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1. Einleitung
1.1. Ataxie

Ataxie ist der Uberbegriff eines neurologisch cerebellaren Krankheitsbildes, bei dem es
zu einer Beeintrachtigung der Bewegungskoordination kommt (Klockgether und
Paulson, 2011). Durch eingeschrankte Koordination der Muskelbewegung werden das
Gehen, die Sprache und das Sehvermdgen beeinflusst. Ataxie kann als isoliertes Symp-
tom oder im Rahmen einer komplexen Erkrankung auftreten (Sandford und Burmeister,
2014).

Um koordinierte Bewegungen auszufihren und Balance zu halten ist ein funktionieren-
der, komplexer Regelkreis aus verschiedenen Komponenten verantwortlich. Zu den be-
teiligten Strukturen gehoren unter anderem (u. a.) Basalganglien, Cerebellum, cerebra-
ler Cortex, peripher motorische und sensorische Nervenbahnen. Fehlende Funktionalitat
einer oder mehrerer Komponenten kann zu Dysbalance, Einschrankung der Koordina-
tion und Ataxie fuhren (Akbar und Ashizawa, 2015).

1.2. Klassifikation

Eine bis in die 1980er-Jahre gultige Klassifizierung unterscheidet Ataxien anhand neu-
ropathologischer Veranderungen in rein cerebellare Atrophie, olivopontocerebellare
Atrophie, spinale oder spinopontine Atrophie (Greenfield, 1954). Aufgrund klinischer He-
terogenitat kann anhand des Erscheinungsbildes kein Rickschluss auf den Befall einer

bestimmten Hirnregion getroffen werden (Paulson, 2009).

Es wurde eine klinische Klassifizierung der autosomal dominanten cerebellaren Ataxien
(ADCA) von Anita Harding vorgeschlagen (Harding et al., 1982). Diese kategorisiert die
ADCA anhand des klinischen Phanotyps in drei Gruppen (Schdls et al., 2004).

e ADCA | umfasst cerebellare Ataxien mit extracerebellaren Symptomen wie zum
Beispiel (z. B.) Ophthalmoplegie, pyramidalen oder extrapyramidalen Zeichen,

kognitive Beeintrachtigung oder periphere Neuropathie.

e ADCA Il beinhaltet cerebellare Ataxien, die mit Retinitis pigmentosa und einer

Degeneration der Retina assoziiert sind.

e ADCA Il umfasst Krankheitsbilder mit ,rein“ cerebellarer Ataxie.
Die Spinocerebellaren Ataxien (SCA) bilden quantitativ den groRten Anteil der
ADCA (Harding et al., 1982; Schdls et al., 2004; Matilla-Duefias 2006).



Nach aktuellem Stand des Wissens iiber Ataxien werden diese anhand ihrer Atiologie in
erworbene, sporadische und hereditdre Ataxien unterschieden (Klockgether und
Paulson, 2011; Klockgether, 2012).

Die Erhebung der Familienanamnese, eine kdrperliche Untersuchung, ein Neuroimaging
und eine molekulargenetische Testung gehoéren zur diagnostischen Abklarung der Ata-
xie, um zwischen erworbenen und hereditdiren Formen zu differenzieren
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1138/, 27/11/2019; im Folgenden: Bird 1998,
Last Revision 2019).

1.2.1. Erworbene Ataxien

Erworbene Ataxien stellen eine gro3e und heterogene Gruppe dar, die autoimmun, to-

xisch, infektiés und durch Vitaminmangel bedingt sein kdnnen (Nachbauer et al., 2015).

Alkoholmissbrauch gilt als haufigste exogene Ursache einer erworbenen Ataxie. Weitere
Toxine sind z. B. Lithium, Schwermetalle und Medikamente der Tumorbehandlung (Ak-
bar und Ashizawa, 2015). Infektiose Ursachen einer Ataxie werden haufiger bei Kindern
beschrieben, sind aber auch bei Erwachsenen mdglich. Am haufigsten ist das Varizella-
Zoster-Virus ursachlich, weitere Erreger sind z. B. Mumps, das Epstein-Barr-Virus oder

das Parvovirus (Nachbauer et al., 2015).

Ataxien kénnen immunvermittelt sein oder durch Autoimmunitat auftreten (z. B. bei Anti-
kérpern gegen Glutaminsaure-Decarboxylase). Ein Vitamindefizit, besonders von Vita-
min B12, aber auch von Vitamin B1 und E sowie die Superfiziale Sideridose kdnnen zu

einer erworbenen Ataxie fuhren (Klockgether 2010; Nachbauer et al., 2015).

Als endogene nicht genetische Faktoren einer Ataxie werden weiterhin Apoplex, Trau-
mata, Tumore und demyelinisierende Krankheiten, z. B. Multiple Sklerose, beschrieben
(Akbar und Ashizawa, 2015).

1.2.2. Sporadische Ataxien

Bei Patienten mit sporadisch degenerativen Ataxien kann keine spezifische Ursache ge-
funden werden; es handelt sich weder um eine erworbene noch um eine genetische
Form. Die cerebellare Variante der Multisystematrophie und die davon abzugrenzende
sporadische, im Erwachsenenalter beginnende Ataxie unklarer Atiologie werden dieser

Kategorie zugeordnet (Klockgether 2010).



1.2.3. Autosomal rezessiv vererbte Ataxien

Eine Unterscheidung hereditarer Ataxien erfolgt anhand des zugrunde liegenden Erb-
ganges in autosomal rezessiv, X-chromosomal, mitochondrial und autosomal dominant
(Jayadev und Bird, 2013).

Autosomal rezessiv vererbte Ataxien bilden eine heterogene Gruppe mit klinisch stark
variierendem Phanotyp. Es kdnnen neben Ataxie Neuropathie, Krampfe, ophthalmologi-
sche Stérungen sowie neurologische und nicht neurologische Manifestationen assoziiert
sein. Autosomal rezessiv vererbte Ataxien zeigen einen frihen Krankheitsbeginn
(Hersheson et al., 2012).

Beaudin und Mitarbeiter untersuchten autosomal rezessiv vererbte Ataxien und konnten
drei Kategorien unterscheiden: Primar autosomal rezessive Ataxien, andere rezessiv
vererbte Bewegungs- oder Multisystemkrankheiten mit prominenter Ataxie und zuletzt
rezessive Krankheiten, bei denen Ataxie als sekundares Merkmal gelegentlich auftritt
(Beaudin et al., 2017).

Die autosomal rezessiv vererbbaren Ataxien stellen damit eine grof3e und heterogene
Gruppe dar, wobei im Folgenden auf die haufigsten Formen kurz eingegangen wird.
Dazu zahlen die Friedreich-Ataxie (FRDA), die Ataxie-Telangiektasie (AT), die autoso-
mal rezessive spastische Ataxie Typ Charlevoix-Saguenay (ARSACS) und die Ataxie
mit okulomotorischer Apraxie Typ 1 und 2 (AOA1 und AOA2) (Storey, 2014).

Die FRDA ist die haufigste hereditare Ataxie in Europa, im Nahen Osten, in Sidasien
und Nordafrika mit einer Pravalenz von 2-4/100.000. Die Krankheit ist gekennzeichnet
durch einen friihen Krankheitsbeginn mit klinischen Symptomen wie Ataxie, Dysarthrie,
Muskelschwache, Skoliose, FuRdeformitat und kardialen Symptomen (Palau and
Espinds, 2006).

Die haufigste Mutation bei FRDA-Patienten ist eine homozygote intronische GAA Trinu-
cleotid-Repeat-Expansion im FXN-Gen. Wenige Patienten sind compound heterozygot

fur eine Punktmutation und die GAA-Repeat-Expansionen (Hersheson et al., 2012).

Die AT manifestiert sich haufig schon im Alter von zwei bis vier Jahren mit progressiver
cerebellarer Ataxie. Die Pravalenz wird mit 1-2,5/100.000 angegeben. Bei diesem Krank-
heitsbild ist die DNA-Reparatur durch Mutationen im ATM-Gen gestort. AT wird mit einer

erhéhten Empfindlichkeit gegenlber Strahlen und einem erhdhten Risiko fiir maligne



Erkrankungen, vor allem hamatologischen Ursprungs, in Verbindung gebracht (Palau
und Espinds, 2006; Akbar und Ashizawa, 2015).

Die ARSACS, auch bekannt als Charlevoix-Saguenay-Syndrom, wurde zuerst in
Quebec, Kanada, beschrieben. Dort gilt sie aufgrund des Griindereffekts als haufig. Der
Krankheitsbeginn liegt zwischen ein und 14 Jahren. Die Krankheit ist gekennzeichnet
durch Ataxie, Spastik sowie durch eine kombinierte axonale und demyelinisierende Neu-
ropathie. Weitere Symptome wie ein eingeschrankter Intellekt sind mdglich. Bei dem
Charlevoix-Saguenay-Syndrom ist das SACS-Gen verandert, das fur das Protein Sacsin
codiert (Storey 2014).

Die AOA1 wurde urspriinglich in Japan beschrieben. Der klinische Phanotyp ist charak-
terisiert durch einen frihen Beginn der cerebellaren Ataxie sowie durch eine okulomoto-
rische Apraxie, Neuropathie und mentale Retardierung. Zusatzlich liegen bei einer
AOA1 eine Hypalbuminamie und eine Hypercholesterinamie haufig vor. Veranderungen
im APTX-Gen, das fiir Aprataxin codiert, konnten als ursachlich identifiziert werden (Le
Ber et al., 2003).

Die AOA2 ist gekennzeichnet durch Ataxie und axonale Neuropathie. Eine okulomotori-
sche Apraxie wird in circa (ca.) der Halfte der Falle der an AOA2 erkrankten Patienten
berichtet, Chorea wird selten beschrieben, kann aber auftreten. Eine mentale Retardie-
rung wird bei der AOA2 nicht beschrieben. Verursacht wird die AOA2 durch loss-of-func-
tion Mutationen in SETX-Gen, das flr Senataxin codiert (Storey, 2014). Die AOA2 wird
auch als autosomal rezessive Spinocerebellare Ataxie Typ 1 bezeichnet (Palau und
Espinds, 2006).

1.2.4. X-chromosomal vererbte Ataxien

X-chromosomal vererbte Ataxien sind bekannt, treten aber selten auf. Als haufigste
zahlt das Fragile X-assoziierte Tremor Ataxie Syndrom, das durch CGG-Repeat-Expan-
sionen im 5" untranslatierten Bereich (UTR) des FMR1-Gens ausgeldst wird und fur das
FMRP-Protein codiert. Symptome kdnnen u. a. Tremor, Ataxie, orthostatische Probleme,

kognitive Beeintrachtigung sowie Parkinsonismus sein (Sandford und Burmeister, 2014).



1.2.5. Mitochondrial vererbte Ataxien

Verschiedene mitochondriale Erkrankungen kénnen Ataxie als klinisches Symptom auf-
weisen. Mutationen des mtATP6-Gens gelten als ursachlich fiir verschiedene Krank-
heitsbilder, darunter das Syndrom mit Neuropathie, Ataxie und Retinitis pigmentosa.
Weiterhin kann es zu einem Leigh-Syndrom oder zu Spinocerebellaren Ataxien im Er-

wachsenenalter kommen (Pfeffer et al., 2012).

Die Fahigkeit der Adenosintriphosphat- (ATP) Produktion der Mitochondrien ist bei Mu-
tationen des mtATP6-Gens durch Strukturveranderungen der ATP-Synthase reduziert
(Sandford und Burmeister, 2014).

1.2.6. Autosomal dominant vererbte Ataxien

Zu den autosomal dominant vererbten Ataxien zahlen die Episodische Ataxien (EA)
und die Spinocerebellaren Ataxien (SCA). Die gemittelte Pravalenz der ADCA liegt bei
2,7/100.000, wobei sie zwischen Populationen stark divergieren kann (Ruano et al.,
2014).

Die EA sind charakterisiert durch Ataxie-Attacken, die mit anderen neurologischen Ma-
nifestationen wie Myokymie, Migrane, Krampfen oder Chorea einhergehen kénnen. Die
Ursache der EA liegt in heterogenen Veranderungen der lonenkanale von Nervenzellen,

die an deren Erregbarkeit beteiligt sind (Hersheson et al., 2012; Storey, 2014).

Es existieren weitere autosomal dominant vererbte neurologische Erkrankungen mit
dem klinischen Symptom einer Ataxie. Dazu zahlen u. a. der Morbus Alexander und die
Dentatorubrale-Pallidoluysiale Atrophie (DRPLA). Die DRPLA wird durch verlangerte
CAG-Repeats im Atrophin-1-Gen ausgel6st. Die DRPLA kommt weltweit selten vor, in
Japan stellt sie dagegen mit einer Pravalenz von 0,8/100.000 eine wichtige Differential-

diagnose zu den SCAs dar (Hersheson et al., 2012).

Die klinische Auspragung sowie der Krankheitsbeginn sind variabel. Eine hohere Anzahl
an CAG-Repeats korreliert mit einem schwerwiegenderen Phanotyp und einem friiheren
Krankheitsbeginn. Symptome sind neben Ataxie Myoklonie, Demenz, Psychosen, Epi-
lepsie und Chorea (Schdls et al., 2004).



1.3.Spinocerebellare Ataxien (SCA)

Spinocerebellare Ataxien (SCA) zahlen zu den autosomal dominant vererbten Ataxien
und umfassen eine heterogene Gruppe an Subtypen mit progressiven, neurodegenera-

tiven Stérungen (Sullivan et al., 2019).

Der Krankheitsverlauf ist gekennzeichnet durch eine langsame Degeneration des Cere-
bellums, oft in Begleitung degenerativer Veranderungen des Hirnstamms und weiterer
Teile des zentralen Nerven Systems (ZNS), selten auch des peripheren Nervensystems
(PNS) (Paulson, 2009; Shakkottai und Fogel, 2013).

Klinisch zeigen die Betroffenen eine progressive cerebelldare Ataxie mit Gangataxie,
Standataxie und Ataxie der Extremitaten. Ein groRes Spektrum neurologischer Symp-
tome wird beschrieben, darunter cerebellare Dysarthrie, okulomotorische Stérungen,
Retinopathie, Optikusatrophie, Spastik, extrapyramidalmotorische Stérungen, periphere
Neuropathie, Sphinkterstérung, kognitive Beeintrachtigung und Epilepsie (Schdls et al.,
2004; Matilla-Duenas 2006; Klockgether und Paulson, 2011; Sullivan et al., 2019) Eine
SCA kann sich auch als isoliertes cerebellares Syndrom aufRern (Hersheson et al.,
2012).

1.3.1. Genetik der SCA
Derzeit sind 44 SCA-Subtypen bekannt, die als SCA1 bis SCA48 bezeichnet werden.

Dabei wurden einige Loci doppelt beschrieben, bei anderen ist die Lokalisation unbe-
kannt. Eine Zuordnung der SCA-Subtypen zu den beschriebenen Loci ist in Tabelle 1 zu
finden (https://www.omim.org/ 25/11/2019; Bird 1998, Last Revision 2019).

Ein Teil der dominant vererbten SCAs wird durch Repeat-Expansionen verursacht. Re-
petitive Sequenzabschnitte kdnnen in codierenden, seltener in nicht codierenden Berei-
chen relevanter Gene vorkommen (Sullivan et al., 2019).

CAG-Expansionen im codierenden Bereich der Gene werden am haufigsten beschrie-
ben und konnten bei SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 und SCA17 nachgewiesen wer-
den (Sandford und Burmeister, 2014). Das Triplett CAG codiert fir Glutamin, das mit
dem Einbuchstaben-Code Q abgekirzt wird, daher auch Polyglutamin-Expansionen o-

der polyQ-Expansionen (Storey, 2014).

Repeat-Expansionen in nicht codierenden Bereichen kénnen in Introns oder in untrans-
latierten Regionen von Genen auftreten. Diese kénnen durch Beeinflussung der Regu-

lation zugehdriger Gene Ataxien verursachen (Sandford und Burmeister, 2014).



Beschrieben sind CAG-Expansionen bei SCA12 im 5° UTR. Repeat-Expansionen in Int-
rons werden bei SCA8 (CTG-Expansion), bei SCA10 (ATTCT-Expansionen), SCA31
(TGGAA-Expansionen) und SCA36 (GGCCTG-Expansionen) beschrieben (Shakkottai
und Fogel, 2013; Sandford und Burmeister, 2014).

Repeat-Expansions-Ataxien zeigen das Phanomen der Antizipation. Dabei wird der Aus-
bruch der Krankheit in aufeinanderfolgenden Generationen friilher beobachtet. Ursache
ist eine Repeat-Instabilitdt in der Keimbahn, was zu zusatzlichen Repeat-Expansionen
fuhrt (Shakkottai und Fogel, 2013). Eine hdhere Anzahl der Repeats geht mit einem
friheren Krankheitsbeginn und einem schwerwiegenderen Phanotyp einher. Eine ge-
naue Angabe des Krankheitbeginns lasst sich im Voraus jedoch nicht treffen (Schols et
al., 2004), da es sich um ein komplexes Zusammenspiel mehrerer Faktoren wie geneti-

scher und Umweltfaktoren handelt (Sandford und Burmeister, 2014).

Weitere Ursache einer SCA sind Konventionelle Mutationen. Einige Mutationen wur-
den nur in einzelnen Populationen oder Familien berichtet, wohingegen andere weltweit

vorkommen (Sandford und Burmeister, 2014).

Direkte Mutationen des lonenkanals oder eine sekundare lonenkanal-Dysfunktion gelten
in der Pathogenese der SCAS5, SCA6, SCA13, SCA15/16, SCA19/22 und SCA27 als
ursachlich (Shakkottai und Fogel, 2013).

Mutationen in zellularen Signaltransduktionsmolekiilen sind Ursache der SCA11,
SCA14, SCA23 (Shakkottai und Fogel, 2013).

Die SCA24 wird autosomal rezessiv vererbt und ist somit keiner der drei ADCA-Gruppen

zuzuordnen (Sun et al., 2016).

