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1. Einleitung

1. Einleitung

Der Begriff Ataxie bedeutet im Griechischen ,,Unordnung®. In der Medizin wird Ataxie
als Oberbegrift fiir Stérungen der Koordination bei Bewegungsausfiihrungen verwendet.
Unterschieden wird die vom Kleinhirn ausgehende cerebellire Ataxie von der peripheren,
sensiblen Ataxie, die die propriozeptiven Bahnen betrifft. Typische Ataxieformen sind
Rumpfataxie, Standataxie, Gangataxie und Zeigeataxie. Bei einer Rumpfataxie ist der
Patient unfdhig, seinen Rumpf zu stabilisieren und hat bereits im Sitzen eine Fallneigung.
Bei der Standataxie besteht eine Gleichgewichtsstorung im Stehen, die anhand des
Romberg-Stehversuchs detektiert werden kann. Fiir die Gangataxie ist ein breitbeiniges,
unsicheres Gangbild charakteristisch, sodass der sogenannte Seiltdnzergang nicht mehr
durchgefiihrt werden kann (Hacke, 2010). Eine Dysmetrie (Zielunsicherheit) kann
beispielsweise durch den Finger-Nase-Versuch untersucht werden. Weitere Symptome
der cerebelldren Ataxie sind Storungen der Augenbewegungen (Nystagmus), des
Sprechens (Dysarthrie), der Ausfithrung von schnellen, antagonistischen Bewegungen

(Dysdiadochokinese), sowie ein (Intensions-) Tremor (Bosch, 2007).

1.1. Klassifikation der Ataxien

Die Einteilung der verschiedenen Ataxien befindet sich im stindigen Fluss. Urspriinglich
wurden die Krankheitsbilder in Anlehnung an ihren jeweiligen Erstbeschreiber benannt.
Dadurch kam es jedoch zu Uberschneidungen von Symptomen und Krankheiten. Holmes
(1907) und Greenfield (1954) entwickelten auf der Grundlage von neuropathologischen
Veranderungen eine neue Klassifikation in spinale bzw. spinocerebellére
Degenerationen, rein cerebelldre Atrophien (CA), olivoponto- cerebelldre Atrophien
(OPCA) und dentatorubrale Atrophien (DRPLA). Im klinischen Alltag erwies sich diese
Einteilung als wenig niitzlich, da sowohl die Ursache, sowie das Krankheitsbild und der
Verlauf nicht beriicksichtigt wurden. Die darauffolgende FEinteilung von Harding
(1982/83) beriicksichtigte die Klinik und den Erbgang. Heute werden Ataxien in
hereditére und sporadische Ataxien eingeteilt (Hennerici und Bézner, 2001; Rentschler,

2010).

1.2. Sporadische Ataxien

Die sporadisch cerebelldren Ataxien lassen sich unterteilen in symptomatisch und

idiopathisch (Hennerici und Bazner, 2001; Brusse et al., 2007; Rentschler, 2010).
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1.2.1. Symptomatische Ataxien

Eine der hdufigsten Ursachen fiir eine symptomatische Ataxie ist Alkoholismus. Im
Gegensatz zu der reversiblen cerebelldren Ataxie nach akuter Alkoholintoxikation, kann
es beim chronischen Alkoholmissbrauch durch eine Kleinhirnatrophie zur manifesten
Ataxie kommen. Im Vordergrund stehen die Gang- und Standataxie. Dysarthrie und
okulomotorischen Stérungen konnen ebenfalls auftreten. Die Symptome konnen auch
durch toxische Substanzen wie Lithium, Schwermetalle und Losungsmittel oder durch
Uberdosierung von Pharmaka wie Antiepileptika, Barbiturate oder Benzodiazepine
auftreten. Weitere Ausloser fiir Ataxien sind paraneoplastische Kleinhirndegenerationen,
beispielsweise  hervorgerufen  durch ein  kleinzelliges  Bronchialkarzinom,
Ovarialkarzinom und seltener durch ein Mammakarzinom oder einen Morbus Hodgkin.
In etwa 50 % der Félle sind Antikorper wie anti-Hu, anti-Yo, anti-Ri oder anti-Tr
nachweisbar. Malabsorptionssyndrome mit Folgen wie Vitamin E- oder Vitamin B12-
Mangel kdnnen genauso wie metabolische Ursachen z.B. auf Grund einer Hypothyreose
zu Ataxien fithren. Zudem gibt es entziindliche und immunvermittelte Ataxien. Ausldser
sind hier Erkrankungen wie die cerebelldre Enzephalitis als Komplikation einer viralen
Erkrankung und chronische antikorperassoziierte Erkrankungen. Weiterhin gibt es
physikalisch bedingte Ataxien. Ein Hitzeschlag oder eine Sepsis konnen zu erhohter
Korpertemperatur bis iiber 40°C flihren, wodurch hitzelabile Zellen wie die
Purkinjezellen zerstort werden konnen (Stoll, 1998; Abele, 2002; Ceballos-Baumann und
Conrad, 2005; Brusse et al., 2007).

1.2.2. Idiopathische Ataxien

Die hiufigste Ursache fiir idiopathische Ataxien ist die Multisystematrophie (MSA). Die
Pravalenz liegt bei 1,9-4,9 pro 100.000 (Brusse et al., 2007). Der Beginn der Erkrankung
liegt durchschnittlich in der sechsten Lebensdekade. Kennzeichnend ist ein
raschprogredienter Verlauf mit einer Uberlebenszeit von sechs bis neun Jahren. Es
werden zwei Verlaufsformen unterschieden: Bei der MSA-P kommt es v.a. zu
Parkinsonsymptome wie Bradykinesie, Rigor und Tremor, bei der MSA-C dagegen zu

cerebelldren Zeichen wie Gang-, Extremitétenataxie und Nystagmus.

Zudem treten Symptome wie Urininkontinenz, Erektionsstéorung, Sprech- und
Schluckstérungen, Obstipation, orthostatische Hypotension, positiver Babinski-Reflex

und Schlafstorungen auf. Im MRT konnen eine olivopontocerebelldre Atrophie, sowie
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eine Atrophie des Putamens erkennbar sein. Bei der MSA sind oligodendrogliale
Einschlusskorper mit a-Synuclein nachweisbar, wodurch die Erkrankung sowie der
Morbus Parkinson und die Lewy-Korper-Demenz zu den o-Synucleinopathien zéhlt.
Ausschlusskriterien fiir eine MSA sind eine positive Familienanamnese, ein Beginn der
Symptome vor dem 30. Lebensjahr und endokrine oder mentale Storungen. Eine kausale
Therapie fiir MSA ist nicht bekannt (Wiillner und Klockgether, 2003; Wenning et al.,
2004; Brusse et al., 2007).

1.3. Hereditire Ataxien

Die erblichen Ataxien werden als Heredoataxien bezeichnet und nach ihrem Erbgang in

autosomal dominant, autosomal rezessiv, X-chromosomal und mitochondrial eingeteilt.
1.3.1. Mitochondriale Ataxien

Mitochondriopathien, denen Defekte in der mitochondrialen DNA zugrunde liegen,
werden maternal vererbt. Es handelt sich meist um Multisystemerkrankungen, bei denen
eine Ataxie eine Rolle spielt, jedoch selten zu den Leitsymptomen gehort.

Die hdufigsten mitochondrialen Erkrankungen mit Ataxie umfassen:
e Chronisch-progressive externe Ophthalmoplegie (CPEO):

Die héufigste Ursache ist eine mtDNA Punktmutation an Position 3243A>G (Finsterer,
2004; Kornblum, 2012). Zu den Leitsymptomen gehdrt eine meist beidseitige Ptosis und
eine progrediente Lahmung der duBeren Augenmuskeln. Bei der CPEOplus kommen
Symptome wie Kardiomyopathien, Neuropathien, Ataxien und endokrine Stérungen, wie
Diabetes mellitus, hinzu. In seltenen Fillen kann es zu einem Kearns-Sayre-Syndrom
(KSS) kommen, fiir welches eine Pigmentdegeneration der Retina typisch ist (Kornblum,

2012).

e Mitochondriale Enzephalomyopathie, Laktatazidose und schlaganfalléhnliche
Episoden (MELAS):

Sehstorungen gehoéren meist zu den ersten sichtbaren Anzeichen der
schlaganfalldhnlichen Episoden, mit denen héufig migraneartige Kopfschmerzen mit
Erbrechen und epileptische Anfille vergesellschaftet sind. Zudem koénnen weitere

Symptome dhnlich den CPEO-Symptomen auftreten (Kornblum, 2012).
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e Myoklonusepilepsie mit Ragged Red Fasern (MERRF):

Haufig treten neben fokalen und generalisierten Myoklonusepilepsien Symptome wie
cerebelldre Ataxie, Demenz, Optikusatrophie und Taubheit auf (Finsterer, 2004). Im
Schédel-CT sind meist cerebelldre Atrophien sichtbar (Kornblum, 2012).

e Hereditire Leber-Optikus-Neuropathie (LHON):

Einseitige und spiter beidseitige Visusminderung, die hiufiger bei Ménnern auftritt.
Weitere Symptome wie Ataxie, Tremor und Dystonie konnen auftreten (Kornblum,

2012).
e Ataxie des Erwachsenenalters (MTATP6-assoziiert):

Mutationen im MTATP6 rufen typischerweise neurologische Multisystemerkrankungen
hervor wie 1im Kindesalter das Leigh-Sydrom (subakut nekrotisierende
Enzephalomyelopathie) oder im friihen Erwachsenenalter Neuropathie, Ataxie und
Pigmentdegeneration der Netzhaut (NARP). Es wurden Patienten mit Beginn der
Erkrankung im Erwachsenenalter beschrieben, die klinisch nicht von einer

spinocerebelldren Ataxie zu unterscheiden waren (Pfeffer et al., 2012).

Zu den selten mitochondrialen Erkrankungen mit Ataxie gehdren unter anderem die
mitochondriale  neurogastrointestinale ~ Enzephalomyopathie = (MNGIE), die
mitochondrialen DNA-Depletionssyndrome (MDS) und die Coenzym-Q10-Defizienz
(Kornblum, 2012).

1.3.2. X-chromosomale Ataxien

Das Fragile-X-Tremor-Ataxie-Syndrom (FXTAS) gehort zu den Trinukleotid-Repeat-
Erkrankungen. Triger von weniger als 45 CGG-Wiederholungen sind gesund. 45 bis 54
Wiederholungen stellen eine Grauzone dar. Bei ménnlichen Gentrigern mit einem
pramutierten FMRI-Gen (55-200 CGG-Wiederholungen) kommt es in etwa 40 % der
Félle zu einer spitmanifestierten neurodegenerativen Stérung, dem FXTAS. Bei
weiblichen Trigerinnen einer Prdmutation findet sich dagegen nur bei etwa 8-16 % ein
FXTAS (Saldarriaga et al., 2014; Brown und Stanfield, 2015) im fortgeschrittenen Alter.
80 % der Patienten/innen mit einem FXTAS zeigen eine Gangataxie und/oder einen
Intensionstremor, zudem koénnen Demenz, Parkinsonismus, psychiatrische Stérungen

und autonome Dysfunktion auftreten. Frauen mit einer Pramutation weisen ein erhdhtes
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Risiko fiir eine pramature Ovarialinsuffizienz auf (Steinbach und Gléser, 2009).
1.3.3. Autosomale Rezessive Ataxien

Die Friedreich Ataxie (FRDA) ist mit einer Priavalenz von 1-2:50.000 die haufigste,
rezessiv vererbte Ataxie des Kindesalters. Typisch fiir die FRDA ist eine langsam
progrediente Ataxie mit Beginn vor dem 25. Lebensjahr und weiteren Symptomen wie
Dysarthrie, Sensibilititsstorungen, Verlust der tiefen Sehnenreflexe und der
Pyramidenbahnzeichen. In vielen Fillen sind zudem folgende Begleiterkrankungen
vorzufinden: Skoliose, Optikusatrophie, Diabetes mellitus und Kardiomyopathie. Die
Herzerkrankung ist dabei die héufigste Todesursache. Patienten mit einem
Krankheitsbeginn nach dem 25. Lebensjahr weisen einen milderen und langsameren
Verlauf auf, da zumeist keine Kardiomyopathie auftritt. FRDA wird hdufig durch eine
Verldngerung eines intronisch gelegenen GAA-Repeats im FRDA I-Gen verursacht. Das
FRDAI-Gen codiert fiir das in den Mitochondrien gelegene Protein Frataxin (Brusse et

al., 2007; Jayadev und Bird, 2013; Muthuswamy und Agarwal, 2015).

Die Ataxie Teleangiektasie (AT), auch Louis-Bar-Syndrom genannt, wird ebenfalls
autosomal-rezessiv vererbt, ist aber mit 1:100.000 deutlich seltener. AT ist durch eine
progressiv cerebelldre Ataxie und sichtbare Dilatationen oberflachlichere Blutgefilie
gekennzeichnet. Hinzu kommen okulomotorische Bewegungsstérungen,
Chromosomeninstabilitdt, = Choreoathetose, = Immundefizienz mit  vermehrten
Atemwegsinfekten und ein erhohtes Risiko fiir maligne Tumoren wie Leukdmien und
Lymphome. Alpha-Fetoprotein im Serum ist erhoht. Hervorgerufen wird AT durch eine
Mutation im 47M-Gen, welches eine Rolle bei der DNA-Reparatur spielt. Der Beginn
der AT liegt im frilhem Kindesalter. Bereits im jungen Jugendalter sind die Betroffenen
an einen Rollstuhl gebunden und sterben meist zwischen 20 und 30 Jahren (Chun und

Gatti, 2004; Jayadev und Bird, 2013; Liu et al., 2016).

Weiterhin gehoren zu den autosomal rezessiven Erkrankungen mit Ataxie die Ataxie mit
isoliertem Vitamin-E-Defizit (AVED), die Ataxien mit okulomotorischer Apraxie Typ 1
und 2 (AOA1 und 2) und die autosomal rezessiv spinocerebelldren Ataxien (Jayadev und
Bird, 2013). Seit ein paar Jahren werden die autosomal rezessiv vererbten Ataxien dhnlich
der SCAs in autosomal rezessive spinocerebelldre Ataxien eingeteilt. SCAR1 wird dabei
synonym zu der AOA2 verwendet. Durch Mutationen im Senataxin Gen kommt es zu

einer friih einsetzenden cerebelldren Ataxie (Ichikawa et al., 2013). Ein weiteres Beispiel
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fiir SCARs ist die SCARS, die auch als autosomal rezessiv cerebellire Ataxie Typ 1
(ARCAT) bezeichnet wird und mit einer spaten, langsam progredienten Ataxie einhergeht

(Gros-Louis et al., 2007; Izumi et al., 2013).
1.3.4. Autosomal Dominate Ataxien (ADCA)

Anita Harding teilte die autosomal dominant cerebelldren Ataxien (ADCA) nach ihrem
klinischen Phanotyp in drei Gruppen ein. Alle drei Typen beinhalten die Leitsymptome
Ataxie, Dysarthrie und Nystagmus.

ADCA-Typ I: Dieser stellt durch ein breites Spektrum an klinischen und genetischen
Subtypen die groBte Gruppe dar. Neben den cerebelldren Symptomen treten auch nicht-
cerebellire Symptome wie Augenmuskelldhmung, Optikusatrophie, Muskelatrophie,
Gefiihlsstorung und Pyramidenbahnzeichen auf. Selten sind parkinsondhnliche
Symptome (Akinese, Rigor), Blasenfunktionsstorung und Demenz. Zu dieser Gruppe

zdhlen unter anderem SCA1- SCA4, SCA12, SCA17 und DRPLA.

ADCA-Typ II: Charakteristisch ist eine pigmentire Retinadegeneration, die bis zur
Erblindung fiihren kann. SCA7 ist aktuell der einzige Vertreter der Gruppe.

ADCA-Typ III: Typisch sind rein cerebelldre Symptome, die das Kleinhirn betreffen. Die
Prognose ist laut Fujioka und Kollegen besser als die des ADCA-Typ 1. Vertreter dieses
Typs sind z.B. SCAS, SCA6, SCA11 und SCA26.

