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Abkurzungen und Einheiten

A (ala) Alanin

APS Ammoniumpersulfat

Bis Bisacrylamid

BSA bovine-serum-albumine (=Rinderserumalbumin)
bp Basenpaare

C (cys) Cystein

cGMP Cyclisches Guanosinmonophosphat
dATP Desoxyadenosin-5’-triphosphat
dCTP Desoxycytosin-5’-triphosphat

dGTP Desoxyguanosin-5’-triphosphat
DNA Desoxyribonukleinsaure

ds double-strand (=Doppelstrang)
dTTP Desoxythymidin-5’-triphosphat
EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigséure
EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

GDP Guanosindiphosphat

GTP Guanosintiphosphat

I (ile) Isoleucin

IP Imaging Plate

kb Kilobase(n)

LCR Locus Control Region

LR-PCR Long-Range-PCR

LS Loading-Solution

M (met) Methionin

M Molar

NacCl Natriumchlorid



PAA
PAGE
PCR

R (arg)
RT

S (ser)
SDS
SE-Puffer
SSCP
T (thr)
Taq
TEMED
Tris

U

V (val)
Y (tyr)

Polyacrylamid

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Polymerase chain reaktion (=Polymerasekettenreaktion)
Arginin

Raumtemperatur

Serin

Natriumdodecylsulfat

Salz-Extraktionspuffer

Single-Strand Conformation Polymorphism Electrophoresis
Threonin

Thermus aquaticus-Polymerase
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan

Units

Valin

Tyrosin



1 EINLEITUNG

Rot-Grin-Farbsinnstérungen zéhlen zu den haufigsten genetisch bedingten
Funktionsstérungen beim Menschen. Ursache sind Verdnderungen im
Opsingen-Cluster auf Chromosom Xqg28. Aufgrund des X-chromosomal
rezessiven Erbgangs sind vor allem Manner von dieser Stérung betroffen. Je
nach Schwere der Farbsinnstérung stellt diese v.a. fir bestimmte
Berufsgruppen, z.B. Piloten oder Elektrotechniker, ein wesentliches Problem
dar.

Immer noch ist nicht genau geklart, wie bei diesen Farbsinnstérungen der
Phanotyp mit dem Genotyp zusammenhangt und welche anderen Faktoren
hierbei zusétzlich eine Rolle spielen.

1.1 Physiologie des Farbensehens

1.1.1 Trichromatische Farbwahrnehmung

Farben entstehen durch Wahrnehmung von Lichtstrahlen bestimmter
Wellenlangen. Schon im 19. Jahrhundert vermuteten Young, v.Helmholiz
(v.Helmholtz 1896) und Maxwell (Maxwell 1855) in ihrer trichromatischen
Theorie des Farbensehens drei verschiedene Zapfensysteme als unabhangige
Sensoren des Farbensehens (photopisches Sehen). Heute weiss man, dass
der Mensch alle Farben des sichtbaren Spektrums (d.h. mit Wellenldngen
zwischen ca. 380 und 780 nm) Uber drei verschiedene Zapfensysteme in der
Retina, die jeweils verschiedene Sehfarbstoffe (Pigmente, Sehpurpur)
enthalten, erkennen kann (Ubersicht hierzu bei Gouras & Zrenner 1981,
Zrenner 1983). Die Pigmente unterscheiden sich in ihrer Empfindlichkeit fur



Licht verschiedener Wellenlangen, sie haben ihre Absorptionsmaxima bei ca.
420, 530 und 558 nm (Dartnall et al. 1983, Oprian et al. 1991, Neitz et al. 1991,
Merbs & Nathans 1992a, Asenjo et al. 1994, Sharpe et al. 1998a). In vivo sind
die Maxima zu langeren Bereichen hin verschoben (ca. 440, 545 und 565 nm),
da die Linse und das Pigment der Macula (Xanthophyll) Einfluss auf das
einfallende Licht nehmen. Jeder Zapfen enthalt nur eines der drei Pigmente,
man nennt sie demnach S-, M- und L- (short, middle, long) sensitive oder blau-,

grin- und rot-sensitive Zapfen.
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Abb. 1: Spektrale Empfindlichkeit und Absorptionsspekiren der humanen Zapfen-
Photopigmente (nach Sharpe et al. 1999b).

Die Zapfen sind im photopischen Bereich, d.h. dem Sehen bei Tageslicht,
ausser flr das Farbensehen insbesondere fir die Sehschérfe in der zentralen

Retina (Fovea) verantwortlich.



Die Stabchen sind dagegen sensitiver und dienen dem skotopischen Sehen,
d.h. dem Sehen bei Dunkelheit, mit einem Absorptionsmaximum bei 498 nm.
Sie kdnnen sogar einzelne Lichtquanten detektieren. Im mesopischen Bereich
(Dammerlicht) tragen die Stadbchen zusammen mit den S-sensitiven Zapfen zu
einem stark eingeschrankten Farbensehen bei (Hess et al. 1989a, Reitner et al.
1991).

Die Anzahl der absorbierten Lichtquanten in den Photopigmenten wird
miteinander verglichen. Unterschiedliche Erregung der Photopigmente hat die
Unterscheidung der verschiedenen Wellenldngen in Form von Farbténen zur
Folge. Der Verlust eines Photopigmentes flhrt zu dichromatischer
Farbwahrnehmung, d.h. Farbwahrnehmung nur mit zwei verschiedenen Arten
von Photopigmenten. Der Verlust von zwei Photopigmenten fihrt zu
monochromatischer Farbwahrnehmung, also zur Farbwahrnehmung nur mit
einer Photopigmentart. Fehlen alle drei Photopigmente, kann man keine
Farben mehr wahrnehmen (skotopisches Sehen). Das Sehen ist dann auf die

Stabchen beschrankt.

1.1.2 Neuronale Verarbeitung

Beim Menschen und den hdher entwickelten Primaten haben sich drei
postrezeptorische neuronale Systeme entwickelt. Diese nachgeschalteten
Systeme sind verantwortlich fir die Weiterleitung und Weiterverarbeitung der
entstandenen Signale in den Photorezeptoren. Sie unterscheiden zwischen

hell-dunkel, gelb-blau und rot-grin.

Das erste System ist fir die Kontrastwahrnehmung und die Unterscheidung
zwischen hell und dunkel verantwortlich. Es summiert die relativen

Absorptionsraten in den M- und L-Zapfen.



Das gelb-blaue Farbsystem verarbeitet hauptsachlich Informationen Uber den
Farbkontrast, indem es die Menge der absorbierten Quanten in den S-Zapfen
denen der M- und L-Zapfen gegenulberstellt.

Das rot-grine Farbsystem vergleicht die relativen Absorptionsraten der M- mit
denen der L-Zapfen.

Die Komplexitat der Gbermittelten Farbinformationen hangt von der Anzahl der

verflgbaren Zapfen und Photopigmente ab.

1.1.3 Retina

Das Auge entwickelt sich in der Embryogenese aus einer Ausstllpung des
Vorderhirns (Prosenzephalon). Bei diesem Vorgang bilden sich die
Augenblaschen, die sich spéater eindellen und zu einem doppelwandigen Kelch
(Augenbecher) umformen. Der Augenbecher besteht aus zwei Blattern. Das
aussere Blatt (die aussere Wand) wird zum Pigmentepithel und aus dem
inneren Blatt differenzieren sich die tbrigen Schichten der Retina. Die Retina ist
die innerste Schicht im Auge und befindet sich Uber Pigmentepithel, Aderhaut
und Sklera. Sie ist die Schicht, in der sich die Photorezeptoren (Zapfen und

Stabchen) befinden, die weiter unten beschrieben werden.

Das Pigmentepithel nimmt Einfluss auf die Erndhrung der Photorezeptoren,
indem es Metaboliten heran- und wieder wegtransportiert; es phagozytiert
ausserdem abgestossene Aussenglieder der Photorezeptoren. Das Melanin der
Pigmentepithelzellen féangt Streulicht auf und verhindert damit eine
Lichtreflexion.

Der Diskus N. optici (Papille) und die Macula lutea (gelber Fleck) sind zwei
markante Bereiche der Retina. Die Papille ist die Stelle der Netzhaut, an der die

Nervenfasern aus dem N. opticus austreten, dort befinden sich keine



Photorezeptoren. Der gelbe Fleck befindet sich am hinteren Pol des Auges. In
ihrer Mitte befindet sich die Fovea centralis, wo das Licht direkt auf die
Photorezeptoren auftreffen kann, da hier die bipolaren Zellen und
Ganglienzellen zur Seite gelagert sind. In der Fovea befinden sich nur Zapfen,
die hier einzeln weiter verschaltet werden. Es findet somit keine Konvergenz zu
den nachgeschalteten Ganglienzellen statt. Deshalb stellt die Fovea die Stelle

des schéarfsten Sehens dar.

Durch den Aufbau der Netzhaut bedingt muss das ausserhalb der Fovea auf
die Netzhaut auftreffende Licht durch drei Schichten von Zellkernen und -fasern
treten, bis es an die Photorezeptoren gelangt (inverse Lage der
Photorezeptoren). Dort wird es von den Photopigmenten der Aussensegmente
der Rezeptoren absorbiert und nach mehrstufigen photochemischen
Reaktionen als elektrisches Signal weitergeleitet.
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Abb. 2: Histologie und Funktion der Netzhautschichten (nach Lang, Augenheilkunde 1998).



114 Verteilung der Photorezeptoren und Zapfenmosaik

Die Stabchen und Zapfen sind nicht gleichmassig im Auge verteilt, man findet
in der Netzhautperipherie im wesentlichen Stédbchen, wahrend im Zentrum, der
Umgebung des hinteren Pols des Auges, die Zapfen lokalisiert sind. Diese sind
hier einzeln verschaltet und ermdéglichen so ein hohes Auflésungsvermdgen. Im
zentralen 1°-Areal der Retina, dem Bereich der Fovea, gibt es keine Stabchen.
In diesem Bereich gibt es ein ca. 0,35°%Areal, in dem auch keine S-Zapfen
vorkommen (Curcio et al. 1991). L- und M-Zapfen kommen in der zentralen
Retina im Verhaltnis 1,5-2 zu 1 vor (Cicerone und Nerger 1989, Pokorny et al.
1991, Dartnall et al. 1983). Sie sind hier zuféllig verteilt. Perifoveal gibt es ca.
7% S-Zapfen, evtl. kommen 6rtliche Anhdufungen von bis zu 12% vor (Dartnall
et al. 1983, Cicerone und Nerger 1989, Curcio et al. 1991). Die Dichte der
Stabchen nimmt mit der Entfernung von der Fovea centralis zu, ihre héchste
Dichte wird bei 18° erreicht. Ob das L-M-Zapfenverhaltnis sich in der
Netzhautperipherie und im Zentrum gleicht, hat man bisher nicht eindeutig

feststellen kénnen.

Abb. 3: Zapfenmosaik in der Fovea der humanen Retina.

Computersimuliertes Zapfenmosaik in der Fovea eines Mannes. Im Zentrum fehlen jegliche
Blauzapfen, in der restlichen Retina machen sie bis zu 7% aus und sind irregulér verteilt. Es sind
etwa 1,5 mal mehr L- als M-Zapfen vorhanden (aus Sharpe et al. 1999b).



1.1.5 Aufbau der Photorezeptoren

Stabchen und Zapfen sind vom Prinzip her ahnlich aufgebaut. Sie haben beide
eine schlanke Gestalt und werden aufgeteilt in Aussenglied, Innenglied,
kerntragenden Abschnitt und Endkolben. Aussenglied und Innenglied sind
miteinander Uber eine exzentrisch gelegene zytoplasmatische Brlicke
verbunden. Das Aussenglied ist fir den Empfang von Lichtsignalen zustandig,
wahrend das Innenglied fir die Energiebildung und die Biosynthese
verschiedener Substanzen verantwortlich ist. Der Endkolben bildet Synapsen
mit den nachfolgenden bipolaren Zellen und leitet elektrische Signale an sie
weiter (vgl. Abbildung 2).

Die Zapfen unterscheiden sich von den Stabchen vor allem in der Form ihrer
Aussenglieder und ihrem Photopigment.

Insgesamt enthalt die Retina ca. 4,6 Millionen Zapfen und 92 Millionen
Stabchen (Curcio et al. 1990).

1.1.5.1 Stabchen

Sie sind dinn und lang, ihr Aussenglied besteht vor allem aus vielen dicht
Ubereinandergestapelten sog. Disks (flache Membranscheibchen), die wie
Minzen in einer Geldrolle tGbereinander liegen. In den Membranen der Disks ist
Rhodopsin eingelagert, ein Photopigment bzw. Sehfarbstoff. Es besteht aus
dem Proteinanteil Opsin, welches Uber eine Schiffsche Base kovalent mit der
chromophoren Gruppe 11-cis-Retinal (Vitamin-A-Aldehyd) verbunden ist. Als

Sehfarbstoff der Stabchen absorbiert es das einfallende Licht.



1.1.5.2 Zapfen

Sie sind nach apikal hin verschmalert und &hneln so einem Zapfen. Auch
enthalten sie nur scheinbar abgeschlossene (lbereinandergestapelte Disks. In
Wirklichkeit handelt es sich um schmale lamellenartig gefaltete Invaginationen
der Zellmembran, so dass auf diese Weise Kontakt zum Extrazellularraum
entsteht. Die Plasmamembranlamellen enthalten Photopigmente mit dem
gleichen Chromophor (11-cis-Retinal) wie die Stabchen, aber mit
unterschiedlichem Proteinanteil (Opsin). Die Pigmente unterscheiden sich
hinsichtlich der Maxima des von ihnen absorbierten Lichtes voneinander. Jeder

Zapfen enthalt vermutlich nur eines der drei Photopigmente.

1.1.6 Struktur der Opsin-Molekile

Die Pigmentmolekile konzentrieren sich im Aussensegment in der
Plasmamembran der Photorezeptoren. lhre unterschiedliche Struktur steht in
enger Beziehung zu ihren unterschiedlichen Absorptionseigenschaften. Jedes
Molekdl besteht aus einem Opsin, welches aus sieben
Transmembrandoménen besteht und mit dem Chromophor 11-cis-Retinal eine
kovalente Bindung eingeht (vgl. Abbildung 4).

Das Opsin ist typischerweise aus 348 (S-Pigment) bzw. 364 (M- und L-
Pigment) Aminosduren aufgebaut, die eine regelméssige Abfolge von
hydrophoben und hydrophilen Abschnitten bilden. Es bildet mit den
hydrophoben Abschnitten sieben Helices, die die Zellmembran durchspannen
(Hargrave et al. 1984). Diese sind durch hydrophile Abschnitte miteinander
verbunden. Die Helices bilden so eine Palisade, die das 11-cis-Retinal
umgeben (Caron & Lefkowitz 1991); dieses ist sowohl bei den Stdbchen als

auch bei den Zapfen an Lysin in einer hoch konservierten Region innerhalb der

10



siebten Transmembrandomane gebunden. Die Helices stehen an der
Cytoplasmaoberflache, der Seite im Zellinneren, nadher zueinander (Baldwin
1993).
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Abb. 4: Lage und Struktur der Photopigment-Molekile in der Plasmamembran des
Zapfenaussensegments (nach Sharpe et al. 1999b).

Die Opsine gehéren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren oder
Heptahelices. Zu dieser Familie gehéren mehr als 200 Rezeptoren. Die Familie
schliesst auch viele der Rezeptoren ein, die fir die Kommunikation der
Hirnzellen, der Hormone und Neurone verantwortlich sind. Die verschiedenen
Formen der serotoninergen, dopaminergen, adrenergen und muscarinergen
Acetylcholin-Rezeptor-Moleklile und auch die grosse Unterfamilie der
olfaktorischen Rezeptoren sind Heptahelices, also fern mit den Opsinen
verwandt (Watson & Arkinstall 1994). Alle Heptahelices sind in Zellmembranen
eingebettet und aktivieren G-Proteine. Im Falle der Opsine nennt man das
G-Protein Transducin (Lerea et al. 1989). Aber wahrend das Opsin

semipermanent an 11-cis-Retinal gebunden ist und sich davon lést, wenn ein
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Photon das 11-cis-Retinal zu 11-trans-Retinal isomerisiert, besitzen andere
Heptahelices eine leere Bindungstasche und aktivieren ihr G-Protein, wenn der
passende Neurotransmitter, Hormon oder Geruchsstoff bindet.

1.1.7 Signaltransduktion (am Beispiel der Stabchenphotorezeptoren)

Aufgabe der Photorezeptoren ist es, Lichtreize in elektrische Spannungssignale
umzuwandeln (photoelektrische Transduktion) und diese Uber nachgeschaltete
Nervenzellen ins Gehirn weiterzuleiten, wo der eigentliche Seheindruck

entsteht.

Durch die Energie eines absorbierten Photons wird 11-cis-Retinal zu 11-trans-
Retinal isomerisiert (Wald 1968). Dieser photochemische Prozess, der die
Geometrie des Retinals verandert, fihrt zu mechanischen Spannungen im
Opsin, welches dadurch eine Reihe struktureller Anderungen erféahrt. Somit
wird letzlich ein Photon in atomare Bewegung umgewandelt.

Das Opsin der Stabchen wird Rhodopsin genannt. Metarhodopsin I, eine
enzymatisch aktive Form des Rhodopsins, aktiviert das G-Protein Transducin
und katalysiert somit den ersten Schritt der folgenden Enzymkaskade (Fung &
Stryer 1980). Dadurch wird an der a-Einheit des Transducins gebundenes GDP
gegen GTP ausgetauscht, und Transducin zerféllt in eine a- und eine B-y-
Einheit. Die a-Einheit aktiviert eine cGMP-Phosphodiesterase durch Bindung
von inhibitorischem Protein. Diese aktivierte Form der Phosphodiesterase
spaltet cGMP durch Hydrolyse der zyklischen Phosphodiesterbindung (Fung et
al. 1981) und senkt dadurch innerhalb von Millisekunden den cGMP-Spiegel.
Der cGMP-Spiegel wiederum ist fir das Offnen bzw. Schliessen eines
spezifischen lonenkanals in der Photorezeptormembran entscheidend. Im
Ruhezustand bzw. im Dunkeln sind die lonenkanéle in der Plasmamembran

des Aussensegments geoffnet, so dass Na*- und Ca**-lonen in die Zelle

12



einstromen koénnen (Dunkelstrom). Dadurch bildet sich eine elektrische
Potentialdifferenz tber der Membran aus. Durch Senkung des cGMP-Spiegels
bei Lichteinfall wird eine Schliessung der cGMP-gesteuerten lonenkanale
bewirkt, weniger Kationen strébmen in die Zelle ein, wodurch die Zelle
hyperpolarisiert und ein verédndertes Signal an das Gehirn weitergeleitet wird.

Durch die 0.g. Enzymkaskade 16st ein einzelnes Lichtquant die Hydrolyse von
tber einer Million cGMP-Molekiile aus (Pugh & Lamb 1993).

1.2 Genetik der trichromatischen Farbwahrnehmung

1.2.1 Evolution der L- und M-Opsingene

Die L- und M-Opsingene sind, bezogen auf die DNA-Sequenzen ihrer 6 Exons,
zu 96% identisch. Bezieht man noch die Introns und 3" die flankierenden
Sequenzen mit ein, sind sie es zu 98%. Ausserdem liegen sie in unmittelbarer
Nachbarschaft in gleichsinniger Orientierung zueinander (head-to-tail
Konfiguration) auf dem X-Chromosom (Nathans et al. 1986a, Vollrath et al.
1988). Es wird daher (als eine der moglichen Theorien zu ihrer Evolution)
angenommen, dass sie von einem gemeinsamen Vorlaufergen auf dem
X-Chromosom abstammen. Ihre Entstehung ist eine evolutiv noch sehr junge
Entwicklung. Lediglich bei den hdéheren Primaten (Mensch und Altweltaffen)
haben sich eigenstédndige Gene fir Rot- und Grlinopsin entwickelt, wahrend
niedere Primaten an deren Stelle ein einzelnes Opsingen fiir ein Pigment im

mittleren/langwelligen Spektralbereich kodieren (Jacobs 1996).

Das Vorlaufergen kodierte wohl fir ein Pigment, welches sein

Absorptionsmaximum bei 555 nm hatte, dem Wellenlangenbereich des
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Sonnenlichts, der von grinen Pflanzen reflektiert wird (Lythgoe 1972). Es

bildete die Basis flir das luminance subsystem des Sehens.

Vor etwa 500 Millionen Jahren trat ein zweites Opsingen auf (Nathans 1987,
Chiu et al. 1994, Hisatomi et al. 1994). Es war auf auf Chromosom 7 lokalisiert.
Durch Akkumulation von Sequenzunterschieden erlangte das kodierte Protein
ein im Vergleich zum Ursprungsgen deutlich in den kirzerwelligen Bereich
verschobenes Absorptionsmaximum (S-Zapfen-Pigment). Zudem wurde das
Gen in einem anderen Rezeptortyp exprimiert, welches die Entwicklung von
Neuronen zweiter Ordnung nach sich zog. Dadurch wurde die Grundlage fir
das Blau-Gelb-Gegenfarbensystem gelegt. Es entwickelte sich die Mdglichkeit,
verschiedene Arten von grinen Pflanzen zu differenzieren, die sich
untereinander in ihrem Reflektionsverhalten von kurzwelligem Licht
unterschieden (Hendley & Hecht 1949, Mollon 1996).

Schliesslich verdoppelte sich vor 30-40 Millionen Jahren das Vorlaufergen auf
dem X-Chromosom, wobei die LCR (Locus Control Region) (vgl. 1.2.3) nicht
dupliziert wurde. Dadurch entstand ein drittes Opsingen (Nathans 1987,
Yokoyama & Yokoyama 1989, Yokoyama et al. 1993, Ibbotson et al. 1992,
Tovee 1994). Die Weiterentwicklung des Vorlaufergens zu zwei verschiedenen
Genen, namlich dem L- und dem M-Gen, kann auf verschiedene Weise erfolgt
sein. Vermutlich fihrte die Anhdufung von Basensequenzverédnderungen in den
duplizierten Genen Uber eine immer grésser werdende Divergenz zur Endform

der heutigen L- und M-Gene.
Damit das Rot-Grin-Gegenfarbensystem entstehen konnte, mussten sich

entweder zwei getrennte neuronale Systeme entwickeln oder vorhandene

Neurone zweiter Ordnung herangezogen werden.
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1.2.2 Lokalisation der Opsingene

Die Opsine der S-, M-, L-Zapfen-Photopigmente und das Opsin der Stabchen-
Photopigmente sind durch vier verschiedene Gene kodiert. Diese werden
OPN1SW (opsin 1, short-wave-sensitive), OPN1MW (opsin 1, middle-wave-
sensitive), OPN1LW (opsin 1, long-wave-sensitive) und RHO (Rhodopsin)
genannt. Psychophysiker nennen sie meist S-(short-), M-(middle-) und L-(long-
wave) Zapfen-Pigmentgene und Stdbchen-Pigmentgene, manchmal werden sie

auch B (blue)-, G (green)- und R (red)-Gene genannt.

Die Gene, die S-Zapfen-Pigmente und Stabchen-Pigmente kodieren, liegen
jeweils als Einzelkopie vor. Das Gen fir die S-Zapfen-Pigmente liegt auf dem
langen Arm (g-Arm) von Chromosom 7 zwischen 7g31.3 und 7g32 (Nathans et
al. 1986a, Fitzgibbon et al. 1994), das Gen fir das Stabchen-Photopigment
findet sich auf dem g-Arm von Chromosom 3 zwischen 3921 und 3924
(Nathans et al. 1986a).

Im Gegensatz dazu liegen die Gene flir die M- und L-Zapfen-Photopigmente
auf dem g-Arm des X-Chromosoms im Chromosomenabschnitt Xq28 (Nathans
et al. 1986a) in repeat-Form in einer sogenannten head-to-tail-Tandem-
Anordnung vor (Vollrath et al. 1988, Feil et al. 1990). Jede
Wiederholungseinheit besteht aus einer ca. 15 kb langen Opsingen-Sequenz
und ca. 25 kb intergenischen Sequenzen. In der Regel liegt das L-Pigmentgen
nur in einer einzigen Kopie am 5-Ende des Clusters vor, wahrend die M-
Pigmentgene meist in mehreren Kopien - ein bis finf Kopien bei kaukasischen
Méannern (Macke & Nathans 1997) - vorliegen und dem L-Pigmentgen folgen.
Ausserdem liegt distal des 3"-Endes des Opsingen-Clusters ein Gen, welches
TEX28 genannt wird. Die letzten finf Exons dieses Gens sind in den
intergenischen Sequenzen enthalten (vgl. Abbildung 5).

TEX28 wird in entgegengesetzter Richtung der Opsingene transkribiert (Hanna
et al. 1997) und nicht in Photorezeptoren transkribiert. Seine Anwesenheit spielt
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eine Rolle bei der molekulargenetischen Bestimmung des letzten Gens im

Opsingen-Cluster.

L.
o L0 — - — - | Tz

Abb. 5: Aufbau eines typischen Opsingen-Clusters auf dem X-Chromosom. Die Pfeilspitzen
geben die Transkriptionsrichtung der Gene an. (LCR=Locus Control Region; RCP=Red Cone
Pigment Gen;, GCP=Green Cone Pigment Gen; TEX28=vollstdndiges TEX28 Gen;
t28=unvollstdndiges =~ Fragment von  TEX28; U=eine  Wiederholungseinheit des
tandemtemperierten Clusters) (nach Wolf 2002).

1.2.3 Aufbau des Opsingen-Clusters

Die Basensequenzen der Opsingene werden unterteilt in Introns und Exons.
Die Exons sind meist kodierende Abschnitte, wahrend die Introns
nichtkodierende Abschnitte darstellen. Letztere enthalten aber vermutlich
Sequenzen, die die Genexpression regulieren. Promoter regulieren die
Transkription der DNA in RNA, sie liegen 5° des Transkriptionsstarts.
Ausserdem interagieren sie mit der LCR (Locus Control Region), die im
Opsingen-Cluster 3,1 bis 3,7 kb stromaufwéarts vom Transkriptionsstart liegt.
Dadurch wird die Transkriptionsrate und die Menge der Opsingen-Expression

reguliert.

Die M- und L-Pigmentgene bestehen jeweils aus 6 Exons, die von 5 Introns
unterbrochen werden. Sie weisen aufgrund ihres gemeinsamen Ursprungs (vgl.
1.2.1) eine hohe Homologie zueinander auf, wobei die Homologie der Introns
zueinander hdher ist als die der Exons. Die Exons weisen eine Homologie von
96% auf. Exons 1 und 6 sind identisch in ihrer Basensequenz, wahrend Exons
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2-5 sich hinsichtlich der von ihnen kodierten Aminosauren nur an 15 Stellen
unterscheiden. Davon beeinflussen sieben Stellen die spektrale Empfindlichkeit
der Opsinproteine (vgl. 1.2.4.1).

Introns 2-5 sind in L- und M-Genen gleich lang. Im Gegensatz dazu enthalt das
Intron 1 des L-Gens bei mehr als 99% der Kaukasier und ca. 98% der Japaner
eine Insertion von 1612 bp, sie besteht hauptsachlich aus Alu-Elementen und
fihrt zu einem L&ngenunterschied zwischen dem L-Gen und dem M-Gen
(Nathans et al. 1986a, Meagher et al. 1996). Die Insertion fehlt
interessanterweise bei 45% der Afrikaner, 35% der Afro-Amerikaner und ca.
2% der Japaner (Jorgensen et al. 1990, Meagher et al. 1996). Vermutlich hat
sich hier das Intron 1 des L-Gens aufgrund einer Genkonversion dem Intron 1

des M-Gens angeglichen.

Das gesamte M-Gen ist aus 13300 bp, das gesamte L-Gen aus 15200 bp
zusammengesetzt. Der kodierende Bereich beider Gene schliesst 1092 bp ein.

Das Protein besteht jeweils aus 364 Aminosauren.