Tabelle 1: SCA-Loci mit zugehdriger chromosomaler Lokalisation, Gen- und Proteinbe-

zeichnung
SCA Locus Gen Protein Repeat/
Mutation
SCA1 6p22.3 ATXN1 Ataxin-1 CAG-R
SCA2 12924.12 | ATXN2 Ataxin-2 CAG-R
SCA3 14932.12 | ATXN3 Ataxin-3 CAG-R




SCA4 16922.1 U U u
SCA5 11913 SPTBN2 -1l Spectrin PM,
Deletion
SCA6 19p13 CACNA1A |s.abh. Calcium Kanal, P/Q Typ, | CAG-R
a1A Untereinheit
SCA7 3p14.1 ATXN7 Ataxin-7 CAG-R
SCAS8 13921.33 | ATXN8OS/ | Ataxin-80S/Ataxin 8 CTG/CAG-
ATXNS R
SCA9 U U U U
SCA10 22913.31 |ATXN10 Ataxin-10 ATTCT-R
SCA11 15915.2 TTBK2 Tau-Tubulin Kinase 2 PM
(Insertion,
Deletion)
SCA12 5932 PPP2R2B | Serin/ Threonin Proteinphos- CAG-R
phatase 2A, regulatorische Un-
tereinheit
SCA13 19913.33 | KCNC3 s.abh. Kaliumkanal (Kv3.3) PM
SCA14 19913.42 | PRKCG Proteinkinase Cy PM
SCA15/16 | 3p26.1 ITPR1 Inositol 1, 4,5-triphosphat PM, Grolte
Rezeptor Typ 1 Deletion
SCA17 6927 TBP TATA Box-binding Protein CAG/CAA-
R
SCA18 7922-q32 | IFRD1 Interferon-related developmen- | PM
tal regulator 1
SCA19/22 | 1p13.2 KCND3 s.abh. Kaliumkanal Kv4.3 PM,
Deletion
SCA20 11912 U U Grolde
Duplikation
SCA21 1p36.33 TMEM240 | Transmembran Protein 240 PM
SCA23 20p13 PDYN Prodynorphin PM,

Deletion




SCA24 1p36 u u u
SCA25 2p21-q13 |U u u
SCA26 19p13.3 EEF2 Eukaryotic translation elonga- | PM
tion factor 2
SCA27 13933.1 FGF14 Fibroblast growth factor 14 PM
SCA28 18p11.21 | AFG3L2 ATPase-family-gene-3-like-2 PM
SCA29 3p26.1 ITPR1 Inositol triphosphate Rezeptor 1 | PM
SCA 30 4q34.3- u u u
q35.1
SCA31 16921 BEAN1 Brain-expressed protein associ- | TGGAA-R
ating with NEDD4
SCA32 7932-q33 | U u u
SCA34 6q14.1 ELOVL4 Elongation of very long chain PM
fatty acids protein 4
SCA35 20p13 TGM6 Transglutaminase 6 PM
SCA36 20p13 NOP56 Nuclear protein 56 GGCCTG-
R
SCA37 1p32.2 DAB1 Disabled homolog 1 ATTTC-R
SCA38 6p12.1 ELOVL5 Elongation of very long chain PM
fatty acids protein 5
SCA40 14932.11- | CCDC88C | Coiled-coil domain containing PM
q32.12 88C
SCA41 4927 U U u
SCA42 17921.33 | CACNA1G | Calcium Voltage-Gated Chan- | PM
nel Subunit Alphal G
SCA43 3925.2 MME Neprilysin PM
SCA44 6924.3 GRM1 Glutamate metabotropic receptor | PM
1
SCA45 5q33.1 FAT2 FAT Atypical Cadherin 2 PM
SCA46 19q13.2 PLD3 Phospholipase D3 PM




SCA47 1p35.2 PUM1 Pumilio homolog 1 PM

SCA48 16p13.3 STUBT1 STIP1 homology und U-box con- | PM
taining protein 1

M: Mutation U: unbekannt PM: Punktmutation R: Repeats
A: Andere s.abh.: spannungsabhangig

(Nolte und Muller, 2006; Paulson 2009; Klockgether und Paulson, 2011; Hersheson et
al., 2012; Jacobi et al., 2013; Shakkottai und Fogel, 2013; Sun et al., 2016; Bird 1998,
Last Revision 2019, https://www.omim.org/ 20/11/2019)

1.3.2. Definitionen

Die Begriffe Mutation und Polymorphismus werden wie folgt definiert: Als Mutation gilt
eine Veranderung der Basenabfolge, die in der Regel krankheitsauslésend ist. Ein Po-
lymorphismus wird als Sequenzvariante definiert, der mit keinem Krankheitsbild ein-
hergeht (http://varnomen.hgvs.org/bg-material/glossary/ 17/12/2019). Ein Polymorphis-
mus ist eine DNA-Variante mit einer Haufigkeit von mehr als 1%. Dies suggeriert, dass
Polymorphismen haufiger vorkommen als Mutationen. Ein Polymorphismus kann der

Austausch einer oder mehrere Nucleotide sein (Karki et al., 2015).

SNVs (single nucleotide variant) sind Sequenzvarianten einzelner Nucleotide in genomi-
scher DNA. Dazu zahlen SNPs (single nucleotide polymorphism), Punktmutationen,
Transitionen und Transversionen (http://www.sequenceontology.org/browser/cur-
rent_release/term/S0O:0001483 17/12/2019).

Die Pathogenitat der im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Varianten wird entsprechend
der Terminologie der ,Standards and Guidelines for the Interpretation of Sequence Va-
riants“ angegeben. Diese unterscheidet Varianten in finf Klassen: pathogen, wahr-
scheinlich pathogen, unbestimmte Signifikanz, wahrscheinlich benigne und benigne
(Richards et al., 2015).

1.3.3. Subtypen der SCA

Die SCA1 ist die erste dominant vererbte Ataxie, fiir die Locus und Gendefekt identifiziert
wurde (Paulson, 2009).

Der haufigste SCA-Subtyp weltweit ist die SCA3, die auch als Machado-Joseph Krank-
heit bekannt ist. Die zweithdufigste SCA weltweit ist die SCA2 (Bird 1998, Last Revision
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2019; Ruano et al., 2014). Die Pravalenz der SCA weltweit wird mit etwa 3/100.000 an-
gegeben (Schdls et al., 2004).

Allein die funf haufigen Subtypen SCA1, SCA2, SCA3, SCA6 und SCA7 machen 60%
der identifizierten SCAs in den USA aus (Paulson, 2009) und ca. 64% der ADCA in den
Niederlanden (Van De Warrenburg et al., 2002).

Die Haufigkeitsverteilung der SCA-Subtypen kann zwischen verschiedenen Populatio-
nen durch Griundereffekte divergieren (Bird 1998, Last Revision 2019). Die SCA2 stellt
beispielsweise den haufigsten SCA-Subtyp in Holguin (Kuba) und Cantabria (Spanien)
dar, weltweit betrachtet ist die SCA2 zweithaufigste Ursache einer SCA. Nicht zuletzt
aus diesem Grund ist es wichtig, die Herkunft des Patienten bei Diagnosestellung zu

berlcksichtigen (Ruano et al., 2014).

Alle SCA-Patienten zeigen eine Ataxie des Stammes, der Extremitaten und/ oder des
Ganges. Zusatzlich zeigen die Patienten variable Symptome wie z. B. kognitive Beein-

trachtigung, periphere Neuropathie oder Krampfe (Shakkottai und Fogel, 2013).

Neben Ataxie kdnnen bei der SCA weitere Symptome auftreten. Die haufigsten Symp-
tome der jeweiligen SCA-Subtypen werden in nachfolgender Tabelle 2 zusammenge-
fasst. Da es sich bei einer SCA um ein sehr variables Krankheitsbild handelt, ist eine
breite Spanne an vielen weiteren Symptomen moglich, auf die in der nachfolgenden Ta-
belle 2 jedoch verzichtet wird. Eine eindeutige Zuordnung ausschlief3lich anhand der

klinischen Symptomatik zu einem SCA-Subtyp ist folglich nicht mdglich.

Die zugehorige Gruppe der ADCA, die im Kapitel 1.2. Klassifikation naher erlautert

wurde, ist in der rechten Spalte aufgefuhrt.

Tabelle 2: SCA-Subtypen und Symptome

SCA Klinische Symptome neben Ataxie ADCA
Typ

SCA1 Beginn mit Gangstdrung; periphere Neuropathie, Sakkaden, Pyra- ||
midenbahnzeichen

SCA2 Sehr variabler Phanotyp; oft Dysarthrie, langsame Sakkaden, perip- | |
here Neuropathie, selten Areflexie, Demenz, Parkinsonismus

SCA3 Pyramidenbahnzeichen, Ophthalmoparese, Dystonie, Polyneuropa- | |
thie, Parkinsonismus, Restless Legs Syndrom

SCA4 Sensorisch axonale Neuropathie I
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SCA5

Rein cerebellare Ataxie (selten Tremor, Nystagmus)

SCA6 Rein cerebellare Ataxie (gelegentlich Dysarthrie) 1]

SCA7 Retinadegeneration, Visusverlust, Ophthalmoparese, Erblindung !

SCAS8 kognitive Defizite, Hyperreflexie, Spastik, Schluckstérung, Neuropa- | |
thie

SCA9 Extrapyramidale- und Pyramidenbahnzeichen, Ophthalmoparese A

SCA10 | Kognitive Dysfunktion, Krampfe, Epilepsie I

SCA11 | Rein cerebellare Ataxie, milden Pyramidenbahnzeichen, Nystagmus | IlI

SCA12 | Aktionstremor, sensorische Neuropathie, Demenz I

SCA13 | mentale Retardierung, Nystagmus I

SCA14 | Dysarthrie, Nystagmus; ggf. Myoklonie, Tremor, Dystonie, Depres- ||
sion, kognitive Beeintrachtigung

SCA15/ | Tremor

16

SCA17 | Dysarthrie, weitere Symptome wie Parkinsonismus, Dystonie, Cho- ||
rea und psychiatrische Symptome mdglich

SCA18 | Motorische und sensorische Neuropathie, Muskelschwéache, —atro- ||
phie

SCA19/ | Kognitive Einschrankung, Myoklonie, Tremor

22

SCA20 | Dysarthrie, palataler Tremor, Phonationsstérung hypermetrische
Sakkaden, Calzifikation des Nucleus dentatus

SCA21 | Extrapyramidale Zeichen wie Akinesie, kognitive Beeintrachtigung, ||
Parkinsonismus

SCA23 | Distale sensorische Neuropathie, Pyramidenbahnzeichen, Tremor, ||
proximale Beinparese

SCA24 | axonale sensorisch-motorische Polyneuropathie, Pyramidenbahn- | ar
zeichen

SCA25 | Peripher sensorische Neuropathie, Areflexie, gastrointestinale Prob- | |
leme

SCA26 | Rein cerebellare Ataxie 1]
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SCA27 | Tremor, mentale Retardierung, psychiatrische Probleme I
SCA28 | Dysarthrie, Nystagmus, Hyperreflexie, Ptosis, Ophthalmoparese, I
Spastik
SCA29 | Rein cerebellare Ataxie 1]
SCA30 |Rein cerebellare Ataxie (ggf. Hyperreflexie) 1]
SCA31 | Rein cerebellare Ataxie, progressive Hérminderung I
SCA32 | Kognitive Einschrankung, bei Mannern Azoospermie I
SCA34 | Neurokutane Syndrome, gesteigerte Reflexe I
SCA35 | Pyramidenbahnzeichen, Tremor, Hyperreflexie, Tortikollis I
SCA36 | Motoneuron-Dysfunktion, Héreinschrankung, Atrophie, Faszikulatio- | |
nen der Zunge

SCA37 |anormale Augenbewegung I
SCA38 | Reine Ataxie, axonale Neuropathie I
SCA40 | Spastik A
SCA42 | Milde Pyramidenbahnzeichen, Sakkaden I
SCA43 | Periphere Neuropathie, Pyramidenbahnzeichen I
SCA44 | Kognitive Beeintrachtigung, Pyramidenbahnzeichen I
SCA45 | Rein cerebellare Ataxie 1]
SCA46 | Periphere Neuropathie I
SCAA47 | cerebellare Ataxie I
SCA48 | Gang- und Standataxie A
ar: autosomal rezessiv ggf.: gegebenenfalls A: andere

(Klockgether, 2008; Paulson, 2009; Klockgether und Paulson, 2011; Hersheson et al.,
2012; Jacobi et al., 2013; Sun et al., 2016; Bird, 1998, Last Revision 2019; Sullivan et

al., 2019)
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1.4.SCA11
1.4.1. Klinischer Phanotyp und Pravalenz

Die Spinocerebellare Ataxie Typ 11 aulert sich klinisch als langsam progressive cere-
bellare Ataxie mit hypometrischen Sakkaden, horizontalem und vertikalem Nystagmus.
Gelegentlich treten Pyramidenbahnzeichen, Dysarthrie und Schluckbeschwerden auf
(Giunti et al., 2012; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1757/, im Folgenden Houl-
den et al., 2008, Last Update 2019). Bei einigen Patienten wurden periphere Neuropa-
thie und Dystonie beobachtet (Houlden et al., 2007). Eine milde Hyperreflexie der Extre-

mitaten wurde bei Betroffenen beschrieben (Xu et al., 2010).

Bei allen betroffenen Individuen wurde eine mild bis stark ausgepragte cerebellare Atro-
phie beider Hemispharen und des Vermis in der Magnetresonanztherapie (MRT) be-
schrieben. Es konnte keine pathologische Veranderung der Nervenleitgeschwindigkeit,
der Elektromyographie und der somatosensorisch evozierten Potenziale beobachtet
werden (Giunti et al., 2012).

Die von Giunti und Mitarbeitern beschriebene neuropathologische Untersuchung des
Hirns einer mit 77 Jahren verstorbenen Patientin zeigte mikroskopisch im Cerebellum
einen nahezu kompletten Verlust der Purkinjezellen bei Erhalt der Korbzellen sowie ei-
nen signifikanten Verlust der Granulazellen (Giunti et al., 2012). Neurofibrillare Bindel
(NFT) und Tau-positive Neuriten sowie B-Amyloid-positive Plaques wurden in einigen

Regionen des Gehirns beschrieben (Houlden et al., 2007).

Das mittlere Erkrankungsalter liegt im friihen Erwachsenenalter bei durchschnittlich 24,2
Jahren mit einer Spanne von + 8,4 Jahren (das Erkrankungsalter variiert zwischen 15
und 43 Jahren) (Ikezu und lkezu, 2014). Die Lebenserwartung der in Nordeuropa leben-
den Erkrankten ist normal, viele werden alter als 75 Jahre. Der Verlauf variiert von leich-
ten Beschwerden bis hin zu beeintrachtigenden Problemen wie Schluckstérungen,
Sprachstérungen und das Bendtigen eines Rollstuhls (Houlden et al., 2008, Last Update
2019).

SCA11 ist eine aulerst seltene Form der SCA. Von 238 getesteten Familien mit Ver-
dacht auf SCA konnte bei vier eine Mutation nachgewiesen werden. Die vier betroffenen
Familien kamen aus Devon im Vereinten Kdnigreich, Deutschland, Frankreich und Pa-
kistan. Die SCA11 macht ca. 1 % der ADCA der Gruppe Ill aus, die Pravalenz ist jedoch
unbekannt (Bauer et al., 2010; Houlden et al., 2008, Last Update 2019).
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1.4.2. Genetik der SCA 11

Mutationen im TTBK2-Gen, das flr die Tau-Tubulin Kinase 2 codiert, wurden als ursach-
lich fur eine SCA11 identifiziert. Die Rate der de novo Mutationen ist unbekannt (Houlden
et al., 2008, Last Update 2019).

Die Konstruktion der Haplotypen definierte ein 7,6-cM Intervall zwischen den flankieren-
den Markern D15S146 und D15S1016. Dies erlaubte die Zuordnung des Krankheits-
locus zu der chromosomalen Region 15914-g21.3 (Worth et al., 1999).

Houlden und Mitarbeiter konnten durch Feinkartierung feststellen, dass der SCA11-
Locus eine 5,6-cM grol3e Region darstellt, die 134 Gene beinhaltet; eines dieser Gene
ist TTBK2 (Houlden et al. 2007).

1.4.21. Das Tau-Tubulin Kinase 2-Gen (TTBK2)

Das TTBK2-Gen ist in der chromosomalen Region 15915.2 lokalisiert und reicht auf
dem reversen Strang von 42,738,730 bis 42,920,809 (ENSG00000128881) und codiert
fur die Tau-Tubulin Kinase 2 (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sum-
mary?db=core;g=ENSG00000128881;r=15:42738734-42920809;t=ENST00000622375
14/08/2019).

Ausgehend vom TTBK2-Gen sind acht Transkripte unterschiedlicher Lange bekannt,
davon sind sieben proteincodierend. Die verschiedenen Transkripte entstehen durch
alternatives SpleiRen und werden ubiquitar in adultem und fetalem Gewebe des Men-
schen exprimiert (Houlden et al. 2007). Die Transkripte werden in nachfolgender Dar-
stellung abgebildet. Die Ensembl GenID des TTBK2 Gens lautet ENSG00000128881
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sum-
mary?db=core;g=ENSG00000128881;r=15:42738734-42920809;t=ENST00000622375
24/08/2019).
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(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG000001
28881;r=15:42738734-42920809;t=ENST00000622375, 28/07/2018)

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Transkript TTBK2-208 untersucht, das
6891 Basenpaare (Bp) umfasst und fur ein Protein von 1649 Aminosauren (AS) codiert.
Die Transkript ID lautet ENST00000622375.4. 17 der 18 Exons sind codierend
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG
00000128881;r=15:42744352-42920809;t=ENST00000622375 17/12/2019).

1.4.2.2. Die Tau-Tubulin Kinase (TTBK) Protein-Familie

Zur Familie der Tau-Tubulin Kinasen gehort TTBK1 und TTBK2, die zur Gruppe der eu-
karyotischen Proteinkinase Casein-Kinase 1 (CK1) zahlen. Die CK1 Gruppe beinhaltet
die CK1-Isoformen a1, a2, y1, y2, y3, d und €, TTBK1 und TTBK2, sowie die vaccinia-
related-Kinase (VRK) Isoformen VRK1, VRK2 und VRK3 (lkezu und lkezu, 2014).

Die Isoformen TTBK1 und TTBK2 beinhalten homologe Kinase-Domanen, die zu 88 %
identisch und zu 96 % ahnlich sind. Die nicht-katalytischen Regionen der beiden Isofor-

men weisen ebenfalls homologe Bereiche auf (Bouskila et al., 2011,Liao et al., 2015)

Die TTBK1 wird spezifisch im ZNS exprimiert, davon stark in kortikalen Neuronen. Es ist

an der Phosphorylierung und Aggregation von Tau involviert. Hyperphosphoryliertes
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Protein Tau ist eine mdgliche Komponente von NFT, die bei Tauopathien wie Morbus
Alzheimer und frontotemporaler Demenz vorkommen. Die Expression der TTBK1 ist in
Gehirnen von Alzheimer-Patienten signifikant gesteigert. Genetische Variationen des
TTBK1-Gens sind assoziiert mit spat einsetzender Alzheimer-Krankheit (lkezu und
Ikezu, 2014).

Die TTBK2 ist eine Serin/Threonin-Kinase, die Tau und Tubulin phosphorylieren kann.
Die Kinase-Domane wird durch AS-Rest 21 bis 280 gebildet. TTBK2 wird in zahlreichen
Geweben exprimiert, vor allem (v. a.) ist es in den Purkinjezellen des Kleinhirns hoch
exprimiert und scheint dort eine wichtige Rolle in der Tau-Kaskade zu spielen. Eine hohe
Expression der TTBK2 wird weiterhin in der Kérnerzellschicht des Cerebellums, im Hip-
pocampus, im Mittelhirn und in der Substantia nigra beschrieben. Es wird in allen Hirn-
regionen exprimiert sowie in vielen weiteren Geweben, darunter in Leber, Niere, Herz,
Pankreas und Skelettmuskel. Geringer exprimiert wird TTBK2 im Cortex (Houlden et al.,
2007; Edener et al., 2009a; lkezu und lkezu, 2014; Liao et al., 2015).

