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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Ataxie: Definition, Klinik und Klassifizierung

., Ataxie (griech. taxis: Ordnung): Storung der Koordination von Bewegungsabldiufen in
Form von gestortem Zusammenspiel einzelner Muskeln (Dyssynergie), falscher
Abmessung von Zielbewegungen (Dysmetrie) und Unfihigkeit zur Durchfiihrung einer
raschen Folge antagonistischer Bewegungen (Dysdiadochokinese).

(Liicking et al., 2009)

Im engeren Sinn ist der Begriff der Ataxien eine Sammelbezeichnung fiir nicht fokale
neurodegenerative Erkrankungen des Cerebellums oder seiner Verbindungen mit Leit-
symptom einer progredienten, episodischen oder spastischen Ataxie (Diener et al.,
2012). Betroffene weisen typischerweise Gangunsicherheit und Probleme bei grob- und
feinmotorischen Tétigkeiten auf (Paulson, 2009). Klinisch zeigen sich beispielsweise im
Rahmen einfacher Koordinationspriifungen wie dem Finger-Nase-Versuch, Knie-
Hacken-Versuch oder Romberg-Versuch pathologische Ergebnisse (Hentsch, 2017).
Nach Atiologie werden hereditire und nicht-hereditire Ataxien voneinander
unterschieden. Die Prévalenz aller Ataxien wird insgesamt auf 15 bis

20: 100 000 beziffert (Klockgether, 2011), wobei der Anteil der Heredoataxien auf etwa
8: 100 000 geschitzt wird (Masuhr et al., 2013). Die Gruppe der Heredoataxien wird
weiter unterteilt in autosomal dominant, autosomal rezessiv, X-chromosomal und mito-
chondrial vererbte Ataxien. Die Gruppe der nicht-hereditéren Ataxien wird unterteilt in
erworbene und sporadische Ataxien. In der klinischen Praxis liefern Symptomatik,
Manifestationsalter und Familienanamnese des Betroffenen Hinweise auf die Atiologie
des Leidens und sind somit richtungsweisend fiir das weitere diagnostische Vorgehen
(Paulson, 2009). Bei Verdacht auf Vorliegen einer Heredoataxie ermoglicht die
molekulargenetische Testung unter Voraussetzung eines zuvor bereits identifizierten
Krankheitslocus die Diagnosestellung. Bedingt durch die Vielzahl bekannter
Krankheitsgene gestaltet sich die Testung jedoch zeitaufwendig. Dies gilt insbesondere
dann, wenn die Eingrenzung potentiell vorliegender Erkrankungen aufgrund eines

wenig spezifischen Phénotyps nur bedingt moglich ist.
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1.1.1 Autosomal dominant vererbte Ataxien

Die autosomal dominant vererbten Ataxien (ADCAs) werden durch die spino-
cerebelldren Ataxien (SCAs) reprisentiert (sieche 1.2, Seite 6 ff.). Die Dentatorubrale
Pallido-Luysische Atrophie (DRPLA), zwei episodische Ataxien (EA1 und EA2) sowie
eine Form spastischer Ataxie (SPAX1) werden ebenfalls als ADCAs eingestuft, nehmen
aber eine Sonderstellung ein (Bird, 2019).

Die urspriingliche Klassifizierung der ADCAs nach Harding (1982) wurde
zwischenzeitlich durch eine molekulargenetische Einteilung in Subtypen
spinocerebelldrer Ataxien abgeldst. In der klinischen Praxis besteht ihre Bedeutung
darin, dass sie Anhaltspunkte fiir ein sinnvolles stufenweises Vorgehen in der
molekulargenetischen Diagnostik liefern kann (Duenas et al., 2006). Tabelle 1.1 (Seite
2) veranschaulicht dies. Die Privalenz der ADCAs wird auf etwa 1 bis 5: 100 000
beziffert (Bird, 2019; Ruano, 2014; van de Warrenburg, 2002).

Tabelle 1.1: Modifizierte Klassifizierung der ADCAs nach Harding. (nach Dueiias et al., 2006)

ADCA-Typ ADCA 1 ADCA II ADCA III
Klinik cerebelldres Syndrom mit Ophthalmoplegie/ cerebelldres rein cerebelléres
pyramidale/ Syndrom Syndrom
extrapyramidale Symptome / mit pigmentoser
kognitive Beeintrachtigung/ Retinopathie
periphere Neuropathie
Neuropathologie Degeneration des Cerebellums und der cerebelldre und cerebelldre Degeneration
Basalganglien/ pigmentose
des cerebelldren Cortex/ des N.opticus/ retinale
der pontomedulldren Systeme/der spinalen Trakte/ Degeneration
der peripheren Nerven
Genloci SCA-Subtypen 1-4, 8, 10, 12, 13, 17, 18, 19/22, 20- SCA7 SCA-Subtypen 5, 6, 11,
27,28, 36-38, 46-48, DRPLA 14, 15/16, 26, 45

Die Dentatorubrale-Pallidoluysische Atrophie (DRPLA) ist eine seltene, vorwiegend in
Japan auftretende ataktische Bewegungsstorung. Das Erkrankungsalter variiert
zwischen dem ersten und 72. Lebensjahr (Veneziano & Frontali, 2016). In
Abhiangigkeit von diesem treten zusétzliche charakteristische Symptome auf: Bei
Betroffenen mit Erkrankungsbeginn < 20 Lebensjahren gehoren hierzu Myoklonie,
Epilepsie sowie eine progrediente Intelligenzminderung. Betroffene mit
Erkrankungsbeginn > 20 Lebensjahren fallen weiterhin durch Choreoathetose, Demenz

und Charakterverdnderungen auf (Veneziano & Frontali, 2016; Paulson, 2009).
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Krankheitsverursachend ist eine CAG-Repeatexpansion im A7N/-Gen (Locus
12p13.31) (OMIM®, 2020; Veneziano & Frontali, 2016).

Die EA1 und EA2 sind zwei Typen episodischer Ataxien und weisen eine paroxysmale
Symptomatik auf. Die EA1 ist charakterisiert durch kurze ataktische Episoden im
Sekunden- bis Minutenbereich, die mitunter durch Stress, korperliche Anstrengung oder
rasche Positionsdnderungen ausgeldst werden konnen; zugrunde liegen Mutationen im
KCNA1-Gen (Locus 12p13) (Krause, 2018; Paulson, 2009). Im ataxiefreien Intervall
konnen Myokymien des Gesichtes und der Hénde festgestellt werden (Krause, 2018).
Die EA2 ist durch ldnger (Minuten bis Tage) andauernde ataktische Episoden
charakterisiert und héufig begleitet von Vertigo und Nausea (Krause, 2018). Etwa 50%
der Betroffenen leiden zudem an Migréne; ursidchlich sind Punktmutationen im
CACNA1A-Gen (Locus 19p13) (Krause, 2018; Paulson, 2009).

Von spastischer Ataxie spricht man bei kombiniertem Vorliegen einer cerebelléren
Symptomatik und Spastizitit (Bird, 2019). Es werden fiinf Formen spastischer Ataxie
voneinander unterschieden (SPAX1-5), wobei die Formen SPAX2-5 autosomal rezessiv
vererbt werden und es sich bei der SPAX1 um eine autosomal dominant vererbte Ataxie

handelt (Bird, 2019).

1.1.2 Autosomal rezessiv vererbte Ataxien

Die autosomal rezessiv vererbten Ataxien (ARCASs) repriasentieren eine heterogene

Gruppe von Erkrankungen, bei denen neben dem zentralen und peripheren

Nervensystem auch andere Organe und Organsysteme betroffen sein konnen (Palau &

Espinds, 2006). Es werden fiinf Subtypen autosomal rezessiv vererbter Ataxien

voneinander unterschieden (Palau & Espinos, 2006):

* kongenitale/ entwicklungsbedingte Ataxien (bspw. Cayman-Ataxie)

* mit metabolischen Erkrankungen assoziierte Ataxien (bspw. Ataxie mit isolierter
Vitamin-E-Defizienz)

* Ataxien mit DNA-Reparaturdefekt (bspw. Ataxia-teleangiectasia, Ataxie mit
okulomotorischer Apraxie Typ 1 und 2)

* degenerative und progrediente Ataxien (bspw. Friedreich-Ataxie)

* weitere Ataxien
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Die Friedreich-Ataxie (FRDA) ist nach Bidichandani & Delatyki (2017) mit einer
Privalenz von 2 bis 4: 100 000 die héufigste Heredoataxie in Europa und manifestiert
sich in der Regel vor dem 25. Lebensjahr (mittleres Alter 10-15 Jahre). Betroffene
treten klinisch mitunter durch eine progrediente Ataxie, fehlende Beineigenreflexe,
Dysarthrie und Fullfehlbildungen (Pes cavus) in Erscheinung (Ziefer & Liicking, 2009;
Harding, 1981). Komplizierend konnen kardiale Symptome (Reizleitungsstdrungen,
hypertrophe Kardiomyopathie), Diabetes mellitus und eine Minderung des
Horvermdgens auftreten (Ziefer & Liicking, 2009; Harding, 1981). Urséchlich ist bei
den meisten Betroffenen eine homozygote GAA-Tripletexpansion im ersten Intron des
FXN-Gens (Locus 9q13) (Gomes & Santos, 2013; Campuzano et al.,1996). Seltener
weisen die Betroffenen eine compound-Heterozygotie mit GAA-Expansion auf einem,
und Punktmutation auf dem anderen Allel auf (Ziefer & Liicking, 2009; Cossée et al.,
1999).

1.1.3 X-chromosomal vererbte Ataxien

Der derzeit relevanteste Vertreter dieser Gruppe ist das Fragile-X-Tremor-Ataxie-
Syndrom (FXTAS). Betroffen sind insbesondere Ménner ab dem 50. Lebensjahr, die
Tréager einer FMR I-Pramutation sind (Locus Xq27.3), wobei der Primutationsbereich
etwa 55 bis 200 CGG-Repeat-Einheiten umfasst (OMIM®, 2021; Zanni & Bertini,
2011). Bei etwa 45,5% der Ménner und 16,5% der Frauen, die Triger einer Pramutation
sind, kommt es zur Krankheitsmanifestation (Hagermann et al., 2001), wobei die
Pravalenz der FMR [-Pramutation auf etwa 1: 209 Frauen und 1: 430 Ménnern beziffert
wird (Tassone et al., 2012). Klinisch treten Betroffene durch eine Gangataxie,
Intentionstremor, Parkinsonismus, Polyneuropathie, Demenz, orthostatische Hypotonie
sowie autonome Dysfunktion in Erscheinung (Ziefer und Liicking, 2009; Hagermann et

al, 2008).

1.1.4 Mitochondrial vererbte Ataxien

Ursache mitochondrial vererbter Ataxien sind Mutationen im mitochondrialen Genom,
die in den meisten Féllen zu einer Storung der oxidativen Phosphorylierung und somit
des celluldren Energiestoffwechsels fiihren (Finsterer, 2009). In der Folge spiegelt die

Symptomatik bei Vorliegen einer entsprechenden Erkrankung vorwiegend die
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resultierende Dysfunktion von Organen mit hohem Energiebedarf wider (Finsterer,
2009). Charakteristisch ist hierbei u.a. eine Beteiligung des zentralen Nervensystems,
die sich mitunter in Form von Krampfen, Demenz, Migrine, Spastizitit und Ataxie
duBern kann (Chinnery, 2014). Eine Ataxie ist beispielsweise bei Erkrankungen wie
dem Kearns-Sayre-Syndrom (KSS) oder dem MERFF-Syndrom (MERFF) héufig
festzustellen (Chinnery, 2014; Finsterer, 2009).

Weiterhin verursachen Mutationen im mitochondrialen 4 TP6-Gen ein Krankheitsbild,
das klinisch nicht von einer spinocerebelldren Ataxie zu unterscheiden ist
(Krankheitsmanifestation im Erwachsenenalter, cerebelldre und pyramidale
Dysfunktion, Neuropathie) (Pfeffer et al., 2012). MTATP6-Mutationen stehen
aullerdem in ursdchlichem Zusammenhang zum Leigh-Syndrom und NARP-Syndrom
(Neuropathie, Ataxie und Retinopathia pigmentosa) (Stendel et al., 2020). Neuere
Studien unterstreichen die Relevanz einer MTATP6-Testung auch bei adulten SCA-
Patienten unabhingig davon, ob die Ataxie isoliert oder als Teil eines Syndroms

vorliegt (Stendel et al., 2020; Dautant et al., 2018).

1.1.5 Nicht-hereditire Ataxien

Die Gruppe der nicht-hereditéren Ataxien wird unterteilt in erworbene und sporadische
Ataxien. Erworbenen Ataxien liegen exogene oder endogene Faktoren wie
beispielsweise Alkoholabusus, immunvermittelte Erkrankungen (z.B. paraneoplastische
Kleinhirndegeneration, Multiple Sklerose), Hypothyreose, Intoxikationen oder
infektiose Erkrankungen (Varizella Zoster Virus, Epstein Barr Virus) zugrunde (Ziefer
& Liicking, 2009; Klockgether, 2005).

Bei Vorliegen einer sich im Erwachsenenalter manifestierenden, progredient
verlaufenden Erkrankung mit Ataxie-Symptomatik, der weder eine hereditére noch eine
bekannte exogene oder endogene Krankheitsursache zugrunde liegt, spricht man von
einer sporadischen Ataxie (Klockgether, 2005). Etwa ein Drittel der Patienten mit
sporadischer Ataxie leidet an der Multisystematrophie (MSA), die durch
unterschiedliche Kombination autonomer und motorischer Dysfunktion,
Parkinsonismus und cerebelldrer Ataxie charakterisiert ist (Jellinger, 2018). In

Abhiangigkeit von der klinisch dominanten Symptomatik werden die Subtypen MSA-C
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(vorwiegend cerebelldre Symptomatik) und MSA-P (vorwiegend Parkinsonismus)
voneinander unterschieden (Lin et al., 2014). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 54
Lebensjahren (Saito et al., 1994). Sind neben einer cerebelldren Symptomatik weder
autonome Funktionsstdrungen noch Parkinsonismus festzustellen, wird durch
Ausschluss die Diagnose SAOA (sporadic adult onset ataxia) gestellt (Klockgether,
2005). Die Symptome umfassen eine cerebelldre Ataxie der Extremitéten und des

Rumpfes sowie Polyneuropathie (Ziefer & Liicking, 2009).

1.2 Spinocerebellire Ataxien

Die spinocerebelldren Ataxien (SCA) reprédsentieren eine heterogene Gruppe autosomal
dominant vererbter neurodegenerativer Erkrankungen (Seidel et al., 2012). Zu den
Leitsymptomen zdhlen cerebelldre Ataxie, Dysarthrie und Augenbewegungsstérungen;
in Abhingigkeit vom vorliegenden SCA-Subtyp konnen bei Betroffenen weitere
cerebelldre und extracerebellire, teils spezifische und somit diagnostisch
richtungsweisende Symptome vorhanden sein (Seidel et al., 2012). Diese sind in
Tabelle 1.2 (Seite 9 ff.) aufgefiihrt.

Das Manifestationsalter liegt in der Regel zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr, wobei
auch Fille mit Manifestation krankheitsspezifischer Symptome im Kindesalter oder im
Alter > 60 Jahren bekannt sind (Duenas et al., 2006). Die Prognose ist abhéngig vom
Subtyp: Wihrend bei einigen der haufigeren SCA-Subtypen mit
krankheitsverursachender CAG-Repeatexpansion oftmals eine rasche Progredienz
sowie ein schwerer Krankheitsverlauf festzustellen sind, ist eine Erkrankung an einem
SCA-Subtyp mit zugrundeliegender Punktmutation tendenziell durch eine langsame
Progredienz mit normaler Lebenserwartung gekennzeichnet (Durr, 2010).

Der weltweit hdufigste Subtyp ist die SCA3, gefolgt von der SCA1, SCA2 sowie SCA6
und SCA7, wobei regionale Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung der SCA-
Subtypen vorhanden sind, die wahrscheinlich auf Griindereffekte zuriickzufiihren sind
(Duefias et al., 2006). Abbildung 1.1 (Seite 7) liefert einen Uberblick iiber die weltweite
Haufigkeitsverteilung der SCAs.
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Abbildung 1.1: Uberblick iiber die weltweite Hiufigkeitsverteilung spinocerebellirer Ataxien
(SCAs) (Bird, 2019).

1.2.1 Spinocerebellire Ataxien: Genetik

Derzeit sind mindestens 45 SCA-Loci beschrieben, wobei bislang bei 39 dieser

Subtypen die krankheitsverursachenden Gene bekannt sind. Die spinocerebelldren

Ataxien werden in Abhéngigkeit von zugrundeliegenden Mutationen im krankheits-

verursachenden Gen in drei Gruppen eingeteilt (Bettencourt et al. 2014; Soong &

Paulson, 2007):

* SCA mit kodierender Repeatexpansion (CAG),

* SCA mit nicht-kodierender Repeatexpansion (CAG/ CTG/ ATTCT/ TGGAA/
GGCCTG)

* SCA mit Punktmutation und grof8en Deletionen/Duplikationen

Den hiufigeren SCA-Subtypen, darunter SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 und
SCA17, liegt eine CAG-Repeatexpansion im proteinkodierenden Bereich der jeweiligen
Gene zugrunde (Duedias et al., 2006).
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Das Basentriplett CAG kodiert fiir die Aminosdure Glutamin. Im korrespondierenden
Protein flihrt eine CAG-Repeatexpansion zur Bildung eines Polyglutamin-Traktes
(polyQ) (Duenas et al., 2006). Man spricht daher auch von polyQ-Erkrankungen, zu
denen auch die DRPLA gezihlt wird. Die expandierte Sequenz ist typischerweise
instabil (Jacobi et al., 2013). Thre Lénge kann sich wiahrend der Transmission dndern
und fiihrt meist zu einer Zunahme der Repeatexpansion, wobei eine inverse Korrelation
zwischen der Repeatldnge und dem Erkrankungsalter besteht und eine entsprechende
Zunahme zudem mit einer rascheren Progredienz einhergeht (Jacobi et al., 2013;
Duetias et al., 2006). Hieraus ergibt sich das Phinomen der Antizipation (Jacobi et al.,
2013). Die Rolle der Aggregate im pathogenen Prozess ist nicht geklart, diskutiert
werden u.a. die Blockade des axonalen Transports (Seidel et al., 2010) bzw. der

celluldaren Proteinkontrolle (Seidel et al., 2011) (Seidel et al., 2012).

Bei anderen SCA-Subtypen (SCA8, SCA10, SCA12, SCA31, SCA36) liegt die
Krankheitsursache in Repeatexpansionen, die auBerhalb des kodierenden Bereichs des
krankheitsverursachenden Gens liegen (Jacobi et al., 2013). Die Ursache ihrer
Pathogenitit ist nicht bekannt; diskutiert wird beispielsweise ein gain of function
Mechanismus, der durch eine Akkumulation von Transkripten mit expandierten CUG-

und CCUG-Repeats getriggert wird (Durr, 2010).

Eine Gruppe seltener SCA-Subtypen wird durch Punktmutationen wie missense-
Mutationen, Deletionen und Duplikationen verursacht; derzeit stellt sie die am
schnellsten wachsende Gruppe bekannter ADCAs dar (Durr, 2010). Die mutierten Gene
betreffen eine Vielzahl von Stoffwechselwegen oder Signalkaskaden, darunter die
mitochondriale Proteinkontrolle (SCA28), den Translationsprozess (SCA26),
Transmittersysteme (SCAS, SCA23), die Calciumhomdoostase (SCA15/16), die
Verlidngerung langkettiger ungeséttigter Fettsduren (SCA34, SCA38) und Ionenkanéle
(SCA13, SCA19/22) (Jacobi et al., 2013). Bei weiteren bekannten SCA-Subtypen sind
die mutierten Gene und/oder Mutationstypen derzeit nicht bekannt. Die Tabelle 1.2

(Seite 9 ff.) liefert einen Uberblick iiber die Genetik der einzelnen SCA-Subtypen.



