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1 Einleitung

1.1 Ataxie als Symptom

Mit dem Begriff Ataxie werden in der Medizin Stérungen der Bewegungskoordination
bezeichnet. Das aus dem Griechischen stammende Wort bedeutet (ibersetzt so viel wie
Unordnung. Dies bezieht sich auf die Bewegungen, die aufgrund mangelnden
Zusammenwirkens verschiedener Muskelgruppen (Asynergie) haufig unkontrolliert und
infolge falscher Abmessung von Zielbewegungen (Dysmetrie) UberschieRend
(Hypermetrie) oder vorzeitig abgebremst (Hypometrie) wirken. Dariiber hinaus gehdren
zum Klinischen Bild der Ataxie typischerweise neben Unsicherheiten beim Stehen und
Gehen auch Storungen der Okulomotorik, Dysarthrie, Dysdiadochokinese und ein
Zittern bei willkirlichen, gezielten Bewegungen (Intentionstremor). (Hentsch 2017;
Ashizawa und Xia 2016)

Die klinischen Symptome gehen in aller Regel auf eine Schadigung des Kleinhirns oder
der zuleitenden vestibuldren und propriozeptiven Afferenzen zurlick. Abhangig von der
Lokalisation der Schadigung konnen sich unterschiedliche Ausfallerscheinungen

manifestieren.

In der Ataxie-Diagnostik spielt die kdrperliche Untersuchung eine wichtige Rolle. Hier
kommen neben der Beurteilung von Stand, Gang und Sprache auch diverse Tests zur
standardisierten Beurteilung der auftretenden Bewegungsstorungen zum Einsatz. Mit
dem Romberg-Stehversuch und dem Unterberger-Tretversuch wird das Gleichgewicht
getestet. Der Finger-Nase-Versuch und der Knie-Hacken-Versuch dienen der
orientierenden Untersuchung der Koordination bei Intentionsbewegungen und dem
Nachweis eines Intentionstremors. Weitere Symptome konnen in seltenen Féllen
Hinweise auf vorliegende Ataxie-Subtypen geben. Neben der korperlichen
Untersuchung spielt die Familienanamnese eine entscheidende Rolle in der Ataxie-
Diagnostik, da sie Hinweise auf hereditére Ataxie-Formen liefern kann. Die Bildgebung
mittels MRT spielt eine wichtige Rolle bei der Abgrenzung fokaler von nicht-fokalen
Kleinhirnschaden. Wird eine hereditare Ataxieform vermutet, so kommen biochemische
und molekulargenetische Methoden zur Differenzierung des Ataxie-Subtyps zum
Einsatz. (Klockgether 2018a; Ashizawa und Xia 2016; Bird 2019)



In der Europaischen Union gelten Erkrankungen mit funf oder weniger Betroffenen pro
10.000, also < 50/100.000, als selten. Mit einer geschatzten Prévalenz von 10-
26/100.000 (Ruano et al. 2014; Salman 2018; Tsuji et al. 2008) handelt es sich bei
Ataxien somit um seltene Krankheitsbilder, deren Symptomatik und Behandlung auch

vom jeweils vorliegenden Subtyp abhéangen.

Als Basistherapie dienen bei allen Ataxie-Formen physiotherapeutische Behandlungen
mit koordinationsférdernden Ubungen. Dariiber hinaus sollte bei Formen mit
behandelbarer Ursache (z.B. Vitaminmangel) eine kausale Therapie erfolgen.
(Klockgether 2018a)

Anhand ihrer Ursachen lassen sich Ataxien in mehrere Gruppen einteilen (siehe Kapitel
1.2 Klassifikation der Ataxien). Die groBe Gruppe der spinocerebelldren Ataxien
zeichnet sich dadurch aus, dass sie autosomal dominant vererbt werden und ihnen
pathogene Mutationen in bestimmten Genen zugeordnet werden kénnen. SCA Typ 44,
die in dieser Arbeit untersucht wird, ist durch Mutationen im GRM1-Gen definiert, ein

Gen, welches fiir einen metabotropen Glutamatrezeptor codiert (siehe 1.2.3.5.2.1)

1.2 Klassifikation der Ataxien
In den aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie (Klockgether

2018a) wird eine Unterteilung in folgende drei Kategorien vorgenommen:

e erworbene Ataxien
e sporadisch degenerative Ataxien

e hereditare Ataxien

Dieses Kapitel soll einen Uberblick tiber die genannten Kategorien einschlieRlich ihrer

Untergruppen geben.

1.2.1 Erworbene Ataxien

Ataxien, die durch Noxen verursacht werden und nicht hereditar sind, werden unter dem
Begriff der erworbenen Ataxien zusammengefasst. Die Ursachen kdnnen hierbei
vielfaltig sein. Allen gemein ist in der Regel eine Schadigung des Kleinhirns oder seiner

Afferenzen mit klinisch entsprechenden sensomotorischen Bewegungsstérungen.

Die erworbenen Ataxien spielen in der Diagnostik eine wichtige Rolle. Sie zu erkennen

ist besonders relevant, da ihnen oftmals eine behandelbare Ursache zugrunde liegt, die



moglichst friih und gezielt therapiert werden sollte. Auf diese Weise kann ein Progress
verhindert und in einigen Fallen eine Besserung der Symptomatik erreicht werden.

1.2.1.1 Toxische Ursache

Viele verschiedene Noxen kodnnen Ataxien verursachen. Haufigste Ursache ist die
alkoholinduzierte Kleinhirndegeneration. Bei chronischem Alkoholabusus entwickelt
sich eine Vitamin B;-Hypovitaminose mit konsekutiver Ausbildung einer Wernicke-
Enzephalopathie, die mit hamorrhagischen Lé&sionen unter anderem im Kleinhirn
einhergehen kann. Neben Vitamin B; Mangel kdnnen auch Vitamin By, und Vitamin E-
Mangelzusténde, etwa aufgrund von Malabsorption oder entsprechender Diét, Ataxie-
Symptome bedingen.

Des Weiteren konnen einige Medikamente Ausloser von Ataxien sein, darunter
verschiedene  Antikonvulsiva (z.B.  Diphenylhydantoin),  Zytostatika sowie
Lithiumsalze. Auch Drogen wie Cocain oder Heroin und Umweltgifte (Schwermetalle,
Losungsmittel) sind potentielle Ausloser. (Birk 2016; Klockgether 2018a; Manto 2012)

1.2.1.2 Paraneoplastisch

Auch im Rahmen von Malignomen kann es zur Schadigung des zentralen
Nervensystems (ZNS) kommen. Wenn Antikorper, die im Korper gegen
Tumorstrukturen gebildet wurden, zugleich auch gegen Strukturen des ZNS gerichtet
sind, kann es in der Folge zu einer paraneoplastischen Kleinhirndegeneration
(paraneoplastic cerebellar degeneration, PCD) oder einer paraneoplastischen
Enzephalomyelitis kommen. Vor allem bei kleinzelligen Bronchialkarzinomen (Anti-
Hu-Antikorper,  Anti-Ri-Antikdrper und  ZIC4-Antikérper), Mamma-  und
Ovarialkarzinomen (Anti-Yo-Antikorper) sowie Lymphomen (Anti-Tr-Antikorper) ist
diese Paraneoplasie zu beobachten. Wahrend in vielen Féllen zwar auch entsprechende
Antikorper im Blut oder Liquor nachgewiesen werden konnen, ist der Nachweis eines
malignen Tumors flr die Diagnosestellung entscheidend. (Burk 2016; Klockgether
2018a)

1.2.1.3 Glutamat-Decarboxylase-Antikorper-assoziiert
Der Subtyp der Glutamat-Decarboxylase-Antikorper-assoziierten Ataxie &hnelt im
Pathomechanismus den paraneoplastisch verursachten Ataxien. Die gegen die vor allem

im ZNS wichtige Glutamat-Decarboxylase gerichteten Antikérper sind jedoch



Ausdruck einer von Neoplasien unabhdngigen Autoimmunerkrankung. (Graus et al.
2010)

1.2.1.4 Sonstige erworbene Ataxien

Weitere mogliche Ursachen einer Schadigung des Kleinhirns und daraus resultierender
Ataxie-Symptomatik sind hamorrhagische sowie ischamische Schlaganfalle, ZNS-
Infektionen, Prionenerkrankungen und Multiple Sklerose. (Ashizawa und Xia 2016)

1.2.2 Sporadische degenerative Ataxien
Zur Gruppe der sporadisch degenerativen Ataxien zahlen neben Ataxien bei

Multisystematrophie auch jene mit unklarer Genese.

1.2.2.1 Ataxie bei Multisystematrophie vom cerebelldren Typ

Bei der Multisystematrophie handelt es sich um eine progressive neurodegenerative
Erkrankung mit einem mittleren Erkrankungsalter von 55 Jahren. Charakteristisch sind
im Zytoplasma der Oligodendrozyten nachweisbare a-Synuclein-Einschlusskdérperchen.
Die Symptome konnen vielfaltig sein und reichen von Parkinsonsymptomen uber
Pyramidenbahnzeichen bis hin zu Symptomen, die aus Schadigungen des autonomen
Nervensystems oder des Kileinhirns resultieren. Entsprechend der dominierenden
Symptomatik wird zwischen Multisystematrophie vom Parkinson-Typ (MSA-P) und
Multisystematrophie vom zerebellaren Typ (MSA-C) mit ataktischer Symptomatik
unterschieden. (Gilman et al. 2008; Watanabe et al. 2002; Wenning et al. 2004)

1.2.2.2 Sporadische Ataxie unklarer Genese

Bei der sporadischen Ataxie unklarer Genese (Sporadic adult onset ataxia of unknown
aetiology, SAOA) handelt es sich um eine Ausschlussdiagnose. Die Diagnose wird
gestellt, wenn im Erwachsenenalter beginnende Ataxiesymptome vorliegen und
hereditdre = sowie erworbene  Ataxie-Formen und das Vorliegen einer
Multisystematrophie ausgeschlossen wurden. In der Bildgebung zeigt sich meist eine
isolierte Kleinhirnatrophie. (Klockgether 2018b)

1.2.3 Hereditdre Ataxien
Zur Gruppe der hereditaren Ataxien zdhlen all jene Formen, denen eine Verénderung
der DNA als Ausloser der Symptome zugeordnet werden kann. Als mdgliche

Veranderungen kommt die ganze Bandbreite der Genmutationen in Frage.



Veranderungen einzelner Nukleotide werden als Punktmutationen bezeichnet. Wird eine
Nukleotid gegen ein anderes ausgetauscht, handelt es sich um eine Transition oder
Transversion, wird eine Base eingefligt um eine Insertion, das Entfernen einer Base
bezeichnet man als Deletion. Insertionen, Deletionen sowie der Austausch von
Nukleotiden sind jedoch nicht immer auf ein einzelnes Nukleotid begrenzt, sondern
kdnnen auch groliere DNA-Abschnitte betreffen.

Da die Basenabfolge der DNA die Aminosauresequenz von Proteinen definiert, konnen
Veranderungen  der  Nukleotidsequenz ~ folglich  zu  Verdnderungen  der
Aminosauresequenz flhren. Dies kann, muss jedoch nicht immer der Fall sein. Drei
Nukleotide codieren den Einbau einer bestimmten Aminosdure. Dabei gibt es fur viele
Aminosduren jedoch mehr als ein Triplett, da der genetische Code degeneriert ist.
Veranderungen der Nukleotidsequenz, vor allem an dritter Stelle eines Tripletts, fiihren
oftmals zu keinem Aminoséaureaustausch. Solche DNA-Verdnderungen werden als stille
Mutation bezeichnet. Kommt es durch eine Punktmutation jedoch zum Einbau einer
anderen Aminosdure, so handelt es sich dabei um eine missense Mutation. VVon einer
Nonsense-Mutation spricht man, wenn durch eine DNA-Verdnderung ein neues

Stoppcodon und somit ein verkirztes Protein entsteht.

Fur die Diagnosestellung einer hereditaren Ataxie ist die Familienanamnese von
entscheidender Bedeutung, gibt sie doch bereits Hinweise auf den méglichen zugrunde
liegenden Erbgang. Basierend auf der Vererbung wird zwischen autosomal dominanten,
autosomal rezessiven, X-chromosomal und mitochondrial vererbten Heredoataxien
unterschieden. Aufgrund ihrer klinischen Besonderheit werden episodische sowie
spastische Ataxien zu eigenen Entitdten zusammengefasst, obwohl sie sich im

Einzelnen anhand ihres Erbgangs jeweils den vorgenannten Gruppen zuordnen lielRen.

1.2.3.1 Autosomal rezessive Ataxien

Die autosomal rezessiven Ataxien (autosomal recessive cerebellar ataxias, ARCA)
zeichnen sich durch rezessive Vererbung aus und gehen in aller Regel mit einem
Symptombeginn vor dem 20. Lebensjahr einher. Anhand der zugrunde liegenden Gene
lassen sich in der klinisch sehr heterogenen Gruppe der rezessiven Ataxien Uber 40
Vertreter (Beaudin et al. 2017) voneinander unterscheiden, von denen einige mit
Schadigungen in  DNA-Reparaturmechanismen oder metabolischen Stoérungen

einhergehen.



Mit einer Pravalenz von 2-5/100.000 stellt die Friedreich Ataxie (FRDA) den
haufigsten Vertreter dieser Gruppe dar, insbesondere handelt es sich um die haufigste
Ataxie des Kindesalters. Es wird eine Haufung in bestimmten Regionen Europas
(Zamba-Papanicolaou et al. 2009; Sandford und Burmeister 2014) und eine
Heterozygotenfrequenz in Deutschland von 1:80 (Burk 2016) beschrieben. Urséchlich
sind Verdnderungen im Frataxin-Gen (FXN). Meist kommt es im Intron 1 zur
sogenannten Trinukleotid-Expansion, das bedeutet den wiederholten Einbau von drei
bestimmten Nukleotiden hintereinander (Campuzano et al. 1996). Durch den
wiederholten Einbau der Nukleotide GAA kommt es zu Stérungen bei der Transkription
und somit verminderter Expression des Gens. Meist ist eine homozygote GAA-Repeat-
Expansion Ausloser der Erkrankung, es sind jedoch auch einige Falle beschrieben, in
denen eine Compound-Heterozygotie mit GAA-Repeat-Expansion in einem Allel und

eine missense Mutation im zweiten Allel ursachlich ist.

Zu den Diagnosekriterien der Friedreich Ataxie gehdren ein Symptombeginn vor dem
25. Lebensjahr, progrediente Stand- und Gangataxie sowie fehlende Muskeleigenreflexe
in den Beinen (Harding 1982). Haufig kommt es bereits bis zum 30. Lebensjahr zum
Verlust der Gehfahigkeit (Cook und Giunti 2017), zusatzlich entwickeln sich bei einem
GroRteil der Patienten Dysarthrie, Pyramidenbahnzeichen sowie ein Funktionsverlust
der Hinterstrangbahnen (Harding 1981). Mehr als die Hélfte der Betroffenen zeigen
orthopadische Auffalligkeiten wie eine Skoliose oder einen Hohlful3 (,,Friedreich-Fuf3).
Friedreich-Ataxie-Patienten weisen zudem gehéauft weitere Erkrankungen wie Diabetes
Mellitus, Optikusatrophie und Taubheit auf. (Palau und Espinds 2006)

Die Lange der GAA-Repeats scheint einen Einfluss auf den Beginn und die Schwere
der Erkrankung zu haben. So waren die GAA-Repeats bei Patienten, die zusatzlich
Diabetes mellitus oder eine Kardiomyopathie aufwiesen, signifikant langer (Filla et al.
1996) und ein friherer Symptombeginn korreliert mit langeren GAA-Repeats. Kommt
es bei der Vererbung einer Krankheit zu einem friiheren Einsetzen der Symptome in der
Nachfolgegeneration oder nimmt der Schweregrad der Symptome zu, bezeichnet man
dies als Antizipation.

Der zweithaufigste Vertreter der rezessiv vererbten Ataxien ist mit einer Pravalenz von
1-2,5/100.000 die Ataxia teleangiectatica (Louis-Bar-Syndrom). Es handelt sich dabei

um eine neurodegenerative Multisystemerkrankung, die auf Mutationen im ATM-Gen



zurlckzufuhren ist. Dieses Gen codiert fur ein an der DNA-Reparatur beteiligtes
Protein. Die meisten betroffenen Patienten weisen compound-heterozygote Mutationen
auf, welche zur Bildung eines verkirzten und in seiner Funktionalitat eingeschrénkten
Proteins fuhren. Bedingt durch die Beeintrachtigung des DNA-Reparatursystems
akkumulieren Mutationen in der DNA und es kommt, vor allem im Cerebellum, zu
einem Absterben von Zellen. Auch ist die Anfalligkeit fir Krebserkrankungen bei
diesem Syndrom signifikant erhoht. Die ersten Symptome zeigen sich in der Regel im
Alter von 2-4 Jahren in Form einer ataktischen Symptomatik und fuhren bis zum 10.
Lebensjahr bereits zu einer Rollstuhlabh&ngigkeit. Weitere typische Symptome sind die
namensgebenden Teleangiektasien, welche vor allem an den Skleren zu beobachten
sind, okulomotorische Apraxie sowie wiederkehrende Atemwegsinfekte aufgrund einer
Immunschwache. Die Klinische Verdachtsdiagnose kann (ber eine Kleinhirnatrophie
sowie erhohte Alpha-Fetoprotein-Werte im  Serum erhdrtet und durch
molekulargenetische Testung bestétigt werden. (Palau und Espinés 2006; Sandford und
Burmeister 2014)

Mit einem mittleren Erkrankungsalter von 28 Jahren stellt das mitochondriale
rezessive Ataxiesyndrom (MIRAS) die hdufigste Ursache autosomal rezessiv vererbter
late-onset Ataxien dar. Ihm liegen Mutationen im mitochondrialen Polymerase-Gamma-
Gen (POLG) auf Chromosom 15 zugrunde. Der Name beruht auf der Beteiligung der
nukledr codierten Polymerase an der mitochondrialen DNA-Replikation. (Palau und
Espinds 2006)

Daneben gibt es weitere seltene Vertreter wie die cerebrotendindse Xanthomatose
und das Refsum-Syndrom, welchen aufgrund spezieller Behandlungsmaglichkeiten

besondere Relevanz zukommt und die Ataxie mit okulomotorischer Apraxie.

1.2.3.2 X-chromosomal vererbte Ataxien

Die X-chromosomal vererbten Ataxien sind mit Ausnahme des Fragiles-X-
assoziierten-Tremor-Ataxie-Syndroms (FXTAS) sehr selten. Beim FXTAS flhrt eine
Pramutation (55-200 CGG-Repeats) in der 5°-untranslatierten Region im FMR1-Gen bei
etwa 33% der mannlichen und 10% der weiblichen Tréger zu Symptomen. Diese treten
meist erst im hoheren Lebensalter auf, sind langsam progredient und bestehen in erster

Linie aus Ataxie sowie einem Intentionstremor, umfassen aber oftmals auch Stérungen



des peripheren und des autonomen Nervensystems, Parkinson-Syndrom und kognitive
Beeintrachtigungen. (Zanni und Bertini 2011; Sandford und Burmeister 2014)

Eine weitere X-chromosomal vererbte Ataxie ist die X-chromosomale
sideroblastische Andmie mit Ataxie. Sie zeichnet sich durch eine moderate Andmie,
frihen Symptombeginn und sehr langsamen Progress der Symptome aus. Leichte
Lernschwéche und Depression sind mdgliche Begleiterscheinungen. Mutationen im
ABC7-Gen, das fir einen Eisentransporter der inneren Mitochondrienmembran codiert,
fihren zur namensgebenden Akkumulation von Eisen in den Mitochondrien. (Bekri et
al. 2014)

Insgesamt wurden tber 15 Gene auf dem X-Chromosom mit Ataxien in Verbindung
gebracht, von denen einige bisher lediglich in einzelnen betroffenen Familien

beschrieben wurden. (Zanni und Bertini 2011)

1.2.3.3 Mitochondriale Ataxien

Mitochondrien sind an vielen Stoffwechselwegen beteiligt und vor allem Uber die
Atmungskette fir die Energiebereitstellung in Form von ATP essentiell.
Einschrankungen der Mitochondrienfunktion konnen zu einem sehr heterogenen
klinischen Bild fuhren und haufig mehrere Organe betreffen. Oftmals sind Myopathien
sowie neurologische Ausfallerscheinungen, darunter ataktische Symptome, zentraler
Bestandteil des klinischen Bildes. Auch Kardiomyopathien, Diabetes mellitus, Demenz

und Migrane sind haufige Manifestationen bei mitochondrialen Erkrankungen.

Mitochondriopathien kénnen auf Schaden der DNA basieren. Ein GroRteil der in ihnen
vorkommenden Proteine wird im Zellkern codiert, jedoch besitzen Mitochondrien
zusétzlich ein eigenes Genom, die sogenannte mitochondriale DNA (mtDNA), welche
ebenfalls fir einige mitochondriale Proteine codiert. In beiden Genomen konnten Gene
identifiziert werden, die bei entsprechender Mutation zur Manifestation klinischer
Beschwerden fiihren und Grundlage einer Vererbung der Symptomatik sein konnen. Die
mitochondriale DNA wird maternal von der Mutter an die Kinder vererbt.