Mehrere biologische Funktionen der TTBK2 konnten identifiziert werden. TTBK2 ist eine
essentielle Kinase fir die Initiation der Ciliogenese und wichtig fir die Entwicklung des
Nervensystems. TTBK2 wird mit Tumorprogression, einer Transporter-Stimulation, TDP-
43 Akkumulation und anderen Prozessen in Verbindung gebracht. Eine verénderte
TTBK2 ist assoziiert mit SCA11 (Liao et al., 2015; Bowie et al., 2018).

1.4.2.3. Bekannte Mutationen im TTBK2-Gen (Phanotyp SCA11)

Aktuell sind weltweit vier Familien bekannt, bei denen Angehérige klinisch an einer
SCA11 erkrankt sind. Durch Punktmutationen werden vorzeitige Stoppcodons an den
Codons 448, 449 beziehungsweise (bzw.) 450 generiert, die zu verkirzten TTBK2-Pro-

teinen fuhren (Liao et al., 2015).

Die Angaben beziehen sich hierbei auf das Transkript TTBK2-201
(ENST00000267890.10), welches 10905 Bp lang ist und fur ein Protein von 1244 AS
codiert. Das Transkript hat 15 Exons. In der hier vorliegenden Arbeit wurde das langere
Transkript TTBK2-208 (ENST00000622375.4) untersucht (siehe Kapitel 1.4.2.1 Das

Tau-Tubulin Kinase 2-Gen).
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Familie 1 ¢.1329dupA, p.Arg444ThrfsTer7, rs80356538

Bei einer englischen Familie wurde die Insertion eines Adenins (A) in Exon 13 an Posi-
tion 1329 der codierenden DNA (cDNA) gefunden. Die erste veranderte AS des Proteins
befindet sich an Position 444, dort wird anstelle von Arginin Threonin verwendet. Die
Insertion hat einen Frameshift zur Folge, der zu einem friihzeitigen Stoppcodon (TGA)
fuhrt (p.Arg444ThrfsTer7). Das Protein ist auf 450 AS anstelle von 1244 AS verkirzt
(Houlden et al., 2007).

In dieser Familie wurden 36 erkrankte Angehdrige Uber acht Generationen beschrieben.
Die Betroffenen erkrankten mit Mitte 20 (Houlden et al., 2008, Last Update 2019).

Familie 2 ¢.1287_1288delAG, p.Glu429AspfsTer21, rs80356539

Bei einer pakistanischen Familie wurde eine Deletion von zwei Basen, Adenin und Gu-
anin (AG), in Exon 13 des TTBK2-Gens bei Nucleotid 1287 _1288 entdeckt. An Position
429 des Proteinproduktes befindet sich Asparaginsaure anstelle von Glutaminsaure. Die
Mutation hat einen Frameshift zur Folge, das Protein ist aufgrund eines frihzeitigen
Stoppcodons verkiirzt (p.Glu429AspfsTer21). Bei dieser Familie sind funf Individuen
Uber drei Generationen an SCA11 erkrankt (Houlden et al., 2008, Last Update 2019).

Familie 3 ¢.1306_1307delGA, p.Asp436TyrfsTer14, rs318240735

Bei zwei nicht miteinander verwandten Familien, einer deutschen und einer franzdsi-
schen, wurde eine identische Mutation in Exon 12 entdeckt. Durch eine Deletion von
zwei Basen (GA) kommt es zu einem Frameshift, mit der Folge eines vorzeitigen
Stoppcodons an Position 448. Die Proteinbezeichnung lautet p.Asp436TyrfsTer14
(Bauer et al., 2010; Houlden et al., 2008, Last Update 2019).

AS 1 20 280 450 1244

NHz _mSenn Threonin Klnase) serinreiche konservierte Doméane [—COOoH

c.1287 1288deIAG' * ' ¢.1329dupA
A

¢.1306_1307delG

Abbildung 2: Darstellung der Domanen der Tau-Tubulin Kinase
(modifiziert nach Houlden et al., 2007; Giunti et al., 2012)
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Alle drei bekannten Mutationen fiihren zu einer Verkiirzung des mRNA-Stranges auf-
grund eines vorzeitigen Stoppcodons. Folge ist ein Nonsense-vermittelter Zerfall des
mutierten Transkriptes oder eine Verklrzung des Transkriptes, der zum Verlust der Pro-
teinfunkton fihrt (Houlden et al. 2007; Edener et al. 2009a). Die bekannten Mutationen
im TTBK2-Gen sind in der Serin-reichen konservierten Domane des Proteins lokalisiert
(siehe Abbildung 2) (Giunti et al., 2012).

1.5. Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA von 30 Ataxie-Patienten auf etwaige patho-
gene Varianten im TTBK2-Gen untersucht. Alle Patienten des Studienkollektivs wurden
zuvor auf die haufig vorkommenden SCA-Formen SCA1, SCA2, SCA3, SCAB, SCA7
und SCA17 getestet. Weiterhin konnten seltenere Subtypen wie SCA8, SCA10, SCA12,
SCA14, SCA19, SCA23, SCA27 und SCA28 bei den Patienten ausgeschlossen werden.
Die Patienten hatten einen langsam progredienten Verlauf der klinischen Symptomatik

und eine positive Familienanamnese.

Ziel der Arbeit war es, alle 17 codierenden der insgesamt 18 Exons des TTBK2-Gens
mit PCR-Produkten abzudecken und in der Sequenzanalyse nach bekannten und neuen

Varianten zu suchen.
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2. Materialien
2.1.Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Betain 5M

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Borsaure

Merck, Darmstadt, DE

Bromphenolblau

Serva, Heidelberg, DE

EDTA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ethidiumbromidlésung
0,025% in wassriger Losung, 250 pg/ml

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karls-
ruhe, DE

Formamid

Applied Biosystems, Warrington,
UK

Gelagarose “GEN Agarose L.E. GX04090”

inno-train Diagnostik GmbH Kron-
berg/ Taunus, DE

Nucleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 100 mM

Promega Madison, USA

PCR 10x Puffer

Tris-Cl, KCI, (NH4)2804, 15 mM MgClz, pH 8.7
(20 °C)

QIAGEN, Hilden, DE

Sephadex™ G-50 superfine

GE Healthcare Bio- Sciences AB,
Uppsala, SE

Sucrose Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Tris-HCI Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
TRISMA-Base Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Wasser, destilliert: Ecotainer®

Aqua B. Braun, Melsungen, DE

Xylene-Zyanol

Serva, Heidelberg, DE

EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure

Tris: Trishydroxymethylaminomethan
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2.2.Enzyme

Tabelle 4: Enzyme und Enzymgemische

Enzyme Hersteller

Ddel New England Biolabs, Ipswich, USA
Exo-SAP1 USB/ Affymetrix, Cleveland, USA
Taqg-Polymerase 5 units/pl QIAGEN, Hilden, DE
2.3.Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von den Herstellern Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH (Munchen, DE) oder Microsynth AG (Balgach, CH) synthetisiert.

Tabelle 5: Primer zur Amplifikation der Exons des TTBK2-Gens

Exon Primer Orientierung
2 5-TCACTGGGCATCTGTAATAG-3’ F
2 5-CACACTCTCTGAGATGTACA-3’ R
3 5-TTCTTCTTGGCATATACATAG-3’ F
3 5-GCTGACACCAGTACATTCA-3’ R
4 5-AGGAATAGTACAGTGCCTGG-3’ F
4 5-TACAGTTCCATCTGCATAGT-3’ R
5 5-TGGTAAGTGAGTAGTTTCCC-3’ F
5 5-TGCTTCCAGGTCTCTATTG-3’ R
6 5-CATGTGTGTTATATAGAGCTT-3’ F
6 5-GCCACTTCTTAGATAACATC-3’ R
7 5-TGTGACAATAAAGGACGTG-3’ F
7 5-AAGAAGTCAATCTGATTTAAGC-3’ R
8 5-ATGGTTAGACCTTGAACAATG-3’ F
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8 5-TCTAATGTCAGCTCACACAG-3’ R
9 5-GTACATTAAGCTGTTAGTAAGAGC-3’ F
9 5-CACGCTGACACTCTCATC-3" R
10 5-TTACCAATGTTGCTAAAATCCC-3’ F
10 5-TGCACACCACAGGTCATCC-3’ R
11 5-AAGTATAAGGAGCTGCAGAC-3’ F
11 5-ATGGGCTGAGGGCTAGG-3’ R
11 5-TGTTCCCCTGCACAGTGGC-3’ Rnes
12 5-TCAGATGTATACTAGATTTTCAGAG-3’ F
12 5-GTGATCCACCCACCTCG-3’ R
13 5-TGAGTCTGGTGTGCTTTCTC-3" F
13 5-TCTGAGGGAATCTGGATGAAG-3’ R
14 5-CTTAATTATGTGTGGAGTCAT-3’ F
14 5-CCAGCCTTCTGAACTGTAAG-3’ R
15 5-GATTCCTCTCATGTGTGTTG-3’ F
15 5-TGGAGCTGAATAGACTCAGTG-3’ R
16 5-CAGGATGTGGCAGGTAGAG-3’ F
16 5-GCACCTTGAGTGGATAACAG-3’ R
16 5-GACAAATGAGGCTGTAGGACA-3’ F2
17 5-CTGGTCAACATCTGTGTTCTTC-3’ F
17 5-GGCAGGAAAGAAAGATACTGAG-3’ R
17 5-TGACATCATGAGTGAAGACTTG-3’ F1
17 5-GGATTCGGCTGTGTCTAGTTAC-3’ R1
18 5-CACATTCACATTATGATTTTGG-3" F
18 5-GCCTGCCTTAGGTAATTCC-3’ R

F: vorwarts

R: rickwarts
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2.4.Kits

Tabelle 6: Verwendete Kits

Kits

Hersteller

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kits

AB Applied Biosystems, Foster City
ThermoFisher Scientific, USA

Qiagen quick Gel Extraction Kit (SC)

Qiagen, Hilden, DE

Straight pcr-OLS®

OLS OMNI Life ScienceGmbH & Co.
KG, Bremen, DE

QlAamp® DNA Blood Mini Kit

Qiagen, Hilden, DE

2.5.Losungen, Puffer und GroBenstandards

10x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE):
540 g TRISMA-Base

275 g Borsaure

200 ml 0,5 M EDTA pH 8,0

ad 5000 ml H,O destilliert

pH einstellen auf 8,2-8,4

1x TBE
250 ml 10x TBE
2,25 | H,O destilliert

10x Gel-Ladepuffer
10 ml 10x TBE

40 g Sucrose

0,25 g Xylene-Zyanol
0,25 g Bromphenolblau
TBE ad 100 ml
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Ladepuffer 1:10 verdiinnt
10 ml Ladepuffer
90 ml H,O

Nucleotidmix

380 pl 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
5 pl dATP (100 mM)

5 pl dCTP (100 mM)

5 pyl dGTP (100 mM)

5 pldTTP (100 mM)

Sequenzierungs-Primer (10 pmol/pl)
40 ul 10 mM Tris-HCI

10 pl Primer (50 pmol/pl)

pUC-GroRen-Standard

Plasmid pUC9 verdaut mit Ddel (Lange der generierten Fragmente: 166, 240, 409, 426,
540, 890 Bp).

2.6.Gerate

Tabelle 7: Gerate

GERATE Hersteller
Analysewaage, LabStyle 5001 Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, CH
Elektrophorese-Kammer, LIFE TECHNOLOGIES GmbH

41060, Horizon®58 Horizontal Gel Electro- | Carlsbad, USA
phoresis System

Elektrophorese-Spannungsquelle Biometra GmbH, Géttingen, DE
Serial No. 77916

Entwicklungsgerat Bilder Mitsubishi Electric Europe, B.V., Barce-
lona, ES
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Gefrierschrank -20 °C

Robert Bosch GmbH, Gerlingen-Schiller-
héhe, DE

Gelschlitten

von Keutz-Labortechnik, Reiskirchen, DE

Gelschlitten-Kamme

von Keutz-Labortechnik, Reiskirchen, DE

Heizblock Dri-Block DB3, Techne®

Bibby Scientific, Staffordshire, UK

Kuhlschrank 4 °C

Robert Bosch GmbH, Gerlingen-Schiller-
héhe, DE

Mikrowelle Modell: MS-196VUT

LG Electronics Deutschland GmbH, Ra-
tingen, DE

Multifuge

SORVALL® Heraeus, Hanau, DE

Pipette 10 pl

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Pipette 100 ul
LABMATE 247441718

Kinesis GmbH (vormals ABIMED GmbH),
Langenfeld, DE

P200 ul Pipetman®
C22677C

Gilson S.A.S., Villiers le Bel, FR

P1000 pl Pipetman®
L11896C

Gilson S.A.S., Villiers le Bel, FR

Sequenzer ABI Prism 3130XL

Thermo Fisher Scientific, Applied Biosys-
tems, Foster City, USA

Thermocycler TProfessional basic,
Serial No. 202135

Biometra GmbH, Géttingen, DE

Tischzentrifuge, ,Minicentrifuge”

Labnet International, Inc.

UV-Lampe, Macro Vue UV-25, 230 V

Hoefer Pharmacia Biotech Inc., USA

Vortex Reax 2000

Heidolph, Schwabach, DE

Wasserbad

GFL, Burgwedel, DE

Zentrifuge “Biofuge pico”

Heraeus, Hanau, DE
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2.7.Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Desinfektion Flachen, 80 % Ethanol

Carl Roth GmBH + Co KG, Karlsruhe,
DE

Eppendorf-Gefalte (1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Erlenmeyerkolben 250 ml

DURAN Group GmbH, Wertheim/Main,
DE

Multiply®-pStrip Pro 8-strip

Sarstedt AG & Co., NUimbrecht, DE

Pipettenspitzen 0,1-10 pl Volumen

Premium Tips, Extended Length Micropoint
Pipette Tips

Biozym® made in USA

Pipettenspitzen 20-300 pl Volumen
epT.l.P.S. Standard

Eppendorf AG Hamburg, DE

Pipettenspitzen 50-1000 ul Volumen
epT.l.P.S. Standard

Eppendorf AG Hamburg, DE

8 Domed Cap Strips

Thermo Fisher Scientific, UK

24-Well Slidetiter Piko PCR

Thermo Fisher Scientific, FIN

96-Well- Multiscreen Platte, 0.45 ym hydro-
phil, binding Durapore Membran

Merck Millipore, Tullagreen, Carrigtwo-
hill, IRL

96-Well Multiply® PCR plate 0.3 ml

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht, DE

2.8.Computerprogramme

Tabelle 9: Computerprogramme

SeqScape Version 2.5.

Applied Biosystems, Foster City, USA

Finch TV 1.4

Geospiza, Inc. Seattle, USA
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3. Methoden
3.1.DNA-Extraktion aus Blut

Far die Amplifizierung und Sequenzierung von Patienten-DNA muss zunachst genomi-
sche DNA extrahiert werden. Dazu wurde in den vorliegenden Versuchen die Patienten-
DNA aus EDTA-Blut durch das Qiagen DNA Blood Mini Kit entsprechend den Herstel-
lervorgaben gewonnen. Es wurden die Reagenzien und Gefalte des QIAGEN Kits ver-

wendet.
Das EDTA-BIlut-Réhrchen wurde vorsichtig aufgeschuttelt.

In ein 1,5 ml Volumen fassendes Eppendorf-Gefald wurden 20 ul Protease pipettiert. 200
ul Lysepuffer AL und 200 pl des EDTA-Blutes wurden hinzugefugt.

Im Folgenden wurde die Probe fiir 10 s gevortext und anschlieRend in einem Wasserbad

bei 52 °C fur 10 min inkubiert. Die Probe nahm dabei eine braunliche Farbe an.

Um die DNA zu fallen wurden 200 ul Ethanol absolut ins Eppendorf-Gefal pipettiert und

die Probe wurde fur 10 s auf dem Vortex gemischt.

Der komplette Inhalt wurde auf einen QlAamp Saulenfilter pipettiert, der sich auf einem
2 ml Auffangréhrchen befand. Es folgte eine Zentrifugierung fir 1 min bei 8000 rpm. Die
Saule mit dem darin befindlichem Eluat wurde verworfen. Der Filter mit der gebundenen
DNA wurde auf eine neue Saule platziert und 500 pl Waschpuffer 1 wurden hinzugefigt.
Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurden Bestandteile am Rand der Fritte ge-

I6st. Es folgt eine Zentrifugation fir 1 min bei 8000 rpm.
Das Auffangréhrchen inklusive des Durchflusses wurde verworfen.

Es wurden 500 ul Waschpuffer 2 hinzugefiigt, nachdem der Filter auf ein neues Auffan-

gréhrchen gesetzt wurde. Der Ansatz wurde 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert.

Der Saulenfilter wurde auf ein 1,5 ml fassendes Eppendorf-Gefal® gesetzt, die Saule
wurde verworfen. Es wurden 200 pl Elutionspuffer auf den Saulenfilter pipettiert. Der

Ansatz wurde ohne Inkubationszeit bei 13000 rpm fur 1 min zentrifugiert.

Die DNA befand sich schlief3lich im Eppendorf-Gefa befindlichen Eluat, der Filter
konnte verworfen werden. Die extrahierte DNA lag nach Verwendung des Kits in einer

Konzentration von 25-30 ug/ml vor und wurde im Kihlschrank bei 4 °C gelagert.
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3.2.Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) ist eine von den Ar-
beitsgruppen um Saiki und Mullis entwickelte Methodik, die der in vitro Amplifizierung
bestimmter DNA-Abschnitte dient (Saiki et al., 1985; Heinrich et al., 2014).

Durch den Einsatz von Nucleotiden, Enzymen, Oligonucleotid-Primern und Puffer kann
in thermisch aufeinanderfolgenden Zyklen eine exponentielle Vervielfachung der Temp-
late-DNA erzielt werden (Saiki et al., 1988).

Eine PCR gliedert sich in die Schritte Denaturierung, Primer-Annealing und Verlange-
rung (Saiki et al., 1988). Die Temperatur des Thermocyclers variiert in den verschiede-
nen Schritten, sodass eine optimale Bedingung fur den jeweiligen Schritt erzielt wird.
Nach jedem Zyklus verdoppelt sich der DNA-Gehalt im Gemisch, sodass sich der DNA-

Gehalt nach mehreren Zyklen exponentiell vervielfacht hat (Heinrich et al., 2014).

Fir deninitialen Schritt der Denaturierung wird eine hohe Temperatur von 94 °C gewahilt,

die eine Spaltung der DNA in ihre zwei Einzelstrange bewirkt (Heinrich et al., 2014).

Der folgende Schritt wird als Annealing bezeichnet. Die Temperatur betragt zwischen
50-60 °C. Die eingesetzten vorwarts Primer (F Primer) und riickwéarts Primer (R Primer)
lagern sich an das 3" Ende der Template-DNA. Primer sind zu den Enden der DNA kom-
plementare Nucleotidsequenzen. Diese spezifisch gewahlten Oligonucleotide aus 15 bis
20 Nucleotiden flankieren die DNA (Saiki et al., 1988).

Die Primer sollten aus einen ausbalancierten G/C und A/T Gehalt bestehen und eine
Schmelztemperatur zwischen 50-60 °C aufweisen, um optimal arbeiten zu kdnnen. Sie
sollten mdglichst nicht aus repetitiven Sequenzen wie Dinucleotid-Wiederholungen oder
Poly-A-Sequenzen bestehen, um eine fehlerhafte Anlagerung zu vermeiden (Lorenz,
2012).

