 

die DNA denaturiert. Auch die Gegenwart von interkalierenden Substanzen, wie z. B. E-

thidiumbromid, einem fluoreszierenden Farbstoff, der benützt wird, um DNA unter UV-

Licht sichtbar zu machen (Sharp et al., 1973), reduziert die Wanderungsgeschwindigkeit 

um ca. 15%. So sollte die freie Konzentration an Ethidiumbromid nur 0,1-0,5 µg/ml betra-

gen. Keinen signifikanten Einfluss auf die elektrophoretische Mobilität der DNA in Agaro-

segelen haben dagegen, im Gegensatz zur Wanderungsgeschwindigkeit in 

Polyacrylamidgelen (Allet et al., 1973), die Temperatur oder die Basenzusammensetzung 

(Thomas und Davis, 1975). Um eine optimale Auftrennung der DNA-Fragmente zu erhal-

ten, sollte die Spannung 2-5 V/cm Elektrodenabstand betragen, da bei höheren Spannun-

gen höhermolekulare DNA-Fragmente nicht mehr proportional zur angelegten Spannung 

wandern. 

Reagenzien 

- 10x TBE-Puffer (pH 8,0): 

840 mM Tris-HCl 

900 mM Borsäure 

20 mM NaEDTA 

- FMC SeaKem  LE Agarose 

- Ethidiumbromid (10 mg/ml) 
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- Längenstandard 1 kb (1:10 in H2Obd) 

für DNA-Fragmente von 500 bp-12 kb 

- Probenauftragspuffer: 

25 % (w/v) Ficoll 400 

0,25 % Orange G, Bromphenolblau oder Xylencyanol 

Durchführung 

Zur Herstellung des Agarosegels erhitzt man, je nach gewünschter zu erreichender Kon-

zentration, 0,7-1,5 g Agarose mit 100 ml 1x TBE-Puffer, wobei zu je 100 ml Gellösung  

2 µl Ethidiumbromid zugesetzt werden. Dann kühlt man die Lösung auf 60°C ab und gibt 

sie in die vorbereitete Gelkammer, in der man sie erstarren lässt und dann mit 1x TBE-

Puffer überschichtet. Anschließend werden die mit dem Probenauftragspuffer verdünnten 

Proben sowie ein Längenstandard, der dazu dient, die Größe der DNA-Fragmente abzu-

schätzen, in die Geltaschen pipettiert und bei einer Spannung von 2-5 V/cm Elektrodenab-

stand aufgetrennt. Zur Auswertung legt man dann das Gel unter UV-Licht, mit dem man 

aufgrund des Ethidiumbromids, das zwischen die Basen interkaliert und unter UV-Licht 

orange fluoresziert, die DNA-Fragmente sichtbar machen kann. 

 

2.3.4 Reinigung von PCR-Produkten 

Reagenzien 

- QIAquick PCR Purification Kit 

- QIAquick Gel Extraction Kit 

Durchführung 

Ist die PCR bereits sauber, kann sie direkt gemäß des QIAquick PCR Purification Kit-

Protokolls über Säulen gereinigt werden. Ist das PCR-Produkt jedoch durch unerwünschte 

Fragmente verunreinigt, muss es mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten 

und nach dem QIAquick Gel Extraction Kit-Protokoll bearbeitet werden. Im letzten Schritt 

wird die DNA jeweils mit 30 µl H2Obd eluiert. 

Die so gereinigte PCR kann als Ausgangsprodukt zum Sequenzieren, Hybridisieren oder 

Ligieren und Transformieren verwendet werden. 
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2.3.5 SSCP 

(nach Orita et al., 1989b) 

Mit Hilfe der Analyse von Einzelstrang-Konformationspolymorphismen (single-strand-

conformational polymorphism analysis, SSCP) lassen sich Mutationen wie Insertionen, 

Deletionen und auch Substitutionen einzelner Basen sowie Polymorphismen erkennen (O-

rita et al., 1989 a, b; Hayashi, 1991; Hayashi und Yandell, 1993). Dabei macht man sich 

zunutze, dass einzelsträngige DNA zur Rückfaltung und Ausbildung komplexer Strukturen 

neigt, deren elektrophoretische Mobilität in einem nichtdenaturierenden Polyacrylamidgel 

nicht nur von der Länge der Molekülkette, sondern auch von der Konformation, die durch 

die DNA-Sequenz bestimmt wird, abhängt. So werden die verschiedenen Konformationen 

der DNA-Einzelstränge je nach Gehalt an β-Hydroxylgruppen unterschiedlich stark aufge-

trennt.  

In dieser Arbeit wurde, um die Sensitivität der SSCP zu erhöhen, jeweils mit 10 %igem 

Glyzerin in der Polyacrylamidgelmatrix und ohne Glyzerin gearbeitet. Zudem wurde eine 

vereinfachte Form der SSCP-Analyse angewendet, um im Unterschied zum Originalproto-

koll von Orita et al. den Einsatz von Radioaktivität zu vermeiden. 

Reagenzien 

- Dichlordimethylsilan 

- Silan A 174 

- Ethanol 

- Ethansäure (10 %) 

- Serdogel 

Lösung aus Acrylamid und N, N´-Methylenbisacrylamid 

- 10x TBE-Puffer 

- H2Obd 

- APS (25 %) 

- TEMED 

- Glyzerin (87 %) 

- SSCP-Auftragspuffer 

25 % (w/v) Ficoll 400 mit Bromphenolblau wird 1:3 mit Formamid (pH 7,0) versetzt. 

- 0,6x TBE-Laufpuffer 

- TMVistra Green     

- 1 M Tris pH 8,0 
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Durchführung 

Gearbeitet wird mit Protean  ΙΙ  xi Cell Elektrophoresekammern und einem Set aus jeweils 

drei Glasplatten. In der Mitte befindet sich eine sog. Ohrenplatte, außen eine kleine Platte, 

an der später das mit Glyzerin gegossene Gel haftet, sowie eine große Platte, die für das 

ohne Glyzerin gegossene Gel bestimmt ist. Zunächst werden die Ohrenplatten auf beiden 

Seiten mit dem abstoßenden Dichlordimethylsilan und die Außenplatten auf der dem Gel 

zugewandten Seite mit einem haftenden Gemisch aus 18 µl Silan A 174, 5 ml Ethanol und 

185 µl 10 %iger Ethansäure eingerieben. Nach Reinigung der Platten mit 80 %igem Etha-

nol wird das Set derart zusammengebaut, dass zwischen den Platten jeweils zwei 0,5 mm  

breite Spacer liegen. In den so entstandenen Zwischenraum wird dann in horizontaler Lage 

das Gel gegossen, wobei auf einer Seite Kämme als Platzhalter für die späteren Auftragsta-

schen eingesetzt werden. Pro Polyacrylamidgel verwendet man 

- 6 ml Serdogel 

- 1,2 ml 10x TBE-Puffer 

- 12,8 ml H2Obd 

bzw. bei mit Glyzerin gegossenen Gelen 

- 10,8 ml H2Obd 

- 2,0 ml Glyzerin 

- 80 µl APS (25 %) 

- 8,0 µl TEMED 

Wenn die Gele auspolymerisiert sind (nach 30-60 min), werden die Kämme gezogen und 

die Glasplatten senkrecht in die Elektrophoresekammern eingespannt. Schließlich wird 

0,6x TBE-Puffer in die Kammern bis ca. 1 cm über den unteren Plattenrand und in die 

Geltaschen gegeben.  

Derweil werden jeweils 3,8 µl PCR-Produkt mit 10,2 µl des SSCP-Auftragspuffers ge-

mischt, und 10 min bei 94°C denaturiert. Jeweils 6 µl von dem Gemisch werden auf ein 

Gel aufgetragen. 

Während des Laufes werden die Elektrophoresekammern an eine Kühlung angeschlossen, 

um eine konstante Puffer-Temperatur von 20°C zu gewährleisten. 

Die Dauer der SSCP beträgt je nach Fragmentgröße und angelegter Spannung: 

- 120 bp bei 120 V für 13 h 

- 200 bp bei 120 V für 15 h 

- 300 bp bei 120 V für 18 h 
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Nach dem Abbau der Elektrophoresekammern werden die Glasplatten auseinander ge-

nommen und die Gele mit dem Fluoreszenzfarbstoff TMVistra Green gefärbt, wobei pro 

Gel 5 ml einer Lösung aus 5 ml 1 M Tris (pH 8,0) und 1 µl TMVistra Green verwendet 

werden. Die so gefärbten Gele werden mit einem FluorImager gescannt und anschließend 

mit dem Programm Image Quant (Molecular Dynamics) ausgewertet. 

 

2.3.6 Sequenzierung 

(nach Sanger et al., 1977) 

Die DNA-Sequenzierung mit Didesoxynukleotiden (ddNTPs) basiert auf einer Neusynthe-

se von DNA an einer einzelsträngigen Matrix und dem zufälligen Einbau von basenspezifi-

schen Didesoxynukleotiden, denen am 3´-Kohlenstoff eine OH-Gruppe fehlt, weswegen 

sie  hier keine Phosphodiesterbindung ausbilden können und somit zum Abbruch der Syn-

these führen. Der Primer bindet spezifisch an einen Bereich jenseits des 3´-Endes, an dem 

die Synthese des komplementären DNA-Stranges beginnt. Die Synthese erfolgt dabei in 

vier parallelen Reaktionsansätzen, die jeweils die vier normalen dNTPs und ein bestimmtes 

ddNTP enthalten. Da die Konzentration des ddNTP-Analogons wesentlich geringer ist als 

die des zugehörigen normalen dNTPs, kommt es zufällig und nur bei sehr wenigen der 

möglichen Basenpositionen zu Kettenabbrüchen. Es entsteht somit eine Population von 

DNA-Fragmenten verschiedener Größe, die ein übereinstimmendes 5´-Ende, das durch den 

Primer festgelegt ist, und variable 3´-Enden, die durch das jeweilige ddNTP festgelegt 

sind, besitzen. Die entstandenen Fragmente lassen sich dann in einem denaturierenden Po-

lyacrylamidgel auftrennen. Erleichtert wird die DNA-Sequenzierung durch automatisierte 

Systeme für die Sequenzierung fluoreszenzmarkierter DNA (Wilson et al., 1990), bei de-

nen die Primer oder ddNTPs mit einem Fluorophor versehen sind. Während der E-

lektrophorese mißt ein Detektor die Fluoreszenzsignale der vorbeiwandernden DNA und 

zeichnet sie auf. Da verschiedene Fluorophore in den vier basenspezifischen Reaktionsan-

sätzen eingesetzt werden, können alle vier Ansätze auf einer Gelspur aufgetragen werden. 

Die Ergebnisaussage erfolgt in Form von Intensitätsprofilen für jedes der Fluorophore. 

In dieser Arbeit wurden die automatisierten DNA-Sequenzbestimmungen mit dem ABI 

PRISMTM-System 377 (Perkin Elmer) unter Verwendung des BigDye Terminatoren Kits, 

der die vier mit fluoreszierendem Farbstoff markierten ddNTPs enthält, durchgeführt. 
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Dabei wurde nach folgendem Protokoll gearbeitet: 

- Cycle Sequencing Reaktion: 

Reagenzien 

- gereinigte PCR-Produkte 

- Primer 

- BigDye Terminator Premix (BD-Premix) 

- H2Obd 

Durchführung 

Um doppelsträngige DNA-Matritzen für eine Standard-Sequenzierung verwenden zu 

können, muss die DNA vor Bindung der Primer denaturiert werden. Damit dadurch 

nicht die Qualität der Sequenzen leidet, bedient man sich der zyklischen Sequenzierung 

(lineare Amplifizierung), einer Art PCR-Sequenzierung mit einer hitzestabilen DNA-

Polymerase (Kretz et al., 1994). Die Reaktion wird in mehreren Zyklen aus Denaturie-

rung, Renaturierung und DNA-Synthese durchgeführt, wobei sich die Temperatur bei 

den einzelnen Schritten jeweils ändert. Im Unterschied zur normalen PCR wird pro Re-

aktionsansatz nur ein Primer (entweder forward oder reverse) verwendet. 

- Herstellung eines Reaktionsansatzes (10 µl): 

- BD-Premix   2,0 µl 

- Primer   0,2 µl 

- DNA (50-100 ng/µl)  x µl 

     ad 10 µl H2Obd 

- Cycle Sequencing Programm: 

25 Zyklen aus jeweils: 

- 96°C  30 sec 

- 50°C  15 sec 

- 60°C  4 min 

- Fällung der DNA: 

Reagenzien 

- 3 M Na-Acetat (pH 5,0) 

- H2Obd 

- 100 % Ethanol 

- 70 % Ethanol 
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Durchführung 

Anschließend wird das erhaltene Produkt in 90 µl H2Obd und 10 µl 3 M Na-Acetat auf-

genommen, in 250 µl 100 %igem Ethanol inkubiert und dann abzentrifugiert  

(15000 rpm, 30 min). Das Pellet wird mit 250 µl 70 %igem Ethanol gewaschen, erneut 

abzentrifugiert (15000 rpm, 20 min) und schließlich für 10 min in einer Vakuumzentri-

fuge getrocknet. 

- Sequenziergel: 

Reagenzien 

- Acrylamidlösung (30 %) 

hergestellt aus 58 g Acrylamid und 2 g N, N´-Methylenbisacrylamid (29:1) 

- 10x TBE-Puffer 

- APS (10 %) 

- TEMED 

- 7 M Harnstoff  

- H2Obd 

- Sequenzauftragspuffer: 

5 Vol Formamid 

1 Vol 25 mM EDTA 

Dextra Blau 

Durchführung 

Zur Herstellung des 5 %igen denaturierenden Polyacrylamidgels löst man den Harn-

stoff in 20 ml H2Obd und 7,5 ml 30 %iger Acrylamid-Lösung. Dann filtriert und entgast 

man die Lösung, gibt 20 µl TEMED und 350 µl APS zu und gießt die Lösung zwi-

schen die mit Isopropanol gereinigten Glasplatten. Nachdem ein Haifischkamm ins Gel 

gesteckt wurde, lässt man das Gel für eine Stunde polymerisieren. Anschließend wird 

das Gel in den Sequenzierer eingebaut und die Kammern mit Laufpuffer gefüllt.  

Die Proben werden in 3 µl des Sequenzauftragspuffers gelöst, bei 90°C für 2 min dena-

turiert und schließlich aufs Sequenzgel aufgetragen.  

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei 2500 V, 48 Watt über 8 h. 

- Auswertung der Sequenzen: 

Die Sequenzrohdaten werden vom Computerprogramm ABI PRISM (Perkin Elmer) er-

fasst, analysiert und als Elektropherogramm ausgegeben. Zur weiteren Analyse dienen 

die Programme Sequence Navigator und Sequence Analysis. 
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2.3.7 Southern-Blot 

(nach Southern, 1975) 

Dieses Verfahren dient dem Transfer von DNA-Fragmenten auf eine feste Trägermatrix. 

Puffer wird durch Kapillarkräfte aus einer Vorratswanne durch das Gel und die Blotfolie in 

einen Stapel trockener Papierhandtücher gesogen. Dabei wird die über Gelelektrophorese 

aufgetrennte, negativ geladene DNA an die positiv geladene Blotfolie transportiert, an der 

sie absorbiert wird. Beim sog. „Zoo-Blot“ wird anstelle menschlicher DNA die DNA ver-

schiedener Tierarten verwendet. 

Reagenzien 

- 0,25 N HCl 

- H2Obd 

- 0,5 M NaOH 

- 0,4 M NaOH 

- 2,0x SSC-Lösung: 

SSC-Lösung 20x: 

3 M NaCl 

300 mM Na3Citrat 

- Postblot-Waschpuffer: 

 0,2 M Tris-HCl (pH 7,5) 

 2,0x SSC-Lösung 

Durchführung 

Das Agarosegel wird 15 min in 0,25 N HCl unter ständigem Schütteln geschwenkt (Depu-

rinisierung). Nach kurzem Spülen mit H2Obd wird die im Agarosegel fixierte DNA durch 

zweimaliges 20 minütiges Schwenken im Denaturierungspuffer (0,5 M NaOH) in ein-

zelsträngige DNA überführt (Denaturierung). Beim Blotten wird die DNA mit der 0,4 M 

NaOH-Lösung, welche sich in der Blotwanne befindet, aus dem Gel auf die darüberliegen-

de Nylonmembran gesaugt. Die Blotzeit beträgt bei gespaltener genomischer DNA 4-5 h. 

Nach dem Blotten wird die Membran einmal für 10 min in Postblot-Waschpuffer gewa-

schen und für 10 min in 2,0x SSC-Puffer neutralisiert und dann auf Filterpapier getrocknet. 
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2.3.8 Northern-Blot  

(nach Alwine et al., 1977) 

Der unter dem Namen Northern-Blot bekannt gewordene Transfer von Gesamt-RNA oder 

mRNA aus verschiedenen Geweben und Entwicklungsstadien auf eine Nylonmembran be-

dient sich ebenfalls der Technik des Kapillarblottings. Der Northern-Blot wird hierbei mit 

10-20 ng cDNA-Amplifikaten aus RT-PCR-Experimenten hybridisiert. 

Als Kontrolle wird mit β-Actin hybridisiert, welches in allen Geweben mit einem 

Transkript von 2,0 kb bzw. in Herz und Skelettmuskel mit 1,7 kb exprimiert wird. 

Für diese Arbeit wurde ein Human Multiple Tissue Northern (MTNTM) Blot mit den Ge-

weben Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere und Pankreas (2 µg po-

ly(A)+-RNA pro Spur) der Firma Clontech (#7760-1) benutzt. Der zweite Northern-Blot 

(12 µg Gesamt-RNA) mit den Geweben Kleinhirn, Retina und retinales Pigmentepithel 

(RPE) wurde freundlicherweise vom Institut für Humangenetik in Würzburg zur Verfü-

gung gestellt. 

 

2.3.9 Hybridisierung 

Mit radioaktiv markierten DNA- oder RNA-Sonden, die an komplementäre DNA oder 

RNA auf der Blotfolie binden, kann man mit hoher Nachweisempfindlichkeit DNA-

Fragmente analysieren.  

- radioaktive Markierung von Sonden: 

 (nach Feinberg und Vogelstein, 1983) 

In dieser Arbeit erfolgte die radioaktive Markierung der DNA-Fragmente durch die zu-

fällige Anlagerung von Hexa-Oligonukleotiden (random priming) und Einbau von 

[α32P]-dCTP.  

Reagenzien 

- [α32P]-dCTP 

- H2Obd 

- BSA (10 mg/ml) 

- Oligo-labeling-Puffer (OLB-C): 

Gemisch aus Lösung A, B und C im Verhältnis 1:2,5:1,5 

Lösung 0: 

1,25 M Tris-HCl (pH 8,0) 
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125 mM MgCl2 

Lösung A: 

1 ml Lösung 0 

18 µl β-Mercaptoethanol 

je 5 µl 0,1 M dATP, dGTP, dTTP 

Lösung B : 

2 M Hepes (pH 6,6) 

Lösung C: 

Zufallsprimer (5´-pd(N)6-Oligonukleotide, Pharmacia) in TE-Puffer (pH 7,6) ge-

löst; Endkonzentration: 90 A260 U/ml 

- Klenow-Polymerase (2,0 U/µl) 

- TES-Puffer: 

20 mM NaCl 

20 mM Tris-HCl (pH 7,5) 

2 mM EDTA 

SDS (0,25 %) 

0,25  % (w/v) Bromphenolblau 

Durchführung 

Zur Herstellung einer [α32P]-dCTP markierten Sonde werden 10-20 ng DNA eingesetzt. 

Die DNA wird mit H2Obd auf 32 µl verdünnt, 10 min bei 95°C denaturiert und anschlie-

ßend auf Eis abgekühlt. Auf Eis werden dann 2 µl BSA, 10 µl OLB-C und 0,5 µl Kle-

now-Polymerase hinzugefügt. Die Markierung wird für 2 h bei Raumtemperatur oder 30 

min bei 37°C unter Zugabe von 2-3 µl [α32P]-dCTP durchgeführt. Die Markierungsre-

aktion wird durch Zugabe von 100 µl TES-Puffer gestoppt. Anschließend wird das mar-

kierte DNA-Fragment über eine Sephadex-G50-Säule (2000 rpm, 10 min) von 

überschüssigen dNTPs gereinigt. 

- Hybridisierung: 

(nach Johnson et al., 1984) 

Reagenzien  

- 2,0x SSC-Lösung 

- Prähyb-Mix: 

1,5x SSPE-Lösung: 

SSPE-Lösung 20x: 
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3,6 M NaCl 

0,2 M Na2HPO4 

20 mM EDTA (pH 7,4) 

SDS (1,0 %) 

Magermilchpulver (0,5 %) 

- Lachsspermien-DNA (10 mg/ml) 

- Hyb-Mix: 

1,5x SSPE-Lösung 

SDS (1,0 %) 

Magermilchpulver (0,5 %) 

Dextransulfat (10 %) 

- Waschlösung 1: 

2,0x SSC-Lösung 

SDS (0,1 %) 

-  Waschlösung 2: 

0,5x SSC-Lösung 

SDS (0,1 %) 

-  Waschlösung 3: 

0,1x SSC-Lösung 

SDS (0,1 %) 

Durchführung 

Die in 2x SSC-Lösung geschwenkten Nylonmembranen (Southern-/Northern-Blots) 

werden in Hybridisierungröhren gerollt und nach Zugabe von 10 ml Prähyb-Mix für 2 h 

bei 65°C unter ständigem Rotieren prähybridisiert. Bevor der Prähyb-Mix durch 10 ml 

Hyb-Mix ersetzt wird, werden dem Hyb-Mix 1 µl, bei 95°C für 10 min denaturierte 

Lachsspermien-DNA zugesetzt. Schließlich wird die radioaktiv markierte DNA-Sonde 

hinzupipettiert und über Nacht bei 65°C im Hybridisierungsofen hybridisert.  

Die Nylonmembranen werden kurz mit 2x SSC-Lösung gespült und dann mit den 

Waschlösungen 1-3 gewaschen. Das sequentielle Waschen erfolgt dabei in Abhängig-

keit der verwendeten DNA-Sonde, wobei die Bedingungen von 2,0x SSC-Lösung mit 

0,1 % SDS für 10 min bei Raumtemperatur (niedrige Stringenz) bis 0,1x SSC-Lösung 

mit 0,1 % SDS für 10-20 min bei 65°C (hohe Stringenz) variieren.  

Die Autoradiographie erfolgt jeweils mit Fuji RX-Filmen und CAWO SE6 Verstärker-

folien bei –70°C. 
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In Tabelle 3 sind die Waschbedingungen und Expositionszeiten für den Zoo-Blot und 

den Northern-Blot dargestellt. 

 

Tab. 3: Waschbedingungen und Expositionszeiten von Zoo- und Northern-Blots 

 
Waschlösung 1 

(2,0x SSC, 0,1 % 
SDS) 

Waschlösung 2 
(0,5x SSC, 0,1 % 

SDS) 

Waschlösung 3 
(0,1x SSC, 0,1 % 

SDS) 

Expositionszeit der 
Autoradiogramme  

(-70°C) 
Zoo-Blot 10 min, 25°C 10 min, 25°C 5 min, 25°C 2 Tage 

Northern-Blot 10 min, 25°C 10 min, 25°C 10 min, 60°C 2 Tage 

Sequentielles Waschen nach Zoo- und Northern-Blot-Hybridisierung sowie Expositionszeiten der Auto-
radiogramme. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Das CACNA1F-Gen 

Im Rahmen der Analyse eines den SYP-Locus enthaltenden Cosmids (Syp-A1236-Cosmid) 

konnten bereits 1997 zentromerwärts des SYP-Locus 16 Exons vom 3´-Ende eines neuen 

Gens identifiziert werden, das als CACNA1F bezeichnet wurde und welches Homologien 

zu α1-Untereinheiten von Ca2+-Kanälen vom L-Typ aufwies. Expressionsstudien mit Pro-

ben aus diesem 3´-Ende (Exon 6-12) wiesen auf eine Expression ausschließlich im Ske-

lettmuskel hin (Fisher et al., 1997). 

 

3.1.1 Klonierung des CACNA1F-Gens 

Im Rahmen einer kompletten Sequenzierung von 700 kb genomischer DNA zwischen den 

Markern DXS722 und DXS1331 konnte kürzlich die gesamte Struktur des CACNA1F-

Gens aufgeklärt werden (Strom et al., 1998). 

Eine Region von 28 kb umfassend, liegt CACNA1F auf den Cosmiden P037 und M0111. 

Das 3´-Ende befindet sich 5 kb proximal vom SYP-Gen, das 5´-Ende 600 bp distal des 

HSP27-Pseudogens auf Xp11.23. 

               

SYP
HSP27p

CACNA1F

3´ 5´

EXON48 EXON1

 
           Abb. 6: Physikalische Kartierung von CACNA1F: Das Gen wurde auf den  
            Cosmiden LLNLc110P037 und LLNLc110M0111 durch Sequenzierung und  
            mit Hilfe von Exon-Vorhersageprogrammen identifiziert. Es wird von Synap- 
            tophysin (SYP) und einem HSP-Pseudogen (HSP27p) flankiert. 
 

