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Einleitung 1

1. Einleitung

Ataxie ist ein Oberbegriff fir Koordinationsstérery bei Bewegungsablaufen.

Kennzeichnend ist in der Regel eine Rumpf- (Stordeg Stabilitat des Rumpfs im Sitzen),
Stand- (Gleichgewichtsstérungen beim Stehen) odere eGangataxie (breitbeiniger

schwankender Gang mit ausfahrenden Bewegungen). Staedataxie kann durch den
Romberg-Versuch (bei geschlossenen Augen nimmEdl@eigung zu) aufgedeckt werden.
Charakteristisch fir eine Gangataxie ist, dass sbgenannte Seiltdnzergang nicht mehr
durchgefuhrt werden kann. Erkennen kann man dierddoationsstorung unter anderem
(u.a.) als Dysmetrie (falsche Abmessung bei Ziempmgen), die man beispielsweise mit
dem Finger-Nase-Versuch testen kann. Zu den feiomsohen Stdérungen gehdren die
Dysdiadochokinese (Unfahigkeit antagonistische Rpwegen schnell abwechselnd

auszufuhren), das Rebound-Phanomen (mangelndesemlbbn nach Wegfall eines

Widerstands) und die Asynergie (Storung des exakiesammenspiels verschiedener
Muskelgruppen). Auch Dysarthrie, Intentionstremard ueranderungen im Muskeltonus,

sowohl Hypo- als Hypertonus, kdnnen bei Ataxientraetén. AuRerdem findet man haufig

Stoérungen in der Okulomotorik, wie zum BeispieB(2.Nystagmus oder Ophthalmoplegie.
Ursache von Ataxien kdnnen Erkrankungen des Klenshsein. Auf3erdem kdnnen auch
Lasionen der spinocerebellaren Bahnen oder degphmgen sensiblen Nervensystems
auslosend sein. In diesem Kontext spricht man vemsibler Ataxie (de Gruyter, 2002;

Mariotto et al., 2005).

1.1.Klassifikation

Eine Ataxie kann ein breites Spektrum an Symptomestdosen. Bis Anfang der 1980er Jahre
wurden die Ataxien nach den ihnen zugrunde liegemsiropathologischen Veranderungen
eingeteilt. Dabei wurden spinale, cerebellare, sm@nebellare und olivopontocerebelléare
Atrophien unterschieden (Holmes, 1907; Greenfigf2g4). Diese Klassifikation erwies sich
als ungeeignet, da viele Erkrankungen, die groRerschiede in der Atiologie, Klinik und
Prognose aufwiesen, aufgrund der &hnlichen neurofggschen Veranderungen
zusammengefasst wurden. AulRerdem wurden selbsthénge einer Familie verschiedenen
Krankheitsgruppen zugeordnet. Aus diesem GrundugchAnita Harding 1983 eine
Klassifikation vor, die zunachst zwischen hereémiund sporadischen Ataxien unterschied.

DarlUber hinaus teilte sie die genetisch bedingtéaxidn nach dem jeweiligen Erbgang in
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autosomal rezessiv, autosomal dominant und X-chsomal ein (Harding, 1983). Auch
Mutationen im mitochondrialen Genom kdnnen zu Agaxfihren. Bei den sporadischen
Ataxien kann man symptomatische und idiopatischeméa unterscheiden. Im Folgenden

werden die wichtigsten Erkrankungen aus den vezgeimen Kategorien kurz erlautert.

1.1.1. Symptomatische Ataxien

Eine der haufigsten Ursachen von symptomatischexién ist chronischer Alkoholismus.
Dieser fuhrt aus ungeklarten Grinden zu einer synigohen Atrophie des
Kleinhirnvorderlappens. Zu den Symptomen gehorengataxie und im weiteren Verlauf
auch Stand- und Rumpfataxie sowie eine skandier&pdache. AuRerdem kbnnen toxische
Stoffe wie Blei und Quecksilber die gleiche Sympé#bit auslosen.

Teilweise sind auch Nebenwirkungen von Medikamenfenursacher einer Ataxie. Dazu
gehoren beispielsweise Antiepileptika, Chemotharaka und Antidepressiva.

Ataxien kénnen paraneoplastische Phdnomene seipiscly hierfir ist eine Progredienz
innerhalb von wenigen Monaten. Meist liegen ein dBru Ovarial-, kleinzelliges
Lungenkarzinom oder ein Hodgkin-Lymphom zugrunde Blut lassen sich oft antineuronale
Antikdrper wie z.B. Anti-Hu, Anti-Yo, Anti-Ri nacheisen.

Ebenso kann eine Ataxie durch Vitaminmangel ausgel@rden. Der Bekannteste ist der
Vitamin B;>-Mangel, die funikuldre Myelose. Diese fuhrt zuezilbbegeneration der Hinter-
und Pyramidenbahnseitenstrange des Rickenmarks pamiipherer Neuropathie. Es
entwickeln sich meist pathologische Reflexe, Dys&sien und eine Paraparese der Beine mit
sensibler Ataxie.

AulRerdem koénnen auch Morbus (M.) Whipple, struktereasionen, Malformationen oder
endokrine Stérungen wie z.B. Hypothyreoidismus Agaxverursachen (Poeck und Hacke,
2001; Masuhr und Neumann, 2005; Brusse et al.,)2007

1.1.2. Idiopathische Ataxien

Multisystematrophie (MSA) ist der haufigste Grundiopathischer Ataxien. Autonome
Regulationsstérungen, Parkinson-Syndrom, cereleléiaxie und Pyramidenbahnlasionen
sind Charakteristika der MSA. Es gibt eine parkmstische und eine cerebellare
Verlaufsform. Bei beiden Formen sind autonome 3igen wie orthostatische Hypotonie und
Harninkontinenz vorhanden. Bei vorherrschender bmdi@rer Symptomatik dominieren
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Stand- und Gangataxie, Dysarthrie und okulomotbesStérungen. Akinesie, Rigor,
Intentionstremor und Dystonie sind bei der parkmsiischen Verlaufsform fihrend. MSA
beginnt meist im sechsten Lebensjahrzehnt undasthr progredient. Die Diagnose wird
anhand der typischen Symptomatik und Ausschlussleit, wie z.B. positive
Familienanamnese fir Ataxien, endokrine Stérungere v.B. Hypothyreoidismus,
metabolische Ursachen oder mentale Stérungen,ligestaler Magnetresonanztomographie
(MRT) ist eine unspezifische Atrophie von Ponsy@i, Cerebellum und Putamen erkennbar.
Histopathologisch sind gliale, cytoplasmatische sEimusskorperchen, die-Synuclein
enthalten, vorhanden. Aus diesem Grund zahlt MSAdean a-Synucleinopathien. Die
Uberlebenszeit bei MSA betragt im Mittel sechsriesin Jahre. Bisher sind keine Therapien
bekannt (Wenning et al., 2004; Masuhr und Neum2aa5).

1.1.3. Mitochondriale Ataxien

Mitochondriopathien sind maternal vererbte Multteysstorungen, bei denen Ataxien zum
Krankheitsbild gehdren, aber selten das Leitsymptand. Die bekanntesten
Mitochondriopathien sind MERRF, MELAS und das KeaBayre-Syndrom.

MERREF ist die Abkirzung fumyoclonic epilepsy with ragged red fibers. Neben der
namensgebenden Epilepsie kommen auch MyopathiejdtDemenz, Schwerhérigkeit und
chronisch progrediente externe Ophthalmoplegie woder Muskelbiopsie findet man mit
Hilfe einer Spezialfarbung vergrofRerte und vernelviitochondrien, die als ,ragged red
fibers” beschrieben werden.

MELAS steht fir mitochondrial myopathy, encephalopathy, lactat acidosis, stroke like
episodes. Symptome sind Muskelschwéche, Epilepsie, Dememd uezidivierende
Schlaganfalle. Bei der Bestimmung von klinisch-ciemtnen Parametern fallt eine
Laktatazidose auf.

Charakteristisch fir das Kearns-Sayre-Syndrom piugjressive externe Ophthalmoplegie,
Pigmentdegeneration der Retina, Ataxie und kardRégzleitungsstérungen (Poeck und
Hacke, 2001; Brusse et al., 2007).

1.1.4. X-chromosomale Ataxien

Das Fragile-X-Tremor-Ataxie-Syndrom (FXTAS) ist einmdgliche Ursache fur X-
chromosomal vererbte Ataxien. FXTAS wird durch eisggenannte ,Pramutation” im
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F(ragile X)M(ental)R(etardation)1-Gen verursacht. Das Vorliegen einer ,Vollmutatiant
FMR1-Gen geht mit dem klinischen Bild des Fragilen-Xa8soms einher. Bei der
Pramutation findet man eine C(ytosin)G(uanin)G-Uikieotid-Expansion mit 55-200
Wiederholungen im 5’ untranslatierten Bereich (UTIRFMR1-Gens. Patienten mit FXTAS
entwickeln meist nach dem 50. Lebensjahr neben &arig und Intentionstremor auch eine
autonome Dysfunktion und kognitive Stérungen wieispielsweise Gedachtnisverlust
(Brussino et al., 2005).

1.1.5. Autosomal rezessive Ataxien

Autosomal rezessive Ataxien und autosomal rezegsigrbte metabolische Stérungen, die
eine Ataxie auslosen koénnen, sind eine sehr hetapdsruppe an neurodegenerativen
Erkrankungen. Friedreich-Ataxie (FRDA) und Ataxieeldangiektasie (AT) sind die
haufigsten autosomal rezessiven Ataxien.

FRDA wird meist durch eine GA(denin)A-Trinukleotiekpansion im ersten Intron des
FRDA-Gens verursacht. Man findet zwischen 90-1300 GA#dErholungen, wobei die
Anzahl der Wiederholungen mit der Schwere der Edkuag korreliert. Manchmal kénnen
auch Punktmutationen oder Deletionen eine FRDAGs@asl. Charakteristisch fir FRDA sind
eine progressive Ataxie, Dysarthrie, fehlende tieéhnenreflexe, Pyramidenbahnzeichen und
Sensibilitatsstérungen. Auch ein Hohlfu3, distaleskklatrophie und Skoliose werden bei
FRDA haufig beobachtet. AuRerdem kodnnen weitere @Byme wie Taubheit,
Optikusatrophie, Diabetes und Kardiomyopathie egein. Typisch ist der
Erkrankungsbeginn vor dem 25. Lebensjahr, es exiséiber auch eine spéater beginnende
Verlaufsform, bei der die Patienten meist noch lkgha Sehnenreflexe haben und keine
Kardiomyopathie entwickeln. Diese Verlaufsformnsider und mit einer geringeren Anzahl
an GAA-Wiederholungen oder mit einer Kombinatiomnvimoderater Expansion auf dem
einen Allel und einer Punktmutation auf dem andexiel verbunden (Klockgether, 2000; Di
Donato et al., 2001; Brusse et al., 2007).

AT kann durch viele verschiedene Mutationen Adftaxia)T(eleangiectasia)M(utated)-Gen
ausgelost werden. Neben den namensgebenden Tele@sgn und der progredienten
Ataxie sind okulomotorische Bewegungsstorungen, r€atethose und Dystonie typisch.
Charakteristisch sind auch ein Immundefizit und etiedhte Neigung zu malignen Tumoren.
Kennzeichnend ist das erhéhtéeFetoprotein ¢FP) im Serum (Di Donato et al., 2001,
Wallesch, 2005; Brusse et al., 2007).
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Andere autosomal rezessive Ataxien sind: Ataxieakitlomotorischer Apraxie Typ 1 und 2
und Ataxie mit isoliertem Vitamin-E-Defizit (Di Dato et al., 2001; Brusse et al., 2007).

Zu den autosomal rezessiv vererbten metabolischdaarkungen, die eine Ataxie
verursachen kénnen, gehoért M. Wilson. Bei diesdrdfikung ist der Kupfermetabolismus
gestort und daraus resultiert eine abnorme Kupflrgeérung in viele Organe. Dies fuhrt u.a.
zu Leberschadden und neurologischen Zeichen, wie. Z¥sarthrie, Ataxie und
extrapyramidalen Stérungen, und im Spatstadiumsyglpatrischen Stérungen. Der Kayser-
Fleischer-Kornealring ist pathognomonisch. (Poeuk Hacke, 2001; Kitzberger et al., 2005)

1.1.6. Autosomal dominante Ataxien

Die autosomal dominanten cerebellaren Ataxien (ADQ@Aterteilte Anita Harding 1983

weiter in drei Hauptgruppen:

ADCAI: Cerebellare Ataxie mit zusatzlichen nichtelgellaren Symptomen
ADCAII: Cerebellare Ataxie mit pigmentarer Retingedeeration
ADCAIII: Rein cerebellare Ataxie

Durch das humane Genomprojekt wurde die genetisdaetifizierung diverser Ataxien
maoglich, so dass die Klassifikation nach Hardingctiueine molekulargenetische Einteilung
ersetzt wurde. Zu den autosomal dominanten Atagedroren die spinocerebellaren Ataxien
(SCA), die episodischen Ataxien (EA) und die Deotabrale-Pallidolysiale Atrophie
(DRPLA).

Bei den EA unterscheidet man sechs Formen, wol¥l Bnd EA2 am haufigsten
vorkommen. Charakteristisch fir EAL1 sind kurz atdrade, aber haufige (>15min, bis zu
15x/d) Ataxie-Attacken, die bewegungsinduziert sibie Episoden sind meist von Tremor,
Muskelkrampfen und Versteifung der Extremitatenl&gegt. Interiktal treten oft Myokymien
des Gesichts, der Arme und der Beine auf. EAl wdwich eine Mutation in einem
Kaliumkanal ausgelost. Die EA2 ist gekennzeichnetkl langer anhaltende Attacken, die bis
zu Tagen andauern kénnen und nicht bewegungsintlsael. Diese sind oft mit Ubelkeit,
migraneartigen Kopfschmerzen und (Hemi-)Pareserozaed. Es konnen sich auch
permanente Symptome wie Nystagmus und Ataxie ekéwc Punktmutationen in einem

Calciumkanal verursachen EA2 (Brusse et al., 2007).
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Die DRPLA ist eine autosomal dominant vererbte &nkung, die durch eine CAG-
Expansion imAtrophin-1-Gen ausgeldst wird. Die Repeat-Lange korrelieveia mit dem
Beginn der Erkrankung. Bei frihem Beginn der Symmd<20 Jahre) sind eine progrediente
cerebellare Ataxie sowie eine Myoklonusepilepsidgdyenptome; wenn die Erkrankung nach
dem 20. Lebensjahr beginnt, sind ChoreoathetosgchBse und Demenz fihrend. Die
Pravalenz der DRPLA ist regional sehr variabelElmropa tritt diese Erkrankung nur sehr
selten auf, in Japan dagegen ist DRPLA mit 7,3 érbdie dritthaufigste ADCA (Schdls et
al., 2004).

1.2. Spinocerebellare Ataxien (SCA)

Innerhalb der autosomal dominant vererbten Atakiéren die SCA die groRte Gruppe. Die
unterschiedlichen SCA-Typen sind genetisch sehrerbgéen und wurden nach ihrer
Beschreibung beziehungsweise (bzw.) nach Koppluradgsen in einzelnen Familien mit
SCA1-30 benannt. Bei 18 der verschiedenen SCA-Tyged die involvierten Gene und
zugrunde liegenden Mutationen bereits identifizi@tarakteristische klinische Zeichen sind
eine progrediente Ataxie in Kombination mit Dysakhund Augenbewegungsstorungen
sowie variable andere neurologische Symptome (eawdrrenburg et al., 2002.) Man nimmt
an, dass die Pravalenz fur SCA zwischen 3/100 988 e Warrenburg et al., 2002) und
8/100 000 liegt (Craig et al., 2004). Die Haufigkei der verschieden Subtypen unterscheiden
sich zwischen ethnischen Bevolkerungsgruppen. Grigfigekte tragen zu diesen regionalen
Abweichungen bei (Bird, 1998 updated 2010). Die hfi@lgende Abbildung stellt die
unterschiedlichen Haufigkeiten in einzelnen Land#an
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Abbildung 1A: Weltweite Verteilung der SCA-Subtypé@Grafik nach Schols et al., 2004; Weltkarte nach
www.mapsofworld.com; Bird, 1998 updated 2008; Megett al., 1998; Saleem et al, 2000; Tang et @020
Maruyama et al., 2002; Silveira et al, 2002; var\darrenburg et al., 2002; Bryer et al., 2003; Boust al.,
2004; Schdls et al., 2004; Infante et al, 2005)

Abbildung 1B: Zusammenfassung der weltweiten Ventgj der haufigsten SCA-Subtypen (Schdls et abD420
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Es gibt verschiedene genetische Ursachen fir deekien SCA-Subtypen. Am haufigsten
kommen Repeat-Expansionen im codierenden BereiciDameben kénnen noch Deletionen
oder Punktmutationen vorliegen (Bird, 1998 updaf@ilO; Schols et al., 2004). Die
nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht Uber digetnen SCA-Subtypen und nennt den

zugehdrigen Mutationsmechanismus, wenn er bekatnt i
Tabelle 1: Ubersicht iiber die SCA-Typen

SCA | Gen Chromosomale Protein Mutationsart
Lokalisation

1 ATXN1 6p23 Ataxin-1 CAG-Repeat

2 ATXN2 12924 Ataxin-2 CAG-Repeat

3 ATXN3 14924.3-q31 Ataxin-3 CAG-Repeat

4 SCA4 16g22.1

5 SPTBN2 11p13 Spectrifs Kette, Brain 2 Deletion,
Punktmutation

6 CACNAla | 19p13 Spannungsabhéngiger CAG-Repeat

P/Q-Typ Calcium Kanala 1A
Untereinheit

7 ATXN7 3p21.1-p12 Ataxin-7 CAG-Repeat

8 KLHL1AS | 13921 Kelch like 1 CTG-Repeat

9 _— _— _— —

10 ATXN10 220913 Ataxin-10 ATTCT-Repeat

11 TTBK2 15914-g15.3 Tau-Tubulin-Kinase 2 Insertion,
Deletion

12 PPP2R2B | 5931-933 Serin/Threonin Protein CAG-Repeat

Phosphatase 2a Untereinheit B

B-Isoform

13 KCNC3 19913.3-g13.4 | Spannungsabhangiger Kalium| Punktmutation
Kanal Subfamilie C Typ 3

14 PRKCG 1993.4 Proteinkinase ¢ Punktmutation

15* ITPRL 3p26-p25 Inositol 1,4,5-Triphosphat Deletion
Rezeptor Typ 1

16* ITPR1 3p26.1 Inositol 1,4,5-Triphosphat Deletion

Rezeptor Typ 1
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17 TBP 6q27 TATA-Box Bindungsprotein CAG-Repeat

18 SCA18 7022-932 --- -

19 SCA19 1p21-921 --- -

20 SCA20 11p13-gl1

21 LA21 7p21-p15.1 - —

22 SCA22 1p21-921 --- -

23 SCA23 20p12.3-p13 Prodynorphin Punktmutation

25 SCA25 | 2p21-p13

26 SCA26 19p13.3 --- -

27 FGF14 13934 Fibroblasten Wachstumsfaktor 14  Punktmutatipn
28 AFG3L2 18p11.22-g11.2] Mitochondriale Protease Punktmutatio
30 SCA30 4934.3-935.1

16922-| PLEKHG4 | 16922 Puratrophin-1 Punktmutatiorn
linked

*SCA15/SCAL1G ist ein identisches Krankheitshild (@&zer, 2008)
(Bird, 1998 updated 2008; Duenas et al., 2006; #keulet al., 2007; Iwaki et al., 2008; Storey et 2009;
Mariotti et al., 2008; Maltecca et al., 2009; Bédalet al., 2010)

1.2.1. Repeat-Expansionsmechanismus im codiereBeich

Bei sechs SCA-Subtypen (SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, BGFCAL7) liegen CAG-Repeat-
Expansionen im codierenden Bereich vor. Die Expmaresi fuhren zu einem pathologisch
verlangerten Polyglutaminabschnitt im entsprechend®otein. Dabei korrelieren der
Krankheitsbeginn invers und die —auspragung positiwder Lange der Repeats. Die Repeats
verhalten sich genetisch instabil und kénnen sovibahlpaternaler als auch bei maternaler
Transmission verlangert werden, wobei es bei SCALA2 und SCA7 durch paternale
Vererbung haufiger zu einer Repeat-Verlangerungrikbrfvan de Warrenburg et al, 2002;
Schdls et al.,, 2004; Infante et al.,, 2005). Diehrifidazu, dass bei der nachfolgenden
Generation der Schweregrad héher und die Manifest#ttiiher ist. Dieses Phanomen nennt
man Anticipation (van de Warrenburg et al., 2008e8m et al., 2000).

