
 

 

 

 

Die Bedeutung von TGC-Repeats im Intron 2 des TCF4-Gens  

für die Fuchs-Hornhautendotheldystrophie 

 

 

 

Dissertation 

zur Erlangung des akademischen Grades 

Doktor der Medizin (Dr. med.) 

 

 

 

vorgelegt 

der Medizinischen Fakultät 

der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

 

 

 

 

 

von Mirjam Christine Liebsch, geb. Luther 

 

Betreuerin:  

Prof. Dr. med. Katrin Hoffmann 

 

Gutachter: 

Prof. Dr. med. Hagen Thieme, Magdeburg 

PD Dr. med. Lothar Krause, Dessau 

 

Datum der Verteidigung: 

15. Oktober 2025  



Referat 

Die Fuchs-Hornhautendotheldystrophie (FECD) ist eine heterogene Augenerkrankung. Neben 

verschiedenen genetischen Loci und Veränderungen in diversen Genen wurde die FECD mit 

Veränderungen im TCF4-Gen assoziiert. Hervorzuheben sind hierbei eine Trinukleotidrepeat-

expansion (TGC) im Intron 2 und ein SNP rs613872 im Intron 3 des TCF4-Gens. 

In meiner Arbeit konnte ich den Zusammenhang beider genannter Veränderungen mit der FECD 

bestätigen. Dabei wurden 61 nicht verwandte Patienten mit FECD und 113 nicht verwandte 

Kontrollprobanden untersucht. Da sehr stark expandierte Allele nicht mit einer PCR mit zwei 

flankierenden Primern dargestellt werden können, wurde eine triplet-primed PCR (TP-PCR) 

etabliert. 

Von den untersuchten Patienten tragen 77% ein expandiertes TGC-Repeatallel (> 50 TGC-

Repeats) im Intron 2 des TCF4-Gens. In der Kontrollgruppe sind dies nur 11,5%. Die errechnete 

Odds Ratio beträgt 26. 85% zeigen mindestens ein - als Risikoallel gewertetes - Allel G an Stelle 

des beschriebenen SNPs im Intron 3 des TCF4-Gens. In der Kontrollgruppe sind dies nur 32%. Die 

errechnete Odds Ratio beträgt 12,5. 

Die Ergebnisse zeigen, dass auch in unserem geographischen Gebiet die genannten genetischen 

Veränderungen im TCF4-Gen eine Assoziation zur FECD darstellen und die Wahrscheinlichkeit, 

an der FECD zu erkranken, bei Tragen des beschriebenen expandierten TGC-Repeatallels im 

Gegensatz zum Tragen eines nicht expandierten TGC-Repeatallels 26-fach erhöht ist. Im 

Gegensatz zum Tragen des Genotyps homozygot TT an Stelle des SNPs rs613872 ist die 

Wahrscheinlichkeit zu erkranken beim Tragen des beschriebenen Risikoallels G 12,5-fach 

erhöht. 
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1. Einleitung und Zielstellung 

Die vorliegende kumulative Dissertation basiert auf zwei Fachartikeln, die im Rahmen meiner 

experimentellen Doktorarbeit veröffentlicht wurden. Diese befassen sich mit verschiedenen 

genetischen Veränderungen, die mit dem Krankheitsbild der Fuchs-Hornhautendotheldys-

trophie (engl. Fuchs endothelial corneal dystrophy, kurz FECD) assoziiert sind. 

 

1.1  Fuchs-Hornhautendotheldystrophie 

Die Fuchs-Hornhautendotheldystrophie (FECD) [MIM 136800, 610158, 613267, 613268, 

613269, 613270, 613271, 615523] ist eine genetisch bedingte beidseitig auftretende Erkrankung 

der Cornea (Grehn 2012). Erstmals wurde sie 1910 vom österreichischen Augenarzt Ernst Fuchs 

beschrieben (Fuchs 1910; Vedana et al. 2016).  

Die Erkrankung betrifft vorrangig das Corneaendothel, die innerste Schicht der Cornea. Dieses 

verfügt im gesunden Zustand über einen aktiven metabolischen Pumpmechanismus, welcher 

die ständige Dehydratation des Corneastromas gewährleistet (Naumann et al. 1980). Es kommt 

bei FECD zum Untergang der Corneaendothelzellen (Schmedt et al. 2012; Grehn 2012).   

Histologisch ist bei der FECD die Descemetsche Membran warzenförmig verdickt (Guttae) 

(Schmedt et al. 2012; Vedana et al. 2016), die Corneaendothelzellen sind degeneriert und 

verlaufen gestreckt über den warzenförmigen Veränderungen. Die Endothelzellen enthalten 

teilweise Pigmentgranula und sind vakuolisiert (Naumann et al. 1980).  

Kann das Corneaendothel aufgrund des Zellunterganges seine Pumpfunktion nicht 

aufrechterhalten, entsteht das Bild einer endothelialen Dekompensation mit Corneastroma- 

und -epithelödem. Die Transparenz der Cornea wird herabgesetzt, was die Sehschärfe stark 

vermindert (Naumann et al. 1980; Grehn 2012). 

Bei langbestehendem Corneastroma- und -epithelödem aufgrund einer Dekompensation der 

Corneaendothelfunktion ist die Folge eine „Keratopathia bullosa“. Hierbei hebt sich die 

Basalepithelzellschicht durch die Flüssigkeitsansammlung von der Bowmanschen Membran ab. 

Wenn die so gebildeten Bullae platzen, führt dies zu starken Schmerzen, da die sensiblen Nerven 

im Bereich des Corneaepithels bloßliegen. Histologisch bilden sich zusätzlich Falten, 

Verdickungen und Reduplikaturen der Basalmembran der Cornea aus. Später treten zwischen 

Corneaepithel und Bowmanscher Membran Kollagenfasern auf, ohne Gefäße und ohne 

entzündliche Zeichen, was als „degenerativer Pannus“ bezeichnet wird (Naumann et al. 1980). 

Vor der Dekompensation der Cornea kann man bereits eine Cornea guttata als Vorstufe der 

FECD erkennen (Grehn 2012; Dahlmann 2020). Hierbei erscheint die Rückfläche der Cornea an 

der Spaltlampe durch die warzenförmigen Verdickungen der Descemetschen Membran wie 

gehämmert (Naumann et al. 1980). 
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Die einzige zur vollständigen Heilung führende Therapie ist momentan die 

Hornhauttransplantation (Keratoplastik). Diese sollte aufgrund besserer postoperativer 

Ergebnisse nicht als perforierende, sondern als lamelläre Keratoplastik durchgeführt werden. 

Hierzu zählt beispielsweise die Descemet’s membrane endothelial keratoplasty (DMEK), bei der 

vom Spendergewebe lediglich Endothel und Descemet-Membran transplantiert werden (Ang et 

al. 2016). 

 

Nach Manifestationsalter können zwei verschiedene Unterformen der FECD unterschieden 

werden.  

Es gibt eine frühe Form der Erkrankung (FECD 1 [MIM 136800]), welche sich bereits im ersten 

Lebensjahrzehnt manifestiert. Hier werden in der Literatur lediglich Mitglieder aus neun 

Familien und sehr wenige sporadische Fälle beschrieben, die eine pathologische Mutation im 

COL8A2-Gen [MIM 120252] aufweisen (Biswas et al. 2001; Gottsch et al. 2005; Liskova et al. 

2007; Mok et al. 2009).  

Die viel häufiger auftretenden späten Formen (FECD 2-8 [MIM 610158, 613267, 613268, 613269, 

613270, 613271, 615523]) manifestieren sich hingegen erst ab dem 40. Lebensjahr. Etwa 4% der 

US-amerikanischen Bevölkerung über 40 Jahren leiden an einer späten Form der FECD (Schmedt 

et al. 2012). Hier werden diverse genetische Veränderungen in einem chromosomalen Locus im 

Genom (FCD1 (13pter-q12.13)[MIM 610158], FCD2 (18q21.2-q21.32) [MIM 613267], FCD3 

(5q33.1-q35.2) [MIM 613269], FCD4 (9p22.1-p24.1) [MIM 613271]) oder in einem Gen 

beschrieben (SLC4A11 [MIM 610206, 20p13], LOXHD1 [MIM 613072, 18q21.1], TCF8 [MIM 

189909; 10p11.22], AGBL1 [MIM 615496, 15q25.3]), welche bis zum Beginn meiner 

Untersuchungen lediglich in relativ kleinen Kohorten oder einzelnen Familien dargelegt wurden 

(Riazuddin et al. 2009; Riazuddin et al. 2012; Riazuddin et al. 2013; Riazuddin et al. 2010b; Sundin 

et al. 2006a; Vithana et al. 2008; Sundin et al. 2006b; Riazuddin et al. 2010a). 

 

1.2 TCF4-Gen  

Das TCF4-Gen [Transcription Factor 4, auch Immunoglobulin Transcription Factor 2; ITF2, SEF2-

1B, SEF2, E2-2, MIM 602272] wurde 2010 erstmals in einer genomweiten Assoziationsstudie von 

Baratz et al. mit der FECD in Verbindung gebracht. Neben anderen SNPs, welche unabhängig mit 

FECD assoziiert waren (rs17595731, rs9954153, and rs2286812), hatte die in Intron 3 liegende 

Variante rs613872 (c.145+42209C>A, fw-Strang) die höchste Assoziation zur FECD (Baratz et al. 

2010). Mehrere Forschungsgruppen bestätigten, dass das als Risikoallel beschriebene Allel G, 
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entweder im Genotyp homozygot GG oder heterozygot TG, häufiger bei Patienten mit FECD 

vorliegt als bei Kontrollprobanden (Riazuddin et al. 2011; Li et al. 2011). 

Auf der Suche nach Kandidatengenen für bipolare Störungen beschrieb eine Forschungsgruppe 

um Breschel 1997 erstmals eine CTG-Repeatexpansion auf Chromosom 18 (CTG18.1) (Breschel 

et al. 1997). 2012 wurde diese Veränderung von Wieben et al. nun TGC-Repeatexpansion 

genannt und als mit der FECD krankheitsassoziiert bewertet. Sie liegt ebenfalls intronisch im 

TCF4-Gen (Intron 2) (c.72+815….c.73-694). Die Referenzsequenz zeigt 25 Kopien der TGC-

Repeats. Die Forschungsgruppe bewertete ein expandiertes Allel mit mehr als 50 TGC-Repeats 

als mit FECD krankheitsassoziiert (Wieben et al. 2012). 

TCF4 liegt auf Chromosom 18 und kodiert für das E2-2-Protein. Das Transkript umfasst 20 

kodierende Exons. Verschiedene Mutationen (heterozygote de novo Mutationen, welche zu 

Haploinsuffizienz führen und im Bereich einer de novo Mikrodeletion liegen) wurden bereits mit 

dem Pitt-Hopkins-Syndrom [MIM 610954] beschrieben, wobei es sich um eine seltene 

Entwicklungsstörung handelt, die durch schwere motorische und geistige Störungen mit 

typischen fazialen Dysmorphien und abnormer Atmung charakterisiert ist (Amiel et al. 2007; 

Zweier et al. 2007). 

Sepp et al. präsentierten multiple TCF4-Isoformen. Die Expression wurde hierbei in 

unterschiedlichen Geweben untersucht, was zur Annahme führte, dass eine Gewebespezifität 

vorliegt (Sepp et al. 2011; Eghrari et al. 2018). Zuletzt wurde auch eine Isoform im 

Corneaendothel analysiert, welche bisher nicht bekannt war (Eghrari et al. 2018). Das E2-2-

Protein gehört zur Familie der Klasse I basic Helix-Loop-Helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren. Es 

kann mit vielen Transkriptionsregulatoren interagieren und direkt DNA über die bHLH-Domäne 

binden. Es spielt eine wichtige Rolle bei Entwicklungsprozessen, unter anderem bei epithelial zu 

mesenchymaler Transition (Forrest et al. 2014). 

 

1.3 Experimentelle Vorgehensweise und triplet-primed PCR (TP-PCR) 

Bis zum Zeitpunkt des Beginns meiner Untersuchungen war der Zusammenhang der TGC-

Repeatexpansion in Intron 2 des TCF4-Gens und der FECD soweit ersichtlich lediglich von einer 

Forschungsgruppe beschrieben worden (Wieben et al. 2012).  

 

Vor diesem Hintergrund hatte es meine Arbeit zum Ziel, zu untersuchen, ob die beschriebene 

TGC-Repeatexpansion auch in der deutschen Bevölkerung als mit FECD krankheitsassoziiert 

bewertet werden kann und ob somit auch die genannte Assoziation bestätigt werden kann. 