1 EINLEITUNG 9

Tabelle 1.2: Spinocerebellire Ataxien: Genetik und krankheitsspezifische Zusatzsymptome

g Chr egion Gen Genprodukt Mutationstyp Krankheitsspezifische
Zusatzsymptome
SCA1 6p22.3 ATXN1 Ataxin-1 (CAG) (k) | Dysphagie, Verlust von
Propriozeption (Opal &
Ashizawa, 2017)
SCA2 12q24.12 ATXN2 Ataxin-2 (CAG) (k) | Ophthalmoparese, Parkin-

sonismus, Pyramidenbahn-
zeichen (Pulst, 2019)

SCA3 14q32.12 ATXN3 Ataxin-3 (CAG) (k) Faszikulationen (fazial,
lingual), hervortretende
Augen (Paulson, 2020)

SCA4 16¢22.1 10] U 10] sensorische Neuropathie
SCAS 11ql13.2 SPTBN2 Beta-III-Spectrin missense rein cerebellire Symp-
in-frame-Deletion tomatik, Downbeat-
Nystagmus
SCA6 19p13.2 CACNAIA Calciumkanal (CAG) (k) Dysphagie, Dystonie, Ble-
P/Q-Typ, a-1A pharospasmus (Casey &
Untereinheit Gomez, 2019)

SCA7 3pl4.1 ATXN7 Ataxin-7 (CAG)n (k) | Pigmentdse Makula-
degeneration, Ophthalmo-
parese

SCAS 13g21.33 ATXNS Ataxin-8 CTG-Repeat (nk) | sensorische Neuropathie,

ATXNSAS CAG-Repeat (k) | Spastik

SCA9 U U U U U

SCA10 22q13.31 ATXNI0 Ataxin-10 (ATTCT)n (nk) | Epilepsie

SCA11 15q15.2 TTBK?2 Tau-Tubulin-Kinase- | Frameshift Pyramidenbahnzeichen,

2 Nystagmus (Chen et al.,
2019)
SCA12 5932 PPP2R2P Serin/Threonin- (CAG)n (nk) | Aktionstremor (Holmes et
Protein-Phosphatase al., 2003)
2A

SCA13 19q13.33 KCNC3 Kv3.3 missense mentale Retardierung, Klein-
wuchs

SCA14 19q13.42 PRKCG Proteinkinase Cy missense Myoklonien, kognitive

Beeintrichtigung, Tremor
(Chen et al., 2020)

SCA15/16 3p26.1 ITPRI Inositol-Triphosphat- | missense, Deletionen Kopftremor
Rezeptor, Typl

SCA17 6q27 TBP TATA-box CAG-Repeat (k) | Dystonie, Chorea, psychi-
binding Protein atrische Symptome
(Toyoshima et al., 2019)
SCA18 7q22-q32 IFRDI1 Interferon-related Punktmutationen sensorische/motorische
developmental Neuropathie, Nystagmus,
regulator 1 Dysarthrie
SCA19/ 1p13.2 KCND3 K.4.3 Punktmutationen Kognitive
Beeintrachtigungen, early
SCA22 onset Form mit Epilepsie
(Pollini et al., 2020)
SCA20 11ql12 U U 260Kb-Duplikation Dysarhrie, Dysphonie,
(mind. 12 Gene) Pyramidenbahnzeichen
(Storey & Gardner, 2019)
SCA21 7p21.3-p15.1 TMEM?240 Transmembran- Punktmutationen Parkinson-Symptome,
protein 240 mentale Retardierung
SCA23 20p13 PDYN Prodynorphin missense Sensorische Neuropathie,
Pyramidenbahnzeichen
SCA25 2p21-pl3 U U U sensorische Neuropathie,
gastrointestinale
Beschwerden
SCA26 19p13.3 EEF2 Eukaryotic missense rein cerebellire
translation Symptomatik
elongation factor 2
SCA27 13g33.1 FGF14 Fibroblast-growth- Punktmutationen Haltetremor, Dyskinesie,
factor 14 mentale Retardierung
SCA28 18p11.21 AFG3L2 ATPase-family- Punktmutationen Dysarthrie, Ptosis (Brussino
gene-3-like-2 etal., 2018)
SCA29 3p26.1 ITPRI1 Inositol-Triphosphat- | missense friih beginnend,
Rezeptor, Typl nichtprogredient,
Lernprobleme

SCA30 4q34.3-gq35.1 U U U Hyperreflexie
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containing protein 1

SCA31 16g21 BEAN] Brain expressed (TGGAA), (nk) | Hérstorungen, muskulire
associated with Hypotonie
NEDD-4
SCA34 6ql4.1 ELOVL4 Fettsdureelongase 4 missense papulosquamése, ery-
thematdse, ichthyosiforme
Plaques

SCA3S5 20p13 TGM6 Transglutaminase 6 missense Tortikollis

SCA36 20p13 NOP56 Nucleolar protein 56 (GGCCTG)n (nk) | Muskelatrophie und
Denervation (v.a. Zunge),
Pyramidenbahnzeichen
(Arias et al., 2017)

SCA37 1p32.2-p32.1 DABI1 DAB Adapter 10] veranderte vertikale

Protein 1 Augenbewegungen (Matilla-
Dueiias & Volpini, 2019)
SCA38 6pl2 ELOVLS Fettsdureelongase 5 Punktmutationen Pes cavus, Hyposmie,
Horverlust (Brusco et al.,
2019)
SCA39 11g21-11q22.3 U U 7,5 Mb-Duplikation spastische Ataxie (Johnson et
al., 2014)

SCA40 14q.32.11-q32.12 CCDC88C | Coiled-coil Domain- missense Hyperreflexie (Tsoi et al.,
containing protein 88c 2014)

SCA41 4q27 TRPC3 Transient receptor missense progrediente Gangataxie
potemlz?l cation channel, (Fogel et al., 2014)
subfamily C, member 3

SCA42 17q21.33 CACNAIG Calcium channel, missense Hyperreflexie, Spastizitit
voltage-dependent, (Coutelier et al., 2015)
T-type, alpha 1G
subunit (Cav3.1)

SCA43 3q25.2 MME Membrane missense Polyneuropathie, Pectus
metalloendo- carinatum (Depondt et al.,
peptidase 2016)

SCA44 6q24.3 GRM1 Glutamate receptor, missense Hyperreflexie, Spastizitit,
metabotropic,1 early onset Form mit

verzdgerter motorischer-
/Sprachentwicklung (Watson
etal., 2017)

SCA45 5q33.1 FAT2 Fat atypical cadherin | missense rein cerebellir (Extremi-

2 titen-/ Gangataxie,
Nystagmus, Dysarthrie)
(Nibbeling et al., 2017)

SCA46 19q13.2 PLD3 Phospholipase D missense sensorische axonale

family member 3 Polyneuropathie (Van Dijk et
al., 1995)

SCA47 1p35.2 PUMI Pumilio RNA missense early onset Form mit Ataxie,
binding family verzdgerter motorischer
member 1 Entwicklung und Krampf-

leiden (Gennarino et al.,
2018)

SCA48 16p13.3 STUBI STIP1 homologous Frameshift, Chorea, Parkinsonismus,

and U-box Punktmutationen Harnwegssymptome,

kognitive/psychiatrische
Symptome (De Michele et
al., 2020)

(k) = kodierend, (nk) = nicht-kodierend, U= unbekannt
(OMIM®; Bird, 2019; Jacobi et al., 2013 und weitere, gesondert gekennzeichnete Quellen)

1.3 Spinocerebellire Ataxie Typ 19 (SCA19)

Der SCA19-Locus wurde bei einer ADCA-Familie niederldndischer Herkunft

identifiziert und der chromosomalen Region 1p21-q21 zugeschrieben (Verbeek et al.,

2002). Als richtungsweisend in der anschlieBenden Suche nach Kandidatengenen

erwiesen sich die bei Betroffenen in der Familie beobachteten Symptome Tremor und

Myoklonie, die zur Fokussierung auf Gene, die fiir lonenkanile kodieren, fiihrten.

Zeitlich tiberlappend wurde eine chinesische Familie mit Féillen von ADCA iiber vier

Generationen untersucht (Chung et al., 2003), wobei der SCA-Locus der
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chromosomalen Region 1p21-q23 zugeschrieben, und einem neuen Subtyp,

der SCA22, zugeordnet wurde. Im Jahr 2012 gelang es, Mutationen im KCND3-Gen,
das fiir den spannungsabhingigen Kalium-Kanal K4.3 kodiert, in beiden Familien als
krankheitsverursachend zu identifizieren (Duarri et al., 2012; Lee et al., 2012). So
bestitigte sich die bereits frither geduBerte Vermutung, dass die Subtypen SCA19 und
SCAZ22 einen identischen Krankheitslocus zur Ursache haben (Schelhaas, 2004). Auf
die Doppelbezeichnung SCA19/22 wird in dieser Arbeit weitgehend verzichtet. Wird
direkter Bezug zur Klinik oder Sequenzverdnderungen im KCND3-Gen genommen, die
Studien zur SCA22 entstammen, wird darauf an gegebener Stelle gesondert
hingewiesen.

Im Jahr 2006 waren bereits bei der SCA13 Mutationen im KCNC3-Gen, das fiir den
spannungsabhingigen Kalium-Kanal K3.3 (Shaw-Subfamilie) kodiert, als
krankheitsverursachend identifiziert worden (Waters et al., 2006). SCA19/22

reprasentiert somit den zweiten mutierten Kalium-Kanal in der Gruppe der SCAs.

1.3.1 Spinocerebellire Ataxie Typ 19 (SCA19): Klinik

2020 wurde eine Ubersichtsarbeit zur Klinik bekannter SCA 19-Patienten publiziert

(Pollini et al.). Es waren initial 86 publizierte Falle aus 14 Studien gesichtet und

schlieBlich 68 Félle aus 13 Studien ausgewihlt worden, zu denen ausreichende klinische

Daten bzgl. Symptomen und deren Entwicklung verfiigbar waren. Zusammengefasst

kann das klinische Bild der SCA19 demnach wie folgt skizziert werden:

* Leitsymptom ist Ataxie (langsame Progredienz), u.a. mit
Gangunsicherheiten, Extremitidtendysmetrie, Dysdiadochokinese, cerebelldrer
Dysarthrie und Dysphagie

* Storungen der Okulomotorik (insbesondere Sakkaden, Nystagmen)

* Bewegungsauffilligkeiten/-stérungen (insbesondere Parkinsonismus, Tremor,
Myoklonie, Dystonie)

* Neurologische Entwicklungsstorungen/kognitive Beeintridchtigungen (auch als
Erstsymptom relevant)

* Epilepsie bei friihem Manifestationsalter (auch als Erstsymptom relevant)

* seltenere Symptome: Depression, Pyramidenbahnzeichen, periphere Neuropathie
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1.3.2 Spinocerebellire Ataxie Typ 19 (SCA19): Neuropathologie

Im Jahr 2014 wurden die Ergebnisse der ersten pathoanatomischen Untersuchung des
Gehirns einer SCA19-Patientin publiziert (Seidel et al.). Neben einem makroskopisch
sichtbaren Volumenverlust des Cerebrums und Cerebellums und einer fiir SCAs
charakteristischen Degeneration cerebelldrer Purkinje-Zellen wurden auch eine
neuronale Degeneration im Bereich der Nuclei olivares inferiores und Verdnderungen
im Bereich des in die Generation von Sakkaden involvierten Nucleus raphe interpositus
festgestellt (Seidel et al., 2014; Seidel et al., 2012). In den vergangenen Jahren wurden
einige SCA19-Patienten zudem cMRT-Untersuchungen zugefiihrt. Pollini et al.
verdffentlichten 2020 eine Ubersichtsarbeit, in der die Befunde von 35 entsprechenden
Bildgebungen zusammengefasst wurden: Prominentester Ausdruck der Erkrankung war
die cerebelldre Atrophie (30/35), welche bei 17 Patienten global, bei 11 Patienten im
Bereich des Vermis cerebelli und bei 2 Patienten im Bereich der Kleinhirnhemisphéren
nachgewiesen wurde. Bei weiteren 5 Patienten trat das bildgebende Korrelat einer
cerebralen Atrophie, bei 3 Patienten Lésionen der Substantia alba zutage. 5 Patienten

wiesen einen unauffilligen cMRT-Befund auf.

1.4 Das humane KCND3-Gen

Das humane KCND3-Gen ist im Bereich der chromosomalen Region 1p13.2 lokalisiert
und kodiert fiir die sechs Transmembransegmente und intrazelluldren N- und C-Termini
des spannungsabhingigen Kalium-Kanals K,4.3 (OMIM®, 2017). Mittels RT-PCR und
Sequenzanalyse wurde die Existenz einer Spleilvariante des Gens nachgewiesen, die
auch als KCND3L (long) oder KCND3-001 bezeichnet wird. Sie weist eine Insertion in
Form eines zuséitzlichen Exons auf, die fiir weitere 19 Aminosauren kodiert und eine
Phosphorylierungsstelle enthélt (OMIM®, 2017). Die kiirzere Isoform wird auch als
KCND3S (short) oder KCND3-002 bezeichnet. Das kurze Transkript (Ldnge 7396 bp)
umfasst 6 Exons und kodiert fiir 636 Aminosduren. Es ist insbesondere im Bereich des
frontalen Cortex, Lobus occipitalis und cerebelldren Cortex vorzufinden (Isbrandt et al.,
2000). Das lange Transkript (Lédnge 2716 bp) umfasst 8 Exons, von denen 7 kodierend

sind. Das abgeleitete Protein umfasst 655 Aminosiuren.
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Es liberwiegt im Bereich des Thalamus, des Nucleus caudatus, der Substantia alba und
der Epiphyse (Isbrandt et al., 2000). Im Pons liegen die beiden Transkripte in nahezu
gleicher Konzentration vor (Isbrandt et al., 2000) Im Herzen wird nur das lange
Transkript exprimiert (Dilks et al., 1999). Studien legen nahe, dass zwischen den beiden
SpleiBvarianten (im Grundzustand) keine funktionellen Unterschiede hinsichtlich ihrer
Spannungsabhingigkeit oder Inaktivierungskinetik vorhanden sind (OMIM®, 2017;
Dilks et al., 1999; Kong et al., 1998). Die Tabelle 1.3 und die Abbildungen 1.2 und 1.3
(Seite 13 ff.) liefern einen Uberblick iiber Struktur und Aufbau. Nach Abschluss unserer
Untersuchungen wurde eine weitere Spleilvariante des KCND3-Gens (KCND3-201)

nachgewiesen. Diese wurde in Tabelle 1.3 (Seite 13) ergédnzt.

Tabelle 1.3: Struktur der Transkripte KCND3-001, KCND3-002 und KCND3-201. (nach
https://www.ensembl.org)

KCND3-001 KCND3-002 KCND3-201
(KCND3-202)** (KCND3-203)*?

Transkript ID | ENST00000315987 ENST00000369697 ENST00000302127.5
(ENST00000315987.6)*2 | (ENST00000369697.5)*?

Lénge des 2716 bp 7396 bp 7619 bp

Transkripts

Aminosiuren | 655 636 655

Anzahl der 8 6 8

Exons

Anzahl 7 6 7

kodierender

Exons

Linge der Exon 1*! 408 bp Exon 1*! 164 bp

Exons Exon 2 1178 bp Exon 1 1176 bp Exon 2 1178 bp
Exon 3 163 bp Exon 2 163 bp Exon 3 163 bp
Exon 4 102 bp Exon 3 102 bp Exon 4 102 bp
Exon 5 90 bp Exon 4 90 bp Exon 5 90 bp
Exon 6 57 bp Exon 6 57 bp
Exon 7 248 bp Exon 5 248 bp Exon 7 248 bp
Exon 8 470 bp Exon6 5617 bp Exon 8 5617 bp
*! picht-kodierend *1 picht-kodierend

*2 Aktualisierte Nomenklatur und Transkript-ID der Spleivarianten gem:if}
https://www.ensembl.org (letzter Zugriff: 29.01.2021)
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KCND3-002 Exon 1 2 3 4 5 6
KCND3-001 Exon 1" 2 3 4 5 6 7 8
SUTR I I 111 v v SJUTR
I 11 | | I v \\ /’1 VII

ATG

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Aufbaus des humanen KCND3-Gens und der Spleif3-
varianten KCND3-002 und KCND3-001.
1-8 = Exons, I-VII = Introns. Introns >2500 bp werden in gleicher Linge
dargestellt. * = nicht-kodierend.

KCND3-002 5°- UTR

KcND3-001 5°- UTR 2 415(6|] 7 8 3-UTR

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des Spleifi-Produktes der Transkripte KCND3-002 und
KCND3-001.

1.4.1 KCND3-Gen: Bekannte Mutationen

Derzeit sind 16 Mutationen beschrieben, die in Zusammenhang mit der Erkrankung an
Spinocerebelldrer Ataxie Typ 19/22 stehen. Sie filhren zu Aminosduresubstitutionen in
hoch konservierten Bereichen des Proteins (Duarri et al., 2012). Die meisten der
bekannten Mutationen liegen im Bereich der Exons 1 und 2 (KNCD3-002) bzw. der
Exons 2 und 3 (KCND3-001) und betreffen dort insbesondere die porenformenden
Transmembrandoménen S5 und S6 oder den die beiden Transmembrandoméinen
verbindenden Loop (siche Abbildung 1.4, Seite 16). Mit Ausnahme einer Duplikation
(p-R293 F295dup) und einer in frame-Deletion (p.F227del), handelt es sich um
missense-Mutationen. Drei der bekannten Mutationen sind de novo Mutationen
(p-R293 F295dup, p.S301P, p.G384S). Bei deutschen Ataxie-Patienten wurden bislang
keine Mutationen im KCND3-Gen beschrieben. Fiinf der bekannten Mutationen wurden
zwischenzeitlich bei mehreren betroffenen Individuen und ggf. deren Familien
international beschrieben, teilweise im Kontext unterschiedlicher Krankheitsbilder

(siche Tabelle 1.4, Seite 15).
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Tabelle 1.4: Bekannte SCA19-verursachende Mutationen im KCND3-Gen.

Sequenzverinderung Aminosiureaustausch | Exon*! | Ethnizitit N*4 Autor
c.641A>G p-Lys214Arg 1 unbekannt 1 Coutelier et
al., 2018
¢.679_681delTTC p-Phe227del 1 chinesisch 4 Lee et al.,
franzdsisch 2012%%;
Huin et al.
2017
¢.877_885dupCGCGTCTTC | p.Arg293 Phe295dup 1 dénisch 1 Smets et.
al., 2015
c.901T>C p-Ser301Pro 1 unbekannt 1 Pollini et
al., 2020
c.950G>A p-Cys317Tyr 1 vermutet 1 Hsiao et al.,
taiwanesisch 2019
c.1013T>C p.Val338Glu 1 japanisch, 2 Lee et al.,
vermutet 2012%2;
taiwanesisch Hsiao et al.,
2019
c.1034G>T p-Gly345Val 1 US AJ* 2 Lee et al.,
japanisch 2012*2
c.1054A>C p-Thr352Pro 1 niederléndisch 1 Duarri et
al., 2012
c.1119G>A p-Met3731le 2 niederléndisch 1 Duarri et
al., 2012
c.31123C>T p-Pro375Ser 2 vermutet 1 Hsiao et al.,
taiwanesisch 2019
¢.1130C>T p.Thr377Met 2 japanisch, 3 Lee et al.,
vermutet 2012.%2;
taiwanesisch, Hsiao et al.,
schwedisch 2019;
Paucar et
al., 2018
c.1150G>A p.Gly384Ser 2 japanisch 1 Kurihara et
al., 2017
c.1169G>A p-Ser390Asn 2 niederléndisch, 2 Duarri et
japanisch al., 2012;
Wang et al.,
2015
c.1174G>A** p-Val392Ile 2 chinesisch, 3 Wang et al.,
unbekannt, (1/72) | 2019
Nakajima et
al., 2020;
Giudecessi
etal., 2012
c.1291C>T* p-Arg431Cys 3 koreanisch 1 Choi et al.,
2017
c.1348C>T p-Leu450Phe 3 franzdsisch 2 Duarri et
(1//1) | al., 2013;
Giudicessi
etal., 2011

*ITranskript KCND3-002, *2 SCA22, *3 AJ= Ashkenazi Jewish, **Anzahl betroffener Familien mit

neurologischem Phiinotyp//kardiologischem Phénotyp bzw. gemischt kardiologisch-
neurologischem Phiinotyp
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G345V
T352P

R293_F295dup M373I R431C

K214R S301P P3758 L450F
T377M

202 222 277 287 341 382
NH, COOH

636 (KCND3-002)
182 242 257 307 321 402 655 (KCND3-001)

655 (KCND3-201)

C317Y

F227del V338E G384S
S390N
V392I

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Lokalisation bekannter Mutationen im KCND3-
Gen/Kv4.3-Protein.

1.4.2 K,4.3: Funktion und Struktur

Spannungsabhéngige Typ-A Kalium-Kanéle der Subfamilie K\4.X(Shal) liegen als
Homotetramere vor. Zur Shal-Subfamilie gehoren die Subtypen K\4.1 (KCND1), K\4.2
(KCND2) und K\4.3 (KCND3) (Birnbaum et al., 2004).

Der neuronale Ky4-Kanalkomplex ist durch den durch ihn vermittelten Typ-A Kalium-
Strom in die dendritische Erregbarkeit, die somatodendritische Signalintegration und
die Langzeitpotenzierung involviert (Covarrubias et al., 2008). K 4-Kanile vom Typ
Kv4.3 liegen im Cerebellum, insbesondere im Bereich von Purkinje-Zellen und in
angrenzenden Kornerzellen, Korb- und Sternzellen sowie Lugarozellen hoch
konzentriert vor (Lee et al., 2012). Es wird vermutet, dass K\4.3-Kanilen eine zentrale
Rolle in der Entwicklung des Cerebellums zukommt (Hsu et al., 2003).