Mit Hilfe computergestützter Suche in Sequenzdatenbanken wurden für das putative 3´-

Ende des Gens zwei ESTs (AA019974, AA317815) gefunden, die aus retinalem Gewebe 

stammten. Eine RT-PCR mit Primern von zwischen den einzelnen α1-Untereinheiten der 

Ca2+-Kanäle vom L-Typ nicht konservierten Exons und retinaler cDNA als Matritze sowie 
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die anschließende Sequenzierung der überlappenden PCR-Produkte ergaben 48 Exons mit 

einer codierenden Sequenz von 5901 Nukleotiden. Diese codieren für ein Protein von 1966 

Aminosäuren Länge und einem Molekulargewicht von 219,5 kDa. 44 der 48 Exons wurden 

auch durch das Exon-Vorhersageprogramm GENSCAN, 43 durch GRAIL und 36 durch 

GENEFINDER vorhergesagt. Bis auf die Spleiß-Akzeptorstellen von Intron 2, 19 und 34 

entsprechen alle Exon-/Intronübergänge der GT-AG-Regel (Padgett et al., 1986). 

 

Tab. 4: Größen der Exons und Introns und Spleiß-Sequenzen des CACNA1F-Gens 
Exon     Nukleotid-Nr.  bp     3´-Spleißstelle*      5´-Spleißstelle* Intron (bp) 
   1   1-25  25      - AAGgtgagagaatcc    1358 
   2   26-275  249 ttctccatatagACA GAAgcatcctggaag    371 
   3   276-381  105 tgtccacctgagGCC CTGgtaaggcccgcc    213 
   4   382-521  139 tcccacccctagGAG CGGgtgcgcgtctgc    241 
   5   522-664  142 ctcccccatcagGCT CGAgtgagtggcaca    95 
   6   665-817  152 ccctccccgcagGCC CCGgttagtctgccc    1773 
   7   818-1014  196 gtcttcctgcagACA TGGgtgaggtggact    112 
   8   1015-1118  103 ttctctccccagATG TGGgtgagggaccta    909 
   9   1119-1276  157 ctcctccctcagGGA TTGgttctatggctg    268 
  10   1277-1369  92 ctctccctgcagGGC ATGgtgggggtccag    108 
  11   1370-1463  93 ccttgcctacagCCA CCTgtgagggccccc    166 
  12   1464-1490  26 cttctttttcagAAA CTGgtgagttgggaa    148 
  13   1491-1650  160 cccttcccccagCCG AGGgtacacccccag    923 
  14   1652-1877  225 ctctccccacagAGT CAGgtttgtattagg    1628 
  15   1878-2085  207 tttctgctgcagACA CAGgtaggatctgga     91 
  16   2086-2206  120 tcccacccccagATC ACTgtatccttggag    115 
  17   2207-2288  81 agctcatcccagACA CGGgtgagatctggc    1442 
  18   2289-2334  45 ttcctcgcacagGGA CTGgtgagttagatg    511 
  19   2335-2383  48 tcctgtcctcagGTG GAGgcaagtgggcag    683 
  20   2384-2543  159 ctctggtgccagACA CCCgtgagtgccgga    184 
  21   2544-2673  129 ccctctccacagGCT CATgtgagcctttgg    380 
  22   2674-2733  59 ctcacaccccagATT AAGgtgactaatggg    147 
  23   2734-2840  106 tcctgtccccagATG CCAgtaagtgacaga    87 
  24   2841-2928  87 ccccttccccagCTC AAGgtaaccccaccc    450 
  25   2929-3036  107 gggtgcccgcagCAT AAGgtggggcaaaca    91 
  26   3037-3089  52 tcctctctacagGGG CAAgtgagtgcccaa    1231 
  27   3090-3236  146 gcacatccacagGGG TGCgtgagggacagg    839 
  28   3237-3438  201 tggctcccacagACT CAGgtgacctctgac    98 
  29   3439-3597  158 cctggtatgcagCGT CAGgtctgagatccc    817 
  30   3598-3708  110 tttctcctgcagCAC AAGgtggcccccctt    257 
  31   3709-3792  83 tcctacttgcagCAT AATgtgagaactggc    825 
  32   3793-3813  20 atctccctccagAAT GAGgtagcccaccct    179 
  33   3814-3942  128 ccctcaccccagAGC CAGgtaatcccctac    359 
  34   3943-4008  65 ccatccctatagGCC CAGgcaagtggggac    254 
  35   4009-4100  91 atgtgtccacagATG CAGgtgacatctact    417 
  36   4101-4260  159 gactcccaccagGTG CTGgtgagaaccatt    230 
  37   4261-4388  127 actggcccacagATC CAAgtatgccctcta    279 
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  38   4389-4485  96 caactcctccagGGG AAGgtctgtgcacct    187 
  39   4486-4588  102 tcgtgtttgcagAGA AAGgtgtaggggagg    259 
  40   4589-4690  101 cctccaacgcagGGA ACGgtgagctatccc    182 
  41   4691-4821  130 ccttgcccctagAGG CAGgtcttcggggca    236 
  42   4822-4953  131 ccacccccacagGCT AAAgtggggacaagt    578 
  43   4954-5123  169 gactctccacagGCC CAGgtattatcaagt    1402 
  44   5124-5231  107 ccctttccccagGAG TCGgtacactggcca    150 
  45   5232-5359  127 ccacccacacagGCT CAGgtgagagcaggg    105 
  46   5360-5472  112 acccacccccagGTC CAGgtgaggctgtgg    699 
  47   5473-5670  197 attctggctcagGGT GCTgtgagtccagag    249 
  48   5671-5974  303 ctgtgcccccagGTG         -      - 

*Die codierenden Sequenzen sind in Groß-, die Intronsequenzen in Kleinbuchstaben wiedergegeben. 
  Die Spleiß-Akzeptorstellen von Intron 2, 19 und 34, die nicht der GT-AG-Regel folgen, sind fett markiert. 
 
 

Mit Hilfe einer 5´-RACE-PCR konnte die 5´-UTR um 62 bp jenseits des ersten ATG er-

weitert werden, das nicht mit der Consensus-Sequenz für den Translationsstart überein-

stimmt (Kozak, 1987). Die 3´-RACE-PCR ergab eine 3´-UTR von 73 Nukleotiden mit 

einem Polyadenylierungssignal (AATAA) 25 bp jenseits des Stop-Codons. Somit umfasst 

die gesamte cDNA-Sequenz 6036 bp mit einem offenen Leserahmen von 5901 bp (1966 

AS) sowie einer 5´-UTR von 62 bp und einer 3´-UTR von 73 bp (EMBL: AJ224874).  

Die gesamte Aminosäuren- und Nukleotidsequenz des CACNA1F-Gens ist im Anhang die-

ser Arbeit angegeben. 
 

  

3.1.2 Expressionsmuster von CACNA1F 

Einer der beiden cDNA-Klone aus dem 3´-Ende (jm8-13) wurde sequenziert und ergab ei-

ne zwischen den einzelnen α1-Untereinheiten der Ca2+-Kanäle vom L-Typ weniger kon-

servierte Sequenz als andere Bereiche des Gens. Deswegen wurde daraus mittels RT-PCR 

aus Retina-cDNA ein 584 bp großes Fragment amplifiziert, das als Probe für Expressions-

studien dienen sollte. 

Zunächst wurde die Probe unter wenig stringenten Bedingungen mit einem Southern-Blot 

von EcoRI verdauter genomischer DNA aus Mensch sowie verschiedenen Tierarten hybri-

disiert. Dieser sog. „Zoo-Blot“ ergab lediglich eine einzelne Bande bei jeder Spezies, was 

darauf hinweist, dass keine Kreuzhybridisierung mit anderen Genen für α1-Untereinheiten 

besteht. Ihre Größe von 5,8 kb beim Menschen entspricht der des erwarteten EcoRI-

Restriktionsfragments. 
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Die Hybridisierung eines Northern-Blot mit derselben Probe ergab ein starkes Signal von 

ca. 6,3 kb ausschließlich in Retina-Gewebe, nicht jedoch in retinalem Pigmentepithel 

(RPE), Kleinhirn, Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber, Niere, Pankreas oder Skelettmus-

kel. Die zuvor beschriebene Expression im Skelettmuskel beruhte vermutlich auf der Wahl 

einer Probe, die einen zwischen den verschiedenen α1-Untereinheiten der bekannten Ca2+-

Kanäle stark konservierten Bereich enthielt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Evolutionäre Konservierung von CACNA1F. 
Die Zoo-Blot Hybridisierung mit der Probe jm8-13 
(586 bp) ergab nur eine Bande pro Spezies. Ihre Größe 
von 5,8 kb entspricht der des erwarteten EcoRI-
Restriktionsfragments. 
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Abb. 8: Analyse der CACNA1F-Expression in humanen Geweben 
mittels Northern-Blot. Nach einer Expositionszeit von zehn Tagen ist 
eine 6,3 kb Bande nur in retinalem Gewebe zu erkennen, nicht aber 
im Kleinhirn, retinalem Pigmentepithel, Herz, Gehirn, Plazenta, 
Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere oder Pankreas. 

 
Die Gewebsspezifität wurde ferner dadurch bestätigt, dass die RT-PCR mit CACNA1F-

spezifischen Primern nur aus retinaler cDNA, nicht jedoch z. B. aus cDNA von Blutzellen 

nachweisbare Fragmente lieferte. 

Mit Hilfe der in situ Hybridisierung konnte zudem die genaue Lokalisation der Expression 

von CACNA1F innerhalb der Retina aufgezeigt werden. Die RNA in situ Hybridisierung 

der jm8-13 Gegensinn-Ribosonde mit fixierten Maus-Augenschnitten wies darauf hin, dass 

eine transkribierende Aktivität in der inneren Körnerschicht (INL), die aus den Horizon-

tal-, Bipolar- und amakrinen Zellen besteht, sowie in der äußeren Körnerschicht (ONL) mit 

den Zellkernen der Photorezeptoren vorhanden ist (durchgeführt von Ch. Sauer und B. H. 

F. Weber, Institut für Humangenetik, Würzburg). 

 

3.1.3 Vergleichende Sequenzanalyse 

Datenbankanalysen der CACNA1F-Sequenz ergaben Homologien von 55-62 % zwischen 

CACNA1F und der α1-Untereinheit von Ca2+-Kanälen vom L-Typ, zu denen die α1D-, α1S- 

und die α1C-Untereinheiten gehören. Einigen Angaben zufolge reicht die Homologie sogar 
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von insgesamt 70 % bis zu 84 % im Bereich der transmembranen Domänen mit dem Gen 

für die α1D-Untereinheit (CACNA1D), das im Gehirn exprimiert wird und von dem sich 

CACNA1F erst kürzlich abgespalten zu haben scheint (Bech-Hansen et al., 1998). Homo-

logien zu Ca2+- Kanälen vom P- oder N-Typ betragen dagegen nur ca. 35 %. 

Am ausgeprägtesten ist die Ähnlichkeit im Bereich der transmembranen Domänen und der 

intrazellulären Schleife zwischen Domäne III und IV. Ebenso wie die geladenen Reste in 

der S4-Region sind auch die Dihydropyridin-Bindungsstellen in der Region III S5/6 und 

IV S6 (Schuster et al., 1996; Sinnegger et al., 1997) sowie die Bindungsstelle für die β-

Untereinheit nach der ersten Domäne gut konserviert (Pragnell et al., 1994). 

 

         
 
Abb. 9: Vergleich der Sequenz von CACNA1F mit den Sequenzen von CACNA1D (PIR: JH0564), 
CACNA1C (GenBank:L29529) und CACNA1S (PIR:A55645) im Bereich der transmembranen Domänen 
IIS6 bis IIIS6 (zur Verfügung gestellt von T. Strom). 
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Geringere Sequenzübereinstimmungen findet man dagegen zwischen den N- und C-

terminalen intrazellulären Bereichen sowie den intrazellulären Schleifen zwischen den 

Domänen I und II sowie II und III. 

Dies bestätigt die Annahme, dass CACNA1F für eine neue α1-Untereinheit eines trans-

vers-tubulären (TT), spannungsabhängigen, Dihydropyridin (DHP)-sensitiven Ca2+-

Kanal vom L-Typ codiert. 

 

3.2 Mutationsanalyse im CACNA1F-Gen 

Die Exons 1-48 wurden bei den in Tab. 2 aufgeführten Indexpatienten mit inkompletter 

sowie kompletter xlCSNB, ÅIED, ÅIED-verwandtem Phänotyp und xlCN mit den im An-

hang angegebenen Primerpaaren amplifiziert. Die amplifizierten Fragmente wurden mittels 

SSCP analysiert. Amplifikate mit auffälligem Laufverhalten wurden anschließend mit dem 

forward- und reverse-Primer sequenziert und mit der Wildtyp-Sequenz verglichen. Die 

Exons 1, 18 und 46 ergaben jeweils kein auswertbares SSCP-Ergebnis und wurden bei Pa-

tienten, bei denen sich nach der Analyse der restlichen Exons keine oder nur missense Mu-

tationen finden ließen, sequenziert. 

 

3.2.1 CACNA1F-Mutationsanalyse bei Patienten mit CSNB2 

Die DNA-Proben der Indexpatienten aus 21 Familien wurden mittels SSCP-Analyse und 

Sequenzierung auf Mutationen im CACNA1F-Gen hin untersucht. Bei sinnverändernden 

(missense) Mutationen wurden jeweils 120 Kontrollchromosomen mittels SSCP-Analyse 

auf ein ähnliches Bandenmuster hin überprüft, um häufige, in der Allgemeinbevölkerung 

verbreitete, Polymorphismen auszuschließen. Schließlich erfolgte die Mutationssuche bei 

Angehörigen von Indexpatienten, bei denen eine Mutation nachgewiesen werden konnte, 

um die Cosegregation der Mutation mit der Erkrankung in der Familie zu überprüfen. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten 17 verschiedene Mutationen bei 19 Patienten mit 

CSNB2 identifiziert werden: neun sinnverändernde (missense) Mutationen, von denen eine 

bei zwei Patienten gefunden wurde, sechs sinnentstellende (nonsense) Mutationen, von de-

nen ebenfalls eine zweifach auftrat, sowie je eine Insertion und eine Deletion.  
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Tab. 5: CACNA1F-Mutationen in Familien mit inkompletter xlCSNB 
Exon Mutation Nukleotidaustausch Konsequenz Familie 

2 R82X nt244C→T Arg→Stop, Pos. 82 CSNBX-03 

2 R82X nt244C→T Arg→Stop, Pos. 82 CSNBX-04 

8 G369D nt1106G→A Gly→Asp, Pos.369 CSNBX-02 

17 F742C nt2225T→C Phe→Cys, Pos. 742 CSNBX-27 

21 L849P nt2546T→C Leu→Pro, Pos. 849 CSNBX-06 

24 R958X nt2872C→T Arg→Stop, Pos. 958 CSNBX-14 

25 G1007R nt3019G→A Gly→Arg, Pos. 1007 CSNBX-26 

27 R1049W nt3145C→T Arg→Met, Pos. 1049 CSNBX-13 

27 L1045(insC) nt3133(insC) frameshift CSNBX-22 

30  nt3658(del12) in-frame Deletion CSNBX-05 

33 R1288X nt3862C→T Arg→Stop, Pos. 1288 CSNBX-25 

35 Q1348X nt4042C→T Gln→Stop, Pos. 1348 CSNBX-21 

35 L1364H nt4091T→A Leu→His, Pos. 1364 CSNBX-15 

38 C1488R nt4462T→C Cys→Arg, Pos. 1488 CSNBX-11 

38 P1489R nt4466C→G Pro→Arg, Pos. 1489 CSNBX-07 

38 P1489R nt4466C→G Pro→Arg, Pos. 1489 CSNBX-29 

39 L1497P nt4490T→C Leu→Pro, Pos. 1497 CSNBX-23 

41 K1591X nt4771A→T Lys→Stop, Pos. 1591 CSNBX-10 

46 R1816X nt5446C→T Arg→Stop, Pos. 1816 CSNBX-09 

 

Mutation in Exon 2 

Die Mutation R82X in Exon 2 fand sich bei zwei Familien. Es handelt sich hierbei um eine 

sinnentstellende Mutation, die zu einem stark trunkierten und damit funktionslosen Protein 

führt. Diese Transition c→t (cga→tga) ist eine häufig zu Mutationen führende Verände-

rung. Dabei handelt es sich um ein Dinukleotid mit einem Cytosin am 5´-Ende, das über 

eine Phosphodiesterbindung mit einem Guanin am 3´-Ende verbunden ist. Dieses CpG-

Dinukleotid ist in der Säuger-DNA äußerst selten und mutiert leicht, da das Cytosin dazu 

neigt, methyliert und anschließend zu Thymin desaminiert zu werden. Dieses paart fälsch-

licherweise mit einem Guanin, woraufhin eine spezifische DNA-Glycosylase diese Fehl-

paarung erkennt, das T herausschneidet und gegen ein C austauscht. Dieser 

Reparaturprozess ist allerdings äußerst ineffizient. 
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Mutation in Exon 8 

Die sinnverändernde Mutation G369D in Exon 8 liegt im terminalen Bereich des I6-

Segments. Es handelt sich hierbei um einen nichtkonservativen Austausch eines zwischen 

den α1-Untereinheiten der einzelnen Ca2+-Kanälen vom L-Typ (CACNA1S, CACNA1D, 

CACNA1C) konservierten, apolaren Glycins gegen ein sauer hydrophiles Aspartat mit ne-

gativ geladener Seitenkette. 

 

Mutation in Exon 17 

Eine sinnverändernde Mutation (F742C) konnte in einer großen belgischen Familie nach-

gewiesen werden. Anstelle eines konservierten, apolaren, aromatischen Phenylalanins fin-

det sich in Codon 742 im terminalen Bereich des II6-Segments ein neutrales Cystein.  

 

Mutation in Exon 21 

Eine weitere missense Mutation (L849P) findet sich an Aminosäureposition 849 in der in-

trazellulären Schleife zwischen den Segmenten II6 und III1. Es handelt sich um den Aus-

tausch eines zwischen den einzelnen α1-Untereinheiten nicht konservierten, apolaren 

Leucins mit großer, alipathischer verzweigter Seitenkette gegen ein ebenfalls apolares Pro-

lin mit cyclischem Aufbau. 

 

Mutation in Exon 24 

Eine Transition c→t (nt2872: cga→tga) führt zum Auftreten eines Stop-Signals im Codon 

958 anstelle eines Arginins. Diese Mutation (R958X) liegt in Exon 24 im stark konservier-

ten III4-Segment. 

 

Mutation in Exon 25 

Im ebenfalls hoch konservierten III5-Segment findet sich eine weitere sinnverändernde 

Mutation (G1007R). Es handelt sich hierbei um den nichtkonservativen Austausch eines 

apolaren Glycins gegen ein positiv geladenes, basisch hydrophiles Arginin. 

 

Mutationen in Exon 27 

Zu einer Verschiebung des Leserahmens führt die Insertion einer Base in Exon 27 an Posi-

tion 3133 (nt3133(insC)). Dies hat ein verfrühtes Stop-Codon an Aminosäurenposition 

1055 zur Folge. Diese Mutation liegt zwischen den Segmenten III5 und III6 in einem we-
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niger konservierten Bereich, der zwei kleinere intramembranöse Segmente enthält und für 

die Selektivität des Ca2+-Kanals verantwortlich ist (sog. „Pore-loop“).  

Im selben Bereich zwischen Segment III5 und III6 kommt es zu einem nichtkonservativen 

Austausch eines konservierten Arginins mit positiver Ladung gegen ein apolares Tryp-

tophan mit aromatischer Seitenkette (R1049W). 

 

Mutation in Exon 30 

In Exon 30 konnte eine 12 bp lange Deletion, die zu keiner Leserahmenverschiebung führt, 

identifiziert werden. Es resultiert eine Deletion von vier Aminosäuren im IV2-Segment, u. 

a. eines stark konservierten Phenylalanin- und Threoninrestes. 

 

Mutation in Exon 33 

In der vierten transmembranen Domäne des Segments IV führt die Transition c→t  

(nt3862: cga→tga) zum Auftreten eines Stop-Signals anstelle eines Arginins in einem gut 

konservierten Bereich (R1288X). 

 

Mutationen in Exon 35 

Zwei weitere Mutationen finden sich in Exon 35 in der sog. „Pore-loop“ zwischen den 

Segmenten IV5 und IV6. Zum einen handelt es sich abermals um eine sinnentstellende 

Mutation (Q1348X), bei der ein Glutamin durch ein Stop-Signal ersetzt wird.  

Zum anderen findet sich eine sinnverändernde Mutation (L1364H) mit einem nichtkonser-

vativen Austausch eines konservierten, apolaren, verzweigtkettigen Leucins gegen ein po-

sitiv geladenes Histidin mit aromatischer Seitenkette. 

  

Mutationen in Exon 38 

Sämtliche weiteren Mutationen liegen im C-terminalen, intrazellulären Ende des Proteins. 

Dazu gehören u. a. zwei benachbart liegende missense Mutationen. Bei einer kommt es 

zum nichtkonservativen Austausch eines ungeladenen Cysteins an konservierter Position 

gegen ein positiv geladenes Arginin (C1488R). Die zweite Mutation konnte in zwei Fami-

lien identifiziert werden. Anstelle eines apolaren cyclischen Prolins findet sich auch in die-

sem Fall ein positiv geladenes Arginin (P1489R).  
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Mutation in Exon 39 

Eine sinnverändernde Mutation vom konservativen Typ konnte am Beginn von Exon 39 

beobachtet werden. Hierbei ersetzt ein konservierter, apolarer Prolinrest ein ebenfalls apo-

lares Leucin (L1497P). 

 

Mutation in Exon 41 

In Exon 41 konnte eine weitere nonsense Mutation gefunden werden. Hierbei führt der 

Austausch eines nicht konservierten Lysins in ein Stop-Signal (K1591X) zu einem ver-

kürzten Protein. 

 

Mutation in Exon 46 

Hier hat die Transition c→t (nt5446: cga→tga), die zu einem Stop-Signal anstelle eines 

konservierten Arginins führt (R1816X), ebenfalls einen verfrühten Translationsabbruch zur 

Folge. 

 
 

 
Abb. 10: Lokalisation der CACNA1F-Mutationen in Familien mit CSNB2. Die gefundenen Mutationen sind 

durch folgende Signale dargestellt: 

    R82X   R958X    nt3658(del12)  C1488R     R1816X 

    G369D   G1007R   R1288X   P1489R 

    F742C   L1045(insC)  Q1348X   L1497P 

    L849P   R1049W  L1364H   K1591X 

 

Das Bandenmuster sämtlicher missense Mutationen wurde mittels SSCP-Analyse von 120 

Kontrollchromosomen auf die Möglichkeit eines in der Bevölkerung häufig vorhandenen 

Polymorphismus hin untersucht. Dabei ließen sich jedoch bei keiner der gesunden Kon-

trollpersonen ähnliche Bandenmuster nachweisen. 
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Zum Nachweis einer wahrscheinlichen Pathogenität der gefundenen Mutationen im 

CACNA1F-Gen wurden weitere betroffene bzw. gesunde Verwandte der Indexpatienten 

sowie mögliche und obligate Überträgerinnen mittels SSCP-Analyse und Sequenzierung 

untersucht, um eine Cosegregation der Mutation mit der Erkrankung in der Familie identi-

fizieren zu können. 

Dies soll am Beispiel der Familie CSNBX-14 veranschaulicht werden. Nachdem beim In-

dexpatienten #7185 eine aberrante Bande im Exon 24 in der SSCP festgestellt werden 

konnte, wurden zehn Familienmitglieder aus drei Generationen mittels SSCP-Analyse des 

Exon 24 auf eine Cosegregation der Mutation mit der Erkrankung in der Familie hin unter-

sucht. 

 

                       

 

 

  

 

                    
Abb. 11: Stammbaum der Familie CSNBX-14. Schwarze Quadranten re-
präsentieren betroffene Familienmitglieder, obligate Überträgerinnen sind 
mit einem Punkt gekennzeichnet. Unter dem Stammbaum ist die SSCP-
Analyse von Exon 24 des CACNA1F-Gens abgebildet. Bei den vier betrof-
fenen Männern ist ein aberrantes Bandenmuster zu erkennen, die obligaten 
Überträgerinnen zeigen ein heterozygotes Bandenmuster. Das SSCP-
Ergebnis zeigt, dass die Mutation mit der Erkrankung in der Familie co-
segregiert. 

 

Exon 24 des Indexpatienten #7185 wurde amplifiziert und sequenziert. Die Transition c→t 

(nt2872: cga→tga) führt zum Auftreten eines Stop-Signals im Codon 958 anstelle eines 

Arginins. Diese  Mutation konnte bei weiteren Betroffenen in der Familie homozygot, bei 

den obligaten Überträgerinnen heterozygot nachgewiesen werden. 
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 Ile956         Leu967      Ter958      Val959  Ile956         Leu967      Ter958      Val959  

                        
 

Somit konnte in jeder Familie bis auf in den Familien CSNBX-19 und CSNBX-30 eine 

Mutation im codierenden Bereich des CACNA1F-Gens nachgewiesen werden. In der Fami-

lie CSNBX-19 konnte lediglich eine Veränderung im Intron 38 (nt4486-30 G→A) nachge-

wiesen werden. 