Typisch fur SCA-Typen sind eine progressive Neugeseration in bestimmten Arealen des
Gehirns und Proteinaggregate, die Polyglutaminketenthalten und charakteristische
nukleare oder cytoplasmatische Einschlisse bild@arerfas et al, 2006; Zoghbi und Orr,
2000).
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Die Phanotypen dieser Erkrankungen sind sehr \@riaid Uberlappen sich teilweise. Es gibt
Symptome, die helfen kdnnen, die verschiedenen aCénterscheiden. SCAL zeigt ein sehr
variables Erkrankungsbild. Kennzeichnend sind vgygamte Nervenleitgeschwindigkeiten
im peripheren Nervensystem oder zentralen motagischervensystem bei motorisch
evozierten Potenzialen und Pyramidenbahnzeichemd(Set al., 2004; Schmitz-Hibsch et
al., 2008). Typisch fur SCA2 sind verlangsamte Salek, Hypo- oder Areflexie, Myoklonien
oder Tremor (Schols et al., 1997; Zoghbi und QoA Infante et al, 2005). Selten auftretend
aber charakteristisch fur SCA3 sind Pseudoexophisidurch Lidretraktion, faciolinguale
Faszikulationen, Dystonien und Rigor (Schoéls efl@B6; Zoghbi und Orr, 2000). Aufl3erdem
sind periphere Neuropathien bei spatem und Spastik frihem Erkrankungsbeginn
kennzeichnend (Schols et al., 1996; Schdls et18197). SCA6 wird auch oft als rein
cerebellare Ataxie bezeichnet, da die Begleitsymptaneist weniger stark ausgepragt sind
als bei anderen SCA-Formen und die Erkrankung spatgnnt (Schoéls et al., 1998; Schmitz-
Hubsch et al., 2008). Kennzeichen der SCA7 ist dakuladegeneration, die haufig bis zur
Erblindung fuhrt (Schdls et al., 2004).

1.2.2. Repeat-Expansionsmechanismus im nicht-cermlilen Bereich

Die molekularen Mechanismen von SCA8, SCA10 und SZAind ebenfalls Repeat-
Expansionen, jedoch im nicht-codierenden Bereiahjelgeiligen Gene. Eine CT(hymin)G-
Repeat-Expansion, die in einer nicht translatiefaygion liegt, ist mit SCA8 assoziiert.
SCA10, die bisher nur bei wenigen mexikanischenikamdiagnostiziert wurde, wird durch
eine ATTCT-Repeat-Expansion im Intron eines Genseldannter Funktion verursacht. Bei
SCA12 wurde eine CAG-Repeat-Expansion in dem 5’'UBéReich dedroteinphosphatase-
2-regulatory-subunit-B (PPP2R2B)-Gens gefunden (Schdls et al., 2004).

1.2.3. Punktmutationen als Ursache einer SCA

In jlngerer Zeit wurden in Kandidatengenen von Stailien Punktmutationen
identifiziert, die als molekulare Ursache der Erkang in den jeweiligen Familien
anzusehen sind. Zu diesen SCA-Typen gehdren SC3T314, SCA27, SCA28 und die
16922-linked SCA (Duenas et al, 2006).

Auch kleinere und gré3ere Deletionen kénnen Ursa&ther SCA sein. Ein Beispiel hierfur
ist SCA11 (Houlden et al, 2007).
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1.3. SCA14

Yamashita und Mitarbeiter entdeckten 2000 in eija@anischen Ataxie-Familie, bei der
zuvor bekannte SCA-Loci ausgeschlossen worden waiean neuen Genlokus als Ursache
fur die Erkrankung. Dieser Lokus liegt auf dem Ghosom 19q13.4-gter und wurde als
SCA14 Dbezeichnet. Die Symptome in der japanischeamilile hingen vom
Erkrankungsbeginn ab. Bei einem frihen Beginn (<khre) dominierte ein axialer
Myoklonus, eine Ataxie trat erst im Verlauf auf.i@eem spaten Beginn (>38 Jahre) war die
Ataxie vorherrschend. Die Erkrankung war bei allBetroffenen nur sehr langsam
progredient und nicht lebenslimitierend (Yamastetaal., 2000). 2002 wurde bei einer
amerikanischen 4-Generationen-Familie englischeh hollandischen Ursprungs eine SCA
mit rein cerebellaren Symptomen diagnostiziert. eEKopplungsanalyse ergab ebenfalls
Assoziation mit der Region 19g13.4-gter (Brkanaalgt2002). Chen und Mitarbeiter stellten
2003 fest, dass Mutationen iRroteinkinase Cy Gen (PRKCG) bei dieser amerikanischen
Familie und bei anderen untersuchten Patientedi&iSymptome verantwortlich sind (Chen
et al., 2003). Auch bei der japanischen Familie riteneine Mutation iImMPRKCG-Gen
festgestellt werden. Daraus folgerte man, dass tuaen im PRKCG-Gen SCA1l4

verursachen (Yabe et al., 2003).

1.3.1. Klinischer Phanotyp der SCA14

Der Erkrankungsbeginn bei SCA14 ist variabel undif@ typischerweise zwischen dem

dritten und dem vierten Lebensjahrzehnt. In Eirdtlelh sind erste Symptome auch vor dem
zehnten oder nach dem 60. Lebensjahr aufgetreteanfdto et al., 2006; Vlak et al., 2006).

Homozygotie ist mit einem schwereren Krankheitsk#gdknipft (Asai et al., 2009).

Die Lebenszeit von Betroffenen ist nicht verkurztdufuhrt auch nur selten zu schwer
beeintrachtigenden korperlichen Behinderungen weeBihdung an einen Rollstuhl (Chen et
al., 2005; Klebe et al., 2005). Jedoch ist die Smewder Erkrankung variabel, oft sogar
innerhalb einer Familie. Insgesamt ist das Krarigbdd im Vergleich zu den anderen SCA-
Typen eher moderat.

Als erstes Symptom fallt meist eine Gang- und Glgéwichtsstorung auf (Alonso et al.,

2005; Fahey et al., 2005). Im Verlauf sind Ataxigr allem (v.a). Gang- und/oder

Standataxie, und Dysarthrie typisch (Chen et &@052. Haufig sind ebenfalls abnorme

Augenbewegungen zu finden. Hierzu gehdren Nystagmerkangsamte Sakkaden, okulare
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Dysmetrie und sakkadische Augenfolgebewegungen geawarrenburg et al., 2003; Fahey
et al., 2005). Auch Schreibkrampfe und Dysphagienke® vorkommen (van de Warrenburg,
2003; Stevanin et al., 2004). SCA14 wird haufigrals cerebellare Ataxie bezeichnet, da die
bisher genannten Zeichen oft die einzigen Symptsime (Hiramoto et al, 2006).

Zusatzlich kdénnen auch ein haltungsbedingter Treméokale Dystonien oder
parkinsondhnliche Symptome wie z.B. Rigiditat vaordhen sein (van de Warrenburg, 2003;
Klebe et al., 2005; Verbeek et al., 2005a). Als dgstheidungsmerkmal zu anderen SCA
kénnen Muskelzuckungen, das hei3t (d.h.) facialeolyynien, Myorhythmien oder
Myokloni, dienen, die aber nur selten auftretenefd et al., 2005; Vlak et al., 2006;
Wieczorek et al., 2007). Bei der ersten Familieden SCA14 diagnostiziert wurde, wurde ein
axialer Myoklonus beobachtet (Yamashita et al., @0@Bei anderen Personen fielen
Myokloni auf, die multifokal oder nur an den Extriégsiten auftraten (Verbeek et al., 2005a;
Vlak et al., 2006; Visser et al., 2007).

Bei einigen Patienten findet sich auch eine perphdeuropathie. Typisch hierfur sind
vermindertes Vibrations- oder Schmerzempfinden @arwarrenburg et al., 2003; Fahey et
al., 2005). AuBerdem kann das Reflexverhalten wh@nsein (van de Warrenburg et al.,
2003; Klebe et al., 2005; Verbeek et al., 2005a)saizlich kdénnen Zeichen einer
Pyramidenbahnschadigung wie ein positiver Babirslex vorliegen (Klebe et al., 2005).
Bei SCA14 zeigen sich oft Depressionen oder einekawe Dysfunktion, d.h. die
herabgesetzte Fahigkeit komplexen Handelns. Bégspierfur sind Aufmerksamkeitsdefizite
oder Schwierigkeiten beim abstrakten Denken (Stevetnal., 2004; Chen et al., 2005; Klebe
et al., 2005).

Im MRT stellt sich eine Atrophie des Kleinhirnssbesondere des Vermis, dar. Manchmal
sind auch die Pons und der cerebrale Kortex betnglonso et al. 2005; Klebe et al., 2005).

1.3.2. Mutationen ifPRKCG-Gen

DasPRKCG-Gen, das fur die Proteinkinasg (°KCy) codiert, liegt auf dem langen Arm des
Chromosoms 19 in der Bande q13.4. Es besteht auss (©a.) 24.400 Basenpaaren (Bp) und
beinhaltet 18 Exone, deren GroRe von 32 bis 452vBpieren (Kofler et al., 2002;
www.ensemble.org). Bisher sind 20 Punktmutationad mwei Deletionen bekannt, wobei

die meisten Mutationen davon in Exon 4 lokalissand.
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* % % % * *
1 a2 5] 6 |7 |sf 10 | n J123] 1 [5]16] 17 | 18 |

5ﬁp

regulatorische Domane katalytische Domane

36 150 351 677
4444 4 + 4

R41P C77S H101Y V138E G360S F643L V692G
H101Q C150F S361G M6971-Ex13
C114Y del100K-101Q (c.2089-2192del)
G118D
S119P
S119F
G123R
G123E
Q127R
G128D
C131R
C131Y

Abbildung 2: Oben: Exonstruktur dé¥®RKCG-Gens, wobei die Exone, die Mutationen enthalteit, gimem
Sternchen markiert sind.

Unten: Proteinstruktur der PKQmit ihren vier Doménen zu sehen. Die verschiededetationen sind mit
einem Pfeil markiert. (Grafik nach Landendingealet2007)

Nachfolgend sind die einzelnen Mutationen in eifebelle zusammengefasst.
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Tabelle 2: SCA14 Mutationen iPRKCG-Gen

Basenaustausch Exon Mutation Autor
G>C 1 R41P Chen et al., 2005
T>A 3 C77S Wieczorek et al., 2007
C>T 4 H101Y Chen et al., 2003
C>G 4 H101Q Alonso et al., 2005
4 Dell100K-101H Chen et al., 2005
G>A 4 C114y Klebe et al., 2005
G>A 4 G118D Van de Warrenburg et al., 2003
T>C 4 S119P Chen et al., 2003
C>T 4 S119F Hiramoto et al., 2006
G>A 4 G123E Klebe et. al., 2005
G>A 4 G123R Klebe et al., 2005
A>G 4 Q127R Yabe et al., 2003
G>A 4 G128D Chen et al., 2003
T>C 4 C131R Dalski et al., 2006
G>A 4 C131Y Klebe et al., 2007
T>A 5 V138E Vlak et al., 2006
GC>TT 5 C150F Fahey et al., 2005
G>C 10 G360S Klebe et al., 2005
A>G 10 S361G Chen et al., 2005
T>C 18 F643L Stevanin et al., 2004
T>C 18 V692G Klebe et al., 2005
18 M697I1-Ex13 Asai et al., 2009
(c.2089-2192del)

1.3.3. Proteinstruktur der Proteinkinasg (EKCy)

Die Proteinkinase C (PKC) gehdrt zur Familie derir8€hreonin-Kinasen. Es lassen sich
verschiedene Isoenzyme unterscheiden, die sichndnther Struktur, der Gewebeverteilung,
der enzymatischen Eigenschaften und der intrazediol Lokalisation unterscheiden. PKC
wird nur im zentralen Nervensystem exprimiert, vtaden Purkinje-Zellen des Kleinhirns

und den Pyramidenzellen des Hippocampus. Intrdaelist sie meist im Cytoplasma oder in
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der Nahe der Zellmembran, insbesondere postsynbpiiskalisiert (Hug und Sarre, 1993;
Tanaka und Nishizuka, 1994).

PKCy besteht aus vier konservierten (C1-C4) und fluniabéen Doménen (V1-V5). V3
unterteilt das Enzym in eine aminoterminale regulathe und eine carboxyterminale
katalytische Region.

Die regulatorische Domane besteht aus zwei hockéwierten Untereinheiten C1 und C2,
die fur die Aktivierung notwendig sind, und dem &desubstrat, das aminoterminal liegt und
als kompetitiver Autoinhibitor wirkt. Die C1-Domarenthalt zwei cysteinreiche Regionen
(Cysl und Cys2). Diese interagieren mit zwei Zinlgio, die die C1-Domane stabilisieren,
und ermdglichen so Bindungen von Diacylgycerol (B®Aind Phorbolester. Dies fihrt nicht
zu einer Konformationsanderung, sondern zu eineanterung der Oberflachenverhaltnisse
hin zu einer hydrophoben Oberflache und ermdgilichhnwesenheit von Phosphatidylserin
(PS) die Interaktion mit der Membran. Die C2-Regemthalt multiple Aspartat-Reste, die
Calcium (C&")-lonen koordinieren. Diese lonen regulieren dieBZ#nanen-Funktion als
Membrananker, da sie die Affinitat dieser Regiom &nionische Membranen erhthen.
Sowohl die C1- als auch die C2-Domane sind unabbaraneinander in die Bindung von
PKCy an die Membran involviert. Jedoch ist die Bindwayp beiden Regionen notwendig,
damit das Enzym durch Abgabe des Pseudosubstraseslean aktiven Zentrum aktiviert
wird.

C3 und C4 sind die konservierten Domanen der kiidahen Einheit, in denen die
Phosphorylierung stattfindet. Fur die Adenosintogbhat (ATP)-Bindung ist die C3-Region
verantwortlich. Die C4-Domane besteht aus einersphattransferregion, in der Aspartat fir
die Ubertragung der Phosphatgruppe verantwortlich gein scheint, und der
Substratbindungsstelle. Aul3erdem befindet siatteinKinase-Domane noch der ,Activation
Loop“. Dieser wird durch eine Kinase phosphoryliend ist fur die Reifung des Enzyms
sowie die Stabilisierung in seiner aktiven Formeesell.

In der nachfolgenden V5-Region befinden sich zweiteve Stellen, die fur die Reifung und
Aktivierung von PKG@ wichtig sind: das ,, Turn Motif* und das ,HydrophabMotif“. Diese
beiden werden nach der Phosphorylierung des ,Amtimaloops” autophosphoryliert. Das
.rurn Motif* ist fur eine suffiziente Funktion vo®PKCy wichtig und das “Hydrophobic
Motif* spielt eine Rolle bei der Strukturierung d&atalytischen Tasche, beeinflusst die
thermische Stabilitdt und setzt die Anfalligkeitsdenzyms fir Phosphatasen und Proteasen
herab (Hug und Sarre, 1993; Newton, 2001; Steinl2£98).
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1.3.4. Tiermodelle

PKCy ist in eine Vielfalt von zellularen Prozessen iwiert, insbesondere bei der
Signaltransduktion. Dies geschieht durch Modulatimn lonenkandlen und Rezeptoren
sowie durch Regulation des Neurotransmitterausstol3e

Ein Beispiel hierfur ist die Modulation der synagtien Plastizitat, d.h. die Veranderung der
Eigenschaften von Synapsen oder Nervenzellen irdAdpigkeit von der Verwendung. Dies
ist die zellulare Grundlage von Lernen und Gedashtrong term potentiation (LTP) und
long term depression (LTD) sind Formen der synaptischen Plastizitat, wbede durch PKE¢
beeinflusst werden (Tanaka und Nishizuka, 1994p3aid Shirai, 2002).

Bei LTP, der langandauernden Verstarkung der siscp@n Transmission, ist PKQur die
Induktion notwendig. PK&Knockout-Méause zeigen veranderte hippocampale LTP-
Eigenschaften. Sie konnen dennoch Tatigkeiten hush) die raumliches und
kontextabh&ngiges Lernen voraussetzen. Sie zeigesi ¢edoch milde bis moderate Defizite
(Abeliovich und al., 1993; Saito und Shirai, 2002).

LTD ist die dauerhafte Abschwachung der synaptiscbertragung. Auch die Induktion
dieses Prozesses wird durch BK@eeinflusst, denn durch PKC-Inhibitoren wird LTD
blockiert. Bei PK@-defizienten M&ausen ist LTD zwar induzierbar, dezin@eigen sie eine
beeintrachtigte motorische Koordination. Bei dentanten Mausen sind die morphologisch
unauffalligen und normal differenzierten PurkinjeH&n mit multiplen Kletterfasern
innerviert. Diese werden bei Wildtyp (WT)-Méausendan ersten Lebenswochen eliminiert
und es entsteht eine eins-zu-eins Innervation.dacAnitten dieses Ablaufprozesses ist PKC
involviert und man nimmt an, dass die persistieeenulltiple Innervation von Kletterfasern
bei erwachsenen PK&lefizienten Mausen fir die motorische Koordinagstirung
verantwortlich ist (Chen et al., 1995; Kano et 8995).

PKCy beeinflusst auf3erdem auch die Entwicklung der diégschen Baume der Purkinje-
Zellen. PKG-defiziente Mause zeigen ein vermehrtes Wachstunbdadriten-Stamme und
eine hohere Anzahl an Verzweigungen. RBK@t also ein negativer Regulator des
dendritischen Wachstums in Purkinje-Zellen (Schreinél., 2002).

Weiterhin ist PKG@ durch Modulation des spinalarOpioidrezeptors an der Verarbeitung
von Schmerzen beteiligt. Bei PKk&nockout-Mausen wurde eine Hochregulation dieses
Rezeptors, der Analgesie und Antinociception veasttjtfestgestellt. D.h., dass PIKK@inen

negativen Einfluss auf das spinal®pioid System hat (Narita et al., 2001).
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Zudem scheint PKentscheidend fiur die Entwicklung von neuropathescBchmerzen zu
sein, denn Mause, denen PK@hlt, entwickeln zwar eine normale Schmerzantwaort
akute Stimuli, aber kein neuropathisches Schmedrsym nach partieller Nervensektion
(Malmberg et al., 1997).

Durch PKG wird die Sensitivitat fur Ethanol vermindert, zureil durch Veranderung der
Aktivitat desy-Aminobuttersdure Typ A-Rezeptors. Bei mutanten & denen PKfehlt,
wurden bei Ethanol-Einfluss eine geringere Hypattieneigung und ein geringerer Verlust
des Stellreflexes als bei WT-Méausen gefunden (atral., 1995).