Die Promoter der L- und M-Gene unterscheiden sich in bestimmten
Sequenzen. Vor Exon 1 des L-Gens findet man vom M-Gen abweichende
5°-Sequenzen. Ausserdem liegt vor dem L-Opsingen die LCR. Diese
Unterschiede sind fir die molekulargenetische Unterscheidung von L- und M-

Genen relevant.

1.2.3.1 Genanzahl im Cluster

Die Anzahl der Opsingene im Cluster ist individuell verschieden.
Typischerweise findet man Cluster mit einem Rot-Opsingen gefolgt von ein
oder mehreren Grin-Opsingenen (Vollrath et al. 1988). Die Anzahl der Grln-

Opsingene innerhalb der normalen Population wird kontrovers diskutiert, dies
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liegt an den unterschiedlichen Nachweismethoden, die abweichende
Ergebnisse liefern. Die Variabilitat in der Anzahl der Rot-/Griin-Opsingene wird
durch ungleiche (inequale) homologe Rekombination zwischen den

Opsingenen verursacht (Nathans et al. 1986b).

Die wichtigsten indirekten Methoden zur Bestimmung der Genanzahl im
Opsingen-Cluster sind Southern-Blot-Nachweis von RFLPs und deren
Quantifizierung nach Auftrennung mittels Gelelektrophorese (Nathans et al.
1986a, Drummond-Borg et al. 1989, Wolf et al. 1999), Quantifizierung von
endmarkierten Restriktionsfragmenten aus PCR-Produkten (Neitz & Neitz 1995,
Neitz et al. 1995, Wolf et al. 1999), SSCP-Analyse von PCR-Fragmenten aus
M- und L-Gen Promoter-Sequenzen (Yamaguchi et al. 1997).

Direkte Methoden sind Pulsfeld-Gelelektrophorese von Not1-R Fragmenten
(Macke & Nathans 1997, Wolf et al. 1999) und Fiber-FISH (Wolf et al. 1999).
Die Ergebnisse der direkten Methoden stimmen exakt miteinander Gberein, sind
aber in ihrer Durchfihrung sehr aufwendig. Aus ihnen geht hervor, dass
durchschnittlich drei Gene im Cluster vorhanden sind.

Teilweise wurden mehrere L-Gene nachgewiesen (Neitz & Neitz 1995). Dies
liegt wahrscheinlich an der Nachweismethodik, bei der strukturell M1L2-

Hybridgene (zur Nomenklatur vgl. 1.2.4.4) mit einberechnet wurden.

1.2.3.2 Reihenfolge der Gene im Cluster

Aufgrund ihrer Ahnlichkeit ist es schwierig, eine direkte Nachweismethode fiir
die Reihenfolge der Opsingene im Cluster zu finden. Bisher gilt es als
gesichert, dass am proximalsten Ende eines Clusters ein L-Gen (oder auch ein
LM-Hybridgen) positioniert ist, distal davon liegen ein oder mehrere M-
und/oder ML-Hybridgene (Vollrath et al. 1988).
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Es gibt zwei Erklarungen fir die Lage des L-Gens am proximalsten Ende des
Clusters: zum einen differieren die 5’-Anschlusssequenzen vor Exon 1 des L-
Gens von denen der M-Gene (Nathans et al. 1986a). Dies bedeutet, dass die
Lage des L-Gens mitten im Cluster dessen Tandem-Anordnung unterbrechen
wirde, ein Crossing over ware erschwert. Zum anderen zeigen
Untersuchungen bei bestimmten Formen von Farbfehlsichtigkeit, dass das
3-Ende des L-Gens dupliziert oder deletiert ist, wahrend das 5 -Ende immer
unverandert vorliegt (Nathans et al. 1986b). Das L-Gen lag hier folglich immer
an erster Stelle vor, ein Crossing over Ereignis fand also nie proximal von

Exon 1 des L-Gens statt.

Die Reihenfolge der Gene im Cluster interessiert insbesondere, wenn es um
die Genexpression geht, denn bisher geht man davon aus, dass nur die ersten
beiden Gene in relevanten Mengen exprimiert werden und fiir das Farbensehen
verantwortlich sind (Nathans et al 1989, Winderickx et al 1992a) (vgl. 1.2.6).

Bei einer Gesamtanzahl von drei Genen in einem Cluster ist es méglich, deren

Reihenfolge zu bestimmen (vgl. 3.3.1). Leider ist es bisher nicht mdglich, die

Reihenfolge der Gene in grésseren Clustern zu bestimmen.

1.2.4 Struktur der L- und M-Gene und der Pigmentmolekiile

1.2.4.1 Unterschiede auf Proteinebene

Die L- und M-Pigmentmoleklle unterscheiden sich nur in 15 ihrer insgesamt

364 Aminosauren voneinander (vgl. Tabelle 2). Diese werden von Exons 2-5

kodiert und liegen an Aminoséaure-Positionen 65, 111 und 116 (von Exon 2
kodiert), 153 und 180 (von Exon 3 kodiert), 230, 233 und 236 (von Exon 4
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kodiert) und 274, 275, 277, 279, 285, 298 und 309 (von Exon 5 kodiert). Exons
1 und 6 sind in den M- und L-Opsingenen identisch (Nathans et al. 1986a).
Neun der Substitutionen beinhalten den Austausch einer unpolaren mit einer
Hydroxylgruppe-tragenden (polaren) Aminosaure, wobei die Aminosaure an
Position 116 in der ersten extrazellularen Schleife des Molekils liegt und
wahrscheinlich nur indirekt mit dem Chromophor interagiert.

Theoretisch bewirkt ein Austausch einer unpolaren mit einer polaren
Aminoséure eine Anderung des Absorptionsverhaltens des 11-cis-Retinal
(spectral tuning), wenn die Aminosaure in den transmembrandsen Helices liegt.
Die Aminosaure verandert hierbei die dreidimensionale Struktur oder die
Ladung der Umgebung (Nathans et al. 1992, Kropf & Hubbard 1958, Mathies &
Stryer 1976, Hays et al. 1980).

Sieben Substitutionen, bei denen eine ungeladene mit einer Hydroxylgruppen-
haltigen ~ Aminosdure  ausgetauscht wird, liegen innerhalb  der
transmembrandsen Helices und sind fir den Unterschied von 32 nm in den
Absorptionsmaxima von L- und M-Pigment verantwortlich (Merbs & Nathans
1992, Asenjo et al. 1994, Sharpe et al. 1998). Diese sind die Aminosduren an
den Stellen 65, 180, 230, 233, 277, 285 und 309. Sie verschieben jeweils fir
sich alleine genommen das Absorptionsmaximum der Opsinpigmente um
bestimmte Werte (spectral shift, vgl. Tabelle 2) (Merbs & Nathans 1992, Merbs
& Nathans 1993). Die Aminosauresubstitutionen in Exon 5 alleine bewirken
schon eine Differenz der Absorptionsmaxima (AAmax) der beiden
Opsinpigmente von 22 nm, so dass die DNA-Sequenz im Exon 5 des
Opsingens im wesentlichen Uber die funktionellen Eigenschaften des

resultierenden Proteins entscheidet.
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1.2.4.2 Polymorphismen

Von den neun Aminosaure-Positionen, die das Absorptionsspektrum andern
kénnen, sind vier polymorph, und zwar die Positionen 65, 180, 230 und 233.
Position 180 ist in L- und M-Genen polymorph, Position 65 nur im M-Gen und
Positionen 230 und 233 nur im L-Gen (Winderickx et al. 1993).

Bedeutend ist der S180A-Polymorphismus, der das Absorptionsmaximum des
Opsins um etwa 4 nm verschieben kann. In L-Genen liegt bei Kaukasiern das
Verhaltnis von Serin zu Alanin bei 56,3% zu 43,7%, in M-Genen bei 6% zu 94%
(Winderickx et al. 1992, Winderickx et al. 1993, Neitz & Neitz 1998, Sharpe et
al. 1998), wobei eine grosse Variabilitat dieses Verhaltnisses bei verschiedenen

Bevdlkerungsgruppen vorliegt.

1.2.4.3 Hybridgene

Hybridgene bzw. Chimere entstehen durch intragenische Rekombination
wahrend der Meiose (vgl. Abbildung 6, 1.2.6). Die grosse Wahrscheinlichkeit
eines ungleichen Rekombinationsereignisses ist durch den hohen Grad an
Homologie der L- und M-Gene und ihrer engen rdumlichen Lage im Cluster
bedingt (Nathans et al. 1986a, Drummond-Borg et al. 1989). Da die Introns ca.
10 Mal langer sind als die Exons und die Sequenzen der Introns in den M- und
L-Opsingenen sich mehr &hneln als die Sequenzen der Exons, ereignet sich ein
Crossing over viel eher innerhalb der Introns als innerhalb der Exons (Nathans
et al. 1986a, Shyue et al. 1995). Die Hybridgene bestehen also aus einigen
aufeinanderfolgenden Exons aus einem Ende des L-Gens, die mit den (brigen
Exons aus dem anderen Ende des M-Gens verknlpft sind (oder umgekehrt).

Man bezeichnet solche Hybridgene, die mit L-Gen-Sequenzen anfangen und
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mit M-Gen-Sequenzen aufhéren als 5'L-3’'M Hybridgene (LM-Hybridgene) und
solche, die mit M-Gen-Sequenzen anfangen und mit L-Gen-Sequenzen
aufhéren als 5°M-3°L Hybridgene (ML-Hybridgene).

1.2.4.4 Nomenklatur

Die Nomenklatur zur Beschreibung von Hybridgenen richtet sich nach der
Herkunft der Exons. Exons 1 und 6 kann man weder dem L- noch dem M-Gen
zuordnen, da sie bei beiden identisch sind. Im Exon 3 gibt es sechs
Polymorphismen, sie kommen in beiden Genen vor. Daher kann man Exon 3
nicht eindeutig dem L- oder M-Gen zuordnen. Einen Einfluss auf das
Absorptionsverhalten hat wahrscheinlich nur der S180A-Polymorphismus
(Winderickx et al. 1993). Da der Austausch von Alanin gegen Serin eine
Verschiebung des Absorptionsmaximums zum langerwelligen Bereich hin
verursacht, bezieht man sich in der Nomenklatur auf diese Stelle. Liegt z.B. ein
Hybridgen vor, dessen Exons 1 und 2 aus einem L-Gen, Exons 4 und 5 aus
einem M-Gen stammen und Exon 3 an Position 180 Alanin kodiert, bezeichnet
man es als L2M3(ala180), ein L-Gen, das Alanin an Position 180 kodiert, wird
L(ala180) benannt, und ein M-Gen mit Kodierung von Serin an Position 180
M(ser180).
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1.2.5 Aminosauresubstitutionen, Absorptionsmaxima und optische
Dichte

Es gibt mehrere in vivo und in vitro Techniken, mit denen die
Absorptionsmaxima der verschiedenen Photopigmente bestimmt wurden.
Demnach liegt bei den L-Zapfen-Photopigmenten das Absorptionsmaximum bei
ca. 558 nm, bei den M-Zapfen-Photopigmenten bei ca. 530 nm und bei den S-
Zapfen-Photopigmenten bei ca. 420 nm (Dartnall et al. 1983, Oprian et al.
1991, Neitz et al. 1991, Merbs & Nathans 1992, Asenjo et al. 1994, Sharpe et
al. 1998). Die Photopigmente, die von Hybridgenen kodiert werden, haben
verschiedene Absorptionsmaxima, die alle etwa im Wellenlangenbereich
zwischen dem der L- und M-Zapfen-Photopigmente liegen. Tabelle 1 im
Anhang zeigt die verschiedenen Hybridgene und die von verschiedenen
Arbeitsgruppen ermittelten Absorptionsmaxima.

Hauptsachlich die Aminosaure-Positionen 277 und 285, die von Exon 5 kodiert
werden, sind fur die spektralen Eigenschaften des Opsins verantwortlich. Daher
reicht die Kenntnis dieser Positionen aus, um eine grobe Einteilung in L- oder

M-spezifische Opsingene vorzunehmen.

Die spektralen Verschiebungen, die von einzelnen Aminosauren bewirkt
werden, liefert die nachfolgende Tabelle 2 (nach Merbs & Nathans 1993).
Dabei ist festzustellen, dass diejenigen Aminosauren, die typischerweise von L-
Genen kodiert werden, das Absorptionsmaximum des Zapfenpigments in den
langerwelligen Bereich verschieben. Diejenigen Aminosauren, die von M-

Genen kodiert werden, verschieben es in den kirzerwelligen Bereich.

Aminosauresubstitutionen bewirken jedoch nicht nur Veradnderungen des
Absorptionsmaximums. Sie kénnten z. B. auch Einfluss auf die optische Dichte
des Photopigments nehmen. Es gibt in vitro Studien, die darauf hinweisen,
dass manche Hybridpigmente instabil sind oder eine geringere optische Dichte
besitzen (Merbs & Nathans 1992, Asenjo et al. 1994). Einige in vivo Studien
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(Miller 1972, Smith & Pokorny 1973, Knau & Sharpe 1998, Berendschot et al.
1996) zeigen, dass sich die L- und M-Zapfen-Pigmente in Deuteranopen und
Protanopen in ihrer optischen Dichte unterscheiden.

Neuerdings wird darlber spekuliert, ob Aminosaure-Position 65, welche von
Exon 2 kodiert wird, Einfluss auf die Stabilitdt des Pigmentes und damit auch
auf seine optische Dichte hat (Neitz et al. 1999). Unterschiede in der optischen

Dichte kdnnen ein unterschiedliches Absorptionsverhalten bewirken (vgl. 1.3.6).

Es ist eher unwahrscheinlich, dass andere Faktoren, wie die zusatzlichen

Sequenzen in Intron 1 der L-Gene, die optische Dichte oder die
Expressionsrate verandern.
An;mo_s_a ure- L-Gen M-Gen Spectral shift
osition
65 Threonin Isoleucin 1 nm
Exon 2 111 Isoleucin Valin -
116 Serin Tyrosin -
153 Leucin Methionin -
Exon 3 180 Serin Alanin 4 nm
230 Isoleucin Threonin 1 nm
Exon 4 233 Alanin Serin 1 nm
236 Methionin Valin -
274 Isoleucin Valin -
275 Phenylalanin Leucin -
277 Tyrosin Phenylalanin 7 nm
Exon 5 279 Valin Phenylalanin -
285 Threonin Alanin 14 nm
298 Alanin Prolin -
309 Tyrosin Phenylalanin 1nm

Tab. 2: Spektraler Shift im Absorptionsmaximum zwischen dem L- und M-Gen aufgrund von
Aminosduresubstitutionen. Dargestellt sind die 15 Aminoséure-Positionen, in denen sich die L-
und M-Gene unterscheiden (nach Merbs & Nathans 1993)
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1.2.6 Genexpression

Da auch bei Personen mit normaler Farbwahrnehmung Hybridgene mit einer
Haufigkeit von ca. 4-8% (kaukasische Manner) zu finden sind (Drummond-Borg
et al. 1989, Deeb et al. 1992), geht man davon aus, dass nicht alle Gene im
Cluster in gentgender Anzahl exprimiert werden. Wieviele und welche Gene
des Clusters exprimiert werden, ist wichtig fir das Verstindnis der
Beziehungen zwischen Genotyp und Phanotyp. Jedoch ist die Expression der
Opsingene nach wie vor Gegenstand kontroverser wissenschaftlicher

Diskussionen.

Eine Modellvorstellung beruhend auf Nathans et al. (1989) und Winderickx et
al. (1992a) (vgl. Abbildung 6) tragt zum Verstandnis dieser Frage bei. Hiernach
stellt die Locus Control Region (LCR) ein wesentliches Kontrollelement bei der
Expression der einzelnen Gene dar. Wie Falle von Blauzapfen-Monochromasie
belegen, koénnen bei einer Deletion dieses evolutiv konservierten
Sequenzabschnitts weder das Rot- noch das Griin-Opsingen exprimiert werden
(Nathans et al. 1989). Die LCR liegt zwischen 3,1 und 3,7 kb stromauf vor dem
Transkriptionsstart des ersten Opsingens (Nathans et al. 1989, Wang et al.
1992, Nathans et al. 1993). Sie interagiert mittels Protein-Protein Interaktionen
mit Promotern der nachfolgenden L- und M-Gene Uber die Bildung einer
Schleife (Knight et al. 1991, Mastrangelo et al. 1991). Nur wenn die LCR einen
stabilen Komplex mit einem Promoter eingeht, wird dieses Gen in einem
Zapfen  exprimiert. Alle  bekannten Daten deuten auf einen
Transkriptionsgradienten hin, der abhangig vom Abstand des Promoters zur
LCR ist. Die Gene, die ndher an der LCR liegen, werden 6fter exprimiert als die
weiter distal gelegenen (Winderickx et al. 1992). Untersuchungen deuten
darauf hin, dass im allgemeinen nur die beiden proximalsten Gene eines
Clusters in signifikant hoher Menge exprimiert werden, wobei das erste Gen

haufiger als das zweite exprimiert wird. Zusammenfassend wirde dies
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bedeuten, dass im wesentlichen die ersten beiden Gene des Clusters flr das
Farbensehen verantwortlich sind.
Werden bei fehlender LCR keine L- und M-Gene exprimiert, dann ist diejenige

Person ein S-Zapfen-Monochromat (Blauzapfen-Monochromat).

Abb. 6: Modellvorstellung der Interaktion
zwischen LCR und Promotoren der
nachfolgenden Gene unter Ausbildung eines
Transkriptionsgradienten.

(nach Sharpe et al. 1999b)

1.3 Farbsinnstérungen

1.3.1 Allgemeines

Selbst bei Individuen ohne Farbsinnstérungen variiert die Farbwahrnehmung.
Dies liegt zum einen daran, dass unterschiedliche optische Dichten der Zapfen-
Farbpigmente, der Linse und des Xanthophylls der Macula vorkommen und
zum anderen daran, dass es Polymorphismen in den normalen L- und M-
Genen gibt. Der wichtigste Polymorphismus ist der an Aminosaure-Position
180, der von Exon 3 kodiert wird und einen Austausch von Serin und Alanin
beinhaltet. Je nachdem, ob die Substitution in einem L- oder M-Gen stattfindet,

wird das Absorptionsmaximum um 3-7 nm verschoben (vgl. 1.2.5).
Die meisten Farbsinnstérungen sind vererbt und durch Verdnderungen im

Opsingen-Cluster verursacht (vgl. Abbildung 7). Intergenische nichthomologe

Rekombination verursacht Genverluste, intragenische
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Rekombinationsereignisse zwischen M- und L-Genen oder Punktmutationen
fihren zu Genveranderungen, und nonsense und missence Mutationen oder

Deletionen bewirken einen Funktionsverlust des Gens.

A,y —
B single gene deuteranop
—
noarmal
C single gene prolanop
illly— :
e ”
deuteranop
oder deuterancmal
protanop

ader pratanomal

D
- T
I

deuteranop
poer deuteranarnal

Abb. 7: Beispiele fiir verschiedene ungleiche Crossing over im Opsingen-Cluster.

A normale Opsingen-Cluster. B intergenisches Crossing over mit Verlust bzw. Gewinn von
distalen Genen. C intragenisches Crossing over unter Bildung von Hybridgenen und Verlust
bzw. Gewinn von distalen Genen. D Bildung von Hybridgenen durch intragenisches Crossing
over unter Erhaltung eines distalen Gens. Die erwarteten Phadnotypen sind jeweils angegeben
(nach Sharpe et al. 1999b).

Vererbte Stérungen betreffen nicht immer die Opsingene, sondern manchmal
auch Gene, die fur die Struktur oder Funktion der Zapfen zustandig sind.

Phanotypisch wird zwischen anomaler Trichromasie, Dichromasie und

Monochromasie unterschieden. Bei der anomalen Trichromasie ist das

Absorptionsmaximum eines der drei Farbpigmente so verandert, dass
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trichromatische Farbwahrnehmung nur noch eingeschrankt méglich ist. Bei der
Dichromasie fehlt eines der drei Farbpigmente, so dass Farbwahrnehmung
nur in zwei Dimensionen mdglich ist, und bei der Monochromasie fehlen zwei
Zapfen-Pigmente, so dass Farbwahrnehmung nur noch in einer Dimension
moglich ist. Achromatopsie oder Stabchen-Monochromasie nennt man
Stérungen, bei denen keine Zapfenpigmente mehr vorhanden sind.

Bei heterozygoten Frauen kénnte sogar tetrachromatisches Sehen mdglich
sein, da die X-Chromosom-Inaktivierung zufallig geschieht (Lyon 1961, 1972).

Farbsinnstérungen, bei denen nur eines der drei Zapfen-Pigmente betroffen ist,
werden mit dem Prafix Protan- (L-Pigment), Deutan- (M-Pigment), und Tritan-
(S-Pigment) benannt. Fehlt das Pigment génzlich, wird das Suffix -anopie
verwendet (Protanopie, Deuteranopie, Tritanopie), ist nur die Funktion des
Pigments verdndert, wird das Suffix -anomal verwendet (Protanomalie,

Deuteranomalie, Tritanomalie).

Wenn zwei Pigmente fehlen, wird dies Zapfen-Monochromasie genannt. Es
wird hier unterschieden zwischen Blau- oder S-Zapfen Monochromaten, die
weder L- noch M-Pigmente haben, Grin- oder M-Zapfen-Monochromaten,
denen das S- und L-Pigment fehlt, und Rot- bzw. L-Zapfen-Monochromaten,

die weder S- noch M-Pigmente besitzen.

In dieser Arbeit wird nicht eingegangen auf die Zapfen-Monochromasie, die
Stdbchen-Monochromasie und die Tritanopie. Diese Stérungen kommen nur
vereinzelt vor, wobei genauere Zahlen zur Inzidenz nicht vorhanden sind, und

kénnen mit dem Anomaloskop allein nicht erfasst werden.

Die einzige gesicherte Zapfen-Monochromasie ist die Blau-Zapfen-
Monochromasie (ca. 1:100000 bei Mannern). Sie wird X-chromosomal rezessiv
vererbt. Hier sollen ausser den Stédbchen nur die S-Zapfen funktionsfahig sein
(Zrenner & Gouras 1981, Hess et al. 1989a, 1989b). Nur bei Dammerung

28



haben die Betroffenen eine eingeschrankte dichromatische
Farbdiskriminierung. (Hess et al 1989a, Reitner et al 1991), unter photopischen
Bedingungen wird Farbenblindheit angenommen.

Stabchen-Monochromasie wird autosomal rezessiv vererbt. Hier sind keine
funktionsfahigen Zapfen vorhanden. Betroffene sind daher nicht in der Lage,
Farben zu diskriminieren (Ubersicht hierzu bei Waardenburg 1963, Sharpe &
Nordby 1990).

Bei der Tritanopie sind die S-Zapfen betroffen. Diese Stérung wird autosomal
dominant mit inkompletter Penetranz vererbt. Bei den meisten Betroffenen
scheint dennoch eine, wenn auch reduzierte, S-Zapfen-Funktion vorhanden zu
sein (Pokorny et al. 1981). Manchmal werden Tritanopien in Kombination mit
Deutan-Defekten beobachtet (van de Merendonk & Went 1980, van Norren &
Went 1981). Tritanomalien scheinen nicht zu existieren (Sharpe et al. 1999b).

1.3.2 Erworbene Farbsinnstérungen

Unter den selteneren erworbenen Farbsinnstérungen seien hier einige
Beispiele erwahnt. Die zerebrale Achromatopsie, eine Form von totaler
Farbenblindheit, ist bedingt durch Schadigung der Hirnrinde nach z.B.
zerebralen Insulten oder zerebralen Traumen. Stérungen der optischen
Medien, insbesondere der Linse bei Cataract, kdénnen ebenso zu
Farbenfehlsichtigkeiten  fihren  wie  Stérungen der Retina (z.B.
Makuladystrophien), des Sehnerven (z.B. Glaukom, Atrophie, Neuritis oder
Kompression des Optikus) oder vaskulare und hamatologische Erkrankungen.
Auch kénnen Intoxikationen (z.B. Blei, Alkohol, Tabak) oder Medikamenten-
Nebenwirkungen (z.B. Digitalis, Malariamittel) zu Farbsinnstérungen fahren.
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1.3.3 Rot-Grin-Farbsinnstérungen

Diese Farbsinnstérungen kommen am héaufigsten vor. Sie betreffen 7,4% der
Méanner europaischen Ursprungs (Zusammenfassung mehrere Studien in
Sharpe et al. 1999b), wobei die Haufigkeiten sich zwischen den verschiedenen
Bevdlkerungsgruppen unterscheiden (Garth 1933, Cruz-Coke 1964, Inuma &
Handa 1976, Fletcher & Voke 1985). Am haufigsten sind Européer und
Bramahnen in Indien betroffen. Am seltensten werden diese Farbsinnstérungen
bei den Aborigines, in Brasilien, den siUdpazifischen Inseln und bei
Ureinwohnern Nord-Amerikas gefunden. Eine mogliche Erklarung fir diese
Unterschiede besteht darin, dass bei nicht-Europdern weniger Opsingene im
Cluster vorhanden sind, so dass intra- und intergenische Rekombination bei
ihnen  weniger wahrscheinlich erscheint. Da der Vererbungsmodus
X-chromosomal rezessiv ist, sind Frauen viel seltener (0,5% europaischen

Ursprungs) betroffen.

1.3.3.1 Ermittlung der Farbsinnstérung mit dem Anomaloskop

Phanotypisch werden Rot-Grin-Farbsinnstérungen am haufigsten Uber
Farbabgleiche, Rayleigh matches (Rayleigh 1881), an einem Anomaloskop
charakterisiert. Dieses besteht aus einem Okular, durch welches der Proband
auf eine kreisférmige Prlfscheibe blickt, die aus zwei Halbkreisen
zusammengesetzt ist. Der untere Halbkreis enthalt monochromatisches gelbes
Licht der Wellenlange von ca. 589 nm, der obere Halbkreis besteht aus einer
Mischung von monochromatischem roten Licht mit einer Wellenlange von ca.
679 nm und monochromatischem griinen Licht mit der Wellenldange von ca.
544 nm. Im unteren gelben Halbkreis kann die Helligkeit variiert werden. Den

oberen Halbkreis muss der Proband durch Mischen von Rot und Grlin
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entsprechend dem gelben Halbkreis einstellen, d.h. er muss einen Abgleich
beider Felder erzielen (matching), sowohl was die Farbe als auch was die
Helligkeit betrifft. Der farbliche Testraum ist so ausgewahlt, dass S-Zapfen und
Stabchen keinen Einfluss auf die Messung haben und somit beim Probanden

nur die L- und M-Zapfen getestet werden.

Auf einer von Rayleigh definierten Skala kann das rot-griin-
Mischungsverhéltniss zwischen 0 und 73 gewahlt werden. Reines Rot liegt bei
73, reines Grin bei 0. Die Intensitat des gelben Lichtes erstreckt sich von 0
(dunkel) bis 35 (hell). Das rot-griin-Verhaltnis und die Gelbintensitat werden in
einem Diagramm eingetragen (vgl. Abbildung 8), wobei der X-Wert dem Wert
der rot-griin-Mischung und der Y-Wert der Gelbintensitat entspricht.
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Abb. 8: Standardisiertes Diagramm zur Erfassung von Rayleigh matches. Die typischerweise
eingestellten matching ranges und midpoints sind fir Normalsichtige und Trdgern von
Farbsinnstdrungen eingezeichnet. Das schwarze Késtchen zeigt den Mittelwert, das Rechteck
die Streuung der matching ranges von Normalsichtigen an (nach Sharpe et al. 1999b).

Die meisten normalsichtigen Trichromaten wahlen ein definiertes Rot-Grin-
Verhaltnis kombiniert mit einer bestimmten Gelbintensitat. Ihr midpoint (s.u.)

liegt an der Kreuzungsstelle der Helligkeitsfunktion der beiden Zapfentypen.
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Variationen ergeben sich vor allem aus dem Serin-Alanin-Polymorphismus an
Stelle 180 oder aus Unterschieden in der optischen Dichte der Pigmente.

Kann eine Versuchsperson in einem Bereich farblich nicht diskriminieren, weist
er einen matching range einer bestimmten Breite auf. Der midpoint (Mittelpunkt
des matching ranges), befindet sich dann meist ausserhalb des
Normbereiches.