Weiterhin werden Ky4.3-Kanéle in Kardiomyocyten exprimiert. Sie stellen eine
Komponente des transienten K*-Auswirtsstrom (Io) dar, der eine bedeutende Rolle in
der frithen Phase der Repolarisation eines Aktionspotenzials spielt (Huo et al., 2014).

Daher ist das KCND3-Gen auch Gegenstand der Herzforschung (siehe Seite 64 ff.)
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Die neuronalen K,4-Kanalkomplexe setzen sich nach Covarrubias et al. (2008)
zusammen aus:

* porenformenden a-Untereinheiten (Shal/ Ki4.1 bis Ky4.3) und

* auxiliaren B-Untereinheiten in Form von KChIPs (K*-Channel-Interacting-Proteins)

und DPLPs (Dipeptidyl-Peptidase-Like-Proteins)

Jede a-Untereinheit weist wiederum sechs Transmembrandoménen (S1 bis S6) mit
intrazelluldren N- und C-Termini auf (Birnbaum et al., 2004; Yellen, 2002):

* Der Spannungssensor umfasst die Transmembrandoméne S4

* Der Loop zwischen den Transmembrandominen S5 bis S6 bildet den schmalsten Teil

der Kanalpore, den so genannten Selektivititsfilter.
Im Bereich des N-Terminus ist die Tetramerisierungsdoméne (T1) lokalisiert. Thr
kommen mehrere Funktionen zu, darunter die Bildung einer Anschlussstelle fiir
auxiliare B-Untereinheiten und die Regulierung der Kanalaktivierung (Covarrubias et

al., 2008).

Abbildung 1.5 (nach Birnbaum et al., 2004) visualisiert einige der strukturellen

Elemente.

Transmembran a -Helices Selektivitatsfilter

N-terminale C-terminale
cytoplasma- cytoplasmatische
tische Domaéne
Domane

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung einiger struktureller Elemente von Kalium-Kanilen.
(in Anlehnung an Birnbaum et al., 2004, Seite 807)
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1.5 Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Hinweise auf die Haufigkeit der Spinocerebelldren
Ataxie Typ 19 (SCA19) bei Ataxie-Patienten zu erlangen. Zu diesem Zweck wurde die
DNA von 51 deutschen Ataxie-Patienten (weiblichen und ménnlichen Geschlechts) auf
Mutationen im KCND3-Gen untersucht, wobei alle Exons sowie flankierende
intronische Areale in das Screening eingeschlossen wurden. Voraussetzungen fiir den
Einschluss in das untersuchte Patientenkollektiv waren eine klinisch gesicherte Ataxie,
eine Familienanamnese mit autosomal-dominanten Erbgang sowie der vorherige
Ausschluss folgender Subtypen spinocerebelldrer Ataxie: SCA1, SCA2, SCA3, SCA®6,
SCA7, SCA12, SCA17, SCA13, SCA14, SCA27, SCA28. Zum Zeitpunkt des Beginns
der Untersuchungen waren bei deutschen Ataxie-Patienten noch keine Mutationen im
KCND3-Gen bekannt.

Die Durchfiihrung eines solchen Screenings ist beispielsweise in Hinblick auf die
Einordnung der Relevanz der SCA19 und ihren Stellenwert in der molekulargenetischen

Diagnostik von Interesse.
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2  Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Betain

Borsédure

Bromphenolblau
Desoxyribonukleotide

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromidldsung (0,025%)
Gen-Agarose L.E.

Formamid

pUC/Ddel-GroBenstandard

Saccharose
Sephadex™ G-50
Tris-HCl
Xylene-Cyanol

2.1.2 Enzyme und Sequenzier-Kits

DNA Blood Mini Kit

Hinfl

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
straightpcr-OLS Kit

Taq-DNA-Polymerase

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Promega, Mannheim
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Inno-train Diagnostik, Spechbach
Sigma, Taufkirchen
Laboreigene Herstellung:
pUC18-Plasmid DNA,
restriktionsverdaut mit Ddel
Sigma, Taufkirchen
GE-Healthcare, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Qiagen, Hilden

New England Biolabs

Applied Biosystems

OLS-Omni Life Science, Bremen

Qiagen, Hilden



2 MATERIAL UND METHODEN

20

2.1.3 Losungen und Puffer

Gel-Ladepuffer

TBE (Tris-Borat-EDTA)
10x TBE

Ix TBE

10x Puffer CutSmart™
10x PCR-Puffer

5x Sequenzier-Puffer

2.1.4 Gerite
Eiszubereiter
Elektrophoresekammer
Inkubator
Mikrowellenherd
Monitor
Pipetten
20, 100, 200, 1000 pl
10 pl

Spannungsquelle

ThermoCycler (MJ Research PTC-200)
UV-Illuminator MacroVue UV 25

40 g Saccharose

10 ml 10x TBE

0,25 g Bromphenolblau
0,25 g Xylene Cyanol
ad 100 ml H»0 dd

545 g Tris

278 g Borsdure

200 ml EDTA

ad 5000 ml H>O dd
250 ml 10x TBE

ad 2500 ml H>O dd
New England Biolabs
Qiagen, Hilden
Applied Biosystems

Manitowoc, Wisconsin, USA

BRL

LG
Mitsubishi

Gilson, Limburg an der Lahn
HTL, Langenfeld

Biometra, Gottingen
Biozym, Hessisch Oldendorf
Hoefer
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Waage Mettler Toledo, GieBBen
Zentrifugen
Biofuge Pico Heraeus, Hanau
Multifuge 3L-R Heraeus, Hanau
Minicentrifuge Labnet International

2.1.5 Verbrauchsartikel

Elutionsplatte 96 Multiply Sarstedt AG, Niimbrecht
Filterplatte Multiscreen Merck Millipore, Darmstadt
Handschuhe
Nitril Braun, Melsungen
Latex Nobaglove, Wetter
Photopapier
Pipettenspitzen
Reaktionsgefalle Eppendorf, Hamburg
0,2 ml - 8er Streifen Sarstedt, Niimbrecht
0,5 mlund 1,5 ml Eppendorf, Hamburg

2.1.6 Sonstige Materialien

Geltrager, Gelkimme von Keutz, Laborbedarf,
Reiskirchen
Messkolben 250 ml Schott AG, Mitterteich
ReaktionsgefaBstander
Micro Test Tube Rock Brand, Wertheim
Vortex Reax 2000 Heidolph, Schwabach

2.1.7 Oligonukleotid-Primer

Die Oligonukleotid-Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich hergestellt. In der

Tabelle 2.1 (Seite 22) sind die Primersequenzen (F/R) zusammengefasst.
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Tabelle 2.1: Oligonukleotid-Primer: Exonl, 2, 3-4, 5, 6, 6.001

Exon™ | Produktgrife (bp) | Primer (F/R) | Sequenz
1 1372 bp F 5’-TCACTCACCAGTGATCCTTTCC-3’
R 5’-GACTCCCTCCTCCTCTACCCA-3’
573 bp Hinfl- F 5’-GGCAGCACGGAGAAGGAGT-3’
Hinfl- R 5-GCTGCGGATGAAGCGGTAGK-3"
2 335bp F 5'-AACAGGTGAATGATTGGCAG-3’
R 5-CCTGTGAGGAGCTCTAGTCC-3"
3-4 733 bp 3F 5'-AGCCAGCCTCACAGCTTCA-3’
4R 5’-GCCCAGAGTGAAGATGTGAGT-3"
5 446 bp F 5’-TCCAGAACAGAGACAGGCAG-3’
R 5’-GAGCGGCTAGAGGATCCT-3"
6 493 bp F 5’-TCCTCCTAGTTACCACGAGCA-3’
R 5’-GCTAGCAGCGTGAACCTCAG-3’
6.001 311 bp F 5"-GCAGAATGCTGGGAATGAG-3’
R 5"-GAATCAGCAGCACATGCAC-3’

‘I Exon-Nomenklatur angegeben fiir Transkript KCND3-002. Exon 6.001 bezieht sich auf das

zusitzliche Exon in Transkript KCND3-001.

2.1.8 Online-Datenbanken und Software

Ensembl Genome Browser
Finch TV Sequenzanalyse
Human Genome Variation Society

MutationTaster

National Center for Biotechnology Information

OMIM
SNP
ClinVar
Gene
Online Mendelian Inheritance in Man
Polyphen-2
PROVEAN
SeqAnalysis
SeqScape

https://www.ensembl.org
http://www.geospiza.com
https://www.hgvs.org
http://www.mutationtaster.org
https://www.ncbi.nlm.nih.gov
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
https://www.omim.org
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://provean.jcvi.org

Applied Biosystems

Applied Biosystems
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SIFT https://sift.bii.a-star.edu.sg
1000 Genomes https://www.internationalgenome.org
2.2 Proben

2.2.1 Auswahl der Patienten

Fiir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte SCA19-Diagnostik wurden

DNA-Proben von 51 deutschen Ataxie-Patienten (weiblichen und ménnlichen

Geschlechts) auf Mutationen im KCND3-Gen gescreent. Folgende Kriterien waren

Voraussetzung fiir den Einschluss in das Patientenkollektiv:

1. Vorliegen einer klinisch gesicherten Ataxie

2. Vorliegen einer Ataxie mit autosomal dominantem Erbgang

3. Vorheriger Ausschluss einer Erkrankung an folgenden SCA-Subtypen: SCAI,
SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA12, SCA13, SCA14, SCA17, SCA27, SCA28.

2.3 Methoden

2.3.1 DNA-Extraktion

Die benoétigte Patienten-DNA wurde mithilfe des QIAamp DNA Blood Mini Kit der
Firma Qiagen aus EDTA-Vollblut extrahiert. Die Durchfiihrung erfolgte gemal3 der
Anleitung des Herstellers. In einem ersten Schritt wurden 20 pl Qiagen-Protease auf
den Boden eines 1,5 ml Eppendorf-Gefilies pipettiert und anschlieBend 200 ul EDTA-
Vollblut und 200 pl Lysepuffer (Buffer AL) hinzugegeben. Der Ansatz wurde fiir ~15
sec auf einem Vortexmischer gemischt und dann fiir zehn Minuten bei 56 °C inkubiert.
Im Anschluss wurde er kurz zentrifugiert. Es wurden 200 pl Ethanol (96-100%)
hinzugegeben; dann wurde der Ansatz fiir ~15 sec gemischt und erneut kurz

zentrifugiert. In einem nachsten Schritt wurde der Ansatz einer in einem
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Auffanggefall (2 ml) steckenden Schleudersdule zugefiihrt und fiir eine Minute bei 8000
rpm zentrifugiert. Die Schleudersdule wurde auf ein neues Auffanggefal3 (2 ml)

gesteckt.

Im Anschluss wurden 500 u1 Waschpuffer (Buffer AW 1) auf die Schleuderséule
pipettiert und erneut fiir eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Die Schleuderséule
wurde erneut auf ein neues Auffanggefil (2 ml) gesteckt. AnschlieBend wurden 500 1
Waschpuffer (Buffer AW2) auf die Schleuderséule aufgetragen und fiir drei Minuten
bei 13 000 rpm zentrifugiert. Die Schleudersidule wurde auf ein weiteres neues
Auffanggefal} gesteckt. Fliissigkeitsreste an den Ridndern der Schleudersidule wurden
mit einer Pipette entfernt, dann wurde fiir eine weitere Minute bei 13 000 rpm
zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde die Schleuderséule auf ein 1,5 ml Eppendort-
GefidB gesteckt und es wurden 200 p1 Elutionspuffer (Buffer AE) hinzupipettiert. Der
Ansatz wurde fiir eine Minute bei Raumtemperatur (15-25 °C) inkubiert und
abschlieend fiir eine weitere Minute bei 8000 zentrifugiert. Die extrahierte DNA im
1,5 ml-Eppendorfgefal stand fiir die Weiterverarbeitung in der PCR (siehe 2.3.2, Seite
25 ff.) bereit.

2.3.1.1 Photometrische DNA-Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren in Losung erfolgt photometrisch
durch Messung der UV-Absorption bei 260 nm (Hauk, 2013). Das Ausmal der
Absorption wird als Extinktion bezeichnet (Rio Bartulos et al., 2012a). Einer Extinktion
oder optischen Dichte (OD) von 1 entsprechen hierbei 50 ng dDNA pro ml (Rio
Bértulos et al., 2012b). Hierbei handelt es sich um eine rein quantitative Messung
(Armbrecht, 2013). Die teilweise Uberlagerung der Absorptionen von Nukleinsiuren
bei 260 nm und Proteinen bei 280 nm wird dazu genutzt, um erginzend die Qualitit
bzw. Reinheit einer Probe abschitzen zu konnen; bei einer reinen Nukleinsdureprobe
sollte der Quotient Ex60/E2g0 hierbei in einem Bereich zwischen 1,8 und 2,0 liegen

(Armbrecht, 2013; Rio Bartulos et al., 2012b).
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2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfiltigung selektiver
DNA-Sequenzen und beruht auf dem Grundprinzip der DNA-Replikation (Konigshoff
& Brandenburger, 2012). Entwickelt wurde das Verfahren, um eine schnelle und
hochsensitive pranatale Testung auf das Vorliegen einer Sichelzellandmie zu
ermOglichen (Saiki et al., 1985). Die Polymerase-Kettenreaktion lauft in drei Schritten

ab (Konigshoff & Brandenburger, 2012):

1. Denaturierung:
Die vorliegende DNA-Doppelhelix wird durch Erhitzen (~ 90 °C bis 95 °C) in zwei
DNA-Einzelstrange getrennt (Konigshoff & Brandenburger, 2012).

2. Annealing:

Das Annealing umfasst die Primer-Hybridisierung an die einzelstringige DNA
(Schmidt & Rothédmel, 2012). Somit wird der DNA-Abschnitt, der vervielfaltigt werden
soll, mit spezifischen DNA-Primern flankiert (Konigshoff & Brandenburger, 2012).
3.Elongation:

Am 3'OH-Ende der Primer beginnt die hitzestabile Tag-Polymerase
(Temperaturoptimum 72 °C) mit dem Einbau von Desoxyribonukleotiden (dNTPs),
wodurch ein neuer, komplementédrer DNA-Einzelstrang entsteht (Konigshoff &
Brandenburger, 2012). Die Verwendung der hitzestabilen DNA-Polymerase aus
Thermus aquaticus ermdglicht eine kontinuierliche Durchfiihrung der PCR-Zyklen ohne

zwischenzeitliche neue Enzymgabe pro Zyklus (Schmidt & Rothédmel, 2012).

Das Prinzip der PCR liegt in der zyklischen Wiederholung der einzelnen
Reaktionsschritte, was die exponentielle Amplifikation der Matrize ermdglicht (Schmidt
& Rothdmel, 2012). Die Zyklen werden in automatisierten Thermostaten durchlaufen
(Konigshoff & Brandenburger, 2012). Es werden je nach Menge des Ausgangsmaterials
in den meisten Féllen 25-35 Zyklen bendtigt, um eine hinreichende Ausbeute an

Zielsequenz zu erhalten (Schmidt & Rothédmel, 2012).
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2.3.2.1 Durchfiihrung: PCR

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die PCR zur Amplifizierung der sechs
(KCND3-002) bzw. sieben (KCND3-001) kodierenden Exons des KCND3-Gens und der
flankierenden intronischen Areale eingesetzt. Die Exons 3 und 4 (KCND3-002) wurden
einschlieBlich des kleinen Introns 3 in einem PCR-Produkt amplifiziert.

Es wurden jeweils ~ 50 pl Mastermix zu 1 pl DNA-Probe pipettiert. Zu diesem Zweck
wurde wahlweise ein Mastermix mit vierfachem (~ 200 ul) oder achtfachem (~ 400 pl)
Volumen angefertigt, der zu gleichen Teilen auf vier oder acht DNA-Proben verteilt
wurde. Die Zusammensetzung der jeweiligen Reaktionsansitze ist Tabelle 2.2 (Seite

26) zu entnehmen.

Tabelle 2.2: Reaktionsansatz: Exonl, 2, 3-4, 5, 6, 6.001

Reagenz Volumen (fiir vier Proben)
H-O 112 pl
10xPuffer 20 ul
Betain 20 ul
Nukleotid-Mix 40 pul
Oligonukleotid- Primer F (50 pmol/pl) 3ul
Oligonukleotid- Primer R (50 pmol/pl) 3ul
Tag-Polymerase 1,8 ul
=200 ul

Teilweise wurden Reaktionsansétze ohne Betain hergestellt. Das Volumen von 20 pl
(Volumen fiir vier Proben) wurde in diesem Fall durch 20 ul H>O ersetzt. Die
Zusammensetzung des verwendeten Nukleotid-Mix kann Tabelle 2.3 entnommen

werden (Seite 27).
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2.3 Nukleotid-Mix

Reagenz Volumen
dATP (10 mM) 50 pl
dCTP (10 mM) 50 pl
dGTP (10 mM) 50 pl
dTTP (10 mM) 50 pl
Tris-HCI (10mM, pH 8,0) | 200 pl

=400 ul

Im Anschluss wurden die Ansitze in den Thermo-Cycler iiberfiihrt. Es wurde eine PCR

mit 35 Zyklen durchgefiihrt, wobei die Annealing-Temperatur in Abhéngigkeit des zu
amplifizierenden Exons variiert wurde. Die PCR-Bedingungen sind den Tabellen 2.4,

2.5 und 2.6 (Seite 27 ff.) zu entnehmen.

Tabelle 2.4: PCR-Bedingungen: Exon 1, 3-4

Temperatur | Dauer (in sec/min)

1. Pre-heating 94 °C

2. Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
3. Denaturierung 94 °C 30 sec
4. Annealing 62 °C 30 sec
5. Elongation 72 °C 45 sec
6. Abschlieffende Elongation | 72 °C 2 min
7. Abkiihlen 15°C

Tabelle 2.5: PCR-Bedingungen: Exon 2

Temperatur | Dauer (in sec/min)

1. Pre-heating 94 °C

2. Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
3. Denaturierung 94 °C 30 sec
4. Annealing 59 °C 30 sec
5. Elongation 72 °C 45 sec
6. Abschlieffende Elongation | 72 °C 2 min
7. Abkiihlen 15°C
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Tabelle 2.6: PCR-Bedingungen: Exon 5, 6, 6.001

Temperatur | Dauer (in sec/min)

1. Pre-heating 94 °C

2. Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
3. Denaturierung 94 °C 30 sec
4. Annealing 60 °C 30 sec
5. Elongation 72 °C 45 sec
6. Abschlieffende Elongation | 72 °C 2 min
7. Abkiihlen 15°C

2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Trennung von DNA-Fragmenten

unterschiedlicher GroBe (Konigshoff & Brandenburger, 2012). Es wird ein Agarosegel

hergestellt, dessen Auftragtaschen mit DNA-Fragment beladen werden. Aufgrund der

negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA fiihrt das Anschlie8en eines elektrischen

Feldes an das beladene Agarosegel dazu, dass die DNA-Fragmente in Richtung der
positiv geladenen Anode wandern, und zwar umso weiter, je kiirzer sie sind

(Konigshoff & Brandenburger, 2012). Es erfolgt die Anférbung mit Ethidiumbromid;

dieses interkaliert zwischen die Basen von Nukleinsduren und der Komplex aus DNA-

Fragment und Ethidiumbromid wird unter UV-Licht als leuchtende, rétliche Bande

sichtbar (Dechert, 2012). Weiterhin werden zwecks Grofenbestimmung und Zuordnung

von Nukleinsdurefragmenten bei der elektrophoretischen Trennung Grof3enstandards

mit aufgetrennt (Dechert, 2012). Das Auftragen eines Standards in eine der Geltaschen

ermoglicht die Zuordnung der Banden zu der jeweiligen Molekiilgroe (Konigshoff &

Brandenburger, 2012).

2.3.3.1 Durchfiihrung: Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese fand im Rahmen dieser Arbeit zu zwei Zeitpunkten

Anwendung:

1. Im Anschluss an die PCR zur Uberpriifung des Erfolgs und zur Bestimmung der in

der nachfolgenden Aufreinigung des PCR-Produkts zu verwendenden Menge
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an Elutionspuffer.
2. Im Anschluss an die Reinigung des PCR-Produkts zur Uberpriifung der

Konzentration des DNA-Fragments, das fiir den Sequenzieransatz eingesetzt wurde.

Es wurden jeweils Agarose-Gele mit einer Konzentration von 1% (Exon 1, 3-4) oder
1,5% (Exon 2, 5, 6, 6.001) in einem 100 ml-MaBstab hergestellt (1,0 oder 1,5g Agarose
ad 100ml 1x TBE). Dem Gemisch wurde Ethidiumbromidlésung (0,025%, 3 Tropfen ad
100 ml) beigefiigt. Etwa 30 ml des aufgekochten Gels wurden auf einen Gelschlitten
gegossen. Das abgekiihlte Gel wurde in eine mit 1x TBE befiillte Elektrophorese-
kammer eingebracht.

Dann wurden jeweils 8 ul H2O zu 3ul DNA-Fragment und 2 pl Ladepuffer pipettiert
und gemischt. Damit wurden die Geltaschen anschlieend befiillt. Weiterhin wurde
jeweils eine Geltasche mit 5 pl eines Groenstandards (pUC/Ddel) versehen.