Zudem untersuchte ich die intronische Variante rs613872, welche bis Anfang 2013 insgesamt 

die höchste beschriebene Assoziation mit FECD hatte (Riazuddin et al. 2011; Li et al. 2011; Baratz 
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et al. 2010). Hierdurch möchte ich darlegen, ob die Untersuchung auf eine der Veränderungen 

als diagnostischer Marker eingesetzt werden kann und sollte. 

Zur Untersuchung der TGC-Repeatexpansion nutzte ich die Etablierung einer triplet-primed PCR 

(TP-PCR), da große expandierte Allele nicht mit einer PCR mit zwei flankierenden Primern 

amplifiziert werden können. Die triplet-primed PCR (TP-PCR) war zuvor lediglich für andere 

Trinukleotiderkrankungen beschrieben worden, unter anderem Myotone Dystrophie Typ 1 

[MIM 160900] und Friedreich-Ataxie [MIM 229300] (Kakourou et al. 2010; Xunclà et al. 2010). 

 

Ich untersuchte 61 nicht verwandte Patienten mit FECD und 113 nicht verwandte 

Kontrollprobanden in Bezug auf den SNP rs613872 in Intron 3 und die TGC-Repeatexpansion in 

Intron 2 des TCF4-Gens. Die Untersuchung der genannten molekulargenetischen 

Veränderungen erfolgte anhand DNA, isoliert aus EDTA-Blut.  

Mittels Sanger-Sequenzierung wurde der Polymorphismus rs613872 im Intron 3 des TCF4-Gens 

untersucht. Da stark expandierte Allele nicht mit der herkömmlichen PCR mit zwei flankierenden 

Primern amplifiziert werden können, etablierten wir nach dem Vorbild von Warner et al. eine 

triplet-primed PCR (TP-PCR) (Warner et al. 1996). 

Im Rahmen der Untersuchungen ist die genannte TGC-Repeatexpansion mittels folgendem 

Stufenschema analysiert worden: Zunächst erfolgte eine spezifische PCR mit zwei flankierenden 

Primern für alle Probanden. In der Agarosegelelektrophorese wurden die PCR-Produkte ihrer 

Länge nach aufgetrennt. Hatten Probanden zwei Banden im Bereich <380 bp (entsprechend 

weniger als 50 TGC-Repeats), wiesen die Probanden zwei Allele jeweils unter 50 TGC-Repeats 

auf und hatten somit einen heterozygoten Genotyp ohne TGC-Repeatexpansion. War im Gelbild 

hingegen nur eine Bande sichtbar, war eine Homozygotie für ein Allel <380 bp des Probanden 

möglich. Allerdings bestand ebenfalls die Möglichkeit, dass der Proband neben einem Wildtyp-

Allel <380 bp über ein sehr großes Allel verfügt (expandiertes TGC-Repeatallel), welches nicht 

regelrecht amplifiziert werden konnte. Daher wurde bei den Probanden, die nur eine Bande im 

Gelbild zeigten, eine TP-PCR angeschlossen (Luther et al. 2016). 
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Abbildung 1: Agarosegelbild: Spuren 1,3,4,7: Heterozygotie <50 TGC-Repeats, somit Ausschluss 

einer TGC-Repeatexpansion im Intron 2 des TCF4-Gens; Spuren 2,5,6: Scheinbare 

Homozytogie, ein expandiertes Allel kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Eine TP-PCR 

wurde angeschlossen (aus Luther et al. 2016) 
 

 

Die TP-PCR ist erstmals von Warner et al. 1996 zur Detektion großer CAG-

Trinukleotidexpansionen im Zusammenhang mit der Diagnostik von Trinukleotiderkrankungen 

beschrieben worden (Warner et al. 1996). 

Anders als bei der herkömmlichen PCR, bei der zwei flankierende Primer genutzt werden, 

kommen dabei drei verschiedene Primer zum Einsatz. Es gibt eine forward und eine reverse 

Reaktion, bei denen jeweils ein Primer außerhalb der Repeats, ein zweiter Primer innerhalb der 

Repeats und ein dritter Primer an einen nicht an das Template gebundenen Tail des zweiten 

Primers bindet. 

 

Abbildung 2: TP-PCR Reaktionsübersicht. Die dicke graue Linie stellt die TGC-Repeats dar. P1 ist 

ein die TGC-Repeats flankierender Primer, welcher Floureszenz-markiert  F  ist. P2 besteht aus 

zwei Komponenten. Er bindet einerseits an die TGC-Repeats und besitzt andererseits noch einen 

nicht an die DNA bindenden Bereich (Tail). P3 ist komplementär zur Tail-Sequenz von P2 und ist 

dabei weder komplementär zu den TGC-Repeats noch zu einer anderen bekannten Sequenz im 

humanen Genom (aus Luther et al. 2016 nach Sermon et al. 2001) 
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Der Verlauf der PCR lässt sich wie folgt beschreiben: Zuerst binden die beiden zum Genom 

komplementären Primer P1 und P2. Das trinukleotidrepeat-spezifische Ende von P2 bindet in 

den frühen Amplifizierungsrunden zufällig an vielen Stellen innerhalb der TGC-Repeats, was zu 

einem Mix verschieden langer Produkte führt. P2 ist anfangs schnell aufgebraucht, da er in 10-

fach geringerer Konzentration in den PCR-Ansatz gegeben wird als P1 und P3. In einem zweiten 

Schritt werden die gewonnenen Produkte mithilfe von P3, der komplementär zum Tail von P2 

ist, weiter amplifiziert. Für nicht expandierte Allele ist die Summe der so entstandenen PCR-

Produkte begrenzt, da nur eine bestimmte Menge von Repeats des amplifizierten Locus zum 

Binden des Primers P2 zur Verfügung steht. Bei einem expandierten Allel sind die Summe und 

Länge der PCR-Produkte sehr viel höher. Die sich anschließende Fragmentanalyse erfolgte auf 

dem Sequenzer und die Auswertung der Fragmentanalysen der TP-PCR mittels Zuhilfenahme 

der Peak Scanner Software. 

Die Methode der TP-PCR wurde bisher zur Diagnostik von Myotoner Dystrophie Typ 1 [MIM 

160900], Friedreich-Ataxie [MIM 229300], Chorea Huntington [MIM 143100] und Fragilem-X-

Syndrom [MIM 300624] eingesetzt (Ciotti et al. 2004; Kakourou et al. 2010; Orpana et al. 2013; 

Sermon et al. 2001; Warner et al. 1996; Xunclà et al. 2010). Bis zum Beginn der Etablierung in 

unserem Institut, war sie nicht im Zusammenhang mit der FECD beschrieben worden. Mootha 

et al. haben schließlich im November 2013 als erste Forschungsgruppe Ergebnisse mittels TP-

PCR in Zusammenhang mit der Fuchs-Hornhautendotheldystrophie veröffentlicht (Mootha et al. 

2014). 

Insgesamt wurden in die Untersuchung der genannten genetischen Veränderungen 61 

Patienten mit Fuchs-Hornautendotheldystrophie und 113 Kontrollprobanden eingeschlossen 

(Foja et al. 2017). 
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2.  Diskussion 

Im Folgenden werden zunächst die Ergebnisse der Laborarbeit zusammengefasst und im 

Anschluss mit bereits erfolgter Datenerhebung diskutiert. 

 

2.1  Ergebniszusammenfassung  

Je nach ausgeprägtem Genotyp des Probanden zeigt sich ein spezifisches Sequenz-Bild. Jeder 

Peak in der graphischen Darstellung der Sequenz nach TP-PCR stimmt mit einem 

fluoreszenzmarkierten TGC-Repeat überein. Der erste Peak entspricht 5 TGC-Repeats, da der zu 

den Repeats komplementäre Primer P2 aus 5 hintereinanderliegenden Repeats besteht und 

komplementär an das Genom bindet. Durch die Visualisierung der Repeats mittels Fam-

markiertem Primer bekommt jedes weitere TGC-Repeat einen Peak. Durch Zählen der Peaks ist 

eine genaue Längenangabe möglich, wenn keine Expansion vorliegt. Weist der Proband eine 

Repeatexpansion auf, kann die genaue Länge der TGC-Repeatexpansion hingegen nicht exakt 

bestimmt werden. 

Die Abszisse in der graphischen Darstellung entspricht der ungefähren bp-Länge der Fragmente. 

Ein Längenmarker lief mit. Auf der Ordinate ist die Signalintensität dargestellt. 

 

 

Abbildung 3: Kontrollproband ohne TGC-Repeatexpansion, homozygot 12 Repeats: Bleiben die 

Peaks in der Darstellung auf etwa derselben Höhe, ist von einem homozygoten Genotyp 

auszugehen. (aus Luther et al. 2016) 

 

 

 
 

Homozygot 12/12 Repeats 

Heterozygot 12/17 Repeats 
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Abbildung 4: Kontrollproband ohne TGC-Repeatexpansion, heterozygot 12/17 Repeats: Gibt es 

in der Darstellung einen Abfall der Peakhöhe, ist der Genotyp des Probanden als heterozygot 

anzusehen. Das erste Allel entspricht der Anzahl an höheren Peaks und das zweite Allel der 
fortlaufenden Anzahl an niedrigeren Peaks (aus Luther et al. 2016) 

 

 

 
 

Abbildung 5: Patient mit TGC-Repeatexpansion auf einem Allel, heterozygot 12/>50 Repeats:  

Die ersten Peaks erscheinen hoch, dies entspricht dem ersten Allel. Daraufhin folgt ein starker 

Abfall der Peakhöhe, was dem zweiten Allel entspricht, welches expandiert ist. Die nun 

folgenden Peaks werden kontinuierlich kleiner (aus Luther et al. 2016) 

 

Von den 61 untersuchten Patienten mit FECD wiesen 47 (77%) ein expandiertes (>50 TGC-

Repeats) Allel auf. Aus der Gruppe der Kontrollprobanden konnte ein expandiertes Allel nur bei 

13 von 113 Probanden (11,5%) nachgewiesen werden. So ergab sich eine Odds Ratio von 26. Das 

heißt, dass Personen, die ein expandiertes TGC-Repeat-Allel aufweisen, ein 26-fach höheres 

Risiko haben, an der FECD zu erkranken, im Vergleich zu Personen ohne expandiertes Allel. 

 

 

Abbildung 6: Ergebnisse der Untersuchung der TGC-Repeatexpansion im Intron 2 des TCF4-Gens 

bei Patienten und Kontrollprobanden (adaptiert aus Luther et al. 2016) 
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Nach Sanger-Sequenzierung des den SNP rs613872 umspannenden Genabschnittes im Intron 3 

des TCF4-Gens wertete ich die Ergebnisse mit Hilfe der SeqPilot Software aus. 

 

 

 

Abbildung 7: Darstellung des den SNP rs613872 umspannenden Genabschnitt vom Intron 3 des 

TCF4-Gens. Dargestellt ist jeweils die Vorwärtsreaktion. Ist in dieser Darstellung das Allel A oder 

C dargestellt, entspricht es dem Allel T oder G, welche in der Literatur verwendet werden 

(adaptiert aus Luther et al. 2016) 

 

Nach entsprechender Auswertung des SNP rs613872 zeigten 77 von 113 Kontrollprobanden 

(68%) den Genotyp TT. In der Patientengruppe wurde der Genotyp GG in 13% und GT in 72% 

nachgewiesen. Die errechnete Odds Ratio ist 12,5. Dies entspricht bei Tragen des Risikoallels G 

einem 12,5-fach höheren Risiko an der FECD zu erkranken, im Gegensatz zu Personen, die kein 

Risikoallel G tragen (Foja et al. 2017). 

 

 

Abbildung 8: Ergebnisdarstellung der Untersuchung des Polymorphismus rs613872 im Intron 3 

des TCF4-Gens: 44 der untersuchten Patienten (72%) sind heterozygot TG und 8 Patienten (13%) 

sind homozygot GG. Somit tragen 85% der Patienten zumindest 1 als Risikoallel beschriebenes 

Allel G. Von der Kontrollgruppe sind 7 von 113 untersuchten Patienten homozygot GG (6%) und 

nur 29 heterozygot TG (26%). Außerdem weisen 77 Kontrollpersonen (68%) den Genotyp TT auf.  
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Die vorliegenden Untersuchungen bestätigen die Assoziation der FECD mit den genannten 

genetischen Veränderungen im TCF4-Gen. Das Risiko an FECD zu erkranken, ist bei Tragen eines 

Risikoallels G an Stelle des SNPs rs613872 im Intron 3 oder eines expandierten TGC-Repeatallels 

im Intron 2 signifikant höher als ohne die genannte Veränderung. 

 

2.2  Fuchs-Hornhautendotheldystrophie als Trinukleotiderkrankung 

Pathogene Trinukleotidexpansionen wurden zuvor in einigen neurodegenerativen oder 

neuromuskulären Erkrankungen beschrieben (beispielsweise Friedreich-Ataxie, Myotone 

Dystrophie Typ 1). FECD ist die erste Augenerkrankung, welche mit einer Trinukleotidexpansion 

assoziiert wurde (Kuot et al. 2017). Das häufige Auftreten und die gravierenden Folgen bis zum 

Verlust des Sehvermögens rückt die FECD als Trinukleotiderkrankung in einen besonderen 

Fokus.   

