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1. Einleitung

1.1 Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3)

Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine weltweit verbreitete, neurode-
generative Polyglutaminerkrankung, die zu den erblichen Formen der Ataxien
zahlt. Von einem erblichen Hintergrund wird ausgegangen, sobald mehrere Fa-
milienmitglieder betroffen sind (Riess et al., 2001). Allgemein betrachtet, umfasst
die Gruppe der erblichen Ataxien eine grol3e Anzahl unterschiedlicher Subtypen.
Diese haben eine strukturierte Einteilung gefunden, welche auf der Genetik der
Erkrankungen basiert (Harding, 1982). Die verschiedenen Ataxieformen unter-
scheiden sich in Pathoanatomie, Symptomen, klinischem Erscheinungsbild und
Genetik.

Genetisch kann zwischen autosomal rezessiv vererbten, X-Chromosomal vererb-
ten und autosomal dominant vererbten Ataxien unterschieden werden (Harding,
1982). Die Spinozerebellaren Ataxien gehdren zu den autosomal dominant ver-
erbten Ataxien. Oft handelt es sich bei den ausldsenden Mutationen um Trinuk-
leotidexpansionen, aber auch andere Ausloser, wie Missensemutationen (lkeda
et al., 2006) oder andere Nukleotidrepeatexpansionen (Matsuura et al., 2000)
konnen den verschiedenen Spinozerebellaren Ataxien zu Grunde liegen. Allen
Subtypen gemein ist die Neurodegeneration von spinalen und zerebellaren Sys-
temen, die zu einer chronisch voranschreitenden Gangunsicherheit fuhrt, welche
das Kardinalsymptom der an den Spinozerebellaren Ataxien erkrankten Patien-
ten darstellt und namensgebend ist (Riess et al., 2001). Heutzutage sind Uber 40
verschiedene Spinozerebellare Ataxien bekannt, die chronologisch nach der Rei-
henfolge ihrer Entdeckung benannt wurden (Sun et al., 2016). Die weltweit h&u-
figste Form der autosomal dominant vererbten Ataxien ist die SCA3 (Van De
Warrenburg et al., 2002). Bisher liegen epidemiologische Daten nur fur be-
stimmte Regionen vor, weswegen die Pravalenzen der Spinozerebellaren Ata-
xien nicht exakt angegeben werden kann. Die erhobenen Daten deuten auf eine
Pravalenz von ca. 3/100.000 aller autosomal dominant vererbten Spinozerebella-
ren Ataxien hin (Bettencourt et al., 2008). Das Auftreten der SCAS3, die auch unter
dem Namen Machado-Joseph-Krankheit (MJD) bekannt ist, wurde 1972 erstma-

lig im Zusammenhang mit portugiesischen Familien, die von den Azoren
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stammten, beschrieben (Rosenberg, et al., 1976; Spence et al., 1972). Die Pra-
valenz ist regional sehr unterschiedlich und mit 1 Erkrankten pro 239 Einwohner
auf den Azoren am hdchsten (Bettencourt et al., 2008; Lima et al., 1998). Im
achtzehnten Jahrhundert besiedelten die von den Azoren stammenden Portugie-
sen als erste den Suden Brasiliens. Es Uberrascht daher nicht, dass heutzutage
die hochste relative Haufigkeit der SCA3 in Rio Grande do Sul im Siden Brasili-
ens vorzufinden ist. Die Bewohner dieses Bundesstaates gelten als Nachfahren
der azorischen Siedler. Von allen dort vertretenen autosomal dominanten Ataxien
macht die SCA3 einen Anteil von 78% aus (De Castilhos et al., 2014).

Das klinische Erscheinungsbild der SCA3 ist sehr heterogen. Wie bei allen Spino-
zerebellaren Ataxien ist der Verlauf der SCA3 progressiv. Eine Kausaltherapie
oder Heilung ist bisher nicht moglich. Nach dem Auftreten erster Symptome be-
tragt die weitere Uberlebenszeit im Mittel 21,18 Jahre (Kieling, et al., 2007). Im
Schnitt erkranken die meisten Patienten im Alter von 34 bis 40 Jahren, wobei die
Erkrankung im Einzelfall sehr viel friher oder spéter auftreten kann (Saute &
Jardim, 2015; Carvalho et al., 2008; Maciel, et al, 2001).

