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1. Einleitung
1.1. Ataxie als Symptom

Der Begriff Ataxie, vom griechischen dta&ia, zu Deutsch Unordnung, beschreibt ein
Krankheitsbild, das sich am Einfachsten als ,,Stérung der Koordination von
Bewegungsabldufen, meist infolge eines gestdrten Zusammenspiels verschiedener
Muskelgruppen (Asynergie) und aufgrund falscher Abmessung von Zielbewegungen
(Dysmetrie) beschreiben ldsst (Pschyrembel Klinisches Worterbuch 2017, S. 169). Das
Cerebellum mit seinen afferenten und efferenten Bahnen, Leitungsbahnen und
Schaltstellen in Riickenmark und Basalganglien, sowie die peripheren Nerven sind
essentielle Bestandteile in der Planung und Ausfiihrung von Bewegung und
Gleichgewicht (Bird 2016; Hacke 2016; Akbar und Ashizawa 2015). Akbar und
Ashizawa verwenden fiir diesen Zusammenhang den Begriff eines komplexen
Schaltkreises, Dysfunktionen auf jeder einzelnen Ebene beeintridchtigen dabei die
korrekte Bewegungsausfiilhrung. Es kommt zum klinischen Bild der Ataxie.
Klassischerweise sind Gangstorungen, Dysarthrie, und Stérungen der Okulomotorik
Teil des Symptomkomplexes; auch Dysdiadochokinese, iiberschieBende und
unregelmifige Extremitidtenbewegungen, und Intentionstremor treten gehduft auf. Je
nachdem welcher Abschnitt des Leitungssystems primdr betroffen ist, kommt es zu
unterschiedlichen Krankheitsbildern. Ein Ausfall der sensiblen Afferenzen fiihrt zur
sogenannten sensorischen Ataxie, ein Wegfall der optischen Kontrolle spricht fiir eine
Beteiligung des Kleinhirns. Abzugrenzen ist die Apraxie, bei der die Bewegungsstérung
aufgrund einer fehlerhaften Planung bei erhaltener motorischer Funktion zustande

kommt (Akbar und Ashizawa 2015; Lexikon der Neurowissenschaft 2000).

Tabelle 1: Ubersicht iiber Symptome im Rahmen von ataktischen Erkrankungen

Klassische Symptome der Ataxie

Asynergie, Dyssynergie (Fehlendes/ gestortes Zusammenspiel versch. Muskelgruppen)
Gangstérungen; schwankender, breitbeiniger Gang

fehlende Rumpfstabilitdt im Sitzen

Standunsicherheit

Gleichgewichtsstérung, Fallneigung

Hypotonie (Niedriger Muskeltonus)

Dysmetrie

Dysarthrie, skandierende (langsam, abgehackt-stockend) oder verwaschene Sprache



Dysmetrie der Okulomotorik, Gestorte Fixation
Nystagmus, sakkadierte Blickfolge
Aktionstremor

Dysdiadochokinese

(Pschyrembel Klinisches Wérterbuch 2017; Hacke 2016)

Zur Diagnostik werden Beobachtungen von Stand, Gangbild, Sprache und
Augenbewegungen dokumentiert, aulerdem kommen Einzelreflexpriifungen und
standardisierte Tests zu Gleichgewicht und Koordination zum Einsatz. Klassischerweise
finden der Romberg-Versuch, der Finger-Folge-Versuch (FFV), der Finger-Nase-
Versuch (FNV), der Knie-Hacke-Versuch (KHV) und die Probe des Seiltinzergangs
Anwendung. Weitere Hinweise auf die zugrunde liegende Erkrankung liefern eine
ausfithrliche =~ Anamnese  inklusive = Manifestationsalter,  nicht-neurologische
Zusatzsymptome und die Familienanamnese, sowie eine MRT-Bildgebung der hinteren

Schéadelgrube (Hacke 2016; Bird 2016).

1.2. Klassifikation der Ataxien

1.2.1. Primare und sekundare Ataxien

Ataxien koOnnen primdr angeboren oder sekunddr erworben, Teil -einer
Multisystemerkrankung oder organspezifisch sein. Dariiber hinaus kann eine Ataxie

auch als Begleitsymptom anderer Erkrankungen vorkommen.

Sekundére Ataxien, bei denen eine nicht-genetische Pathologie Grund der neuronalen
Schiadigung und der daraus resultierenden sensomotorischen Bewegungsstorung ist,
sind in der klinischen Betrachtung differentialdiagnostisch sehr wichtig. Da im Falle
einer sekundiren Ataxie eine Behandlung der Primirerkrankung eine Besserung, oder
zumindest ein Sistieren der Progression bewirken kann, ist ein Uberblick iiber die

moglichen Ursachen dieser Ataxieform notwendig.

Tabelle 2: Sekundire Ataxie und ihre Ursachen

Mogliche Ursachen einer sekundarer Ataxie

Vaskularer Insult, Schlaganfall, Globale Hypoxie
Hirndruck (z.B. Hydrozephalus)

Strukturell (z.B. Posttraumatisch, kongenitale Fehlbildung)
Neoplasie, Tumor

Endokrin (z.B. Hypothyreose)



Vitaminmangelzustande (z.B. Vitamin B1, B12, E)

Toxisch (z.B. Alkoholabusus, Schwermetallbelastung, Toluolderivate, Siderose)

latrogen (z.B. Chemotherapeutika, Antiepileptika)

Infektios/Postinfektios (z.B. Cerebellitis bei u.a. VZV, HIV, bakterielle Meningitis , Creutzfeld-Jakob, etc.)
Paraneoplastisch (z.B. Anti-Hu, Anti-Yo/Anti-Ri)

Autoimmun (z.B. Anti-GAD, Anti-TG, Multiple Sklerose)

Thermische cerebellare Degeneration (z.B. Hitzschlag, Sepsis, Malignes Neuroleptisches Syndrom)

(Akbar und Ashizawa 2015; Nachbauer et al. 2015)

Im Gegensatz zu den sekundér erworbenen Ataxien sind die sogenannten Heredoataxien
genetisch bedingt. Sie lassen sich anhand ihres jeweiligen Erbgangs in autosomal-
rezessiv (AR), autosomal-dominant (AD), X-chromosomal und mitochondrial vererbte
Ataxien einteilen. Wie von Bird (2016) dargelegt, ist die Nomenklatur der
Heredoataxien im Rahmen der kontinuierlichen Forschung und neuer Erkenntnisse in
fortlaufendem Wandel, die grole Zahl an Subtypen und deren schwierige klinische
Unterscheidung derselben erschweren oft eine klare, initiale Einordnung (Bird 2016).
AuBlerdem lassen sich parallel zur Klassifikation nach Vererbungsmuster auch
Einteilungen anhand klinischer Merkmale vornehmen, die sich nur teilweise
tiberschneiden. Die bisher bekannten Episodischen Ataxien werden beispielsweise fast
ausschlieBlich autosomal-dominant vererbt (Choi und Choi 2016), bei den durch ihren
spastischen Anteil charakterisierten Spastischen Ataxien (SPAX) kommen sowohl die
autosomal-dominante als auch die autosomal-rezessive Vererbung vor (de Bot et al.

2012).

1.2.2. Autosomal-rezessiv vererbte Ataxien

Autosomal rezessiv vererbte Heredoataxien werden unter der Bezeichnung Autosomal-
rezessive Spinocerebellire Ataxien (spinocerebellar ataxia, autosomal-recessive,
SCAR) zusammengefasst. Erkrankte sind in der Regel homozygot, d.h. mit identischen
Mutationen, oder compound heterozygot, mit zwei unterschiedlichen Mutationen auf
den betroffenen Allelen (oder Genen). Die gesunden Eltern sind Trager jeweils einer der
beiden nachgewiesenen Mutationen. Ein besonderes Erkrankungsrisiko haben Kinder

konsanguiner Eltern.

Der prominenteste Vertreter der autosomal-rezessiv vererbten Ataxien ist die Friedreich
Ataxie (FA, FRDA). Sie gilt als die hdufigste Heredoataxie, Epplen und Mitarbeiter

ermittelten fiir Deutschland eine Heterozygotenfrequenz von 1:60-1:90 (Epplen et al.



1997). Das Krankheitsbild der FA ist durch eine Vielzahl von Symptomen
charakterisiert. Klassisch sind der Krankheitsbeginn im Jugendalter und ein
progredienter Verlauf der Erkrankung. Zu den Kardinalsymptomen gehoren Gang- und
Standataxie, Dysarthrie, Muskelschwidche und Reflexabnormalititen der unteren
Extremitdt sowie der Verlust von Vibrationsempfinden und Propriozeption. Haufig
kommt es mneben den typischen neuromuskuldren Symptomen auch zu
Knochendeformititen, Kardiomyopathie und Diabetes mellitus (Delatycki et al. 2000).
Die Erkrankung geht mit einem neuronalen Substanzverlust der spinocerebelldren
Leitungsbahnen einher, betroffen sind die Hinterstringe des Riickenmarks, Anteile von
Medulla oblongata und Vermis und die Nuclei dentati (Nave et al. 2008). 1990 gelang
die Assoziation von FA zum X25 Gen auf Chromosom 9q13 (Hanauer et al. 1990),
Campuzano und Mitarbeiter konnten schlieBlich in 98% der von ihnen untersuchten
Félle eine GAA-Trinukleotidexpansion im Intron 1 dieses Gens als
krankheitsverursachend identifizieren. Normale Allele weisen ca. 7-22 Wiederholungen
(repeats) auf, Patienten mit FA besitzen zwei expandierte Allele mit 200 bis iiber 900
repeats (Campuzano et al. 1996). Der genaue Pathomechanismus ist bislang nicht
bekannt. Delatycki und Mitarbeiter beschreiben in ihrem Review die vermutete
Beteiligung des pathologisch verdnderten Proteins Frataxin am Eisenstoffwechsel. Es
kommt zur zelluliren und mitochondrialen Eiseniiberladung mit resultierend
eingeschriankter Funktion der Atmungskette und erhdhter Belastung durch

Sauerstoffradikale (Delatycki et al. 2000).

Neben der Friedreich Ataxie umfasst der Begriff der SCAR ein buntes Bild an diversen,
meist sehr seltenen Erkrankungen. Sie unterscheiden sich in ithrem Pathomechanismus,
dem Manifestationsalter (onset) und der Symptomprasentation. Thnen allen eigen ist das
Auftreten einer spinocerebelldren Ataxie, die definierendes Merkmal dieser Gruppe von
Erkrankungen ist, daneben weisen sie verschiedene, krankheitsspezifische
neurologische und nicht-neurologische Symptome auf (weiterfilhrend: Bird 2016;
Akbar und Ashizawa 2015). Besondere Beachtung verdienen die Krankheiten, die
aufgrund ihrer Prévalenz, ihrer regionalen Héaufung oder durch ihre Behandelbarkeit
klinische Relevanz haben. Dazu gehoren Friedreich-Ataxie, Ataxia teleangiectatica
(AT) und Ataxien mit okulomotorischer Apraxie (AOA) als hdufige Formen der
autosomal-rezessiven Ataxie; Cerebrotendinose Xanthomatose (CTX), Refsum-

Syndrom (refsum disease, RD) und Ataxie mit isoliertem Vitamin-E-Mangel (ataxia



with vitamin E deficiency, AVED) sind behandelbar und sollten deshalb
differentialdiagnostisch bedacht werden (Fogel und Perlman 2007; Embirucu et al.
2009; Bird 2016).

1.2.3. Autosomal-dominant vererbte Ataxien

Der Sammelbegriff Autosomal-dominante Cerebelldre Ataxie (ADCA), steht als
Uberbegriff fiir autosomal-dominant vererbte Ataxien mit cerebelldrer Symptomatik
iiber der Ataxie-Subgruppe mit dem entsprechenden Erbgang. Im Gegensatz zu den
autosomal-rezessiven SCAR treten ADCA klassischerweise familidr gehduft auf, mit
Betroffenen in jeder Generation. Heterozygote Merkmalstriger geben das betroffene
Allel in 50% der Fille an ihre Nachkommen weiter. Gegebenenfalls flihrt reduzierte

Penetranz zur Verschleierung des Erbgangs.

Die zwei groBiten Untergruppen der ADCA sind die meist kontinuierlich progressiven
Spinocerebelldren Ataxien (SCA), die in einem gesonderten Kapitel beschrieben

werden, und die Episodischen Ataxien (EA).

Die Episodischen Ataxien sind Erkrankungen mit heterogenem Erscheinungsbild, deren
vereinigendes Merkmal anfallsweise, zum Teil durch Stress getriggerte, intermittierende
Phasen von Stammataxie und Koordinationsbeschwerden sind. Unterschieden werden
die bisher bekannten EAs anhand ihrer klinischen Darstellung und der erst teilweise
bekannten genetischen Ursache. Dabei sind bislang die Krankheitsbilder EA1 und EA2
aufgrund ihres Auftretens in multiplen Familien klar definiert und beschrieben (Jen et
al. 2007; Choi und Choi 2016). Die Identifizierung und klinische Abgrenzung anderer
episodischer Ataxien ist durch eine Uberlappung der Symptome erschwert. Neben
ataktischen Episoden unterschiedlicher Dauer liegen hiufig Schwindel, Dysarthrie,
Tremor, Ubelkeit und Schwichegefiihl vor, interiktal reicht das Bild von
Symptomfreiheit bis zu Myokymie, Nystagmus oder Ataxie. Gemeinsamkeiten in der
Atiopathogenese werden angenommen, da in vier der fiinf bekannten genetischen Loci
Komponenten der Erregungsleitung, beispielsweise die von KCNAI (EAl) und
CACNAIA (EA2) codierten Ionenkanéle, betroffen sind (Choi und Choi 2016).

1.2.3.1. SCA: Autosomal-dominante Spinocerebellédre Ataxien
Der Begriff Spinocerebelldre Ataxie, urspriinglich mit der Beschreibung der autosomal-

rezessiven Friedreich-Ataxie formuliert, hat im Laufe der Zeit seine Bedeutung



verandert. Heute dient er der Beschreibung autosomal-dominant vererbter cerebelldrer
Syndrome. Die urspriingliche von Harding vorgelegte phinotypenbasierte Einteilung
(Harding 1982, 1983) wurde nach  Etablierung  molekulargenetischer
Diagnosemdglichkeiten verlassen. Aktuell ist es {blich, autosomal-dominante
Spinocerebelldren Ataxien iiber die zugrunde liegende genetische Pathologie zu

identifizieren und fortlaufend zu nummerieren.

Die Verdachtsdiagnose SCA wird gestellt, wenn Auffélligkeiten in der neurologischen
Untersuchung (gestorte Koordination in Gang und Haltung, Bewegungsstdrungen von
Hand/Fingern, Nystagmus, Dysarthrie) bei gleichzeitigem Vorliegen von Hinweisen auf
einen entsprechenden Erbgang bestehen (auffillige Familienanamnese) (Bird 2016).
Bildgebende Mallnahmen mit Nachweis einer cerebelliren Atrophie erhédrten den
Verdacht. Kann diesem klinischen Phénotyp eine genetische Ursache zugeordnet
werden, so wird er als neue SCA Kklassifiziert. Einzelne SCAs wurden dabei nicht

vergeben oder die Vergabe im Zuge neuer Erkenntnisse revidiert.

Anhand ihres Mutationsmechanismus (vgl. Tabelle 3) konnen die einzelnen SCAs
wiederum zu Untergruppen zusammengefasst werden (zusammengefasst in: Margolis
2003). Eine dieser Gruppen umfasst Erkrankungen mit Repeatexpansion. Bei SCA1, 2,
3, 6, 7 und 17 handelt es sich um sogenannte Polyglutaminerkrankungen (Poly-Q-
Erkrankungen), krankheitsverursachend sind Expansionen des Trinukleotids CAG im
codierenden Bereich und deren Translation mit repetitivem Einbau der Aminosédure
Glutamin (Orr et al. 1993; Banfi et al. 1994). Bei anderen SCAs liegen die
Mikrosatelliten-Expansionen im untranslatierten Bereich (SCA12), intronisch (SCA31),
oder umfassen Basensequenzen, die nicht fiir Glutamin codieren (z.B. SCA10) (Holmes
et al. 1999; Matsuura et al. 2000). Als Ursache einer weiteren SCA-Untergruppe
wurden zumeist Punktmutationen/Substitutionen identifiziert, daneben treten auch
Insertionen und Deletionen mit Leserasterverschiebung (frameshift, z.B. bei SCA11)
oder unter Erhalt des Leserasters (in-frame, z.B. bei SCAS) auf (Houlden et al. 2007,
Ikeda et al. 2006). Im Fall von SCA15 konnten neben missense Mutationen grof3e
Deletionen der Gene /TPRI und SUMFI identifiziert werden (van de Leemput et al.
2007), dem Bild der SCA20 liegt eine 260kb-Duplikation zugrunde (Knight et al. 2008).

Repeatexpansionen wirken iiber unterschiedliche Mechanismen pathogen, bekannt sind

Erkrankungen mit Verlust der Proteinfunktion (loss-of-function), Erkrankungen mit



RNA-vermitteltem ,gain-of-function®, Erkrankungen mit proteinvermitteltem gain-of-
function (i.d.R. Polyglutaminerkrankungen), und Erkrankungen mit unbekanntem
Mechanismus (Orr und Zoghbi 2007). Typisch fiir Repeat-Expansions-Erkrankungen ist
das Phdnomen der Antizipation: je hoher die Anzahl der repeats, desto frither die
Manifestation und desto ausgeprdgter die Symptome (Orr und Zoghbi 2007). Als
urséchlich dafiir gilt die Weitergabe eines verldngerten Repeat-Abschnitts von einer
Generation zur nichsten im Rahmen der intergenerationellen Instabilitdt (Fu et al. 1991;
Chung et al. 1993; David et al. 1997). Allerdings existieren wahrscheinlich weitere,
nicht-trinukleotidassoziierte Einflussfaktoren auf das Erkrankungsalter, Matsuyama und
Mitarbeiter konnten beispielsweise Antizipation in von SCA6 betroffenen Familien bei

stabiler Repeatzahl beobachten (Matsuyama et al. 1997; van de Warrenburg et al. 2005).