Anhand von matching ranges und midpoints kann eine phanotypische

Einteilung der verschiedenen Farbsinnstérungen vorgenommen werden.

1.34 Protanopie und Deuteranopie

In der europaischen mannlichen Population kommen Protanope zu 1,01% und
Deuteranope zu 1,28% vor (Zusammenfassung mehrerer Studien in Sharpe et
al. 1999b). Dagegen ist nur 1 von 4000 Frauen Dichromatin. Phanotypisch
haben Dichromaten ein Farbspektrum, welches subjektiv nur aus blau und gelb
besteht.

Auf dem Anomaloskop kénnen Protanope und Deuteranope jede Mischung von
Rot und Griin mit dem gelben Licht abgleichen, da sie Informationen nur von
einem der relevanten Rezeptortypen erhalten, dem L- oder dem M-Zapfen.
Somit erstreckt sich ihr matching range Uber den gesamten Testbereich. Sie
mussen lediglich die Helligkeit vom Gelb variieren. Aufgrund der typischen
Steigungen der Regressionsgeraden (Helligkeitsfunktionen) der eingestellten
Gelbintensitaten ist es madglich, zwischen protanopen und deuteranopen
Testpersonen zu unterscheiden, wobei die Helligkeitsfunktion der
Deuteranopen dem der Normalsichtigen ahnelt. Dies lasst sich dadurch
erklaren, dass bei Normalsichtigen die L-Zapfen in der Retina bei weitem
Uberwiegen und somit far die Helligkeitsfunktion verantwortlich sind. Da
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Deuteranope nur L-Zapfen besitzen, ist ihre Helligkeitsfunktion sehr ahnlich den
Normalsichtigen.

Protanope verwenden dagegen niederere Gelbintensitaten, je mehr Rotanteil
im Mischlicht vorhanden ist, da sie aufgrund ihres fehlenden L-Zapfens weniger
Lichtquanten im l&dngerwelligen Bereich absorbieren kénnen und somit das

Testbild dann dunkler wahrnehmen.

1.3.4.1  Molekulargenetik

Es gibt drei verschiedene Maoglichkeiten der Entstehung von Dichromasie.
Entweder sie entsteht durch Punktmutationen, durch Deletionen oder durch

ungleiche (inequale) Rekombination.

Bis jetzt kennt man eine Haupt-Punktmutation (Winderickx et al. 1992b), die fur
bestimmte Arten von Farbsinnstérungen verantwortlich gemacht wird. Sie ist
eine missense-Mutation; bei ihr wird an Aminosaure-Position 203, einer Stelle
in der zweiten extrazellularen Schleife des Molekils, die von Exon 4 kodiert
wird, Cystein gegen Arginin ausgetauscht. Durch die Mutation wird eine
Disulfidbindung des Cysteins mit einem anderen Cystein in der ersten
extrazellularen Schleife an Position 126 zerst6ért. Da die zwei Aminosauren in
der Evolution hoch konserviert und wohl fir die dreidimensionale Struktur des
Molekdils verantwortlich sind, vermutet man, dass die Mutation zu einer
Veranderung der dreidimensionalen Struktur des Molekulls fuhrt, welches
dadurch funktionslos wird. Die Mutation wurde in M-Genen eines Individuums
mit extremer Deuteranomalie und eines Individuums mit leichter
Deuteranomalie gefunden (Winderickx et al. 1992b), ausserdem in M-Genen
von Individuen mit Deuteranopie (Bollinger et al. 2001) und kommt auch in den
Zapfen-Pigmentgenen vieler Blauzapfen-Monochromaten vor (Nathans et al.
1989, 1993). Innerhalb der normalsichtigen Bevdlkerung wird die Mutation mit
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einer Frequenz von 0.5% (Nathans et al. 1993), 2% (Winderickx et al. 1992)
und 2,5% (Jagla et al. 2002) gefunden. Sehr wahrscheinlich ist ihre Expression
davon abhéangig, an welcher Stelle das mutierte Gen im Cluster liegt.

Eine weitere Punktmutation, die die Promoterregion von M-Opsingenen betrifft,
wurde gehauft bei deutan-defekten japanischen Méannern gefunden. Diese
A71C-Mutation wurde auch bei normalsichtigen Asiaten festgestellt. Hier betraf
sie jedoch nicht, wie bei den Deutan-Defekten, das an zweiter Stelle gelegene

Opsin, sondern weiter distal gelegene M-Opsingene (Ueyama et al. 2003).

Dichromasie kann auch durch Deletionen in den kodierenden Abschnitten oder
der Promoterregion entstehen. Ein Fall ist bekannt, bei dem eine 1,6 kb-
Deletion, wahrscheinlich zwischen Exon 1 und 4 des L-Gens, zu einer
Protanopie/-anomalie mit einer progressiven Makuladegeneration flhrte
(Reichel et al. 1989).

Die meisten Faélle von Farbsinnstérungen werden durch ungleiche
Rekombination wéahrend der Meiose verursacht. Durch ihre enge raumliche
Positionierung im Cluster und ihre grosse Homologie sind die L- und M-Gene
besonders daflr pradestiniert. Es kommt entweder zu intergenischer oder

intragenischer Rekombination (vgl. Abbildung 7).

Durch ungleiche intergenische Rekombination kann es zu einem Cluster mit
einem singularen L-Gen kommen. Die Vererbung solch eines X-Chromosoms
von der Mutter fahrt bei Mannern zu Single-Gen-Deuteranopie (Nathans et el.
1986a, Nathans et al. 1986b, Vollrath et al. 1988, Drummond-Borg et al. 1989).
Weniger als die Halfte der Deuteranopen haben diesen Genotyp (Sharpe et al.
1998).

Ungleiche intragenische Rekombination verursacht Hybridgene. Es konnen
mehrere Genotypen daraus resultieren. Das Cluster kann zu einem Single-
Gen-Cluster reduziert werden, mit einem LM-Hybridgen anstelle eines

singuldaren Rot-Opsingens. Dies fuhrt gewdhnlich zu einer Protanopie, der
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Genotyp kommt bei weniger als der Halfte der Protanopen vor (Sharpe et al.
1998). Je nach Art des Hybridgens ist in mehr als der Halfte dieser Falle das
resultierende Pigment in den kirzerwelligen Bereich verschoben, bei den
dbrigen Fallen resultiert ein Pigment, welches das Absorptionsmaximum eines
normalen M-Pigments besitzt (Sharpe et al. 1998).

Intragenische Rekombination kann ausserdem zu einem Cluster mit einem LM-
Hybridgen an erster Stelle und mehreren M-Genen flhren (Deeb et al. 1992,
Sharpe et al. 1998). Dies resultiert in einer Protanopie oder Protanomalie, je
nachdem, wie sehr das Absorptionsmaximum des LM-Pigmentes sich von dem
des M-Pigmentes unterscheidet. Dieser Genotyp ist bei mehr als der Halfte der
Protanopen zu finden (Sharpe et al. 1998). Gewodhnlich entsteht eine
Protanopie nur dann, wenn das Crossing over sich vor Exon 3 ereignet hat,
ansonsten ist damit eher eine Protanomalie assoziiert.

Schliesslich kann durch intragenische Rekombination ein M-Gen durch ein ML-
Hybridgen ersetzt werden (Deeb et al. 1992, Sharpe et al. 1998). Dies fuhrt zu
einer Deuteranomalie oder Deuteranopie, je nachdem, wie gross die Differenz
zwischen dem Absorptionsmaximum des ML-Photopigments und demjenigen
des L-Photopigments ist. Mehr als die Halfte der Deuteranopen weisen diesen
Genotyp auf (Sharpe et al. 1998). Deuteranopie entsteht meistens nur dann,
wenn das Crossing over sich vor Exon 2 ereignet hat, andernfalls sind solche
ML-Hybridgene eher mit einer Deuteranomalie assoziiert.

Es sind interessanterweise Falle bekannt, deren Opsingen-Cluster keine

Auffalligkeiten in ihren Exonsequenzen aufwiesen, obwohl sie deuteranop
waren (Jagla et al. 2002).
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1.3.5 Protanomalie und Deuteranomalie

Diese Formen der Farbsinnstérungen kommen haufiger vor, 4,61% der
Kaukasier sind deuteranomal, 1,07% protanomal (Zusammenfassung mehrerer
Studien in Sharpe et al 1999b). Die Phanotypen variieren erheblich, weshalb
man sie in extreme und einfache Anomale unterteilt. Hierbei kbnnen extreme
Anomale beinahe genauso schlecht Farben diskriminieren wie Dichromaten,

und manche einfache Anomale besitzen ein fast normales Farbsehvermégen.

Am Anomaloskop kdnnen anomale Trichromaten in Teilen des Testbereiches
farblich nicht zwischen den beiden Halbfeldern diskriminieren. Sie haben einen
matching range einer bestimmten Breite. Extrem anomale Trichromaten haben
gewodhnlich einen breiten matching range, fast so wie der von Dichromaten,
wahrend einfach anomale Trichromaten meist einen schmalen matching range
aufweisen. Per Definitionem haben extrem Anomale matching ranges, die
sowohl den matching range von Normalsichtigen als auch den von Prot- oder

Deuteranomalen einschliesst (Pokorny et al. 1979).

Die Einteilung in Prot- und Deuteranomalie erfolgt anhand der
Helligkeitsfunktionen der matching ranges. Hierbei findet sich eine Steigung der
Regressionsgeraden analog den Prot- bzw. Deuteranopen. Weiterhin ist der
matching ranges bei einfach Protanomalen in den langerwelligen Bereich
verschoben, wéahrend dieser bei einfach Deuteranomalen in den kirzerwelligen
Bereich verschoben ist, so dass auch anhand dieser Tatsache eine Einteilung

erfolgen kann.
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1.3.5.1  Molekulargenetik

Deuteranomalie und Protanomalie entstehen typischerweise durch ungleiche
intragenische Rekombination, wobei entweder ein L-Gen durch ein LM-
Hybridgen oder ein M-Gen durch ein ML-Hybridgen ersetzt wird. Hierbei kommt
es auf die Position des ersetzten Gens im Opsingen-Cluster an, die bestimmt,
ob dieses Gen exprimiert wird oder nicht. Es gibt viele Hinweise darauf, dass
ein ML-Hybridgen nur dann exprimiert wird, wenn es an zweiter Stelle liegt.
Dies wirde auch das Vorkommen von ML-Hybridgenen bei Normalsichtigen

erklaren.

Wird in einem Cluster ein L-Gen durch ein LM-Gen ersetzt, so entsteht daraus
eine Protanomalie oder eine Protanopie. Wenn ein M-Gen an zweiter Stelle
durch ein ML-Gen ersetzt wird, entsteht analog entweder eine Deuteranomalie
oder Deuteranopie.

Wie stark ein anomaler Trichromat betroffen ist, hangt u.a. mit den
Eigenschaften seines Hybridpigmentes zusammen. LM-Hybridgene kodieren
fir M-ahnliche Pigmente, ML-Hybridgene fiir L-&hnliche Pigmente. Innerhalb
dieser Pigmente gibt es viele Variationen mit verschiedenen
Absorptionsmaxima. Je  grésser die  Differenz  zwischen dem
Absorptionsmaximum des exprimierten Hybrid- und demjenigen des
exprimierten normalen Pigmentes eines anomalen Trichromaten, desto weniger
schwer ist sehr wahrscheinlich die Farbsinnstérung. Es spielen aber auch

andere Faktoren eine Rolle, etwa die optische Dichte des Hybridpigmentes.
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1.3.6 Einfluss der optischen Dichte auf die Phanotypisierung

Die optische Dichte der Pigmente kann in der Retina von Zapfen zu Zapfen
variieren. Durch diese Tatsache kdnnen die Zapfen trotz identischer
Absorptionsmaxima ihrer Pigmente unterschiedliche Informationen an die
postrezeptoralen Nervenzellen weiterleiten, da sie vom selben Reiz
unterschiedlich stark erregt werden. Durch sehr geringe optische Dichte in L-
und M-Zapfen kénnen aufgrund viel geringerer Absorption von Lichtquanten
Signale der Neurone stark abgeschwéacht werden. Hbéhere optische Dichte
vergréssert die Absorption von Lichtquanten. Dadurch fiihren Anderungen in
der optischen Dichte der Photopigmente zu einer Veranderung der typischen
Form der relativen Empindlichkeitskurven der Rezeptoren. Hohe optische
Dichte der Opsinmolekiile eines Zapfens flihrt zu einer Verbreiterung, geringe
zu einer Verschmalerung dieser Kurve. Bei langeren Wellenlangen kann diese
Tatsache zu einer besseren Farbdiskriminierung beitragen, was durch folgende
Beispiele verdeutlicht wird: eine niedrigere optische Dichte des M-Pigments z.B.
verschmélert die Kurve so, dass die spektrale Entfernung zwischen dem M-und
L-Pigment im langeren Wellenlangenbereich vergrossert wird. HOhere optische
Dichte des M-Pigments dagegen verbreitert die Kurve, so dass die Entfernung
zum L-Pigment bei langeren Wellenldngen kleiner wird. Umgekehrt flhrt (bei
langeren Wellenldngen) eine Verringerung der optischen Dichte des L-
Pigments zu einer geringeren spektralen Entfernung zum M-Pigment, und eine
héhere optische Dichte fahrt zu einer Vergrésserung in der spekiralen
Entfernung (He & Shevell 1995).
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14 Ziel dieser Arbeit

Rot-Griin-Farbsinnstérungen belaufen sich auf immerhin 7,4% der mannlichen
europdischen Bevélkerung. Der genaue Einfluss genetischer Komponenten auf
die verschiedenen Auspragungsgrade dieser Stérung ist noch unklar. Daher
kann die Klarung der genauen Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp
dieses Merkmals zur Bestimmung der Genexpression im betroffenen Gen-
Cluster und zur prazisen genetischen Diagnose dieser Farbsinnstérungen

beitragen.

In vielen Féllen sind Hybridgene fir Rot-Grin-Farbsinnstérungen
verantwortlich: sie kodieren fir Opsine der Zapfen-Pigmente, deren
Absorptionsmaxima zwischen denen der normalen L- und M-Pigmente liegen.
Es wird vermutet, dass die Schwere der Farbsinnstérung vom Abstand der
Absorptionsmaxima der exprimierten Pigmente abhangt. Mit geringerem
Abstand zwischen den Absorptionsmaxima verringert sich auch der
Unterschied zwischen den entsprechenden Zapfensignalen und somit dem
Eingangssignal zum Rot-Griin Gegenfarbenprozess; die Schwere der
Farbsinnstérung nimmt zu.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie sich der - dem Genotyp
entsprechende - Abstand der Zapfenabsorptionsspekiren der jeweiligen
Probanden auf deren Lichtwellenlangen-Unterscheidungsvermégen auswirkt.
Weiterhin sollte ermittelt werden, welche Hybridgene in Kombination mit
normalen Genen Dichromasie (Rot/Grin-Blindheit) und welche Trichromasie
(Rot/Griin-Schwache) verursachen. Anhand der Genotypisierung sollte
untersucht werden, ob bei den einzelnen Probanden ausser Hybridgenen noch
andere Ursachen von Farbsinnstérungen in Frage kommen, z.B. die bekannte
Punktmutation C203R.

Die phanotypische Zuordnung der Probanden erfolgte mittels subjektivem

Abgleich durch Bestimmung von Rayleigh matches und midpoints am Oculus
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HMC Anomaloskop. Diese Phéanotypisierung erfolgte durch eine auswartige

Arbeitsgruppe, um eine Verblindung zu erreichen.

Die genetische Analyse in unserem Labor sollte nach folgenden Kriterien

erfolgen:

Die Struktur der Opsingene sollte in Bezug auf die entscheidenden
Aminosauren, die fur spektrale Verschiebungen verantwortlich gemacht
werden, mittels Sequenzanalysen, Restriktionsverdau und mittels LR-
PCR bestimmt werden.

Die Position eines Hybridgens innerhalb eines Opsingen-Clusters gilt
nach heutigem Stand der Wissenschaft als entscheidend fir die
Expression dieses Gens. Daher sollte die genaue Position des
Hybridgens im Cluster bestimmt werden. Hierzu sollte zunachst die
Gesamtgenanzahl im Cluster bestimmt werden - die interindividuell
variiert - und dann bei Clustern von bis zu drei Genen deren Reihenfolge
bestimmt werden. Bei grésseren Clustern war dies methodisch nicht
moglich. Die Anzahl der Opsingene im Cluster sollte mittels SSCP
bestimmt werden. Die Reihenfolge in Clustern mit bis zu drei Genen
sollte mittels Bestimmung des letzten Gens durch LR-PCR ermittelt
werden.

In einigen Fallen sind nicht Hybridgene flir eine Farbenfehlsichtigkeit
verantwortlich, sondern andere genetische Faktoren. Eine bekannte
Ursache ist die Punktmutation C203R. Mittels Restriktionsverdau sollten
alle Proben auf diese Punktmutation hin untersucht werden.

Sollte anhand dieser Genanalysen keine Erklarung fur eine vorliegende
Farbsinnstérung gefunden werden, sollten Sequenzanalysen auch
anderer Bereiche des Opsingen-Clusters erfolgen.

Fir die Korrelation von Genotyp und Phanotyp sollte der Abstand der

Absorptionsspektren der mutmasslich exprimierten Pigmente anhand von in

vivo und in vitro ermittelten Daten abgeschatzt und dadurch die Schwere der

Farbsinnstérung vorausgesagt werden. Dieser Abstand sollte dann mit den am
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Anomaloskop ermittelten subjektiven Abgleiche (matching ranges), die erst
nach abgeschlossener Genotypisierung zur Verflgung gestellt wurden,

korreliert werden.

Zusammenfassend sollte durch diese Vorgehensweise der Einfluss spezifischer
genetischer Komponenten auf Rot/Grin-Farbsinnstérungen charakterisiert
werden und so ein besseres Verstdndnis der Korrelation von Genotyp und
Phéanotyp bei diesem haufigen Merkmal erzielt werden.
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2 MATERIAL

2.1 Gerate

Applied Biosystems Inc., Foster City, Ca, USA
ABI PRISM® 3100 Genetic Analyser

Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA

Agarose-Gelelektrophoresekammern

Bachhofer, Reutlingen, D

UV-Transilluminator, 254 nm

Fuji Photo Film, Kanagawa, Jp
Phosphoimager, BAS-1500
BAS Reader 2.9

Imaging Plates BAS MP 2040S

Heraeus Holding GmbH, Hanau, D

Biofuge pico

Herolab, Wiesloch, D
Geldokumentation mit Enhanced Analysis System (E.A.S.Y.)

Perkin Elmer, Weiterstadt, D

Gene Amp PCR System 9600
Gene Amp PCR System 2400
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Raytest Isotopenmessgerate GmbH, Straubenhardt, D
IP-Eraser
Accuracy Enhancement TINA 2.09d (zur Datenverarbeitung)

Renner GmbH, Dannstadt, D
Microcomputer Electrophoresis Power Supply
PA-Gelelektrophorese

Scientific Industries, NY, USA
Vortex-Genie® 2

2.2 Chemikalien

Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK
y->P-ATP

Applied Biosystems Inc., Foster City, Ca, USA
ABIPRISM™ BigDye™Terminator V3.0 Cycle-Sequencing Ready Reaction Kit

Biorad Laboratories, Richmond, Ca, USA
Ammonium Persulfat
Bromphenolblau

Xylencyanol
Biozym, Oldendorf, D

Agarose
Low-Melt-Agarose
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Boehringer Mannheim, D
BSA (bovine-serum-albumine)
PCR-Buffer 2

PCR-Buffer 3

Fluka Feinchemikalien, Buchs, CH
SDS (Natriundodecylsulfat)
TEMED (N, N, N, N’-Tetramethylethylendiamin)

GIBCO BRL, Life Technology Inc., Gaithersburg, USA
Glycerol
CONCERT Rapid PCR Purification System

LKB Produkte, Bromma, Schweden

Dimethyl-dichlorsilane

Merck, Gibbstown, USA
Ethanol
Isopropanol

Natriumchlorid

Pharmacia, Piscataway, USA
Ficoll 400

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, D
EDTA (Ethylendiamintetranatriumacetat)
Ethidiumbromid

Acrylamid

N-N-Methylen-Bisacrylamid

Sigma Chemie, St. Louis, USA

Mineralol
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TaKaRa Shouzo Co., LTD., Seta, Japan
LA Tag™ 5U/ul (LR-PCR-Kit)

USB Amersham, Cleveland, USA
dATP
dCTP
dGTP
dTTP

2.3 Enzyme

Appligene, Jukirch, F

Proteinase K

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Benzdorf, D
Taq DNA-Polymerase 5 U/ul

Fermentas MBI, Vilnius, LT
T4-Polynukleotidkinase 10 U/ul
10x PNK-Puffer

New England Biolabs, Beverly, USA
Rsal

BstUI

Fnu4HI
NeB1-10x-Restriktionsenzym-Puffer
NeB2-10x-Restriktionsenzym-Puffer
NeB4-10x-Restriktionsenzym-Puffer
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24 Oligonukleotide

MWG Biotech, Ebersberg, D

Promoter

CB-80 5-CCA GCA AAT CCC TCT GAG CCG-3
CB-81 5-GGC TAT GGA AAG CCC TGT CCC-3
Exon 2

CB-24A 5-CAC ATC GCT CCC AGATGG GT-&
CB-24B 5’-ACA CAG GGA GAC GGT GTA GC-3

Exon 3
CB-2A 5-ATC ACA GGT CTC TGG TCT CTG-3
CB-27 5CTG CTC CAA CCA AAG ATG GGC-3’

Exon 4
CB-30 5-TAC TGG CCC CAC GGC CTG AAG-3
CB-2B 5-CGC TCG GAT GGC CAG CCA CAC-3

Exon 5

CB-3C 5-GTG GCA AAG CAG CAG AAA GAG-3’
CB-78 5-TTG GCA GCA GCA AAG CAT GCG-3
15 kb-LR-PCR

LCR1F 5-CAC CCT TCT GCA AGA GTG TGG G-3’
CB-79R 5’-CCA GCA GAC GCA GTA CGC AAA GAT C-3
CB-79G 5-CCA GCA GAA GCA GAATGC CAG GAC-3’

27,4 kb-LR-PCR

CB171GF 5-GAG TAC AGG TAT TTG CCA CTA AGC-3
CB-79G/ CB-79R s.o.
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25 DNA-Liangenstandards

Fermentas MBI, Vilnius, LT
Gene Ruler™ 1 kb DNA ladder
A-Hind-Eco

2.6 Verbrauchsmaterialien

American National Can, Greenwich, USA

Parafilm

Amersham Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, USA
Sephadex G-25 MikroSpin Columns

Whatman, Maidstone, UK
3MM Papier

2.7 Puffer und Losungen

AT3 (10x PCR-Puffer)
TrispH 8,9 100 mM
KCI 500 mM
MgClz 15 mM
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dNTP-Mix fiir PCR

dATP 5mM
dCTP 5mM
dGTP 5mM
dTTP 5mM

Tris-HCl, pH7,5 5 mM

BOM 18 (10x PCR-Puffer)
Tris, pH 8,9 100 mM

KCI 500 mM
MgClz 30 mM

10x Ladepuffer fir Agarosegele
Ficoll 400 20%

EDTA, pH 8,0 100 mM
Bromphenolblau 0,2%
Xylencyanol 0,2%

Loading-solution fir SSCP
Formamid 95%
Bromphenolblau 0,05%
Xylencyanol 0,05%
EDTA,pH 7,5 20 mM

10x TBE-Puffer
Tris-Base 890 mM
Borsaure 890 mM
EDTA, pH 8,0 20 mM



SSCP-Stocklésung
Acrylamid 49 g
Bisacrylamid 19

aqua dest. auf 125 ml auffallen

SSCP-Mastermix 6%
Glycerol 50 ml
10xTBE 50 ml
Acrylamidstocklosung 75 ml
aqua dest. 325 ml

SDS 0,1%/ EDTA 10 mM

2.8 Lésungen zur DNA-Isolierung
Lysepuffer A

NH,CI 155 mM

KHCO3 10 mM

EDTA, pH 8,0 0,1 mM

SE-Puffer (Salz-Extraktionspuffer)
NaCl 5 mM
EDTA, pH 8,0 25 mM

20% SDS
20 g SDS auf 100 ml aqua dest.

1% Proteinase K

1g Proteinase K auf 100 ml aqua dest.
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NaCl-Lésung
5M NaCl

TE-Puffer
Tris-HCI, pH 7,5
EDTA

10 mM
1 mM
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3 METHODEN

3.1 Probanden

Flr diese Arbeit wurden 50 ungarische Manner im Alter zwischen 18 und 57,
deren Farbsinnstérung bei Routineuntersuchungen festgestellt wurde,
rekrutiert. Ihr Phanotyp wurde von einer Arbeitsgruppe in Ungarn mittels eines
Oculus HMC Anomaloskops ermittelt. Es wurde vendses Blut abgenommen
und zur DNA-Analyse nach Tibingen geschickt. Die DNA-Analysen wurden

ohne Kenntnis des Phanotyps durchgefihrt.

3.2 DNA-Isolierung aus Vollblut

Diese Methode zur Isolierung von genomischer DNA beruht auf einer
Salzextraktion nach Miller et al. (1988). Die DNA wurde von Leukozyten aus
EDTA-BIut gewonnen. Zunachst wurden 10 ml EDTA-Blut mit 40 ml Lysepuffer
versetzt, welches zur selektiven Lyse der Erythrozyten dient. Der Ansatz wurde
20 min auf Eis gestellt und geschittelt. Danach wurde 10 min bei 3000 U/min
und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet aufgelockert und
nochmals 50 ml Lysepuffer zum Pellet gegeben. Dieser Ansatz wurde erneut
15 min auf Eis gestellt, geschittelt und zentrifugiert. Die im Pellet verbliebenen
Leukozyten wurden nun lysiert. Dazu pipettierte man zum Pellet 5 ml SE-Puffer,
250 pl 20% SDS zur Zelllyse und 130 pl 1% Proteinase K zur Degradation von
Proteinen und Membranbestandteilen. Nach einer eintagigen Inkubationszeit
bei 37 °C wurde zum Lysat 1 ml SE-Puffer und 1,75 ml 5 M NaCl hinzugegeben,
kraftig geschuttelt und 10 min bei 4500 U/min und 4°C zentrifugiert. Der
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entstandene Uberstand wurde unter den gleichen Bedingungen nochmals
zentrifugiert. Dadurch wurde die DNA vom SDS/Na-Pellet inklusive Peptiden
getrennt. Der Uberstand aus diesem zweiten Zentrifugationsschritt wurde mit
demselben Volumen Isopropanol versetzt und die entstandenen Phasen
vorsichtig vermischt, bis die DNA weisslich an der Oberflache schwamm. Diese
DNA wurde nun zum Waschen in 1 ml 80% Ethanol gegeben und 5 min bei
14000 U/min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Absaugen des Ethanols
wurde die Pelletgrésse bestimmt, die DNA bei 37°C ca. 1 min getrocknet und je
nach Pelletgrésse in entsprechender Menge TE-Puffer (200-1500 ul) gelést und
anschliessend im Kuihlschrank bei 4°C gelagert. Aus der gelésten DNA wurden
schliesslich 1:10 Verdinnungen mit "2 TE hergestellt und diese DNA dann fir

die Versuche verwendet.