AulRerdem zeigen Ratten, die digu-Mutation, eine Spontanmutation, tragen, ein P&k
ahnliches Syndrom mit Bewegungsstorungen. Bei dieRatten scheint ein vorzeitiges
Stoppcodon im PRKCG-Gen, das zu einer starken Reduzierung der Syntluese
katalytischen Doméane von PK@hrt, fir die Symptome verantwortlich zu seindi@ret al.,
2001).
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Ausgangspunkt fur diese Arbeit war die Fragestegllwb Mutationen imflPRKCG-Gen auch
bei der Atiopathogenese von deutschen ADCA Patiestee Rolle spielen. AnschlieRend
stellte sich die Frage, welche klinischen Charadtikn die betroffenen Personen aufweisen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Vorauswahl diino Die ausgewahlten Ataxie-
Patienten hatten alle eine gesicherte Familienaraerdie auf einen autosomal dominanten
Erbgang hinwies. Aul3erdem zeigte ihre Erkrankungreiangsam progredienten Verlauf. In
der Vortestung wurde bei allen Patienten SCA1l, SC8ZA3, SCA6 und SCAl7 als
Krankheitsursache ausgeschlossen.

Bei der 26 Personen umfassenden Studiengruppe wumlésegensatz zu anderen Studien
alle 18 Exone dePRKCG-Gens durch Polymerasekettenreaktion (PCR) und eédeggrung

untersucht, um Mutationen in allen Exonen erfageekdnnen.
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2. Materialien

2.1. Chemikalien

Betain

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Ethanol (96%)

Ethidiumbromid

Formamid

Gelagarose L.E.
Sephadex G 50

Tris ( Trishydroxymethylaminoethan) —Puffer
10mM (pH 7,5)

2.2. Enzyme und Nukleotide

Desoxynucleotide (dNTPSs)
DNA Grof3enstandard 50 bp ladder

Enzym Haelll
Tag-DNA-Polymerase 1000 U

2.3. Kits

ABI Prism Big Dye Terminator v3.1.
Cycle Sequencing Kit

NucleoSpin Blood XL Kit
QIAamp DNA Blood Mini Kit

Sigma, Steinheim
Sigma, Steimh
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Applied Biosystems, Foster City,

USA
Inno-Train, Kronberg
Amersham Bioscience,
Buckinghamshire; England
Sigr8&einheim

Peglab, Erlangen

Amersham Bioscjence
Buckinghamshire, England
New England BioLabs, Ipswich,
USA

Qiagen, Hilden

Applied Biastgms, Foster City,
USA
Macherey und Nagel, Biir

Qiagen, Hilden
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2.4. L6sungen

Groélenstandard 50 bp Ladder

Ladepuffer

10x NEB2-Puffer (New England BioLabs)

1xPBS

10xPCR-Puffer (Qiagen)

pUC-GréRRen-Standard

10x TBE (Tris-Borat-EDTA)

1x TBE

Tris-EDTA (TE)-Puffer

4 ml 50 bp ladder
6 ml Ladepuffer
20 ml HO
40% Sucrose (w/v)
1x TBE
0,25 % Bromphenolblau (w/v)
0,25 % Xylen-Zyanol (w/V)
500 mM NaCl
100 mM Tris-HCI
100 mM MgCh
10 mM Dithiothreitol
pH 7.9 (25°C)
0,223 g KClI
1,135 g N&HPO,
0,204 g KHPOy
8,18 g NaCl
ad 1000 ml O dd
Tris HCI pH 8,7 (20°)
KCI
(NH,)2SO
15 mM MgdCl
pUC verdaut mit Ddel (Bpd&i
890/540/420/409/240/166)
545 g Tris-Base
278 g Borsaure
200 ml EDTA 0,5M, pH 8,2-8,4
ad 5000 ml O dd
250 ml 10x TBE
ad 2500 ml O dd
10 mM Tris, pH 7,5
1 mM EDTA
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2.5. Gerate

Absauggerat
Analysenwaage:
PM400

PG5002-S Delta Range
Elektrophorese-Kamme:
10 Taschen

16 Taschen
Eiszubereiter AF 80

Gelschlitten (50 ml, 150 ml)

Horizontale Gelektrophorese-Kammern:

Horizon 58 (klein)
(grof3)
Hybaid Brutschrank Shake ‘n’ Stack
Mikrowellenherd
Pipetten:
10l
20 ul
100l
1000l

Reaktionsgefalistander (Micro Test Tube Rack)

Schittler (Thermomix compact)
Sofortbildkamera Bio-Print
Spannungsquellen:

Biometra

EC

Thermocycler MJ Research PTC 200

Tischzentrifuge, Biofuge pico
UV-llluminator Macro Vue UV 25

Vortex

Millipore, Billerica, USA

Mettler, GielRen
Mettler, Toledo

Scotsman/Frimont, Pogliano,
Italien

Gibro-BRL, Gaithersburg, AS
Kreutz, Reiskirchen

Thermo SdientWaltham, USA
Sharp, Hamburg

HTL, Warschau, Polen
Gilson, Middleton, USA
HTL, Warschau, Polen
Eppendorf, Hamburg
Braold Scientific Inc, Essex,
UK
Eppendorf, Hamburg

Kaiser

Biometra, Gottingen
Apparatus Corporation,
S. Petersburg, USA
MJ Researchthéral USA
Heraeus/Kendronéla
Hoefer, San Frésto, USA
Heidolph, Schwabach
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Wasserbad
Multifuge 3 L-R

2.6. Verbrauchsmaterialien

Eppendorf Gefal3e (0,5, 1,5, 2 ml)

Falcon Tube (50 ml)

Pipettenspitzen

96-Well-Platte (MAHVS N45)
96-Well-Platte

96-Well-Platte (Montage PGRMANU 030)
24-Well-Platte Thermo Fast 24
24-Well-Platte Thermo Fast 24

2.7. Computerprogramme

SegAnalysis Version 3.7

SeqScape Version 2.5

GFL, Burgwedel

Heraeus, Hanau

Eppendorf, biamm
Greiner, Kremsmiuinstergefstch

Eppendorf, Hamubrg
Millipore, BillericaJSA
Sarstedt, Nurnbrecht
Millipore, Billerica, USA
Thermo Scientiigltham, USA
Applied BiosysteRsster City,
USA

Applied Biosystems,tEo€ity,
USA

Applied Biosystems, Fazity,
USA
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3. Methoden

3.1. Desoxyribonukleinsauren (DNA)—Extraktion

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten, genomische kgdmonukleinsdure (DNA) aus den
kernhaltigen Zellen des Menschen zu extrahierea . INA der Patienten, die fur diese Arbeit
eingesetzt wurde, wurde aus EDTA-BIlut durch unteesttiche Verfahren gewonnen: Zum
einen wurde der QIAamp DNA Blood Mini Kit von Qiag@erwendet, zum anderen wurden

groRere DNA-Mengen mit dem Kit von Macherey und &laxtrahiert.

3.1.1. DNA—Extraktion mit dem QIAamp DNA Blood MiHiit der Firma Qiagen

Fur das folgende Verfahren wurden die Gefal3e urah&wzien des Herstellers verwendet.
Zuerst wurde 2@l Protease in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 gegebsmwide 20Qul EDTA
Blut zugefigt. 20Qul Buffer AL (Lysepuffer) wurde hinzugegeben und &mbe 15 sec auf
dem Vortex gut durchmischt. Nach einer Inkubati@m \i0 min im Wasserbad bei 52°C
wurden 20Qul Ethanol (96%) zugefugt und der Ansatz 15 sec gext Anschliel3end wurde
der Ansatz auf einen QIAamp Sé&ulenfilter, der aue 2 ml Auffangréhrchen steckte,
umgefillt und 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert. D&sffangréhrchen mit dem Eluat wurde
verworfen und der Saulenfilter, der die an dateFitaterial gebundene DNA enthielt, wurde
auf ein neues Auffangrohrchen gesetzt. Auf den e3dilter wurden 500ul Buffer AW1
(Waschpuffer 1) gegeben und dieser wiederum 1 nan 8900 rpm zentrifugiert. Das
Auffangrohrchen mit dem Eluat wurde erneut verwortend der Sulenfilter auf ein neues
Auffangréhrchen gesetzt. 500 Buffer AW2 (Waschpuffer 2) wurden auf den Sauikerf
pipettiert und dieser 3 min bei 13000 rpm zentiday Mit einer Pipette wurde die
Uberschussige Flussigkeit, welche sich noch anRand des Saulenfilters befand, abgezogen
und verworfen. Danach wurde der Saulenfilter kurzeatrifugiert und das Auffangrohrchen
mit Filtrat verworfen. Der Saulenfilter wurde auh d,5 ml Eppendorf-Gefal3 gestellt und 200
ul Buffer AE (Elutionspuffer) auf den Saulenfilteegeben. Nach 1 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde 1 min bei 13000 rpm zent®fidgso dass sich die Patienten—DNA,

welche zuvor durch den Filter gebunden wurde, nuiluat befand.
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3.1.2. DNA-Extraktion mit dem NucleoSpin Blood Xlitider Firma Macherey und Nagel

Fur das Verfahren, das im Folgenden beschriebesh wirurden die Gefal3e und Reagenzien
des Herstellers benutzt. Zuerst wurden 5 ml EDTAtRInd 50Q1 Proteinase K mit 5 ml
BQ1 Lysis—Puffer in ein 50 ml Falcon Tube gegeldachdem das Gemisch fir 10 sec
gevortext wurde, wurde es fir 25 min bei 56 ° @imem Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe
von 5 ml Ethanol wurde der Ansatz wieder fur 10 gemischt und auf Eis fur 5 min gekuhlt.
Nun wurde die Probe auf eine Saule, die sich ieraid0 ml Réhrchen befand, gegeben und
fur 3 min bei 4500 rpm zentrifugiert. Das Eluat deiverworfen und 7,5 ml Puffer BQ2 auf
die Saule gegeben. Diese wurde jetzt 2 min bei 4500 zentrifugiert und das Eluat
wiederum verworfen. Danach wurden erneut 7,5 mfdPlBQ2 auf die Séule gegeben und
fur 10 min bei 4500 rpm zentrifugiert. Das Eluatrdeliverworfen und die Séule auf ein neues
Rohrchen gestellt. Es wurden 5Q0 BE—Puffer zur Elution der DNA von der Saule
zugegeben und das Ganze fir 2 min bei Raumtemperdubiert. Danach wurde das
Rohrchen fir 2 min bei 4500 rpm zentrifugiert. [Egat wurde erneut auf die Saule gegeben
und flr 2 min bei Raumtemperatur inkubiert, um distliche DNA aus der Saule zu I6sen.
Nach dem Zentrifugieren fur 2 min bei 4500 rpm vaudas Eluat, in dem die Patienten-DNA
enthalten war, in ein daflir vorgesehenes Eppen@ef&fi Uberfihrt. AnschlieRend wurde die
Konzentration der DNA bestimmt.

3.2. Bestimmung der Konzentration (c) und des Reirgitsgrades der DNA

Man bestimmt die Konzentration (c) der extrahierA einer Losung photometrisch bei
einer Wellenlange von 260 nm. Aus der Extinktiosstdsich ¢ berechnen: Bei einer optischen
Dichte (OD) von 1 bei der Wellenlange 260 nm ¢ 1) entspricht der DNA-Gehalt einer
Losung 50ug Doppelstrang (ds) DNA/mI. Dies folgt aus dem LamiBeer'schen Gesetz:
Absorption =A=¢xcxd, unter der Bedingung, dass die Schichtdicke (d)Kdette 1 cm

-1
und der molare Extinktionskoeffizient = 0,02(/1%“) xcm™ betragt.

Den Reinheitsgrad bestimmt man aus dem Quotiergeixtinktion bei 260 nm und 280 nm
OD,60/OD2gp Dieser sollte optimal zwischen 1,8 und 2,0 liegéterte darunter oder dartiber

weisen auf Verunreinigungen hin (Ausubel et alQ30
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3.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.3.1. Grundlagen

1984 wurde von Karl Mullis und seinen Mitarbeitelie Methode der PCR entwickelt. Durch
diese ist es moglich, Teile einer DNA selektiv zapdifizieren. Als Ausgangsmaterial dient
meist die genomische Gesamt-DNA, von der man fie &CR nur eine sehr geringe Menge
bendtigt.

Um eine PCR durchzufihren, benoétigt man zwei Oliugdeotid-Primer. Diese sind
einzelstrangig, haben eine Lange von 18-25 Nukleatiund missen die Zielsequenz
flankieren und sind daher der zu amplifizierendexqugnz komplementar. Zur Bestimmung
des optimalen Primers sind folgende Punkte wichig: der Basenzusammensetzung sollte
der GC—-Gehalt ungefahr dem AT—Gehalt entsprechdrdienNukleotide sollten gleichmaliig
verteilt sein. Des Weiteren sollte sich die Schieshperatur () der beiden Primer um nicht
mehr als 5°C unterscheiden. Der—Wert eines Primers berechnet sich nach der Wallace

Regel: T,, =2°Cx(A+T)+4°Cx(G+C ). Wobei A, T, G und C die einzelnen Nukleotide

Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin bezeichnen. AdBm sollten keine komplementéren
Bereiche zwischen den jeweiligen Primerpaaren etgftr, damit keine Hybridisierung, also
keine Dimerbildung, stattfinden kann. Auch solltdie Primer keine langeren Abschnitte
einzelner Basen, keine Palidromsequenzen und Sskendarstrukturen enthalten.
Weiterhin mussen noch Tag—Polymerase, die zu amipiénde DNA, Nukleotide (dATP,
dCTP, dGTP und dTTP) und Puffer, zugeben werdere Dag—Polymerase ist eine
hitzestabile DNA-Polymerase, die aus dem Organisithegmus aquaticus (Taq) stammit.

Dieses Enzym benétigt firr die Verlangerung®figlas im Puffer enthalten ist.

Das Prinzip der PCR ist eine thermozyklische Reaktbei der die Menge an ,Template®-

DNA exponentiell ") zunimmt. Jeder Zyklus besteht aus folgenden gehri

1. Denaturierung: Die als Doppelstrang vorliegende mpkate“-DNA wird in zwel

Einzelstrange denaturiert. Dies erfolgt bei 93-95°C

2. Primer—Annealing: Es erfolgt die Anlagerung demi&n, von denen die Neusynthese
der DNA ausgeht. Diese Phase wird durch digdr Primer bestimmt und liegt in der
Regel zwischen 50-70°C.
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3. DNA-Extension: Ausgehend von den Primern wird demplate-DNA durch die
Tag—Polymerase in Anwesenheit von DNA-Nukleotidesmglementar zu einem
Doppelstrang ergénzt. Die Synthese erfolgt bei 37

In der folgenden Abbildung werden die einzelnenriehder PCR noch einmal graphisch

dargestellt.
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Abbildung 3: Prinzip der Polymerdéetten-Reaktion (Strachan und Read, 2005)
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Durch die zunehmende Menge an PCR-Produkten, denivitAisverlust der Tag—
Polymerase und dem kompetitiven Effekt zwischen,demplate“~DNA und den Primern
kommt es nach Durchlaufen mehrerer PCR-Zyklen nahrzu einer linearen Amplifikation.
Schliel3lich wird ein Plateau erreicht, an dem kesméscheidende Neusynthese von DNA
mehr stattfindet (Sulger, 2002; Léffler und Petsd2003; Strachan und Read, 2005).

3.3.2. Amplifikation der Exone dé3RKCG-Gens

Als Ausgangsmaterial dienten 26 DNA-Proben, die kstitut fur Humangenetik des
Universitatsklinikums Giel3en und Marburg nach ddrero beschriebenen Methoden aus
Patientenblut gewonnen wurden. Die NummerierungRigienten-Proben erfolgt nach dem
Datum des Eingangs und wird im Folgenden beibemalte

Die fur die Amplifikation der Exone ddBRKCG-Gens notwendigen Primer wurden von der
Firma Sigma synthetisiert. Die lyophilisierten Peinwurden durch Zugabe von 10 mM(olar)
Tris-Puffer (p(otentia)H(ydrogenii) 7,5) gelost uadf eine Konzentration von 50 pmdl/

eingestellt.
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Tabelle 3:Primer zur Amplifikation von Exonen deRKCG-Gens

Exon | Primer Orientierung | PCR- Exon
Produkt

1 5-GGCTCCCACATTTCAGCAG-3 Sense 538 Bp 475 Bp
5-GCGTGATAGGAGTCTGCACC-3 Antisense

2 5-GGCTGAACTCCAGTCTAAGG-3 Sense 318 Bp 32 Bp
5'-GACCAGAGAACACGTGTGTC-3 Antisense

3 5-CTCTCTGTTGGACTCTCTG-3' Sense 313 Bp 83 Bp
5-GAGAAATTGGGACGGACG-3’ Antisense

4-5 | 5-CTAGAGAGCAAGGCAGGAGG-3 Sense 554 Bp 108 Bp
5-GCCAGCACAAGTGCCTTG-3 Antisense 132 Bp

6 5-GAACTCTTGATTGCTGACTGG-3' Sense 325 Bp 157 Bp
5-CATCAGCTGCTCTCTGGG-3’ Antisense

7 5-GAAGGTCAGAGGTCGGAGA-3 Sense 289 Bp 135 Bp
5'-GAGGAGAGAGACCACACACA-3’ Antisense

8-9 | 5-TGTGTCCGTCTCTCTGTGTC-3 Sense 615 Bp 88 Bp
5-GTGTGCTCAACTCATGTGTG-3 Antisense 30 Bp

10 5-AGCGATTCTCATCCTTTCC-3’ Sense 365 Bp 153 Bp
5-ATGCAGGAGCCCAGTCTC-3 Antisense

11 5-CTTAAGAGATGGAGGAAGG-3 Sense 421 Bp 189 Bp
5'-CACTCAGAGAGCACAAAGT-3 Antisense

12-13 | 5-TCCACGTCTGTCCTGAGTGA-3 Sense 422 Bp 92 Bp
5-CAGGAATTGCAAGAAGTGTTG-3’ Antisense 63 Bp

14 5-TGAATATGTGGCTCTAGACTG-3 Sense 285 Bp 139 Bp
5-GGTGAATACTGGACCATCAG-3’ Antisense

15 5-CAGAGTGGGAAGAGCTTGTG-3 Sense 323 Bp 81 Bp
5-CATGGACAGCGCTATTCG-3’ Antisense

16 5-TGGTCAGGTGTGCATGTGG-3 Sense 335Bp 108 Bp
5-AGTGACTTCAGGAATGGGAGC-3’ Antisense

17 5-CCTCCATCTGCCTGTCTC-3 Sense 314 Bp 141 Bp
5-CCACATACAGGTATATTGAGGC-3 Antisense

18 5-GGAGACAGGAGATGAGACTG-3’ Sense 383 Bp 946 Bp
5'-GCAGGATCTAGAATGGGAC-3’ Antisense 186 Bp

Codierend
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Zuerst wurde ein Nukleotidmix erstellt:
50 ul dATP (10 mM)

50 ul dCTP (10 mM)

50 ul dGTP (10 mM)

50ul dTTP (10 mM)

200yl Tris—Puffer (10 mM, pH 7,5)

Zu 1 ul Patienten-DNA wurden folgende Chemikalien und y#ne gegeben:
5ul 10x PCR Puffer

0-10pl Betain (fur jedes Exon unterschiedlich)

10 pl Nukleotidmix

0,75ul Primer Sense

0,75ul Primer Antisense

0,45ul Tag—Polymerase

ad 50ul destilliertes Wasser (@) dd

Fur die PCR wurde ein PTC-200 Peltier ThermocydarFirma MJ Research verwendet und
das folgende Standardprogramm eingesetzt. Die Aikgiion begann mit einer initialen

Denaturierungsphase von 3 min bei 94°C. Danach ewr85 Zyklen mit je einer

Denaturierungsphase von 30 sec bei 94°C, einer dlimgphase von 30 sec bei 54-62°C und
einer Extensionsphase von 45 sec bei 72°C dur@nailiie Temperatur der Annealingphase
richtete sich nach dem verwendeten Primer. Zum Wlbses erfolgte eine Extensionsphase
von 2 min bei 72°C. Fakultativ wurde Betain zugemrebum sich eventuell bildende

Sekundéarstrukturen zu vermeiden.