In der Extension wird die Temperatur auf etwa 72 °C reguliert. Das entspricht dem Tem-
peraturoptimum der Thermus aquaticus (Taq) Polymerase. Die verwendete Polymerase
wird aus thermophilen Bakterien gewonnen und hat die besondere Eigenschaft, hitze-
stabil zu sein. Sie wird nicht durch die hohen Temperaturen der Denaturierung gescha-
digt (Heinrich et al., 2014).

An den Primern beginnend verbindet die Polymerase freie, der Template-DNA komple-
mentare Desoxynucleotide (ANTPs) miteinander, dazu zahlen dATP, dCTP, dGTP und
dTTP. Der neue DNA-Strang wird vom 5 zum 3" Ende synthetisiert (Heinrich et al.,
2014).

Der Zyklus aus Denaturierung, Annealing und Extension wird in den vorliegenden Ver-

suchen 35-mal wiederholt, sodass der DNA-Gehalt sich exponentiell erhéht.
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Folgende standardisierten Ansatze wurden als Mastermix fiir die PCR-Reaktion in ein
1,5 ul Eppendorf-Gefal pipettiert:

PCR-Ansatz A Konzentration
20 yI 10x Puffer

40 yl  Kalt-Mix (dNTP)

3l PrimerF 50 pmol/pl

3yl PrimerR 50 pmol/pl

1,8 yl Tag-Polymerase

132 yl H,O destilliert

200 pl
Dieser Ansatz wurde verwendet fir Exon 3, 5, 7, 9,10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18.
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PCR-Ansatz B Konzentration
20 yI - 10x Puffer
40 yl  Kalt-Mix (dNTP)

20 yl  Betain
3l PrimerF 50 pmol/pl
3yl PrimerR 50 pmol/pl

1,8 yl Tag-Polymerase
112 pl H,O destilliert

200 pl

Ansatz B wurde verwendet flr Exon 2, 4, 6, 8, 13.

Die Sequenzen der eingesetzten Primer werden in Tabelle 5: Primer zur Amplifikation
der Exons des TTBK2-Gens aufgelistet.

39 ul des Ansatzes werden mit 1 uyl der Proben-DNA in einem 0,5 ml Eppendorf-Gefaly

vermengt, 5 s zentrifugiert und in den Thermocycler platziert.

Die Schematische Darstellung der PCR-Bedingungen der Exons des TTBK2-Gens lau-

tet wie folgt:

Zyklen Temperatur Dauer

1 { 94 °C 3 min Initiale Denaturierung
94 °C 30s Denaturierung

35 50-60 °C 30s Annealing
72 °C 40 s* Extension

1 { 72 °C 2 min Terminale Extension
15°C Endtemperatur

Die Annealing Temperatur wurde fur die jeweiligen Primer optimiert und variiert somit.
Die in den Versuchen angewendeten Temperaturen kénnen nachfolgender Tabelle 10

entnommen werden.
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Tabelle 10: Annealing-Temperaturen fur die jeweiligen Exons

Exon (neu) Annealing Grole Exon in Bp | Grolke PCR- Ansatz
Temperatur Produkt in Bp
PCRin °C
2 54 136 318 B
3 54 148 422 A
4 54 73 397 B
5 54 141 368 A
6 50 105 330 B
7 53 66 238 A
8 56 93 329 B
9 55 126 457 A
10 55 785 1020 A
11 60 471 717 A
12 55 19 271 A
13 59 158 324 B
14 55 217 375 A
15 58 212 424 B
16 60 589 809 A
17 59 1274 1527 A
18 59 1906, davon 463 | 731 A
codierend

Ansatz A: ohne Betain Ansatz B: mit Betain

(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=
ENSG00000128881;r=15:42738734-42920809;t=ENST00000622375 03/12/2019)

Im Anschluss werden die PCR-Produkte auf ein analytisches Gel aus Agarose aufgetra-

gen, um den DNA-Gehalt zu kontrollieren und mégliche Stérbanden zu detektieren.
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3.3.Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte

Die Elektrophorese ist eine Methode, mit der man geladene Molekile im elektrischen
Feld auftrennen und isolieren kann, sofern sich diese auf einem Tragermedium oder in
freier Flussigkeit befinden (Gey, 2015).

In den durchgeflihrten Versuchen wurde das Tragermedium durch ein Agarose-Gel de-

finiert, das sich in einem Gelschlitten befand.

Die negativ geladene DNA wandert beim Anlegen einer elektrischen Spannung im Gel
in Richtung Anode. Die Geschwindigkeit, mit der die Fragmente das Gel passieren, ist
einerseits abhangig von der Porengrofie des Gels, die durch die Konzentration des Aga-
rosegehaltes definiert wird. Andererseits ist sie abhangig von der Groe der Fragmente;
kleinere durchlaufen die siebartige Struktur des Agarose-Gels schneller als groRere.
Weitere Faktoren, die die Laufgeschwindigkeit beeinflussen, sind Ladung und Konformi-

tat der DNA-Fragmente sowie die angelegte Spannung (Gey, 2015).

Der Agarosegehalt des Gels wird abhangig von der GréRe der DNA-Fragmente gewahit.
Fir kleinere Fragmente, deren PCR-Produkte bis zu 720 Bp lang sind, wird ein 1,5%iges
Agarose-Gel verwendet (Exon 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 11, 12, 13, 14, 15), fur groRRere Frag-
mente hingegen wird das 1%ige Gel gewahlt (Exon 10, 16, 17, 18).

Dem Agarose-Gel wurde Ethidiumbromid hinzugefigt, eine interkalierende Substanz,
die an Nucleinsauren bindet und fluoreszierende Eigenschaften aufweist. Auf diese
Weise kdnnen PCR-Produkte unter einer UV-Lampe sichtbar gemacht werden (Heinrich
et al., 2014).

Der eingesetzte Groflenstandard pUC/Ddel markiert Banden der Lange 166, 240, 409,
426, 540 und 890 Bp.

3.3.1. Analytisches Agarose-Gel

Das Gel wurde in der vorliegenden Arbeit hergestellt, indem in einem 250 ml Volumen
fassenden Erlenmeyerkolben 1 g Agarose fur ein 1%iges Agarose-Gel bzw. 1,5 g Aga-
rose fur ein 1,5%iges Gel mit 100 ml 1x TBE suspendiert wurde. Das Gemisch wurde
far 2 min in der Mikrowelle aufgekocht, mit 4 Tropfen Ethidiumbromid-Lésung versetzt,

das entspricht etwa 15 pl, und durch Schwenken gemischt.

Ein Gelschlitten wurde vorbereitet, indem die offenen Seiten mit Klebeband abgeklebt
wurden und Kdmme eingelassen wurden. Die Suspension wurde in den praparierten

Gelschlitten gegossen. Sofern Luftblasen im Gel vorlagen, wurden diese entfernt.
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Nach etwa 30 min erstarrte die Suspension und wurde gelartig. Die Klebestreifen an den
Seiten wurden entfernt. Die Kdmme wurden entfernt und bildeten Taschen, in die PCR-

Produkte aufgetragen wurden.

Das Agarose-Gel wurde in einer Kammer positioniert, die mit ausreichend, das Gel be-
deckenden, Ladepuffer 1x TBE gefiillt wurde, sodass das Gel mit dem Ladepuffer be-
deckt war.

Es wurden je 3 yl PCR-Produkt mit 7 pl 1: 10 verdiinntem Ladepuffer vermengt und in
die Taschen des Agarose-Gels aufgetragen. In eine weitere freie Tasche wurden 5 pl
des GroRenstandards pUC/Ddel aufgetragen.

In dem Ladepuffer waren die zwei Farbstoffe Xylene-Zyanol und Bromphenolblau ent-
halten, wodurch die Wanderungsgeschwindigkeit der Fragmente sichtbar wurde.

Die Kammer verfiigte Uber zwei Spannungsanschlisse, einen fur die Kathode, einen
weiteren fir die Anode. Diese wurden mit einer Stromquelle verbunden. Es wurde ein
Gleichstrom von 40 mA fur ca. 25 min angelegt. Anschliefend wurde das Gel auf einer
UV-Lichtquelle platziert. Die DNA-Banden wurden durch das Interkalieren von Ethidium-
bromid sichtbar gemacht. Ein Bild wurde zur Dokumentation ausgedruckt.

Abbildung 4: Analytisches Gel mit PCR-Produkten und GréfRenstandard pUC/Dde
BandengrdéfRRen: 890, 540, 426, 409, 240 und 166 Bp
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3.3.2. Praparatives Agarose-Gel

Die Herstellung praparativer 1%iger bzw. 1,5%iger Agarose-Gele entspricht der Anlei-

tung, die in Kapitel 3.3.1. Analytisches Agarose-Gel beschrieben ist.

Ein Gelschlitten wurde vorbereitet, indem die Seiten abgeklebt wurden. Fur praparative
Gele wurden gréRere Kamme positioniert, sodass in die resultierenden groferen Ta-

schen ein héheres Volumen aufgetragen werden konnte.

Das Gel wurde in den Schlitten gegossen, nach dem Ausharten wurden Klebestreifen

und Kamme entfernt und das Gel in der Kammer platziert.

Der Rest eines PCR-Produktes, ca. 37 pl, wurde mit 3 pl unverdiinntem Ladepuffer ver-
setzt und in die Taschen aufgetragen. Nach einer Laufzeit bei 40 mA fir ca. 35 min
konnten die PCR-Produkte aus dem Gel Uiber einer UV-Lichtquelle extrahiert werden.

Zum weiteren Vorgehen siehe 4.2. Extraktion aus Agarose-Gel (QIAGEN Kit).

3.4.Reinigung von PCR-Produkten

Voraussetzung einer erfolgreichen Sequenzierung sind gereinigte PCR-Produkte, die

frei von Storfaktoren wie Primern und Nucleotiden sind.

In den Versuchen wurden drei verschiedene Methoden durchgefiihrt, die nachfolgend

erlautert werden.

3.4.1. Reinigungskit OLS OMNI Life Science GmbH

Bei dieser Reinigungsmethode wurde das Reinigungskit von OLS gemaly der Ge-

brauchsanweisung verwendet.

Ein Spinfilter wurde auf ein 2 ml Volumen fassendes Auffangréhrchen ,receiver tube®
gesetzt. 500 pl Bindepuffer BP wurden in den ,spin filter pipettiert, anschliefend wurde
die gesamte PCR-Reaktion (ca. 36 ul) hinzugefiigt und durch mehrmaliges Pipettieren

vermischt.

Das wurde Gemisch fir 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert, sodass die DNA an die Fritte

des Filters gebunden vorlag.

Der Auffangcup, in dem sich der Durchfluss befand, wurde verworfen, der Saulenfilter

wurde auf ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Gefal} gesetzt.

Abhangig von dem DNA-Gehalt, der mit der Bandenstarke des fluoreszierenden Gels
korreliert, wurde Elutionspuffer EB auf die Filtermitte pipettiert. Dadurch I6ste sich die
DNA von der Fritte. Bei hohem DNA-Gehalt wurde ein groferes Volumen Elutionspuffer

verwendet, ca. 35 pl, bei wenig Produkt etwa 20 pl.
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Nach einer 1 bis 5-minutigen Inkubation bei Raumtemperatur fand eine Zentrifugierung
fir 1 min bei 6000 rpm statt. Das gereinigte PCR-Produkt befand sich anschliefend im
Eppendorf-Gefalt und wurde bei -20 °C gelagert oder direkt fir die Sequenzierung ge-

nutzt. Der Spinfilter konnte verworfen werden.

3.4.2. Extraktion aus Agarose-Gel (QIAGEN Kit)

Die Methode der Gelextraktion mittels des Kits QIAquick Gel Extraction wurde angewen-
det, wenn im analytischen Gel deutliche Stérbanden sichtbar waren (z. B. im Rahmen
von Mehrfachbanden und Primer-Resten) und wurde nach Angaben des Herstellers ver-

wendet.

Zuerst wurde ein praparatives Agarose-Gel hergestellt, siehe dazu Kapitel 3.3.2. Prdpa-

ratives Agarose-Gel.

Die PCR-Produkte wurden in die Taschen eines Agarose-Gels aufgetragen, ausge-
schnitten und gemaf der Gebrauchsanweisung des Herstellers in folgenden Schritten
gereinigt.

Der Rest des PCR-Produktes, etwa 37 pl, wurden mit 3,0 pl unverdinntem Ladepuffer
versetzt, kurz zentrifugiert und in die Taschen des ausgehéarteten Gels aufgetragen. In

die kleinen Taschen wurden 5ul des GréRenstandards pUC/Ddel pipettiert.

Nach einer Laufzeit von 35 min bei 40 mA wurde das Gel auf einen UV-Illuminator plat-
ziert. Die sichtbaren Banden wurden mithilfe eines Skalpells ausgeschnitten, wobei da-
rauf geachtet wurde, die Bande so prazise wie moglich auszuschneiden. Die Banden

wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefald gegeben und auf einer Analysewaage gewogen.

Jeder ausgeschnittenen Bande im Eppendorf-Gefald wurde das dreifache Volumen des
Puffers QG des Kits hinzugefligt. Es folgte eine Inkubation im Wasserbad fir 10 min auf
50 °C, wobei die Eppendorf-Gefalle alle 3 min kurz gevortext wurden. Die einfache

Menge des ermittelten Gewichtes an Isopropanol wurde anschlieend hinzugefugt.

Bis zu 500 ul des Gemisches wurden in eine ,QIAquick spin“ Saule pipettiert, die auf
einem 2 ml fassenden Auffangrohrchen platziert wurde. Die Réhrchen wurden bei
13.000 rpm fur 1 min zentrifugiert, um die DNA im Saulenfilter zu binden. Das Eluat

wurde verworfen.

Sofern sich in den anfanglichen Eppendorf-Gefalien ein Volumen grofier 500 ul befand,

wurde der beschriebene Schritt wiederholt.

Um alle Agarose-Reste zu entfernen, wurden 0,5 ml des Puffers QG hinzugefligt und fir
1 min zentrifugiert. Das Eluat im Auffangréhrchen wurde verworfen und eine weitere

Zentrifugation fur 1 min folgte.
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AnschlieRend wurden 0,75 ml Puffer PE (Waschpuffer) in den Saulenfilter pipettiert und
fir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde inklusive des Auffangréhrchens

verworfen. Der Saulenfilter wurde auf ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal gesetzt.

AnschlieRend wurde je nach Bandendicke, die unter UV-Licht beurteilt wurde, 30-50 pl
Elutionspuffer EB auf den Filter pipettiert, um die DNA zu eluieren. Die Saule wurde nach

ca. 1 min Inkubationszeit fur 1 min zentrifugiert.

3.4.3. Enzymatische Aufreinigung Exo-SAP1

Die Aufreinigung der PCR-Produkte mittels Exo-SAP1 ist eine enzymatische Variante,

die es ermoglicht, Stérfaktoren der Sequenzierung zu eliminieren.

Das Enzym Exonuclease 1 (Exo) baut dabei freie Primer ab, das zweite Enzym Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) spaltet Nucleotidtriphosphate zu Nucleosiden und Phos-
phat.

Abhangig von der Bandenstarke wurden 1-5 ul des PCR-Produktes in einen 0,2 ml Strei-
fen pipettiert und mit 0,5 ul Exo-SAP1 vermengt.

Zuerst wurde eine Temperaturstufe von 37 °C fur 15 min gewahlt, dies entspricht dem
Temperaturoptimum der Enzyme. Es folgte eine Inaktivierung der Enzyme bei 80 °C flr
15 min. Anschlielend konnte mit diesem Ansatz direkt die Sequenzierungsreaktion an-

gesetzt werden.

3.5.DNA-Sequenzierung
3.5.1. Grundlagen der Sequenzierung

Eine Analyse der Basenabfolge der DNA ist durch die Sequenzierungsreaktion moglich,
die auf der Didesoxy-Kettenabbruchmethode beruht (Sanger et al., 1977). Diese erlaubt
es, mogliche Veranderungen und Mutationen der Erbsubstanz zu erkennen. Die Se-
quenzierungsreaktion ist eine enzymatische Methode, bei der einzelstrangige Matrizen-
DNA mit einem Primer hybridisiert und von diesem ausgehend ein komplementarer
DNA-Strang durch die DNA-Polymerase synthetisiert wird (Jansohn und Rothhamel,
2012).

Im Ansatz des Sequenzierungsgemisches sind sowohl Desoxynucleotide (dNTPs) als
auch mit Fluorochromen markierte Didesoxynucleotide (ddNTPs) vorhanden. Die
ddNTPs unterscheiden sich von den dNTPs durch eine fehlende freie 3" Hydroxyl (OH)
Gruppe. Nach dem Zufallsprinzip werden entweder dNTPs oder ddNTPs eingebaut. Der
Einbau eines ddNTP fiihrt zu einem frihzeitigen Kettenabbruch, da der in Richtung 3°
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arbeitende Primer aufgrund der fehlenden OH-Gruppe keine Phosphodiesterbindung

zwischen dem ddNTP und einem weiteren dNTP ausbilden kann (Sanger et al., 1977).

Es entstehen unterschiedlich lange DNA-Fragmente, die mit einer fluoreszierenden Mar-
kierung enden. Jedes der vier Nucleotide ddTTP, ddATP, ddGTP, ddCTP ist mit einem
unterschiedlichen Fluorochrom markiert, sie besitzen verschiedene Emissionsspektra.
Bei der Analyse durch einen Kapillarsequenzer werden die Fragmente Iangenabhangig
aufgetrennt. Der Laser des Sequenzers detektiert die Basenabfolge anhand der fluores-

zierenden Markierung (Jansohn und Rothhammel, 2012; Heinrich et al., 2014).

In den Versuchen wurde ein Kapillarsequenzer von ABI Prism 3130XL verwendet (Ap-

plied Biosystems, Thermo Fisher Scientific).

Eine visuelle Darstellung erfolgt im Elektropherogramm. Verschiedenfarbige Peaks sig-

nalisieren die Abfolge der vier Basen (Heinrich et al., 2014).

TGCAGGTGGTCAGAGCTTGGCCTATGGGGGCCTCACAAGCCCT
180 190 200 210 22C

Abbildung 5: Ausschnitt eines exemplarischen Elektropherogramms der Sequenzierung
des Exon 11 der DNA des Patienten 684
Die Auswertung erfolgte durch SeqScape v2.5., der rote Peak steht fir die Base Thymin,

der griine fir Adenin, der blaue fir Cytosin und der schwarze fir die Base Guanin.

3.5.2. Durchfiihrung der Sequenzierung

In einen 0,2 ml Streifen wurden 0,5-5 yl PCR-Produkt pipettiert, 2,5 pl ABI Sequenzie-
rungs-Mix, 1,5 ul vorwarts (F) Primer oder riickwarts (R) Primer in der Verdinnung von
10 pmol/ul und 1 ul 5x Puffer. Destilliertes Wasser wurde fir ein Gesamtvolumen von 15
ul hinzugefligt. Die Menge des verwendeten PCR-Produktes wurde anhand der im UV-
Licht sichtbaren Bandenstarke gewahlt. Je kraftiger die Bande, desto weniger gereinig-

tes Produkt wurde fiir den Ansatz verwendet.