3.3 PCR

Diese Methode dient dazu, einen spezifischen Abschnitt einer DNA (Template)
zu amplifizieren. Voraussetzung ist, dass die Sequenzen an beiden Enden des
gewlnschten Abschnittes bekannt sind. Es werden fir die PCR zwei
synthetische Oligonukleotide eingesetzt, die homolog zu den flankierenden
Sequenzen sind, Forward- bzw. Reverse-Primer genannt (Mullis et al. 1986).
Der Abschnitt zwischen diesen wird enzymatisch mittels einer Tag-Polymerase,
einer thermostabilen DNA-Polymerase, vervielfaltigt (Saiki et al. 1988). Dieses
Enzym wird, im Gegensatz zu anderen DNA-Polymerasen, bei den fiir die PCR-
Reaktion bendtigten hohen Temperaturen nicht inaktiviert. Eine typische PCR
besteht aus einem Denaturierungsschritt, einem Annealingschritt und einem
Elongationsschritt. Denaturiert wird bei 94°C, dabei wird die DNA in ihre
Einzelstrange zerlegt. Nach einer Temperaturerniedrigung auf 55°C, bei der die
Primer an die Einzelstrange hybridisieren kdonnen (Annealing), wird die

Temperatur auf 72°C, dem Temperaturoptimum der Tag-Polymerase, erhoht.
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Diese bindet an die 3"-Enden der Primer und verlangert sie durch Einbau von
Desoxyribonukleotide, die komplementar zum Template-Strang sind
(Elongation). Durch diesen ersten Schritt wird die urspringliche DNA
verdoppelt. Wiederholt man diesen Zyklus, hat man anschliessend die
vierfache Menge usw. Mit 25-35 Zyklen erreicht man typischerweise eine
Vervielfaltigung des DNA Fragments um den Faktor 10°.

Mittels der PCR wurden die Exons der LR-PCR-Produkte genauer
charakterisiert. Ebenso wurde die PCR flir die SSCP ben6tigt.

3.3.1 LR-PCR zur Analyse der Gene und deren Reihenfolge im Cluster

Fir die LR-PCR wurden Enzym, dNTPs und Puffer von TaKaRa Shouzo Co.,

LTD., Seta, Japan, verwendet.

Das Ziel bei den LR-PCRs war es, grossere Genabschnitte als Produkt zu
amplifizieren und dadurch definierte Templates fir die nachfolgenden PCRs
verwenden zu koénnen. Die Primer nahmen bei diesem Versuch eine
Diskriminierungsfunktion ein. So konnte zwischen dem ersten Gen (mit
Primern, die in der LCR hybridisierten), distalen M-Genen (mit Primern, die
spezifisch in Grin-Promotern hybridisierten) und dem letzten Gen im Cluster
(mit einem Primer, der im TEX28 Gen hybridisierte) unterschieden werden.
Ausserdem konnte mit dem jeweilig anderen Primerpaar die Aminosaure-
Position 277, die von Exon 5 kodiert wird, bestimmt werden und so das Gen als
L-, M-, LM-, oder ML-Gen eingeordnet werden. Zusatzlich konnten die so
definierten Gene dann einzeln untersucht werden (zum Aufbau des Opsingen-
Cluster vgl. Abbildung 5).

Die Reihenfolge der Gene in Clustern mit bis zu drei Genen konnte ebenso

nach diesem Prinzip bestimmt werden.
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Alle LR-PCR-Produkte wurden auf einem 1%igen Agarosegel aufgetragen. Als
Langenstandard diente der Marker A-Hind-Eco. Je nach Bandenstarke wurden
die LR-PCR-Produkte 1:100, 1:500 oder 1:1000 mit HoO verdinnt und als
Template fir die PCRs verwendet, deren Produkte wiederum zum
Sequenzieren oder fur Verdaus weiterverwendet wurden. Die Primer wurden flr
die PCR 1:10 mit H>0 (UV) verdinnt.

3.3.11 LR-PCR zur Analyse des ersten Gens

Es wurde ein Forward-Primer (LCR1F) verwendet, der in der Locus Control
Region (LCR) hybridisierte. Diese liegt nur vor dem ersten Gen, so dass auf die
Weise sichergestellt wurde, dass die distalen Gene nicht mitamplifiziert wurden.
Far Exon 5 wurden zwei verschiedene Reverse-Primer gewahlt, einer spezifisch
zum Exon 5 des Rot-Opsingens (CB-79R), der andere zum Exon 5 des Grilin-
Opsingens (CB-79G). Beide binden im Bereich des Codons flr die Aminosaure
an Position 277, in dem sich L- und M-Gene unterscheiden. Die anderen
relevanten Stellen (285 und 309) werden hierbei zwar ausser Acht gelassen,
aber es wird davon ausgegangen, dass die Wahrscheinlichkeit einer
Rekombination in diesem Bereich aufgrund der raumlichen Nahe sehr
unwahrscheinlich ist, so dass die Codons entweder alle einheitlich L- oder M-
Gen-spezifisch sind (Nathans et al. 1986, Shyue et al. 1995).

Es wurden fir die Primerpaare jeweils getrennte Ansatze verwendet. Je
nachdem, bei welcher der beiden PCR-Reaktionen anschliessend ein Produkt
amplifiziert wurde, konnte man zwischen einem LM-Hybrid- oder L-Gen an
erster Stelle unterscheiden. Im jeweils anderen Ansatz durfte kein Produkt
entstehen.
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PCR-Ansatz:

Puffer: TAKARA-Bfr. 2,5 ul
dNTPs 4 ul
Primer: LCR1F 0,5 ul
Primer: CB-79R 0,5 pl
oder CB-79G

LA-Taq 0,25 ul
H-O 15,25 ul
DNA 1 ul

Cycler-Programm:

94°C 98°C 70°C 98°C 70°C 72°C 4°C
1’ 10” 15’ 10” 15'+15” 10° >>

14x 16X |

Long-Range-PCR (LCR bis Exon 5)

3.3.1.2 LR-PCR zur Charakterisierung der distalen Gene

Um die distalen Gene zu bestimmen, wurde aus genomischer DNA eine LR-
PCR durchgefihrt, bei der man sich zunutze macht, dass es
Sequenzunterschiede zwischen dem Promoter des ersten Gens und den
nachfolgenden Genen gibt. Daher wurde ein Forward-Primer verwendet, der
spezifisch fur die distale Promotersequenz war. Die Reverse-Primer flr Exon 5

blieben dieselben.
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PCR-Ansatz:

TAKARA-Bfr. 2,5 ul
dNTPs 4 ul
Primer: CB171GF 0,5 ul
Primer: CB-79R 0,5 pl
oder CB-79G

LA-Taq 0,25 ul
H-O (UV) 16,25 ul
DNA 1 ul

Cycler-Programm:

94°C 98°C 68°C 98°C 68°C 72°C 4°C
1’ 10” 12’ 10” 12°+12” 10° >>

14x 16X |

Long-Range-PCR (Griin-Promoter bis Exon 5)

3.3.1.3 LR-PCR zur Bestimmung des letzten Gens

Um das letzte Gen zu amplifizieren, wurde ein Forward-Primer (CB-3C)
verwendet, der an einer Sequenz in Exon 5 hybridisierte. Der Reverse-Primer
(CB-157) war komplementar zu einer Region im Exon 1 des TEX28-Gens distal
zum letzten Gen im Cluster gelegen. So wurden nur Produkte amplifiziert, die
das Exon 5 des distalsten Gens enthielten.

Die Produkte der LR-PCR wurden verdinnt, Exon 5 nach nachstehendem
Protokoll daraus amplifiziert und mit Rsal verdaut. Durch die Restriktion der
Sequenz fir das Codon 277 wurde Exon 5 geniigend charakterisiert, da
allgemein angenommen wird, dass die Aminosauren an den Positionen 277,
285 und 309 des Proteins konform entweder L- oder M-Gen-spezifisch sind
(vgl. 3.3.1.1). Dadurch war die Unterscheidung zwischen einem L- bzw. M-Gen-
spezifischen Exon 5 mdglich, und damit die Unterscheidung zwischen einem M-
bzw. ML-Hybridgen an letzter Stelle.
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PCR-Ansatz:

Puffer: TAKARA-Bfr. 2,5 ul
dNTPs 4 ul
Primer: CB-3C 0,5 ul
Primer: CB-157 0,5 ul
LA-Taq 0,25 pl
H.O 15,25 ul
DNA 2 ul

Cycler-Programm:

94°C 98°C 62°C 98°C 68°C 72°C 4°C
1’ 10” 20’ 10” 20’+15” 10° >>

14X 16X |

Long-Range-PCR (Exon 5 bis TEX28-Gen)

3.3.2 PCRs aus LR-PCR-Produkten fiir Sequenzierungen und fir

Verdaus

Alle ersten Gene wurden sequenziert, ebenso alle distalen Hybridgene. Die
distalen Griingene derjenigen Probanden, die ein Hybridgen an erster Stelle
aufwiesen, wurden ebenfalls sequenziert. Somit wurden alle mdglichen
Opsingen-Paar-Kombinationen  berilicksichtigt, die eine Farbsinnstérung
verursachen kénnten. Lediglich die distalen M-Gene derjenigen Probanden,
deren Opsingen-Cluster aus einem L- und einem ML-Hybridgen
zusammengesetzt waren, wurden nicht bertcksichtigt (vgl. auch 1.2.6, 1.3.4.1,
1.3.5.1 und Abbildung 7). Es wurden jeweils Exon 2 und 4 sequenziert; als

Sequenz wurden die entsprechenden Produkte der LR-PCRs verwendet.

FOr die Analyse des S180A-Polymorphismus, der von Exon 3 kodiert wird,
wurde ein entsprechendes Fragment aus Exon 3 amplifiziert und per
Restriktionsverdau mit Fnu4HI die Identitdt des Codons 180 bestimmt. Als

Template wurden, um nachher zwischen Exon 3 aus einem M-Gen, einem L-
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Gen oder einem Hybridgen zu unterscheiden, im Sinne einer nested PCR die

entsprechenden Sequenzen aus der LR-PCR reamplifiziert.

Durch Restriktionsverdau der Sequenz fir die Aminosaure an Position 277 mit
Rsal konnten die Produkte der LR-PCR des letzten Gens als M- oder ML-Gen
eingeordnet werden. Dazu wurde ein Fragment aus Exon 5 aus den

entsprechenden LR-PCR-Produkten reamplifiziert und anschliessend verdaut.

Alle Primer wurden flr die nachfolgenden PCRs 1:10 mit H,O (UV) verdinnt.

Im folgenden eine Auflistung der Versuchsprotokolle der PCRs:

3.3.2.1 Exon 2 (273 bp)

PCR-Ansatz :
PCR-Buffer 3 2 ul
dNTPs 1 ul
Primer: 24A 0,5 ul
Primer: 24B 0,5 ul
AmpliTaq 0,1 ul
H.O (UV) 13,9 ul
DNA 2 ul
Cycler-Programm:
94°C 94°C 62°C 72°C 72°C 4°C
4 17”7 17”7 45” 7 >>
32x
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3.3.2.2

Exon 3 (167 bp)

PCR-Ansatz :
BOM 18 2 ul
dNTPs 2 ul
Primer: 2A 2 ul
Primer: 27 2 ul
AmpliTaq 0,2 ul
H.O (UV) 10 ul
DNA 2 ul
Cycler-Programm:
94°C 94°C 64°C 72°C 72°C 4°C
2 10” 20” 30” 4’ >>
35x
3.3.2.3 Exon 4 (164 bp)
PCR-Ansatz :
PCR-Buffer 3 1ul
dNTPs 0,75 ul
Primer: 30 0,75 ul
Primer: 2B 0,75 ul
AmpliTaq 0,1 ul
H-O (UV) 5,7 ul
DNA 1 ul
Cycler-Programm:
4°C

94°C
1!

94°C 64°C
15” 1’

72°C
1,

>>

35x
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3.3.24 Exon 5 (176 bp)

PCR-Ansatz :
PCR-Buffer 3 2 ul
dNTPs 1 ul
Primer: 3C 0,5 ul
Primer: 78 0,25 ul
AmpliTaq 0,1 ul
H.O (UV) 14,2 ul
DNA 2 ul
Cycler-Programm:
94°C 94°C 64°C 72°C 72°C 4°C
1’ 15” 30” 30” 1’ >>
30x

3.3.3 PCR der Promoterregion

Far die SSCP wurden homologe 231 bp-Fragmente aus der Promoter-Region
der Rot- und Grin-Opsingene im gleichen Ansatz amplifiziert. Die Primer
wurden so gewahlt, dass sie in konservierten Sequenzabschnitten
hybridisierten. Somit entsprach am Ende der Reaktion das Verhéltnis von
Rotpromoter-Fragmenten zu Grinpromoter-Fragmenten dem Verhéltnis von
Rotpromotern zu Griinpromotern in der genomischen DNA.

Der Primer 80 wurde flur die PCR radioaktiv markiert, so dass diese Strange
nachher in der SSCP detektiert werden konnten.

Es wurde eine kompetitive PCR mit genomischer DNA als Template unter
folgenden Bedingungen durchgeflhrt:
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PCR-Ansatz:

PCR-Buffer 2 1ul
DMSO 0,2 pl
dNTPs 1,5 ul
Primer: 80* 2,5 ul
Primer: 81 1ul
AmpliTaq 0,1 ul
50% Glycerol 2 ul
DNA 1 ul
Cycler-Programm:
96°C 94°C 55°C 72°C 72°C 4°C
5 15” 20” 15” 4 >>
35x

PCR Promoterregion

Es wurden fir jede DNA-Probe drei getrennte PCR-Anséatze fur die SSCP
verwendet, um eventuellen Unregelméssigkeiten wahrend der Amplifikation

entgegenzuwirken und die Ergebnisse statistisch abzusichern.

3.4 DNA-Restriktion

Restriktionsendonukleasen schneiden DNA, indem sie ihre
Phosphodiesterbindungen an einer definierten Stelle hydrolysieren. Dies wurde
bei der Unterscheidung von polymorphen Stellen in L- und M-Opsingenen

ausgenutzt.
Alle Verdaus wurden auf einem 3%igen Agarosegel mit Hilfe des

Langenstandards Gene Ruler 1 kb DNA ladder ausgewertet, wobei immer eine

Positiv- und eine Negativ-Kontrolle mitgefthrt wurden.
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3.4.1 S180A-Polymorphismus

Das Enzym Fnu4HI schneidet in Exon 3 nur Sequenzen, die fir Alanin an
Aminosaure-Position 180 kodieren. Die  Erkennungssequenz lautet
5...GC"NGC...3".

Far den Verdau von Exon 3-Fragmenten wurden in einem 20 pl-Ansatz 5 pl der
PCR-Reaktionslésung mit 0,5 pl Fnu4HI, 1,5 ul NeB4 und H.O bei 37°C Uber

Nacht inkubiert und das Ergebnis mittels eines Agarosegels ausgewertet.

3.4.2 Letztes Exon 5 im Opsingen-Cluster

Exon 5 des letzten Gens wurde mit Hilfe von Rsal charakterisiert. Dieses
Enzym hat die Erkennungsequenz 5°...GT?AC...3" und schneidet Sequenzen,
die fur die Aminosdure Tyrosin an Position 277 kodieren, was spezifisch flr

Produkte aus Rot-Opsin-Genen ist.
Der 20 pl Ansatz wurde mit 8 ul PCR-Produkt, 2 pl NeB2, 2 ul BSA 10x, 0,5 ul

Rsal und H>O Uber Nacht bei 37°C verdaut und mittels Agarose-
Gelelektrophorese ausgewertet.

62



3.4.3 Mutation C203R

Der Austausch der Aminosaure Cystein gegen Arginin an Aminosaure-Position
203 ist in seltenen Fallen verantwortlich far eine Deuteranomalie oder
Deuteranopie. Da evil. einige Probanden diese Mutation aufweisen kénnten,
wurden alle Proben auf diese Mutation hin gescreent.

Die Mutation liegt im Exon 4; daher wurde aus genomischer DNA ein
entsprechendes Fragment aus Exon 4 mittels PCR amplifiziert. Die PCR-
Produkte wurden dann mit BstUl verdaut. Dieses Enzym mit der Zielsequenz
5°...CG"CG...3" schneidet nur im Falle einer Mutation.

In einem 20 pl Ansatz wurden 4,5 ul des PCR-Produktes, 2 ul BSA (10x), 2 ul
NeB2, 0,5 pl BstUl und H2O bei 60°C Uber Nacht inkubiert und anschliessend
zur Auswertung auf einem Agarosegel aufgetragen.

3.5 Gelelektrophorese

Diese Methode beruht auf der Eigenschaft, dass geladene Molekile in einem
elektrischen Feld wandern: positiv geladene zum negativen Pol und umgekehtrt.
DNA tragt negative Ladungen und wandert daher in Richtung des positiven
Pols (Anode). Die Wandergeschwindigkeit hangt von der Ladung, der
Konformation und der Grdésse der Molekile ab. Verschiedene
Elektrophoresebedingungen spielen ebenso eine Rolle; so die Starke des

elektrischen Feldes, die lonenstarke im Laufpuffer und die Art des Geles.
Es wurden flr diese Arbeit Agarosegele zur Kontrolle des Erfolges der PCRs

und zur Analyse der Restriktionsverdaus verwendet. Fir die SSCP wurden

Acrylamidgele hergestellt.
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3.5.1 Agarose-Gelelektrophorese

Mit einem Agarosegel ist es moglich, DNA-Fragmente in einer Gréssenordnung
von 70 bis 20000 bp Lange voneinander zu unterscheiden. Gréssere DNA-
Fragmente durchlaufen das Gel langsamer als kleinere, denn die Poren im
Agarosegel bieten, wie ein Sieb, kleineren Fragmenten weniger Widerstand als
grésseren. Durch Veranderung der Agarosekonzentration im Gel kann man
verschiedene Trennbereiche abdecken. Je kleinere Fragmente man auftrennen

mochte, desto héher muss die Agarosekonzentration im Gel gewahlt werden.

Bei allen durchgefiihrten PCRs wurde mittels einer Agarose-Gelelektrophorese
die Grosse der DNA-Fragmente Uberprift und deren Konzentration
abgeschatzt. Dazu eignete sich ein Gel mit einer Agarosekonzentration von
2,5%.

100 ml 1x TBE-Puffer und 2,5 g Agarose wurden vermischt und aufgekocht,
nach Abkihlung auf ca. 60°C wurde Ethidiumbromid mit einer
Endkonzentration von 1 ug/100 ml zugegeben und das Gel in einer Gelkammer
ausgegossen. Ethidiumbromid ist ein Farbstoff, der in doppelstrangige DNA
interkaliert und mittels UV-Licht dann sichtbar gemacht werden kann.

Das Gel wurde nach seinem Erstarren in eine Gelelektrophoreseapperatur, die
zuvor mit 1x TBE gefullt wurde, gelegt und die DNA in die Taschen pipettiert.
Da die DNA-L&sung praktisch die gleiche Dichte besitzt wie der Puffer, wurde
zur DNA-Probe 1/10 Volumen 10x Ladepuffer zugegeben und somit ihre Dichte
erhoht. Damit wurde das Absinken der DNA in die Taschen ermdglicht. Die
Farbstoffe im Puffer erlaubten eine Abschatzung der Laufweite der DNA-
Fragmente im Gel. Um die Fragmentgrésse der PCR-Produkte bestimmen zu
kénnen, wurde eine der Geltaschen mit einem Grossenmarker beladen (1 kb-
Ladder). Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 80-100 V fir ca.
15 min durchgefliihrt, die Banden mittels eines UV-Transluminators bei 254 nm
visualisiert und mit Hilfe einer Geldokumentationsanlage fotografiert.
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Fir die LR-PCR-Produkte wurde ein 1%iges Agarosegel verwendet, als

Langenstandard diente A Hind/ Eco.

Die DNA-Fragmente aus den Restriktionsverdaus wurden auf einem 3%igen

Agarosegel aufgetrennt, als Marker verwendete man den 1 kb-Ladder.

3.5.2 Polyacrylamidgele (PA-Gele)

Mit diesen Gelen ist es mdglich, sehr kleine DNA-Fragmente aufzulésen (10-
2000 bp), da die Porengrésse sehr gering ist. Polyacrylamid entsteht dadurch,
dass Acrylamidmonomere in Gegenwart von TEMED und APS polymerisieren.
Freie Radikale aus dem APS initiieren die Polymerisation, TEMED katalysiert
die Bildung dieser Radikale und beschleunigt somit die Reaktion. Bisacrylamid
wird mit Polyacrylamid quervernetzt, so dass sich ein Netzwerk ausbildet,
dessen Porengrésse von dem Verhaltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid

bestimmt wird.

Far die SSCP wurde ein Verhaltnis von Acrylamid zu Bisacrylamid von 49:1
gewahlt, ausserdem wurde Glycerol mit einer Endkonzentration von 10%
zugegeben. Glycerol wirkt leicht denaturierend und kann die Bandenscharfe

erhohen.
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3.6 Single-Strand Conformation Polymorphism Electrophoresis
(SSCP)

Die SSCP-Gelelektrophorese ist eine Methode, die es erméglicht, die Mutation
einer einzigen Base in einem DNA-Fragment zu erkennen. Sie beruht auf der
Tatsache, dass einzelstrangige DNA Basenpaarungen mit sich selbst eingeht
und dabei bestimmte Konformationen einnimmt. Diese Konformation ist u.a.
abhangig von der Sequenz und der Grésse der DNA (Orita et al. 1989b). Trennt
man nun eine solche einzelstrangige DNA elektrophoretisch unter
nichtdenaturierenden Bedingungen auf, hangt ihre Laufweite u.a. von ihrer
Konformation im Gel ab. Die Laufweite hangt ausserdem von den
Elektrophoresebedingungen ab (Orita et al. 1989a). Durch geeignete
Bedingungen kann man die Laufeigenschaften so verédndern, dass man eine
optimale Auftrennung der DNA erhalt.

Folgende Parameter konnen variiert werden (Hayashi 1991):

» Temperatur des Gels, Elektrophoresespannung und -stromstarke und damit
die Laufgeschwindigkeit der Fragmente

* Gelkonzentration

« Vernetzungsgrad im Gel durch Anderung des Verhéltnisses von Acrylamid
zu Bisacrylamid

* lonenstéarke durch Konzentration des Elektrophoresepuffers

* Glycerol im Gel, welches leicht denaturierend wirkt und z.T. die
Bandenschérfe erhdht

* Geldicke, wobei diinnere Gele schéarfere Banden ermdglichen

Folgende Bedingungen erwiesen sich als optimal flr die Auftrennung der
Fragmente:

Die Konzentration des Gels betrug 6%, das Verhaltnis von Acrylamid zu
Bisacrylamid wurde auf 49:1 festgesetzt, und dem Gel wurde Glycerol
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zugegeben. Die Geldicke betrug 0,4 mm, die Elektrophorese wurde bei einer

Temperatur von 35°C durchgefiihrt und als Puffer 1x TBE verwendet.

Aufgetrennt wurden mit der SSCP DNA-Fragmente aus der oben
beschriebenen Promoter-PCR, die aufgrund ihrer unterschiedlichen Basen-
Sequenzen in Rot- und Grinpromoter-spezifische Banden differenziert werden

konnten.

Herstellung des Gels

Beide Glasplatten wurden sorgfaltig mit Sidolin gereinigt, Spacer und Kamm
ebenfalls. Die kleinere der beiden Platten wurde mit Silane silanisiert, um nach
der Elektrophorese ein Einreissen des Gels beim Auseinanderbauen der
Glasplatten zu verhindern. Die Glasplatten wurden zusammengebaut, die
Spacer dazwischen festgeklammert. Fir die Gelldésung wurden 75 ml 6%iger
Gel-Mastermix mit 600 pl APS und 60 pl TEMED vermischt, in eine
Einmalspritze aufgezogen und das Gel gegossen. Das Gel wurde Uber Nacht
auspolymerisiert  und am nachsten Tag in eine  vertikale

Elektrophoresevorrichtung eingebaut.

Laden der Proben

Nach einem Gelvorlauf von ca. 2 Stunde, bei dem die richtige Geltemperatur
mittels Verstellen der Stromstarke eingestellt wurde, wurden die DNA-Proben
auf das Gel geladen. Dazu wurden die Proben zunachst 1:50 in SDS 0,1% /
EDTA 10 mM verdinnt. 3 pl dieser Verdinnung wurden mit 3 pl Loading-
Solution gemischt und dies dann im Cycler 2 min bei 98°C denaturiert, um die
DNA als Einzelstrénge vorliegen zu haben. Danach wurden die Proben sofort
auf Eiswasser gestellt, herunterzentrifugiert und jeweils 2 ul ztigig auf das Gel

geladen.
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Gellauf und Exposition

Wahrend des Gellaufs wurde die Temperatur mittels auf das Glas geklebter
temperatursensitiver Streifen detektiert, die Temperatur wurde mittels
Stromstarke eingestellt und wahrend des Laufs immer wieder kontrolliert. Der
Lauf wurde solange durchgefihrt, bis der untere Marker im Puffer
angekommen war, dies dauerte ca. 4 Stunden. Danach wurden die Glasplatten
aus der Aperatur ausgebaut und die kleinere Glasplatte vorsichtig abgehoben.
Das Gel wurde mittels Whatman-Papier von der unteren Glasplatte abgezogen
und mit einer Frischhaltefolie abgedeckt. Dann wurde es im Vakuumtrockner
1 Stunde bei 60°C getrocknet, auf einer Imaging Plate (IP) aufgelegt und in
einer Filmkassette je nach Radioaktivitdtsmenge Uber Nacht oder bis zu
3 Tagen bei Raumtemperatur exponiert.

Anschliessend wurde das Ergebnis der SSCP mittels Phosphoimager-Analyse

ausgewertet.

3.6.1 Radioaktive 5-Endmarkierung von Primern

FlOr diese Reaktion werden T4 Polynukleotidkinase (T4-PNK), T4-PNK-Puffer
und y-*P-ATP bendtigt. T4-PNK katalysiert mit Hilfe von Magnesium und ATP
die Ubertragung des radioaktiven Phosphors auf das 5-OH-Ende des Primers
(Richardson 1971). Das im Puffer enthaltene Spermidin stimuliert die

Inkorporation des Phosphats.

Zu 2 pl Primer (100 pmol/ul) wurden 2 ul HoO hinzupipettiert, die Probe 10 min
bei 37°C inkubiert und dann auf Eis gestellt. Zu diesem Gemisch wurden 1 pl
T4-PNK-Puffer, 1 pl T4-PNK und 5 pl y-**P-ATP hinzugefiigt und die
Markierungsreaktion bei 37°C fir 60 min durchgefihrt. Danach wurden 9 pl

H.O zugegeben, um den markierten Primer auf die Arbeitskonzentration von
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10 pmol/ul einzustellen. Anschliessend wurden die nicht eingebauten
radioaktiven Nukleotide Uber eine Gel-Filtrationssdule (Sephadex G-25)
entfernt.

Es wurde der Primer 80 markiert, mit dem die PCR fiir die SSCP durchgefiihrt

wurde.

3.6.2 Nachweis von Radioaktivitat mittels Phosphoimager

Der Phosphoimager ist ein Gerat, welches auf einem mit Phosphorkristallen
beschichtete Platte (IP) gespeicherte Signale lesen kann. Die gelesenen Daten
werden mit einem Computer erfasst und mittels geeigneter Software
ausgewertet. Man benétigt fir diese Methode eine IP, die radioaktive Energie
speichern kann, welche anschliessend beim Einlesen im Gerat von diesem
erkannt wird. Dazu werden Elektronen in den Kristallen durch die radioaktive
Strahlung des Gels in einen angeregten, aber stabilen Zustand versetzt. Mit
dem Laserstrahl des Bildplattenscanners werden die Kristalle abgetastet und
dabei noch mehr angeregt, diesmal in einen instabilen Zustand versetzt und
ihre freiwerdende Energie beim Zurlckfallen in ihren Ausgangszustand von
diesem Geradt dann gemessen. Diese Methode ist um ein vielfaches
empfindlicher als Rdntgenfilme, das heisst, sehr schwache Signale werden
noch erkannt. Ausserdem ist es mdglich, sehr starke und sehr schwache
Signale linear zu erfassen, so dass die Methode besonders geeignet ist flr

Quantifizierungen.