Zu den Ataxien die durch Veranderungen mitochondrialer DNA verursacht werden,
gehdren frihkindliche Erkrankungen, wie das NARP-Syndrom (Akronym flr
Neuropathie, Ataxie, Retinopathia Pigmentosa) und das maternal vererbte Leigh-

Syndrom (MILS), denen Punktmutationen im MT-ATP6-Gen zugrunde liegen (Dautant



et al. 2018). Weiterhin das MERRF-Syndrom (myoclonic epilepsy with ragged red
fiber) und das Kearns-Sayre-Syndrom (KSS). Es sind zudem weitere mtDNA-
Veranderungen bekannt, die jedoch seltener auftreten und nicht immer mit einer Ataxie
einhergehen (Chinnery 2014). Mutationen in MT-ATP6 wurden auch bei adulten SCA-
Patienten beschrieben, deren Krankheitsbild nicht von den typischen puren,
kerncodierten SCAs unterschieden werden kann. (Pfeffer et al. 2012)

Mutationen in Genen der Zellkern-DNA, welche zu Mitochondriopathien fiihren,
werden in aller Regel autosomal rezessiv vererbt. Das bereits in obigem Kapitel
beschrieben MIRAS stellt ein Beispiel flir eine solche Erkrankung dar. Weitere
Vertreter sind unter anderem das SANDO-Syndrom und das LBSL-Syndrom
(Leukoencephalopathy with brainstem and spinal cord involvement and elevated
lactate). (Bird 2019; Finsterer 2009)

1.2.3.4 Spastische Ataxien

In vielen Fallen sind Ataxien von Spastiken begleitet. Bei Mutationen in einigen
bestimmten Genen dominiert die spastische Symptomatik das klinische Bild. Ataxien,
bei denen dies der Fall ist, werden, unabhéangig von ihrem Erbgang, als spastische
Ataxien (SPAX) bezeichnet. In der Datenbank OMIM sind derzeit (Stand April 2020)
neun spastische Ataxien beschrieben, einige Autoren ordnen zuséatzlich die spastische
Paraplegie Typ 7 dieser Gruppe zu. Mit Ausnahme der autosomal dominant vererbten
SPAX1 und SPAX7 folgen sie einem autosomal rezessiven Erbgang (Bird 2019).

1.2.3.5 Autosomal dominante Ataxien

Neben der groen Gruppe der spinocerebelldaren Ataxien (siehe Kapitel 1.2.3.5.2
Spinocerebellare Ataxien) werden auch die episodischen Ataxien autosomal dominant
vererbt. Aufgrund ihrer klinischen Besonderheit werden letztere zu einer eigenen Entitét
gruppiert. Bevor es moglich war einzelne Gene als Ursache autosomal-dominanter
cerebellarer Ataxien (ADCA) molekulargenetisch zu identifizieren, wurden diese auch
als  Nonne-Marie-Syndrom, erbliche olivo-ponto-cerebelldare  Atrophie  oder
spinocerebellére Degeneration bezeichnet. (Bird 2019)

Die Pravalenz autosomal dominanter Ataxien liegt im Mittel bei 2,7/100.000 (Ruano et
al. 2014), insbesondere die einzelnen Subtypen unterliegen jedoch starken regionalen

Schwankungen.



1.2.3.5.1 Episodische Ataxien

Die episodischen Ataxien (EA) zeichnen sich durch das episodische Auftreten
ataktischer Symptome aus, die Sekunden bis hin zu mehreren Tagen andauern. Im
spateren Verlauf der Erkrankung sind jedoch auch anhaltende Symptomatik und
nachweisbare Kleinhirnatrophie moglich. H&aufig werden neben einer zerebellé&ren
Symptomatik aus Gangunsicherheit, Nystagmus und Dysarthrie auch Migrane oder
Lahmungen beobachtet, die eine Abgrenzung zu anderen paroxysmalen Erkrankungen
erschweren konnen. Bei einzelnen Subtypen konnen zusétzliche Symptome wie
Myokymien oder Horverlust auftreten. Klassischerweise setzen die Symptome erstmals
in der frihen Kindheit ein und Episoden koénnen durch Trigger wie Stress,
Hormonschwankungen oder Koffeinkonsum ausgelost werden. Insgesamt werden

gegenwartig neun verschiedene episodische Ataxien unterschieden.

Die beiden h&aufigsten episodischen Ataxien, EAL und EA2 basieren auf Fehlfunktionen
von lonenkandlen. Bei EA1 handelt es sich um einen Kaliumkanal, bei EA2 um einen
Kalziumkanal. Diagnostisch lassen sich Mutationen im KCNA1-Gen (EA1) bzw.
CACNALA-Gen (EA2) nachweisen.

Zur Therapie kommen Carbamazepin und Valproinsaure vor allem bei EAL, Fampiridin
und Flunarizin bei EA2 sowie Acetazolamid bei beiden Formen zum Einsatz. (Jen et al.
2007; Bird 2019; Klockgether 2018a)

1.2.3.5.2 Spinocerebelldre Ataxien

Die Bedeutung des Begriffs ,spinocerebellire Ataxie“ (SCA) unterlief einer
geschichtlichen Wandlung. Wurde er 1950 noch zur Beschreibung der Friedreich Ataxie
verwendet, so bezeichnet er heute den GroRteil der autosomal dominant vererbten
Heredoataxien. Basierend auf dem Zeitpunkt ihrer Beschreibung wurden die
identifizierten SCA-Loci fortlaufend nummeriert und unterscheiden sich in ihrer
genetischen Ursache. Einige Abweichungen existieren, denn es stellte sich heraus, dass
den SCAs 15 und 16 sowie SCA19 und SCA22 dieselben genetischen Verdnderungen
zugrunde liegen. SCA9 und SCA33 sind nicht vergeben. Ausgenommen von der SCA-
Nummerierung sind die bereits beschriebenen episodischen Ataxien sowie einige
komplexe Formen (z.B. die Dentatorubro-Pallidoluysische Atrophie, kurz DRPLA)
(Storey 2014). Als erste SCA wurde 1993 die genetische Ursache der SCA1 von Orr et
al. beschrieben. (Orr et al. 1993)
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Den verschiedenen genetischen Verdnderungen der SCAs ist gemein, dass sie in aller
Regel zu Schadigungen des Kleinhirns sowie seiner afferenten und efferenten
Verbindungen flhren. Entsprechende Veranderungen, allem voran eine Atrophie des

Kleinhirns, konnen mittels MRT nachweisbar sein.

Die spinocerebelldren Ataxien stellen eine Gruppe von Erkrankungen mit klinisch
heterogenem Bild dar. Die Kernsymptomatik, welche sich bei nahezu allen Formen
beobachten lasst, besteht aus Stand- und Gangataxie mit Gleichgewichtsstérungen,
Dysarthrie sowie Nystagmus. Haufig treten zusétzliche neurologische Symptome wie
Dystonie, Spastiken, Chorea, Ophthalmoplegie, Neuropatien, kognitive Defizite und
parkinson-&hnliche Symptome auf. Manche Symptome kdnnen zwar Hinweise auf den
vorliegenden SCA-Subtyp geben, jedoch sind sie weder beweisend flr einzelne
Subtypen, noch schlie3t das Fehlen typischer Symptome einzelne Subtypen aus. Man
beobachtet beispielsweise gehauft einen Visusverlust bei SCA7, Intentionstremor bei
SCA12 und epileptische Anfélle bei SCA10 und SCAL13, zugleich sind jedoch auch
SCA13-Félle ohne Epilepsie beschrieben. Erste Symptome, in der Regel langsam
progredient, zeigen sich meist zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr, kénnen jedoch in
Einzelféallen und bei manchen Subtypen auch in der Kindheit oder héherem Lebensalter
erstmals auftreten. (Klockgether 2018a; Sullivan et al. 2019)

Vor der ldentifikation erster SCA-Loci teilte man die ADCAs nach der Harding-
Klassifikation (Harding 1982) anhand klinischer Gesichtspunkte in drei Kategorien ein,

die bis heute im klinischen Alltag von Nutzen sein kénnen:

e ADCA I. Ataxien mit zusatzlichen neurologischen Symptomen (z.B. SCA 1, 2,
3,4,8,31,..)

o ADCA II: Ataxien mit Visusstorungen aufgrund einer Retinopathie (nur SCA 7)

e ADCA Il reine Ataxie (z.B. SCA 5,6, 11,41, ...)

Derzeit konnen anhand der genetischen Ursache (ber 40 SCA-Typen unterschieden
werden und die Zahl der Gene, in denen Mutationen als potentiell pathogen im Sinne

einer SCA identifiziert werden, steigt weiter. (Coarelli et al. 2018)

Die héufigeren SCAs werden durch Trinukleotid-Repeat-Expansionen verursacht. Im
Falle einiger SCAs handelt es sich hierbei um die Abfolge CAG, ein Triplett, welches

fur die Aminosdure Glutamin (Einbuchstabencode: Q) codiert. Man nennt diese
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Erkrankungen deshalb auch PolyQ-Erkrankungen. Den SCAs 1, 2, 3, 6, 7, 12 und 17
liegt diese Pathologie zugrunde. SCA12 stellt hierbei einen Sonderfall dar, da hier die
Triplett-Repeats im 5°-untranslatierten Bereich des PPP2R2B-Gens auftreten und somit
nicht proteincodierend sind. Auch SCA 8, 10, 31, 36 und 37 werden durch Nukleotid-
Repeat-Expansionen verursacht. Im Falle der SCA8 handelt es sich hierbei um die
Nukleotide CTG/CAG, welche im Bereich zweier Uberlappender Gene (ATXN8OS und
ATXNB8) wiederholt auftreten. In ATXNS resultieren fast reine CAG-Repeats in einer
Polyglutaminerkrankung (Moseley et al. 2006). Fir ATXNS8OS, welches auf dem
Gegenstrang codiert und entsprechend in entgegengesetzter Richtung transkribiert wird,
sind vermehrte CUG-Repeats in der 3‘-untranslatierten Region beschrieben. Auch
pathologische CAG-Repeats in ATXNS8 sind nachgewiesen worden (Ayhan et al. 2014).
Bei SCA10 kann die wiederholte ATTCT-Abfolge im ATXN10-Gen (Matsuura und
Ashizawa 2019) nachgewiesen werden. SCA31 wird durch Repeats der
Nukleotidsequenz TGGAA stromaufwérts des PLEKHG4-Gens verursacht und tritt in
Japan gehduft auf (Sakai et al. 2010). Bei SCA36 und SCA37 liegen Repeats in
intronischen Bereichen vor. Spezifisch handelt es sich hierbei um CGCCTG-Repeats im
NOP56-Gen (SCA36) (Garcia-Murias et al. 2012) und ATTTC-Repeats im DAB1-Gen
(SCA37) (Matilla-Duefias und Volpini 2019).

Sowohl die Anzahl der Repeats, die physiologisch auftreten, als auch die Anzahl der
Repeats, die zu einer Erkrankung fuhren, variieren von Gen zu Gen. Wahrend bei SCA1
bereits 50 Repeats zu einer Erkrankung fiihren kénnen, lassen sich bei SCA10-Patienten
im Regelfall Uber 500 Repeats nachweisen. Repeat-Expansionen in codierenden
Bereichen flhren zur Bildung veranderter Proteine, die manchmal ihre Funktion nicht
mehr oder nur eingeschrénkt erflillen kénnen (loss-of-function des Proteins) oder in
ihrer Funktion gesteigert sind (gain-of-function des Proteins), in nicht-codierenden
Bereichen hingegen konnen Repeat-Expansionen zu Akkumulation von RNA im
Zellkern und Fehlern beim Spleifivorgang fithren. Man spricht von einem ,,toxic RNA
gain-of-function* (Budworth und McMurray 2013).

Tabelle 1 bietet einen Uberblick tber die durch Repeat-Expansion verursachten

spinocerebellaren Ataxien.
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Tabelle 1: Ubersicht der Spinocerebellidren Ataxien mit zugrunde liegender Repeat-Expansion, modifiziert nach
(Ashizawa et al. 2018)

SCA Repeat- Physiologische | Pathologische | Protein- Antizipation
Sequenz Repeat-Anzahl | Repeat-Anzahl | codierend*
SCA 1 CAG 6-39 41-83 | + +
SCA 2 CAG <31 34-200 | + +
SCA3 CAG 12-44 56-86 | + +
SCA6 CAG <18 20-33 | + -
SCA7 CAG 4-19 >34 | + +
SCA38 CAGICTG 15-34 89-250 | - -
SCA10 | ATTCT 8-32 800-4500 | - +
SCA 12 GAG 7-28 67-78 | - -
SCA 17 CAG 25-40 41-66 | + -
SCA 31 ATTTT <400 500-760 | - +
SCA 36 GGCCTG 3-14 650-2500 | - -
SCA 37 ATTTT <400 31-75 | - -

* Bei samtlichen von proteincodierenden Repeat-Expansionen verursachten SCAs handelt es sich um
Polyglutamin-Erkrankungen.

Das bereits bei den autosomal rezessiv vererbten Ataxien beschriebene Phanomen der
Antizipation l&sst sich auch bei den meisten SCAs mit zugrunde liegender Repeat-
Expansion beobachten und ist bei SCA7 besonders ausgepragt. Hier kommt es durch die
Erkrankung teilweise zu Todesfallen, noch bevor bei Eltern oder Grof3eltern der

Verstorbenen Uberhaupt erste Symptome auftreten. (Bird 2019)

Wahrend mehr als die Halfte der SCA-Falle auf die haufigen Repeat-Expansions-
Erkrankungen SCA 1, 2, 3, 6, 7 und 17 (Storey 2014; Klockgether 2018a)
zurlickzufuhren sind, ist SCA3 die davon im globalen Mittel am haufigsten vertretene
Form. Regional kénnen jedoch andere SCA-Typen Uberwiegen, so ist etwa die SCA2
auf Cuba und SCA6 im Norden Englands haufiger vertreten als SCA3 (Sullivan et al.
2019).

Seltene bekannte SCA-Formen werden durch Punktmutationen bzw. Kkleine
Deletionen/Insertionen (SCA 5, 11, 13, 14, 19/22, 23, 26-29, 35, 40-48) sowie
Insertionen oder Deletionen groRerer Sequenzen (SCA 15, 20) verursacht (Sullivan et
al. 2019; Bird 2019; Kim und Cho 2015; Storey 2014). Diese Verénderungen der

Nukleinsduresequenz konnen einen loss-of-function oder gain-of-function des Proteins
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bedingen. Zwar ist es heute mdoglich bei einem GroRteil der Ataxie-Patienten mit
dominantem Erbgang eine zugrunde liegende Mutation zu identifizieren, dennoch gibt
es noch immer einige Félle ohne nachweisbare, pathogene Mutation in den bisher

kartierten SCA-assoziierten Genloci (Edener et al. 2011).

Tabelle 2 bietet eine Ubersicht tber die bis heute beschriebenen spinocerebellaren

Ataxien.

Fur die Diagnostik ist zunédchst eine umfassende Kklinische Untersuchung mit
ausgiebiger korperlich-neurologischer Untersuchung und besonderem Fokus auf eine
umfassende Familienanamnese wichtig. Anschlieend sollte bei Verdacht auf eine
autosomal dominant vererbte Heredoataxie eine molekulargenetische Testung erfolgen.
Anhand Klinischer Besonderheiten und unter Berticksichtigung der ethnischen und
geographischen Herkunft kdnnen Gene zur Testung ausgesucht und ggf. auch Iim
Rahmen einer Panel-Untersuchung beurteilt werden. Bei fehlenden Indikatoren fiir das
Vorliegen eines spezifischen Subtyps sollte zundchst eine Testung auf die haufigen
SCAs 1, 2, 3 und 6 erwogen werden. (Shakkottai und Fogel 2013; Klockgether 2018a)

Mit wenigen Ausnahmen existieren flir SCAs noch keine kausalen Therapieoptionen,
jedoch konnten Studien einen positiven Einfluss von Physiotherapie auf die Erkrankung
nachweisen. Derzeit sind keine Medikamente zur Behandlung der spinocerebelléren
Ataxien zugelassen, jedoch werden einige vielversprechende Therapieansatze erforscht
und entsprechende Substanzen in praklinischen und klinischen Studien getestet. Zu den
derzeit erforschten Strategien z&hlen die gentechnische Reparatur oder
Transkriptionshemmung des mutierten Gens, der Abbau fehlerhafter mRNA bzw.
fehlerhafter Proteine und die Off-Label-Anwendung bereits existierender Medikamente
bei SCA, wenn aufgrund des Wirkmechanismus eine Wirksamkeit vermutet werden
kann. (Ashizawa et al. 2018)

Tabelle 2: Uberblick iiber die SCA-Subtypen, die assoziierten Gene, Genloci, Proteine und Mutationen

SCA- Gen Lokus Protein Mutation

Subtyp

SCA1l ATXN1 6p22.3 Ataxin 1 CAG-Repeat-
Expansion

SCA2 ATXN2 12924.12 | Ataxin 2 CAG-Repeat-
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Expansion

SCA3 ATXN3 14932.12 Ataxin 3 CAG-Repeat-
Expansion
SCA4 Unbekannt 16¢22.1 unbekannt
SCA5 SPTBN2 11913.2 Beta 3 Spectrin Missense Mutation
SCAG6 CACNA1A 19p13.13 | P/Q Kalziumkanal alA- | CAG-Repeat-
Untereinheit Expansion
SCA7 ATXN7 3pl4.1 Ataxin 7 CAG-Repeat-
Expansion
SCAS8 ATXN8/ATXN8OS | 13921 Ataxin 8 (Gegenstrang) CTG/CAG-Repeat-
Expansion
SCA9 Nicht belegt
SCA10 ATXN10 22013.31 Ataxin 10 ATTCT-Repeat-
Expansion
SCAll TTBK2 15¢15.2 Tau Tubulin Kinase 2 Missense Mutation
SCA12 PPP2R2B 5932 Protein Phosphatase 2A | CAG-Repeat-
Expansion
SCA13 KCNC3 19913.33 | Spannungsabhangiger Missense Mutation
Kaliumkanal Kv3.3
SCA14 PRKCG 19913.42 | Protein kinase C Gamma | Missense Mutation
SCA15/16 | ITPR1* 3p26.1 Inositol 1,4,5- Deletion
Triphosphat-Rezeptor
Typ 1
SCA17 TBP 6927 TATA-Box-Bindeprotein | CAG-Repeat-
Expansion
SCA18 IFRD1 70922—q32 | Interferon-related Missense Mutation
developmental regulator
1
SCA19/22 | KCND3 1p13.2 Spannungsabhangiger Deletion (3bp, in-
Kaliumkanal K.4.3 frame)/Missense
Mutation
SCA20 11912 Duplikation
(260kb)
SCA21 TMEM240 1p36.33 Transmembranprotein Missense Mutation
240
SCAZ23 PDYN 20p13 Prodynorphin Missense Mutation
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SCA24 Nicht belegt
SCA25 SCA25 2p21-p13 Missense Mutation
SCA26 EEF2 19p13.3 Eukaryotischer Missense Mutation
Elongationsfaktor 2
SCA27 FGF14 13¢33.1 Fibroblasten Missense Mutation
Wachstumsfaktor 14
SCA28 AFG3L2 18pl11.21 | AFG3 like matrix AAA Missense Mutation
peptidase subunit 2
SCA29 ITPR1* 3p26.1 Inositol 1,4,5- Missense Mutation
Triphosphat-Rezeptor
Typ1l
SCA30 ODZ3 (wird 4034.3— Teneurin unbekannt
vermutet)e g35.1 Transmembranprotein 3
SCA31 BEAN1 16921 TGGAA-Repeat-
Expansion
SCA32 Unbekannt 7932-933 unbekannt
SCA33 Nicht belegt
SCA34 ELOVL4 6914.1 Fettsdureelongase 4 Missense Mutation
SCA35 TGM6 20p13 Transglutaminase 6 Missense Mutation
SCA36 NOP56 20p13 Nucleolares Protein 56 GGCCTG-Repeat-
Expansion
SCA37 DAB1 1p32.2 DAB Adapterproteinl ATTTC-Repeat-
Expansion
SCA38 ELOVL5 6pl2.1 Fettsdureelongase 5 Missense Mutation
SCA40 CcDcCs88C 14932.11- | Coiled-coil domain Missense Mutation
g32.12 containing 88C
SCA41 TRPC3 4927 Short transient receptor Missense Mutation
potential channel 3
SCA42 CACNALG 17921.33 | Spannungsabhangiger Missense Mutation
Kalziumkanal vom T-
Typ (Ca,3.1)
SCA43 MME 3025.2 Neprilysin Missense Mutation
SCA44 GRM1 6024.3 Metabotroper Missense Mutation
Glutamatrezeptor 1
SCA45 FAT2 5033.1 Protocadherin Fat 2 Missense Mutation
SCA46 PLD3 19913.2 Phospholipase D3 Missense Mutation
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SCA47 PUM1 1p35.2 Pumilio Homolog 1 Missense Mutation