 

3.2.2 CACNA1F-Mutationsanalyse bei Patienten mit ÅIED-verwand-

tem Phänotyp 

Kopplungsstudien, die für die ÅIED-verwandte Form eine Lokalisation auf Xp11 in enger 

Nachbarschaft zu den Markern DXS255, TIMP1, DXS146 und DXS14 in Aussicht gestellt 

hatten (Schwartz und Rosenberg, 1991; Glass et al., 1993), sowie klinische und elektro-

physiologische Untersuchungen hatten immer wieder die Frage aufgeworfen, ob es sich bei 

CSNB2 und der ÅIED-verwandten Form um allelische Erkrankungen handeln könnte, die 

durch Mutationen in demselben Gen verursacht werden. Einen Beitrag zur Klärung dieser 

Frage sollte die Analyse von DNA-Proben eines Patienten aus einer Familie mit ÅIED-

verwandtem Phänotyp sowie eines sporadischen Falles aus Holland liefern.  

Bei dem Indexpatienten #3441 (ÅIED-like-01), dessen Familie zuvor in der Literatur be-

schrieben worden war (Carlson et al., 1991), ergab die Sequenzierung einer Bande mit in 

 Ile956       Leu957        Arg958     Val959 

Abb. 12: Vergleich der Sequenz
des CACNA1F-Gens um Codon
958 des Patienten #7185 aus der
Familie CSNBX-14 (obere Se-
quenz) und einer gesunden Kon-
trollperson (untere Sequenz). Die
Transition c→t (nt2872: cga→tga)
führt zum Auftreten eines Stop-
Signals im Codon 958 anstelle ei-
nes Arginins (R958X). Genomi-
sche DNA wurde eingesetzt, um
Exon 24 des CACNA1F-Gens mit
intronischen Primern zu amplifi-
zieren und zu sequenzieren. Identi-
sche Ergebnisse wurden bei
weiteren betroffenen Familienmit-
gliedern erzielt. 

 Ile956       Leu957        Arg958     Val959 

Abb. 12: Vergleich der Sequenz
des CACNA1F-Gens um Codon
958 des Patienten #7185 aus der
Familie CSNBX-14 (obere Se-
quenz) und einer gesunden Kon-
trollperson (untere Sequenz). Die
Transition c→t (nt2872: cga→tga)
führt zum Auftreten eines Stop-
Signals im Codon 958 anstelle ei-
nes Arginins (R958X). Genomi-
sche DNA wurde eingesetzt, um
Exon 24 des CACNA1F-Gens mit
intronischen Primern zu amplifi-
zieren und zu sequenzieren. Identi-
sche Ergebnisse wurden bei
weiteren betroffenen Familienmit-
gliedern erzielt. 
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der SSCP verändertem Laufverhalten eine 5 bp Deletion im Exon 2 (nt151(del5)), die zu 

einem verfrühten Stop-Codon an Aminosäureposition 117 führt. Diese Mutation im N-

terminalen, intrazellulären Ende des Proteins zeigt in der SSCP eine Cosegregation mit der 

Erkrankung in der Familie. 

 

 

 

 

 

                                 
 

 

 

 

 

Auch in diesem Fall wurde Exon 2 des Indexpatienten #3441 sowie weiterer betroffener 

Familienmitglieder und Überträgerinnen sequenziert.  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 13: Stammbaum der Familie ÅIED-like-01. Schwarze Quad-
ranten repräsentieren betroffene Familienmitglieder, obligate Über-
trägerinnen sind mit einem Punkt gekennzeichnet. Unter dem
Stammbaum ist die SSCP-Analyse von Exon 2 des CACNA1F-Gens
abgebildet. Die fünf betroffenen Männer zeigen ein aberrantes Ban-
denmuster, während die obligaten Überträgerinnen ein heterozygo-
tes Bandenmuster aufweisen. Das SSCP-Ergebnis zeigt, dass die
Mutation mit der Erkrankung in der Familie cosegregiert. (Die
SSCP-Analyse wurde freundlicherweise von Anne Ratala, Finn-
land, zur Verfügung gestellt.) 

Abb. 13: Stammbaum der Familie ÅIED-like-01. Schwarze Quad-
ranten repräsentieren betroffene Familienmitglieder, obligate Über-
trägerinnen sind mit einem Punkt gekennzeichnet. Unter dem
Stammbaum ist die SSCP-Analyse von Exon 2 des CACNA1F-Gens
abgebildet. Die fünf betroffenen Männer zeigen ein aberrantes Ban-
denmuster, während die obligaten Überträgerinnen ein heterozygo-
tes Bandenmuster aufweisen. Das SSCP-Ergebnis zeigt, daß die
Mutation mit der Erkrankung in der Familie cosegregiert. (Die
SSCP-Analyse wurde freundlicherweise von Anne Ratala, Finn-
land, zur Verfügung gestellt.) 
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Bei einem sporadischen Probanden (#14939) konnte ebenfalls in Exon 2 eine sinnverän-

dernde Mutation identifiziert werden (C74R). Hierbei handelt es sich um den nichtkonser-

vativen Austausch eines ungeladenen Cysteins an konservierter Position gegen ein positiv 

geladenes Arginin, der in keinem der 120 Kontrollchromosomen nachgewiesen werden 

konnte. 

 

Tab. 6: CACNA1F-Mutationen in Familien mit ÅIED-verwandtem Phänotyp 
Exon Mutation Nukleotidaustausch Konsequenz Familie 

2  nt151(del5) frameshift ÅIED-like-01 

2 C74R nt220T→C Cys→Arg, Pos. 220 ÅIED-like-02 

 

 

3.2.3 CACNA1F-Mutationsanalyse bei Patienten mit ÅIED 

Der Locus für die klassische ÅIED-Familie konnte in einer ersten Kopplungsstudie zwi-

schen die Marker DXS7 und DXS72 in der Perizentromerregion mit einem höchsten Lod-

Score für DXS255 auf Xp11.22 eingegrenzt werden (Alitalo et al., 1991). Weitere Kopp-

Abb. 14: Vergleich der Sequenz 
des CACNA1F-Gens um Codon 
51 des Patienten #3441 aus der 
Familie ÅIED-like-01 (obere Se-
quenz) und einer gesunden Kon-
trollperson (untere Sequenz). Die 
5 bp Deletion im Exon 2 
(nt151(del5), mit einem Pfeil 
markiert) führt zu einem verfrüh-
ten Stop-Codon an Aminosäure-
position 117. Identische 
Ergebnisse wurden bei weiteren 
betroffenen Familienmitgliedern 
erzielt. 
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lungsanalysen sind bislang nicht erfolgt, so dass bis heute nicht ausgeschlossen werden 

konnte, dass CSNB2 und ÅIED durch Mutationen in demselben Gen verursacht werden.  

Die DNA-Probe (#3286) eines Abkömmlings der 1964 von Forsius und Eriksson beschrie-

benen Originalfamilie (Forsius und Eriksson, 1964) wurde deswegen vollständig sequen-

ziert. Es konnte jedoch bis auf auch in der Allgemeinbevölkerung auftretende 

Polymorphismen in keinem der 48 Exons eine Mutation nachgewiesen werden. 

 

3.2.4 CACNA1F-Mutationsanalyse bei Patienten mit CSNB1 

Anhand der Mutationsanalyse bei Patienten, die zuvor unter Verwendung klinischer und 

elektrophysiologischer Methoden mit der kompletten Form der xlCSNB (CSNB1) diagnos-

tiziert wurden, sollte bestätigt werden, dass diese Form nicht durch Mutationen im 

CACNA1F-Gen verursacht wird.  

Die DNA-Proben der vier Indexpatienten wurden ebenfalls mittels SSCP-Analyse und Se-

quenzierung auf Mutationen im CACNA1F-Gen hin untersucht. Nach Analyse aller 48 E-

xons konnte jedoch in keiner der Familien eine Mutation in der codierenden Sequenz des 

Gens nachgewiesen werden. In einer Familie (CSNBX-31) konnten jedoch drei ebenfalls 

in der Bevölkerung auftretende Polymorphismen entdeckt werden.  

Eine fünfte Familie (CSNBX-01) wurde aufgrund einer Rekombination mit dem CSNB2-

Locus nicht mehr untersucht (Maurer et al., Manuskript in Vorbereitung). 

 

3.2.5  CACNA1F-Mutationsanalyse bei Patienten mit xlCN 

Erste Kopplungsstudien (Cabot et al., 1998) ergaben eine mögliche Lokalisation des NYS1-

Gens auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms, einer Region, in der auch die Genorte für 

CSNB1, CSNB2, ÅIED sowie die ÅIED-verwandte Form liegen bzw. vermutet werden. 

Einen weiteren Aufschluss sollte die Untersuchung einer DNA-Probe eines Patienten aus 

einer großen Familie mit xlCN liefern. Die komplette Sequenzierung aller 48 Exons des 

CACNA1F-Gens ließ jedoch keine Mutationen im codierenden Bereich erkennen. 

 

3.2.6 Sequenzvarianten im CACNA1F-Gen 

Im Rahmen der Mutationsanalyse wurden sieben DNA-Polymorphismen identifiziert, von 

denen fünf in der codierenden und zwei in der nichtcodierenden Region liegen.  
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Tab. 7: Sequenzvarianten im CACNA1F-Gen 
Exon/Intron Polymorphismus Nukleotid-Austausch Konsequenz Häufigkeit (%) 

Intron 8 nt1118+6(G/A) G oder A, Pos. 1118+6  8/16 (50,0) 

Exon 13 nt1523(G/A) G oder A, Pos. 1523 Arg oder Gln, Pos. 508 2/21 (9,5) 

Exon 14 nt1809(C/T) C oder T, Pos. 1809 stille Mutation (G603G) 7/14 (50,0) 

 Intron 21 nt2673+3(G/A) G oder A, Pos. 2673+3  1/15 (6,7) 

Exon 28 nt3276(G/A) G oder A, Pos. 3276 stille Mutation (H1092H) 11/21 (52,4) 

Exon 29 nt3512(G/C) G oder C, Pos. 3512 Arg oder Pro, Pos. 1171 1/21 (4,8) 

Exon 48 nt5756(G/A) G oder A, Pos. 5756 Arg oder His, Pos. 1919 2/21 (9,5) 

 

Die Polymorphismen sind dabei über das gesamte Gen verteilt. Sie befinden sich in der 

codierenden Sequenz sowohl an konservierten (nt1523(G/A)) als auch an nicht konservier-

ten Positionen (nt1809(C/T), nt3276(C/T), nt3125(G/C), nt5756 (G/A)). Es handelt sich 

zum einen um stille Mutationen (G603G, H1092H), zum anderen konnten nicht synonyme 

Substitutionen (R508Q, R1171P, R1919H) bei einzelnen bzw. mehreren Patienten nach-

gewiesen werden. 
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4 DISKUSSION  

4.1 Diskussion der Fehlermöglichkeiten 

4.1.1 Sensitivität und Spezifität der verwendeten Methoden 

Ausgangsmaterial für die Mutationssuche in dieser Arbeit waren mittels PCR amplifizierte 

DNA-Fragmente. Da die Sequenz des CACNA1F-Gens größtenteils bekannt war, konnten 

für alle Exons adäquate Primerpaare entworfen werden. 

Die SSCP-Analyse selber gilt als einfach und empfindlich (Hayashi, 1992; Michaud et al., 

1991), eignet sich jedoch nur für Fragmente bis zu ca. 300 bp und zeigt dabei weder Art 

noch Position einer nachgewiesenen Mutation an (Sheffield et al., 1993). Die Sensitivität 

der SSCP hängt dabei v. a. von der Größe des untersuchten PCR-Produktes ab. Die opti-

male Fragmentgröße, bei der über 90 % der Sequenzveränderungen entdeckt werden, be-

trägt ca. 150 bp (Sheffield et al., 1993), während für kleinere und größere Fragmente die 

Wahrscheinlichkeit zunehmend sinkt. Betrachtet man den Austausch einer einzelnen Base, 

spielt die Art der Mutation (Transition oder Transversion) keine Rolle für die Entdeckung, 

wichtiger ist schon die Position der Basensubstitution. Auch Veränderungen, welche die 

Mutation flankierende Sequenzen betreffen oder die aus der Wahl mehrerer unterschiedli-

cher Primerpaare resultieren, können die Sensitivität insofern verändern, als dass sie mit 

der die Mutation enthaltenden Region Sekundärstrukturen ausbilden können. So sollte man 

zur Optimierung der SSCP mit mehr als einem Primerpaar für die jeweilige untersuchte 

Region arbeiten (Sheffield et al., 1993). Oft ist auch die Sensitivität für einen Strang der 

DNA höher als für den komplementären Strang. Um bestmögliche Bedingungen für die 

Entdeckung möglichst vieler Mutationen zu schaffen, haben sich folgende Möglichkeiten 

bewährt: 

- Verwendung einer optimalen Polyacrylamidgelmatrix, bei der durch chemische Kopo- 

 lymerisation von Acrylamidmonomeren mit einem Vernetzer (Crosslinker, z. B. N,N´-

 Methylenbisacrylamid) ein klares, durchsichtiges Gel entsteht. Die Porengröße lässt 

 sich dabei durch die Totalacrylamidkonzentration und den Vernetzungsgrad (Crosslin-

 king) exakt und reproduzierbar einstellen. 

Bei hohen und niedrigen C-Werten erhält man große Poren, das Optimum liegt etwa 

bei C = 5 % (Westermeier, 1990, S.11). 

- Verwendung von Fragmenten um 150 bp 
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- Austestung verschiedener Versuchsbedingungen, wie z. B. Zusatz von 5 bzw. 10 %     

igem Glyzerin (Orita et al., 1989b), Veränderung der Salzkonzentration oder Änderung 

der Temperatur (4°C, 20°C). 

Falsch positive Resultate sind dabei selten (Gaidano et al., 1991; Sarkar et al., 1992). 

Die tatsächliche Sensitivität der SSCP aus den zahlreichen veröffentlichten Angaben 

(Condie et al., 1993; Gaidano et al., 1991; Kishimoto et al., 1992; Michaud et al., 1991; 

Suzuki et al., 1990) abzuschätzen, ist jedoch schwierig, da jeweils unterschiedliche Ver-

fahren angewendet wurden. Im allgemeinen gilt für die Sensitivität: 

- < 200 bp ~ 90 % 

- 300-350 bp ~ 80 %  

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Amplifikaten lag die Fragmentlänge in 16 von 46 

Fällen unter bzw. bei ca. 200 bp. Bei fünf der Amplifikaten ergab sich eine Länge von 300-

350 bp, während sämtliche anderen eine Länge von 200-300 bp aufwiesen (siehe Anhang). 

Somit kann in dieser Arbeit von einer Sensitivität von ca. 80-90 % bei den mit SSCP un-

tersuchten Amplifikaten ausgegangen werden. 

Um auszuschließen, dass eine Bande mit verändertem Laufverhalten in der SSCP durch ein 

verunreinigtes PCR-Produkt zustande gekommen ist, wird zur Sequenzierung eines sol-

chen „Shifts“ jeweils ein neu amplifiziertes PCR-Produkt verwendet. 

Aus diesen Gründen wird ersichtlich, weshalb trotz oft eindeutiger klinischer Diagnose in 

einigen Fällen keine Mutation gefunden werden kann. 

 

4.2 Das CACNA1F-Gen 

Die Sequenzierung von 700 kb genomischer DNA zwischen den Markern DXS722 und 

DXS1331 auf Xp11.23 lieferte die gesamte genomische Sequenz des CACNA1F-Gens, 

dessen C-termimaler Anteil schon zuvor beschrieben worden war (Fisher et al., 1997; Ny-

akatura et al., 1996). Die Anwendung von Exon-Vorhersageprogrammen, die Suche in 

EST-Datenbanken und der Einsatz der RT-PCR führten zur Identifizierung eines 6,3 kb 

großen Transkripts mit 48 Exons und einer codierenden Sequenz von 5901 Nukleotiden, 

die als Genprodukt ein Protein von 1966 Aminosäuren Länge liefern. Expressionsstudien 

mit einer Probe aus einem wenig konservierten Bereich des Gens wiesen auf eine Expres-

sion ausschließlich in retinalem Gewebe hin. 

Da mehrere Spleißvarianten beobachtet werden konnten, sind mehrere Isoformen mit un-

terschiedlicher Aminosäurelänge zu erwarten (Bech-Hansen et al., 1998). 
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4.2.1 Struktur und Funktion von CACNA1F 

Datenbankanalysen der CACNA1F-Sequenz ergaben Homologien von 55-62 % zwischen 

CACNA1F und α1-Untereinheiten von Ca2+-Kanälen vom L-Typ, v. a. mit der Sequenz von 

CACNA1D (~ 70 % Homologie). Das Vorhandensein wichtiger Strukturmerkmale von α1-

Untereinheiten DHP-sensitiver Ca2+-Kanäle sowie die ausgeprägte Homologie bestätigten 

CACNA1F als ein X-chromosomales Gen, das für eine neue α1-Untereinheit spannungsab-

hängiger Ca2+-Kanäle vom L-Typ codiert. 

 

4.2.1.1 Spannungsabhängige Ca2+-Kanäle („voltage-dependent Ca2+-channels“) 

Ionenkanäle gehören zu einer großen Familie von Makromolekülen, deren Aufgabe die 

Kontrolle und Aufrechterhaltung elektrischer Membranpotentiale, die Sekretion von Hor-

monen und Neurotransmittern sowie die Signaltransduktion beinhalten. Die Analyse der 

physiologischen Prozesse, die an der Kanalfunktion beteiligt sind, sowie der Sekundär-

struktur einzelner Kanäle war die Basis dafür, die Ionenkanäle in verschiedene Unterfami-

lien einzuteilen. Die spannungsabhängigen Kanäle stellen eine dieser Unterfamilien dar. So 

sind die spannungsabhängigen K+-, Na+- sowie Ca2+-Kanäle evolutionär verwandt und tei-

len sich eine grundlegende Struktur von sechs transmembranen Segmenten (S1-S6), die ei-

ne Domäne darstellen. Diese kommt beim K+-Kanal nur einmal, in den α1-Untereinheiten 

der Na+- und Ca2+-Kanäle jedoch viermal vor (Bulman, 1997). 

Spannungsabhängige Ca2+-Kanäle („voltage-dependent Ca2+-channels“/VDCC) sind hete-

romultimere Proteine, die aus der transmembranen, den eigentlichen Kanal formenden α1-

Untereinheit sowie mehreren regulatorischen Untereinheiten (β, γ, α2δ) bestehen (Hof-

mann et al., 1994). Sie werden durch Membrandepolarisierung aktiviert und vermitteln den 

schnellen und selektiven Einstrom von Ca2+-Ionen (Sinnegger et al., 1997). Wichtige phy-

sikalische Prozesse, die durch den Ca2+-Einstrom kontrolliert werden, sind Muskelkontrak-

tion, Fortleitung von Aktionspotentialen, Freisetzung von Neurotransmittern und 

Hormonen, Regulierung der Genexpression sowie Zellteilung und Zelltod. Die Entwick-

lung unterschiedlicher Ca2+-abhängiger Zellfunktionen lief dabei parallel mit der Entwick-

lung verschiedener Ca2+-Kanal-Typen, wobei die Eigenschaften jedes Kanals für seine 

jeweilige Funktion optimiert wurden und durch die jeweils unterschiedlichen α1-

Untereinheiten ausgedrückt werden (Dunlap et al., 1995).  
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Die VDCCs werden anhand des zur Aktivierung benötigten Membranpotentials in zwei 

Gruppen aufgeteilt:                                                                     

                                                                                            α1S 

                                                                                            α1C 

                                                                                            α1D 

                                                 HVA                                   α1F 

                                                                                            α1A 

                                                                                            α1B 

                           VDCC                                                      α1E 

 

                                                                                            α1G 

                                                 LVA                                   α1H 

                                                                                             α1I 

Abb. 15: Ca2+-Kanal-Stammbaum. Der Vergleich der α1-Unter-
einheiten basiert auf dem Alignment der Primärstruktur der 
membranspannenden Regionen. Die high voltage-activated Ka-
näle lassen sich in DHP-sensitive (α1S,  α1C,  α1D,  α1F) und nicht-
DHP-sensitive (α1A,  α1B,  α1E) Typen aufteilen. Zu den low vol-
tage-activated Kanälen gehören die α1G-,  α1H- und  α1I-
Untereinheiten. 

 

Die sog. LVA (low voltage-activated)-Kanäle werden v. a. im Vorhof des Herzens expri-

miert. Sie werden bei niedrigem Membranpotential aktiviert (~ -60 mV), schnell span-

nungsunabhängig inaktiviert (transient) und haben eine geringe Leitfähigkeit von ~ 8 pS 

(tiny). Diese sog. T-Typ Kanäle sind möglicherweise in Schrittmacheraktionen des Sinus-

knoten und in die Fortleitung von Aktionspotentialen involviert (Hofmann et al., 1999). 

Bislang konnten drei α1-Untereinheiten vom T-Typ identifiziert werden. Die α1G-

Untereinheit wird v. a. im Gehirn exprimiert (Perez-Reyes et al., 1998), ebenso wie die 

α1I-Untereinheit (Klugbauer et al., 1999a), während die α1H-Untereinheit im Herzen, in der 

Niere und in der Leber exprimiert wird ( Cribbs et al., 1998). LVA-Kanäle bestehen evtl. 

nur aus der α1-Untereinheit, die den Spannungsmesser, den Selektivitätsfilter, die Pore so-

wie die Bindestelle für die T-Typ Kanal Blocker Mibefradil und Kurtoxin enthält und nicht 

von den bislang bekannten β-, γ- oder α2δ-Untereinheiten moduliert wird. Dies schließt je-

doch nicht aus, dass der T-Typ Kanal neben der α1-Untereinheit  weitere, bislang nicht be-

kannte regulatorische Untereinheiten enthält.  
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Jede der drei α1-Untereinheiten enthält ebenso wie die HVA-Kanäle ein positiv geladenes 

S4-Segment. Im Gegensatz zu den HVA-Kanälen zeigen sie jedoch keine Ca2+-abhängige 

Inaktivierung und haben in der SS1-SS2-Region der Domänen III und VI anstelle eines 

hochkonservierten Glutamats einen Aspartatrest, der wohl auch für die geringere Leitfä-

higkeit verantwortlich ist (Hofmann et al., 1999). 

 

Tab. 8: α1-Untereinheiten der LVA-Kanäle 
Gen Untereinheit Typ Chromosom Expression Sensitivität Referenz 

CACNA1G α1G T-Typ 17q22 Gehirn 
Mibefradil 
Kurtoxin 

Ethosuximid 

Perez-Reyes et al., 
1998 

CACNA1H α1H T-Typ 16p13.3 
Herz 
Niere 
Leber 

Amlodipin 
Mibefradil Cribbs et al., 1998 

CACNA1I α1I T-Typ  Gehirn  Klugbauer et al., 1999a 
 

HVA (high voltage-activated)-Kanäle sind dadurch gekennzeichnet, dass sie bei einem ho-

hen Membranpotential aktiviert (~ 0 mV) sowie nur langsam Ca2+-abhängig inaktiviert 

werden und auf eine Depolarisierung nur kurz aktiv reagieren. Man unterscheidet dabei 

zwei Klassen, wobei die Einteilung der HVA-Kanäle auf der Empfindlichkeit gegenüber 

bestimmten Stoffgruppen basiert. 

Der einen Klasse werden die L-Typ (long-lasting) Kanäle zugerechnet. Sie werden in neu-

ronalen sowie neuroendokrinen Zellen, Herz- und Skelettmuskelzellen sowie in der glatten 

Muskulatur exprimiert. Im Skelettmuskel sind sie notwendig für die Kopplung von Erre-

gung und Kontraktion, indem sie die Muskelkontraktion durch den Ausstrom von Ca2+-

Ionen aus dem sarkoplasmatischen Reticulum initiieren. Dadurch, dass sie einen Teil der 

benötigten Ca2+-Ionen bereitstellen, sind sie in der glatten Muskulatur in den Aufbau der 

Muskelspannung involviert. Im Herzmuskel werden sie für die Erzeugung und Ausbrei-

tung der elektrischen Impulse sowie für den Beginn der Vorhof- und Ventrikelkontraktion 

benötigt. Zudem sind sie für den Ca2+-Einstrom in die β-Zellen des Pankreas verantwort-

lich und können so über den intrazellulären Ca2+-Spiegel die Insulinsekretion regulieren 

(Hofmann et al., 1994). Zu ihnen werden die α1C-, α1S-, α1D- und die neue α1F -Form ge-

rechnet. Sie werden durch die klassischen Ca2+-Kanalblocker 1,4-Dihydropyridin (DHP), 

Phenylalkylamine (PAA) und Benzothiazepine (BTZ) blockiert. 

Der anderen Klasse werden die P-Typ (Purkinje), N-Typ (neither L nor T), R-Typ (remai-

ning) sowie Q-Typ Kanäle zugerechnet. N-Typ Kanäle werden v. a. in Neuronen expri-

miert, wo sie eine wichtige Rolle bei der Neurotransmitterfreisetzung spielen. Sie werden 
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spezifisch durch ω-Conotoxin GVIA blockiert. Zu ihnen gehört der α1B-Kanal (Williams et 

al., 1992; Dunlap et al., 1995). Der P-Typ Kanal wird nicht durch Hemmstoffe von N- 

bzw. L-Typ Kanälen blockiert. Seine α1A-Untereinheit reagiert dagegen äußerst sensitiv 

auf ω-Agatoxin IVA (Dunlap et al., 1995). Im Gegensatz dazu reagiert der durch die α1A-

Untereinheit gesteuerte Ca2+-Fluss in Xenopus laevis Oozyten (Q-Typ) weniger sensitiv 

auf  ω-Aga IVA. Noch ist unklar, ob strukturelle Unterschiede zwischen dem P- und Q-

Typ bestehen und ob die unterschiedliche Affinität gegenüber ω-Aga IVA evtl. auf Unter-

schieden in den α1A-Unterformen oder in der posttranslationalen Prozessierung beruht. So 

ist die Unterteilung in P- und Q-Typ eher spekulativ (Dunlap et al., 1995). Ebenso wie der 

Q-Typ wurde auch der R-Typ erst kürzlich identifiziert. Er wird in den Körnerzellen des 

Kleinhirns exprimiert und zeigt sich resistent gegenüber DHP, ω-Conotoxin GVIA sowie 

ω-Aga IVA. Die durch die α1E-Untereinheit vermittelten Ca2+-Ströme werden zum R-Typ 

gerechnet. Neben der Expression im Gehirn findet sich der α1E-Kanal auch in den endokri-

nen Zellen des Herzens und ist dort evtl. in die Sekretion des atrialen natriuretischen Pep-

tids involviert (Lacinová und Hofmann, 1999). 