Die SSCP-Gele wurden auf eine IP-Platte gelegt, welche zuvor ,erased” wurde,
das bedeutet, sie wurde fir ca. 20 min in ein Gerat (Eraser) gelegt, das diese
Platte vor der Exposition von allen mdglichen stérenden Signalen befreite. Die
IPs wurden mindestens 12 Stunden bei Raumtemperatur exponiert, danach

vom Scanner eingelesen und mittels des Programmes Accuracy Enhancement
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TINA 2.09d, Raytest Isotopenmessgerate GmbH, Straubenhardt, D,
ausgewertet. Hierbei wurde die Intensitéat der radioaktiven Signale quantitativ
miteinander verglichen und das Zahlenverhéltnis der Rot- und Grlin- Promoter

zueinander ermittelt.

3.6.3 Beurteilung des Gellaufes

Mit der SSCP wurden PCR-Fragmente des L-Gen-Promoters von denen des
M-Gen-Promoters getrennt. Zuvor wurden die doppelstangigen Fragmente
durch Hitzedenaturierung in ihre Einzelstrdnge aufgetrennt. Nachgewiesen
wurde bei der Detektion nur ein Strang, da nur dieser den radioaktiv markierten
Primer eingebaut hatte. Im Idealfall sollten also zwei Banden (je eine fir den M-
und den L-Gen-Promoter) auftreten. Da trotz Hitzedenaturierung immer
Einzelstrdnge zu Doppelstrangen renaturieren, sind also auch diese in der
SSCP sichtbar. Sie wandern schneller als die Einzelstrange. Liegen nur
Fragmente einer Sequenzart vor, reassoziieren die 5°- und 3’-Strédnge zu
Homoduplizes, liegen Fragmente von mehreren Sequenzarten vor, kénnen
Homo- und Heteroduplizes entstehen.

Zu Vergleichszwecken wurde in der SSCP immer auch eine Probe mit
aufgetragen, deren Opsingen-Cluster nur ein L-Gen enthielt. Wurden mehr als
zwei Banden sichtbar und trat diese zusatzliche Bande in allen Proben auf,
musste dies als eine zweite Konformationsart eines der beiden Strange
interpretiert werden. Um diese zusétzliche Bande dem L- oder M-Gen zuordnen
zu konnen, musste die Vergleichsprobe herangezogen werden. Enthielt auch
sie diese zusatzliche Bande, dann wurde diese als Bande des L-Gen
Promoters gewertet.

Jede Probe wurde drei Mal analysiert, jeweils in einem getrennten PCR-Ansatz,
um die Ergebnisse statistisch abzusichern.
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3.6.4 Auswertung mit dem Phosphoimager

Die Bandenstarken wurden mittels Phosphoimager quantifiziert. Dazu wurde
die IP nach Exposition in den Phosphoimager gelegt und die Daten vom IP-
Reader gelesen. Dieser Scan-Vorgang setzte die radioaktiven Signale
proportional zu ihrer Intensitat um, hierbei wurde die héchstmdgliche Auflésung
von 100 um in maximal 4096 Graustufen gewahlt. Mit Hilfe des Software-
Programmes TINA 2.09, Raytest Isotopenmessgerdate GmbH, Straubenhardt,
D, wurden die Graustufen in die herstellerdefinierte Einheit PSL umgerechnet.
Um die relativen Bandenintensitaten zu bestimmen, wurde durch jede
Probenspur ein Auswertungsfenster gelegt (Profil-Overlay). Die Banden wurden
auf dem Computer als Peaks dargestellt, bei zwei Banden entstanden zwei
Peaks. Die Grosse der Peakflache korrelierte mit der Intensitat der radioaktiven
Bande. Da in jeder Probenbande radioaktiver Hintergrund entstand und dieser
von Probenspur zu Probenspur variierte, konnte man fur jede Probe getrennt
eine definierte Basislinie bestimmen, mit deren Hilfe der Hintergrund von den

Peakflachen abgezogen wurde. Diese Basislinie wurde empirisch bestimmt.

Die PSL-Werte der einzelnen Peaks wurden mit Hilfe des TINA 2.09-
Programmes berechnet und aus diesen entsprechend der Fragmente die
Quotienten M-Promoter/L-Promoter gebildet. Da man von einem einzelnen L-
Gen ausging, wurde zu den Quotienten 1 dazu addiert, um die

Gesamtgenanzahlen im Cluster zu errechnen.
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3.7 Automatisierte Sequenzierung

Die verwendete Methode beruhte auf der Kettenabbruchmethode von Sanger
et al. (1977). Als Ausgangsprodukt wird einzelstrangige DNA benétigt. Diese
hybridisiert mit einem spezifischen Primer, eine zugesetzte Polymerase und
Desoxynukleotide sorgen fir die Verlangerung des Strangs. Im
Reaktionsansatz  befinden sich auch Didesoxynukleotide, die zu
Strangabbrichen fihren, wenn sie statt der normalen Desoxynukleotide
eingebaut werden, da durch die fehlende OH-Gruppe am 3°-C-Atom kein
weiteres Nukleotid eingebaut werden kann. Die verschieden langen DNA-
Strange kénnen nun auf einem denaturierenden Gel aufgetragen werden, wo
sie entsprechend ihrer Lange aufgetrennt werden und dann auf verschiedene

Arten detektiert werden konnen.

Hier wurde eine leicht abgewandelte Methode, das Cycle Sequencing,
verwendet, die &hnlich wie eine PCR funktioniert, bei der aber statt zwei
Primern nur einer eingesetzt wird. Es kann doppelstangige DNA eingesetzt
werden und als Enzym wird die Tag-Polymerase verwendet. Vorteil sind auch
die hohen Temperaturen, mit denen Sekundarstrukturen und GC-reiche
Sequenzen besser Uberwunden werden kdénnen, die bendtigte Templatemenge

ist gering.

Es wurden Exons 2 und 4 sequenziert und ihre polymorphen Stellen untersucht
(vgl. Tabelle 2, 1.2.5). Die Protokolle der PCRs sind oben beschrieben (vgl.
3.3.2).

Zum Sequenzieren wurde der ABI PRISM™ BigDyeT'V| Terminator V3.0 Cycle-
Sequencing Ready Reaction Kit, Applied Biosystems Inc., Foster City, Ca,
USA, benutzt. Zunachst musste die DNA aus den PCR-Reaktionen aufgereinigt
werden. Dies wurde mit Hilfe des CONCERT Rapid PCR Purification System,
GIBCO BRL, Life Technology Inc., Gaithersburg, USA, nach
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Herstellerempfehlungen bewerkstelligt. Diese aufgereinigte DNA wurde
anschliessend fir das Cycle Sequencing verwendet.

Zunachst wurden 5 pul der aufgereinigten Produkte auf einem Agarosegel
aufgetrennt und anhand der Starke der Banden die Konzentration der DNA
abgeschatzt. Je nach abgeschatzter Konzentration wurde mehr oder weniger
DNA in die Reaktion eingesetzt. Die verwendeten Primer wurden 1:10 mit H,O
(UV) verdunnt.

Folgender Ansatz wurde fiir die Sequenzierreaktion verwendet:

Big Dye " 2 ul
Primer: CB-24A (Exon 2) 05 ul
CB-30/ CB 2B (Exon 4) ~ H
DNA 2-4 ul
H:0 ad 10 pl

Der Ansatz wurde im Thermocycler folgendermassen inkubiert:

96°C 96°C 53°C 60°C 4°C
2' 10" 15" 4' >>
25x

Danach wurden die PCR-Proben ausgefallt und gewaschen:

40 pl Isopropanol wurde zu den Proben gegeben, diese gewortext und
anschliessend 30 min bei 13000 rmp zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Pellet mit 150 pl Ethanol gewaschen. Schliesslich wurde
das Pellet im Thermocycler 1 min bei 60°C getrocknet. Die Proben wurden zur

automatischen Sequenzierung gegeben.
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3.8 Phanotypisierung mit dem Anomaloskop

Das Ausmass der Farbsinnstérungen, das Diskriminierungsvermégen und die
Helligkeitsfunktion der Probanden, wurden durch Rayleigh matches am
Anomaloskop gemessen. Es wurde das Oculus HMC Anomaloskop verwendet.
Das Gerat arbeitet nach dem Grundprinzip der additiven Farbmischung.

Der farbliche Testbereich ist so gewahlt, dass S-Zapfen und Stabchen keinen
Einfluss auf die Messung haben und die Abstimmung beider Felder nur durch

die relativen Absorptionsraten von L- und M-Zapfen erreicht wird.

Die Versuche fanden in einem abgedunkelten Raum statt. Ein Auge des
Probanden wurde mit einer Augenklappe abgedeckti, wahrend er mit dem
anderen Auge durch das Okular des Gerates auf das Testbild blickte. Das
Auge der Testperson wurde Uber die gesamte Rot-Grin-Breite hinweg

vermessen.

Das Oculus-Anomaloskop hat eine integrierte automatische Neutralstimmung
und das Licht wird durch Leuchtdioden erzeugt. Die Rot-Griin- und Gelb-Werte
wurden von einem angeschlossenen Computer mit der vom Hersteller
gelieferten Software erfasst. Die Rot-Grin-Vorgabe erfolgte in Flnferschritten.
Wurde hiermit ein diskriminierbarer Bereich erfasst, wurden die Grenzen
zwischen undiskriminierbarem Bereich (matching range) und diskriminierbarem
Bereich bis auf eine Dezimalstelle genau vermessen und deren

Reproduzierbarkeit durch Wiederholungen getestet.

Die Phanotypisierung wurde, wie eingangs erwahnt, auswarts durchgefihrt.
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4 ERGEBNISSE

Im folgenden werden die Ergebnisse der Genotypisierung ausflihrlich dargelegt
sowie die phéanotypischen Daten der Arbeitsgruppe in Ungarn dargestellt.
Einige der Daten sind im Anhang tabellarisch zusammengefasst. Alle
Darstellungen von Opsingen-Clustern beziehen sich auf die vermutlich
exprimierten ersten beiden Gene. Weitere Gene wurden nur in ihrer ungefahren

Anzahl registriert.

Die Untersuchungen wurden an 50 mé&nnlichen Personen durchgefihrt, die in
Ungarn von einer befreundeten Arbeitsgruppe rekrutiert und phanotypisch mit
einem Oculus HMC Anomaloskop auf ihre Farbsinnstérung hin untersucht
wurden.

Die Genotypisierung erfolgte mit Hilfe von SSCP, PCR, LR-PCR,
Restriktionsverdaus und Sequenzierung im Tibinger Labor.

Untersucht wurde die Gesamtgenanzahl, die Reihenfolge der Gene im Cluster,
Basensequenzen in L-und M-Genen fir Aminosaure-Positionen 65, 111, 116,
180, 230, 233, 236, 277 und die Punktmutation C203R.
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4.1 Analyse der Gene und deren Reihenfolge im Cluster mittels
LR-PCR

Die LR-PCR bot die Méglichkeit, sehr grosse Fragmente zu amplifizieren und
so eine Unterscheidung zwischen L- und M-Genen vorzunehmen, die
ansonsten aufgrund ihrer allzu grossen Homologie nicht differenzierbar waren.

Auch konnten dadurch jeweils das erste und das letzte Gen eines Clusters
spezifiziert werden. Aufgrund der Diskriminierungsfunktion der Primer war es

ausserdem maoglich, Hybridgene nachzuweisen.

411 Detektion des ersten Gens

Da der Forward-Primer (LCR1F) in der LCR (Locus Control Region) des
Clusters bindet und diese nur einmal, und zwar am Beginn des Clusters,
vorkommt, wurde mit der LR-PCR (vgl. 3.3.1.1) nur das erste Gen des Clusters
amplifiziert. Als Reverse-Primer wurden (in getrennten Anséatzen) ein L-Gen-
spezifischer bzw. ein M-Gen-spezifischer Primer verwendet (CB-79R bzw. CB-
79G). Da bei Mannern keine zwei verschiedenen ersten Gene vorkommen
kénnen (nur ein X-Chromosom), durfte nur in einem der beiden Ansatze ein
Produkt amplifiziert werden. Der andere Ansatz diente also gleichzeitig als
Kontrollreaktion. PCR-Produkte aus der Primerkombination LCR1F und CB-
79R wurden als L-Gene eingeordnet, diejenigen aus der Kombination LCR1F
und CB-79G als LM-Hybridgen.

Insgesamt fanden sich 26 (52%) Probanden mit einem L-Gen und 24 (48%) mit

einem LM-Hybridgen an erster Stelle. Von den 26 Probanden mit einem L-Gen
an erster Stelle erwiesen sich alle bei der phanotypischen Untersuchung als
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deuteranomal/-anop. Die 24 Probanden mit einem LM-Gen an erster Stelle
erwiesen sich allesamt als protanomal/-anop.

Die Kontrollreaktion zeigte in keinem Fall ein positives Ergebnis.

4.1.2 Distale Gene

Analog zur Detektion des ersten Gens wurde hier ein Forward-Primer (CB-
171GF) verwendet, dessen Bindungsstelle nicht in L-Gen-spezifischen
Promotern, sondern nur in M- und ML-Gen-spezifischen Promotern vorkommt.
Somit war sichergestellt, dass nur M- oder ML-Gene amplifiziert wurden.

Der Forward-Primer wurde mit den gleichen Reverse-Primern kombiniert, die
fir die Detektion des ersten Gens verwendet wurden. Im Unterschied zur
Untersuchung des ersten Gens konnten hier aber in beiden oder auch in
keinem Ansatz Produkte amplifiziert werden, da es sowohl mehrere Arten von
distalen Genen geben kann als auch gar keine.

PCR-Produkte aus der Primerkombination CB-171GF und CB-79R wurden als
ML-Gene erfasst, diejenigen aus der Primerkombination CB-171GF und CB-
79G M-Gene genannt. Wurde in beiden Ansatzen einer DNA-Probe ein Produkt
amplifiziert, dann wurde davon ausgegangen, dass der Proband sowohl (ein)
ML-Gen(e) als auch (ein) M-Gen(e) an distaler Position aufwies. Fand sich nur
in einem der beiden Ansatze ein PCR-Produkt, wurde davon ausgegangen,
dass der Proband nur (ein) M-Gen(e) bzw. nur (ein) ML-Gen(e) an distaler
Position besass. Wurde in keinem der beiden Anséatze einer DNA-Probe ein
PCR-Produkt amplifiziert, ging man davon aus, dass keine distalen Gene
vorhanden sind. Die dazugehdrigen Probanden waren demnach Single-Gen-
Dichromaten.
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Unter den Protan-Defekten wurden drei (12,5%) Single-Gen Probanden und
21 (87,5%) Multi-Gen Probanden gefunden. 19 dieser Multi-Gen Probanden
wiesen distal nur M-Gene auf, zwei zusatzlich distale ML-Gene (10155, 10209).
Die Single-Gen Probanden 10223 und 10259 waren protanop. Die anderen vier
Protanopen hatten zuséatzliche distale M-Gene. Interessanterweise fand sich

ein protanomaler Fall mit einem Single-Gen-Cluster (10161) (vgl. 5.2.1.2).

Bei den Deutan-Defekten fanden sich fiinf (19,2%) Single-Gen Probanden und
21 (80,8%) Multi-Gen Probanden. Diese wiederum besassen bis auf zwei
Aussnahmen distal sowohl ML- als auch M-Gene. Bei den zwei erwahnten
Aussnahmen (10088, 10151) fand sich distal nur ein Hybridgen.

Bis auf eine Ausnahme (10187) (vgl. 5.2.2.2) waren alle Single-Gen Probanden
mit Deutan-Defekten deuteranop. Die anderen Deuteranomalen hatten bis auf
die zwei o0.g. Probanden zusatzlich zu ihrem ML-Gen ein oder mehrere M-
Gene. Bei keinem der deuteranopen Probanden wurde ein distales Gen

gefunden.

41.3 Reihenfolge der Gene

Interessant war die Reihenfolge der Gene bei denjenigen Probanden, die distal
sowohl M- als auch ML-Gene aufwiesen, da sich dann die Frage stellte,
welches dieser Gene exprimiert wird. Laut heutigem Kenntnisstand werden nur
die ersten beiden Gene in phanotypisch relevanten Mengen exprimiert (vgl.
1.2.6). Indirekt konnte die Reihenfolge der distalen Gene nicht bestimmt
werden, da sie sich in ihren intergenen Sequenzen nicht voneinander

unterscheiden.

Indem das letzte Gen typisiert wird, kann man wenigstens bei Clustern mit nur
einem distalen M- und einem distalen ML-Gen die Reihenfolge der Gene mit
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Sicherheit feststellen. Ahnlich wie es die LCR nur vor dem ersten Gen gibt,
findet sich nur hinter dem letzten Gen im Cluster ein vollstdndiges TEX28 Gen.
Dadurch unterscheidet sich das letzte Gen von den anderen distalen Genen.

Mit den entsprechenden Primern wurden LR-Produkte des letzten Gens
amplifiziert. Zur Charakterisierung der amplifizierten Gene wurde nachfolgend
ein Fragment von Exon 5 aus dem LR-Produkt amplifiziert und per
Restriktionsverdau die Identitdt des Codons 277 bestimmt. Nur die L-Gen-
spezifischen Exon 5 Sequenzen wurden dabei geschnitten. Wurde ein L-Gen-
spezifisches Exon 5 gefunden, bedeutete dies demnach ein ML-Hybridgen an
letzter Stelle, bei einem M-Gen-spezifischen Exon 5 musste sich ein M-Gen an

letzter Stelle befinden.
Es wurden alle Cluster, die gleichzeitig distale M- als auch ML-Gene besassen,
unabhangig von ihrer geschatzten Gesamtgenanzahl auf ihr letztes Gen hin

untersucht.

Bei keiner der untersuchten Proben fand sich ein Hybridgen an letzter Stelle.

4.2 S180A-Polymorphismus

Aus allen LR-PCR-Produkten wurde ein Fragment von Exon 3 amplifiziert und
mit Fnu4HI verdaut. So konnte der Genotyp des Ser-Ala-Polymorphismus an
Aminosaure-Position 180 getrennt fir das erste Gen, die distalen M-Gene und

die distalen ML-Gene bestimmt werden.

Bei 11 Probanden kodierte das erste L-Gen Serin an Position 180 und bei 15
Probanden Alanin. Dies entspricht einem Verhaltnis von 42,3 : 57,7. Bei
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Probanden mit einem Hybridgen (LM) an erster Stelle kodierte dieses sieben
Mal Serin und 17 Mal Alanin.

Zwei Probanden kodierten in ihren distalen M-Genen an Aminosaure-Position
180 Serin und 19 Probanden Alanin. Dies entspricht in den M-Genen einem
Verhéltnis von 9,5 : 90,5. Die zwei Probanden mit distalen ML-Genen kodierten

beide sowohl in ihrem ML-Gen als auch in ihnrem M-Gen an Position 180 Alanin.

Bei den Deuteranomalen wurden distal nur die ML-Gene Uberprift, da davon
ausgegangen wurde, dass vorhandene zusatzliche M-Gene nicht exprimiert
werden. Bei finf Probanden kodierten die ML-Gene an Aminosaure-Position
180 Serin und bei 16 Probanden Alanin.

Bei keinem Verdau wurden nach Gelelektrophorese zwei Banden gefunden
(also verdaute und unverdaute Anteile), so dass man davon ausgehen konnte,
dass sich alle distalen Gene einer Probe an der Stelle jeweils glichen, die fur

den S180A-Polymorphismus kodiert.

4.3 Mutation C203R

Diese Mutation kann flr eine Deuteranomalie/-anopie verantwortlich sein. Aus
genomischer DNA aller Probanden wurde ein Fragment von Exon 4 aller L-, M-
und Hybridgene amplifiziert und mit BstUl verdaut. Es fand sich bei keiner
Probe eine Schnittstelle, also konnte diese Mutation als Ursache flr eine

Farbsinnstérung ausgeschlossen werden.
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4.4 SSCP-Auswertung

Hier wurde das Verhaltnis der L- und M-Gen-spezifischen Promoterfragmente
zueinander bestimmt und dadurch die Gesamtgenanzahl ermittelt. Die Methode
eignete sich insgesamt eher als Mdglichkeit der groben Abschatzung der
Gesamtgenanzahl denn zur Quantifizierung. Sie erwies sich bei Genanzahlen
von bis zu drei als zuverlassig, bei grosseren Gesamtgenanzahlen wurde die
Zuverlassigkeit der Ergebnisse geringer, so dass man mit der SSCP nur
feststellen konnte, ob die Genanzahl eins, zwei, drei oder mehr als drei betrug.
Da diese Methode vor allem dazu angewandt wurde, um bei Probanden mit
einer Gesamtgenanzahl von drei die Reihenfolge der Gene zu bestimmen, war
es nicht notwendig, bei hdéheren Gesamtgenanzahlen eine genauere
Differenzierung vorzunehmen (vgl. 3.6.4).

Die Banden des SSCP-Gels waren weit genug voneinander aufgetrennt, so
dass sich die Peak-Flachen nicht Uberlappten und einzeln ausgewertet werden

konnten.

Die durchschnittliche Gesamtgenanzahl der untersuchten 50 Probanden betrug
3,53. Hierbei lag der Durchschnitt bei den Deutan-Defekten bei 3,3. Bei den
Protan-Defekten lag der Durchschnitt der Gesamtgenanzahl bei 3,75.

Eine tabellarische Darstellung der Genanzahlen der einzelnen Probanden
findet sich in Tabellen 3 und 4 im Anhang, wobei die Gesamtzahlen Uber drei

nur geschatzt werden konnten.
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4.5 Sequenzierung

Es wurden die Exons 2 und 4 aus den LR-PCR-Produkten des ersten Gens,
der distalen ML- und der distalen M-Gene sequenziert und auf die Aminoséaure-
Codons fur Aminosaure-Positionen 65, 111 und 116, 230, 233 und 236 hin
untersucht. Die distalen M-Gene der Deuteranopen/-anomalen wurden nicht
sequenziert, da davon ausgegangen wurde, dass ihr distales ML-Hybridgen
exprimiert wird (vgl. 3.3.2). Die Darstellungen der Opsingen-Cluster beziglich
der Farben (rot und griin) der einzelnen Exons in Abbildungen 10 und 11 im
Anhang beziehen sich auf diese Codons, wobei die Darstellung von Exon 5
sich nur auf das Codon fiir Aminosaure-Position 277 bezieht, welche mit den
Primern bei der LR-PCR diskriminiert wurde und die Darstellung von Exon 3
sich auf das Codon fur Aminosaure-Position 180 bezieht, die im

Restriktionsverdau bestimmt wurde.

In nahezu allen Féllen erwiesen sich die Exons, bezogen auf die sechs
untersuchten Aminosaure-Codons, als einheitlich L- oder M-Gen-spezifisch.
Ausnahmen zeigten sich vor allem im Exon 4. Hier fanden sich bei
deuteranomalen  Probanden in sechs Féllen Gene, die die
Aminosaurekombination 1230/A233/V236 (statt Ublicherweise 1230/A233/M236)
kodierten. Diese Kombination kam finf Mal in einem ML-Hybridgen (10153,
10163, 10165, 10213, 10255) und ein Mal in einem L-Gen vor (10255). Somit
kodierte ein Proband (10255) sowohl in seinem L- als auch in seinem
Hybridgen diese Aminosaurekombination im Exon 4. Einmal kodierte Exon 4
die Kombination T230/A233/M236 (statt 1230/A233/M236) in einem LM-
Hybridgen eines Protanomalen (10106).

Exon 2 erwies sich, bezogen auf die L- bzw. M-Gen-Konformitat der kodierten
Aminosauren, als nur einmal uneinheitlich. Es kodierte die
Aminosaurekombination T65/V111/Y116 (statt 165/V111/Y116), nachgewiesen

in einem ML-Hybridgen eines Deuteranomalen (10053).
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Das proximalste Gen bei Probanden mit Deutan-Defekten erwies sich, ausser
beim Probanden 10151, in Exons 2 und 4 als L-Gen-spezifisch. 10151 hatte
stattdessen ein M-Gen-spezifisches Exon 4.

Die Tabellen 5 und 6 im Anhang zeigen die Ergebnisse der Sequenzierungen.
Sequenziiberlagerungen deuten auf unterschiedliche Gene im verwendeten
PCR-Produkt hin und sollten nur bei der Analyse der distalen Gene
vorkommen. In den Sequenzen der proximalsten (5°) Gene im Cluster fanden
sich keine Sequenzlberlagerungen, ebenso nicht in den Sequenzen der
distalen M-Gene. So konnte man davon ausgehen, dass alle distalen M-Gene
konform bezlglich Exon 2 und Exon 4 waren (vgl. auch 5.1.2).

4.6 Ergebnisse mit dem Oculus HMC Anomaloskop

Jeder Proband wurde mit dem Oculus HMC Anomaloskop phanotypisiert.
Dabei fanden sich vier (8%) deuteranope und sechs (12%) protanope
Probanden. 22 (44%) waren deuteranomal oder exirem deuteranomal, 18
(36%) protanomal oder extrem protanomal. Abbildung 9 zeigt die Lage der
midpoints und matching ranges in Bezug auf die Rayleigh-Skala. Die

genaueren Werte sind aus Tabellen 7 und 8 im Anhang zu entnehmen.
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Abb. 9: Lage der midpoints und matching ranges in Bezug auf die Rayleigh-Skala

P=Protanop, PA=Protanomal,
XD=extrem Deuteranomal.

XP=extrem Protanomal,
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4.7 Ableitung des Phanotyps anhand der Genotypisierung

Die Ableitung des Phanotyps anhand des Genotypen erfolgte anhand von in
vitro ermittelten Daten der Absorptionsmaxima der verschiedenen L-, M-, ML
und LM-Pigmente aus den Arbeiten von Merbs und Nathans (1992a, 1992b)
und Asenjo, Rim und Oprian (1994), bei den Protan-Defekten zuséatzlich auch
aus den in vivo Daten von Sharpe et al. (1998). Waren fir eine gefundene
Genkombination keine Messdaten vorhanden, wurde das Absorptionsmaximum
anhand der bekannten spektralen Verschiebungen der einzelnen Exons

errechnet.
Im Anhang sind die errechneten Differenzen der Absorptionsmaxima (AAmax)

der Pigmentpaare bei den einzelnen Probanden in Tabellen 9 und 10
dargelegt.
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4.8 Genotyp-Phéanotyp Korrelation

Fir die Korrelation von Geno- und Phéanotyp wurde der Mittelwert des
geschéatzten AAmax-Wertes (vgl. Tabellen 9 und 10 im Anhang) und der am
Oculus HMC Anomaloskop gemessene matching range (vgl. Tabellen 7 und 8
im Anhang) der jeweiligen Probanden in einem Scatterplot aufgetragen. Diese

sind nachfolgend abgebildet.

7
e * ¢
5
000
4
] L 4

5] @
2
1 ]

[ » ¢ ¢ d
0 o

0 10 20 30 40 50 60 70 80

matching ranges (Rayleigh rel. Einheiten)

Abb. 13: Scatterplot zur Verdeutlichung des Zusammenhangs von matching range und AAmax.
Dargestellt sind die Werte aller Probanden mit Protan-Defekten, wobei ein Punkt mehrere
Probanden darstellen kann.Umrandet sind die Probanden mit dem Genotyp L2M3(ala)/ M(ala).
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Abb. 14: Scatterplot zur Verdeutlichung des Zusammenhangs von matching range und AAmax.
Dargestellt sind die Werte aller Probanden mit Deutan-Defekten, wobei ein Punkt mehrere
Probanden darstellen kann. Umrandet sind die Probanden mit dem Genotyp L(ala)/ M3L4(ala).

4.9 Zusammenfassende Darstellung der Genotypen

4.9.1 Protanop/Protanomal

Sechs Individuen waren protanop. Zwei von ihnen wiesen nur ein einzelnes
Gen in ihrem Cluster auf (Single-Gen-Dichromaten): einer ein L2M3(A180)-
Hybridgen, der andere ein L3M4(S180)-Hybridgen. Die anderen vier
Protanopen hatten jeweils zwei, drei oder mehr Gene (Multi-Gen-Dichromaten).
Zwei besassen die Opsingen-Cluster L1M2(A180)/L(A180), einer das
Opsingen-Cluster L1M2(S180)/M(S180), und einer L2M3(A180)/M(A180).
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Unter den 18 Protanomalen fand sich bei einem Probanden (5,6%) ein
singulares L2M3(A180)-Gen. Alle anderen (94,4%) hatten mehrere Opsingene
in ihrem Cluster, d.h. zusatzliche distale M-Gene. Zwei von diesen wiesen
ausserdem noch ein distales Hybridgen der Struktur M4L5(A180) auf.