SCA48 STUB1 16p13.3 CHIP Missense,
Deletion,

Frameshift

Modifiziert nach (Ashizawa et al. 2018; Bird 2019; Hersheson et al. 2012) und omim.org sowie
uniprot.org

* Bei SCAL5 beginnen Symptome im Erwachsenenalter und sind langsam progressiv, bei SCA29
hingegen beobachtet man angeborene, nicht-progressive Ataxie und geringe kognitive
Beeintréchtigungen. (Zambonin et al. 2017)

« Eine bei einer australischen Familie durchgefiihrte Kopplungsanalyse und in silico Analyse potentiell
ursachlicher Gene legen Veranderungen in ODZ3 als Krankheitsursache nahe. (Storey et al. 2009)

1.2.3.5.2.1 Spinocerebelldre Ataxie Typ 44

Die spinocerebellare Ataxie Typ 44 wird durch Mutationen im GRM1-Gen verursacht.
GRM1 (glutamate metabotropic receptor 1) ist auf Chromosom 6 in der Region 6q24.3
lokalisiert. Insgesamt sieben Transkriptvarianten sind bekannt, fiinf davon
proteincodierend. In dieser Arbeit wurde die langste Transkriptvariante
(ENST00000282753.6, GRM1-201) untersucht, welche aus acht Exonen besteht. Diese
umfassen zusammen 6846 Basenpaare, die sich uUber einen genomischen Bereich von
408.540 Bp verteilen. Die verschiedenen Transkriptvarianten, insbesondere die flinf

proteincodierenden Transkripte sind in Abbildung 1 dargestelit.
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Abbildung 1: GRM1-Transkriptvarianten nach ensembl.org
(https://jan2020.archive.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000152822;r=6:146027

646-146437601, zuletzt abgerufen am 15.09.2021)

GRM1 (Glutamate metabotropic receptor 1) codiert fir mGIluR1, einen metabotropen

Glutamatrezeptor, mit starker Expression im ZNS, insbesondere im Cerebellum (siehe

Abbildung 2).
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Abbildung 2: GRM1-Genexpression in verschiedenen Geweben, modifiziert nach GTEx Portal
(https://www.gtexportal.org/home/gene/GRM1, zuletzt abgerufen 15.09.2021)

Glutamatrezeptoren, wie mGIuR1, werden vom héufigsten im Gehirn vorkommenden
exzitatorischen Neurotransmitter, Glutamat, aktiviert. Zu unterscheiden sind die
ionotropen Glutamatrezeptoren (iGIuR), ligandengesteuerte lonenkandle von den
metabotropen Glutamatrezeptoren (mGIuR). Bei letzteren handelt es sich um G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, die ihre Wirkung auf einem langsameren und komplexeren Weg
entfalten. Basierend auf dem Second Messenger, der Sequenzhomologie und
pharmakologischen Eigenschaften werden die metabotropen Glutamatrezeptoren in drei
Gruppen eingeteilt:

o Gruppe 1: Gg-gekoppelt - mGIuR1, mGIuR5
o Gruppe 2: Gi-gekoppelt - mGIuR2, mGIuR3
e Gruppe 3: Gi-gekoppelt - mGluR4, mGIuR6, mGIuR7, mGIuR8

Gruppe 2 und 3 flhren Uber die Inhibierung der Adenylatcyklase zu geringeren CAMP-
Spiegeln und infolgedessen zur Inaktivierung der Proteinkinase A. Die Rezeptoren der
Gruppe 1, der auch mGIuR1 angehort, fuhren bei Ligandenbindung tber Aktivierung
der Phospholipase C zur Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu
Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). Durch diese beiden Second
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Messenger vermittelt steigt der intrazelluldre Ca**-Spiegel und die Proteinkinase C wird

aktiviert. (Suh et al. 2018; Scheefhals und MacGillavry 2018; Watson et al. 2017)

NMDA Receptor Non-NMDA Receptor mGlut Receptor
(NMDAR) AMPAR/KAR (mGIuR)
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Abbildung 3: Struktur der Glutamatrezeptoren - links und in der Mitte sind ionotrope Glutamatrezepotoren

abgebildet, die bei Offnung entsprechende lonenstréme ermoglichen, rechts im Bild ein metabotroper

Glutamatrezeptor mit intrazelluldrer G-Protein-Kopplung. Quelle: (Kritis et al. 2015), abgerufen 15.12.2020

mGIuR1 kommen vor allem in der postsynaptischen Region der Purkinje-Zellen vor.
Die Funktionen mit Beteiligung und die Folgen bei Schédigung des Rezeptors oder der
folgenden Signalkaskade konnen vielfaltig sein. Es konnte gezeigt werden, dass
paraneoplastisch gebildete Antikdrper gegen mGIuR1 zu cerebellarer Ataxie fuhren
kdnnen (Sillevis Smitt et al. 2000). Weiterhin wird metabotropen Glutamatrezeptoren
eine mogliche antiapoptotische Funktion in Neuronen (Copani et al. 1995) und eine
Rolle in der neuronalen Plastizitat (Kano et al. 2008; Meera et al. 2016) zugesprochen.

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren weisen sieben Transmembrandomanen auf, die im

Fall von mGIuR1 alle von Exon 7 codiert werden (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: mGluR1 - Doméanen, modifiziert nach ensembl.org

(https://jan2020.archive.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000152822

;r=6:146027646-146437601;t=ENST00000282753, zuletzt abgerufen am 15.09.2021)

Veranderungen in GRM1 konnten 2012 erstmals mit dem Krankheitsbild einer Ataxie

assoziiert werden. Guergueltcheva et al. beschrieben 2012 mehrere bulgarische
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Familien mit autosomal rezessiv vererbter Ataxie. Als Ursache konnten homozygote
Verénderungen im GRM1-Gen identifiziert werden, das Krankheitsbild wurde als
autosomal rezessive spinocerebellare Ataxie 13 (SCAR13) bezeichnet. (Guergueltcheva
etal. 2012)

2017 haben Watson et al. drei Familien mit autosomal dominanten Mutationen im
selben Gen beschrieben. Die daraus resultierende cerebelldre Ataxie, spinocerebellére
Ataxie Typ 44 (SCA44) ist zentraler Gegenstand dieser Arbeit.

Bei Familie 1 und 2 zeigten Familienmitglieder tber drei Generationen Symptome im
Erwachsenenalter, zwischen dem 20. und 50. Lebensjahr, in Form einer zerebell&ren
Ataxie und eine, auf eine Rickenmarksbeteiligung zurtickzufiihrende, Spastik. Im MRT
konnte bei den betroffenen Familienmitgliedern eine Kleinhirnatrophie dargestellt
werden, bei Familie 1 war zusatzlich eine leichte Abflachung des Pons zu beobachten.
Molekulargenetisch wurde bei Familie 1 die missense Variante ¢.2375A>G
(p.Tyr792Cys) und bei Familie 2 die missense Variante c¢.785A>G (p.Tyr262Cys)
nachgewiesen. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Mutationen in einem gain-of-
function mit bermaRiger mGIluR1-Aktivitat resultieren, was einen exzitotoxischen

Effekt insbesondere auf die Purkinjezellen haben kénnte. (Watson et al. 2017)

Wie Abbildung 5 zeigt betreffen die beiden missense Mutationen unter S&ugetieren
hochkonservierte Aminosauren und der Austausch wird von PROVEAN als potentiell
schadlich angegeben. Dies legt eine evolutiondr erhaltene hohe Relevanz fir Struktur

und Funktion des Proteins nahe.
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Abbildung 5 Ausschnitt des Aminosdure-Sequenzalignments der mGluR1-Sequenz um die hochkonservierte
Position 262 (rot markiert) und Position 792 (blau markiert); Sequenzen aus UniProt.org

In einer dritten Familie wurde bei einem 5-Jahrigen Madchen mit frihem
Krankheitsbeginn eine heterozygote Neumutation nachgewiesen. Das Mé&dchen begann
erst im Alter von 21 Monaten mit ataktischem Gangbild zu laufen. Zusatzlich wies sie,
anders als die Betroffenen der Familien 1 und 2, kognitive Einschrankungen auf, die

sich in verzogerter Sprachentwicklung und Lernschwache &ullerten. Aufgrund der de
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novo Mutation ¢.3165dupA entsteht, wie mittels in-vitro Versuchen gezeigt werden

konnte, ein verkirztes Protein mit eingeschrénkter Funktionalitat.

Fur die Behandlung von SCA44 gibt es derzeit keine zugelassenen kausalen Therapien,
jedoch konnte ein negativ allosterisch modulierender Effekt des Antiparasitikums
Nitazoxanid auf mGIuR1 in Studien belegt und somit die Anwendbarkeit bei mGIuR1-

gain-of-function-Mutationen nahegelegt werden. (Watson et al. 2017)

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Aufgrund der geringen Datenlage sind Aussagen Uber die Haufigkeit und die
diagnostische Relevanz der SCA44 aktuell schwer zu treffen. In dieser Arbeit wird
untersucht, ob in einem Kollektiv aus 66 SCA-Patienten mit zuvor ausgeschlossenem
Vorliegen haufiger SCA-Subtypen pathogene Mutationen im GRM1-Gen zu finden
sind. Die erhobenen Daten sollen dabei helfen, die Haufigkeit der SCA44 besser
einschatzen zu kdnnen, neue Mutationen zu identifizieren und auf dieser Grundlage eine
Empfehlung zur Testung und gegebenenfalls Einbettung in eine Paneluntersuchung bei

Ataxiepatienten mit bislang ungeklérter Genese zu treffen.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

Tabelle 3: Gerdte & Gebrauchsgegenstinde

Gerate & Typ Hersteller
Gebrauchsgegenstande
Zentrifuge Multifuge 3 L-R Heraeus, Hanau

Biofugepico

Heraeus, Hanau

GalaxyMinistar,

Mikrozentrifuge

VWR International, Radnor,
USA

Eiszubereiter RF0244A Manitowoc, Wisconsin, USA
Thermocycler TProfessional Basic Analytik Jena AG, Jena
Vortex RS1 IDL, Nidderau
Elektrophoresenetzteil 2297 Macrodrive 5 LKB Bromma

Elektrophoresekammer

PerfectBlue Mini S

PEQLAB Biotechnologie
GmbH

Profilformer 12 Well; 1,5mm PEQLAB Biotechnologie
GmbH

Gelschlitten Keutz, Reiskirchen

Fotokammer INTAS, Goéttingen

Becherglas 250ml Technische Glaswerke
IImenau

Waage PG5002-S Deltarange Mettler Toledo, Ohio, USA

Mikrowellenherd

R-6000E

Sharp, Sakai-ku, Japan

Sequenzer

SeqStudio Genetic Analyzer

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Spektralphotometer

NanoPhotometer NP80

Implen GmbH, Miinchen

Pipette

2,5ul Eppendorf AG, Hamburg
10ul Eppendorf AG, Hamburg
20pl Eppendorf AG, Hamburg
100ul Eppendorf AG, Hamburg
1000ul Eppendorf AG, Hamburg
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Tabelle 4: Verbrauchsartikel

Verbrauchsartikel

Typ

Hersteller

Pipettenspitze

2,5ul Filter Tips

Sarstedt AG & Co. KG,
Nimbrecht

10 pl Filter Tips

Nerbe plus GmbH & Co. KG,
Winsen

100 pl Filter Tips

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

100 pl Eppendorf AG, Hamburg
1000 pl Eppendorf AG, Hamburg

Mikroreaktionsgefar Multiply-puStrip Pro 8er Kette, | Sarstedt AG & Co. KG,
0,2ul Nimbrecht

Micro tube 1,5mlI DNA
LowBind

Sarstedt AG & Co. KG,
Nimbrecht

Mikrotiterplatte

96 Fast PCR-Platte Vollrand

Sarstedt AG & Co. KG,
NiUmbrecht

Microtest Plate 96-Well
Round Bottom

Sarstedt AG & Co. KG,
Nimbrecht

Filterplatten

MultiScreen-HV, 0,45um,

transparent, nicht steril

Merck, Darmstadt,

Deutschland

Optische Mikrotiterplatte

Optical 96-Well Reaction
Plate

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Mikrotiterplatte Deckel 96-well Septa Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Tabelle 5: Chemikalien, Puffer und Lésungen

Chemikalie Hersteller

PCR Puffer 10x Qiagen, Hilden

Nukleotid Mix (1,25 UM each)

Promega, Madison, USA

Tag-Polymerase Qiagen, Hilden
Q-Solution/Betain Qiagen, Hilden
Nukleasefreies Wasser Qiagen, Hilden

Big DyePuffer 5x

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Sephadex G50

Jersey, USA

GE Healthcare Bio-Sciences Corp., New
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Agarose Basic

AppliChem GmbH, Darmstadt

Midori Green advance

NIPPON Genetics EUROPE GmbH, Duren,
Deutschland

1x TBE-Puffer

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Hi-Di Formamide

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tabelle 6: GroRenstandard

Grolenstandard

Hersteller

100 bp DNA Ladder H3 RTU (100-3000 bp)

NIPPON Genetics EUROPE GmbH, Duren,
Deutschland

Tabelle 7: Kits und Enzyme

Kit/Enzym

Hersteller

EX0SAP-IT

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

QlAamp DNA Blood Mini Kit

Qiagen, Hilden

SuperScript I First-Strand Synthesis System

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tabelle 8: GRM1-Primer

Primer Sequenz Tm Hersteller
Exon | EX1IF | 5--GGCACCACTCCGGGAGAG-3* 62,9°C | Microsynth AG,
1 EXIR [ 5‘-GGTAAACTCCGTTCCCCACAG-3° 63,2°C | Balgach, Schweiz
Exon | ExX2F | 5*-GCAAGTCCGTTCTCTCCATTC-3° 61,2°C | Microsynth AG,
2 Ex2R | 5*-GCACATCTCTCCCACTTTGG-3¢ 60,5°C | Balgach, Schweiz
Exon | EX3F | 5- GCTGGCTTAAAATAGTCTGTAG-3° 51,0°C | Integrated DNA
3 Ex3R | 5‘-CAGATTGCCATGAATCCCTG-3¢ 53,7°C | technologies, IDT,
Coralville, USA
Exon | Ex4F | 5-“-CAAAGCTTGCACAGGTGG-3* 56,3°C | Microsynth AG,
4 Ex4R | 5-“AGTTGTATCTATCCTCATGGCAC-3° 60,9°C | Balgach, Schweiz
Exon | EX5F | 5-“CAGAGGAAACATAAGAAATAAGC-3¢ | 57,6°C | Microsynth AG,
5 ExX5R | 5“CAAAACTGTAAGCCTGGCA-3* 55,0°C | Balgach, Schweiz
Exon | EX6F | 5-“-CATAATCTGAAAACAAATCCTCA-3 |55,6°C | Microsynth AG,
6 Ex6R | 5“TGAGGTTTATGTATACTCCTTG-3* 56,4°C | Balgach, Schweiz
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Exon | EX7F | 5*-TGCTGTAAATCATGAAGGATGC-3¢ 58,4°C | Microsynth AG,

7 Ex7F2 | 5‘-CCTATGCCCATTCTGTCC-3° 56,3°C | Balgach, Schweiz
EX7R | 5-“GAAAAGAGAGACAAACAGGTCAGA- | 62,0°C

3¢

Exon | EX8F | 5>-TTTGTAAGAGGAGGTATGGG-3* 51,1°C | Integrated DNA

8 Ex8F1 | 5>-CAGCAGCAGCAACCCCCT-3¢ 61,3°C | technologies, IDT,
ExX8R | 5‘-CTGTTTGCACATCTCTGGAG-3° 53,5°C | Coralville, USA

cDNA | CEx6F | 5--GAAAGGAGAAGTGAGCTGCTG-3¢ 61,2°C | Microsynth AG,
CEX7R | 5°-TGGCAATGAGAGTGAATGGG-3¢ 58,4°C | Balgach, Schweiz

Tabelle 9: Software und Datenbanken

Software und Datenbanken

Seqgscape 3.0 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Clinvar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
dbSNP https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

ensemble.org (Release 99, Januar 2020)

http://www.ensembl.org

Consensus Coding Sequence Project CCDS

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/CCDS

UniProtkB

https://www.uniprot.org/

PROVEAN

http://provean.jcvi.org/

Human Splicing Finder

http://umd.be/hsf3

2.2 Methoden

2.2.1 Patientenkollektiv

Untersucht wurden DNA-Proben von 66 Patienten, welche Symptome vereinbar mit
einer Spinocerebelldren Ataxie (Ataxie, Augenbewegungsstorung, Dysarthrie) und zu
Teilen auch MRT-gestltzt nachweisbare Kleinhirnatrophie présentierten und zugleich
eine positive Familienanamnese fur Bewegungsstérungen aufwiesen. Neben Fallen mit
vermutetem autosomal-dominantem Erbgang wurden auch Patienten eingeschlossen,
bei denen ein Elternteil friih verstorben war und somit ein Ausschluss erblicher Ursache
nicht moglich war. Sporadisch aufgetretene sowie vermutlich Toxin-induzierte Félle
(Alkohol, Medikamente) wurden aufgrund des mangelnden Verdachts genetischer

Ursache in dieser Arbeit nicht untersucht.

Im Vorfeld wurden die Patienten auf die Trinkuleotid-Expansions-Erkrankungen SCA
1, 2,3, 6,7, 17 sowie auf Punktmutationen in mit SCA 11, 13, 14, 19, 23, 28, 34, 38, 46
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assoziierten Genen und im mtATP6-Gen, welches mit keinem SCA-Locus verknupft ist,
negativ getestet.

2.2.2 DNA-Extraktion mit QlAamp DNA Blood Mini Kit

Das Verfahren besteht gemal den Angaben des Herstellers aus mehreren Schritten.

In einem 1,5 ml Mikroreaktionsgefal® werden zu 20 pl Proteinase K zundchst 200 ul des
Probenmaterials sowie 200 ul Lysepuffer gegeben und der Ansatz anschliefend fur 15
Sekunden auf dem Vortex gemischt. Nach zehn minutiger Inkubation bei 56°C wird das
MikroreaktionsgefaR kurz zentrifugiert, anschliefend 200 ul Ethanol zugegeben, erneut

flir 15 Sekunden auf dem Vortex gemischt und nochmals kurz zentrifugiert.

Der Ansatz wird auf einen QlAamp-Saulenfilter Ubertragen und in einem 2ml
Auffangrohrchen stehend fir eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Der Saulenfilter
wird sodann entnommen und in ein frisches Auffangréhrchen gestellt. Nach Zugabe von
500 pl Waschpuffer 1 (Buffer AWL1, Bestandteil des Kits) wird erneut fur eine Minute
bei 8000 rpm zentrifugiert und der Saulenfilter abermals in ein frisches
Auffangrohrchen gestellt. Hier werden nun 500 ul Waschpuffer 2 (Buffer AW2,
Bestandteil des Kits) zugegeben und fir drei Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Um
die Chance eines Ubertrags von Waschpuffer zu reduzieren, wird der Saulenfilter in
einem weiteren Auffangréhrchen erneut fir eine Minute bei 14000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wird auf den Saulenfilter, in einem 1,5 ml MikroreaktionsgefaR stehend,
200 pl Elutionspuffer (Buffer AE, Bestandteil des Kits) gegeben, eine Minute bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlielend fur eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert.

2.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung
Zur Bestimmung der Konzentration extrahierter DNA stehen verschiedene Methoden
zur Verfiigung. Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten DNA-Proben erfolgte

sie mittels photometrischer Extinktionsmessung am NanoPhotometer.

Licht bekannter Wellenl&nge passiert eine Strecke d durch die zu messende Substanz
und wird auf der gegenuberliegenden Seite detektiert. Dabei wird ein Teil des Lichts
abhangig von Art und Konzentration der Substanz absorbiert. Den Zusammenhang von
Extinktion E, Messstrecke d, substanzabhéngigem Extinktionskoeffizient ¢ und

Konzentration der absorbierenden Substanz stellt das Lambert-Beer‘sche Gesetz dar:

E=¢e*c*d
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Uber die im NanoPhotometer gemessene Extinktion kann, bei bekannter Messstrecke
und Extinktionskoeffizient mittels Lambert-Beer’schem Gesetz, die Konzentration
berechnet werden. Eine Extinktion oder optische Dichte (OD) von 1 entsprechen hierbei
50 pg dsDNA pro ml. (Mulhardt 2013; Jansohn und Rothhédmel 2012)

Die verwendeten DNA-Proben wurden nach obigem Verfahren aus EDTA-Blut

extrahiert und ihre Konzentration wie beschrieben bestimmt.
2.2.4 cDNA-Synthese

2.2.4.1 Prinzip der cDNA-Synthese

Complementary DNA (cDNA) st eine einzelstrangige DNA, welche in ihrer
Basenabfolge komplementdar zu einem RNA-Molekil ist. Um sie zu synthetisieren,
werden RNA, im vorliegenden Fall wurde Gesamt-RNA verwendet, und Primer
zunachst auf 70°C erhitzt und anschliefend auf Raumtemperatur abgekuhlt. Wé&hrend
das Erhitzen der RNA flr deren Denaturierung sorgt, ermdglicht das anschlieRende
Abkuhlen die Anlagerung der Primer an die RNA. Als Primer kommen hierbei random
Primer zum Einsatz. Es handelt sich dabei um ein Gemisch aus verschiedenen
Oligonukleotiden, meist Hexamere, die an einer Vielzahl von Stellen an der RNA
binden kénnen und so dafiir sorgen, dass die von ihnen ausgehend synthetisierten

Fragmente samtliche Bereiche der mRNA komplementér in der cONA abdecken.