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Autosomal-Dominaten Spinocerebelliiren Ataxien (SCAs)

Gen Lokus Protein Mutation
SCA1 ATXN1 6p22.3 Ataxin-1 CAG-Expansion Poly-Q-Erkrankung
SCA2 ATXN2 12924.12 Ataxin-2 CAG-Expansion Poly-Q-Erkrankung
(S'\%/-\DS) ATXN3 14932.12 Ataxin-3 (MJD1) CAG-Expansion Poly-Q-Erkrankung
SCA4 16q922.1 unbekannt
SCA5 SPTBN2  11g13.2 Beta-Ill-Spektrin mTframe deletlon
missense mutation
Spannungsabhéangiger ) . A
SCA6  CACNATA 19p13.13 Calciumkanal Typ Piq, ~ CACG-Expansion  Poly-Q-Erkrankung
Untereinheit Cav2.1
SCA7 ATXN7 3p14.1 Ataxin-7 CAG-Expansion Poly-Q-Erkrankung
Ataxin-8/ CAG.CTG- Poly-Q-Protein/
SCA8 2;;%363 qu} 33 Vermeintliches Protein Expansion Poly-CUG-RNA,
q<t. ATXN8OS untranslatiert
SCA9 nicht vergeben
SCA10 ATXN10  22q13.31 Ataxin-10 ATTCT-Expansion - cntanukleotid-
expansion intronisch
SCA11 TTBK2 159152 Tau-Tubulin-Kinase-2  [ameshiftinsertion u.a. Pramatures Stop-
frameshift deletion Codon
Serin/Threonin- . . .
Proteinphosphatase 2A ' Trinukleotid-expansion
SCA12 PPP2R2B 5q32 N CAG-Expansion 5UTR
Untereinheit B Isoform
Beta
Spannungsabhangiger missense mutation
SCA13 KCNC3 19913.33 Kaliumkanal Untereinheit
Kv3.3
missense mutation .o Extension bei
SCA14 PRKCG 19q13.42 Proteinkinase-C- gamma deletion Stop-Deletion, loss-of-
function
SCA15  ITPR1 3p26.1 Inositol-1,4,5-triphosphat- Iarge scale deIeFlon
Rezeptor 1 missense mutation
SCA16  vgl. SCA15
SCA17 . . CAG/CAA-
(HDL4) TBP 6927 TATA-Bindeprotein Expansion Poly-Q-Erkrankung
SCA18 *
(SMNA) IFRD1 7922-q32 unbekannt
SCA19/ KCND3 1p13.2 Spannungsabhangiger missense mutation




22 Kaliumkanal Untereinheit in-frame deletion
Kv4.3
SCA20 11912 260kB-Duplikation
SCA21  TMEM240 'P30-33  Transmembran-protein - iscense mutation
SCA23 PDYN 20p1 Proenkephalin-B missense mutation
SCA24  nicht vergeben
SCA25 2p21-p13 unbekannt
SCA26* EEF2 19p13.3  Elongationsfaktor 2 missense mutation
missense mutation, 13- Pramatures Stop-
Fibroblasten- . . 7 Codon bei frameshift,
SCA27 FGF14 13933.1 Wachstumsfaktor 14 frameshift deletion Einschrénkung der
Proteinfunktion
AFG3-like protein 2 missense mutation
SCA28 AFG3L2 18p11.21 (Untereinheit der
m-AAA-Protease)
SCA29 ITPR1  3p26.1  [nositol-1.4,5-triphosphat- oo nee mutation
Rezeptor 1
SCA30* 4q34.3- unbekannt
g35.1
SCA31 BEAN1 16921 Protein BEAN1 TGGAA-Expansion
SCA32 7932-933 unbekannt
SCA33 nicht vergeben
SCA34 ELOVL4 6q14.1 Fettsdureelongase 4 missense mutation
SCA35 TGM6 20p13 Transglutaminase 6 missense mutgtlon,
in-frame deletion
. GGCCTG- .
SCA36 NOP56 20p13 chleolares Protgln 56 Expansion Hexanqkleo_hd- .
(Ribonukleoprotein) expansion, intronisch
SCA37 DAB1 1p32.2 Dlsapled Homolog 1 . ATTTC-Expansion Pentapukl'eotld-.
/Reelin Adapterprotein exansion, intronisch
SCA38 ELOVL5 6p12A1 Fettsdureelongase 5 missense mutation
SCA39 nicht vergeben
* 14932.11- . . .
SCA40* CCDC88C 432.12 Daple Protein missense mutation
SCA41* TRPC3 4927 TRP-Kanal 3 missense mutation
Spannungsabhéangiger
SCA42 CACNA1G 17921.33 Calciumkanal, missense mutation
Untereinheit CaV3.1
SCA43* MME 3g25.2 Neprilysin (Mempran- missense mutation
Metalloendopeptidase)
missense mutation, N
SCA44 GRM1  6q243  Metabotroper Duplikation mit  4-3- Pramatures Stop-
Glutamatrezeptor 1 . Codon bei frameshift
frameshift
DRPLA ATN{1 12p13.31 Atrophin 1 CAG-Expansion Poly-Q-Erkrankung
ADCADN DNMT1  19p13.2 DNA- missense mutation

Methyltransferase 1

* fraglich, Nachweise zur Verifizierung noch ausstehend

modifiziert nach Bird 2016, www.omim.org

1.2.4. X-chromosomal vererbte Ataxien

Liegt ein phinotypverursachendes Gen auf dem X-Chromosom, spricht man von einem

X-chromosomalen Erbgang (X-linked inheritance). Krankheiten, bei denen dies der Fall

ist, weisen charakteristische Besonderheiten im Vererbungsmuster auf: méinnliche

Gentriager sind aufgrund ihrer Hemizygotie zwangsldufig auch Symptomtrager, ihre

Tochter immer heterozygot fiir das betreffende Allel. Als Konduktorinnen kénnen diese



aufgrund der variablen Penetranz abgeschwichte krankheitsspezifische Symptome
haben, eine Vererbung an ihre Nachkommen erfolgt mit 50%iger Wahrscheinlichkeit
(Germain 2006). Zur Auspragung des klinischen Vollbildes bei weiblichen Patienten
kommt es zum einen bei genetischer Homozygotie, bei einem Turner-Syndrom, oder

durch ein Ungleichgewicht in der X-Chromosom-Inaktivierung.

Die Kategorisierung von Ataxieformen mit X-chromosomaler Ursache ist bislang
uneinheitlich. In der Datenbank OMIM sind unter dem Begriff X-chromosomal vererbte
Spinocerebelldre Ataxie (Spinocerebellar Ataxia, X-linked) ausschlieBlich die fiinf

Formen SCAX1-5 zusammengefasst.

Bei Zanni und Bertini (2011) oder Bird (2016) finden dariiber hinaus auch
Erkrankungen mit X-chromosomalem Erbgang und cerebellirer Dysgenesie
Erwdhnung, da diese hédufig mit ataktischer Symptomatik einhergehen (Zanni und

Bertini 2011; Bird 2016).

Tabelle 4: Ubersicht iiber die wichtigsten X-chromosomal vererbten cerebelliren Syndrome

Gen Locus Protein Benennung

ABCB7 Xq13.3 ATP binding cassette subfamily B X-chromosomale sideroblastische Anamie

member 7, mitochondrial und Ataxie (XLSA/A)
ATP2B3 §q%§|’:—g1251 Plasma membrane calcium- X-chromosomale cerebellare Ataxie, Typ1
q§1 3 transporting ATPase 3 (SCAX1)
calcium/calmodulin dependent CASK-assoziierte Erkrankungen (MICPCH,
CASK Xp11.4 serine protein kinase (CASK) XLID)
Synaptic functional regulator Fragiles X-Tremor-Ataxie-Syndrom
FMR1 Xqg27.3 FMRA1 (FXTAS)
OPHN1 Xq12 Oligophrenin-1 X-chrompsomale Inte]hgenzmmderung -
zerebellare Hypoplasie
SLC9A6  Xq26.3 Sodium/hydrogen exchanger 6 Christianson Syndrom
Xq25-q27.1 X-chromosomale Spinocerebellare Ataxie
(SCAX5) Xg25-q27.1 unbekannt Typ5 (SCAX5)

modifiziert nach Bird 2016, www.ensembl.org, www.omim.org

1.2.5. Mitochondrial vererbte Ataxien

Ataxie als Symptom mitochondrialer Pathologie und Genese spielt eine nicht zu
vernachlissigende Rolle in der differentialdiagnostischen Betrachtung. Die genetischen

Besonderheiten und die zentrale Rolle des mitochondrialen Stoffwechsels verschaffen



den mitochondrial vererbten Ataxien eine Sonderrolle innerhalb der ataktischen

Syndrome.

1.3. Mitochondriale Ataxiesyndrome

1.3.1. Besonderheiten des mitochondrialen Genoms

Das humane mitochondriale Genom liegt als zirkuldre Doppelstrang-DNA (ds-DNA)
vor und hat eine GroB3e von 16.569 Basenpaaren (bp). Die beiden Strange unterscheiden
sich im Aufbau: aufgrund des unterschiedlichen Purin-Pyrimidin-Verhiltnisses ldsst
sich ein leichter L (light)-Strang von einem komplementdren schweren H (heavy)-
Strang abgrenzen. In stoffwechselaktiven Zellen liegt die mitochondriale DNA
(mtDNA) allerdings zu einem hohen Anteil in der D-Loop-Konfiguration vor. Dabei
wird der H Strang von einem entsprechenden DNA-Fragment, der 7S-DNA, verdringt,
und bildet den D-Loop (displacement Loop), der auch die Promotor- und Kontrollregion
der mitochondrialen Transkription beinhaltet. Codiert sind im mitochondrialen Genom
die beiden rRNAs der mitochondrialen Ribosomen, 13 Proteine, und die fiir deren
Translation bendtigten 22 tRNAs. Die meisten dieser Gene, auch das in dieser Arbeit
untersuchte MT-ATP6, sind auf dem H-Strang lokalisiert, der deshalb als ,sense-strand*
oder als ,forward-strand‘ bezeichnet wird (Anderson et al. 1981; Taanman 1999).
Neben den bekannten, proteincodierenden Genen werden derzeit auch Peptide
mitochondrialen Ursprungs untersucht, die vermutlich durch alternative Leseraster

generiert werden (Kim et al. 2017).

tRNAP ¢ RNAT
- P
Phiz t-RNAE
CYT-B
t-RNAL %
P \——>
t-RNA!
A ND6 ND5
t’EmM t-RNAL2
t t-RNAS2
t-RNAH
t-RNAW
ND4L
t-RNAA
t-RNAN L-strand.
t-RNAC
+RNAY co1 @H—slmmd _RNAR
co2
t-RNACG
t-RNAS! { RNAD
t-RNAK

Abbildung 1: Organisation des mitochondrialen Genoms (Anderson et al. 1981; ensembl.org)
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Alle 13 mitochondrial codierten Proteine sind Teil des OXPHOS-Systems (oxidative
phosphorylation), stellen aber nur einen Bruchteil der iiber 90 daran beteiligten
Komponenten dar. Die iibrigen Untereinheiten sind, ebenso wie der Rest des
mitochondrialen Proteoms, nukledr codiert, und werden nach cytosolischer Translation
mittels spezifischer target-Sequenzen in die Mitochondrien importiert (Chinnery und

Hudson 2013; Neupert 2015).

Die mtDNA weist im Gegensatz zur nukledren DNA (nDNA) einige Unterschiede auf.
Sie ist durch eine sehr geringe Intronfrequenz gekennzeichnet, im Rahmen der
Sequenzbestimmung wurden nur wenige nicht-codierende Basen zwischen den
codierenden Sequenzen identifiziert (Anderson et al. 1981). Auch der gentische Code in
der mitochondrialen DNA weicht in einigen Punkten vom nukledren ab (Chinnery und
Hudson 2013). Einige der proteincodierenden Sequenzen iiberlappen in den
Randbereichen, und sind in der mtDNA nicht durch Stop-Codons terminiert. Stattdessen
werden transkribierte mRNAs erst durch posttranslationale Modifikation fiir die

Translation in einzelne Proteine separiert (Taanman 1999).

Im Vergleich zum nukledren Genom treten Mutationen in der mitochondrialen DNA
gehéduft auf, Brown und Mitarbeiter ermittelten beispielsweise eine 5-10fach erhdhte
Mutationsrate (Brown et al. 1979). Als ursdchlich fiir diese Differenz werden mehrere
Faktoren angenommen: Im Blick auf die 1956 von Harman formulierte ,Theorie der
freien Radikale‘, und der rdumlichen Ndhe der mtDNA-haltigen Matrix zum in der
inneren mitochondrialen Membran lokalisierten OXPHOS-System, ist das vermehrte
Auftreten von Mutationen aufgrund oxidativer Schiddigung plausibel. Auch
unzureichende Reparaturmechanismen, das Fehlen protektiver Histone und eine hdhere
Replikationsrate im Vergleich zur nuklediren DNA werden als mutagene Einfliisse
gewertet (Brown et al. 1979; Tuppen et al. 2010). Wie hoch der Anteil an mtDNA-
Mutationen tatsdchlich ist, der durch ROS (Radikale Sauerstoffspezies, radical oxygen
species)-induzierte Schiden entsteht, wird jedoch kontrovers diskutiert (Shokolenko et

al. 2014).

Das mitochondriale Genom ist auBerdem im Gegensatz zum diploiden Kerngenom der
somatischen Zellen polyploid, d.h. in der Matrix jedes Mitochondriums einer Zelle
liegen mehrere Kopien mtDNA vor. Kommt es durch das gleichzeitige und

kontinuierliche Auftreten von Mutationen innerhalb der multiplen Genkopien zum
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parallelen Vorliegen verschiedener Genotypen innerhalb einer Zelle, so spricht man von
Heteroplasmie. Durch somatische Mutationen, asymmetrische Verteilung der
Mitochondrien im Zuge der Mitose und sukzessive klonale Expansion im
Differenzierungsprozess kann es zu unterschiedlicher Belastung einzelner Gewebe und
zur Mosaikbildung kommen. Die Auspridgung der Symptome und der Krankheitsbeginn
sind dadurch bei mitochondrial vererbten Erkrankungen schwer vorhersagbar (Tuppen
et al. 2010; Greaves et al. 2012). Eine funktionelle Einschrinkung manifestiert sich
nach der Schwellentheorie erst dann, wenn der Anteil an schadhaft mutierten Kopien
einen gewebe- und mutationsspezifischen Schwellenwert (treshold) iiberschreitet

(Shoffner et al. 1990).

Die Schwere der Erkrankung innerhalb einer Familie wird im Falle einer Heteroplasmie
auch durch den sogenannten Flaschenhalseffekt (bottleneck effect) beeinflusst, eine
Verminderung der Allelfrequenz durch unspezifische Selektion in der Embryogenese:
Im Zuge der Zellteilung kommt es zur Reduktion des Mitochondriengehalts und zur
ungleichen Verteilung der mtDNA-Varianten. Von einer Generation zur anderen kann
das Genotypen-Verhéltnis daher stark schwanken und die Krankheitsausprigung
intrafamilidr variieren (Cree et al. 2008). Generell folgen Erkrankungen mitochondrialer
Genese einem uniparentalen Vererbungsmuster, die maternale mtDNA wird innerhalb

der oozytdren Mitochondrien weitergegeben (Giles et al. 1980).

Anhand von Polymorphismen, die in einzelnen Bevolkerungsgruppen gehiuft oder
spezifisch auftreten, lassen sich mitochondriale Genome zu Haplotypen
zusammenfassen. Die Entstehung dieser Polymorphismen beruht auf der generellen
genetischen Drift. Im Rahmen von vorgeschichtlichen Vdlkerwanderungen,
Siedlungsbewegungen und dem sogenannten Griindereffekt fand eine Selektion und
Segregation in einzelne Populationen mit gemeinsamen genetischen Merkmalen statt

(Mishmar et al. 2003; Herrnstadt et al. 2002; Wallace 1995).

1.3.2. Mitochondriopathien

Die  Begriffe = mitochondrial ~ vererbt und  mitochondriale  Erkrankung
(Mitochondriopathie) sind nicht synonym zu verwenden. Mitochondrial vererbte
Krankheiten, deren Ursache in einer Verdnderung der mtDNA liegt, haben in der Regel
einen Einfluss auf die mitochondriale Funktion, da mtDNA fiir essentielle Bestandteile

des OXPHOS-Systems sowie Komponenten der eigenen Replikation, Transkription und
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Translation codiert (vgl. Kapitel 1.3.1.). Mitochondriale Dysfunktion kann allerdings
genauso durch das Fehlen oder durch Fehlfunktion nukledr codierter mitochondrialer
Proteine und Faktoren entstehen, der Begriff der Mitochondriopathie umfasst damit
sowohl Erkrankungen mit Bezug zu mtDNA als auch zu nDNA, wie im Falle der
sogenannten ,POLG-related-diseases® (Wong et al. 2008). Auch die nukledr codierte,
autosomal-rezessive Friedreich-Ataxie beruht beispielsweise auf einer Stérung des

mitochondrialen Stoffwechsels (vgl. Kapitel 1.2.2.).

Mitochondrial vererbte Erkrankungen sind durch einen eigenen
Vererbungsmechanismus gekennzeichnet. Die Transmission erfolgt maternal, betroffen
sind Kinder beiden Geschlechts. Allerdings konnen aufgrund von Polyploidie,
Heteroplasmie und unterschiedlichen Genotypenfrequenzen die Ausprigung und

Penetranz innerhalb einer Familie und innerhalb einer Generation variabel sein.

Symptomatisch lassen sich Mitochondriopathien nukleédrer und mitochondrialer Genese
nicht voneinander abgrenzen, generell ist eine klare Zuordnung bei teils iiberlappender

klinischer Darstellung oft schwierig.

Heute wird der Begriff Mitochondriopathien in der Regel fiir Erkrankungen verwendet,
bei denen eine Beeintrachtigung des OXPHOS-Systems als grundlegend angenommen
wird. Die genauen Pathomechanismen und resultierenden zelluldren Fehlfunktionen
sind dabei in den wenigsten Fillen eindeutig identifiziert. In ihrem Review zur
klinischen = Prédsentation  von  syndromischen und nicht syndromischen
Mitochondriopathien beschreiben Munnich und Rustin neben neuronalen Symptomen
wie Hypotonie, Leukodystrophie, Hirnstammzeichen und cerebelldrer Ataxie auch
muskulére, kardiale, renale, hepatische, endokrine, hdmatologische, ophthalmologische
und dermatologische Symptome sowie Auffilligkeiten in der Entwicklung und
Dysmorphiezeichen (Munnich und Rustin 2001). Pragnant ldsst sich das Bild von
Dysfunktionen der Atmungskette in ihren Worten zusammenfassen: ,,RC deficiency can
theoretically give rise to any symptom, in any organ or tissue, at any age, with any

mode of inheritance” (siche Munnich und Rustin 2001, S.4).

Ataxie kann dabei Teil verschiedener Syndrome sein, gehéuft tritt sie beispielsweise bei
Patienten mit_ Myoclonic epilepsy with ragged red fibers (MERRF) oder Kearns-Sayre-
Syndrom (KSS) auf, sowie bei Neuropathia-Ataxia-Retinitis-pigmentosa-Syndrom

(NARP) und Leigh-Syndrom (LS) (Hammans et al. 1993; Finsterer 2009; Leonard und
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Schapira 2000). Daneben ist Ataxie auch ein relevantes Symptom in nicht-
syndromischen bzw. noch nicht ndher bezeichneten mitochondrialen Erkrankungen
(Munnich und Rustin 2001; Pfeffer et al. 2012). Pfeffer et al. beschrieben 2012 mehrere
Félle, in denen Mutationen im Gen MT-ATP6 klinisch das Bild einer SCA présentierten.

1.3.3. MT-ATP6

Das Gen MT-ATP6 ist an Position 8527 bis 9207 des humanen mitochondrialen
Genoms lokalisiert, es umfasst 681bp. Flankiert wird es von den Genen MT-ATPS8 und
MT-CO3. Im Bereich von Position 8527 bis 8572 kommt es dabei zur Uberlappung von
MT-ATPS und MT-ATP6 bei alternativem Leseraster (Anderson et al. 1981;
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG0000019889
9). MT-ATP6 besteht aus einem Exon und codiert fiir ein Genprodukt von 226
Aminosduren. Dabei handelt es sich um die mitochondriale ATP Synthase Untereinheit
a, Bestandteil der F,F;-ATP-Synthase (auch F-Typ-ATPase, im Folgenden ATP-
Synthase) (http://www.uniprot.org/uniprot/P00846).

Die ATP-Synthase, auch als Komplex V bezeichnet, ist der Endpunkt der aeroben
Energiegewinnung innerhalb der Mitochondrien. Sie nutzt den durch die Komplexe der
Atmungskette generierten Protonengradienten. Die durch den Ausgleich des
Verteilungsungleichgewichts  freiwerdende Energie wird zur Synthese des

Energietragers ATP (Adenosintriphosphat) verwendet (Alberts 2015).

Die ATP-Synthase ist an der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert. Sie besteht
aus einer hydrophoben, membranstindigen F,-Einheit und einer hydrophilen,
zytosolischen F-Einheit. Beide Teile bestehen wiederum aus mehreren verschiedenen
Untereinheiten, die teils in mehrfacher Ausfiihrung vorliegen. Der Grofteil dieser bis zu
20 Strukturelemente ist nukledr codiert, lediglich die Gene MT-ATP6 und MT-ATPS8
(codierend fiir die Untereinheiten a und A6L der F,-Einheit) liegen innerhalb der
mtDNA (Anderson et al. 1981; Jonckheere et al. 2011; Xu et al. 2015). Zwischen den
Untereinheiten der mitochondrialen F,F;-ATP-Synthase und ihrem bakteriellen
Aquivalent bestehen deutliche Unterschiede, sowohl in Anzahl und Zusammensetzung

als auch in der Nomenklatur der einzelnen Elemente (Xu et al. 2015).

Die F,-Einheit besteht aus den Untereinheiten a, [, v,  und &, sie bildet die katalytische

Komponente der ATP-Synthase. Dabei trigt jede der strukturell dhnlichen a- und B-
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Untereinheiten eine Substratbindungsstelle, mehrere dieser Untereinheiten lagern sich
zu einem azf3-Komplex zusammen. Der zentrale yde-Komplex bewirkt die katalytische
Konformationsédnderung und stellt eine Verbindung zum c-Oligomer der F,-Einheit her,

gemeinsam bilden sie funktionell den Rotor (Alberts 2015; Xu et al. 2015).

Die F,-Einheit bildet einen turbinenartigen Protonentransporter und integriert die ATP-
Synthase in die Membran. Bislang sind die Untereinheiten a, b, c, d, e, f, g, F6, OSCP
und AG6L identifiziert worden. Die Untereinheiten a und c¢ dienen dem
Protonentransport, die iibrigen bilden gemeinsam den Stator, der den azf;-Komplex
gegen die Drehbewegung der y-Untereinheit fixiert (Alberts 2015; Jonckheere et al.
2011; Xu et al. 2015).