Handelte es sich um besonders lange Exons oder gentigte eine Sequenzierung in eine
Richtung nicht aus, wurden zwei separate Sequenzierungen mit F und R Primern durch-
geflhrt. In einigen Fallen erfolgte eine zusatzliche Sequenzierungsreaktion mit F1, R1

und/ oder internen (Int) Primern.
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Sequenzierungsansatz
2,5 ul ABI Prism v3.1

1,5 pl Primer (10 pmol/pl)

1 ul 5x Puffer

x Ml gereinigtes PCR-Produkt
ad 15 yl H,O destilliert

Sequenzierungszyklus
Einer beginnenden Denaturierung auf hoher Temperatur folgt das Annealing fur 10 s und

die Extension fir 2,5 min. Diese Schritte werden in 25 Zyklen wiederholt.

Zyklen Temperatur Dauer

1 { 96 °C 1 min Initiale Denaturierung
96 °C 10s Denaturierung

25 57 °C* 10s Annealing
50 °C 2min 30 s* Extension

1 { 72 °C 2 min Terminale Extension
15°C Endtemperatur

*exemplarisch 57 °C Annealing-Temperatur und 2 min 30 s Extension bei Exon 11

3.5.3. Aufreinigung der Sequenzierungsreaktion

Die Produkte der Sequenzierungsreaktion missen gereinigt werden, um potenzielle
Storfaktoren der Sequenzanalyse zu entfernen. Dazu nutzt man die Filtration mittels Se-
phadex G-50 Superfine, welches eine Gelmatrix aus Dextran- und Epichlorhydrinmole-
kulen ausbildet. Freie Nucleotide, Primer und Verunreinigungen werden in den Poren

zurlickgehalten, wohingegen die groen DNA-Molekiile passieren kénnen.

Dem Eluat wurde deionisierendes Formamid hinzugefligt, welches die Ausbildung von
Sekundarstrukturen verhindert. Solche wirden die Analyse der Sequenzierung wahrend

der Kapillarelektrophorese durch anormales Wanderverhalten stéren.
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Durchfiihrung:

Es wurden flr jeden zu reinigenden Ansatz 300 ul Sephadex G-50 Superfine, gequollen
in TRIS-HCI, in eine beschriftete 96-Well-Multiscreen-Platte pipettiert.

Die Multiscreen-Platte wurde auf eine 96-Well Multiply® PCR-Auffangplatte gesetzt und
gewogen. Die aufeinanderliegenden Platten wurden mit einem Gegengewicht austariert

und bei 2100 rpm fur 2 min zentrifugiert. Das Eluat der Auffangplatte wurde verworfen.

Dieser Schritt wurde wiederholt, nachdem 200 ul gequollenes Sephadex in die Mul-
tiscreen-Platte pipettiert wurden. Das Eluat der Auffangplatte wurde ebenfalls verworfen

und die Auffangplatte wurde durch eine neue, unbenutzte Platte ersetzt.

Die gesamte Menge der Sequenzierungs-PCR einer Probe, ca. 15 pl, wurde auf eine
Sephadexsaule pipettiert. Es wurde erneut das Gegengewicht zu den aufeinanderlie-

genden Platten ermittelt. Die Platten wurden bei 2100 rpm flr 2 min zentrifugiert.

Der in der Auffangplatte befindliche gereinigte Sequenzierungsansatz wurde in eine 24-
Well-Platte dberfuhrt, 10 yl Formamid wurden pro Well hinzugefugt. Die 24-Well-Platte

wurde lichtgeschitzt zum Sequenzer transportiert.

3.5.4. Datenauswertung der Sequenzierung

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse wurden mit Referenzsequenzen der Datenbanken
dbSNP des National Center fur Biotechnology Information der USA (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) und dem Ensembl Genome Browser
(http://www.ensembl.org/index.html Ensemble Release 97 (Juli 2019)) verglichen. Die
bekannten Genome Browser beinhalten Informationen des menschlichen Genoms und

anderer Spezies.

Die Wildtypsequenz des TTBK2-Gens und Varianten sowie Haufigkeitsangaben dieser
sind von den Datenbanken beschrieben und codiert. Die Ergebnisse der vorliegenden

Arbeit wurden mit diesen Daten verglichen.

Die in der vorliegenden Arbeit detektierten Sequenzvarianten werden anhand der No-

menklatur des dbSNP zitiert, sofern von Ensembl und dbSNP beschrieben.

Jede vom Wildtyp abweichende Variante, die an NCBI tbermittelt wird, bekommt eine
eigene und eindeutige submitted SNP ID Nummer (ss#) zugeordnet. Die Datenbank
identifiziert identische, auf dem gleichen Genort befindliche ss# und kreiert ein reference
SNP cluster (rs#), das die zusammengehdrigen ss# zusammenfasst. Unter rs# findet

man verschiedene Informationen zu der jeweiligen Variante (Sherry, 2001).
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Das komplette menschliche Genom von Uber 2500 Menschen aus 26 Populationen
wurde im Rahmen des 1000-Genome-Projektes sequenziert und analysiert. Es folgte
eine Kategorisierung und Veroffentlichung. Dabei wurden mehr als 88 Millionen Varian-

ten entdeckt, die vom Wildtyp abweichen (Ruano et al., 2014; Auton et al., 2015).

Aufgrund der vielen beschriebenen Varianten wird im Folgenden nur auf solche einge-

gangen, die bei dem Studienkollektiv festgestellt wurden.
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4. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA von 30 Patienten untersucht, die an einer
klinisch gesicherten SCA erkrankt waren. Alle 17 codierenden Exons des TTBK2-Gens
des Transkriptes ENST00000622375.4 wurden mit PCR-Produkten abgedeckt. Mittels
Sequenzanalyse konnte die Basenabfolge der Patienten-DNA festgestellt werden und
so Ruckschlisse auf etwaige Abweichungen vom Wildtyp erkannt werden. Referenzse-
quenzen wurden dem Ensembl Genome Browser und dbSNP des NCBI enthommen.
Die Sequenzvarianten der Studienpopulation werden gemaf den HGVS-Richtlinien an-

gegeben (http://varnomen.hgvs.org/ 15/08/2019).

4.1. Studienpopulation

Die Studienpopulation setzt sich aus 30 Personen zusammen, die an einer SCA erkrankt
sind. Bei der vorherigen Testung anderer bekannter SCA-Loci konnten keine Mutationen
nachgewiesen werden. Eine SCA-Diagnostik wurde explizit von den betreuenden Fach-
arzten der Patienten angefordert. Eine Einverstandniserklarung der Patienten nach dem
Gendiagnostik-Gesetz lag vor. Ebenso wurde die hier vorliegende Arbeit von der Ethik-

Kommission der JLU GieRen, Fachbereich Medizin, gebilligt.

EDTA-BIut der hier untersuchten Patienten, davon 16 weiblich und 14 mannlich, wurde
zwischen 1999 und 2016 an das Institut fir Humangenetik versandt. DNA wurde aus
dem Blut extrahiert, nummernkodiert, anonymisiert und im Kihlschrank bei 4 °C asser-

viert.
Die Patienten des Studienkollektivs sind nicht miteinander verwandt.

Die Patienten weisen ahnliche Symptomatik auf. Es werden Gang- und Standataxie so-
wie langsam progrediente Bewegungsstoérung, cerebellares oder spinocerebellares Syn-
drom und Tremor aufgefihrt. Oft werden unspezifische Sehstérungen und eine zentrale
Stérung der Okulomotorik sowie Nystagmus beschrieben. Weiterhin werden beginnende
Demenz, Dysarthrie, Schluckstérung oder eine ungerichtete Fallneigung erwahnt.
Wurde bei den Patienten ein MRT durchgefihrt, so ist eine Kleinhirnatrophie nachweis-

bar.

Die SCA11 ist eine genetische Erkrankung mit autosomal dominantem Erbgang. Wichtig
ist aus diesem Grund, die Familienanamnese zu erheben und den Stammbaum zu ana-
lysieren. Bei den Patienten des Kollektivs wiesen Elternteile, GroReltern, Geschwister
oft eine ahnliche klinische Symptomatik auf. In einigen Fallen wurde die Symptomatik

als neurologische Erkrankung unklarer Ursache beschrieben. Bei vereinzelten Patienten
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war die Familienanamnese leer oder negativ. Bei jenen sind Eltern und GrofR3eltern frih

verstorben.

4.2. Angabe der Orientierung

Das TTBK2-Gen befindet sich auf dem reversen Strang des langen Arms des Chromo-
soms 15 von 42.744.352 (3, zum Centromer weisend) bis 42.920.809 (5°, zum Telomer

weisend).

Die Transkription erfolgt am codogenen Strang vom Telomer (5°) zum Centromer (3°).

Das Transkript ist komplementar zum reversen Strang.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Transkript ENST00000622375.4 gearbeitet,
welches 6891 Bp umfasst. Das Transkript umfasst 18 Exons, 17 davon sind codierend.
Das Exon 1 befindet sich am 5 Ende des Transkriptes, das Exon 18 weist in Richtung
3.

Die Allele der Varianten im Ergebnisteil werden entsprechend der Orientierung des Tran-

skriptes des TTBK2-Gens angegeben.

Die verwendeten Datenbanken beziehen die Angabe der Allele jedoch teilweise auf die
Orientierung des codogenen Stranges, teilweise auf die Orientierung des Transkriptes

und koénnen aus diesem Grund abweichen.

4.3.Darstellung der Exons ohne Sequenzvarianten

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse wurden mit den Wildtypsequenzen und den Infor-

mationen bekannter Varianten verglichen.

Die Auswertung der Exons 3-10 und der Exons 13-17 des TTBK2-Gens zeigten bei den
30 Patienten des Studienkollektivs keine vom Wildtyp abweichende Basenabfolge
(Exons 3,4,5,6,7,8,9, 10, 13, 14, 15, 16, 17 entsprechen der Wildtypsequenz).

4.4. Exons mit Sequenzvarianten

Bei der Auswertung der Exons 2, 11, 12 und 18 wurden Varianten festgestellt. Diese
werden im Folgenden genauer erldutert. Die Nomenklatur der nachgewiesenen Varian-
ten bezieht sich auf das Ensembl-Transkript ENST00000622375.4.
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4.4.1. Exon 2
I c.-67G>A, rs16957250

Bei der Sequenzanalyse des Exon 2 wurde an der Position ¢.-67 im 5" UTR ein Aus-
tausch der Base G zu A festgestellt. Die Variante ist in der Literatur bereits beschrieben
(rs16957250).

Die Haufigkeiten der vom Wildtyp abweichenden Varianten werden durch die minor al-
lele frequency (MAF) beschrieben. Die Haufigkeitsangabe bezieht sich dabei auf das

zweithaufigste in einer Population vorkommende Allel.

Die MAF des 1000-Genome-Projektes liegt bei dieser SNV bei 0,087. Die Allelfrequenz
der Studienpopulation betragt 0,2 und liegt damit etwas héher als die MAF des 1000-

Genome-Projektes.

Die Berechnung der MAF dient dem Vergleich der Haufigkeiten der im Rahmen dieser
Arbeit detektierten Varianten gegentiber denen des 1000-Genome-Projektes. Aufgrund
des kleinen vorselektierten Kollektivs dieser Arbeit kann jedoch keine signifikante Aus-

sage bezlglich Haufigkeitsverteilungen in der Allgemeinbevolkerung getroffen werden.

In dem Studienkollektiv wurde bei fiinf Patienten ein heterozygoter Basenaustausch fest-

gestellt, bei einer Person ein homozygoter.

Mit der Testung 15 weiterer vorselektierter Ataxie-Patienten erweiterte sich das Kollektiv
auf 45 nicht miteinander verwandte Personen. Die Einverstandniserklarung sowie eine
angeforderte SCA-Diagnostik durch die betreuenden Facharzte lagen vor. Die MAF des
erweiterten Kollektivs betragt ebenfalls 0,2. Sieben Probanden waren heterozygote Tra-

ger des Allels, zwei homozygote.

Tabelle 11: Genotyp-Frequenz rs16957250

Heterozygot G|A Homozygot AJA | Wildtyp Gesamt
G|G

5 1 24 30

0,167 0,033 0,8 1

7 2 36 45

0,16 0,04 0,8 1
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Abbildung 6: Ausschnitt der Sequenzanalyse des Exon 2 des TTBK2-Gens,

c.-67G>A

Die Auswertung erfolgte mit SeqScape v2.5. In der linken Spalte aufgelistet befinden
sich die Nummern der anonymisierten Patienten. In der Referenzleiste ist die Position
der Variante rs16957250 grau markiert. Das Elektropherogramm des Patienten 1120.1
zeigt die Wildtypvariante, das des Patienten 1008.1 die heterozygote Variante GJ|A, das
des Patienten 1124.1 die homozygote Variante A|A.

Der rote Balken stellt bei den Abbildungen der Sequenzanalyse das Intron dar, der griine
Balken den codierenden Bereich des Exons und der turkise den nicht-codierenden Be-

reich des Exons.
1. c.-37T>C, rs6493068

Eine SNV wurde bei der Sequenzierung des Exon 2 bei 16 Patienten an Position c.-37

festgestellt. Bei dieser Variante im 5" UTR lag ein Basenaustausch von T zu C vor.

Es handelt sich bei dieser Missense-Variante um einen benignen SNP, der als
rs6493068 codiert wird.

Die Frequenz des Allels T betragt in der Population aller Getesteten des 1000-Genome-
Projektes Phase 3 0,485, die Frequenz des Allels C 0,515.
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In der Studienpopulation konnte der Basenaustausch T zu C bei 16 von 30 Patienten

festgestellt werden, woraus sich eine MAF der getesteten Studienpopulation von 0,533

berechnet.

Bei 13 der 30 Patienten wurde diese Variante als eine heterozygote festgestellt, bei drei

der Patienten als eine homozygote.

Auch in diesem Fall wurde das Kollektiv auf 45 nicht miteinander verwandte Patienten

erweitert. Die Einverstandniserklarung sowie die angeforderte SCA-Diagnostik durch

Facharzte lagen vor.

Die Frequenz des Allels C betrug 0,511 (23/45). Bei 18 Patienten trat die Variante hete-

rozygot auf, bei funf homozygot.

Tabelle 12: Genotyp-Frequenz rs6493068

Heterozygot Homozygot Wildtyp T|T | Gesamt
Tic cic

13 3 14 30
0,433 0,1 0,467 1

18 5 22 45

0,4 0,111 0,489 1
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Abbildung 7: Ausschnitt der Sequenzanalyse des Exon 2 des TTBK2-Gens,

c.-37T7>C

Die Auswertung erfolgte mit SeqScape v2.5. In der Referenzleiste ist die Position der

Variante Il. rs6493068 markiert. Das Elektropherogramm des Patienten 1017.1 zeigt die

Wildtypvariante, das von 1008.1 eine heterozygote Variante T|C, das des Patienten

1124.1 eine homozygote Variante C|C.

4.4.2. Exon 11
. c.1665_1821del157, p.555Qfs*46

Bei der Sequenzierung des Exon 11 wurde eine Frameshift-Variante an Position

c.1665_1821 entdeckt. Dabei handelte es sich um eine Deletion von 157 Basenpaaren.

Durch diese Deletion entsteht ein Frameshift, der die AS-Sequenz verandert. An AS-

Position 555 wird ein Glutamin eingebaut. Die folgenden AS entsprechen nicht der Wild-

typsequenz, das Codon 46 wird zum Terminationscodon (p.555Qfs*46). Diese Variante

wird von den Genome Browsern wie Ensembl nicht aufgefiihrt, wurde aber 2009 erstmals

von der Arbeitsgruppe um Edener beschrieben (Edener et al., 2009b).

Diese Variante wurde bei drei der 30 Getesteten entdeckt, die MAF betragt somit 0,1.
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P64z 1 GAGCTAGCCATTAAGGATGCCAACtGCCAAGCTGTCTGAGCTGGAGGCCGCCCTGCAGCTAGCCAGTCAAGACATGGCGCGGCAGCTGCGTGAGTACCAGGAGET
w684 1 GAGCTAGCCATTAAGGATGCCAATGCCAAGCTGTCTGAGCTGGAGGCCGCCCTGCAGCTAGCCAGTCA?22222222222222222222222222222222221%
TGCCAATGCCAAGCTGTcTGAGCTGGAGGCCGCCCTGCAGCTAGCCAGTCA
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Abbildung 8: Ausschnitt der Sequenzanalyse des Exon 11 des TTBK2-Gens,

€.1665_

1821del157, vorderer Bruchpunkt

Die Auswertung erfolgte mit SeqScape v2.5. Das Elektropherogramm zeigt den vorderen

Bruchpunkt der Deletion (Richtung 5" weisend).
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72 2?AGCTATGCAGGTGGTCAGAGCTTGG
CCAGTCAAGCTATGCAGGTGGTCAGAGCTTGG

TTEGAGEECGAEGAGAECTGGCTEGAETETGEGATGCAEAACATGAETATCCATATEAAGACCACCAGEAGCTATGCAEGTEGTCAEAECTTGE
TTGGAGGGCGAGGAGAGCTGGCTGGAGTCTGGGATGCAGAACATGAGTATCCATATGAAGACCACCAGCAGCTATGCAGGTGGTCAGAGCTTGG
TTGGAGGGCGAGGAGAGCTGGCTGGAGTCTGGGATGCAGAACATGAGTATCCATATGAAGACCACCAGCAGCTATGCAGGTGGTCAGAGCTTGG
TTGGAGGGCGAGGAGAGCTGGCTGGAGTCTGGGATGCAGAACATGAGTATCCATATGAAGACCACCAGCAGCTATGCAGGTGGTCAGAGCTTGG

GGCTGGAGTCTGGGATGCAGAACATGAGTATCCATATGAAGACCACCAGCAGCTATGCAGGTGGTCAGAGCTTGG

MTGGAGGGCGAGGAGAGCTGGCTGGAGTCTGGGATGCAGAACATGAGTATCCATATGAAGAC CACCAGCAGCTATGCAGGTGGTCAGAGCTTGG

Abbildung 9: Ausschnitt der Sequenzanalyse des Exon 11 des TTBK2-Gens,

€.1665_

1821del157, hinterer Bruchpunkt

Die Auswertung erfolgte mit SeqScape v2.5. Das Elektropherogramm zeigt den hinteren

Bruchpunkt der Deletion (Richtung 3" weisend).

Die Sequenz am vorderen Bruchpunkt lautet bei vorliegendem Wildtyp AA. Am hinteren

Bruchpunkt geht die Sequenz ebenfalls mit A weiter. Daher ist nicht eindeutig erkennbar,

zwischen welchen Adeninen die Deletion erfolgt.
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Iv. €.1799G>C, p.Ser600Thr, rs550845568

An der Position ¢.1799 wurde ein heterozygoter Austausch von G zu C nachgewiesen,
das Codon wird von AGT zu ACT modifiziert. Der Austausch hat auf Aminosaureebene
an Position 600 einen Austausch von Serin zu Threonin zur Folge (p.Ser600Thr). Diese
Missense-Variante ist sehr selten beschrieben und wird mit einer MAF von 0,0002 im
1000-Genome-Projekt angegeben. Nur ein Kolumbianer aus Medellin von 5008 getes-

teten Probanden wies die Variante auf.