3.3.3. Reinigung

Nach Abschluss der PCR wurde das PCR-Produkt ggrebies geschah nach folgendem
Schema: Zu dem 50l PCR-Ansatz wurde 150l destilliertes HO zugegeben. Das Ganze
wurde in eine 96 Well-Platte (MANU 030) der FirmallMore gegeben. Solche Platten
besitzen an der Unterseite eine Grolienausschludsmemdie fur kleine Molekile
durchlassig ist. Grol3ere Molekile wie die ampldizz DNA kdnnen die Membran nicht
passieren. AnschlieRend wurde die Platte 8 minesufvakuumerzeugendes Absauggerat

gestellt, so dass die permeablen Molekule und ldisskgkeit durch die Membran wanderten.
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Daraufhin wurden je 24l destilliertes HO auf die einzelnen Wells gegeben. Um das PCR-
Produkt wieder in Losung zu bringen, wurde dietBl&ir 10 min auf einen Schiuttler gestellt.
Danach wurden die 28 in ein 1,5 ml Eppendorf—Gefald zur Aufbewahrungrdiihrt.

3.4. Agarosegelektrophorese

3.4.1. Prinzip

Die Agarosegelektrophorese ist eine Methode, um BX#gmente nach ihrer GroRRe
aufzutrennen. Die Grol3e eines Fragments wird bagdtilndem man einen Vergleich mit den
definierten Banden eines GroR3enstandards anstellt.

Die Agarose bildet abhéangig von ihrer Konzentratimerschiedlich grol3e ,Maschen”. Man
legt ein elektrisches Feld an, in dem die DNA auwfgk ihrer negativ geladenen
Phosphatgruppen zu positiven Anode wandert. Dab&t die Agarose wie eine Art ,Sieb*,
in dem groRere Molekile langsamer wandern. Zum tl&acmachen der DNA wurde
Ethidiumbromid, das sich in die DNA einlagert, #lisoreszierender Farbstoff verwendet
(Sulger, 2002; Loffler und Petrides, 2003).

3.4.2. Durchfuhrung

Zuerst wurde ein 1,5 %iges Gel (Ausnahme Exon %i@) gegossen. Dazu wurden zu 750
mg Agarose abgewogen, mit 50 ml 1x TBE-Puffer dfilje und anschlieend im
Mikrowellenherd aufgekocht. Nach Zugabe von (iI5Ethidiumbromid wurde es in eine
Gelkammer (7 x 8,5 cm) mit 2 Kdmmen gegossen. Edamden pro Kamm 10 Taschen. Das
Gel wurde bei Raumtemperatur gekuhilt.

Nach Einlegen des Gels in die Elektrophoresekanwiende diese mit 1x TBE-Puffer
aufgefullt, so dass das Gel bedeckt war. Nun wudierProben, die ausi38 PCR—Produkt, 7

ul destilliertem HO und 1ul Ladepuffer bestanden, in die einzelnen Taschgetpert,
wobei in eine Tasche ein GréfRenstandard kam. Dea#&nwar bei allen Proben gleich, um
einen standardisierten Vergleich zu ermdglichen goddie Menge des PCR-Produkts
bestimmen zu kdnnen. Bei einer Stromstarke von 3%nmmpere) erfolgte die Auftrennung.
Durch den Ladepuffer, der die Farbstoffe Bromphielaol und Xylen-Zyanol enthielt und
somit die Lauffront optisch sichtbar machte, ligghslie Wandergeschwindigkeit abschatzen.

Beleuchtete man das Gel mit UV-Licht, konnte mae @NA-Banden aufgrund des
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fluoreszierenden Ethidiumbromids auf dem Transilhator sehen und mit einer

Sofortbildkamera fotografieren. Ein Beispiel higrist die folgende Abbildung.

1 2 3 +4 5 6 7 8 G

Abbildung 4: Gelelektrophorese mit PCR-Produkte)lind einem GroéRenstandard (G)
Grol3enstandard pVC/Dde I: Bandengréf3en 890 BpBp4@26 Bp, 409 Bp, 240 Bp, 166 Bp.
Die hier aufgetrennten Fragmente (1-8) sind 42Ry.

3.5. Sequenzierung

3.5.1. Grundlagen

Mit der DNA-Sequenzierung, die auf der Didesoxymoeth (Sanger et al, 1977) basiert, kann
man die Basenabfolge von DNA-Fragmenten ermitteid o0 eventuell vorhandene
Mutationen erkennen. Bei dieser Methode werdeneébBidA-Strange getrennt betrachtet.

In dieser Arbeit wurde nach der Cycle-Sequencinghdee vorgegangen. Bei diesem
Verfahren verwendet man einen normalen PCR-Ansatz emer hitzestabilen DNA-
Polymerase, der die Schritte Denaturierung, Pridienealing und DNA-Extension
durchlauft. Jedoch setzt man nur einen Primersairdass nur ein Strang amplifiziert wird.
Nun werden neben den Bausteinen dNTPs auch d@d(#STPs zugegeben. Diese ddNTPs
fuhren zu spezifischen Strangabbriichen am 3’-Eddehnen die 3'-Hydroxylgruppe fehlt
und so keine weiteren Phosphodiesterbindungen gedhildet werden kénnen. Wenn nun ein
dNTP in die Kette eingefiigt wird, setzt sich diégs#. Bei einem ddNTP kommt es jedoch zu
einem Kettenabbruch. Dieser Abbruch ist somit legiem DNA-Strang zuféallig und so
entsteht ein Gemisch von Fragmenten mit untershbiest Lange, wobei, statistisch
betrachtet, jede Lange vorhanden ist.

Man verwendet fur die verschiedenen ddNTPs flu@ezsmarkierte ddNTPs mit 4
verschiedenen Fluoreszenzgruppen, welche ihr Maxiinei unterschiedlichen Wellenlangen
haben. Nun trennt man die Fragmente langenabhaagigso dass man aufgrund der

Fluoreszenzmarkierung die Basensequenz ablesen. Kanrdieser Arbeit wurde ein
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Kapillarsequenzer verwendet. Die zu analysierendBiA—Fragmente wandern dort durch
lange Glaskapillaren, die mit einem Gel gefillt gsirund werden so elektrophoretisch
aufgetrennt. Zum Ablesen wird ein Laser auf einstibente Stelle der Gelmatrix gerichtet
und sobald er auf DNA-Fragmente trifft, fluoreseredie markierten ddNTPS spezifisch fur
die jeweilige Base. Ein Detektor zeichnet die Signauf und die Informationen werden
digitalisiert. Nun kann man die Sequenz der DNA Bitdschirm darstellen (Strachan und
Read, 2005).

3.5.2. Durchfuhrung

Zur Sequenzierung von PCR-Fragmenten wurde zuul-ées gereinigten PCR—Produkts
abhangig von der Konzentration des DNA-Fragmeritgeftder Ansatz pipettiert:

1 ul 5x Reaktionspuffer

1,2 ul Primer verdinnt auf 3 pmall (entweder sense oder antisense-Primer)

2,5ul ABI-Mix (enthéalt die fluoreszenzmarkierten Nuktete)

ad 15ul destilliertes HO dd

Der Reaktionsansatz wurde in den Thermocycler dem&F MJ Research gestellt. Die

Sequenzierung begann mit einer Denaturierungspbh@sel min bei 96° C. Anschliel3end

folgten 25 Zyklen mit:

Denaturierung: 10 sec 96 °C

Annealing: 10 sec 54—-62 °C (die Temperaturidantisch mit
derjenigen der PCR)

Extension: 2 min 50/ 60 °C

3.5.3. Reinigung der Sequenzierungsansatze

Nach erfolgter Sequenzierung wurden die Ansatzedeviegereinigt, um Uberschissiges
Material wie z.B. freie Nukleotide und Primer zufemen. Dazu wurde eine 96-Well-Platte
(MAHV N45) der Firma Millipore verwendet. Zuerst vden pro Sequenzierungsansatz 300
ul Sephadex G50-Suspension auf ein Well der Filtertbran gegeben. Zusammen mit einer
Auffangplatte wurde die Platte mit dem Sephadex2fimin bei 730xg (Erdbeschleunigung:
9,81 m&) zentrifugiert. Die in der Auffangplatte angesante&lissigkeit wurde verworfen

und auf jedes Well 1hl Sequenzierungsansatz pipettiert. Nachdem eine @i6uWVell-Platte
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zum Eluieren untergestellt worden war, wurde wieflgr2 min bei 730xg zentrifugiert.
Zusammen mit 10ul Formamid wurden die Proben lichtgeschitzt zur Ips@ an die
Blutbank der Universitatsklinik Gie3en (Standors &equenzers) gegeben.

3.5.4. Auswertung der Sequenzdaten

Zur Auswertung der Daten der Sequenzierung wurderCdmputerprogramme SegAnalysis
Version 3.7 und SeqgScape Version 2.5 der Firma iagpBiosystems verwendet. Zuerst
wurde mit dem Programm SeqAnalysis Uberprift, ole dlektropherogramme der

Sequenzierung auswertbar sind. Wenn die Bandertl@&tropherogramme nicht eindeutig
sind, kann SeqScape die Daten nicht verarbeitendiesl fihrt zu einer Uberlastung des
Programms, so dass mit SegAnalysis eine Vorselelgetroffen werden musste. Danach
wurden die verwendbaren Daten in SeqScape UbentrBgeses Programm ermdglicht es, die
DNA-Sequenzen aller Patienten darzustellen unduaveszen, da sie sowohl direkt mit einer
Referenzsequenz als auch untereinander verglickeetiew konnen. Diese Analyse wurde fir
jedes Exon einzeln durchgefuhrt. Die unten steheAtdbildung zeigt eine typische

Sequenzierung mit den Banden in den verschiederebefR, die einzelnen Nukleotiden

entsprechen.

CTGGGTTCCGGEG AAMATGC

f

=

Abbildung 5: Typisches Bild einer Sequenzierung $@tjAnalysis

3.6. Restriktionsanalyse

Um festzustellen, mit welcher Wahrscheinlichkeitn eigefundener Basenaustausch

krankheitsauslosend ist, wurde untersucht, ob diaseh in einer Kontrollgruppe ohne
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neurologische Erkrankung auftritt. Um mdoglichstlei&ontrollen schnell zu testen, wurde

eine Restriktionsanalyse durchgefihrt.

3.6.1. Grundlagen

Fur die Analyse benétigt man bakterielle Enzymegesannte Restriktionsendonukleasen
vom Typ II. Diese schitzen die Bakterien-DNA vorkBaiophagen, indem sie deren DNA
zerstoren. Sie konnen DNA an Stellen schneidengiie spezifische Erkennungssequenz —
meist Palindrome - enthalten. Je nach Schnittst@lenen verschiedene Enden entstehen:
Zum einen ,glatte Enden®, wenn sich die Schnittstelauf einer Symmetrieachse befinden,
und zum anderen ,lberhdngende Enden“, wenn der itSchersetzt ist. Durch
Basenpaarungen kénnen sich diese zusammenlagerre BPntdeckung dieser
Restriktionsenzyme bildet die Grundlage fir Kloaregen, denn durch Restriktion standen
erstmals DNA-Fragmente in passender Grof3e zur Yerfig. Aul3erdem lassen sich
Fragmente derselben Art mit ,glatten Enden* lenttkntipfen und bieten so die Méglichkeit
einer kunstlichen Rekombination. Des Weiteren siRdstriktionsenzyme wichtig fur
Genotypisierung. Finden sich Polymorphismen im Béreler Schnittstelle, kommt es zum
Verlust oder Zugewinn einer Schnittstelle und daduzu einer Veranderung der Lange der
Restriktionsfragmente. Dies wird Restriktionssdstéllen-Polymorphismus (RFLP) genannt
und wird z.B. zur Erkennung von genetischen Erkuauglen genutzt, die auf Veranderung

eines einzelnen Nukleotids beruhen (Strachan urd RRO05).

3.6.2. Durchfuhrung

Zuerst wurde ein PCR-Ansatz nach folgendem Schestelle

Zu 1,5ul DNA einer Kontrollperson wurden 3@ des fur 15 Proben angesetzten Gemisches
gegeben:

50 ul 10x PCR Puffer

100ul Betain

100 ul Nukleotid—Mix (siehe 3.2.2)

7 ul Primer sense Exon 2

7 ul Primer antisense Exon 2

4 ul Tag—Polymerase

ad 500ul destilliertes HO dd
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Die PCR wurde unter den in 3.3.3. genannten Bediggn durchfihrt. Die Annealing-
Temperatur betrug 59°C. Danach wurde das Produld wnter 3.3.4. beschrieben

aufgereinigt.

Fur die Restriktionsanalyse wurde das Enzym Haedhwendet, das aus dem Bakterium
Haemophilus aegypticus stammt und bei der Sequenz 5-GG"CC-3’ schneibas Enzym
Haelll teilt die PCR-Produkte des Exon 2 in Fragtaedolgender Lange auf: 92 Bp, 67 Bp,
40 Bp, 36 Bp, 33 Bp, 30 Bp und 20 Bp. Die heteratggViutation des Patienten 466.1 im
Exon 2 desPRKCG-Gens verandert diese Sequenz zu 5-GTACC-3’, &3 @ne Haelll-
Schnittstelle im PCR-Produkt entfallt. Dadurch &ttt ein zusatzliches Fragment der Lange
159 Bp.

Der Restriktionsansatz fur 15 Proben bestand aus:
32 ul 10x Puffer NEB2

7 ul Haelll

42 ul destilliertes HO

Zu 15 pl des PCR-Produkts wurden |8 des Restriktions-Mixes gegeben und bei 37°C
inkubiert. Nach 4 Stunden wurde der Ansatz mit Padepuffer gestoppt.

Die Auftrennung der Fragmente erfolgte auf eineb %, Agarose-Gel. Dafur wurden 3750
mg Agarose mit 150 ml 1x TBE—Puffer aufgeflllt uddraus ein Gel mit 2 x 16 Taschen
gegossen, um moglichst viele Proben gleichzeitigrsnchen zu kénnen. In eine Tasche kam
ein GroRenstandard (50 Bp ladder) und in eine andié Positiv-Kontrolle des Patienten
466.1. In die Ubrigen Taschen wurden die Restrisimsatze der Kontrollen pipettiert. Die
Auftrennung erfolgte nach dem Prinzip, das in 3.B&schrieben wurde. Die Elektrophorese
wurde bei 70 mA durchgefihrt. Da das Gel ebenfatladiumbromid enthielt, konnte man
die Banden der Fragmente im Transilluminator umkem UV-Licht sehen. Man konnte
dadurch die Lange der Fragmente der Kontrollendaitder Positiv-Kontrolle vergleichen.

Die Gele wurden zur Dokumentation mit einer Sofidikamera fotografiert.
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4. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden 26 nicht verwandeutsche Patientinnen und Patienten
auf Sequenzabweichungen PRKCG-Gen untersucht. Bei allen diesen Personen wesst di
Familiengeschichte auf eine autosomal dominant rioere cerebellare Ataxie mit nur
langsamem Fortschreiten der Erkrankung hin. Um SCAfblekular zu diagnostizieren,
wurde an genomischer DNA der Patienten eine PCRAmylifizierung aller 18 Exone und
flankierender intronischer Sequenzen d@RKCG-Gens durchgefiuihrt und die Produkte
nachfolgend sequenziert. Die resultierenden Sequmemaurden Uber Computerprogramme

der Firma Applied Biosystems ausgewertet.

4.1. Studienpopulation

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwisch&@971 und 2005 nach ublicher
Aufklarung und Einverstandniserklarung DNA-Probem\26 Erwachsenen, die an Ataxien
und weiteren variablen Symptomen litten, entnommer nachfolgend auf SCA14
untersucht. Die Studienpopulation bestand aus Ithhaéien und 13 weiblichen Personen im
Alter von 32 bis 77 Jahren. Die Patienten stamnusneutschland.

Tabelle 4: Herkunft der Studienteilnehmerinnen ttednehmer

Herkunft der Probe Zahl der Probern

Universitatsklinik Giel3en und Marburg 12

Universitatsklinik Kiel 6

Klinikum Koblenz 2

Universitatsklinik Frankfurt

Universitatsklinik Heidelberg

Universitatsklinik Koln

2
1
Universitatsklinik Mainz 1
1
1

Klinikum Fulda

Jeder der 26 Patienten wies eine Bewegungsstonuiginne einer Ataxie auf. Aul3erdem war
bei allen Studienteilnehmern mindestens ein betnaff Verwandter ersten Grades zu finden,

so dass anhand der Familienanamnese ein autosomalinahter Erbgang am
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wahrscheinlichsten ist. Da sich die bekannten S@pen klinisch schwer voneinander
abgrenzen lassen, wurden zuvor alle Patienten @MLSSCA2, SCA3 und SCAG6 getestet.
An diesen Loci konnte keine krankheitsverursachémiteukleotid-Expansion nachgewiesen
werden. Ebenso zeigten die Probanden keine CAG/ERgansion am SCAL17-Lokus
(WiRen, 2007). Durch diese Vortestung konnten diaufigsten SCA-Typen als
Krankheitsursachen ausgeschlossen werden.

Neben Ataxie traten noch zusatzliche Symptome Beifzwolf Studienteilnehmern war eine
Dysarthrie vorhanden. EIf Patienten wiesen Storanrdgr Okulomotorik auf, die sich z.B. als
Nystagmus oder als sakkadierte Blickfolgebeweguwi§eéten. Gleichgewichtsstérungen und
Schwindel zeigten sich jeweils bei drei Personerei 3tudienteilnehmer litten an einer
Dysphagie.

Bei sechs Patienten fiel eine Veranderung der Rafisvort auf, die sich entweder als
verbreiterte Reflexzone, Hypo- oder HyperreflexiRérten. Das Babinski-Zeichen war bei
zwei Personen positiv. AuBerdem litt ein Studidneimer an Hypasthesien und einer an
einer Atrophie der Wadenmuskulatur.

Extrapyramidale Stérungen wie Rigor oder Dystomigten sich bei jeweils einem Patienten.
Tremor fiel bei zwei Personen auf. Spastik kamzvesi, choreatische Uberbewegungen und
Klonien bei jeweils einem Studienteilnehmer vor.

Auch Wesensveranderungen, Intelligenzminderung ether mentale Retardierung traten bei
jeweils einem Patienten auf. Eine Person litt arerePsychose und Depressionen. Epilepsie
fiel ebenfalls bei einem Studienteilnehmer auf.

Bei zehn Patienten wurde ein MRT und bei zwei elT+Scan durchgefihrt. Diese
Untersuchungen zeigten entweder eine reine ce@ebeltrophie oder Veranderungen im
Sinne einer olivo-ponto-cerebelldren Atrophie.

Zusammenfassend zeigte sich bei allen untersucRtersonen eine Ataxie und das

Fortschreiten der Erkrankung war langsam progredien

4.2. Darstellung der Exone ohne krankheitsausléseedMutationen

Im Folgenden werden nun die in den einzelnen Exgeétndenen Sequenzabweichungen im
Vergleich zum WT dargestellt. Als Vergleich dienie dSequenz de®RKCG-Gens der
Genbank ENSEMBL (Release v33 vom September 2005unaéhst sollen

Sequenzabweichungen, die nicht krankheitsauslosemt] ausfihrlich beschrieben werden.
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Dabei soll jeweils ein Vergleich zwischen den irserem Kollektiv detektierten und den in

der Literatur beschriebenen Polymorphismen gezogeden.