Das Sequenzieren des ersten Gens ergab einen T230l-Polymorphismus im
Exon 4 bei einer Person (10106) mit dem Gen-Cluster L4M5(A180)/M(A180).
Bei zwei Probanden (10155, 10209) war nicht eindeutig festzustellen, welches
distale Gen exprimiert wird, da sie distal sowohl ein ML- als auch ein M-Gen
aufwiesen, die Genanzahl im Cluster aber mehr als drei betrug. Ihr Genotyp
lautete also (bezieht man sich nur auf die wahrscheinlicherweise exprimierten
Gene) L2M3(A180)/M(A180) oder L2M3(A180)/M4L5(A180).

Probanden mit Multi-Gen-Clustern, die ein L1M2-Hybridgen enthielten, waren
alle protanop, alle anderen Hybridgene waren mit einer Protanomalie oder

Protanopie assoziiert.

Wenn man davon ausgeht, dass nur die ersten beiden Gene im Cluster
signifikant zum Farbensehen beitragen und die nachfolgenden Gene in nicht
bedeutsamen Masse exprimiert werden, dann ergeben sich die in Abbildung 10
im Anhang dargestellten Opsingen-Cluster.

Insgesamt kamen die einzelnen Hybridgene in folgender Haufigkeit vor (vgl
Tabelle 11), wobei bei den Probanden 10155 und 10209 nicht eindeutig
bestimmt werden konnte, ob deren Hybridgene exprimiert werden:

Hybridgen Haufigkeit

L1M2(A180) |2 (8.3%)

L1M2(S180) |1 (4,2%)

(
L2M3 8 (+2) (41,7%)
L2M3(T230) |1 (4,2%)
L3M4 2 (8,3%)
L4M5(A180) |4 (16,7%)
L4M5(S180) |4 (16,7%)

Tab. 11: Haufigkeiten der gefundenen LM-Hybridgene bei Probanden mit Protan-Defekten.
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4.9.2 Deuteranop/Deuteranomal

Diese Probanden wiesen, bezogen auf ihr Opsingen-Cluster, eine viel grossere

Variabilitat auf als die Protanopen/Protanomalen.

Vier Deuteranope hatten Single-Gen-Cluster mit einem einzelnen L-Gen (drei
mit S180, einer mit A180).

Unter den 22 Deuteranomalen gab es einen Probanden (4,5%), der ein Single-
Gen-Cluster mit einem L(S180)-Gen aufwies. 21 (95,5%) hatten Opsingen-
Cluster, die aus einer der zwei L-Gen-Varianten bestanden, gefolgt von einem
der funf verschiedenen Typen von ML-Hybridgenen und meistens zusatzlich
noch einem oder mehreren normalen M-Genen (die wahrscheinlich nicht zum
Farbensehen beitragen).

Das Sequenzieren des Exon 4 ergab funf Mal eine V236M-Genvariante: Bei
zwei Probanden (10153, 10163) mit der Genkombination L(A180)/M2L3(S180)
wurde die Genvariante im ML-Hybridgen kodiert, ebenso bei zwei Probanden
(10165, 10213) mit der Genkombination L(A180)/M3L4(A180). Bei einem
Probanden (10255) mit der Kombination L(A180/M3L4(A180) wurde die
V236M-Genvariante sowohl im L- als auch im ML-Hybridgen kodiert. Eine
polymorphe Stelle in Exon 2 wurde nur bei einem Probanden (10053)
gefunden. Dieser Proband kodierte eine T65I-Substitution im ML-Hybridgen
eines L(S180)/M2L3(S180)-Gen-Clusters.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen bestimmten Hybridgenen und Di-
oder Trichromasie festgestellt werden, vielmehr konnten alle Hybridgene Di-
oder Trichromasie bewirken. Es fiel lediglich auf, dass Probanden mit Multi-

Gen-Clustern keine Dichromasie zeigten.
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Die Zusammensetzungen der Opsingen-Cluster sind aus der Abbildung Nr. 11
im Anhang zu entnehmen, die Haufigkeit der Hybridgene aus nachfolgender
Tabelle 12.

Hybridgen Haufigkeit
M1L2(S180) 1 (4,3%)
M1L2(S180;T65) 1 (4,3%)
M2L3 1 (4,3%)
M2L3(V236) 2 (8,7%)
M3L4 8 (34,8)
M3L4(V236) 3 (13%)
M4L5(A180) 5 (21,7%)
L(S180;M4) 1 (4,3%)
L(A180;V236) 1 (4,3%)

Tab. 12: Haufigkeiten der gefundenen Hybridgene bei Probanden mit Deutan-Defekten
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5 DISKUSSION

Zunachst wird auf die methodischen Schwierigkeiten bei der Geno- und
Phéanotypisierung eingegangen. Hierbei werden auch Messungenauigkeiten der

Ergebnisse erortert.

Danach sollen die gefundenen Genotypen genauer betrachtet werden und auf
die Haufigkeit der einzelnen Hybridgene und Genkombinationen eingegangen
werden. In diesem Zusammenhang werden die Probanden mit identischen
Genotypen fir das proximale Pigmentgen-Paar zusammengefasst und mit den

resultierenden Phanotypen verglichen.

Es werden dann die aus den proximalen Pigmentgen-Paaren eines Clusters
abgeleiteten Differenzen der Absorptionsmaxima (AAmax) der Photopigmente
mit dem matching range korreliert und die Zusammenhange herausgearbeitet.
Mégliche Erklarungsmodelle zur phénotypischen Variabilitdt werden
anschliessend dargestellt.

Zum Schluss werden die Ergebnisse mit denen aus anderen Studien verglichen

und in deren Kontext erortert.

91



5.1 Methodische Schwierigkeiten

5.1.1 Messungenauigkeiten am Anomaloskop

Da die Messung am Anomaloskop einen subjektiven Test darstellt und damit
von der Mitarbeit des Probanden beeinflusst wird, kann hier die Exaktheit des
Abgleichs von Proband zu Proband variieren — trotz genauer Einhaltung des
Versuchprotokolls. Auch ist deren Konzentrationsfahigkeit bei den bis zu drei

Stunden lang dauernden Messungen begrenzt.

Der mit dem Auge zum Okular einzuhaltende Abstand ist mit dem Oculus
Anomaloskop nicht kontrollierbar. Dadurch kénnen eventuell unterschiedliche
Bereiche der Retina beleuchtet werden und somit auch weiter peripher
gelegene Zapfen, die eine andere Form und Funktion besitzen als die zentral
gelegenen, dicht gedrangten Rezeptoren, einen Einfluss auf die Messung
haben. Es wird vermutet, dass durch die unterschiedliche Form der peripheren
Zapfen deren Pigmente eine andere optische Dichte besitzen als Pigmente in
zentral gelegenen Zapfen. Dadurch kdénnte die Diskriminierungsfahigkeit

verandert sein.
Das Oculus Anomaloskop vermindert zu einem grossen Teil durch einen

halbautomatisierten Messablauf den Einfluss des Untersuchers auf den

Untersuchungsablauf und das Resultat.
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5.1.2 Genotypisierung — methodische Grenzen

Unsicherheiten bei der Genotypisierung ergaben sich vor allem bei der
Bestimmung der distalen Gene, sowohl was deren Anzahl betraf als auch deren
Sequenz und Reihenfolge.

Das proximalste Gen im Cluster konnte immer mit Sicherheit analysiert werden.
Da angenommen wird, dass nur die ersten beiden Gene im Cluster in
signifikanter Menge exprimiert werden, wurde versucht, auch die Struktur des
zweiten Gens zu ermitteln. Dieses gelingt aber nur bei Clustern, die aus
maximal drei Genen bestehen. Bei Clustern mit mehr als drei Genen wurde bei
Probanden mit Deutan-Defekten als wahrscheinlichste Variante das (wenn
vorhandene) Hybridgen als zweites Gen definiert, da angenommen wurde,
dass nicht ein distales M-Gen, sondern das ML-Hybridgen fir die Anomalie
verantwortlich ist. Mit direkten Verfahren wurde bei Personen mit
Farbsinnstérungen das ML-Hybridgen immer an zweiter Stelle nachgewiesen
(Winderickx et al. 1992a, Deeb & Motulsky 1998).

Bei Probanden mit Protan-Defekten, deren Cluster mehrere distale M-Gene
aufwiesen, konnte die Sequenz dieser M-Gene nicht einzeln bestimmt werden,
da bei der Sequenzierung aus methodischen Griinden alle M-Gene im gleichen
Ansatz analysiert werden mussten. So kénnen bei multiplen M-Genen
Sequenziberlagerungen zum Teil schwer erkannt werden. Einzelne
Mutationen, die evtl. im exprimierten M-Gen vorlagen, konnten dadurch nicht

nachgewiesen werden.

Die SSCP erwies sich als nicht ausreichend prazise Methode fiir die exakte
Bestimmung der Gesamtgenanzahl im Cluster. Dies zeigte sich vor allem bei
héheren Genanzahlen. Bei Gesamtgenanzahlen von bis zu drei war die SSCP
noch ausreichend zuverlassig. Da man jedoch nur bei Gen-Clustern von bis zu
drei Genen die Reihenfolge der Gene bestimmen kann, war es fir diese Arbeit
irrelevant, dartiberhinausgehende Genanzahlen mit Sicherheit zu ermitteln. Ziel

war, das zweite Gen zu bestimmen. Bei grosseren Opsingen-Clustern wurde
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immer von der wahrscheinlichsten Variante ausgegangen, namlich dass

vorhandene Hybridgene flr die jeweilige Farbsinnstérung verantwortlich sind.

5.2 Untersuchung der Genotypen

In allen Gen-Clustern fanden sich entweder Hybridgene oder sie bestanden aus
nur einem Gen. Dies steht in Einklang mit der Modellvorstellung, dass
Farbsinnstérungen auf inequale Rekombinationsereignisse zurlckzufihren sind
(Deeb et al. 1992, Sharpe et al. 1998). Es wurde immer von der Vermutung
ausgegangen, dass nur die ersten beiden Gene im Cluster exprimiert werden
(Nathans et al 1989, Winderickx et al 1992a), bei den Protan-Defekten also ein
LM-Hybridgen und ein M-Gen, bei den Deutan-Defekten ein L-Gen und ein ML-
Hybridgen. Die restlichen distalen M-Gene wurden bei der Darstellung der
Genotypen nicht bertcksichtigt. Man geht davon aus, dass diese normalen M-
Pigmentgene die dritte oder weiter distale Positionen einnehmen und, wenn
Uberhaupt, dann nicht so suffizient in die Retina exprimiert werden, dass sie

zum Farbensehen beitragen (vgl. 1.2.6).
Im folgenden werden Probanden mit gleichen Genotypen beziglich ihres

proximalen Pigmentgen-Paares zusammengefasst und ihre phanotypische

Variabilitat dargestellt.
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5.2.1 Protan-Defekte

Bei allen Probanden mit Protan-Defekten fand sich ein LM-Hybridgen. Dies
steht im Einklang mit Untersuchungen von Deeb et al. (1992) und Sharpe et al.
(1998), dass Protan-Defekte auf LM-Hybridgene zurlckzufihren sind.
Insgesamt erflllten fast alle Félle die Annahme, dass die Fahigkeit zur
Farbdiskriminierung auf Unterschieden der exprimierten Opsingene in den
Aminosaure-Codons, die flir spectral tuning verantwortlich sind, beruht (Merbs
& Nathans 1992, Asenjo et al. 1994, Sharpe et al. 1998). Je mehr sich die
jeweiligen Pigmente in diesen Aminosauren unterschieden, je grésser also die
Differenz ihrer Absorptionsmaxima, desto besser das
Farbunterscheidungsvermégen. Eine streng lineare Korrelation konnte jedoch
nicht ermittelt werden (vgl. Abbildung 13, 4.8).

Insgesamt fanden sich 21 (87,5%) Probanden mit Multi-Gen-Clustern, wobei
sieben verschiedene Variationen vorkamen (bezogen auf das proximale
Pigmentgen-Paar). Bei drei (12,5%) Probanden wurden Single-Gen-Cluster

nachgewiesen, die in zwei Variationen vorkamen.

Das Hybridgen L1M2 war bei Probanden mit Multi-Gen-Clustern durchgehend
mit einer Dichromasie assoziiert, die Hybridgene L3M4 und L4M5 waren mit
einer Trichromasie assoziiert. Laut Sharpe et al. (1999b) entsteht eine
Protanopie gewdhnlich nur dann, wenn ein Crossing over sich vor Exon 3
ereignet hat, ansonsten entsteht eher eine Protanomalie. Dies stimmt mit den

hier vorliegenden Ergebnissen Ubereinstimmt.

Auffallend war eine Gruppe von Probanden, die bei gleichem Genotyp flr das
proximale Pigmentgen-Paar erhebliche Variationen in ihrem Phanotyp zeigte.
Die Sequenzen von Hybrid- und M-Gen unterschieden sich nur im Exon 2

voneinander.
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5.2.1.1 Multi-Gen-Cluster

Unter den Probanden mit Protan-Defekten, die Multi-Gen-Cluster aufwiesen,
waren 17 (80,95%) protanomal und vier (19,05%) protanop. Insgesamt kamen
sieben verschiedene Hybridgene vor: finf verschiedene bei den Protanomalen,
zwei verschiedene bei den Protanopen, wobei jeweils die Kombination eines
LM-Hybridgens mit einem M-Gen vorlag. Das Hybridgen unterschied sich von
dem M-Gen in bis zu drei Exons (Exons 2 bis 4). Exons 1 und 6 sind jeweils in

allen Genen sequenzgleich (vgl. 1.2.3).

a) Genotyp L2M3(ala)/ M(ala)

Die haufigste Genkombination (6 Personen) war ein L2M3(ala)-Hybridgen
gefolgt von einem normalen M(ala)-Gen. Zusétzlich waren ein bis ca. sechs M-
Gene vorhanden. Die Aminosauresequenzen von Hybrid- und M-Gen
unterschieden sich nur im Exon 2 voneinander (bezogen auf die Aminosaure-
Codons, die fir Positionen 65, 111 und 116 kodieren). Die Differenz der
Absorptionsmaxima der beiden Pigmente betrug hier nach in vitro Messungen
von Merbs & Nathans (1992a, 1992b) und Asenjo, Rim und Oprian (1994) und
nach in vivo Daten von Sharpe et al. (1998) 0,2 bis 0,7 nm und ist eigentlich zu
gering, um trichromatisches Sehen zu ermdglichen. Entsprechend wird dieser
Genotyp oft bei Protanopen gefunden (Jagla, Jagle und Hayashi 2002). In der
vorliegenden Arbeit wurde dieser Genotyp aber eher bei Protanomalen
gefunden und ist offensichtlich mit einer grossen Variabilitdt in den matching
ranges assoziiert. Diese nahmen erstaunlicherweise Werte Uber nahezu das
gesamte Spektrum an.

Offenbar tragen hier neben den durch die Sequenzunterschiede in Exon 2
verursachten spektralen Shift von 0,2 bis 0,7 nm andere Faktoren wesentlich

zur Diskriminierungsfahigkeit bei (vgl. 5.4.3).
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Man konnte die Phéanotypen entsprechend ihrer matching ranges in drei
Gruppen unterteilen:

(i) drei Probanden (10181, 10185, 10325) hatten matching ranges von 3 bis 4
und waren protanomal Sie konnten also, trotz geringer errechneter Differenz
der Absorptionsmaxima ihrer Pigmente, sehr gut diskriminieren. Méglicherweise
kénnten andere Einflussgréssen der von Exon 2 kodierten Aminosauren auf die
Pigmente und ihre Expression in Zapfen 2zu einer erhdhten
Diskriminierungsféahigkeit fihren. Aber auch Unterschiede auf postrezeptoraler
Ebene kdnnten einen grésseren Beitrag zur Diskriminierungsfahigkeit dieser
Probanden leisten als bei den Ubrigen Probanden (vgl. 5.4.3).

(i) Zwei Probanden (10169, 10227) waren extem protanomal. Sie hatten
matching ranges von 22 und 23, die auch nicht allein durch den von Exon 2
verursachten spektralen Shift zu erklaren sind; bei ihnen kénnten ebenso die
0.g. Faktoren eine Rolle spielen, wenn auch nicht so stark ausgepragt.

(iii) Nur ein Proband war protanop (10193) mit einem matching range von 73.
Hier wére gegebenenfalls eine Nachuntersuchung am Anomaloskop sinnvoll.
Nagy (1980) und Breton & Cowan (1981) haben gezeigt, dass Trichromasie bei
(vermeintlichen) Dichromaten festgestellt werden kann, wenn Rayleigh matches
unter anderen Versuchsbedingungen durchgefiihrt werden.

Zwei zusatzliche Probanden, deren Opsingen-Paar sich sehr wahrscheinlich
auch nur im Exon 2 unterschied, kdénnten zu dieser Genotyp-Gruppierung
hinzugezahlt werden. Sie besassen jedoch zusatzlich ein M4L5(ala)-Hybridgen
an distaler Position, so dass nicht mit Sicherheit ermittelt werden konnte,
welches der distalen Gene exprimiert wurde. Zudem besassen beide
Probanden leider mehr als drei Gene im Cluster und bei Genanzahlen von Gber
drei kann die Reihenfolge der Gene nicht ermittelt werden. Das Hybridgen war
jedoch nicht an letzter Stelle im Cluster. Ihr Genotyp fiir die ersten beiden Gene
kbnnte sowohl L2M3(ala)/ M(ala) oder L2M3(ala)/ M4L5(ala) lauten.
Wahrscheinlicher ist die erste Annahme, da der Phéanotyp der beiden
Probanden extrem protanomal war, mit matching ranges von 40 und 59,3.

Hatten beide den letzteren Genotyp, mussten die Absorptionsmaxima ihrer
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exprimierten Pigmente sehr viel weiter auseinander liegen, da vor allem durch
Exon 5 der spektrale Shift sehr gross wird (20 bis 25 nm), die matching ranges
mussten also kleiner sein.

Es ist bekannt, dass es durchaus Hybridgene an weit distaler Position geben
kann, die offensichtlich nicht exprimiert werden, denn 4-8% der normalsichtigen
Méanner verfligen Uber distale (nicht exprimierte) ML-Hybridgene (Drummond-
Borg et al. 1989, Jorgensen et al. 1990, Deeb et al. 1992, 1995).

b) Genotypen L4M5(ala)/ M(ala) und L4M5(ser)/ M(ser)

Vier Probanden (10183, 10219, 10221, 10229) bildeten die zweitgrdsste
Gruppe mit gemeinsamem Genotyp. lhr Opsingen-Cluster bestand aus dem
Pigmentgen-Paar L4M5(ala) und M(ala) gefolgt von bis zu ca. funf M-Genen.
Aus den Unterschieden in den Sequenzen der Pigmentgene in den Exons 2
und 4 ist ein spektraler Abstand der Pigmente von 1,9 bis 7,6 nm abzuleiten.
Es war daher zu erwarten, dass durch diese Unterschiede trichromatisches
Sehen ermdglicht wird. Tatséachlich waren alle Probanden dieser Gruppierung

protanomal mit matching ranges von 5,5 bis 10.

Ein zuséatzlicher Proband (10106) unterschied sich von dieser Gruppe nur durch
die in Exon 4 kodierte Aminosaure an Position 230, so dass die Differenz der
Absorptionsmaxima seiner Pigmente im Vergleich zum L4M5(ala)/ M(ala).
Genotypen um 1 nm (also 0,9 bis 6,6 nm) verringert sein sollte (vgl. Tabelle 2).
Auch er war Trichromat, wenn auch mit einem grésseren matching range von
18,3. Dies steht im Einklang mit der Vorstellung, dass kleinere Unterschiede im
spekiralen Abstand der Pigmentpaare zu grésseren matching ranges fuhren.
Die Position 230 leistet hier also, wie erwartet, einen Beitrag zum spectral
tuning (Merbs & Nathans 1993). Man muss aber hierbei bedenken, dass die
durch einzelne Substitutionen verursachten spektralen Shifts sich nicht
miteinander addieren lassen: die Grosse des Shifts hdngt mdglicherweise von

der Identitat der anderen relevanten Aminosauren ab (Merbs & Nathans 1993,
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Asenjo et al. 1994) und betragt, auf das gesamte Gen bezogen, mehr oder

weniger als 1 nm.

Die Opsingene eines Probanden (10171) unterschieden sich ebenfalls in den
Exons 2 und 4, sie kodierten aber jeweils Serin statt Alanin an der Aminosaure-
Position 180. Somit reprasentiert dieser Proband den Genotyp L4M5(ser)/
M(ser) mit einem weiteren distalen M-Gen. Er ist extrem protanomal mit einem
matching range von 47. Der errechnete spektrale Abstand seiner Pigmente
betrug 1,9 bis 2,4 nm, obwohl sich die Pigmente an genau den gleichen Stellen
unterscheiden wie beim L4M5(ala)/ M(ala) Genotyp. Offenbar spielt es also
eine Rolle, ob die Positionen 180 der kodierten Opsine jeweils von Serin oder
Alanin besetzt sind, d.h. die einzelnen Aminosduren interagieren miteinander.
Vielleicht spielen aber auch noch Messungenauigkeiten bei den in vivo und in
vitro Ermittlungen der Absorptionsspektren der einzelnen Pigmente eine Rolle.

c) Genotyp L4M5(ser)/ M(ala)

Eine Dreiergruppe bildeten die Probanden 10108, 10191 und 10257. lhre
Opsingen-Cluster waren aus einem L4M5(ser)-, einem M(ala)-Opsingen und
ein bis zwei distalen M-Genen zusammengesetzt. Die Opsingene
unterschieden sich folglich in den Exons 2 bis 4. Die errechnete Differenz der
Absorptionsmaxima der Pigmente (AAmax) betrug 6 bis 6,4 nm, liess also
erwarten, dass die Phanotypen Trichromaten waren. Da Almax der
Pigmentpaare grésser war als in Gruppe b) und in dieser Gruppe zuséatzlich ein
Unterschied der Pigmentpaare in der von Exon 3 kodierten Aminosdure an
Position 180 bestand, der ja den spektralen Shift um ca. 4 nm verschieben soll
(vgl. Tabelle 2), sollte man erwarten, dass die matching ranges, verglichen mit
Gruppe b), kleiner sind. Dies traf jedoch nicht zu. Die matching ranges in dieser
Gruppe betrugen 6 bis 17,7. Da dies kein signifikanter Unterschied zur vorigen

Gruppe ist, kdonnte dieses Ergebnis von Messungenauigkeiten bei der
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Ermittlung des Phanotypen oder der Ermittlung der Absorptionsmaxima der

einzelnen Pigmente herrGhren.

d) Genotyp L3M4(ser)/ M(ala)

Das Gen-Cluster des Probanden 10159 bestand aus einem L3M4(ser)- und
einem M(ala)-Gen mit ca. drei zuséatzlichen M-Genen. Dies bedeutet, dass
seine exprimierten Opsingene sich in den Exons 2 und 3 unterschieden. Der
geschatzte spekirale Abstand der Pigmente betrug 2 bis 3,7 nm, wahrend der
Proband einen matching range von 5 aufwies. Er konnte also besser
diskriminieren als der Genotyp es erwarten liess. Auch dieses Phdnomen

kénnte mit 0.g. Faktoren (siehe Gruppe a), vgl. auch 5.4.3) erklart werden.

e) Genotypen L1M2(ala)/ M(ala) und L1M2(ser)/ M(ser)

Eine letzte Gruppe von protan-defekten Probanden mit Multi-Gen-Clustern
(10090, 10094, 10261) lasst sich abschliessend zusammenfassen. Die
Genotypen dieser Probanden haben als Gemeinsamkeit ein LM-Hybridgen, das
sich in keiner der wichtigen Aminosaure-Codons von den distalen M-Genen
unterscheidet. Sie missten somit alle protanop sein, da es in ihren exprimierten
Pigmenten wahrscheinlich keinen wesentlichen Unterschied in den
Absorptionsmaxima gibt. Tats&chlich traf dies auch zu.
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5.2.1.2 Single-Gen-Cluster

Bei drei Probanden wurden Single-Gen-Cluster nachgewiesen. Zwei
Probanden (10161, 10259) hatten den Genotyp L2M3(ala), ein Proband
(10223) den Genotyp L3M4(ser). Alle muissten Dichromaten sein — ein
Proband hiervon war jedoch extrem protanomal (10161) und zeigte im
langerwelligen Bereich ein geringes trichromatisches Farbensehen bei einem
matching range von 70. Grinde fir seine Diskriminierungsfahigkeit kénnten
z.B. Inhomogenitéaten in der Retina oder Unterschiede der Zapfenpigmente in

ihrer optischen Dichte sein (vgl. auch 5.4.3).

5.2.2 Deutan-Defekte

Bei Probanden mit Deutan-Defekten waren diese allesamt auf ML-Hybridgene
oder Single-Gen-Cluster (mit einem singularen L-Gen) zurlickzufiihren, was mit
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Deeb et al. 1992, Sharpe et al. 1998,
Nathans et el. 1986a, Nathans et al. 1986b, Vollrath et al. 1988, Drummond-
Borg et al. 1989) vereinbar ist. Bei flinf (19,23%) Probanden wurden Single-
Gen-Cluster nachgewiesen, die in zwei Variationen vorkamen. 21 (80,77%)
Probanden hatten Multi-Gen-Cluster, die, bezogen auf die ersten beiden Gene,
in 11 verschiedenen Variationen vorkamen.

Auch hier konnte, wie bei den protan-defekten Probanden, keine streng lineare
Korrelation zwischen den matching ranges der Probanden und der Differenz
der Absorptionsmaxima (AAmax) des jeweiligen L- und ML-Hybridpigments
festgestellt werden (vgl. Abbildung 14, 4.8).
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Auffallend war die im Vergleich zu den Probanden mit Protan-Defekten
gréssere Variabilitdt in den Opsingen-Clustern bezlglich Genvarianten, die
sowohl im L- als auch im ML-Hybridgen vorkamen. Ein V236M-Austausch kam
bei finf Probanden vor, wobei einer von ihnen (10255) die V236-Variante in
beiden Genen zeigte. Proband 10151 wies im Exon 4 seines L-Gens

durchgehend eine M-Gen-spezifische Sequenz auf.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen Hybridgenen und Di- oder
Trichromasie festgestellt werden, vielmehr fand sich bei Multi-Gen-Clustern
immer eine Trichromasie, wahrend eine Dichromasie nur bei Single-Gen-
Clustern auftrat. Nach Sharpe et al. (1999b) entsteht eine Deuteranopie
meistens nur dann, wenn das Crossing over sich vor Exon 2 ereignet hat. Der
einzige Proband, bei dem dies der Fall war (M1L2-Hybridgen), zeigte jedoch
eine extreme Deuteranomalie. Es gab in der Probandengruppe zu wenige mit
einem M1L2-Hybridgen (Crossing over vor Exon 2), um die These von Sharpe

et al. letztendlich zu untermauern.

Wie bei den Probanden mit Protan-Defekten fiel auch hier eine Gruppe von
Probanden auf, die sich bei gleichem Genotyp flr das proximale Pigmentgen-
Paar durch eine besonders grosse Variabilitdt in ihren resultierenden
Phanotypen auszeichnete. |hr Pigmentgen-Paar unterschied sich nur im
Exon 2.