Dem Ansatz werden nun eine Reverse Transkriptase, die RNA-abhdangig DNA
synthetisiert, ein Puffer sowie ein RNase-Inhibitor zum Schutz vor RNA-Degradierung
zugegeben und fur eine Stunde bei 37-42°C inkubiert. (Milhardt 2013)

2.2.4.2 Umschreiben von Gesamt-RNA in cDNA
In der vorliegenden Arbeit wurden die Bedingungen den Angaben des Herstellers der

reversen Transkriptase entsprechend angepasst.

Tabelle 10: Mastermix 1 der cDNA-Synthese fiir 6 Proben

Mastermix 1 der cDNA-Synthese flr 6 Proben

60 pl Nuklease-freies Wasser
6 ul dNTP (10 mM each)
6 ul Random Primers (50 ng/ul)
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Je 12 pl Mastermix 1 und 1 pl RNA wurden im Thermocycler finf Minuten auf 65°C
erhitzt und anschliefend auf 4°C abgekiihlt.

Es folgt die Zugabe von je 7 pl des Mastermix 2, bevor der Ansatz im Thermocycler 10
Minuten auf 25°C inkubiert wird, um anschlieBend fir 50 Minuten bei 50°C, der
optimalen Reaktionstemperatur der verwendeten reversen Transkriptase, zu reagieren.
Die Reaktion wird durch 5-minutiges Erhitzen auf 85°C gestoppt und der Ansatz
anschlieRend auf 4°C abgekiihit.

Tabelle 11: Mastermix 2 der cDNA-Synthese fiir 6 Proben

Mastermix 2 der cDNA-Synthese fir 6 Proben

24 ul 5x First-Strand Buffer

6 pl 0,1MDTT

6 ul RNase out

6 ul SuperScript 11 (200 U/ul)

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.2.5.1 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) als Methode zur Vervielfaltigung von DNA aus
unterschiedlichen biologischen Materialien dient der Amplifikation gezielter
Nukleinsaureabschnitte, um sie so weiteren Untersuchungen zugéanglich zu machen. Die
1983 von Mullis, Saiki und Kollegen entwickelte Methode gliedert sich in die drei
Teilschritte: Denaturierung, Annealing und Elongation, welche zwecks exponentieller
Vermehrung zyklisch wiederholt werden. (Saiki et al. 1985)

Um die DNA von ihrer Doppelhelixstruktur in separate Einzelstrange zu tberfihren,
wird sie auf 94-95°C erhitzt. Auf diese Weise brechen Wasserstoffbriickenbindungen
und andere intermolekulare Kréfte, welche die DNA in ihrer Doppelhelixstruktur
stabilisieren, werden tberwunden. Dieser als Denaturierung bezeichnete Prozess erfolgt
initial einmalig fur 3 Minuten, wahrend im Rahmen der zyklischen Wiederholungen

bereits eine Dauer von 30 Sekunden ausreichend ist.

An die Einzelstrdnge lagern sich nun die Primer an, das sind synthetisierte
Oligonukleotide, welche den zu amplifizierenden Bereich begrenzen. Dieser Prozess
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wird Annealing genannt und erfolgt abhéngig von der Primersequenz bei
unterschiedlichen Temperaturen im Bereich von 50-60°C.

Im dritten Schritt, der Elongation, werden an die Oligonukleotidsequenz des Primers in
5¢-3¢ Richtung weitere Desoxynukleotide komplementér zur Matrize angehéngt. Beim
Temperaturoptimum der thermostabilen Tag-Polymerase von 72°C verlangert diese den
Strang um etwa 1000 bp pro Minute. Die Dauer der Elongation richtet sich nach der
Lange der zu amplifizierenden Sequenz und der verwendeten Polymerase. (Saiki et al.
1988)

Es schliellen sich nun weitere Zyklen aus Denaturierung, Annealing und Elongation an,
in denen die jeweils neu synthetisierten DNA-Strédnge ebenfalls als Matrize dienen, bis

insgesamt 25-30 Zyklen durchlaufen sind.

Zuletzt erfolgt ein finaler Extensionsschritt bei 72°C fiir 5-15 Minuten, welcher dazu
dienen soll, inkomplett synthetisierte DNA Strange fertigzustellen. (Miller 2016;
Lodish et al. 2016)

urspriingliche DNA Polymerisation
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der PCR (Ewers 25.08.2016)
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2.2.5.2 Anwendung der Polymerase-Kettenreaktion

GRM1, das in dieser Arbeit untersuchte Gen, besteht aus acht Exonen. Die fur die
jeweiligen Exone verwendeten Mastermixe sind in Tabelle 12 und Tabelle 13, die PCR-
Grundbedingungen in Tabelle 14 wund exonspezifische Annealingtemperaturen,
Elongationszeiten sowie die PCR-Produktlédngen in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 12: Mastermix GRM1-PCRExon 1, 2, 4,5, 6, 7, 8, cDNA

Mastermix PCR-Ansatz fir 5 Proben fir Exon 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, cDNA

12,5 ul PCR Puffer 10x

1,0 ul Primer F (50 pM/ul)

1,0 pl Primer R (50 pM/ul)

2,5 ul Nukleotidmix je 1,25 uM
2,0 ul Qiagen-Taq

12,5 ul Betain

88,5 pl H.O

Tabelle 13: Mastermix GRM1-PCR Exon 3

Mastermix PCR-Ansatz fir 5 Proben fur Exon 3

12,5 pl PCR Puffer 10x

1,0 pl Primer F (50 pM/ul)

1,0 pl Primer R (50 pM/ul)

2,5 ul Nukleotidmix je 1,25 uM
2,0 ul Qiagen-Taq

101 pl H,O

Tabelle 14: PCR-Grundbedingungen

Initiale Denaturierung  95°C 3 min

Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 58°C  30sec } 35 Zyklen
Elongation 72°C  30sec

Finale Extension 72°C 3 min
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Tabelle 15: PCR-Spezifikationen

Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 cDNA

Annealingtemperatur | 61°C | 61°C | 52°C | 58°C | 56°C | 54°C | 61°C | 57°C | 59°C

Dauer Elongation 50 50 30 30 30 30 50 45 30s
sec sec sec sec sec sec sec sec

Lange PCR Produkt | 931 |490 |537 |511 |453 |366 |1076 | 1147 | 341
(bp)

Je 1 pl der DNA-Proben wurden mit 24 pl des entsprechenden Mastermixes vermischt

und durchliefen die angegebenen Bedingungen im Thermocycler.
2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

2.2.6.1 Prinzip der Agarose-Gelelektrophorese

Bevor das PCR-Produkt zur Sequenzierung aufgereinigt wird, muss noch das Ergebnis
der PCR uberpruft werden. Hierzu findet die Agarose-Gelelektrophorese Anwendung,
welche in ihrer heutigen Form wesentlich auf der Forschung von Arne Tiselius beruht.
(Tiselius 1937)

Tragt man DNA auf ein Agarosegel auf und legt eine Spannung an, so wandern die
Nukleinsauremolekile aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen in Richtung
der positiv geladenen Anode. Die Matrix des Agarosegels stellt hierbei ein Hindernis
fir die Molekile dar, von dem grolRere Molekile stérker betroffen sind und deshalb
langsamer wandern als kleinere Molekile. Fir die GréRenbestimmung der Fragmente
lasst man einen GroRenstandard mit bekannten FragmentgréRen mitlaufen. Agarosegele
eignen sich konzentrationsabhéngig fir den Nachweis und die Auftrennung von
FragmentgroRen zwischen 0,1 und 60 kb. Ubliche Agarose-Konzentrationen liegen
zwischen 0,8 und 3% (w/v). Um die ansonsten nicht sichtbaren DNA-Banden sehen zu
kdnnen, muss den Proben oder dem Gel ein Farbstoff beigesetzt werden, der sie in der
Regel unter UV-Licht sichtbar werden lasst. Begriindet ist dies darin, dass diese
Substanzen in der DNA interkalieren, durch UV-Licht angeregt werden und in der
Folge sichtbares Licht emittieren. (Alberts et al. 2014; Jansohn und Rothhdmel 2012)

2.2.6.2 Anwendung der Agarose-Gelelektrophorese
Fir die vorliegende Arbeit wurde ein 1,5%-Agarosegel hergestellt. Hierzu wurden in
einem Becherglas 0,6 g Agarosepulver in 40 ml 1x TBE geldst und in der Mikrowelle

erhitzt. Als Farbstoff wurde Midori Green Advance verwendet. VVon diesem wurden der

32




Agaroselosung 1,6 pul zugegeben und diese anschlieRend in einen Gelschlitten gegossen.
Mit Profilformern versehen hértete das Gel etwa 30 Minuten aus.

Fur die Elektrophorese wurde das Gel in die mit 1x TBE Puffer gefillte
Elektrophoresekammer gelegt. In die vorgeformten Taschen des Gels wurden nun
jeweils 5 pl des PCR Produktes versetzt mit Ladepuffer pipettiert. Zudem lief immer ein
Groélkenstandard (MWD100) in einer Tasche mit. Bei einer angelegten Spannung von
100 mA lief die Elektrophorese fir ca. 30 Minuten. Anschlie3end konnte der Erfolg der
PCR unter UV-Licht anhand des Vorhandenseins und der Konfiguration der Banden

beurteilt und fotografisch festgehalten werden.

Abbildung 7: Agarose-Gelelektrophorese. Bandendarstellung der PCR-Produkte 1-4 (511bp), PCR-Negativkontrolle
N aufgetragen gegen GroBenstandard M (100-3000bp)

2.2.7 Aufreinigung der PCR-Produkte

Vor der Sequenzierreaktion missen die PCR-Produkte von unverbrauchten Primern und
Nukleotiden befreit werden, um sie spater lediglich mit dem gewunschten Primer
sequenzieren zu konnen. In der vorliegenden Arbeit erfolgte dieser Schritt der
Aufreinigung enzymatisch mittels ExoSAP-IT PCR Product Cleanup von Thermo
Fisher Scientific.

ExXoSAP-IT PCR Product Cleanup enthélt zum einen Exonuklease 1, welche
einzelstrangige DNA und somit auch die verbliebenen Primer abbaut, zum anderen

Shrimp alkalische Phosphatase zum Abbau nicht eingebauter dNTPs.
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Abhéangig von der Stirke der Bande in der Gelelektrophorese wurden 2-4 pl PCR
Produkt mit 0,8 pl ExoSAP-IT gemischt und mit Wasser auf ein Volumen von 5yl
aufgefiillt. Wahrend 15 mindtiger Inkubation bei 37°C im Thermocycler bauen die
Enzyme Primer und Uberzahlige Nukleotide ab, um anschlieBend fiir 15 Minuten bei

80°C denaturiert und somit inaktiviert zu werden.
2.2.8 Sequenzierung

2.2.8.1 Prinzip der Sequenzierung
Eine hdufig verwendete Methode zur Bestimmung der Basenabfolge in DNA-
Molekdilen ist die 1977 von Sanger, Nicklen und Coulson entwickelte Sanger-

Sequenzierung, auch Kettenabbruchmethode genannt. (Sanger et al. 1977)

Bei ihr werden DNA-Molekiile zundchst denaturiert und so in Einzelstrange tberfuhrt.
Zugegebene Primer, entweder F oder R, lagern sich an diese an und eine DNA-
Polymerase beginnt mit der Synthese des komplementéren Stranges. Die Besonderheit
liegt darin, dass neben dNTPs, den normalen Bausteinen der DNA, zuséatzlich
Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs) in geringer Konzentration im Ansatz
enthalten sind. Sie weisen keine 3‘-OH-Gruppe auf und fiihren bei Einbau in die DNA
folglich zum Kettenabbruch. Der Einbau eines ddNTPs kann an jeder Stelle des
synthetisierten Stranges geschehen, wodurch Kopien in jeder mdglichen Lange bis zur
vollstdndigen Replikation des komplementéren Stranges entstehen. Legt man vier
separate Ansétze, die neben DNA-Matrize, Sequenzierpuffer, Polymerase und dNTPs
nur jeweils eines der ddNTPs (A, C, G oder T) enthalten an, so enden alle enthaltenen
Fragmente eines Ansatzes auf der entsprechenden Base. Trennt man die Fragmente der
vier Ansétze nun nebeneinander mittels Gelelektrophorese auf, so lasst sich die DNA-

Sequenz vom Gel ablesen.
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Primer-DNA

S T 3

3" bbbl ittt bbb bbbl bbby -
Matrizen-DNA

Die Lésung wird in vier Reaktionsansatze aufgeteilt.
Jeder Ansatz enthalt DNA-Polymerase, die vier dNTPs
(eines davon radioaktiv markiert), sowie je ein ddNTP.

Zugabe von Zugabe von Zugabe von Zugabe von
ddATP ddCTP ddGTP ddTTP
Synthese Synthese Synthese Synthese
stoppt bei "A" stoppt bei "C" stoppt bei "G" stoppt bei "T"

Trennung der neusynthetisierten Fragmente durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese

[ I B
= —_— é
A & G T

Die Sequenz des zur Matrizen-DNA komplementaren Stranges &Rt sich
aus diesem Gel direkt ablesen:

5'...GGCCTGTGCTCAACCAGTTCCACGGGTTTACATTGCA...3'

Abbildung 8: Schematische Darstellung der DNA-Sequenzierung nach Sanger (Jansohn und Rothhdmel 2012,
S. 590)

Das Verfahren wurde seit seiner Entwicklung modifiziert und verbessert. Wahrend
friher noch radioaktive Isotope zur Markierung verwendet wurden und nur aufgrund
der separaten Ansétze zu unterscheiden war, welche die zuletzt eingebaute Base sein
musste, verwendet man heute fluoreszenzmarkierte ddNTPs, die sich farblich
unterscheiden. Dadurch ist es moglich, die gesamte Sequenzierreaktion in nur einem

Ansatz ablaufen zu lassen. (Prober et al. 1987)
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Waéhrend einer Kapillarelektrophorese regt ein Laser die Fluoreszenzfarbstoffe an,
welche von einem Detektionssystem registriert werden und sich als Elektropherogramm
darstellen lassen. (Alberts et al. 2014; Jansohn und Rothhamel 2012)

GGCGCGTGCC GCGCGGCGACCACTCCGCCTCTGCCCG

o et e

Abbildung 9: Beispielsequenz aus GRM1 Exon 8, Patient 970

2.2.8.2 Anwendung der Sequenzierung

2.2.8.2.1 Sequenzierung im Institut fiir Humangenetik und der Blutbank GielRen
Um die mittels ExoSAP aufgereinigten PCR Produkte (siehe 2.2.7) zu sequenzieren,
wurden Sequenzieransadtze nach folgendem Schema hergestellt:

Tabelle 16: Sequenzieransatz

1,2yl Big Dye Terminator v3.1
1,0ul  5x Puffer

20ul  H,0O

1,0 ul  Primer (10pmol/ul)

5,0 ul ExoSAP-Produkt

Je Ansatz wurde nur ein Primer verwendet, welcher abhéngig von der Abdeckung des
interessierenden DNA-Bereichs ausgewéhlt wurde. Teils wurde zur besseren
Abdeckung des Exons oder zur Klarung von Auffélligkeiten ein zweiter Ansatz mit
einem anderen Primer hergestellt. Die fir alle Proben des jeweiligen Exons

verwendeten Primer sind Tabelle 17 zu entnehmen.

Tabelle 17: GRM1-Sequenzierprimer

Exon Exon | Exon | Exon | Exon | Exon | Exon | Exon 7 | Exon 8 | cDNA
1 2 3 4 5 6

Sequenzierprimer | EX1F | Ex2F | Ex3F | Ex4F | Ex5F | EX6R | EX7F | Ex8F | cEx6F

ExX7F2 | Ex8F1 | cEX7R
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Die Sequenzierreaktion erfolgt im PCR Cycler bei folgenden Bedingungen:

Tabelle 18: Sequenzierbedingungen

Denaturierung 96°C 1 min
Denaturierung  96°C 20 sec
Annealing 55°C 5sec } 25 Zyklen
Elongation 60°C 4 min

Pause 15°C  Pause

2.2.8.2.2 Sequenzierung durch Microsynth SEQLAB, Gottingen

Fur Proben, welche zur Sequenzierung und Sequenzanalyse an Microsynth SEQLAB,
Gottingen verschickt wurden, wurden die mittels ExoSap aufgereinigten PCR Produkte
zusammen mit 1 pl des entsprechenden Primers, siehe Tabelle 17 und 9 pl H,O in

markierten 1,5 ml MikroreaktionsgeféaRRen verschickt.

2.2.8.3 Aufreinigung des Sequenzierproduktes

Zur Aufreinigung des Sequenzierproduktes kam eine Gel Filtration mit Sephadex zum
Einsatz. In die Kavitaten einer 96 Well-Mikrotiterplatte mit Filter wurden jeweils 350 pl
gequollenes Sephadex G50 Superfine pipettiert und die Platte, auf einer Auffangschale
stehend, fur zwei Minuten bei 720 g zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und die
Mikrotiterplatte mit den Sephadexséulen auf eine Elutions-Platte gestellt. AnschlieRend
wurden die Produkte der Sequenzierreaktion mittig auf je eine Sephadexsaule pipettiert

und erneut fur zwei Minuten bei 720 g zentrifugiert.

Das gequollene Sephadex bildet eine Matrix, in deren Poren kleinere Molekile
effektiver eindringen kdénnen und die Gelsaule in der Folge langsamer durchwandern als
groRere Molekile. Auf diese Weise ist die Auftrennung und Aufreinigung der

unterschiedlichen Molekdle des Sequenzierproduktes maoglich.

Das Eluat, in welchem die DNA-Fragmente enthalten sind, wurde anschlielend in eine
fur den Sequenzer geeignete optische 96 Well-Mikrotiterplatte um- und 11 pl Formamid

hinzupipettiert. Das Formamid verhindert hierbei die Bildung von Sekundarstrukturen.
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2.2.8.4 Sequenzanalyse
Die Sequenzanalyse erfolgte letztlich mittels Kapillarelektrophorese an einer von drei
Stellen:

e SeqgStudio Genetic Analyzer im Institut der Humangenetik, GieRen
e ABI3130XL Sequencer, Blutbank der Justus-Liebig Universitat GielRen
e Microsynth SEQLAB, Gottingen

2.2.8.5 Auswertung und Bioinformatische Analyse von Polymorphismen

Zur Auswertung der Daten wurden diese in das Programm SeqScape eingelesen,
welches sie graphisch als Elektropherogramm (siehe Abbildung 9) darstellt und
ausgehend von diesem die Basenabfolge rekonstruiert. Die auf diese Weise
rekonstruierten DNA-Sequenzen konnen in SeqScape untereinander sowie mit einer
Referenzsequenz verglichen werden. Die Referenzsequenz wurde der Online Datenbank
Ensembl Genome Browser entnommen. Gewahlt wurde hierfir die langste
proteinkodierende Transkriptvariante (ENST00000282753.6).

Bei Abweichungen von der Referenzsequenz oder nicht automatisiert auswertbaren
Elektropherogrammen nimmt SeqScape eine farbliche Markierung vor. Diese Stellen
erfordern ein besonderes Augenmerk, da es sich hierbei um genetische Varianten
handeln kann. Findet sich eine genetische Variante, so kann ein Abgleich mit
Datenbanken wie Ensembl und dbSNP rasch weitere Informationen liefern. Varianten,
die bereits beschrieben wurden, erhalten als Kennzeichnung eine ,,reference SNP ID
number, kurz rs-Nummer, die dort eingesehen werden kann. Zusétzlich kénnen u.a.
populationsgenetische Informationen wie die Minor allele frequency (MAF), welche die
Haufigkeit der zweithdufigsten Allelvariante einer Population angibt, sowie Verweise
auf Publikationen zur jeweiligen Variante gefunden werden. In einigen bereits weiter
untersuchten Fallen finden sich auch Eintrdge in der Datenbank ClinVar, welche eine

Einschatzung der klinischen Relevanz der genetischen Variante vornimmt.