4.2.1. Exon 1

Bei vier Proben fand an der Position 72 ein hetggoter Austausch von Thymin (T) zu
Cytosin (C) statt. Hierbei handelt es sich um eiggngle nucleotid polyporphmism*“ (SNP).
Die relative Wahrscheinlichkeit dieses Austauschegt mit 7,7 %, insbesondere unter
Beachtung der kleinen StichprobengréiRe, sehr nahddr des Vergleichskollektivs, die 8,6
% betragt.

Tabelle 5: Darstellung der bekannten SequenzvaiiandnPRKCG Exon 1 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz
sequenz Bevolkerung* | Proben-Kollektiv
rs373228 Exon 1 G- C G : unbekannt |1.000
5UTR 5'UTR-222G>C C : unbekannt |0.000
rs446795 Exon 1 C—G C: unbekannt |1.000
5UTR 5'UTR-221G>C G: unbekannt |0.000
rs2547362 Exon 1 - C T:0.914 0.923
C.72T>C, (p.A24A) C:0.086 0.077

*. CSHL-HAPMAP: HapMap-CEU

Die fettgedruckten Sequenzvarianten wurden beeRfh im Rahmen dieser Doktorarbeit gefunden.
Abbildung 6 zeigt die Auswertung der Sequenzierangen Patienten anhand von SeqScape
(ABI). Bei zwei Studienteilnehmern ist der genan&téP innerhalb der Markierung zu sehen.
Dieser ruft keine Alteration der Aminosaure (AS@g8enz hervor, die Aminosaure Alanin
(A) bleibt erhalten.
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Index

Reference

Reference-ad
I
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Gl 71 g1

C E K =

L E 1] E

CAGAAAGGGGGC|TLTGAGGCAGAARG
CAGALAGGGGGCFLETOAGGCAGAATD
CFET

M

CFET

CAGAAAGCGGGGCITRTGAGGCAGAARD

CAGALAGGGGLGCO

FETGAGGCAGAAT

Abbildung 6: Teilbereich der Exon 1 Sequenz BBKCG-Gens. Die Auswertung erfolgte mit SeqScape (ABI).
Index zeigt die Nukleinsaureposition an. Referencel Reference-AA sind die Nukleinsdure- bzw. AS-
Referenzsequenz. I-1V sind 4 Studienteilnehmer, evdiei || exemplarisch ein Teil eines Elektrophesrgms
dargestellt ist. Der heterozygote Austausch vom Tist markiert.

In den Sequenzdatenbanken lassen sich zwei wditstausche im 5’UTR-Bereich finden,
die aber in unserer Studienpopulation nicht vora@abelle 5).

4.2.2. Exon 3

Bei zwei Studienteilnehmern wurde der SNP rs30783%terozygoter Form nachgewiesen.
Durch diesen Austausch bleibt die AS Cystein (Baken und es gibt keine Alteration der
AS-Abfolge. Die Auftretenswahrscheinlichkeit dies&astauschs liegt im Probenkollektiv
mit 3,8% deutlich Gber den 1,5% des VergleichskobiNs.
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Tabelle 6: Darstellung der bekannten SequenzvaiiandnPRKCG Exon 3 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz
sequenz Bevolkerung* | Proben-Kollektiv
rs307955 Exon3 C—>T C:0.985 0.962
c.207C>T, (p.C69C) |T:0.015 0.038
rs17854523 | Exon 3 ST C:0.932 1.000
c.285C>T, (p.D95D) |T:0.068 0.000

*. APPLERA_GI AGI_ASP population
Die fettgedruckten Sequenzvarianten wurden beeR@n im Rahmen dieser Doktorarbeit gefunden.

Abbildung 7 zeigt bei einem Patienten innerhalbMarkierung den genannten Austausch.

Index 1 11 21
Reference
Reference-ab 3 F ki ki H E
I TCTG GCTTTGTGGTTCATCGFAC
i TCTG EGETTTGTGGTTCLTCI}AEG
F TCT CTT
E TCT CTT

M TCTGLWGCTTTGTGGTTCATCGACDG
If TCTGLWGCTTTGTGGTTCATCGACG

Abbildung 7: Teilbereich der Exon 3 Sequenz BBXCG-Gens. Die Auswertung erfolgte mit SeqScape (ABI).
Index zeigt die Nukleinsaureposition an. Referencel Reference-AA sind die Nukleinsdure- bzw. AS-
Referenzsequenz. I-1V sind 4 Studienteilnehmer, evdiei || exemplarisch ein Teil eines Elektrophesrgms
dargestellt ist. Der heterozygote Austausch vou @ st markiert.

Bei dem SNP rs34896593 kommt neben der haufigeegiaite C auch seltener ein T an der
Stelle 285 vor. Das urspringliche Codon TGC codi@rtdie AS Aspartat (D), ebenso die
SNP basierend Variante TGT. In der Tabelle 7 simal ldaufigkeiten des SNP in der

Bevolkerung dargestellt.
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4.2.3. Exon 4

An der Position -66 des Introns 3 trat bei einertiegAgen ein heterozygoter Austausch von
Adenin (A) zu C auf. Dieser SNP ist bereits in deeratur beschrieben und scheint keinen
Einfluss auf die AS-Sequenz zu haben. Die Wahrstibkkeiten fir diesen Austausch in der

Bevolkerung und in unserer Studienpopulation liegn2,5% bzw. 1,9% ahnlich hoch.

Tabelle 7: Darstellung der bekannten SequenzvaiiandnPRKCG Exon 4 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz

sequenz Bevolkerung* | Proben-Kollektiv

rs307945 Intron3 A—C A:0.975 0.981
IVS3-66A>C C:0.025 0.019

*; CSHL-HAPMAP: HapMap-CEU
Die fettgedruckten Sequenzvarianten wurden beeR@h im Rahmen dieser Doktorarbeit gefunden

42.4. Exon5

Im Intron 4 und im Intron 5 werden in der Literat8NPs beschrieben, die in unserem

Patienten-Kollektiv nicht nachgewiesen wurden.

Tabelle 8: Darstellung der bekannten SequenzvanarmdnPRKCG Exon 5 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz

sequenz Bevolkerung Proben-Kollektiv

rs45459891 | Intron 4 G- A G : unbekannt |1.000
IVS4-40G>A A : unbekannt |0.000

rs73599970 | Intron 5 G- A G : unbekannt |1.000
IVS5+29G>A A : unbekannt |0.000

4.2.5. Exon 6

Bei 14 der 26 untersuchten Personen fand sich an Sdelle 569 (rs3745406) ein
heterozygoter Austausch von T zu C, vier waren hrymot fir C. Die AS Asparagin (N)

bleibt erhalten, die AS-Sequenz verandert sichtnich
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Tabelle 9: Darstellung der bekannten SequenzvaiiandnPRKCG Exon 6 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz
sequenz Bevolkerung Proben-Kollektiv
rs3745406 Exon 6 T—>C T:0.649 0.577
¢.569T>C, (p.N189N) |C:0.351 0.423
rs3745405 Intron 6 G-oT G :0.658 0. 577
IVS6+14G>T T:0.342 0.423

*: CSHL-HAPMAP: HapMap-CEU
Die fettgedruckten Sequenzvarianten wurden beeReh im Rahmen dieser Doktorarbeit gefunden

Abbildung 8 zeigt exemplarisch homozygote, hetegory und Wildtyp-Sequenzen.

Index 3l 41 g5l
Reference
Reference-4ld D T = L a3 ] P

I GACECCAA%GGTCTETETGATECCT
I CACCCCAARGGTETCTCTGATCCCET

CCC I TCT

Um' o - -
I GACCCCAANGGTCETCTCTGATCCCET
F ccc [ TCT

Ccc

= o—

, M

Y GACECCAA?ﬁGTCTCTETGATECCT
v CACCCCAAEGGTETCTCTGATCCCET

Abbildung 8: Teilbereich der Exon 6 Sequenz BBKCG-Gens. Die Auswertung erfolgte mit SeqScape (ABI).
Index zeigt die Nukleinsaureposition an. Referencel Reference-AA sind die Nukleinsdure- bzw. AS-
Referenzsequenz. I-V sind 5 Studienteilnehmer, wekemplarisch Teile eines Elektropherogramms dsedjé
sind. Der homozygote Austausch von T zu C bei tiinmrkiert. Bei Ill liegt der SNP rs3745406 in der
heterozygoten Form vor.

An der Position +14 der Intervening sequence (I'8Syvurde bei 14 Patienten der SNP
rs3745405 heterozygot (Guanin (G)/T) nachgewieseai, vier Patienten lag er in
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homozygoter Form (T/T) vor. Der Austausch liegthhiom codierenden Bereich und hat
keine Auswirkung auf die AS-Abfolge. In der Tabellelassen sich die Haufigkeiten in der
Bevolkerung und in der Studienpopulation ablesen.

Fir die Allele der hier untersuchten SNPs rs37454061 rs3745405 konnte im

Probenkollektiv eine Kopplung beobachtet werdenhakd Abbildung 9 lasst sich erkennen,
dass, trotz vier mdglicher Haplotypen, in dem hietersuchten Probenkollektiv nur zwei

auftraten.

SNP SNP relative
N2 NY Haufigkeit
Haplotypl=wT CCCAA T GGTCT GGGGT G CAGGG 57,7%
Haplotyp?2 CCCAA T GGTCT GGGGT T CAGGG 0,0%
Haplotyp3 CCCAA GGTCT GGGGT CAGGG 0,0%
Haplotyp4 CCCAA C GGTCT GGGGT T CAGGG 42 ,3%

Abbildung 9: Mdgliche Haplotypen der SNPs rs3745486 rs3745405 und deren relative Haufigkeiten, WT=
Wildtyp, d.h. Ursprungsallel

Die WT-Variante T im Exon 6 tritt zusammen mit d&T-Variante G des Intron 6 auf.
Erfolgt ein Austausch von T zu C im Exon, wird aucchler IVS 6 G zu T verandert.

In unserem Probenkollektiv entsprechen 57,7% deoi@bsomen der WT-Sequenz, 42,3%

der Chromosomen tragen beide SNPs.

4.2.6. Exon 9

Im Exon 9 wurde ein Austausch von C zu G an dentiBns924 nachgewiesen, der in
unserem Probenkollektiv nicht gefunden wurde. DastAusch fihrt zu keiner Alteration in

der AS-Sequenz, Prolin (P) bleibt erhalten.

Tabelle 10: Darstellung der bekannten SequenzuanaronPRKCG Exon 9 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz

sequenz Bevolkerung Proben-Kollektiv

rs56387214 | Exon 9 G G C : unbekannt |1.000
€.924C>G, (p.P308P) |G : unbekannt |0.000
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4.2.7. Exon 11

An der Position -92 des Introns 10 wurde bei elerson der heterozygote Austausch von G
zu C detektiert. Bei einem weiteren Studienteilnehfand sich an der Stelle -86 der IVS 10

ein heterozygoter SNP von G zu C, der bisher naddtit publiziert wurde.

Tabelle 11: Darstellung der bekannten SequenzuarniaronPRKCG Exon 11 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz
sequenz Bevolkerung Proben-Kollektiv
rs41311973 | IntronlO G- C G : unbekannt |0.981
IVS10-92G>C C : unbekannt |0.019
----- Intron10 G—-C G:-- 0.981
IVS10-86G>C C:-- 0.019
rs62637711 | Exonll C— A C : unbekannt |1.000
c. 1321C>A, (p.R408R)A : unbekannt |1.000
rs41303043 | Intronl1ll |T— G T : unbekannt |1.000
IVS11+26T>G G : unbekannt |0.000

Die fettgedruckten Sequenzvarianten wurden beeRfh im Rahmen dieser Doktorarbeit gefunden.

Der erstmals gefundene SNP wird in der folgendebildbng gezeigt.
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Index -101 -91 -81
I LGGGCCTGGEGGEATCCCGTTTCCCTGE
I LGGGCCTGGGEATCCCETTTCCCTGE

TCECETTTCC

m AGGGCCTGGGATCCCGTTTCCCTGE
IV AGGGCCTEGGATCCCETTTCCCTGE

Abbildung 10: Teilbereich der Intron 10 Sequenz BEKCG-Gens. Die Auswertung erfolgte mit SeqScape
(ABI). Index zeigt die Nukleinsaureposition in Bezwauf Exon 11 an. Reference ist die Nukleinsaure-
Referenzsequenz. I-IV sind 4 Studienteilnehmer, evdiei Il ein Teil des Elektropherogramms dargétsist.

Der heterozygote Austausch von G zu C ist markiert.

Im Exon 11 wurde der SNP rs62627711 beschriebenwgiterer Austausch ist in Intron 11
lokalisiert. Beide SNPs wurden in unserem Patiekakektiv nicht nachgewiesen (Tabelle
13).

4.2.8. Exon 13

Im PCR-Produkt, das Exon 13 und die flankierendemeBhe abdeckt, sind vier SNPs
beschrieben. Dabei handelt es sich um zwei 1-Beitioelen in der IVS 12, einen stummen
Basenaustausch im Exon 13 und einen weiteren T Augausch im Intron 13. In der
Tabelle 12 sieht man, dass in der untersuchten i€tpopulation nur WT-Allele
nachgewiesen wurden.
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Tabelle 12: Darstellung der bekannten SequenzuanaronPRKCG Exon 13 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz
sequenz Bevolkerung Proben-Kollektiv
rs67155543 | Intron 12 DelA A : unbekannt |1.000
IVS12-74DelA - : unbekannt |0.000
rs35629728 | Intron 12 DelT T : unbekannt |1.000
IVS12-23DelT - : unbekannt |0.000
rs35979513 | Exonl3 &G C:0.907* 1.000
€.1404C>G, (p.L468L)| T : 0.093 0.000
rs2242245 |Intron 13 T—-C T:0.975* 1.000
IVS13+26T>G C:0.025 0.000

*: APPLERA_GI AGI_ASP population
**: CSHL-HAPMAP: HapMap-CEU

4.2.9. Exon 14

Der Austausch im Intron 13 wurde bereits unter&.8rwahnt. Im Exon 14 existieren in der
Literatur zwei SNPs an den Positionen 1449 und 1B@0beiden handelt es sich um stumme
Austausche, die die AS-Sequenz nicht veranderongerer Studiengruppe wurden nur WT-

Allele nachgewiesen.
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Tabelle 13: Darstellung der bekannten SequenzuanaronPRKCG Exon 14 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz
sequenz Bevolkerung* | Proben-Kollektiv
rs2242245 |Intron 13 T—-C T:0.975 1.000
IVS13+26T>G C:0.025 0.000
rs56184534 | Exonl4 G A G : unbekannt |1.000
€.1449G>A, (p.L483L) | A : unbekannt |0.000
rs2242244 | Exonl4 - C T:0.983 1.000
€.1500T>C, (p.F499F) |C : 0.017 0.000

* CSHL-HAPMAP: HapMap-CEU

4.2.10. Exon 15

Im Intron 14 sind zwei SNPs beschrieben. Dabei glras sich um zwei Austausche von G

zu A. In unserer Studienpopulation wurden nur die-¥\ele detektiert.

Tabelle 14: Darstellung der bekannten SequenzuanaronPRKCG Exon 15 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz
sequenz Bevolkerung Proben-Kollektiv
rs56832514 | Intron 14 G A G : unbekannt |1.000
IVS14-121G>A A :unbekannt |0.000
rs59309543 | Intron 14 G A G : unbekannt |1.000
IVS14-1G>A A :unbekannt |0.000

4.2.11. Exon 16

In der Literatur findet man in der im Rahmen diedektorarbeit sequenzierten Region eine

Insertion (Ins) und eine Deletion im Intron 15. Auéem wurden noch zwei SNPs im Exon
veroffentlicht. Der Erste verandert die AS Tyrog¥) und die AS-Abfolge nicht. Bei dem
zweiten SNP (rs541275817) wird die AS Arginin (R)rch Glutamin (Q) ersetzt. Dies

scheint keinen Einfluss auf die PK&Eunktion zu haben.
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Bei einer Probe wurde im Rahmen dieser Arbeit an Stelle +39/40 die heterozygote

Insertion eines T im Intron 16 festgestellt.

Tabelle 15: Darstellung der bekannten SequenzuanaronPRKCG Exon 16 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz
sequenz Bevolkerung* | Proben-Kollektiv
rs35682261 | Intron 15 InsG - :unbekannt |1.000

IVS15-120/121InsG G : unbekannt |[0.000

rs66493548 Intron 15 DelA A : unbekannt |1.000
IVS15-47DelA - : unbekannt 0.000
rs34616316 Exon 16 ST C:0.984 1.000
c.1722C>T, (p.Y574Y)| T : 0.016 0.000
rs541275817| Exon 16 G A G : unbekannt |[1.000

€.1739G>A, (p.R580Q) A : unbekannt |0.000

rs60536476 | Intron 16 InsT - : unbekannt 0.981
IVS16+39/40InsT T : unbekannt |0.019

*. APPLERA_GI: AGI_ASP population
Die fettgedruckten Sequenzvarianten wurden beeR@h im Rahmen dieser Doktorarbeit gefunden.

4.2.12. Exon 17

Die drei in der Tabelle 16 aufgezahlten SNPs kanmteunserem Patientenkollektiv nicht

nachgewiesen werden.
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Tabelle 16 Darstellung der bekannten SequenzvarianterPRKCG Exonl17 und flankierender Regior

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz

sequenz Bevolkerung Proben-Kollektiv

rs45548139 | Intron16 |G— A G : unbekannt |1.000
IVS16-59G>A A : unbekannt |0.000

rs56211557 | Exonl7? C—T C : unbekannt |1.000
€.1836C>T, (p.G612G) T : unbekannt |0.000

----- Intron17 T—-G T:-- 0.981
IVS17+29T>G G:-- 0.019

rs73603631 | Intronl1l7 |G—C G : unbekannt |1.000
IVS17+72G>C C : unbekannt |0.000

Die fettgedruckten Sequenzvarianten wurden beeR&h im Rahmen dieser Doktorarbeit gefun

Bei einem Patienten konnte an der Position +29 in intt@ ein bisher unbekannter Sl

bestimmt werden, der einen heterozygoten Austausohl zu G darstellt. Dieser SNP wi

in Abbildung 11 gezeigt.

Index
Reference

m
Iy

£1

41

ACAAAAACCTGGTCCCTGAAGGGGT
ACALAAACCEGGTCCCTGAAGGGGT
CCEGGTCC

ACAAAAACCTGGTCCCTGAAGGGGT
ACAAAAACCTGGTCCCTGAAGGGGT

Abbildung 11: Teilbereich der Intron 17 Sequenz PRKCG-Gens.Die Auswertung erfolgte mit SeqSce
(ABI). Index zeigt die Nukleinsaureposition in Bezwuf Exon 17 an. Reference ist die Nukleins-
Referenzsequenz.l¥ sind 4 Studienteilnehmer, wobei bei Il ein Teihes Elektropherogramms dargestell
Der heterozygote Austausch von T zu G ist mark
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4.2.13. Exon 18

Im PCR-Produkt, das Exon 18 und die flankierendemeBhe abdeckt, sind vier SNPs
beschrieben. Dabei handelt es sich um einen G ZAwugtausch im Intron 17 und zwei
stumme Basenaustausche im Exon 18. Aulerdem warderaPosition 2059 noch ein SNP
nachgewiesen, der zu einer Veranderung der AS-8edtéart. Die AS Serin (S) wird durch
Glycin (G) ersetzt. Dies scheint keinen Einflus§ @gie Funktion von PK€ zu haben. Keiner

dieser SNPs konnte in unserer Studienpopulatiohgewiesen werden.