Die Zuordnung ist durch die selbst innerhalb einer betroffenen Familie sehr vielfdltigen
Symptome und verschiedenen Krankheitsverldufe hdufig schwierig (Stevanin et al., 2000;

Schols et al., 2004; Whaley et al., 2011; Fujioka et al., 2013; Jayadev und Bird, 2013).

Zu den autosomal dominanten Ataxien gehdren die spinocerebelliren Ataxien, die
episodischen Ataxien (EA) und die dentatorubrale-pallidolysiale Atrophie (DRPLA). Die

spinocerebelldren Ataxien werden in einem eigenen Kapitel ausfiihrlich besprochen.

Zu den EA zihlen sechs Formen, wobei EA1 und EA2 die héufigsten sind. EA1 wird
hervorgerufen durch Punktmutationen im KCNA[-Gen, das fiir eine Untereinheit eines
spannungsabhiangigen Kaliumkanals codiert. Kennzeichnend ist ein friiher
Krankheitsbeginn mit bewegungsinduzierten, meist unter 15 Minuten anhaltenden und
bis zu 15 mal pro Tag auftretenden, ataktischen Attacken sowie Myokymien des Gesichts,
der Arme und Beine zwischen den Anfillen (D’Adamo et al., 2015). Durch eine Mutation

im CACNAIA-Gen des Calciumkanals kommt es zur EA2. Meist ab der funften
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Lebensdekade treten Stunden bis Wochen anhaltende, bewegungsunabhéngige Attacken
auf, die hiufig von migrineartigen Kopfschmerzen, (Hemi-) Paresen und Ubelkeit

begleitet werden (Brusse et al., 2007).

Eine CAG-Expansion im Atrophin-1-Gen fiihrt zur DRPLA. In Europa tritt sie deutlich
seltener als in Japan auf. Die Anzahl der CAG-Wiederholungen korreliert mit dem
Beginn der Erkrankung. Bei iliber 65 CAG-Wiederholungen kommt es zu einer
Myoklonusepilepsie vor dem 20. Lebensjahr. Zudem treten Symptome wie Ataxie,

Choreoathetose und Demenz auf (Schdéls et al., 2004).

1.4. Spinocerebellire Ataxien

Spinocerebelldre Ataxien sind neurodegenerative Erkrankungen, die zu den autosomal
dominanten cerebelliren Ataxien (ADCAs) gehoren. Die Privalenz fiir SCA liegt
zwischen 0-5,6/100.000 Einwohnern (van de Warrenburg et al., 2002; Ruano et al., 2014).

Zu den fir SCA charakteristischen Symptomen gehdren unkoordinierte
Bewegungsablidufe (Ataxie), Augenbewegungsstorungen (Blickrichtungsnystagmus) und
Sprechstorungen (Dysarthrie). Zudem koénnen, wie bereits oben beschrieben,
verschiedene andere neurologische Symptome auftreten. Zurzeit sind 41 genetische
Subtypen bekannt (Bird, 2016). Von 36 Subtypen wurden der Genlocus und der
zugrundeliegende Mutationsmechanismus identifiziert. Eine Ubersicht iiber die Subtypen

ist in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die bekannten SCA-Typen

SCA | Gen/ Genprodukt Chromosomale Repeat-Sequenz,
Lokalisation Mutationsmechanismus

1 ATXN1/ Ataxin 1 6p22 CAG

2 ATXN2/ Ataxin 2 12924 CAG

3 ATXN3/ Ataxin 3 14924.3-q.31 CAG

4 unbekannt 16g22.1 unbekannt

5 SPTBN2 11pll-qll Deletion, Punktmutation

6 CACNAIA 19q13 CAG

7 ATXN7/ Ataxin 7 3p21.1-pl2 CAG

8 ATXNSOS/ Ataxin 8 | 13g21 CTG

10 ATXN10/ Ataxin 10 | 22q13 ATTCT

11 TTBK2 15q14-g21.3 Deletion, Insertion
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12 PPP2R2B 5931-g33 CAG

13 KCNC3 19q13.3-q13.4 Punktmutation
14 PRKCG 19q13.4 Punktmutation
15/16 | ITPRI 3g26.1 Punktmutation, grof3e Deletion
17 TBP 6927 CAG

18 unbekannt 7q22-q32 unbekannt
19/22 | KCND3 1921 Punktmutation, Deletion
20 DAGLA 11ql12 Grof3e Duplikation
21 TMEM240 Tp21-pl5.1 Punktmutation
23 PDYN 20q13 Punktmutation
25 unbekannt 2p21-ql13 unbekannt

26 EEF2 19p13.3 Punktmutation
27 FGF14 13934 Punktmutation
28 AFG3L2 18pl11.22-q11.2 Punktmutation
29 ITPRI 3p26 Punktmutation
30 unbekannt 4q34.3-q35.1 unbekannt

31 BEANI 16921 TGGAA

32 unbekannt 7q32-q33 unbekannt

34 ELOVL4 6pl12.3-q16.2 Punktmutation
35 TGM6 20p13 Punktmutation
36 NOP56 20p13 GGCCTG

37 DABI 1p32 ATTTC

38 ELOVLS 6pl2.1 Punktmutation
40 CCDC88C 14932.11-q32.12 Punktmutation
41 TRPC3 4q27 Punktmutation
42 CACNAIG 17921.33 Punktmutation
43 MME 3q25.2 Punktmutation
44 GRM1 6q24.3 Punktmutation
45 FAT? 5q33.1 Punktmutation
46 PLD3 19q13.2 Punktmutation
47 PUMI 1q35.2 Punktmutation

(Schols et al., 2004; Durr, 2010; Whaley et al., 2011; Fujioka et al., 2013; Jayadev und Bird, 2013;
Bird, 2016; OMIM Phenotypic Series-PS164400).
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Die zugrundeliegenden Mutationen sind Repeat-Expansionen im codierenden oder im
nicht-codierenden Bereich und Punktmutationen, sowie Deletionen, die Bereiche von 100

kb und mehr umfassen kdnnen und Duplikationen.
1.4.1. CAG-Repeat-Expansion im codierenden Bereich

Zu den am héaufigsten vorkommenden SCA-Subtypen gehdren SCA1, SCA2, SCA3 und
SCAG6, die zusammen iiber 50 % der Falle ausmachen sowie SCA7 und SCA17. Ursache
sind CAG-Repeat-Expansionen im codierenden Bereich (Jacobi et al., 2015). Vermehrte
CAG-Wiederholungen fiihren zu verldngerten Polyglutamin-Abfolgen in unterschied-
lichen Proteinen. Trinukleotid-Expansionen sind genetisch instabil und werden haufig an
die ndchste Generation verldngert weitergegeben. Die Erkrankung tritt bei Nachkommen
frither oder schwerer auf. Dieses Phinomen wird als Antizipation bezeichnet (Stevanin et
al., 2000; Durr, 2010; Bird, 2016). Verursachend fiir die SCAs ist neben anderen
neuropathologischen Verdnderungen der Verlust von Purkinjezellen. Die verschiedenen
Subtypen unterscheiden sich sowohl hinsichtlich ihrer Klinik als auch ihres
neuropathologischen Profils. So weist SCA1 den groBten Gesamtzellverlust und SCA6
den grofBten Verlust an Purkinjezellen auf (Stevanin et al., 2000). Bei der meist im 5.
Lebensjahrzehnt beginnenden SCA2 findet man langsame Sakkaden, Hyporeflexie,
Tremor oder selten Ophthalmoplegie oder Parkinsonismus (Schols et al., 2004; Pulst,
2015). Der weltweit am haufigsten vorkommende Typ SCA3, auch Machado-Joseph-
Krankheit genannt, wird aufgrund seiner klinischen Vielfalt in verschiedene Typen I-IV
eingeteilt. Bezeichnend fiir SCA7 ist das Auftreten einer Ataxie mit einer pigmentéren
Makuladegeneration, die bis zur Erblindung fiihren kann (Garden, 1993; Schdls et al.,
2004).

1.4.2. Repeat-Expansion im nicht-codierenden Bereich

Zu den Repeat-Expansionen im nicht-codierenden Bereich gehdren SCAS8, SCAIO,
SCA12, SCA31 und SCA36. Bei der durch eine CTG-Repeat-Expansion im nicht-
codierenden Bereich hervorgerufen SCAS8 findet man eine grofere Instabilitét und somit
eine groflere Zunahme der Wiederholungen bei maternaler Transmission (Stevanin et al.,
2000). Neben den charakteristischen Symptomen einer SCA leiden Patienten unter
Tremor und vermindertem Vibrationsempfinden. Das Fortschreiten der Erkrankung ist
meist langsam (Ayhan et al., 1993; Schols et al., 2004). Die durch eine intronische
ATTCT-Wiederholung im ATXNI10-Gen hervorgerufene SCA10 zeigt eine langsam
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fortschreitende cerebelldre Ataxie, die mit einer leichten Gleichgewichtsstérung und
einem schwankenden Gangbild beginnt. Weitere Symptom sind Dysarthrie, Nystagmus,
Polyneuropathie und Epilepsie (Matsuura und Ashizawa, 1993; Durr, 2010). SCA12 wird
vor allem in Indien nachgewiesen. Sie wird durch eine CAG-Repeat-Expansion im nicht-
codierenden Bereich des Proteinphosphatase-2-regulatory-subunit-B (PPP2R2B)-Gens
hervorgerufen und tritt meist im 5. Lebensjahrzehnt mit einem Tremor vor allem der
Arme und des Kopfes, einer leichten Ataxie, Nystagmus und Hyperreflexie auf. Zum Teil
wurden zudem eine Verlangsamung der Willkiirmotorik (Bradykinese) und eine leichte
Demenz festgestellt (Margolis et al., 1993; Durr, 2010). Durch ein TGGAA-Repeat-
Expansion im 5’UTR-Bereich wird SCA31 hervorgerufen. Sie wurde vermehrt in Japan
diagnostiziert. Kennzeichnend ist ein spéter Krankheitsbeginn um das 60. Lebensjahr mit
einer leichten Ataxie (Sakai et al., 2010). SCA36 wird durch eine Verldngerung eines
intronisch gelegenen GGCCTG-Repeat im NOP56-Gen verursacht. Die Erkrankung
manifestiert sich zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr. Ein charakteristisches Symptom

ist eine Schallempfindungsschwerhorigkeit (Arias et al., 1993).
1.4.3. Punktmutationen als Ursache von SCA

In den letzten Jahren wurden zunehmend Punktmutationen als Ursache einer SCA
identifiziert. Zu ihnen gehoren SCAS, SCA11, SCA13, SCA14, SCA15/16, SCA19-23,
SCA26-29, SCA34, SCA35, SCA38 und SCA40-47. Diese SCA-Typen sind deutlich

seltener als jene, denen ein Trinukleotid-Expansionsmechanismus zugrunde liegt.

Exemplarisch werden hier einige Ataxien mit zugrundeliegenden Punktmutationen und
Deletionen beschrieben. In einer von den Grofeltern von Prisident Abraham Lincoln
abstammenden amerikanischen Familie konnte 1994 eine Punktmutation im SPTBN2-
Gen, welches fiir B-IIISpektrin codiert, SCAS zugeordnet werden (Lincoln-Ataxie).
SCAS ist durch eine Atrophie des Kleinhirns und eine Ataxie gekennzeichnet (Ikeda et
al., 2006; Durr, 2010; Avery et al., 2016). Bis heute konnte in vier Familien die durch
Deletion und Punktmutation hervorgerufene SCA11 diagnostiziert werden. SCAIl1
duBlert sich mit einer langsam fortschreitenden Ataxie mit Gleichgewichtsstérung,
pathologischen Augenbewegungen, Dysarthrie und selten Hyperreflexie. In einer
britischen Familie wurde ein groBer Verlust an Purkinjezellen und pathologische Tau-
Veranderungen in den Basalganglien, dem Mittelhirn und der Medulla festgestellt

(Houlden, 1993; Durr, 2010). Verursachend fiir SCA14 ist eine Punktmutation im
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PRKCG-Gen. Neben den typischen SCA-Symptomen mit einer langsam fortschreitenden
Ataxie ist SCA14 durch einen haltungsbedingten Tremor, Muskelzuckungen,
Hyperreflexie, fokale Dystonie, parkinsondhnliche Symptome und kognitive Defizite
charakterisiert (Durr, 2010; Chen et al., 2013a). SCA15 und SCA16 liegt der gleiche
Mechanismus zugrunde: Grof3e Deletionen im /7PR[-Gen sind krankheitsverursachend.
SCA15/16 ist durch eine sehr langsam fortschreitende Ataxie mit Tremor, Nystagmus
und leichter Hyperreflexie gekennzeichnet (Pagon et al., 1993; Bird, 2016). Bei SCA29
findet man Punkt-Mutationen im [7TPRI-Gen. Interessanterweise zeigen SCA29-
Patienten kognitive Beeintrachtigungen (Shadrina et al., 2016). In einer australischen
Familie anglo-keltischen Ursprungs fand man (Knight, 2004; Knight et al., 2008) eine
260 kb Duplikation in der zuvor fiir SCA20 beschriebenen Region. Patienten mit SCA20
zeigen initial eine friih einsetzende Dysarthrie. Daneben kann ein Tremor des
Gaumensegels, spasmodische Dysphonie und Hyperreflexie auftreten (Durr, 2010;
Storey, 2012). SCA19 und SCA22 zeigen signifikante Uberlappungen und werden durch
Mutationen im KCND3-Gen hervorgerufen. Zu den Symptomen gehoéren eine milde,
langsam fortschreitende Ataxie, Myoklonus, kognitive Beeintrdchtigung, periphere
Neuropathie, Tremor, Pyramidenbahnzeichen und eine leichte Atrophie des Kleinhirns
(Duarri et al., 2012; Lee et al., 2012). SCA21 beschreibt eine friih einsetzende, langsam
progrediente Ataxie in Kombination mit schwerer kognitiver Beeintrdchtigung und
mentaler Retardierung (Delplanque et al., 2014). Bei SCA23 treten neben der cerebelldren
Ataxie  Dysarthrie, sowie  Storungen der Augenbewegungen und des
Vibrationsempfindens auf (Bakalkin et al., 2012; Bird, 2016). Eine Mutation im
Fibroblasten-Wachstumsfaktor 14 (FGF14-Gen) ist fiir SCA27 verantwortlich und geht
mit einem in der Kindheit einsetzenden Tremor, langsam progredienter Ataxie, leichter
Kleinhirnatrophie, niedrigem 1Q, Gedéchtnisschwierigkeiten und kognitiven
Beschwerden einher (Durr, 2010). Bei SCA28 liegen Mutationen im AFG3L2-Gen vor.
In der Regel handelt es sich um eine langsam fortschreitende cerebellire Ataxie in
Kombination mit Dysarthrie, Hyperreflexie in der unteren Extremitdt, Nystagmus,

Opthalmoplegie und Ptosis (Brussino et al., 1993; Durr, 2010).

Die Haufigkeit der verschiedenen Subtypen ist je nach geografischer Lage sehr
unterschiedlich. Dies ist auf Griindereffekte zuriickzufiihren (Klockgether, 2008). So
findet man z.B. auf Kuba vor allem SCA2 und in Portugal vermehrt SCA3. Weltweit stellt
SCA3 mit 20-25 % die groBte Gruppe da (Finsterer, 2009). Gefolgt von den Subtypen
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SCA1, SCA2 und SCAG6. In den nachfolgenden Abbildungen sind Verteilungen der SCA-

Subtypen weltweit und in einzelnen Landern dargestellt.