Fir Varianten, welche nicht vorbeschrieben sind und denen entsprechend noch keine rs-
Nummer zugewiesen wurde, kommen zur Einschétzung der klinischen Relevanz andere
Tools zum Einsatz. Fihrt eine Variante zum Austausch einer Aminoséure, so kann die
Position dieser Aminoséure innerhalb des Proteins in der Datenbank Uniprot Uberprift

und herausgefunden werden, in welcher Domane des Proteins sich die Variante
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befindet. Analysetools und Programme wie PROVEAN oder PolyPhen-2 ermdglichen
anhand von Scores eine Einschitzung der Auswirkung auf Struktur und Funktion des
Proteins. Anhand dieser Scores sowie der Richtlinien des ACMG (American College of
Medical Genetics and Genomics) kann eine Einschéatzung der klinischen Relevanz

vorgenommen werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Studiendesign und Patientenpopulation

In der vorliegenden Arbeit wurden die DNA-Proben von 66 Patienten mit dem
klinischen Bild einer Ataxie sowie anamnestischen Anhaltspunkten genetischer Ursache
hierflir auf das Vorliegen von Veranderungen der Nukleinsduresequenz im GRM1-Gen
hin untersucht. Im Vorfeld wurden genetische Veranderungen, die auf eine SCA 1, 2, 3,
6, 7, 11, 13, 14, 17, 19, 23, 28, 34, 38, 46 oder signifikante Verdnderungen in mtATP6

hinweisen wirden, ausgeschlossen.

Zunéchst wurde Uberprift, oo GRML1 in relevanten Mengen in den fir eine Ataxie
kritischen Geweben (Gehirn — Cerebellum) exprimiert wird. Anschlieend wurde das
langste Transkript (GRM1-201) fur das Mutations-Screening ausgewdéhlt und alle
relevanten Exons iber PCR erfasst.

3.2 Nachweis von GRM1-Transkripten in verschiedenen Geweben

Zum semiquantitativen Nachweis der Expression von GRM1 und gegebenenfalls
nachweisbaren unterschiedlichen Transkriptvarianten in unterschiedlichen Geweben
haben wir aus RNA sechs verschiedener Gewebe cDNA synthetisiert und einen
Ausschnitt aus GRM1 mittels PCR unter Verwendung entsprechender Primer, die in den
Exons 6 und 7 lokalisiert sind, amplifiziert. Untersucht wurde RNA, gewonnen aus den

folgenden sechs Geweben:

e Gehirn (gesamt)
e Kileinhirn

e GroBhirnrinde

e Vollblut
e |Leber
e Niere

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden anschlielend in der Gelelektrophorese zum
semiquantitativen Nachweis und Vergleich dargestellt. Mittels Sequenzierung wurde
anschlieBend sichergestellt, dass es sich bei dem PCR-Produkt um ein Transkript des
GRM1-Gens handelt.
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Abbildung 10: Nachweis von GRM1-Transkripten in verschiedenen humanen Geweben.
Darstellung der amplifizierten cDONA-Fragmente (341 bp)

G: Gehirn (gesamt); C: Cerebellum (Kleinhirn); R: GroRBhirnrinde; B: Vollblut; L: Leber; N: Niere;
0: Negativkontrolle

M: 100 bp-GroBenstandard

Die hier dargestellten Ergebnisse werden in Kapitel 4.5, hinsichtlich der
gewebsspezifischen Expression und der damit verbunden der Plausibilitat als potentielle

Ursache von Ataxien einordnend diskutiert.

3.3 Sequenzanalyse von GRM1

Zum Nachweis von Varianten wurden die proteinkodierenden Bereiche der GRM1-
Exone 1-8 sowie die flankierenden Bereiche der Introns bzw. untranslatierten Regionen
untersucht. Dafur wurden die Bereiche zundchst (ber PCR amplifiziert und
anschlieBend mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger sequenziert.

Innerhalb des Kollektivs konnten insgesamt 16 genetische Varianten nachgewiesen
werden, von denen eine im 3’UTR Bereich und sechs in intronischen Bereichen liegen.
Von den neun in Exon-Bereichen aufgetretenen Varianten haben finf als synonyme
Varianten keinen Einfluss auf die Aminosduresequenz des Proteins. Bei vier missense
Varianten kommt es in der Folge zum Austausch einer Aminosaure. Einige Varianten
konnten sowohl homozygot als auch heterozygot nachgewiesen werden. Die Verteilung

wird bei den entsprechenden Varianten naher beschrieben.

Samtliche nachgewiesene Varianten wurden mit den Datenbanken Ensembl genome
browser, dbSNP und ClinVar sowie mit ggf. existierenden variantenbezogenen
Publikationen abgeglichen. Im Falle eines Aminoséureaustausches wurde zusétzlich mit
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den Analysetools PROVEAN und PolyPhen-2 ein Score zur Einschdtzung der
Auswirkung auf die Funktionalitat des Proteins berechnet.

PROVEAN sucht zundchst Sequenzen homolog zur vom Benutzer eingegebenen
Sequenz. In einem Abgleich mit diesen Referenzsequenzen wird eine Einschatzung der
Ahnlichkeit unter Betrachtung der Aminosaurereste und zusétzlicher Beachtung der
Konservierung der betreffenden Aminosaure vorgenommen und das errechnete
Ergebnis als Delta-Score angegeben. Niedrige Werte bedeuten, dass ein Austausch mit
hoher Wahrscheinlichkeit schédliche Auswirkungen auf die Struktur und Funktion des
Proteins hat. Als Cutoff wird der Wert -2,5 verwendet, bei errechneten Werten
unterhalb dieser Grenze werden diese von PROVEAN als wahrscheinlich pathogen
bewertet (Choi et al. 2012). PolyPhen-2 liefert, ebenfalls tber einen Abgleich mit
homologen Sequenzen, einen Score zur Abschédtzung der funktionellen Signifikanz
eines Aminosaureaustausches. Bei Werten zwischen 0,00 und 1,00 entspricht in dieser
in silico Vorhersage ein Wert von 1,00 der héchsten Signifikanz flr Pathogenitat eines
Austauschs. (Adzhubei et al. 2010).

Die im Kollektiv nachgewiesenen Varianten werden zundchst Exon fiir Exon
beschrieben und anschlieBend in tabellarischer  Ubersicht (Tabelle 21)

zusammenfassend dargestellt.

Die Nomenklatur der Varianten bzw. der Positionen, an denen sie auftreten, entspricht
den Richtlinien der Human Genome Variation Society (HGVS: http://www.hgvs.org/,
zuletzt abgerufen am 15.09.2021).
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3.3.1 Exonl

Zur Untersuchung von Exon 1 wurden PCR-Produkte mit einer Lange von 931

Basenpaaren amplifiziert, welche neben Exon 1 (700 Basenpaare) auch flankierende

Bereiche der 5°¢-untranslatierten Region und des Intron 1 umfassen. Im untersuchten

Kollektiv konnte die nachfolgende Variante identifiziert werden:

c.147C>T, p.Alad9Ala: Dieser SNP (Single nucleotide polymorphism), mit der rs-

Nummer rs370752444, fand sich in unserer Untersuchung lediglich bei einem Patienten

in heterozygoter Auspréagung. Durch den Austausch der Base C durch T an der Stelle

147 des Exons entsteht ein anderes Triplett, welches ebenfalls fur die Aminoséure

Alanin codiert und somit keinen Effekt auf die Aminosduresequenz hat. Es handelt sich
hierbei mit einer MAF von T=0,00003 (8/251336, GhomAD_exome) um eine sehr

seltene Variante.

GATGTCATCATTGGAGCYLTCTTCTCAGTCCATCAC

D \4 I I G L F 3 \4 H H A

GATGTCATCATTGGAGCWLTCTTCTCAGTCCATCAC
GATGTCATCATTGGAGCKYELCTCTTCTCAGTCCATCAC

LUW. il H AM_A! 1

GATGTCATCATTGGAGC TCTTCTCAGTCCATCAC
GATGTCATCATTGGAGC TCTTCTCAGTCCATCAC

A A A m !.""NM!’.W,‘J\NZ

Abbildung 11: Sequenzausschnitt aus GRM1, Exonl, um c.147
V: In der Variante auftretende Base

R: Referenzsequenz (ENST00000282753.6)

A: Aminosduresequenz, Einbuchstaben-Code

1: Variante c.147C>T, heterozygot (Probe 1068)

2: Wildtyp, homozygot C (Probe 1084)

—
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3.3.2 Exon2
Die untersuchten PCR-Produkte zu Exon 2 haben eine Lange von 490 Basenpaaren und
decken neben dem Exon 2 (250 bp) die angrenzenden intronischen Bereiche ab. Im

untersuchten Kollektiv fanden sich hier keinerlei Sequenzvarianten.

3.3.3 Exon3

In Exon 3 (236 bp Lange) und den angrenzenden intronischen Bereichen fanden sich bei

unserer Untersuchung ebenfalls keine Sequenzvarianten.

3.34 Exon4
Die zur Beurteilung von Exon 4 verwendeten PCR-Produkte haben eine Lange von 511
Basenpaaren, davon entfallen 247 Basenpaare auf das Exon und 264 auf angrenzende

intronische Bereiche.

€.1433+10T>C: Die unter rs373538200 vorbeschriebene seltene intronische Variante
mit einer beschriebenen MAF von C=0,001 (270/248872, GhomAD_exome) fand sich
bei einem Patienten des Kollektivs. Trotz ihrer Nd&he zum Splei3-Donor wird sie in
einem Eintrag auf ClinVar als ,,likely benign‘ eingestuft.

; :l.t,!t:r..ﬁl!i‘!
GCTCCTGGAAG GTAATCTTT TN LAGTAATCAATCTAAGTAACCTTGTG
S
getcccggaag |
A P G
GCTCCTGGAAG GCGTAATCTTTHFELAGTAATCAATCTAAGTAACCTTGTG

GTAATCTTTFLCAGTAATCAATCTAAGTAACCTTGTG

GCTCCTGGAAG bTAA'fC'i‘TTT AGTAATCAATCTAAGTAACCTTGTG
AATCTTTILCAGTAATCAATCTAAGTAACCTTGTG

Abbildung 12: Sequenzausschnitt aus GRM1, Exon 4 und Intron 4, um c.1433+10
1: Variante c.1433+10T>C, heterozygot (Probe 1186)
2: Wildtyp, homozygot T (Probe 1190)
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3.3.5 Exon5
Bei der Sequenzanalyse des Exons 5 (169 bp) mit angrenzenden intronischen Bereichen
(Lange des PCR-Produktes: 453 bp) konnten zwei intronische Varianten identifiziert

werden:

€.1434-30T>C: Im Intron 4, 30 Basenpaare vor Exon 5 und somit in unmittelbarer Néhe
des SpleiR-Akzeptors konnte die intronische Variante ¢.1434-30T>C mit der rs-
Nummer rs362891 bei einem Patienten des Kollektivs in heterozygoter Auspréagung
nachgewiesen werden. Dies entspricht einer Allelfrequenz C=0,008. Die in der Literatur
angegebene MAF weltweit liegt bei C=0,025 (6376/250828, GnomAD_exome), die fur
Europa angegebene MAF bei C=0,008 (1086/134906, GhomAD_exome, European).

l +§m' il
|

ACATTATGTCTATATTCYRTAAGACATGCaCATT
................. Bilsion osmom g e sicepsame (amm e 7 e

acattatgtctatattctptaagacatgcacatt

ACATTATGTCTATATTCFATAAGACATGCACATT
ACATTATGTCTATATTCfRTAAGACATGCACATT

Wy \/\/\/\/‘;t/\'ﬂf \[\ﬂ/‘\f\ NW f\[ m; 1

ACATTATGTCTATATTCTATAAGACATGCACATT
ACATTATGTCTATATTCITRTAAGACATGCACATT

b

Abbildung 13: Sequenzausschnitt aus GRM1, Intron 4, um c.1434-30
1: Variante c.1443-30T>C, heterozygot (Probe 930)
2: Wildtyp, homozygot T (Probe 948)

€.1602+52G>A: 52 Basen hinter dem Ende von Exon 5 konnte die intronische Variante
(rs362892) bei sechs Patienten des Kollektivs heterozygot identifiziert werden. Die
globale MAF von A=0,018 (4225/239886, GnomAD_exome) sowie die fur Europa
beschriebene MAF von A=0,024 (3067/128328 GnomAD_exome, European) liegen
somit knapp unterhalb der hier beobachteten Allelfrequenz (A) von 0,045.
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PERG S Infron 5

TGTGAGGAGGTTGGCTGCCTR

tgtgaggaggttyggctgccty

CACATTAKWAAAGAACAMCHNC

yacattagtaaagaacaacac

TGTGAGGAGGTTGGCTGCCTR
TGTGAGGAGGTTGGCTGCCTR

CACATTAGTAAAGAACAACAC
GACATTAGTAAAGAACAACAC

'jﬂyVJvVLJvuwwﬁwVVWngﬁl

TGTGAGGAGGTTGGCTGCCT)
TGTGAGGAGGTTGGCTGCCTE

CACATTAGTAAAGAACAACAC
CACATTAGTAAAGALAACAACAC

j\i,"’wml"g AW I""/\"/\f 2

Abbildung 14: Sequenzausschnitt aus GRM1, Intron 5, um ¢.1602+52
1: Variante c.1602+52G>A, heterozygot (Probe 968)

2: Wildtyp, homozygot G (Probe 972)
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3.3.6 Exon6

Das mit einer Lange von 127 Basenpaaren kiirzeste der untersuchten Exone ist Exon 6.
Bei der Untersuchung der hierzu amplifizierten DNA-Fragmente (366 bp) konnte die
nachfolgend beschriebene Variante nachgewiesen werden.

€.1603-33A>G: Fir die intronische Variante mit der Kennung rs362913 ist die MAF
(Europa) mit G=0,027 (3576/134092, GhomAD_exome, European) angegeben. Die im
Kollektiv beobachtete Allelfrequenz (G) von 0,03 mit 4 heterozygot getesteten

Patienten spiegelt dies ndherungsweise wieder.

AGAAGCTTTTc TGO GAAAACTRICTTTAAAATTCAT GAAA”

agaagcttttctgggaaaact@aitctttaaaattcatgaaal

AGAAGCTTTTCTGGGAARAACTRICTTTAAAATTCATGARA”
AGAAGCTTTTCTGGGAAAACTRICTTTAAAATTCATGAAAL”

S A T

AGAAGCTTTTCTGGGAAAACT CTTTAAAATTCATGAAAT
LGAAGCTTTTCTGGGAAAACTRITCTTTAAAATTCATGAAAT

A e

Abbildung 15: Sequenzausschnitt aus GRM1, Intron 5, um c.1603-33
1: Variante c.1603-33A>G, heterozygot (Probe 892)
2: Wildtyp, homozygot A (Probe 894)

3.3.7 Exon?7
Die Sequenzanalyse des Exons 7 (931 bp) mit angrenzenden intronischen Bereichen

fuhrte zur ldentifikation zweier SNPs, einer intronischen und einer missense Variante.

€.1730-22C>A: Fr diese in Datenbanken mit rs362856 bezeichnete Variante im Intron
6 wird fr Europa eine MAF von A=0,043 (5746/134538, GhomAD_exome, European)
angegeben. In unserem Kollektiv fand sie sich bei vier Patienten und entspricht somit

einer Allelfrequenz (A) von 0,03.
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Abbildung 16: Sequenzausschnitt aus GRM1, Intron 6, um c.1730-22
1: Variante c.1730-22C>A, heterozygot (Probe 684)
2: Wildtyp, homozygot C (Probe 749)

€.2185C>A, p.Pro729Thr: An Position 2185 der fiir mGIuR codierenden DNA konnte
eine Transversion C>A nachgewiesen werden. Dieser Austausch fuhrt zum Einbau der
Aminoséure Threonin anstelle von Prolin an Position 729 des Proteins (p.Pro729Thr).
Es handelt sich somit um den Austausch einer unpolaren gegen eine polare Aminosaure.
Die mit einer MAF von A=0,017 (2089/121408, EXAC) unter rs41305288
vorbeschriebene Variante konnte im untersuchten Kollektiv bei 3 Patienten heterozygot
nachgewiesen werden und entspricht damit einer Allelfrequenz (A) im Kollektiv von
0,023.

Die vom Austausch betroffene Aminosdure liegt im Bereich einer extrazellularen
Domane (Position 728-750) des Proteins. PROVEAN bewertet den Austausch mit
einem Score von -5,767 (cutoff= -2,5) als schédigend fur die Funktion des Proteins und
auch PolyPhen-2 schatzt ihn (Score 1,0) als potentiell schadigend ein. Unterstutzt wird
diese Einschéatzung durch die im phylogenetischen Sequenzvergleich nachweisbar hohe

Konservierung der betroffenen Aminoséure (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Ausschnitt des Aminosdure-Sequenzalignments der mGluR1-Sequenz um Position 729 (rot

markiert); Sequenzen aus UniProt.org
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Abbildung 18: Sequenzausschnitt aus GRM1, Exon 7, um c.2185

1: Variante c.2185C>A, heterozygot (Probe 394)
2: Variante c.2185C>A, heterozygot (Probe 980)
3: Variante c.2185C>A, heterozygot (Probe 1143)
4: Wildtyp, homozygot C (Probe 1145)
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3.3.8 Exon8

Zur Untersuchung von Exon 8 wurden PCR-Produkte mit einer Ladnge von 1147
Basenpaaren amplifiziert. Diese beinhalten die 926 Basenpaare des proteincodierenden
Bereichs von Exon 8 sowie flankierende Bereiche des Introns 7 und der 3’-
untranslatierten Region. Hierbei konnten 9 SNPs nachgewiesen werden, jeweils einer in

Intron 7 und im 3°UTR und weitere sieben im proteincodierenden Bereich des Exons.

€.2661-44G>A: Die intronische Variante rs77825355 mit einer MAF A=0,033
(8072/244458, GnomAD_exome) konnte im Kollektiv bei 2 Patienten heterozygot
nachgewiesen werden und entspricht somit einer Allelfrequenz von A=0,015.

T T

TTCTATGTATTTTHMYCYTGKGKRFEATGATCTATCTGCARAATARATCC

ttctatgtattttatcctgtgtgpatgatctatctgcaaataaatcce

TTCTATGTATTTTATCCTGTGTRECATGATCTATCTGCAAATAAATCC
TTCTATGTATTTTATCCTGTGTRLCATGATCTATCTGCAAATAAATCC

TTCTATGTATTTTATCCTGTGT
TTCTATGTATTTTATCCTGTGTGLATGATCTATCTGCAAATAAATCC

A x/\/\f\[\/\/\/\ I

Abbildung 19: Sequenzausschnitt aus GRM1, Intron 7, um ¢.2661-44
1: Variante c.2661-44G>A, heterozygot (Probe 1119)
2: Wildtyp, homozygot G (Probe 1129)

€.2785G>A, p.Val929lle: Unter rs2941 ist eine missense Variante beschrieben, deren
MAF mit A=0,018 (2558/142954, ALFA Project) beschrieben ist. Der Basenaustausch
flhrt zum Einbau der unpolaren Aminosdure Isoleucin anstelle der ebenfalls unpolaren
Aminoséure Valin an Position 929 des Proteins. Beobachtet wurde diese Variante bei
einem Patienten des Kollektivs fur welchen DNA-Proben weiterer Familienmitglieder
im Institut vorlagen. Die Verwandtschaftsverhéltnisse, klinische Betroffenheit sowie die
Ergebnisse der DNA-Testung der Familienmitglieder werden im Kapitel 3.3.10 n&her

beschrieben.
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Mit einem PROVEAN Delta-Score von -0,230 und einem PolyPhen-2-Score von 0,111
kommen beide Tools zur Einschatzung der Variante als nicht schadlich. Abbildung 20
zeigt die phylogenetische Konservierung anhand eines Ausschnitts des Aminoséure-

Sequenzalignments der mGluR1-Sequenz.
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Abbildung 20: Ausschnitt des Aminosdure-Sequenzalignments der mGluR1-Sequenz um Position 929 (rot
markiert); Sequenzen aus UniProt.org

€.2793G>A, p.Lys931Lys: Unter der Kennung rs2942 sind fur Position 2793 der
kodierenden Referenzsequenz, lediglich acht Basen stromabwarts des zuvor
beschriebenen SNP, zwei bekannte Varianten beschrieben. Bei diesen handelt es sich
um den Austausch der Base Guanin durch die Base Adenin (G>A) oder Cytosin (G>C).
In unserem Kollektiv wurde lediglich der Austausch G>A, nicht jedoch G>C,

beobachtet und wird nachfolgend beschrieben.

Wahrend 20 Patienten des Kollektivs die homozygote Wildtypsequenz (GG) aufwiesen,
konnte bei 34 Patienten die heterozygote Form (GA) und bei 12 Patienten die
homozygote Form der Variante (AA) nachgewiesen werden. Die daraus errechnete
Allelfrequenz (A) betragt im untersuchten Kollektiv 0,44 und liegt somit etwas
unterhalb der auf dbSNP beschriebenen Allelfrequenz A=0,504 (126597/251376,

GnomAD_exome).