 

Tab. 9: α1-Untereinheiten der HVA-Kanäle 

Gen Unterein- 
heit Typ Chromo- 

som Expression Sensitivität Referenz 

CACNA1A α1A P/Q-Typ 19p13.1-2 Gehirn ω-CTX MVIIC 
ω-Aga IVA 

Starr et al., 1991 

CACNA1B α1B N-Typ 9q34 Gehirn ω-CTX GVIA 
ω-CTX MVIIC 

Williams et al., 1992 

CACNA1C α1C L-Typ 12p13.3 

Herz, Gehirn 
glatte 

Muskulatur 
Fibroblasten 

DHP 

Mikami et al., 1989 
Snutch et al., 1991 

Sun et al., 1992 
Schultz et al., 1993 

CACNA1D α1D L-Typ 3p14.3 Gehirn 
Pankreas DHP Williams et al., 1992 

Seino et al., 1992a+b 

CACNA1E α1E R-Typ 1q25-q31 Gehirn - Diriong et al., 1995 
Williams et al., 1994 

CACNA1F α1F L-Typ Xp11.23 Retina DHP Strom et al., 1998 
Bech-Hansen et al., 1998 

CACNA1S α1S L-Typ 1q31-q32 Skelettmuskel DHP 
Tanabe et al., 1987 
Hogan et al., 1994 

Iles et al., 1994 
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4.2.1.2 Zusammensetzung der HVA-Kanäle 

HVA-Kanäle sind variabel aus den einzelnen Untereinheiten (α1, β, γ, α2δ) zusammenge-

setzt. 

Die α1-Untereinheit kann in einigen Fällen autonom funktionieren und ist dann alleine für 

die Aktivität des Kanals ausreichend. Jedoch unterscheiden sich in diesem Fall Zeitverlauf 

und Spannungsabhängigkeit stark vom nativen Kanal. Zahlreiche Strukturen, die für die 

Funktion und Kinetik des Kanals wichtig sind, liegen in der α1-Untereinheit. Sie wurden v. 

a. in Arbeiten an der α1C- und α1S-Untereinheit identifiziert. So orientieren sich die Anga-

ben über die einzelnen funktionell wichtigen Strukturen der α1F-Untereinheit in dieser Ar-

beit an bisher beschriebenen Eigenschaften der α1C- und α1S-Untereinheit. Inwieweit 

daraus ähnliche Schlüsse über die Funktion und Kinetik der α1F-Untereinheit gezogen 

werden können, wird sich jedoch erst nach weiteren Untersuchungen zeigen. 

  

 
Abb. 16: Struktur der α1F-Untereinheit. Sie besteht aus vier homologen Domänen, die aus jeweils 
fünf hydrophoben und einer amphipatischen (S4+) α-Helix zusammengesetzt sind. Für die Funkti-
on des Kanals wichtige Strukturen, die ebenfalls bei der α1F-Untereinheit identifiziert werden konn-
ten, sind die Verbindungen von S5 und S6 in jeder Domäne, die einen Teil der Pore bilden und 
Glutamatreste    enthalten, die eine hochaffine Ca2+-Bindestelle darstellen, das IS6-Segment         , 
welches die für die langsame, spannungsabhängige Inaktivierung benötigten Aminosäuren enthält, 
die Verbindung von Domäne I und II        , die die AID-Region enthält, welche für die Bindung der 
β-Untereinheit verantwortlich ist, die Segmente IIIS5, IIIS6 und IVS6            , die „Hotspots“ im 
Bezug auf die Medikamenteninteraktion darstellen und für die Bindung von DHP, PAA und BTZ 
wichtige Aminosäuren enthalten, sowie die EF-Hand        , die sich als eine grundsätzliche Struktur 
bei  Ca2+-bindenden Proteinen herausgestellt hat. 

 

Auch die α1F-Untereinheit besteht aus vier homologen Domänen, die aus jeweils fünf hyd-

rophoben und einer amphipatischen (S4) α-Helix zusammengesetzt sind. Dieses S4-

Segment enthält an jeder dritten Position einen Arginin- oder Lysinrest, die ihm eine posi-
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tive Ladung verleihen, und dient als Spannungsmesser. Bei positivem Membranpotential 

bewegt es sich nach außen und initiiert dadurch die Öffnung des Kanals (Hofmann et al., 

1999).  

Einen Teil der Pore bildet die Verbindung von S5 und S6. Diese extrazelluläre Schleife 

(SS1-SS2) faltet sich in die Membran und beeinflusst neben der Permeationsgeschwindig-

keit auch die Ionenselektivität des Kanals. Die Ca2+-Selektivität beruht dabei auf spezifi-

schen Eigenschaften der SS1-SS2-Region, die jeweils einen in allen Domänen (I-IV) und 

allen HVA-Kanälen konservierten Glutamatrest enthält (I: E330, II: E700, III: E1078, IV: 

E1372 nach α1F). Diese Glutamatreste bilden eine hochaffine Ca2+-Bindestelle innerhalb 

der Pore, wobei jedoch nicht alle Glutamatreste gleichermaßen zur Ca2+-Bindung beitra-

gen. So hat E1078 in Domäne III einen größeren Effekt auf die Ionenselektivität und Per-

meation als die anderen Glutamatreste (Yang et al., 1993). Zusätzlich stellen die 

Glutamatreste der Domänen I (E330)und III (E1078) Bindestellen für H+-Ionen dar, die bei 

erniedrigtem extrazellulärem pH, wie er bei erhöhter neuronaler Aktivität oder Ischämie 

vorkommt, die Ionenpermeation durch den offenen Ca2+-Kanal behindern (Chen und 

Tsien, 1997). 

VDCCs werden durch Veränderungen des Membranpotentials reguliert. Verantwortlich für 

die Aktivierung ist zum einen die Verbindung zwischen S5 und S6 in Domäne I, die die 

Geschwindigkeit der Aktivierung bestimmt. Dabei ist die Aktivierungsgeschwindigkeit 

von α1C etwa fünfmal höher als die von α1S (Dirksen et al., 1997). Zusätzlich tragen auch 

Sequenzen im Bereich IIIS5 bis IVS6 zur Aktivierung bei (Wang et al., 1995). L-Typ Ka-

näle zeigen zwei Arten von Inaktivierung. Während die langsame Inaktivierung span-

nungsabhängig ist, ist die schnelle Inaktivierung eine Folge einströmender Ca2+-Ionen. Die 

für die langsame spannungsabhängige Inaktivierung benötigten neun oder weniger Amino-

säuren liegen in IS6 und dem flankierenden extrazellulären Anteil. Die Region, die die β-

Untereinheit bindet, spielt dabei keine Rolle, obwohl die β-Untereinheit die Kinetik des 

Kanals signifikant beeinflusst (Zhang et al., 1994). In der α1C-Untereinheit konnten zusätz-

liche, für die Inaktivierung wichtige Aminosäuren im intrazellulären C-terminalen Ende 

beobachtet werden (Wei et al., 1994). Die Ca2+-sensitive Inaktivierung beruht auf einem 

negativen Feedback-Mechanismus und findet sich v. a. im Herzmuskel sowie in der glatten 

Muskulatur (Zong und Hofmann, 1996). Sie wird nur durch die α1C-Untereinheit vermittelt 

und bedarf eines sog. IQ-Motivs am C-terminalen Ende. Bei dem IQ-Motiv handelt es sich 

um eine bestimmte Aminosäurenabfolge (IQXXXnRGXXXnR), die jedoch nicht unverän-
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derlich ist. So findet sich des Öfteren anstatt des Isoleucins an erster Position eine andere 

verzweigtkettige Aminosäure (Leucin, Valin), auch die Arginine sind manchmal durch ein 

Lysin oder Histidin ersetzt. Trotz des Mangels an strenger Konservierung besteht jedoch 

kein Zweifel, dass es sich bei dem IQ-Motiv um eine Sequenz handelt, die Calmodulin und 

andere ähnliche Proteine bindet. Dabei wird Calmodulin zuerst Ca2+-unabhängig an eine 

vom IQ-Motiv verschiedene Region gebunden und bindet dann Ca2+. Dies erlaubt in der 

Folge die Interaktion mit dem IQ-Motiv, auf die eine schnelle Inaktivierung des Kanals 

folgt (Peterson et al., 1999; Zühlke et al., 1999). Aufgrund der ausschließlichen Expression 

von α1F in der Retina spielt dieser Mechanismus in dem die α1F-Untereinheit enthaltenden 

Ca2+-Kanal wohl keine Rolle, so dass die für die Inaktivierung benötigten Strukturen wohl 

in IS6 zu finden sind. 

Jedoch lässt sich auch in der Sequenz von α1F eine sog. EF-Hand identifizieren, die sich als 

grundsätzliche Struktur bei Ca2+-bindenden Proteinen herausgestellt hat, obwohl noch kei-

ne Einigung im Bezug auf ihre Rolle erzielt werden konnte. Sie besteht aus zwei α-Helices 

von jeweils ca. zehn Aminosäuren, die durch eine nichthelicale Schleife voneinander ge-

trennt sind, an der die Ca2+-Ionen binden (Babitch 1990; Regulla et al., 1991). So lässt sich 

nach dem letzten Segment von Domäne IV am C-terminalen Ende des Proteins ein EF-

Hand-Motiv erkennen (AS1450-1478 nach α1F), das EF-Hand Charakteristika (Anfangs-E, 

I, G) und weitere für die Ca2+-Bindung wichtige Kriterien wie drei saure Liganden und ei-

ne niedrige Anzahl von Serin- bzw. Threoninresten erfüllt. 

Die α1-Untereinheit interagiert zudem mit einer Anzahl von Proteinen, wie den regulatori-

schen Untereinheiten, oder auch G-Proteinen, dem Ryanodinrezeptor oder Proteinen, die 

für die Fusion neurosekretorischer Vesikel mit der präsynaptischen Membran notwendig 

sind.  

Die Coexpression der α1-Untereinheit mit der β-Untereinheit verändert die spannungsab-

hängigen und kinetischen Eigenschaften des Kanals und seine funktionelle Expression. 

Diese Effekte beruhen auf Konformationsänderungen in der Quartärstruktur, die durch die 

Interaktion beider Untereinheiten ausgelöst werden (Neely et al., 1993). Die β-

Untereinheit bindet dabei an die cytoplasmatische Verbindung zwischen Domäne I und II 

der α1-Untereinheit. Diese AID-Region (α-Untereinheit-Interaktions-Domäne) liegt bei 

395QQXXXnE412 (nach α1F), wobei v. a. die Region 404YXXXI408 für die hochaffine 

Bindung der β-Untereinheit verantwortlich ist (De Waard et al., 1996). 
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Im Skelettmuskel bedarf die Kopplung von Erregung und Kontraktion der Interaktion der 

α1-Untereinheit mit dem Ryanodinrezeptor Typ 1 (RyR-1). Diese Interaktion findet an der 

cytoplasmatischen Schleife zwischen den Domänen II und III von α1S statt und führt zu ei-

ner Ca2+-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Reticulum (Tanabe et al., 1990). Wich-

tig für die Aktivierung von RyR-1 sind dabei nur die Aminosäuren 671-690 (nach α1S), die 

das essentielle Cluster, das aus dem RKRRK-Motiv besteht, enthalten (El-Hayek und 

Ikemoto, 1998). Dieses Motiv findet sich nur in der α1S-Untereinheit und ist nicht 

zwischen den anderen α1-Untereinheiten konserviert, so dass auch α1F nicht an den 

Ryanodinrezeptor Typ 1 binden und so eine Ca2+-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen 

Reticulum bewirken kann. Dies war jedoch auch nicht zu erwarten, da sich in der Retina 

kein sarkoplasmatisches Reticulum finden lässt und α1F bislang nur in der Retina 

nachgewiesen werden konnte. 

Die Neurotransmitterfreisetzung war bislang eine Domäne der N- und P-Typ Kanäle. Eine 

wichtige Rolle bei der synaptischen Transmission spielt dabei die enge Nachbarschaft von 

Ca2+-Kanälen mit neurotransmitterhaltigen Vesikeln. Die synaptischen Membranproteine 

Syntaxin, Synaptosom-assoziiertes Protein von 25 kDa (SNAP25) und vesikel-assoziiertes 

Membranprotein (VAMP) binden hierbei an Regionen zwischen den Domänen II und III 

von α1A und α1B (Leveque et al., 1994). Eine ähnliche Interaktion von L-Typ Kanälen mit 

der Schleife zwischen den Domänen II und III konnte bislang nicht beobachtet werden. 

Die Aktivität der nicht-DHP-sensitiven Ca2+-Kanäle wird durch G0-Typ G-Proteine regu-

liert. Die Bindung von Gβγ an eine Region im Bereich der intrazellulären Schleife zwi-

schen den Domänen I und II bedarf dabei der Sequenz QXXER, die innerhalb der β-

Interaktionsstelle liegt (Zamponi et al., 1997). L-Typ Kanäle haben an dieser Stelle eine 

QXXEE-Sequenz, die ihnen eine Interaktion mit G-Proteinen unmöglich macht. Damit las-

sen sie sich nicht durch G-Proteine in ihrer Aktivität beeinflussen. 

Ca2+-Kanäle vom L-Typ werden dagegen durch cAMP-abhängige Phosphorylierung bzw. 

durch die Proteinkinase C reguliert. Im Herzen erhöht die cAMP-abhängige Phosphorylie-

rung der α1C-Untereinheit den Einstrom von Ca2+-Ionen durch die L-Typ Kanäle, über die 

positiv inotrope Substanzen ihre Wirkung vermitteln, um ein Vielfaches, während die α1S-

Untereinheit nicht in einem derartigen Ausmaß beeinflusst wird (Hartzell und Fischmeis-

ter, 1992). Der Mechanismus, mit dem diese Phosphorylierung in die Kinetik des Ca2+-

Kanals eingreift, ist jedoch noch nicht geklärt. Eine wichtige Struktur stellt hierbei evtl. die 

cAMP-Kinase-Phosphorylierungsstelle bei Ser1928 (nach α1C) dar (Dai et al., 1999). Auch 
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die Proteinkinase C (PKC) reguliert den Ca2+-Einstrom durch L-Typ Kanäle im Herzmus-

kel sowie in der glatten Muskulatur und in Neuronen. Die PKC-abhängige Regulierung 

wird dabei wahrscheinlich von Aminosäuren am N-terminalen Ende des Proteins vermittelt 

(Shistik et al., 1998). Inwieweit die α1F-Untereinheit Angriffspunkt solcher Regulations-

mechanismen ist, ist noch nicht geklärt. 

L-Typ Ca2+-Kanäle sind Angriffspunkt verschiedener wichtiger Medikamente wie Di-

hydropyridine (DHP), Phenylalkylamine (PAA) und Benzothiazepine (BTZ), was sie von 

den anderen Ca2+-Kanälen, die nicht dem L-Typ zuzurechnen sind, unterscheidet. So be-

zeichnet man ihre α1-Untereinheit auch als DHP-Rezeptor. Bis vor einigen Jahren war man 

der Ansicht, dass DHP an eine Region im Bereich der EF-Hand im C-terminalen, intrazel-

lulären Ende des Proteins binden (Regulla et al., 1991), heute geht man davon aus, dass 

DHP bevorzugt von der extrazellulären Seite des inaktivierten Kanals binden, wo sie durch 

die Lipiddoppelschicht fest gebunden werden. Der optimale Zugang liegt ca. 11-14 Å von 

der extrazellulären Oberfläche entfernt in einer hydrophoben Region. Schon 9,4 % der ge-

samten α1-Sequenz, nämlich IIIS5, IIIS6 mit der dazwischen liegenden Verbindung sowie 

IVS6 und die Schleife zwischen IVS5 und IVS6 reichen aus, um DHP-Sensitivität zu ver-

mitteln (Grabner et al., 1996). Die DHP-Bindung wird dabei durch acht für L-Typ Kanäle 

spezifische und zwei zwischen allen VDCC konservierten Aminosäuren vermittelt, die in 

IIIS5, IIIS6 sowie IVS6 liegen. Das gilt auch für die α1F-Untereinheit, die jedoch in einer 

dieser Aminosäuren von den anderen L-Typ Kanälen abweicht. An Aminosäureposition 

1414 findet sich bei α1F ein Phenylalanin anstelle eines zwischen den α1S-, α1C- und α1D-

Untereinheiten konservierten Tyrosinrests. Inwieweit dieser Aminosäureaustausch Aus-

wirkungen auf die DHP-Sensitivität der α1F-Untereinheit hat, ist noch unklar. Bei diesem 

Tyrosinrest handelt es sich zudem um die einzige Aminosäure, die neben einem DHP-

vermittelten Kanalblock auch eine Blockade durch PAA und BTZ vermitteln kann (Peter-

son et al., 1996; Schuster et al., 1996; Mitterdorfer et al., 1996; Sinnegger et al., 1997). 

Die Domänen IIIS5, IIIS6 und IVS6 liegen dabei in enger Nachbarschaft zueinander, mit 

der DHP-bindenden Domäne in Richtung Kanalpore orientiert. Allgemein anerkannt ist 

heute das Domain-Interface-Modell, gemäß dem die DHP-Rezeptorstelle an den Schnitt-

punkten von Domäne III und IV liegt (Catterall und Striessnig, 1992). Eine äußerst wichti-

ge Rolle spielt jedoch auch IS6, das auf signifikante Weise zur hohen Affinität der DHP zu 

den α1C-Untereinheiten der Gefäßmuskulatur beiträgt und damit verhindert, dass die Ca2+-

Kanäle im Herzen blockiert werden (Lacinová und Hofmann, 1999). 
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Phenylalkylamine blockieren den Ca2+-Einstrom von der intrazellulären Seite der Memb-

ran und beeinflussen ebenso wie Benzothiazepine, die von der extrazellulären Seite aus 

angreifen, durch allosterische Interaktion die DHP-Bindung. Wichtig für die durch PAA 

vermittelte Blockade sind Aminosäuren in IIIS6 und IVS6 (Hockerman et al., 1997). Zu-

sätzlich spielen auch die beiden Glutamatreste in der SS2-Region der Domänen III und IV 

eine Rolle (E1078, E1372 nach α1F), ebenso wie weitere Aminosäuren am cytoplasmati-

schen und extrazellulären Ende von IVS6, die neben der PAA auch BTZ binden und so    

ebenfalls Komponenten des Kanalblocks darstellen (Motoike et al., 1999). So stellen IIIS5, 

IIIS6 und IVS6 „Hotspots“ im Bezug auf die Medikamenteninteraktion dar, da sie wichtige 

molekulare Strukturen für die DHP-, PAA- und BTZ-Bindung enthalten, zudem sind sie 

die Domänen, die als wichtigstes Entscheidungskriterium bei der Einteilung in DHP- bzw. 

nicht-DHP-sensitive Ca2+-Kanäle herangezogen werden. 

 

Die bereits bekannten α1-Untereinheiten sind jeweils mit verschiedenen regulatorischen 

Untereinheiten assoziiert. Ob auch α1F mit weiteren Untereinheiten coexprimiert wird, ist 

bislang unbekannt.  

Die Coexpression der α1-Untereinheit mit den bereits bekannten β-, α2δ- bzw. γ-

Untereinheiten modifiziert die Aktivität der α1-Untereinheit. 

Bei der β-Untereinheit handelt es sich um ein intrazelluläres Membranprotein (50-72 kDa).  

 

                
 

Die Interaktionsstelle mit der α1-Untereinheit ist zwischen den einzelnen β-Untereinheiten 

konserviert und liegt bei AS 215-245 (nach β1), zudem kann auch das N-terminale Ende 

der β-Untereinheit mit der α1-Untereinheit interagieren (Krizanova, 1996). Die Coexpres-

sion beider Untereinheiten steigert die DHP-Rezeptorfunktion der α1-Untereinheit um ein 

Vielfaches, beschleunigt die Aktivierung sowie Inaktivierung des Kanals, normalisiert die 

Amplitude des Ca2+-Einstroms und stimuliert die funktionelle Expression von α1 (De 

Abb. 17: β-Untereinheit eines HVA-Ca2+-
Kanals. Es handelt sich hierbei um ein intra-
zelluläres Membranprotein (modifiziert nach
Lacinová und Hofmann, 1999). 
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Waard et al., 1994). Wenigstens vier Gene für die β-Untereinheit sind bekannt, die für 

neun isoforme Proteine codieren, welche v. a. neuronal exprimiert werden. 

 
Tab. 10: β-Untereinheiten der HVA-Kanäle 

Gen Untereinheit Chromosom Expression Referenz 

CACNB1 β1 17q11.2-q22 
Gehirn 

Skelettmuskel 
Herz 

Williams et al., 1992 
Powers et al., 1992 

CACNB2 β2 10p12 Gehirn 
Herz 

Taviaux et al., 1997 
Hullin et al., 1992 

CACNB3 β3 12q13 Gehirn Hullin et al., 1992 

CACNB4 β4 2q22-q23 Gehirn Taviaux et al., 1997 
Castellano et al., 1993 

 

Die γ-Untereinheit stellt ein integrales Membranprotein (25 kDa) mit vier transmembranen 

Domänen und zwei extrazellulären Glykosylierungsstellen dar.  

 

 
Sie ist spezifisch für den Skelettmuskel. Kürzlich konnten jedoch zusätzliche γ-

Untereinheiten im Gehirn sowie in weiteren Geweben entdeckt werden (Letts et al., 1998; 

Klugbauer et al., 1999b). Man kennt bislang fünf Gene, die für die γ-Untereinheit codieren. 

 

Tab. 11: γ-Untereinheiten der HVA-Kanäle 
Gen Untereinheit Chromosom Expression Referenz 

CACNG1 γ1 17q23 Skelettmuskel Powers et al., 1993 
CACNG2 γ2 22q13 Gehirn Letts et al., 1998 
CACNG3 γ3 - Gehirn Klugbauer et al., 1999b 
CACNG4 γ4 - Skelettmuskel Klugbauer et al., 1999b 

CACNG5 γ5 - Skelettmuskel Lacinová und Hofmann, 
1999 

 

 

 

 

Abb. 18: γ-Untereinheit eines HVA-Ca2+-Kanals. Es 
handelt sich hierbei um ein integrales Membranprote-
in mit vier transmembranen Domänen und zwei ext-
razellulären Glykosylierungsstellen (modifiziert nach 
Lacinová und Hofmann, 1999). 
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Bei der α2δ-Untereinheit handelt es sich um ein glykosyliertes Membranprotein (125 kDa).  

 

                     
 

Im Skelettmuskel wird das primäre Proteinprodukt des α2δ-Gens posttranslational prozes-

siert, so dass ein α2-Protein und ein δ-Protein entstehen. Die transmembrane δ-

Untereinheit verankert die extrazellulär liegende α2-Untereinheit durch Disulfidbrücken 

mit der Plasmamembran (Hofmann et al., 1994). Die Coexpression von α2δ mit α1 und β 

beschleunigt die Aktivierung und Inaktivierung des Kanals und erhöht den Ca2+-Einstrom 

(Klugbauer et al., 1999c). Mit den beiden erst kürzlich identifizierten Genen für die α2δ-

Untereinheit sind heute folgende drei α2δ-Gene bekannt: 

 

Tab. 12: α2δ-Untereinheiten der HVA-Kanäle 
Gen Untereinheit Chromosom Expression Referenz 

CACNA2D1 α2δ1 7q21-q22 Skelettmuskel 
Herz 

Powers et al., 1994 
Williams et al., 1992 

CACNA2D2 α2δ2 - Herz Klugbauer et al., 1999c 
CACNA2D3 α2δ3 - Gehirn Klugbauer et al., 1999c 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19: α2δ-Untereinheit eines
HVA-Ca2+-Kanals. Es handelt sich
hierbei um ein glykosyliertes Mem-
branprotein (modifiziert nach Lacino-
vá und Hofmann, 1999). 
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4.3 Pathogenese von Ionenkanalerkrankungen 

Es sind zahlreiche Erkrankungen identifiziert worden, die auf Mutationen in Genen beru-

hen, die für Ionenkanäle bzw. deren Untereinheiten codieren.  