Dieser GroBenstandard weist die folgenden Banden auf: 160 bp, 240 bp, 409 bp, 420
bp, 540 bp, 890 bp. AnschlieBend wurde ein elektrisches Feld mit einer Spannung von
~ 50 mA angelegt. Die anschliefende Auswertung erfolgte unter UV-Licht. Die Banden

wurden zwecks Dokumentation fotografiert und das Foto ausgedruckt.

2.3.4 Aufreinigung von PCR-Produkten

In der vorliegenden Arbeit wurden die PCR-Produkte unter Verwendung des straight
pcr-OLS Kit (Hersteller OLS - Omni Life Science) gereinigt. Es wurde fiir jedes PCR-
Produkt ein Spin Filter auf ein Receiver Tube gesteckt. Die Spin Filter wurden mit je
500 ul Bindepuffer (BB) befiillt, dann wurde das PCR-Produkt hinzupipettiert. Durch
dreimaliges Aufziehen mit der Pipette wurde der Ansatz gemischt. Im Anschluss wurde
der Ansatz fiir zwei Minuten bei 10 000 rpm zentrifugiert.

Dann wurden die Receiver Tubes verworfen und die Spin Filter auf 1,5 ml Eppendorf-
GefiBe gesteckt. Die Deckel der Spin Filter wurden fiir eine bis drei Minuten gedftnet.
Es wurden in Abhéingigkeit von der Stirke der Banden in der nach der PCR erfolgten
Agarose-Gelelektrophorese eine addquate Menge an Elutionspuffer (EB) - in der Regel
18 bis 30 pl - auf die Spin Filter aufgetragen. AnschlieBend wurde der Ansatz fiir eine

Minute bei 6000 rpm zentrifugiert. Die Spin-Filter wurden verworfen, das Eluat in den
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1,5 ml Eppendorf-Gefalen weiterverwendet. Im Anschluss an die Aufreinigung wurde

eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.

2.3.5 Sequenzierung nach Sanger

Die Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al., 1977) ist derzeit das am weitesten
verbreitete Verfahren zur DNA-Sequenzierung und auch als Kettenabbruch-Methode
oder Didesoxy-Methode bekannt (Rio Bartulos & Tappe, 2012c). Das Grundprinzip
entspricht dem der PCR: Es ist das Vorliegen der DNA in DNA-Einzelstringen
erforderlich, wozu der zu sequenzierende DNA-Doppelstrang denaturiert wird (Reinard,
2018). Es erfolgt die Anlagerung eines spezifischen Primers an den DNA-Einzelstrang
und die Synthese eines zur Matrize komplementéren DNA-Stranges durch eine DNA-
Polymerase (Rio Bartulos & Tappe, 2012c). Anders als bei der PCR werden aber nicht
nur Desoxyribonukleotide (ANTPs), sondern auch Didesoxyribonukleotide (ddNTPs) in
den entstehenden DNA-Einzelstrang eingebaut (Reinard, 2018). Der Einbau dieser
ddNTPs erfolgt per Zufall und fiihrt aufgrund einer fehlenden 3° OH-Gruppe zum
Kettenabbruch; in Abhidngigkeit vom Zeitpunkt des Einbaus eines ddNTPs entstehen so
unterschiedlich lange DNA-Fragmente (Reinard, 2018). Die ddNTPs (ddATP, ddGTP,
ddCTP, ddTTP) sind unterschiedlich fluoreszenzmarkiert, sodass aufgrund der
Fluoreszenz in einer anschlieenden Kapillarelektrophorese ermittelt werden kann,
welche Base an der Abbruchstelle vorhanden ist (Reinard, 2018). Hierbei werden die
unterschiedlich langen, fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente aufgetrennt und laufen
an einem Laserstrahl und einem Detektor vorbei; dies ermdglicht die Zuordnung von
Basen zu den Fragmenten (Reinard, 2018). Beim VorbeiflieBen an dem Detektor wird

weiterhin ein Chromatogramm aufgezeichnet (Reinard, 2018).

2.3.5.1 Durchfiihrung: Sequenzierung nach Sanger

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in einem ersten Schritt eine Sequenzier-

Reaktion angesetzt. Fiir jedes PCR-Produkt wurde ein Ansatz fiir den F-Primer und ein

Ansatz flir den R-Primer pipettiert.
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Die Sequenzierung wurde jeweils in einem 15 pl-MaBstab durchgefiihrt. Die
Herstellung des Ansatzes kann Tabelle 2.7 (Seite 31) entnommen werden. Die zu
verwendende Menge an DNA-Fragment wurde in Abhéngigkeit von der jeweiligen
Stiarke der Bande in der nach der Reinigung des PCR-Produktes durchgefiihrten
Agarose-Gelelektrophorese zwischen 0,5 pl und 6 pl festgelegt.

Tabelle 2.7: Sequenzier-Ansatz: Exon 1, 2, 3-4, 5, 6, 6.001

Reagenz Volumen
DNA-Fragment 0,5 pl bis 6 pl
H20 4 pl bis 9,5 pl
5xSequenzier-Puffer 1 ul
Primer R/F (10 pmol/ pl)*! 1,5 ul
ABI-Sequenziermix 2,5 ul
=15ul

*1 gsieche Tabelle 2.8 (Seite 31)

Zur Herstellung der Sequenzier-Primer (10 pmol/ pl) wurden die jeweiligen 50 pmol/ pl
Oligonukleotid-Primer (Exon 1F/R, Exon 2F/R, Exon 3F und 4R, Exon 5F/R, Exon 6
F/R, Exon 6.001F/R) verdiinnt:

Tabelle 2.8: Sequenzier-Primer (10 pmol/ pl)

Reagenz Volumen

Oligonukleotid- Primer F/R (50 pmol/ ul) Sul

Tris-HCI1 (10 mM, pH 8,0 ) 20 pl
=25 ul

Dann wurde eine Sequenzierung mit 25 Zyklen durchgefiihrt. Der Ablauf ist Tabelle 2.9

(Seite 32) zu entnehmen.
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Tabelle 2.9: Sequenzier-Programm

Temperatur | Dauer (in sec/min)
1. Pre-heating 96 °C
2. Initiale Denaturierung | 96 °C 1 min
3. Denaturierung 96 °C 10 sec
4. Annealing 60 °C 10 sec
5. Elongation 50 °C 3 min
6. Abkiihlen 15°C

Im Anschluss wurden die Sequenzier-Anséitze gereinigt. Hierzu wurde zunéchst
gequollenes Sephadex aus Sephadex™ G-50 und Tris-HCI (10 mM, pH 8,0) angesetzt.
Dann wurde eine Mikrotiterplatte auf eine Abfallplatte gestellt. Es wurden je 300 ul
gequollenes Sephadex pro bendtigter Mikrotiterplattenvertiefung aufgetragen. Die
Platte wurde mit einem Gegengewicht auf einer Waage austariert. Dann wurde fiir zwei
Minuten bei 2100 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Abfallplatte durch eine
Elutionsplatte ersetzt. Es wurde je eine Sequenzier-Reaktion pro Sephadex-Well
aufgetragen und die Platte im Anschluss mit einem Gegengewicht auf einer Waage
austariert. Dann wurde erneut fiir zwei Minuten bei 2100 rpm zentrifugiert. Das
Sequenziereluat (~15 pl) wurde in Multiwell-Streifen tiberfiihrt; abschlieend wurden
zu jedem Eluat 10 ul Formamid hinzupipettiert. Die Proben wurden lichtgeschiitzt zum

Sequenziergerdt (ABI 3130XL Kapillarsequencer) transportiert.

2.3.6 Auswertung von Sequenzdaten

Die Sequenzanalyse erfolgte unter Verwendung des ABI 3130XL Kapillarsequencer der
Firma Applied Biosystems. Zur anschlieBenden computergestiitzten Auswertung der
DNA-Sequenzen der Patientenproben wurden die Finch TV (http://www.geospiza.com)

sowie SeqAnalysis und SeqScape V2.5 der Firma Applied Biosystems verwendet.
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Als Referenzsequenz wurde die Wildtyp-Sequenz des humanen KCND3-Gens des
Ensembl Genome Browser (https://www.ensembl.org) herangezogen. Beriicksichtigt
wurden die Transkripte KCND3-002 (Transcript ID ENST00000369697) und KCND3-
001 (Transcript ID ENST00000315987). Die Datenbank wurde zudem zu einem
spiteren Zeitpunkt unserer Studie dazu genutzt, orthologe Aminosiduresequenzen
anderer Organismen mit der des humanen K,4.3-Kanals abzugleichen, um so die
Konservierung einer substiuierten Aminosédure (c.455A>G, p.D152G) zu priifen.

Die Nomenklatur identifizierter Sequenzvarianten wurde gemif3 den Empfehlungen der
Human Genome Variation Society (https://www.hgvs.org) vorgenommen und bezieht
sich auf die kodierende DNA (c.). Zusétzlich wurden Angaben zu Verdnderungen auf
Proteinebene gemacht (p.).

Weiterfithrend wurde gepriift, ob, und wenn ja mit welcher Haufigkeit, eine im Rahmen
unserer Analysen identifizierte Sequenzvariante bereits als Single Nucleotide
Polymorphismus (SNP) bekannt war. Der Begriff des Polymorphismus ist hierbei
definiert als Sequenzvariante an einem definierten Genlocus, bei der das seltenere Allel
mit einer Frequenz von > 1% in der Bevolkerung auftritt (Arnemann, 2019). Die
Haufigkeit des selteneren Allels wird in Form der globalen Minor Allele Frequency
(MAF) angegeben. Entsprechende Informationen wurden der Single Nucleotide
Polymorphism Database des National Center for Biotechnology and Information
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) entnommen.

Weiterhin wurden die MAFs im untersuchten Patientenkollektiv gemal3 des Hardy-
Weinberg-Gesetzes ((p+q)*> =p*+2pg+q’*=1) errechnet und angegeben.

Ergédnzend wurde die Datenbank /000 Genomes in der vorliegenden Arbeit aufgerufen,
um eine dortige Annotation der durch uns infizierten Sequenzvariante (c.455A>G ,
p.D152G) zu priifen. Das 1000 Genomes Project startete im Jahr 2008 mit dem Ziel,
iiber die Sequenzierung des humanen Genoms entsprechend vieler Menschen moglichst
umfassende Erkenntnisse zu Sequenzvarianten zu generieren (1000 Genomes Project
Consortium, 2010). Die Daten wurden bis 2015 generiert, umfassen die Genome von
2504 Individuen aus 26 Populationen und enthalten Angaben zu {iber 88 Millionen
Sequenzvarianten, darunter etwa 84,7 Millionen SNPs (1000 Genomes Project

Consortium, 2015).
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2.3.7 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme sind in einer Vielzahl von Prokaryonten vorzufinden, wo ihre
Aufgabe in der Spaltung fremder DNA-Molekiile besteht (Berg et al., 2017a). In der
Gentechnologie macht man sich ihre Féhigkeit, bestimmte Basensequenzen in einer
DNA-Doppelhelix zu erkennen und beide DNA-Striange an spezifischen Stellen zu
schneiden, zur weiterfithrenden Analyse bzw. Manipulation der dadurch entstehenden
spezifischen DNA-Fragmente zunutze (Berg et al., 2017a).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Restriktionsverdau im Anschluss an die
Identifizierung der Sequenzvariante ¢.455A>G (p.D152G) in Exon 1 (KCND3-002)
(siehe 3.3, Seite 52) durchgefiihrt, um Hinweise darauf zu erlangen, ob diese auch bei
neurologisch Gesunden vorkommt. Hierzu wurde die Restriktionsendonuklease Hinfl
des Bakteriums Haemophilus influenzae verwendet. Dieses Enzym schneidet innerhalb

einer fiinf Basen umfassenden palindromischen Erkennungssequenz:

5.GANTC.3
3..CTNAG..5

Abbildung 2.1: Visualisierung der fiinf Basen umfassenden Erkennungssequenz und der
Schnittstellen der Restriktionsendonuklease Hinfl des Bakteriums Haemophilus
influenzae. (nach New England Biolabs®, http://www.neb.com/products/r0155-
hinfi)

Mithilfe der PCR wird ein 573 bp Teilfragment aus Exon 1 amplifiziert, das die

c.455A>G (p.D152G) Variante beinhaltet, wenn diese in der DNA vorliegt. Bei

Vorliegen des Wildtyps weist Hinfl zwei Schnittstellen in diesem Fragment auf. Somit

trennt es den Abschnitt in drei Fragmente. Bedingt durch die Transition A>G entfallt

bei der identifizierten Sequenzvariante c.455A>G (p.D152G) eine der Schnittstellen,
sodass der DNA-Abschnitt innerhalb des Exon 1 (KCND3-002) nicht in drei, sondern
zwei Fragmente getrennt wird. In Tabellen 2.10 und 2.11 (Seite 35) sind Position und

Liangen der einzelnen Fragmente aufgefiihrt. Abbildung 2.1 (Seite 34) stellt die

Schnittstellen des Hinfl-Enzyms schematisch dar.
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Tabelle 2.10: Uberblick: HinfI-Wiltyp
Orientierung Position | Linge (bp)

1 | Hinfl- (Rechtes Ende) | 275-570 | 299
2 | (Linkes Ende)- HinfI | 1-256 256

3 | Hinfl- Hinfl 257-274 | 18

Tabelle 2.11: Uberblick: HinfI-Variante
Orientierung Position | Linge (bp)

1 | Hinfl- (Rechtes Ende) | 275-570 | 299
2 | (Linkes Ende)-Hinfl 1-274 274

Hinf I* HinfI
1 }- 570

256 bp 18 bp 299 bp

299 bp

256 bp Wildtyp
. 18 bp

299 bp

Sequenzvariante

274 bp

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Schnittstellen des Hinfl-Restriktionsenzyms in einem
573 bp umfassenden Abschnitt im Exonl (KCND3-002).
Hinfl* kennzeichnet die Schnittstelle, die durch die Transition A>G bei Vorliegen
der Sequenzvariante ¢.455A>G (p.D152G) entfillt.

(nach https://tools.neb.com/NEBcutter2/showdig.php?name=063d7985-Hinfl_WT,
Zugriff: 19.09.2014)

Die so entstandenen Fragmente wurden in einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Die anschlieBende Auswertung der Banden ermdglichte den Nachweis oder Ausschluss

des Vorliegens der Variante c.455A>G (p.D152G).
2.3.7.1 Durchfiihrung: Restriktionsverdau

In einem ersten Schritt wurde ein 573 bp umfassendes Produkt innerhalb des Exon 1

mittels PCR amplifiziert. Die Produktsequenz weist beim Wildtyp zwei Schnittstellen
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fiir das Hinfl-Enzym auf. Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes kann Tabelle 2.12

(Seite 36) entnommen werden.

Tabelle 2.12: Reaktionsansatz: Exon 1 (PCR fiir Restriktionsverdau)

Reagenz Volumen fiir 17 Proben
(je 16 Kontrollproben und 1 Positivkontrolle)

H-O 232 ul

10xPuffer 50 wl

Betain 100 pl

Nukleotid-Mix 100 pl

Oligonukleotid- Primer F (50 pmol/pl) 7 ul

Oligonukleotid- Primer R (50 pmol/ul) 7 ul

Tag-Polymerase 3,8 ul

=492,8 ul

Es wurden je 27 pl des PCR-Ansatzes zu 1,5 pl DNA-Probe pipettiert. Die Ansétze
wurden kurz zentrifugiert und dann in den Thermo-Cycler {iberfiihrt. Es wurde eine
PCR mit 35 Zyklen durchgefiihrt, deren Bedingungen Tabelle 2.13 (Seite 36)

entnommen werden konnen. Die Zusammensetzung des Ansatzes ist in Tabelle 2.14

(Seite 37) aufgefiihrt.

Tabelle 2.13: PCR-Bedingun

en: Exon 1 (Restriktionsverdau, 573 bp; KCND3-002)

Temperatur | Dauer (in sec/min)

1. Pre-heating 94 °C

2. Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
3. Denaturierung 94 °C 30 sec
4. Annealing 64 °C 30 sec
5. Elongation 72 °C 40 sec
6. Abschlieffende Elongation | 72 °C 2 min
7. Abkiihlen 15°C




2 MATERIAL UND METHODEN 37

Tabelle 2.14: Ansatz: Restriktionsverdau Hinfl

Reagenz Volumen
(fiir 18 Proben: 16 Kontrollproben und zwei Positivkontrollen)
H0 82,0 ul
10x Puffer CutSmart™ 36,0 ul
Enzym Hinfl 8,0 ul
=126 ul

Es wurden je 7 pul des Ansatzes zu 13 pl PCR-Produkt pipettiert. Die Ansétze wurden
fiir 2,5 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Im Anschluss wurden je 2,5 pl Ladepuffer zu den Ansétzen gegeben. AbschlieSend
wurde eine Agarose-Gelelektrophorese auf einem 2,5%-igen Gel durchgefiihrt, wobei
auf zehn Geltaschen je acht Kontrollproben, eine Positivkontrolle sowie ein

GroBenstandard (pUC/Ddel) aufgetragen wurden.

2.3.8 Bioinformatik

Es stehen zahlreiche verschiedene in silico Programme zur Verfiigung, die das
pathogene Potential von Sequenzvarianten auf Grundlage verschiedener Algorithmen

bewerten (Richards et al., 2015).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde vorwiegend die Applikation MutationTaster
verwendet. MutationTaster (Schwarz et al., 2010) kann sowohl intronische als auch
exonische Einzelbasensubstitutionen und Insertionen/Deletionen (< 12 bp) analysieren
(Schwarz, 2013). In den Berechnungen des Programms finden u.a. die evolutionére
Konservierung, die Auswirkungen einer verdnderten DNA-Sequenz auf das
resultierende Protein und der mdgliche Einfluss auf bekannte Proteindoménen
Beriicksichtigung (Schwarz, 2013). Die Genotypen aus weiteren Datenbanken (/000
Genomes Project, HapMap) werden genutzt, um Polymorphismen als solche zu
identifizieren, weiterhin werden Daten des NCBI (ClinVar) zu bekannten pathogenen

Varianten abgefragt (Schwarz, 2013).
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Externe, lokal installierte Computerprogramme detektieren eventuelle Verdnderungen
im SpleiBmuster und Poly(A)-Signal (Schwarz, 2013). Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen werden zusammengefasst und der integrierte Bayes Klassifikator
prognostiziert das pathogene Potential einer Sequenzvariante (Schwarz, 2013). Es
erfolgt eine Einstufung als ,,Polymorphismus* (,,polymorphism*) oder

,krankheitsverursachend* (,,disease causing®).

Fakultativ wurden ergénzend die Programme PROVEAN, Polyphen-2 und SIFT
abgefragt.

Polyphen-2 (Polymorphism Phenotyping V2) berechnet das pathogene Potential von
Aminosduresubstitutionen auf Grundlage von Auswirkungen einer entsprechenden
Variante auf die Stabilitdt und Funktion des resultierenden Proteins (Adzhubei et al.,
2013). Die Vorhersage basiert auf diversen phylogenetischen, strukturellen und
Sequenzmerkmalen, die die entsprechende Substitution charakterisieren (Adzhubei et
al., 2013). Aus den Ergebnissen wird ein Score zwischen 0,0 (,,benign“) und 1,0
(,,damaging®) errechnet und die Variante auf dieser Grundlage als ,,benigne*
(,,benign®), ,,mdglicherweise schidlich* (,,possibly damaging*) oder ,,wahrscheinlich

schédlich® (,,probably damaging*) eingestuft (Adzuhbei et al., 2013).

PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) operiert alignmentbasiert (Choi et al.,
2012). Die Berechnungen des Programms fundieren auf der Annahme, dass eine
Sequenzvariante, welche die Ahnlichkeit eines Proteins A zu einem homologen Protein
B reduziert, mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit einen schiadlichen Effekt auf dieses
zufolge hat (Choi et al., 2012). Um das AusmalB des Einflusses einer Variante auf die
Proteinfunktion zu quantifizieren, werden delta alignment scores (oder kurz delta
scores) fur alle in die Berechnung eingeschlossenen homologen Sequenzen zuvor
generierter supporting sequence sets ermittelt. Die einzelnen delta scores werden
schlieBlich gemittelt und so der PROVEAN Score generiert, auf dessen Grundlage die
Einstufung einer Variante als ,,neutral (,,neutral®) oder ,,schédlich (,,deleterious*)

erfolgt (Choi et al., 2012).



2 MATERIAL UND METHODEN 39

SIFT (sorting intolerant from tolerant) berechnet die Wahrscheinlichkeit eines
defizitidren Effektes einer Sequenzvariante auf die resultierende Proteinfunktion auf
Grundlage von Sequenzhomologie (Sim et al., 2012). Zugrunde liegt die Annahme, dass
evolutiondr konservierte Regionen weniger tolerabel gegeniiber Sequenzvarianten sind
und dass Aminoséuresubstitutionen oder Deletionen/Insertionen in diesen Bereichen
konsekutiv eher Auswirkungen auf die Proteinfunktion nehmen als Varianten in
weniger konservierten Regionen (Sim et al., 2012). Es werden homologe
Proteinsequenzen zu einem entsprechenden Protein ermittelt und dann einem Alignment
unterzogen (Sim et al., 2012). Fiir die betreffende Position wird ein SIF'7-Score
zwischen 0 und 1 ermittelt, wobei Werte zwischen 0 und 0,05 als ,,die Proteinfunktion

beeinflussend* eingestuft werden (Sim et al., 2012).