Arctic Circle

Hudson-

KANADA "™

inbocks

D-PAZIFIK

LN

DANEMARK
Ragie-

GRONLAND

weltweit

FALKLANDINGELN

ARKTISCHTER )

SCA1
WSCA2
RUSSISCHE FODERATIO WSCA3
W SCAS
. MONGOLE!” W SCAG
W SCA7
TAN CHINA sOpDecs
NPA, mtan WScas
g MR
w0 mSCA10
WA
KAMBOOSOM mSCA12
MALAYSI
mSCAL3
INDON
SCHEN OZEAN SCAls
OSTINO
N SCA17
B SCA28
N DRPLA
unbekannt

Fn

i

S8

Abbildung 1: Haufigkeiten der SCA-Typen weltweit (Grafik nach Schols et al., 2004; Weltkarte

nach www.mapsofworld.com)
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Indien Italien Japan 6%
15 21 / 2%
48 - 52 " 31
% % % 28
\
! 24
% 7%
1% —1%7 \C1%
Kuba 19 Mexiko Niederlande
12 % %
o 45 6% \ S
196 %o 14 3% o 28
. % 36
%__ | N %
, %
1
87 % _1%— 15
% 8% _— o
Portugal Spanien Siidafrika
0,
2 2% 5 300 4% 18
9 % % 41
% _ \ 22 9
3% 30 Y —%
. el ¢
% ’ 58 “To— 20 2% 13
5% % % % 4% %
30 Thailand USA g
4% 6% 9
% / 0 %
'\ 39 21
3% 30 0 N %
3%& % ’
10— 20 4% 15
% % %
Legende:
SCA1 M SCA2 M SCA3 SCAS M SCA6
SCA7 W SCA8 W SCA10 W SCA12 W SCA13
SCAl4 SCA17 W SCA28 B DRPLA unbekannt

Abbildung 2: Weltweites Auftreten der SCA-Subtypen (Moseley et al., 1998; Storey et al., 2000;
Tang et al., 2000; Srivastava et al., 2001; Velazquez-Perez et al., 2001; Maruyama et al., 2002;
van de Warrenburg et al., 2002; Bryer et al., 2003; Brusco et al., 2004; Schdls et al., 2004; Infante
et al., 2005; Juvonen et al., 2005; Alonso et al., 2007; Durr, 2010; Vale et al., 2010;
Boonkongchuen et al., 2014; Cintra et al., 2014; Bird, 2016).
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1.5. Spinocerebellire Ataxie Typ 13

Im Jahr 2000 beschrieben Herman-Bert und Kollegen bei Mitgliedern einer franzosischen
Ataxie-Familie einen neuen Genlokus auf Chromosom 19q13.3-q13.4, in einem ungefahr
8-cM Intervall zwischen den Markern D19S219 und D19S552. Der neue Locus spricht
fiir einen neuen Phanotyp der ADCAs mit geistiger Retardierung und wurde als SCA13
bezeichnet (Herman-Bert et al., 2000).

2005 kartierten Waters und Kollegen in einer philippinischen Ataxie-Familie einen neuen
Ataxie-Locus in einer 4-cM Region auf dem Chromosom 19q13 (LOD-Score 3,89)
(Waters et al., 2005). Dieser Locus ist iiberlappend mit dem von Herman-Bert
beschriebenen. Die untersuchten Patienten zeigen hier jedoch klinisch ein

unterschiedliches Krankheitsbild.

Seit 2006 ist bekannt, dass SCA13 durch Mutationen (Tabelle 2) im KCNC3-Gen
hervorgerufen wird, das in 19q13 lokalisiert ist (Waters et al., 2006). KCNC3 codiert fiir

einen spannungsabhéngigen Kaliumkanal.
1.5.1. Varianten/Mutationen in KCNC3

In der Folgezeit wurden weitere Varianten und Mutationen identifiziert, die hier

zusammengefasst werden.

Figueroa konnte 2010 in zwei Familien eine weitere Mutation im KCNC3-Gen
nachweisen, bei der es sich um eine Substitution von Arginin durch Histidin an der AS-
Position 423 (p.Arg423His) handelt (Figueroa et al., 2010). Duarri und Kollegen
diagnostizierten 2015 diese Mutation bei einem niederldndischen Ataxiepatienten. In

diesem Fall handelte es sich wahrscheinlich um eine neu aufgetretene Mutation.
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Tabelle 2: Maligne Mutationen im KCNC3-Gen

Referenz- Exon/Intron | Genomische | Aminosduren | Mutations- Autor
sequenz Position Position bezeichnung
(Herman-
rs104894700 Exon 2 c.1344C>A | p.Phe448Leu F448L Bert et
al., 2000)
Wat t
1104894699 | Exon2 | c.1259G>A | p.Argd20His | RagoH | (valerse
al., 2005)
(Figueroa
rs797044872 Exon 2 c.1268G>A | p.Argd423His R423H et al.,
2010)
(Parolin
Schnek-
rs879253883 Exon 2 c.1283C>T | p.Thr428lle T4281
enberg et
al., 2015)
Zh t
15568711737 | Exon2 | c.1774G>A | p.Glys92Arg | Gsoar | (Zhange
al., 2016)
p-Pro583 (Khare et
Exon 2
xon Pro585del al., 2018)
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Tabelle 3: Beispiele fiir Varianten im KCNC3-Gen

Referenz- Exon/Intron | Genomische | Aminosduren | Mutations- Autor
sequenz Position Position bezeichnung
unbekannt Exonl ¢385G>A | p.Aspl29Asn | Dizon | (Duariet
' p-A%p al., 2012)
(Figueroa
15769502387 Exon2 c.1097G>A | p.Arg366His R366H et al.,
2010)
(Duarri et
15549394447 Exon2 c.1771A>G | p.Ser591Gly S591G
al., 2012)
nbekannt Exon2 1603G>A | p.vals3sMet | vsasm | (Pvarmiet
unbe X0 C. p. e al.. 2012)
(Duarri et
1s552133569 Exon2 c.1884G>A | p.Ala628Ala A628A al.. 2012)

1.5.2. Klinische Charakteristika der SCA13

Neben den SCA-typischen cerebelliren Symptomen von Gang- und/oder Stand-Ataxie,

Dysarthrie und Nystagmus konnen bei SCA13-Patienten zusitzliche Symptome wie

Pyramidenbahnzeichen,

Epilepsie,

Horschaden oder kognitive Einschriankungen

auftreten. Der Beginn der Erkrankung ist sehr variabel und reicht von der frithen Kindheit

bis zum hohen Erwachsenenalter. Die bisher publizierten Fille zeigten eine langsame

Progression der Symptome (Duarri et al., 2015b). In der Bildgebung ist in der Regel eine

Atrophie des Kleinhirns nachweisbar.

Nachfolgend sind verschiedenen malignen Mutationen mit klinischen Charakteristika

aufgefiihrt:
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p-Phe448Leu (Franzosische Familie)

Acht von zehn erkrankten Familienmitgliedern wurden im Rahmen der Studie untersucht.
Der Beginn der Symptome lag zwischen unter einem Jahr und 45 Jahren. Sechs Patienten
waren nicht in der Lage zu rennen, einer konnte mit 38 Jahren nicht alleine laufen und
ein anderer war mit 55 Jahren an einen Rollstuhl gebunden. Alle wiesen eine Ataxie mit
langsam progredientem Verlauf auf. Dysarthrie hatten sieben von acht. Einen erh6hten
Reflextonus zeigten alle acht untersuchten Patienten und einen horizontalen Nystagmus
sechs von acht. Einer zeigte zusétzlich vertikale sakkadische Oszillationen. Der 1Q lag
zwischen 62 und 76. Der Mini-Mental-Status-Test wurde bei fiinf Patienten durchgefiihrt.
Er lag zwischen 20/30 bis 25/30 und bestdtigte somit eine leichte Demenz (26-18/30).
Ein Patient litt unter Petit-mal-Epilepsie, bei der es fraglich war, ob sie dem Symptom-
Spektrum der SCA13 zuzuordnen ist. Mit iiber 50 Jahren kam es bei zwei Patienten zu
Schluckbeschwerden, bei zwei zu Harndrang und bei einem zu einer Verlangsamung der

Willkiirmotorik (Herman-Bert et al., 2000; Waters und Pulst, 2008).
p-Arg420His (Philippinische Familie)

Elf Familienmitglieder aus drei Generationen waren in der philippinischen Familie
betroffen (Waters und Pulst, 2008). Im Gegensatz zu der franzdsischen Familie wiesen
sie keine mentale Retardierung auf. Im Rahmen der Studie wurden 10 der 11 betroffenen
Familienmitglieder untersucht. Die Symptome traten bei der philippinischen Familie in
der ersten Generation erst im Erwachsenenalter von 22 bis 60 Jahren auf. In der zweiten
Generation traten sie im Durchschnitt mit 36 Jahren und in der dritten Generation mit 24
Jahren auf. Dies weist auf eine Antizipation hin (Waters et al., 2005). Eine Gangataxie
wiesen alle Patienten auf, wobei zwei zur Zeit der Studie bereits im Rollstuhl saflen.
Weiter war bei zwei von zehn ein schwankender Gang und bei vier von zehn eine
Muskelhypotonie feststellbar. Zudem hatten sechs von zehn eine Dysarthrie, einer einen

Nystagmus und zwei von zehn einen gesteigerten Reflextonus (Waters und Pulst, 2008).
p-Arg423His (Franzosische Familie 2; sporadischer Patient Niederlande)

Bei Patienten mit der p.Arg423His Mutation verlduft die Krankheit langsam progredient
mit Beginn in der Kindheit. Ein dhnlicher Krankheitsverlauf wurde bei Patienten mit der
p.Phe448Leu Mutation beschrieben. Alle Patienten wiesen eine Ataxie auf. In der
franzosischen Familie 2 wurden bei Patienten keine kognitiven Defizite festgestellt

(Figueroa et al., 2010). Jedoch zeigte der niederlindische Patient eine leichte geistige
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Behinderung (Duarri et al., 2012).
p.-Thr428lle

Bei einem 12-jdhrigen Jungen mit der urspriinglichen Diagnose einer sporadischen
ataktischen Zerebralparese wurde mit Hilfe einer Next-Generation-Sequenzierung eine
Neumutation im KCNC3-Gen identifiziert. Bereits frith zeigte der Junge eine verzogerte
motorische Entwicklung und leichte kognitive Einschrankungen. Im Verlauf kam es zum

Fortschreiten der Ataxie (Parolin Schnekenberg et al., 2015).

p- Gly592Arg

Diese Variante ist mit einer spét einsetzenden Ataxie verbunden (Zhang et al., 2016).
p-Pro583 Pro585del

Bei Patienten mit der erst vor kurzem diagnostizierten Mutation p.Pro583 Pro585del
treten erste Symptome im Erwachsenenalter auf. Die Progredienz zeigte in verschiedenen
Familien eine weite Spannweite. Sie reicht von einem langsam progredienten Verlauf bis
zu einer schnellen und tédlichen Progression mit Symptomen wie Spastik und Tremor

(Khare et al., 2018).

1.6. KCNC3-Gen

SCA13 wird durch Punktmutationen im KCNC3-Gen auf dem Chromosom 19 verursacht.
Das KCNC3-Gen umfasst einen genomischen Bereich von 18,87 kb und besteht aus flinf
Exons, von denen nur vier codierend sind. Die bisher bekannten Mutationen sind in Exon

2 lokalisiert.
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tel cen
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Abbildung 3: Transkripte des KCNC3-Gens. Darstellung nach Ensembl genome browser 84.
Exons sind blau dargestellt, wobei codierende Bereiche blau ausgefiillt und nicht-codierende
Bereiche weil} sind.

Das Protein-Produkt des KCNC3-Gens ist der spannungsabhingige Kaliumkanal Kv3.3
(= KCNC3). Strukturell stellen Kaliumkanéle Tetramere da. Es treten sowohl Homo- als
auch Heterotetramere auf (Shen und Pfaffinger, 1995; Kalman et al., 1998; Gutman et al.,
2005).

Erstmalig konnten die spannungsgesteuerten Kaliumkanéle in der Gattung Drosophila
nachgewiesen und untersucht werden (Ghanshani et al., 1992; Salkoff et al., 1992).

Verschiedene Subfamilien wie Shaker, Shab, Shal und Shaw wurden beschrieben.

Kv3 gehort zu der Shaw-Familie und hat vier Mitglieder (Kv3.1-3.4). Zur besseren
Beschreibung wurde als Nomenklatur eingefiihrt, dass in der Bezeichnung ,,Kv x.y* x fiir

die Subfamilie und y fiir das Mitglied steht (Zhao et al., 2013).
Die einzelnen Kv-Untereinheiten bestehen aus sechs Transmembrandoménen (S1-S6).

S1-S4 stellen Spannungssensoren dar und S5, S6 bilden zusammen mit einer von auflen
in die Membran hineinragenden Doméne (re-entrant loop oder P-Region) die Kanalpore
(Synders, 1999; Waters et al., 2006). Kennzeichnend fiir Kv3-Kanéle ist, dass sie erst bei
starkerer Depolarisation (positiver als etwa -20 mV) Offnen und schneller wieder
schlieBen als andere Kv-Kandle. Durch eine sehr schnelle Repolarisation der
Aktionspotentiale und einer kurzen Refraktirzeit konnen die Neurone eine sehr hohe
Frequenz an Aktionspotentialen erzeugen (Zhang und Kaczmarek, 2015). KCNC3 wird

vor allem in schnell feuernden Zellen im Hirnstamm und primér in den Purkinjezellen
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des Kleinhirns exprimiert. In den Purkinjezellen sind Kv3-Kanile an der Repolarisation
von somatischen Na'- und dendritischen Ca?*-Potentialen beteiligt (Goldman-Wohl et al.,

1994; McKay und Turner, 2004).

Die p.Phe448Leu Mutation ist auf der zytoplasmatischen Seite der S5-Doméne
lokalisiert. S5 ist fiir das Offnen und SchlieBen des Kanals mitverantwortlich (Shieh et
al., 1997). Die Mutationen p.Arg420His und p.Arg423His beeintrdachtigen den
entscheidenden Spannungsmesser S4 (Nolte und Miiller, 2006; Waters et al., 2006; Zhang
und Kaczmarek, 2015).

R420H

extra-
zellular

NH3

COOH

Abbildung 4: Schematische Darstellung von Kv3.3. Modifiziert nach (Waters et al., 2006; Zhang
und Kaczmarek, 2015). Rauten markieren die bekannten AS-Austausche, krankheits-
verursachende Mutationen sind fett gedruckt.

Um eine Aussage iiber die funktionelle Konsequenz von SCA13 Mutationen treffen zu
konnen, wurde ein mutiertes- und ein Wildtyp-KCNC3 Allel in Xenopus-Oozyten
exprimiert und die Kanalaktivitdt untersucht. Ab -10 mV konnte eine Aktivitdt des
Wildtyps gemessen werden. Dagegen war bei p.Arg420His und p.Arg423His keine
Aktivitdt messbar. Somit kann bei diesen beiden Mutationen von einer loss-of-function
Mutation (Funktionsverlustmutation) gesprochen werden. Dagegen konnte bei der
p.Phe448Leu-Mutation eine Verschiebung der Aktivierung um etwa 13 mV in Richtung
der Hyperpolarisation und eine im Gegensatz zum Wildtyp verldngerte Deaktivierung

detektiert werden (Waters et al., 2006; Zhang und Kaczmarek, 2015).
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P.Arg420His fiihrt zu einer Reduzierung der Kanalaktivitit. Jedoch beeinflusst es im
Gegensatz zu p.Arg423His und p.Phe448Leu nicht das kinetische Verhalten oder das
Spannungsverhalten des Kanals. Dies konnte erkléren, warum p.Arg420His einen spéten
Krankheitsbeginn im Erwachsenenalter hat und p.Arg423His und p.Phe448Leu bereits
im Kindesalter auftreten (Waters et al., 2006; Zhang und Kaczmarek, 2015).

Kv3.3 ist bei Mdusen in Gehirn, Leber, Thymus und Herz exprimiert (Ghanshani et al.,
1992). Beim Knock-out vom Kv3.3 zeigten die Méuse nur geringe motorische
Einschrankungen und somit keinen typischen Phédnotyp wie beim Menschen. Dagegen
konnte bei sogenannten doppelt-knock-out Mausen (Kv3.3 und Kv3.1) eine deutliche
Ataxie und andere Bewegungsstorungen wie Tremor beobachtet werden (Zhang und
Kaczmarek, 2015). Dies zeigt, dass die im Mausmodell erhobenen Befunde nicht direkt

auf den Menschen iibertragen werden konnen (Nolte und Miiller, 2006).