H+
Periplasma
i
3 a
Zytoplasma
Y/ NP
d H
Bl a F6
OSCP

Abbildung 2: Schematischer Aufbau des mitochondrialen ATP-Synthase-Komplexes
(nach Jonckheere et al. 2011; Xu et al. 2015)

Die von MT-ATP6 (mitochondrially encoded ATP synthase 6) codierte Untereinheit a
besteht aus 226 Aminosduren und umfasst sechs Transmembranhelices (TMH), die als
funktionelle Doménen agieren (http://www.uniprot.org/uniprot/P00846). Der Aufbau
der funktionell und phylogenetisch verwandten Untereinheit a der ATP-Synthase aus
E.coli konnte bereits entschliisselt werden, vergleichbare Daten zur exakten 3D-
Konformation der mitochondrialen ATP-Synthase und ihren Untereinheiten stehen noch
nicht zur Verfiigung. Die Untereinheiten a der mitochondrialen und der bakteriellen
ATP-Synthase  unterscheiden sich in  Anzahl und Anordnung  ihrer
Transmembrandoménen, aufgrund der entwicklungsgeschichtlichen Verwandtschaft und
der vergleichbaren Rolle im Zellstoffwechsel wird jedoch eine analoge Funktion
angenommen. (Xu et al. 2015). Die Strukturanalyse der bakteriellen Untereinheit a

zeigte, dass die Transmembranhelices zwei Halbkanidle formen. Diese bilden jeweils
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eine Verbindung vom Periplasma bzw. Zytoplasma in die Membranmitte und zum
benachbarten c-Oligomer. Sie ermdglichen den Zu- und Abfluss von Protonen an die
zentralen Bindungsstellen der c-Untereinheiten (Vik und Ishmukhametov 2005). Deren
Protonierung fiihrt zu einer Konformationsianderung innerhalb der c-Untereinheiten, die
als Ausldser der Drehbewegung gilt, und damit sowohl fiir den Protonenfluss durch die

ATP-Synthase als auch deren rotatorische Katalysefunktion essentiell ist.

6 - 26 68 - 88 97 - 117 138 - 158 164 - 184 189 - 209
Mitochondrial

alpha—ﬁélices

40 - 60 100 - 120 146 -166 220 - 240 242 - 262

Bakteriell

Abbildung 3: Anordnung der Transmembranhelices der Untereinheit a in bakterieller und
mitochondrialer ATP-Synthase, Verteilung der Doménen dargestellt nach http://www.uniprot.org,
Eintrige ATP6_ HUMAN und ATP6_ECOLI

1.3.4. Mutationen in MT-ATP6 und zugehorige Krankheitsbilder

Mutationen im Gen MT-ATP6 konnten bereits mit verschiedenen Krankheitsbildern in
Verbindung gebracht unter anderem gelten sie als verursachend fiir die Syndrome
NARP, LS, MIBSN (mitochondrial infantile bilateral striatal necrosis) und APAO
(ataxia and polyneuropathy, adult onset). Diese Syndrome sind sowohl symptomatisch

als auch kausal miteinander verwandt und werden im Folgenden néher erlédutert.

Das Leigh-Syndrom ist eine der hdufigsten Mitochondriopathien, mit einer geschétzten
Pravalenz von 1:40 000 Lebendgeburten (Rahman et al. 1996). In der Regel kommt es
im Alter von 3-12 Monaten zum Krankheitseintritt, in 80% der Fille erfolgt die
Manifestation vor dem 2. Lebensjahr. Ublicherweise fiihrt sie bei progredientem
Verlauf innerhalb von 2 Jahren zum Tod (Sofou et al. 2014; Montpetit et al. 1971;
Rahman et al. 1996). Seltener beschrieben wurden Formen mit spdterem oder sogar

adultem onset (McKelvie et al. 2012).

Erstmals beschrieben wurde das Leigh-Syndrom als Infantile Subakute Nekrotisierende
Enzephalomyelopathie (Leigh 1951). Das klinische Bild der Erkrankung kann sehr
variabel sein, erste Manifestationen sind hdufig Fiitterungsprobleme mit Saug- und
Schluckstorungen, Appetitverlust und Erbrechen neben einer psychomotorischen

Retardierung oder Regression und Hypotonie oder Schwiéche (Montpetit et al. 1971).
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Daneben konnen auch Somnolenz, Visus- und Horverlust bis zur vollstindigen
Erblindung und Taubheit, Haltungs-, Gang- und Augenbewegungsstérungen, Dystonie,
Ataxie, Krampfanfille und Atemstorungen auftreten (Montpetit et al. 1971; Sofou et al.
2014; Leigh 1951). Als typisch gelten bilateral-symmetrischen Lasionen im Bereich der
Basalganglien und des Hirnstammes (Montpetit et al. 1971; Lake et al. 2016), die
Symptome lassen sich auf fokale Nekrose-Anteile im entsprechenden Areal

zuruckfiihren.

Nach den 1996 aufgestellten Diagnosekriterien liegt ein Leigh-Syndrom bei Bestehen
einer neurologischen  Erkrankung mit motorischer und intellektueller
Entwicklungsverzogerung, Zeichen und Symptomen einer Schidigung von Hirnstamm
und/oder Basalganglien, typischem histopathologischem oder bildgebendem Befund
oder nachweisbar betroffenen Geschwistern, sowie erhohten Laktatwerten in Blut und

Liquor vor (Rahman et al. 1996).

Im Gegensatz zum Leigh-Syndrom existiert fiir das vergleichsweise seltenere NARP
bislang keine einheitliche diagnostische Basis. Holt und Mitarbeiter beschrieben als
erste ein von anderen mitochondrialen Myopathien abgrenzbares Krankheitsbild, die
sensorische Neuropathie, Ataxie und typische Retinitis pigmentosa wurden von ihnen
als Symptome identifiziert und gaben dem Syndrom seinen Namen. Dariiber hinaus
wurden auch Krimpfe, kognitive Entwicklungsverzogerung und neurogene
Muskelschwéche beschrieben (Holt et al. 1990). Das Vorliegen aller oder mehrerer
dieser Symptome gilt heute als hinweisend auf NARP (Thorburn et al. 2017).

1.3.4.1. Genetik der MT-ATP6-assoziierten Krankheitsbilder

Fiir das Leigh-Syndrom sind Mutationen in {iber 75 Genen bekannt, die in den meisten
Féllen in Bezug zur mitochondrialen Energiegewinnung stehen. Beim LS werden 10-
20% der Fille durch mitochondriale Mutationen verursacht (Lake et al. 2016), diese
Typen von LS werden unter dem Begriff ,maternally inherited Leigh syndrome‘ (MILS)
zusammengefasst (Ciafaloni et al. 1993). Innerhalb von MT-ATP6 treten dabei die
Mutationen m.8993T>G und m.8993T>C gehéuft auf, sie finden sich bei ca. 25% der
MILS-Patienten (Ogawa et al. 2017).

Die Transition T zu C an Position m.8993 verursacht den Aminosiureaustausch
p.L156P. Sie ist mit einer milderen Verlaufsform assoziiert als m.8993T>G. Betroffene

Patienten weisen einen verzogerten Krankheitsbeginn und einen eher chronisch-
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intermittierenden Verlauf auf. Patienten mit NARP-dhnlichen Symptomen und einem an
SCA erinnernden Phénotyp wurden ebenfalls beschrieben, in allen Féllen lagen dabei

aber LS-typische cerebrale Léasionen vor (Santorelli et al. 1996).

Die Mutation m.8993T>G, p.L156R wird bei fast allen Féllen des NARP-Syndroms
nachgewiesen. (Tatuch et al. 1992; Thorburn et al. 2017). Uziel et al. konnten 1997
demonstrieren, dass ein unterschiedlicher Grad an Heteroplasmie bei Patienten mit der
mitochondrialen Variante m.8§993T>G die unterschiedliche klinische Prisentation
bedingt. Der Phinotyp variierte dabei mit ansteigendem Gehalt an mutierter mtDNA
von adult-onset NARP im jungen Erwachsenenalter bis zu early-onset Leigh Syndrom

(Uziel et al. 1997).

Weitere Syndrome, die mit dem LS Gemeinsamkeiten aufweisen, sind APAO und
MIBSN. Charakteristisch fiir APAO ist ein ataktisches Syndrom mit Gangataxie,
Dysarthrie, Dysmetrie und Augenbewegungsstorungen, begleitend findet sich eine
axonale Polyneuropathie. Die Bildgebung ist entweder unauffillig oder zeigt eine
cerebelldre Atrophie (Rantamiki et al. 2005; Craig et al. 2007; Castagna et al. 2007).
Bei MIBSN kommt es im Vergleich zum Leigh-Syndrom zu cerebralen Lésionen
geringeren Ausmalles ohne Befall von Mittelhirn und Hirnstamm und dementsprechend
abweichender klinischer Priasentation (Meirleir et al. 1995; Thyagarajan et al. 1995).
Die bei APAO- und MIBSN-Patienten nachgewiesenen Mutationen, z.B. m.9185T>C
(APAO) oder m.9176T>C (MIBSN) sind jedoch auch mit dem klassischen Verlauf
eines LS assoziiert (Castagna et al. 2007; Dionisi-Vici et al. 1998). Ahnlich wie NARP
stellen sie damit ein phédnotypisch abgrenzbares Krankheitsbild bei gleichem

Mutationsmechanismus dar.

1.3.5. Weitere Assoziationen zu MT-ATP6

Ataxie ist ein bekanntes Begleit- und Kardinalsymptom mitochondrialer Erkrankungen.
Mutationen in MT-ATP6 wurden bereits mehrfach mit Ataxie und ataktischen
Syndromen in Verbindung gebracht (vgl. Kapitel 1.3.4.). Pfeffer und Mitarbeiter stellten
2012 einen Bezug zwischen Mutationen im M7-ATP6 Gen und einem spinocerebelldren
Syndrom mit adultem Krankheitsbeginn her, das sich in seiner klinischen Prisentation
von den bis dato beschriebenen Phanotypen unterscheidet. Bei den Patienten lag ein fiir
SCA typisches Bild ohne diagnostische Hinweise auf NARP oder Symptome eines
atypischen Late-Onset-Leigh-Syndroms vor.
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In der von Pfeffer et al. durchgefiihrten Studie wurden Patienten mit klinischer
Prisentation eines spinocerebelliren Syndroms im Sinne einer SCA untersucht, bei
denen die hdufigsten Ursachen einer sekundiren Ataxie (metabolische, entziindliche,
neoplastische Genese) sowie passende hereditdre Ataxien (Sporadisch degenerative
Ataxie, SCA 1,2, 3,6,7, 12, 17, DRPLA, FA) ausgeschlossen werden konnten (Pfeffer
etal. 2012).

Drei der Patienten wiesen unterschiedliche Mutationen auf (m.8993T>C, p.L156P;
m.9035T>C, p.L170P; und m.9185T>C, p.L220P), die sich auch bei weiteren
Betroffenen in den jeweiligen Familien identifizieren lieBen und als pathogen gewertet
wurden (Pfeffer et al. 2012). Die drei identifizierten Mutationen waren bereits bekannt,
wurden aber zuvor mit einem abweichenden ataktischen Syndrom, LS oder NARP
assoziiert (White et al. 1999; Moslemi et al. 2005; Castagna et al. 2007; Childs et al.
2007; Sikorska et al. 2009). Die von Pfeffer und Mitarbeitern beschriebenen Patienten
zeichnen sich durch einen vergleichsweise spéteren Krankheitsbeginn (Jugendalter bis
3. Lebensdekade), Ataxie als prominentestes Symptom, einem langsam progredienten
Krankheitsverlauf und das Fehlen von kognitiven Beeintrachtigungen aus. (Pfeffer et al.

2012).

Kyotovouri und Mitarbeiter beschriecben 2016 die nicht-synonyme Variante
m.8561C>G, p.P12R in der MT-ATP6/MT-ATPS iiberlappenden Region. Die
betroffenen Patienten zeigten ebenfalls eine spét beginnende Ataxie. Zusétzlich wurden
weitere Symptome wie eine begleitende periphere Polyneuropathie, ein Diabetes
mellitus, ein hypergonadotropher Hypogonadismus und ein sensineuraler Horverlust

beobachtet. Die Bildgebung bestitigte eine cerebelldre Atrophie (Kytovuori et al. 2016).

Von Verny und Mitarbeitern wurde die bereits mit LS/MIBSN assoziierte Variante
m.9176T>C, p.L217P bei einer Familie mit einer spdt beginnenden Ataxie in
Kombination mit einer spastischen Paraplegie und axonaler Polyneuropathie

beschrieben (Verny et al. 2011).
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit untersucht, ob moglicherweise pathogene M7-4TP6-Mutationen in einem
Kollektiv adulter deutscher SCA-Patienten nachgewiesen werden konnen. Dabei
handelt es sich um Patienten mit klinischem Verdacht auf SCA. Zuvor waren
Mutationen an den Loci fir SCAI, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA13, SCA14
SCA17, SCA23 und SCA28 ausgeschlossen worden.

Die erhobenen Daten sollen zur Kldrung der diagnostischen Relevanz von MT-ATP6
beitragen. Aufgrund der geringen GroB3e des Gens ist die Untersuchung von MT-ATP6
einfach und kostengiinstig mdglich. Spielen Mutationen in M7-ATP6 eine Rolle als
Verursacher von adulter SCA, dann wire die Integration in ein Diagnostik-Panel

sinnvoll.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Chemikalien

Betain

EDTA (Ethylendiamintetraessigsédure)
Borsédure
Bromphenolblau
Ethanol

Isopropanol
Xylencyanol
Tris-HCI

Tris-Base

LE Agarose
Ethidiumbromid
Formamid deionisiert

Sephadex G50

2.1.2. Puffer und Losungen
10x TBE-Puffer:

108g Tris-Base

55g Borsédure

40ml 0,5M EDTA pH 8,0

ad 11 H,O

1x TBE-Puffer:
10x TBE-Puffer Verdiinnung 1:10

10x PCR-Puffer

5x Sequenzier-Puffer

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Biozym, Hessisch Oldendorf
Roth, Karlsruhe

Applied Biosystems, Foster City, CA
GE-Healthcare, Miinchen

Roth, Ksrlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

S.0.
Qiagen, Hilden
Applied Biosystems, Foster City, CA
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Gel-Ladepuffer:

40% Sucrose

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
gelost in 1XTBE

Groflenstandards:
pUC9/Ddel

A/ EcoRI-HindIII

2.1.3. Enzyme und Nukleotide
Desoxyribonukleotide

ExoSAP

Taq-Polymerase

Ddel

2.1.4. Primer

Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

S.0.

Institutsinterner Restriktionsverdau,
Fragmentgrof3en 890bp, 540bp, 426bp,
409bp, 240bp, 166bp

125 (unterreprasentiert), 565, 831, 983,
1330, 1584, 1904 und 2027
(Doppelbande), 3530, 4268, 4973 und
5148 (Doppelbande), 21226

Promega, Madison, W1
Affymetrix, Santa Clara, CA
Qiagen, Hilden

NewEngland BioLabs, Ipswich

Primer mtATP6 F:5'-GCCCACCATAATTACCCC-3'

Primer mtATP6 R: 5-GCCTAGTATGAGGAGCGTTATG-3'

2.1.5. Kits
QIAmp DNA Blood Mini Kit
Straight-PCR-OLS Kit

BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit

Qiagen, Hilden
OLS OMNI Life Science, Bremen

Applied Biosystems, Foster City, CA

2.1.6. Gerate und Laborausstattung

Eisbereiter

Elektrophoresekammer Horizon™ 58

Manitowoc Ice, Manitowoc, WI

Gibco-BRL/ Life Technologies,
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Gefrierschrank
Gelschlitten 8x6,5cm
Mikrowellenherd
Photomete Ultrospec 3000pro
Pipette 10ul

Pipette 100pul

Pipette 200ul

Pipette 1000ul
ReaktionsgefaBstinder
CCD Kamera
Spannungsquelle EC105
Taschenkdmme 10er

Thermocycler: FlexCycler

Thermodrucker Video Copy Processor P66E

UV-Lampe MacroVue UV-25
Vortex RS1

Waage EMB 1000-2

Heizblock Dri-Block” DB-3
Zentrifuge Mini Centrifuge C-1202
Zentrifuge Heraeus Biofuge pico

Zentrifuge Sorvall RC 5B PLUS

2.1.7. Verbrauchsmaterialien
96-Well-Platte

Eppendorf-Gefale 2ml/ 1,5ml/ 0,5 ml
Erlenmeyerkolben 250 ml
Mikrotiterplatte Deckel 1x8
Mikrotiterplatte 3x8

Pipettenspitzen 10ul/ 200ul/ 100 pl/
1000ul

Thermopapier

Carlsbad, CA

Bosch, Gerlingen-Schillerhdhe

Keutz, Reiskirchen

LG, Seoul

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ
Eppendorf, Hamburg

Gilson, Middleton, W1

Gilson, Middleton, WI

Gilson, Middleton, WI

Brand, Wertheim

Digital Equipment Corp., Maynard, MA
E-C Apparatus Corp., Milford, MA
Keutz, Reiskirchen

Analytik Jena, Jena

Mitsubishi, Tokyo

Hoefer, Holliston, MA

IDL, Nidderau

Kern&Sohn, Balingen

Techne, Cambridge

Labnet, Edison, NJ

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Merck Millipore, Billerica, MA

OLS OMNI Life Science, Bremen
Fisherbrand, Schwerte

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
Eppendorf, Hamburg

Mitsubishi, Tokyo
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2.1.8. Softwareprodukte und Datenbanken

SeqScape v.2.5 Applied Biosystems, Foster City, CA
Finch-TV 1.4.0 Geospiza, Seattle, WA

PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2
MutationTaster2 http://www.mutationtaster.org

SIFT http://sift.jcvi.org

PROVEAN http://provean.jcvi.org

ensembl.org (Release 90 - August 2017)  http://www.ensembl.org

dbSNP (Homo sapiens Annotation https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
Release 108, GRCh38.p7)

MITOMAP (120) https://www.mitomap.org

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov
UniProtKB http://www.uniprot.org

OMIM®™ https://www.omim.org/

2.2. Methoden
2.2.1. Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die DNA von 60 Patienten untersucht, die im
Erwachsenenalter an einer spinocerebelldren Ataxie erkrankt waren. In einer vorherigen
Testung konnten die Repeat-Expansions-Loci SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7,
SCA17 ausgeschlossen werden. Ebenso konnten keine Punktmutationen an den Loci
SCA13 (KCNC3), SCAl14 (PRKCG), SCA23 (PDYN) und SCA28 (AFG3L2)

nachgewiesen werden.

2.2.2. DNA-Extraktion

Die DNA-Gewinnung aus Probenmaterial stellt die Grundlage fiir die in dieser Arbeit
beschriebene genetische Analyse dar. Im vorliegenden Fall erfolgte diese aus EDTA-

Vollblut mithilfe des QIAamp DNA Blood Mini Kit der Firm Qiagen.

2.2.2.1. DNA-Extraktion mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit
Dazu wurden 200ul EDTA-Blut der Patientenprobe zu 20ul Qiagen Protease in ein
1,5ml Eppendorf-Gefal3 pipettiert, mit 200ul Buffer AL (Lysepuffer) versetzt, und 15

Sekunden lang auf dem Vortex durchmischt. Fiir eine effiziente Zelllyse erfolgte eine

10-miniitige Inkubation im Wasserbad bei 52°C. Anschliefend wurden 200ul Ethanol
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(98%) zugegeben und erneut fiir 15 Sekunden gevortext. Ein QIAamp-Saulenfilter
wurde in einem 2ml Auffangrohrchen platziert, der Ansatz darauf pipettiert, und bei
8000 Umdrehungen pro Minute (rpm) eine Minute lang zentrifugiert. Das dabei
aufgefangene Eluat wurde verworfen und der Saulenfilter auf ein neues
Auffangrohrchen platziert. Zur Aufreinigung der so gebundenen DNA wurde als
nichster Schritt 500ul Buffer AW1 (Waschpuffer 1) auf den Séulenfilter pipettiert und
bei 8000 rpm fir 1 Minute zentrifugiert, nach Verwerfen des Eluats und Einsetzen in
ein neues Auffangrohrchen wurden 500ul Buffer AW2 (Waschpuffer 2) aufgetragen
und bei 13000 rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert. Eventuelle Reste am Rand des
Séulenfilters wurden mit einer Pipette entfernt und mit dem Eluat verworfen. Der
Saulenfilter wurde dann auf ein neues 1,5ml Eppendorf-Gefal3 gestellt und 200ul Buffer
AE (Elutionspuffer) darauf pipettiert. Nach 5-mintitiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde bei 1300rpm fiir eine Minute zentrifugiert. Die bei diesem Schritt ins Eluat
transferierte DNA konnte nach Bestimmung der Konzentration fiir die weitere Analyse

verwendet werden.

2.2.2.2. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA

Die Bestimmung der Konzentration ¢ der DNA wurde mittels photometrischer
Extinktionsmessung vorgenommen. Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz E=g*c*d
kann aus der gemessenen Extinktion E bei einer Wellenldnge von 260nm, bei einer
Schichtdicke d=lcm (Ladnge der Kiivette), und einem angenommenen molaren
Extinktionskoeffizient £=0,02*(ug/ml)'*cm” die Konzentration der DNA-Probe
berechnet werden. Dabei entspricht eine Extinktion, oder Optische Dichte OD=1, einer
Konzentration von 50pg ds-DNA/ml. (Bedson et al. 2007)

In der Regel wurde eine 1:100 Verdiinnung der zu messenden DNA hergestellt und
diese in eine Quarzkiivette iiberfiihrt. Die Messung erfolgte gegen 10mM Tris-HCI
Puffer als Referenzwert. Die Konzentration der Ausgangs-DNA-Probe in pg/ml

errechnete sich dann iiber die gemessene OD*Verdiinnungsfaktor (100)*50.