Tabelle 17: Darstellung der bekannten SequenzuarniaronPRKCG Exon 18 und flankierender Regionen

Referenz- Lokalisation | Austausch Allelfrequenz | Allelfrequenz
sequenz Bevolkerung* | Proben-Kollektiv
rs12462083 | Intron 17 G A G :1.000 1.000
IVS17-11G>A A :1.000 0.000
rs2242243 | Exon 18 C->T C : unbekannt |1.000

cl1941C>T, (p.F647F) | T : unbekannt |0.000

rs55803961 Exon 18 G- C G : unbekannt |1.000
€.2043G>C, (p.v681V)| C : unbekannt |0.000

rs73937614 Exon 18 Ao G A :unbekannt |[1.000
€.2059A>G, (p.S687G) G : unbekannt |0.000

*: CSHL-HAPMAP:HapMap-CEU

4.3. Nachweis von krankheitsauslosenden Mutationen

Im Folgenden soll auf identifizierte Sequenzvaoiadén eingegangen werden, die eine

Anderung der AS-Sequenz hervorrufen und krankhgstéaend sein konnen.
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4.3.1. Exon 2

4.3.1.1. Mutationsnachweis in Exon 2

Im Exon 2 de$’RKCG-Gens wurde bei einem der 26 Patienten eine bisbar unbekannte
Alteration der DNA-Sequenz gefunden. An c(ompleragiDNA-Position 188 fand ein
heterozygoter Nukleotidaustausch von G zu T s@ds urspriingliche Codon GGC wird
durch die Mutation an der zweiten Position im CodanGTC modifiziert (Abb.12). Daraus
resultiert eine Veranderung der AS-Sequenz an iBosti3. Die AS Glycin (G) wird durch
Valin (V) ersetzt. Die Bezeichnung fir die Mutatianf AS-Ebene lautet G63V. Der AS-
Austausch befindet sich in der regulatorischen @inBne in der Cys1-Region von PKC
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Abbildung 12: Sequenzanalyse von Exon 2 @¥KCG-Gens. Dargestellt ist der heterozygote G zu T
Austausch. Unterhalb der DNA-Sequenz ist die ASuBag mit der Alteration im Codon 63 angegeben.

4.3.1.2. Analyse eines Kontrollkollektivs

Der Aminosaureaustausch liegt in einer hochkonsgem Region des Proteins. Dadurch ist
es wahrscheinlich, dass die Veradnderung in der édaikl-Abfolge desPRKCG-Gens
krankheitsverursachend wirken kann.

Um zu Uberprifen, ob es sich bei der nachgewies®agiante um einen Polymorphismus
oder eine krankheitsverursachende Mutation handelitde ein Kontrollkollektiv von
Probanden ohne neurologische Erkrankung auf diégaNt&r untersucht. Fur eine statistisch
signifikante Aussage wurde die DNA von 130 Proban(®60 Chromosomen) getestet. Die
Analyse wurde Uber die Bestimmung eines Restriktiomgenpolymorphismus (RFLP)
durchgefuhrt. Die Methode ermdglicht die zlgige Kea groRer Probenmengen Uber
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Restriktionsverdau und Gelelektrophorese, ohne dassNotwendigkeit besteht, die [A

jeder Kontrolle sequenzieren zu mussen (Abb
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Abbildung 13: Agaros&el zur Darstellung der RFI-FAnalyse im Exon 2 voiPRKCG.

G: GroRenstandard 50Bmdder, P: Posit-Kontrolle (Patient mit Exon 2 Mutation), 14: negative Kontrollen.
Der Pfeil markiert die zusétzliche Bande nach Rea&insverdau des PC-Fragmentes mit Mutatio
Abbildung 13 zeigt der Reihe nach einen Gré3enstahdlie Probe des erkrankten Patier
und 14 negative Kontrollen. Das Enzym He teilt die 318 Bp gro3en P(-Produkte des
Exon 2 in Fragmente folgender Lange auf: 92 BpBf,/40 Bp, 36 Bp, 33 Bp, 30 Bp und
Bp. In der Abbildung sind .a die beiden langsten Fragmente (92 und 67 Bp) zenan
(Spuren 114). Die kleinen Fragmenkdnnen aufgrund ihrer geringen Langendifferenz tr
voneinander aufgetrennt werden. Durch die hetemeydylutation entsteht bei der Pos-
Kontrolle eine Bandenehr, welche d Lange 159 Bp (durch einen Pfeilarkiert) besitz, da
eine Haelll-Schnittstee verloren geht. Dieses Fragment war bei keiner wmeurologiscl
unauffalligen Personen zu finden. Damit wurde ggzelass bei keiner der Kontrollprob
die Mutation vorliegt.

Beim ebenfalls an einer Ataxie erkrankten Vates Batienten konnte dur Sequenzierung
der gleiche heterozygote Basenaustausch in Exas PRKCG-Gens nachgewiesen werd:
Andere betroffene Familienmitglieder standen fle dnolekulare Testung nicht z
Verfuigung (Nolte et al., 200).
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4.3.1.3. Konserviertheit der mutierten AS
Die G63V-Mutation liegt in der hochkonservierten STyRegion der Cl-Doméane. In der
Abbildung 14 wurden Teile der C1 Domane von Mitdéen der humanen PKC-Familie

verglichen. Der konservierte Glycin-Rest findehsauich bei anderen Species.

Mutation Exon 2
PKCy Mensch 51-HCTDFIWG-I GKQBLQCQVC SFVVHRRCHE
PKCx Mensch 52-HCTDFIWG-F GKQBFQCQVC CFVVHKRCHE
PKCB Mensch 52-HCTDFIWG-F GKQBFQCQVC CFVVHKRCHE
PKCO Mensch 174-VCKDFVWG-L NKQEYKCRQC NAAIHKKCID
PKCe Mensch 185-HCRDFIWGVI GKQEYQCQVC TCVVHKRCHE
PKCnh Mensch 186-HCREFIWGVF GKQ&YQCQVC TCVVHKRCHH
PKCO Mensch 175-VCHEFVWG-L NKQEYQCRQC NAAIHKKCID
PKCy Hase 51-HCTDFIWG-I GKQ&LQCQVC SFVVHRRCHE
PKCy Rind(Fragm.) ---HCTDFIWG-I GKQELQCQVC SFVVHRRCHE
PKCy Ratte 51-HCTDFIWG-I GKQGLQCQVC SFVVHRRCHE

Abbildung 14: Anordnung der AS-Sequenzen der Cysgiéh verschiedener Isoenzyme von PKC sowie PKC
aus verschiedenen Organismen. Mit rot markiertigiamér hochkonservierte AS Glycin (G) (Sequengen
WwWw.uniprot.org)

4.3.1.4. Symptome

Der 1961 geborene Patient entwickelte 1995 eind¢odgsBewegungsstorung des rechten
Arms, die sich v.a. als Schreibkrampf aulerte. Adém litt er seit Kindheit an
Gangunsicherheit, Gleichgewichtsstorungen und damggsam progredienten Dysarthrie. Ein
1997 durchgefiihrtes MRT zeigte eine cerebellar@pktie. 2001 trat eine Progression der
Dystonie im rechten Arm auf. Bei der neurologischiriersuchung fielen Gangunsicherheit,
Nystagmus, Dysarthrie, Schluckstérungen und hessigee Sehnenreflexe der oberen und
unteren Extremitaten auf, die auch bei der MesslamgNervenleitgeschwindigkeiten sichtbar
waren. In einem zweiten MRT konnte keine Progresdier cerebellaren Atrophie festgestellt
werden. Laborparameter waren unaufféallig, auch Slagening auf Autoimmunkrankheiten
und Morbus Wilson war negativ. Vitamin B12 und Viia E lagen im Normbereich. In der
Liguoruntersuchung und im Elektroenzephalogramm QEE zeigten sich Kkeine

Auffalligkeiten.

4.3.1.5. Familiengeschichte

Die Familienanamnese ergab Hinweise auf eine Garigatind Gleichgewichtsstérung bei

Vater und Tante, die im Alter von 50 bzw. 45 Jahaeftraten. Aul3erdem leidet der Cousin
des Patienten an Dysarthrie und Gangataxie. Sosweflante als auch der Cousin wiinschten

zum Zeitpunkt der Untersuchung keine weitere Ahkigr Der Patient hat drei Kinder,
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gesunde Zwillingstochter und einen 14-jahrigen Salen erst mit 17 Monaten zu laufen und
mit 3,5 Jahren zu sprechen begann. Zum jetzigenputdit zeigt der Sohn leichte

Gleichgewichtsstérungen und eine geringe DysartBréeeine Untersuchung bei Kindern nur
dann erfolgen sollte, wenn sich aufgrund des Engsbs therapeutische Konsequenzen
ergeben (Zerres, 2003), wurden die Kinder des Ratienicht molekulargenetisch untersucht.

Die Abbildung 15 zeigt den Stammbaum der Familie.
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Abbildung 15: Stammbaum der Familie mit Mutation Bxon 2 desPRKCG-Gens. Schwarze Symbole
kennzeichnen betroffene Personen. Der Index-Pasentit einem Pfeil markiert.

4.3.2. Exon 4

4.3.2.1. Mutationsnachweis in Exon 4

Im Exon 4 deRKCG-Gens wurde bei einem der 26 Studienteilnehmer leeneits bekannte
Mutation nachgewiesen. An cDNA-Position 301 findieh ein heterozygoter Austausch von
C zu T. Dieser Austausch wurde bei zwolf Mitgliedeginer amerikanischen Familie
hollandischen und englischen Ursprungs beschri¢Geen et al., 2003) und fuhrt zu einer
Alteration der AS-Sequenz an der Position 101, @& wtspringliche Codon CAC durch die
Mutation an der ersten Position zu TAC verandertwstatt der hydrophoben AS Histidin
(H) wird die hydrophile AS Tyrosin (Y) eingebautieDBezeichnung fiir die Mutation lautet
H101Y. Der AS-Austausch befindet sich in der retpriachen Cys2-Region von PKC
Abbildung 16 zeigt das Elektropherogramm unsere&13cPatienten mit nachgewiesener
Mutation in Exon 4.
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Abbildung 16: Sequenzanalyse von Exon 4 &¥KCG-Gens. Dargestellt ist der heterozygote C zu T
Austausch. Unterhalb der DNA-Sequenz ist die ASuBag mit der Alteration im Codon 101 angegeben.

4.3.2.2.Analyse eines Kontrollkollektivs

Da die Mutation bereits von einer anderen Arbeitgge als krankheitsverursachend
beschrieben wurde (Chen et al. 2003), konnte aef Tddstung eines Kontrollkollektivs
verzichtet werden. Familienangehorige unseres iatiestanden fur eine Mutationsanalyse

nicht zur Verfigung.

4.3.2.3. Konserviertheit der mutierten AS
Diese Mutation befindet sich in der regulatoriscli@hrDomane in der Cys2-Region. Die

ursprungliche AS H liegt in einer hochkonservierggygion (Abb.17).

Mutation Exon 4
PKCy Mensch 91-GPQTDDPRNK BKFRLHSYSS PTFCDHCGSL
PKCx Mensch 92-GPDTDDPRSK BKFKIHTYGS PTFCDHCGSL
PKCB Mensch 92-GPASDDPRSK BKFKIHTYSS PTFCDHCGSL
PKCO Mensch 221-QKERFNIDMP BRFKVHNYMS PTFCDHCGSL
PKCe Mensch 233-GSQRFSVNMP BKFGIHNYKV PTFCDHCGSL
PKCn Mensch 235-AEQRFGINIP BKFSIHNYKV PTFCDHCGSL
PKCO Mensch 222-HKERFKIDMP BRFKVYNYKS PTFCEHCGTL
PKCYy Hase 91-GPQTDDPRNK BKFRLHSYSS PTFCDHCGSL
PKCy Rind(Fragm.) ---GPQTDDPRNK B®KFRLHSYSS PTFCDHCGSL
PKCy Ratte 91-GPQTDDPRNK HKFRLHSYSS PTFCDHCGSL

Abbildung 17: Anordnung der AS-Sequenzen der Cysgiéh verschiedener Isoenzyme von PKC sowie PKC
aus verschiedenen Organismen. Mit rot markiertiugiomar hochkonservierte AS Histidin (H) (Sequemzen

WWW.uniprot.org)



Ergebnisse 56

4.3.2.4. Symptome

Der Patient entwickelte wéhrend der Schulzeit einesicheren Gang und einen M. Darier.
Im Alter von 38 Jahren traten depressive Episoded aine paranoide Psychose auf.
Gangataxie und Tremor der Hande, die laut Patargdam progredient waren, fielen mit 42
Jahren auf. Ein durchgefihrtes MRT zeigte eine bmdi@re Hypoplasie. Weitere
neurologische Untersuchungen wurden damals beiRkienten nicht durchgefihrt, da man
die Symptome als Nebenwirkungen der Medikamenteemedie paranoide Psychose
betrachtete. Der Patient starb 2002 im Alter vorddi@ren an einer Kardiomyopathie, so dass

keine weitere Diagnostik moglich ist.

4.3.2.5. Familiengeschichte

In der Verwandtschaft traten bei dem Grol3vater dewh Onkel Bewegungsstérungen auf.
Uber die Mutter des Patienten sind keine Informmio bekannt. Zum Diagnosezeitpunkt
waren alle betroffenen Verwandten bereits verstarbdie folgende Abbildung
veranschaulicht den Stammbaum der Familie (Abb.18).
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Abbildung 18: Stammbaum der Familie mit Mutation Exon 4 desPRKCG-Gens. Schwarze Symbole
kennzeichnen betroffene Personen. Es lagen keimsdtien Daten zu 11/2 vor. Der Index-Patient ist @inem
Pfeil markiert.

4.4. Zusammenstellung der nachgewiesenen Sequenatigihen

In Tabelle 18 werden die in dem untersuchten Ptatidwollektiv gefundenen Abweichungen
von der WT-Sequenz und deren Auswirkungen auf di8-S&nthese noch einmal

zusammengefasst. Krankheitsverursachende Mutat&gindnn rot dargestellt.
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Tabelle 18: Ubersicht tiber die verschiedenen Ableigen von der Wildtypsequenz

Exone und ihre Abweichung vom Wildtyp
flankierenden Bereiche
1 C—-T
C.72C>T, (p.A24A)
2 G-T
€.188G>T, (p.G63V)
3 C->T
c.207C>T, (p.C69C)
4 A—C
IVS3-66A>C
C—T
c.301C>T, (p.H101Y)
5 Keine
6 T—>C
c.567T>C, (p.N189N)
G—-T
IVS6+14G>T
7 Keine
8 Keine
Keine
10 C—o>T
Int9-95C>T
11 G- C
IVS10-92G>C
G- C
IVS10-86G>C
12 Keine
13 Keine
14 Keine
15 Keine
16 InsT
IVS16+39/40insT
17 T—» G
IVS17+29T>G
18 Keine
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit SCAXIner autosomal dominant vererbten
Erkrankung, die durch Ataxie, Dysarthrie und waitemeurologische Symptome
charakterisiert ist. SCA14 wird durch Mutationen RRKCG-Gen, welches fir die PKC
codiert, verursacht. Da die regionale Verteilung ei@zelnen SCA-Subtypen aufgrund von
Grunder-Effekten unterschiedlich ist und zum Zeitguder Studie noch keine SCA14 Falle
in Deutschland nachgewiesen waren, wurde fir die Vorliegende Arbeit ein Kollektiv an
Ataxie-Patienten zusammengestellt. Die Familienigiebte der ausgewahlten Patienten weist
auf eine autosomal dominant vererbte Bewegungssgonuit nur langsamem Fortschreiten
der Erkrankung hin, zudem konnten bei allen Pagrent die
Trinukleotidexpansionserkrankungen SCA1, SCA2, SCF3A6 und SCA17 ausgeschlossen
werden. Ziel dieser Arbeit war es nun, die 26 awsdpten Patienten auf Mutationen im
PRKCG-Gen als Ursache fir deren Symptome zu untersughénn diesem Zusammenhang
festzustellen, ob SCA14 auch bei deutschen ADCAeR@n verbreitet ist.

5.1. Haufigkeit von SCA14

Genaue Angaben Uber die Haufigkeit der SCA14 liegen jetzigen Zeitpunkt nicht vor, da
aufgrund der milden Auspragung der Erkrankungen ded klinisch nicht eindeutigen
Phanotyps wahrscheinlich eine hohe DunkelziffeB@#A14 Fallen existiert. Zusatzlich durch
die aufwandige Testung erschwert, wurde bishebeuwenigen Patienten SCA14 detektiert.
Schéatzungen uber die Haufigkeit der SCA14 variieven Pravalenzen von weniger als
einem Prozent (Chen et al., 2005, updated 2010zbiannéhernd vier Prozent (Verbeek et
al., 2005a) der ADCA.

In dieser Arbeit wurden aus einer Gruppe von 358x&tPatienten 26 Personen aufgrund
ihrer Familienanamnese und der klinischen Symptibmatorselektioniert. Bei den
untersuchten Personen konnten zwei verschiedenatiwign im PRKCG-Gen detektiert
werden.

Es existieren Arbeiten, in denen eine geringeres®lektion von ADCA Patienten fur die
nachfolgende Testung von SCA14 erfolgte. Dalski Mhidrbeiter testeten 208 Patienten und
konnten eine Mutation detektieren (Dalski et al0@&). Morita und Mitarbeiter untersuchten
148 Ataxie-Patienten, unter denen sich auch spsrhdiFalle befanden, und konnten eine
SCA14 Erkrankung nachweisen (Morita et al., 2006).
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Klebe und Mitarbeiter testeten 284 Patienten auABL und konnten finf Mutationen

identifizieren (Klebe et al., 2005). In der Arbeibn van de Warrenburg und Mitarbeitern
erfolgte die Untersuchung von 24 vorselektioniefenson. Bei einer Familie konnte SCA14
nachgewiesen werden (van de Warrenburg et al.,)2003

Beim Vergleich der oben beschriebenen Beispiele derdAuswahl der Patienten in dieser
Arbeit kann man erkennen, wie bedeutend eine Vekseh, d.h. der Ausschluss anderer
bekannter Ataxie-Erkrankungen und die Einbezieheimgs milden Krankheitsverlaufs, fur

die Nachweiswahrscheinlichkeit von SCA14 ist.

5.2. Genetik der SCA14

5.2.1. Identifizierte Mutationen ilBRKCG-Gen

H101Y-Mutation in Exon 4

Bei einem der 26 Studienteilnehmer wurde die beteamhutation H101Y nachgewiesen.
Diese Mutation wurde bereits 2003 bei zwdlf Mitdeen einer nicht mit unserem
Indexpatienten verwandten amerikanischen Familsehrgeben.

Bei der Mutation handelt es sich um einen C zu Kldhtidaustausch in Exon 4 deRKCG-
Gens, der zu einer Anderung der AS-Sequenz fuhatt $listidin wird an Position 101
Tyrosin eingebaut. Chen und Mitarbeiter konnten 182 gesunden Kontrollpersonen (384
Chromosomen) diesen Austausch nicht lokalisierend urolgerten so einen
pathophysiologischen Effekt dieses Austauschesr{@hal, 2003).

Exon 4 ist evolutionér in allen Saugetieren, Verdédn und in allen Cys2-Regionen der PKC-
Familie konserviert. Die H101Y-Mutation, die beisemem Studienteilnehmer und bei den
Erkrankten der amerikanischen Familie nachgewiesemrde, liegt in dieser
hochkonservierten Region, so dass es sehr wahndicheist, dass eine Mutation in Exon 4
das Erscheinungsbild von SCA14 auslosen kann (ABb.Weiterhin zeigte sich im
»Solution-Structure Modeling”“, dass das Rulckgrat dritierten PK@ im Gegensatz zum
WT-Protein instabil war (Chen et al., 2003).