 

Meiner Meinung nach ist das Prüfen auf Vorliegen eines expandierten TGC-Repeatallels 

insgesamt ein besserer diagnostischer Marker für die FECD. Das ergibt sich aus dem höheren 

Risiko und der Tatsache, dass auch in den mittlerweile vorliegenden Veröffentlichungen anderer 

Forschungsgruppen überwiegend ein TGC-Repeatallel eher mit der Erkrankung assoziiert ist als 

der SNP rs613872. Bei Betrachtung von verschiedenen Populationen wurde die Assoziation 

inzwischen bestätigt (USA, Australien, Russland (europäischer Teil), China, Deutschland, 

Schweden) (Vasanth et al. 2015; Skorodumova et al. 2018; Xing et al. 2014; Mootha et al. 2014; 

Kuot et al. 2017; Okumura et al. 2019; Viberg et al. 2022). Dennoch ist und bleibt die FECD eine 

heterogene Erkrankung. In der indischen und japanischen Bevölkerung trägt nur eine 

Minderheit der betroffenen Patienten ein expandiertes Allel, was zur Annahme beiträgt, dass 

auch andere Varianten für die FECD kausal sein müssen (Nakano et al. 2015; Nanda et al. 2014). 

Auch bezüglich des SNP rs613872 werden populationsspezifische Ausprägungen beschrieben 

und eine Signifikanz für die chinesische und indische Bevölkerung konnte nicht nachgewiesen 

werden (Nanda et al. 2014; Thalamuthu et al. 2011). Eine 2017 veröffentlichte genomweite 

Assoziationsstudie identifizierte drei neue Loci, welche bisher noch nicht mit der FECD in 

Verbindung gebracht worden waren (KANK4, LAMC1 und LINC00970/ATP1B1) (Afshari et al. 

2017). 

 

2.3  Schlussfolgerungen und Ausblick 

Ein expandiertes TGC-Repeatallel ist bei der eurasischen Bevölkerung mit einem erhöhten Risiko 

assoziiert, an der FECD zu erkranken. Hieran gemessen gilt es zu untersuchen, durch welchen 

Mechanismus ein expandiertes Allel zur Krankheitsentstehung beiträgt. Verschiedene 
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Pathomechanismen wie Apoptose, oxidativer Stress, epithelial zu mesenchymale Transition und 

die Antwort auf ungefaltete Proteine werden schon seit längerem für die FECD diskutiert 

(Matthaei et al. 2019).  

2015 fanden Du et al. heraus, dass Korneaendothelzellen von FECD-Patienten mit expandiertem 

TGC-Repeatallel poly(CUG)nRNA beherbergen, die als RNA-Foci sichtbar gemacht werden kann. 

Ähnlich wie bei Myotoner Dystrophie Typ 1 (DM1) spielt die RNA-Toxizität und das Fehlsplicing 

eine wichtige Rolle (Du et al. 2015; Okumura et al. 2018). Unabhängig davon beschrieb eine 

Forschungsgruppe um Mootha et al. ebenfalls den Zusammenhang von RNA-Foci in 

Endothelzellen von FECD-Patienten mit expandiertem TGC-Repeatallel (Mootha et al. 2015). 

Soragni et al. berichteten Repeat-assoziierte non-ATG Translation bei der FECD, welche ebenfalls 

zuvor bei DM1 beschrieben wurde. Die expandierten TGC-Repeats werden durch non-ATG 

Aktivierung transkribiert und translatiert (Soragni et al. 2018).  

Wieben et al. beschrieben, dass sich das mRNA Splicing-Muster in Endothelzellen von FECD-

Patienten mit expandiertem TGC-Repeatallel im TCF4-Gen von Endothelzellen bei nicht 

expandiertem Allel unterscheidet. Die anders gespleißten Gene kodieren für Proteine, die am 

Zellkortex lokalisiert sind und zytoskelettale Proteine oder Zelladhäsionsproteine binden. Schon 

zuvor wurde beschrieben, dass Proteine, assoziiert mit der Zellverankerung und extrazellulärer 

Matrixorganisation, in FECD verändert sind (Wieben et al. 2017; Wieben et al. 2018). 

Den Zusammenhang zwischen FECD (Mutation im TCF4-Gen, lokalisiert 18.q21.2) und DM1 

(Mutation in DMPK-Gen, lokalisiert 19q13.32) untersuchten Winkler et al. und schlussfolgerten, 

dass die beiden Erkrankungen in DM1-Familien kosegregierten. Die beschriebene TGC-

Repeatexpansion im TCF4-Gen fehlte allerdings bei DM1-Familien, was die Hypothese stützt, 

dass eine DMPK-Trinukleotidrepeatexpansion (krankheitsverursachend bei DM1) auch zur 

klinischen Ausprägung der FECD bei DM1 führt (Winkler et al. 2018). 

 

Die Testung auf ein expandiertes TGC-Repeatallel im Intron 2 des TCF4-Gens ist wichtig für 

Diagnostik und Therapie der FECD. Es wurde eine Therapiemöglichkeit mit Antisense 

Oligonucleotides (ASOs) beschrieben. Im ex vivo-Model von FECD-Korneas wurden die RNA-Foci 

effektiv gehemmt und pathologische Splicingveränderungen waren reversibel (Hu et al. 2018). 

Da der Nachweis eines expandierten TGC-Repeatallels im Korneaendothel und peripheren Blut 

vergleichbar ist, sollten Hornhautspender auf Vorliegen einer TCF4-Repeatexpansion getestet 

werden, um das Risiko zu verringern, Corneas von potenziell FECD-betroffenen Spendern zu 

transplantieren (Foja et al. 2017).  

Ob die Krankheit einen schwereren Verlauf bei Vorliegen eines expandierten TGC-Repeatallels 

gegenüber FECD ohne vorliegende TGC-Repeatexpansion nimmt, ist nicht abschließend geklärt. 
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Diverse Forschungsgruppen lieferten unterschiedliche Ergebnisse. So beschrieben Okumura et 

al., dass in ihrer Studie mit 398 FECD-Erkrankten und 58 Kontrollprobanden keine Assoziation 

zwischen der TGC-Repeatallel-Länge und der Schwere der Erkrankung bestünde, was einen 

Schwellenwert der Repeatlänge zur Krankheitsentstehung nahelegt (Okumura et al. 2019). Auch 

Skorodumova et al. fanden keine Assoziation zwischen FECD-Erkrankungsschwere und TGC-

Repeat-Expansions-Status (100 FECD-Patienten und 100 Kontrollprobanden) (Skorodumova et 

al. 2018). Soliman et al. hingegen postulierten in einer Studie mit 139 FECD-Patienten, dass 

Patienten mit vorliegendem expandierten TGC-Repeatallel im Gegensatz zu Patienten ohne 

Vorliegen einer TGC-Repeatexpansion schwerer von der Erkrankung betroffen waren. Zudem 

schien die Repeatlänge mit der Erkranungsschwere zu korrelieren, da die Keratoplastikrate mit 

höheren TGC-Repeatlängen anstieg (Soliman et al. 2015). Auch Vasanth et al. beschrieben einen 

Zusammenhang von Erkrankungsschwere und TGC-Repeatexpansion. So schien in der 

Patientengruppe eine monoallelische TGC-Repeatexpasion und eine biallelische TGC-

Repeatexpansion eine schwerere Krankheitsausprägung hervorzurufen als ein Genotyp ohne 

expandiertes TGC-Repeatallel (Vasanth et al. 2015). In einer prospektiven Kohortenstudie von 

Soh et al. wurden 51 FECD-Patienten eingeschlossen und in eine Gruppe mit dem Vorliegen einer 

TGC-Repeatallellänge mindestens eines Allels von 40 oder mehr Repeats und eine Gruppe, in 

welcher zwei Allele mit einer TGC-Repeatlänge <40 Repeats vorlagen, eingeteilt. Lag ein 

expandiertes Allel vor, schien das klinische Voranschreiten von FECD in den ersten 5 Jahren des 

Begutachtungszeitraumes schneller. Jedoch war dieser Unterschied nur nach 5 Jahren statistisch 

relevant, später wurde der Unterschied kleiner und war nach 8 Jahren nicht mehr statistisch 

signifikant (Soh et al. 2019). Mehr Studien mit zusätzlichen klinischen Parametern wie 

Schnelligkeit des Erkrankungsvoranschreiten und Erkrankungsschwere, beispielsweise mittels 

Ausbildung von Guttae beurteilt, sind notwendig, um zu beurteilen, ob es einen Zusammenhang 

zwischen TGC-Repeatlänge und Erkrankungsschwere oder einen bestimmten Schwellenwert 

gibt, nachdem Patienten gleichstark betroffen erscheinen. 
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4. Thesen der Dissertation 

 

1. Ein expandiertes TGC-Repeatallel im Intron 2 des TCF4-Gens und die Ausprägung des 

Risikoallels G an Stelle des SNP rs613872 im Intron 3 des TCF4-Gens sind mit der FECD 

assoziiert. 

 

2.  Bei Ausprägung der unter 1. beschriebenen Veränderungen ist das Risiko an der FECD zu 

erkranken signifikant erhöht. 

 

3. Der Nachweis eines expandierten TGC-Repeatallels ist ein besserer diagnostischer Marker 

zur FECD-Erkennung als die Ausprägung des Risikoallels G an der Stelle des SNP rs613872. 

 

4. Patienten, bei denen die TGC-Repeatexpansion in Leukozyten nachgewiesen wurde, 

zeigen auch bei der Untersuchung des Hornhautendothels ein expandiertes TGC-

Repeatallel, was für die Testung auf die Veränderung von potenziellen Hornhautspendern 

spricht.  

 

5. Die Untersuchung auf ein expandiertes TGC-Repeatallel ist auch im Hinblick auf neue 

Therapieoptionen wichtig. 
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Zusammenfassung
!

Hintergrund: Als molekulargenetische Ursache

der Fuchs-Hornhautendotheldystrophie (FECD),

eine der häufigsten Indikationen für eine Kerato-

plastik, wurde sowohl eine TGC-Trinukleotid-Re-

peat-Expansion im Intron 2 des TCF4-Gens als

auch das Allel G des Polymorphismus rs613872

im Intron 3 desselben Gens in verschiedenen Ar-

beiten beschrieben. Unser Ziel war es, die mole-

kulargenetische Ursache in der deutschen Bevöl-

kerung zu untersuchen und das Odds Ratio als In-

dikator für die Chance zu erkranken zu berech-

nen.

Material und Methoden: Wir untersuchten 42

nicht verwandte Patienten mit FECD, 93 nicht

verwandte Kontrollprobanden und 17 Mitglieder

einer Familie mit 4 betroffenen Patienten auf bei-

de beschriebene Veränderungen im TCF4-Gen.

Die TGC-Repeats wurden mit spezifischer PCR

amplifiziert, die gewonnenen Produkte elektro-

phoretisch aufgetrennt und mit einer Triplet-pri-

med PCR untersucht. Die Untersuchung des Poly-

morphismus rs613872 erfolgte durch Sanger-Se-

quenzierung. Alle codierenden Exons der benach-

barten Gene TCF4 und LOXHD1 wurden bei 6 Pa-

tienten nach Sanger sequenziert, um eventuelle

Mutationen in diesen Genen als Krankheitsursa-

che auszuschließen.

Ergebnisse: Von den 42 untersuchten nicht ver-

wandten Patienten hatten 33 (79%) eine TGC-Re-

peat-Expansion (> 50 TGC-Repeats) im Intron 2

des TCF4-Gens. Bei 93 Kontrollprobanden waren

dies nur 10 (10,8%). Für den Polymorphismus

rs613872 im Intron 3 des TCF4-Gens zeigten sich

33 der 42 nicht verwandten Patienten (78,6%) he-

terozygot TG und 4 homozygot GG (9,5%). Von der

Kontrollgruppe zeigten sich 65 der untersuchten

93 Probanden homozygot TT (69,9%) und nur 21

heterozygot TG (22,6%). Bei der Sequenzierung

der codierenden Exons von TCF4 und LOXHD1

konnte keine mit der Erkrankung beschriebene

Abstract
!

Background: Fuchs endothelial corneal dystro-

phy (FECD) is one of the most common indica-

tions for corneal transplants. FECD is associated

with various genes, e.g., COL8A2 or SLC4A11.

Among other things a TGC trinucleotide repeat

expansion in intron 2 of the TCF4 gene has been

characterised in FECD patients and the allele G of

the polymorphism rs613872 in intron 3 of the

same gene has been associated with this disease.