Wie es durch eine Funktionsdnderung des Kanals zum Absterben von Zellen kommt, ist
noch nicht vollstindig geklért. Irie und Kollegen diskutieren, dass durch verldngerte
Aktionspotentiale eine erhdhte intrazelluldire Calcium-Konzentration zu einer
Neurotoxizitidt und damit zum Zelltod fiihren konnte (Irie et al., 2014). Von einer anderen
Arbeitsgruppe werden inadidquate synaptische Verbindungen mitverantwortlich fiir ein

Zellsterben wihrend der Gehirnentwicklung gemacht (Issa et al., 2012).
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1.7. Aufeabenstellung

In dieser Arbeit sollten DNA-Proben von SCA-Patienten auf krankheitsverursachende
Mutationen im KCNC3-Gen untersucht werden. Mutationen in KCNC3 sind schon seit
2006 als kausale Verursacher von SCA13 bekannt. Die wenigen bisher beschriebenen
Mutationen wurden ausschlielich in Exon2 detektiert. Dagegen wurde das extrem GC-
reiche Exon 1 in der Testung hiufig ausgespart. Mit dieser Arbeit sollte die Haufigkeit
von  Kalium-Kanal-Mutationen  unter =~ SCA-Patienten  untersucht  werden.
Dafiir wurden die Exons 1-4 von 46 Patienten untersucht. Die ausgewidhlten Ataxie-

Patienten hatten alle eine positive Familienanamnese mit langsam progredienten Verlauf.
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2. Materialien

2.1. Chemikalien

Betain

Sigma, Steinheim

EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure)

Sigma, Steinheim

Ethanol (96 %) Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Sigma, Steinheim

Exo-SAP USB, Staufen

Formamid Applied Biosystems, Foster City, USA
Genagarose L.E. Inno-Train, Kronberg

Sephadex G 50 Amersham Bioscience,

Buckinghamshire, England

2.2. Computerprogramme

SeqAnalysis Version 3.7

Applied Biosystems, Foster City, USA

SeqScape Version 2.5

Applied Biosystems, Foster City, USA

2.3. Enzvime und Nukleotide

Desoxynucleotide (ANTPs)

Peqlab, Erlangen

Taq-DNA-Polymerase 1000 U

Qiagen, Hilden

2.4. Geriite
Analysenwaage
PM400 Mettler Toledo, Giellen
LabStyle 5001 Mettler Toledo, Giellen
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Eiszubereiter AF 80

Scotsman/Frimont, Pogliano Milanese,
Italien

Elektrophorese-Kédmme:

8, 10 Taschen

Von Keutz, Reiskirchen

Gelschlitten (50 ml)

Heizblock dri-block DB-3

Techne, Milano, Italien

Horizontale Gelektrophorese-Kammern

Horizon 58 (klein)

Gibro-BRL, Gaithersburg, USA

Mikrowelle MS196VUT LG

Pipetten:

10 pl Eppendorf Reference, Hamburg
100 pl HTL, Warschau

200 pl Gilson, Middleton, USA

1000 pl Gilson, Middleton, USA
Spannungsquellen:

Biometra Biometra, Gottingen

Sofortbildkamera Bio-Print

Kaiser

Thermocycler, Tprofessional Basic

Biometra, Gottingen

Thermocycler MJ Research PTC 200

MJ Research, Waltham, USA

Tischzentrifuge, Biofuge pico

Heraeus/Kendro, Hanau

UV-Illuminator Macro Vue UV 25

Hoefer, San Francisco, USA

Vortex RS1

IDL, Nidderau

Wasserbad

GFL, Burgwedel
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2.5. Kits

ABI Prism Big Dye Terminator v3.1

Applied Biosystems, Foster City, USA

QIAamp DNA Blood Mini Kit

Qiagen, Hilden

StraightPCR-OLS-Kit

OMNI Life Science, Hamburg

2.6. L.osungen und Puffer

Ladepuffer

40 % Sucrose (W/v)

1x TBE

0,25 % Bromphenolblau (w/v)
0,25 % Xylen-Zyanol (w/v)

10x PCR-Puffer (Qiagen)

Tris HCI pH 8,7
KCl
(NH4)2S04

15 mM MgCl2

pUC-GroéBen-Standard

pUC verdaut mit Ddel (Fragmentlangen:
890/540/426/409/240/166)

5x Reaktionspuffer
1x TBE

Applied Biosystems, Foster City, USA
250 ml 10x TBE
ad 2500 ml H20 dd

10x TBE (Tris-Borat-EDTA)

545 g Tris-Base

278 g Borsdure

200 ml EDTA 0,5M, pH 8,2-8,4
ad 5000 ml H20 dd

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

10 mM Tris, pH 7,5
1 mM EDTA

Sigma, Steinheim
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2.7. Verbrauchsmaterialien

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

Eppendorf, Hamburg

Falcon Tube (50 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

0,2 ml Streifen/Hiitchen,

Multiply-pStrip Pro 8er Kette

Sarstedt, Niimbrecht

96-Well-Platte (MAHVS N45)

Millipore, Billerica, USA

24-Well-Platte Thermo Fast 24

Thermo Scientific, Waltham, USA
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3. Methoden

3.1. DNA-Extraktion

3.1.1. Grundlagen

Zur Isolierung von DNA aus dem EDTA-BIlut der Patienten wurde der QIAamp DNA
Blood Mini Kit von Qiagen und fiir eine gréere Ausbeute an DNA der NucleoSpin Blood
Kit von Macherey und Nagel verwendet. Beide Verfahren bestehen aus folgenden
Schritten: Zundchst wird bei erhohter Temperatur unter Anwesenheit eines Lysepuffers
und einer Protease der Zerfall der Blutzellen des Ausgangsmaterials hervorgerufen.
Anschlieend wird durch Zentrifugieren die DNA an die Membran eines Spinfilters
gebunden. Durch Zugabe von Ethanol ldsst sich der Ansatz durch den Filter
zentrifugieren. Bevor die DNA eluiert wird, werden mit Hilfe von zwei Waschpuffern

Verunreinigungen beseitigt (Qiagen Handbuch, 2004).
3.1.2. Durchfiihrung
Extraktion mit QIAamp DNA Blood Mini Kit:

In ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal wurden 20 ul Protease, 200 ul der EDTA-Blutprobe und
200 pul Lysepuffer AL gegeben. Nach 15 Sekunden auf dem Vortex wurde der Ansatz 10
min bei 52°C im Wasserbad inkubiert. 200 ul Ethanol wurden hinzugefiigt und erneut 15
sec gevortext. AnschlieBend wurde der Ansatz auf ein QIAamp Saulenfilter aufgetragen
und 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Der Filter wurde auf ein neues Auffangrohrchen
gesetzt und das Eluat verworfen. Weiter wurden 500 pl Waschpuffer 1 (AW1) hinzu
pipettiert und erneut 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Der Filter wurde wieder auf ein
neues Auffangrohrchen gesetzt und das Eluat verworfen. Der zweite Waschvorgang
erfolgte mit 500 pul Waschpuffer 2 (AW2) und wurde 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde abgegossen und der Ansatz erneut 1 min zentrifugiert, um letzte
Reste des Ethanol-haltigen Waschpuffers zu entfernen. Das Eluat wurde verworfen und
der Séulenfilter auf ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 gestellt. Abschlieend wurde 200
ul Eluationspuffer AE hinzugegeben, 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und 1 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Dadurch wurde die gereinigte Patienten-DNA aus der Membran
gelost und konnte bei 4°C gelagert werden.
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3.1.3. Extraktion von NucleoSpin Blood Kit

In ein 50 ml Falcon-Tube wurden 5 ml EDTA-Blut, 520 ul Protease und 5 ml Lysepuffer
BQI gegeben. Nach dem Vortexen wurde der Ansatz zum Inkubieren fiir 25 min bei 56°C
in ein Wasserbad gestellt. Bevor der Ansatz fiir 5 min auf Eis gekiihlt wurde, wurden 5
ml Ethanol hinzugefiigt und erneut fiir 10 sec gevortext. AnschlieBend wurde der Ansatz
auf eine Saule iibertragen und bei 5000 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Die Sdule wurde in
ein neues Rohrchen gestellt und das Eluat verworfen. Fiir die Waschvorgédnge wurden
beide Male 7,5 ml Waschpuffer BQ2 aufgetragen. Beim ersten Mal wurde dabei fiir 2
min bei 5000 rpm zentrifugiert und beim zweiten Mal fiir 10 min bei 5000 rpm. Fiir die
Elution wurden 600 pl Elutionspuffer BE hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von
2 min bei Raumtemperatur wurde fiir 2 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Abschliefend
wurde der Ansatz wieder auf die Sdule {ibertragen, 2 min bei Raumtemperatur inkubiert,

2 min bei 5000 rpm zentrifugiert und in ein Eppendorf-Gefal3 tiberfiihrt.

3.2. Quantifizierung der DNA

Die Konzentration und der Reinheitsgrad der DNA werden anhand einer
Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Die Konzentration
lasst sich aus der  Extinktion mit folgender = Formel  berechnen:

C (ug/mL) = OD2go x Verdiinnungsfaktor x Umrechnungsfaktor (F)

OD2eo steht dabei fiir die Extinktion bei 260 nm. Bei einer optischen Dichte von 1
(OD260=1) entspricht der Umrechnungsfaktor fiir doppelstringige DNA dem Faktor 50.
Da Nukleinsduren ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm und Proteine bei 280 nm haben,
kann der Reinheitsgrad der DNA aus dem Quotienten der Extinktionswerten 260 und 280
bestimmt werden. Bei einer sauberen Nukleinsdurepriparation sollte der Quotient

zwischen 1,8 und 2 liegen (Jahnson und Rothhémel, 2012).
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3.3. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

3.3.1. Grundlagen

1993 erhielt Karl Mullis zusammen mit Michael Smith den Nobelpreis fiir Chemie, fiir
die um 1983 entwickelte Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), ein Verfahren mit dessen
Hilfe spezifische DNA-Abschnitte exponentiell (2") vervielfdltigt werden konnen. Diese
auch als DNA-Amplifikation bezeichnete Methode bendtigt nur geringe Mengen an DNA

als Ausgangsmaterial.

Durch zwei gegenldufig orientierte, den DNA-Strangen komplementére Oligonukleotid-
Primer mit einer Basenlédnge von 16-28 Nukleotiden wird der zu amplifizierende Bereich
festgelegt. Die Wahl der Primer ist entscheidend fiir die Spezifitit, Sensitivitit und
Reproduzierbarkeit der PCR. Folgende Parameter sollten dabei beriicksichtigt werden:
Die Lingendifferenz zwischen den zwei Primern sollte drei Nukleotide nicht
iiberschreiten und der GC-Gehalt zwischen 40-60 % liegen. Einen der wichtigsten Punkte
stellt die Schmelztemperatur (Tm) dar: Die Differenz zwischen den T der Primer sollte
hier nicht mehr als 5°C betragen, optimal wiren 0°C (Jahnson und Rothhdmel, 2012).
Bestimmen kann man die T zum Beispiel durch die Wallace-Formel, die fiir ein GC-
Paar 4°C und fiir ein AT-Paar 2°C berechnet. Dabei stehen G, C, A, T fir die Nukleotide
Guanin, Cytosin, Adenin und Thymin. Die Bildung von Dimeren und
Sekundérstrukturen, also die Hybridisierungen zwischen den Primern oder innerhalb
eines Primers, sollte verhindert werden. Dies wird durch Vermeidung von
Komplementaritit der Primerpaare erreicht. Um die Primer optimal zu designen, stehen
heute verschiedene Computerprogramme zur Verfligung. Des Weiteren benotigt man eine
hitzestabile DNA-Polymerase wie die Tag-Polymerase. Diese stammt aus dem in heiflen
Quellen lebenden Bakterium Thermus aquaticus (Taq) und hat ein Temperaturoptimum
bei 75°C. Die Taq-Polymerase hilt wiederholten Erhitzungen auf 95°C stand, wodurch
eine Automatisierung der PCR moglich ist. Weiterhin benétigt man vier
Desoxyribonucleosidtriphosphate (dAATP, dCTP, dGTP und dTTp) und einen Puffer, der
Mg?* enthilt, um eine geeignete physiologische Umgebung fiir die DNA-Polymerase zu

gewihrleisten.
Jeder Zyklus der PCR besteht aus den folgenden drei Schritten:

1. Denaturierung: Bei Erhitzung auf etwa 90-94°C wird die doppelstrangige Template-

DNA durch Trennung der Wasserstoffbriickenbindungen in ihre Einzelstringe
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aufgetrennt.

2. Anneling: Durch das Abkiihlen auf etwa 50-60°C (abhingig von den verwendeten
Primern) konnen die Primer als Startermolekiile an die -einzelstringige DNA

hybridisieren.

3. Elongation: Bei etwa 72°C beginnt die Tag-Polymerase ausgehend vom 3’-Ende der
Primer durch Elution der zum Einzelstrang komplementidren Nukleotide einen neuen

Doppelstrang zu synthetisieren.

Eine repetitive Wiederholung der Schritte 1. bis 3. ermoglicht eine exponentielle
Vervielfiltigung von kleinen Bereichen der Ausgangs-DNA, bis die Tag-Polymerase an
Aktivitét verliert und es nur noch zu einem linearen Anstieg der Kopien und schlieBlich

zu einem Plateau kommt (Jahnson und Rothhimel, 2012).

Template-DNA

3 — 5'

bekannte Sf:que:nze:nﬁ ﬁ

> 0 1. Denaturierung

0 2. Annealing

3" wygm 5'
Primer
5" il 3'
3 T— 5'

3. Elongation

“©

= 5

ag-Polymerase

Abbildung 5: Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion
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3.3.2. Durchfiihrung der KCNC3-PCR

Als Template-DNA dienten 50 DNA-Proben von Ataxiepatienten. Das zu untersuchende

KCNC3-Gen besteht aus vier kodierenden Exons. Fiir Exon 2 bis 4 wurde jeweils ein

Primerpaar verwendet. Aufgrund der Komplexitdt und der Grole des Exons 1 wurde

dieses auf drei Primerpaare aufgeteilt.
Im Folgenden ist das Pipettierschema fiir die einzelnen Exons zu sehen:

Tabelle 4: Pipettierschema

Exon 1 2 3-4 4
Primer
ExIneu F | Exl 6F Ex1 8F Ex2F Ex3F neu Ex4F
Sense
Primer ExIRa | Exl 7R | Exl 9R | Ex2R | Ex4R neu| Ex4R
antisense - - -
Mix in pl
H>0 53 43 38 112 132 112
Betain 10 20 25 20 20
10x PCR-
iy 10 10 10 20 20 20
Nukleotide 20 20 20 40 40 40
Primer 3 3 3 3 3 3
Sense
Primer 3 3 3 3 3 3
antisense
Tag- 1 1 1 2 2 2
Polymerase
Summe 100 100 100 200 200 200
zulpl 32 32 32 48 38 38
DNA
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Zur Durchfithrung wurde ein Tprofessional Basic Thermocycler der Firma Biometra
verwendet. Bei diesem ist sowohl die Temperatur und Zeit fiir den jeweiligen
Reaktionsschritt als auch die Anzahl der Zyklen individuell, je nach Primer einstellbar.
Angefangen hat es mit der initialen Denaturierung von 3 min bei 95°C. Danach folgten
35 Zyklen mit je einer Denaturierungsphase von 30 sec bei 94-95°C, einer
Annealingphase von 30 sec bei 58-70°C und einer Polymerisationsphase von 30-45 sec
bei 72°C. AbschlieBend wurde eine Polymerisationsphase von 2-3 min bei 72°C
durchgefiihrt. Das PCR-Produkt wurde dann entweder weiterverwendet oder eingefroren

bei -20°C.
3.3.3. Aufreinigung

Zur Aufreinigung der PCR-Produkte wurde das Straightpcr-OLS System nach Angaben
des Herstellers verwendet. Spin-Filter wurden in Receiver-Tuben gestellt. In jeden Spin-
Filter wurden 500 pl Puffer BB (,,Bindepuffer) pipettiert. Nach Hinzufligen des
jeweiligen PCR-Produktes wurde durch 2 Minuten langes Zentrifugieren bei 10000 rpm
die kleinen Molekiile (Nukleotid- und Primerreste) von den grofBeren DNA-Fragmenten,
die im Spin-Filter hiangen blieben, getrennt. AnschlieBend wurden die Receiver-Tuben
verworfen. Die Spin-Filter wurden sogleich in neue Eppendorf-Gefdlle gestellt. Nach
Zugabe von 20-30 pl Puffer EB (,,Elutionspuffer) wurde eine Minute bei 7000 rpm
zentrifugiert und die DNA von dem Filter gelst. Im Eppendorfgefall befand sich nun das
gereinigte PCR-Produkt.