 

Tab. 13: Cl--, Na+- und K+- Kanalerkrankungen 

Erkrankung Verer-
bung Gen (Typ) Chromo- 

som häufige Mutationen Referenz 

Cystische Fibro-
se ar CFTR (epithelialer 

Cl--Kanal) 7q ΔF508 Ackerman und 
Clapham, 1997 

generalisierte 
Myotonie Be-

cker 

 
ar 
 

CLCN1 (skelettaler 
Cl--Kanal) 

 
7q35 

 

 
D136G, F413C, R496S 

 

Ackerman und 
Clapham, 1997 

Dent´sche Er-
krankung xl CLCN5 (renaler Cl--

Kanal) Xp11.22  Ackerman und 
Clapham, 1997 

Thomsen´s 
Myotonie ad CLCN1 (skelettaler 

Cl--Kanal) 7q35 D136G, G230E, P480L Ackerman und 
Clapham, 1997 

Liddle´s Syn-
drom ar 

ENaC (epithelialer 
Na+-Kanal) 

α-Untereinheit 
β-Untereinheit 
γ-Untereinheit 

 
 

12p 
16p 
16p 

 
 

R564X, P616L, Y618H 

Ackerman und 
Clapham, 1997 

Hyperkalämi- 
sche periodische 

Paralyse 
ad SCN4A (skelettaler 

Na+-Kanal) 17q23-25 T698M, T704M, M1585V, 
M1592V Bulman, 1997 

kongenitale Pa-
ramyotonie 

 
ad SCN4A (skelettaler 

Na+-Kanal) 17q23-25 
V1293I, G1306V, T1313M, 
L1433R, R1448C, R1448H, 

V1589M 
Bulman, 1997 

Myotonie fluc-
tuans, perma-

nens, 
acetazolamid-

sensitiv 

ad SCN4A (skelettaler 
Na+-Kanal) 17q23-25 S804F, G1306A, G1306E, 

I1160V Bulman, 1997 

Long-QT-
Syndrom      

 
LQT1 

 
ad 

KVLQT1 (kardialer 
„shaker-like“-K+-

Kanal) 
11p15.5 

3 bp Deletion, G211R, 
L178F, V159M, T217I, 

A341V, G250E 
Bulman, 1997 

LQT2 ad 
HERG (kardialer 

„eag-like“-K+-
Kanal) 

7q35-36 27 bp Deletion, A561V, 
N470D, I593R Bulman, 1997 

LQT3 ad SCNA5 (kardialer 
Na+-Kanal) 3p21-24 ΔKPQ1505-1507, N1325S, 

R1644H Bulman, 1997 

LQT4 ad  4q25-27  Bulman, 1997 
Jerwell und 

Lange-Nielson-
Syndrom 

ar 
KVLQT1 (kardialer 
„shaker-like“-K+-

Kanal) 

11p15.5 
 

1 bp Insertion, R555C, 
W305S Bulman, 1997 

familiäre per-
sistente hyperin-

sulinämische 
Hypoglykämie 

ar 

SUR1 (Untereinheit 
des ATP-sensitiven 
K+-Kanals im Pank-

reas) 

11p15.1 Verkürzung von NBD2 Ackerman und 
Clapham, 1997 

Bartter Syndrom ar 

KCNJ1 (ROMK1) 
(ATP-abhängiger 
„inward-rectifier“ 

K+-Kanal) 

11q24 1 bp Insertion, Y60X, 
S400R, W58X 

Doyle und 
Stubbs, 1998 
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Mit der Klonierung der Gene für die α1- und β-Untereinheiten von VDCC konnten Mutati-

onen in Ca2+-Kanal-Genen als Ursache menschlicher genetischer Erkrankungen nachge-

wiesen werden.  

 

Tab. 14: Ca2+-Kanalerkrankungen 

Erkrankung Verer-
bung Gen (Typ) Chromo- 

som häufige Mutationen Referenz 

 
 

ad 

CACNA1S (L-Typ 
Ca2+-Kanal) 1q31-32 R528H, R1239H Bulman, 1997 Hypokalämische 

periodische Pa-
ralyse  SCN4A  (skelettaler 

Na+-Kanal) 17q23-25 R669H Bulman, 1997 

Episodische 
Ataxie      

EA1 ad KCNA1 („shaker-
like“-K+-Kanal) 12p13 V408A, R239S, V174F, 

F249I Bulman, 1997 

EA2 ad CACNA1A (P/Q-Typ 
Ca2+-Kanal) 19p13 nt4073(delC), splice site 

Mutationen 
Ophoff et al.,  

1996 
Familiäre hemi-
plegische Mi-

gräne 
ad CACNA1A (P/Q-Typ 

Ca2+-Kanal) 19p13 R192Q, T666M, V714A, 
I1811L 

Ophoff et al., 
1996 

ad CACNA1S (L-Typ 
Ca2+-Kanal) 1q31-32 R1086H Monnier et al., 

1997 Veranlagung zur 
malignen Hy-

perthermie  RYR1 (Ryanodin 
Ca2+-Kanal) 19q13.1 G341R, G2433R Monnier et al., 

1997 
Spinocerebelläre 
Ataxie (SCA6) ad CACNA1A (P/Q-Typ 

Ca2+-Kanal) 19p13 CAG-Repeat Zhuchenko et 
al., 1997 

NIDDM ad CACNA1D (L-Typ 
Ca2+-Kanal) 4p14.3 ATG-Repeat Yamada et al., 

1995 
 

So führen missense Mutationen im CACNA1A-Gen zur familiären hemiplegischen Migrä-

ne, einem seltenen, autosomal-dominanten Subtyp der Migräne mit Aura sowie iktaler 

Hemiplegie und in einigen Fällen cerebellärer Atrophie. Mutationen, die eine verkürzte 

α1A-Untereinheit zur Folge haben, führen zur episodischen Ataxie Typ 2 (EA2), einer au-

tosomal-dominanten paroxysmalen neurologischen Erkrankung mit anfallsartig auftreten-

der Ataxie, migräneähnlichen Symptomen, Nystagmus sowie cerebellärer Atrophie 

(Ophoff et al., 1996). CACNA1A enthält zudem einen polymorphen CAG-Repeat, der bei 

Patienten mit autosomal-dominanter spinocerebellärer Ataxie (SCA6), einer langsam pro-

gredienten Ataxie der Extremitäten mit Nystagmus und Dysarthrie, verlängert ist (21-27 

CAG-Repeats statt normal 4-16 CAG-Repeats) und zur Purkinjezell-Degeneration führt 

(Zhuchenko et al., 1997). Auch das CACNA1D-Gen enthält in Exon 1 eine Sequenz von 

ungewöhnlichen ATG-Repeats (7x Methionin). Eine Verlängerung dieses Repeats um ein 

weiteres Methionin konnte bei einem japanischen Patienten mit NIDDM gefunden werden 

(Yamada et al., 1995). Mit der Kartierung der hypokalämischen periodischen Paralyse, ei-
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ner Erkrankung mit Schwächeanfällen in Verbindung mit erniedrigten K+-Spiegeln, auf 

1q31-32 konnten als Ursache Mutationen im CACNA1S-Gen nachgewiesen werden. Je-

doch erwies sich diese Erkrankung schon bald als heterogen mit weiteren Mutationen im 

SCN4A-Gen (Bulman, 1997). Auch die Veranlagung zur malignen Hyperthermie, einer 

pharmakogenetischen Erkrankung mit Hyperthermie, progredienter Muskelsteifheit sowie 

Rhabdomyolyse, die durch Anästhetika wie Halothan oder Muskelrelaxantien wie Succi-

nylchlorid ausgelöst wird, ist eine genetisch heterogene Erkrankung, die durch Mutationen 

im CACNA1S-Gen sowie im RYR1-Gen verursacht wird (Doyle und Stubbs, 1998). 

Über die Pathogenese dieser durch Mutationen in den verschiedenen Genen für α1-

Untereinheiten verursachten Erkrankungen kann in vielen Fällen nur spekuliert werden. So 

lässt auch die Polyglutaminverlängerung bei spinocerebellärer Ataxie (SCA6) mehrere 

zugrundeliegende Mechanismen vermuten. Am ehesten akzeptiert wird ein dominant-

negativer Effekt beruhend auf der Triplett-Verlängerung, die mit der normalen Kanalfunk-

tion interferiert, indem sie die Bindung an synaptische Proteine oder die Assoziation mit 

den akzessorischen Untereinheiten behindert. Daraus könnte eine aberrante Kanalfunktion 

mit einer ständigen Aktivierung als mögliche Folge resultieren (Zhuchenko et al., 1997). 

Ein ähnlicher Mechanismus wird auch bei der episodischen Ataxie Typ 2 (EA2) vermutet, 

bei der die bislang gefundenen Mutationen zu einer verkürzten α1-Untereinheit führen, die 

nur aus den Domänen I, II und IIIS1 besteht, die wohl keinen funktionsfähigen Ca2+-Kanal 

bilden können und so den Einbau des Kanals in die Plasmamembran negativ beeinflussen 

(dominant-negativer Effekt), oder instabil sind und zur Haploinsuffizienz führen (Ophoff 

et al., 1996). Bei der familiären hemiplegischen Migräne dagegen geht man davon aus, 

dass es sich, ähnlich wie bei Mutationen im SCN4A-Gen bei hyperkalämischer periodi-

scher Paralyse, um gain-of-function-Mutationen handelt, die zu einer inadäquaten Kanal-

funktion führen (Ophoff et al., 1996). 

All diese Schwierigkeiten, die für die Erkrankung verantwortlichen pathophysiologischen 

Mechanismen zu identifizieren, beruhen größtenteils auch darauf, dass Ionenkanäle nur ei-

nen Teil des zellulären Signalweges darstellen und dass ihre Aktivität zudem durch andere 

Proteine reguliert wird, von denen einige die Struktur der Kanalproteine durch Phosphory-

lierung oder Änderung der Konformation modifizieren können. In die phänotypische Aus-

prägung von Erkrankungen, die durch Defekte in spannungsabhängigen Ionenkanälen 

bedingt sind, können zudem auch Mutationen oder externe Faktoren eingreifen, die die 

Expression von Proteinen, die in den Ionenmetabolismus involviert sind, wie Phophatasen, 

Kinasen oder G-Proteine, beeinflussen (Doyle und Stubbs, 1998). 
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4.3.1 Pathogenese der CSNB2 

Die pathophysiologischen Mechanismen, die für die Entstehung der inkompletten Form 

der CSNB verantwortlich sein könnten, sind auch nach der Klonierung des Krankheitsgens 

CACNA1F aufgrund Mangels an funktionellen Studien noch unbekannt.  

Aufgrund der ERG-Befunde wurden diesbezüglich verschiedene Thesen über die Pathoge-

nese aufgestellt. Sie reichten von einer gestörten Zapfenfunktion mit einem Missverhältnis 

der Transmitterfreisetzung (Langrova et al., 1999; Miyake et al., 1987b) über eine kombi-

nierte Stäbchen-Zapfen-Dysfunktion sowie eine Störung in der apikalen Membran (Taka-

hashi et al., 1988) bis hin zu Defekten in Strukturen, die am Aufbau der b-Welle beteiligt 

sind (Boycott et al., 1998b). 

Mit dem Wissen, dass CACNA1F für die α1-Untereinheit eines L-Typ Ca2+-Kanals codiert, 

der in der inneren sowie in der äußeren Körnerschicht der Retina exprimiert wird, können 

einige dieser Theorien fallengelassen werden, während sich andere als wahrscheinlicher 

erweisen. Zu letzteren gehören v. a. solche, die als Ursache für die CSNB2 eine inadäquate 

Transmitterfreisetzung der Photorezeptoren (Hood und Greenstein, 1989) oder der Bipo-

larzellen vermuten, da Ca2+-Kanäle bei der Freisetzung von Neurotransmittern eine wichti-

ge Rolle spielen. Auf die Membrandepolarisierung hin kommt es innerhalb von 

Millisekunden zu einem Ca2+-Einstrom, der zur Fusion der sekretorischen Vesikel mit der 

Zellmembran und schließlich zur Freisetzung des Vesikelinhalts führt. Entgegen früherer 

Aussagen, dass die Freisetzung der klassischen „schnellen“ Neurotransmitter nur von N- 

bzw. P-Typ Kanälen vermittelt wird und L-Typ Kanäle für die Freisetzung von Peptiden 

verantwortlich sind (Hofmann et al., 1994), konnten in Untersuchungen an Xenopus laevis- 

sowie Tigersalamander-Retina Ca2+-Kanäle vom L-Typ in den synaptischen Endigungen 

der Photorezeptoren sowie Bipolarzellen nachgewiesen werden, die zu einer auf die 

Membrandepolarisierung folgenden Glutamatfreisetzung führen (Schmitz und Witkovsky, 

1997; Witkovsky et al., 1997; Tachibana et al., 1993; Maguire et al., 1989; Heidelberger 

und Matthews, 1992). 

Untersuchungen an der Retina von Xenopus laevis zeigten, dass Photorezeptoren Glutamat 

als Transmitter benutzen (Schmitz und Witkovsky, 1997). Bei gesättigtem Licht findet sich 

eine Grundfreisetzung von Glutamat, die Ca2+-unabhängig ist. Der tonische Glutamat-

strom, der auf die Depolarisierung folgt und bei Dunkelheit sein Maximum erreicht, wird 

dagegen von Ca2+-Kanälen vom L-Typ gesteuert. Die Glutamatfreisetzung ist dabei pro-

portional zur Aktivität des Ca2+-Kanals und somit abhängig von der Ca2+-Konzentration an 
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der präsynaptischen Endigung. Ob dafür eher die Stäbchen oder die Zapfen verantwortlich 

sind, wird im Augenblick noch kontrovers diskutiert. Zum einen soll jeder lichtabhängige 

Glutamatausstrom von den Stäbchen ausgehen und von der Stäbchenspannung abhängen 

(Witkovsky et al., 1997). Doch auch in den Zapfen der Tigersalamander-Retina konnte ein 

L-Typ Kanal identifiziert werden. Hierbei handelt es sich jedoch um einen Kanal, der 

durch DHP nur inkomplett blockiert wird, aber z. T. auch durch ω-Conotoxin GVIA (Wil-

kinson und Barnes, 1996). Somit weist dieser L-Typ-Kanal pharmakologische Eigenschaf-

ten ähnlich denen der α1D-Untereinheit auf. Auch bei der CSNB2 wird ein Missverhältnis 

der Transmitterfreisetzung aus den Zapfen als eine mögliche Ursache angesehen. Bislang 

wurden jedoch keine funktionellen oder pharmakologischen Untersuchungen an der α1F-

Untereinheit unternommen, so dass eine Aussage, ob es sich bei der in den Zapfen expri-

mierten Isoform um die α1F-Untereinheit handeln könnte, noch nicht möglich ist. Das Er-

gebnis der Mutationssuche im CACNA1F-Gen deutet jedoch darauf hin, dass die Mutante, 

sei es, dass sie in den Stäbchen oder in den Zapfen oder in beiden exprimiert wird, funktio-

nell verändert ist. Dadurch wird der Einstrom von Ca2+-Ionen, der für die Glutamatfreiset-

zung bei Dunkelheit verantwortlich ist, beeinträchtigt. Glutamat ist wichtig, um die 

postsynaptischen Bipolarzellen adäquat zu stimulieren. Der niedrige Glutamatspiegel wür-

de den Bipolarzellen, die bei Lichteinfall depolarisieren, einen ständigen lichtadaptierten 

Zustand vermitteln und so zu einer fehlerhaften Informationsübertragung an der Synapse 

zwischen den Photorezeptoren und Bipolarzellen führen.  

Auffallend bei Patienten mit CSNB2 ist die reduzierte b-Welle im Stäbchen-ERG und bei 

der Maximalantwort. Da die b-Welle das Potentialmaximum in der inneren Körnerschicht 

darstellt, das aufgrund der Aktivierung der Bipolarzellen und Müllerzellen aufgebaut wird, 

müssen auch diese Strukturen in die Überlegung miteinbezogen werden. Zwar finden sich 

auch in der Membran der Müllerzellen Ca2+-Kanäle vom L-Typ, die durch den Einstrom 

von Ca2+-Ionen die K+-Kanalaktivität der Müllerzellen steigern und es diesen Zellen somit 

erleichtern, extrazelluläres K+ umzuverteilen, doch enthalten sie die α1D-Untereinheit (Puro 

et al., 1996). Zudem ist v. a. die Aktivität der Bipolarzellen eng mit der b-Welle korreliert 

(Stockton und Slaughter, 1989). Auch in den Bipolarzellen konnten Ca2+-Kanäle vom L-

Typ identifiziert werden, die sich nur in der terminalen Region von Bipolarzellen mit in-

takten präsynaptischen Endigungen finden lassen (Maguire et al., 1989). Diese L-Typ Ka-

näle sind für die Freisetzung von Glutamat aus den Bipolarzellen verantwortlich, die auf 

Lichteinfall depolarisieren und so ein Membranpotential erreichen, bei dem der Ca2+-
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Einstrom rapide zunimmt (Heidelberger und Matthews, 1992). Die Freisetzung von Glu-

tamat ist dabei biphasisch und besteht aus einer ersten Komponente mit raschem Beginn 

und einer zweiten, langsameren Komponente, die durch die Freisetzung von Glutamat aus 

den Reservevesikeln bedingt ist. Für die Freisetzung aus den Reservevesikeln ist ein ver-

stärkter Ca2+-Einstrom notwendig, der zudem beide Komponenten verschmelzen lässt, in-

dem er die Mobilitätsrate aus den Reservevesikeln erhöht. So ist ein hoher Level an 

submembranem Ca2+ für die Aktivierung nötig (Gersdorff et al., 1998). Bislang ist nicht 

bekannt, welche α1-Untereinheit der L-Typ Kanal enthält, der die ON-Bipolarzellen zur 

Freisetzung großer Mengen Glutamats innerhalb kurzer Zeit veranlasst. Sollte es sich hier-

bei um die α1F-Untereinheit handeln, könnte man auch hier eine inadäquate Glutamatfrei-

setzung als pathophysiologischen Mechanismus erwarten. Um eine der Hypothesen 

bestätigen zu können, müssen jedoch zunächst weitere Untersuchungen an der α1F-

Untereinheit vorgenommen werden, zu denen u. a. pharmakologische Tests sowie funktio-

nelle Studien gehören. 

 

4.4 Mutationsanalyse im CACNA1F-Gen 

4.4.1 CACNA1F-Mutationsanalyse bei Patienten mit CSNB2 

In 19 der 21 untersuchten Familien mit CSNB2 konnten Veränderungen im codierenden 

Bereich des CACNA1F-Gens gefunden werden. Dass in zwei der untersuchten Familien 

(CSNBX-19, CSNBX-30) keine Mutationen entdeckt werden konnten, kann auf eine Viel-

zahl von Gründen zurückgehen. Zum einen können keine Aussagen über Promotor- und 

Intronbereiche, die nicht in den von den gewählten Primerpaaren abgedeckten Regionen 

liegen, gemacht werden, zum anderen liegt die Sensitivität der benutzten Methoden nicht 

bei 100 %. Handelt es sich innerhalb der Familie um einen Einzelfall ohne weitere Betrof-

fene in der Verwandtschaft, wie es bei der Familie CSNBX-30 der Fall ist, kann der ein-

deutige Nachweis eines X-chromosomalen Erbgangs oft nicht erfolgen. In diesem Fall 

muss auch eine autosomal-rezessive Vererbung in Betracht gezogen werden.  

Das Ergebnis dieser Arbeit lässt jedoch darauf schließen, dass CACNA1F das einzige Gen 

ist, das im mutierten Zustand zur inkompletten Form der CSNB führt. Die Identifikation 

dieses Gens stellt somit einen wichtigen Fortschritt hinsichtlich der Diagnostik dar. Zusätz-

lich kann Überträgerinnen die Möglichkeit der molekulargenetischen Diagnostik angebo-

ten werden. Erschwert wird dies jedoch durch die Tatsache, dass es sich bei CACNA1F um 
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ein relativ großes Gen handelt und dass die Mutationen über das gesamte Gen verteilt sind. 

Zudem konnte keine Mutation identifiziert werden, die häufiger vorkommt, wie es z. B. bei 

der cystischen Fibrose der Fall ist. So konnten 17 verschiedene Mutationen nachgewiesen 

werden, von denen nur zwei doppelt auftraten. Dies veranlasst zur Annahme, dass in ande-

ren CSNB2-Familien weitere, bislang nicht beschriebene Mutationen gefunden werden 

können und sich so die Anzahl der verschiedenen Mutationen noch weiter erhöhen wird.  

In dieser Arbeit konnten neun missense Mutationen, sechs nonsense Mutationen und eine 

Insertion, die  zu einem vorzeitigen Terminationscodon führt, sowie eine Deletion, die kei-

ne Leserahmenverschiebung zur Folge hat, entdeckt werden. Alle missense Mutationen, bis 

auf L849P in Exon 21, liegen in zwischen den α1-Untereinheiten der einzelnen Ca2+-

Kanäle vom L-Typ konservierten Regionen.  

Wie stark sich eine pathogene Mutation als anomaler Phänotyp auswirkt, bestimmen meh-

rere Faktoren. Dazu gehören die Art der Mutation und wie sich die Expression  des mutier-

ten Gens ändert (Abnahme der Genexpression/Überexpression/ektopische Expression), der 

Umfang, in dem Aspekte des anomalen Phänotyps im heterozygoten Organismus ausge-

prägt sind, der betroffene Zelltyp und der Anteil der betroffenen Zellen sowie bei einigen 

Erkrankungen der Elternteil, von dem die Mutation stammt. Nonsense Mutationen führen 

in der Regel zu gravierenden phänotypischen Veränderungen. Eine der möglichen Folgen 

von nonsense Mutationen ist die Verkürzung des Proteins, wobei dem Translationsprodukt 

C-terminale Sequenzabschnitte fehlen. Die genauen Auswirkungen auf die Genfunktion 

hängen dann von der Stabilität des Genprodukts, von der Länge der fehlenden Bereiche 

und von der Funkton der fehlenden Aminosäuren ab. Weitere Folgen können eine Instabili-

tät der mRNA oder das Überspringen von Exons sein, wozu auch Deletionen führen kön-

nen. Kommt es dabei nicht zu Rasterverschiebungen und sind die fehlenden Aminosäuren 

für die Funktion nicht unabdingbar, sollten die phänotypischen Auswirkungen weniger 

gravierend sein.  

Schwierigkeiten bereitet es jedoch v. a. oft abzuschätzen, ob missense Mutationen eindeu-

tig als pathogen einzustufen sind. Bei missense Mutationen lassen sich mitunter die patho-

genen Varianten nur schwer von neutralen Mutationen unterscheiden. Auch in dieser 

Arbeit wurden einige missense Mutationen, die bei einzelnen Patienten, nicht jedoch bei 

120 Kontrollchromosomen gefunden werden konnten, als Sequenzvarianten, die äußerst 

selten auch in der gesunden Allgemeinbevölkerung auftreten, eingestuft, nachdem in die-

sen Familien weitere, eindeutig pathogene nonsense Mutationen gefunden wurden, die die 

Genfunktion fast immer deutlich herabsetzen und zu einem verkürzten Protein führen.  
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Ob und inwieweit die nachgewiesenen missense Mutationen pathogen sind, ist somit noch 

ungewiss. Einige der missense Mutationen liegen dabei in für die Funktion und die Kinetik 

des Kanals möglicherweise wichtigen Strukturen. So findet der Austausch des apolaren 

Glycins an Position 369 gegen ein sauer hydrophiles Aspartat im hoch konservierten Be-

reich von IS6 statt, einem Segment, in dem die für die langsame, spannungsabhängige In-

aktivierung benötigten Aminosäuren liegen (Zhang et al., 1994). Die im Bereich von IIIS5 

und der Verbindung zu IIIS6 liegenden Mutationen G1007R und R1049W betreffen eine 

Region, die bei der Vermittlung der DHP-Sensitivität eine wichtige Rolle spielt. Zudem 

liegt die Mutation R1049W im Bereich der sog. „Pore-loop“ nahe der für die Ca2+-

Selektivität verantwortlichen SS1-SS2-Region und kann so evtl. neben der Permeations-

geschwindigkeit auch die Ionenselektivität beeinflussen. Gleiches gilt für den Austausch 

eines apolaren verzweigtkettigen Leucins gegen ein positiv geladenes Histidin mit aromati-

scher Seitenkette an Position 1364. Diese Mutation liegt in unmittelbarer Nachbarschaft 

zur SS1-SS2-Region in der Schleife zwischen IVS5 und IVS6 und nimmt dadurch mögli-

cherweise Einfluss auf den Ca2+-Einstrom. Dass sich mehrere missense Mutationen 

(C1488R, P1489R, 1497P) am C-terminalen Ende in der sich der EF-Hand anschließenden, 

zwischen den einzelnen α1-Untereinheiten der Ca2+-Kanäle hoch konservierten Region 

konzentrieren, für die bislang kein funktionelles Korrelat beschrieben wurde, weist evtl. 

darauf hin, dass diese Region Strukturen enthält, die für die Funktion oder Kinetik des Ka-

nals wichtig sind.  

Nach dem derzeitigen Stand ist keine deutliche Genotyp-Phänotyp Korrelation zu erkennen 

(E. Apfelstedt, pers. Mitteilung), das heißt, es ist noch ungewiss, in welchem Ausmaß die 

einzelnen Mutationen den Phänotyp beeinflussen. Dies liegt zum einen auch daran, dass 

auch innerhalb der Familien starke Variationen bzgl. des Phänotyps auftreten können. Ein-

deutig nachgewiesen werden konnte jedoch die Genotyp-Phänotyp-Korrelation zwischen 

Mutationen im CACNA1F-Gen und Patienten mit CSNB2, bei denen die Diagnose zuvor 

durch klinische und elektrophysiologische Methoden gestellt worden war. 