Our intentionwas to investigate sources inmolec-

ular genetics in the German population and to

calculate the odds ratio as indicator for the chance

to suffer from FECD.

Patients and Method: 42 unrelated FECD pa-

tients, 93 unrelated controls and 17 members of

a family with four FECD affected patients have

been examined for the described changes in the

TCF4 gene. After amplification of the TGC repeats

with specific PCR the obtained products were

electrophoretically divided according to their

length and investigated with a triplet-primed

PCR. Polymorphism rs613872 was analysed by

Sanger sequencing. All coding exons of the adja-

cent genes TCF4 and LOXHD1 were sequenced in

six patients in order to exclude potential disease

associated mutations.

Results: 33 out of 42 unrelated analysed patients

(79%) had a TGC repeat expansion (> 50 TGC re-

peats) in intron 2 of the TCF4 gene. Out of 93 con-

trols only 10 (10.8%) showed an expanded allele.

In the family the four diseased and four healthy

subjects of the 17 examined family members had

an expanded allele. Analysis of the polymorphism

rs613872 in intron 3 of the TCF4 gene exhibited

33 of 42 unrelated patients (78.6%) heterozygous

TG and four homozygous GG (9.5%). 65 of 93 con-

trols were homozygous TT (69.9%) and only 21

heterozygous TG (22.6%). Of the 17 family mem-

bers nine had the genotype TG, including the four

FECD patients. Sequencing of the coding exons of
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Einführung
!

Die Fuchs-Hornhautendotheldystrophie (FECD) ist eine Endo-

thelzellschwäche der Kornea. Wie alle Hornhautdystrophien ist

sie eine beidseits auftretende, progrediente Erkrankung der

Hornhaut [1]. Bei der Fuchs-Hornhautendotheldystrophie steht

klinisch die Veränderung des Endothels mit Schädigung und Ver-

lust der Endothelzellen im Vordergrund. Durch eine Abnahme

des Flüssigkeitstransports kommt es zu einem visusbeeinträchti-

genden Stromaödem, das bis zum Epithel voranschreiten und

dort zu blasenförmigen Abhebungen führen kann [2]. Histolo-

gisch werden eine dickere Descemet-Membran und Ablagerun-

gen aus Extrazellulärmatrix auf dieser, sog. Guttae, im Licht-

mikroskop sichtbar [3,4]. Die Frühform der Fuchs-Hornhaut-

endotheldystrophie mit Veränderungen des Endothels (dickere

Descemet-Membran und Guttae) vor der Dekompensation der

Hornhaut wird als Cornea guttata bezeichnet.

In der Datenbank OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)

sind bisher 8 verschiede Varianten (FECD1–8) der Erkrankung

beschrieben, wobei jeweils verschiedene Assoziationen zu Verän-

derungen in einem chromosomalen Locus im Genom oder in

einem Gen geschildert werden. Darunter ist auch eine frühe

Form der Fuchs-Hornhautendotheldystrophie (FECD1; OMIM

#136800), die sich bereits im 1. Lebensjahrzehnt manifestiert

[4]. Hier sind Mutationen im COL8A2-Gen (OMIM #120252) [5,

6] mit der Erkrankung beschrieben. Die viel häufiger auftretende

späte Form (FECD2–8; OMIM # 610158; 613267; 613268;

613269; 613270; 613271; 615523) wird erst im 4. Lebensjahr-

zehnt oder später manifest. Etwa 4% der US-amerikanischen Be-

völkerung über 40 Jahren sind von der späten Form der Fuchs-

Hornhautendotheldystrophie betroffen [4]. Mittlerweile sind

durch Kopplungsanalysen und Assoziationsstudien Veränderun-

gen in einigen chromosomalen Loci (FCD 1–4) und Genen wie

SLC4A11 (OMIM #610206), TCF8 (OMIM #189909), LOXHD1

(OMIM# 613072) oder AGBL1 (OMIM# 615496)) im Zusammen-

hang mit der späten Form der Fuchs-Hornhautdystrophie be-

schrieben worden [7–13]. Jedoch konnten die Veränderungen in

den genannten Genen bisher nur in kleinen Kohorten oder ein-

zelnen Familien beschrieben werden.

2012wurde erstmals vonWieben et al. der Zusammenhang einer

TGC-Repeat-Expansion im Intron 2 des TCF4-Gens (OMIM

#602272) mit der Fuchs-Hornhautendotheldystrophie beschrie-

ben [14]. Auch der Polymorphismus rs613872 ist von verschiede-

nen Forschungsgruppen im Zusammenhang mit der Erkrankung

geschildert worden [15–18].

In den USA ist die Fuchs-Hornhautendotheldystrophie die häu-

figste bekannte Indikation für eine Keratoplastik mit 14200 von

ungefähr 66300 durchgeführten Keratoplastiken in 2013 [19].

Die Keratoplastik stellt langfristig die einzige Therapiemöglich-

keit dar [20]. Häufig wird im Gegensatz zur perforierenden eine

lamelläre Keratoplastik angewendet. Diese durchlief im letzten

Jahrzehnt eine Entwicklung von verschiedenen Schritten, zu-

nächst als DLEK (deep lamellar endothelial keratoplasty) über

DSAEK (Descemetʼs automated stripping endothelial keratoplas-

ty) bis hin zur DMEK (Descemetʼs membrane endothelial kerato-

plasty). Anders als bei der DLEKund der DSAEK, bei der neben En-

dothel und Descemet-Membran auch eine dünne Stromalamelle

transplantiert wird, besteht das Spendergewebe bei einer DMEK

einzig aus Hornhautendothel mit Descemet-Membran. Trotz der

schwierigeren technischen Herausforderungen dieser Methode

stellt sie heute die Methode der Wahl dar, da die Abstoßungsrate

durch den minimalen Gewebeaustausch viel geringer ist und der

Seherfolg rascher eintritt als bei einer perforierenden oder einer

anderen Variante der lamellären Keratoplastik [21].

In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden beschriebenen

Veränderungen im TCF4-Gen bei Patienten und Kontrollproban-

den aus Deutschland untersucht. Dafür ist als Methode eine

Triplet-primed PCR (TP‑PCR) entwickelt worden, mit der expan-

dierte Allele gut dargestellt werden können. Diese zeigte sich

nach Studien genauso sensitiv wie der Southern Blot, um expan-

dierte Allele (> 50 Repeats) darzustellen. Eine genaue Länge der

Expansion kann mit dieser Methode jedoch nicht angegeben

werden [22,23]. Des Weiteren sequenzierten wir bei 6 Patienten,

von denen 3 ein expandiertes TGC-Allel aufwiesen und 3 nicht,

sämtliche codierende Exons des TCF4- und des nah benachbarten

LOXHD1-Gens, um bei Kopplungsungleichgewicht dieser be-

nachbarten Gene mögliche Mutationen in diesen Genen als

Krankheitsursache auszuschließen.

Patienten und Methoden
!

Patienten und klinische Befunde
Alle Patienten wurden nach der klinischen Untersuchung mit der

Spaltlampe klassifiziert. Auch die Kontrollprobanden befanden

sich in ophthalmologischer Behandlung, wobei eine Hornhaut-

dystrophie ausgeschlossenwurde. Die Durchführungder genann-

ten Untersuchungenwurde von der Ethikkommission genehmigt.

Eine Einverständniserklärung ist gemäß der Auflage der Ethik-

kommission von jedem Probanden unterzeichnet worden.

Patienten- und Kontrollkollektiv nicht verwandter
Probanden
42 nicht verwandte Patienten und 93 Kontrollprobanden aus der

deutschen Bevölkerung sind auf die beschriebenen Veränderun-

gen im TCF4-Gen untersucht worden.

Variante gezeigt werden. Das Odds Ratio als Maßzahl, von der Er-

krankung betroffen zu sein, ist in unseren Daten bei expandier-

tem TGC-Repeat-Allel 30. Die Chance, von der FECD betroffen zu

sein, ist so 30-fach erhöht. Für Träger des Risikoallels G besteht

eine 16,5-fach erhöhte Chance.

Diskussion: Auch bei Patienten aus unserem geografischen Ge-

biet stellt ein expandiertes Allel mit mehr als 50 TGC-Repeats im

Intron 2 und das beschriebene Risikoallel G des Polymorphismus

rs613872 im Intron 3 des TCF4-Gens eine Assoziation mit einer

bis zu 30-fach höheren Chance dar, an der FECD zu erkranken.

Durch die Molekulargenetik können somit auch Spender mit

noch nicht klinisch erfasster FECD detektiert werden.

TCF4 and LOXHD1 in six patients showed no variant described

with FECD. The odds ratio as indicator for being affected by FECD

in our data for the expanded TGC allele is 30. The chance of being

affected is thus 30 times higher when someone exhibits the ex-

panded allele. For a carrier of the risk allele G the chance is 16.5

times higher.

Discussion: An expanded TGC allele with more than 50 TGC re-

peats in intron 2 and the described risk allele G of the poly-

morphism rs613872 in intron 3 of the TCF4 gene appear as an as-

sociation to FECD. The chance to be affected by FECD is up to 30

times higher. With molecular genetics also donors with clinically

unknown FECD may be detected.
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Familie
Die untersuchte Familie (l" Abb. 1) besteht aus 22 Mitgliedern,

von denen bei 17 DNA-Proben vorlagen und die genotypisiert

werden konnten. Von den 17 untersuchten Familienmitgliedern

waren 4 von der Fuchs-Hornhautendotheldystrophie betroffen,

darunter die Indexpatientin I/2 (l" Abb. 1), welche keine Nach-

kommen hat, und 3 von deren Nichten und Neffen.

Molekulargenetische Untersuchung
!

Die DNA wurde gemäß Standardprotokoll aus peripheren Lym-

phozyten nach Blutabnahme in EDTA-Röhrchen gewonnen.

Spezifische PCR und elektrophoretische Auftrennung
der Produkte
Die Untersuchung der TGC-Repeats in Intron 2 des TCF4-Gens er-

folgte nach einem Stufenschema. Zur PCR-Amplifizierung des die

TGC-Repeats umspannenden Genabschnitts des Introns 2 vom

TCF4-Gen wurden die folgenden Primer verwendet: Intron 2 fw

5′-CAG ATG AGT TTG GTG TAA GAT G-3‚; Intron 2 rev 5′-ACA

AGC AGA AAG GGG GCT GCA A-3′. In einem 25-µl-PCR-Ansatz

wurden 12,5 µl Go-Mastermix von Promega (Madison, USA), je-

weils 10 pmol Primer und 50 ng DNA eingesetzt und mit Wasser

aufgefüllt. PCR-Bedingungen: 2min bei 95°C; danach 35 Zyklen:

30 s bei 95°C, 30 s bei 62°C und 1min bei 72°C; 5min bei 72°C.

Die elektrophoretische Auftrennung der Produkte mit Agarose-

gelelektrophorese zeigte im Agarosegelbild entweder 2 Banden

oder 1 Bande. Wiesen Probanden 2 Banden auf, die nach Ver-

gleich mit einem Größenstandard in Basenpaarbereichen der

Länge unter 50 TGC-Repeats lagen, ist ein expandiertes Allel mit

> 50 TGC-Repeats ausgeschlossen worden. War dagegen nur 1

Bande im Agarosegelbild sichtbar, konnte ein zusätzliches expan-

diertes Allel vorliegen, welches mit der spezifischen PCR nicht

korrekt amplifiziert werden konnte. So wurde bei scheinbarer

Homozygotie, Hemizygotie und Heterozygotie mit 1 Bande in

Basenpaarbereichen > 50 TGC-Repeats eine TP‑PCR angeschlos-

sen.

Triplet-primed PCR (TP‑PCR)
Da sehr stark expandierte Allele nicht mit einer einfachen PCR

mit 2 flankierenden Primern dargestellt werden können, wurde

als Methode die TP‑PCR (triplet-primed PCR) verwendet. Sie ist

erstmals 1996 von Warner et al. zur Detektion großer CAG-Tri-

nukleotidexpansionen im Zusammenhang mit der Diagnostik

von Trinukleotiderkrankungen beschrieben worden. Anders als

bei der herkömmlichen PCR, bei der 2 flankierende Primer ge-

nutzt werden, kommen hier 3 verschiedene Primer zum Einsatz.

Es gibt eine Forward- und eine Reverse-Reaktion, bei denen je-

weils 1 Primer außerhalb der Repeats, ein 2. innerhalb der Re-

peats und ein 3. an einen nicht an das Template gebundenen Tail

des 2. Primers bindet (l" Abb. 2). Zur Untersuchung der TGC-Re-

peats ist jeweils 1 der beiden Reaktionen genutzt worden.