Sowohl die Erkrankten innerhalb der amerikanisch&amilie als auch unser
Studienteilnehmer wiesen eine langsam progrediémdgie und eine im MRT bestétigte

cerebellare Hypoplasie auf. Aufgrund des TodesRigenten waren keine weiterfihrenden
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neurologischen Untersuchungen mdglich. Daher kaicht rausgeschlossen werden, dass
neben den in 4.3.2.4. beschriebenen Symptomen weitére vorhanden waren.

Bei Patienten der amerikanischen H101lY-Familie kanmusatzlich Dysarthrien und
Augenbewegungsstérungen wie Nystagmen vor. DagRadthalten der einzelnen Personen
war nicht einheitlich und variierte von abgeschwidais gesteigert. Weitere Symptome wie
z.B. Myoklonien oder mentale Retardierung kamemtmior. Insgesamt zeigte sich bei den
Erkrankten der amerikanischen SCA14-Familie einemilde Symptomatik (Brkanac et al.,
2002; Chen et al., 2003).

Im Gegensatz dazu trat bei dem in dieser Arbeithrgsbenen Patienten zusatzlich ein
Tremor beider Hande auf. AuRerdem litt er an degvea Episoden und an einer paranoiden
Psychose (Nolte et al., 2007b). Es ist allerdimgglich, ob diese Symptome auf die Mutation
im PRKCG-Gen zurlickzufihren sind, denn der Studienteilnehlitie zusatzlich an M.
Darier, einer autosomal dominant vererbten Haubdmkuing, bei der neben
Hauterscheinungen sehr selten auch psychiatrisgimept®me wie bipolare Stérungen,
Schizophrenie oder Psychosen auftreten konnen &ahd Srivastava, 2005). Ungewiss ist,
ob die psychiatrischen Zeichen des Patienten mahdd. Darier bedingt sind oder inwieweit
auch SCA14 daran beteiligt ist, denn auch bei SCBd4ankten kdnnen Depressionen
auftreten (Chen et al., 2005). Denkbar ware, d&3418 die durch M. Darier aufgetretenen
Symptome aggraviert.

Im Codon 101 wurden zwei weitere Mutationen nachgsen, die die AS Histidin betreffen.
In einer portugiesischen Familie wurde ein Austauson C zu G des Nukleotids 303
entdeckt. Anstelle von Histidin wird Glutamin eimgeit (Alonso et al., 2005). In einem
sporadischen Fall wurde eine 6-Bp-Deletion gefund@adurch werden Lysin und Histidin
deletiert (Chen et al., 2005). Histidin 101 schein ,Hot Spot*“ fir Mutationen zu sein, denn
dieses Codon ist bis jetzt am haufigsten von Altenan betroffen (Nolte et al., 2007b).

Auch bei den Betroffenen der beiden zuletzt geremMutationen in Codon 101 wurde eine
milde, rein cerebellare Symptomatik festgesteliheFAusnahme bildet der Studienteilnehmer
dieser Arbeit, dessen psychiatrische Zeichen dictDarier bedingt und dessen Tremor
auch eine Medikamentennebenwirkung sein kénntee Eianotyp-Phénotyp-Korrelation ist
bei der kleinen Anzahl an Erkrankten jedoch prolagsch.

Zusammenfassend weisen die in dieser Arbeit erfb&funde und die anderer Gruppen
darauf hin, dass die Mutation H101Y den PhanotppreSCA14 verursacht.
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G63V-Mutation in Exon 2

Bei einem der 26 Patienten, die im Rahmen dieséeifiuntersucht wurden, wurde eine
bisher unbekannte Mutation entdeckt. Im Exon 2 deRKCG-Gens wurde ein
Nukleotidaustausch von T zu G nachgewiesen, deA8iSequenz verandert. Anstelle von
Glycin wird an Position 63 Valin eingebaut (G63\Buch bei dem erkrankten Vater des
Indexpatienten konnte die G63V-Mutation identifizigverden. Diese Variante in der AS-
Sequenz konnte bei 130 neurologisch gesunden Kipgrsonen nicht nachgewiesen
werden.

Die G63V-Mutation liegt in der hochkonserviertens@yRegion der C1-Domane von PKC
Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass desmdérung der AS-Sequenz den
Phanotyp von SCA14 verursachen kann (Abb.14).

Des Weiteren wurde der Algorithmus des computetgetein Programms SIFT verwendet,
um festzustellen, ob der hier nachgewiesene ASatigsh einen Einfluss auf Struktur und
Funktion von PK@ hat. Dieser beruht auf dem Vergleich einer Sequamzdhnlichen
homologen und orthologen Sequenzen und untersdhaidend von Wahrscheinlichkeiten
tolerierte von nicht tolerierten AS-Substitutionéviit Hilfe des SIFT-Programmes (Ng und
Henikoff, 2001) konnte errechnet werden, dass deu & Austausch an der Position 63 nicht
toleriert wird. Aus diesen und den oben genanntain@n ist es sehr wahrscheinlich, dass
die G63V-Mutation SCA14 auslost (Nolte et al., 2807

Uber die physiologischen Auswirkungen der G63V-Mota konnen nur Hypothesen
aufgestellt werden. Die AS-Abfolge der Cysl- undZyRegion dePRKCG-Gens zeigt, dass
die AS Glycin an Position 63 der Cysl-Domane mitais Glycins an Stelle 128 der Cys2-
Region korrespondiert. Im ,Solution-Structure Madgt konnte vorhergesagt werden, dass
Mutationen an Position 128 indirekt die Form deomolester-Bindungsstelle verdndern und
damit die Bindungsaffinitat fir Phorbolester reduen (Chen et al., 2003). Aus diesem
Grund koénnte sich auch die G63V-Mutation der Cysiiiane auf die
Phorbolesterbindungsaffinitat auswirken (Noltelet2007a).

Zusatzlich zu der oben beschriebenen G63V-Mutatiod mit den Mutationen R41P (Chen
et al., 2005) und C77S (Wieczorek et al., 2007)visghen drei Verdnderungen innerhalb der
Cysl-Region bekannt. Die klinischen Symptome déeRi@n variieren.

Unser Indexpatient weist eine seit der Kindheitgpessive Gangataxie, Balancestérungen,

Dysarthrie und Nystagmus auf. Auch seine Reflexed svermindert. Zusatzlich zur
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cerebellaren Symptomatik fallen Schluckstérunged ame Dystonie im rechten Arm, die

sich v.a. als Schreibkrampf &ul3ert, auf.

Die von Chen und Mitarbeitern identifizierte Mutati R41P 16st bei den betroffenen

Personen eine leichtere Symptomatik mit Gangatakigsarthrie und einem spateren

Erkrankungsbeginn aus. Auch bei der von Wieczorekl Mitarbeitern beschriebenen

Patientin mit der Mutation C77S trat die cerebell&ymptomatik erst im Erwachsenenalter
auf. Daneben litt die betroffene Person noch aneraidn depressiven Episoden, die weder in
dieser Arbeit noch bei Chen und Mitarbeitern bestten wurden. Bei allen Patienten mit

einer Mutation in der Cysl-Region liel3 sich im MRihe cerebellére Atrophie nachweisen
(Chen et al., 2005; Wieczorek et al., 2007). Inagdszeigt sich bis auf die cerebellare

Symptomatik kein einheitliches Krankheitsbild. Adengs scheint aufgrund der kleinen

Anzahl an betroffenen Personen eine Genotyp-Phastiyrelation problematisch.

Die drei verschiedenen Mutationen in der Cysl-Dagnzgigen, dass auch in dieser Region
SCA14 verursachende Mutationen auftreten kbnnemnwach seltener als in der Cys2-

Domane.

5.2.2. Identifizierte Polymorphismen iIRRKCG-Gen

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnten mehrere migohe und exonische SNPs
nachgewiesen werden, die in der Literatur beredtsabnt sind. Die Auftretenshaufigkeiten,
soweit sie angegeben waren, ahneln denen in di8sedie. Aufgrund des Kkleinen
Patientenkollektivs von 26 Patienten ist es niclitgich, diesbezuglich eine signifikante
Aussage zu treffen. Dennoch scheint die untersu8ttelienpopulation hinsichtlich des
genetischen Hintergrunds vergleichbar mit dem dermdlbevélkerung von Amerikanern
europaischen  (CSHL-HAPMAP: HapMap-CEU) oder afrisehen  Ursprungs
(APPLERA_GI: AGI_ASP population) zu sein. AndereyPaorphismen, die nur sehr selten
auftreten, konnten in dieser Arbeit nicht lokaliserden. Dies kann an der verhaltnismafig
kleinen Stichprobe liegen, die von uns untersuainte.

Zusatzlich trat in dieser Arbeit in Exon bzw. intrbn 6 eine Kopplung der beiden SNPs
rs3745406 und rs3745405 auf. Da zwischen den b&8#Ps nur 132 Basenpaare liegen, ist
eine gekoppelte Vererbung maglich.

AulRerdem zeigten sich zwei bisher nicht bekanmiPsS Beide liegen in intronischen

Bereichen. Der erste Polymorphismus liegt in de$ 10 an Position -86, d.h. vor dem 5°
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Anfang von Exon 11. Der Zweite befindet sich inrémt 17 an der Stelle +29, d.h. nach dem
3' Ende von Exon 17.

SNPs in konservierten Bereichen eines Introns kdnerch Beeintrachtigung der
SpleiRreaktion entweder zu ,Exon Skipping“ fuhrbai dem ein komplettes Exon zusammen
mit den benachbarten IVS aus der transkribiertequ&ez entfernt wird, oder zu ,Intron
Retention”. Hier wird ein Intron nicht aus der hegenen nukledren RNA entfernt. Solche
hoch konservierten Sequenzen sind die GT — AG Nukle, die am Beginn der 5° Seite bzw.
am Ende der 3' Seite der IVS stehen. Ebenfalls &t sind die die SpleiRdonor- (5°) und
SpleiRakzeptor-(3‘)Nukleotide  umgebenden  Exon-  undntronsequenzen, die
SpleiRverzweigungsstelle, die ca. 40 Nukleotiderlodle des Spleil3akzeptors liegt, und ein
Polypyrimidin-Abschnitt, der zwischen der 3 Speile und der Verzweigungstelle liegt
(Berget, 1995; Lim und Burge, 2001; Strachan unddRr2005).

Die in dieser Arbeit identifizierten neuen SNPgéa in keinem der genannten Bereiche, so

dass es sich um Varianten ohne pathophysiologiséffekt handelt.

5.2.3. Verteilung bekannter/neuer MutationenrARKCG-Gen

Wie in der Einleitung beschrieben, enthalt BK<@er konservierte (C1-C4) Regionen, wobei
diese in eine regulatorische (C1-C2) und katalies¢C3-C4) Doméne gegliedert werden
kénnen. Fur die Aktivierung sind in erster Linieedin der C1l-Region liegenden zwei
cysteinreiche Regionen (Cysl und Cys2) und dieein@-Doméne enthaltenen multiplen
Aspartat-Reste notwendig, die Calcium {Gdonen koordinieren. In der katalytischen
Einheit liegt die ATP-Bindungsstelle (C3), die Pplattransferregion (C4) und die
Substratbindungsstelle (C4).

Bis Dezember 2009 waren 23 verschiedene MutationedPRKCG-Gen bekannt, die SCA14
auslosen. 15 davon befinden sich in der C1 Domanern Cys2-Region, die auf DNA-Ebene
in erster Linie von Exon 4 und 5 codiert wird. Zomsaen mit dem unter 4.3.2. beschriebenen
Patienten weisen 18 Familien bzw. ca. 83 PersonetatMnen in dieser Doméne auf.
Insgesamt sind 25 Familien bzw. ca. 121 Persone®CG#il4 erkrankt. Das heil3t, dass ca. 70
Prozent aller SCA14-Félle Mutationen im Cys2-Benetcagen. Daraus folgt, dass dieser
Bereich anfallig fir Mutationen zu sein scheintiodass v.a. Mutationen in dieser Region so
geringe Auswirkungen haben, dass sie lebensfahigusid damit ,sichtbar® werden.
Betrachtet man die Verteilungshaufigkeit von Muwagn im gesamte®RKCG-Gen, so

wurden 13 Mutationen in Exon 4 nachgewiesen. EimsoBderheit ist, dass in Exon 4
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lokalisierte Mutationen weltweit unabhangig voneider aufgetreten sind. Ein Beispiel ist
die AS-Position 128 des Exon 4, an der sowohl mreamerikanischen (Chen et al., 2003)
als auch bei einer japanischen Familie (Moritalet2006) ein Austausch von Glycin zu
Aspartat nachgewiesen werden konnte. In der vomExoodierten Region finden sich vier
weitere AS-Positionen, die zwei verschiedene Mateh aufwiesen kdnnen: An der Position
119 kam ein Austausch von Serin durch Prolin (Cle¢éral., 2003) oder Phenylalanin
(Hiramoto et al., 2006), an der Position 123 vogdal durch Arginin (Klebe et al., 2005)
oder Glutamat (Klebe et al., 2005) und an der RogiB1 von Cystein durch Arginin (Dalski
et al., 2006) oder Tyrosin (Klebe et al., 2007).vAil diese Mutationen zeigen, dass
insbesondere innerhalb von Exon 4 bestimmte Pasitioelative ,Hotspots® flir Mutationen
sind (Chen et al, 2005 updated 2010).

Auch an Position 101 waren bisher sowohl ein Austhuder AS Histidin durch Tyrosin
(Chen et al., 2003) als auch durch Glutamin (Aloasa@l., 2005) bekannt. In dieser Arbeit
konnte die bereits durch Chen und Mitarbeiter detele H101lY Mutation bei einem
duetschen Patienten nachgewiesen werden. Bis zutigée Tag ist die Position 101 die am
haufigsten durch Mutationen betroffene Stelle ihaty desPRKCG-Gens.

Von den acht anderen Mutationen PRKCG-Gen liegen drei in der Cysl-Region: R41P
(Chen et al., 2005), G63V (diese Arbeit) und C7WBeczorek et al., 2007). Drei Weitere
befinden sich in der V5-Region, wobei F643L (Stemagt al., 2004) in der konservierten
Region des ,Turn Motifs* liegt. Die beiden andeidntationen, V692G (Klebe et al., 2005)
und M6971-Ex13(c.2089-2192del) (Asai et al., 200%nden sich im hochvariablen
carboxyterminalen Ende des Enzyms (Steinberg, 2@8)letzten zwei Mutationen, G360S
(Klebe et al., 2005) und S361G (Chen et al., 2008)en an der ATP-Bindungsstelle der
Kinase-Doméne (Hug und Sarre, 1993).

Auffallig ist, dass bisher in bestimmten Regionegink Verdnderungen der AS-Sequenz
detektiert werden konnten. Dies kann verschiedersadhen haben. Ein Austausch kann so
geringe Auswirkungen auf die Funktion von PKRaben, dass die Mutation nicht pathogen
ist, also keine Erkrankung verursacht wird. Dieark@ v.a. fur nicht sehr hoch konservierte
Regionen zutreffen, in denen eine Punktmutation Hignktion des Enzyms wenig
beeinflussen wirde.

Ein Beispiel hierfur kénnte die C2-Domane sein, wba Exon 5 (hach der C150F-Mutation)
bis Exon 8 codiert wird (Steinberg, 2008). DiesgiBe ist in vielen Proteinen wie z.B. in der
Proteinkinase C oder der Phospholipase C in aterlitruktur vorhanden und zeigt immer

die gleiche tertiare Anordnung von antiparallef&trangen und verbindenden Schleifen.
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Dennoch ist die Doméane in ihrer AS-Sequenz sehalvar (Cho, 2001). Mutationen der C2-
Region, die bisher in Versuchen eine Veranderungeteymaktivitat von Isoenzymen von
PKCy hervorgerufen haben, liegen an hochkonserviertesitiBnen (Medkova und Cho,
1998; Edwards und Newton, 1997). Dies konnte daframiveisen, dass auch bei PKC
innerhalb der C2-Domane nur Mutationen an hochkueregen Stellen eventuell SCA14
auslosen konnen und dies der Grund ist, warumeseti Bereich bisher keine Mutationen
detektiert werden konnten.

Ein anderer Grund, warum in bestimmten Regionen Keichweis von Mutationen gelungen
ist, kdnnte eine so starke Veranderung der Eigetfohvon PK@ sein, dass diese letal ist
oder aufgrund eines so schweren Phanotyps nict8@#sl4 klassifiziert wird. Ein Beispiel
hierfir konnte die katalytische Doméane sein, di@meeihohe Sequenzhomologie mit
verwandten Kinasen und Uber 60 Prozent Sequeng#teminerhalb der PKC-Familie
aufweist (Xu et al., 2004; Grodsky et al., 2006).

Exon 10 beispielsweise codiert unter anderem férAdiP-Bindungsstelle. Dort verursachen
zwei Mutationen SCA14. Auf Proteinebene wird an A8rPosition 360 Glycin gegen Serin
getauscht und an der Position 361 Serin gegen GhBiese beiden AS sind in ihren
Eigenschaften relativ &hnlich (Grantham, 1974;®iaa und Read, 2005). Dennoch ist dieser
Austausch, der durch Mutationen im Exon 10 verursadrd, krankheitsauslosend. Dies
konnte bedeuten, dass ein Austausch von AS, dre guiendlegend in ihren Eigenschaften
unterscheiden, an den konservierten Stellen zu eingrof3en Funktionsbeeintréchtigung der
Kinase fuhrt. Ein Beispiel hierfir lasst sich bar K@, einem weiteren Isoenzym von
PKCy, finden: Mutationen in hochkonservierten Bereickden Kinasedomane koénnen bis zur
katalytischen Inaktivitat von PKCfuhren (Xu et al, 2004). Es kdnnte sein, dass singrol3e
Beeintrachtigung der Enzymfunktion bei Menscherhinimehr mit dem Leben vereinbar ist

oder einen anderen Phanotyp als SCA14 verursacht.

5.3. Zellphysiologische Auswirkung von PK@ Mutationen

Es gibt drei mdgliche Mechanismen, die die Auswigen der Mutationen auf die einzelnen
Zellen und damit die Entstehung von SCA14 erkl&@&mten. Die Mutationen kénnten durch
Zugewinn einer Funktion, die toxisch fiur die Zei&, durch reinen Funktionsverlust von
PKCy oder durch Funktionsverlust, der zusétzlich einegativen Effekt auf die endogene
PKCy hat, SCA14 auslésen.
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5.3.1. Zugewinn einer toxischen Funktion

Fur den Zugewinn einer toxischen Funktion von RKpricht die Aggregatbildung, die von
Seki und Mitarbeitern gefunden wurde. In Zusammaghait diesen Aggregaten sank die
Loslichkeit von PK@. Dies fiihrte zu einer Erniedrigung der Aktivitaesd Enzyms.
Aul3erdem stieg parallel zur Expression auch die RatZellen, die in Apoptose Ubergingen
(Seki et al., 2005). Passend zu dieser Theorie avurd einer Studie bei normalem
Expressionslevel von PKGeine mit der Zeit abnehmende Proteinmenge gemedigedurch
den Einschluss in Aggregate verursachte sein k@isaso et al., 2005).