2.2.3. Polymerase Kettenreaktion (PCR)
2.2.3.1. Prinzip der PCR

Die 1984 von Mullis/Faloona entwickelte Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain
reaction, PCR) dient der gezielten Vervielfdltigung ausgewihlter DNA-Abschnitte.

Dadurch kann aus einer Vielzahl von DNA-templates der zu untersuchende Bereich
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amplifiziert und der weiteren Untersuchung zuginglich gemacht werden. (Mullis und
Faloona 1987) Die PCR ist ein zyklisches Verfahren, bei dem die Abfolge der einzelnen
Reaktionsschritte — Denaturierung, Annealing, Polymerisation - vielfach wiederholt

wird, um die Ausbeute zu maximieren.

1. Denaturierung: Die beiden komplementaren Nukleinsdureketten der als Doppelhelix
organisierten DNA werden hauptsdchlich durch Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Basenpaaren Adenin-Thymin und Guanin-Cytosin, und in geringerem
MaBle  durch  hydrophobe = Wechselwirkung und  Van-der-Waals-Kréfte
zusammengehalten und stabilisiert. Unter Zufiihren von Energie kommt es bei
Uberschreiten des Schmelzpunktes Ty, zur Trennung der DNA-Stringe, dieser erste
Schritt findet im PCR-Zyklus bei 94-95°C statt. (Watson und Crick 1953; Crothers et al.
1965)

2. Annealing: Um den ausgewidhlten DNA-Bereich zu amplifizieren, werden zwei
synthetisierte Oligonukleotide, sogenannte ,,Primer®, bendtigt. Die Basenabfolge dieser
Oligonukleotide ist jeweils komplementidr zur 3'-flankierenden Sequenz eines DNA-
Templatestrangs. Das sogenannte ,,Annealing”, das Binden des Primers an den
entsprechenden DNA-Strang, erfolgt fiir jeden Primer bei einer spezifischen
Temperatur, die durch das Verhéltnis und die Anzahl der enthaltenen Basen, und damit

Wasserstoftbriickenbindungen, bestimmt ist. (Wu et al. 1991)

3. Polymerisation/ Elongation: Die Synthese der neuen DNA-Stringe erfolgt durch die
Tag-Polymerase, eine hitzestabile DNA-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium
Thermus aquaticus. Bei einer Temperatur von 72°C verldngert die Tag-Polymerase aus
den  Desoxyribonukleotiden = (dNTPs)  Desoxyadenosintriphosphat  (dATP),
Desoxyguanosintriphosphat ~ (dGTP),  Desoxycytidintriphosphat  (dCTP)  und
Desoxythymidintriphosphat (dTTP) komplementir zum jeweiligen Matrizenstrang den
Primer in 5'-3' Richtung. (Saiki et al. 1988)

Die so neu entstandenen Doppelstringe werden mit Beginn des néchsten
Reaktionszyklus wieder denaturiert, und die neu synthetisierten Einzelstringe dienen
selbst als Matrix flir den nédchsten Synthesezyklus. Es kommt zur exponentiellen
Vermehrung des DNA-Abschnitts, bis durch Zunahme der synthetisierten DNA und

Verbrauch der Edukte letztlich ein Plateau erreicht wird. Die einzelnen
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Reaktionsschritte ~ werden dabei durch das Einstellen der jeweiligen

Reaktionstemperatur im kompletten Reaktionsansatz herbeigefiihrt.

o 3 5 ¥

5 3
3 5 3 5 3 5' *

5 3 5 3

/ \ 3 = 4

5' 3
s ¥ Denaturierung Annealing Elongation g

3 5'
\ A s 3

3 5 3 5'
5' 3 5 3 5 3

o 8 5 ¥
5 3 -

| |

1. Zyklus 2. Zyklus

Abbildung 4: Schematische Darstellung der ersten Zyklen einer Polymerase-Kettenreaktion

2.2.3.2. Durchfiihrung der PCR an MT-ATP6

In dieser Arbeit wurde das Gen MT-ATP6 untersucht, das die Untereinheit a der F F;-
ATP-Synthase codiert. Das Gen befindet sich an Position 8527-9207 des
mitochondrialen Genoms und wird direkt flankiert von codierenden Bereichen der Gene
MT-ATPS (mitochondrially encoded ATP synthase 8) und M7-CO3 (mitochontrially
encoded cytochrome c oxidase III). (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov) Das Gen
besteht aus nur einem Exon und konnte deshalb mit einem einzigen Primerpaar —

mtATP6 F und mtATP6 R — amplifiziert werden.

Tabelle 5: Primersequenz

mtATP6_F: 5'-GCCCACCATAATTACCCC-3'
mtATP6_R: 5-GCCTAGTATGAGGAGCGTTATG-3'

Das so gewonnene PCR-Produkt hat eine GroBe von 953bp, der fir MT-ATP6

codierende Bereich umfasst 681bp.

Der verwendete PCR-Mix setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 6: Zusammensetzung PCR-Mix

20yl 10xPuffer

40ul Desoxyribonukleotid-Mix (je 1,25mM)
20l 5M Betain

3ul Primer mtATP6_F (50pmol/pl)

3l Primer mtATP6_R (50pmol/pl)
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1,8l Taqg-Polymerase
112l H20

200l

Jeweils 50ul des PCR-Mixes wurden mit 1ul Proben-DNA in ein 0,5ml Eppendorfgefaf3
pipettiert und vorsichtig durchmischt. Mithilfe des Thermocyclers der Firma MJ
Research wurde ein Protokoll mit folgenden Reaktionsbedingungen erstellt:
Nach einer initialen Denaturierungsphase von 3 Minuten bei 94°C folgte als Schritt
zwei eine kiirzere Denaturierungsphase von 30 Sekunden bei gleicher Temperatur. Fiir
die 30-sekiindige Annealingphase wurden die Proben auf 60°C abgekiihlt, fiir die
Synthesephase fiir 45 Sekunden auf 72°C erwirmt. Dieser Ablauf wurde ab Schritt zwei
in 35 Zyklen wiederholt. Der letzte Zyklus endete mit einer finalen Verldngerung der

Produkte bei 72°C fir 2 Minuten.

2.2.4. Agarose-Gelelektrophorese

2.2.4.1. Prinzip der Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente konnen mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und dargestellt werden.
Diese Methode beruht auf der Wanderung ionisierter Molekiile in einem elektrischen
Feld mit einer von Feldstirke, Nettoladung und Reibung abhingigen
Wanderungsgeschwindigkeit. (Zimm und Levene 1992; Berg et al. 2013)

Die negative Ladung der Phosphatgruppen bewirkt eine Wanderung der DNA zur
positiven Anode. Im Fall der Agarose-Gelelektrophorese dient das Medium des
Agarosegels mit seiner Gitterstruktur als Molekiilfilter, in dem ldngere DNA-Fragmente

entsprechend langsamer wandern als kiirzere. (Zimm und Levene 1992; Smithies 1955)

Im Gel enthaltenes Ethidiumbromid interkaliert mit den stapelformig angeordneten
Basenpaaren und dient aufgrund seiner fluoreszierenden Eigenschaften unter UV-Licht

zur Visualisierung der Nukleinsduren. (Waring 1965)

2.2.4.2. Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Die Herstellung des verwendeten 1%-Agarosegels erfolgte durch Zugabe von 100ml
IxTBE-Puffer zu 1g Agarose in einem Erlenmeyerkolben und Aufkochen des Ansatzes
im Mikrowellenherd. Nach vollstindiger Losung des Pulvers wurden 10-15ul
Ethidiumbromid-Lésung zugegeben und durch Schwenken gleichméBig verteilt, das Gel

wurde in einem Gelschlitten mit Taschenkamm zum Aushérten gebracht.
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1ul Gel-Ladepuffer und 9ul H,O wurden vermischt und mit 3ul PCR-Produkt versetzt.
Die Elektrophoresekammer wurde mit dem vorbereiteten Gel und 1xTBE-Puffer
bestiickt, die Taschen mit den vorbereiteten PCR-Produkten beladen. In eine weitere
Tasche wurde ein GroBenstandard pipettiert, bei dem es sich in der Regel um
pUCY9/Ddel (pUC9-Plasmid verdaut mit Ddel) handelte. AnschlieBend wurde ein
elektrisches Feld angelegt. Bei erfolgreicher PCR konnte das PCR-Produkt unter UV-
Licht deutlich als fluoreszierende Bande dokumentiert und fotografisch festgehalten

werden.

1-4: PCR-Produkt (953bp) an Patienten-DNA;

M: Marker

Abbildung 5: Bandendarstellung in der Gelelektrophorese gegen Grofienstandard A/ EcoRI-
HindIII (Fragmentgrof3e PCR-Produkt 953bp, Vergleichsbanden Groflenstandard 831bp und
983bp)

2.2.5. Reinigung der PCR-Produkte

Vor einer Sequenzierung miissen die PCR-Produkte aufgereinigt werden. Erst die
Entfernung von iiberzéhligen Primern und dNTPs ermoglicht die spidtere lineare

Sequenzierung mit einem spezifischen Primer.

Aufreinigung mittels Sdulenfilter

Es wurde das Straigth-PCR-OLS-Kit der Firma OLS OMNI Life-Sciences mit dem

entsprechenden Protokoll verwendet. Dabei wurde vom gewonnenen PCR-Produkt die
gewlinschte Menge (<50ul) in ein 1,5ml Eppendorf-Gefa3 iiberfiihrt, mit 500ul BB
(Bindepuffer) versetzt, vermischt und auf einen Sdulenfilter mit Auffangrohrchen
aufgetragen. Nach 2 Minuten Zentrifugation bei 13000 rpm wurde das Eluat verworfen

und die Sédule auf ein 1,5ml Eppendorf-Gefdll gesetzt. Entsprechend des zuvor
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eingesetzten PCR-Produktes wurde das gleiche Volumen EB (Elutionspuffer)
aufgetragen. Nach 5 Minuten Einwirkzeit wurde erneut fiir 1 Minute bei 8000rpm

zentrifugiert und die geloste DNA damit ins Eppendorfgefal transferiert.

Enzymatische Aufreinigung mittels ExoSAP

Die enzymatische Aufreinigung erfolgte mithilfe von ExoSAP der Firma
USB/Affymetrix. Dieser Enzymmix enthdlt Exonuklease 1 zum Abbau kurzer
Oligonukleotide wie zum Beispiel iiberstindige Primer, und Shrimp Alkalische
Phosphatase, die den Abbau von iiberzdhligen dNTPs bewirkt. Dazu wurden 0,5pl
ExoSAP zu 3-4ul PCR-Produkt (je nach Bandendicke in der Gelelektrophorese) in ein
Eppendorf-Gefall gegeben und der Reaktionsansatz mit H;O oder 10mM-Tris-HCI auf
ein Volumen von 5ul ergénzt. Im Thermocycler wurde der Reaktionsansatz 15 Minuten

bei 37°C inkubiert und anschlieBend 15 Minuten bei 85°C denaturiert.

2.2.6. Sequenzierung

2.2.6.1. Prinzip der Sanger-Sequenzierung

Mit dem Vorgang der Sequenzierung ist es mdglich, die Abfolge der einzelnen
Nukleoide innerhalb eines DNA-Stranges zu ermitteln, und Abweichungen von der
Vergleichssequenz zu detektieren. Die ,klassische® Sanger-Sequenzierung generiert
dazu primir unterschiedlich lange DNA-Fragmente, die sich im Idealfall in der Lange
um genau eine Base unterscheiden. Mit Hilfe des —A/+A-Systems ldsst sich die Base an
der letzten Position eines Fragmentes bestimmen, und so die komplette Basensequenz

entschliisseln. (Sanger und Coulson 1975)

Das 1977 von Sanger et al. entwickelte Kettenabbruchverfahren verwendet
Didesoxynukleotide (ddNTPs), und wird deshalb auch als Didesoxymethode
bezeichnet. Es stellt die Grundlage fiir die in dieser Arbeit verwendete
Kapillarsequenzierung (capillary sequencing) dar. Durch Verwendung eines einzelnen
Primers wird ausschlieflich der komplementire Strang des ausgewdhlten DNA-
Abschnittes amplifiziert, die Vervielfdltigung der Matrize erfolgt nicht exponentiell
sondern linear. Als Bausteine der Synthese dienen sowohl radioaktiv markierte dNTPs,
als auch deren 2'3'-Didesoxyanaloga. Wird ein ddNTP bei der DNA-Synthese
eingebaut, macht das Fehlen der 3'OH-Gruppe das Ausbilden einer
Phosphodiesterbindung zur Verkniipfung mit einem weiteren dNTP unmdglich, es

kommt zum Kettenabbruch. Bei geringer Konzentration der Analoga kommt es nur
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vereinzelt zum Einbau, nach dem Zufallsprinzip entstehen Abbruchfragmente aller
moglichen Liangen an den Positionen, an denen die entsprechende Base codiert ist.
Jedes der vier verwendeten ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP) wird dabei einem
separaten Reaktionsansatz zugegeben. Unter Zugabe von ddATP entstehen dann
beispielsweise ausschlieBlich Fragmente mit Adenosin als letzter codierter Base. Trennt
man diese vier Ansétze mittels Gelelektrophorese auf, so ldsst sich radiografisch anhand
der zunehmenden Fragmentlidnge die Abfolge der Nukleotide bestimmen. (Sanger et al.

1977)

3 5' Template-DNA
ACBGGEMMGEMGACGAG

BcH A
5 T c Nukleotide
Primer G dATP, dTTP, dCTP, dGTP

Synthese von basenspezifischen Abbruchfragmenten durch den Einbau unterschiedlicher ddNTPs
1

| | |

A m G C
{C}ddATP %ddTTP {C%ddGTP if/}ddCTP
TGCCGA TGCCGAAT TGECECG TGEC
¥ 3% ¥ % ¥ & ¥ &
TGCCGAA TGCCGAATGACT TGEECGAATG TGCECGAATGALC
¥ & ¥ & ¥ & ¥ %
TGECCGAATGA TGCCGAATGACTGT TGCECGAATMGACTG TGCCGAATGACTGTEC
¥ e F e ° e ° &
L/

Trennung der Abbruchfragmente oy
nach Lange in der Gelelektrophorese.

OFPFTAOP>POAOH0

Abbildung 6: Schematische Darstellung der klassischen Sanger Sequenzierung
Im vorliegenden Experiment wurde die modifizierte Variante der fluoreszenzmarkierten
Kapillarsequenzierung genutzt. Dabei werden die Didesoxyanaloga anstatt der
radioaktiven Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt (dye terminator
method). Da fiir jedes Nukleotid entsprechend der Base ein anderer Farbstoff gewéhlt
wird, ist im Gegensatz zur klassischen Sanger Sequenzierung nur ein einziger
Reaktionsansatz notig, dem alle ddNTPs zugegeben werden. Im Sequenzierprodukt sind
somit Kettenabbruchfragmente aller Nukleotide enthalten. Die Auswertung der

markierten Fragmente erfolgt nach elektrophoretischer Auftrennung mittels Kapillare,
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durch Detektion der laserinduzierten spezifischen Emissionsspektren wird die

Basensequenz bestimmt. (Prober et al. 1987; Jorgenson und Lukacs 1983)

2.2.6.2. Durchfiihrung der Sequenzierung

Als Ausgangsprodukt fiir die Sequenzierung diente entweder die mit ExoSAP oder mit
dem OLS-Kit aufgereinigte, amplifizierte DNA. Die verwendeten Primer wurden fiir
die Sequenzierung auf eine Konzentration von 10pmol/ul verdiinnt, in jedem
Sequenzieransatz wurde nur jeweils ein Primer verwendet und damit nur ein DNA-
Strang amplifiziert. In der Analyse der erhaltenen Elektropherogramme konnten dann
die von beiden Ausgangspunkten synthetisierten komplementiren Sequenzen zu einer

Gesamtsequenz erginzt werden.

Der Sequenzieransatz setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 7: Zusammensetzung Sequenzieransatz

5yl DNA (ExoSAP-Produkt)

2 ul Sequenzierprimer (10pmol/ul)

1 ul 5xPuffer

2,5l ABI-Mix (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit)
4,5l H.O

15 ul

Die Reagenzien wurden in ein 0,5ml Eppendorf-Gefd3 pipettiert und durchmischt.
Mithilfe des Thermocyclers wurde ein standardisiertes Sequenzierprotokoll erstellt:
nach einer initialen, I-miniitigen Denaturierungsphase bei 96°C folgten 25 Zyklen der
Schritte Denaturierung (10 Sekunden bei 96°C), Annealing (10 Sekunden bei 60°C) und
Synthese (2 Minuten bei 50°C).

2.2.6.3. Aufreinigung des Sequenzierproduktes

Das Sequenzierprodukt wurde vor der eigentlichen Sequenzanalyse noch einmal mittels
Gelfiltration aufgereinigt. Dazu wurde 350-400ul Sephadex G50 (in 10mM Tris-HCI
vorgequollen) in die Vertiefungen (Wells) einer 96-Well-Platte mit integrierter Fritte
pipettiert und die Platte auf einer Auffangschale in eine Sorvall RC 5B PLUS
Zentrifuge platziert. Um Unwucht zu vermeiden wurde eine Abfallplatte mit Wasser
austariert und auf der Gegenseite platziert. Die 96-Well-Platte wurde 2 Minuten bei
2100rpm zentrifugiert und anschlieBend auf eine Eluatplatte gesetzt, das Zentrat in der

Auffangschale verworfen. Auf die entstandenen Gelsdulen wird das Sequenzierprodukt

32



aufgetragen und die Platte mit einer neu austarierten Abfallplatte erneut 2 Minuten bei

2100rpm zentrifugiert.

Zur Analyse des so aufgereinigten Sequenzierproduktes wurden jeweils 10ul hochreines
Formamid in die markierten Wells einer Mikrotiterplatte vorgelegt. Das Zentrat aus der
Eluatplatte wurde in die Mikrotiterplatte iiberfiihrt und zur Auswertung an die Blutbank

der Universitdt GieBBen (Standort des Sequencers) libergeben.

2.2.6.4. Sequenzanalyse mit SeqScape

Zur Sequenzanalyse wurde das Analysegerdt ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer,
zur Datenauswertung die Programme FinchTV und SeqScape v2.5 verwendet. Aus den
in der Kapillarsequenzierung registrierten Farbsignalen wurde ein Elektropherogramm
erstellt, und die Basenabfolge rekonstruiert. Nach einer ersten Kontrolle auf
Verwertbarkeit und Qualitdt der Daten mit Hilfe des Programms FinchTV wurden die
Daten in SeqScape lbertragen. Im Abgleich mit der Datenbank ensembl.org erlaubt
SeqScape eine genaue Analyse der Basenabfolge, den Vergleich mehrerer

Elektropherogramme und die Detektion von abweichenden Signalmustern.