Erste praklinische Hinweise auf den Erkrankungsausbruch bei Risikopatienten
liefert nach neustem Wissensstand das gezielte Untersuchen der Okulomotorik
(Wu et al., 2017). Klinisch apparent wird die SCA3 am haufigsten durch eine
Gangataxie, seltener durch Diplopie (Jardim et al., 2001; Riess et al., 2001). Ne-
ben der progredienten Gangataxie weisen die SCA3-Patienten oft zusatzlich Leit-
symptome wie Extremitatenataxie, Dysarthrie und Nystagmus auf (Riess et al.,
2001). Daruber hinaus zeigen sich je nach betroffenem neuronalem System wei-
tere Symptome (Saute & Jardim, 2015).

Eine Einteilung in drei verschiedene Subtypen der SCA3 wird erstmals bei Ro-
senberg angewandt (Rosenberg, 1992). Diese werden durch die unterschiedli-
chen Symptome und das Erkrankungsalter klassifiziert. Neben den bereits er-
wahnten Leitsymptomen leiden Typ-I Patienten zusétzlich unter pyramidalen und
extrapyramidalen Krankheitszeichen, wie Spastik, Dystonie, Athetosen, Rigor
und Myokomien. Charakteristisch sind ein friher Krankheitsbeginn und ein
schnell progredienter Krankheitsverlauf. Typ-Il kommt am haufigsten vor. Bei die-

sem stehen die Ataxie sowie eine zusatzlich auftretende Spastik im Vordergrund
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der Symptomatik. Die Erkrankung tritt hier im mittleren Alter auf. Typ-Ill Patienten
entwickeln neben der progressiven Ataxie eine unterschiedlich stark ausgepréagte
Amyotrophie, zudem kann eine Polyneuropathie auftreten. Sie erkranken am
spatesten (Rosenberg, 1992).

In neueren Untersuchungen werden drei weitere Typen beschrieben. Der vierte
Typ zeichnet sich durch parkinsonartige Symptome aus und ist klinisch kaum von
dem L-Dopa-sensitiven Parkinson zu unterscheiden. Bislang wurde Typ-IV nur
bei mehreren an SCA3 erkrankten afrikanischen Familien festgestellt, in europa-
ischen SCA3 Familien zeigen sich nur selten parkinsonédhnliche Symptome
(Subramony et al., 2002; Gwinn-Hardy et al., 2001). Typ-V zeichnet sich durch
das ausschlief3liche Auftreten einer Spastischen Paraplegie aus (D'Abreu et al.,
2010). Bei Typ-VI manifestiert sich die SCAS3 einzig als periphere asymmetrische
Neuropathie (Van Schaik et al., 1997). Die Zuteilung der Patienten zu einem be-
stimmten Subtyp ist allerdings nur bedingt klinisch relevant. Dies ist nicht zuletzt
dem Umstand geschuldet, dass es Uberschneidungen zwischen den Subtypen
gibt oder sich ein Subtyp in einen anderen umwandeln kann (Fowler, 1984).

Bei der SCA3 handelt es sich um eine Polyglutaminerkrankung. Das wohl promi-
nenteste Beispiel einer Polyglutaminerkrankung ist die Chorea Huntington. Dar-
Uber hinaus umfasst die Formengruppe der Polyglutaminerkrankungen die Den-
tatorubro-Pallidoluysische Atrophie, die Spinobulbéare Muskelatrophie Typ Ken-
nedy und aus der Gruppe der Spinozerebellaren Ataxien die SCAL, 2, 6, 7 und
17 (La Spada & Taylor, 2003). Die Chorea Huntington und die SCA3 sind die
haufigsten Polyglutaminerkrankungen (Bauer & Nukina, 2009). Bis auf die
Spinobulbéare Muskelatrophie Typ Kennedy, die X-chromosomal vererbt wird
(Spada et al., 1991), werden alle anderen Polyglutaminerkrankungen autosomal
dominant vererbt (Kawaguchi et al., 1994; Orr et al. 1993; MacDonald et al., 1993;
Zhuchenko et al., 1997, Lindblad et al., 1996, Koide et al., 1999, Koide et al.,
1994).