In einer der in dieser Arbeit molekulargenetisch untersuchten Familien (CSNBX-09) war 

zuvor im RPGR-Gen, in dem bei Patienten mit Retinitis pigmentosa (RP3) Mutationen ge-

funden werden können, eine missense Mutation nachgewiesen worden. Es handelt sich um 

den nichtkonservativen Austausch eines Valins gegen ein Phenylalanin (V36F) in einer 

hoch konservierten RPGR-Domäne kurz vor der RCC1-homologen Region. Diese Mutati-

on cosegregiert mit der Erkrankung in der Familie und konnte bei der SSCP-Analyse von 

560 Kontrollchromosomen nicht entdeckt werden (Herrmann et al., 1997). Klinisch und 
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elektrophysiologisch weist die Familie jedoch für die CSNB2 typische Merkmale auf. Die 

betroffenen Männer haben normale Fundi, eine ausgeprägte Myopie mit reduzierter Seh-

schärfe und ein eingeschränktes Dämmerungssehen. Die obligaten Überträgerinnen zeigen 

bei der Ophthalmoskopie keine retinalen Degenerationserscheinungen. Auch die ERG-

Veränderungen weisen eindeutig auf den inkompletten CSNB-Typ hin. Mit dem Nachweis 

einer nonsense Mutation im Exon 46 des CACNA1F-Gens (R1816X) konnte eine weitere 

Mutation, die mit der Erkrankung in der Familie cosegregiert, gefunden werden. Dies lässt 

die zuvor identifizierte missense Mutation im RPGR-Gen als eine neutrale Variante bzw. 

einen sehr seltenen Polymorphismus erscheinen. 

Bestätigt wird das Ergebnis dieser Arbeit durch die Analyse weiterer 31 Familien mit 

CSNB2 aus dem nordamerikanischen, dänischen und kanadischen Raum (Bech-Hansen et 

al., 1998; Bech-Hansen et al., 1999). Insgesamt konnten 15 verschiedene Mutationen im 

CACNA1F-Gen identifiziert werden. Dabei handelt es sich in 2/3 der Fälle um nonsense 

oder frameshift Mutationen, wobei nur bei zwei der Familien keine Mutationen entdeckt 

werden konnten. 15 dieser Familien stammen wohl aus einer founder Population von men-

nonitischen Einwanderern nach Westkanada und zeigen dieselbe frameshift Mutation in 

Exon 27 (nt3133(insC)). Diese Mutation konnte interessanterweise auch bei einer der in 

dieser Arbeit untersuchten Familie nachgewiesen werden (CSNBX-22). 

 

Tab. 15: CACNA1F-Mutationen in Familien mit CSNB2* 
Exon Mutation Nukleotidaustausch Konsequenz 

2 R50X nt148C→T Arg→Stop, Pos. 50 

2 R82X nt244C→T Arg→Stop, Pos. 82 

9 D406(delC) nt1218(delC) frameshift 

11 D463(delC) nt1389(delC) frameshift 

19 E785V nt2354A→T Glu→Val, Pos. 785 

21 R884X nt2650C→T Arg→Stop, Pos. 884 

23 A917D nt2750C→A Ala→Asp, Pos. 917 

27 L1045(insC) nt3133(insC) frameshift 

30 I1213(delC) nt3639(delC) frameshift 

33 R1288X nt3862C→T Arg→Stop, Pos. 1288 

37 W1440X nt4320G→A Trp→Stop, Pos. 1440 

41 del Exon 41  splice site Mutation 

* Daten aus Bech-Hansen et al., 1998 und Bech-Hansen et al., 1999 
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4.4.2 CACNA1F-Mutationsanalyse bei Patienten mit ÅIED-verwand-

tem Phänotyp 

Mit dem ÅIED-verwandten Phänotyp glaubte man, eine weitere X-chromosomale Augen-

erkrankung gefunden zu haben, die sich trotz starker Ähnlichkeiten mit ÅIED und CSNB2 

in einigen Aspekten von diesen beiden Erkrankungen zu unterscheiden schien (Carlson et 

al., 1991). Anfänglich wurde dieser Erkrankung nur eine Familie zugerechnet. Die Betrof-

fenen zeigten dabei einige mit ÅIED übereinstimmende Gemeinsamkeiten wie eine redu-

zierte Sehschärfe, Astigmatismus und eine gestörte Dunkeladaptation, jedoch konnten 

keine oder nur spärliche Hinweise auf den für ÅIED so typischen okulären Albinismus, 

Nystagmus oder gestörten Farbensinn gefunden werden. V. a. die Unterschiede im ERG, 

allen voran die b-Welle in der Maximalantwort, die bei ÅIED subnormal, bei der ÅIED-

verwandten Form jedoch fast komplett unterdrückt war, verleiteten zur Annahme, dass es 

sich bei der ÅIED-verwandten Form um eine von der ÅIED verschiedenen Erkrankung 

handelt. Der klinische Befund ließ zwar auch an die inkomplette Form der CSNB denken, 

jedoch konnten im ERG bei Patienten mit dem ÅIED-verwandten Phänotyp leichte Unter-

schiede zur CSNB2, wie eine reduzierte a-Welle und subnormale, aber noch vorhandene 

oszillatorische Potentiale, festgestellt werden (Carlson et al., 1991).  

Im Rahmen weiterer Untersuchungen wurden schließlich noch zwei weitere Familien (Ro-

senberg et al., 1990; Glass et al., 1993), die ursprünglich mit ÅIED diagnostiziert worden 

waren, ebenfalls der ÅIED-verwandten Form zugerechnet. Die ausgeprägten Gemeinsam-

keiten zwischen der ÅIED-verwandten Form und CSNB2, welche die Erkrankungen kaum 

unterscheidbar machten, führten bald zu der Frage, ob es sich bei diesen Erkrankungen 

evtl. um verwandte Syndrome handeln könnte. Kopplungsstudien hatten zwar jeweils eine 

Kopplung auf Xp11 favorisiert (Glass et al., 1993), jedoch konnte das Intervall für die 

ÅIED-verwandte Form nicht weiter eingegrenzt werden, so dass die Frage nach einer Alle-

lität beider Erkrankungen offen blieb.  

Um eine Allelität auszuschließen bzw. nachzuweisen, wurden in dieser Arbeit eine große 

Familie und ein sporadischer Patient mit ÅIED-verwandtem Phänotyp auf Mutationen im 

CACNA1F-Gen hin untersucht. Die schon in der Literatur beschriebene Familie (Carlson et 

al., 1991) zeigte bis auf eine leicht reduzierte a-Welle im ERG, was eher für die klassische 

ÅIED typisch ist, klinische und elektrophysiologische Befunde, die gut mit der inkomplet-

ten Form der CSNB vereinbar sind. Der sporadische Patient war aufgrund eines hypopig-

mentierten Fundus mit der ÅIED-verwandten Form diagnostiziert worden. Zudem zeigte er 
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einen horizontalen Nystagmus, Strabismus und eine Blickhebeschwäche mit Aufblicksak-

kaden.  

In beiden Fällen konnten Mutationen im CACNA1F-Gen gefunden werden, die eine Co-

segregation mit der Erkrankung in der Familie zeigten. Auch in den beiden anderen als 

ÅIED-verwandte Form eingestuften Familien (Glass et al., 1993; Rosenberg et al., 1990) 

sind inzwischen Mutationen im CACNA1F-Gen identifiziert worden (N. T. Bech-Hansen, 

pers. Mitteilung). Somit zeigen alle bislang beschriebenen Familien mit ÅIED-verwandtem 

Phänotyp Mutationen im CACNA1F-Gen. Dies bestätigt die schon zuvor vermutete Alleli-

tät von CSNB2 und der ÅIED-verwandten Form. Sowohl die Mutationsbefunde wie auch 

die elektrophysiologischen und klinischen Befunde legen nahe, dass es besser gewesen wä-

re, die Familien mit der ÅIED-verwandten Form eher als CSNB2-verwandte Form zu klas-

sifizieren. Die Tatsache, dass beide Erkrankungen phänotypisch und elektrophysiologisch 

kaum bzw. nicht zu unterscheiden sind und Mutationen in demselben Gen aufweisen, lässt 

die Schlussfolgerung zu, dass es sich um identische Erkrankungen handelt. Nun gilt es, die 

eingeführte Nomenklatur zu revidieren und das Symbol der ÅIED-verwandten Form in 

CSNB2 zu ändern. 

 

4.4.3 CACNA1F-Mutationsanalyse bei Patienten mit ÅIED 

Die klassische ÅIED wurde lange Zeit als eine Variante des okulären Albinismus klassifi-

ziert (OA2). Durch das Fehlen charakteristischer klinischer sowie elektrophysiologischer 

Befunde kam man jedoch von dieser Einteilung ab und änderte das Krankheitssymbol von 

OA2 in ÅIED (Mandel et al., 1989). Mit der Kartierung in ein Intervall zwischen DXS7 

und DXS72 auf Xp11.4-11.23 stellte sich die Frage, ob ÅIED und CSNB2 allelische Er-

krankungen sein könnten, die durch Mutationen in demselben Gen verursacht werden. 

Dies konnte jedoch durch die Analyse einer DNA-Probe eines Nachkommens der 1964 be-

schriebenen Originalfamilie unwahrscheinlich gemacht werden. Die Sequenzierung aller 

48 Exons des CACNA1F-Gens ließ keine Mutationen im codierenden Bereich des Gens er-

kennen. Allerdings können Veränderungen in den intronischen Regionen oder in den Pro-

motorbereichen nicht ausgeschlossen werden. Charakteristische Unterschiede in einigen 

klinischen sowie elektrophysiologischen Befunden unterstützen jedoch eher die Annahme, 

dass es sich bei CSNB2 und ÅIED um nichtallelische Erkrankungen handelt. So sind Stö-

rungen des Farbensehens, Fundusalbinismums und Foveahypoplasie sowie eine Reduktion 

der a-Welle in der Maximalantwort, eine nur wenig unterdrückte b-Welle und subnormale, 
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aber entdeckbare oszillatorische Potentiale Befunde, die bei der ÅIED, nicht aber bei der 

CSNB2 erhoben werden können. 

Somit kann man sehr wahrscheinlich von einer genetischen Heterogenität dieser beiden 

Erkrankungen ausgehen.  

 

4.4.4 CACNA1F-Mutationsanalyse bei Patienten mit CSNB1 

Kopplungsstudien der letzten Jahre zeigten, dass es sich bei xlCSNB um eine heterogene 

Erkrankung mit unterschiedlichen Genorten für die komplette und inkomplette Form han-

delt (Bech-Hansen et al., 1997; Boycott et al., 1998b). Die molekulargenetische Analyse 

im für die inkomplette Form der CSNB verantwortlichen CACNA1F-Gens bei Patienten 

mit CSNB1 sollte diese Annahme bestätigen. Vier Patienten, die in klinischen sowie elek-

trophysiologischen Untersuchungen typische Charakteristika der CSNB1 aufwiesen, wur-

den auf Mutationen im CACNA1F-Gen hin untersucht. Nach Analyse aller 48 Exons konn-

te keine Mutation im codierenden Bereich des Gens gefunden werden. Somit konnte die 

genetische Heterogenität und das Vorhandensein zweier verschiedener Loci für CSNB1 

und CSNB2 weiter bestätigt werden. 

Bislang ist noch kein Krankheitsgen für CSNB1 bekannt. Das Intervall konnte jedoch in 

der letzten Zeit durch weitere Kopplungs- und Kartierungsversuche erheblich eingegrenzt 

werden. So machte es eine Kopplungsstudie in einer großen Familie mit CSNB1 (CSNBX-

01) möglich, als neue distale Begrenzung des Intervalls den Marker DXS8042 zu identifi-

zieren und die Kandidatenregion auf den Bereich zwischen DXS8042 und DXS228 auf 

Xp11.4 einzugrenzen (Maurer et al., Manuskript in Vorbereitung). Weitere Kartierungs-

versuche konnten schließlich als neues Intervall die Region zwischen DXS1368 und 

DXS228 identifizieren. Bislang konnten zwei in diese Gegend kartierte Gene als Krank-

heitsgene ausgeschlossen werden. Zum einen wurde das DFFRX-Gen in Betracht gezogen, 

das nahe dem Marker DXS993 liegt. Es ist das menschliche Homolog zum Drosophila faf-

Gen, welches für die Ausbildung von Fettfacetten (fat facets) verantwortlich ist. Neben 

seiner Rolle bei der Ausreifung der Oozyten bei Drosophila ist es wichtig für die normale 

Augenentwicklung und Ausbildung der Photorezeptoren. Wegen seiner Lage auf Xp11.4 

wurde es als Kandidatengen für CSNB1 und COD1 in Betracht gezogen. Dies wurde je-

doch für COD1 nach weiteren Feinkartierungen weitestgehend ausgeschlossen (Jones et 

al., 1996). Auch die Sequenzierung der kompletten DFFRX-cDNA eines Betroffenen der 
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in diese Region gekoppelten Familie (CSNBX-01) ergab keine pathologischen Sequenz-

veränderungen (Maurer et al., Manuskript in Vorbereitung). 

Ebenfalls ausgeschlossen werden konnte das Ca2+-Serinkinase-Gen (CASK), das ebenfalls 

nach Xp11.4 kartiert werden konnte (Dimitratos et al., 1998). Es codiert für eine membran-

assoziierte Guanylatkinase (MAGUK) mit ausgeprägter Homologie zu Drosophila Cam-

guk (Cmg) und Ratten-CASK, die beide im Gehirn exprimiert werden und eine Rolle bei 

der synaptischen Transmission spielen. Zwei Erkrankungen mit Störungen der Sehfunktion 

liegen eng benachbart zu CASK. Zum einen die X-chromosomale Zapfen-Stäbchen-

Dystrophie (COD), eine angeborene progressive Erkrankung der Zapfen. Nach neuesten 

Erkenntnissen liegt der CASK-Genort im Kandidatenintervall von COD, so dass CASK als 

aussichtsreiches Kandidatengen für diese Erkrankung gilt. Zum anderen handelt es sich um 

die X-chromosomale optische Atrophie (xlOPT), eine progrediente Erkrankung mit ver-

minderter Sehschärfe und beidseitiger Optikusatrophie. Jedoch liegt der CASK-Genort 

nicht mehr im Kandidatenintervall von xlOPT. Aufgrund dieser Daten galt das CASK-Gen 

auch als potentielles Kandidatengen für CSNB1. Mutationen im Maus-CASK-Gen führen 

jedoch bei Mäusen zu einer Veränderung der kraniofazialen Morphologie mit Ausbildung 

einer Gaumenspalte (Laverty und Wilson, 1998). Dies ist mit dem Phänotyp bei CSNB1 

absolut nicht vereinbar, so dass nach weiteren potentiellen Kandidatengenen geforscht 

werden muss. 

Einen ersten Ansatz dafür bietet das no b-wave (nob) Mausmodell (Pardue et al., 1998). 

Diese Mausmutante zeigt mehrere für CSNB1 charakteristische ERG-Veränderungen, wo-

bei die Struktur und der Aufbau der Retina histologisch normal erscheinen. So erhofft man 

sich, mit Hilfe dieser Mausmutante die der kompletten Form der CSNB zugrundeliegenden 

pathophysiologischen Mechanismen zu verstehen und das die Erkrankung verursachende 

Gen zu identifizieren. Zusätzlich gibt dieses Mausmodell Einblick in die der normalen sy-

naptischen Transmission zugrundeliegenden Prozesse. 

Um weitere mögliche Kandidatengene für die komplette Form der CSNB zu finden, wer-

den derzeit intensive Bemühungen darauf verwendet, die Charakterisierung der Region vo-

ranzutreiben. Von der Sequenzierung dieser Region erhofft man sich, weitere retinal 

exprimierte ESTs zu identifizieren, die sich bei der Mutationssuche bei mit CSNB1 diag-

nostizierten Patienten als das für die komplette Form der CSNB verantwortliche Krank-

heitsgen erweisen. Möglicherweise handelt es sich dabei um Gene, die eine Bedeutung 

innerhalb kortikaler Strukturen oder bei dem Regelkreis zwischen Stäbchen und Zapfen 

haben, der dazu führt, dass die Stäbchen bei Tag durch die Zapfen gehemmt werden. So 



  4. Diskussion 

 90 

könnte es sich bei dem grundlegenden Mechanismus auch hier um eine Art Dauerreiz mit 

konsekutiver Desensibilisierung, jedoch im Postrezeptorbereich, handeln. 

 

4.4.5 CACNA1F-Mutationsanalyse bei Patienten mit xlCN 

Die Identifizierung des CACNA1F-Gens erlaubt es, retinale Störungen, die in dieselbe Re-

gion kartiert wurden, spezifisch auf Mutationen in diesem Gen zu testen. Bei der Region 

Xp11.4-11.3 handelt es sich dabei um eine Region, in der zahlreiche hereditäre Augener-

krankungen liegen bzw. vermutet werden, wie z. B. CSNB1, RP2, COD1, die Norrie-

Erkrankung, ÅIED, die X-gekoppelte optische Atrophie (OA2) und der X-chromosomale 

kongenitale Nystagmus. Dieser erscheint zudem interessant, da Nystagmus auch ein Symp-

tom der xlCSNB ist.  

Wenig wahrscheinlich wurde die Annahme einer Allelität dieser beiden Erkrankungen mit 

der in dieser Arbeit erfolgten Untersuchung eines Patienten einer großen Familie mit xlCN. 

Eher auf eine Heterogenität hinweisend ist die Tatsache, dass keine Mutationen im 

CACNA1F-Gen gefunden werden konnten. 

Weitere Kartierungsversuche der letzten Wochen unterstützen diese Annahme. So lokali-

sierte man das Gen für den X-chromosomalen, dominant vererbten kongenitalen Nystag-

mus, die häufigste Form dieser Erkrankung, in ein Intervall zwischen DXS8015 und 

DXS1003 auf Xp11.4-11.3 (Cabot et al., 1999), welches CSNB2 ausschließt. Aus mehre-

ren Gründen nimmt man jedoch an, dass es sich um ein defektes neuronales Gen handelt. 

Die Suche nach einer spezifischen neuroanatomischen Struktur erweist sich indessen als 

schwierig, da der Nystagmus evtl. eher aus einer Instabilität des okulomotorischen Systems 

als aus einem genau lokalisierbaren Defekt in der Sehbahn resultiert. Zudem konnte ge-

zeigt werden, dass Patienten mit xlCN ausgeprägte Fixationsreflexe und stabile Augenfol-

gebewegungen mit einem normalen vestibulo-okulären Reflex haben, was zur Annahme 

veranlasste, dass xlCN durch eine Instabilität in den Efferenzen der extraokulären Mus-

keln, die degenerative Veränderungen in den Mitochondrien zeigen, bedingt ist (Dell´Osso 

et al., 1992).  

Interessanterweise konnte zur gleichen Zeit eine Kopplung des X-chromosomalen, domi-

nant vererbten kongenitalen Nystagmus auch zwischen GATA172DO5 und DXS1192 auf 

Xq26-27 beschrieben werden (Kerrison et al., 1999). Die Untersuchung zweier Kandida-

tengene führte jedoch zu keinem Ergebnis. Weder im CDR1-Gen (cerebellar degenerati-

on-related-gen), das in den Purkinjezellen des Kleinhirns exprimiert wird und für ein 
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Antigen codiert, das Angriffspunkt von Autoantikörpern bei der paraneoplastischen cere-

bellären Degeneration mit Ataxie und Nystagmus ist, noch im SOX3-Gen, das im fetalen 

Gehirn exprimiert wird, konnten bei Patienten mit xlCN Mutationen gefunden werden. 

Die Ursache für die Inkonsistenz dieser Kartierungsstudien ist unklar, so dass es mögli-

cherweise zwei Loci für den idiopathischen kongenitalen Nystagmus auf dem X-

Chromosom gibt. Klarheit wird jedoch erst die Klonierung der entsprechenden Krank-

heitsgene liefern. 

Ein erster Ansatz für funktionelle Kandidatengenverfahren in Ergänzung zur Suche nach 

weiteren positionellen Kandidatengenen sind Überlegungen, die von einem Defekt in ei-

nem Gen ausgehen, das wichtige Funktionen in den neuronalen Bahnen des Gehirns inne-

hat. Dafür sprechen das bevorzugte Auftreten von Störungen im afferenten System, die 

Abnahme des Nystagmus beim Tragen von Kontaktlinsen sowie neurologische Ursachen 

bei der erworbenen Form des Nystagmus bei Erwachsenen. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
Bei der kongenitalen stationären Nachtblindheit (CSNB) handelt es sich um eine klinisch 

und genetisch heterogene Erkrankung, die durch eine seit Geburt vorhandene nichtprogres-

sive Nachtblindheit und verminderte Sehschärfe gekennzeichnet ist. Bei der x–gekoppelten 

Form (xlCSNB) sind zudem ein Nystagmus sowie Strabismus bei normalem Augenhinter-

grund beschrieben. Aus elektrophysiologischer und psychophysischer Sicht lassen sich da-

bei zwei Varianten unterscheiden. Eine Form, bei der keine Stäbchenfunktion mehr 

nachweisbar ist (CSNB1, komplette CSNB) sowie eine Form, bei der noch eine Reststäb-

chenfunktion erhalten ist (CSNB2, inkomplette CSNB). Der Genort für die inkomplette 

Form war vor Beginn dieser Arbeit zwischen die Marker DXS722 und DXS255 auf 

Xp11.23 gekoppelt worden. Im Rahmen eines Projektes von Arbeitsgruppen aus München 

und Jena konnten in dieser Region zahlreiche neue Gene identifiziert werden, u. a. das 

CACNA1F-Gen.  

CACNA1F liegt auf den Cosmiden PO37 und MO111 und besteht aus 48 Exons mit einer 

codierenden Sequenz von 5901 Nukleotiden. Diese codieren für ein Protein von 1966   

Aminsäuren Länge und einem Molekulargewicht von 219,5 kDa. Mit der Northern-Blot 

Hybridisierung ließ sich ausschließlich in retinalem Gewebe eine Bande  nachweisen. Ver-

gleichende Sequenzanalysen bestätigten die Annahme, dass CACNA1F für eine neue α1-

Untereinheit eines transvers-tubulären, spannungsabhängigen, Dihydropyridin-sensitiven 

Ca2+-Kanals vom L-Typ codiert. Aufgrund dieser Homologien und im Hinblick auf die 

Tatsache, dass als Pathogenese der CSNB2 eine fehlerhafte Neurotransmission vermutet 

wurde, wurde CACNA1F als Kandidatengen für CSNB2 in Betracht gezogen.  

Ziel dieser Arbeit war es, der Frage nachzugehen, ob es sich bei CACNA1F um das bei 

CSNB2 mutierte Krankheitsgen handelt und ob sich die vermutete genetische Heterogeni-

tät von CSNB1 und CSNB2 eindeutig bestätigen lässt. Zudem sollte untersucht werden, ob 

es sich bei CSNB2 und der ÅIED-verwandten Form, einer Augenerkrankung, die ausge-

prägte klinische und elektrophysiologische Gemeinsamkeiten mit CSNB2 aufweist, um al-

lelische Erkrankungen handelt. Die Identifizierung des CACNA1F-Gens erlaubt es zudem, 

weitere retinale Störungen, die in dieselbe Region kartiert wurden, spezifisch auf Mutatio-

nen in diesem Gen zu untersuchen, um eine Allelität auszuschließen bzw. zu bestätigen. 
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Zwei der zahlreichen Erkrankungen (ÅIED und xlCN), die ebenfalls in der Region Xp11.4-

11.3 liegen bzw. vermutet werden, wurden somit ebenfalls in diese Arbeit miteinbezogen. 

Die DNA von Indexpatienten mit inkompletter sowie kompletter xlCSNB, ÅIED-

verwandtem Phänotyp, ÅIED sowie xlCN wurden mittels SSCP und Sequenzierung analy-

siert. In 21 Familien mit CSNB2 konnten 17 verschiedene Mutationen im CACNA1F-Gen 

bei 19 Patienten nachgewiesen werden. Es handelt sich hierbei um neun missense und 

sechs nonsense Mutationen sowie je eine Insertion und eine Deletion. Ein möglicher häufi-

ger Polymorphismus wurde durch jeweils 120 Kontrollchromosomen weitestgehend ausge-

schlossen. In jeder der untersuchten Familien zeigt die gefundene Mutation eine 

Cosegregation mit der Erkrankung in der Familie. Auch in den beiden Familien mit ÅIED-

verwandtem Phänotyp konnten Mutationen im CACNA1F-Gen identifiziert werden. Im 

Gegensatz dazu ließ sich in vier Familien mit CSNB1 und bei der Originalfamilie mit 

ÅIED sowie einer großen Familie mit xlCN keine Mutation in der codierenden Sequenz 

des CACNA1F-Gens nachweisen.  

Die pathophysiologischen Mechanismen, die für die Entstehung der CSNB2 verantwortlich 

sind, sind jedoch auch nach Klonierung des Krankheitsgens noch unbekannt. Das Ergebnis 

der Mutationssuche im CACNA1F-Gen deutet jedoch darauf hin, dass die Mutante, sei es, 

dass sie in den Stäbchen oder in den Zapfen oder evtl. sogar in beiden exprimiert wird, 

funktionell verändert ist. Dadurch wird der Einstrom von Ca2+-Ionen beeinträchtigt, was 

evtl. zu einem zu niedrigen Glutamatspiegel im Bereich der postsynaptischen Bipolarzellen 

führen könnte. Dadurch würde diesen ein ständig lichtadaptierter Zustand vermittelt, so 

dass es zu einer fehlerhaften Informationsübertragung an der Synapse zwischen den Photo-

rezeptoren und Bipolarzellen kommen würde. Eine weitere Möglichkeit ist, dass es sich bei 

dem bereits bekannten L-Typ Kanal in der terminalen Region von Bipolarzellen um die 

neu identifizierte α1-Untereinheit handelt. Auch in diesem Fall würde es sich um eine in-

adäquate Glutamatfreisetzung als pathophysiologischen Mechanismus handeln. 