Der Verlauf der PCR lässt sich wie folgt beschreiben: Zuerst bin-

den die beiden zum Genom komplementären Primer 1 und 2. In

einem 2. Schritt werden die gewonnen Produkte mithilfe des Pri-

mers 3, also des Tails, weiter amplifiziert. Primer 2, welcher kom-

plementär zu den Repeats ist, bindet zufällig an verschiedene

Stellen der Expansion. Es entstehen PCR-Produktemit Triplet-Re-

peats von verschiedener Länge. Für gesunde Allele ist die Summe

der so entstandenen PCR-Produkte begrenzt, da nur eine be-

stimmte Menge von Repeats im Genom zum Binden des Primers

zur Verfügung steht. Bei einem expandierten Allel ist die Summe

und Länge der PCR-Produkte sehr viel höher.

Verwendet wurde das Expand Long Template PCR System von

Roche (Basel, Schweiz). Für die Forward-Reaktion wurde

1,75mMMgCl2 und für die Reverse-Reaktion 2,75mMMgCl2 ge-

nutzt. Es erfolgte die Amplifizierung von 150 ng DNA in einem

25-µl-PCR-Ansatz (2,5 µl Puffer, 0,7mMdNTPs, 1M Betain, 3,75 U

Polymerase); PCR-Bedingungen Forward: 94°C 5min (94°C 15 s;

60°C 30 s; 68°C 5min) × 10; (94°C 14 s; 60°C 30 s; 68°C 5min

+ 20 elong.) × 25; 68°C 7min; 10°C hold; PCR-Bedingungen Re-

Abb. 1 Stammbaum der untersuchten Familie, Quadrat = männlich, Kreis =

weiblich. Die Indexpatientin ist mit einem Pfeil markiert. Die betroffenen Fa-

milienmitglieder sind mit schwarz ausgefüllten Symbolen gekennzeichnet.

Die untersuchtenMitglieder wurdenmit einer Linie oberhalb des Kreises bzw.

des Kastens gekennzeichnet. Familienmitglieder, die zum Untersuchungs-

zeitpunkt nicht betroffen waren, aber ein expandiertes TGC-Allel aufwiesen,

sind gestreift. Des Weiteren sind unter den Symbolen Angaben zum jeweili-

gen Genotyp gemacht worden: + bezeichnet ein expandiertes TGC-Allel in

Intron 2 des TCF4-Gens und wt ein Allel, welches < 50 TGC-Repeats hat. Der

Genotyp des Polymorphismus rs613872 in Intron 3 des TCF4-Gens ist darun-

ter mit den Allelen T und G angegeben. Das Alter zum Untersuchungszeit-

punkt ist weiterhin unter den Symbolen vermerkt.
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verse: 94°C 5min (94°C 15 s; 58°C 30 s; 68°C 5min) × 10; (94°C

15 s; 58°C 30 s; 68°C 5min + 20 elong.) × 25; 68°C 7min; 10°C

hold. Die Primer 1 und 3 wurden zu 8 pmol, Primer 2 zur

0,8 pmol in der Forward-Reaktion eingesetzt, die Primer 4 und 3

zu 7 pmol, Primer 5 zu 0,7 pmol in der Reverse-Reaktion (Primer

1 5′-Fam-CCA GAT GAG TTT GGT GTA AGA TG-3′, Primer 2 5′-TAC

GCA TCC CAG TTT GAG ACG GCA GCA GCA GCA GCA-3′, Primer 3

5′-TAC GCA TCC CAG TTT GAG ACG-3′, Primer 4 5′-Fam-ACA AGC

AGA AAG GGG GCT GCA A-3′, Primer 5 5′-TAC GCA TCC CAG TTT

GAG ACG TGC TGC TGC TGC TGC-3′). Die Fragmentanalyse erfolg-

te auf dem ABI-3130xl Genetic Analyzer (Foster City, USA).

Direkte Sequenzierung
Zur Untersuchung des Polymorphismus rs613842 wurde nach

Sanger sequenziert. Zur PCR-Amplifizierung des den Polymor-

phismus umspannenden Genabschnitts des Introns 3 vom TCF4-

Gen wurden die folgenden Primer verwendet: Intron 3 fw 5′-TTC

ATT TAA TCC CCA ACC-3′; Intron 3 rev 5′-CCG TTT TAA ATT TAC

AGG CAC A-3′. In einem 25-µl-PCR-Ansatz wurden 12,5 µl Go-

Mastermix von Promega (Madison, USA), jeweils 10 pmol Primer

und 50 ng DNA eingesetzt und mit Wasser aufgefüllt. PCR-Bedin-

gungen: 5min bei 95°C; danach 34 Zyklen: 30 s bei 95°C, 45 s bei

58°C und 1min bei 72°C; 10min bei 72°C.

Die codierenden Exons und flankierenden Intronabschnitte von

TCF4 und LOXHD1 sind ebenfalls nach Sanger sequenziert wor-

den. Dafür wurden jeweils 1 Exon umspannende Primer verwen-

det. Die Amplifizierung von 50 ng DNA erfolgte hier ebenfalls im

25-µl-PCR-Ansatz (5 µl 5× FIREPol Master Mix [7,5mM MgCl2]

von Solis BioDyne, jeweils 10 pmol Primer Forward und Reverse

für jedes Exon, eventuell 1mM Betain; PCR-Bedingung: 5min bei

95°C; danach 35 Zyklen: 30 s bei 95°C, 45 s bei 60°C, 58°C oder

56°C und 1min bei 72°C; 5min bei 72°C). Nach Aufreinigung der

Produkte mittels Seqlab-Aufreinigungskit über Filtersäulchen

und Darstellung und Quantifizierung der nun aufgereinigten Pro-

dukte auf einem 2%-Agarosegel ist der Sequenzieransatzmit dem

Big-Dye Terminator v.1.1 Cycle Sequencing Kit von Applied Bio-

systems (Bedingungen: 1min bei 96°C; danach 35 Zyklen: 10 s

bei 96°C, 5 s bei 50°C und 4min bei 60°C) mit dem Dye Ex 2.0

Spin Kit von Quiagen aufgereinigt worden. Die Sequenzieransät-

zewurden auf dem ABI-3130xl Genetic Analyzer nach Hersteller-

angaben aufgetragen und ausgewertet.

Ergebnisse
!

Zur Untersuchung der TGC-Repeats im Intron 2 des TCF4-Gens

wurde bei folgenden Probanden eine TP‑PCR durchgeführt:

1. Bei Probanden, die nach elektrophoretischer Auftrennung der

Produkte der spezifischen PCR im Agarosegelbild 2 Banden

zeigten und 1 Bande in Basenpaarbereichen > 50 TGC-Repeats

lag (l" Abb. 3 und 4).

2. Bei Probanden, die im Agarosegelbild nur 1 Bande zeigten. Die-

se erschienen homozygot. Jedoch kann ein mit konventioneller

PCR nicht amplifizierbares expandiertes TGC-Allel erst mit der

TP‑PCR ausgeschlossen oder nachgewiesen werden (l" Abb. 3

und 4).

Bei 33 von 42 (79%) Patienten wiesen wir durch die Fragment-

analyse mittels TP‑PCR eine Expansion von einem TGC-Repeat-

Allel nach (l" Abb. 5). Von den 93 Kontrollprobanden hatten nur

10 (10,8%) ein expandiertes Allel. Neun von 42 Patienten (21%)

wiesen keine Expansion auf, in der Kontrollgruppe waren es 83

von 93 (89,2%).

Die Darstellung des den Polymorphismus rs613872 umspannen-

den Genabschnitts in Intron 3 ist in l" Abb. 6 dargestellt. Die Da-

tenbank „Ensembl“ gibt das von Baratz et al. beschriebenen Risi-

koallel G als Wildtypallel an. Die Allelfrequenz von T wird mit

82% und von Gmit 12% angegeben. Bei der Untersuchung des Po-

lymorphismus rs613872 zeigten sich 33 der 42 Patienten (78,6%)

als heterozygot TG. Vier Patienten waren homozygot GG (9,5%)

und 5 Patienten homozygot TT (11,9%). Somit trugen 88,1% der

Patienten zumindest 1 als Risikoallel beschriebenes Allel G. Von

der Kontrollgruppe waren 65 der untersuchten 93 Proben homo-

zygot TT (69,9%) und nur 21 heterozygot TG (22,6%) (l" Abb. 7).

Abb. 2 Darstellung der Forward-Reaktion einer

TP‑PCR nach Sermon et al. [27]. Die dicke Linie ver-

deutlicht die TGC-Repeats. Primer 1 flankiert die

TGC-Repeats und ist fluoreszenzmarkiert. Primer 2

bindet einerseits an die TGC-Repeats und besitzt

andererseits noch einen, nicht an die DNA binden-

den Bereich, den sog. Tail. Primer 3 besteht nur aus

der Tail-Sequenz und bindet gar nicht an die DNA.

Abb. 3 Agarosegelbild: Spuren 1, 3, 4, 7: Heterozygotie unter 50 TGC-

Repeats, somit Ausschluss einer TGC-Trinukleotid-Repeat-Expansion im

Intron 2 des TCF4-Gens; Spuren 2, 5, 6: Scheinbare Homozygotie, ein ex-

pandiertes Allel kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Eine TP‑PCR

wird angeschlossen.
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Bei Vergleich des Genotyps vom Polymorphismus rs613872

sämtlicher Probanden mit deren jeweiligem TGC-Repeat-Geno-

typ fiel Folgendes auf: Von den 93 Kontrollen hatten 7 den Geno-

typ GG, 4 davon hatten ein expandiertes Allel in Intron 2, die 3

anderen nicht. Von den 4 Patienten mit GGwiesen alle eine TGC-

Repeat-Expansion auf. Somit waren 72% aller Probanden (8 von

11) mit Genotyp GG Träger einer Repeat-Expansion in Intron 2.

Jede Person mit einer Repeat-Expansion hatte für den Polymor-

phismus rs613872 mindestens 1 G-Allel. Die Kombination einer

Expansion im Intron 2 und der Genotyp TTvom Polymorphismus

rs613872 kam bei keinem Probanden vor.

Familie mit mehreren betroffenen Mitgliedern
Der Stammbaum der untersuchten Familie ist in l" Abb. 1 ver-

deutlicht. Von 5 nicht betroffenen Familienmitgliedern lag keine

DNAvor (I/1, I/3, I/4, II/4, II/6). So konnten die beschriebenen Ver-

änderungen im TCF4-Gen nicht untersucht werden. Vier Mitglie-

der dieser Familie sind an der Fuchs-Hornhautendotheldystro-

phie erkrankt (I/2, II/2, II/8, II/9). Alle 4 erkrankten Probanden

wiesen eine TGC-Repeat-Expansion im Intron 2 des TCF4-Gens

auf und waren heterozygot TG an Stelle des Polymorphismus

rs613872. Von den nicht betroffenen Mitgliedern der Familie

wiesen 5 den Genotyp heterozygot TG auf, wobei 4 davon eine

Abb. 4 Darstellung der Ergebnisse der TP‑PCR:

a Kontrollproband ohne TGC-Repeat-Expansion,

homozygot 12 Repeats. b Kontrollproband ohne

TGC-Repeat-Expansion, heterozygot 12/17 Re-

peats. c Patient mit TGC-Repeat-Expansion auf

einem Allel heterozygote 12/>50 Repeats.
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Expansion im Intron 2 aufwiesen (II/3, II/10, III/1, III/6). Nur 1

Proband der Familie mit Genotyp TG an Stelle des Polymorphis-

mus rs613872 hatte kein expandiertes Allel im Intron 2 (III/4).

Die restlichen 9 Probanden dieses Stammbaums waren nicht

von der Fuchs-Hornhautendotheldystrophie betroffen und wie-

sen keine TGC-Repeat-Expansion auf. Sie zeigten alle den Geno-

typ TT anstelle des Polymorphismus rs613872.

Sequenzierung TCF4 und LOXHD1
Um auszuschließen, dass die Repeat-Expansion und das G-Allel

des Polymorphismus rs613872 in Kopplung mit einer Verände-

rung in codierenden Abschnitten des TCF4-Gens bzw. des eben-

falls nahe der untersuchten genetischen Region liegenden

LOXHD1-Gens (das bei Riazuddin et al. [12] verändert ist) stehen,

sequenziertenwir für einige Patienten die gesamten codierenden

Abschnitte mit angrenzenden Intronbereichen des TCF4- und des

LOXHD1-Gens. Bei der Sequenzierung der codierenden Exons

von TCF4 und LOXHD1 der 6 Patienten wurde eine heterozygote

Veränderung einer unklassifizierten Variante (rs147445499) im

Exon 12 des TCF4-Gens, die zu einem Aminosäureaustausch p.

Ala315Val führt, bei einem einzelnen Patienten mit einem ex-

pandierten TGC-Repeat-Allel gefunden (l" Abb. 8). Diese wurde

jedoch noch nicht im Zusammenhang mit der Fuchs-Hornhaut-

endotheldystrophie beschrieben. Auch die Sequenzierung von

20 weiteren Patienten konnte diese Veränderung nicht noch ein-

mal aufzeigen.