Ursache fir alle Polyglutaminerkrankungen ist eine CAG-Repeatexpansion in fur
Proteine kodierenden Genen. Einzig bei der SCA17 kénnen auch CAA-Triplets
in der Repeatregion vorkommen (Koide et al., 1999). Die CAG-Repeatexpansion

fuhrt zu einer Polyglutaminregion im Protein. Dies hat zur Folge, dass die
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betroffenen Proteine fehlgefaltet werden und Aggregate bilden. Bei den Polyglu-
taminerkrankungen konnten Einschlusskorper festgestellt werden, welche unter
anderem aus diesen Proteinaggregaten bestehen. Diese Einschlusskorper stel-
len einen Marker fur die Schwere der Erkrankung dar (Arrasate et al., 2004;
Saudou et al.,, 1998; Klement et al., 1998). Proteine, die eine langere
Polyglutaminregion haben, aggregieren starker und haben eine erhéhte
Zelltoxizitat (Hackam et al.,, 1998). Vor allem Neurone des zentralen
Nervensystems sind von diesem Effekt betroffen. Es kommt insbesondere zu
einer spinalen Neurodegeneration, sowie Neurodegeneration in Cerebellum und
Hirnstamm (Zoghbi & Orr, 1999). Die der Neurodegeneration zu Grunde
liegenden Mutationen sind je nach Polyglutaminerkrankung jedoch auf
unterschiedlichen Chromosomen und Genen lokalisiert. Es zeigt sich je nach
betroffenem Polyglutaminprotein eine spezifische Degeneration und Dysfunktion
bestimmter neuronaler Subpopulationen. Allen Polyglutaminerkrankungen
gemein ist das Prinzip der Antizipation. Die CAG-Repeatanzahl nimmt tUber die
Generationen zu, ein schwererer Krankheitsverlauf fir nachfolgende
Generationen ist zu erwarten (Giunti et al., 1999; Cancel et al., 1997).

Bei der SCA3 liegt die Ursache flr die Neurodegeneration im ATXN3-Gen, das
auf Chromosom 14q3.1 lokalisiert ist. Bei den Erkrankten kann die Trinukleo-
tidexpansion (CAG) in der kodierenden Region des Gens gefunden werden, die
im betroffenen Protein Ataxin3 zu einer verlangerten Polyglutaminregion in der
Néahe des C-Terminus fihrt. Dies hat eine strukturelle Veranderung des Proteins
zur Folge (Kawaguchi et al., 1994; Paulson et al., 1997). Im Gegensatz zu Ge-
sunden, die zwischen 12 bis 43 CAG-Repeats haben, sind bei Erkrankten zwi-
schen 51 bis 91 CAG-Repeats zu detektieren (Saute & Jardim, 2015). Die gene-
tische Veranderung ist im Genom aller Zellen vorhanden, dennoch zeigen sich
Pathologien nur im Bereich von Nervenzellen (Schmidt et al., 1998). Die beson-
dere Sensibilitdt der Nervenzellen konnte maoglicherweise durch deren hohen
Energieverbrauch und einen von oxidativer Energie abhangigen Metabolismus
bedingt sein (Schon & Manfredi, 2003).

Es wird angenommen, dass sowohl der Verlust des normalen Ataxin3‘s als auch

die Expression des mutierten Ataxin3‘s zur Pathogenese der SCA3 beitragen. Im
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Gesunden ist Ataxin3 an der Expression von Genen beteiligt, welche die Zelle
vor oxidativem Stress schiitzen (Araujo et al., 2011; Evert et al., 2003). Bei Mu-
tation des Ataxin3‘s kommt es zu einem Verlust dieser Funktion. In pontinen Neu-
ronen von betroffenen Patienten sowie in transgenen Zellen, die das mutierte
SCAZ3 exprimieren, konnte eine Hochregulation von Genen von Entziindungspro-
teinen festgestellt werden (Evert et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass
eine Uberexpression des mutierten Ataxin3 eine Kaskade von Entziindungsme-
diatoren aktiviert, die zu einer Uberexpression von Zytokinen fihrt (Evert et al.,
2003). Dies lasst darauf vermuten, dass das mutierte Ataxin3 durch Induktion
einer Entzindungsreaktion eine toxische Wirkung auf die Neurone hat.

In welchem Alter erste Krankheitssymptome auftreten wird maf3geblich durch die
Lange der Trinukleotidexpansion beeinflusst. Es besteht eine negative Korrela-
tion zwischen Anzahl der CAG-Repeats und Erkrankungsalter. Allerdings liefert
die CAG-Repeatanzahl alleine keine hinreichende Aussage Uber das zu erwar-
tende Erkrankungsalter. Individuell zeigen sich bei gleich langer Trinukleotidex-
pansion sehr unterschiedliche Erkrankungsalter (Abb. 1). Die CAG-Repeatanzahl
kann also nicht der einzige modifizierende Faktor der SCA3 sein.