Bei dem Austausch G>A handelt es sich um eine synonyme Variante, da sowohl in der
Wildtypsequenz als auch der Variantensequenz ein Triplett vorliegt, welches fir die
basische Aminosdure Lysin kodiert. Fiir diese Variante findet sich bereits ein Eintrag in

der Datenbank ClinVar, in dem sie als benigne Variante beschrieben wird.
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Abbildung 21: Sequenzausschnitt aus GRM1, Exon 8, um ¢.2785 und ¢.2793
1: Variante c.2785G>A (im Bild: Position 126), heterozygot, zusatzlich Variante c¢.2793G>A (im Bild: Position 134),

homozygot A (Probe 453.1)

2: Wildtypsequenz (fiir c.2785 und c.2793), homozygot G (Probe 472)
3: Wildtypsequenz (fiir c.2785), zusatzlich Variante ¢.2793G>A (im Bild: Position 134), heterozygot (Probe 453.2)

€.2922T>C, p.Pro974Pro:

In unserem Kollektiv fand sich bei einem Patient die

synonyme Variante rs142409803. Sie ist mit einer beschriebenen Allelfrequenz
C=0,0007 (180/250618, GnomAD_exome) sehr selten und wird in Eintrdgen der
Datenbank ClinVar als Benign/Likely benign eingeschatzt.
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CGCTTTAGCCCGCCTGGTAGCCC'Y'TCCATGGTGGTGCACAGGCGCGTG
CGCTTTAGCCCGCCTGGTAGCCCTCCATGGTGGTGCACAGGCGCGTG

G T T G e OB ET 60 LA G LI CCA TG TG T B EACKEG BT BTG
CGCTTTAGCCCGCCTGGTAGCCCITTCCATGGTGGTGCACAGGCGCGTG

Abbildung 22: Sequenzausschnitt aus GRM1, Exon 8, um ¢.2922
1: Variante c.2922T>C, heterozygot (Probe 1159)
2: Wildtypsequenz (fiir c.2922), homozygot T (Probe 1172)

€.2977T>C, p.Ser993Pro: An Position ¢.2977 konnte in 46 Proben eine Abweichung
von der Referenzsequenz beobachtet werden. Wahrend 34 Proben in einem Allel den
Basenaustausch T>C aufwiesen (TC), fand sich in 12 Proben sogar eine Homozygotie
fir diesen Basenaustausch (CC) und lediglich 20 Proben wiesen in beiden Allelen an
dieser Stelle eine Thyminbase (TT), entsprechend der Referenzsequenz, auf. Die
Allelfrequenz im untersuchten Kollektiv entspricht somit T=0,56 und liegt damit
oberhalb der in der Literatur (rs6923492) angegebenen MAF von T=0,479
(119370/249042, GnomAD_exome). In einem Eintrag auf ClinVar wird die Variante als
benigne eingestuft. In der Datenbank dbSNP ist unter dieser rs-Kennung zusatzlich der
Basenaustausch T>A beschrieben, dieser wurde jedoch in unserer Untersuchung nicht

nachgewiesen.

Es handelt sich um eine missense Variante, da der Basenaustausch zum Einbau der
unpolaren Aminosdure Prolin anstelle der polaren Aminosdure Serin an Position 993
des Proteins flihrt. Die betroffene Aminoséure liegt im Bereich einer cytoplasmatischen

Domane des Proteins.

Mit einem PROVEAN-Score von -0,100 und einem PolyPhen-2-Score von 0,000 wird
der Austausch von beiden Tools als nicht schéadlich bewertet.
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GCGACCACTCCGCCTCTGCCGYLCCACCTGACCGCAGAGGAGACCCCC
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GCGACCACTCCGCCTCTGCCG[L CCTGACCGCAGAGGAGA&CCCCC

- e

GCGACCACTCCGCCTCTGCCG CCI&CCTGACCGCAGAGGAGACCCCC
GCGACCACTCCGCCTCTGCCGICCCACCTGACCGCAGAGGAGACCCCC

CCCACCTGACCGCAGAGGAGACCCCC
CCCACCTGACCGCAGAGGAGACCCCC

GCGACCACTCCGCCTCTGCCG
GCGACCACTCCGCCTCTGCCG

Abbildung 23: Sequenzausschnitt aus GRM1, Exon 8, um c.2977
1: Variante c.2977T>C, heterozygot (Probe 1031)

2: Variante ¢.2977T>C, homozygot C (Probe 1068)

3: Wildtypsequenz (fiir c.2977), homozygot T (Probe 1084)

€.3168T>G, p.Gly1056Gly und ¢.3213T>G, p.Prol1071Pro: An Position ¢.3168 ist ein
Basenaustausch von T>G unter rs6923864 beschrieben. Lediglich 45 Basen in Richtung
3‘-Ende der untersuchten DNA-Fragmente konnte eine weitere Variante (¢.3213T>C/G,
rs1047006) nachgewiesen werden. Beide Varianten (¢.3168T>G und ¢.3213T>G) haben
als synonyme Varianten keinen Einfluss auf die Aminoséuresequenz des Proteins und
traten gehduft zusammen auf. Die Verteilung der verschiedenen beobachteten
Genotypen sind Tabelle 19 und Tabelle 20 zu entnehmen. Abbildung 24 zeigt in einem

Sequenzausschnitt die Nahe beider Varianten zueinander.
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Tabelle 19: Verteilung der beobachteten Genotypen (TT, TG, GG) bei GRM1 c.3168 im untersuchten Kollektiv

Genotyp | Anzahl Proben
nachgewiesener
Proben
T 17 394, 472, 749, 788, 821, 904, 930, 975, 977, 980, 1008, 1017,
1068, 1115, 1118, 1120, 1159
TG 37 4, 200, 331, 339, 431, 551, 553, 654, 669, 673, 684, 723, 797,
892, 894, 912, 948, 968, 970, 983, 996, 1006, 1031, 1086, 1087,
1119, 1130, 1131, 1134, 1139, 1142, 1143, 1145,1149, 1186,
1190, 1172
GG 12 453, 636, 642, 972, 1002, 1010, 1023, 1084, 1088, 1110, 1129,
1179

Im untersuchten Kollektiv entspricht dies fir die Varianten bei ¢.3168 somit einer
Allelfrequenz fur G von 0,46 und T=0,54. In der Datenbank dbSNP ist die MAF mit
T=0,435 (106191/243838, GhomAD_exome) beschrieben.

Tabelle 20: Verteilung der beobachteten Genotypen (TT, TG, GG) bei c.3213

Genotyp | Anzahl Proben
nachgewiesener
Proben
TT 25 4, 339, 394, 472, 551, 553, 684, 749, 788, 821, 904, 930, 948,
975, 977, 980, 1008, 1017, 1031, 1068, 1115, 1118, 1119, 1120,
1159
TG 33 200, 331, 431, 636, 654, 669, 673, 723, 797, 892, 894, 912, 968,
970, 972, 983, 996, 1006, 1086, 1087, 1088, 1130, 1131, 1134,
1139, 1142, 1143, 1145, 1149, 1172, 1179, 1186, 1190
GG 7 453, 642, 1002, 1010, 1023, 1110, 1129
GC 1 1084

Fur die an Position ¢.3213 beobachtete Variante (rs1047006) ergeben sich in unserem
Kollektiv die Allelfrequenzen G=0,36 (48/132), T=0,63 (83/132) und C=0,008 (1/132).
Auf dbSNP sind fur diese Allele die Haufigkeiten G=0,383 (4285/11176, ALFA
Project), T=0,615 und C=0,001 beschrieben.

Bei 53 der 66 untersuchten Proben lagen an beiden beschriebenen Positionen (c.3168

und c.3213) die gleichen Genotypen vor.
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Abbildung 24: Sequenzausschnitt aus GRM1, Exon 8, um ¢.3168 und c.3213

1: Variante c.3168T>G, heterozygot und Variante c.3213T>G, heterozygot (Probe 996)

2: Variante c.3168T>G, homozygot G und Variante c.3213T>G, homozygot G (Probe 1002)
3: Wildtypsequenz (fiir ¢.3168 und c.3213), homozygot T (Probe 1008)

€.3214C>G, p.Prol072Ala: Eine Base stromabwarts der zuvor beschriebenen Variante
fand sich bei einem Patienten des Kollektivs (Pat.-ID: 1119.1) die missense Variante
€.3214C>G auf einem Allel. Sie wird in der Literatur unter rs146753539 beschrieben.
Der Austausch C>G fiuhrt zur Entstehung eines Basentripletts codierend fir die
unpolare Aminosaure Alanin. Das in der Wildtypsequenz an dieser Stelle vorliegende
Triplett codiert fir die ebenfalls unpolare Aminosdure Prolin. Der gegebene
Aminosdureaustausch p.Pro1072Ala wird von den Vorhersagetools PROVEAN (Delta-
Score: -0,659) und PolyPhen-2 (Score: 0,008) als nicht schadlich fur Funktion und
Struktur des Proteins eingestuft. In den Datenbanken dbSNP und ClinVar sind die
Allelfrequenz G=0,006 (808/125568, TOPMED) und eine auf drei Einsendungen
gestiitzte Einschéatzung als Benign/likely benign zu finden. Abbildung 25 zeigt einen
Ausschnitt des phylogenetischen Sequenzvergleichs der mGluR1-Sequenz um die von

der Mutation betroffene Aminosaure.
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Abbildung 25: Ausschnitt des Aminosdure-Sequenzalignments der mGIluR1-Sequenz um Position 1072 (rot

markiert); Sequenzen aus UniProt.org

Zu diesem Patienten lagen im Institut DNA-Proben weiterer Familienmitglieder vor.
Diese wurden ebenfalls auf VVorliegen dieses SNP getestet. Die Ergebnisse der Testung,
klinische Betroffenheit und die genauen Verwandtschaftsverhaltnisse werden in Kapitel

3.3.11 beschrieben.
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Abbildung 26: Sequenzausschnitt aus GRM1, Exon 8, um c.3214

1: Variante c.3214C>G, heterozygot (Probe 1119.1)

2: Wildtypsequenz (fiir c.3214), homozygot C, zusatzlich Variante ¢.3213T>G (Probe 1131)

¢.*14C>G: 14 Basen hinter dem Stoppcodon wurde, ebenfalls bei Patient 1119.1, der
Basenaustausch C>G in einem Allel identifiziert. Fiir diese im 3°’UTR-Bereich liegende

Variante mit der Kennung rs989154500 ist in der Literatur aktuell noch keine

Allelfrequenz beschrieben.
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Abbildung 27: Sequenzausschnitt aus GRM1, Exon 8, um c.*14
1: Variante c.*14C>G, heterozygot (Probe 1119.1)
2: Wildtypsequenz (fiir c.*14), homozygot C (Probe 1131)

58



3.3.9 Ubersicht der nachgewiesenen Varianten

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit die 16 in Tabelle 21 aufgefiihrten Varianten

identifiziert werden. Alle vier missense Varianten waren vorbeschrieben und mit

Ausnahme der im 3°-untranslatierten Bereich gelegenen Variante lie sich fir alle

beobachteten SNPs ein europdischer MAF-Referenzwert in der Literatur ermitteln.

Tabelle 21: Zusammenstellung aller gefundenen Varianten im GRM1-Gen

Bereich Position Basen- Varianten- Effekt auf AS- Rs-Nummer MAF MAF
austausch art Sequenz (kollektiv)* | (Referenz)*
Exon 1 c.147 C>T synonymous | p.Ala49= rs370752444 T=0,01 T=<0,001
Intron4 | ¢.1433+10 | T>C intron - rs373538200 C=0,01 C=0,001
Intron4 | ¢.1434-30 | T>C intron - rs362891 C=0,01 C=0,025
Intron5 | ¢.1602+52 | G>A intron - rs362892 A=0,05 A=0,018
Intron5 | ¢.1603-33 | A>G intron - rs362913 G=0,03 G=0,027
Intron6 | ¢.1730-22 | C>A intron - rs362856 A=0,03 A=0,043
Exon 7 €.2185 C>A missense p.Pro729Thr rs41305288 A=0,02 A=0,017
Intron7 | c.2661-44 | G>A intron - rs77825355 A=0,02 A=0,033
Exon 8 €.2785 G>A missense p.Val929lle rs2941 A=0,01 A=0,018
Exon 8 €.2793 G>A synonymous | p.Lys931= rs2942 A=0,44 A=0,504
Exon 8 €.2922 T>C synonymous | p.Pro974= rs142409803 C=0,01 C=<0,001
Exon 8 €.2977 T>C missense p.Ser993Pro rs6923492 C=0,44 T=0,479
Exon 8 €.3168 G synonymous | p.Glyl056= rs6923864 G=0,46 T=0,435
Exon 8 c.3213 T>G/C synonymous | p.Prol071= rs1047006 G=0,36 G=0,383
(C=0,01) (C=0,001)
Exon 8 c.3214 C>G missense p.Prol072Ala | rs146753539 G=0,01 G=0,006
3’UTR c.*14 A>T 3’UTR - rs989154500 G=0,01 -
variant

*Werte auf drei Nachkommastellen gerundet

59




3.3.10 Fallbericht und Familienuntersuchung Patient 453.1, Variante c.2785G>A
(p.Val929lle)

Der Patient 453.1, 1968 geboren, gab bei seiner Untersuchung an, seit seiner Jugend

unter Gleichgewichtsstérungen, besonders bei hektischen Bewegungen, zu leiden.

Schwindel sowie sonstige Vorerkrankungen wurden verneint.

Bei der klinisch-neurologischen und ophthalmologischen Untersuchung présentierten
sich eine Gang- und Standataxie, sowie ein Downbeat- und ein Lagenystagmus in allen
Richtungen. Auffallend waren zudem eine sakkadierte Blickfolge sowie Stérungen der
Folgebewegung und des optokinetischen Nystagmus. An den unteren Extremitaten
waren beidseits gesteigerte Muskeleigenreflexe, ein positiver Babinski-Reflex,
atrophierte  Waden sowie Hohlfiite nachweisbar. Sensibilitatsstorungen und
Anhaltspunkte fir das Vorliegen einer Makulaerkrankung fanden sich keine. Die Retina
war unauffallig. Im MRT zeigte sich neben deutlicher Kleinhirnatrophie eine vermutlich
durch Demyelinisierung bedingte multifokale Leukenzephalopathie. Hirnstamm und
Stammganglien waren unauffallig. Im EKG und den Laboruntersuchungen waren keine

auffalligen Befunde nachzuweisen.

Familienanamnestisch bestehen Symptome bei weiteren Familienmitgliedern. Der Vater
sowie der jiingste der drei Brider des Patienten zeigen keine vergleichbaren Symptome.
Bei der Mutter bestehen ahnliche Symptome, die jedoch erst spater, im jungen
Erwachsenenalter, erstmals auftraten. Sie habe zudem zwei gesunde Bruder, mit
gesunden Nachkommen. Weiterhin sind zwei Brlder des Patienten aufgrund der Ataxie
gehbehindert. Der Patient selbst hat drei Nachkommen, die zum Zeitpunkt der
Datenerhebung keine Symptome zeigen. Die Familienanamnese wird in Abbildung 28

graphisch dargestellt.
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Abbildung 28: Stammbaum Patient 453.1: Symptome bei Mutter sowie zwei Briidern des Indexpatienten (lll/5);

Vater (11/1) und ein jiingerer Bruder (111/7) zeigten bis zum Zeitpunkt der Datenerhebung keine Symptome
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Abbildung 29: Sequenzausschnitt aus GRM1, Exon 8, um c.2785, Familie 453
: Variante ¢.2785G>A, heterozygot (Probe 453.1)

: Wildtypsequenz (fiir c.2785), homozygot G (Probe 453.2)

: Variante c.2785G>A, heterozygot (Probe 453.3)

: Variante c.2785G>A, heterozygot (Probe 453.4)

: Wildtypsequenz (fiir c.2785), homozygot G (Probe 453.6)

: Variante ¢.2785G>A, heterozygot (Probe 453.8)

: Wildtypsequenz (fiir c.2785), homozygot G (Probe 453.11)
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Funf der sieben untersuchten Familienmitglieder wiesen die missense Variante
€.2785G>A (rs2941) in einem Allel auf. Wie Abbildung 29 zu entnehmen ist, wurden
die Proben 453.1, 453.3, 453.4, 453.8 und 453.11 heterozygot flr die Variante getestet.
Es handelt sich hierbei um den Indexpatient, seine drei Briuder und den Vater des
Patienten. Bei der Mutter des Patienten sowie einem Bruder der Mutter wurde die
Wildtypsequenz homozygot nachgewiesen. Die Variante wird somit nicht mit der

Erkrankung zusammen segregiert.

Die Frage, ob die Variante urséchlich fur die Symptome des Patienten ist, wird in
Kapitel 4.4.2 néher diskutiert.

3.3.11 Fallbericht und Familienuntersuchung Patient 1119.1, Variante ¢.3214C>G
(p.Pro1072Ala)

Der 1968 geborene Patient 1119.1 gab bei einer Untersuchung im Jahr 2015 seit sieben
Jahren progrediente Symptome im Sinne eines ataktischen Syndroms an, vereinbar mit
einer spinocerebellaren Ataxie. Zusatzlich bestinden ausgeprégte Sehstorungen. Im
Vorfeld wurden Tests auf das Vorliegen der Trinkuleotid-Expansions-Erkrankungen
SCA 1, 2, 3, 6, 7 und 17 sowie auf Punktmutationen in den fir SCA 13, 14, 19, 23, 28
ursachlichen Genen und im mtATP6-Gen durchgefiihrt und diese ausgeschlossen.

Bei der Mutter des Patienten (1119.3) und einem jlngeren Bruder (1119.2) lagen zum
Zeitpunkt der Untersuchung keine entsprechenden Symptome vor. Weitere
Informationen zur Familienanamnese, inklusive Informationen ber den Vater sowie

radiologische oder neurologische Befunde wurden dem Institut leider nicht Gbermittelt.

Der SNP rs146753539 mit dem Austausch ¢.3214C>G konnte bei der Mutter des
Patienten (1119.3) ebenfalls nachgewiesen werden. Die Sequenzierung der DNA des
jungeren Bruders (1119.2) lieferte den Nachweis der Wildtypsequenz. Abbildung 30
stellt die beschriebenen Verhéltnisse und Abbildung 31 die Ergebnisse der

Sequenzierung graphisch dar.
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Abbildung 30: Stammbaum Patient 1119.1: Symptome beim Indexpatient (11/2); Mutter (/1) und ein jiingerer
Bruder (11/3) des Patienten zeigten bis zum Zeitpunkt der Datenerhebung keine Symptome. Zum Vater des
Patienten lagen keine Informationen vor.
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Abbildung 31: Sequenzausschnitt aus GRM1, Exon 8, um c.3214, Familie 1119
1: Variante c.3214C>G, heterozygot (Probe 1119.1)

2: Variante ¢.3214C>G , heterozygot (Probe 1119.2)

3: Wildtypsequenz (fiir c.3214), homozygot C (Probe 1119.3)

L=

Bei gleichem Genotyp und zugleich vorliegender Symptomlosigkeit der Mutter
erscheint ein kausaler Zusammenhang zwischen Variante und der Erkrankung zunéchst
unwabhrscheinlich. Die Frage, ob der beschriebene SNP fir die Symptome des Patienten
dennoch ursachlich sein kann, wird in Kapitel 4.4.3 diskutiert.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung der DNA-Proben von 66
Patienten mit Kklinisch apparenter Ataxie. Diese wurden mittels PCR-Amplifikation,
Sequenzierung und anschlieRender bioinformatorischer Analyse auf das Vorliegen von
Mutationen im GRM1-Gen getestet. Bei den Patienten des untersuchten Kollektivs
lagen neben der ataktischen Symptomatik zusétzlich anamnestische Hinweise auf eine
autosomal dominante Vererbung vor und im Vorfeld konnten kausale Mutationen an
den mit SCA 1, 2, 3, 6, 7, 11, 13, 14, 17, 19, 23, 28, 34, 38 und 46 assoziierten Loci
sowie in MT-ATP6 ausgeschlossen werden.

Eine definitive Beurteilung des Kausalzusammenhanges zwischen einer gefundenen
Variante und einer Erkrankung ist schwierig, jedoch konnen diverse Kriterien wie
familidre Testung, Beurteilung der Konservierung — unter anderem Uber
bioinformatorische Programme — und Haufigkeiten herangezogen werden, um Hinweise
zu erhalten. Zur weiteren Abklarungen kénnen funktionelle Experimente hilfreich sein,
um die Auswirkung einer Variante auf die Proteinstruktur, Lokalisation oder Aktivitat

nachweisen zu konnen.