Berechnung des Odds Ratio
Die Berechnung des Odds Ratio für unsere Patientenkontroll-

gruppe ergibt nach den oben beschriebenen Daten folgende Er-

gebnisse: Bei Vorliegen des Risikoallels G des Polymorphismus

rs613872 ist das Odds Ratio 16,5, bei Vorliegen der TGC-Repeat-

Expansion 30.

Diskussion
!

Auch bei Patienten aus unserem geografischen Gebiet stellt ein

expandiertes Allel mit mehr als 50 TGC-Repeats im Intron 2 und

das beschriebene Risikoallel G des Polymorphismus rs613872 im

Intron 3 des TCF4-Gens eine Assoziation zur Fuchs-Hornhauten-

dotheldystrophie dar. Die TGC-Repeat-Expansion ist mittlerweile

als Assoziation zu der Erkrankung schon von verschiedenen For-

schungsgruppen beschrieben worden [14,24,25]. Auch der Poly-

morphismus rs613872 ist mehrfach mit der Fuchs-Hornhauten-

dotheldystrophie in Zusammenhang gebracht worden [15–18,

24,25]. Die Assoziation der Variante ist allerdings vom eth-

nischen Hintergrund abhängig, was die geringe Assoziation zur

Fuchs-Hornhautendotheldystrophie in der chinesischen Bevölke-

rung zeigt [26]. Wir konnten den Zusammenhang in der euro-

päischen Bevölkerung bestätigen.

Abb. 5 Ergebnisse der Untersuchung der TGC-Repeat-Expansion im In-

tron 2 des TCF4-Gens.

Abb. 6 Darstellung des den Polymorphismus rs613872 umspannenden

Genabschnitts vom Intron 3 des TCF4-Gens. Dargestellt ist jeweils die Vor-

wärtsreaktion, die zur Angabe der Datenbanken komplementär ist. Ist in die-

ser Darstellung das Allel A oder C dargestellt, entspricht es dem Allel Toder G.

Sind auf den beiden Allelen verschiedene Basen zu finden (Heterozygotie),

findet sich in der unteren Kurve die übereinandergelagerte Darstellung

beider gefundener Aminosäuren (roter Pfeil). a Veränderung hom.c.145

+42209C>A in der Vorwärtsreaktion eines gesunden Kontrollprobanden.

b Veränderung het.c.145+42209A>C in der Vorwärtsreaktion; AC entspricht

TG. c Wildtyp laut Standardsequenz bei einem Patienten.
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Unsere Studie weist einen Zusammenhang zwischen dem Risiko-

allel G (Genotyp TG und GG) des Polymorphismus rs613872,

einer TGC-Repeat-Expansion und der Fuchs-Hornhautendothel-

dystrophie auf. Patienten sowie Kontrollen, die eine TGC-Repeat-

Expansion im Intron 2 hatten, zeigten immer das beschriebene

Risikoallel G für den Polymorphismus rs613872 in Intron 3 des

TCF4-Gens. Der Genotyp TT des Polymorphismus zusammen

mit einer TGC-Repeat-Expansion kam somit bei unseren Proban-

den nicht vor.

Bei Testung auf eine TGC-Repeat-Expansion in Intron 2 des TCF4-

Gens ergeben sich eine Sensitivität von 79% und eine Spezifität

von 89%. Wird der Polymorphismus rs613872 in Intron 3 des

TCF4-Gens genetisch untersucht und das Risikoallel G in homo-

zygoter oder heterozygoter Form festgestellt, besteht eine Sensi-

tivität von 88% und eine Spezifität von 70%. Da alle Probanden

mit expandiertem TGC-Repeat-Allel auch das Risikoallel G auf-

wiesen, ist die Sensitivität und Spezifität bei Betrachtung von

beiden Untersuchungen zugleich genauso sensitiv und spezifisch

wie die Betrachtung der TGC-Repeats alleine.

Somit ist laut unserer Studie die Untersuchung auf den Polymor-

phismus rs613872 sensitiver als die Untersuchung auf ein expan-

diertes TGC-Repeat-Allel. Ist eine Person an der Fuchs-Hornhaut-

endotheldystrophie erkrankt, wird sie mit diesem Test mit höhe-

rer Wahrscheinlichkeit ausfindig gemacht (88 vs. 79%). Die Spe-

zifität allerdings ist bei Betrachtung der TGC-Repeats höher (89

vs. 70%). Aus diesem Grund empfehlen wir zur sicheren Begut-

achtung immer die Untersuchung beider Faktoren.

Das Odds Ratio, mit dem die Chance von der Erkrankung betrof-

fen zu sein, berechnet wird, ist in unseren Daten bei Ausprägung

eines expandierten TGC-Repeat-Allels 30. Also ist die Chance von

der FECD bei Vorhandensein eines expandierten Allels 30-fach

erhöht. Zusätzlich dazu besteht für Träger des Risikoallels G eine

16,5-fach erhöhte Chance, von der Fuchs-Hornhautendotheldys-

trophie betroffen zu sein im Gegensatz zu Personen, die kein

Risikoallel tragen.

Bei der Sequenzierung der codierenden Exons von TCF4 und

LOXHD1 von 6 Patienten wurde keine Mutation nachgewiesen.

Die gefundenen Polymorphismen stehen nicht im Kopplungs-

ungleichgewicht zueinander oder zur Repeat-Verlängerung. Die

Frage nach der Auswirkung eines expandierten TGC-Repeat-Al-

lels ist noch zu klären. So ist möglicherweise die Expression

durch unterschiedliche Länge des Allels und das Splice-Verhalten

verändert.

Die Prävalenz der Fuchs-Hornhautendotheldystrophie wird von

Schmedt et al. [4] mit 4% der US-amerikanischen Bevölkerung

über 40 Jahren angegeben. Die Abschätzung der Prävalenz ist ins-

gesamt schwierig. Die späte Form der Erkrankung manifestiert

sich erst im höheren Lebensalter. Eine Ausprägung der TGC-Re-

peat-Expansion in gesunden Probanden ist bei Betrachtung nicht

betroffener Familienmitglieder mit expandiertem Allel so mögli-

cherweise erklärbar. Zwei der von einer TGC-Repeat-Expansion

betroffenen Familienmitglieder waren jünger als 40 Jahre (III/1

37 Jahre und III/6 17 Jahre). Ein Ausbruch der Krankheit im höhe-

ren Alter kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen wer-

den. Eine Betrachtung der Familie auf längeren Zeitraum würde

dieses klären können.

Ein expandiertes TGC-Allel in Intron 2 und die Ausprägung des

Risikoallels G im Polymorphismus rs 613872 in Intron 3 des

TCF4-Gens ist nach unseren Ergebnissen ein relevanter zusätz-

licher Marker für die Fuchs-Hornhautendotheldystrophie, die

Therapie derselben und die OP-Planung. So kann die passende

Operationstechnik korrekt ausgewählt werden und die Erfolge

bei Hornhautoperationen erheblich verbessert werden. Interes-

sant ist die molekulargenetische Diagnostik sicher auch bei jün-

geren Spendern, um zu vermeiden, dass die Transplantation

einer Membran von einem Spender mit noch nicht klinisch er-

fasster Fuchs-Hornhautendotheldystrophie erfolgt.

Abb. 7 Ergebnisse der Untersuchung des Polymorphismus rs613872 im

Intron 3 des TCF4-Gens.

Abb. 8 Darstellung des den Polymorphismus

rs147445499 umspannenden Genabschnitts nach

direkter Sequenzierung: a Veränderung het.

c.944C>T in der Vorwärtsreaktion eines Patienten

mit TGC-Repeat-Expansion im Intron 2 des TCF4-

Gens. b Wildtyp.

193

Luther M et al. TGC-Repeats im Intron… Klin Monatsbl Augenheilkd 2016; 233: 187–194

Klinische Studie

H
e
ru

n
te

rg
e
la

d
e
n
 v

o
n
: 
U

n
iv

e
rs

it
ä
ts

- 
u
n
d
 L

a
n
d
e
s
b
ib

lio
th

e
k
. 
U

rh
e
b
e
rr

e
c
h
tl
ic

h
 g

e
s
c
h
ü
tz

t.



Interessenkonflikt
!

Nein.
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Abstract

Purpose It was the aim of this investigation to elucidate the

functional effects of CTG18.1 trinucleotide repeat expansion

and the polymorphism rs613872 in the transcription factor 4

(TCF4) in corneas of patients affected by Fuchs’ endothelial

corneal dystrophy (FECD).

Methods Sixty-one unrelated German patients with FECD

and 113 unaffected controls were investigated and genotyped

for the CTG18.1 locus by triplet primed PCR (TP-PCR) and

the rs613872 polymorphism via Sanger sequencing and by

employing genomic DNA from peripheral blood leucocytes.

DNA and RNA retrieved from human corneal endothelial

explants were examined for alterations in the gene expression

of TCF4, ZEB1, E-cadherin, N-cadherin, as well as the

CTG18.1 locus.

Results The CTG18.1 trinucleotide repeat expansion (>50 re-

peats) was detected in the peripheral blood in 77% of affected

FECD patients and 11.5% of the healthy volunteers. Applying

the TP-PCR method, the length of CTG18.1 repeat expan-

sions correlates in the blood and corneal cells. We noted that

the CTG18.1 trinucleotide repeat expansion was associated

with reduced TCF4 and ZEB1 gene expression, especially in

the explanted corneal endothelial cells. While E-cadherin

gene expression was not detected in any corneal endothelial

cells, expression of CDH2 (N-cadherin) was detected in

FECD-affected endothelium and in our controls.

Conclusions The CTG18.1 repeat expansion may reduce

gene expression of TCF4 and ZEB1, suggesting that a mech-

anism triggering a loss of function may contribute to FECD.

The correlation of CTG18.1 repeat expansion from blood and

the cornea may represent the first step toward investigating the

potential relevance of testing the blood of cornea donors to

minimize the risk of transplanting grafts potentially affected

with FECD.

Keywords CTG18.1 repeat expansion . Fuchs’ dystrophy .

Reduced TCF4 expression

Introduction

Fuchs’ endothelial corneal dystrophy (FECD) is an age-

related bilateral disorder affecting the cornea’s internal endo-

thelial cell monolayer [1]. This progressive disorder is the

most frequent indication for corneal transplantation in the

USA and affects nearly 4% of its population over the age of

40 years [2]. Microscopic collagenous excrescences of the

endothelial basement membrane, so called guttae, are

FECD’s clinical hallmark [3]. Its disease course is marked

by the growing density of guttae and gradual thickening of

Descemet’s membrane, the basement membrane of the corne-

al endothelium. The endothelium’s loss of cell density, the loss

of normal hexagonal cell patterns, and the deficient fluid

pumping function are typical of premature senescence of the

corneal endothelial layer in FECD patients.

Allogenic corneal transplantation is currently the only val-

idated therapy for treating visual loss in FECD patients [4, 5].

Over the last decade, novel surgical techniques such as DLEK

(deep lamellar endothelial keratoplasty), DSAEK (Descemet’s
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automated stripping endothelial keratoplasty), as well as

DMEK (Descemet’s membrane endothelial keratoplasty) have

been established and optimized. While part of the corneal

stroma is included during DLEK and DSAEK in the trans-

plantation process, during DMEK only the cornea’s endothe-

lium and Descemet’s layer are used, and anatomically exact

replacement of the dysfunctional host’s endothelium is thus

possible. This surgically challenging method results in an im-

portant and rapid improvement in vision combined with the

low risk of immunological rejection [6].

The influence of certain genetic factors on FECD

development has been repeatedly acknowledged. One

subtype associated with COL8A2 mutations results in

earlier-onset FECD and is clinically distinct from the

much more common late-onset subtype [7]. Late-onset

subtypes may be caused by mutations in SLC4A11 [8],

AGBL1 [9], ZEB1 (TCF8) [10], and LOXHD1 [11]

genes, but mutations affecting these genes have been

identified in only a minority of patients. Several publi-

cations suggest an influence of the transcription factor 4

(TCF4) gene [9, 12, 13]. So, the frequency of the allele

G for single nucleotide polymorphism (SNP) rs613872

in intron 3 of TCF4 with the risk genotype GT and GG

is significantly higher in FECD patients than in control

subjects, as the rs613872 genotypes GT and GG were

detected in 64% to 71.9% of FECD patients versus 26%

to 30% in healthy volunteers according to several stud-

ies [12, 14–16].

Furthermore, trinucleotide repeats at the CTG18.1 locus in

intron 2 of the TCF4 gene seem to bemore strongly associated

with FECD than rs613872 and other variants [17–20].