2.2.7. Bioinformatische Analyse von Polymorphismen/ Sequence
Alignment

Datenbanken und bioinformatische Analyse-Tools erlauben eine Einstufung der
sequenzanalytisch ermittelten Varianten. In den Datenbanken ensembl.org oder dbSNP
lassen sich beispielsweise Informationen zu vorbeschriebenen und untersuchten
Varianten (Single Nucleotide Variation, SNV) finden. (McLaren et al. 2016; Sherry et
al. 2001) Solche bereits klassifizierten Loci erhalten eine ,,reference SNP ID number*
(rs-Nummer), unter der SNVs, die sich auf den gleichen Genort abbilden lassen, zu
einem Cluster zusammengefasst werden. (NCBI.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK44417/pdf/Bookshelf NBK44417.pdf,

25.07.2017.) Die rs-Nummer ermoglicht die Zuordnung einer Variante zu einem
Genlocus und kann in weiterfithrenden Untersuchungen als Kennung (identifier) dienen.
Andere Datenbanken, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, sind MITOMAP und
UniProt. UniProt verbindet Informationen aus mehrere Datenbanken und ermoglicht
durch die Verkniipfung von Ergebnissen der Proteomanalyse mit genomischen
Sequenzen eine Zuordnung zu funktionellen Doméanen. (The UniProt Consortium 2017)

MITOMAP dient der Dokumentation und Katalogisierung aller bekannten mtDNA-
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Varianten. Dabei werden zum einen entsprechende Publikationen handverlesen und
Sequenzvarianten mit assoziierten Informationen zu Population und Pathogenitit
iibertragen, zum anderen werden diese Eintrdge durch Sequenzdaten kompletter

mitochondrialer Genome, zum Beispiel aus Genbank, erginzt. (Lott et al. 2013)

Konnte im Abgleich der Datenbanken mit den durch SeqScape erkannten non-
synonymous Single Nucleotide Variations (nsSNVs) eine noch nicht vorbeschriebene
Variante identifiziert werden, wurde mithilfe des Programms PolyPhen-2
(Polymorphism Phenotyping 2) eine Einschitzung des Einflusses auf Struktur und
Funktionalitit des Proteins vorgenommen. PolyPhen-2 bedient sich zu diesem Zweck
eines kombinierten Algorithmus aus 11 verschiedenen Elementen, die mittels
maschinellen Lernens optimiert wurden, und sowohl Sequenzalignment als auch

Strukturanalysen einbeziehen. (Adzhubei et al. 2010)

Sequenzalignment ist eine Methode zum Vergleich von Protein-Primérstrukturen mit
gleicher oder dhnlicher Aminosduresequenz. Dabei konnen entsprechende Abschnitte
zum einen evolutiondr als homologe Sequenzen einer urspriinglichen Ausgangssequenz
verstanden werden, die durch Duplikation und unabhédngige zufillige Mutation
geringgradig voneinander abweichen. (Clark 2005) Zum anderen konnen sich Proteine
oder Strukturelemente gleicher Funktion, die deshalb eine dhnliche Oberfldchenstruktur
bendtigen, parallel entwickelt und selektiert haben — man spricht dann von evolutionérer

Konvergenz. (Needleman und Wunsch 1970)

PolyPhen-2 trifft eine Auswahl aus den in der Datenbank UniRefl00 hinterlegten
orthologen und paralogen Sequenzen, die fiir eine Analyse in Frage kommen, und
wertet diese mit Algorithmen des Multiple-Sequence-Alignment (MSA) aus, die
ermittelten Scores flieBen in die Gesamtinterpretation ein. AuBlerdem erfolgt ein
Abgleich mit der Datenbank UniProt/UniSwiss, um eine eventuelle Beteiligung von
speziellen  Strukturelementen =~ wie  Enzymbindungsstellen  zu  erkennen.
Strukturanalytisch bewertet PolyPhen-2 verschiedene Elemente, wie zum Beispiel
Veranderungen der hydrophoben Eigenschaften oder der Oberflachenstruktur durch den

Einbau anderer Aminosédure-Seitenketten. (Adzhubei et al. 2010)

Der errechnete Gesamtscore ermdglicht die Einschédtzung der Defektwahrscheinlichkeit

und des damit einhergehenden Funktionsverlustes des untersuchten Proteins.
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MSA dient auch dem Analysetool SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) als
Grundlage, das jedoch keine strukturanalytischen Features beriicksichtigt. Die
Auswertung durch SIFT beruht dabei ausschlieBlich auf der relativen
Auftretenswahrscheinlichkeit einer Aminosdure an jeder gegebenen Position. (Kumar et

al. 2009)

Der Auswertungslogarithmus des Programms PROVEAN (Protein Variation Effect
Analyzer) ermittelt mithilfe des Delta-Scores die Differenz zwischen Test- und
Referenzaminosduresequenz vor und nach Einbau der zu untersuchenden Variante. Als
Referenz dient ein funktionales Sequenzhomolog, der so ermittelte Unterschied im
Alignment dient der Quantifizierung der zu erwartenden Auswirkung auf die

Proteinfunktion. (Choi et al. 2012)
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3. Ergebnisse

3.1. Studienpopulation

Die von uns untersuchten 60 Patienten wurden aufgrund einer fiir das Krankheitsbild
Spinocerebellidre Ataxie typischen Klinik zur weiteren Abklidrung an unser Institut
tiberwiesen. Dabei handelt es sich in erster Linie um eine passende neurologische
Symptomprasentation und Hinweise auf eine erbliche Komponente bei positiver
Familienanamnese. Im Rahmen der Diagnostik konnten bei allen Probanden genetische
Ursachen im Sinne einer SCA1-3, SCA6, SCA7, SCA13, SCA14, SCA17, SCA23 und

SCA28 ausgeschlossen werden.

Die Einsendung der Proben erfolgte iiber einen Zeitraum von 20 Jahren mit einem
GroBteil der Einsender aus dem Raum Hessen und einzelnen Uberweisungen aus
Schleswig-Holstein, Rheinland-Pfalz, Baden-Wiirttemberg, Bayern, Niedersachsen,
Nordrhein-Westfalen und Hamburg. Das Geschlechterverhiltnis m:w entsprach einem
Ratio von 1,4. Von uns betrachtet wurden in erster Linie Patienten mit vermuteter
adulter bis late-onset Manifestation. Bei Einleitung der Molekulargenetischen
Diagnostik hatten alle Patienten ein Alter >20 Jahre, 79% (45) der Probanden waren zu
diesem Zeitpunkt mehr als 40 Jahre alt. Zum Alter bei Manifestation erster Symptome
liegen uns nur in 37 Féllen Informationen vor, 89% davon (33) gaben einen
Symptombeginn nach dem 21. Lebensjahr an, das fritheste berichtete

Manifestationsalter liegt bei 15 Jahren.'

3.2. Sequenzanalyse

Bei dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektiv konnten 25 genetische
Varianten identifiziert werden, 15 davon sind in der Literatur bisher nicht
vorbeschrieben. Populationsspezifische Allelfrequenzen sind nur fiir zwei dieser
Varianten in dbSNP hinterlegt (dbSNP.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?geneld=4508, 11.11.2017.).
Als Referenzgruppe fiir unser mitteleuropéisches Kollektiv wurde der Datensatz

HapMap-CEU gewéhlt. In allen anderen Féllen konnte aufgrund der fehlenden

' Von dieser Aufstellung ausgenommen sind 3 Proben, zu denen keine Einsenderinformationen vorliegen.
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Datenlage kein Vergleich vorgenommen werden. Einige Varianten haben aufgrund ihrer

Lokalisation innerhalb der Sequenz einen Bezug zu wichtigen funktionellen Doménen,

fiir einzelne Substitutionen wird eine Verkniipfung mit spezifischen Krankheitsbildern

beschrieben.

Tabelle 8: Uberblick iiber die in dieser Arbeit identifizierten Varianten

Chr Pos* c.Pos® Basen- Funktion AS- rs-Nummer Allelfrequenz Allelfrequenz
austausch Austausch’ Probe Referenz’
m.8572 c46 G>A missense p.G16S rs28502681 2:: 88?22 unbekannt
m.8578 c52 C>T missense p.P18S - '(I'::: ggfgf unbekannt
m.8596 c.70 A>G missense p.124V - g:: %%ﬁ?éi unbekannt
m.8610 c84 T>C synonymous p.P28P - E%%%;% unbekannt
m.8614 c.88 T>C synonymous p.L30L rs878960523 I::: %%ﬁ%ﬁ unbekannt
m.8697 c.171 G>A synonymous p.M57M rs879233543 2:: gﬁfg unbekannt
m.8706 c.180 A>G synonymous p.M60M - g:: %%ﬁ?éi unbekannt
m.8764 c.238 G>A missense p.A8OT - S; gg?gf unbekannt
m.8793 c.267 T>C synonymous p.P89P - 'CI'::: %%ﬁ%ﬁ unbekannt
m.8811 c.285 C>T synonymous p.T95T - ?88?32 unbekannt
m.8817 c.291 A>G synonymous p.Q97Q rs372489053 g:: %%?,’723 unbekannt
m.8818  c292 C>T synonymous p.L98L rs878853097 % g”ggg unbekannt
m.8860  c.334 A>G missense  p.T112A  rs2001031 g:%,%%%g unbekannt
m.8901 c.375 A>G synonymous p.L125L - g%%ﬁ?éi unbekannt
m.8911 c.385 T>C synonymous p.L129L - E%%ﬁ%ﬁ unbekannt
m.8934 c408 C>T synonymous p.P136P - .cl_:gg?gg unbekannt
m.8950  c.424 G>A missense  p.V142l - S:: g:gfgf unbekannt
m.8994  c468 G>A synonymous p.L156L  rs28358887 S:: g:gfgg S:: g:gggg
m.9026 c.500 G>A missense p.G167D - 2:: 88?22 unbekannt
m.9055 c.529 G>A missense p.A177T rs193303045 2:: 88354;' unbekannt
m.9067 c.541 A>G missense p.M181V - g:: %%?%3 unbekannt
m.9070  c.544 T>G missense  p.S182A  rs879190502 g:%’%ﬁ%i unbekannt
m.9078 c.552 T>C synonymous p.1184l - E%%ﬁ%ﬁ unbekannt
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G: 0,9836 G:0,9823

m.9123 c.597 G>A synonymous p.L199L rs28358270 A: 0,0164 A 0,0177
m.9150 c.624 A>G synonymous p.L208L - g%%?z% unbekannt

* Position im forward strand des mitochondrialen Genoms, MT-ATP6 entspricht Position 8527-9207 (Homo
sapiens Annotation Release 108, GRCh38.p7, vgl. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4508)

# Position im codierenden Bereich, MT-ATP6 entspricht ¢.1-c.681

+ Position im Aminosaurecode des Proteins, entspricht 1-226, Abkiirzungen nach IUPAC-Buchstabencode
# Referenzpopulation HapMap-CEU, vgl.
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/SNP/snp_viewTable.cgi?pop=1409

Alle 25 Varianten wurden mittels bioinformatischer Analyse auf mogliche
Auswirkungen des jeweiligen Basen- oder Aminosdureaustauschs untersucht. Dabei
wurden die Programme PolyPhen-2, SIFT und PROVEAN verwendet (vgl. Kapitel
2.2.7). Der Wertebereich von PolyPhen-2 und SIFT liegt zwischen 0.00 und 1.00. Dabei
entspricht ein hoher PolyPhen-2-Score einer hohen Defektwahrscheinlichkeit. SIFT
hingegen bewertet den Grad der Konserviertheit iiber die Auftretenswahrscheinlichkeit
eines AS-Austausches im MSA, ein Wert von < 0.05 gilt als schidigend. PROVEAN
definiert ein Ergebnis von < -2.5 im Delta-Alignment-Score als ,deleterious‘, Werte
konnen im Bereich zwischen -18 und +5 liegen. (Adzhubei et al. 2013; Kumar et al.

2009; Choi et al. 2012)

Um Aussagen iiber die Auswirkungen einer genetischen Variante zu erhalten,
betrachten viele Auswertungsprogramme in erster Linie die Funktionalitit des codierten
Proteins und Verdnderungen der Primér-, Sekundar- und Tertidrstruktur desselben. Im
Falle einer synonymen Substitution ist die Analyse mit PolyPhen-2 nicht vorgesehen
und dadurch kein Ergebnis angegeben, auch PROVEAN liefert fiir alle sSNVs
automatisch einen Score von 0, und damit eine Einstufung als benigne. Der
Vollstindigkeit halber sind alle im Proben-Kollektiv nachgewiesenen synonymen SNVs

mit aufgefiihrt. Im Folgenden werden die Analyseergebnisse der einzelnen Varianten

beschrieben.

3.2.1. Bekannte Varianten (benigne)

m.8614 c.88 T>C, p.L30L PPH2: - SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

In einem Fall konnte in unserem Patientenkollektiv ein Basenaustausch T>C an Position
c.88 nachgewiesen werden, unter der rs-Nummer rs878960523 ist eine entsprechende
Variante vorbeschrieben. Da der Austausch synonym ist, kann bei erhaltener

Aminosduresequenz eine benigne Variante postuliert werden.

38



m.8697 c.171 G>A, p.M57M PPH2: - SIFT: 0.31 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

Der Basenaustausch c.171 G>A hat ebenfalls keinen Aminosdureaustausch zur Folge
und ist unter rs879233543 in der Literatur vorbeschrieben. In unserer Stichprobe wiesen
siecben Patienten eine entsprechende stumme Mutation auf. Die Auswertungstools
PolyPhen-2 und PROVEAN Kklassifizieren die Variante als synonym und damit gutartig,
auch SIFT stuft sie mit einem Score von 0.31 als neutral ein. In unserem Fall betrug die
ermittelte Allelfrequenz 0,8852 fiir den Wildtyp (Guanin), 0,1148 fiir die Variante
(Adenin). In dbSNP sind keine Allelfrequenzen fiir die entsprechende
Referenzpopulation hinterlegt, ein direkter Vergleich ist damit nicht moglich. Insgesamt
legen die Auftrittshdufigkeit und der Erhalt der Aminosdure Methionin eine

Interpretation als benigner Polymorphismus nahe.

m.8817 c.291 A>G, p.Q97Q PPH2: - SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

In zwei Féllen lieB sich in unserem Kollektiv die unter rs372489053 vorbeschriebene
Variante ¢.291 A>G nachweisen. Der Basenaustausch lidsst die Aminosdure Glutamin
und damit die an dieser Stelle vorliegende a-Helix-Transmembrandoméane (TMH 3)
unverandert. Die Auswertung mit PolyPhen-2, SIFT und PROVEAN ergab

dementsprechend keine schidigende Auswirkung.

m.8818 €.292 C>T, p.L98L PPH2: - SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

Die Variante c.292 C>T fand sich bei zwei Patienten unseres Kollektivs. Die Variante
fallt in den codierenden Bereich fiir eine a-Helix-Transmembrandoméne (TMH 3), ist
bei Erhalt der Aminosdure Leucin an Position 98 jedoch stumm. Unter rs878853097 ist

sie in dbSNP hinterlegt. Wie zu erwarten, war die bioinformatische Analyse unauffallig.

m.8860 c.334 A>G, p.T112A PPH2: 0.000 SIFT: 0.09 PROVEAN: -3.967
benign tolerated Deleterious

In unserer Studienpopulation wiesen alle Patienten bis auf zwei an Position ¢.334 die
Base G auf, die in der Datenbank dbSNP als SNV mit Aminosiureaustausch von
Threonin zu Alanin hinterlegt ist (rs2001031). In der bioinformatischen Analyse wurde
die Variante trotz ihres missense Charakters und ihrer Lage innerhalb einer a-Helix-
Transmembrandoméine (TMH 3) von PolyPhen-2 und SIFT als unauffillig gewertet,
lediglich der PROVEAN Score von -3.967 liegt im als schiadigend gewerteten Bereich.
In unserer Stichprobe ergab sich fiir an Position ¢.334 einer Allelfrequenz von 0,0328

fir Alanin, 0,9672 fiir Guanin. dbSNP enthdlt keine Vergleichsdaten der
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Referenzpopulation, MITOMAP dokumentiert allerdings in 98,52% der hinterlegten
Genomsequenzen ebenfalls das Vorliegen der Variante (G). Sie ist damit weltweit
haufiger als der Wildtyp (A), was sich auch in unserer Stichprobe wiederspiegelt, und
kann von uns als regional vorherrschender Genotyp interpretiert werden, von dem
ausschliefllich die beiden Probanden mit Wildtyp-Variante A an Position c.334

abweichen.

m.8994 c.468 G>A, p.L156L PPH2: - SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

Die unter rs28358887 in der Literatur hinterlegte synonyme Variante liegt innerhalb
einer o-Helix-Transmembrandomidne (TMH 4), sie konnte in unserem
Patientenkollektiv in drei Fillen nachgewiesen werden. Die sich daraus ergebende
Allelfrequenz von G: 0,9508, A: 0,0492 &hnelt der Allelfrequenz in der
Referenzbevolkerung (G: 0,9464 A: 0,0536), der Basenaustausch G>A an Position
c.468 stellt am ehesten eine Normvariante dar. Bei Scores im unauffilligen Bereich
werten PolyPhen-2, SIFT und PROVEAN den Austausch als gutartig. Die Variante
rs28358887 wird in einer Studie zu mitochondrialen Genvarianten bei Patienten mit
Adipositas (Knoll et al. 2014) zitiert, eine initial aufféllige Assoziation von Adipositas

und dieser Variante konnte aber in Kontroll-Kollektiven nicht bestétigt werden.

m.9070 c.544 T>G, p.S182A PPH2: 0.225 SIFT: 0.11 PROVEAN: -0.122
benign tolerated neutral

Unter der rs-Nummer rs879190502 ist die missense Variante ¢.544 T>G, p.S182A
vorbeschrieben. Auch einer unserer Patienten wies an dieser Position einen
entsprechenden Basen- und Aminosdureaustausch auf, die Substitution der Aminosiure
Alanin fiir Serin liegt dabei ebenfalls im Bereich einer a-Helix-Transmembrandoméne
(TMH 5). Die Scores aller Analysetools lagen im unbedenklichen Bereich und lassen

eine Einstufung der Variante als benigner Polymorphismus zu.

m.9123 ¢.597 G>A, p.L199L PPH2: - SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

Die Variante ¢.597 G>A, p.L199L lag in einem Fall vor, sie fillt in den Bereich der o-
Helix-Transmembrandoméne TMH 6 und ist in der Literatur unter rs28358270 in
dbSNP hinterlegt. Das einmalige Auftreten in unserem Patientenkollektiv entspricht
einer Allelfrequenz von G: 0,9836 A: 0,0164, in der Referenzpopulation wurde eine
Allelfrequenz von G: 0,9823, A: 0,0177 ermittelt. Als stumme Mutation wird die
Variante in der bioinformatischen Analyse von PolyPhen-2, SIFT und PROVEAN als

gutartig klassifiziert. Kumar und Mitarbeiter konnten den Basenaustausch G>A an
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Position ¢.597 bei einem Patienten mit Leber Opticusatrophie nachweisen, werteten ihn

jedoch nicht als ursdchlich. (Kumar et al. 2012).

Tabelle 9: Patienten mit bekannten benignen Varianten

rs-Nummer Chr Pos* Variante Anzahl betroffener Patienten
rs878960523 m.8614 c.88 T>C, p.L30L 1
rs879190502 m.9070 c.544 T>G, p.S182A 1
rs28358270 m.9123 ¢.597 G>A, p.L199L 1
rs372489053 m.8817 c.291 A>G, p.Q97Q 2
rs878853097 m.8818 €.292 C>T, p.L98L 2
rs28358887 m.8994 c.468 G>A, p.L156L 3
rs879233543 m.8697 c.171 G>A, p.M57M 7
rs2001031  m.8860 c.334 A>G, p.T112A 59

3.2.2. Bekannte Varianten (moglicherweise pathogen)

m.8572 c.46 G>A, p.G16S PPH2: 0.895 SIFT: 0.01 PROVEAN: -4.623
possibly damaging  affects protein function deleterious

Die Position 8572 des mitochondrialen Genoms entspricht der Position 46 des
codierenden Bereiches fiir MT-ATP6. An dieser Stelle ist ein Basenaustausch G>A
vorbeschrieben (rs28502681), der eine missense Mutation mit konsekutivem
Aminosdureaustausch Glycin zu Serin an Position 16 der Aminoséurekette verursacht,
Assoziationen zu einem Krankheitsbild sind bisher nicht bekannt. Eine solche Variante
wies auch einer unserer Patienten (Pat.ID 960.1) auf.
41 51 61
cccccacAATCCTAlGhcCTACCCGECGCAS
ik Ol E R R Rk

—~ LCCCCCACAATCCTAGGCCTACCCGCOCGCAG
CCCCCACAATCCTAGGCCTACCCGCCGCAG

1 s,

CCCCCACALTCCTAAGCCTACCCGCCOCGCAG
CCCCCACAATCCTAAGCCTACCCGLCCGCAG

Vergleichs-
sequenz

Austausch <

Abbildung 7: Elektropherogramm mit der Variante ¢.46G>A, p.G16S
oben: Pat.ID 912.1 (unauffillige Vergleichssequenz), unten: Pat.ID 960.1

Die Defektwahrscheinlichkeit wird durch alle genutzten Analysetools als relevant

eingestuft. Die Auswertung mit PolyPhen-2 klassifiziert den Aminosduretausch als
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,»possibly damaging®, mit einem Score von 0.895. Der PROVEAN-Score von -4.623
liegt im schédlichen Bereich, ebenso deutet die geringe Austauschwahrscheinlichkeit
bei SIFT= 0.01 auf eine hohe Konservierung und damit eine resultierende
Funktionseinschrankung hin. Der Aminosdureaustausch liegt in einem Bereich, der im

Protein als a-Helix-Transmembrandomine (TMH 1) fungiert.

m.9055 c.529 G>A, p.A177T PPH2: 0.845 SIFT: 0.02 PROVEAN: -2.606
possibly damaging affects protein function deleterious

Die Variante G>A an Position ¢.529 verursacht den Aminosiureaustausch Alanin zu
Threonin an Position 177 der Aminosduresequenz, und ist unter der rs-Nummer

rs193303045 in der dbSNP hinterlegt, sie lag bei vier unserer Patienten vor.

521 531 541

H L 1 & 3 A T L A i
(( CACCTAATTGGAAGC|/GECACCCTAGCAATAT
CACCTAATTGGAAGCGLCCACCCTAGCALTAT

Vergleichs-
J <

sequenz * fi

/ CACCTAATTGGAAGCALCACCCTAGCAALTAT
CACCTAATTGGAAGCIALCACCCTAGCAATAT

CACCTAATTGGAAGCALCCACCCTAGCAATAT
CACCTAATTGGAAGCALCACCCTAGCAATAT

e ) P

CACCTAATTGGAAGEAC&ACCCTAGEAATAT

il s

aller Patienten
mit Austausch CACCTAATTGGAAGCAFCACECTAGCAATAT
c.529G>A f

CAEETAATTGGRAGCRCE&CCﬁTEGEA&TAT
CACCTAATTGGAAGClafCACCCTAGCAATAT

Abbildung 8: Elektropherogramme mit der Variante ¢.529G>A, p.A177T
Von oben nach unten: Pat.ID 339.1 (unauffillige Vergleichssequenz),
Pat.ID 553.1, Pat.ID 793.1, Pat.ID 1017.1, Pat.ID 1023.1

Der Locus der Mutation liegt innerhalb der zwischen AS-Position 164 und 184
identifizierten o-Helix-Transmembrandomidne (TMH 5). SIFT sagt bei einem

ermittelten Score von 0.02 einen Funktionsverlust voraus. PolyPhen-2 stuft den
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Aminosédureaustausch mit einem Score von 0.845 als moglicherweise schiddigend ein,

der PROVEAN-Score von -2.606 entspricht ebenfalls einer Einordnung als schadhatft.