Das Ergebnis dieser Arbeit lässt somit die Schlussfolgerung zu, dass es sich bei CACNA1F 

um das Gen handelt, welches im mutierten Zustand zur CSNB2 und zur ÅIED-verwandten 

Form führt, eine Tatsache, die ebenso wie die elektrophysiologischen und psychophysi-

schen Befunde nahe legt, dass es sich bei diesen beiden Erkrankungen um identische Er-

krankungen handelt, wobei man idealerweise die Familie mit der ÅIED-verwandten Form 

von Beginn an eher als CSNB2-verwandte Form hätte klassifizieren müssen. Eine Allelität 

von CSNB1, ÅIED und xlCN mit CSNB2 lässt sich im Gegensatz dazu nicht bestätigen. 
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Dies wird auch durch kürzlich vorangetriebene Kopplungsanalysen bestätigt. Für diese Er-

krankungen wie auch eine Vielzahl weiterer in dieser Region gelegenen Augenerkrankun-

gen müssen durch Klonierung und Sequenzierung weitere Kandidatengene identifiziert 

werden, die dann als Krankheitsgene bestätigt bzw. ausgeschlossen werden müssen. 
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7 ANHANG 
        1          11         21         31         41        50         

        |          |          |          |          |        | 

     1  atgtcggaat ctgaaggcgg gaaagacacc accccagagc ccagtccagc    50 P15-P8-1  

     1  M--S--E--S --E--G--G- -K--D--T-- T--P--E--P --S--P--A-    17 P15-P8-1  

 

        51         61         71         81         91        100        

        |          |          |          |          |        | 

    51  caatggggca ggccctggtc ccgaatgggg gctgtgcccc gggcccccag   100 P15-P8-1  

    18  -N--G--A-- G--P--G--P --E--W--G- -L--C--P-- G--P--P--A    34 P15-P8-1  

 

        101        111        121        131        141       150        

        |          |          |          |          |        | 

   101  ctgtggaagg tgaaagcagt ggggcatcag gcctagggac ccctaagcga   150 P15-P8-1  

    35  --V--E--G- -E--S--S-- G--A--S--G --L--G--T- -P--K--R--    50 P15-P8-1  

 

        151        161        171        181        191       200        

        |          |          |          |          |        | 

   151  agaaaccagc acagcaagca caagacagtg gcagtggcca gtgcccagcg   200 P15-P8-1  

    51  R--N--Q--H --S--K--H- -K--T--V-- A--V--A--S --A--Q--R-    67 P15-P8-1  

 

        201        211        221        231        241       250        

        |          |          |          |          |        | 

   201  gtcacctcgg gcactcttct gcctcaccct ggccaatcct ctgcgacggt   250 P15-P8-1  

    68  -S--P--R-- A--L--F--C --L--T--L- -A--N--P-- L--R--R--S    84 P15-P8-1  

 

        251        261        271        281        291       300        

        |          |          |          |          |        | 

   251  cctgcatcag catcgtggag tggaagccct tcgacatcct catcctgctg   300 P15-P8-1  

    85  --C--I--S- -I--V--E-- W--K--P--F --D--I--L- -I--L--L--   100 P15-P8-1  

 

        301        311        321        331        341       350        

        |          |          |          |          |        | 

   301  accatctttg ccaactgcgt ggccctggga gtttacatcc ccttccctga   350 P15-P8-1  

   101  T--I--F--A --N--C--V- -A--L--G-- V--Y--I--P --F--P--E-   117 P15-P8-1  

 

        351        361        371        381        391       400        

        |          |          |          |          |        | 

   351  ggacgactcc aacactgcca accacaacct ggagcaggtg gagtacgtat   400 P15-P8-1  

   118  -D--D--S-- N--T--A--N --H--N--L- -E--Q--V-- E--Y--V--F   134 P15-P8-1  
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  401        411        421        431        441       450        

        |          |          |          |          |        | 

   401  tcctggtgat tttcactgtg gagacggtgc tcaagatcgt ggcctacggg   450 P15-P8-1  

   135  --L--V--I- -F--T--V-- E--T--V--L --K--I--V- -A--Y--G--   150 P15-P8-1  

 

        451        461        471        481        491       500        

        |          |          |          |          |        | 

   451  ctggtgctcc accccagcgc ctacatccgc aatggctgga acctactcga   500 P15-P8-1  

   151  L--V--L--H --P--S--A- -Y--I--R-- N--G--W--N --L--L--D-   167 P15-P8-1  

 

        501        511        521        531        541       550        

        |          |          |          |          |        | 

   501  cttcatcatc gtcgtggtcg ggctgttcag cgttctgctg gagcagggcc   550 P15-P8-1  

   168  -F--I--I-- V--V--V--G --L--F--S- -V--L--L-- E--Q--G--P   184 P15-P8-1  

 

        551        561        571        581        591       600        

        |          |          |          |          |        | 

   551  ccggacggcc aggcgacgcc ccgcacaccg ggggaaagcc aggaggcttc   600 P15-P8-1  

   185  --G--R--P- -G--D--A-- P--H--T--G --G--K--P- -G--G--F--   200 P15-P8-1  

 

        601        611        621        631        641       650        

        |          |          |          |          |        | 

   601  gatgtgaagg cattgagggc gtttcgggtg ctgcggccac tgaggctggt   650 P15-P8-1  

   201  D--V--K--A --L--R--A- -F--R--V-- L--R--P--L --R--L--V-   217 P15-P8-1  

 

        651        661        671        681        691       700        

        |          |          |          |          |        | 

   651  gtctggggtc ccgagcctgc acatagtgct caattccatc atgaaggctc   700 P15-P8-1  

   218  -S--G--V-- P--S--L--H --I--V--L- -N--S--I-- M--K--A--L   234 P15-P8-1  

 

        701        711        721        731        741       750        

        |          |          |          |          |        | 

   701  tggtgccgct gctgcacatt gcactgctcg tgctcttcgt catcatcatt   750 P15-P8-1  

   235  --V--P--L- -L--H--I-- A--L--L--V --L--F--V- -I--I--I--   250 P15-P8-1  

 

        751        761        771        781        791       800        

        |          |          |          |          |        | 

   751  tatgccatca ttgggctcga gctgttcctt ggacgaatgc acaagacgtg   800 P15-P8-1  

   251  Y--A--I--I --G--L--E- -L--F--L-- G--R--M--H --K--T--C-   267 P15-P8-1  

 

        801        811        821        831        841       850        

        |          |          |          |          |        | 

   801  ctacttcctg ggatccgaca tggaagcgga ggaggaccca tcgccctgtg   850 P15-P8-1  

   268  -Y--F--L-- G--S--D--M --E--A--E- -E--D--P-- S--P--C--A   284 P15-P8-1  

 

        851        861        871        881        891       900        
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        |          |          |          |          |        | 

   851  cgtcttcggg atcagggcgt gcgtgcacgc tgaaccagac tgagtgccgc   900 P15-P8-1  

   285  --S--S--G- -S--G--R-- A--C--T--L --N--Q--T- -E--C--R--   300 P15-P8-1  

 

        901        911        921        931        941       950        

        |          |          |          |          |        | 

   901  gggcgctggc cagggcccaa tggaggcatc accaactttg acaacttctt   950 P15-P8-1  

   301  G--R--W--P --G--P--N- -G--G--I-- T--N--F--D --N--F--F-   317 P15-P8-1  

 

        951        961        971        981        991       1000       

        |          |          |          |          |        | 

   951  cttcgccatg ctgacagtct tccagtgtgt caccatggaa ggctggaccg  1000 P15-P8-1  

   318  -F--A--M-- L--T--V--F --Q--C--V- -T--M--E-- G--W--T--D   334 P15-P8-1  

 

        1001       1011       1021       1031       1041      1050       

        |          |          |          |          |        | 

  1001  atgtgctcta ctggatgcaa gatgccatgg ggtatgaact gccctgggtg  1050 P15-P8-1  

   335  --V--L--Y- -W--M--Q-- D--A--M--G --Y--E--L- -P--W--V--   350 P15-P8-1  

 

        1051       1061       1071       1081       1091      1100       

        |          |          |          |          |        | 

  1051  tactttgtga gccttgtcat ctttgggtcc ttcttcgtcc tcaaccttgt  1100 P15-P8-1  

   351  Y--F--V--S --L--V--I- -F--G--S-- F--F--V--L --N--L--V-   367 P15-P8-1  

 

        1101       1111       1121       1131       1141      1150       

        |          |          |          |          |        | 

  1101  gcttggcgtc ctgagtgggg agttctccaa ggagagagag aaagcgaaag  1150 P15-P8-1  

   368  -L--G--V-- L--S--G--E --F--S--K- -E--R--E-- K--A--K--A   384 P15-P8-1  

 

        1151       1161       1171       1181       1191      1200       

        |          |          |          |          |        | 

  1151  ctcgcgggga cttccagaag cagcgggaga agcagcagat ggaggaagac  1200 P15-P8-1  

   385  --R--G--D- -F--Q--K-- Q--R--E--K --Q--Q--M- -E--E--D--   400 P15-P8-1  

 

        1201       1211       1221       1231       1241      1250       

        |          |          |          |          |        | 

  1201  ctgcggggct acctggactg gatcactcaa gccgaagagc tggacatgga  1250 P15-P8-1  

   401  L--R--G--Y --L--D--W- -I--T--Q-- A--E--E--L --D--M--E-   417 P15-P8-1  

 

        1251       1261       1271       1281       1291      1300       

        |          |          |          |          |        | 

  1251  ggacccctcc gccgatgaca accttgggcc acagctggcc gagctgacca  1300 P15-P8-1  

   418  -D--P--S-- A--D--D--N --L--G--P- -Q--L--A-- E--L--T--N   434 P15-P8-1  

 

        1301       1311       1321       1331       1341      1350       

        |          |          |          |          |        | 
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  1301  ataggaggcg tggacgtctg cgctggttca gtcattctac tcgctccaca  1350 P15-P8-1  

   435  --R--R--R- -G--R--L-- R--W--F--S --H--S--T- -R--S--T--   450 P15-P8-1  

 

        1351       1361       1371       1381       1391      1400       

        |          |          |          |          |        | 

  1351  cactccacca gcagccatgc cagcctccca gccagtgaca ccggttccat  1400 P15-P8-1  

   451  H--S--T--S --S--H--A- -S--L--P-- A--S--D--T --G--S--M-   467 P15-P8-1  

 

        1401       1411       1421       1431       1441      1450       

        |          |          |          |          |        | 

  1401  gacagagacc caaggcgatg aggatgagga ggagggggct ctggccagct  1450 P15-P8-1  

   468  -T--E--T-- Q--G--D--E --D--E--E- -E--G--A-- L--A--S--C   484 P15-P8-1  

 

        1451       1461       1471       1481       1491      1500       

        |          |          |          |          |        | 

  1451  gtacacgctg cctaaacaag atcatgaaaa ccagagtctg ccgccgcctc  1500 P15-P8-1  

   485  --T--R--C- -L--N--K-- I--M--K--T --R--V--C- -R--R--L--   500 P15-P8-1  

 

        1501       1511       1521       1531       1541      1550       

        |          |          |          |          |        | 

  1501  cgccgagcca accgggtcct tcgggcacgc tgccgtcggg cagtgaagtc  1550 P15-P8-1  

   501  R--R--A--N --R--V--L- -R--A--R-- C--R--R--A --V--K--S-   517 P15-P8-1  

 

        1551       1561       1571       1581       1591      1600       

        |          |          |          |          |        | 

  1551  caatgcctgc tactgggctg tgctgttgct cgtcttcctc aacacgttga  1600 P15-P8-1  

   518  -N--A--C-- Y--W--A--V --L--L--L- -V--F--L-- N--T--L--T   534 P15-P8-1  

 

        1601       1611       1621       1631       1641      1650       

        |          |          |          |          |        | 

  1601  ccatcgcctc tgagcaccac gggcagcctg tgtggctcac ccagatccag  1650 P15-P8-1  

   535  --I--A--S- -E--H--H-- G--Q--P--V --W--L--T- -Q--I--Q--   550 P15-P8-1  

 

        1651       1661       1671       1681       1691      1700       

        |          |          |          |          |        | 

  1651  gagtatgcca acaaagtgtt gctctgtctg ttcacggtgg agatgcttct  1700 P15-P8-1  

   551  E--Y--A--N --K--V--L- -L--C--L-- F--T--V--E --M--L--L-   567 P15-P8-1  

 

        1701       1711       1721       1731       1741      1750       

        |          |          |          |          |        | 

  1701  caaattgtac ggtctgggcc cctctgccta tgtgtcttcc ttcttcaacc  1750 P15-P8-1  

   568  -K--L--Y-- G--L--G--P --S--A--Y- -V--S--S-- F--F--N--R   584 P15-P8-1  

 

        1751       1761       1771       1781       1791      1800       

        |          |          |          |          |        | 

  1751  gctttgactg ctttgtggtc tgtgggggca tcctagagac caccttggtg  1800 P15-P8-1  
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   585  --F--D--C- -F--V--V-- C--G--G--I --L--E--T- -T--L--V--   600 P15-P8-1  

 

        1801       1811       1821       1831       1841      1850       

        |          |          |          |          |        | 

  1801  gaggtgggcg ccatgcagcc cttgggcatc tcagtgctcc gatgtgtgcg  1850 P15-P8-1  

   601  E--V--G--A --M--Q--P- -L--G--I-- S--V--L--R --C--V--R-   617 P15-P8-1  

 

        1851       1861       1871       1881       1891      1900       

        |          |          |          |          |        | 

  1851  cctcctcagg atctttaagg tcaccagaca ctgggcttct ctgagcaatc  1900 P15-P8-1  

   618  -L--L--R-- I--F--K--V --T--R--H- -W--A--S-- L--S--N--L   634 P15-P8-1  

 

        1901       1911       1921       1931       1941      1950       

        |          |          |          |          |        | 

  1901  tggtggcatc cctgctcaat tcaatgaaat ccatcgcatc cttgctgctt  1950 P15-P8-1  

   635  --V--A--S- -L--L--N-- S--M--K--S --I--A--S- -L--L--L--   650 P15-P8-1  

 

        1951       1961       1971       1981       1991      2000       

        |          |          |          |          |        | 

  1951  ctcctcttcc tcttcatcat tatcttctcc ctgcttggca tgcagctgtt  2000 P15-P8-1  

   651  L--L--F--L --F--I--I- -I--F--S-- L--L--G--M --Q--L--F-   667 P15-P8-1  

 

        2001       2011       2021       2031       2041      2050       

        |          |          |          |          |        | 

  2001  tgggggcaag ttcaactttg accagaccca caccaagcga agcacctttg  2050 P15-P8-1  

   668  -G--G--K-- F--N--F--D --Q--T--H- -T--K--R-- S--T--F--D   684 P15-P8-1  

 

        2051       2061       2071       2081       2091      2100       

        |          |          |          |          |        | 

  2051  acacgttccc ccaggccctc ctcactgtct ttcagatcct gacaggtgag  2100 P15-P8-1  

   685  --T--F--P- -Q--A--L-- L--T--V--F --Q--I--L- -T--G--E--   700 P15-P8-1  

 

        2101       2111       2121       2131       2141      2150       

        |          |          |          |          |        | 

  2101  gactggaacg tggtcatgta tgatggtatc atggcatatg gtggcccctt  2150 P15-P8-1  

   701  D--W--N--V --V--M--Y- -D--G--I-- M--A--Y--G --G--P--F-   717 P15-P8-1  

 

        2151       2161       2171       2181       2191      2200       

        |          |          |          |          |        | 

  2151  cttcccagga atgttggtgt gcatctattt catcattctc ttcatctgtg  2200 P15-P8-1  

   718  -F--P--G-- M--L--V--C --I--Y--F- -I--I--L-- F--I--C--G   734 P15-P8-1  

 

        2201       2211       2221       2231       2241      2250       

        |          |          |          |          |        | 

  2201  gcaactacat cctgttgaac gtgtttcttg ccattgctgt ggacaacctg  2250 P15-P8-1  

   735  --N--Y--I- -L--L--N-- V--F--L--A --I--A--V- -D--N--L--   750 P15-P8-1  
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        2251       2261       2271       2281       2291      2300       

        |          |          |          |          |        | 

  2251  gccagtggag atgcaggcac tgccaaggac aagggcgggg agaagagcaa  2300 P15-P8-1  

   751  A--S--G--D --A--G--T- -A--K--D-- K--G--G--E --K--S--N-   767 P15-P8-1  

 

        2301       2311       2321       2331       2341      2350       

        |          |          |          |          |        | 

  2301  tgagaaggat ctcccacagg agaatgaagg cctggtgcct ggtgtggaga  2350 P15-P8-1  

   768  -E--K--D-- L--P--Q--E --N--E--G- -L--V--P-- G--V--E--K   784 P15-P8-1  

 

        2351       2361       2371       2381       2391      2400       

        |          |          |          |          |        | 

  2351  aagaggaaga ggagggtgca aggagggaag gagcagacat ggaggaggag  2400 P15-P8-1  

   785  --E--E--E- -E--G--A-- R--R--E--G --A--D--M- -E--E--E--   800 P15-P8-1  

 

        2401       2411       2421       2431       2441      2450       

        |          |          |          |          |        | 

  2401  gaggaggagg aagaagagga agaagaggaa gaagaggaag agggtgcagg  2450 P15-P8-1  

   801  E--E--E--E --E--E--E- -E--E--E-- E--E--E--E --G--A--G-   817 P15-P8-1  

 

        2451       2461       2471       2481       2491      2500       

        |          |          |          |          |        | 

  2451  gggtgtggaa ctcctgcagg aagttgtacc caaggagaag gtggtaccca  2500 P15-P8-1  

   818  -G--V--E-- L--L--Q--E --V--V--P- -K--E--K-- V--V--P--I   834 P15-P8-1  

 

        2501       2511       2521       2531       2541      2550       

        |          |          |          |          |        | 

  2501  tccctgaggg cagcgccttc ttctgcctca gccaaaccaa cccgctgagg  2550 P15-P8-1  

   835  --P--E--G- -S--A--F-- F--C--L--S --Q--T--N- -P--L--R--   850 P15-P8-1  

 

        2551       2561       2571       2581       2591      2600       

        |          |          |          |          |        | 

  2551  aagggctgcc acaccctcat ccaccatcat gtcttcacca atcttatcct  2600 P15-P8-1  

   851  K--G--C--H --T--L--I- -H--H--H-- V--F--T--N --L--I--L-   867 P15-P8-1  

 

        2601       2611       2621       2631       2641      2650       

        |          |          |          |          |        | 

  2601  ggtgttcatc atcctcagca gtgtgtccct ggccgctgag gaccccatcc  2650 P15-P8-1  

   868  -V--F--I-- I--L--S--S --V--S--L- -A--A--E-- D--P--I--R   884 P15-P8-1  

 

        2651       2661       2671       2681       2691      2700       

        |          |          |          |          |        | 

  2651  gagcccactc cttccgcaac catattctgg gttacttcga ttatgccttc  2700 P15-P8-1  

   885  --A--H--S- -F--R--N-- H--I--L--G --Y--F--D- -Y--A--F--   900 P15-P8-1  
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        2701       2711       2721       2731       2741      2750       

        |          |          |          |          |        | 

  2701  acctccattt tcactgtgga gattctacta aagatgacag tgtttggggc  2750 P15-P8-1  

   901  T--S--I--F --T--V--E- -I--L--L-- K--M--T--V --F--G--A-   917 P15-P8-1  

 

        2751       2761       2771       2781       2791      2800       

        |          |          |          |          |        | 

  2751  cttcctgcac cgcggctcct tctgccgtag ctggtttaat atgttggatc  2800 P15-P8-1  

   918  -F--L--H-- R--G--S--F --C--R--S- -W--F--N-- M--L--D--L   934 P15-P8-1  

 

        2801       2811       2821       2831       2841      2850       

        |          |          |          |          |        | 

  2801  tgctggtggt cagtgtgtcc ctcatctcct ttggcatcca ctccagcgcc  2850 P15-P8-1  

   935  --L--V--V- -S--V--S-- L--I--S--F --G--I--H- -S--S--A--   950 P15-P8-1  

 

        2851       2861       2871       2881       2891      2900       

        |          |          |          |          |        | 

  2851  atctcggtgg tgaagattct gcgagtactc cgagtactgc ggcccctccg  2900 P15-P8-1  

   951  I--S--V--V --K--I--L- -R--V--L-- R--V--L--R --P--L--R-   967 P15-P8-1  

 

        2901       2911       2921       2931       2941      2950       

        |          |          |          |          |        | 

  2901  agccatcaac agggccaagg gactcaagca tgtggtgcag tgtgtatttg  2950 P15-P8-1  

   968  -A--I--N-- R--A--K--G --L--K--H- -V--V--Q-- C--V--F--V   984 P15-P8-1  

 

        2951       2961       2971       2981       2991      3000       

        |          |          |          |          |        | 

  2951  tggccatccg gaccatcgga aacatcatga ttgtcaccac acttctgcaa  3000 P15-P8-1  

   985  --A--I--R- -T--I--G-- N--I--M--I --V--T--T- -L--L--Q--  1000 P15-P8-1  

 

        3001       3011       3021       3031       3041      3050       

        |          |          |          |          |        | 

  3001  tttatgttcg cctgcatcgg ggtgcagctc ttcaagggga aattctacac  3050 P15-P8-1  

  1001  F--M--F--A --C--I--G- -V--Q--L-- F--K--G--K --F--Y--T-  1017 P15-P8-1  

 

        3051       3061       3071       3081       3091      3100       

        |          |          |          |          |        | 

  3051  ctgcacggac gaggccaaac acacccctca agaatgcaag ggctccttcc  3100 P15-P8-1  

  1018  -C--T--D-- E--A--K--H --T--P--Q- -E--C--K-- G--S--F--L  1034 P15-P8-1  

 

        3101       3111       3121       3131       3141      3150       

        |          |          |          |          |        | 

  3101  tggtataccc agatggagac gtgtcacggc ccctggtccg ggagcggctc  3150 P15-P8-1  

  1035  --V--Y--P- -D--G--D-- V--S--R--P --L--V--R- -E--R--L--  1050 P15-P8-1  

 

        3151       3161       3171       3181       3191      3200       
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        |          |          |          |          |        | 

  3151  tgggtcaaca gtgatttcaa ctttgacaat gtcctttcag ccatgatggc  3200 P15-P8-1  

  1051  W--V--N--S --D--F--N- -F--D--N-- V--L--S--A --M--M--A-  1067 P15-P8-1  

 

        3201       3211       3221       3231       3241      3250       

        |          |          |          |          |        | 

  3201  cctgttcact gtctccacct ttgaaggctg gcctgcactg ctatacaagg  3250 P15-P8-1  

  1068  -L--F--T-- V--S--T--F --E--G--W- -P--A--L-- L--Y--K--A  1084 P15-P8-1  

 

        3251       3261       3271       3281       3291      3300       

        |          |          |          |          |        | 

  3251  ccatcgatgc atatgcagag gaccatggcc ccatctataa ttaccgtgtg  3300 P15-P8-1  

  1085  --I--D--A- -Y--A--E-- D--H--G--P --I--Y--N- -Y--R--V--  1100 P15-P8-1  

 

        3301       3311       3321       3331       3341      3350       

        |          |          |          |          |        | 

  3301  gagatctcag tgttcttcat tgtctacatc atcatcattg cgttcttcat  3350 P15-P8-1  

  1101  E--I--S--V --F--F--I- -V--Y--I-- I--I--I--A --F--F--M-  1117 P15-P8-1  

 

        3351       3361       3371       3381       3391      3400       

        |          |          |          |          |        | 

  3351  gatgaacatc ttcgtgggct tcgtcatcat cactttccgt gcccagggcg  3400 P15-P8-1  

  1118  -M--N--I-- F--V--G--F --V--I--I- -T--F--R-- A--Q--G--E  1134 P15-P8-1  

 

        3401       3411       3421       3431       3441      3450       

        |          |          |          |          |        | 

  3401  agcaggagta ccaaaactgt gagctggaca agaaccagcg tcaatgtgtg  3450 P15-P8-1  

  1135  --Q--E--Y- -Q--N--C-- E--L--D--K --N--Q--R- -Q--C--V--  1150 P15-P8-1  

 

        3451       3461       3471       3481       3491      3500       

        |          |          |          |          |        | 

  3451  gaatatgccc tcaaggccca gccactccgc cgttacatcc ccaagaaccc  3500 P15-P8-1  

  1151  E--Y--A--L --K--A--Q- -P--L--R-- R--Y--I--P --K--N--P-  1167 P15-P8-1  

 

        3501       3511       3521       3531       3541      3550       

        |          |          |          |          |        | 

  3501  gcatcagtat cgtgtgtggg ccactgtgaa ctctgctgcc tttgagtacc  3550 P15-P8-1  

  1168  -H--Q--Y-- R--V--W--A --T--V--N- -S--A--A-- F--E--Y--L  1184 P15-P8-1  

 