Im folgenden werden, wie bei den Probanden mit Protan-Defekten, die
einzelnen Genotypen naher beleuchtet und mit den Ph&notypen verglichen.
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5.2.2.1 Multi-Gen-Cluster

Alle 21 Probanden mit Multi-Gen-Cluster waren Trichromaten. lhre Opsingen-
Cluster bestanden aus einem L-, einem ML- und bis zu ca. drei weiteren M-
Genen, wobei das ML-Hybridgen in sieben verschiedenen Variationen vorkam.
Das L-Gen unterschied sich vom ML-Hybridgen in bis zu drei Exons (bezogen
auf Exons 2 bis 5).

a) Genotyp L(ala)/ M3L4(ala) und L(ser)/ M2L3(ser)

Die h&ufigste Genkombination bei den Deuteranomalen (8 Probanden) war ein
M3L4(ala)-Gen kombiniert mit einem L(ala)-Gen und weiteren ein bis zwei M-
Genen. Dies wiederum bedeutet nur einen Unterschied im Exon 2 zwischen
den beiden proximalen Pigmentgenen, wobei drei der Probanden zusatzlich
eine V236-Variante in ihren Hybrid- bzw. in beiden Genen aufwiesen.

Hier wird (im Gegensatz zu 0,2 bis 0,7 nm beim korrespondierenden L2M3(ala)/
M(ala)-Genotyp bei den Protan-Defekten in Gruppe a)) der spektrale Abstand
auf 1,0 bis 3,6 nm geschatzt. Genauso wie bei der entsprechenden Gruppe
unter den Protan-Defekten kamen auch hier sehr unterschiedliche Phanotypen

vor. Die matching ranges erstreckten sich von 5 bis 30.

Auch hier kann man die Phanotypen entsprechend ihrer matching ranges in
Gruppen unterteilen.

(i) Kleinere matching ranges von 5 bis 9 zeigten die Probanden 10175, 10207,
10213 und 10215. Unter diesen differierte der Proband 10213 durch die in
seinem ML-Hybridgen kodierte V236-Variante. Die Aminosaure-Position wird in
Exon 4 kodiert und soll nicht zum spectral tuning beitragen (Merbs & Nathans

1993). Der Proband 10165 (wird in der folgenden Gruppe (ii) aufgeflihrt) zeigte
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einen identischen Genotyp, hatte aber einen grésseren matching range von
27,5. Die zwei Probanden mit der V236-Variante unterschieden sich also
phanotypisch stark voneinander.

(i) Probanden mit grésseren matching ranges zwischen 18,9 und 30 waren
10110, 10177, 10165 und 10255. Hier fiel, (ausser o0.g. Proband 10165),
Proband 10255 auf, bei dem die V236-Variante in beiden Opsingenen kodiert
wurde. Er hatte den gréssten matching range von 30.

Ob der V236M-Austausch den Phanotyp beeinflusst, z.B. durch einen Einfluss
auf die optische Dichte, ist aus diesen Daten nicht zu erschliessen, hierzu

mussten mehr Probanden mit einem solchen Genotyp untersucht werden.

Das Opsingen-Paar von Proband 10265 unterschied sich, wie beim L(ala)/
M3L4(ala)-Genotyp, nur im Exon 2. Sein Genotyp war L(ser)/ M2L3(ser) mit
ca. funf weiteren M-Genen. Der matching range war 3,7. Der errechnete
spekirale Abstand betrug hier 3,7 bis 4 nm, war also grésser als beim L(ala)/
M3L4(ala)-Genotyp, obwohl sich die Pigmentgene ebenfalls nur in Exon 2

voneinander unterschieden.

Die méglichen Grinde fir die variablen Phanotypen entsprechen denen, die
bei den Protan-Defekten schon erwdhnt wurden. Zuséatzlich liesse sich hier
jedoch spekulieren, dass die zusatzlichen M-Gene einen Beitrag zum

Farbdiskriminierungsvermdgen leisten kénnten (vgl. hierzu auch 5.4.3).

b) Genotyp L(ala)/ M4L5(ala)

Probanden mit diesem Genotyp (10086, 10088, 10157, 10211) bildeten die
zweitgrosste Gruppe unter den Deutan-Defekten. Zuséatzlich wurden bis zu zwei
weitere M-Gene gefunden. Hier unterschieden sich die exprimierten Opsingene
in den Exons 2 und 4. Der errechnete spekirale Abstand der Pigmente betrug
5 bis 7,6 nm. Die matching ranges waren in dieser Gruppe nicht so variabel und

ergaben Werte von 0 bis 6. Damit waren sie erstaunlicherweise sehr klein,
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entsprachen aber in etwa der korrespondierenden Gruppe b) der Protan-
Defekte. Proband 10088 hatte einen matching range von 0. Das ist besser als
bei einigen Normalsichtigen und lasst sich z.B. durch postrezeptorale
Mechanismen erklaren, die sich individuell unterscheiden (vgl. 5.4.3).

c) Genotypen L(ser)/ M3L4(ala) und L(ala)/ M2L3(ser)

Eine Gruppe von drei Probanden (10167, 10173, 10217) zeigte den Genotyp
L(ser) kombiniert mit einem M3L4(ala)-Gen und ein bis zwei weiteren M-Genen.
Diese Opsingene (L(ser)/ M3L4(ala) unterscheiden sich voneinander in den
Exons 2 und 3; trichromatisches Sehen sollte also mdglich sein. Die
errechnete Differenz der Absorptionsmaxima der Pigmente betrug 7,9 bis 8 nm.
Die matching ranges variierten von 1 bis 6,3, unterschieden sich also nicht
wesentlich von denen der Gruppe b) und waren teilweise besser als erwartet.

Zur Bewertung der mdglichen zugrunde liegenden Mechanismen vgl. 5.4.3.

Ungewdhnlich war bei Proband 10151 der Genotyp: L(M4,ser)/ M4L5(ala);
weitere M-Gene wurden nicht gefunden. Das erste L-Gen enthielt ein M-Gen-
spezifisches Exon 4. Da fir diesen Genotyp in Vorarbeiten keine
Absorptionsmaxima ermittelt wurden, wurde hier ein hypothetisches
Absorptionsmaximum errechnet: L(ser) wird durch das M-Gen-spezifische Exon
4 in den kurzerwelligen Bereich verschoben. Da Exon 4 fir ca. 2 nm
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Pigmentes zustandig ist (vgl.
Tabelle 2, 1.2.5), wurden von dem aus Vorarbeiten ermittelten L(ser)-Wert (vgl.
Tabelle 1) 2 nm abgezogen. Dieses Vorgehen ist nicht ganz exakt, da man
Einzelwerte nicht genau miteinander addieren kann und die Aminosauren sich
im Pigmentmolekll wechselseitig beeinflussen. Dennoch konnte so eine
ungefédhre Abschatzung der Werte erfolgen. Das gleiche Vorgehen wurde fir
andere Genotypen, die nicht in Vorarbeiten untersucht wurden, verwendet (vgl.
Tabelle 1 im Anhang).
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Bei dem Probanden 10151 differierten die zwei untersuchten Opsingenkopien
ebenfalls in den Exons 2 und 3; der errechnete spekirale Abstand der Pigmente
betrug 9,9 bis 10 nm. Es wurde ein matching range von 5,4 ermittelt. Der
Proband unterschied sich hierbei also nicht relevant von den anderen

Probanden in dieser Gruppe.

Bei zwei weiteren Probanden (10153, 10163) unterschieden sich die beiden
proximalen Opsingene ebenso nur in den Exons 2 und 3 voneinander. Der
Genotyp stellte sich als L(ala)/ M2L3(ser) mit zwei weiteren M-Genen dar,
zusatzlich fand sich im ML-Hybidpigment ein V236M-Austausch, welcher aber
nicht zum spectral tuning beitragen soll (Merbs & Nathans 1993). Der
errechnete spektrale Abstand der Pigmente betrug 0,6 bis 3 nm, die matching
ranges 12,6 und 41,5. Der Unterschied kann durch Sequenzunterschiede der
Opsingen-Paare im Exon 2 erklart werden, vielleicht spielt aber auch der
V236M-Austausch eine Rolle, indem er zur Stabilitdt des Pigmentes beitragt.
Ausserdem kommen noch Mdéglichkeiten in Frage, die bei anderen Genotypen
schon erértert wurden (s.0. und 5.4.3).

Insgesamt zeigte sich diese Gruppe homogen: gréssere Abstédnde in den
Absorptionsmaxima der Pigmente waren mit kleineren matching ranges,

kleinere Abstande mit grésseren matching ranges korreliert.

d) Genotyp L(ser)/ M1L2(ser)

Der Genotyp L(ser)/ M1L2(ser) kam bei zwei Probanden vor (10053, 10189).
Zusatzlich waren ca. zwei bzw. ca. drei M-Gene im Cluster vorhanden. Proband
10053 zeigte eine Besonderheit. In seinem ML-Pigment lag der I65T-Austausch
vor, so dass sich seine Pigmente nur an den AS-Positionen 111 und 116
voneinander unterschieden. Beim Probanden 10189 zeigten sich zwischen
beiden Pigmenten dagegen keinerlei Unterschiede an den untersuchten

Stellen, er sollte also ein dichromates Farbensehen zeigen. Beim Probanden
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10053 gab es trotz dieses Unterschiedes an Aminoséaure-Positionen 111 und
116 aber ebenso keine Differenz in den Absorptionsmaxima seiner
Pigmentpaare, da davon ausgegangen wird, dass Aminosaure-Positionen 111
und 116 nicht zum spectral tuning beitragen (Merbs & Nathans 1993). Beide
hatten also Dichromaten sein muissen. Es zeigte sich aber bei der
Phéanotypisierung, dass 10053 einen matching range von 8,1 und 10189 von 61
besass, also beide anomale Trichromaten waren

Beim Probanden 10053 kdnnte das unerwartet gute Diskriminierungsvermdgen
durch eine besondere Rolle von Exon 2, v.a. der Aminosaure-Positionen 111
und/oder 116, bedingt sein. Bei beiden kbénnten zudem postrezeptorale
Mechanismen oder distalere M-Gene eine Trichromasie erklaren (vgl. auch
5.4.3).

5.2.2.2 Single-Gen-Cluster

Bei den funf Probanden mit Single-Gen-Clustern waren vier, wie erwartet,
phanotypisch deuteranop. Uberraschenderweise zeigte ein Proband (10187),
wenn auch gering ausgepragt, trichromatisches Farbensehen, was nicht ohne
weiteres erklarbar ist, da er nur dieses eine L-Pigmentgen in seinem Opsingen-

Cluster exprimiert.

Genotyp L(ser)

Bei den Probanden 10055, 10187, 10225 und 10263 lag der Genotyp L(ser)
vor. Alle bis auf den Probanden 10187 waren deuteranop. Dieser hatte einen
matching range von 64. Sein geringfligiges Diskriminierungsvermégen lasst

sich mdglicherweise dadurch erklaren, dass instrumentelle Artefakte die
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Ergebnisse beeinflusst haben kénnten, zuséatzlich kdmen noch andere

Erklarungsmadglichkeiten in Frage (vgl. 5.4.3).

Genotyp L(ala)

Dieser Genotyp kam einmal vor, und zwar bei Proband 10179. Er war, wie

erwartet, deuteranop, da ihm jegliche M-Opsingene fehlten

5.3 Phanotypisierung

Innerhalb der 50 phanotypisch untersuchten Probanden fanden sich 26 mit
Deutan- und 24 mit Protan-Defekten. Unter den Probanden mit Deutan-
Defekten waren 22 deuteranomal oder extrem deuteranomal und vier
deuteranop. Bei den Protan-Defekten fanden sich 18 Protanomale bzw. extrem
Protanomale und sechs Protanope. Dies entspricht einer relativen Verteilung
der einzelnen Gruppen von 44% Deuteranomalen, 8% Deuteranopen, 36%
Protanomalen und 12% Protanopen. Verglichen mit den eingangs erwahnten
Verteilungen (vgl. 1.3.4 und 1.3.5) in der kaukasischen Bevélkerung
entsprechen die  Ergebnisse, umgerechnet auf 7,4% Rot-Grln-
Farbsinnstérungen in der kaukasischen Bevélkerung, nicht genau diesen
Werten. Vor allem die Gruppe der Protanomalen ist deutlich lberreprasentiert.
Diese Abweichungen von den Literaturwerten lasst sich durch die, bezogen auf
7,4% Betroffenen in der kaukasischen Bevélkerung, relativ kleine Stichprobe

erklaren.
In Abbildung 9 (vgl. 4.6) wird die phanotypische Variabilitdt innerhalb der

Probanden dargestellt; diese weicht nicht deutlich von friiheren Studien ab
(Deeb et al. 1992, Sharpe et al. 1998, Shevell & He 1995). Auffallig war, dass
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trotz gleichen Genotyps (bezogen auf die ersten beiden Gene im Cluster) viele
Probanden ein sehr unterschiedliches Farbdiskriminierungsvermdgen zeigten.
Dieser Aspekt wird in 5.2 und 5.4 diskutiert.

5.4 Vergleich Genotyp - Phanotyp

Ausgehend von Ergebnissen anderer Forschergruppen, aus denen hervorgeht,
dass die einzelnen Aminosdurekombinationen der Opsinpigmente fir
bestimmte Absorptionsmaxima verantwortlich sind, wurde anhand von in vivo
und in vitro Ergebnissen aus diesen Arbeiten (Merbs & Nathans 1992a, 1992b,
1993, Asenjo et al. 1994, Sharpe et al. 1998) (vgl. Tabelle 1 im Anhang und
Tabelle 2, 1.2.5) die Absorptionsmaxima der einzelnen Pigmente ermittelt und
fur die jeweiligen Pigmentpaare die Differenz der Absorptionsmaxima (AAmax)
errechnet. Flr Pigmenttypen, die in friiheren Arbeiten nicht untersucht wurden,
wurden die Absorptionsmaxima anhand von bekannten spektralen
Verschiebungen der einzelnen Aminosauren bzw. Exons aus o.g. Tabellen

geschatzt.

FlOr die Korrelation wurden die AAmax-Werte mit den Werten der matching
ranges in einem Scatterplot aufgetragen. Hier wird der Zusammenhang
zwischen Genotyp und Phanotyp ersichtlich. Es wurde erwartet, dass je breiter
der matching range der einzelnen Probanden war, desto kleiner der Abstand
der Absorptionsmaxima der beiden exprimierten Opsine. Solch eine strenge
lineare Korrelation konnte jedoch nicht gefunden werden.

Die Scatterplots sind oben aufgefihrt (vgl. 4.8, Abbildungen 13 und 14).
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5.4.1 Protan-Defekte

In der Gruppe der Protan-Defekte war im Scatterplot (Abbildung 13, 4.8) eine
Tendenz zu erkennen: grosse AAmax (Uber 3 nm) waren mit kleinen matching
ranges, AAmax-Werte von ca. 0,45 nm (0,2 bis 0,7 nm) und kleiner mit sehr
variablen matching ranges korreliert.

Probanden mit zwei funktionell identischen Pigmenten hatten matching ranges
von 73. Dies entspricht, wie erwartet, einer Dichromasie, denn wenn es
zwischen dem LM-Hybrid- und dem M-Opsinpigment keinerlei Unterschied im
Absorptionsmaximum gibt, ist es nicht mdoglich, am Anomaloskop einen
Abgleich zu erzielen; der matching range erstreckt sich somit GOber den
gesamten Testbereich von 73 (vgl. auch 1.3.4 und 1.3.5). Single-Gen
Probanden hatten matching ranges von 70 bis 73. Hier hatte man, da diese
Probanden nur einen der beiden Pigmenttypen in ihren Zapfen exprimieren und
der AAmax-Wert somit 0 nm betragt, erwartet, dass sie alle einen matching
range von 73 aufweisen. Der matching ranges von 70 wird in 5.2.1.2 und 5.4.3
erlautert.

Alle anderen Probanden mit geschatzten AAmax-Werten von 0,2 bis 0,7 nm
(Mittelwert 0,45 nm) und grbsser hatten matching ranges, die kleiner als 73
waren. Ihre AAmax-Werte betrugen 0,2 bis 7,6 nm. Ausnahme war Proband
10193 mit einem matching range von 73 und AAmax von 0,2 bis 0,7 nm. Ab
welchen genauen AAmax-Werten trichromatisches Sehen méglich wird, ist nicht
genau bekannt; aus diesen Daten I&sst sich nur folgern, dass Werte oberhalb 3

nm sicher zu trichromatischem Sehen fiihren.

Eine Gruppierung fiel auf, diese ist im Scatterplot (vgl. Abbildung 13, 4.8)
umrandet: Genotyp L2M3(ala)/ M(ala) unterscheidet sich in seinen Opsingenen
nur im Exon 2. Dieser Genotyp war mit einer grossen Streuung des matching
ranges assoziiert (vgl. auch 5.2.1.1). Bei den Untersuchungen von Jagla et al.
(2002) wurde dieser Genotyp auch bei 10 Probanden mit Protanopie (matching

range ca. 73) nachgewiesen. Offenbar spielt Exon 2 eine besondere Rolle bei
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der Phanotyp-Auspragung. Vielleicht kommen aber auch bei Probanden mit
kleinem AAmax andere Mechanismen starker zum Tragen als bei

Normalsichtigen und Probanden mit grésserem AAmax (vgl. 5.4.3).

Allgemein kann man anhand des Scatterplots (vgl. Abbildung 13, 4.8) folgern,
dass AAmax-Werte von Uber 3 nm sicher zu trichromatischem Sehen fuhren. Im
Scatterplot zeigten alle Probanden oberhalb dieses Wertes matching ranges,
die 47 und kleiner waren. Dies entspricht per Definitionem einer Trichromasie
(vgl. 1.3.4 und 1.3.5). AAmax-Werte von 0,45 nm und kleiner fUhrten zu Di-
oder Trichromasie, es fanden sich hier also matching ranges von 0 bis 73,
wobei 73 einer Dichromasie entspricht. Im AAmax-Bereich zwischen 0,45 und 3
nm fanden sich keine Probanden, so dass in diesem Bereich keine Aussage zu

phanotypischen Auspragungen getroffen werden kann.

5.4.2 Deutan-Defekte

Ahnlich wie bei der Probandengruppe mit Protan-Defekten war auch hier die
Tendenz zu erkennen, dass grOssere AANmax zu kleineren matching ranges
fihren, wahrend kleinere AAmax zu variablen matching ranges fuhren.

Wie im Scatterplot (Abbildung 14, 4.8) zu sehen, hatten Probanden, deren
Pigmente laut Berechnung identische Absorptionsmaxima zeigten, nicht, wie
erwartet (vgl. 5.4.1), matching ranges von 73, was einer Dichromasie
entsprechen wirde, sondern von 8,1 und 61. Eine mdgliche Erklarung flr
dieses Phanomen ist in 5.2.2.1, 5.4.3 und 5.5 genannt. Bis auf eine Ausnahme
(10187) hatten Single-Gen Probanden, wie erwartet (vgl. 5.4.1), matching
ranges von 73. Dieser Single-Gen Proband zeigte einen matching range von
64.

Alle Probanden mit geschatzten AAmax von Utber ca. 1,8 nm (0,6 bis 3 nm)

waren Trichromaten, sie wiesen matching ranges zwischen 1 und 41,5 auf.
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Wenn man davon ausgeht, dass Normalsichtige eine Differenz im
Absorptionsmaximum zwischen ihrem L- und M-Opsin von ca. 32 nm haben
und Dichromaten von 0 nm (Merbs & Nathans 1992, Asenjo et al. 1994, Sharpe
et al. 1998), ist dieses Ergebnis vorstellbar. Allerdings erklart es nicht, warum
Probanden mit Werten von 0 nm trotzdem trichromatisches Sehen zeigten, d.h.

matching ranges von 8,1 bzw. 64 aufwiesen.

Wie bei den Protan-Defekten gab es auch hier eine aufféllige Gruppierung (im
Scatterplot, Abbildung 14, 4.8 umrandet), und zwar die Probanden mit dem
Genotyp L(ala)) M3L4. Auch hier unterschieden sich die beiden proximalen
Pigmentgene nur im Exon 2. Probanden mit diesem Genotyp zeigten eine hohe
phanotypische Variabilitat, die sich auch in einer Arbeit von Jagla et al. (2002)
zeigte. Hier wurden 15 Probanden mit diesem Genotyp als deuteranop
klassifiziert, wahrend in vorliegender Arbeit bei gleichem Genotyp keine
Deuteranopie vorkam.

Es lasst sich anhand des Scatterplots (vgl. Abbildung 14, 4.8) allgemein
folgern, dass AAmax-Werte Uber ca. 1,8 nm sicher zu trichromatischem Sehen
fihren (die matching ranges in diesem Bereich waren alle kleiner als 42),
wahrend Werte von 0 nm eine Di- oder Trichromasie bewirken (matching
ranges bis 73). Eine Trichromasie bei einem AAmax-Wert von 0 nm ist nicht

ohne weiteres erklarbar, diese Tatsache wird in 5.4.3 nédher erortert.

5.4.3 Erklarungsmodelle zur phéanotypischen Variabilitat

Theoretisch kénnen mehrere Einflussgréssen zur phanotypischen Variabilitat
beitragen. Im wesentlichen sind dies unterschiedliche optische Dichte der
Zapfenpigmente innerhalb einer Retina, postrezeptorale Mechanismen,

Expressionsmechanismen und instrumentelle Artefakte bei der Ermittlung des

112



Phéanotyps. Sie sind in den vorigen Kapiteln schon kurz genannt worden. Es

folgt hier eine ausfuhrlichere Erérterung.

Rolle von Exon 2

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Probanden fiel eine gréssere Gruppe auf,
deren gemeinsames Merkmal war, dass ihr proximales Opsingen-Paar sich nur
im Exon 2 unterschied, die aber trotz gleichen Genotyps flr dieses Opsingen-
Paar erhebliche Variationen in ihrem Phanotyp zeigte. Einige von diesen
Probanden hatten erstaunlich geringe matching ranges, die sich nicht durch
den spektralen Shift von Exon 2 (vgl. Tabelle 2, 1.2.5) erklaren lassen. Das
bedeutet, dass neben den durch die Sequenzunterschiede des proximalen
Opsingen-Paares in Exon 2 verursachten spektralen Shift von maximal 1 nm
andere Einflussgréssen der von Exon 2 kodierten Aminosauren auf die Opsine
und ihre Expression in Zapfen zu einer erhdhten Farbdiskriminierungsfahigkeit
flhren. Die von Exon 2 kodierten Aminosauren haben mdéglicherweise Einfluss
auf die Stabilitdt des Pigmentes und damit auf die optische Dichte in den
Zapfen. Ob speziell die von Exon 2 kodierte Aminosaure-Position 65 fir die
veranderte Stabilitdt des resultierenden Pigments (Neitz et al. 1999)

verantwortlich ist, ist noch nicht abschliessend geklart (vgl. 5.5 und 5.2.2.1).

Postrezeptorale Mechanismen

Auch Unterschiede auf postrezeptoraler Ebene kénnten einen Beitrag zum
unerwartet guten Farbdiskriminierungsvermégen einiger Probanden leisten. So
kénnten bei diesen Probanden die postrezeptoralen on-off-Systeme (Eysel
1995) eine verstarkendere Wirkung auf die relativen Erregungen der Zapfen
besitzen als bei Probanden mit gleichem Genotyp beziglich des proximalen

Opsingen-Paares und schlechterem Diskriminierungsvermégen.
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Instrumentelle Artefakte

Besonders bei Probanden, die trotz Single-Gen-Cluster eine anomale
Trichromasie aufweisen oder die nach der Genotypisierung Dichromaten oder
extrem anomale Trichromaten sein mussten, kdnnten Inhomogenitaten in der
Retina oder instrumentelle Artefakte bei der Ermittlung des Phanotypen eine
Rolle bezlglich ihres Farbdiskriminierungsvermégens spielen (vgl. 5.1.1). Eine
Nachuntersuchung derjenigen Probanden am Anomaloskop, die eine
Dichromasie trotz vermuteter (extremer) anomaler Trichromasie aufwiesen,
ware gegebenenfalls sinnvoll. Nagy (1980) und Breton & Cowan (1981) haben
gezeigt, dass Trichromasie bei (vermeintlichen) Dichromaten festgestellt
werden kann, wenn Rayleigh matches unter anderen Versuchsbedingungen
durchgefihrt werden.

Ebenso wéare diese Vorgehensweise bei Probanden mit Single-Gen-Clustern
denkbar, die nach der Genotypisierung eigentlich Dichromaten sein missten.
Nathans et al. (1986b), Neitz et al. (1989), Deeb et al. (1992), Crognale et al.
(1999) fanden bei Probanden mit Single-Gen-Cluster trichromatische
Farbwahrnehmung, wenn bei der Messung weitere Bereiche der Retina
beleuchtet wurden. Dies weist darauf hin, dass nicht nur die Expression von
unterschiedlichen Opsinpigmenten zur Farbdiskriminierung beitragt, sondern
auch andere Faktoren, wie z.B. Einflisse von S-Zapfen oder Stabchen,
unterschiedliche Morphologie oder Funktion der L- und M-Zapfen (das
Vorkommen eines L-Pigmentes in einem M-Zapfen kdnnte ein anderes
Absorptionsverhalten bewirken, als wenn dieses L-Pigment in einem L-Zapfen
exprimiert wird), unterschiedliche optische Dichte der Pigmente zentral und

parafoveal oder Ortliche Unterschiede in der Pigmentierung der Macula.

Genexpression

Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit fur die phanotypische Variabilitdt kénnte

sein, dass ein Teil der distaleren M-Gene zur Farbwahrnehmung beitragt und
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so ein verbessertes Farbdiskriminierungsvermdgen ermdglicht (vgl. 1.2.6). Dies
kénnte sich vor allem bei deuteranopen Probanden bemerkbar machen (Deeb
et al. 1992). Denkbar wéaren auch Sequenzanderungen in der Promoterregion,
den Introns oder den Exons 1 und 6, die sich auf die Genexpression auswirken
kénnten.

Vielleicht gab es bei manchen Probanden unentdeckte Punktmutationen oder
Deletionen in Genen, die z.B. anstatt des vermuteten Hybridgens exprimiert
wurden. Die Lage des distalen Hybridgens kann nicht mit Sicherheit bestimmt

werden.

Insgesamt konnten diese genannten Mechanismen gerade bei solchen

Probanden, deren AAmax-Werte sehr klein sind, eine verstarkte Rolle spielen.

5.5 Vergleich mit anderen Arbeiten und Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die Limitierung in der
Vorhersagbarkeit der Farbwahrnehmung durch eine Genotypisierung der L-
und M-Opsingene. Aufgrund der grossen Variabilitdt in der phanotypischen
Auspragung bei gleichem Genotyp missen auch noch andere Faktoren ausser
der Differenz im Absorptionsmaximum der Photopigmente einen Einfluss auf
die Farbwahrnehmung haben. Es konnte zwar gezeigt werden, dass sich mit
zunehmendem AAmax der Photopigmente die Farbdiskriminierung generell

verbessert, aber es bestand hierbei kein linearer Zusammenhang.

Méglicherweise spielen retinale (Nathans et al. 1986b, Neitz et al. 1989, Deeb
et al. 1992, Crognale et al. 1999) und kortikale Faktoren eine Rolle bei der
phanotypischen Auspragung. Sie kdnnten zusatzlich zur Farbdiskriminierung
beitragen oder auf die Photopigmente einwirken. Zudem kdnnten auf

genetischer Basis regulatorische Mechanismen bezlglich der Expression der
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Opsingene eine Rolle spielen oder auch Faktoren, die die Dichte der Pigmente

in den Zapfen beeinflussen (vgl. 5.4.3).

He & Shevell (1994) nennen drei mdogliche Ursachen flr individuelle
Unterschiede im matching range: i) Differenzen im Absorptionsmaximum der
Photopigmente, ii) optische Dichte der Zapfen und/oder iii) post-rezeptorale
Prozesse.

Zu i) Sie untersuchten den Geno- und Phanotyp von Deuteranomalen und
fanden, dass AAmax signifikant den matching range und damit die
Farbdiskriminierung von Deuteranomalen beeinflussen kann. Bei AAmax unter
2 nm war die phanotypische Variabilitdt der untersuchten deuteranomalen
Probanden grésser als bei AAmax Gber 2 nm. Dies entspricht in etwa auch den
Ergebnissen dieser Arbeit: die Farbdiskriminierung wurde im allgemeinen bei
grésseren AAmax besser und die phanotypische Variabilitat bei Probanden mit
kleineren AAmax grésser. Hier wurde allerdings bei den Probanden mit Protan-
Defekten die Variabilitat bei AAmax unter 0,46 nm grdsser und bei den Deutan
Fallen schon bei AAmax ab 2,3 nm (vgl. Scatterplots, Abbildungen 13 und 14 in
4.8). Die Auswirkung auf die phanotypische Variabilitat ist also in vorliegender
Arbeit insgesamt bei AAmax-Werten unter 2,3 bis 0,45 nm grosser. Innerhalb
dieses Bereiches kommen mdéglicherweise andere Faktoren als AAmax starker
zum Tragen (vgl. 5.4.3).