Das Vorliegen der Variante in vier Féllen entspricht einer Allelfrequenz von G: 0,9344
und A: 0,0656. Vergleichsdaten in dbSNP, die eine Einschitzung der Auftrittshaufigkeit
in der Referenzpopulation zulassen, waren zum Zeitpunkt der Erhebung nicht
verfiigbar. Daten aus MITOMAP deuten auf ein gehduftes Vorkommen dieser Variante
in Genebank (A: 0,0443) hin. 94,7% dieser Sequenzen lassen sich Individuen mit dem
Haplotyp K und seinen Subtypen zuordnen, 99,5% aller in MITOMAP hinterlegten
Datensitze  dieses Haplotyps weisen die entsprechende Variante auf.
(https://www.mitomap.org, Zugriff 24.02.2018) Die von uns ermittelte Allelfrequenz
von 0,0656 dhnelt der von MITOMAP bereitgestellten, geschitzten Héaufigkeit des
Haplotyps K in Eurasischen Populationen (6%), basierend auf der Datenlage in

Genebank.

L M N
Lineages Lineages Lineages

"African” "Asian” "Eurasian”

hg # % hg # % hg # %
L3 1,854 35% M 4478 49% H 8,218 29%
L0 1,244 24% D 2,062 23% u 3,712 13%
L2 1,235 23% c 1,456 16% B 3.528 12%
L1 794 15% E 449 5% J 2,095 T%
L4 81 2% G 332 4% T 1935 7%
L5 36 1% Q 172 2% K 1,684 6%
L6 12 0% ¥ 161 2% A 1,252 4%
Total 5.256100% Total  9,110100% F 1251 4%
R 870 3%
N 661 2%
HV 629 2%
| 615 2%
v 603 2%
W 457 2%
X 416 1%
P 142 1%
Y 127 0%
S 47 0%
o] 8 0%
Total 28,250100%

Abbildung 9: Haplotypenverteilung der von MITOMAP analysierten Genebank-Genome
(https://www.mitomap.org/foswiki/bin/view/ MITOMAP/GBFreqlInfo, Topic revision: r20 - 22 Feb
2018, Zugriff 24.02.2018)

Damit ldsst sich der Austausch ¢.529 G>A, A177T trotz der ermittelten Scores als
vermutlich normale Variante innerhalb der von wuns untersuchten Stichprobe
interpretieren, und wird in der Diskussion der vermutlich pathogenen Varianten nicht

berticksichtigt.
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3.2.3. Neu identifizierte Varianten (vermutlich benigne)

m.8596 c.70 A>G, p.124V PPH2: 0.888 SIFT: 0.05 PROVEAN: -0.697
possibly damaging  affects protein function neutral

Ein Patient unseres Kollektivs wies die Variante ¢.70 A>G auf, die als nicht synonymer
Basenaustausch den Einbau der Aminosdure Isoleucin anstelle von Valin zur Folge hat.
Die missense Mutation féllt in den Bereich einer a-Helix-Transmembrandomine (TMH
1), die die Aminosduren von Position p.6 bis p.26 umfasst. Eine mogliche Auswirkung
auf die Proteinfunktion legt die Auswertung mit SIFT nahe, mit einem Score am Cutoff-
Wert 0.05. Auch PolyPhen-2 wertet die Variante mit einem Score von 0.888 als
,»possibly damaging“. PROVEAN ermittelt einen Score von -0.697, der in die Kategorie
nheutral® fillt, und kommt damit zu einer Einstufung des Austauschs als gutartig. Bei
passender klinischer Symptomatik des Patienten konnte in der weiteren Befundanalyse
festgestellt werden, dass betroffene Familienmitglieder ausschlieBlich in der paternalen
Linie auffielen. Da ein mitochondriales Vererbungsmuster vermutet wird, ist ein
Zusammenhang zwischen der moglicherweise schadigenden Mutation und dem von uns

untersuchten Krankheitsbild damit unwahrscheinlich.

m.8610 c.84 T>C, p.P28P PPH2: - SIFT: 0.05 PROVEAN: 0.0
affects protein function neutral

Ein Austausch T>C an Position ¢.84 konnte bei zwei unserer Patienten nachgewiesen
werden, an diesem Genlocus ist bislang kein Basenaustausch beschrieben. Die Variante
ist bei Erhalt der Aminosdure synonym. Da die Analysetools PolyPhen-2 und
PROVEAN nur fiir die Beurteilung von nsSNVs konzipiert sind, ergibt sich fiir sSSNVs,
wie in diesem Fall, normalerweise eine Defektwahrscheinlichkeit von 0. Allerdings
wertet SIFT in diesem Fall die unverdnderte Aminosdure Prolin an p.28 mit einem
Score von 0.05 (entspricht dem Cutoff-Wert) als funktionsbeeinflussend. Diese
Diskrepanz lédsst sich am ehesten damit erkldren, dass die von uns ermittelte Frequenz
zwar mit dem Humanen Referenzgenom identisch ist, dieses allerdings von der im MSA

ermittelten Vergleichssequenz abweicht.

m.8706 ¢.180 A>G, p.M60M PPH2: - SIFT: 0.06 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

An Position ¢.180 konnte in einem Fall ein noch nicht vorbeschriebener Basenaustausch
A>G nachgewiesen werden. Diese Variante hat keinen Aminosdureaustausch zur Folge,
als synonyme Mutation ergibt die Auswertung mit PolyPhen-2 und PROVEAN
automatisch eine Einordnung als benign. Auch SIFT wertet die Variante als

unbedenklich.
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m.8764 c.238 G>A, p.A80T PPH2: 0.001 SIFT: 0.05 PROVEAN: -1.221
benign affects protein function neutral

In unserem Patientenkollektiv trat einmal ein Basenaustausch G>A an Position ¢.238
auf, eine Variante an dieser Lokalisation ist in dbSNP bislang nicht hinterlegt. Durch
die Basensubstitution kommt es zum Einbau der Aminosdure Alanin anstelle von
Threonin innerhalb eines fiir eine a-Helix-Transmembrandoméne (TMH 2) codierenden
Bereichs. Trotzdem klassifiziert PolyPhen-2 die missense Mutation als benignen
Polymorphismus, auch der PROVEAN-Score gilt mit -1.221 als neutral. Die
Vorhersage mit SIFT liegt bei einem Score von 0.05 am Grenzwert zum schidigenden

Bereich.

m.8793 c.267 T>C, p.P89P PPH2: - SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

In einem Fall trat eine synonyme Mutation an Position 89 der Aminosduresequenz auf,
dabei kam es an ¢.267 zum Basenaustausch T>C. Diese Variante ist noch nicht in der
Literatur beschrieben. Die Auswertung mit PolyPhen-2, SIFT und PROVEAN ergab bei

Erhalt der Aminosdure Prolin in allen Scores unbedenkliche Ergebnisse.

m.8811 c.285 C>T, p.T95T PPH2: - SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

Der Austausch C>T an Position ¢.285 konnte bei einem Patienten nachgewiesen
werden. Die Mutation ist stumm, die Aminosduresequenz bleibt unverdndert. Wie bei
der vorigen Variante war auch hier die Auswertung mit PolyPhen-2, SIFT und

PROVEAN unauftillig.

m.8901 c.375 A>G, p.L125L PPH2: - SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

Der Austausch A>G an Position ¢.375 konnte in unserem Patientenkollektiv einmal
nachgewiesen werden, er ist in der Literatur bislang nicht beschrieben. Die Aminoséiure
Leucin an p.125 bleibt dabei unveridndert. Alle Analysetools werteten die synonyme

Variante als benign.

m.8911 ¢.385 T>C, p.L129L PPH2: - SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

Ein Patient unseres Kollektivs wies die Variante ¢.385 T>C, p.L129L auf. Diese
Mutation ist nicht vorbeschrieben und wird als stumme Mutation erwartungsgeméaf von

PolyPhen-2, SIFT und PROVEAN als unbedenklich gewertet.
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m.8934 c.408 C>T, p.P136P PPH2: - SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

Bei einem Patienten lag an Position ¢.408 der Basenaustausch C>T vor, die synonyme
Substitution fiihrt ebenfalls zum Einbau der Aminosiure Prolin. Die Variante ist in der
Literatur bislang nicht beschrieben, und wird von allen Auswertungsprogrammen als

gutartig eingestuft.

m.8950 c.424 G>A, p.V142]| PPH2: 0.000 SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.118
benign tolerated neutral

Die missense Variante c¢.424 G>A konnte in einem Fall nachgewiesen werden. Der
Basenaustausch verursacht den Einbau der Aminosdure Isoleucin anstelle von Valin.
Diese Substitution liegt im Randbereich einer fiir eine a-Helix-Transmembrandoméne
(TMH 4) codierenden Region, alle verwendeten Analysetools werteten sie trotzdem als
gutartigen Polymorphismus. Bei dem betroffenen Patienten liegt zusitzlich an Position
¢.500 eine weitere missense Mutation vor (s.u.), die als moglicherweise urséchlich fiir

seine Symptomatik gelten kann.

m.9067 c.541 A>G, p.M181V PPH2: 0.003 SIFT: 0.01 PROVEAN: -0.967
benign affects protein function neutral

Einer der Patienten wies an Position c.541 eine Substitution A>G auf, die einen
Aminosédureaustausch von Methionin zu Valin verursacht. An diesem Locus ist noch
keine Variante beschrieben. Die Aminosduren von Position 164 — 184 codieren fiir eine
a-Helix-Transmembrandoméne (TMH 5), die Mutation fallt also in deren Randbereich.
In der bioinformatischen Analyse wird sie von PolyPhen-2 als gutartig eingestuft. Auch
PROVEAN wertet sie mit einem Score von -0.967 als neutral, lediglich die Auswertung
mit SIFT wies mit einer Auftretenswahrscheinlichkeit <0.05 auf eine mogliche

Einschrankung der Proteinfunktion hin.

m.9078 c.552 T>C, p.11841 PPH2: - SIFT: 1.00 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

Ein Basenaustausch T>C an Position ¢.552, wie er bei einem unserer Patienten vorliegt,
ist in der Literatur bislang nicht beschrieben. Die Aminosdure Isoleucin bleibt erhalten,

die Variante ist demzufolge synonym und die Interpretation erwartungsgeméif benigne.

m.9150 c.624 A>G, p.L208L PPH2: - SIFT: 0.29 PROVEAN: 0.0
tolerated neutral

In zwei Fillen lieB sich an Position ¢.624 der Basensequenz ein Austausch A>G

nachweisen. Diese stumme Mutation ist bislang nicht vorbeschrieben und ldsst die
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Aminosdure Leucin unverdndert. PolyPhen-2, SIFT und PROVEAN werten sie als
unbedenklich.

Tabelle 10: Patienten mit neu identifizierten, vermutlich benignen Varianten

Chr Pos* Variante Anzahl betroffener Patienten
m.8596 c.70 A>G, p.124V 1
m.8706 c.180 A>G, p.M60M 1
m.8764 €.238 G>A, p.A80T 1
m.8793 c.267 T>C, p.P89P 1
m.8811 c.285C>T, p.T95T 1
m.8901 c.375 A>G, p.L125L 1
m.8911 ¢.385 T>C, p.L129L 1
m.8934 c.408 C>T, p.P136P 1
m.8950 c.424 G>A, p.V142| 1
m.9067 c.541 A>G, p.M181V 1
m.9078 c.552 T>C, p.1184l 1
m.8610 c.84 T>C, p.P26P 2
m.9150 c.624 A>G, p.L208L 2
3.2.4. Neu identifizierte Varianten (moglicherweise pathogen)

m.8578

c.52 C>T, p.P18S

PPH2: 0.999
probably damaging

SIFT: 0.04
affects protein function

PROVEAN: -6.594
deleterious

Bei einem einzelnen Patienten (Pat.ID 982.1) konnte die missense Mutation p.P18S

nachgewiesen werden, sie wird durch den Basenaustausch C>T an Position c¢.52

verursacht.

Vergleichs-
sequenz

Austausch
c.52 C>T

T

P

I L e L & A v L
/‘.CAATECTAGGEET&ECCGCEGEAGTACTGA
CAATCCTAGGCCTACCCGCCGRC LCTG
CAATCCTAGGCCTA[TCCGCCGCAGTACTGA
LTCCTAGGCCTATCCGCCGCAGTACTGA
L ﬂ A

Abbildung 10: Elektropherogramm mit der Variante c.52 C>T, p.P18S
oben: Pat.ID 980.1 (unauffillige Vergleichssequenz), unten: Pat.ID 982.1
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In dbSNP ist an dieser Position bislang kein Polymorphismus vorbeschrieben. Die
Region zwischen p.6 und p.26 der Aminosiuresequenz ist jedoch in Uniprot.org als
Transmembrandoméine (TMH 1) hinterlegt, der Einbau der polaren Aminosiure Serin
anstelle der in der Vergleichssequenz vorliegenden unpolaren Aminosdure Prolin
konnte die korrekte Faltung der a-Helix-Sekundéarstruktur beeintridchtigen. Die Analyse
mit PolyPhen-2 klassifiziert den Austausch mit einem Score von 0.999 als
wahrscheinlich schddigend. Die von SIFT ermittelte Auftretenswahrscheinlichkeit liegt
bei 0.04, was als wahrscheinlich funktionsbeeintrachtigend gewertet wird. Auch der

PROVEAN-Score liegt mit -6.594 deutlich in der Kategorie ,deleterious®.

m.9026 ¢.500 G>A, p.G167D PPH2: 1.000 SIFT: 0.00 PROVEAN: -6.275
probably damaging  affects protein function deleterious

In einem einzigen Fall (Pat.ID 873.1) trat in unserer Untersuchung ein Basenaustausch

G>A an Position ¢.500 auf.

491 501 511
A ) I T Es e H L L M
— CTAAMBCATTACTGCAGIGICCACCTACTCATGCA
[ 18 CATTACTGCAGRGICCACCTACTCATGC

> -CTAACA¥TACTGCAGACCACCTACTCATGCA
CATTACTGCAGAICC CCh.CTC TGC

T
Austausch
5 Wby
Bl | |

Abbildung 11: Elektropherogramm mit der Variante ¢.500G>A p.G167D
oben: Pat.ID 894.1 (unauffillige Vergleichssequenz), unten: Pat.ID 873.1

Vergleichs-
sequenz ~

Mit dem Austausch von Asparaginsdure zum neutralen Glycin gilt diese Variante als
missense Mutation, die bislang noch in keinem dbSNP reference-cluster identifiziert ist.
Die Verinderung der Aminosduresequenz liegt innerhalb einer o-Helix-
Transmembrandomidne (TMH 5) und stellt so ein Risiko fiir die funktionelle Doméne
dar. In der bioinformatischen Analyse lagen die Scores aller drei verwendeten Tools
eindeutig im als schédigend gewerteten Bereich. PolyPhen-2 wertet die Mutation mit
einer Wahrscheinlichkeit von 1.000 als schidigend, PROVEAN ermittelt einen Score
von -6.275, was einer Einstufung als ,deleterious‘ entspricht. Der SIFT-Score von 0.00
weist auf eine deutliche Abweichung von den Vergleichssequenzen hin und sagt damit

einen Einfluss auf die Proteinfunktion vorher.
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Neben dem von Adenin verursachten Peak lieB sich im Elektropherogramm an Position
500 in geringerem Male ein Guanin-Peak nachweisen. Bei ansonsten qualitativ
eindeutiger Sequenzanalyse ldsst sich der deutliche Signalanteil am ehesten durch

Vorliegen beider Varianten im Sinne einer Heteroplasmie erkléren.

3.2.5. Konservierung mutierter Aminosauren

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Ergebnisse der bioinformatischen Auswertung

Chr Pos Variante PPH2 SIFT PROVEAN
m.8572 c.46 G>A, p.G16S 0.895 0.01 -4.623
m.8578 c.52 C>T, p.P18S 0.999 0.04 -6.594
m.8596 c.70 A>G, p.124V 0.888 0.05 -0.697
m.8610 c.84 T>C, p.P28P - 0.05 0.0
m.8614 c.88 T>C, p.L30L - 1.00 0.0
m.8697 c.171 G>A, p.M57M - 0.31 0.0
m.8705 c.179 T>C, p.M60T 0.00 0.05 0.320
m.8706 ¢.180 A>G, p.M60M - 0.06 0.0
m.8764 €.238 G>A, p.A80T 0.001 0.05 -1.221
m.8793 €.267 T>C, p.P89P - 1.00 0.0
m.8811 €.285 C>T, p.T95T - 1.00 0.0
m.8817 c.291 A>G, p.Q97Q - 1.00 0.0
m.8818 €.292 C>T, p.L98L - 1.00 0.0
m.8860 c.334 A>G, p.T112A 0.000 0.09 -3.967
m.8901 c.375 A>G, p.L125L - 1.00 0.0
m.8911 c.385 T>C, p.L129L - 1.00 0.0
m.8934 c.408 C>T, p.P136P - 1.00 0.0
m.8950 c.424 G>A, p.V142I 0.000 1.00 0.118
m.8994 c.468 G>A, p.L156L - 1.00 0.0
m.9026 c.500 G>A, p.G167D 1.000 0.00 -6.275
m.9055 €.529 G>A, p.A177T 0.845 0.02 -2.606
m.9067 c.541 A>G, p.M181V 0.003 0.01 -0.967
m.9070 c.544 T>G, p.S182A 0.225 0.11 -0.122
m.9078 ¢.552 T>C, p.1184l - 1.00 0.0
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m.9123 €.597 G>A, p.L199L - 1.00 0.0

m.9150 c.624 A>G, p.L208L - 0.29 0.0

Die bioinformatische Analyse identifizierte vier Varianten, bei denen alle Tools ein
auffilliges Ergebnis erbrachten. Der Austausch ¢.529 G>A, p.A177T konnte dabei von
der Einzelfallbeschreibung ausgenommen werden (vgl. Kapitel 3.2.2), die

verbleibenden drei Varianten sind in Tabelle 12 noch einmal zusammengefasst.

Tabelle 12: Ubersicht moglicherweise pathogene Varianten

Chr . als pathogen gewertet:
Pat.ID Variante Rs-Nummer

Pos PPH2 SIFT PROVEAN
960.1 m.8572 c.46 G>A, p.G16S rs28502681 v 4 v
982.1 m.8578 c.52 C>T, p.P18S - v v v
873.1 m.9026 ¢.500 G>A, p.G167D - v v v

Eine weitere Moglichkeit zur Beurteilung der von uns bestimmten Varianten ist die
direkte Darstellung im AS-Sequenz-Vergleich zwischen verschiedenen Organismen. Sie
bildet die Konservierung der einzelnen Positionen und des benachbarten Bereiches ab,
und ermoglicht eine Aussage, inwiefern der Grad der Konservierung mit dem Ausmalf}

der phylogenetischen Verwandtschaft variiert.

Die Varianten m.8§572G>A, p.G16S (Pat.960.1) und m.8578C>T, p.P18S (Pat.982.1)
liegen benachbart in derselben konservierten Region: Der Bereich der
Transmembranhelix 1 umfasst die Aminosduren an p.6-p.28. Trotz zunehmender
Variation bei absteigender genetischer Verwandtschaft sind sowohl die Aminosiure
Glycin an Position p.16, als auch die Aminosdure Prolin an p.18, in nahezu allen
Vergleichssequenzen bis hin zu G. gallus erhalten. Einzig M. mulatta weist an Position

p.16 die alternative Aminosdure Asparagin auf.

LFASFIAPTILGLPAAVLIILFPPL H. sapiens ENSP00000354632 (p.5-p.29)
LFASFIAPTILGLPAAVLIILFPPL P. troglodytes ENSP00000354632
LFTPFSAPTILNQPATIPIILFPTL M. mulatta ENSMMUP00000031379
LFASFITPTIIGLPIVVTIIMFPSI R. rattus ENSRNOP00000049769
LFASFITPTIIGFPIVVAIIIFPSI M. musculus ENSMUSP00000080996
FFDQFSSPCLLGIPLILPSLLLPAL G. gallus ENSGALP00000057531

Abbildung 12: Ausschnitt aus dem AS-Sequence-Alignment im Bereich p.5-p.29. Darstellung der
Konservierung von Glycin an Position p.16 und Prolin an Position p.18 (Sequenzen von
www.ensembl.org)

Auch die bei Pat.873.1 vom Austausch m.9026G>A, p.G167D betroffene Aminosdure

Glycin ist iliber alle Vergleichssequenzen konstant. Sie liegt in einem Bereich, der selbst
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tiber die Grenze der Klasse der Sdugetiere hinaus als hoch konserviert angesehen
werden kann. Auch hier ist eine Transmembranhelix betroffen, TMH 5 umfasst die

Aminosduren an p.164-p.184 (vgl. Abb.13, TMHS5 nicht vollstindig abgebildet).