3.3.4. Exo-SAP

Um iberschiissige Primer zu entfernen, wurde vor der Sequenzierung der PCR-
Fragmente zur Gewihrleistung der Reinheit ein Exo-SAP durchgefiihrt. Die Menge der
iibriggebliebenen Primer konnte anhand des Agarosegels abgeschdtzt werden.
Zu 1,9-2,4 pl H,O wurden 2-2,5 ul gereinigtes PCR-Fragment und 0,6 pl Exo-SAP
gegeben. Bei 37 °C erfolgte im Thermocycler durch die Exonuclease I des Exo-SAPs der
Abbau von einzelstringiger DNA und iibriggebliebenen Primern und bei anschlieBenden
80 °C durch die Shrimp Alkaline Phosphatase des Exo-SAPs die Aufspaltung von
verbleibenden dNTPs.
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3.4. Agarosegelelektrophorese

3.4.1. Grundlagen

Die erhaltenen DNA-Fragmente konnen durch die Agarosegelelektrophorese im
elektrischen Feld nach ihrer Grof3e aufgetrennt werden. Um die Grof3e des Fragments zu
bestimmen, dient ein GroBenstandard mit definierten Banden. Je hochprozentiger das
Agarosegel, desto engmaschiger ist das Gitter. Durch das elektrische Feld wandern die
DNA-Fragmente durch ihre negativ geladenen Phosphatgruppen zur Anode. Dabei sind
kleinere Molekiile schneller als groBe. Durch die Fluoreszenz-Eigenschaft des
Ethidiumbromid, das sich in die Nukleinsduren einlagert, konnen die einzelnen DNA-

Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.
3.4.2. Durchfithrung

Zur Herstellung eines 1,5 %igen Gels wurden 750 mg Agarose in einen Erlenmeyer-
Kolben abgewogen und 50 ml 1x TBE-Puffer hinzugegeben. Nach Aufkochen in einem
Mikrowellengeridt ldsst man die Agarose-Gellosung abkiihlen. Bevor sie in eine
Gelkammer (7 x 8,5 cm) mit ein bis zwei Kdmmen mit je 10 Taschen gegossen wurde,
waren 2 Tropfen Ethidiumbromid-Losung hinzugegeben worden. Nun konnte das Gel bei
Raumtemperatur erstarren oder es wurde bis zum Verwenden im Kiihlschrank gelagert.
Nach Entfernung der Kdmme wurde das Gel mit Richtung der Kimme zur Kathodenseite
in die Elektrophoresekammer gelegt und mit 1x TBE-Puffer bedeckt. Zur Kontrolle der
PCR-Effizienz wurden je 3 pul PCR-Produkt mit 6 pul H O und 1 pl Ladepuffer versetzt
und jeweils in eine Gelkammer pipettiert. In einer separaten Tasche wurde der
GroBenstandard pUC/ Dde I aufgetragen. Durch das Anlegen einer Stromstéirke von 35-
45 mA erfolgte die Auftrennung der Nukleinsduren. Beobachten lie sich die
Wanderungsgeschwindigkeit anhand des Ladepuffers, der die Farbstoffe
Bromphenolblau und Xylen-Zyanol enthielt.

3.4.3. Auswertung

Durch die Fluoreszenz-Eigenschaft des in der Nukleinsdure eingelagerten
Ethidiumbromids konnten die DNA-Banden auf einem Transilluminator sichtbar
gemacht werden. Mithilfe einer Sofortbildkammer wurden die Bandenmuster
fotografiert. Anhand des mitgelaufenen GroBenstandards konnten die GroBBen der DNA-

Fragmente bestimmt werden.
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3.5. Sequenzierung

3.5.1. Grundlagen

Paul Berg, Walter Gilbert und Frederick Sanger erhielten fiir ihre Arbeiten zur
Sequenzierung 1980 den Nobelpreis fiir Chemie. Mit Hilfe der DNA-Sequenzierung ist
es moglich, die Abfolge einzelner Nukleotide von DNA-Fragmenten zu bestimmen und
eventuell vorliegende Mutationen zu finden. Die Methode der chemischen Modifikation
von Basen und anschlieBendem Strangbruch nach Maxam und Gilbert wird heute
aufgrund des aufwendigen Verfahrens jedoch nur noch selten eingesetzt. Dagegen ist die
enzymatische Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al., 1977) bis heute die

Sequenzierungsmethode der Wahl.

Im Folgenden wird die in der Arbeit verwendete Zyklussequenzierung néher beschrieben.
Das Prinzip dhnelt dem der PCR. Es wird ebenfalls eine hitzestabile DNA-Polymerase
eingesetzt. Die Schritte Denaturierung, Annealing und Polymerisation werden auch hier
durchlaufen. Dabei wird allerdings nur ein Strang linear synthetisiert. Die
Sequenzieransidtze enthalten neben den vier dNTPs zusitzlich die vier
Didesoxynukleotidtriphosphate (ddNTPs), die jeweils mit einem Farbstoff markiert sind.
Die DNA-Polymerase kann sowohl dNTPs als auch ddNTPs zur Kettenverldngerung
verwenden. Beim Einbau eines ddNTPs kommt es aufgrund der fehlenden 3°-
Hydroxylasegruppe zum Kettenabbruch. Durch diese zufdlligen Abbriiche entstehen
DNA-Fragmente verschiedener Lénge. Statistisch gesehen liegt bei einem gut
eingestellten Verhiltnis von dNTPs zu ddNTPs jede Lange vor. Zur Auftrennung der
Fragmente wurde in dieser Arbeit ein ABI Prism 3130 XL Kapillarsequenzer eingesetzt.
Dabei werden die zu bestimmenden Fragmente in diinnen, mit Polyacrylamidgel befiillten
Glasrohrchen der Gréfe nach aufgetrennt. Durch einen Laser werden die
fluoreszenzmarkierten ddNTPs angeregt und die emittierte Wellenldnge durch einen
Detektor erkannt und grafisch dargestellt. Jede Base entspricht dabei einem Peak. Es gibt
jeweils eine Farbe fiir A, C, G und T gibt. Die Zyklussequenzierung bietet gegeniiber der

herkémmlichen Methode viele Vorteile:

So bendtigt man z.B. weniger Ausgangs-DNA, die hohere Temperatur verringert die
Ausbildung von Sekundérstrukturen und durch die vier verschiedenen Farbstoffe braucht

man statt vier Reaktionsansétzen nur einen (Clark und Pazdernik, 2009).
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3.5.2. Durchfiihrung

Zu dem gereinigten PCR-Fragment wurden 5-6 ul H>O, 1 ul 5x Reaktionspuffer, 1,5 pl
Primer (PCR-Primer 5:1 verdiinnt auf 10 pmol/ul) und 2,5 pl lichtempfindlichen ABI-
Mix, der die vier fluoreszenzmarkierten Nukleotide enthielt, pipettiert, sodass man auf 15
ul kam. Im Thermocycler erfolgte zunédchst eine Denaturierung von 1 min bei 96°C.
Danach folgten 25 Zyklen mit jeweils einer Denaturierungsphase von 10 sec bei 96°C,
einer Annealingphase von 10 sec bei 63-68°C und einer Polymerisationsphase von 2,5

min und bei 60-65°C.
3.5.3. Reinigung der Sequenzierungsansitze

Um erneut iberschiissige Primer und Nukleotide zu entfernen, wurde nach der
Sequenzierung eine Aufreinigung durchgefiihrt. Dafiir wurde in eine 96-Well-Platte pro
Sequenzieransatz jeweils 300 ul gequollenes Sephadex G50 in ein Well pipettiert. Nach
dem Austarieren der Platten wurden diese 2 min bei 2100 rpm zentrifugiert und die
Fliissigkeit in der Abwurfplatte verworfen. Die Sephadexplatte wurde auf die Eluatplatte
gestellt und die Sequenzierreaktionen aufgetragen. Nach erneutem Austarieren der
Platten und nachdem 2 min bei 2100 rpm zentrifugiert wurde, wurden die Proben aus der
Eluatplatte zusammen mit 15 ml Formamid in einen Multiwellstreifen gegeben. Zur
Analyse wurden die Multiwellstreifen dann lichtgeschiitzt an die Blutbank der

Universititsklinik Gieen weitergeleitet.
3.5.4. Auswertung der Sequenzdaten

Zur Auswertung der Sequenzierdaten dienten die Softwareprogramme SeqAnalysis und
SeqScape der Firma Applied Biosystems. Durch das Computerprogramm SeqAnalysis
Version 3.7 erfolgte die Vorauswahl, so dass nur auswertbare Sequenzen in das
Programm SeqScape Version 2.5 kamen, um dieses Programm nicht zu iiberlasten. Durch
dieses Programm konnte jedes Exon einzeln analysiert und dargestellt werden. Zudem
ermoglichte es das Vergleichen von Sequenzen untereinander und mit einer

Referenzsequenz.
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4. Ergebnisse

Um eine Aussage iiber die Hiufigkeit der SCA13 bei Ataxie-Patienten machen zu
konnen, wurden 46 deutsche Patientinnen und Patienten auf Varianten im KCNC3-Gen
untersucht. Die Familienanamnese aller Patienten weist auf eine autosomal dominant
vererbte Ataxie mit langsamem Verlauf hin. Vor Beginn der Arbeit wurde bei den
Patienten SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 und SCA17 (Repeatexpansionen), sowie
SCA14, SCA19, SCA23 und SCA28 (Punktmutationsscreening) ausgeschlossen.

Um Verdnderungen in der Sequenzabfolge feststellen zu konnen, wurden alle vier Exons
des KCNC3-Gens durch eine PCR amplifiziert, danach sequenziert und die

Elektropherogramme mit Hilfe eines Computerprogrammes ausgewertet.

4.1. Patientenkollektiv

Die DNA-Proben fiir die vorliegende Arbeit stammen von 46 deutschen Patienten, deren
Proben zwischen 1999 und 2015 nach einer genetischen Beratung und -einer
Einverstindniserklarung gemil Gendiagnostikgesetz entnommen wurden. Das
Patientenkollektiv umfasste 22 weibliche und 23 ménnliche Personen. Alle Patienten
wiesen eine langsame progrediente Gangstorung in Form einer Ataxie auf. Zum Teil
wurden weitere Symptome diagnostiziert: Z.B. bei drei Patienten eine Dysphagie, bei
zwolf Personen eine Dysarthrie und bei acht Patienten eine okulumotorische Stérungen,
meist in Form eines Nystagmus. Im cMRT wurde bei zehn Personen eine
Kleinhirnatrophie festgestellt. AuBerdem hatten acht Patienten eine kognitive Stérung in
Form einer Demenz, Wesensverdnderung oder Intelligenzminderung. Zudem traten
vereinzelt Tremor, Parkinson-Syndrom, Epilepsie und gesteigerte Eigenreflexe auf. Bei
den meisten Patienten konnte mit Hilfe der Familienanamnese ein Verwandter ersten
Grades mit dhnlichen Symptomen ermittelt und auf einen autosomal dominanten Erbgang

geschlossen werden.

36



4. Ergebnisse

Tabelle 5: Herkunft der Proben

Einsender der Proben Anzahl der Proben
Gertrudis-Klinik Biskirchen 1
Klinik Vitos Weilmiinster 4
Klinikum Fulda 1
Klinikum Wetzlar 1
Klinikum Wilhelmshaven 1
Nieder-Ramstédter Diakonie Miihltal 1
Praxis in Giel3en 1
Praxis in Hamburg 1
Praxis in Konigstein 1
Praxis in Zwickau 1
Universitétsklinik Frankfurt 19
Universitétsklinik GieBBen 8
Universitétsklinik Heidelberg 1
Universitétsklinik Kiel 2
Universitétsklinik Mainz 1
Universitédtsklinik Marburg 2

4.2. Verinderungen der Sequenzabfolge

Folgend werden die in den verschiedenen Exons des KCNC3-Gens gefundenen
Sequenzabweichungen im Bezug zu einer Referenzsequenz der Genbank ENSEMBL
erldutert und mit den in der Literatur beschriebenen Polymorphismen verglichen. Das
vergleichende Transkript auf ENSEMBL hat die Leserichtung Telomer zu Zentromer. So
ist z.B. ein Austausch von Cytosin zu Thymin in einer durchgefiihrten Sequenz, die mit
dem SeqScape-Programm ausgewertet wurde, in der Vergleichsequenz ein Austausch

von Guanin zu Adenin.
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4.2.1. Exon 1

Bei einem Patienten wurde ein Austausch von Guanin (G) zu Adenin (A) an cDNA (c)
Position 188 festgestellt (siche Abbildung 1). Diese Variante gehort zu den
Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNPs). Dabei
unterscheiden sich die Allele in einer einzigen Nukleotidbase. Durch diesen
Basenaustausch verdndert sich die Aminosduresequenz und aus Glycin (GGC) wird
Asparaginsdure (GAC). Das Referenzgenom weist an dieser Position ebenfalls ein
Adenin auf, wobei der grofite Teil der Bevolkerung an dieser Stelle ein Guanin zeigt. Nur
4,8 % haben laut Literaturangaben an Position c.188 ein Adenin vorliegen. Es handelt
sich hierbei um einen bekannten Polymorphismus (rs375912738). Auch im betrachteten
Patientenkollektiv war G das haufigere Allel mit etwa 98 %.

Tabelle 6: Darstellung der Sequenzidnderung c.188A>G im Exon 1

Referenzsequenz | Exon/Intron | Genomische | Aminosduren | Globale
Position Position Allelfrequenz*
rs375912738 Exon 1 c.188A>G p-Asp63Gly A:0.048
*EVA_EXAC: EXAC 0.3
171 151 191 201

P P A P R G P G D R R A E P
TCCCCGGLACCLCGLCGGGLC LG GELCGGLC L GLCCGEAGLCAT

CCCCCGGCACCCCGCGGGCCCGGGGGCCGGCGCGCCGAGCCAT
CCCCCGGCACCCCGCGGGCCCGGGGGCCGGCGCGCCGAGCCAT
CCCCCGGCACCCCGCGGGCCCGGGGGCCGGCGCGCCGAGCCAT
CCCCCGGCACCCCGCGGGCCCGGGGGCCGGCGCGCCGAGCCAT
CCCCCGGCACCCCGCGGGCCCGGGGGCCGGCGCGCCGAGCCAT
CCCCCGGCACCCCGCGGGCCCGGGGGCCGGCGCGCCGAGCCAT
CCCCCGGCACCCCGCGGGCCCGGGGRkCGGCGCGCCGAGCCAT
CGGGGRCCGGC

CCCCCGGCACCCCGCGGGCCCGGGGGCCGGCGCGCCGAGCCAT
CCCCCGGCACCCCGCGGGCCCGGGGGCCGGCGCGCCGAGCCAT

Abbildung 6: Ausschnitt der Exonl-Sequenz des KCNC3-Gens. Der Basencode R steht fiir
eine Heterozygotie der Basen Guanin und Adenin. Dargestellt ist die Patientenprobe 597.
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3 Proben wiesen an Position 141 eine Transversion von Cytosin (C) zu Guanin (G) auf.
Genetisch betrachtet wiirde die dritte Position des Codons verdndert, aber dennoch die
gleiche Aminosédure eingebaut werden. Der G-Peak hat jedoch nicht den identischen
Ausschlag wie das C, zudem ist etwas Hintergrund zu beobachten. Dadurch stellt sich die
Frage, ob ein Sequenzierungsartefakt vorliegen konnte. Der Austausch ist bisher nicht

bekannt.