4.1 Haufigkeit der spinocerebellaren Ataxien

Ataxien sind mit einer Pravalenz von 10-20/100.000 (Berlit 2014; Klockgether 2018a)
ein seltenes Krankheitsbild. Ein beachtlicher Anteil davon l&sst sich auf Heredoataxien
zurlckfihren. Ruano et al. schatzen in ihrer 2014 publizierten Metaanalyse die
Prévalenz autosomal dominant vererbter Ataxien auf 2,7/100.000 und die Prévalenz
autosomal rezessiv vererbter Ataxien auf 3,3/100.000. Weiterhin beschrieben sie, dass
in verschiedenen Populationen zwischen 33 und 92% der untersuchten Familien auch
nach ausgiebiger Testung ohne genetische Diagnose verbleiben (Ruano et al. 2014).
Zwar hat sich seither in der Diagnostik genetischer Erkrankungen, nicht zuletzt
aufgrund der breiteren Verfligbarkeit genetischer Tests und der vermehrten Anwendung
von ,next generation sequencing™ (NGS) — darunter versteht man Verfahren zur
Sequenzierung des kompletten Exoms (whole-exome sequencing, WES) bzw. Genoms
(whole-genome sequencing, WGS) — einiges getan, so wurden in den letzten Jahren
vergleichsweise viele SCA-verursachende Genmutationen identifiziert. Dennoch gelingt
bei einigen Ataxie-Patienten der Nachweis kausaler Mutation bislang nicht. Ein Grund

hierflir liegt vermutlich darin, dass einige Gene mit potentiell SCA-verursachenden
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Mutationen bislang nicht identifiziert oder mit dem Krankheitsbild sicher in Verbindung
gebracht wurden. Dies beruht unter anderem darauf, dass sich beispielsweise bei
fehlender Familienanamnese die Beurteilung der Pathogenitat einer mittels NGS

nachgewiesenen Variante schwierig darstellt.

Die Repeat-Expansionen, insbesondere bei SCA1, SCA2, SCA3 und SCABS, sind fur die
Mehrheit der spinocerebellaren Ataxien verantwortlich. Punktmutationen, wie sie fur
die SCA44 beschrieben sind, kdnnen jedoch in unterschiedlichen Genen vorkommen
und ebenfalls Ursache einer spinocerebelldren Ataxie sein. Fir viele der SCAs sind
lediglich einzelne Falle oder betroffene Familien beschrieben (Rath und Nguengang
Wakap 2020).

Umfassende epidemiologische Daten liegen zur SCA44 aktuell noch nicht vor, es sind
jedoch unterschiedliche pathogene Mutationen in drei Familien (Watson et al. 2017)
néher beschrieben. In der Datenbank Clinvar existiert ein Eintrag Uber eine weitere
Variante (p.Leu277lle, rs1022097029) mit unklarer klinischer Signifikanz. 2010
veroffentlichten Rossi et al. eine Untersuchung bei der sie in einem Kollektiv aus 41
Ataxie-Patienten mit Symptombeginn vor dem 25. Lebensjahr teils mit aufféalliger
Familienanamnese sowie einer Kontrollgruppe aus 50 gesunden Personen Kkeine
pathogenen Varianten in GRM1 nachweisen konnten (Rossi et al. 2010). In der
Zusammenschau lassen diese Daten vermuten, dass pathogene Mutationen in GRM1
Uberaus selten sind. Es ist jedoch davon auszugehen, dass ein grolRer Teil der Patienten
mit Ataxie ohne bislang nachgewiesene Mutation nicht routineméafRig auf Mutationen in
GRML1 getestet und diese somit nicht nachgewiesen wurden. Weiterhin konnten Ruano
et al. zeigen, dass die Pravalenz der unterschiedlichen SCAs regionalen Schwankungen
unterliegt (Ruano et al. 2014), was auf den Grindereffekt zuruckzufiihren sein durfte.
Die Zahl der pathogenen GRM1-Mutationen kdnnte somit regional hoher liegen als

obige Einzelfallbeschreibungen vermuten lassen.

4.2 Mutationen in GRM1 als Krankheitsursache

Genetische Veranderungen in GRM1 als mogliche Kausalitat verschiedener Pathologien
wurden bereits von unterschiedlichen Forschergruppen untersucht. So werden etwa
verschiedene in GRM1 nachgewiesene Varianten von zwei Forschungsgruppen in
Bezug auf Schizophrenieerkrankungen diskutiert. Frank et al. untersuchten einen

maoglichen Zusammenhang zwischen mehreren Varianten, darunter die auch in der hier
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vorliegenden Arbeit nachgewiesene Variante ¢.2785G>A (p.Val929lle) und
Schizophrenie sowie Bipolarer Storung. Wéhrend es nicht moglich war, einzelne
Varianten gesichert mit diesen Erkrankungen in Zusammenhang zu bringen, erwies sich
ein Zusammenhang mit Variantenclustern in diversen untersuchten Genen, darunter
GRM1, jedoch als sehr wahrscheinlich (Frank et al. 2011). Die Forschergruppe um
Ayoub, welche ebenfalls mogliche Zusammenhénge zwischen Varianten in GRM1 und
Schizophrenieerkrankungen untersuchte, konnte fiir ¢.2185C>A (p.Pro729Thr) mittels
in vitro Zellsystemen keine signifikanten Effekte auf die Funktionalitit in Form eines
relevanten Einflusses auf die Signaltransduktion Gber den Inositoltriphosphatweg oder
die Oberflachenexpression des Rezeptors nachweisen. Auch die in unserer
Untersuchung beschriebenen Varianten p.Val929lle (c.2785G>A, rs2941, s. Kapitel
4.4.2) und p.Ser993Pro (c.2977T>C, rs6923492) werden in dieser Publikation
aufgefihrt, jedoch bei unauffélliger in silico Analyse als mogliche Krankheitsursache
nicht naher diskutiert. (Ayoub et al. 2012).

In einer kleinen Studienpopulation konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen
verschiedenen GRM1-Varianten, darunter neben ¢.2185C>A (p.Pro729Thr) auch
€.2785G>A (rs2941), und dem Auftreten von Clusterkopfschmerzen festgestellt werden
(Bacchelli et al. 2016).

Bei der Untersuchung mehrerer iranischer Familien bei denen geistige Behinderungen
festgestellt wurden, konnten Forscher in einer Familie eine in GRM1 aufgetretene
rezessive Variante als wahrscheinliche Ursache ausmachen. (Davarniya et al. 2015)

Eine Studie von Kelleher et al. untersuchte den Zusammenhang zwischen seltenen
genetischen Varianten in Genen der mGIluR-Signalkaskade, darunter GRM1, und der
Anfalligkeit fir Autismus-Spektrum-Storungen. Wahrend ein begrundeter Verdacht
dieses Zusammenhangs, unter anderem aufgrund des signifikant haufigeren Auftretens
als schadigend eingeschéatzter Varianten in der Gruppe untersuchter Autismus-Patienten
gegenuiber der Kontrollgruppe, aufgezeigt werden konnte, wurde dieser nicht explizit
mit einzelnen Varianten in Verbindung gebracht, welche auch in unserem Kollektiv
identifiziert wurden. Dartiber hinaus fanden sich mehr potentiell schédliche GRM1-
Varianten in der Kontrollgruppe als im untersuchten Patientenkollektiv. In der Studie
beschriebene Varianten ohne Signifikanz flr Autismus-Spektrum-Stérungen wurden

auch in unserem Kollektiv nachgewiesen. Zu diesen Varianten gehoren c.2185C>A
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(p.Pro729Thr, rs41305288), ¢.2785G>A (p.Val929lle, rs2941), ¢.2793G>A (rs2942),
€.2922T>C (rs142409803), c.2977T>C (p.Ser993Pro, rs6923492), ¢.3168T>G
(rs6923864) und ¢.3213T>G (rs1047006). (Kelleher et al. 2012)

Eine Verknlpfung zwischen dem Auftreten von Ataxie bei Schéadigungen in der
mGIuR1-Signalkaskade konnte auch unabhéngig von Mutationen in GRM1 selbst
nahegelegt werden. Sillevis Smitt und Kollegen konnten bei zwei an Morbus Hodgkin
erkrankten Patienten gegen mGIuR1 gerichtete Autoantikorper nachweisen. Klinisch
zeigte sich bei diesen Patienten eine ausgepréagte cerebellare Ataxie und ein kausaler
Zusammenhang zwischen Antikdrpern und klinisch apparenter Ataxie wurde vermutet
(Sillevis Smitt et al. 2000).

Die vorbeschriebenen Untersuchungen zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen
Erkrankungen mit zugrunde liegenden Pathologien im ZNS und dem Vorliegen von
Mutationen in GRM1 von verschiedenen Wissenschaftlern bereits vermutet und
untersucht wurde. Einige der Untersuchungen konnten einen solchen Zusammenhang
bestatigen. Erkrankungen, die unabhéngig vom zentralen Nervensystem aufzutreten
scheinen, bilden eher die Ausnahme. Ein solcher Zusammenhang scheint insbesondere
vor dem Hintergrund der gewebsspezifischen Expression von GRM1 nachvollziehbar

und wird an spéterer Stelle noch einmal aufgegriffen (siehe 4.5).

4.3 Pathogene Mutationen in GRM1 (vorbeschrieben)

Neben den vorangehend beschriebenen Pathologien, die mit GRM1 in Verbindung
gebracht werden, spielt die Assoziation zwischen entsprechenden Mutationen und
klinisch manifesten Ataxien bei der Erforschung von GRM1 die wohl bislang groRte
Rolle. Erste fundierte Forschungsergebnisse zu dominant wirkenden Mutationen in
GRM1 gehen zuriick auf Watson et al. Sie beschrieben drei pathogene Mutationen in
GRM1, zwei Transitionen sowie eine Duplikation. Mutation ¢.785A>G, p.Tyr262Cys
betrifft die extrazelluldare ligandenbindende Doméne, ¢.2375A>G fihrt zum
Aminosdureaustausch p.Tyr792Cys in einer Transmembrandoméne und ¢.3165dupA
uber einen frameshift zu einer Verkiirzung der C-terminalen Doméne (Watson et al.
2017). Wie eingangs beschrieben, fiihren die beiden Transitionen zum Austausch
phylogenetisch hochkonservierter Aminosauren (siehe Abbildung 5), was eine hohe
Relevanz fur die Struktur und Funktion des Proteins nahelegt. Die resultierende

Veranderung der Aminosduresequenz  wird zudem von bioinformatorischen
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Vorhersagetools als potentiell schadlich eingestuft. Die von Watson et al. beschriebene
Duplikation tritt im letzten Exon von GRM1 auf, worin sie die Ursache fir die
Produktion eines verkilrzten Proteins anstelle eines nonsense-mediated-decays
vermuten. In Zellexperimenten konnten sie die Produktion des verkirzten Proteins
nachweisen sowie eine Storung der nachgeschalteten Signalkaskade aufzeigen, indem
sie, verglichen mit Zellen mit mGIuR1-Wildtypsequenz, reduzierte Mengen
phosphorylierter ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2) nachwiesen
(Watson et al. 2017).

4.4 Nachgewiesene Varianten in GRM1

Bei den 66 Patienten des hier untersuchten Kollektivs konnten 16 unterschiedliche
SNPs nachgewiesen werden. Samtliche Varianten sind vorbeschrieben, und es
existieren somit bereits zugeordnete rs-Kennungen, jedoch fanden sich fur keine der
Varianten Publikationen, welche den moglichen Bezug zu autosomal dominanten
Heredoataxien diskutieren. Bei den beobachteten Varianten handelt es sich um sechs
intronische Varianten, eine in der 3‘-untranslatierten Region gelegene Variante und
neun exonische Varianten. Vier der exonischen SNPs fiihren zu einer verénderten
Aminosauresequenz. Drei dieser vier Varianten werden vor dem Hintergrund maoglicher
Pathogenitat in Kapitel 4.4.4 und unter Einbezug der Familienanamnese sowie

familidrer Testungen in den Kapiteln 4.4.2 und 4.4.3 bewertet.

Das American College for Medical Genetics and genomics (ACMG) hat in
Ubereinstimmung mit den Empfehlungen der International Agency for Cancer Research
(IARC) ein Kilassifizierungssystem fiir Sequenzvarianten erstellt und teilt diese in funf
Klassen ein. Fir die Zuordnung einer Variante zur jeweiligen Klasse gelten

entsprechende standardisierte Kriterien (Plon et al. 2008; Richards et al. 2015).

Die missense Variante ¢.2977T>C, p.Ser993Pro (rs6923492) wird den Standards der
ACMG Kilassifizierung folgend der Klasse 1 — Normvariante ohne klinische Relevanz —
zugeordnet. Diese Zuteilung basiert im Wesentlichen auf der H&ufigkeit der Variante
(MAFeuropaT=0,454). Ferner erscheint eine Pathogenitat der Variante nicht zuletzt
aufgrund des auf ClinVar in mehreren Eintrdgen bestatigten benignen Charakters

uberaus unwahrscheinlich und die Variante wird im Folgenden nicht naher diskutiert.
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4.4.1 Varianten in nicht-codierenden Bereichen

Nicht-codierende Sequenzen konnen regulatorische Effekte auf die Transkription von
Genen haben und sie beispielsweise als Enhancer steigern. Zudem koénnen sie die
Stabilitdt der Transkripte und die Translationseffizienz beeinflussen (Shaul 2017).
Folglich kdénnen Mutationen in entsprechenden Sequenzbereichen diese Regulation
beeinflussen und somit Ausldser von Erkrankungen sein (Chatterjee und Ahituv 2017).
Sequenzvarianten in Introns kénnen zum Entstehen neuer Spleif3stellen und dariber
zum Einbau zusatzlicher, ursprunglich nicht-codierender Sequenzen fiihren. Beispiele
hierflr sind einige B-Thalassdmie und Mukoviszidose verursachende Mutationen (Dhir
und Buratti 2010; Friedman et al. 1999). Auch kdnnen bestehende Splei3stellen durch
Mutationen so verandert werden, dass einzelne Exone nicht mehr als solche erkannt
werden und aus der pra&-mRNA herausgesplei3t werden. Dies konnte beispielsweise in
einigen Féllen als Ursache des Brugada-Syndroms in SCN5A nachgewiesen werden
(Rossenbacker et al. 2005). Diese teils verheerenden Verdnderungen der mRNA
resultieren in einem vorzeitigem Abbau der fehlerhaften RNA, als nonsense-mediated-
decay bezeichnet oder der Bildung fehlerhafter Proteine mit oftmals pathogenem
Charakter (Lykke-Andersen und Jensen 2015).

Die Repeat-Expansionserkrankungen SCA 8, 12, 31, 36 und 37 sind Beispiele fur
Ataxien, ausgelést durch DNA-Verdnderungen in nicht codierenden Sequenzen
(Sullivan et al. 2019). In unserer Untersuchung wurden sechs intronische Varianten und
eine in der 3°-untranslatierten Region nachgewiesen. Sdmtlichen dieser Varianten wird
in der in silico Analyse mittels des Human Splicing Finders kein Einfluss auf das
Spleilien zugeschrieben. Weiterhin spricht bei vier der SNPs die Haufigkeit von 3-5% in
Europa tendenziell gegen einen relevanten pathogenen Effekt. Generell ist die
Bewertung intronischer Sequenzveranderungen jedoch schwierig und in silico Analysen
konnen lediglich als Hinweis verwendet werden. Zur weiteren Beurteilung kann es
sinnvoll sein, RNA aus frischen Blutproben der Betroffenen zu extrahieren und in
cDNA umzuschreiben, anschliefend zu amplifizieren und die vorliegenden Transkripte
zu analysieren. Auf diese Weise konnen beispielsweise verkiirzte oder verlangerte
Transkripte nachgewiesen werden, die maoglicherweise auf intronische Varianten

zurickzufiihren sind.
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4.4.2 Familie 453

In der DNA des Patienten 453.1 konnte die Transition ¢.2785G>A, p.Val929lle
(rs2941) heterozygot nachgewiesen werden. Zwar schatzen PROVEAN und PolyPhen-2
die Variante als unschadlich ein, jedoch verdeutlicht das Aminoséure-Sequenzalignment
(Abbildung 20) die hohe Konservierung der betroffenen Aminosaure, was eine wichtige
Rolle fur Struktur und Funktion des Proteins vermuten lasst und einen kausalen

Zusammenhang zwischen Variante und Krankheit vorstellbar macht.

Im Institut lagen Proben von sieben Familienmitgliedern vor, die auf das Vorliegen der
Variante getestet wurden. Anamnestisch ergaben sich Hinweise auf eine ataktische
Symptomatik bei vier getesteten Personen. Bei funf von insgesamt sieben Proben lief3
sich dieselbe Variante nachweisen, darunter alle getesteten Nachkommen in Generation
I1l, jedoch unabhdngig vom Gesundheitsstatus. Da die Variante ebenfalls beim
gesunden Vater (Il-1), jedoch nicht bei der erkrankten Mutter (11-2) nachgewiesen
wurde, kann eine Segregation der Variante mit der Erkrankung ausgeschlossen werden.
Diese Aussage wird auch dadurch unterstiitzt, dass der gesunde Bruder (I11-7) ebenfalls
Trager der Variante ist. Somit konnte Kkeine Phéanotyp-Genotyp-Assoziation
nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 28). Auch kann die beobachtete Konstellation in
Generation 111 angesichts der Phénotyp-Genotyp-Verteilung der Elterngeneration (1)
nicht Uber eine verminderte Penetranz erklart werden. Basierend auf den vorliegenden
Daten erscheint es somit unwahrscheinlich, dass die identifizierte Variante fur die
Symptome verantwortlich ist. Die Familienanamnese legt jedoch nahe, dass es sich in
der Familie um eine erbliche Form der Ataxie handelt und zukinftige Tests auf weitere
Genmutationen dabei helfen kdnnten, eine genetische Diagnose zu stellen.

Die Stammbaumanalyse (Abbildung 28) deutet darauf hin, dass die Symptomatik einer
autosomal dominanten Vererbung folgt. Jedoch ist auch eine mitochondriale Vererbung
vorstellbar, wenn man davon ausgeht, dass bei dem jlingsten Sohn Symptome in
fortschreitendem Alter noch eintreten konnen oder ein geringerer Heteroplasmiegrad
vorliegt. Uber die GroReltern des Patienten konnten anamnestisch keine Informationen
gewonnen werden, welche eine weitere Differenzierung ermdoglichen wiirden. Bei dieser
Familie liegt mit grofRer Wahrscheinlichkeit eine andere genetische Ursache fur die
Bewegungsstérung vor als die beim Index-Patienten nachgewiesene Variante
.2785G>A, p.Val929lle (rs2941).
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4.4.3 Familie 1119

Bei Patient 1119.1 wurde die missense Variante ¢.3214C>G, p.Prol072Ala
(rs146753539) heterozygot nachgewiesen. Die Untersuchung der DNA des
asymptomatischen Bruders (1119.2) und der asymptomatischen Mutter (1119.3) fuhrten
zu folgender Konstellation:

e Indexpatient 1119.1: Genotyp CG, symptomatisch
e Mutter 1119.3: Genotyp CG, asymptomatisch
e Bruder 1119.2: Genotyp CC (Wildtyp), asymptomatisch

Leider lagen dem Institut weder anamnestische Informationen, noch DNA-Proben
weiterer Familienmitglieder vor. Aufgrund der unvollstandigen Familienanamnese,
insbesondere den fehlenden Informationen Uber den Vater, ist es nicht moglich, eine

genaue Aussage (ber den Erbgang der Erkrankung zu treffen.

Zwar ist die betroffene Aminoséure — zumindest unter S&ugetieren — hochkonserviert
(siehe Abbildung 25), der hier beobachtete Austausch wird jedoch von in silico
Analysen als unschédlich eingeschatzt. Zudem wurde die gleiche Variante bei der
Mutter ebenfalls nachgewiesen, diese zeigt jedoch keine Symptome. Es ist allerdings
vorstellbar, dass die fehlende Symptomatik der Mutter auf unvollstandiger Penetranz
beruht oder dass es sich bei der Mutter um ein Keimbahnmosaik und beim Sohn um

eine Neumutation handelt.

Die hier nachgewiesene Variante erscheint als Ausloser der Symptome somit eher
unwabhrscheinlich, eine definitive Aussage lasst sich aufgrund der geringen Datenlage
jedoch nicht treffen. Unsere Interpretation deckt sich mit dem Eintrag auf ClinVar, der
diese Variante als ,,benign/likely benign“ bewertet. Auch fur diese Variante kdnnten
weitere funktionelle Experimente dabei helfen, etwaige Pathogenitat dieser Variante

auszuschliel3en oder zu bestatigen.

4.4.4 Putativ pathogene Mutation

In Exon 7 konnte eine Variante der Klasse 3 nach ACMG Klassifikation nachgewiesen
werden. Bei dieser Klasse handelt es sich um Varianten mit unklarer klinischer
Relevanz. Dort flhrte die Transversion ¢.2185C>A zur Verénderung der
Aminosduresequenz (p.Pro729Thr). Wahrend die bereits von Watson et al. als

pathologisch beschriebenen Punktmutationen die extrazelluldre ligandenbindende
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Doméne bzw. eine Transmembrandomaéne betreffen, ist in diesem Fall eine Aminosaure
innerhalb einer extrazellularen Domane betroffen. Sie befindet sich in raumlicher Nahe
zur vierten Transmembrandoméne, welche von den Aminoséuren 704-727 gebildet wird

(https://www.uniprot.org/uniprot/Q13255, zuletzt abgerufen am 15.09.2021).