        3551       3561       3571       3581       3591      3600       

        |          |          |          |          |        | 

  3551  tgatgttcct gctcatcctg ctcaacacag ttgccctagc catgcagcac  3600 P15-P8-1  

  1185  --M--F--L- -L--I--L-- L--N--T--V --A--L--A- -M--Q--H--  1200 P15-P8-1  

 

        3601       3611       3621       3631       3641      3650       

        |          |          |          |          |        | 
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  3601  tatgagcaga ctgctccctt caactatgcc atggacatcc tcaacatggt  3650 P15-P8-1  

  1201  Y--E--Q--T --A--P--F- -N--Y--A-- M--D--I--L --N--M--V-  1217 P15-P8-1  

 

        3651       3661       3671       3681       3691      3700       

        |          |          |          |          |        | 

  3651  cttcactggc ctcttcacta ttgagatggt gctcaaaatc atcgccttca  3700 P15-P8-1  

  1218  -F--T--G-- L--F--T--I --E--M--V- -L--K--I-- I--A--F--K  1234 P15-P8-1  

 

        3701       3711       3721       3731       3741      3750       

        |          |          |          |          |        | 

  3701  agcccaagca ttacttcact gatgcctgga acacgtttga cgctcttatt  3750 P15-P8-1  

  1235  --P--K--H- -Y--F--T-- D--A--W--N --T--F--D- -A--L--I--  1250 P15-P8-1  

 

        3751       3761       3771       3781       3791      3800       

        |          |          |          |          |        | 

  3751  gtggtgggca gcatagtgga tattgccgtc actgaagtca ataatggtgg  3800 P15-P8-1  

  1251  V--V--G--S --I--V--D- -I--A--V-- T--E--V--N --N--G--G-  1267 P15-P8-1  

 

        3801       3811       3821       3831       3841      3850       

        |          |          |          |          |        | 

  3801  ccaccttggc gagagctctg aggacagctc ccgcatttcc attaccttct  3850 P15-P8-1  

  1268  -H--L--G-- E--S--S--E --D--S--S- -R--I--S-- I--T--F--F  1284 P15-P8-1  

 

        3851       3861       3871       3881       3891      3900       

        |          |          |          |          |        | 

  3851  ttcgcctctt ccgagttatg cggctggtca agcttctcag taagggtgaa  3900 P15-P8-1  

  1285  --R--L--F- -R--V--M-- R--L--V--K --L--L--S- -K--G--E--  1300 P15-P8-1  

 

        3901       3911       3921       3931       3941      3950       

        |          |          |          |          |        | 

  3901  gggatccgca cattgctctg gacattcatc aagtccttcc aggccttgcc  3950 P15-P8-1  

  1301  G--I--R--T --L--L--W- -T--F--I-- K--S--F--Q --A--L--P-  1317 P15-P8-1  

 

        3951       3961       3971       3981       3991      4000       

        |          |          |          |          |        | 

  3951  ctatgtggct cttctcatcg caatgatatt cttcatctat gccgtcattg  4000 P15-P8-1  

  1318  -Y--V--A-- L--L--I--A --M--I--F- -F--I--Y-- A--V--I--G  1334 P15-P8-1  

 

        4001       4011       4021       4031       4041      4050       

        |          |          |          |          |        | 

  4001  gcatgcagat gttcggcaag gtggctcttc aggatggcac acagataaac  4050 P15-P8-1  

  1335  --M--Q--M- -F--G--K-- V--A--L--Q --D--G--T- -Q--I--N--  1350 P15-P8-1  

 

        4051       4061       4071       4081       4091      4100       

        |          |          |          |          |        | 

  4051  cgaaacaaca acttccagac ctttccacag gctgtgctgc ttctgttcag  4100 P15-P8-1  
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  1351  R--N--N--N --F--Q--T- -F--P--Q-- A--V--L--L --L--F--R-  1367 P15-P8-1  

 

        4101       4111       4121       4131       4141      4150       

        |          |          |          |          |        | 

  4101  gtgtgccact ggtgaggcat ggcaggagat aatgcttgcc agccttcccg  4150 P15-P8-1  

  1368  -C--A--T-- G--E--A--W --Q--E--I- -M--L--A-- S--L--P--G  1384 P15-P8-1  

 

        4151       4161       4171       4181       4191      4200       

        |          |          |          |          |        | 

  4151  gaaatcggtg tgatcctgag tctgacttcg gccctggtga agagtttacc  4200 P15-P8-1  

  1385  --N--R--C- -D--P--E-- S--D--F--G --P--G--E- -E--F--T--  1400 P15-P8-1  

 

        4201       4211       4221       4231       4241      4250       

        |          |          |          |          |        | 

  4201  tgtggtagca attttgccat cgcctatttc atcagcttct tcatgctctg  4250 P15-P8-1  

  1401  C--G--S--N --F--A--I- -A--Y--F-- I--S--F--F --M--L--C-  1417 P15-P8-1  

 

        4251       4261       4271       4281       4291      4300       

        |          |          |          |          |        | 

  4251  tgccttcctg atcataaatc tctttgtggc tgtgatcatg gacaactttg  4300 P15-P8-1  

  1418  -A--F--L-- I--I--N--L --F--V--A- -V--I--M-- D--N--F--D  1434 P15-P8-1  

 

        4301       4311       4321       4331       4341      4350       

        |          |          |          |          |        | 

  4301  attatctcac cagagattgg tccatcctgg gcccccatca ccttgatgaa  4350 P15-P8-1  

  1435  --Y--L--T- -R--D--W-- S--I--L--G --P--H--H- -L--D--E--  1450 P15-P8-1  

 

        4351       4361       4371       4381       4391      4400       

        |          |          |          |          |        | 

  4351  ttcaagagga tctggtctga atatgaccct ggggccaagg gccgcatcaa  4400 P15-P8-1  

  1451  F--K--R--I --W--S--E- -Y--D--P-- G--A--K--G --R--I--K-  1467 P15-P8-1  

 

        4401       4411       4421       4431       4441      4450       

        |          |          |          |          |        | 

  4401  acacttggat gtggttgccc tgctgagacg tatccagccc cctctgggat  4450 P15-P8-1  

  1468  -H--L--D-- V--V--A--L --L--R--R- -I--Q--P-- P--L--G--F  1484 P15-P8-1  

 

        4451       4461       4471       4481       4491      4500       

        |          |          |          |          |        | 

  4451  ttgggaagct gtgcccacac cgagtggcct gcaagagact tgtggcaatg  4500 P15-P8-1  

  1485  --G--K--L- -C--P--H-- R--V--A--C --K--R--L- -V--A--M--  1500 P15-P8-1  

 

        4501       4511       4521       4531       4541      4550       

        |          |          |          |          |        | 

  4501  aacatgcccc tcaactcaga tgggacggtg acattcaacg ccacactctt  4550 P15-P8-1  

  1501  N--M--P--L --N--S--D- -G--T--V-- T--F--N--A --T--L--F-  1517 P15-P8-1  
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        4551       4561       4571       4581       4591      4600       

        |          |          |          |          |        | 

  4551  tgccctggtc cggacatccc tgaagatcaa aacagaaggg aacctggagc  4600 P15-P8-1  

  1518  -A--L--V-- R--T--S--L --K--I--K- -T--E--G-- N--L--E--Q  1534 P15-P8-1  

 

        4601       4611       4621       4631       4641      4650       

        |          |          |          |          |        | 

  4601  aagccaacca ggagctgcgg attgtcatca aaaagatctg gaagcggatg  4650 P15-P8-1  

  1535  --A--N--Q- -E--L--R-- I--V--I--K --K--I--W- -K--R--M--  1550 P15-P8-1  

 

        4651       4661       4671       4681       4691      4700       

        |          |          |          |          |        | 

  4651  aaacagaagc tgctagatga ggtcatcccc ccaccagacg aggaggaggt  4700 P15-P8-1  

  1551  K--Q--K--L --L--D--E- -V--I--P-- P--P--D--E --E--E--V-  1567 P15-P8-1  

 

        4701       4711       4721       4731       4741      4750       

        |          |          |          |          |        | 

  4701  caccgtgggc aaattctacg ccacatttct gatccaggac tatttccgca  4750 P15-P8-1  

  1568  -T--V--G-- K--F--Y--A --T--F--L- -I--Q--D-- Y--F--R--K  1584 P15-P8-1  

 

        4751       4761       4771       4781       4791      4800       

        |          |          |          |          |        | 

  4751  aattccggcg gaggaaagaa aaagggctac taggcaacga cgccgcccct  4800 P15-P8-1  

  1585  --F--R--R- -R--K--E-- K--G--L--L --G--N--D- -A--A--P--  1600 P15-P8-1  

 

        4801       4811       4821       4831       4841      4850       

        |          |          |          |          |        | 

  4801  agcacctctt ccgcccttca ggctggtctg cggagcctgc aggacttggg  4850 P15-P8-1  

  1601  S--T--S--S --A--L--Q- -A--G--L-- R--S--L--Q --D--L--G-  1617 P15-P8-1  

 

        4851       4861       4871       4881       4891      4900       

        |          |          |          |          |        | 

  4851  tcctgagatg cggcaggccc tcacctgtga cacagaggag gaggaagaag  4900 P15-P8-1  

  1618  -P--E--M-- R--Q--A--L --T--C--D- -T--E--E-- E--E--E--E  1634 P15-P8-1  

 

        4901       4911       4921       4931       4941      4950       

        |          |          |          |          |        | 

  4901  aggggcagga gggagtggag gaggaagatg aaaaggactt ggaaactaac  4950 P15-P8-1  

  1635  --G--Q--E- -G--V--E-- E--E--D--E --K--D--L- -E--T--N--  1650 P15-P8-1  

 

        4951       4961       4971       4981       4991      5000       

        |          |          |          |          |        | 

  4951  aaagccacga tggtctccca gccctcagct cgccggggct ccgggatttc  5000 P15-P8-1  

  1651  K--A--T--M --V--S--Q- -P--S--A-- R--R--G--S --G--I--S-  1667 P15-P8-1  
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        5001       5011       5021       5031       5041      5050       

        |          |          |          |          |        | 

  5001  tgtgtctctg cctgtcgggg acagacttcc agattcactc tcctttgggc  5050 P15-P8-1  

  1668  -V--S--L-- P--V--G--D --R--L--P- -D--S--L-- S--F--G--P  1684 P15-P8-1  

 

        5051       5061       5071       5081       5091      5100       

        |          |          |          |          |        | 

  5051  ccagtgatga tgacaggggg actcccacct ccagtcagcc cagtgtgccc  5100 P15-P8-1  

  1685  --S--D--D- -D--R--G-- T--P--T--S --S--Q--P- -S--V--P--  1700 P15-P8-1  

 

        5101       5111       5121       5131       5141      5150       

        |          |          |          |          |        | 

  5101  caggctggat ccaacaccca caggagaggc tctggggctc tcattttcac  5150 P15-P8-1  

  1701  Q--A--G--S --N--T--H- -R--R--G-- S--G--A--L --I--F--T-  1717 P15-P8-1  

 

        5151       5161       5171       5181       5191      5200       

        |          |          |          |          |        | 

  5151  catcccagaa gaaggaaatt ctcagcccaa gggaaccaaa gggcaaaaca  5200 P15-P8-1  

  1718  -I--P--E-- E--G--N--S --Q--P--K- -G--T--K-- G--Q--N--K  1734 P15-P8-1  

 

        5201       5211       5221       5231       5241      5250       

        |          |          |          |          |        | 

  5201  agcaagatga ggatgaggaa gtccctgatc ggctttccta cctagatgag  5250 P15-P8-1  

  1735  --Q--D--E- -D--E--E-- V--P--D--R --L--S--Y- -L--D--E--  1750 P15-P8-1  

 

        5251       5261       5271       5281       5291      5300       

        |          |          |          |          |        | 

  5251  caggcaggga ctcccccgtg ctcagtcctt ttgccacctc acagagctca  5300 P15-P8-1  

  1751  Q--A--G--T --P--P--C- -S--V--L-- L--P--P--H --R--A--Q-  1767 P15-P8-1  

 

        5301       5311       5321       5331       5341      5350       

        |          |          |          |          |        | 

  5301  gagatacatg gatgggcacc tggtaccacg ccgccgtctg ctgcccccca  5350 P15-P8-1  

  1768  -R--Y--M-- D--G--H--L --V--P--R- -R--R--L-- L--P--P--T  1784 P15-P8-1  

 

        5351       5361       5371       5381       5391      5400       

        |          |          |          |          |        | 

  5351  cacctgcagg tcggaagccc tccttcacca tccagtgtct gcagcgccag  5400 P15-P8-1  

  1785  --P--A--G- -R--K--P-- S--F--T--I --Q--C--L- -Q--R--Q--  1800 P15-P8-1  

 

        5401       5411       5421       5431       5441      5450       

        |          |          |          |          |        | 

  5401  ggcagttgtg aggatttacc catcccaggc acctatcatc gtgggcgaaa  5450 P15-P8-1  

  1801  G--S--C--E --D--L--P- -I--P--G-- T--Y--H--R --G--R--N-  1817 P15-P8-1  

 

        5451       5461       5471       5481       5491      5500       
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        |          |          |          |          |        | 

  5451  ttcagggccc aatagggctc agggttcctg ggcaacacca cctcagcggg  5500 P15-P8-1  

  1818  -S--G--P-- N--R--A--Q --G--S--W- -A--T--P-- P--Q--R--G  1834 P15-P8-1  

 

        5501       5511       5521       5531       5541      5550       

        |          |          |          |          |        | 

  5501  gtcggctcct gtatgccccg ctgttgttgg tggaagaggg cgcagcgggg  5550 P15-P8-1  

  1835  --R--L--L- -Y--A--P-- L--L--L--V --E--E--G- -A--A--G--  1850 P15-P8-1  

 

        5551       5561       5571       5581       5591      5600       

        |          |          |          |          |        | 

  5551  gaggggtacc tcggcagatc cagtggccca ctgcgcacct tcacctgtct  5600 P15-P8-1  

  1851  E--G--Y--L --G--R--S- -S--G--P-- L--R--T--F --T--C--L-  1867 P15-P8-1  

 

        5601       5611       5621       5631       5641      5650       

        |          |          |          |          |        | 

  5601  gcacgtgcct ggaacccact cggaccccag ccatgggaag aggggcagtg  5650 P15-P8-1  

  1868  -H--V--P-- G--T--H--S --D--P--S- -H--G--K-- R--G--S--A  1884 P15-P8-1  

 

        5651       5661       5671       5681       5691      5700       

        |          |          |          |          |        | 

  5651  ccgacagctt ggtggaggct gtgcttatct cagagggtct gggcctcttt  5700 P15-P8-1  

  1885  --D--S--L- -V--E--A-- V--L--I--S --E--G--L- -G--L--F--  1900 P15-P8-1  

 

        5701       5711       5721       5731       5741      5750       

        |          |          |          |          |        | 

  5701  gctcgagacc cacgtttcgt ggccctggcc aagcaggaga ttgcagatgc  5750 P15-P8-1  

  1901  A--R--D--P --R--F--V- -A--L--A-- K--Q--E--I --A--D--A-  1917 P15-P8-1  

 

        5751       5761       5771       5781       5791      5800       

        |          |          |          |          |        | 

  5751  gtgtcgcctg acgctggatg agatggacaa tgctgccagt gacctgctgg  5800 P15-P8-1  

  1918  -C--R--L-- T--L--D--E --M--D--N- -A--A--S-- D--L--L--A  1934 P15-P8-1  

 

        5801       5811       5821       5831       5841      5850       

        |          |          |          |          |        | 

  5801  cacagggaac cagctctctc tatagcgacg aggagtccat cctctcccgc  5850 P15-P8-1  

  1935  --Q--G--T- -S--S--L-- Y--S--D--E --E--S--I- -L--S--R--  1950 P15-P8-1  

 

        5851       5861       5871       5881       5891      5900       

        |          |          |          |          |        | 

  5851  ttcgatgagg aggacttggg agacgagatg gcctgcgtcc acgccctctg  5900 P15-P8-1  

  1951  F--D--E--E --D--L--G- -D--E--M-- A--C--V--H --A--L--*   1967 P15-P8-1  

 

        5901       5911       5921       5931       5941      5950       

        |          |          |          |          |        | 
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  5901  aattcccacc cctccccaac tgctcaataa acctcctgcc ctcccctccc  5950 P15-P8-1  

 

        5951       5961       5971       

        |          |          |                                

  5951  cagcaggagg caggcatgga ccac                              5974 P15-P8-1  

 

    Abb. 20: Nukleotid- und Aminosäuresequenz von CACNA1F 
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Tab. 16: Primersequenzen und Amplifikationsbedingungen 

Primer Primersequenzen bp Tm   Zyklen 

Exon 1F 

Exon 1R 

5´-ACAAACGTCCCATTTGCAC-3´ 

5´-GCAATGGGTGGGTCAGAG-3´ 
230 61°C 40 

Exon 2F 

Exon 2R 

5´-ATACCCTGTCCCTCCCTGAC-3´ 

5´-CTCCTGGTACCCTGATGACC-3´ 
343 59°C 35 

Exon 3F 

Exon 3R 

5´-GAGGTTCCCAAGGGAGTAGG-3´ 

5´-GTCTGGCTGGAAGGAGTGAG-3´ 
247 64°C 35 

Exon 4F 

Exon 4R 

5´-AGGAGCAGGTGGAGTACGTATTC-3´ 

5´-GGTAGGAAGGCGACTAGGGT-3´ 
180 60°C 35 

Exon 5F 

Exon 5R 

5´-ATCCCAAGGCCTGACCTC-3´ 

5´-ACCCTCCACCTCCGACCT-3´ 
226 61°C 35 

Exon 6F 

Exon 6R 

5´-CTTATTTCTGCCTCCCCCTC-3´ 

5´-AGCATTGGATCTAGGAACCG-3´ 
247 58°C 35 

Exon 7F 

Exon 7R 

5´-GCCTGCTTCGAAGCCCCAAG-3´ 

5´-CTCTGTGCCCACAGTCCAC-3´ 
258 58°C 35 

Exon 8F 

Exon 8R 

5´-GGATGCATGCCTTTTCTCTC-3´ 

5´-GTTTGCCAGGCACAAAGAAG-3´ 
197 60°C 35 

Exon 9F 

Exon 9R 

5´-TAGCCCTCTATCCTCCTCCC-3´ 

5´-GGAGGGCAGACCACATCTAA-3´ 
271 61°C 35 

Exon 10F 

Exon 10R 

5´-AATTGTCCTTTCTCTCCCTGC-3´ 

5´-CCTGGCTGGACCCCCACC-3´ 
130 62°C 35 

Exon 11F 

Exon 11R 

5´-AGGTCCTGACCACTATCCCC-3´ 

5´-GGACTTGAGTCAGGGTTTGG-3´ 
186 62°C 35 

Exon 12F 

Exon 12R 

5´-TTTACGACACACACCTCCCA-3´ 

5´-ATCCAAAGGTCATGAGGGCT-3´ 
143 60°C 35 

Exon 13F 

Exon 13R 

5´-AGGGCAGGCTTAGGTAGGTG-3´ 

5´-AGAAGGAATAGGAGGGTGGG-3´ 
259 62°C 40 

Exon 14F 

Exon 14R 

5´-GATCATCCCTGCCTCTCTCC-3´ 

5´-CTTCCCCCTCCCCTAATACA-3´ 
275 62°C 35 

Exon 15F 

Exon 15R 

5´-AGCCTATTTGAGCCCAACCT-3´ 

5´-ACCCATCCCATGGTCTCC-3´ 
297 60°C 35 
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Exon 16F 

Exon 16R 

5´-GAGCTCCACAGTGACTTCCC-3´ 

5´-ACCCTGCCTATAGACCACCC-3´ 
228 64°C 35 

Exon 17F 

Exon 17R 

5´-GTGGTCTATAGGCAGGGTGC-3´ 

5´-GACTGTGTTAGGGGTGGAGC-3´ 
165 66°C 32 

Exon 18F 

Exon 18R 

5´-GTAGTGATCCCCCTTAGCCC-3´ 

5´-ACAGGTAGTGGTGGGAGTGG-3´ 
152 59°C 35 

Exon 19F 

Exon 19R 

5´-CCTCACCATTGATGACTCCC-3´ 

5´-TGTCTGCCTGAGCTCTTTCC-3´ 
149 60°C 35 

Exon 20F 

Exon 20R 

5´-TTTTGCTTTTCTCTGGTGCC-3´ 

5´-CTCACCCCCTGCCACTTC-3´ 
200 60°C 35 

Exon 21F 

Exon 21R 

5´-TCAGGGCCAGAACTGTATCC-3´ 

5´-GTCCCCTCAGCTCCTAGCTC-3´ 
249 60°C 35 

Exon 22F 

Exon 22R 

5´-ATTTGACTGAGGAGGAAGCTG-3´ 

5´-GGACTGGGGTCCCATTAGTC-3´ 
267 56°C 35 

Exon 23+24F 

Exon 23+24R 

5´-TCCCCAGGTCTGAGTCTAGC-3´ 

5´-GTCCTGTGGGTTTGGGTG-3´ 
349 63°C 40 

Exon 25+26F 

Exon 25+26R 

5´-GTAGCCATATGCTTGGGTCG-3´ 

5´-AGTCTTTGGGAGGGGTCCT-3´ 
330 62°C 35 

Exon 27F 

Exon 27R 

5´-AACCTGTTTGCACATCCACA-3´ 

5´-CTGCCTCATCCCCTGATAAA-3´ 
208 58°C 35 

Exon 28F 

Exon 28R 

5´-ACCTGCCCCCACCTCTAC-3´ 

5´-ACCATCCATAGGGGGTCAG-3´ 
273 60°C 35 

Exon 29F 

Exon 29R 

5´-ATGCCCTGCCCTGGTATG-3´ 

5´-ATAGGGTCAGGAGTCTGGCG-3´ 
223 59°C 35 

Exon 30F 

Exon 30R 

5´-AATATTTGGTTGGGTGTGGC-3´ 

5´-CCCAAGGAATTCATCCACTG-3´ 
225 57°C 40 

Exon 31F 

Exon 31R 

5´-GACAGGGCACTGCTTTTCTC-3´ 

5´-CAGGAGTAGGGAGGATGTGC-3´ 
230 62°C 35 

Exon 32F 

Exon 32R 

5´-CTCACCTTGTTCATTTGGGC-3´ 

5´-GGACATGGGAAAAGAAGCAG-3´ 
142 59°C 35 

Exon 33F 

Exon 33R 

5´-AAATGCAAACTGAGCATCCC-3´ 

5´-ATTTGGAAATGGGTATGGCA-3´ 
284 57°C 35 
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Exon 34F 

Exon 34R 

5´-GACTGCATCTCCCAGTAGGC-3´ 

5´-ATTCTTAACCCATCCCCTGC-3´ 
242 58°C 35 

Exon 35F 

Exon 35R 

5´-GTAGGGGTGGCAGGTAGACA-3´ 

5´-GTGGCAGGGGAGTGAGTAGA-3´ 
297 58°C 35 

Exon 36F 

Exon 36R 

5´-GATGTAGCCCCTGGTGAGAA-3´ 

5´-GGTGGTTGTGAGGAAATGGT-3´ 
304 55°C 35 

Exon 37F 

Exon 37R 

5´-ACAGTGTTCTGCCCTTCACC-3´ 

5´-TAATGAGATGCAGCAGTCGG-3´ 
272 62°C 35 

Exon 38F 

Exon 38R 

5´-AGTGGTACCTCCCCAACTCC-3´ 

5´-CCACCCTTGCCATGTGATAG-3´ 
200 60°C 35 

Exon 39F 

Exon 39R 

5´-ACATTCGTTCCTGCATACCC-3´ 

5´-ATGAGTTTGCTCCTTGCACC-3´ 
244 55°C 35 

Exon 40F 

Exon 40R 

5´-TCTTCCTATTGGCTCATGCC-3´ 

5´-AGCGATCATCTGCCATTCAG-3´ 
199 58°C 35 

Exon 41F 

Exon 41R 

5´-CCCTGTGTGATCTTGCCTTC-3´ 

5´-CCATCCACACTAGGCCCTG-3´ 
196 58°C 35 

Exon 42F 

Exon 42R 

5´-AAGTTCAGACCCTGAGCTGC-3´ 

5´-CAATCAAGTTCCTGGGAGAG-3´ 
244 60°C 35 

Exon 43F 

Exon 43R 

5´-GTGCATGCAACACTCAGTCC-3´ 

5´-CTCAACTTCCTGCCTCCTGA-3´ 
291 57°C 35 

Exon 44F 

Exon 44R 

5´-ATCTGGTCTGCCTAACGTGC-3´ 

5´-CAGTTCCCACCCCTCCTC-3´ 
204 62°C 35 

Exon 45F 

Exon 45R 

5´-GACTGTTTGTGCCCCATCTC-3´ 

5´-TTCCCCAGATCTCTGTCCTG-3´ 
265 56°C 35 

Exon 46F 

Exon 46R 

5´-CTGACATTGCTATTTGCCCC-3´ 

5´-CATCTCTCCAGACCCCAGAC-3´ 
199 59°C 35 

Exon 47F 

Exon 47R 

5´-AGCGGTGAGTCCTAGACCCT-3´ 

5´-GACTCCTTTCCGTCCTCCTC-3´ 
347 58°C 35 

Exon 48F 

Exon 48R 

5´-CGTGAACACTGATCCCACCT-3´ 

5´-GAATTCAGAGGGCGTGGAC-3´ 
280 60°C 35 
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