ALAVRLTANITAGHLLMHLIGSATL H. sapiens ENSP00000354632 (p.155-p.179)
ALAVRLTANITAGHLLMHLIGSATL P. troglodytes ENSP00000354632
ALAVRLTANITAGHLLIHLIGNTVL M. mulatta ENSMMUP00000031379
ALAVRLTANITAGHLLMHLIGGATL R. rattus ENSRNOP00000049769
ALAVRLTANITAGHLLIHLIGGATL M. musculus ENSMUSP00000080996
ALGVRLTANLTAGHLLIQLISTATI G. gallus ENSGALP00000057531

Abbildung 13: Ausschnitt aus dem AS-Sequence-Alignment im Bereich p.155-p.179. Darstellung
von Konservierung von Glycin an Position p.167 (Sequenzen von www.ensembl.org)

3.2.6. Fallberichte

Fallbericht Patientin 960.1

Im Fall der Patientin 960.1 traten die ersten Symptome im Alter von 65 Jahren auf.
Klinisch zeigte sich dabei das Bild eines progredienten, cerebelldr- und sensibel-
ataktischen Syndroms, weitere neurologische und radiologische Befunde wurden uns
leider nicht tibermittelt. Nach Konvention gilt die Familienanamnese durch den frithen

Tod des Vaters als nicht aussagekriftig, die Mutter sei laut Angaben gesund gewesen.

Fallbericht Patient 982.1

Der Patient 982.1 entwickelte im 53. Lebensjahr erste Symptome eines cerebelldren
Syndrom unklarer Genese, infektiologische, autoimmunologische, rheumatologische
Ursachen sowie Stoffwechselstorungen wurden weitgehend ausgeschlossen. Im Verlauf

zeigte sich die cerebelldre Symptomatik langsam progredient.

In der neurologischen Untersuchung fielen eine stark sakkadierte Blickfolge und ein
horizontaler Blickrichtungsnystagmus auf. Die ebenfalls feststellbare Sprechstérung
lieB sich als Dysarthrie bei leicht eingeschrinkter orofaszialer Beweglichkeit mit
ataktischem, teils iiberschieBenden Muster und artikulatorischer Dysdiadochokinese
prazisieren. Begleitend lag eine Dysphonie und eine leichtgradig skandierende
Sprechweise vor. In der Gangpriifung zeigte sich ein ataktisches, unsicheres Gangbild
bei anamnestisch zunehmender Sturzneigung. Der Seiltinzergang war nur mit
Unterstiitzung moglich, der Romberg-Stehversuch war bei Tandemstellung der Fiille
positiv. Der FNV ergab beidseitig einen endgradigen Intentionstremor (Zeigetremor),
der KHV war leicht ataktisch, im FFV zeigten sich Dysmetrie und Ataxie. Es bestand
Dysdiadochokinese beidseits. Der Patient gab leichte Konzentrationsstérungen und

leichte Vergesslichkeit an.
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In der Bildgebung lie§3 sich eine cerebelldre Atrophie nachweisen.

Familienanamnestisch berichtet der Patient von einem nicht ndher abgeklérten ,,Zittern*
bei einem bereits verstorbenen jiingeren Bruder (750.LJ), dariiber hinaus bestanden eine
nicht ndher bezeichnete psychische Stérung und Gleichgewichtsprobleme. Der &lterer
Bruder des Patienten habe bei Geburt einen Nabelschnurvorfall gehabt, im Verlauf kam
es zu einem einmaligen, unklaren neurologischen Ereignis (,,nicht aufstehen konnen®).
Zum Zeitpunkt der Datenerhebung bestand Dystonie. Die jiingere Schwester sei gesund,
die Mutter sei im Alter von 73 Jahren an Magenkrebs verstorben, der ebenfalls bereits
verstorbene Vater (181.LJ) habe Demenz (Start im Alter von 66 J.) gehabt. Der Patient

hat zwei gesunde Kinder.

Abbildung 14: Stammbaum Patient 982.1: fraglich bestanden Symptome bei Mutter und zwei
Briidern des Indexpatienten, die jiingere Schwester war zum Zeitpunkt der Datenerhebung
noch symptomfrei.

Fallbericht Patient 873.1

Im Fall von Patient 873.1 begann eine erste Symptommanifestation um das 52.
Lebensjahr, im Verlauf wurde bei Zeichen cerebellirer Dysfunktion, Dystonie und

Tremor die Verdachtsdiagnose Spinocerebelldre Ataxie gestellt.

Bildmorphologisch lie sich in der Magnetresonanztomografie des Schédels eine

Kolliquationsnekrose des Temporallappens nachweisen.

In der Familienanamnese bestand im bei der Mutter des Patienten ein Tremor des

Kopfes und der Hiande, der Vater war klinisch unauffallig.
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4. Diskussion

In der Klassifikation ataktischer Syndrome besteht noch kein etablierter Begriff fiir die
von uns untersuchte und postulierte mtATP6-assoziierte Ataxie des Erwachsenenalters
(SCA-MTATP6), auch wenn entsprechende Verlaufsformen bereits in mehreren
Fallberichten in der Literatur zu finden sind. In der vorliegenden Arbeit wurden
Patienten mit typischer klinischer Prdsentation und Verdachtsdiagnose autosomal-
dominante Spinocerebelldre Ataxie untersucht, bei denen kausale Mutationen im Sinne
einer SCAI1, 2, 3, 6, 7, 13, 14, 17, 23 und 28 in der genetischen Diagnostik bereits
ausgeschlossen werden konnten. Mittels Sequenzierung und bioinformatischer Analyse
wurde versucht, Mutationen in M7-ATP6 als Ursachen eines SCA-dhnlichen Syndroms

mit adultem Krankheitsbeginn in einem deutschen Patientenkollektiv zu identifizieren.

4.1. Haufigkeit der SCAs

Fiir die Gesamtheit der autosomal-dominanten Spinocerebelldren Ataxien wird eine
Priavalenz von 1-5:100 000 angenommen (Bird 2016). Dabei lassen sich
verhdltnismiaBig hiufige von vergleichsweise seltenen SCAs abgrenzen. Die weltweit
haufigste SCA ist SCA3 (Ruano et al. 2014), gefolgt von SCA6, SCA2 und SCA1 (Bird
2016). Alle diese SCAs gehoren zur Gruppe der Poly-Q-Erkrankungen, die durch
Repeatexpansionen des Trinukleotids CAG im codierenden Bereich verursacht werden.
Polyglutaminerkrankungen sind die héufigste Ursache von SCA, der von ihnen
verursachte Anteil wird auf ca. 65% geschitzt (Bird 2016). Bei liber einem Viertel der
Patienten mit SCA ist eine gentische Ursache noch gar nicht bekannt (van de
Warrenburg et al. 2002). Verglichen damit ist der von Punktmutationen verursachte
Anteil der SCAs gering. Es bestehen Assoziationen zu einer grolen Anzahl von Genen,
die fiir Proteine mit unterschiedlichen Funktionen codieren. Viele dieser SCAs sind
weltweit nur in wenigen Familien nachgewiesen worden. Die von uns untersuchten
Punktmutationen in MT7-ATP6 treten demgegeniiber vergleichsweise héufig auf,
potentiell pathogene Mutationen lagen in unserem Klientel in 5% der Félle vor (vgl.

Kapitel 4.2.).

4.2. Mutationen und Polymorphismen in MT-ATP6

In dieser Arbeit wurden 60 Patienten mittels Einzelgensequenzierung auf genetische

Variation im Gen MT-ATP6 gescreent. Dabei wurden insgesamt 98 Verdnderungen der
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Basensequenz nachgewiesen. In der Auswertung lieBen sich 25 unterschiedliche
Varianten identifizieren, 15 davon waren bislang noch nicht ndher charakterisiert. Eine
hohe Frequenz an genetischen Verdnderungen in MT-ATP6 und der gesamten mtDNA
ist nicht ungewohnlich. Als Griinde fiir die erhdhte Mutationsrate der mtDNA im
Vergleich zum Kerngenom gelten unzulidngliche Reparaturmechanismen, das Fehlen
protektiver Histone und eine erh6hte Belastung durch mutagene Einfliisse wie ROS
(Tuppen et al. 2010). Dariiber hinaus ist MT-ATP6 innerhalb der humanen mtDNA als
Gen mit hoher Variabilitit bekannt (Mishmar et al. 2003). In den von MITOMAP
ausgewerteten 42616 Genbank-Genomen finden sich in MT-ATP6 86433 mal
Verdnderungen der Basensequenz. Dabei handelt es sich um 688 unterschiedliche
Varianten (284 Eintrdge beschreiben sSNVs, 404 Eintrdge stehen fiir nicht-synonyme
Substitutionen, Deletionen und Insertionen) an 538 Positionen.
(https://www.mitomap.org, Zugriff 02.03.2018). Fiir 30 Mutationen besteht eine
bekannte Assoziation zu Krankheitsbildern, dariiber hinaus trifft MITOMAP keine
Aussage zur potentiellen Pathogenitidt der hinterlegten Varianten, und stellt keine
Informationen zu Person, Testalter und Gesundheitsstatus zur Verfiigung. Aullerdem
muss bei der Interpretation der bereitgestellten Daten berlicksichtigt werden, dass die
Zusammensetzung der Datenbank nicht zwangsldufig der Allgemeinbevolkerung
entspricht (Lott et al. 2013). Die Verwendung von mit spezifischer Fragestellung
erhobenen Daten kann zu einer Uberreprisentation einzelner Bevolkerungsgruppen und

Erkrankungen fiihren.

In der vorliegenden Arbeit handelt es sich bei allen nachgewiesenen Varianten um
Punktmutationen durch Basensubstitution, 15 davon sind synonym. In 10 Fillen kommt
es durch Verdnderung des genetischen Codes zum Einbau einer alternativen
Aminosédure. Mithilfe unserer Analyse konnten wir 22 Varianten als am ehesten benigne
Polymorphismen einstufen, fiir 3 Varianten wurde eine Einschitzung als potentiell
pathogene Mutation vorgenommen. Damit besteht bei einem Anteil von 3/60 (5%)
unserer Patienten ein Hinweis auf mitochondriale Genese ihrer Symptomatik.

Pathogene Mutationen mit nukleédrer Lokalisation sind dagegen vergleichsweise selten.

4.3. Genetik der putativen Mutationen

Fir die Bewertung der Aminosdureaustausche als moglicherweise pathogene

Mutationen wurden verschiedene Scores und Wahrscheinlichkeiten herangezogen. Die
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verwendeten Analysetools ermitteln fiir die drei Varianten p.G16S (m.8572G>A),
p.P18S (m.8578C>T) und p.G167D (m.9026G>A) eine geringe
Auftretenswahrscheinlichkeit und hohe bis sehr hohe Defektwahrscheinlichkeiten. Im
Folgenden werden Frequenz, Konservierung, Lokalisation und mdgliche

zellphysiologische Einschrinkungen als Indikatoren fiir Pathogenitét nidher beleuchtet.

4.3.1. Frequenz und Konservierung

Trotz der hohen Variabilitdt des mitochondrialen Genoms existiert fiir die von uns
ermittelte Variante m.9026G>A, p.G167D bislang nur ein einziger Eintrag in
MITOMAP (Genbank-Haufigkeit=1), es handelt sich um einen nicht niher
beschriebenen Nebenbefund ohne weitere Assoziation (Li et al. 2014). An derselben
Position ist in Genbank in einem Fall eine weitere Spontanmutation nachweisbar. Diese
geringe Frequenz an Spontanmutationen, die klasseniibergreifende Konservierung der
Aminosdure Glycin an p.167, und der hohe Grad der Konservierung des gesamten
benachbarten Bereiches (vgl. Abb. 13) sprechen fiir eine hohe funktionelle oder
evolutiondre Bedeutung der Normalvariante. Fiir den von uns nachgewiesenen

Austausch ist damit eine Interpretation als pathogen naheliegend.

Die Variante m.8572G>A, p.G16S konnte laut MITOMAP bereits in 104 Proben
(Allelfrequenz  A: 0,0024) mit unterschiedlichem mitochondrialen Haplotyp
nachgewiesen werden. Als bereits bekannte Variante (rs28502681) wurde sie bislang
noch nicht mit einem Krankheitsbild in Verbindung gebracht. Die Konservierung der
Aminosédure Glycin an Position 16, und deren Lokalisation innerhalb einer funktionellen
Domiéne, untermauern die mogliche Pathogenitit des Austauschs p.G16S. Die
Haufigkeit von m.8572G>A bei dem von uns untersuchten seltenen klinischen Phénotyp
spricht allerdings gegen eine direkte Assoziation im Sinne einer monokausalen
Erkrankung mit genetischer Ursache. Pathogenitdt konnte, wie bei anderen
mitochondrialen Syndromen, durch das Vorliegen weiterer Einflussfaktoren,
Zweitmutationen oder interindividuell verschiedener Regulationsmechanismen zustande
kommen, wie sie auch beispielsweise von Dionisi-Vici und Mitarbeitern oder Tsao und
Mitarbeitern postuliert werden (Dionisi-Vici et al. 1998; Tsao et al. 2001). In diesem
Sinne konnte es sich auch bei einer hdufigeren Variante um einen krankheitsassoziierten

Faktor handeln.
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Die Variante m.8578C>T, p.P18S stellt insofern einen Sonderfall dar, als sie mit einem
mitochondrialen Haplotyp in Verbindung gebracht werden kann. MITOMAP verweist
auf 24 Fille, in denen der Austausch m.8578C>T in Genbank-Genomen nachgewiesen
wurde. Diese Sequenzen stammen in 79,2% von Individuen mit Haplotyp H36, 95%
aller in Genbank registrierten H36-Genome weisen die Variante m.8578C>T auf. Die
bei dieser Variante vom Austausch betroffene Aminosédure Prolin an Position 18 ist, wie
im Sequence-Alignment dargestellt, hoch konserviert. Neben der bioinformatischen
Analyse liefert der Grad der Konservierung einen direkten Hinweis auf Pathogenitit
von p.P18S. Die Zuordnung zu einem Haplotyp schliet dabei eine Interpretation der
Variante als krankheitsverursachend nicht aus. Unter Berilicksichtigung der
Populationsgenetik lassen sich durch Zuordnung eines Genoms zu einer Referenzgruppe
komplexe Interaktionen erkldren, wie sie beispielsweise im Falle der Hereditdren Leber-
Opticusneuropathie vorliegen (Hudson et al. 2007). Patienten mit den mtDNA
Varianten m.11778G>A und m.14484T>C haben ein erhohtes Risiko zu erblinden,
wenn sie den mitochondrialen Haplotypen J aufweisen, Patienten mit anderem Haplotyp
haben ein vergleichsweise niedrigeres Risiko. Mdgliche Assoziationen von einzelnen
Haplotypen zu Krankheitsbildern werden beispielsweise auch fiir Alzheimer Demenz
(Shoffner et al. 1993; Wang und Brinton 2016), Lewy-Kd&rperchen-Demenz (Chinnery
et al. 2000), und verminderte Spermienmotilitdt (Ruiz-Pesini et al. 2000) vermutet. Bei
fehlenden Angaben zur regionalen oder populationsspezifischen Héufigkeit von H36
kann es sich bei der Haufung von m.8578C>T um ein koinzidentielles Vorkommen
handeln, es ldsst sich aber auch eine Assoziation des gesamten Haplotyps zu dem

entsprechenden Krankheitsbild nicht ausschlie3en.

Alle von uns untersuchten Proben wurden primir zu Diagnose- und Forschungszwecken
extern gewonnen. Daher waren fiir uns interessante und relevante Fakten liickenhaft und
teils nicht eruierbar. Insbesondere die Familienanamnese und Befunde der Bildgebung
waren nur eingeschrankt verfiigbar. Fiir keinen unserer Indexpatienten erfolgte eine
genetische Diagnostik der Familienangehdrigen. Insofern konnen die von uns
identifizierten Varianten m.8572G>A, m.8578C>T und m.9026G>A nicht
unzweifelhaft mit dem klinischen Phdnotyp ihrer Triger in Verbindung gebracht
werden, sondern bediirfen der Bestdtigung. Bei der geringen Prdvalenz des von uns
beschriebenen Krankheitsbildes ist ein zufdlliger Beleg durch {iibereinstimmende

Fallberichte allerdings fraglich.
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4.3.2. Lokalisation und funktionelle Relevanz

Alle in dieser Arbeit als potentiell pathogen identifizierten Varianten liegen im Bereich
von Transmembrandomdnen. Diese Regionen codieren fiir eine charakteristische
Aminosduresequenz, deren rdumliche Anordnung zur Ausbildung einer a-Helix-
Konformation fiihrt. Dabei haben die Aminosdureseitenketten Einfluss auf die Struktur
der a-Helix (Barlow und Thornton 1988), die durch Einbau einer Aminosdure mit
anderen Seitenketteneigenschaften verdndert werden kann. Die genaue Rolle der
einzelnen TMH in der humanen Untereinheit a der ATP-Synthase wurde noch nicht
belegt. Neben der Verankerung der hydrophoben Untereinheit a in der Membran wird
analog zur bakteriellen Untereinheit a eine Beteiligung an Protonentransport und damit
der rotatorischen Katalyse vermutet (Xu et al. 2015). Fiir die bakterielle ATP-Synthase
wird eine rdumliche und funktionelle Kopplung der Untereinheiten a und c¢ postuliert
(Vik und Ishmukhametov 2005), deren a-Helices gemeinsam die Protonenkanile bilden.
Auch wenn sich die strukturellen Erkenntnisse nicht direkt {ibertragen lassen, ist eine
vergleichbare Funktion der a-Helices in mitochondrialen Untereinheiten naheliegend
(Xu et al. 2015). Verdnderungen im Aufbau der a-Helices konnten somit sowohl die
Kanalfunktion, als auch die Interaktion der ATP-Synthase-Untereinheiten
beeintriachtigen. Da die ATP-Synthase als Endschritt der Atmungskette fungiert,
bedeutet der Wegfall dieser Reaktion einen Wegfall der aeroben Energieversorgung der

Zelle und ein vermindertes Vorkommen des Energietragers ATP.

Zwei der von uns identifizierten Mutationen (m.8572G>A, m.8578C>T) fallen in den
Bereich der ersten Transmembranhelix (TMH 1). Die Variante m.8572G>A verursacht
den Austausch p.G168S, die polare Aminosdure Glycin wird durch die ebenfalls polare
Aminosdure Serin ersetzt. Auch die Variante m.8578C>T hat den Einbau der
Aminoséure Serin zur Folge, in diesem Fall wird allerdings die hydrophobe/ unpolare
Aminosdure Prolin an Position p.18 (p.P18S) ersetzt. Die von Kytovuori und
Mitarbeitern als Ursache fiir ein ataktisches Syndrom mit Neuropathie, Diabetes
mellitus und hypergonadotrophem Hypogonadismus identifizierte = Mutation
m.8561G>C, p.PI12R liegt in derselben Doméne. Sie beeintrdachtigt nachweisbar die
ATP-Synthese, der Einbau der mutierten Untereinheit fithrt zu einem geringeren ATP-
Gehalt der untersuchten Zellen (Kytovuori et al. 2016).
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Im Falle von m.9026G>A hat die Anderung der Sequenz den Verlust einer polaren
Glycin-Seitenkette zur Folge. An Position p.167 kommt es stattdessen zum Einbau der
sauren Aminosdure Asparaginat (p.G167D) in TMH 5. Die Mutation m.9035T>C,
p.L170P betrifft ebenfalls den Bereich dieser funktionellen Doméne, sie wurde als
Ursache eines progredienten ataktischen Syndroms mit kognitiver Beeintrachtigung
identifiziert. Sikorska und Kollegen konnten im Cybrid-Versuch nachweisen, dass sie
einen verminderten ATP-Gehalt bei Einschrinkungen der ATP-Synthase-Aktivitdt
verursacht.  Gleichzeitig bestanden erhdhte ROS-Werte mit resultierender
Hochregulation der Kompensationsmechanismen, und eine erhohte Anfilligkeit

gegeniiber oxidativem Stress (Sikorska et al. 2009).