Tabelle 7: Darstellung der Sequenzidnderung ¢.141C>G im Exon 1

Referenzsequenz | Exon/Intron | Genomische | Aminosduren | Globale
Position Position Allelfrequenz
Exon 1 c.141C>G p-Gly47Gly unbekannt
121 131 141 151 161

Q Q Q P A Q P G P A A 3 P A G P P

GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGSCCCGCCGCGTCCCCGGCGGGCCCCCCGH
CCCEGSCLCLCGEL

GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGCCCCGCCGCGTCCCCGGCGGGCCCCCCGH
GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGCCCCGCCGCGTCCCCGGEGGGCCCCCCGH
GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGCCCCGCCGCGTCCCCGGCGGGCCCCCCGH
GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGSCCCGCCGCGTCCCCGGCGGGCCCCCCGH
GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGCCCCGCCGCGTCCCCGGEGGGCCCCCCGH

GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGCCCCGCCGCGTCCCCGGCGGGCCCCCCLG
GCAGCAGCCTGCGcAgCCCGGSkCCGCCGCGTCCCCGGCGGGCCCCCCG
CCCGGSCCCGC

GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGCCCCGCCGCGTCCCCGGCGGGCCCCCCG
GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGCCCCGCCGCGTCCCCGGCGGGCCCCCCG
GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGCCCCGCCGCGTCCCCGGCGGGCCCCCCG
GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGCCCCGCCGCGTCCCCGGCGGGCCCCCCG
GCAGCAGCCTGCGCAGCCCGGCCCCGCCGCGTCCCCGGCGGGCCCCCCLG

Abbildung 7: Ausschnitt der Exonl-Sequenz des KCNC3-Gens. Der Basencode S steht fiir eine
Heterozygotie der Basen Cytosin und Guanin. Dargestellt ist die Patientenprobe 472.
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Eine Person wies einen bekannten Austausch von Cytosin zu Adenin an Position ¢.-6 auf.

Die Variante befindet sich sechs Basen vor dem Translationsstartcodon. Im ExAC-

Browser wurde diese Variante bei 3224 untersuchten Personen nur bei einem Asiaten

beschrieben. Aufgrund einer so seltenen Frequenz und der Position der Variante im

konservierten Bereich um den Translationsstart (Kozak-Sequenz) (Kozak, 1987) ist es

eher unwahrscheinlich, dass dieser Austausch ein Polymorphismus ist.

Tabelle 8: Darstellung der Sequenzidnderung c.-6C>A im Exon 1

Referenzsequenz | Exon/Intron | Genomische Aminosduren | Globale
Position Position Allelfrequenz
rs111909830 Exon 1 c.-6C>A A: 0.00016
271 281 291 1 11
ATGCTGAGCTC
R 1L S

'CGTCCCCGCCCCTCCCGCCCCGCCCCCCGTCCA
CGTCCCCGCCCCTCCCGCCCCGCCCCCCGTCCA
‘CGTCCCCGCCCCTCCCGCCCCGCCCCCCGTCCA
"CGTCCCCGCCCCTCCCGCCCCGCCCCCCGTCCA
'CGTCCCCGCCCCTCCCGCCCCGCCCCCCGTCCA
COGTCCCCGCCCCTCCCGCCCCGCCCCCCGTCCA
‘CGTCCCCGCCCCTCCCGCCCCGCCCCCHGTCCA

CCCCCMGTCCA

CCCCCHMGTCCA

EBTECECeCCECTECEGCCCCBCECCCLETCLA

ATGCTGAGCTC
ATGCTGAGCTC
ATGCTGAGCTC
ATGCTGAGCTC
ATGCTGAGCTC
ATGCTGAGCTC
ATGCTGAGCTC

ATGCTGAGCTC

Abbildung 8: Abbildung des Ubergangs der Exonl-Sequenz des KCNC3-Gens vom nicht-
kodierenden (blau) zum kodierenden (griin) Bereich. Der Basencode M steht fiir eine
Heterozygotie der Basen Cytosin und Adenin. Dargestellt ist die Patientenprobe 1119.
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4.2.2. Exon 2

Ein Studienteilnehmer zeigte eine noch nicht beschriebene stille Mutation an Position
1788. Der Austausch von Guanin (G) zu Adenin (A) @ndert nichts an der Aminoséure

Prolin.

Tabelle 9: Darstellung der Sequenzidnderung c.1788G>A im Exon 2

Referenzsequenz Exon/Intron | Genomische | Aminosduren | Globale
Position Position Allelfrequenz
Exon 2 c.1788G>A | p.Pro596Pro | unbekannt
901 911 9z1 931 941

' G 3 G G I 3 P P P P I T P P 3

GGCAGCGGGGGCATCAGCCCRCCGCCACCCATCACCCCACCCTCC
AGCCCRCCGCEC

GGCAGCGGGGGCATCAGCCCGCCGCCACCCATCACCCCACCCTCC
GGCAGCGGGGGCATCAGCCCGCCGCCACCCATCACCCCACCCTCC
GGCAGCGGGGGCATCAGCCCGCCGCCACCCATCACCCCACCCTCC
GGCAGCGGGGGCATCAGCCCGCCGCCACCCATCACCCCACCCTCC
GGCAGCGGGGGCATCAGCCCGCCGCCACCCATCACCCCACCCTCC
GGCAGCGGGGGCATCAGCCCGCCGCCACCCATCACCCCACCCTCC
GGCAGCGGGGGCATCAGCCCGCCGCCACCCATCACCCCACCCTCC

Abbildung 9: Ausschnitt der Exon2-Sequenz des KCNC3-Gens. Der Basencode R steht fiir eine
Heterozygotie der Basen Guanin und Adenin. Dargestellt ist die Patientenprobe 331.
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Zwei Patienten zeigten eine noch nicht bekannte Sequenzidnderungen von Guanin (G) zu
Adenin (A) an den Positionen 1674 und 1677. Aufgrund des Hintergrundes bereits an
Position 1671 kann ein Artefakt nicht ausgeschlossen werden. Jedoch sind die Ausschlige
in Phase zueinander. In beiden Féllen wiirde es nichts an der AS-Sequenz dndern, da die

Aminosdure Lysin erhalten bleibt.

Tabelle 10: Darstellung der Sequenzénderung ¢.1674G>A und ¢.1677G>A im Exon 2

Referenzsequenz | Exon/Intron | Genomische | Aminosduren | Globale
Position Position Allelfrequenz
Exon 2 c.1674G>A p-Lys558Lys | unbekannt
Exon 2 c.1677G>A p-Lys559Lys | unbekannt
el 90 sol sl g2l

CATGGCCAAGCAGAAGCTGCCCAAGAAGAAGAACAAACACATCCCCCGGCC

CATGGCCAAGCAGAAGCTGCCCAAGAAGAAGAACARMACACATCCCCCGGCC

CATGGCCAAGCAGAAGCTGCCCAAGAAGAAGAACAAACACATCCCCCGGCC

CATGGCCAAGCAGAAGCTGCCCAAGAARAARAACAAMACACATCCCCCGGCC
ALAgAARAARAAL

1

|
(I

1 ‘\‘. ‘ ‘ !H!‘ ‘ li 1‘ \

i
CATGGCCAAGCAQQAAGCTGCCCAAQAARAARAACAAACACATCCCCCGGCC
AAgAARAARAA

CATGGCCAAGCAGAAGCTGCCCAAGAAGAAGAACAAACACATCCCCCGGCC
CATGGCCAAGCAGAAGCTGCCCAAGAAGAAGAACAAACACATCCCCCGGCC
CATGGCCAAGCAGAAGCTGCCCAAGAAGAAGAACAAACACATCCCCCGGCC

Abbildung 10: Ausschnitt der Exon2-Sequenz des KCNC3-Gens. Der Basencode R steht fiir
eine Heterozygotie der Basen Guanin und Adenin. Dargestellt sind die Patientenproben 912 und
980.
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Bei einem der vorher beschriebenen Patienten wurde zudem ein noch nicht beschriebener
heterozygoter Austausch von Cytosin (C) zu Thymin (T) (c.1891C>T) gefunden. Es

handelt sich ebenfalls um eine stille Mutation, da die Aminosdure Leucin bestehen bleibt.

Tabelle 11: Darstellung der Sequenzénderung ¢.1891C>T im Exon 2

Referenzsequenz | Exon/Intron | Genomische | Aminosduren | Globale
Position Position Allelfrequenz
Exon2 c.1891C>T p.-Leu631Leu | unbekannt
""" wol 1ol 1ozl 1031 lo4l

G L L R G G A G G L G I N G L P

o0 I o0 I C A0 AR C OO I OO0 I 0O AR I C R IO C T OoOCC TG

GGGCTGCTCAGGGGGGGAGCGGGTGGGCTGGGGATCATGGGGCTGCCTC
GGGCTGCTCAGGGGGGGAGCGGGTGGGCTGGGGATCATGGGGCTGCCTC
GGGCTGCTCAGGGGGGGAGCGGGTGGGCTGGGGATCATGGGGCTGCCTC
GGGCTGCTCAGGGGGGGAGCGGGTGGGCTGGGGATCATGGGGCTGCCTC!
GGGCTGCTCAGGGGGGGAGCGGGTGGGCTGGGGATCATGGGGCTGCCTC

GGGCTGCTCAGGGGGGGAGCGGGTGGGCTGGGGATCATGGGGCTGCCTC
GGGCTGCTCAGGGGGGGAGCGGGTGGGYhGGGGATCATGGGGCTGCCTCI
GTGGGYTGGGG

——

GGGCTGCTCAGGGGGGYgAGCGGGTGGGCTGGGGATCATGGGGCTGCCTC
GGGCTGCTCAGGGGGGGAGCGGGTGGGCTGGGGATCATGGGGCTGCCTC
GGGCTGCTCAGGGGGGGAGCGGGTGGGCTGGGGATCATGGGGCTGCCTC
GGGCTGCTCAGGGGGGGAGCGGGTGGGCTGGGGATCATGGGGCTGCCTC

Abbildung 11: Ausschnitt der Exon2-Sequenz des KCNC3-Gens. Der Basencode Y steht fiir
eine Heterozygotie der Basen Cytosin und Thymin. Dargestellt ist die Patientenprobe 980.
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Im Exon 2 wurde zudem bei einem Patienten die bekannte Variante an ¢.1929 entdeckt.
In dieser Variante kommt es zu einem heterozygoten Austausch von C zu T. GGC und
GGT codieren beide fiir Glycin, wodurch die AS-Sequenz bestehen bleibt. Die Haufigkeit
dieses SNPs (rs111744086) liegt in der Bevolkerung bei 1 %. In unserer Studien-
population liegt die Haufigkeit bei etwa 2 %. In Abbildung 6 ist diese stille Mutation zu
sehen. Die Peaks im Elektropherogramm sind leicht verschoben. Da aber sonst kein
Hintergrund zu sehen ist und es sich um eine GC-reiche Region handelt, kann von einer

Variante und nicht einem Sequenzartefakt ausgegangen werden.

Tabelle 12: Darstellung der Sequenzénderung ¢.1929C>T im Exon 2

Referenzsequenz | Exon/Intron | Genomische | Aminosduren | Globale
Position Position Allelfrequenz

rs111744086 Exon2 c.1929C>T p.Gly643Gly | T:0.01

1041 1051 1061 1071 1081

L P P L P A P G E P C P L A Q
GCCTCCTCTGCCAGCCCCCGGCGAGCCTTGCCCGTTGGCTCAGG

GCCTCCTCTGCCAGCCCCCGGCGAGCCTTGCCCGTTGGCTCAGG
GCCTCCTCTGCCAGCCCCCGGCGAGCCTTGCCCGTTGGCTCAGG
GCCTCCTCTGCCAGCCCCCGGCGAGCCTTGCCCGTTGGCTCAGG
GCCTCCTCTGCCAGCCCCCGGCGAGCCTTGCCCGTTGGCTCAGG

GCCTCCTCTGCCAGCCCCCGGCGAGCCTTGCCCGTTGGCTCAGG
GCCTCCTCTGCCAGCCCCCGGYbAGCCTTGCCCGTTGGCTCAGG
CCCGGYGAGCC

GCCTCCTCTGCCAGCCCCCGGCGAGCCTTGCCCGTTGGCTCAGG
GCCTCCTCTGCCAGCCCCCGGCGAGCCTTGCCCGTTGGCTCAGG
GCCTCCTCTGCCAGCCCCCGGCGAGCCTTGCCCGTTGGCTCAGG
GCCTCCTCTGCCAGCCCCCGGCGAGCCTTGCCCGTTGGCTCAGG
GCCTcCTCTGCCAGCCCCCGGCGAGCCTTGCCCGTEGGCTCAGG

Abbildung 12: Ausschnitt der Exon2-Sequenz des KCNC3-Gens. Der Basencode Y steht fiir
eine Heterozygotie der Basen Cytosin und Thymin. Dargestellt ist die Patientenprobe 1110.
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4.2.3. Exon 3

Bei einem Probanden wurde heterozygot an ¢.2082 ein G durch ein A ersetzt. Diese noch
nicht beschriebene stille Mutation hat keine klinische Konsequenz, da die AS-Sequenz

durch den Erhalt von Threonin bestehen bleibt.

Tabelle 13: Darstellung der Sequenzénderung ¢.2082G>A im Exon 3

Referenzsequenz | Exon/Intron | Genomische Aminosduren | Globale
Position Position Allelfrequenz
Exon 3 c.2082G>A p-Thr694Thr | unbekannt
91 101 111 121 131

K 5] P I T P G 3 R G R b4 3 R

AAGAGCCCCATCACRCCTGGAAGCCGTGGCCGCTATAGCCGGGA
ATCACRCCT

L

LCRCCT

N

AAGAGCCCCATCACGCCTGGAAGCCGTGGCCGCTATAGCCGGGA
AAGAGCCCCATCACGCCTGGAAGCCGTGGCCGCTATAGCCGGGA
AAGAGCCCCATCACGCCTGGAAGCCGTGGCCGCTATAGCCGGGA
AAGAGCCCCATCACGCCTGGAAGCCGTGGCCGCTATAGCCGGGA
AAGAGCCCCATCACGCCTGGAAGCCGTGGCCGCTATAGCCGGGA

Abbildung 13: Ausschnitt der Exon3-Sequenz des KCNC3-Gens. Der Basencode R steht fiir
eine Heterozygotie der Basen Guanin und Adenin. Dargestellt ist die Patientenprobe 453.
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Die Variante im Intron 3 (intervening sequence, IVS3) an der Position +14 wurde bei 3
Patienten heterozygot nachgewiesen. Es fand ein Austausch von Cytosin zu Thymin statt.
In der Literatur ist zudem ein Austausch von Cytosin zu Adenin beschrieben. Weltweit
haben 99 % der Menschen an dieser Stelle ein C und 1% ein A oder T. Dabei wurde A
bis jetzt nur in Siidasien gefunden und T mit 2 % in Europa. In der vorliegenden Arbeit

hatten 3 von 46 Patienten ein T. Dies ldsst eine hohere Prozentzahl in Europa vermuten.

Tabelle 14: Darstellung der Sequenzénderung IVS3+14C>T im Intron 3

Referenzsequenz | Exon/Intron | Genomische Aminosduren | Globale
Position Position Allelfrequenz
rs189018316 Intron 3 c.2170+14C>T T: 0.04
""""" n 2 a

TGAGGTGCCCCCCCTACTGATCCCCTGGGACCCTCCCTCTCTCTCCCC

TGAGGTGCCCCCCCTACTGATCCCCTGGGACCCTCCCTCTCTCTCCCC

TGAGGTGCCCCCCCTACTGATCCCCTGGGACCCTCCCTCTCTCTCCCC

TGAGGTGCCCCCCCTACTGATCCCCTGGGACCCTCCCTCTCTCTCCCC

TGAGGTGCCCCCYCTACTGATCCCCTGGGACCCTCCCTCTCTCTCCCC
CCECEYCTACT

CLECEXCTRET

A
(

TGAGGTGCCCCCCCTACT@ATCCCCTGGGACCCTCCCTCTCTCTCCCC
TGAGGTGCCCCCCCTACTGATCCCCTGGGACCCTCCCTCTCTCTCCCC

Abbildung 14: Ausschnitt der Intron3-Sequenz des KCNC3-Gens. Der Basencode Y steht fiir
eine Heterozygotie der Basen Cytosin und Thymin. Dargestellt ist die Patientenprobe 948.
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4.2.4. Exon 4

Bei einem Patienten fand sich die bekannte Variante c.2171-26T>C. 2171 steht dabei fiir
die erste Base des Exons 4. Nach Literaturangaben haben weltweit etwa 3 % der
Menschen, in Europa nur etwa 1 % diesen SNP. In der betrachteten Population lag die

Haufigkeit bei etwa 2 %.