2.3.9 Klassifizierung von Sequenzvarianten

Die Klassifizierung der durch uns identifizierten Sequenzvariante c.455A>G (p.D152G)
erfolgte nach dem ACMG Klassifizierungssystem (American College of Medical
Genetics and Genomics) (Richards et al., 2015).

Die Zuordnung zu einer Klasse 1-5 erfolgt hierbei nach definierten Kriterien. Letztere
werden zunéchst einer von zwei iibergeordneten Kategorien (,,benigne* und
,»pathogen®) zugeordnet und im Weiteren innerhalb dieser Kategorien unterschiedlich
gewichtet aufgefiihrt (Richards et al., 2015). Die fiir eine entsprechende
Sequenzvariante zutreffenden Kriterien werden in einem letzten Schritt kombiniert und
gemil ACMG-Reglement dann der entsprechenden Klasse 1-5 zugeteilt. Die Tabelle
2.15 (Seite 40) und Abbildung 2.3 (Seite 41) visualisieren dies vereinfacht.
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Tabelle 2.15: Klassifizierung von Sequenzvarianten gemifl ACMG-Klassifizierungssystem.
(nach Richards et al., 2015)

Klasse 1: benign (Normvariante ohne klinische Relevanz)
e BA | ODER
e mindestens 2 ,,strong* Kriterien (BS1-4)

e | strong® Kriterium (BS1-4) und 1 ,,supporting* Kriterium (BP1-7) ODER

e mindestens 2 ,,supporting® Kriterien (BP1-7)

Klasse 3: VUS (Variante unklarer klinischer Relevanz)
o andere aufgefiihrte Kombinationsmoglichkeiten treffen nicht zu ODER

o die Kriterien fiir ,,benigne und ,,pathogen* sind nicht vereinbar/widerspriichlich

e 1 very strong® Kriterium (PVS1) UND 1 , moderate* Kriterium (PM1-6) ODER

e | strong® Kriterium (PS1-4) UND 1-2 , moderate Kriterien (PM1-6) ODER

e mindestens 3 ,,moderate” Kriterien (PM1-6) ODER

e 2 moderate* Kriterien (PM1-6) UND mindestens 2 ,,supporting* Kriterien (PP1-5) ODER
e | moderate* Kriterium (PM1-6) UND mindestens 4 ,,supporting* Kriterien (PP1-5)

Klasse 5: pathogenic (pathogene Variante)
e | very strong® Kriterium (PVS1) UND
e mindestens 1 ,,strong® Kriterium (PS1-4) ODER
e mindestens 2 ,,moderate Kriterien (PM1-6) ODER
e 1, moderates” UND 1 ,,supporting* Kriterium (PP1-5) ODER
e mindestens 2 ,,supporting* Kriterien (PP1-5)
e mindestens 2 ,,strong™ Kriterien (PS1-4) ODER
e | strong* Kriterium (PS1-4) UND
e mindestens 3 ,,moderate” Kriterien (PM1-6) ODER
e 2 moderate* Kriterien (PM1-6) UND mindestens 2 ,,supporting* Kriterien (PP1-5) ODER

e 1, moderate” Kriterium (OM1-6) UND mindestens 4 ,,supporting Kriterien
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Kriterien: Benigne Varianten

I

Kriterien: Pathogene Varianten

l

BA1 Allelfrequenz >5% in Exome PVS1 Nullvariante in einem Gen, in
Sequencing Project, 1000 dem loss of function ein bekannter
Genomes Project od. Exome Erkrankungsmechanismus ist
Aggregation Consortium PS1 Etablierte in vitro/in vivo Studien
BS1 Allelfrequenz groBer als fiir sprechen fiir schddlichen Effektes
Erkrankung erwartet auf das Gen oder Genprodukt
BS2 Beobachtet bei einem PS2 De novo (Mutter- u. Vaterschaft
gesunden Erwachsenen bestitigt) + Erkrankung + keine FA
Individuum fiir eine PS3 Aminosdurewechsel wie bei vorbe-
rezessive (homozygot), schriebener pathogener Variante,
dominante (heterozygot) ungeachtet der Nukleotiddnderung
oder X-chromosomale PS4 Die Priavalenz der Variante ist
(hemizygot) Erbkrankheit bei Betroffenen signifikant
mit vollstédndiger Penetranz erhoht verglichen mit der
und frithem Erkrankungsalter Privalenz bei Kontrollen
BS3 Etablierte in vitro/in vivo Studien| |PM1 Lokalisiert in /ot spot und/oder
haben keinen schidlichen Effekt kritischer funktionaler Doméne
auf Proteinfunktion oder ohne bekannte benigne Varianten
Spleilen gezeigt PM2 Abwesenheit in Kontrollen in
BS4 Fehlende Segregation bei Exome Sequencing Project, 1000
betroffenen Genomes Project, Exome
Familienmitgliedern Aggregation Consortium
BP1 missense Variante in einem PM3 Rezessiver Erbgang: in trans
Gen, in dem v.a. trunkierende mit pathogener Variante detektiert
Varianten als krankheitsverur-
sachend bekannt sind PM4 Verinderte Proteinléngen infolge
BP2 in trans detektiert mit einer von in-frame-Deletionen
pathogenen Variante eines /Insertionen in nonrepeat-Region
dominanten Gens ODER oder stop-loss-Varianten
detektiert in cis mit patho- PM5 Aminosiuresubstitution an einer
gener Variante Position, an der eine bekannt
BP3 In-frame-Deletionen/Insertionen pathogene Variante zu anderer
. . . Aminoséuresubstitution fiithrt
in repetitiver Region ohne N
bekannte Funktion PM6 mutmaBlich de novo, aber ohne
nachgewiesene Mutter-/Vaterschaft
BP4 Multiple in silico Berechnungen PP1 Die Variante cosegregiert bei
sprechen gegen schidlichen multiplen Familienmitgliedern mit
Einfluss auf das Gen/-produkt der Erkrankung
BP5 Variante wurde bei einem Fall PP2 missense Variante in Gen mit
identifiziert, bei dem eine geringer Rate benigner missense
alternative molekulare Basis Varianten + missense Varianten als
fiir die Erkrankung bekannt ist iiblichem Erkrankungsmechanismus
BP6 Reputable Quelle hat Variante PP3 Multiple in silico Berechnungen
als benigne eingeordnet, aber Be-| sprechen fiir einen schidlichen
funde sind fiir das Labor und Einfluss auf das Gen/-produkt
unabhéngige Evaluation nicht PP4 Phénotyp oder Familienanamnese
erfiigbar hoch spezifisch fiir Erkrankung mit
BP7 Stille Variante, fiir die einziger genetischer Atiologie
Vorhersageprogramme keinen PP5 Reputable Quelle hat Variante als
Einfluss auf das Spleifien pathogen eingeordnet, aber Befunde
angeben UND nicht hoch sind fiir das Labor und unabhéngige
konserviertes Nukleotid Evaluation nicht verfiigbar

Abbildung 2.3: Kriterien zur Klassifizierung von Sequenzvarianten gemif ACMG-
Klassifizierungssystem. (nach Richards et al., 2015)

BA =stand alone, BS = strong, BP = supporting, PVS = very strong, PS = strong

PM = moderate, PP = supporting, FA = Familienanamnese
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3 Ergebnisse

3.1 Uberblick: Untersuchungsalgorithmus

Es wurde die DNA von 51 Patienten (weiblichen und ménnlichen Geschlechts) mit
klinisch gesicherter, autosomal dominant vererbter Ataxie nach vorherigem Ausschluss
der SCA-Subtypen SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA12, SCA17, SCA13,
SCA14, SCA27 und SCA28 auf Mutationen im KCND3-Gen (SCA19-Locus)
untersucht. Fiir alle Proben wurde mittels PCR eine Amplifizierung der sechs (KCND3-
002) bzw. sieben (KCND3-001) Exons des KCND3-Gens sowie flankierender
intronischer Areale durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte die Sequenzierung nach
Sanger. In Abhéngigkeit von den Ergebnissen der anschliefend durchgefiihrten
Sequenzanalyse wurden fakultativ weitere Untersuchungen angeschlossen. Abbildung
3.1 (Seite 42) ist die Vorgehensweise im Uberblick zu entnehmen. Die Ergebnisse der

einzelnen Untersuchungen werden im Folgenden detailliert dargelegt.

Zusammenstellung des Patientenkollektivs

A
Amplifizierung der 6 (KCND3-002) bzw. 7 (KCND3-001) Exons des
KCND3-Gens sowie flankierender intronischer Areale mittels PCR

Sequenzierung nach Sanger und computergestiitzte
Auswertung der Sequenzen

Abweichung von der Referenzsequenz?

ja nein
4 v
Variante als SNP bekannt? keine weitere Untersuchung
L ja l nein
Ermittlung der MAF: Priifung der Konservierung der substituierten Aminoséure
- Global
- Patientenkollektiv ¢
Bioinformatische Priifung der Pathogenitit der
Aminoséuresubstitution

Einstufung: discase causingi i Einstufung: Polymorphismus

Durchfiithrung eines

. keine weitere Untersuchun,
Restriktionsverdaus £

Abbildung 3.1: Untersuchungsalgorithmus.
PCR = Polymerase-Kettenreaktion, SNP = Single Nucleotide Polymorphism,
MAF = Minor Allele Frequency.
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3.2 Ergebnisse: Sequenzanalyse des KCND3-Gens
3.2.1 Exon 1 (KCND3-002)

(a) ¢.264C>T (p.P88=)

KCND3-002 Exon 1 2 3 4 5 6
KCND3-001 Exon 1" 2

3 4 5 6 7 8
SUTR | [ T ’—| I 11 v v] [3UTR
1 1 LI 11 v \\ /‘l vl

ATG

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Lokalisation der Sequenzvariante ¢.264C>T (griin)
im Bereich des Exons 1 (KCND3-002).

Bei 18 Proben wurde die Sequenzvariante C>T an Position ¢.264 identifiziert. Sie lag
bei 17 Patienten heterozygot (Genotyp: C/T) und bei einer Probe homozygot (Genotyp:
T/T) vor. Es handelt es sich um einen bekannten SNP (rs17221819), dessen MAF in der
Bevdlkerung auf T= 0,054 beziffert wird. Die Allelfrequenz im Patientenkollektiv
betrug T= 0,186. Die Transition C>T hat eine Anderung des Basentripletts CCC zu
CCT zur Folge, wobei beide Basentripletts fiir die Aminosdure Prolin (P) kodieren.
Somit hat die Transition keine Auswirkungen auf die Aminoséduresequenz des Proteins

(p.P88=).

¢—

l—

GACCCCGAGGT

i
W

Abbildung 3.3: Sequenz-Ausschnitt des Exons 1 des KCND3-Gens (bezogen auf das Transkript
KCND3-002)
1: Wildtyp, homozygot (Genotyp C/C)
2: Sequenzvariante, heterozygot (Genotyp C/T)
3: Sequenzvariante, homozygot (Genotyp T/T)

GACCCTGAGGT
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(b) ¢.4554>G (p.DI52G)

KCND3-002 Exon 1 2 3 4 5 6
KCND3-001 Exon 1" 2 3 4 5 6 7 8

3'UTR

SUTR I u i v v
I I 1 n \\ /1 vl

ATG

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der Lokalisation der Sequenzvariante c.455A>G (griin)
im Bereich des Exons 1 (KCND3-002)

Bei einer Probe wurde heterozygot die Sequenzvariante ¢.455A>G identifiziert
(Genotyp: A/G). Der Basenaustausch betrifft die zweite Position des Tripletts: Wéhrend
das Basentriplett GAC fiir die Aminosdure Asparaginsdure (D) kodiert, fiihrt die
Transition A>G zu einer Anderung des Tripletts zu GGC, das fiir die Aminoséure
Glycin (G) kodiert (p.D152G). In der Folge kommt es zu einer Anderung der
Aminosduresequenz des Proteins. Es handelt sich um eine bislang unbekannte
Sequenzvariante, deren Allelfrequenz im Patientenkollektiv G= 0,0098 betrug. Zur
Abschdtzung ihrer Pathogenitidt wurden weitere Untersuchungen angeschlossen (siche
Seite 52 ff.). Abbildung 3.20 (Seite 55) stellt die Lage der Variante auf Proteinebene

dar.

**

CAACGACTCGG CAACGRCTCGG
\ II"| f | “ ] |IrII ll I| ||
|I || '||| l| |’lﬁ| A
Al !II f | BRIk
YR | LA
1 2

Abbildung 3.5: Sequenz-Ausschnitt des Exons 1 des KCND3-Gens (bezogen auf das Transkript
KCND3- 002)
1: Wildtyp, homozygot (Genotyp: A/A)
2: Sequenzvariante, heterozygot (Genotyp: A/G)
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(¢) c.669G>C, (p.S223=)

KCND3-002 Exon 1 2 3 4 5 6
KCND3-001 Exon 1" 2 3 4 5 6 7 8

SUTR I n 11 v v
I I 1 I \\ /| Vil

ATG

3'UTR

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Lokalisation der Sequenzvariante c.669G>C (griin)
im Bereich des Exons 1 (KCND3-002)

Die Sequenzverinderung c.669G>C wurde bei zwei Proben nachgewiesen. Sie lag bei
allen Betroffenen heterozygot vor (Genotyp: G/C). Es handelt sich um einen bekannten
SNP (rs17215423), dessen MAF in der Bevolkerung auf C= 0,01 beziffert wird. Die
Allelfrequenz im Patientenkollektiv betrug C= 0,0196.

Die Transversion G>C fiihrt zu einer Anderung der dritten Base des Basentripletts TCG
zu TCC, wobei beide Tripletts fiir die Aminosdure Serin (S) kodieren (p.S223=). Die

Proteinsequenz bleibt somit erhalten.

v v
TACTCOETORC TACTCOETERE

TACTCGGTGGC TACTCSGTGGC

A [ i

|
attafial | ’ || A
Il\ !III I&' Illlfi l'if /1 \)'lll',l ll I||I| || |I ; |!,' | U'.I

Abbildung 3.7: Sequenz-Ausschnitt des Exons 1 des KCND3-Gens (bezogen auf das Transkript
KCND3-002)

1: Wildtyp, homozygot (Genotyp: G/G)
2: Sequenzvariante, heterozygot (Genotyp: G/C)
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3.2.2 Exon 2 (KCND3-002)

(a) c.1339+15C>A4

KCND3-002 Exon 1 2 3 4 5 6
KCND3-001 Exon 1" 2 3 4 5 6 7 8

SUTR 1 1 11T v v
1 1 1 v \\ /I %0
ATG |]

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Lokalisation der Sequenzvariante ¢.1339+15C>A
(rot) im Bereich des Introns 2 (KCND3-002)

3'UTR

Die Sequenzanalyse im Bereich des Introns 2 ergab bei 13 Patienten heterozygot den
Basenaustausch C>A an Position ¢.1339+15 (Genotyp: C/A). Bei dieser
Sequenzverdnderung handelt es sich um einen bekannten SNP (rs3738298), dessen
MATF in der Bevolkerung mit A= 0,176 angegeben wird. Die Allelfrequenz lag im
Patientenkollektiv bei A= 0,127.
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Abbildung 3.9: Sequenz-Ausschnitt des Introns 2 des KCND3-Gens (bezogen auf das Transkript
KCND3-002)
1: Wildtyp, homozygot (Genotyp: C/C)
2: Sequenzvariante, heterozygot (Genotyp: C/A)
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(b) ¢.1339+214>C

KCND3-002 Exon 1 2 3 4 5 6
KCND3-001 Exon 1" 2 3 B 5 6 7 8
S'UTR | . m T ™ v 3'UTR
1 1 1 v \\ /1 Vil
ATG

Abbildung 3.10: Schematische Darstellung der Lokalisation der Sequenzvariante ¢.1339+21A>C
(rot) im Bereich des Introns 2 (KCND3-002)

Bei einer Probe ergab die Sequenzanalyse den Basenaustausch A>C an Position

c.1339+21. Dieser lag heterozygot vor (Genotyp: A/C) und war bislang unbekannt. Die
Allelfrequenz im Patientenkollektiv betrug C= 0,0098.
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Abbildung 3.11: Sequenz-Ausschnitt des Introns 2 des KCND3-Gens (bezogen auf das Transkript
KCND3-002)

1: Wildtyp, homozygot (Genotyp: A/A)
2: Sequenzvariante, heterozygot (Genotyp: A/C)
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3.2.3 Exon 3-4 (KCND3-002)

(a) c.1442-102 1442-101insA

KCND3-002 Exon 1
KCND3-001 Exon 1" 2 3 4 5 6 7 8

N
w
»
o
o

SUTR | prmes - (” - \“/ — |3UR
Il I v

A

ATG

Abbildung 3.12: Schematische Darstellung der Lokalisation der Sequenzvariante c.1442-102_1442-
101insA (rot) im Bereich des Introns 3 (KCND3-002)

Bei einer Probe wurde heterozygot die Insertion eines Adenins (A) an Position
1442-102_1442-101 des Introns 3 identifiziert. Dabei handelt es sich um einen SNP
(rs72548727), dessen MAF in der Bevolkerung auf 0,044 beziffert wird. Die MAF im
Patientenkollektiv lag bei 0,0098. Beim Wildtyp findet sich an dieser Position die Base
Thymin (T) (siehe Abbildungen 3.13 und 3.14, Seite 48).

y

TTTOGOGTCAAATAAAAAAAAANT TNANTATTCNNTTOOGCCTTTGOGAACTTTNNN
420 430 440 450 480

l\ ‘|||‘|Il‘| fﬂ ‘I'r" 'I\l ll, I| |I I|I | |H !I Il llllll1 \' "'“u“ '( \ '.

Abbildung 3.13: Sequenz-Ausschnitt des Introns 3 des KCND3-Gens (bezogen auf das Transkript
KCND3-002). Der Pfeil markiert die Insertion des Adenin (A); sichtbar als
zusitzlich zum roten Thymin (T)-Fluoreszenzsignal auftretendes griines
Fluoreszenzsignal. Nachfolgend sind jeweils zwei verschiedenfarbige
Fluoreszenz-Peaks pro Basenposition vorhanden, was in der konsekutiven
Verschiebung der Basenabfolge begriindet ist. Ausnahmen sind Peaks, die sich aus
einer zufilligen Ubereinstimmung von Basen an der jeweiligen Position ergeben.

l

AAATTTGATTATTCTATTGCCCTTTGA Wildtyp
NNN\UMNNNMMWN N\l \l*‘ ~H~¥ N NNN NN
AAAATTTGATTATTCTATTGCCCTTTGA Sequenzvariante

f

Abbildung 3.14: Sequenz-Ausschnitt des Introns 3 des KCND3-Gens (bezogen auf das Transkript
KCND3-002). Die Pfeile markieren die Position der Adenin- Insertion (A).
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(b) ¢.1442-7T>C

KCND3-002 Exon
KCND3-001 Exon 1’

5'UTR

3'UTR

Abbildung 3.15: Schematische Darstellung der Lokalisation der Sequenzvariante c.1442-7T>C im

Bereich des Introns 3 (KCND3-002)

Bei einer Probe wurde heterozygot der Basenaustausch T>C an Position c.1442-7

identifiziert (Genotyp: T/C). Dabei handelt es sich um eine neue Variante, deren

Allelfrequenz im Patientenkollektiv bei C= 0,0098 lag.

Die Variante ist in der Splei3-Akzeptor-Sequenz am 3’-Ende des Introns 3 (KCND3-

002) lokalisiert.

Die web basierte Applikation MutationTaster stuft sie als Polymorphismus, also

benigne, ein.

Abbildung 3.16: Sequenz-Ausschnitt des Introns 3 des KCND3-Gens (bezogen auf das Transkript

KCND3-002)

1: Wildtyp, homozygot (Genotyp: T/T)
2: Sequenzvariante, heterozygot (Genotyp: T/C)
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3.2.4 Exon 5 (KCND3-002)

Im Rahmen der Sequenzanalyse des Exons 5 sowie angrenzenden intronischen Arealen

wurden keine Sequenzvarianten nachgewiesen.

3.2.5 Exon 6 (KCND3-002)

Im Rahmen der Sequenzanalyse des Exons 6 und angrenzenden intronischen Arealen

wurden keine Sequenzvarianten nachgewiesen.

3.2.6 Exon 6.001 (KCND-001)

(a) c.1591+264>T
KCND3-002 Exon 1 2 3 4 5 6
KCND3-001 Exon 1 2 3 4 5 6 7 8
SUTR I 1 11 v v JUTR
| 11 i v \\ Vi vl
ATG N

Abbildung 3.17: Schematische Darstellung der Lokalisation der Sequenzvariante ¢.1591+26A>T im
Bereich des Introns 6 (KCND3-001).