Wie bereits erwéahnt, ist ein gemeinsames Merkmal der Polyglutaminerkrankun-
gen die Bildung von Einschlusskdrpern. Mit Ausnahme der SCA2 (Huynh et al.,
2000) und der SCAG6 (Ishikawa et al., 1999) finden sich diese Uberwiegend im
Nukleus der von der Degeneration betroffenen Neurone. Auch wenn die Ein-
schlusskorper bei der SCA2 und der SCA6 hauptsachlich im Zytoplasma der be-
troffenen Neurone lokalisiert sind, konnte flr die SCA6 doch gezeigt werden,
dass die intranukleare Lokalisation der Polyglutaminregion entscheidend fiur die
Pathogenese ist. Bei der SCAG ist die die CAG-Repeatexpansion im Gen fur die
Untereinheit CACNA1A eines Kalziumkanals lokalisiert. Die Polyglutaminregion
ist, wie auch bei der SCA3 beschrieben (Kawaguchi et al., 1994), nahe des C-
Terminus lokalisiert (Ishikawa et al., 1997). Die expandierte Polyglutaminregion
wirkt zytotoxisch, wenn sie in von dem Protein abgespaltet und nach intranuklear

transloziert vorliegt (Kordasiewicz et al., 2006).
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Abb. 1 Zusammenhang zwischen Erkrankungsalter und CAG-Repeatanzahl Die
SCA3 ist eine autosomal dominant vererbte Polyglutaminerkrankung. Ausldser fir die
Erkrankung ist eine Trinukleotidexpansion im ATXN3-Gen. Die CAG-Repeats fuhren zu
einer verlangerten Polyglutaminregion im Protein Ataxin3. Aufgrund der zu langen Poly-
glutaminregion kommt es zu einer Fehlfaltung des Proteins. Die Trinukleotidexpansion
hat einen Umfang von 51 bis 91 CAG-Repeats. Zwischen Erkrankungsalter und CAG-
Repeatanzahl zeigt sich eine statistische Korrelation. Patienten mit mehr CAG-Repeats
erkranken tendenziell friher. Bei gleicher Anzahl an CAG-Repeats kann allerdings indi-
viduell ein sehr unterschiedliches Erkrankungsalter vorliegen.

Zwar wird angenommen, dass bei der Chorea Huntington nicht nur die nukleare,
sondern auch die zytoplasmatische Lokalisation der Polyglutaminregion eine
Rolle fur die Pathogenese der Erkrankung spielt (Cooper et al., 1998), dennoch
konnte auch fur die Chorea Huntington gezeigt werden, dass die intranukleare
Lokalisation des Proteins Huntingtin, welches die Polyglutaminregion enthalt, fur
den Zelltod ganz entscheidend ist. Im Zellmodell wirkt das mutierte Huntingtin vor
allem dann zytotoxisch, wenn es im Nucleus vorkommt (Saudou et al., 1998,
DiFiglia et al., 1997).

Die Einschlusskdrpern sind vermutlich Ausdruck eines zellularen Abwehrmecha-
nismus, um die fur die Zelle toxische Polyglutaminregionen im Nucleus unschad-
lich zu machen. Darauf weist zum einen hin, dass das mutierte Huntingtin insbe-
sondere dann den Zelltod induziert, wenn die Bildung von intranukleéaren Ein-
schlusskorpern inhibiert wird (Saudou et al., 1998). Zum anderen konnten bei-

spielsweise bei der SCA3 Abbauproteine in den intranukledaren Einschluss-
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korpern detektiert werden (Schmidt et al., 2002).