Tabelle 15: Darstellung der Sequenzénderung ¢.2171-26T>C im Exon 4

Referenzsequenz | Exon/Intron | Genomische Aminosduren | Globale
Position Position Allelfrequenz
rs185032351 Intron 3 c.2171-26T>C C:0.03
201 211 2zl 231 241

ATGTCCATTCCCCCCAACTCTCTGGCCTCTTCCCCCACCCCCA
ATGTCCATTCCCCCCAACYCTCTGGCCTCTTCCCCCACCCCCA
CAACYCTCTGG

ATGTCCATTCCCCCCAACTCTCTGGCCTCTTCCCCCACCCCCA
ATGTCCATTCCCCCCAACTCTCTGGCCTCTTCCCCCACCCCCA
ATGTCCATTCCCCCCAACTCTCTGGCCTCTTCCCCCACCCCCA
ATGTCCATTCCCCCCAACTCTCTGGCCTCTTCCCCCACCCCCA
ATGTCCATTCCCCCCAACTCTCTGGCCTCTTCCCCCACCCCCA

Abbildung 15: Ausschnitt der Intron3-Sequenz des KCNC3-Gens. Der Basencode Y steht fiir
eine Heterozygotie der Basen Thymin und Cytosin. Dargestellt ist die Patientenprobe 1110.
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurden 46 vorselektierte Patienten auf SCA13 getestet. Alle untersuchten
Patienten wiesen eine langsam progrediente Ataxie mit zumeist positiver
Familienanamnese auf. Zuvor wurden SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 und SCA17
(Repeatexpansionen), sowie SCA14, SCA19, SCA23 und SCA28 (Punktmutations-

screening) ausgeschlossen.

S.1. Haufigkeit der SCA13

Als seltene Erkrankung wird eine Krankheit mit einer relativen Pravalenz von <5 pro
10.000 Einwohner bezeichnet. Die Pravalenz der SCAs wird insgesamt auf 0-5,6/100.000
Einwohner geschitzt (van de Warrenburg et al., 2002; Ruano et al., 2014) und kann somit
zu den seltenen Erkrankungen gezdhlt werden. In den Niederlanden wurde fiir ADCA
eine Privalenz von 3,0/100.000 (van de Warrenburg et al., 2002), in Brasilien 1,9/100.000
(Ruano et al., 2014; Sun et al., 2016) und in Portugal 5,6/100.000 (Coutinho et al., 2013;
Sun et al., 2016) beschrieben. Dies zeigt, dass die Héufigkeit von ADCA regional
unterschiedlich ist. Es stellt sich hier die Frage, ob die scheinbar geographischen
Abweichungen auch tatsdchlich auf regionale Unterschiede oder auf Aspekte des
jeweiligen Erhebungsprozesses zurlickzufiihren sind (z.B. die unterschiedliche Anzahl

getesteter Personen in den betroffenden Studien).

Die verschiedenen Subtypen kommen je nach geografischer Lage ebenfalls
unterschiedlich haufig vor, was auf Griindereffekte zuriickzufiihren ist (Klockgether,
2008). Auf Kuba gibt es vor allem SCA2 und in Portugal vermehrt SCA3. Weltweit stellt
SCA3 mit 20-25 % der SCAs die groBite Gruppe dar (Finsterer, 2009).

Die Héaufigkeit der SCA13 ist derzeit nicht bekannt. SCA13 ist bislang erst in ein paar
Familien weltweit diagnostiziert worden. Aufgrund der GC-reichen Exons ist eine
Testung auf SCA13 erschwert und auch deshalb derzeit nicht in der Routinediagnostik zu
finden. Die auf Next-Generation-Sequencing basierenden Panel-Diagnostiken zeigen bei
stark GC-reichen DNA-Abschnitten Einschrinkungen (Chen et al.,, 2013b). Die

Pravalenz an SCA13 konnte also hoher liegen, als zurzeit beschrieben.

In dieser Arbeit wurden mehrere Polymorphismen festgestellt. Auf deren Haufigkeit wird
im Abschnitt 5.2.1. eingegangen. Im Rahmen der Arbeit wurde eine Variante (c.-6C>A)

identifiziert, die potentiell pathologisch einzustufen ist. Unter Beriicksichtigung dieser
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Variante wiirde sich im untersuchten Kollektiv eine Haufigkeit von 2,22 Prozent ergeben.
Dabei muss jedoch beriicksichtigt werden, dass es sich um ein kleines Kollektiv von 46
Patienten handelt, die an einer autosomal dominant vererbten Ataxie erkrankt waren.
Figueroa und Kollegen fanden bei 327 auf SCA13 untersuchten Patienten mit Ataxie,
eine Patientin mit einer krankheitsverursachenden Mutation. Dies ergibt eine Haufigkeit
von 0,3 Prozent (Figueroa et al., 2011). 2010 konnten bei 260 untersuchten Ataxie-
Patienten mit autosomal dominanter Familienanamnese bei fiinf Probanden eine SCA13
verursachende Mutation nachgewiesen werden. Somit lag bei dieser Arbeit die Haufigkeit
der SCA13 bei 1,9 Prozent (Figueroa et al., 2010). In den Niederlanden wurde eine
Préavalenz fiir SCA13 von etwa 0,6-1,3 % beschrieben (Duarri et al., 2015b). Weltweit
wird die Haufigkeit der SCA13 auf weniger als ein Prozent geschitzt (Durr, 2010). Damit
ist das weltweit Vorkommen der SCA13 deutlich seltener als bei den CAG-Repeat-
Expansions-SCAs wie SCA1, SCA2, SCA3 und SCAG6.

5.2. Genetik der SCA13

5.2.1. Identifizierte Polymorphismen im KCNC3-Gen

In dieser Arbeit konnten mehrere exonische und intronische SNPs nachgewiesen werden.
In Exon 1 wurde bei einem Patienten der bekannte Polymorphismus an Position 188
(c.188A>G) gefunden. Laut Literaturangaben liegt die Héaufigkeit des Auftretens des
Adenins bei 4,8 % und des Guanins bei 95,2 % (EVA_EXAC). In dieser Doktorarbeit
waren dhnliche Werte nachweisbar. 98 % der untersuchten Proben hatten an Position 188
ein Guanin. Drei Patienten wiesen eine unbekannte Variante an Position 141 (¢.141C>G)
auf. In der Sequenzierung zeigte der G-Peak nicht den identischen Ausschlag wie der C-
Peak. Zudem waren Hintergrundsignale vorhanden. Es konnte sich somit auch um ein
Sequenzierungsartefakt handeln. Zu einem spiteren Zeitpunkt konnte mit einem weiteren
Primer, der den Gegenstrang sequenziert, eine normale Sequenzabfolge bestimmt

werden. Es lag also zunéchst ein Sequenzierartefakt vor.

In Exon 2 wurde an Position 1674, 1677, 1788 und 1891 jeweils bei einem Probanden
eine unbekannte Variante (c.1674G>A; c.1677G>A; ¢.1788G>A; ¢.1891C>T) entdeckt.
An Position 1929 fand sich eine bekannte Variante (c.1929C>T). Dieser SNP liegt in der
Bevolkerung laut Literaturangaben bei 1 % vor (Auton et al., 2015; 1000 Genomes,
2018). In der hier untersuchten Studienpopulation lag die Haufigkeit fiir das seltene Allel

bei etwa 2 %.
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AulBlerdem konnte eine bislang nicht beschriebene Variante in Exon 3 an Position 2082
(c.2082G>A) in Form einer stillen Mutation nachgewiesen werden. Aufgrund der
Degeneriertheit des genetischen Codes hat nicht jeder Basenaustausch innerhalb eines

Exons eine Auswirkung auf die Aminosdure-Sequenz.

In Intron 3 hatten drei Patienten ein Thymin anstatt ein Cytosin an Position +14
(c.2170+14C>T). 99 % der Menschen weltweit haben an dieser Stelle ein C und 1 % ein
A oder T. In Europa wurde Thymin bei 2 % der Bevolkerung festgestellt (Ensembl
genome browser 92). In der vorliegenden Arbeit ist T bei 6,5 % nachweisbar. Dies ldsst
eine hohere Prozentzahl in Europa vermuten. Weiterhin wurde eine bekannte Variante in
Intron 3 (26 Basen vor dem Exon 4 (c.2171-26T>C)) mit einer Haufigkeit von 2 %
gefunden. Weltweit liegt laut Literaturangaben die Haufigkeit dieser Variante bei 3 %
und in Europa bei 1 % (Auton et al., 2015; 1000 Genomes, 2018). Bei all diesen Sequenz-

dnderungen handelt es sich um gutartige Varianten.

Mit einer Studienteilnehmeranzahl von 46 kann keine signifikante Aussage iiber die
Haufigkeiten getroffen werden. Insgesamt dhneln jedoch die errechneten Haufigkeiten

des Auftretens dieser Arbeit denen von Studien mit gréBeren Fallzahlen.
5.2.2. Identifizierte potentielle Mutation im KCNC3-Gen

Ein Patient wies einen Austausch im nicht-codierenden 5° (UTR) Bereich des KCNC3-
Gens (NM_004977.2:¢c.-6C>A) auf. Es handelt sich um einen Austausch von Cytosin zu
Adenin (c.-6C>A) (rs111909830). In Datenbanken (ExAC-Browser) wurde diese
Variante lediglich einmal in einem Kollektiv von 3224 untersuchten Personen
beschrieben. Die Variante aus den Datenbanken konnte einem Asiaten zugeordnet
werden, jedoch liegen keine Informationen zu seinem Alter und Gesundheitsstatus vor.
Sie befindet sich im erweiterten Bereich der Kozak-Sequenz, sechs Basen entfernt von
dem Startcodon der Translation (c.-6C>A) (Ensembl genome browser 92) und konnte

dadurch einen Einfluss auf den Beginn der Translation haben.

Die Kozak-Sequenz befindet sich um das Translationsstartcodon in der mRNA. 5°-
GCCGCC(A/G)CCATGG-3¢ ist die beschriebene Konsensus-Sequenz bei Wirbeltieren.
Sie wird von Ribosomen erkannt und ist fiir die Initiation der Proteinbiosynthese von
Bedeutung (Kozak, 1984; Kozak, 1987a; Kozak, 1987b). Afshar-Kharghan und Kollegen
zeigten, dass die Anderung einer Base im Bereich der erweiterten Kozak-Sequenz eine

grof3e Rolle fiir die Translationseffizienz haben kann. Ein Polymorphismus von Thymin
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zu Cytosin im Plattchenadhdsionsrezeptor Glykoprotein Ib ist 5 Basen vom
Translationsstartcodon entfernt. Dieser Austausch fiihrt zu einer erhohten Expression des
Rezeptors. Durch diese Variante néhert sie sich der als optimal beschriebenen Sequenz
(Kozak-Sequenz) an (Kozak, 1984; Afshar-Kharghan et al., 1999; Grzegorski et al.,
2014). Dagegen fiihrt der Basenaustausch -6G>C im 5’UTR-Bereich des GATA4-Gens
zu einer Reduktion der Translation. Durch eine verringerte Translationseffizienz kommt
es zu einem verringerten Proteinspiegel. Es wird angenommen, dass die Variante an der
Entstehung eines Vorhofseptumdefektes beteiligt ist (Mohan et al., 2014). -6G>C im -
Globin-Gen wird mit der B-Thalassdmie in Verbindung gebracht. Es verringert die
Translationsrate, wiahrend die Transkription nicht beeinflusst wird (De Angioletti et al.,

2004).

Die in dieser Arbeit gefundene Variante ist ebenfalls in der erweiterten Kozak-Sequenz
lokalisiert. Die Cytosin zu Adenin Transversion innerhalb der von Kozak beschriebenen

Sequenz kdnnte einen Unterschied in der Translationseffizienz hervorrufen.

Bei der in 16q22.1-gekoppelten ADCA in einem Kollektiv asiatischer Patienten konnte
eine Variante im 5’UTR-Bereich des PLEKHG4-Gens nachgewiesen werden. Da die c.-
16C>T Variante intrafamiliér jedoch nicht bei allen Erkrankten auftrat, ist die Einstufung
der Variante fraglich (Ishikawa et al., 2005; Amino et al., 2007). Unseres Wissens ist es

die einzige 5’UTR-Variante, die bisher mit dem Auftreten einer SCA verkniipft wurde.

Aufgrund einer seltenen Frequenz (MAF (A) 0.00016) und der Position der Variante
(sechs Basen vom Translationsstartcodon entfernt und im erweiterten Translationsstart-
Bereich) kann es bei der in dieser Arbeit identifizierten Variante um eine pathologische
Variante handeln. Um weitere Anhalte daflir zu erlangen, wurden Angehdrige des
Patienten auf das Vorliegen der c¢.-6C>A (rs111909830) Variante getestet. Die Mutter
zeigte keine klinischen Auffilligkeiten und auch keine Mutation. Der Vater stand nicht
zur Testung zur Verfligung. Bei dem deutlich jiingeren Bruder des Indexpatienten wurde
die Variante nachgewiesen. Bis jetzt zeigt er jedoch keine klinischen Symptome. Dies
konnte einerseits dafiirsprechen, dass die Variante nicht der Ausloser der Gangstorung
ist. Andererseits kann eine reduzierte Penetranz zugrunde liegen und die Variante somit
dennoch krankheitsverursachend sein. Der jiingere Bruder kann im Laufe seines Lebens
noch Symptome entwickeln. Dann wére die Variante wie bei dem Indexpatienten der

Familie mit einem spéten Krankheitsbeginn verbunden.
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5.2.3. Auswirkungen von Aminosiure-Substitutionen in KCNC3 und KCND3

Eine Punktmutation im KCNC3-Gen verursacht die SCA13. Das Protein-Produkt des
KCNC3-Gens ist der spannungsabhingige Kaliumkanal Kv3.3. Bei den bekannten
Mutationen p.Arg420His und p.Arg423His, die den Spannungsmesser S4 beeinflussen,
handelt es sich um ,loss-of-function““-Mutationen. Bei der bekannten Mutation
p.Phed448Leu, die auf der fiir das Offnen und SchlieBen des Kanals zustéindigen S5-
Doméne lokalisiert ist, wurde dagegen eine verlidngerte Deaktivierung nachgewiesen

(Waters et al., 2006; Zhang und Kaczmarek, 2015).

Der Austausch p.Arg420His fiihrt zu einer Reduzierung der Kanalaktivitit, beeinflusst
jedoch im Gegensatz zu p.Arg423His und p.Phe448Leu nicht das kinetische Verhalten
oder das Spannungsverhalten des Kanals. Dies konnte erkldren, warum p.Arg420His
einen spaten Krankheitsbeginn im Erwachsenenalter hat und nicht wie p.Arg423His und
p.Phe448Leu bereits im Kindesalter auftritt (Waters et al., 2006; Minassian et al., 2012;
Zhang und Kaczmarek, 2015).

Kiirzlich wurde eine weitere Mutation p.Pro583 Pro585del beschrieben. Trager dieser
Mutation zeigen nicht nur die SCA13-typischen Symptome, sondern zusétzlich eine
Spastik. Wie die Variante G592R befindet auch sie sich in der C-terminalen Region des
KCNC3-Gens. Sie fithren zu einer verringerten Inaktivierungsrate. Ein anti-apoptotisches
Protein HCLS1-assoziiertes X-1 (HAX1) bindet an die zytoplasmatische C-terminale
Domine. Dieses ist fiir die Reorganisation des kortikalen Aktinzytoskeletts {iber den
Aktin dhnlichen Protein 2/3-Komplex (Arp 2/3-Komplex) verantwortlich. Die
Mutationen konnen Einfluss auf HAXI1 und somit auf das Uberleben von

Kleinhirnneuronen haben (Zhang et al., 2016; Khare et al., 2018).