Unmnary ATCAAgATCGCCACCTACAGUAAGCTGBTGGAGGGCGAGGAGAGCTGGCTGGAGTCEGGGATGCAGAACATGASTATCCAT
o¥ariants | Wecs e RerEnst Rt e R RS SRR RS R e R R O SR R e e R e e e B
ndex 181 191 201 211 221 231 241 251 z
eference

.eference-Ad L K I Fy 34 ¥ R K L L E G E E 5 w L E 5 G " Q N " 5] I H
¥ 1086_1 ATCAAGATCGCCACCTACAGGAAGCTGTTGGAGGGCGAGGAGAGCTGGCTGGAGTCTGGGATGCAGAACATGA|GTATCCAT

GCTGTTGGAGGGCGAGGAGAGCTGGCTGGAGTCTGGGATGCAGAACATGAGTATCCAT

sl

GCTGTTGGAGGGCGAGGAGAGCTGGCTGGAGTCEGGGATGCAGA

UYM YA A

shododa 00 b k ¥
b 11131 ATCAAGATCGCCACCTACAGGAAGCTGTTGGAGGGCGAGGAGAGCTGGCTGGAGTCTGGGATGCAGAACATGAGTATCCAT}
w1119 1 ATCJ\AgATCGCEAECTACAGGAAGCTGTTGGAGGGCGAGGAGAGCTGGCTGGAGTCTGGGATGCAGAACATGASTATCCAT}
GCTGTTGGAGGGCGAGGAGAGCTGGCTGGAGTCTGGGATGCAGAACATGA|S[TATCCAT

)

A LY. VoY) /i <
gCTGTTGG GGGCG GGAG GCTGGCTGG GTCTGGG TGC GAACATGASTATCCAT

m:;
b=—
)

g%

1086_SCAT1.Ex

1119_SCA11.Rr

Abbildung 10: Ausschnitt der Sequenzanalyse des Exon 11 des TTBK2-Gens,
c.1799G>C

Die Auswertung erfolgte mit SeqScape v2.5. Der heterozygote Austausch des Patienten

1119.1 und die Referenzsequenz sind markiert.

Symptome des Patienten 1119.1:

Der Patient 1119.1 leidet seit 2008 an einem ataktischen Syndrom in Kombination mit
einer ausgepragten Sehstorung. Die Familienanamnese des Patienten ist leer. Eine Te-
stung auf haufige SCA-Loci, insbesondere auf SCA7, die haufig mit Sehstérungen as-

soziiert ist, war negativ.

Nach einer genetischen Beratung wurden Bruder und Mutter dieses Patienten getestet.
Beide waren klinisch gesund. Die Basensequenz des Bruders (1119.2) entsprach dem
Wildtyp. Bei der Sequenzauswertung der Mutter (1119.3) fiel die gleiche heterozygote

Variante wie beim Patienten 1119.1 auf.
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Abbildung 11: Stammbaum der Familie 1119
Symbole in schwarz kennzeichnen Familienangehdrige mit der Variante ¢.1799G>C im
Exon 11 des TTBK2-Gens. Das graue Symbol reprasentiert den Vater, der nicht zur

Testung zur Verfugung stand.
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A
Abbildung 12: Ausschnitt der Sequenzanalyse des Exon 11 des TTBK2-Gens,
c.1799G>C

:>

1119_SCA11.Fn

1119_3_TTBK2.

Die Auswertung erfolgte mit SeqScape v2.5. Der heterozygote Austausch des Patienten
1119.1, die Wildtypsequenz des Bruders 1119.2 und die heterozygote Variante der Mut-
ter 1119.3 sind markiert.

4.4.3. Exon 12
V. €.2019-52G>A, rs16957168

Bei der Sequenzierung des Exon 12 konnte eine intronische Variante des Intron 11-12
festgestellt werden. Der SNP befindet sich an Position ¢.2019-52, das bedeutet 52 Bp
vor der codierenden DNA-Sequenz von Exon 12. Es handelt sich um einen Basenaus-
tausch von G zu A (IVS 11-52G>A). Die Variante ist als rs16957168 bekannt.
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Die MAF der Allgemeinbevélkerung wird mit 0,24 (1000-Genome-Projektes) angegeben.
Die errechnete MAF der vorliegenden Ergebnisse betragt 0,33 (10 von 30).

Im Kollektiv dieser Arbeit zeigten neun Patienten eine heterozygote Variante, ein Patient

eine homozygote.

Tabelle 13: Genotyp-Frequenz rs16957168

Heterozygot G|A Homozygot AJA |Wildtyp G|G | Gesamt

9 1 20 30

0,3 0,033 0,667 1

TBK2_Ex12neu

Project View | - |
-ayer_2 ROls + mwen_1ZT]
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teference SETEERATCATT]
leference-AA
> 1008_1 TCAGATGTATACTAGATTTTCAGAGATTACCAATGAAGAGATATGGGACATGCCTTTTAGAGGGAAGCGTTGGAATCATT'
}1010_1 --AGATGTATACTAGATTTTCAGAGATTACCAATGAAGAGATATGGGACATGCCTTTTAGAGGGAAGCGTTGGAATCATT
w 1017_1 ~CAGATGTATACTAGATTTTCAGAGATTACCAATGAAGAGATATGGGACATGCCTTTTAGAGGGAAGCGTTGGAATCATT
GAAGCGTTGG
1017_SCA11_E
1
}1023_1 TCAGATGTATACTAGATTTTCAGAGATTAECAATGAAGAGATATGGGAEATGCCTTTTAEAGGGAAGCGTTGGAJ;TCATT‘
}1031;[ TCAGATGTATACTAGATTTTCAGAGATTACCAATGAAGAGATATGGGACATGCCTTTTAGAGGGAAGCGTTGGAATCATT
}1050_1 TCAGATGTATACTAGATTTTCAGAGATTACCAATGAAGAGATATGGGACATGCCTTTTAGAGGGAAGCRTTGGAATCATT
w 1084 1 TCAGATGTATACTAGATTTTCAGAGATTACCAATGAAGAGATATGGGACATGCCTTTTAGAGGGAAGCRTTGGAATCATT
G GCRTTGG
1084_SCA11_E: A p
4
v
}1085_1 TCAGATGTATACTAGATTTTCAGAGATTACCAATGAAGAGATATGGGACATGCCTTTTAGAGGGAAGCRTTGGAATCATT
}1037_1 TCAGATGTATACTAGATTTTCAGAGATTACCAATGAAGAGATATGGGACATGCCTTTTAGAGGGAAGCRTTGGAATCATT
w 1088_1 TCAGATGTATACTAGATTTTCAGAGATTACCAATGAAGAGATATGGGACATGCCTTTTAGAGGGAAGCATTGGAATCATT'
GAAGCATTGG
1088_SCA11_E: \
MW,
b 11131 TCAGATGTATACTAGATTTTCAGAGATTACCAATGAAGAGATATGGGACATGCCTTTTAGAGGGAAGCGTTGGAATCATT'
w 11151 TCAGATGTATACTAGATTTTCAGAGAT TACCAATGAAGAGATATGGGACATGCCTTTTAGAGGGAAGCRTTGGAATCATT
GAAGCRTTGG
1115_SCAT1_E: " f
"\J
b 11191 TC1\GATGTATACTAGATTTTCAGAGATTAECAATEAAEAGATATGEGAEATGCETTTTAGAGGGAIAGEGTTGGIAI&TCATT'

Abbildung 13: Ausschnitt der Sequenzanalyse des Intron 11-12 und Exon 12 des
TTBK2-Gens, ¢.2019-52G>A

Die Auswertung erfolgte mit SeqScape v2.5. Die Position des SNPs rs16957168 ist in
der Referenzleiste markiert. Das Elektropherogramm des Patienten 1017.1 zeigt den
Wildtyp. Das Elektropherogramm der Patienten 1084.1 und 1115.1 zeigt eine heterozy-
gote Variante GJ|A, das von 1088.1 eine homozygote Variante AlA.
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4.4.4. Exon 18

VI. C.

4635A>G, p.Pro1545=, rs201347313

Im Exon 18 konnte an der Position ¢.4635 ein heterozygoter Basenaustausch bei einem

Patienten nachgewiesen werden. Der Austausch von A zu G an dritter Stelle des Tripletts

fiihrt zu einem modifizierten Codon CCG anstelle von CCA. Das hat keine Anderung der

Aminosaurensequenz zur Folge, beide Tripletts codieren fir Prolin (p.Pro1545=). Die

synonyme Variante wird in der Literatur mit der Nummer rs201347313 zitiert. Die MAF

ist kleiner 0,01 beschrieben (Ensembl release 97). Die Frequenz des getesteten Kollek-
tivs liegt bei 0,03 (1/30).
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1131_SCA11_E: 1 { |
\ “ -y
w1134 1 [CAGAAACCCCGGAGCACTACTCAGTGCAAGAGTCCAGGATCTCCTCACAATCCAAAAACACCIRECCCAAGAGTCC]
ACACCRECCARA
1134_SCAT1_E: l\

Abbildung 14: Ausschnitt der Sequenzanalyse des Exon 18 des TTBK2-Gens,
c.4635A>G

Die Auswertung erfolgte mit SeqScape v2.5. In der Referenzleiste ist die Position der

Variante rs201347313 markiert. Das Elektropherogramm des Patienten 1131.1 zeigt die

Wildtypvariante, das von 1134.1 eine heterozygote Variante A|G.
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4.5.Ubersicht in dieser Arbeit nachgewiesener Varianten

In Tabelle 14 sind alle im Rahmen der Arbeit gefunden Varianten des Studienkollektivs

dargestellt.

Tabelle 14: Ubersicht gefundener Varianten im TTBK2-Gen

Lokalisa- | Bezeichnung AS-Aus- #rs-Nummer MAF MAF
tion tausch 1000-Genome- | Patienten-
Projekt kollektiv
Exon 2 c.-67G>A rs16957250 (0,087 0,2
c.-37T>C rs6493068 0,515 0,533
Exon 11 |c.1665_1821del157 | p.555Qfs*46 0,1
c.1799G>C p.Ser600Thr rs550845568 (0,0002 0,033
Intron 11- | ¢.2019-52G>A rs16957168 (0,24 0,333
12
Exon 18 |c.4635A>G p.Pro1545= rs201347313 |0,00006 0,033

Alle Varianten beziehen sich auf das Transkript TTBK2-208 (ENST00000622375.4).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Patientenkollektiv aus 30 Ataxie-Patienten, von de-
nen DNA zur Verfigung stand, auf das Vorliegen einer SCA11 getestet. Die Ataxie-Loci
SCA1-3, 6-8, 10,12, 14, 17, 19, 23, 27 und 28 konnten durch vorherige Testung ausge-
schlossen werden. SCA11 wird autosomal dominant vererbt, die Erkrankung ist durch
progressive cerebellare Ataxie, Nystagmus und Sakkaden gekennzeichnet. Weitere
Symptome wie periphere Neuropathie, Dysarthrie, Schluckbeschwerden und Dystonie
kénnen auftreten (Houlden et al., 2007; Giunti et al., 2012). Ursachlich sind Mutationen

im TTBK2-Gen, das im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde.

5.1.Haufigkeit der SCA11

Mit einer geschatzten Pravalenz von 0,9-3/100.000 in Europa zahlen die Spinocerebella-
ren Ataxien zu den seltenen Erkrankungen (Bauer et al., 2010). Die Pravalenz der SCA
weltweit wird mit etwa 3/100.000 angegeben (Schdls et al., 2004). Unter dem Begriff
,Seltene Erkrankungen® werden Erkrankungen zusammengefasst, die mit einer geringe-
ren Pravalenz als 1/2000 auftreten (https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Educa-
tion_AboutRareDiseases.php?Ing=EN). Jedoch resultieren die epidemiologischen Da-
ten der SCA aus Ergebnissen einiger weniger Studien, die in abgegrenzten geographi-
schen Regionen erhoben wurden. Sie kénnen daher nicht das weltweite Auftreten der
Krankheiten widerspiegeln. Die tatsachliche Pravalenz wird wahrscheinlich unterschatzt
(Schdls et al., 2004). Pravalenzstudien wurden selten erhoben (Van De Warrenburg et
al., 2002).

Der haufigste SCA-Subtyp weltweit ist die SCA3, der zweithaufigste ist die SCA2. Beide
werden durch Repeat-Expansionen verursacht. Verschiedene SCA-Subtypen kommen
in bestimmten Regionen gehauft vor, was u. a. durch Grundereffekte erklarbar ist. Die
SCAZ2 stellt den haufigsten Subtyp in Holguin (Kuba) und Cantabria (Spanien) dar, wo-
hingegen die SCA3 z. B. in Portugal der haufigste Subtyp ist (Ruano et al., 2014; Bird
1998, Last Revision 2019).

SCA11 wurde bis heute bei nur vier Familien nachgewiesen, darunter in einer deutschen
(Bauer et al., 2010). Weniger als 1 % der Patienten mit ADCA der Gruppe llI leiden an
einer SCA11, die genaue Pravalenz der SCA11 ist unbekannt (Bauer et al., 2010; Houl-
den et al., 2008, Last Update 2019).

Das in der vorliegenden Arbeit getestete Kollektiv von 30 Patienten ist zu klein, um An-

gaben zur Haufigkeit der SCA11 in Deutschland treffen zu kénnen. Die Daten dieser
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Arbeit weisen darauf hin, dass SCA11 in Deutschland vermutlich auf wenige Familien

beschrankt vorkommt.

5.2.Genetik der SCA11
Die Arbeitsgruppe um Houlden identifizierte im Jahr 2007 Punktmutationen im TTBK2-

Gen als ursachlich fir SCA11. Das TTBK2-Gen befindet sich in der chromosomalen
Region 15915.2 und reicht auf dem reversen Strang von 42,738,730 bis 42,920,809
(ENSG00000128881). Durch alternatives Spleifen existieren acht Transkriptvarianten
des TTBK2-Gens, davon sind sieben proteincodierend. Die bekannten Mutationen wur-
den durch Untersuchungen des Transkriptes TTBK2-201 (ENST00000267890.11) iden-
tifiziert. Dieses ist das langste der acht Transkripte, es umfasst 10.905 Bp und codiert
fir ein Protein von 1244 AS. Bei dieser Transkriptvariante sind 14 der 15 Exons codie-
rend (Houlden et al. 2007; Bauer et al., 2010; http://www.ensembl.org/Homo_sapi-
ens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000128881;r=15:42738734-42920809;t=
ENST00000622375 15/08/2019; Houlden et al., 2008, Last Update 2019).

In den Untersuchungen dieser Arbeit wurde mit dem Transkript TTBK2-208
(ENST00000622375.4) gearbeitet. Das Transkript ist mit 6891 Bp kurzer, das Protein ist
jedoch 1649 AS lang, da diese Transkriptvariante die einzige ist, die drei zusatzliche
Exons aufweist (Exon 10, 11 und 12) (siehe Abbildung 1: TTBK2-Gen und bekannte
Transkriptvarianten).

Die funf weiteren proteincodierenden Transkriptvarianten umfassen weniger als 2000 Bp
und weisen weniger als 12 Exons auf (TTBK2-207 hat 12 Exons, TTBK2-205 hat 11,
TTBK2-203 und TTBK2-202 haben 5, TTBK2-204 hat 4 Exons).

5.2.1. Bekannte Mutationen in TTBK2

Bei den vier an SCA11 erkrankten Familien sind Insertionen bzw. kleine Deletionen im
TTBK2-Gen ursachlich, die zu einem verkirzten Protein fihren mit der Folge eines
Funktionsverlustes. Die drei Mutationen sind in Exon 12 (c.1306_1307delGA,
rs318240735) und 13 (c.1329dupA, rs80356538; c.1287_1288delAG, rs80356539) lo-
kalisiert (Bauer et al., 2010; Houlden et al., 2008, Last Update 2019).

Eine danische Arbeitsgruppe um Lindquist konnte eine Frameshift-Mutation in Exon 12
des TTBK2-Gens nachweisen (c.1205_1207delinsA, p.(Thr402fs)) mit der Folge eines
auf 402 AS verkurzten Proteins. Die Mutation wurde de novo bei einer 1968 geborenen

Danin entdeckt. lhre Eltern und ihr Bruder sind gesund, ihre zwei S6hne sind beide
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heterozygote Trager und entwickelten eine ahnliche Ataxie-Symptomatik. Der Krank-
heitsbeginn wird in dieser Familie bereits in Kindheitsjahren berichtet, friher als bei den

vier bekannten, an SCA11 erkrankten Familien (Lindquist et al., 2017).

Von der chinesischen Arbeitsgruppe um Deng wurde eine neue Mutation ¢.3290T>C,
p.Val1097Ala in Exon 15 des TTBK2-Gens bei einer Familie mit hereditarer Ataxie de-
tektiert. Die anhand von Programmen ermittelte Vorhersagewahrscheinlichkeit der Pro-
teinfunktion gibt an, dass diese Mutation wahrscheinlich zu einer Schadigung des Pro-
teins flhrt (Deng et al., 2019).

Die beiden Alterationen im TTBK2-Gen, die durch die danische und chinesische Arbeits-
gruppe beschrieben wurden, bedirfen noch weiteren Untersuchungen, z. B. um zu ber-
priifen, ob diese Mutationen tatsachlich Ursache der Ataxie der Patienten sind und auch,
um den genauen Pathomechanismus der Mutationen zu verstehen (Lindquist et al.,
2017; Deng et al., 2019). Die beiden Alterationen werden derzeit noch nicht von den

Genome Browsern wie dbSNP als ursachliche Mutationen einer SCA11 aufgefihrt.

Aus den Untersuchungen der danischen und chinesischen Arbeitsgruppe ist anzuneh-
men, dass die Dunkelziffer, der an SCA11 erkrankten Personen durchaus etwas héher
ist, als bisher erwartet, wenngleich es sich um eine seltene Erkrankung handelt, die bis

dato bei hochstens sechs Familien diagnostiziert wurde.

5.3.Identifizierte Sequenzvarianten im nicht codierenden Bereich des
TTBK2-Gens

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei bekannte Varianten im 5" UTR an Position
c.-67G>A (rs16957250) und c.-37T>C (rs6493068) nachgewiesen. Im Intron zwischen
Exon 11 und 12 wurde eine SNV an Position ¢.2019-52G>A (rs16957168) festgestellt.