Zu ii) Durch unterschiedliche optische Dichte der Zapfenpigmente innerhalb
einer Retina kann die relative Empfindlichkeit der Rezeptoren verandert
werden, so dass trotz identischer Absorptionsmaxima die Zapfenpigmente
aufgrund ihrer unterschiedlichen optischen Dichte vom selben Reiz verschieden
stark erregt werden und daher unterschiedliche Informationen an die
postrezeptoralen Nervenzellen weiterleiten. Ebenso wie die unterschiedlichen
Erregungszustande, die durch unterschiedliche Wellenlangen erzeugt werden,
vergleicht das verarbeitende System die Erregungen, die durch
unterschiedliche Pigmentdichten erzeugt wurden, miteinander. Dadurch kann
allein durch variable Pigmentdichten der einzelnen Zapfen einer Retina eine

bessere Farbdiskriminierung erzeugt werden. Der Effekt der optischen Dichte
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soll vor allem bei kleinen AAmax zum Tragen kommen; bei grossen AAmax ist
der Effekt schwach (Shevell & He 1995, Neitz et al. 1999).

Auch in dieser Arbeit fanden sich Probanden, bei denen die
Farbdiskriminierung trotz zwei funktionell nahezu identischer Pigmente méglich
war. Insbesondere fanden sich hier, entsprechend einer Arbeit von Neitz et al.
(1999), mehrere Félle von anomaler Trichromasie bei Genotypen, bei denen
die beiden proximalen Opsingene sich nur im Exon 2 voneinander
unterschieden. Da Exon 2 lediglich flr eine spekirale Verschiebung des
Absorptionsmaximums von hdchstens 1 nm verantwortlich sein soll, ist eine
Trichromasie in diesen Fallen kaum verstandlich.

Ob die Aminoséure-Position 65 oder 116 fir die spekirale Verschiebung
verantwortlich ist, wird kontrovers diskutiert. Merbs & Nathans (1993) fanden
einen spektralen Effekt der Aminosaure-Position 65 (vgl. Tabelle 2), und Asenjo
et al. (1994) einen Effekt der Aminosaure-Position 116, aber keinen an der
Aminosaure-Position 65. Die spekirale Verschiebung betrug jedoch in beiden
Arbeiten nicht mehr als 1 nm. Da die Aminosaure an Position 116 nicht direkt
mit dem Chromophor interagiert (vgl.1.2.4.1), ist es aber eher
unwahrscheinlich, dass diese Einfluss auf den spektralen Shift hat.

Neitz et al. (1999), denen bei der phanotypischen Auspragung ihrer Probanden
eine Assoziation mit der Aminosaure-Position 65 auffiel, vermuteten, dass die
Aminosaurespezifitat an dieser Stelle nicht zur spektralen Verschiebung,
sondern vielmehr zur Stabilitdt des Pigmentes beitragen kdnnte. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sind insofern Ubereinstimmend mit vorliegender
Arbeit, als auch hier auffallend viele Probanden mit diesem Genotyp (dessen
Opsingen-Paare sich nur im Exon 2 voneinander unterschieden) teilweise
erstaunlich geringe matching ranges aufwiesen. Allerdings fiel bei diesen
Probanden nicht nur die Aminosdure-Position 65 besonders auf: bis auf einen
Fall (10053) unterschieden sich die Opsingen-Paare zwar an Aminosdure-
Positionen 65, jedoch auch an den Positionen 111 und 116. Somit konnte die
Farbdiskriminierung nicht alleine auf Aminosdure-Position 65 zurlckgefihrt
werden. Dies ist mit der Vermutung von Neitz et al. (1999) zwar vereinbar, kann
jedoch aufgrund der Unterschiede auch in den Aminosauren an Positionen
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111und 116 diese These letztlich nicht untermauern. Der o.g. Proband 10053
(mit einem matching range von 8,1) zeigte an Aminosaure-Position 65 keinen
Unterschied zwischen seinen beiden Pigmenten, sondern nur an Positionen
111 und 116, so dass in diesem Fall Aminosaure-Position 65 keine Rolle fir
sein erstaunlich gutes Farbdiskriminierungsvermégen gespielt hat. Andere
mogliche Grinde fur dieses Phdnomen sind in 5.4.3 aufgefihrt.

Zu iii) Es gibt in dieser und anderen Arbeiten sowohl Single-Gen Probanden
als auch Probanden mit zwei funktionell identischen Pigmenten, die in
gewissen Bereichen trichromatisch sehen konnten (s.0.). Dies lasst vermuten,
dass die mogliche Variabilitdt in der optischen Dichte nicht allein auf
Unterschiede in Exon 2 zurlckzufihren ist. Es ist allerdings unklar, ob in den
0.g. Fallen die optische Dichte Uberhaupt die entscheidende Einflussgrdsse
darstellt. Vielleicht waren auch instrumentelle Artefakte oder postrezeptorale
Prozesse massgeblich (vgl. 5.4.3). Warum diese Probanden trichromatisch
sehen konnten, ist zur Zeit nicht erklarbar.

Hurvich (1972) vermutete, dass die phanotypische Variabilitdt unter anomalen
Trichromaten ein Hinweis flr veranderte postrezeptorale Prozesse sein kdnnte.
Diese Tatsache kdnnte erschwerend in die Geno-Phanotyp-Korrelation mit
einfliessen, wobei anhand der Ergebnisse dieser Arbeit keine Aussage dartber
getroffen werden kann, ob und in welchen Fallen veranderte postrezeptorale
Prozesse einen Beitrag zur Anomalie leisten. Postrezeptorale Einflisse
kdnnten womaoglich bei Fallen mit geringen AAmax der exprimierten Pigmente
und unerwartet gutem trichromatischen Diskriminierungsvermdgen einen
Einfluss haben. Womdéglich spielen gerade bei diesen Personen verstarkt
Lernprozesse eine Rolle, denn je schlechter das Farbsehvermdégen, desto
wichtiger werden andere Mechanismen, die die schlechte

Diskriminierungsfahigkeit kompensieren.
In dieser Arbeit fiel zudem bei Deuteranomalen eine noch nicht beschriebene

Genvariante auf: Ein V236M-Austausch wurde in 5 ML-Hybridpigmenten und

einem L-Pigment nachgewiesen. Ob und welche Bedeutung dies hat, ist unklar.
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Es konnte anhand der geringen Probenzahl nicht beurteilt werden, welchen
Einfluss dies mdglicherweise auf das Farbdiskriminierungsvermdgen der
untersuchten Probanden haben kdnnte (vgl. 5.2.2).

Das Wissen um die Expressionsregulation des L/M-Opsingen-Clusters ist noch
lickenhaft. Moéglicherweise werden im Opsingen-Cluster auch weiter distal
gelegene Gene exprimiert, so dass z.B. die zuséatzliche Expression eines dritten
Opsingens zu Variationen im Farbensehen und somit zu phanotypischen
Unterschieden bei identischem Genotyp flr das proximale Opsingen-Paar
fihren kdnnte oder gar zu einem tetrachromatischen Farbensehen. Bisherige
Arbeiten zu diesem Thema haben keinen Zusammenhang zwischen Anzahl der
Gene im Opsingen-Cluster und Diskriminierungsvermégen feststellen kénnen
(Knau et al. 2002). Auch in dieser Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen
Anzahl der distalen Gene und Diskriminierungsfahigkeit festgestellt werden.

In frGheren Arbeiten wurde durch cDNA-Untersuchungen gezeigt, dass drei
oder mehr verschiedene Opsingene in der Retina exprimiert werden kénnen
(Sjoberg et al. 1998, Hagstrom et al. 2000), andere Untersucher stellten jedoch
fest, dass nur zwei Gene in nennenswertem Umfang exprimiert werden (Deeb
et al. 1992, Hayashi et al. 1999, 2001, Winderickx et al. 1992a). Man kann mit
cDNA-Untersuchungen allerdings nicht bestimmen, ob Unterschiede in der
Quantitat der verschiedenen mRNA Transkripte auf der unterschiedlichen
Anzahl von L- und M-Zapfen in der Retina beruhen oder ob sie mit der Menge
des Pigmentes, welches in den L- und M-Zapfen synthetisiert wird, im
Zusammenhang stehen. Durch Transkriptionsanalysen kann man die selektive
Expression (welche Gene im Cluster werden exprimiert?) und die differentielle
Transkription (werden L-Opsingene ofter als M-Opsingene in die Zapfen
exprimiert?) untersuchen (vgl. 1.2.6), es fehlen jedoch systematische Analysen
in Korrelation zum Phéanotyp, da Retinapréaparate nur post mortem zur
Verfugung stehen.

Ein Opsingen-Cluster bestehend aus genau drei Genen, die sich voneinander
unterscheiden, z. B. das erste ein L- das zweite ein M- und das dritte ein ML-

Hybridgen und mit deuteranomalem oder deuteranopem Phanotyp wirde
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darauf hinweisen, dass auch das dritte Gen und nicht nur die ersten beiden
Gene im Cluster exprimiert werden. Solch ein Opsingen-Cluster fand sich bei
den hier untersuchten Probanden allerdings nicht.

Die Sachverhalte zur Expression der Pigmentgene werden derzeit weiter
erforscht, und werden kiinftig noch mehr Klarheiten in die Geno-Phanotyp-
Korrelation bringen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Nach heutigem Wissensstand sind in den meisten Fallen intra- oder intergene
Rekombinationsereignisse flur Rot-Grin-Farbsinnstérungen verantwortlich. Im
ersten Fall entstehen Hybridgene, wahrend im zweiten Fall Single-Gen-Cluster
entstehen kénnen. Nach der derzeitigen Vorstellung fihren Opsingen-Cluster
bestehend aus einem L-Gen und einem ML-Hybridgen zu Deutan-Defekten,
solche bestehend aus einem LM-Hybridgen und einem M-Gen zu Protan-
Defekten und Single-Gen-Cluster zu einer Dichromasie.

Hybridgene kodieren fir Pigmente, deren Absorptionsmaxima zwischen denen
der normalen L- und M-Gene liegen. Man nimmt an, dass die Schwere der
Farbsinnstérung von der Differenz der Absorptionsmaxima (AAmax) der
exprimierten  Pigmente abhangt. Mit abnehmender Differenz  der
Absorptionsmaxima verringert sich auch die Differenz zwischen den
entsprechenden Zapfensignalen und somit dem Eingangssignal zum Rot-Griin-
Gegenfarbenprozess; somit verschlechtert sich die Farbsinnstérung.

Um diese These genauer zu Uberprifen, wurden 50 Probanden geno- und
phanotypisch untersucht und die Ergebnisse miteinander korreliert. Es fanden
sich 24 Probanden mit Protan-Defekten und 26 mit Deutan-Defekten. Dabei
waren alle Protan-Defekte auf LM-Hybridgene zurGckzuflhren. Die Deutan-
Defekte waren auf ML-Hybridgene oder Single-Gen (L-Gen)-Cluster
zurtckzufihren. Alle Protan-Defekte mit Multi-Gen-Clustern und L/M-
Hybridformation im Intron 3 oder 4 waren mit Trichromasie, diejenigen mit
Hybridbildung im Intron 2 mit Di- oder Trichromasie und diejenigen mit
Hybridbildung im Intron 1 mit Dichromasie assoziiert. Alle Deutan-Defekte mit
Multi-Gen-Clustern waren mit Trichromasie assoziiert.

Von acht Probanden mit Single-Gen-Clustern waren zwei keine Dichromaten;
einer war extrem protanomal, der andere extrem deuteranomal. Ob diese

Tatsache auf Inhomogenitaten in der Retina, unbekannte
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Expressionsmechanismen oder andere unbekannte Faktoren zurlckzuflhren
ist, ist bislang nicht geklart. Bei einem Proband lagen zwei identische
Opsingene vor; er war aber ebenso in der Lage, in gewissen Bereichen zu
diskriminieren. Bei den Deutan-Defekten fiel in funf Fallen eine V236M-
Substitution auf; was dies fiir eine Bedeutung hat, ist unklar.

Des weiteren wurden die Probanden bezlglich der C203R-Mutation untersucht,
die auch fur Farbsinnstérungen verantwortlich sein kann. Sie kam bei keinem

der Probanden vor.

Ausserdem wurden Analysen zur Position des Hybridgens im Opsingen-Cluster
durchgeflhrt. Dies ist nach der heutigen Technik nur bei Gen-Clustern von bis
zu drei Opsingenen mdglich. In der Probandenserie fand sich kein einziger Fall,
bei dem das Hybridgen an letzter Stelle im Cluster lag. Geht man davon aus,
dass nur die ersten beiden Gene exprimiert werden und Hybridgene fir
Farbsinnstérungen verantwortlich sind, waren somit die gefundenen distalen
Hybridgene sehr wahrscheinlich an zweiter Stelle im Opsingen-Cluster gelegen

und daher auch flr die jeweilige Farbsinnstérung verantwortlich.

Es stellte sich heraus, dass das anhand des Genotypen errechnete AAmax der
mutmasslich exprimierten Photopigment-Paare nicht streng mit dem Phé&notyp
der Farbsinnstérung korrelierte. Eine Zunahme von AAmax war generell mit
einer verbesserten Farbdiskriminierung korreliert. Bei kleinem AAmax gab es
jedoch erhebliche phanotypische Variationen. Hier fielen die Probanden, deren
Pigmentgen-Paar sich genotypisch nur in Exon 2 unterschied, besonders auf.
Sie bildeten die grésste Gruppe unter den Trichromaten. Die Unterschiede in
Exon 2 sollten theoretisch eine Differenz der Absorptionsmaxima von maximal
1 nm verursachen. Die matching ranges nahmen aber die gesamte mdgliche
Bandbreite an. Es muss daher vermutet werden, dass Exon 2 eine andere
Rolle bei der Bestimmung der Farbdiskriminierung einnimmt als nur einen
spektralen Shift von maximal 1 nm zu bewirken. Vielleicht spielen Sequenzen in
Exon 2 eine Rolle bei der Ausbildung der dreidimensionalen Struktur des
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Pigments und beeinflussen damit auch die optische Dichte der
Zapfenpigmente. Unterschiedliche optische Dichte der Pigmente allein kann
schon eine Farbdiskriminierung bewirken.

Aufgrund der grossen phanotypischen Variabilitdt bei Probanden gleichen
Genotyps scheinen vor allem bei kleinem AAmax der Pigmente andere
Mechanismen und Faktoren die Farbwahrnehmung zu beeinflussen. Hier
spielen mdglicherweise postrezeptorale Mechanismen, die optische Dichte der
Pigmente oder auch regulatorische Mechanismen bei der Expression der
Opsingene eine Rolle.

Variationen im Ph&notyp scheinen somit nicht nur in Sequenzunterschieden der
Opsingene begriindet zu liegen. Daher lasst sich das genaue Ausmass von
Rot-Grin-Farbsinnstérungen nicht durch Sequenzanalysen der Opsingene
alleine bestimmen. Dies konnte durch vorliegende Arbeit gezeigt werden.

Zur Zeit werden die genauen Mechanismen der Expression im Opsingen-
Cluster noch erforscht. In der Zukunft werden die Ergebnisse dieser Studien
aufbauend auf der Genotyp-Phanotyp-Korrelation noch mehr Klarheit in die

genetischen Ursachen der Rot/Griin-Farbsinnstdérungen bringen.
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Genotyp Sharpe et al. Merbs&Nathans Asenjo et al.
(1998) (1992) (1994)
S 418,9 426,3 424
L (ser), M1L2 (ser) 560,3 556,7 563
L (ala), M1L2 (ala) 557.,9 552,4 556
L1M2 (ala), M (ala) 527,8 529,7 532
L2M3 (ala) 528,5 529,5 532
L3M4 (ser) 531,5 533,3 534
L4M5 (ala) 535,4 531,6 -
L4M5 (ser) 534,2 536 538
M (ala) 527,8 529,7 532
M1L2 (ser) 560,3 556,7 563
M1L2 (ala) 557,9 552,4 556
M2L3 (ala) - 549,6 -
M2L3 (ser) - 553 559
M3L4, M3L4 (ala) - 548,8 555
M4L5, M4L5 (ala) - 544.,8 551
errechnete Werte
M4L5 (ser) - 548,8 555
M (ser), L1M2 (ser) 531,8 533,9 536
L (M4, ser) 558,3 554,7 561
L4MS5 (ala, thr230) 536,4 532,6 -

Tab. 1: Absorptionsmaxima der verschiedenen Photopigmente, ermittelt durch in vivo und in vitro
Versuchen von o.g. Arbeitsgruppen. Fir Hybridgene, die nicht untersucht wurden und die in dieser
Arbeit gefunden wurden, wurden die Werte anhand der bekannten Absorptionsmaxima und spektralen
Shifts errechnet.



DNA-Nummer Gesamtgenanzahl

10090
10094
10106
10108
10155
10159
10161
10169
10171
10181
10183
10185
10191
10193
10209
10219
10221
10223
10227
10229
10257
10259
10261
10325
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Tab. 3: Zusammenfassung der mittels SSCP geschétzten Gesamtzahl der Opsingene der Probanden
mit Protan-Defekten



DNA-Nummer | Gesamtgenanzahl

10053
10055
10086
10088
10110
10151
10153
10157
10163
10165
10167
10173
10175
10177
10179
10187
10189
10207
10211
10213
10215
10217
10225
10255
10263
10265
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Tab. 4: Zusammenfassung der mittels SSCP geschétzten Gesamtzahl der Opsingene der Probanden
mit Deutan-Defekten



erstes

DNA-NT. Gen Griingen
65tyr 111ile 116ser 180ser 230ile r233ala 236met 277tyr 65tyr 111ile 116ser 180ser 230ile 233ala 236met 277tyr
10090
10094
10106 thr ile ser ala met
10108 thr ile ser ser ile ala met
10155 thr ile ser
10159 thr ile ser ser
10161 thr ile ser - - - - - - - -
10169 thr ile ser
10171 thr ile ser ser ile ala met ser
10181 thr ile ser
10183 thr ile ser ile ala met
10185 thr ile ser
10191 thr ile ser ser ile ala met
10193 thr ile ser
10209 thr ile ser
10219 thr ile ser ile ala met
10221 thr ile ser ile ala met
10223 thr ile ser ser - - - - - - - -
10227 thr ile ser
10229 thr ile ser ile ala met
10257 thr ile ser ser ile ala met
10259 thr ile ser - - - - - - - -
10261 ser ser
10325 thr ile ser

Tab. 5: Sequenzanalysen der Opsingene bei Probanden mit Protan-Defekten. Untersucht wurden die Aminosdurecodons an Positionen 65, 111, 116, 180, 230, 233, 236. Die

Position 277 wurde durch LR-PCR ermittelt.




erstes

DNA-N. Gen Hybridgen
lle65thr | vall11ile | tyr116ser | ala180ser | thr230ile | ser233ala |val236met|phe277tyr| lle65thr | valliiile | tyr116ser | ala180ser | thr230ile |ser233ala |val236met|phe277tyr
10053 thr ile ser ser ile ala met tyr thr val tyr ser ile ala met tyr
10055 thr ile ser ser ile ala met tyr - - - - - - - -
10086 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ala thr ser val tyr
10088 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ala thr ser val tyr
10110 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ala ile ala met tyr
10151 thr ile ser ser thr ser val tyr ile val tyr ala thr ser val tyr
10153 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ser ile ala val tyr
10157 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ala thr ser val tyr
10163 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ser ile ala val tyr
10165 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ala ile ala val tyr
10167 thr ile ser ser ile ala met tyr ile val tyr ala ile ala met tyr
10173 thr ile ser ser ile ala met tyr ile val tyr ala ile ala met tyr
10175 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ala ile ala met tyr
10177 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ala ile ala met tyr
10179 thr ile ser ala ile ala met tyr - - - - - - - -
10187 thr ile ser ser ile ala met tyr - - - - - - - -
10189 thr ile ser ser ile ala met tyr thr ile ser ser ile ala met tyr
10207 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ala ile ala met tyr
10211 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ala thr ser val tyr
10213 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ala ile ala val tyr
10215 thr ile ser ala ile ala met tyr ile val tyr ala ile ala met tyr
10217 thr ile ser ser ile ala met tyr ile val tyr ala ile ala met tyr
10225 thr ile ser ser ile ala met tyr - - - - - - - -
10255 thr ile ser ala ile ala val tyr ile val tyr ala ile ala val tyr
10263 thr ile ser ser ile ala met tyr - - - - - - - -
10265 thr ile ser ser ile ala met tyr ile val tyr ser ile ala met tyr

Tab. 6: Sequenzanalysen der Opsingene bei Probanden mit Deutan-Defekten, untersucht wurden die Aminosédurecodons an Positionen 65, 111,116, 180, 230, 233, 236.
Position 277 wurde durch LR-PCR ermittelt.




DNA-Nr. | Oculus diagn. | Range MIDRG Slope
10090 P 73 - 32,8
10094 P 73 - 32,5
10106 PA 18,3 63,3 -
10108 PA 6 62 -
10155 XP 40 43 24,4
10159 PA 5 66,5 -
10161 XP 70 - 36,2
10169 XP 23 54,5 12,5
10171 XP 47 34,5 21
10181 PA 3 65,5 -
10183 PA 55 59 -
10185 PA 4 50 -
10191 PA 17,7 53,85 -
10193 P 73 - 38,3
10209 XP 59,3 35,35 30
10219 PA 7 60,5 -
10221 PA 10 58 -
10223 P 73 - 29,5
10227 XP 22,1 51,05 14,9
10229 PA 8,6 61,3 -
10257 XP 16 54 5
10259 P 73 - 29,9
10261 P 73 - 13

Tab. 7: Zusammenfassung der mit dem Oculus HMC Anomaloskop ermittelten Daten der Probanden
mit Protan-Defekten. P=Protanop, XP=extrem Protanomal, PA=Protanomal, Range=matching range,
MIDRG=Midpoint, Slope=Steigung der Regressionsgeraden.



DNA-Nr. |Oculus diagn.| Range | MIDRG Slope
10053 DA 8,1 24 -
10055 D 73 - 3,3
10086 DA 6 19 -
10088 DA 0 18 -
10110 DA 18,9 22,3 -
10151 DA 5,4 22,6 -
10153 XD 41,5 27,05 6,2
10157 DA 2,3 20,65 -
10163 XD 12,6 34,6 0,6
10165 XD 27,5 24,05 1
10167 DA 6,3 23,15 -
10173 DA 1 19,5 -
10175 DA 5 22,5 -
10177 DA 25,2 19,2 -
10179 D 73 - 8,1
10187 XD 64 34,5 -
10189 XD 61 30,5 2,5
10207 DA 6 14 -
10211 DA 2 18 -
10213 DA 9 17,5 -
10215 DA 7,5 23,25 -
10217 DA 1 16,5 -
10225 D 73 - 2,6
10255 XD 30 25 -
10263 D 73 - 1
10265 DA 3,7 12,15 -

Tab. 8: Zusammenfassung der mittels Oculus HMC Anomaloskop ermittelten Daten der Probanden
mit Deutan-Defekten. D=Deuteranop, XD=extrem Deuteranomal, DA=Deuteranomal, Range=matching
range, MIDRG=Midpoint, Slope=Steigung der Regressionsgeraden.



DNA-Nr. geschatzte AAmax-Werte
Sharpe et al. Merbs&Nathans|Asenjo et al.
(1998) (1992) (1994)

10090 0,0 0 0
10094 0,0 0 0
10106 6,6 0,9
10108 6,4 6,3
10155 0,7 0,2
10159 3,7 3,6
10161
10169 0,7 0,2 0
10171 24 1,9
10181 0,7 0,2
10183 7,6 1,9
10185 0,7 0,2 0
10191 6,4 6,3 6
10193 0,7 0,2 0
10209 0,7 0,2 0
10219 7,6 1,9
10221 7,6 1,9
10223
10227 0,7 0,2 0
10229 7,6 1,9
10257 6,4 6,3 6
10259
10261 0,0 0
10325 0,7 0,2 0

Tab. 9: Anhand der ermittelten Genotypen geschétzte AAmax-Werte der Probanden mit Protan-
Defekten aus Arbeiten von Sharpe et al. 1998, Merbs&Nathans 1992, Asenjo et al. 1994 (Tab. 1).



geschatzte AAmax-Werte

DNA-Nr. Sharpe et al. |[Merbs&Nathans|Asenjo et al.

(1998) (1992) (1994)
10053/ 54 0,0 0,00 0,00
10055/ 56 - - -
10086/ 87 - 7,60 5,00
10088/ 89 - 7,60 5,00
10110/ 11 - 3,60 1,00
10151/ 52 - 9,90 10,00
10153/ 54 - 0,60 3,00
10157/ 58 - 7,60 5,00
10163/ 64 - 0,60 3,00
10165/ 66 - 3,60 1,00
10167/ 68 - 7,90 8,00
10173/ 74 - 7,90 8,00
10175/ 76 - 3,60 1,00
10177/ 78 - 3,60 1,00
10179/ 80
10187/ 88 - - -
10189/ 90 0,0 0,00 0,00
10207/ 08 - 3,60 1,00
10211/ 12 - 7,60 5,00
10213/ 14 - 3,60 1,00
10215/ 16 - 3,60 1,00
10217/ 18 - 7,90 8,00
10225/ 26 - - -
10255/ 56 - 3,60 1,00
10263/ 64 - - -
10265/ 66 - 3,70 4,00

Tab. 10: Anhand der ermittelten Genotypen geschétzte AAmax-Werte der Probanden mit Deutan-
Defekten aus Arbeiten von Sharpe et al. 1998, Merbs&Nathans 1992, Asenjo et al. 1994 (Tab. 1).
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Abb. 10: Opsingen-Cluster der Probanden mit Protan-Defekten. Dargestellt sind nur die vermuteten
ersten beiden Gene. Weitere distale Gene blieben unberiicksichtigt. Die farbige Darstellung der
einzelnen Exons bezieht sich auf die untersuchten Codons-Tripletts. Bei Proben 10155 und10209 sind
zwei distale Gene angegeben, hier ist nicht klar, welches der beiden exprimiert wird.

Ein Exon entspricht einem Késtchen, eine Gruppe mit sechs Kastchen stellt ein Gen dar.
Rot=Codon-Tripletts, die typischerweise in L-Genen vorkommen, grin=

typischerweise in M-Genen vorkommen.

Codon-Tripletts, die



10151 I N N B e [ N N N N N | DA

10053 I DN D N e e I N N N e e DA
10086/ 10088/ 10157 I e e DA
10211

10110/ 10175/ 10177 Bl EEEE Il EEEE DA
10207/ 10215

10153/ 10163 I N N O e e I N N DN B e XD
10165/ 10213 I N N O e e I N N N e e DA/ XD
10167/ 10173/ 10217 I DN D N e e I N N N e e DA
10189 Il I N BN B . Il I N BN B . XD
10255 Il I N BN B Il I N BN B XD
10265 I O N N B e I D N N e e DA
10055/ 10187/ 10225 Bl e 3xD/ XD
10263

10179 Il N O O O e D

Abb. 11: Opsingen-Cluster der Probanden mit Deutan-Defekten. Dargestellt sind nur die vermutlich
ersten beiden Gene, distale M-Gene blieben unberiicksichtigt. Die farbige Darstellung der einzelnen
Exons bezieht sich auf die untersuchten Codon-Tripletts.

Ein Exon entspricht einem Késtchen, eine Gruppe mit sechs Kastchen stellt ein Gen dar.
Rot=Codon-Tripletts, die typischerweise in L-Genen vorkommen, grin= Codon-Tripletts, die
typischerweise in M-Genen vorkommen.
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