In einer zweiten Studie stellten Seki und Mitarbeitest, dass die Aggregate zu einer
Anlagerung von Ubiquitin fihren. Das Ubiquitin-Rrasom-System (UPS) dient der
Degradation von z.B. falsch-gefalteten cytosolischieroteinen. Die Anlagerung von
Ubiquitin fUhrt zu einer erniedrigten Aktivitat d&fPS im restlichen Cytoplasma. Durch die
verminderte UPS-bedingte Proteindegradation dewietein den Zellen die Einleitung der
Apoptose an. Diese Kaskade spricht dafiir, dass 8Cdkch einen Funktionszugewinn
entstehen konnte, der toxisch fur die Zelle ise Bnlagerung von Ubiquitin konnte nur bei
zwei (S119P, G128D) der vier untersuchten Mutationechgewiesen werden. Diese beiden
Mutationen liegen in der Cys2-Domane. Bei einereaed Mutation (S119F) der Cys2-
Region zeigte sich keine signifikante Ubiquitinagdeung (Seki et al., 2007). Auch bei der in
dieser Arbeit identifizierten Mutation H101Y konnten Seki und Mitarbeitern keine
signifikant vermehrte Aggregatbildung nachgewiesenden (Seki et al., 2005), so dass diese
Kaskade nicht der ausschlaggebende Pathomechanisondern vielleicht ein Nebeneffekt
(Lin und Takemoto, 2007) sein konnte. Aul3erdem waréuch bei einer post mortem
durchgefuhrten immunhistochemischen Untersuchursg@irebellums keine Einschlisse in
den Purkinje-Zellen entdeckt (Chen et al., 2003).

Kidrzlich wurden Aggregate ohne exzessive Expressiexogen mutierter PKC
nachgewiesen. Diese konnten sich aber in den wategen Purkinje-Zellen zurtickbilden.
AulRerdem beobachtete man, dass Aggregate zwar plptdse triggern, aber nicht der
kritische Punkt dafir sind (Seki et al., 2009).

Neben der Aggregatbildung wird in der Literatur eeigesteigerte PKfEAktivitat als
Funktions-Zugewinn durch PK@MJutationen diskutiert. Die Erhdhung der Kinaseuaikéiit
wurde durch oxidativen Stress verstarkt. In dedBtwon Asai und Mitarbeitern wurde durch
eine gesteigerte PKCAktivitat die Phosphorylierung von Aprataxin aukige, das bei einer

autosomal rezessiven Ataxie mutiert ist. Dadurchidewie Funktion des Enzyms wie z.B.
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die Reparatur von oxidativen DNA-Schaden beeintigchnd in den betroffenen Zellen eine
verfriihte Apoptose eingeleitet (Asai et al., 2009).

Auch Verbeek und Mitarbeiter beobachteten eine legh&atalytische basale Kinaseaktivitat
der PKG bei Vorliegen von Mutationen in der Cys2-Regionu®rdem konnten sie
nachweisen, dass bei durch Calcium bedingter Adtinig von mutierter PKECim Vergleich
zum WT mehr mutierte Enzyme an die Plasmamembranslozieren. Durch eine
mutationsbedingte Konformationsdnderung konnte eiisinhibition und damit eine
vermehrte katalytische Aktivitdt ausgelost werdederbeek et al., 2005b). Diese
Konformationsanderung wurde in Strukturmodellentdiggt (Chen et al., 2003; Lin et al.,
2007; Verbeek et al., 2008).

5.3.2. Funktionsverlust

In anderen Studien konnte dagegen eine verminden@seaktivitat nachgewiesen werden,
was fur einen Funktionsverlust als Ausloser fur 3@/Aspricht. Verbeek und Mitarbeiter
stellten 2008 fest, dass die Kinasefunktion voreralPKG, die Mutationen in der Cys2-
Region trugen, herabgesetzt ist, obwohl sie einestakte Translokation an die
Plasmamembran zeigten. Dies steht im WiderspructieziStudie von 2005, wobei dort die
PKCy-Aktivitat nicht innerhalb einer lebenden Zelle gessen wurde (Verbeek et al., 2005b).
2008 zeigte sich, dass verschiedene endogene &ghsulie beispielsweise bei der
Zellmigration und bei der synaptischen Plastizdiae Rolle spielen, von mutierten Enzymen
in geringerem Mal3e als durch das WT Enzym phostiearywurden (Verbeek et al., 2008).
Adachi und Mitarbeiter untersuchten 18 PKKlutationen auf Auswirkungen auf die Kinase-
Aktivitat. Bei 15 Mutationen fanden sie eine vegante PKG-Aktivitat. Von diesen liegen
14 Mutationen in der Cl-Doméane und eine (G360S)der katalytischen Region.
Widersprichlich ist, dass zwei benachbarte Mutatio(G360S, S361G), die in der
hochkonservierten Kinase-Region lokalisiert sindinee kontrare Aktivitdtsanderung
verursachen (Adachi et al., 2008). Weitere Untdrangen zur Klarung des Sachverhalts sind
notwendig.

2009 konnten Seki und Mitarbeiter eine vermind@iri@nslokation des mutierten Enzyms an
die Plasmamembran nachweisen, was fur einen Funskolust der PK¢ sprechen konnte.
Die Translokation der PKCist eines der Schlusselmomente fur die Signalthaktson in
Purkinje-Zellen. Dies konnte die Fehlentwicklungr dBendriten, die von Seki und

Mitarbeiten beobachtet wurde, erklaren. Die Felediung drickt sich u.a. durch eine
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behinderte Reifung und in einer Verminderung vondiigischen ,spines” aus, die oft in der
frihen Phase von neurodegenerativen Erkrankundgendgn wird (Seki et al., 2009).

Lin und Mitarbeiter zeigten an neuronalen Zellkigty dass oxidativer Stress eine
Aktivitatsminderung des mutierten Enzyms bewirktdudie Aktivierung und normale
Funktion von endogener PKQinterdriickt. Dieser dominant negative Effekt fiiuteiner
Dysfunktion von ,Gap-Junctions®, die Apoptose-Signaingehindert an Nachbarzellen
weiterleiten. So l6sen einzelne Zellen, die in digoptose Ubergehen, weitere Purkinje-
Zelldegenerationen aus (Lin und Takemoto, 2007 ¢tial., 2007).

Auch Chen und Mitarbeiter wollten einen dominangatesen Effekt nicht ausschliel3en
(Chen et al.,, 2007). Der Grund fur diese Annahnte dass SCAl4-Patienten einen
schwereren neurologischen Phanotyp aufweisen algat Chen und Mitarbeiter gezlichteten
PKCy-Knockout-Méause (Chen et al., 1995; Verbeek e28l08).

Fur einen dominant negativen Effekt spricht audmssdbei H101Y-mutierten Mausen eine
veranderte Morphologie und ein Purkinje-Zellverlust Gegensatz zu der normalen
Morphologie bei PKg-Knockout-Mausen gezeigt werden konnte. Auch deralegische
Phanotyp war schwerer. In in-vitro-Kulturen des ébailums wurde erneut bei oxidativem
Stress eine Dysfunktion der ,Gap-Junctions” fesgjiigZhang et al., 2009).

Zum heutigen Zeitpunkt ist eine abschlieRende Kigrder Pathogenese von SCA14 nicht
maoglich, da oft nur exemplarisch einzelne Mutationentersucht worden sind. Dennoch
deutet vieles auf einen Funktionsverlust mit dominaegativen Effekt hin. Um zu einer
endgultigen Aussage zu kommen, sind weitere Studig¢mllen bisher gefunden Mutationen

notig.

5.4. Empfehlungen zur molekulargenetischen Testungpn SCA14

Da die Pravalenz von SCA14 in Mitteleuropa bei leideerten ADCA-Patienten zwischen
unter einem und anndhernd vier Prozent liegt (&Gtexh., 2005, updated 2010; Verbeek et al.,
2005), stellt sich die Frage, inwiefern es sinnust| Ataxie-Patienten auf Mutationen im
PRKCG-Gen zu untersuchen. Im Moment ist eine molekulaetjische Testung nur in Form
von Sequenzierungen mdglich, da SCA14 durch vezdelme Punktmutationen oder
Deletionen im PRKCG-Gen ausgelost wird. Folglich kénnen keine komnedlen Kits
verwendet werden und die 18 Exone muissen groderiezeln sequenziert und analysiert

werden. Dieses ist sehr zeit- und arbeitsaufwaadaydamit kostenintensiv.
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Da aber SCA14 autosomal dominant vererbt wirdesstiir einen Patienten sehr wichtig, eine
genaue Diagnose zu erhalten, denn nur bei KenmteisErkrankung ist eine adaquate
genetische Beratung maoglich (Brusse et al., 2007)Rahmen einer solchen Beratung kann
die betroffene Person und deren Familie Uber Symejo genetische Vererbung,
Krankheitsverlauf, Prognose, eventuell méglicherdpien oder auch praventive MaRnahmen
und andere Unterstitzung wie z.B. Selbsthilfegrappérmiert werden. Des Weiteren kann
die Kenntnis der Erkrankung hilfreich sein, um sfoimiert medizinische und personliche
Entscheidungen zu féllen, die die weitere Lebemsplg z.B. in Bezug auf Berufswahl und
Kinderwunsch betreffen (Zerres, 2003).

Die zunehmende Diagnosestellung von SCAl14 bei At®dtienten erhoht die
Wahrscheinlichkeit herauszufinden, welche pathoplygischen Auswirkungen Mutationen
im PRKCG-Gen haben und so zur Entwicklung von Therapiesgiah beitragen. Die
genetische Testung auf SCA14 ist daher sinnvollfgAund der Seltenheit und des
Kostenaufwandes sollten jedoch Bedingungen hidéeSigesetzt werden:

Wenn eine subakute cerebellare Ataxie in der Anaanend der klinischen Untersuchung
festgestellt wurde und im MRT aul3er einer Kleinhtrophie keine weiteren strukturellen
Lasionen nachzuweisen sind, sollte eine Familiemmese zur Klarung des Erbgangs
erhoben werden. Bei autosomal dominant vererbteaxi& sollte eine Stufendiagnostik
erfolgen:

Zunachst wird auf SCA1, SCA2, SCA3 und SCAG6 alstieer der haufigen Trinukleotid-
Expansionserkrankungen getestet. Bei Patienten Retinopathie sollte zuerst SCA7
ausgeschlossen werden. Anschlieend kann auf edisgankungen wie DRPLA, SCAS,
SCA10, SCA12, SCAL17 getestet werden (Brusse eR@07), die ebenfalls einem Repeat-
Expansionsmechansimus folgen. Je nach ethnischemtergiiund und zusatzlichen
Symptomen der Ataxie-Patienten erfolgt die weit@estung: DRPLA v.a. bei Patienten
japanischen Ursprungs oder SCA17 bei Demenz odehadrischen Symptomen (Schols et
al., 2004). Sollte diese Diagnostik ohne Ergebiesbbn, kann ein Punktmutationsscreening
auf der Suche nach den sehr seltenen SCA-Typehgkfithrt werden.

An SCA14 sollte man v.a. bei langsamer Progressi@in, cerebellarem Erscheinungsbild,
axialen Myoklonus und kognitiver oder psychischeemtrachtigung denken (Schdls et al.,
2004; Chen et al., 2005, updated 2010). BEBIRKCG-Mutationsscreening (SCA14) sollte
man zuerst mit der Sequenzierung von Exon 4 unddinben, da hier bisher am haufigsten
Mutationen gefunden wurden. Nachfolgend kénnen waibiteren Exone, in denen bereits

Mutationen nachgewiesen wurden, analysiert werden.
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5.5. Ausblick

In dieser Arbeit konnten zum ersten Mal zwei veisdbne SCAl14-Mutationen in einem
deutschen Patientenkollektiv von 26 Ataxie-Patientachgewiesen werden. Dies zeigt, dass
es sinnvoll ist, aufgrund einer weltweiten Verkwarg im Rahmen einer molekulargenetischen
Ataxie-Diagnostik auch den Nachweis von SCA14 areteh. Eine steigende Anzahl von
identifizierten SCAl4-Patienten kdnnte zukinftig ganaueren Aussagen beziglich der
Genotyp/Phanotyp-Korrelation fuhren. Als Strategimpfiehlt sich eine Testung mittels
Stufendiagnostik (siehe 5.4). Um SCA14 nachzuwewsder auszuschliel3en, sollten zuerst
Exon 4 und 5 sequenziert werden. Dennoch ist esvaoteil alle Exone auf Veranderungen
zu untersuchen, da im Rahmen dieser Arbeit auahMutation im Exon 2 lokalisiert werden
konnte.

Der genaue Pathomechanismus der SCA14 ist bis mmde nicht abschlieend geklart.
Bekannt ist, dass die Erkrankung durch verschiedeaektmutationen imPRKCG-Gen
ausgeldst wird.

Den einzelnen SCA-Typen liegen unterschiedliche awlobhsarten zugrunde wie
Trinukleotidexpansionen oder Punktmutationen. DigAchlichen Mutationen der einzelnen
SCA sind in Genen bzw. Proteinen unterschiedlichstmktion lokalisiert (siehe Tabelle 1).
Es erscheint daher schwierig, einen gemeinsamehofathanismus fur alle SCA zu
postulieren. Es konnte jedoch eine gemeinsame Rapiade vorliegen, bei der es an
individuellen Punkten zu einer Storung der Sigaalduktion kommt. Dies wirde zu einer
Beeintrachtigung der gemeinsamen Endstrecke unkichén klinischen Symptomen fuhren
(Verbeek et al., 2008).

Fur einen gemeinsamen Signalweg verschiedener $téhg dass bei der Autopsie eines
SCAl4-Patienten ein vermindertes Ataxin-1 in demkiie-Zellen nachgewiesen wurde.
Ataxin-1 ist das mutierte Protein bei SCAl. Auch 8€Al-transgenen Mausen wurde eine
veranderte subzellulare Lokalisation und eine Vadarung an PK€nachgewiesen (Skinner
et al., 2001). PKE scheint Ataxin-1 zu phosphorylieren (Verbeek et aD05). Diese
Beobachtungen sprechen fir eine Verknipfung derekotdren Pathomechanismen
verschiedener Ataxie-Typen. Es sind jedoch weit&@tidien notwendig, um den
Pathomechanismus von SCA14 zu verifizieren unceinFalge eventuell einen gemeinsamen
Signalweg mit anderen SCA-Typen identifizieren paken.

Bisher gibt es keine Mdglichkeit, die Ursache fideo die Symptome von SCA14 zu

behandeln. Erst wenn der molekulare Mechanismulysaed ist, besteht die Mdglichkeit,
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therapeutische Angriffspunkte z.B. flir Pharmazeutiku finden. Therapeutische
Maoglichkeiten konnten selektive Inhibitoren odertiklatoren der PKg-Isoform (Verbeek et
al., 2008), Inhibitoren von ,,Gap-Junctions* (Linduifakemoto, 2007), Antioxidantien (Asai
et al., 2009) oder die Inhibition von ER-Stressgdd et al., 2009) darstellen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Kollektiv v@é deutschen Ataxie-Patienten auf das
Vorkommen von SCA14 verursachenden Mutationen satdit. SCA14 ist eine autosomal
dominant vererbte neurologische Erkrankung. Zu tgpischen Symptomen gehdren Ataxie
und Dysarthrie in Kombination mit weiteren neurotmipen und/oder psychiatrischen
Auffalligkeiten. Verursacht wird SCA14 durch Punkttationen oder kleine Deletionen im
PRKCG-Gen, das fur die PKCcodiert.

Bei einem Patienten entwickelte sich wahrend ddruieit ein unsicherer Gang, spéater
kamen depressive Episoden, eine paranoide Psyatioselangsam progrediente Gangataxie
und Tremor der Hande hinzu. Das MRT zeigte einelmdtare Hypoplasie. Der Patient starb
2002 im Alter von 48 Jahren an einer KardiomyopatBiei der Sequenzierung deBKCG-
Gens konnte ein bereits bekannter heterozygoteteldtidaustausch von C zu T an cDNA-
Position 301 festgestellt werden. Daraus resultiertAS-Austausch H101Y.

Ein bisher unbekannter heterozygoter Nukleotidausstia konnte bei einem weiteren
Patienten festgestellt werden. Im Exon 2 BBKCG-Gens konnte ein Basenaustausch G zu T
an cDNA-Position 188 festgestellt werden, durch denAS-Austausch G63V resultiert. Die
gleiche Mutation konnte auch beim Vater des Indegpten, der &hnliche Klinische
Symptome zeigte, nicht aber bei 130 neurologisculggen Kontrollen detektiert werden.
Die G63V Mutation liegt in der hochkonservierten sCyRegion der Cl-Doméane. Der
Algorithmus des computergestitzten Programms Stgabe dass der G zu V AS-Austausch
an der Position 63 nicht toleriert wird. Aus diegeriinden ist es sehr wahrscheinlich, dass
die G63V-Mutation SCA14 in dieser Familie ausl@er Indexpatient leidet seit Kindheit an
Gangunsicherheit, Gleichgewichtsstérungen und daregsam progredienten Dysarthrie. In
der neurologischen Untersuchung fielen eine dys®ewegungsstérung des rechten Arms,
Nystagmus, herabgesetzte Sehnenreflexe und verrtenNervenleitgeschwindigkeiten auf.
Im MRT zeigte sich eine cerebellare Atrophie.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass SCAlder deutschen Bevolkerung auftritt,
die Integration einer SCA14-Testung in die Ataxiedhostik konnte — an geeigneter Stelle
im Rahmen einer Stufendiagnostik — sinnvoll seirer INachweis weiterer/zuséatzlicher
SCA1l4-Mutationen in einem grof3eren Patientenkallekollte angestrebt werden, um eine
Genotyp/Phanotyp-Korrelation erstellen zu kdnnearc® den Nachweis weiterer SCA14-
Mutationen erhofft man sich zunehmendes Verstandigrigpathophysiologischen Prozesse in

der Zelle und letztendlich die Entwicklung von Thgieansatzen.
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7. Summary

In the present survey, 26 German ataxia patientg wested for mutations leading to the
SCA14 phenotype. SCA14 is an autosomal dominantodegenerative disorder. Typical
symptoms include slowly progressive ataxia, dysethnd nystagmus in combination with
additional neurological and/or psychiatric featurd@sint mutations or small deletions in the
PRKCG gene encoding protein kinase C gamma (iPKaEe causative for the development of
SCA14.

One patient experienced an unsteady gait sincedhgdod. Later in life, episodes of
depression, psychosis, a mildly progressive gaikiatand tremor of both hands occured.
Brain MRI showed cerebellar hypoplasia. At the aife48 years, the patient died of
cardiomyopathia. Molecular analysis of tRBRKCG gene revealed a heterozygous C to T
nucleotide exchange at cDNA position 301. The C taansition results in the substitution of
histidine by tyrosine (H101Y). This mutation hasbedescribed previously in an unrelated
SCA14 family.

A novel, so far unknown nucleotide exchange witRRKCG gene was found in another
patient. In exon 2 oPRKCG gene, a G to T transversion was detected, whiaktses the
amino acid exchange of glycine by valine (G63V)eTdame mutation was detected in the
similarly affected father of the patient, but nat 130 neurological healthy controls. The
G63V mutation is located in the highly conservedTyegion of the C1 domain. Computer-
based analysis using the SIFT algorithm predidtadlthe G to V exchange is not tolerated at
amino acid position 63. Therefore, we conclude that G63V mutation is most probably
responsible for the SCA14 phenotype in this fanfiynce childhood, the index patient suffers
from gait ataxia, disturbed balance and a slowbgpessive dysarthria. During neurological
examination dystonia of the right arm, nystagmussrelased tendon reflexes and decreased
nerve conduction velocity were noticed. MRI of tirain showed cerebellar atrophy.

This study demonstrates that point mutations inRRECG gene occure in German ataxia
patients. Therefore SCA14 testing should be intedgranto the ataxia diagnostic schedule.
Future aim is to detect more/additional SCA14 maoitetin a larger patient collective, which
might enable an improved genotype-phenotype-cdioela In addition, elucidation of
pathophysiological processes in the cell and theeggproaches for SCA14 will be a future
challenge.
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