Nur ca. 2 % des menschlichen Genoms bestehen aus Exons. Die Sequenzierung der
codierenden Region kann etwa 25 bis 50 % der genetischen Diagnosen erbringen. Ein
grofRer Anteil des menschlichen Genoms besteht aus funktionellen Elementen, die sich
in nicht codierenden Bereichen befinden. Mutationen in nicht codierenden Bereichen,
die die Funktion regulatorischer Elemente beeinflussen, kénnen Einfluss auf die Genex-
pression haben und so die Ursache von diversen Krankheiten sein (Scacheri und Sca-
cheri, 2015).
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Veranderungen der Genexpression konnen u. a. auf Ebene der Transkription gesteuert
werden. Eine Kontrolle der Transkription kann durch Transkriptionsfaktoren erreicht wer-
den, die mit regulatorischen Sequenzen interagieren kénnen. Diese regulatorischen Se-
quenzen sind in Promotor- und Enhancer-Regionen der Zielgene vorhanden sind. Es
wurden Schlisseltranskriptionsfaktoren identifiziert, die viele zellulare Reaktionen regu-
lieren. Dazu zahlen insbesondere Transkriptionsfaktoren, die zur CAAT-Familie der En-
hancer-Binding-Proteinfamilie gehéren. Viele pathophysiologische Zustédnde konnten
mit einer Fehlfunktion derer in Verbindung gebracht werden. Es wurden einige Mutatio-
nen der CAAT/ Enhancer-Binding-Protein (C/EBP) entdeckt, wie z. B. C/EBP alpha bei
Patienten mit akuter myloische Leukamie. Bei solchen Mutationen ist die Promotorakii-
vitat drastisch reduziert mit der Folge einer veranderten Proteinmenge (Ramiji und Foka,
2002; Maston et al., 2006)).

Es sollte tUberprift werden, ob es sich bei den Varianten ¢.-67G>A und c.-37T>C um
Promotor-, Enhancer-, oder andere regulatorische Sequenzen handelt, die eine veran-

derte bzw. reduzierte Menge an TTBK2 zur Folge haben.

Varianten im 5" UTR konnen durch Beeinflussung regulatorischer Elemente Einfluss auf
die Translation haben. Die Translationsinitiation kann z. B. durch 5" UTR-Strukturen in
eukaryotischer mRNA kontrolliert werden (Leppek et al., 2018).

Die Arbeitsgruppe um Hornig konnte feststellen, dass die Mutation c.-547C>T im 5" UTR
des Androgenrezeptors zu einer Reduktion der Translation flihrt und so zu einer Andro-
genresistenz fuhren kann. Auflerdem werden Mutationen im 5° UTR beschrieben, die zu
Brustkrebs und Prostatakrebs fihren kénnen (Hornig et al., 2016).

Weiterhin kann die Translationseffizienz durch die Kozak-Sequenz beeinflusst werden,
eine das Translationsstartcodon AUG umgebende Sequenz der mRNA. Eine starke Ko-
zak-Sequenz verbessert z. B. das Erkennen von Startcodons (Leppek et al., 2018). Die
Varianten c.-67G>A und c.-37T>C sind jedoch zu weit vom Startcodon entfernt, sodass

diese die Kozak-Sequenz nicht betreffen.

Die durchschnittliche Haufigkeit des selteneren A-Allels bei der bekannten Variante an
Position ¢.-67G>A wird in der Literatur mit 8,7 % angegeben (1000-Genome-Projekt),
die Variante konnte im getesteten Kollektiv bei 20 % der Proben nachgewiesen werden.
Wenn man die Haufigkeitsverteilung dieser Variante zwischen verschiedenen Kontinen-
ten betrachtet, fallt auf, dass diese zwischen 0,6% in Afrika und 15,7% in Ost-Asien di-
vergiert. In Europa betragt die durchschnittliche Haufigkeit 10,1 %. Eine Haufigkeit von
18,8% wird bei in Kalifornien Lebenden mexikanischer Herkunft beschrieben. Aufgrund

divergierender Haufigkeiten zwischen den Populationen ist es wahrscheinlich, dass die
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Variante c.-67G>A ohne pathologische Konsequenz im Kollektiv haufiger detektiert

wurde.

Etwa die Halfte der Allgemeinbevolkerung weist an Position ¢.-37 ein T auf (51,5 %), die
andere Halfte ein C (48,5 %) (Ensembil release 97). Annahernd die gleiche Haufigkeits-
verteilung konnte im Ataxie-Kollektiv dieser Arbeit nachgewiesen werden; 53,3 % weisen
an dieser Position ein T auf, 46,7 % ein C. Aus diesem Grund scheint es sich bei dieser
Variante eher um einen benignen Polymorphismus zu handeln als um eine pathogene
Mutation.

Auch wenn es sich bei den beiden bekannten Varianten im 5" UTR wahrscheinlich um
benigne Polymorphismen handelt, sollte anhand weiterer Untersuchungen Uberpruift
werden, ob Elemente betroffen sind, die zu einer Beeintrachtigung der Transkriptions-

oder Translationseffizienz fliihren.

Prazises SpleiRen der mRNA ist fur die Proteintranslation essentiell. Es ist u. a. von cis-
Sequenzen abhangig, die Exon-Intron-Grenzen und regulatorische Sequenzen definie-
ren. Varianten in bestimmten Abschnitten von Introns kdnnen zu Spleilvarianten fiihren,
die ein Exon-Skipping oder das Verwenden falscher Splei3stellen zur Folge haben, das
Leseraster der Translation verschieben oder zu einer Anderung der Proteinstruktur fih-
ren. Beispielsweise kommt es beim Vorliegen der Mutation ¢.253-19_253-16del des F9-
Gens bei Hamophilie B zu ineffizientem Splei3en und zu einem Exon-Skipping des Exon
3 durch eine Verkirzung des Polypyrimidin-Abschnittes von 24 auf 20 Nucleotide
(Schaaf und Zschocke, 2018; Abramowicz und Gos, 2018).

Bei der intronischen Variante ¢.2019-52G>A (rs16957168) ist die nachfolgende Ba-
sensequenz unverandert, sodass falsches SpleilRen oder Exon-Skipping nicht anzuneh-
men sind. Zudem ist die identifizierte Variante ¢.2019-52G>A eine haufige, die bei 24 %
der Allgemeinbevolkerung (Ensembl release 97) und bei 33 % des Studienkollektivs

nachweisbar ist.

5.4.ldentifizierte Sequenzvarianten im codierenden Bereich des TTBK2-
Gens

5.41. Exon 18

Bei der Sequenzanalyse des Exon 18 wurde bei einem Patienten des Studienkollektivs
eine synonyme Variante c.4635A>G nachgewiesen. Hierbei liegt ein Basenaustausch
von A zu G vor, sodass das Codon CCG anstelle von CCA verwendet wird. Aufgrund

der Degeneriertheit des genetischen Codes ist die Aminosaurensequenz des Proteins
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unverandert (p.Pro1545=). In den Datenbanken ist diese Variante als rs201347313 be-
kannt. Die Haufigkeit des selteneren Allels wird kleiner als 1 % angegeben, in einem ca.
250.000 Personen umfassenden Kollektiv konnte diese bei 0,0064 % nachgewiesen
werden (Ensembl release 97; gnomAD exomes 9). Im Ataxie-Kollektiv dieser Arbeit

konnte die Variante bei einem Patienten festgestellt werden (3,3 %).

Unterschiedliche Spezies verwenden synonyme Codons verschieden haufig. Dieses
Phanomen wird als ,Codon Usage“ bezeichnet. Damit kann das Verwenden eines an-
deren synonymen Codons Auswirkungen auf Prozesse wie z. B. RNA-Prozessierung,
Protein-Translationsgeschwindigkeit und Proteinfaltung haben und dadurch die Genex-
pression beeinflussen (Fredrick und Ibba, 2010; Plotkin und Kudla, 2011).

Das Triplett CCA wird mit einer Frequenz von 16,9/1.000 verwendet, das synonyme Co-
don CCG wird mit einer Frequenz von 6,9/1.000 seltener verwendet (https://www.ka-

zusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=9606 30/08/2019).
Durch Bestimmungen der TTBK2-Menge in Zellkulturen, die die Variante c.4635A>G

tragen, konnte untersucht werden, in welchem Ausmal} die Codon Usage die Menge
des Proteinproduktes beeinflusst. Dadurch konnte festgestellt werden, ob durch das we-
niger haufig verwendete Codon eine Konsequenz im Sinne einer reduzierten Protein-

menge resultiert.

5.4.2. Exon 11 ¢.1665_1821del157, p.555Qfs*46

Bei drei der 30 getesteten Patienten wurde bei der Sequenzierung des Exon 11 eine
Deletion von 157 Basenpaaren an der Position ¢.1665_1821 entdeckt. Durch den resul-
tierenden Frameshift ist die AS-Sequenz verandert. An AS-Position 555 wird ein Gluta-
min eingebaut, die folgenden 45 Aminosauren entsprechen nicht der Wildtypsequenz
und an Position 601 kommt es zur Termination. Diese Variante wird bis dato nicht in den
Genome Browsern aufgefiihrt. Die Arbeitsgruppe um Edener konnte bei der Sequenzie-
rung des Transkriptes TTBK2-208 die gleiche Deletion tUber 157 Bp in Exon 11 feststel-
len. Diese Variante konnte bei 8,5 % der Ataxie-Patienten nachgewiesen werden sowie
bei 12,5 % einer Kontrollkohorte aus 95 nicht verwandten Individuen (Edener et al.,
2009b). Im Ataxie-Kollektiv dieser Arbeit wurde die Variante bei 10 % der untersuchten
DNA-Proben auf einem Allel festgestellt.

Die Haufigkeitsverteilung dieser Variante bei Gesunden und Ataxie-Patienten spricht ge-

gen ein krankheitsverursachendes Potential (Edener et al., 2009b).
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Lediglich das Transkript TTBK2-208 weist die Exons 10, 11 und 12 auf. Bei den anderen
Transkripten TTBK2-201, TTBK2-205, TTBK2-207 befindet sich dort intronische Se-
quenz (siehe Abbildung 1: TTBK2-Gen und bekannte Transkriptvarianten). Daher ist es
mdglich, dass bei Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, die vorwiegend mit dem
Transkript TTBK2-201 arbeiteten, diese Deletion nicht detektiert wurde und daher nicht

in Genome Browsern aufgefiihrt ist.

Durch Untersuchungen mit Antikérpern konnte festgestellt werden, dass das Protein
TTBK2 in endokrinem Gewebe, im Rickenmark und Immunsystem, in glattem Muskel-
gewebe, in Lunge, Leber und Gallenblase, im Pankreas, in Hodengewebe sowie in
Brustgewebe der Frau nachweisbar ist. Die Expression der RNA istim Hoden am hdchs-
ten, folgend von Strukturen des Hirns (cerebraler Cortex, Pons, Medulla, Cerebellum)
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000128881-TTBK2/tissue#gene_information
08/09/2019).

Auf die Gewebespezifitat der unterschiedlich langen Transkripte wurde bei diesen Un-
tersuchungen nicht eingegangen. Diese sollte genauer untersucht werden. Durch Muta-
tionen verursachte Veranderungen der TTBK2 im Riuckenmark, im Kleinhirn oder in an-
deren neuronalen Strukturen kdnnen ursachlich fur die Auspragung einer SCA11 sein,
wahrend veranderte TTBK2 in anderen Geweben, wie z.B. im Hoden, eher keinen Ein-
fluss auf die Entstehung einer SCA11 hat. Derzeit ist weiterhin nicht bekannt, mit welcher
Haufigkeit das Transkript TTBK2-208 in welchem Gewebe nachweisbar ist. Edener und
Kollegen konnten das 18 Exons umfassende Transkript weder in Lymphoblasten der
Ataxie-Patienten noch in solchen der Kontrollgruppe nachweisen (Edener et al., 2009b).
Es sollten Experimente durchgefiihrt werden, die die Expression des Transkriptes
TTBK2-208 in neuronalen Strukturen untersuchen, die in die Pathogenese von Bewe-

gungsstoérungen und Ataxie-Symptomatik involviert sind.

5.4.3. Exon 11 ¢.1799G>C, p.Ser600Thr

Der Patient 1119.1 leidet seit 2008 an einem ataktischen Syndrom, kombiniert mit einer
ausgepragten Sehstérung. Die Familienanamnese des Patienten war leer. Eine Testung
auf haufige SCA-Loci, insbesondere auf SCA7, die mit Sehstérungen assoziiert ist, war
negativ.

Bei diesem Patienten konnte in Exon 11 eine Variante nachgewiesen werden, die zu

einem Austausch von Guanin zu Cytosin an Position ¢.1799 fuhrt. Folge ist eine
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veranderte Aminosauresequenz. Es wird an Position 600 Threonin anstelle von Serin
verwendet (c.1799G>C, p.Ser600Thr).

Diese Variante wird in Datenbanken (Ensembl.org) als rs550845568 beschrieben und
wurde bei nur einem von 5008 Probanden detektiert. Bei der Person handelt es sich um
einen Kolumbianer aus Medellin, sein Gesundheitsstatus und sein Alter sind nicht in der

Datenbank erfasst.

Die klinisch gesunden Familienangehodrigen des Index-Patienten 1119.1, Bruder und
Mutter, wurden auf das Vorliegen der Variante ¢.1799G>C getestet. Die Basensequenz
des Bruders entspricht dem Wildtyp. Die klinisch gesunde Mutter ist heterozygote Tra-
gerin der Variante c.1799G>C. Die DNA des Vaters lag nicht vor, sodass diese nicht
untersucht werden konnte (vergleiche Abbildung 11: Stammbaum der Familie 1119).

Bei den vier gesichert an SCA11 erkrankten Familien wird Uber eine vollstandige Penet-
ranz berichtet (Lindquist et al., 2017). Daher ist es eher unwahrscheinlich, dass die Mut-
ter des Index-Patient 1119.1 erst viele Jahre nach ihrem Sohn erkrankt und eine atakti-
sche Symptomatik aufgrund derselben Variante entwickelt. Eine aktuelle Anamnese der

Mutter ware jedoch interessant, um dies zu Uberprifen.

Durch die Anderung der AS-Sequenz des Proteins kénnen sich Auswirkungen auf die
Proteinfunktion ergeben. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Variante einen Effekt auf die
Proteinfunktion hat, kann von Genome Browsern wie Ensembl anhand verschiedener
Programme vorhergesagt werden. Die Wahrscheinlichkeit wird unter Beachtung ver-
schiedener Eigenschaften des Proteins, wie z. B. chemischer, physikalischer und der
Sequenz-Homologie, errechnet.

Fir die Variante rs550845568 wird der SIFT-Wert mit 0,5 angegeben, was auf eine To-
lerierbarkeit der Variante hindeutet. Der SIFT-Wert wird jedoch mit geringer Konfidenz
beurteilt. Der PolyPhen-Wert fur diese Variante ist unbekannt. Der CADD Score liegt bei
8 und bedeutet, dass die Variante wahrscheinlich benigne ist. Der REVEL Score betragt
0,098 und impliziert, dass die Variante wahrscheinlich benigne ist. Der MetaLR Score
betragt 0,19, was eine Tolerierbarkeit bedeutet(http://www.ensembl.org/Homo_sapi-
ens/Variation/Mappings?db=core;r=15:42800686-42801686;v=rs550845568;vdb=varia-
tion;vf=454895952#ENST00000622375_454895952_G_tablePanel 02/08/2019). Die in
silico Analysen weisen darauf hin, dass es sich bei der Variante wahrscheinlich um eine

benigne handelt, die toleriert wird.
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Die DNA des Patienten 1119.1 wurde im Rahmen der Doktorarbeit von Frau Ley auf
Mutationen im KCNC3-Gen (SCA13) untersucht. Dabei konnte eine Variante im 5" UTR
des KCNC3-Gens, 6 Basen vor dem Startcodon der Translation (c.-6C>A,
rs111909830), nachgewiesen werden. Diese Variante befindet sich im konservierten Be-
reich um den Translationsstart und kann mdglicherweise die Effizienz der Translation
beeinflussen und hat einen méglichen Einfluss auf die Transkription (Ley, 2018).

Die Variante ist in den Datenbanken als rs111909830 hinterlegt und wurde zuvor nur
einmal bei einem Asiaten nachgewiesen. Die DNA der Mutter und des Bruders des In-
dex-Patienten 1119.1 wurden untersucht. Hierbei konnte festgestellt werden, dass die
Variante c.-6C>A beim jingeren Bruder des Index-Patienten nachweisbar ist, dieser
zum Zeitpunkt der Testung jedoch keinerlei klinische Symptomatik aufweist. Die DNA
der Mutter entsprach dem Wildtyp. Eine putative Pathogenitat dieser Variante ist moglich
unter der Berucksichtigung, dass der jungere Bruder als Trager der Variante in spateren

Jahren erkranken kann (Ley, 2018).

Oft fuhrt nicht die Mutation nur eines Gens zu einer Erkrankung oder einem auffalligen
Phanotyp, sondern haufig scheinen komplexe genetische Modelle als ursachlich, bei de-
nen Mutationen mehrerer Gene eine spezifische Krankheit verursachen oder modulieren
kénnen. Oligogene Erbgange und multiloculare genetische Ursachen konnten fir Krank-
heiten identifiziert werden, die urspriinglich als monogener Erbgang verstanden wurden,
wie z. B. die Phenylketonurie. Studien zur Gen-Netzwerkanalyse stitzen die Annahme,
dass ein auffalliger Phanotyp selten das Ergebnis einer Mutation eines alleinigen Gens
ist und zeigen, dass eine Vielzahl an Krankheiten durch mehrere Gene moduliert werden
(Papadimitriou et al., 2019).

Eine mdgliche Erklarung fir die klinische Symptomatik des Index-Patienten 1119.1
kdnnte das gleichzeitige Vorliegen der beiden Varianten rs550845568 im TTBK2-Gen
und rs111909830 im KCNC3-Gen sein. Damit ware erklarbar, dass Mutter und Bruder,
beide nur Trager je einer Variante, an keiner ataktischen Symptomatik leiden. Erst das
Vorliegen der beiden entdeckten Varianten in Kombination flhrt mdglicherweise durch
einen komplexen, bisher unverstandenen Mechanismus zu einer ataktischen Sympto-

matik, wie sie bei dem Patienten 1119.1 vorliegt.

5.5.Der C-Terminus der TTBK2

Das Protein TTBK2 des Transkriptes TTBK2-201 besteht aus 1244 AS, wobei die Reste
21-280 die Kinasedomane bilden (Liao et al., 2015) (vergleiche 1.4.3.2 Bekannte
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Mutationen im TTBK2-Gen (Phanotyp SCA11), Abbildung 2: Darstellung der Doméanen
der Tau-Tubulin Kinase).

Die Kinasedomane des Transkriptes TTBK2-208 wird von den AS-Resten 1-264 gebildet
(https://www.uniprot.org/uniprot/Q8IWY7 02/08/2019).

Zwischen dem Ende der Kinasedomane und der AS-Position 448 des Transkriptes
TTBK2-201 befindet sich ein Serin-reiches Segment. Dieses beinhaltet die Aminopep-
tidase Q und Kollagen alpha-1 (XVIIl) Sequenzen, deren Funktionen noch unerforscht
sind (Liao et al., 2015).

Der lange C-Terminus, der sich bei dem Transkript TTBK2-201 C-terminal des Restes
448 befindet, ist wichtig, um TTBK2 zur Muttercentriole zu lenken und wahrscheinlich fur
die Regulation der Funktion der TTBK2 (Liao et al., 2015).

Es konnte festgestellt werden, dass der C-Terminus der TTBK2 (AS-Rest 450-1243) fiir
die Selbstinteraktion essentiell ist. Anhand von Untersuchungen an Knock-in Mausen
mit SCA11-ahnlichen Mutationen konnte die Arbeitsgruppe um Bowie feststellen, dass
durch ein verkurztes Protein die Regulation von TTBK2 und die Wechselwirkung von
TTBK2 mit dessen Substraten beeintrachtigt wird. Da die Verklirzung des mutierten Pro-
teins nicht die gesamte Lange betrifft, ist es wahrscheinlich, dass das Protein dominant
negativ wirkt, indem es mit dem Protein voller LAnge um die Bindung an ein oder meh-

rere andere Proteine konkurriert (Bowie et al., 2018).