In addition to other possible mechanisms [21], a

speculative model for the implication of an epithelial-

to-mesenchymal transition (EMT) mechanism in FECD

pathogenesis suggests a pathway by increasing the

TCF4 expression resulting in altered ZEB1, a down-

regulation of E-cadherin (CDH1) gene expression and

a reduction in the EMT in peripheral cornea stem cells.

Reduced EMT will result in less migration and prolifer-

ation of progenitor cells, the loss of corneal endothelial

cells and ultimately FECD [22–25].

The aims of our study are to investigate the CGT18.1 re-

peat expansion in the first German group of FECD patients

and the CTG18.1 region on the TCF4 gene via direct exami-

nation of the affected endothelial cell layer of the corneas of

three FECD patients to compare those results with DNA from

their peripheral blood using TP-PCR. Further we examined

the postulated epithelial-to-mesenchymal transition (EMT)

mechanism pathway in FECD.

We could demonstrate a tendency between CTG18.1 repeat

expansions in the human cornea and a decrease in TCF4 and

ZEB1 gene expression. E-cadherin, as suggested, is not in-

volved in the pathogenesis of FECD.

Methods

Patients

Patient identification and specimen collection

This study was approved by the ethics commission of the

Medical Faculty of Martin-Luther University Halle-

Wittenberg and adhered to the tenets of the Declaration of

Helsinki. After obtaining informed consent from all patients,

61 unrelated subjects were investigated and recruited by clin-

ical examination [slit lamp biomicroscopy, ocular coherence

tomography of the anterior segment (AS-OCT)] based on the

presence of guttae and corneal edema measured by determin-

ing the corneal thickness. Corneal thickness in all affected

patients was >600 μm (mean 643 μm, range 601–843 μm)

and the presence of endothelial guttae was observed and doc-

umented by chart and slit lamp photography.

As central corneal thickness was increased >600 μm due to

a corneal edema in all patients, documented by AS-OCT, we

classified all of them by Krachmer scale Grade 5.

Confluent central cornea guttae >5 mm in horizontal width

were observed in 54 out of 61 patients (88.5%), in seven out of

61 patients (11.5%) corneal central guttae 2–5 mm in horizon-

tal width were be observed. An additional alteration of the

corneal epithelium, such as alteration of the epithelial layers

or intraepithelial bullae could be detected in four out of 61

patients (6.6%).

Controls and affected subjects were matched by age and

sex.

One hundred and thirteen unrelated unaffected healthy vol-

unteers were recruited to serve as controls. Written informed

consent was obtained from all participants. Peripheral blood

samples were collected from affected patients and unaffected

volunteers.

Six patients with visual impairment following corneal ede-

ma underwent the DMEK procedure, during which the corne-

al endothelial cell layer and Descemet’s membrane were

explanted and preserved in RNAlater (Qiagen, Hilden,

Germany) immediately after explantation.

DNA and RNA isolation

From blood samples

Genomic DNA from leucocytes was extracted from 300 μL

peripheral blood via standard protocols (Maxwell Systems,

Promega, Mannheim, Germany).

From the corneal endothelial layer

To investigate the CTG18.1 trinucleotide repeat expansion

and any alteration in gene expression that may be involved
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in the postulated mechanism leading to FECD we isolated

DNA and RNA from the endothelial layers from control cor-

neas (DGFG, Hannover, Germany) and after DMEK (stripped

Descemet’s membrane with endothelial cells) from affected

FECD patients.

The controls were between 77 and 86 years of age. Their

corneas were explanted within 36 h after death and stored first

in biochrome and then in biochrome and 5% dextrane for

transportation.

Affected endothelial samples were obtained during the sur-

gical procedure and stored immediately in RNAlater (Qiagen,

Hilden, Germany). The rigid endothelial cells were lysed via

six cycles of repeated flash-freezing in N2 and vortexing for

5 min at 1400 rpm at 25 °C using a thermomixer (Eppendorf,

Wesseling-Berzdorf, Germany) interrupted with full speed

vortexing using a vortexer (Scientific Industries, Karlsruhe,

Germany). After that, lysed cells were placed on

QIAshredder columns (Qiagen) and centrifuged for 2 min at

full speed. The nucleic acids were extracted using an AllPrep

DNA/RNA Micro Kit (Qiagen) according to the manufac-

turer’s instructions for Bsimultaneous purification of genomic

DNA and total RNA from animal and human tissues^ and

Bpurification of total RNA containing small RNA from cells^.

Genotyping the CTG18.1 expansion

From blood samples

Triplet primed PCR (TP-PCR) was performed to confirm the

presence of an expanded allele in the TCF4 gene. The P1 and

P4 primers are fluorescent primers designed specific for a

region upstream from the CTG18.1 allele. The tails of primers

P2 and P5 and the Bcommon^ flag primer P3 share no homol-

ogy with human sequence [19]. We used the forward reaction

primers for P1, P2, P3, whereas P3, P4, P5 primers were

applied to confirm the results in the reverse reaction. Primer

sequences for TP-PCR are provided in Table 1.

The forward reaction of the PCR took place via the Expand

Long Template PCR System (Roche, Mannheim, Germany)

in a 25 μL volume under the following conditions: 150 ng of

genomic DNA, 1.75 mM MgCl2, 0.7 mM dNTPs, 1 M

Betaine (Sigma-Aldrich, Hamburg, Germany) and 3.75 U

Polymerase. A concentration of 0.32 μM of each primer 1

and 3 was used, whereas primer 2 was applied with

0.032 μM. The PCR parameter was initially denatured for

5 min at 94 °C, followed by 10 cycles at 94 °C for 15 s,

60 °C for 30 s, and 68 °C for 5 min, and then 25 cycles at

94 °C for 15 s, 60 °C for 30 s, and 68 °C for 5 min with a 20-s

extension at each cycle. The final extension step took place at

68 °C for 7 min and was stored at 10 °C.

For the reverse reaction, we used primer P4 and the tail

P3 at a concentration of 0.28 μM, whereas the primer P5

was applied with 0.028 μM. In the reverse reaction,

2.75 mM MgCl2 were used. All the other components were

handled as in the forward TP-reaction. The cycling conditions

for the reverse reaction were: initial denaturation of 5 min at

94 °C, followed by 10 cycles at 94 °C for 15 s, 58 °C for 30 s,

and 68 °C for 5 min, and then 25 cycles at 94 °C for 15 s,

58 °C for 30 s, and 68 °C for 5 min with a 20 s extension at

each cycle. The final extension step occurred at 68 °C for

7 min and at a storage temperature of 10 °C.

TP-PCR products were visualized in 2% agarose gel.

Depending on the intensity of the TP-PCR product, 1–2 μL

DNAwere denatured in a 10 μL reaction volume for 3 min at

95 °C with Hi-Di-Formamide (Applied Biosystems,

Darmstadt, Germany) and 0.2 μL ROX500 (Applied

Biosystems) and cooled down immediately at 4 °C.

The TP-PCR products were analyzed on the AB 3130XL

DNA Analyzer (Applied Biosystems).

From cornea

The DNA isolation method was conducted as described

above. To amplify the repeat specific region, we used primer

pair TCF4–2 (Table 1). PCR was done to determine the TP-

PCR’s condition. We thus used the Expand Long Template

PCR System (Roche) in a 25 μL volume under the following

conditions: 5 μL (15–30 ng) of genomic DNA from cornea,

1.75 mM MgCl2, 0.75 mM dNTPs, 1 M Betaine (Sigma-

Aldrich), 0.32 μM of each primer and 3.75 U Polymerase.

The PCR cycling condition was equal to that described under

TP-PCR from blood samples. After specific amplification of

the CTG18.1 region, TP-PCR with 5 μL of the first PCR

product followed up as described above.

Genotyping rs613872

From blood samples

Polymerase chain reaction (PCR) was performed in 25-μL

volumes using GoTaq Polymerase Master Mix (Promega,

Mannheim, Germany), 50 ng DNA and 10 pmol of each of

the primer TCF4-In3-fw and TCF4-In3-rev (Table 1) in a

thermocycler (Eppendorf). The cycling parameters were a 5-

min incubation at 95 °C, followed by 34 cycles of 30 s at

95 °C, annealing at 58 °C for 45 s, and elongation for 1 min

at 72 °C, with a final elongation step of 10 min at 72 °C, and a

storage temperature of 10 °C.

PCR products were purified with the PCR Cleanup Kit

(Seqlab, Goettingen, Germany), cycle sequenced with the

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 1.1 (Perkin

Elmer, Waltham, MA, USA) and purified with the Dye Ex

2.0 Spin Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instruc-

tions. Sequencing was done using the AB 3500 sequencer

(Applied Biosystems).

Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol (2017) 255:1621–1631 1623



From corneal endothelial layer

For the genotyping of SNP rs613872 25 ng genomic endothe-

lium DNA were amplified using the REPLI-g Mini-Kit

(Qiagen), a method used to achieve accurate genome amplifi-

cation from small quantities of isolated target DNA.

Amplification was done according to the manufacturer’s in-

structions. REPLI-g amplified DNA was diluted 1:20 with

water and 3 μLwere used for PCR and sequence analysis with

the same procedure as described above under genotyping from

blood samples.

Expression analysis from the corneal endothelial layer

using real time PCR

A 25-ng sample of RNA from the corneal endothelial cells

was amplified using the QuantiTect Whole Transcriptome Kit

(Qiagen) according to standard operation procedure. For the

amplification step, we chose high-yield reaction with an incu-

bation time of 8 h at 30 °C.

Amplified cDNA was stored undiluted. For real time am-

plification, cDNAwas diluted 1:60 in water. Two microliters

of cDNAwas subjected to real-time PCR using the Universal

Master Mix, no UNG (Applied Biosystems) and TaqMan

gene expression assays (Applied Biosystems) on a Step One

Plus Cycler (Applied Biosystems). Differential expressions of

individual transcripts were analyzed using TaqMan assays

TCF4-Hs00971339_m1 (exon overspanning and covering

CTG18.1 region), ZEB1-Hs00232783_m1, CDH1-

Hs01023894_m1 (E-cadherin), CDH2-Hs00354988_m1 (N-

cadherin ) . ACTB-Hs99999903_m1 and HPRT1-

Hs02800695_m1 were used as housekeeping genes. The tar-

get gene expression was normalized according to beta-actin

expression. PCR was done in triplicates using cycling condi-

tions of 95 °C for 10 min, 40 cycles at 95 °C for 15 s, and

60 °C for 1 min. PCR was repeated twice and up to three

times. A no template control indicated no contamination with

DNA. Human-reference heart and kidney mRNA was

obtained from Stratagene (Darmstadt, Germany) as a refer-

ence for E-cadherin expression.

Results

Association between CTG18.1 trinucleotide repeat

expansion and risk allele G in German population

We enrolled 61 unrelated German patients with FECD and

113 unaffected control persons in our study (Table 2). The

age of the control subjects and patients was between 68 and

76 years at baseline. There were 56% females in the control

group and 65% females among the patients.

In our German population we identified a correlation be-

tween CTG18.1 trinucleotide repeat expansion of >50 CTG

repeats in 77% of the FECD cases; only 11.5% of the control

cohort exhibited this repeat expansion (odds-ratio: 26-fold

higher risk of being affected). In line with prior studies [12,

14–16], we also detected the polymorphism rs613872 TT in

68% of healthy controls. The polymorphism with GG alleles

was found in 13% and GT alleles in 72% of the patients af-

fected by the FECD phenotype (Table 2).

CTG18.1 trinucleotide repeat expansion in corneal

endothelial cells correlates blood parameters

In addition to determining the CTG18.1 trinucleotide repeat

expansion from peripheral DNA, we also examined the

DMEK-explanted corneal endothelial layer originating from

FECD patients regarding the CTG18.1 locus. We compared

the CTG18.1 trinucleotide repeat expansion in the endothelial

cell layer of FECD patients (Fig. 1a) with the TP-PCR results

from the blood (Fig. 1b) of those FECD patients. We identi-

fied the CTG18.1 repeat expansion in very few corneal endo-

thelial tissues cells. These results correlated with the TP-PCR

findings from peripheral blood leucocytes. We observed nei-

ther disruption in long DNA fragments during the lysis

Table 1 Primers used in investigations

Application Primer name Sequence, 5′-3’ 5′ labeling

Amplification of CTG 18.1 TCF4-fw-2 ATC CCT TTG CTT CCT TTT CC

region in cornea - first PCR TCF4-rev-2 GGA ACG AAT GGA GAA AGT GC

TP-PCR fw TCF4-TP-fw-P1 CCA GAT GAG TTT GGT GTAA GAT G 6-Fam

TCF4-TP-rev-P2 TAC GCATCC CAG TTT GAG ACG GCA GCA GCA GCA GCA

TCF4-TP-tail-P3 TAC GCATCC CAG TTT GAG ACG

TP-PCR rev TCF4-TP-rev-P4 ACA AGC AGA AAG GGG GCT GCA A 6-Fam

TCF4-TP-fw-P5 TAC GCATCC CAG TTT GAG ACG TGC TGC TGC TGC TGC

Genotyping rs613872 TCF4-In3-fw TTC ATT TAATCC TCC CCA ACC

TCF4-In3-rev CCG TTT TAA ATT TAC AGG CAC A
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procedure nor an extension of CTG18.1 repeats in corneal

tissue and in blood via the TP-PCR method.