Bei 13 Proben wurde heterozygot der Basenaustausch A>T an Position ¢.1591+26A>T
identifiziert. Dabei handelt es sich um einen bekannten SNP (rs640029), dessen MAF in
der Bevolkerung auf T= 0,19 beziffert wird. Die Allelfrequenz im Patientenkollektiv lag
bei T=0,127.
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Abbildung 3.18: Sequenz-Ausschnitt des Introns 6 des KCND3-Gens (bezogen auf das Transkript
KCND3-001)
1: Wildtyp, homozygot (Genotyp: A/A)
2: Sequenzvariante, heterozygot (Genotyp: A/T)

3.2.7 Uberblick: Identifizierte Sequenzvarianten in KCND3

Insgesamt wurden im untersuchten Patientenkollektiv acht unterschiedliche
Sequenzvarianten innerhalb exonischer und intronischer Areale des KCND3-Gens
identifiziert, wobei drei der Varianten zum Zeitpunkt ihres Nachweises noch nicht
bekannt waren. Die Tabelle 3.1 (Seite 51) liefert einen Uberblick iiber die identifizierten
Varianten, ihre Lokalisation und, soweit bekannt, ihre MAF (global und im

Patientenkollektiv).

Tabelle 3.1: Identifizierte Sequenzveriinderungen im Uberblick

Nr.*! | Lokalisation | Sequenzverinderung SNP-ID MAFqiobat | MAFkonekiiv

1. Exon 1 c.264C>T rs17221819 | 0,054 0,186
(p.P88=)

2. Exon 1 c.455A>G - - 0,0098
(p-D152G)

3. Exon 1 c.669G>C rs17215423 | 0,01 0,0196
(p.S223=)

4, Intron 2 ¢.1339+15C>A rs3738298 0,176 0,127

5. Intron 2 c.1339+21A>C - - 0,0098

6. Intron 3 c.1442-102_1442- rs72548727 | 0,044 0,0098
101insA

7. Intron 3 c.1442-7T>C - - 0,0098

8. Intron 6 c.1591+26A>T rs640029 0,19 0,127

*INr, 1 bis 7: Angaben zur Lokalisation beziehen sich auf das Transkript KCND3-002.

Nr. 8: Angabe zur Lokalisation bezieht sich auf das Transkript KCND3-001.

- =unbekannt, blau = die im Rahmen dieser Arbeit erstmals beschriebenen Sequenzvarianten



3 ERGEBNISSE 52

3.3 Restriktionsverdau Sequenzvariante c.455A>G (p.D152G)

Um die bei einer Patientin im Exon 1 identifizierte, heterozygot vorliegende
Sequenzvariante c.455A>G (p.D152G) hinsichtlich der Abschétzung ihrer Pathogenitét
ndher charakterisieren zu kénnen, wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt. Dieser
liefert Hinweise darauf, ob die Variante auch bei einem Kontrollkollektiv neurologisch
gesunder Personen vorkommt. Es wurde die DNA von 100 Kontrollproben auf das
Vorliegen der Sequenzvariante c.455A>G (p.D152G) getestet. Beim Wildtyp weist das
Hinfl-Enzym innerhalb eines 573 bp Fragments im Exon 1 (KCND3-002) zwei
Schnittstellen auf: die Sequenz wird somit in drei Fragmente mit Langen von 299 bp,
256 bp und 18 bp getrennt. Mittels Agarose-Gelelektrophorese konnen zwei dieser
Banden (299 bp und 256 bp) sichtbar gemacht werden. Die 18 bp-Bande wird hingegen
nicht dargestellt. Liegt heterozygot die Sequenzvariante ¢.455A>G (p.D152G) vor,
entfillt im Bereich des betroffenen DNA-Stranges eine der Schnittstellen, so dass dieser
nicht in drei, sondern zwei Fragmente mit Lingen von 299 bp und 274 bp getrennt wird.
Im Agarose-Gel stellen sich bei heterozygoten Triagern der Variante drei Banden mit
den Langen 299 bp, 274 bp und 256 bp dar. Abbildung 3.19 (Seite 52) verdeutlicht dies
exemplarisch. Bei keiner der 100 Kontrollproben wurde eine 274 bp-Bande identifiziert.
Die Sequenzvariante ¢.455A>G (p.D152G) wurde folglich bei keiner Kontrollprobe,

entsprechend 200 Chromosomen, nachgewiesen.

299 bp
256 bp

274 bp

Abbildung 3.19: Agarose-Gelelektrophorese nach Restriktionsverdau.
Es handelt sich um eine exemplarische Darstellung (2,5 %-iges Agarose-Gel).
1-8 = Kontrollproben, P = Positivkontrolle (c.455A>G), S = Groflenstandard
(pUC/Ddel).
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3.4 Konservierung der substituierten Aminosiure ¢.455A>G

(p.D152G)

Die Sequenzvariante ¢.455A>G hat eine Aminoséduresubstitution zur Folge (p.D152G).

Zur Ermittlung der Konservierung der substituierten Aminoséure Asparaginsédure (D)

wurde die Online-Datenbank Ensembl Genome Browser herangezogen. Hierbei wurden

orthologe Aminosduresequenzen anderer Organismen mit der des humanen K.4.3-

Kanals an Position 152 abgeglichen.

Tabelle 3.2: Vergleich von einer die Aminoséure 152 (D) einschlieBenden Aminosiuresequenz
innerhalb des Exons 1 des humanen KCND3-Gens (KCND3-002) mit orthologen
Aminosiuresequenzen anderer Organismen. (nach Ensembl Genome Browser,
https://www.ensembl.org).

Mensch

Gemeiner Schimpanse
Westlicher Flachlandgorilla
Rhesusaffe
Sumatra-Orang-Utan
Anubispavian

Grauer Mausmaki
Wanderratte
Hausmaus

Haushund

Hauskatze

Rind

Hauspferd

Hausschaf
Wildschwein
Wildkaninchen
Amerikanischer Pfeifhase
Zebrafink
Halsbandschnapper
Dorsch

Reiskarpfling

Kleine Taufliege

Fadenwurm

ENSP00000319591 (Homo sapiens)
ENSPTRP00000061222 (Pan troglodytes)
ENSGGOP00000015202 (Gorilla gorilla gorilla )
ENSMMUP00000019025 (Macaca mulatta)
ENSPPYP00000001194 (Pongo abelii)
ENSPANP0O0000000019 (Papio anubis)
ENSMICP00000010489 (Microcebus murinus)
ENSRNOP00000019997 (Rattus norvegicus)
ENSMUSP00000113436 (Mus musculus)
ENSCAFP00000020125 (Canis lupus familiaris)
ENSFCAP00000002460 (Felis catus)
ENSBTAP00000042331 (Bos taurus)
ENSECAP00000009544 (Equus caballus)
ENSOARP00000021111 (Ovis aries)
ENSSSCP00000007233 (Sus scrofa)
ENSOCUP00000012275 (Oryctolagus cuniculus)
ENSOPRP00000003734 (Ochotona princeps)
ENSTGUP00000014058 (Taeniopygia guttata)
ENSFALP00000000690 (Ficedula albicollis)
ENSGMOP00000005468 (Gadus morhua)
ENSORLP00000007358 (Oryzias latipes)
FBpp0111766 (Drosophila melanogaster)

Y73B6BL.19 (Caenorhabditis elegans)

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNESENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-SMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-AMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-GSMPSLSFRQTMWRAFENPHTS

YGILPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLMDDNDSENNQE-GSAPSLSFRQTMWRAFENPHTS

FGIIPEIIGDCCYEEYKDRKRENAERLQDDL—EDNKDKKPPNMTCRETMWRAFENPHTS

FGIIPEIIGDCCYEEYKDRKRENLERLQDDQ—EEIKDMKLPNMSFRETMWRAFENPHTS

FGIMPDVIGDCCYEDYRDRKRENAERLMDDKLSENGDQONLQQLTNMRQKMWRAFENPHTS

FGIMPDLISDCCYEDYKDKKRENQERLQEERVENADISTL---KLSLKEKMWAAFENPHTT

griin = Bei der Aminosiure an Position 152 handelt es sich (wie bei Homo sapiens) um
Asparaginsiure (D).

rot=

Bei der Aminosédure an Position 152 handelt es sich (anders als bei Homo sapiens) nicht um

Asparaginsiure (D)/ Die jeweilige Aminosiiure stimmt nicht mit der entsprechenden
humanen Aminosiure iiberein.
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Wie Tabelle 3.2 (Seite 53) zu entnehmen, weisen weitere Primaten wie der Schimpanse
(Pan troglodytes) und der Rhesusaffe (Macaca mulatta) ebenfalls die Aminoséure
Asparaginséure (D) an Position 152 auf. Zu beachten ist, dass auch die unmittelbar
umliegenden Aminosduren mit den humanen Aminosduren der jeweiligen Position
iibereinstimmen. Somit sind innerhalb des ausgewihlten Areals keine Abweichungen
von der humanen Aminosduresequenz festzustellen. Nagetiere wie die Hausmaus (Mus
musculus) zeigen eine hohe Ubereinstimmung ihrer Aminoséuresequenzen mit der
humanen Sequenz im betrachteten Areal. Bei ihnen findet sich an Position 152 ebenfalls
die Aminosédure Asparaginsdure. Eine Ausnahme stellt die Wanderratte (Rattus
norvegicus) dar, bei der sich an dieser Position die (der Asparaginséure strukturell
jedoch sehr dhnlichen) Aminosiure Glutaminsdure (E) findet. Umliegende Amino-
sduren stimmen jedoch mit den humanen Aminoséduren der jeweiligen Position {liberein.
Weitere Organismen wie beispielsweise das Rind (Bos taurus), der Haushund (Canis
lupus familiaris) oder Vogelarten wie der Zebrafink (Taeniopygia guttata) oder der
Halsbandschnépper (Ficedula albicollis) weisen an Position 152 wie der Mensch die
Aminosdure Asparaginsdure (D) auf und zeigen auch im umliegenden Areal hohe
Ubereinstimmungen mit der humanen Aminosiuresequenz. Ausnahmen bilden hierbei
etwa der Krallenfrosch (Xenopus tropicalis), die kleine Taufliege (Drosophila
melanogaster) und der Fadenwurm (Caenorhabditis elegans). Insbesondere diverse
Fischarten weisen teilweise erhebliche Sequenzabweichungen der Aminosaure-
sequenzen im Bereich um die Aminosédure 152 auf. Die in unserem Fall an Position 152
detektierte Aminosdure Glycin (G) kommt bei keiner Spezies vor. Dies spricht fiir eine

hohe Konservierung des urspriinglichen Asparaginsaure-Restes.
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3.5 Bioinformatische Berechnung der Pathogenitiit der

Sequenzvariante ¢.455A>G (p.D152G)

Zur Abschitzung der Pathogenitét der durch die Sequenzvariante ¢.455A>G bedingten
Anderung der Aminosiuresequenz (p.D152G) wurde das Programm MutationTaster
verwendet, welches das pathogene Potential von Sequenzvarianten berechnet. Die im
Rahmen dieser Arbeit identifizierte neue Sequenzvariante c.455A>G (p.D152G) wurde

als ,,disease causing®, also krankheitsverursachend, eingestuft.

Ergdnzend wurden im Anschluss die in silico Programme Polyphen-2, PROVEAN und
SIFT abgefragt, welche die Variante hingegen als ,,benign® (Polyphen-2) bzw. ,neutral*
(PROVEAN) einstuften. SIFT kam mit einem Score von 0,08 zu einer Einschétzung als

,,tolerated®.

Die Vorhersageprogramme kamen folglich zu einer uneinheitlichen Einschéitzung des

pathogenen Potentials von ¢.455A>G (p.D152G).

G345V
T352P

R293_F295dup M3731  R431C

K214R s301p  P375S  L450F
T377M

202 222 277 287 341 382

NH, COOH

636 (KCND3-002)
A 182 242 257 307 321 402 655 (KCND3-001)

655 (KCND3-201)

C317Y
D152G F227del V338E G384S
S390N
V392I

Abbildung 3.20: Schematische Darstellung der Lokalisation bekannter Mutationen des humanen
KCND3-Gens einschliefilich der im Rahmen der vorliegenden Arbeit
identifizierten Sequenzvariante c¢.455A>G (p.D152G).
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3.6 Klinik der Patientin mit der Sequenzvariante c.455A>G
(p.D152G)

Die Patientin mit der identifizierten Sequenzvariante c.455A>G (p.D152G) litt an einem

progredienten cerebelldr-ataktischen Syndrom im Rahmen einer Kleinhirnatrophie. Die

Symptome umfassten:

* Dysarthrie und Dysphagie

* Blickrichtungsnystagmus nach rechts und links

* eine verlangsamte Feinmotorik der Héande und ein Restless-Legs-Syndrom

* Gangunsicherheit und Fallneigung (Tandemstand nicht moglich, Seiltdnzergang nur
zeitweise mit Unterstiitzung moglich)

* ataktischer KHV

* leichter Intentionstremor im FNV

* positiver Romberg-Stehversuch

* seitengleich schwach erhéltlicher BSR, TSR, RPR, PSR. ASR nicht ausldsbar

- SARA Score von 7

Genauere Informationen beziiglich des Alters der Patientin bei Symptommanifestation
oder der zeitlichen Reihenfolge des Auftretens der jeweiligen Symptome liegen nicht

Vor.

Ein cMRT hatte mikroangiopathische Verdnderungen im Bereich des Marklagers, der
Stammganglien und der Pons ergeben. Nebenbefundlich bestanden bei der Patientin u.a.
eine alkoholtoxische und diabetische Polyneuropathie, ein Diabetes mellitus Typ 2, eine
arterielle Hypertonie sowie eine Depression. Eine kardiale Grunderkrankung war nicht
beschrieben. Angaben der Patientin zufolge litten sowohl ihr Vater als auch ihre
Schwester an einer Gangataxie mit Fallneigung, sodass der Verdacht auf das Vorliegen
einer hereditir bedingten Ataxie fiel (siche Abbildung 3.21, Seite 57). Die zunéchst
erfolgte humangenetische Testung auf die Erkrankung an einem der SCA-Subtypen 1,

2,3,6,7,14, 17 und 23 war negativ ausgefallen.
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Abbildung 3.21: Stammbaum der Familie der Patientin mit der identifizierten Sequenzvariante

c.455A>G (p.D152G).

rot = Kennzeichnung der Patientin mit der identifizierten Sequenzvariante
¢.455A>G (p.D152G)

* = Kinder der Schwester anamnestisch unauffillig. Keine niheren Angaben
bekannt.

= drei Kinder der Patientin anamnestisch unauffillig. Keine niiheren Angaben

bekannt.
Rauten = unbekanntes Geschlecht

Die Ergebnisse der Untersuchungen der Sequenzvariante ¢.455A>G (p.D152G) sind

wie folgt zusammenzufassen:

* Die Variante ¢.455A>G (p.D152G) ist bis heute (Stand Juli 2021) nicht in
Sequenzdatenbanken (/000 Genomes) annotiert

* Der Abgleich orthologer Aminosduresequenzen anderer Organismen mit der des
humanen Ky4.3-Kanals an Aminosédure-Position 152 spricht fiir eine hohe
Konservierung der substituierten Aminosiure (Asparaginsiure)

* Die Variante wurde im Rahmen einer Restriktionsanalyse in 100 Kontrollproben
neurologisch gesunder Personen (entsprechend 200 Chromosomen) nicht
nachgewiesen

* Bioinformatische Berechnungen kamen zu nicht einheitlichen Ergebnissen
bzgl. des pathogenen Potentials der Sequenzvariante

* Die Klinik der Patientin entspricht einem progredienten cerebellér-ataktischen
Syndrom im Rahmen einer Kleinhirnatrophie. Die anamnestischen Angaben sprechen

fiir eine hereditire Erkrankung.

Néhere Angaben zur Klassifizierung der Sequenzvariante gemafl ACMG-Klassifi-

zierungssystem sind unter 4.2.2 (Seite 62 ff.) aufgefiihrt.
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4 Diskussion

4.1 SCA19: Haufigkeit

Die Angaben zur Haufigkeit der SCAs basieren auf Schéitzungen, wobei die Prévalenz
der SCAs in Europa auf 1-5: 100 000 beziffert wird (Bird, 2019; Ruano et al., 2014; van
de Warrenburg, 2002). Die SCA3 stellt hierbei den weltweit hdufigsten Subtyp dar,
gefolgt von weiteren Subtypen mit kodierender CAG-Repeatexpansion in Form der

SCAL, 2, 6 und 7 (Bird, 2019).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchte SCA19 gehort der bislang als
selten geltenden, aktuell jedoch schnell wachsenden Gruppe der SCA-Subtypen mit
zugrundeliegenden Punktmutationen an (Sandford & Burmeister, 2014). Nicht zuletzt
aufgrund der zeit- und kostenaufwendigen Testung ist insbesondere innerhalb dieser

Gruppe von einer hohen Dunkelziffer auszugehen.

Schitzungen zur Gesamtpravalenz der SCA19 sind derzeit noch nicht verfiigbar. Nach
der Identifikation des Krankheitslocus (Verbeek et al., 2002) publizierten Duarri et al.
im Jahr 2013 die erste Studie zur Haufigkeit der SCA19/22 in Europa in einem jedoch
vorselektionierten Patientenkollektiv. Es wurden 366 Fille familidrer Ataxie (zu groflen
Teilen franzosischer Ethnizitit) nach Ausschluss von SCA1, 2, 3,6, 7, 17,23 und
DRPLA auf KCND3-Mutationen getestet. Dabei wurde bei einem Patienten eine
entsprechende Mutation detektiert. Duarri et al. zufolge wies das Studienergebnis mit
einer Haufigkeit der SCA19 von < 0,5% somit auf eine eher untergeordnete Rolle der

Erkrankung unter den selteneren SCA-Subtypen in Europa hin.

In den Folgejahren wurden Betroffene unterschiedlicher Ethnizitdten, vornehmlich aus
dem europdischen und asiatischen Raum, diagnostiziert. Das augenscheinlich weltweite
Vorkommen der SCA19 unterscheidet sie von anderen Subtypen - wie beispielsweise
der SCA28, welche in Europa ca. 1,5% der ADCAs zugrunde liegt, in anderen grof3en
Populationen (wie der chinesischen) aber noch nicht diagnostiziert wurde (Sandford &

Burmeister, 2014; Cagnoli et al., 2010).
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein vorselektioniertes Patientenkollektiv von
51 Patienten deutscher Ethnizitdt mit klinisch gesicherter, autosomal dominant vererbter
Ataxie nach Ausschluss anderer SCA-Subtypen (SCAL, 2, 3,6, 7,12, 17, 13, 14, 27 und
28) auf Mutationen im KCND3-Gen untersucht. Hierbei wurde eine Patientin, die eine
Variante unklarer klinischer Relevanz (Klasse 3 nach ACMG) einzustufende
Sequenzvariante (c.455A>G, p.D152G) aufwies, identifiziert. Die putative Pathogenitét
dieser Variante vorausgesetzt, weist die SCA19 in unserem Kollektiv eine Pravalenz
von maximal 1,96% auf. Diese Angabe kann vorerst als Richtwert fiir die Relevanz der
SCA19 in der molekulargenetischen Diagnostik oder Aufarbeitung bislang nicht
geklarter ADCA-Erkrankungen erachtet werden, erlaubt aufgrund der
Vorselektionierung jedoch keinen Aufschluss tliber die Pravalenz der SCA19 in der

deutschen Gesamtbevolkerung.

Mit dem Einzug von Methoden wie dem sogenannten ,,Next Generation Sequencing*
(NGS) ist in den letzten Jahren eine schnelle und breit aufgestellte Testung vieler
krankheitsassoziierter Gene moglich geworden, z.B. {iber eine Panel-Testung oder auch

iiber die Sequenzierung von Exomen (Sullivan et al., 2019).

Mit einer steigenden Zahl an Testungen sind prézisere Angaben zur Haufigkeit des

Krankheitsbildes zu erwarten.

4.2 SCA19: Genetik

4.2.1 Sequenzvariante c.455A>G (p.D152G)

Bei einer Patientin wurde heterozygot die Sequenzvariante ¢.455A>G identifiziert
(Genotyp: A/G). Hierbei betrifft der Basenaustausch die zweite Position des Tripletts
und fiihrt so zu einer Anderung des Tripletts von GAC (kodiert fiir die Aminoséure
Asparaginséure (D)) zu GGC (kodiert fiir die Aminosiure Glycin (G)). In der Folge
kommt es zu einer Anderung der Aminosiuresequenz des Proteins (p.D152G).

Die Sequenzvariante war zum Zeitpunkt ihrer Identifizierung nicht beschrieben und

auch nicht in Sequenzdatenbanken, wie /000 Genomes, hinterlegt.
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Zur Abschétzung ihres pathogenen Potentials wurden weitere Untersuchungen

angeschlossen.