Sowohl PROVEAN als auch PolyPhen-2 schatzen die Variante als schadlich ein.
Zudem handelt es sich bei der betroffenen Aminosaure um eine hochkonservierte
(Abbildung 17), sodass eine hohe Relevanz fur die Struktur und Funktion des Proteins

gemutmalit werden kann.

Da die im Exon 7 codierte DNA-Sequenz in allen proteincodierenden
Transkriptvarianten vertreten ist, kann vermutet werden, dass die Veranderung auch in
der im ZNS exprimierten Variante vertreten ist. Eine Bestdtigung der tatsachlichen
Expression konnte Uber speziell erzeugte Zelllinien mit Nachweis des verénderten
Proteins in den Zellen erfolgen. Mittels Zellkulturen kann der Einfluss der Variante auf
die Zellen weiter untersucht werden. Zudem koénnen Zellversuche dazu eingesetzt
werden, die Auswirkung der Variante p.Pro729Thr auf die mGIuR1-Signalkaskade
nachzuweisen, indem beispielsweise Spiegelveranderung der second messenger sowie
nachgeschalteter Effektorproteine im Sinne eines gain of function oder loss of function
nachgewiesen werden. Ferner kann Uber eine Darstellung der raumlichen Struktur des
Proteins beispielsweise mittels NMR-Spektroskopie oder Roéntgenstrukturanalyse
versucht werden eine etwaige fehlerhafte Faltung nachzuweisen und sogar eine
Strukturdnderung bei Ligandenbindung dargestellt werden. Beides konnte eine
eingeschrankte oder (berméaBige Funktionalitat des veranderten Proteins untermauern.
Zur Beurteilung moglicher Pathogenitat der Variante ohne die Anwendung zusétzlicher
funktioneller Experimente wadre eine ausgepragte Stammbaumanalyse sowie familidre
Testungen mit den hier eingesetzten Methoden sinnvoll. Da sich Ataxien in der Regel
im Erwachsenenalter manifestieren, ist das Anfordern von weiteren DNA-Proben,
insbesondere aus der Eltern- bzw. GroReltern-Generation, haufig nicht méglich. Die
Kausalitat der Mutation flr die Erkrankung kann zwar nicht mit Sicherheit bestatigt

werden, ist aufgrund der vorliegenden Daten aber durchaus vorstellbar.

4.5 GRM1-Gewebespezifische Expression und mGluR1-Pathophysiologie
Der metabotrope Glutamatrezeptor 1, von GRM1 codiert, spielt fir die Funktion des
ZNS eine wichtige Rolle. Da er besonders stark in den Purkinjezellen des Cerebellums
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exprimiert wird und insbesondere im Bereich der Synapsen zwischen Parallelfasern der
Kdrnerzellen und Purkinjezellen zu finden ist, verwundert es nicht, dass seine
Funktionen weitgehend mit denen des Cerebellums zusammenhangen. Glutamat, der
haufigste exzitatorische Neurotransmitter, fuhrt bei Bindung an den Rezeptor zu dessen
Aktivierung und in der Folge Uber IP3-Signaltransduktion zu erhdhtem intrazelluldarem
Kalziumspiegel. Die erwéhnten Synapsen bilden zusammen mit den Synapsen zwischen
Kletterfasern der unteren Olive und den Purkinjezellen die exzitatorischen Afferenzen
der Purkinjezellen. Sie stellen somit einen essentiellen Bestandteil der Regulation der
Kleinhirnfunktion dar. Dazu z&hlen unter anderem Kontrolle und Korrektur ablaufender
Bewegungen und das Erlernen bestimmter Bewegungsablaufe (Hartmann et al. 2011).
Purkinjezellen weisen bereits ohne exzitatorische Einflisse Aktionspotentiale in einer
bestimmten sehr konstanten Frequenz auf. Exzitatorische und inhibitorische Afferenzen
beeinflussen diese Frequenz der Purkinjezellen und regulieren dartiber ihre Afferenz
und somit ihre Funktion. In Versuchen mit Knockout-Mdusen konnte gezeigt werden,
dass ein Absinken dieser Frequenz, beispielsweise durch mangelnden exzitatorischen
Einfluss, zu Ataxie fihrt (Meera et al. 2016). Auch die von Watson et al. beschriebene
de novo Mutation (p.Gly1056Argfs*49) mit daraus resultierendem Protein loss-of-
function, dirfte auf diesem Pathomechanismus basieren (Watson et al. 2017). Gain-of-
function Mutationen in GRM1 bzw. Mutationen die zu einer Verstarkung der mGIluR1-
Signalkaskade flhren, konnen ebenfalls zu Ataxie fihren, wie Anhand der
,Moonwalker Mouse Line“ gezeigt werden konnte (Becker 2014). Die Mduse weisen
eine Mutation im TRPC3-Gen auf, welches fiir einen nicht-selektiven Kationenkanal
kodiert und zur mGIluR1-Signaltbertragung in Purkinjezellen benétigt wird (Hartmann
et al. 2008). Anhand der Mausversuche wurde die Vermutung aufgestellt, dass
entsprechende Mutationen zu eingeschranktem Wachstum der Purkinje-Zell-Dendriten
fuhren. Hier lassen sich Parallelen zu SCA13 und SCA19 ziehen, bei welchen die
ursachlichen Mutationen ebenfalls in Genen auftreten, welche fur einen Kationenkanal
(KCND3 bzw KCNC3) codieren. Dartiber hinaus konnte im Falle von SCA19 bereits
ebenfalls eine Affektion der Purkinje-Zellen nachgewiesen werden, welche hier
vermehrt degenerieren (Duarri et al. 2012). Watson und Mitarbeiter haben zwei gain-of-
function Mutationen (p.Tyr792Cys und p.Tyr262Cys) in GRM1 beschrieben und
vermuten dabei einen exzitotoxischen Effekt, dem eine positiv-Feedback-Kaskade zu
Grunde liegt (Watson et al. 2017).
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Es existieren sieben GRM1-Transkriptvarianten, wovon flnf proteincodierend sind. In
dieser Untersuchung wurden die nachgewiesenen Nukleotidsequenzen mit der
Referenzsequenz der langsten Transkriptvariante (ENST00000282753.6) verglichen. Da
als Ausgangsmaterial aus Blut gewonnene DNA verwendet wurde, lasst sich anhand
dieser Untersuchung jedoch keine Aussage Uber die einzelnen und insbesondere im
ZNS exprimierten Transkripte treffen.

Um die gewebespezifische Expression von GRM1 nachzuweisen, wurde RNA aus
sieben ausgewdhlten Geweben zundchst in cDNA umgeschrieben, diese mit GRM1-
spezifischen Primern vervielfaltigt und anschlieBend sequenziert. Dabei wurden Primer
gewahlt, deren Sequenz innerhalb von Exon 6 und 7 liegt, welche in s&mtlichen
proteincodierenden Varianten vorkommen. Es konnte gezeigt werden, dass GRM1 vor
allem im ZNS und in geringem Mal3e in der Niere exprimiert wird. Die hohe Expression
im ZNS ist auf die Funktion des Rezeptors zuriickzufiihren. Wie oben beschrieben,
handelt es sich bei Glutamat um den haufigsten im ZNS vorkommenden exzitatorischen
Neurotransmitter (Zhou und Danbolt 2014). Um seine Wirkung zu entfalten sind
entsprechende Rezeptoren zu denen auch mGIuR1 zahlt, unerlasslich. Folglich ist auch
die Expression von Glutamatrezeptoren Uberwiegend im ZNS nachvollziehbar. Als
wichtiges Molekil der Langzeit-Depression (long-term depression, LTD) spielen sie fiir
die neuronale Plastizitat eine wichtige Rolle (Kano et al. 2008) und wie anhand
nachgewiesener Ataxie bei Vorliegen entsprechender Mutationen gezeigt werden
konnte, spielen sie zudem eine Rolle bei der korrekten Bewegungsabmessung, bei der
die Purkinjezellen des Cerebellum entscheidend beteiligt sind (Salman 2018;
Guergueltcheva et al. 2012; Watson et al. 2017). Zu beachten ist, dass GRML1 in
Geweben auBerhalb des ZNS in deutlich geringerem Umfang exprimiert wird, als
innerhalb des ZNS, wie Abbildung 2 zu entnehmen ist, was am Ehesten auf die
Funktion von Glutamat als Neurotransmitter zurtckzufiihren ist. Der Nachweis der
Expression des Rezeptors in der Niere (vgl. Abbildung 10) deckt sich mit den
Beobachtungen von Dryer. Er beschreibt die Expression von metabotropen
Glutamatrezeptoren in Podozyten der Niere. Bei Versuchen mit Knockout-Mé&usen
konnte zudem eine Albuminurie sowie Glomerulosklerose nachgewiesen werden (Dryer
2015).
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4.6 Empfehlung zur molekulargenetischen Diagnostik

Sowohl in der Leitlinie zur Diagnostik und Therapie der Ataxien des Erwachsenenalters
(Klockgether 2018a), als auch in der Publikation von Wallace und Bird (Wallace und
Bird 2018) wird bei Verdacht auf das VVorliegen einer spinocerebelldren Ataxie zunéchst
die molekulargenetische Testung auf Repeat-Expansionen empfohlen. Da mehr als die
Hélfte aller SCAs durch Repeat-Expansionen verursacht werden, empfiehlt sich diese
Vorgehensweise, um vermeidbare Kosten fir Tests auf seltenere Ursachen zu
vermeiden. Bei negativem Testergebnis empfiehlt die Leitlinie unter Einbezug
Klinischer Hinweise wie etwa Visusverlust bei SCA7 weitere Gene zur
molekulargenetischen Testung auszuwahlen. Hierbei kénnen Genpanels zum Einsatz
kommen, die heutzutage von vielen Laboren angeboten werden und eine grof3e Auswabhl
an Genen bieten, die einzeln oder in einer vorausgewahlten Zusammenstellung zur
Testung ausgewahlt werden kdnnen. Heutzutage wird GRM1 von vielen Laboren bereits
in Panels zur Ataxiediagnostik eingebunden. Die in unserer Untersuchung gewonnenen
Informationen legen nahe, dass Mutationen in GRM1 eher selten Ursache flr Ataxien
sind. Da sie aber generell vorkommen konnen, wie anhand einer nachgewiesenen
Klasse 3 Variante im hier untersuchten Kollektiv und den von Watson et al.
vorbeschrieben Mutationen gezeigt werden konnte, erscheint die Einbettung des Gens in
entsprechende Panels als kostengunstige Alternative zur Einzelgentestung sinnvoll. Die
Durchfuhrung einer entsprechenden Diagnostik sollte jedoch im Einzelfall vom Arzt
sowie dem Patienten mit Blick auf die Konsequenzen abgewogen werden, da nur bei
wenigen SCAs eine therapeutische Konsequenz besteht. SCA44 kann hierbei eine
besondere Rolle einnehmen, da fir Nitazoxanid in Studien bereits eine allosterisch
inhibierende Wirkung auf mGIuR1 gezeigt werden konnte, welche in Zukunft bei gain
of function Mutationen therapeutische Anwendung finden kdnnte (Watson et al. 2017).
Neben der Mdoglichkeit therapeutischer Konsequenzen sollte bei der Abwégung der
psychologische Effekt bedacht werden, der mit einer gesicherten Diagnose einhergeht

und fir den Patienten ein Gewinn sein kann.

Neben ausgewahlten Genpanels ist es mittlerweile moglich, das gesamte Exom in einer
einzigen Untersuchung zu sequenzieren. Das sogenannte Whole Exome Sequencing
(WES) ist fur die klinische Ataxiediagnostik als Methode der ersten Wahl nicht zu
empfehlen, da neben Veranderungen in Ataxie-assoziierten Genen auch Mutationen in

samtlichen anderen Genen nachgewiesen werden kdnnen. Stiziel und Kollegen geben
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die Anzahl nicht-synonymer, nicht vorbeschriebener Varianten bei einer einzigen WES-
Untersuchung mit 200-500 an (Stitziel et al. 2011). Das AusschlieRen dieser Varianten
als Krankheitsursache ist teuer und zeitaufwendig, und es muss nicht mit dem Stellen
einer sicheren Diagnose einhergehen oder therapeutische Konsequenzen nach sich

ziehen.

4.7 Ausblick

Der potentiell positive psychologische Effekt der mit der Stellung einer gesicherten
Diagnose einhergehen kann, ist einer der Griinde, warum es sinnvoll ist nach méglichen
krankheitsverursachenden Mutationen zu suchen. Trotz der ethischen Bedenken, die mit
der Anwendung von Whole Exome Sequencing zur Ataxiediagnostik einhergehen, ist
sein Einsatz insbesondere bei gesicherten familidaren Ataxie-Erkrankungen sinnvoll und
kann zur ldentifikation seltener Mutationen sowohl in bereits bekannten, als auch neu
identifizierten SCA-assoziierten Loci fuhren. Dartiber hinaus wirden weitere
Untersuchungen zur Identifikation nachweislich pathogener Mutationen in GRM1 dabei
helfen, die Pravalenz der SCA 44 genauer einzuschatzen. Weiterhin kann bei
Mutationsnachweis eines Indexpatienten nachfolgend eine vereinfachte familidre
Testung durchgefiihrt werden und somit die Diagnosestellung in einigen Fallen vor dem
Auftreten erster Symptome erfolgen. Dies ist besonders relevant, da Tiermodelle
nahelegen, dass ein Verhindern oder Verzdgern der Krankheitsmanifestation einfacher
zu erreichen sein konnte als ein Verlangsamen oder Umkehren der

Krankheitsprogression (Ashizawa et al. 2018).

Die Therapie neurodegenerativer Erkrankungen ist bis dato haufig schwierig und nur
selten kausal maoglich. Wéhrend fur einige neuere Behandlungsmethoden bereits erste
Erfolge in préklinischen und klinischen Studien aufgezeigt werden konnten, ist der
Pathomechanismus vieler dieser Erkrankungen noch nicht genau verstanden. Weitere
Forschung in diesem Bereich ist jedoch sinnvoll, da sie zu einem besseren
Krankheitsverstdandnis und zur Identifikation potentieller therapeutischer Targets
beitragen. Der Nachweis von Einflussfaktoren, wie etwa eines modulierenden Effekt
von Reparaturenzymen auf das Manifestationsalter bestimmter SCAs (Sullivan et al.
2019) oder das Aufzeigen eines gain-of-function der mGIluR-Signalkaskade als Folge

mancher Mutationen in GRML, sind Beispiele hierfur.
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Als neuere Behandlungsmethoden neurodegenerativer Erkrankungen werden unter
anderem der Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden, RNA-Interferenz und
Stammzelltherapien erforscht (Tsai et al. 2017; Sullivan et al. 2019). Eine Schwierigkeit
hierbei ist das Uberwinden der Blut-Hirn-Schranke mit anschlieBender Wirkung an
einem gewiinschten Zielgewebe (Mathupala 2009). Wihrend zum Uberwinden der
Blut-Hirn-Schranke neben der intrathekalen Applikation bereits systemische
Applikationsmdglichkeiten identifiziert werden konnten (Lin et al. 2020), stellt sich die
Kombination mit einer gewebsspezifischen Wirkung am Cerebellum bislang schwierig

dar.

Sollte in zukinftigen Untersuchungen die Sicherheit und Wirksamkeit dieser Methoden
nachgewiesen werden, so ist ihre Anwendung auch zur Therapie von SCA 44
vorstellbar. Eine weitere Schwierigkeit besteht bislang in der Beurteilung der
Wirksamkeit neuer Therapien bei Ataxie. Hierzu sind objektivierbare Biomarker
wiinschenswert, welche die Schwere der Ataxie widerspiegeln. Fiir SCA 2 konnte in
einer  kleinen longitudinalen  Studie die  Neurodegeneration und somit
Krankheitsprogression mittels MR-Bildgebung abgebildet werden (Mascalchi und Vella
2020). Die Anwendbarkeit auch bei SCA 44 konnte Gegenstand zukinftiger Forschung

sein.
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5 Zusammenfassung

Bei der Spinocerebelldren Ataxie Typ 44 handelt es sich um eine neurodegenerative
Erkrankung, die auf Mutationen im GRM1-Gen beruht und autosomal-dominant vererbt
wird. GRM1 codiert fir einen Uberwiegend im Gehirn, insbesondere im Cerebellum
exprimierten metabotropen Glutamatrezeptor (mGIluR1). Aufgrund seiner Beteiligung
an der korrekten Funktionsweise des Kleinhirns und der wichtigen Rolle des Kleinhirns
bei der Abmessung von Bewegungen kdnnen Mutationen in GRM1 mit resultierender
Veranderung der mGluR1-Signalkaskade Ursache fur Ataxien sein. Pathogenetisch
vorbeschrieben sind zwei missense Varianten, die in einem gain-of-function resultieren

und eine Duplikation, die zur Bildung eines verkurzten Proteins fuhrt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die DNA von 66 Ataxie-Patienten mit
positiver Familienanamnese und zuvor ausgeschlossener Mutation in multiplen Ataxie-
Loci auf Varianten in GRM1 hin untersucht. Dies erfolgte mittels PCR-Amplifikation
und anschlieender Sequenzierung der acht Exone sowie der jeweils angrenzenden

intronischen Bereiche.

Im untersuchten Kollektiv konnten 16 unterschiedliche SNPs nachgewiesen werden,
darunter vier missense Varianten. Zwei dieser missense Varianten (c.2785G>A,
p.Val929lle; ¢.3214C>G, p.Prol072Ala) konnten mittels familidrer Testung als
Krankheitsursache weitgehend ausgeschlossen werden, wahrend eine weitere Variante,

€.2977T>C, p.Ser993Pro aufgrund ihrer Haufigkeit ausgeschlossen wurde.

Die Variante ¢.2185C>A, p.Pro729Thr wird der Klasse 3 (unklare Klinische
Signifikanz) nach ACMG Kilassifikation zugeordnet. Diese Variante konnte bei drei
Patienten des Kollektivs in Exon 7 nachgewiesen werden und veréndert die Sequenz
einer extrazellularen Domdane. Wahrend die hohe Konservierung der betroffenen
Aminosdure und die bioinformatische Einschéatzung der Variante als schadlich fur eine
potentielle Pathogenitat sprechen, sollte dies in funktionellen Experimenten sowie
familidrer Testung noch nédher untersucht werden. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass
potentiell pathogene Mutationen Uber die bereits nachgewiesen pathogenen Mutationen
hinaus in GRM1 bei Ataxie-Patienten gefunden werden konnen. Die Testung auf
entsprechende Mutationen sollte im Rahmen einer Stufendiagnostik, nach Ausschluss

haufigerer Ataxie-Typen angeboten werden.
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5.1 Summary

Spinocerebellar ataxia 44 (SCA44) is an autosomal dominant inherited
neurodegenerative disorder, caused by mutations in the GRM1 gene. GRM1 codes for a
metabotropic glutamate receptor (mGIuR1) that is mainly expressed in brain cells,
especially the cerebellum. Due to its involvement in proper functioning of the
cerebellum, i.e. in adjusting and balancing movement commands, mutations in GRM1
with resulting changes in the mGluR1-signalling cascade may be the cause of ataxia.
Two different missense mutations resulting in gain-of-function and a duplication

leading to the formation of a truncated protein have been previously described.

In this study, the DNA of 66 patients with ataxia, a positive family history, and
exclusion of multiple SCA-associated gene loci was examined for mutations in GRM1.
This was done by PCR-amplification and sequencing of the eight exons and their

adjacent intronic regions.

16 SNPs were found, four of which being missense variants. Two of these missense
variants (c.2785G>A, p.Val929lle; ¢.3214C>G, p.Prol072Ala) could be widely
excluded as causes of disease by familial testing.

The variant ¢.2185C>A, p.Pro729Thr, a variant of unknown clinical significance, was
detected in exon 7 in three patients of the collective and alters the sequence of an
extracellular domain. While the high conservation of the affected amino acid and the
bioinformatic assessment of the variant as deleterious suggest potential pathogenicity,
this should be further investigated in functional experiments as well as familial testing.
The present study shows that potentially pathogenic mutations can be found in GRML1 in
ataxia patients beyond those already demonstrated to be pathogenic. Testing for GRM1
mutations should be offered as part of the diagnostic workflow, after exclusion of more

common types of ataxia.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

*

pl

A
ACMG
ADCA
Ala
ARCA
Arg
AS
ATP
Bp

C

C.
CAMP
cDNA
Cys
DAG
ddNTP
DNA
dNTP
DRPLA
dsDNA
dup
EA
EDTA
ERK
FRDA
fs
FXTAS
g

G

Gly
GRM1
H,O
HGVS
IARC
iIGIuR
lle
IP3
KSS
LBSL

LTD
Lys
mA
MAF

Stoppcodon

Mikroliter

Adenin

American College of Medical Genetics and Genomics
autosomal-dominante cerebelldre Ataxie
Alanin

autosomal recessive cerebellar ataxias
Arginin

Aminoséure

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Cytosin

Position in der codieren Region der Basensequenz
zyklisches Adenosinmonophosphat
complementary DNA

Cystein

Diacylglycerin
Didesoxyribonukleosidtriphosphat
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