Bei Personen, die nicht an der SCA3 erkrankt und die keine Trager einer CAG-
Repeatexpansion im ATXN3-Gen sind, ist das Ataxin3 vor allem im Zytoplasma
lokalisiert (Paulson et al., 1997). Vor mehreren Jahren konnten auch bei an SCA3
erkrankten Patienten intranukledare Einschlusskorper festgestellt werden
(Paulson et al., 1997, Schmidt et al., 1998). Diese bestehen unter anderem aus
dem C-Terminus des Ataxin3, der die Polyglutaminregion enthélt (Haacke et al.,
2006). Daruber hinaus kénnen Ubiquitin und Chaperone in den Einschlusskor-
pern nachgewiesen werden (Schmidt et al., 2002). Wie fiur die Polyglutaminer-
krankungen typisch, konnte auch fir die SCA3 gezeigt werden, dass die Polyglu-
taminregion von Ataxin3 dann toxisch wirkt, wenn sie intranuklear lokalisiert ist.
Das Ataxin3 wird zunachst im Zytoplasma proteolytisch gespalten. Der N-Termi-
nus, welcher mit Exportsignalen verknipft ist, verbleibt im Zytoplasma. Der C-
Terminus, welcher ein Nuclear Localisation Signal (NLS) enthalt, aggregiert mit
der Polyglutaminregion im Nucleus und liegt dort in Kombination mit Abbaupro-
teinen vor (Antony et al., 2009; Haacke et al., 2006; Schmidt et al., 2002). Bei
SCA3-Patienten kdnnen expandierte Polyglutaminregionen post mortem auch in
Gehirnregionen nachgewiesen werden, die nicht unmittelbar von der Neurodege-
neration betroffen sind (Yamada et al., 2001). Auffallig ist allerdings, dass die
intranukledren Einschlusskorper vor allem in den von der Neurodegeneration be-
sonders stark betroffenen Regionen auftreten (Schmidt et al., 1998). Im Tiermo-
dell mit transgenen Mausen konnte zunéchst fir Polyglutaminerkrankungen all-
gemein, dann auch fur die SCA3 nachgewiesen werden, dass die intranukleare
Lokalisation des fehlgefalteten Proteins eine Rolle spielt (Bichelmeier et al., 2007;
Jackson, et al., 2003). Mause, deren Ataxin3 mit einem nukledren Exportsignal
verknupft war, erkrankten spater und weniger stark, als Mause mit derselben An-
zahl von CAG-Repeats. Mause ohne Exportsignal hatten einen starker ausge-
pragten Phanotypen, Krankheitssymptome traten friher auf und der Tod trat
schneller ein (Bichelmeier et al., 2007). Samtliche Zeichen sprechen daftir, dass
Ataxin3 bei Lokalisation im Zellkern seine Toxizitat entfaltet. Daher wird ange-
nommen, dass die Lokalisation der fehlgefalteten Proteine im Nucleus eine wei-

tere entscheidende Einflussgréf3e auf Erkrankungsalter und Phanotyp bei an
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SCAZ3 erkrankten Menschen darstellt. Das Blockieren von nuklearen Transport-
vorgangen wurde schon mehrfach als potenzieller therapeutischer Ansatz der
SCA3 erwahnt (Sowa et al., 2018; Bichelmeier et al., 2007; Yang, 2002; Jackson
et al., 2003).

1.2 Nukleozytoplasmatischer Transport

Der Zellkern ist das Steuerorgan der Zelle und bildet ein eigenes Kompartiment.
Vom Zytoplasma wird er durch die Kernhiille getrennt, die aus einer inneren und
auleren Membran besteht (Cronshaw et al., 2002). Die Vorgange innerhalb der
Zelle erfordern allerdings einen Stoffaustausch zwischen Zytoplasma und Nu-
cleus. Dies wird durch den Nuclear Pore Complex (NPC), auch Kernporen ge-
nannt, ermoglicht. Die Kernporen sind oktogonale Proteinkomplexe, die in die
Kernhille eingebettet sind. Heutzutage geht man davon aus, dass an der Bildung
der Kernporen ca. 30 unterschiedliche Proteine unmittelbar beteiligt sind, an dem
Transport durch die Membran allerdings eine weitaus héhere Zahl (Cronshaw et
al., 2002).