10 w20 30 40 50
MNENLFASFI APTILGLPAA VLIILFPPLL IPTSKYLINN RLITTQOWLI
60 70 80 90 100
KLTSKQMMTM HNTKGRTWSL MLVSLIIFIA TTNLLGLLPH SFTPTTQLSM
110 120 130 140 150
NLAMATIPLWA GTVIMGFRSK IKNALAHFLP QGTPTPLIPM LVIIETISLL
160 v1l7% 180 190 200
IQPMALAVRL TANITAGHLL MHLIGSATLA MSTINLPSTL IIFTILILLT
210 220 220
ILEIAVALIQ AYVFTLLVSL YLHDNT

Abbildung 15: Lokalisation und Aminosiuresequenz der a-Helices in der mitochondrialen
F,-Untereinheit a. Die Eigenschaften der helixbildenden Aminosiuren sind durch farbliche
Markierung gekennzeichnet (gelb: unpolar, griin: polar, rot: sauer, blau: basisch)
Pfeile: Die von uns identifizierten Aminosiureaustausche p.G16S, p.P18S und p.G167D
Sterne: Variante p.P12R (Kytovuori et al. 2016) und p.L.170P (Sikorska et al. 2009)

Analog zu diesen Ergebnissen wire auch fiir die von uns ermittelten Ergebnisse ein
Pathomechanismus durch OXPHOS-Fehlfunktion, energetische Minderversorgung und
fiir

erhohte Belastung durch oxidativen Stress moglich, wie er andere

Mitochondriopathien angenommen wird.
4.4. Komplex-V-Defizienz

Erkrankungen, deren Entstehung auf der Dys- oder Minderfunktion der ATP-Synthase
beruht, konnen unter dem Begriff Komplex-V-Defizienz zusammengefasst werden.
Dabei stellt das von uns beschriebene Spinocerebelldire Syndrom nur einen von

mehreren bekannten Phénotypen dar.

4.4.1. Die MT-ATP6-assoziierte Ataxie des Erwachsenenalters

Mutationen in MT-ATP6 mit dem zugehorigen klinischen Erscheinungsbild einer

Spinocerebelldren Ataxie mit adultem Krankheitsbeginn sind bereits bekannt. Craig und
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Mitarbeiter beschrieben m.8993T>C, p.L156P als Ursache eines adulten
Spinocerebelldren Syndroms mit Gangataxie und Dysarthrie, in der betroffenen Familie
traten auch Beeintrdchtigungen der sensorischen Leitungsbahnen auf (Craig et al. 2007).
Rantamiki und Mitarbeiter wiesen bei Patienten mit dieser Variante ebenfalls eine
langsam progrediente Ataxie mit adultem Krankheitsbeginn und begleitender
Polyneuropathie im Sinne einer APAO nach (Rantaméki et al. 2005). Tsao und
Mitarbeiter werteten den Austausch m.8993T>G, p.L156R als Ursache des Phianotyps
einer Familie mit milder Gangataxie, teilweise begleitet von Dysarthrie, kognitiver
Beeintrachtigung, Dystonie und sensineuralem Horverlust (Tsao et al. 2001). Auch fiir
die Variante m.9185T>C, p.L220P konnten in einer Familie Félle einer Manifestation
als adult-onset Ataxie mit sensomotorischer Neuropathie nachgewiesen werden
(Castagna et al. 2007). Pfeffer und Mitarbeiter identifizierten dieselbe Mutation in einer
Familie, bei der neben einer Ataxie mit Beginn im Erwachsenenalter Dysarthrie,
Augenbewegungsstorungen und axonale Neuropathie mit Muskelschwund vorlagen
(Pfeffer et al. 2012). In einer weiteren Familie konnten sie die Variante m.9035T>C,

p-L170P als ursdchlich fiir Fille eines adulten Ataxiesyndroms identifizieren.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden drei nicht-synonyme Mutationen in MT-ATP6
als mogliche Ursachen eines SCA-dhnlichen Syndroms ermittelt. Die Variante
m.8572G>A, p.G16S lag bei einer Patientin (960.1) mit einem progredienten,
cerebelldr- und sensibel-ataktischen Syndrom vor, zur Manifestation kam es im Alter
von 65 Jahren. Bei Patient 982.1 konnte die Variante m.8578C>T, p.18S nachgewiesen
werden, klinisch waren eine Ataxie, Dysarthrie und Augenbewegungsstorungen
auffillig. Die Erkrankung verlief bei Beginn nach dem 50. Lebensjahr langsam
progredient. Auch bei Patient 873.1, bei dem die Variante m.9026G>A, p.G167D
vorlag, bestanden nachweisbaren Zeichen der cerebelliren Dysfunktion und ein

Erkrankungsbeginn im Erwachsenenalter.

Damit liegt bereits fiir 7 unterschiedliche Mutationen in M7-ATP6 eine vermutete oder
nachgewiesene Assoziation zu einem Spinocerebelldren Syndrom mit adultem Beginn
vor, die sich unter dem Begriff der MT-4TP6-assoziierten Ataxie des Erwachsenenalters
(SCA-MTATP6) zusammenfassen lassen. Vergleichbar ist diese Datenlage
beispielsweise mit SCA35, bei der bislang 5 Punktmutationen im Gen 7GMb6 in 6 nicht

verwandten Familien als Ursache nachgewiesen werden konnten (Guo et al. 2014).
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4.4.2. SCA-MTATP6 im Kontext von MILS, NARP, APAO und
MIBSN

Ein Zusammenhang verschiedener Erkrankungen mit Komplex-V-Defizienz bei
Uberschneidungen im Mutationsmechanismus  ist fir MILS wund APAO,
beziehungsweise MILS und MIBSN, bereits bekannt. Die Variante m.8993T>G,
p-L156R ist in erster Linie als Ursache von MILS/NARP bekannt. In den von Craig und
Mitarbeitern sowie Rantamiki und Mitarbeitern beschriebenen Familien manifestiert sie
dagegen als Ataxie mit Krankheitsbeginn im Erwachsenenalter und begleitender
Neuropathie, der entsprechende Verlauf wird als APAO bezeichnet (Craig et al. 2007;
Rantaméki et al. 2005). Dariiber hinaus konnten Castagna und Mitarbeiter auch fiir
Patienten mit der Variante m.9185T>C, p.L220P sowohl Fille von APAO, als auch mit
LS vereinbare, multisystemische Présentationen nachweisen (Castagna et al. 2007). Die
von Thyagarajan und Mitarbeitern als Ursache von MIBSN beschriebene Mutation
m.9176T>C, p.L217P konnte beispielsweise von Dionisi-Vici und Mitarbeitern in
kausalen Zusammenhang mit dem klinischen Verlauf eines fulminanten LS gebracht
werden (Thyagarajan et al. 1995; Dionisi-Vici et al. 1998). Damit lassen sich sowohl
APAO als auch MIBSN als abweichende Verlaufsformen dem MILS zuordnen, wie es
im Falle von NARP bereits iiblich ist. Wéhrend jedoch die unterschiedlich starke
klinische Auspriagung von NARP und MILS durch den Grad der Heteroplasmie erklért
werden kann, ist eine Zuordnung bei APAO und MIBSN nicht eindeutig nachweisbar,
so dass weitere Einflussfaktoren vermutet werden konnen (Dionisi-Vici et al. 1998;

Craig et al. 2007).

Auch die MT-ATP6-assoziierte Ataxie des Erwachsenenalters ldsst sich so in das
Spektrum der Komplex-V-Defizienz eingliedern, sie schlieft die Untergruppe der als
APAO zusammengefassten Félle mit ein. Die von uns berichteten Varianten sind in der
Literatur bislang nicht bekannt. Fiir andere der unter 4.4.1 beschriebenen Mutationen
bestechen neben dem SCA-Phédnotyp allerdings entsprechende Assoziationen zu

Komplex-V-Defizienz-Syndromen.

m.8993T>C, p.L156P gilt als eine der Hauptursachen fiir MILS, und als kausal fiir LS
mit mildem Verlauf (Lake et al. 2016). Sie kann allerdings auch den bei Tsao und
Mitarbeitern beschriebenen alternativen Phénotyp mit Gangataxie, Dysarthrie,
Dystonie, kognitiver Beeintrachtigung und sensineuralem Horverlust ohne die fiir LS

klassischen klinischen und radiologischen Befunde verursachen (Tsao et al. 2001). Die
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von Pfeffer und Mitarbeitern bei Patienten mit SCA-&hnlicher Prisentation
nachgewiesene Variante m.9185T>C, p.L220P wurde bereits als kausal fiir late-onset
LS in variabler Ausprigung beschrieben. Moslemi und Mitarbeiter brachten sie mit
einem Fall von MILS mit normaler frithkindlicher Entwicklung, akutem
Krankheitsbeginn und mildem, fraglich Coenzym-Q-sensitivem reversiblen Verlauf bei
einem 7jdhrigen Jungen in Verbindung (Moslemi et al. 2005). Bei einer von Castagna
und Mitarbeitern untersuchten Familie verursachte m.9185T>C, p.L220P teils ein
ataktisch-neuropathisches Bild mit variablem onset, teils konnte die Diagnose eines LS
im Grundschulalter gestellt werden (Castagna et al. 2007). Auch Childs und Mitarbeiter
konnten mehrere Fille von Patienten berichten, die mit dieser Variante ein late-onset-
LS entwickelten. Andere von ihnen untersuchte Mutationstrdger entwickelten dagegen
eine mit kindlichen Gedeihstorungen und zunehmender kognitiver Beeintrdchtigung

assoziierte Ataxie und Neuropathie mit Beginn im Kindesalter (Childs et al. 2007).

Wie fiir MIBSN und die Untergruppe APAO scheint auch fiir SCA-MTATP6 eine
Abhidngigkeit vom  Heteroplasmiegrad als Ursache der unterschiedlichen
Krankheitsschwere unwahrscheinlich (Childs et al. 2007; Pfeffer et al. 2012). Die in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Analyse erfolgte an Lymphozyten, eine gesonderte
Untersuchung zum Gehalt mutierter mtDNA in unterschiedlichen Geweben wurde von
uns nicht durchgefiihrt, der Heteroplasmiegehalt unserer Proben konnte aber in der
Auswertung der Sequenzanalyse abgeschitzt werden. Die Varianten m.8572G>A,
p.G16S (Pat.ID 960.1) m.8578C>T, p.18S (Pat.ID 982.1) stellten sich im
Elektropherogramm als Homoplasmie dar, bei Patient 873.1 liefert der nachweisbare
Guanin-Peak an Position ¢.500 (m.9026) einen Hinweis auf das heteroplamische
Vorliegen der Variante m.9026G>A, p.G167D. Der Anteil der Wildtyp-mtDNA lasst

sich durch Ausmessen des Signals auf ~10% schitzen.

Bei Homoplasmie fiir m.9185T>C wiesen die von Childs beschriebenen Félle
unterschiedliche Verldufe auf. Pfeffer und Mitarbeiter konnten in ihrer Studie eine
vergleichbare Mutationslast in Lymphozyten und Muskelgewebe nachweisen, was auf
eine anzunehmende Homogenitit in der Heteroplasmieverteilung hinweist (Pfeffer et al.
2012). Schwankende Heteroplasmiewerte mit einem hoheren Gehalt an mutierter DNA
in betroffenen Geweben scheinen daher nicht ursidchlich fiir die Variabilitdt der
klinischen Prisentation zu sein. Dariiber hinaus lag in den untersuchten Geweben ein

Heteroplasmiegehalt von teils 99% vor. Proben aus Nervengewebe wurden nicht
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analysiert, die Annahme, dass eine primér neuronale Symptomatik sich durch eine noch
hohere Mutationslast innerhalb des Nervengewebes bei entsprechend hohem

Schwellenwert erklért, ist allerdings unwahrscheinlich.

Eine andere Erkldrung fiir eine Betonung neuronaler Symptome konnte die
Gewebespezifitit (tissue specificy) sein, wie sie beispielsweise von Crooks und
Mitarbeitern fiir ISCU-Myopathie nachgewiesen werden konnte. Bei dieser Erkrankung
entsteht das gewebsspezifische Krankheitsbild der Myopathie durch verstirktes
Fehlsplicing bei Interaktionen mit dem muskelspezifischen Transkriptionsfaktor MyoD
(Crooks et al. 2012). Eine solche expressionsabhingige Beeinflussung konnte durchaus

zu zellspezifischer Pathogenitdt eines ansonsten ubiquitir vorliegenden Proteins fiihren.

Zusammengefasst konnen alle oben genannten Erkrankungen als verschiedene
Auspriagungen einer zugrunde liegenden Fehlfunktion verstanden werden. Bislang
wurden primdr ataktische Verlaufsformen bei vorbekanntem Mutationsmechanismus
den jeweiligen Syndromen zugeordnet und als atypische Prisentation in den
Symptomkatalog aufgenommen. Es wire aber auch denkbar, sie aus
differentialdiagnostischen Griinden zu einem eigenen Syndrom zusammenzufassen und

abzugrenzen.

4.4.3. Empfehlung: MT-ATP6 in der genetischen Testung und
Diagnostik
Mutationen in MT-ATP6 konnten bereits mehrfach als Ursache eines Krankheitsbildes
belegt werden, das klassische Symptome wie Gangataxie, Dysarthrie, Dysmetrie,
Nystagmus, cerebelldre Atrophie und adulten Krankheitsbeginn aufweist und mit dem
Erscheinungsbild einer Heredoataxie vereinbar ist. Bei bislang unzureichender
Datenlage lieB sich keine konkrete Aussage dazu treffen, wie héufig solche SCA-
MTATP6-Fille im klinischen Alltag sind. Anhand der in unserem Patientenkollektiv
ermittelten Frequenz nehmen wir allerdings an, dass sie, ausgehend von den hier
préisentierten Daten, bis zu 5% der ungekliarten SCA-Félle in Deutschland ausmachen
konnen. Insbesondere die erh6hte Mutationsrate der mtDNA, die Schliisselfunktion der
ATP-Synthase im Zellstoffwechsel, und die komplexen Beziehungen zwischen
Syndromen der Komplex-V-Defizienz lassen eine hohe Dunkelziffer wahrscheinlich
erscheinen. MT-ATP6 besteht aus einem einzigen Exon, die Testung mittels

Einzelgensequenzierung ist bei der geringen Grofe einfach, schnell und kostengiinstig
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moglich. Sie sollte bevorzugt in Erwdgung gezogen werden, wenn Hinweise auf einen
mitochondrialen Erbgang vorliegen. Durch Phinomene wie Heteroplasmie und
Schwellenwert-Effekt und bei unvollstindiger Familienanamnese kann die maternale
Transmission allerdings als autosomal-dominante Vererbung maskiert sein (Brusse et

al. 2007).

Aufgrund ihres weltweit hdufigeren Auftretens sollten in der genetischen Testung zuerst
die Polyglutaminerkrankungen SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 (bei Retinopathie),
SCAS8 und FRDA ausgeschlossen werden (Bird 2016). Anschliefend empfehlen wir die
Analyse von MT-ATP6, wenn in Befundlage und Anamnese kein dezidierter Hinweis
auf eine der vergleichsweise seltenerer Erkrankungen, wie SCA10, SCA12, SCA14,
SCA17, SCA27 oder DRPLA (Brusse et al. 2007) besteht. Das Vorliegen einer Chorea
weist beispielsweise auf SCA17 oder DRPLA hin (Bird 2016), SCA31 tritt gehiuft
unter japanischen, SCA10 bei lateinamerikanischen Patienten auf (Hirano et al. 2009;
Matsuura et al. 2000); entsprechende Diagnostik sollte in diesen Féllen vorgezogen
werden. Das Screening auf andere Punktmutationen sollte erst nach Abschluss dieser

Stufendiagnostik erfolgen.

Die Diagnosestellung bei Patienten mit SCA-MTATP6 ermoglicht es, den Betroffenen
eine genetische Beratung anzubieten. Informationen zu Ursache, Symptomen,
moglichem Krankheitsverlauf, Vererbung und Therapieoptionen erlauben den Patienten,
die bestmoglichen Entscheidungen in Bezug auf die weitere Lebensplanung zu treffen,
und Unterstiitzung wie  Selbsthilfegruppen oder Rehabilitationsmaflnahmen

wahrzunehmen.

4.5. Ausblick

Die Beriicksichtigung von Mutationen in MT-ATP6 erweitert das Spektrum in der
Differentialdiagnostik der Heredoataxien. Die Untersuchung auf weitere Mutationen mit
nachweislicher Kausalitit wiirde zum einen die MT-ATPo6-assoziierte Ataxie des
Erwachsenenalters als Syndrom bestétigen, zum anderen einen Hinweis auf deren
Priavalenz geben. Der genaue Pathomechanismus der meisten Mutationen, auch der von
uns nachgewiesenen, ist noch nicht belegt. Eine Entschliisselung desselben, genau wie
die Kldrung weiterer Einflussfaktoren, konnte ein besseres Krankheitsverstdndnis und
einen Ansatzpunkt zur Entwicklung spezieller Therapieoptionen ermdglichen. Die

Wirksamkeit medikamentdser Therapie der Heredoataxien ist bislang nur in seltenen
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Fiéllen eindeutig belegt (Bird 2016), und ist aktueller Gegenstand der Forschung
(Zesiewicz et al. 2018). Im Falle von Belastung durch ROS in SCA-MTATP6 wire

beispielsweise eine antioxidative Therapie denkbar (Sikorska et al. 2009).
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5. Zusammenfassung

Ataxie ist ein bekanntes Begleitsymptom mitochondrialer Syndrome, die iiblicherweise
multisystemisch manifestieren. Bekannte Loci betreffen auch das Gen MT-ATP6, das
fiir die Untereinheit a der mitochondrialen F,F;-ATP-Synthase codiert. Diese ist als
Komplex V essentiell an der zelluliren Energieversorgung beteiligt ist. Bei
Erkrankungen mit kausaler Mutation in M7-ATP6 besteht normalerweise ein komplexer
Phénotyp. Ataxie konnte allerdings bereits in mehreren Fillen als Leitsymptom
beschrieben werden, die klinische Prisentation dieser Patienten entspricht am ehesten
dem Bild einer Spinocerebelldren Ataxie mit adulter Manifestation. Mutationen in M7-
ATP6 kommen daher als Ursache bislang nicht diagnostizierbarer Félle von SCA in

Frage.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Kollektiv deutscher Patienten mit
Verdachtsdiagnose SCA und einem Krankheitsbeginn im Erwachsenenalter nach
vorherigem Ausschluss diverser Ataxie-Loci auf Mutationen in M7T-ATP6 untersucht.
Dabei wurden mittels Einzelgensequenzierung Varianten der Basensequenz in MT-
ATP6 ermittelt, und unter Zuhilfenahme von bioinformatischen Analysetools eine

Einschétzung der Pathogenitit vorgenommen.

In der untersuchten Stichprobe wiesen 5% der Probanden potentiell pathogene
Mutationen in MT-ATP6 auf. Alle diese Varianten (m.8572G>A, p.G16S; m.8578C>T,
p.P18S; m.9026G>A, p.G167D) betreffen hochkonservierte, funktionelle Doménen. Die
neu identifizierten Varianten wurden bislang weder mit adulter SCA, noch mit anderen

Erkrankungen assoziiert.

Die in dieser Arbeit neu identifizierten Fille untermauern die Existenz eines
abgrenzbaren Phénotyps innerhalb der Erkrankungen mit Komplex-V-Defizienz, die
MT-ATP6-assoziierte Spinocerebelldre Ataxie des Erwachsenenalters (SCA-MTATP6).
Daher erscheint die Beriicksichtigung von M7T-4ATP6 im Rahmen der SCA-Diagnostik
sinnvoll. In Anbetracht der Hinweise auf ein gehduftes Auftreten empfiehlt sich der
Ausschluss von SCA-MTATP6 nach erfolgter Testung auf SCA-assoziierte

Trinukleotid-Expansions-Loci.
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6. Summary

Ataxia is known as an accompanying symptom of multisystemic mitochondrial
disorders, some of which have been attributed to mutations in the MT-4ATP6 gene. This
gene encodes subunit a of the mitochondrial F,F;-ATP Synthase, also known as
complex V, a vital component of cellular energy production. While diseases caused by
mutations in MT-ATP6 usually present with a complex phenotype, ataxia has been
described as the leading symptom in several cases. Those patients showed a phenotype
consistent with clinical presentation of late-onset spinocerebellar ataxia. Thus,
mutations in MT-ATP6 should be considered as a plausible explanation in cases of

previously undiagnosed SCA.

In this study, German patients suspected of adult-onset SCA with inconclusive genetic
testing were screened for mutations in MT7-ATP6. Nucleic acid variations were
identified through single gene sequencing, and their pathogenicity assessed via

bioinformatic analysis.

5% of patients in the selected cohort showed potentially damaging mutations in M7-
ATP6. In all cases, the identified substitutions (m.8572G>A, p.G16S; m.8578C>T,
p-P18S; m.9026G>A, p.G167D) were located in highly conserved regions encoding

functional domains, and had not yet been associated with SCA or other diseases.

These findings support the existence of a distinct phenotype, an M7-4TP6-associated
spinocerebellar ataxia with adult onset (SCA-MTATP6) within the spectrum of diseases
with complex V deficiency. Inclusion of this gene in the diagnostic process of SCA is
advisable; due to the frequent occurrence of SCA-linked mutations in MT-ATP6, testing
for SCA-MTATP6 should be considered after negative screening at trinucleotide repeat

loci.
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