Bei der SCA19 handelt es sich ebenfalls um eine Mutation in einem Kv-Kanal. Sie wird
durch Mutationen im KCND3-Gen hervorgerufen. Das Protein-Produkt des KCND3-
Gens ist der spannungsabhdngigen Kaliumkanal Kv4.3. Es kommt ebenfalls zur
Reduzierung der Kanalaktivitit (p.Thr352Pro) oder zur Verdnderung des kinetischen
Verhaltens des Kanals. Dieses édhnliche Verhalten konnte auf einen gemeinsamen
Pathomechanismus der verschiedenen KV-assoziierten Krankheiten hindeuten (Duarri et

al., 2012; Lee et al., 2012; Duarri et al., 2015a).
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5.2.4. Auswirkung von Mutationen im 5° untranslatierten Bereich

Die in dieser Arbeit nachgewiesene Variante c.-6C>A (rs111909830) kann nicht nur die
Translation beeinflussen (siehe 5.2.2), sondern durch die Ndhe zum Promotor auch die
Transkription. Varianten in der 5S’UTR-Region konnen die Transkription von mRNA
verringern wie bei der Thalassimie intermedia (Sgourou et al.,, 2004).
Krankheitsverursachende Mutationen im Promotorbereich konnen beispielsweise bei
Beta-Thalassdmien festgestellt werden. 1982 konnte zum ersten Mal eine Mutation im
Bereich der TATA-Box nachgewiesen werden. Bei einem Patienten mit Beta-
Thalassdmie wurde ein Austausch von Adenin zu Cytosin in der TATA-Box des HBB-
Gens festgestellt (c.-28A->C) (Poncz et al., 1982). Bis jetzt wurden {iber 37 Varianten in
der Promotorregion des HBB-Gens nachgewiesen. Diese zeigten nicht in jedem Fall einen
Einfluss auf die Promotoraktivitit, in vielen Féllen waren sie aber fiir eine milde
Auspriagung der Beta-Thalassdmie verantwortlich (Hardison et al., 2002; Vooght et al.,
2009; Ropero et al., 2017).

Ein bereits vorbeschriebener Pathomechanismus in der Promotorregion liegt bei der
SCA17 vor. Hier ist das TATA-Box-Bindungs-Protein-Gen (TBP) auf Chromosom 6
mutiert (Imbert et al., 1994; Nakamura, 2001; Ziihlke et al., 2001). Das TBP-Protein ist
ein Bestandteil des Transkriptionsfaktors IID. Dieser wird zur Bildung des
Préinitiationskomplexes benoétigt, sodass die RNA-Polymerase die Promotor-Elemente
erkennt und mit der Transkription beginnen kann (Heinrich et al., 2014;
https://www.uniprot.org/uniprot/P20226). Als Mutationsmechanismus der SCA17
kommen sowohl ,,gain of function*- als auch ,loss of function“-Aspekte in Betracht.
Mutiertes TBP bindet stirker an Transkriptionsfaktoren (gain of function), wodurch es
zur Verdnderung von Genexpressionen kommt. Zum Beispiel interagiert mutiertes TBP
starker mit Spezifitétsprotein 1 (Sp1), sodass weniger Sp1 an den Tyrosinkinase Rezeptor
A-Promotor bindet und somit die TrkA-Expression verringert wird (Shah et al., 2009;
Yang et al., 2016). Die SCA17 gehort zu den Polyglutamin-Erkrankungen. Eine
Expansion des Polyglutamins (gain of function) hat eine verminderte Bindung des TBPs
mit der DNA zur Folge. In Mausmodellen fiihrte das mutierte TBP zu neuronaler
Toxizitdt (Friedman et al., 2008). Der muskelspezifische Transkriptionsfaktor myogenes
Differenzierungsprotein 1 (MyoD1) bindet hingegen weniger an mutiertes TBP als an
Wildtyp-TBP, sodass dessen Funktion deutlich eingeschriankt ist (loss of function)
(Huang et al., 2015; Yang et al., 2016).
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Ahnlich der oben beschriebenen Mutationen kann auch die in dieser Arbeit beschriebene
Variante c.-6C>A Einfluss auf die Transkription haben, was mithilfe von funktionellen

Analysen getestet werden konnte (siehe 5.4.).

5.3. Empfehlung zur molekulargenetischen Testung auf SCA13

SCA13 wurde erst ist in ein paar Familien weltweit diagnostiziert. Die Priavalenz der
SCA13 ist bisher nicht bekannt. Laut Figueroa und Kollegen liegt sie zwischen 0,3
Prozent (Figueroa et al., 2011) und 1,9 Prozent (Figueroa et al., 2010). Von einer
isolierten Testung auf SCA13 bei Patienten mit unbekannter Ursache einer autosomal
dominant vererbten Ataxie kann daher abgeraten werden. Zudem kommt bei SCA13 die
schwierige und zeitaufwendige Testung aufgrund der GC-reichen Exons erschwerend
hinzu.

Mit einer Panel-Diagnostik konnte die Testung auf eine SCA erleichtert werden. Bei einer
Panel-Diagnostik werden mit Hilfe des Next-Generation-Sequencing gleichzeitig
mehrere fiir den Phénotyp in Frage kommende Genorte untersucht. Klinisch ist es meist
nicht moglich, eine spinocerebelldre Ataxie einem Typ zu zuordnen. Gerade fiir
heterogene Krankheitsbilder kann eine Panel-Diagnostik gegeniiber einer Gen-fiir-Gen-
Sequenzierung schneller und kostengiinstiger durchgefiihrt werden. Mit Hilfe der Panel-
Diagnostik konnten einige neue SCA-Typen entdeckt werden. So wurde z.B. SCA47
mithilfe von Sequenzierung des gesamten Exoms (whole exome sequencing)
diagnostiziert (Gennarino et al., 2018; Kniffin, 2018). Jedoch bestehen bei dieser
Diagnostik im Falle der SCA13 Schwierigkeiten aufgrund der GC-reichen Exons (Chen
et al, 2013a). Bei Repeat-Mutationen ist eine Panel-Diagnostik ebenfalls nicht
durchfiihrbar.

Die héufigsten SCA-Typen SCA1l, SCA2, SCA3 und SCA6 sind Triplett-Repeat-
Expansionen. Daher muss weiterhin bei Verdacht auf eine SCA zunichst eine
Fragmentldngenbestimmung fiir diese Loci durchgefiihrt werden. Nach dem Ausschluss
dieser SCA-Typen sollte im Rahmen einer Stufendiagnostik weiter vorgegangen werden.
So konnen danach die seltenen Triplett-Repeat-Expansions-Erkrankungen SCAS,
SCA10, SCA12, SCA17 und DRPLA ausgeschlossen werden. Im Anschluss an die
Testung auf die Repeat-Expansion-Erkrankungen konnen mit Hilfe einer Panel-
Diagnostik SCA-Typen, denen eine Punktmutation zugrunde liegt (siche Tabelle 1),

untersucht werden.
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Sofern auf SCA13 getestet wird, sollte zundchst mit Exon 2 begonnen werden. In diesem
befinden sich die bis jetzt beschriebenen pathologischen Varianten (Pulst, 2012). Erst
anschlieBend sollte das gesamte KCNC3-Gen sequenziert werden. Es bietet sich dabei an,
das GC-reiche und grofle Exon 1 in drei Bereiche einzuteilen (siehe 3.3.2.). Durch die
Ergebnisse dieser Arbeit wurde gezeigt, dass putativ pathogene Varianten auch auflerhalb

von Exon 2 zu finden sind.

5.4. Ausblick und Kritische Wertung

Durch haufigere Untersuchungen auf SCA 13 konnte die Pravalenz weltweit steigen. Eine
erhohte Fallzahl von SCA13 birgt die Moglichkeit, weitere Aussagen beziiglich des
Krankheitsbildes, seiner Pathophysiologie und Ausprigung zu treffen und mogliche
Therapieansdtze zu finden. 22 Gruppen aus neun europdischen Léndern haben {iber 3
Jahre Daten von SCA Patienten gesammelt und somit das bis jetzt groB3te, standardisierte
DNA-Register (EUROSCA-R) von SCA Patienten zusammengestellt. Das Ziel dieses
Projektes ist es, neue Genloci zu finden und mehr tiber den Erkrankungsbeginn,
Frithsymptome, das Fortschreiten und mdgliche Therapieansétze der heterogenen SCA-

Typen herauszufinden.

Die in dieser Arbeit nachgewiesene Variante c.-6C>A konnte krankheitserregend sein.

Folgende Punkte sprechen fiir eine Pathogenitét der Mutation c.-6C>A:
1. Die Variante befindet sich in der erweiterten Kozak-Sequenz.

2. Es sind bereits krankheitsverursachende Mutationen in anderen Genen an der Position

-6 beschrieben worden (siche 5.2.2.).
Gegen die Pathogenitét der Mutation spricht, dass:

1. der Bruder des Indexpatienten zwar die Variante aufzeigt, jedoch bis jetzt keine

Symptome zeigt.

Eine funktionelle Analyse der in dieser Arbeit gefundenen Variante an Position c.-6C>A
kann weitere Aussagen beziiglich der Pathologie ermoglichen. Zum einen kann so die
Translationseffizienz der Variante im Vergleich zum Wildtyp getestet werden. Zum

anderen kann der Einfluss der Variante auf die Promotoraktivitit untersucht werden.

Der Einfluss der Variante auf die Transkriptionsaktivitdt kann in vitro getestet werden.

Dabei wird zum einen der DNA-Abschnitt, der die Variante beinhaltet und zum anderen
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der Wildtyp DNA-Abschnitt jeweils zusammen mit einem Reportergen in ein Plasmid
geklont. AnschlieBend konnen mit den Plasmiden Zellen transfiziert werden. Anhand der
Aktivitdt des Reportergens kann die Effizienz der Variante im Vergleich zum Wildtyp
bezogen auf das nachfolgende Genprodukt beurteilt werden (Maston et al., 2006). Die
Auswirkung der Variante auf die Promotoraktivitdt kann beispielsweise mithilfe eines
Luciferase-Assays untersucht werden. Bei einem Promotor-Assay wird ein Reportergen
hinter der Promotorregion eingebracht. Dabei korreliert die Promotoraktivitdt mit der
Reportergenexpression, die mit Hilfe von Absorption, Fluoreszenz oder Biolumineszenz

(z.B. Luciferase) bestimmt werden kann (Reinard, 2010; Smale, 2010).

Wird zusétzlich eine quantitative-Echtzeit PCR (qQRT-PCR) zur Bestimmung des mRNA-
Levels durchgefiihrt, kann mittels oben beschriebener Methode auch eine Aussage
beziiglich der Translation getroffen werden (Wang et al., 2007). Dabei werden mithilfe
der qRT-PCR die mRNA-Levels von Wildtyp und Variante beinhaltender Zellen
bestimmt. Weisen beide Zelltypen dhnliche mRNA-Levels auf, aber Unterschiede in der

quantitativen Proteinanalyse, so spricht dies fiir eine verminderte Translationseffizienz.

56



6. Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden 46 vorselektierte deutsche Patienten mit einer autosomal
dominant vererbten Gangstorung auf SCA13 getestet. SCA13 ist eine neurodegenerative
Erkrankung. Zu den charakteristischen Symptomen einer spinocerebelliren Ataxie
gehoren unkoordinierter Bewegungsabldufe (Ataxie), Augenbewegungsstorungen
(Blickrichtungsnystagmus) und Sprechstorungen (Dysarthrie). Zusitzliche Symptome
wie Pyramidenbahnzeichen, Epilepsie, Horschaden oder kognitive Einschrdnkungen
konnen bei SCA13 auftreten. Hervorgerufen wird SCA13 durch eine Punktmutation im
KCNC3-Gen auf dem Chromosom 19. Das Protein-Produkt des KCNC3-Gens ist der
spannungsabhéingige Kaliumkanal Kv3.3 (= KCNC3).

In der vorliegenden Arbeit konnten mehrere bekannte und unbekannte Polymorphismen
festgestellt werden. Ein Patient wies einen Austausch von Cytosin zu Adenin an Position
c.-6C>A (rs111909830) im nicht-codierenden Bereich des KCNC3-Gen auf. Die Variante
hat eine seltene Frequenz (MAF (A) 0.00016) und liegt in der erweiterten Kozak-Sequenz
bzw. in der Ndhe zum Promotor. Durch eine mogliche Beeinflussung von Transkription
und/oder Translation konnte es sich um eine krankheitsauslosende Variante handeln. Die
bis jetzt bekannten SCA13-Mutationen sind Punktmutationen im codierenden Bereich.
Die in dieser Arbeit gefundene Variante (c.-6C>A) befindet sich dagegen im nicht-
codierenden Bereich. Von 46 getesteten Patienten wies einer eine putativ

krankheitsverursachende Variante auf.

SCA13 ist bis jetzt erst in ein paar Familien weltweit diagnostiziert worden. Auch wenn
mittlerweile versucht wird, SCA13 in SCA-Panels zu integrieren, gehort die Testung der
SCA13 aufgrund der GC-reichen Exons nicht zur Routinediagnostik. Somit ist nicht
auszuschliefen, dass die Pravalenz der SCA13 hoher liegt, als zurzeit beschrieben. Eine
Testung auf SCA13 sollte jedoch nach Ausschluss der hédufigeren SCA-Typen
durchgefiihrt werden.
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7. Summary

Within this study, 46 preselected German patients with an autosomal dominant hereditary
gait disorder were tested for SCA13. SCA13 is a neurodegenerative disease. Typical
symptoms of spinocerebellar ataxia include uncoordinated movements (ataxia), eye
movement disorders (gaze-evoked nystagmus), and dysarthria. Additional symptoms
such as pyramidal tract signs, epilepsy, auditory deficits, or cognitive impairment may
occur with SCA13. SCA13 is caused by point mutations in the KCNC3 gene on
chromosome 19. The protein product of the KCNC3 gene is the voltage-gated potassium
channel Kv3.3 (= KCNC3).

This study detected several known and unknown polymorphisms. One patient had an
exchange of cytosine to adenine at position ¢.-6C>A (rs111909830) in the non-coding
region of the KCNC3 gene. The variant has a rare frequency (MAF (A) 0.00016) and is
located in the extended Kozak sequence or in the vicinity of the promoter. A possible
influence on transcription and / or translation could be a disease-triggering variant. The
heretofore known SCA13 mutations are point mutations within the coding region. In
contrast, the variant (c.-6C>A) found in this survey is located in the non-coding region.

Out of the 46 patients tested, one patient had a putative disease-causing variant.

SCA13 has only been diagnosed in a few families worldwide so far. Even though SCA13
is now being attempted to be integrated into SCA panels, SCA13 testing is not a routine
diagnostic due to GC-rich exons. Thus, it cannot be ruled out that the prevalence of
SCA13 is higher than currently described. Testing for SCA13 should, however, be

performed after exclusion of the more common SCA types.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

%
ADCA
A

A

Ala
ARCA
Arg
Arp 2/3-Komplex
Asn
Asp
AS

AT

C

C

C
cDNA
cM
cMRT
CPEO
DNA
dNTP
ddNTP
DRPLA
EA
ExAC
FRDA

Gly
HAXI1
His
IQ

Prozent

autosomal dominante cerebelldre Ataxie
Adenin

Ampere

Alanin (A)

autosomal rezessiv cerebelldre Ataxie
Arginin (R)

Aktin dhnliche Protein 2/3-Komplex
Asparagin (N)

Asparaginsdure (D)

Aminoséure

Ataxie Teleangiektasie

centi

Konzentration

Cytosin

codierende DNA

centimorgan

craniale Magnetresonanztomographie
Chronische-progressive externe Ophthalmoplegie
Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleintriphosphat
Didesoxynukleotidtriphosphat
Dentatorubrale-pallidolysale Atrophie
episodische Ataxie

Exome Aggregation Consortium
Friedreich-Ataxie

Gramm

Guanin

Glycin (G)

HCLS1-assoziiertes X-1

Histidin (H)

Intelligenzquotient
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IVS Intervening sequence

KSS Kearns-Sayre-Syndrom

1 Liter

Leu Leucin (L)

LHON Hereditare Leber-Optikus-Neuropathie

LOD logarithm of the odds

Lys Lysin (K)

m Meter

u Mikro

m Milli

MAF Minor-Allelfrequenz

MELAS Mitochondriale Enzephalomyopathie, Laktatazidose und
schlaganfalldhnliche Episoden

MERRF Myoklonusepilepsie mit Ragged Red Fasern

Met Methionin (M)

Mg>* Magnesium

min Minute

MMS Mini-Mental-Status

mRNA messenger-RNA

MRT Magnetresonanztomographie

MyoD 1 myogenes Differenzierungsprotein 1

n nano

NARP Neuropathie, Ataxie, Pigment-Retinopathie

OD Optische Dichte

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

p pico

Phe Phenylalanin (F)

Pro Prolin (P)

qRT-PCR quantitative Echtzeit-Polymerase-Ketten-Reaktion

RNA Ribonukleinsiure

Rpm Umdrehung pro Minute
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