Die drei beschriebenen SCA11-Mutationen flhren alle zu einem auf ca. 450 AS verkiirz-
ten Protein mit der Folge, dass der C-Terminus des Proteins fehlt (Houlden et al., 2007;
Houlden et al., 2008, Last Update 2019).

Die von der danischen Arbeitsgruppe um Lindquist detektierte Frameshift-Mutation
¢.1205_1207delinsA, p.(Thr402fs) fihrt zu einem verkurzten Protein von 402 AS. Es wird
angenommen, dass auch diese Mutation zu einem Stoppcodon-vermittelten Abbau der
mRNA flhrt (Lindquist et al., 2017).

Die Variante c.1665_1821del157 flhrt zu einem 601 AS langen Protein mit einem deut-
lich verkiirztem C-Terminus. Die Variante c.1665_1821del157 des Transkriptes TTBK2-
208 konnte von Edener und Kollegen mit ahnlicher Haufigkeit bei Gesunden und Ataxie-
Patienten nachgewiesen werden (Edener et al., 2009b).

Der Verlust des C-Terminus scheint im Pathomechanismus der SCA11 eine Rolle zu
spielen. Weitere Untersuchungen mussen zeigen, ob das verkirzte, 601 AS lange Pro-
tein in den neuronalen Strukturen der Ataxie-Patienten wie auch in gesunden Probanden

nachweisbar ist. Eine Expression des 601 AS umfassenden Proteins, z. B. im
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Cerebellum von SCA-Patienten, kdnnte auf eine pathogene Funktion des trunkierten

Proteins hinweisen.

Bei der im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen Variante ¢.1799G>C im TTBK2-Gen
kommt es zu einem Austausch von Serin zu Threonin an Stelle 600 des Proteins
(p.Ser600Thr). Diese Anderung im Vergleich zum Wildtyp befindet sich ebenfalls im C-
Terminus. Diese Variante fiihrt zu keinem Frameshift, die Lange des Proteins bleibt un-
beeinflusst. Auswirkungen, die Punktmutationen in diesem Bereich haben, sind derzeit
noch nicht beschrieben. Auch wenn die Vorhersageprogramme der Proteinfunktion der
Genome Browser die Variante als wahrscheinlich benigne einschatzen, waren Untersu-

chungen zu Auswirkungen von Punktmutationen im C-terminalen Bereich interessant.

5.6. Empfehlungen zur molekulargenetischen Testung

,Eine molekulargenetische Diagnostik ist medizinisch indiziert, wenn sich aus dem Er-
gebnis ein diagnostischer Zugewinn beziehungsweise Konsequenzen ergeben. Die
moglichen Konsequenzen missen mit dem Patienten (bei Minderjahrigen mit dessen
Eltern) vor der Untersuchung besprochen werden. In vielen Fallen kann der Nachweis
einer pathogenen Mutation eine klinische Verdachtsdiagnose bestatigen oder bei der
differenzialdiagnostischen Abgrenzung eines Phanotyps helfen (...).

Voraussetzung einer rationalen molekulargenetischen Diagnostik ist deshalb immer eine
klare Fragestellung auf der Basis einer fundierten klinischen Verdachtsdiagnose.“ (Aretz
et al., 2006)

Bei der Spinocerebellaren Ataxie handelt es sich um eine autosomal dominant vererbte
Erkrankung. Eine molekulargenetische Testung kann bei entsprechender Familien-
anamnese und typischer Symptomatik sinnvoll sein.

Bei klinischem Verdacht auf eine SCA ist es sinnvoll, zuerst die haufigen SCA-Subtypen
zu testen. Die funf haufigsten Subtypen sind die SCA1, SCA2, SCA3, SCA6 und SCA7.
Sie gelten als ursachlich fur 60% der identifizierten SCAs in den USA und fir 64% der
ADCA in den Niederlanden (Van De Warrenburg et al., 2002; Paulson, 2009). Diesen
Subtypen liegen CAG-Repeat-Expansionen im codierenden Bereich der Gene zu-
grunde. Gleiches gilt fir SCA17, die ebenfalls eingangs mituntersucht werden sollte.
Repeat-Expansionen kénnen einfach und kostenglnstig nachgewiesen werden
(Németh et al., 2013).

Im Sinne einer Stufendiagnostik sollte bei negativem Testergebnis auf das Vorliegen

weiterer SCA-Subtypen getestet werden. Die klinische Symptomatik des Patienten kann
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nur in seltenen Fallen einen Hinweis auf einen SCA-Subtyp geben. Da es sich bei der
SCA um ein sehr variables Krankheitsbild handelt, sind klinische Symptome nicht patho-
gnomonisch. Die mdgliche Symptomatik der verschiedenen SCA-Subtypen wird unter
1.3.3 Subtypen der SCA, Tabelle 2: SCA-Subtypen und Symptome aufgefihrt.

Eine SCA11-Testung sollte in einer Anschlusstestung (Panel-Diagnostik) anderer selte-

ner SCA-Loci integriert werden.

Next-Generation-Sequencing (NGS) ist eine parallele Sequenzierungsmethode, die eine
grofle Datenmenge mit erhdhter Genauigkeit, Geschwindigkeit und Durchsatz zu gerin-
geren Kosten erzeugt. NGS ermdglicht es, Gentests mit drei Hauptansatzen durchzu-
fuhren: (a) Panel-Diagnostik, (b) Exomsequenzierung und (c) die Gesamtgenomsequen-
zierung (Galatolo et al., 2018).

Bei einer Panel-Diagnostik kbnnen mehrere Genorte untersucht werden, die fir Diffe-
rentialdiagnosen einer Krankheit in Frage kommen. Dies kann die Testung und Diagno-
sestellung eines SCA-Subtyps erleichtern (Sandford und Burmeister, 2014; Xue et al.,
2015).

Erwachsene Ratsuchende, bei denen Familienangehdrige an molekulargenetisch gesi-
cherter SCA11 erkrankt sind, kénnen sich einer pradiktiven Testung unterziehen. Etwa
95 % der an SCA11 erkrankten Patienten haben ein betroffenes Elternteil. Die Wahr-
scheinlichkeit an SCA11 zu erkrankt, wenn ein Elternteil betroffen ist, betragt 50 % (Houl-
den et al., 2008, Last Update 2019).

.~Jede Person hat nach dem Grundsatz der informationellen Selbstbestimmung das
Recht, die eigene genetische Konstitution zu kennen, aber auch ein Recht auf Nichtwis-
sen (Art. 1 GG in Verbindung mit Art. 2 GG)“ (Aretz et al., 2006).

Wichtig ist bei jeder molekulargenetischen Untersuchung zu respektieren, dass das
Durchfiihren dieser eine individuelle Entscheidung ist und nur durchgefiuhrt werden
sollte, wenn der Ratsuchende diese nach sorgfaltiger Aufklarung und Vorgesprachen
wilnscht. Sollte sich der Ratsuchende gegen eine Testung entscheiden, muss auch

diese Entscheidung respektiert und befolgt werden.

Die an SCA11 erkrankten Patienten haben eine annahernd normale Lebenserwartung.
Derzeit gibt es noch keine krankheitsspezifische Therapie, es werden aber verschiedene
therapeutische MaRnahmen empfohlen. Dazu zahlt Logopadie, um Dysarthrie und

Schluckprobleme zu behandeln und um zu lernen, Aspirationen zu vermeiden sowie die
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Artikulation zu verbessern. Weiterhin werden Ergotherapie, Physiotherapie und ophthal-
mologische Konsile empfohlen. Bei Patienten mit Neuropathie kdnnen Knéchel-Ful3-Or-
thesen hilfreich sein (Houlden et al., 2008, Last Update 2019; Jacobi et al., 2013).
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5.7. Ausblick

5.7.1. SCA-Diagnostik

Bei der groRen Gruppe der Spinocerebellaren Ataxien handelt es sich um fortschrei-
tende neurodegenerative Erkrankungen, charakterisiert durch Degeneration des Cere-
bellums, oft in Begleitung von degenerativen Veranderungen des Hirnstamms und wei-
terer Teile des ZNS (Paulson, 2009; Shakkottai und Fogel, 2013, Sullivan et al., 2019).
Bei den SCAs handelt es sich um eine heterogene Gruppe von Erkrankungen mit einem
komplexen Genotyp-Phanotyp-Spektrum. Zu den Kernsymptomen der SCAs zahlen
Gangataxie und -inkoordination, Nystagmus bzw. Sehstérungen und Dysarthrie. Weitere
zusatzliche Symptome, wie z. B. Pyramidenbahnzeichen und kognitive Beeintrachti-

gung, sind mdéglich (Sullivan et al., 2019).

Bei einem ahnlichen Phanotyp der verschiedenen SCA-Subtypen kénnen Mutationen in
ganz unterschiedlichen Genen vorliegen, sodass die Diagnose letztendlich molekular-

genetisch gestellt wird (Ashizawa et al., 2019).

Durch Fortschritte des NGS kénnen weitere Einblicke in die molekularen Ursachen der
SCAs gewonnen werden und die diagnostische Genauigkeit kann Uber die Sequenzie-
rung von Exomen oder sogar Genomen verbessert werden. Dadurch kann der Erfolg der
Molekulardiagnose bei Patienten gesteigert werden, bei denen derzeit kein Standard-
Gentest durchgefuhrt wird (Sullivan et al., 2019).

Die Arbeitsgruppe um Galatoto hat in einer retrospektiven Analyse zur klinischen An-
wendung von NGS bei SCAs festgestellt, dass die durchschnittliche Diagnoserate durch
Panel-Diagnostik bei 17 % lag. Die geschatzte diagnostische Rate der Exom-Sequen-
zierung lag bei 36 % (Galatolo et al., 2018). Dies macht deutlich, dass die Diagnosestel-

lung eines SCA-Subtyps trotz NGS weiterhin eine Herausforderung darstellit.

5.7.2. Therapie der SCAs

Bei den SCAs handelt es sich um ein schweres, unaufhaltsam progredientes Krankheits-
bild. Aktuell gibt es fir die SCAs keine kausalen Therapieoptionen, lediglich symptoma-
tische, z. B. durch Medikamente, Physiotherapie, Ergotherapie oder Logopadie (Jacobi
et al., 2013; Ashizawa et al., 2019). Diese symptomatische Therapie ist fiir die Patienten
wichtig und wirksam. Von llg und Kollegen konnte eine signifikante Verbesserung der
motorischen Leistung nach Training nachgewiesen und eine Reduktion der Ataxie-
Symptome in klinischen Scores beobachtet werden. Dies Ergebnisse konnten durch
Nachuntersuchungen bestatigt werden (lig et al., 2009).

Weiterhin konnte durch Daten aus SCA-Tiermodellen gezeigt werden, dass Pravention
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und ein Verzdgern des Krankheitsausbruchs einfacher ist, als das Verlangsamen, Stop-

pen oder Umkehren des Krankheitsprozesses (Sullivan et al., 2019).

Bei einem sehr ahnlichen klinischen Bild der verschiedenen SCA-Subtypen liegen die-
sen sehr unterschiedliche Pathomechanismen zugrunde. Diese Tatsache muss bei der
Entwicklung kausaler Therapieoptionen mitbedacht werden.

Fir SCAs, die durch Punktmutationen verursacht werden, wie auch die SCA11, werden
aktuell Therapiestrategien diskutiert, die durch das Stummschalten von Genen, durch
das Uberspringen des mutierten Exons durch RNAI, durch antisense Oligonucleotid-
(ASO) Technologie oder durch das Eingreifen in bestimmte downstream pathways funk-
tionieren sollen. Bei vielen SCAs, die durch Punktmutationen verursacht werden, liegen
Mutationen in lonenkanalen oder Proteinen zugrunde, die an Signaltransduktionswegen
beteiligt sind. Dabei kdnnten pharmakologische Modifikationen der dysfunktionalen Pro-
teine oder lonenkanale zu einer nachhaltigen symptomatischen Verbesserung fiihren
(Ashizawa et al., 2019).

Diese neu aufkommenden Therapien, wie ASOs, bieten Arzten und SCA-Patienten die

Hoffnung auf eine wirksame Behandlung in naher Zukunft (Sullivan et al., 2019).

5.7.3. Herausforderung der SCA11

Bei der SCA11 kommt es durch Degeneration der Purkinjezellen im Cerebellum zur
Kleinhirnatrophie. Wie bei vielen anderen Ataxien auch, ist bei SCA11 der Zusammen-
hang der Mutationen im TTBK2-Gen und dem Krankheitsbild bisher wenig erforscht
(Liao et al., 2015; Bowie et al., 2018).

Es sind weitere Studien und Untersuchungen nétig, die den Pathomechanismus erklaren
und die Funktion oder Dysfunktion der TTBK2 im Cerebellum darlegen. Die drei Mutati-
onen, die als ursachlich fur eine SCA11 gelten, wurden in Exon 12 und 13 des Tran-
skriptes TTBK2-201 beschrieben. Experimente mit transgenen Modellen durch Imple-
mentierung der pathogenen Mutationen in Exon 11-13 kénnten helfen, die Konsequen-

zen der reduzierten TTBK2-Spiegel im Tiermodell zu untersuchen (Bauer et al., 2010).

Bei den drei beschriebenen Mutationen fehlt der C-Terminus der TTBK2, der bei der
Interaktion des Proteins mit seinen Substraten eine Rolle spielt. Untersuchungen der
Arbeitsgruppe um Bowie weisen darauf hin, dass eine verkiirzte TTBK2 nicht dazu in
der Lage ist, die Ciliogenese zu vermitteln, auch wenn die Kinasedomane des Proteins
intakt ist (Bowie et al., 2018).
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6. Zusammenfassung

Die Spinocerebellare Ataxie 11 (SCA11) ist eine seltene neurodegenerative Erkrankung,
die autosomal dominant vererbt wird. Punktmutationen bzw. kleine Deletionen im
TTBK2-Gen sind ursachlich fur die Pathogenese. Das Krankheitsbild ist gekennzeichnet
durch eine langsam progressive cerebellare Ataxie, Sakkaden und Nystagmus sowie in
manchen Fallen durch Pyramidenbahnzeichen, Dysarthrie und Schluckbeschwerden
(Giunti et al., 2012; Houlden et al., 2008, Last Update 2019).

Das TTBK2-Gen codiert fur die Tau-Tubulin Kinase 2, die eine Rolle in der Phosphory-
lierung von Proteinen spielt, eine essentielle Kinase in der Initiation der Ciliogenese ist
und in Prozesse cerebellarer Entwicklung und der Zellmigration involviert ist (Bowie et
al., 2018). Aktuell sind drei Frameshift-Mutationen des TTBK2-Gens bekannt, die mit
SCA11 assoziiert werden. Diese sind in Exon 12 und 13 lokalisiert (c.1329dupA,
c.1287_1288delAG, ¢.1306_1307delGA) und fuhren zu verkirzten Proteinen mit der

Folge eines Funktionsverlustes. Die weltweite Pravalenz von SCA11 ist selten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 30 Ataxie-Patienten auf Varianten im TTBK2-Gen un-
tersucht. Haufig vorkommende SCA-Typen wurden durch Testung vorab ausgeschlos-
sen. Die 17 codierenden Exons des zweitldngsten Transkriptes, TTBK2-208, wurden
sequenziert. Dabei konnten insgesamt sechs verschiedene Varianten nachgewiesen
werden.

In Exon 11 wurde eine 157 Bp Deletion (c.1665_1821del157) bei drei der 30 Patienten
festgestellt, die durch einen vorzeitigen Translationsstopp zu einem auf 601 AS verkiirz-
ten Protein fuhrt (p.555Qfs*46). Diese Deletion wurde von der Arbeitsgruppe um Edener
ebenfalls nachgewiesen und als vermutlich benigne Variante eingestuft (Edener et al.,
2009b). Dennoch sind weitere Untersuchungen notwendig, die die Expression von
TTBK2-208 in neuronalem Gewebe bei Tragern dieser Variante mit Gesunden verglei-

chen, um Aussagen uber Pathogenitat treffen zu kdnnen.

Die seltene, aber bekannte Variante c.1799G>C (p.Ser600Thr) in Exon 11 konnte bei
einem Patienten festgestellt werden. Bei der Testung der klinisch gesunden Familie,
Mutter und Bruder, konnte dieselbe heterozygote Variante bei der Mutter nachgewiesen
werden. Zuvor wurde bei dem Patienten bereits eine weitere Variante unklarer Signifi-
kanz am SCA13-Locus (KCND3-Gen) nachgewiesen (Ley, 2018). Ein synergistischer
Effekt der beiden Varianten als mogliche Ursache der Ataxie des Patienten ist nicht aus-

zuschlieRen und sollte weiter untersucht werden.
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7. Summary

Spinocerebellar ataxia 11 (SCA11) constitutes a rare neurodegenerative disease, which
is autosomal dominant inherited. Point mutations or small deletions in the TTBK2-gene
cause its pathogenesis. The disease is characterized by slowly progressing cerebellar
ataxia, saccades, nystagmus, and occasionally by pyramidal signs, dysarthria, and dys-
phagia (Giunti et al., 2012; Houlden et al., 2008, Last Update 2019).

The TTBK2-gene encodes for Tau-Tubulin Kinase 2, which is involved in protein phos-
phorylation. Additionally TTBK2 is an essential kinase to initiate ciliogenesis, and it is
involved in processes of cerebellar development and cell migration (Bowie et al., 2018).
Up to now, three frameshift mutations in TTBK2 have been associated with SCA11.
These are located in exon 12 and 13 (c.1329dupA, ¢.1287_1288delAG,
¢.1306_1307delGA) and lead to shortened proteins with a loss of function. The world-

wide prevalence of SCA11 is rare.

In this study, we examined 30 ataxia patients for variants in TTBK2. The majority of
common SCA subtypes had been excluded previously. The 17 coding exons of the sec-
ond longest transcript, TTBK2-208, were sequenced. Consequently, six different variants

were detected.

In exon 11, a 157 bp deletion (c.1665_1821del157) was detected in three of the 30 pa-
tients, resulting in a shortened protein of 601 amino acids (p.555Qfs*46). This deletion
was also detected by Edener and colleagues and classified as a benign variant (Edener
et al., 2009b). Nevertheless, further studies need to compare the expression of TTBK2-
208 in neuronal tissue in carriers of this variant with the healthy so that statements about

the variant’s pathogenicity can be made.

The known but rare variant ¢.1799G> C (p.Ser600Thr) in exon 11 was found in one
patient. When testing the patient’s clinically healthy family, mother and brother, the same
heterozygous variant was detected in the mother. Previously, another variant of unclear
significance at the SCA13 locus (KCND3-gene) had already been detected in the same
patient (Ley, 2018). A synergistic effect of these two variants as a possible of the pa-

tient’s ataxia cannot be excluded and should be further investigated.
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8. Abkirzungsverzeichnis

8.1. Abkiurzungsverzeichnis
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8.2.Buchstabencode Aminosauren
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