Zur Ermittlung der Konservierung der substituierten Aminoséure Asparaginsdure (D)
wurde die Online-Datenbank Ensembl Genome Browser herangezogen. Es wurden
orthologe Aminosduresequenzen anderer Organismen mit der des humanen KCND3-
Gens an Position 152 abgeglichen. Es konnte festgestellt werden, dass die Substitution
eine evolutiondr konservierte Aminoséure betrifft (sieche 3.4, Seite 53 ff.). Im Rahmen
eines Restriktionsverdaus wurde gepriift, ob die Variante auch bei neurologisch
gesunden Personen vorkommt. Zu diesem Zweck wurde ein 100 Personen umfassendes
Kontrollkollektiv (200 Chromosomen) auf das Vorliegen der Variante getestet. Sie
wurde bei keiner Kontrollprobe nachgewiesen (siehe 3.3, Seite 52), so dass von einem

seltenen Vorkommen der Variante auszugehen ist.

Auch heute (Stand Juli 2021) ist die Variante c.455A>G (p.D152G) nicht in
Sequenzdatenbanken hinterlegt. Im gleichen Codon ist jedoch eine andere Variante
(p.D152N, rs1183337083) beschrieben, die mit einer MAF von < 0,01 sehr selten
vorkommt. Vorhersageprogramme kommen zu einem uneinheitlichen Ergebnis
hinsichtlich ihrer putativen Pathogenitét (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp;

https://www.ensembl.org).

Auch die in dieser Arbeit beschriebene Variante ¢.455A>G (p.D152G) wurde mit
Applikationen wie MutationTaster, PolyPhen2, PROVEAN und SIFT auf ihr pathogenes
Potential gepriift. Die Programme kamen zu einem uneinheitlichen Ergebnis. Wéhrend
MutationTaster die Variante als , krankheitsverusachend* einstuft, wird sie von
PolyPhen2 und den in der Art der Auswertung sehr dhnlichen Programmen PROVEAN
und SIFT hingegen als ,,neutral” bzw. ,.tolerated* bewertet.

Da die verschiedenen Softwareprogramme unterschiedliche Algorithmen fiir ihre
Vorhersage nutzen, wird empfohlen, mehrere Softwareprogramme hinsichtlich der
Einordnung einer Variante zu befragen (Richards et al., 2015). Zudem sollten sie nicht
als alleiniges Werkzeug eingesetzt werden, um die pathophysiologische Konsequenz

einer Variante zu beschreiben.
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Die putativ pathogene Wirkung von c.455A>G (p.D152G) konnte dennoch durch eine
weitere Klasse 3-Variante in unmittelbarer Nachbarschaft (p.D150H, rs1488410733),
die von verschiedenen in silico Programmen (darunter SIFT und PolyPhen?) als
pathogen eingestuft wird, gestiitzt werden (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp;
https://www.ensembl.org). Der Bereich um die Aminoséuren 150 und 152 ist
evolutiondr hoch konserviert (siehe 3.4, Seite 53 ff.) und konnte als cytoplasmatische

Domine eine wichtige Rolle spielen. Experimentelle Untersuchungen sollten folgen.

Vor Untersuchungsbeginn waren acht verschiedene Mutationen im Bereich des
KCND3-Gens vorbekannt (Duarri et al., 2012; Lee et al., 2012). Vier der Mutationen
waren im Bereich des Exon 1 lokalisiert, drei im Bereich des Exon 2 und eine im
Bereich des Exon 3 (bezogen auf das Transkript KCND3-002) und damit im Bereich der
sechs Transmembrandoménen (S1 bis S6) bzw. der C-terminalen cytoplasmatischen
Domine des K4.3-Kanals. Mutationen im Bereich der Exons 4 bis 6.001 sind bis heute

bei Ataxie-Patienten nicht bekannt.

Seit 2015 wurden zudem insgesamt drei Félle von de novo Mutationen beschrieben
(R293 F295dup, p.S301 und p.G384S), welche in Exon 1 und 2 (bezogen auf das
Transkript KCND3-002) lokalisiert sind. Diese Varianten betreffen Bereiche der
Transmembrandomine S4 und somit den Spannungssensor des Kanals (R293 F295dup,

p.S301) bzw. die Transmembrandoméne S6 (p.G384S).

Die durch uns identifizierte Variante c.455A>G (p.D152G) ist die neunte im Exon 1 des
KCND3-Gens lokalisierte Variante. Als bislang einzig bekannte Variante ist sie im
Bereich der N-terminalen cytoplasmatischen Doméne des K 4.3-Kanals lokalisiert. Eine
funktionelle Beeintrichtigung der Kanalfunktion in silico ohne entsprechende

Experimente nachzuweisen, ist daher schwierig.
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4.2.2 Sequenzvariante c.455A>G (p.D152G): Klassifizierung gemifi ACMG

Die Variante c.455A>G (p.D152G) ist auf Grundlage der bekannten Daten aktuell einer
Klasse 3-Variante (VUS) nach ACMG zuzuordnen. Die Moglichkeit einer definitiven

Zuordnung zu dieser Klasse ist (derzeit) jedoch durch folgende Faktoren limitiert:

* Betreffend der Kriterien PS1 und BS3:
in vitro/in vivo Studien zum pathogenen Potential der Variante stehen aus

* Betreffend der Kriterien PP1 und BS4:
Angaben zu Familienangehorigen der Patientin sind auf anamnestische Angaben der
Patientin beschrénkt, fiir eine (molekulargenetische) Testung und/oder weiterfithrende
Untersuchungen standen uns leider keine Familienmitglieder zur Verfiigung.

* Betreffend der Kriterien PP3 und BP4:
in silico Programme (MutationTaster, Polyphen-2, PROVEAN, SIFT) kamen zu
uneinheitlichen Vorhersagen hinsichtlich der putativen Pathogenitit der Variante. Die
Kriterien widersprechen sich somit und die Ergebnisse gehen konsekutiv weder in

eine ,,benigne* noch ,,pathogene* Gewichtung ein.

Weiterhin wurden die zwei Kriterien PM1 und PMS5 aktuell als nicht zutreffend
gewertet, wobei diese Zuordnungen nicht mit letzter Sicherheit moglich sind:
Wenngleich die Region um die Variante derzeit nicht als Aot spot fiir Mutationen gilt
(als solcher ist derzeit die Region um den Selektivitdtsfilter und die
Transmembrandomine S6 anzunehmen), wurde zwischenzeitlich eine in unmittelbarer
Nachbarschaft befindliche Variante (p.D150H) identifiziert, welche von mehreren in
silico Programmen als pathogen eingestuft wurde. Beziiglich des zweitgenannten
Kriteriums, PM35, ist als limitierender Faktor zu beriicksichtigen, dass, wie weiter oben
ausgefiihrt, im gleichen Codon eine Variante (p.D152N) detektiert wurde, fiir die in
silico Programme zu einem uneinheitlichen Ergebnis kamen und deren putative

Pathogenitit somit nicht abschlieBend geklért ist.
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Zusammenfassend sollte beriicksichtigt werden, dass insbesondere weiterfithrende
Untersuchungen etwaiger Auswirkungen der im Bereich der N-terminalen
cytoplasmatischen Domine des K4.3-Kanals lokalisierten Sequenzvarianten auf die
Proteinfunktion einen wesentlichen Beitrag zu einer Reklassifizierung der

Sequenzvariante c.455A>G (p.D152G) leisten konnten.

4.2.3 Identifizierte Single-Nucleotide-Polymorphismen (SNPs)

Der Identifikation von Abweichungen von Referenzsequenzen in der KCND3-
Sequenzanalyse in unserem Patientenkollektiv folgten Anschlussuntersuchungen mit
dem Ziel, diese als ,,gutartige* Variante, also als Single Nucleotide Polymorphism

(SNP), oder als ,,potentiell pathogene* Variante, also als Mutation, einzuordnen.

Hierzu wurde auf die Datenbank Single Nucleotide Polymorphism Database des
National Center for Biotechnology and Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)
zuriickgegriffen. In diesem Zuge wurden fiinf der acht im Rahmen dieser Arbeit
detektierten Sequenzvarianten als Single Nucleotide Polymorphism (SNP), bzw. als
Klasse 1-Varianten, also Normvarianten ohne klinische Relevanz, kategorisiert
(c.264C>T, c.669G>C, c.1339+15C>A, c.1442-102 _1442-101insA, c.1591+26A>T).
Zwei weitere Varianten waren nicht als SNP vorbekannt, konnten jedoch dieser Gruppe
zugeordnet werden. Zum einen handelt es sich hierbei um die intronisch gelegene
Variante ¢.1339+21A>C (Intron 2, KCND3-002), zum anderen um die Variante c.1442-
7T>C (Intron 3, KCND3-002).

Letztgenannte ist im Bereich der Splei3-Akzeptor-Sequenz am 3’-Ende von Intron 3
lokalisiert. Die Sequenzierung des menschlichen Genoms hat gezeigt, dass die meisten
prai-mRNAs alternativ gespleifit werden, mit der Folge, dass eine groflere Zahl
unterschiedlicher Proteine gebildet wird, als es auf Grundlage der Anzahl unserer Gene
zu erwarten ware (Berg et al., 2017b). Entstehen im Rahmen des Spleiflens aber Defekte

bzw. Fehler (z.B. durch Punktmutationen), wird von aberrantem Spleilen gesprochen.
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Fiir einige genetische Erkrankungen wurde bereits nachgewiesen, dass diese auf
aberrantes Spleillen zuriickzufiihren sind; hierzu zéhlen beispielsweise die Cystische
Fibrose (CFTR), die Himophilie A (FaktorVIII) oder die Spinale Muskelatrophie
(SMN1/2) (Berg et al., 2017D).

Die Sequenzvariante c.1442-7T>C wurde weiterfithrend mittels MutationTaster auf ihr
pathogenes Potential gepriift. MutationTaster kam hierbei zu ihrer Einstufung als
,Polymorphismus®. Wie unter 4.2.1 (Seite 59 ff.) ausgefiihrt, eignen sich entsprechende
Vorhersageprogramme jedoch nicht als alleiniges Werkzeug, um die
pathophysiologische Konsequenz einer Variante zu beurteilen. Letzte Sicherheit
hinsichtlich einer putativen Pathogenitdt wire hier durch weitere Untersuchungen zu
erzielen, indem Patienten-RNA nach deren Isolation einer Priifung bzgl. des

Nachweises aberranten Spleilens unterzogen wird.

4.3 Auswirkungen von KCND3-Mutationen auf den K4.3 -Kanal

Wie unter 1.4.2 (Seite 16 ff.) ausgefiihrt, liegt die Funktion des neuronalen K.4-
Kanalkomplexes durch den von ihm vermittelten Typ-A Kalium-Strom in der
dendritischen Erregbarkeit, der somatodendritischen Signalintegration und der
Langzeitpotenzierung (Covarrubias et al., 2008). K 4-Kanile vom Typ K,4.3 liegen im
Cerebellum hoch konzentriert vor (Lee et al., 2012). Sie werden zudem auch in
Kardiomyocyten exprimiert, weshalb das KCND3-Gen auch Gegenstand der
Herzforschung ist, darunter in den Bereichen plétzlicher Herztod (SUD), dem zu den
hereditéren Arrhythmie-Syndromen zdhlenden Brugada-Syndrom (BrS), dem
Vorhofflimmern und dem Early Repolarization Syndrom (ERS) (z.B. Low et al., 2017;
Giudecessi et al., 2011).
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Obwohl der zugrundeliegende Pathomechanismus als nicht vollstdndig verstanden gilt,
werden loss of function KCND3-Mutationen mit dem neurologischen Phénotyp, gain of
Sfunction KCND3-Mutationen mit dem kardiologischen Phédnotyp assoziiert (Pollini et
al., 2020).

Bis dato wurden 16 verschiedene KCND3-Mutationen mit neurologischem Phénotyp
beschrieben. Diese sind zwischen der S1-Transmembrandomine und der C-terminalen
cytoplasmatischen Domine des Proteins lokalisiert. Auf Grundlage der zur Verfiigung
stehenden Daten konnen aufgrund der Anzahl der dort lokalisierten Mutationen der
Bereich des Selektivitétsfilters und der Transmembrandoméne S6, auf die acht der
bekannten Mutationen entfallen (p.G345V, p.T352P, p.M3731, p.P375S, p.T377M,
p-G384S, p.S390N, p.V392I), als hot spots fiir Mutationen angenommen werden.

Es wurden zudem Studienergebnisse (Duarri et al., 2015) publiziert, die sich den
krankheitsausldsenden Pathomechanismen von KCND3-Mutationen widmeten und
insbesondere auf die Frage abzielten, ob der manifesten SCA19 eine rein durch K4.3-
loss of function bedingte Haploinsuffizienz zugrunde liegt und/oder eine Modifizierung
der Funktion der WT-K,4.3-Kanaluntereinheiten durch mutierte Proteine als

entscheidender ursidchlicher Faktor zu werten ist.

Es wurde gezeigt, dass mutierte SCA19-Untereinheiten den intrazelluldren Transport
des WT-K,4.3-Proteins beeintrachtigten, was eine intrazelluldre Retention und eine, in
Anwesenheit von KChIP2 reversiblen, erh6hten Instabilitat des W7/mutierten-
Kanalheterokomplexes zur Folge hatte (Duarri et al., 2015). Ferner wurden im Rahmen
dieser Studie u.a. eine dosisabhingig beeintrachtigte Kanalaktivitit sowie eine
Modifizierung der Ky4.3-Kanaloffnungskinetik festgestellt. Die
Untersuchungsergebnisse wurden mit der Klinik der zugehorigen Patienten korreliert.
Es wurde postuliert, dass die Beeintrachtigung der Kanalaktivitét mit einer fritheren
Symptommanifestation und einer starken phinotypischen Auspriagung, die
vornehmliche Modifizierung der K. 4.3-Kanal6ffnungskinetik hingegen mit
vergleichsweise weniger stark ausgepragten Symptomkomplexen einherging (Duarri et

al., 2015).
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2020 erschien eine Ubersichtsarbeit von Pollini et al., welche die bis dato vorliegenden
Angaben zu mutierten K4.3-Proteinen bei Patienten mit neurologischem Phanotyp

zusammenfasste. Demnach sind insbesondere folgende Mechanismen beschrieben:

* erhdhter Proteinabbau
¢ verminderter (intrazelluldrer) Proteintranport

¢ reduzierter Kalium-Auswartsstrom

Diese Mechanismen wurden, isoliert und/oder kombiniert, fiir neun der bekannten
Mutationen beschrieben, die somit als loss of function Mutationen zusammengefasst

werden konnen (siehe Abbildung 4.1, Seite 67).

Ausnahmen bilden die zwei bekannten gain of function Mutationen p.L450F (Duarri et
al., 2013; Giudicessi et al., 2011) und p.V392I (Nakajima et al., 2020; Wang et al.,
2019; Giudecessi et al., 2012). Beachtswerterweise handelt es sich hierbei um

Mutationen, die interdisziplinér (neurologisch und kardiologisch) beschrieben sind.

Erstgenannte war 2011 (Giudicessi et al.) bei einem Patienten mit BrS, 2013 (Duarri et
al.) dann im Rahmen einer Studie zur Haufigkeit der SCA19 unter européischen Ataxie-
Patienten beschrieben worden und steht somit in ursédchlichem Zusammenhang mit
beiden Krankheitsbildern (Duarri et al., 2013). Die Mutation p.V392I wurde 2012
(Giudecessi et al.) erstmals bei einem SUD-Fall beschrieben, im weiteren Verlauf bei
einem Patienten mit ungeklérter Epilepsie (Wang et al., 2019) und 2020 schlieBlich bei
einer Familie identifiziert, in der bei betroffenen Mitgliedern sowohl kardiale (ERS,
paroxysmales Vorhofflimmern) als auch cerebrale (Epilepsie, Intelligenzminderung)
Symptome manifest waren (Nakajima et al.). Untersuchungen des K4.3-Proteins
ergaben, dass die Mutation in einem ,,gemischten® elektrophysiologischen Phénotyp,
also einerseits einem funktionsgesteigerten mutierten K.4.3-Protein (durch eine erhdhte
Stromdichte und eine verzdgerte Kanalinaktivierung) und andererseits einer
Verminderung der Verfiigbarkeit des funktionsgesteigerten mutierten Ky4.3 (durch eine
verzogerte Erholung von Kanalinaktivierung), resultierte (Nakajima et al., 2020;

Giudecessi et al., 2012).
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Es wurde ein Zusammenhang dieser Kanaleigenschaften zu sogenannten
cardiocerebralen Phénotypen postuliert und ihre Manifestation entsprechend als
kardiocerebrale Ionenanalerkrankung kategorisiert (Nakajima et al., 2020). Kiinftige
Studien konnen hier zur Abschitzung einer Relevanz als eigenstindiges Krankheitsbild

beitragen.

Fiir weitere fiinf Mutationen (p.K214R, p.S301P, p.G345V, p.G384S, p.R431C) lagen

(noch) keine entsprechenden Daten vor.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifizierte Sequenzvariante c.455A>G
(p.D152G) ist im Bereich der N-terminalen cytoplasmatischen Doméne des K.4.3-
Kanals lokalisiert. Elektrophysiologische Untersuchungen beziiglich ihrer

Auswirkungen auf die Kanalfunktion stehen derzeit aus.

Abbildung 4.1 (Seite 67) liefert einen Uberblick iiber die Kategorien der

Kanalfunktionsénderungen der bekannten Mutationen.

G345V
T352P

R293_F295dup M373I R431C

K214R S301P P375S L450F
T377M

202 222 277 287 341 382

NH, COOH

636 (KCND3-002)
A 182 242 257 307 321 402 655 (KCND3-001)

655 (KCND3-201)

C317Y
D152G F227del V338E (G384S
S390N
V392|

Abbildung 4.1: Visualisierung der bekannten KCND3-Mutationen hinsichtlich der
Funktionseigenschaften des mutierten Kv4.3-Proteins.
rot = loss of function, griin = gain of function, blau = nicht bekannt.
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4.4 Kilinik bekannter SCA19-Patienten im Vergleich

2020 (Pollini et al.) wurde eine Ubersichtsarbeit zur Klinik bekannter SCA19-Patienten
publiziert. Es waren initial 86 publizierte Fille aus 14 Studien gesichtet und schlie8lich
68 Fille aus 13 Studien ausgewéhlt worden, zu denen ausreichende klinische Daten
bzgl. Symptomen und deren Entwicklung verfligbar waren. Auf Grundlage dieser
Studie stellte die Ataxie das Leitsymptom bei /ate onset Patienten (53/68) dar, wiahrend
Patienten mit frithem Manifestationsalter (15/68) vornehmlich ein Mischbild aus
neurologischen Entwicklungsstorungen, gefolgt von Ataxie und Storungen der
Okulomotorik, prasentierten. Eine Sonderstellung nahm die Epilepsie ein, welche
ausschlieBlich bei Patienten mit frithem Krankheitsbeginn, und hier mit einer Haufigkeit

von 7/15, beschrieben wurde.

Die Autoren nahmen auf dieser Grundlage eine Einteilung in zwei klinische Phinotypen

der SCA19 vor:

e 1. early onset Form: Neurologische Entwicklungsstorung mit Epilepsie und/oder
ataktischen Bewegungsstorungen v.a. im weiteren
Krankheitsverlauf

o 2. late onset Form: Ausgeprigtes ataktisches Syndrom mit moglicher Abnahme
kognitiver Funktionen/Féahigkeiten, Bewegungsstorungen und

peripherer Neuropathie
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Ataxie war bei 42 von 68 Patienten das Erstmanifestationssymptom und insgesamt bei
64 der 68 beriicksichtigten Patienten beschrieben. Hierbei zeigte sich eine variable
Auspragung von Gangunsicherheiten, Extremitdtendysmetrie, Dysdiadochokinese,
cerebelldrer Dysarthrie und Dysphagie (Pollini et al., 2020). Der Verlauf bei late onset
Patienten wurde grofteils als langsam progredient (Bettlagerigkeit bzw.
Rollstuhlabhingigkeit nach 30-50 Jahren Krankheitsverlauf) beschrieben (Pollini et al,
2020; Hsiao et al., 2019; Huin et al., 2017). In der Gruppe der early onset Patienten
wurden beachtenswerterweise ausnahmslos (15/15) kognitive Beeintrachtigungen
und/oder neurologische Entwicklungsstorungen berichtet, somit waren diese in dieser
Kohorte noch héufiger vertreten als die Ataxie. Unter den late onset Patienten waren
kognitive Beeintrachtigungen weniger hiufig beschrieben, ca. 25% der Patienten
zeigten tendentiell geringgradig ausgeprégte kognitive Beeintrdchtigungen (Pollini et

al., 2020; Paucar et. al, 2018; Huin et al., 2017; Schelhaas et al., 2001).