Differential gene expression in corneal endothelial cells

To elucidate the regulation cascade of TCF4 and ZEB1 and the

influence of E-cadherin on the possible pathogenic mecha-

nism of FECD, we examined the expression of TCF4,

ZEB1, E-cadherin, and N-cadherin in the endothelia of six

FECD patients and five non-affected donor corneas (Figs. 2

and 3).

We noted reduced TCF4 gene expression in the affected

endothelial layer of the FECD patients’ corneas compared to

the endothelial layer of transplantation donors (Fig. 2a and d).

In all the FECD patients who are carriers of CTG18.1 repeat

expansions, we detected the lower TCF4 expression level as-

sociated with a TG allele in the polymorphism rs613872. In

the controls without CTG18.1 repeat expansions, we detected

higher TCF4 expression level, but we detected different alleles

in the polymorphism rs613872 in that group (TG three out of

five, TT one out of five and GG one out of five; Fig. 2b).

We also observed reduced ZEB1 expression, a gene regu-

lated by TCF4 (Fig. 2c and e).

As postulated, the expression of E-cadherin should be al-

tered thought TCF4 and ZEB in FECD patients [18, 22–24]. In

our investigation, E-cadherin was not expressed in the human

endothelial cell layer and Descemet’s membrane (Fig. 3a). N-

cadherin is expressed in this cell layers. We observed no al-

teration in this gene’s expression (Fig. 3b).

Discussion

FECD is described as a genetically heterogeneous disease of

the endothelial cells in the cornea. Two subtypes of FECD are

clinically distinguished. The rare early onset form of FECD

starts in the first decade of life and proceeds through the sec-

ond and third decades [26]. Initial clinical signs of FECD’s

more frequent late-onset form appear around the fifth decade

of life [15, 17].

The genetic mechanisms leading to FECD have not been

elucidated. Recent publications focused on the role of the

transcription factor 4 (TCF4) gene in the development of

FECD with an association between polymorphism rs613872

in intron 3 and CTG18.1 trinucleotide repeat expansion in

intron 2 of this gene [12, 17, 19].

The TCF4 gene, also known as ITF2, SEF2, E2–2 is locat-

ed on chromosome 18. It encodes a transcription factor

expressed in the cornea and increases the expression level of

ZEB1, another gene already associated with FECD, under

healthy conditions [15, 22, 27–30]. It is suggested that TCF4

increases the risk for FECD by changing the expression of

ZEB [18]. Furthermore, TCF4 and ZEB1 may promote a pro-

cess known as EMT, whereby the loss of cellular interaction

and the replacement of damaged corneal endothelial cells are

possible [18, 23, 24, 28–30] [Fig. 4].

All these data reveal TCF4 as a key partner of mutated

genes in FECD pathogenesis. To confirm and elucidate the

genetic basis of FECD in a German cohort, we investigated

61 unrelated patients and 113 control subjects for the reported

association with intronic CTG18.1 trinucleotide repeat expan-

sion and intronic polymorphism rs613872 in the TCF4 gene.

We detected an CGT18.1 repeat expansion of >50 TGC in

77% of our FECD patients [31].

We have thus confirmed recently reported associations be-

tween CTG18.1 trinucleotide repeat expansion and FECD in

66.5% to 79% of the USA population and in the Chinese;

FECD appears to be a major risk in the German population

as well [17–20].

Furthermore, we detected the polymorphism rs613872

with the risk allele G presenting with the genotypes GT and

GG in 85% of our affected FECD patients (Table 2).

Prior studies demonstrate that the genotypes GG and GT

are more common in FECD patients, too [12, 15, 16, 32].

To the best of our knowledge, we are the first to investigate

the CTG18.1 region on the TCF4 gene via direct examination

of the affected endothelial cell layer of the corneas of three

FECD patients and by comparing those results with DNA

from their peripheral blood using TP-PCR.

Using TP-PCR, we noted that our peripheral-blood find-

ings correlated with TP-PCR results from the affected corneas

Table 2 Distribution of CTG18.1 repeat length and polymorphism rs613872 in the TCF4 gene in German FECD patients and controls

Subjects n Mean age years

(+/−SD)

Sex CTG18.1 repeat length OR = 26 95%

CI =11.25–59.26

Polymorphism rs613872 OR = 12.5 95%

CI = 5.49–27.20

>50 repeats <50 repeats GG GT TT

FECD 61 F: 74.77 (+/−10.15) F: 65.5% 47 (77.05%) 14 (22.95%) 8 (13%) 44 (72%) 9 (15%)

M: 76.42 (+/− 5.32) M: 34.5%

Controls 113 F: 71.17 (+/− 10.94) F: 56.2% 13 (11.5%) 100 (88.5%) 7 (6%) 29 (26%) 77 (68%)

M: 68.68 (+/−9.06) M: 43.8%

OR odds ratio, CI confidence interval
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(Fig. 1), we found no signs of repeat instability in the corneal

endothelial cell layer compared to blood (as suggested by Du

et al. 2015) [33].

These results may be the first step toward deeper investi-

gations of the potential relevance of testing the blood of cor-

nea donors to minimize the risk to transplant grafts possibly

affected by FECD.

Several hypotheses have dealt with molecular mechanisms

and the influence of the TCF4 gene in the pathogenesis of

FECD, such as the dysregulation of pathways involving oxi-

dative stress, apoptosis, miRNA mitochondrial genes, unfold-

ed protein, and epithelial-to-mesenchymal transition (EMT)

[27, 28, 33–36]. In our study we investigated the hypothesis

of the TCF4 gene’s influence in the development of FECD via

alteration of the EMT mechanism (Fig. 4) [12, 18, 22–25].

EMT is a complex process in which cells lose cell-to-cell

interactivity, potentially revealing a shared pathogenetic path-

way for endothelial disease. Impaired EMT causes the

defective migration of endothelial cells and may explain

why guttae first appear in the central cornea [27].

We were able to demonstrate a down-regulation of the

TCF4 gene in endothelial cells in the corneas of FECD pa-

tients compared with healthy donor corneal endothelium. This

effect was detected in correlation with the CTG18.1 repeat

expansion. As our control group shows, TCF4’s transcription

level seems to be independent of the polymorphism, due to the

presence of alleles TG, TT, and GG in the group without

repeat expansions.

Recently, Oldak et al. 2015 [16] described unaltered TCF4

expression in corneal FECD. They used real-time PCR primer

for the TCF4 gene expression analysis very close to the acti-

vation domain 2 (AD2). Nevertheless, we need to consider

that the TCF4 gene is a transcription factor with many iso-

forms differing in their amino-terminal region; what their cell

lineage-specific functions and all their isoforms have in com-

mon is that they contain this transcription activation domain

Fig. 1 Comparison of CTG18.1 trinucleotide repeat expansion in cells

obtained from the endothelial layer of the cornea vs. blood investigations.

TP-PCR from corneal endothelial layer after DMEK operation of FECD

patients a compared to blood analysis of the same patients. b The gray

boxes indicate the border >50 CTG18.1 repeats
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(AD2- exon 14–16) [37], the region analyzed by Oldak et al.

[16]. Our TaqMan probe bonded specifically only to TCF4

isoforms overspanning the FECD associated CTG18.1 region

(reference sequence: NM 00111243226 binding exon 3–4;

NM_001083962.1; NM_001243228.1, NM_003199.2: bind-

ing exon 2–3). Therefore, the primer’s different loci may be

why we obtained different amplification results in TCF4

expression.

Furthermore, due to different surgical techniques, the cell

layers we investigated differed. Oldak et al. 2015 [16] inves-

tigated material after DSAEK that also included parts of the

corneal stroma, whereas we analyzed only the FECD-affected

endothelium and Descemet’s layer of the cornea after DMEK.

However, different storage conditions in our study (FECD

corneal material stored immediately in RNAlater versus pre-

viously cultivated donor corneal material) can alter the gene

expression. Otherwise, as all donor corneas that are meant to

be transplanted are stored that way, we can rule out a serious

loss of function as they usually function with no difficulty.

Mootha et al. summarized the expression levels from all

isoforms of TCF4 [34]. Although RT-PCR is not quantitative,

FECD-associated TCF4 isoforms containing the CTG18.1 re-

gion revealed a lower expression level. Thus, after indicating

CTG18.1 carrying TCF4 isoforms, their data and ours corre-

late strongly.

ZEB1 expression has been demonstrated in the corneal en-

dothelium, as well as on ZEB1 binding sites in the promoter

region of various collagen genes [27, 38]. TCF4 is known to

up-regulate ZEB1 in healthy corneas and ZEB1’s loss of func-

tion mutation is also linked to late-onset FECD [12, 15, 22].

We detected a down-regulation of ZEB1 in FECD patients

(Fig. 2c and e). Further experiments will have to be conducted

of this aspect and of ZEB1 regulation pathways [27, 39–41].

Different studies describe that corneal epithelium reveals

E-cadherin expression while N-cadherin is expressed from

corneal endothelial cells. Thus, E(pithelial)-cadherin is a pro-

totype molecule for non-neuronal cadherins and is expressed

by all types of epithelial cells. N(euronal)-cadherin is a proto-

type molecule for neuronal cadherins. Corneal endothelium

originates from neural crest cells andmigrates over the corneal

stroma during embryogenesis. Corneal endothelial precursor

cells have the characteristics of multipotent neural crest-

derived stem cells. Functional corneal endothelium can be

induced from such cells [42–49].

In line with the aforementioned studies but contrary to the

currently-postulated model of FECD pathogenesis [12,
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Fig. 2 Alteration of gene expression in correlation with CTG18.1

trinucleotide repeat expansion and polymorphism rs613872. a real-time

analysis of TCF4 gene expression normalized to beta-actin in the endo-

thelium of FECD patients and healthy endothelial cells of cornea donors.

b Demonstration of the presence or absence of CTG18.1 trinucleotide

repeat expansion and demonstration of the genotype for the polymor-

phism rs613872. c real-time analysis of ZEB1 gene expression in

endothelial cell layer of the cornea from FECD patients and healthy

endothelial cells of cornea donors. d summary of relative gene expression

of TCF4 in endothelium of FECD patients (n = 6) and healthy endothelial

cells of cornea donors (n = 5 ). Data are mean +/− SD, p = 0.1. e summary

of relative gene expression of ZEB1in endothelium of FECD patients

(n = 5) and healthy endothelial cells of cornea donors (n = 6). Data are

mean +/− SD, p < 0.05
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Fig. 3 Expression of E-cadherin

and N-cadherin in the human

endothelial cell layer and

Descemet’s membrane. a relative

gene expression of E-cadherin in

FECD patients and healthy donor

cornea endothelial cell layer.

Human reference tissues indicate

the functionality of TaqMan

assay. b analysis of N-cadherin

expression in endothelial cell

layer including Descemet’s

membrane using TaqMan assays.

Data are mean +/− SD

Fig. 4 Hypothesis for the

pathogenic mechanism in the

development of FECD by

chancing the EMT mechanism.

This speculated pathway was

modified according to the

publication by Sobrado et al.

2009, Baratz et al. 2010, Wieben

et al. 2014, andWright et al. 2010
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22–25, 28], we failed to identify E-cadherin gene expression

via specific TaqMan assay in the endothelial cell layer with

adhered Descemet’s membrane (Fig. 3a). We observed ex-

pression of CDH2 (N-cadherin) in controls and in FECD-

affected corneal endothelium (Fig. 3b).

Descemet’s membrane (examined at the same time for rea-

sons of surgical convenience) is of neuronal origin [47, 49] as

are the cornea’s endothelial cells. It is in this context that it is

logical that we detected the expression of neuronalN-cadherin

in Descemet’s cells, and not the expression of (hypothetical)

E(pithelial)-cadherin.

Taken together, our data provide suggestive evidence for

the involvement of TCF4 in FECD pathogenesis. Our results

provide evidence for the molecular mechanism of the

CTG18.1 repeat expansion effect trending in reduced expres-

sion of TCF4 and ZEB1.

Furthermore, we demonstrate that E-cadherin is not in-

volved in the pathogenic mechanism of FECD as previously

postulated. N-cadherin is expressed in the corneal endothelial

cell layer and Descemet’s membrane, the affected regions in

the cornea leading to the FECD phenotype.

The detection of the CTG18.1 repeat expansion in the cor-

nea and blood may be a first step toward discussing the po-

tential relevance of testing the blood of cornea donors to min-

imize the risk of transplanting grafts potentially affected by

FECD.
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