Da unsere Patientin (c.455A>G, p.D152G) vor der molekularen Diagnosestellung leider
verstarb, standen uns nur die in der Vergangenheit erhobenen anamnestischen Daten
und Untersuchungsbefunde zur Auswertung zur Verfligung. Es war ein progredient
cerebelldr-ataktisches Syndrom mit explizit genannter Dysarthrie und Dysphagie,
Gangunsicherheit und Fallneigung bekannt. Angaben zu einem Manifestationsalter
lagen ebenso wenig vor wie Informationen iiber kognitive Defizite, wobei jedoch nicht
bekannt ist, ob die Patientin hiernach zu Lebzeiten befragt bzw. hierauf getestet worden
war. Eine Zuordnung der Patientin zu der von Pollini et al. postulierten /ate onset Form
ist zusammenfassend nicht mit letzter Sicherheit moglich, aber als sehr wahrscheinlich

anzunehmen.

Kognitive Defizite werden auch bei anderen Ionenkanalerkrankungen beschrieben:
Einer Studie aus dem Jahr 2017 (Coutelier et al.) zufolge waren bei 23% von 59
untersuchten SCA-Patienten (KCND3, KCNC3, KCNAI, CACNAIA, CACNAIG) friihe

kognitive Defizite bekannt.
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Ergebnissen der SCA19-Ubersichtsarbeit (Pollini et al., 2020) zufolge weiterhin hiufig
(36/68) beschrieben wurden Stérungen der Okulomotorik (v.a. Sakkaden und
Nystagmen) sowie Bewegungsauffilligkeiten/-storungen (23/68) (hierunter
insbesondere Parkinsonismus, Tremor, Myoklonien). Neurologischen
Untersuchungsergebnissen zufolge waren bei unserer Patientin (c.455A>G, p.D152G)
ein Blickrichtungsnystagmus nach rechts und links sowie ein leichter Intentionstremor

im FNV manifest.

Bei insgesamt 9 von 68 Patienten war Pollini et al. (2020) zufolge zudem eine
depressive Erkrankung mit leicht bis stark ausgeprigten Symptomen beschrieben
(Schelhaas et al., 2001; Huin et al., 2017). Eine nicht néher bezeichnete Depression war
auch den Vordiagnosen unserer Patientin zu entnehmen. Trotz ihrer multifaktoriellen
Atiopathogenese sollte die Depression als dem SCA19-Symptomkomplex zugehdrige
Manifestation Beachtung finden. Einer Studie (Leroi et al., 2002) zufolge liegen bei
etwa 77% der Patienten mit degenerativen Kleinhirnerkrankungen psychopathologische
Storungen, insbesondere der Stimmung und in Form von Personlichkeitsdnderungen,

Vor.

Eine Sonderstellung im SCA19-Symptomkomplex nimmt die Epilepsie ein, welche
innerhalb der early onset Kohorte bei 7 von 15 Patienten beschrieben wurde; bei 5
davon als Symptom der Erstmanifestation (Pollini et al., 2020; Wang et al., 2019; Huin
etal., 2017).

Gesondert zu betrachten sind zwei Fille zwischenzeitlich identifizierter de novo
KCND3-Mutationen (Pollini et al., 2020; Smets et al., 2015). Die Klinik der betroffenen

Patienten imponierte v.a. durch folgende Punkte:
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¢ Bei den Patienten kam es bereits im Alter von drei Jahren (Smets et al.) bzw.
um das 3. Lebensjahr (Pollini et al.) zur Manifestation erster Symptome,
hierunter vornehmlich:
e cine sistierende motorische Entwicklung mit zunehmend breitbasigem
Gangbild (Smets et al.) bzw. motorisches Ungeschick im Sinne héufiger Stiirze
(Pollini et al.)
e cine staccatoartige Sprache (Smets et al.) bzw. Sprachschwierigkeiten (Pollini
et al.)
e kognitive Einschrinkungen (Smets et al.) bzw. mild ausgeprigte
Intelligenzminderung (Pollini et al.)
e Strabismus, eine stark ausgeprigte orale Apraxie mit einhergehender

Hypersalivation sowie eine abnorm erhdhte Gelenkbeweglichkeit (Smets et al.)

Eine weitere de novo KCND3-Mutation war 2017 (Kurihara et al.) bei einem 30-
jéhrigen Patienten japanischer Ethnizitdt mit early onset Ataxie und Intelligenz-

minderung identifiziert worden. Begleitend waren Myoklonie und Dystonie manifest.

Beziiglich einer potentiellen Antizipation bei familidren SCA19-Féllen beschrieben
sowohl Schelhaas et al. (2001) als auch Lee et al. (2012) in von ihnen untersuchten
Familien ein mitunter zunehmend niedrigeres Manifestationsalter in den jiingeren
Generationen, ohne dass jedoch begleitend eine Zunahme der klinischen Auspragung
der Erkrankung festzustellen war, was zusammenfassend auf Antizipation hinweisen,
allerdings auch den Problemen bei der, insbesondere retrospektiven, Festlegung des
individuellen Manifestationsalters geschuldet sein konnte. Uber diese Frage konnten
follow up Studien der bekannten SCA19-Familien in den kommenden Jahren

Aufschluss geben.

Wenngleich das Patientenkollektiv derzeit klein ist und die Angaben zur
Manifestationsform der SCA19 entsprechend limitiert sind, scheint eine

Zusammenfassung wie folgt sinnvoll:
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Allgemein:

e Leitsymptom: Ataxie (u.a. Gangunsicherheiten, Dysmetrie, Dysdiadochokinese,
cerebelldre Dysarthrie und Dysphagie)

e Storungen der Okulomotorik (insbesondere Sakkaden, Nystagmen)

e Bewegungsauffilligkeiten/-storungen (insbesondere Parkinsonismus, Tremor,
Myoklonie)

e seltener beobachtete Symptome: Depression, Pyramidenbahnzeichen, periphere

Neuropathie

Insbesondere bei Patienten mit friihem Manifestationsalter:
e Epilepsie (auch als Erstsymptom relevant)
¢ Neurologische Entwicklungsstorungen/kognitive Beeintrachtigungen (auch als

Erstsymptom relevant)

Der Symptomkomplex unserer Patientin (c.455A>G, p.D152G) deckt sich
zusammenfassend in weiten Teilen mit den der Ubersichtsarbeit von Pollini et al. (2020)
zu entnehmenden Angaben zum SCA19-Symptomkomplex mit late onset. Als
bedeutender interferierender Faktor ist der anamnestisch vorbekannte langjéhrige
Alkoholabusus der Patientin zu erwihnen.

Cerebelldre Degeneration gilt als bekannte mogliche Langzeitfolge von Alkoholismus
und manifestiert sich Studien zufolge bei iiber 60% der chronischen Alkoholiker in
Form einer langsam progredienten Gangataxie (Oyinbo et al., 2016; Harper, 2009).
Auch Manifestationen in Form von Extremititenataxie, Dysarthrie, Tremor und
Choreoathetose sind moglich (Singer & Teyssen, 2001; Gass & Hennerici, 1999). Im
Rahmen einer cerebralen Bildgebung (cCT, cMRT) kommen regelméBig eine kortikale
cerebelldre Atrophie sowie ein atropher oberer Vermis zur Darstellung (Singer &
Teyssen, 2001), wo die cerebelldre Degeneration hdufig aus bislang ungeklarter
Ursache beginnt, um sich dann in die Bereiche der Kleinhirnhemisphiren fortzusetzen

(Oyinbo et al., 2016).
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Als typisch gilt eine Manifestation cerebelldrer Symptome bei Abhdngigen im mittleren
Lebensalter mit lang bestehender Suchtproblematik (Oyinbo et al., 2016; Barsottini et
al., 2014). Auf neuropsychologischer Ebene werden mitunter Depressionen beobachtet
(Singer & Teyssen, 2001). Vor diesem Hintergrund sind die bei unserer Patientin
beschriebenen Symptome nicht vorbehaltlos auf die Erkrankung an SCA19
zurlickzufiihren. Beachtung sollten an dieser Stelle jedoch Angaben der Patientin
finden, deren zufolge auch Vater und Schwester an einer Gangataxie mit Fallneigung

litten, was eine Symptominterpretation als manifeste SCA19 stiitzt.

4.5 Empfehlungen: Vorgehen in der molekulargenetischen
Diagnostik

Eine molekulargenetische Testung auf das Vorliegen einer ADCA ist indiziert, wenn
sich ein Patient mit einer klinisch gesicherten Ataxie vorstellt, dessen
Familienanamnese auf einen autosomal dominanten Erbgang hinweist. Bei Abbildung
4.2 (Seite 74) handelt es sich um einen Vorschlag eines Diagnosealgorithmus unter

Einbeziehung der im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten SCA19.
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- klinisch gesicherte Ataxie

- Familienanamnese: autosomal- ja

dominante Vererbung

ja

u*l

INDIKATION FUR MOLEKULARGENETISCHE DIAGNOSTIK

Abbildung 4.2: Empfehlung zum Vorgehen in der molekulargenetischen Stufendiagnostik.
*In Einzelfillen kann die Testung auf KCND3-Mutationen auch bei leerer
Familienanamnese und atypischem Manifestationsalter/Symptomkomplex

Spezifischer Phianotyp nein Unspezifischer Phinotyp
ja ja
y A4
Erwigen einer Testung Testung auf das Vorliegen
auf das Vorliegen eines einer Trinukleotid-
spezifischen Subtyps Expansionsataxie: SCA 1,
SCA 2,SCA3,SCA6,SCA7
positiv negativ
A
Testung auf das Vorliegen
weiterer Trinukleotid-
positiv Expansionsataxien
negativ
A
Symptomabhéngiges
Abwiegen der Testung auf
positiv eine SCA mit
Punktmutation
v
SCA19-Diagnostik insbesondere bei
folgender (additiver) Symptomatik **:
- Ataxie (v.a. mit langsamer Progredienz)
- Storungen der Okulomotorik
- kognitive Beeintrichtigungen
! - Parkinsonismus, Tremor, Myoklonie
DIAGNOSE [« - Depression
- Epilepsie (v.a. bei early onset)

erwogen werden (siehe 4.4, Seite 68 ff.).
*2 Basierend auf der Symptomatik der bislang diagnostizierten SCA19/22-Patienten

und der Patientin mit der Sequenzvariante ¢.455A>G (p.D152G). Unter

Beriicksichtigung der Lokalisationen bislang identifizierter Mutationen empfiehlt

sich zuniichst eine Testung auf Mutationen im Bereich des Exon 1, gefolgt von

Exon 2 und Exons 3 bis 6/6.001 (KCND3-002/KCND3-001) (sieche Tabelle 3.1 Seite

51).
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4.6 Ausblick

KCND3-Mutationen wurden in den vergangenen Jahren weltweit bei Patienten mit
unterschiedlichen Ethnizitidten nachgewiesen. Dies rechtfertigt die Beriicksichtigung
dieses Subtyps in der molekulargenetischen Stufendiagnostik, oder in der Panel-
Diagnostik bei Patienten mit ADCA und/oder anderweitig typischem Symptom-
komplex. Uber die Identifizierung weiterer pathogener Varianten und die damit einher-
gehenden groBeren SCA19-Fallzahlen sind bessere Prognoseeinschitzungen zu
erwarten, die z.B. fiir die private und berufliche Zukunftsplanung von Betroffenen

relevant sein konnen (Sandford & Burmeister, 2014).

Zudem konnen weiterfithrende Untersuchungen der mutierten Ky4.3-Kanéle {iber ein
besseres Verstandnis der Pathomechanismen léngerfristig zur Entwicklung (kurativer)
Therapieansitze beitragen. Entsprechende elektrophysiologische und zellbiologische

Untersuchungen stehen fiir unsere Variante (c.455A>G, p.D152G) derzeit aus.

KCND3-Gen-Mutationen sind aktuell nicht nur Gegenstand der neurologischen,
sondern auch der Herzforschung. Im Jahr 2020 wurde erstmals eine Mutation (p.V392I)
bei einer Familie identifiziert, in der bei betroffenen Mitgliedern sowohl kardiale als
auch cerebrale Symptome manifest waren (Nakajima et al.). Im Rahmen weiterfiihren-
der Untersuchungen des mutierten Ky4.3-Kanals wurde ein Zusammenhang seiner
Eigenschaften zu sogenannten kardiocerebralen Phinotypen postuliert und die
Manifestation als kardiocerebrale Ionenanalerkrankung kategorisiert (Nakajima et al.,

2020). Thre Relevanz kann durch kiinftige Testungen beurteilt werden.

Beziiglich des Umfanges molekulargenetischer Tests und Studien werden hierbei v.a.
die zur Verfiigung stehenden Testverfahren entscheiden. Die vorliegende Arbeit
bediente sich zur Feststellung von Abweichungen von Referenzsequenzen der
Sequenzierung nach Sanger. Diese Methode wird jedoch zunehmend durch Methoden

des sogenannten ,,Next Generation Sequencing® (NGS) abgelost.
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Diese Technologien ermdglichen die simultane Sequenzierung von vielen Genen, die
mit einem Krankheitsbild assoziiert sind (Panel-Diagnostik), Exomen oder Genomen.
Dadurch ist eine schnellere Umlaufzeit groerer Probenumfinge, ein groBerer
Probendurchsatz durch Multiplexverfahren sowie nicht zuletzt eine hohere Sensitivitét
bei der Detektion sogenannter low frequency Varianten moglich geworden (Zhong et
al., 2021; Goodwin et al., 2016). Die Durchfiihrung der entsprechenden Verfahren in
der klinischen Labordiagnostik ist aktuell jedoch noch auf wenige grofle Zentren
beschrinkt, da sie mit einem hohen personellen Aufwand einhergehen und eine
umfangreiche bioinformatische Auswertung voraussetzen. Auch die Validierung und
Interpretation von (vielen) Sequenzvarianten als Zufallsbefund stellt eine

Herausforderung dar (Zhong et al., 2021; Akkari et al., 2019).
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S Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung

Bei den Spinocerebelldren Ataxien (SCAs) handelt es sich um eine heterogene Gruppe
autosomal dominant vererbter, neurodegenerativer Erkrankungen, die derzeit 45 Loci
umfasst. Zu den Leitsymptomen zdhlen cerebelldre Ataxie, Dysarthrie sowie
Augenbewegungsstorungen, die kombiniert mit weiteren cerebelldren und

extracerebelldren Symptomen auftreten konnen.

Der SCA19-Locus wurde im Jahr 2002 beschrieben und der chromosomalen Region
1p21-g21 zugeordnet. Im Jahr 2012 wurden Mutationen im fiir den
spannungsabhingigen Kaliumkanal K4.3 kodierenden KCND3-Gen als
krankheitsverursachend identifiziert. Zwischenzeitlich wurden weltweit SCA19-

Patienten zahlreicher unterschiedlicher Ethnizititen diagnostiziert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals ein Patientenkollektiv deutscher
Ataxie-Patienten auf das Vorliegen einer SCA19 untersucht. Insgesamt wurden acht
verschiedene Sequenzvarianten innerhalb exonischer und intronischer Areale des
KCND3-Gens detektiert, wobei drei der Varianten nicht vorbeschrieben waren.

Bei einer Patientin wurde heterozygot die Variante c.455A>G (p.D152G) identifiziert,
welche zusammenfassend als Klasse 3-Variante (VUS) eingeordnet wurde. Weiterhin
neu identifiziert wurden die intronischen Varianten ¢.1339+21A>C (Intron 2) sowie die
in der Splei-Akzeptor-Sequenz lokalisierte Variante c.1442-7T>C (Intron 3), welche
heterozygot bei einer Probe vorlag und nach bioinformatischer Auswertung als
Polymorphismus eingeordnet wurde. Vorbekannte Varianten wurden in Exon 1 in Form
der SNPs ¢.264C>T (p.P88=, rs17221819) und ¢.669G>C (p.S223=, rs17215423), in
Intron 2 in Form von ¢.1339+15C>A (rs3738298), in Intron 3 (c.1442-102 1442-
101insA, rs72548727) sowie in Intron 6.001 (c.1591+26A>T, rs640029, KCND3-001)

nachgewiesen.
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Die putative Pathogenitdt der Klasse 3-Variante ¢c.455A>G (p.D152G) vorausgesetzt,
belduft sich die Haufigkeit der SCA19 in unserem Patientenkollektiv auf maximal
1,96% und legt auf dieser Grundlage ein eher seltenes Vorkommen der SCA19 bei
deutschen Ataxie-Patienten nahe. In der ADCA-Stufendiagnostik sollte dieser Subtyp
dennoch Beriicksichtigung finden. Dies gilt insbesondere bei Vorliegen des klinischen
Bildes eines langsam progredienten cerebelldren Syndroms mit Gangunsicherheit,
Dysarthrie, Storungen der Okulomotorik sowie psychischen/psychiatrischen
Auffilligkeiten. Kognitive Defizite und Epilepsie sollten insbesondere bei frithem
Manifestationsalter als potentiell spezifische SCA19-Symptome Beriicksichtigung

finden.
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5.2 Summary

The spinocerebellar ataxias (SCAs) are a heterogenous group of autosomal dominant
inherited neurodegenerative diseases, currently comprising 45 different SCA-loci. Main
symptoms include cerebellar ataxia, dysarthria and eye-movement dysfunction,
frequently accompanied by further cerebellar and extracerebellar symptoms.

The SCA19 locus was identified in 2002 and mapped to 1p21-q21. In 2012, mutations
in KCND3, encoding the voltage-gated potassium channel K.4.3, were identified as
disease-causing. Meanwhile, SCA19 patients of multiple ethnicities were diagnosed
worldwide.

This study was the first to investigate the prevalence of SCA19 in ataxia-patients of
German origin. Overall, we detected eight different sequence variants in exonic and
intronic regions of KCND3 gene, three of them were not annotated before.

In one female patient, the variant c.455A>G (p.D152G) was identified in exon 1 and
classified as “variant of uncertain significance” (VUS). Furthermore, we identified the
sequence variants ¢.1339+21A>C (intron 2) and c¢.1442-7T>C (intron 3), located in the
splice acceptor site and heterozygously present in one patient. According to an in silico
analysis of this variant, it was classified as a polymorphism.

Moreover, we identified five SNPs: ¢.264C>T (p.P88=, rs17221819) and ¢.669G>C
(p-S223=, rs17215423) in exon 1, ¢.1339+15C>A (rs3738298) in intron 2, c.1442-

102 _1442-101insA (rs72548727) in intron 3, and ¢.1591+26 A>T (rs640029) in intron
6.001 (KCND3-001).

Assuming the putative pathogenicity of ¢.455A>G (p.D162G), the prevalence of
SCA19 in our collective accounts for maximum 1.96%, suggesting a rather minor
relevance of this subtype among German ataxia patients. Nonetheless, we recommend
SCA19 to be considered in ADCA molecular workflow. In particular, a symptom
complex consisting of a slowly progressive cerebellar syndrome including gait
disturbances, dysarthria, eye-movement dysfunctions as well as psychologic/psychiatric
disturbances justifies its consideration and testing. In patients with early onset,

cognitive impairment and epilepsy might be distinctive SCA19 symptoms.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

%

°C

A
ADCA
ARCA
ASR
BrS
BSR
cM
cMRT
DNA
DPLP
dATP
dCTP
dGTP
dNTP
DRPLA
dTTP
EA
EDTA
ERS

FNV
FRDA
FXTAS
H,0 (dd)
KChIPs
KHV
KSS

Prozent

Grad Celsius

Ampere

autosomal dominant cerebellar ataxia
autosomal recessive cerebellar ataxia
Achillessehnenreflex
Brugada-Syndrom
Bizepssehnenreflex

centimorgan

craniale Magnetresonanztomographie
deoxyribonucleid acid (Desoxyribonukleinsiure)
Dipeptidyl-Peptidase-Like-Proteins
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dentatorubrale Pallido-Luysische Atrophie
Desoxythymidintriphosphat
Episodische Ataxie
Ethylendiamintetraacetat

Early Repolarization Syndrome
forward

Finger-Nase-Versuch
Friedreich-Ataxie, Morbus Friedreich
Fragiles-X-Tremor-Ataxie-Syndrom
Wasser (Bidestillatus)
K*-Channel-Interacting-Proteins
Knie-Hacken-Versuch

Kearns-Sayre Syndrom
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MERFF
min
mol
MSA
NARP
NGS

PCR
PSR

rpm

SAOA
SARA
sec
SCA
SNP
SUD
TBE
TRIS
TSR
Uuv
VUS
WES

Liter

molare Masse

milli (10-3)

mikro (10°6)

Myoklonus-Epilepie mit ragged red fibers
Minute(n)

Mol

Multisystematrophie

Neuropathie, Ataxie und Retinitis pigmentosa
Next Generation Sequencing

pico (10°1%)

kurzer Arm eines Chromosoms
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Patellarsehnenreflex

langer Arm eines Chromosoms

reverse

revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
Radiusperiostreflex

sporadic adult onset ataxia

Scale for the assessment and rating of ataxia
Sekunde(n)

Spinocerebellire Ataxie

Single Nucleotide Polymorphism

sudden unexplained death

TRIS- Borat- EDTA
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Trizepssehnenreflex

Ultraviolett

variant of uncertain significance

whole exome sequencing
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9 Kurzschreibweisen von Aminosauren (Berg et al., 2017c)
Aminosiure Abkiirzung Buchstabensymbol
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginséure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsdure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val A%
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