Zwar sind aktuell Proteine bis zu einer Gré3e von 110-230 kDa bekannt, die
durch passive Diffusion in den Zellkern hinein bzw. heraus gelangen (Popken et
al., 2015; Wang & Brattain, 2007), in der Regel spielt die passive Diffusion durch
den NPC aber vor allem eine Rolle fiir lonen, kleine Molekiile und kleinere Pro-
teine (Timney et al, 2016). Fur grofRe Proteine stellt der NPC einen selektiven
Pfortner dar, diese Proteine werden aktiv transportiert. Der klassische Proteinim-
port wird durch die Heterodimere Karyopherin-a (KPNA), auch Importin-a ge-
nannt, und Karyopherin-B (KPNB), auch Importin-3 genannt, vermittelt. Er ver-
l&uft in zwei Schritten. Im ersten, energieunabhéangigen Schritt, fungiert KPNA als
Adaptorprotein, es erkennt NES bzw. NLS des Substrates und bindet an dieses
(Nachury et al., 1998; Radu et al., 1995). Das NLS besteht in der Regel aus einer
Gruppe von basischen Aminosauren, die sich in der primaren Aminosaurese-
quenz befinden (Nachury et al., 1998). Importin- sorgt fur das Andocken an die
Kernhille und den Transport durch die Kernmembran. Im Zellkern bindet Impor-
tin-B Ran-GTP, wodurch der Komplex aus KPNA, Importin- und Substrat disso-
ziiert (Talcott & Moore, 2000). Das Substrat verbleibt im Zellkern, Importin- ge-
langt gebunden an Ran-GTP ins Zytoplasma zuriick (Hieda et al., 1999), KPNA
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verlasst den Nucleus nach Binden an den Exportfaktor CAS (Sun et al, 2013).
Heutzutage sind mehr als 20 verschiedene Karyopherine bekannt, die am Trans-
port in den Zellkern beteiligt sind (Christiansen & Dyrskjat, 2013).

Mutationen in regulatorischen Regionen von Genen, wie z.B. die Promotorregion,
kénnen zu einer veranderten Expression fuhren (Heinz et al., 2013). Aufgrund
der beschriebenen Auswirkungen, die eine Ablagerung von Polyglutamin im Zell-
kern auf den Krankheitsverlauf haben kann, ist anzunehmen, dass eine veran-
derte Expression der Transportproteine zu einem veranderten Transportgesche-
hen fuhren kdnnte, die demnach in einem veranderten Krankheitsverlauf resul-
tieren wirde. Besonders vielversprechend ist das Protein KPNA3, das am Trans-
port von Ataxin3 in den Zellkern beteiligt ist. Ataxin3 selbst weist NES und NLS
auf (Antony et al., 2009; Macedo-Ribeiro et al., 2009). Im Maus- und Fliegenmo-
dell zeigt sich, dass KPNA3 die Lokalisation von Ataxin3 moduliert und somit Ein-
fluss auf Krankheitsverlauf und Neurodegeneration hat. Ein Knock-Out von
KPNA3 zeigt im SCA3 Modell verminderte neurologische Symptome und einen

milderen Krankheitsverlauf (Sowa et al., 2018).

1.3 Fragestellung

Bei der SCA3 handelt es sich um eine autosomal dominant vererbte, neurodege-
nerative Erkrankung, die zur Gruppe der Polyglutaminerkrankungen gehort. Im
ATXN3-Gen liegt eine CAG-Repeatexpansion vor. Diese fuhrt im Genprodukt,
dem Protein Ataxin3, zu einer verlangerten Glutaminregion. Bei an SCA3 er-
krankten Patienten kommt es aufgrund der Polyglutaminregion zu einer Fehlfal-
tung von Ataxin3. Statistisch zeigt sich eine negative Korrelation zwischen Anzahl
der CAG-Repeats und Erkrankungsalter (Ikeda et al., 1996). Dennoch gibt es bei
gleicher CAG-Repeatanzahl individuell starke Abweichungen vom statistisch
prognostizierten Erkrankungsalter. In Tierversuchen wurde nachgewiesen, dass
ein Faktor, der das Erkrankungsalter und die Schwere der Erkrankung unabhén-
gig von der CAG-Repeatanzahl beeinflusst, die Lokalisation des fehlgefalteten
Ataxin3'‘s ist. Wird das Ataxin3 in den Zellkern transportiert und bildet dort intra-
nukleére Einschlusskorper, erkranken die Tiere friher und weisen starkere
Symptome auf (Bichelmeier et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Lokalisation des Ataxin3’s
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auch beim Menschen einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf hat. Ataxin3
kommt im Gesunden vor allem im Zytoplasma vor, erst bei Erkrankten lassen
sich die Ataxin3 enthaltenden intranuklearen Einschlusskorper feststellen. Es
wurde angenommen, dass eine Uber- oder Unterexpression von Transportprote-
inen, die am nukleozytoplasmatischen Transport beteiligt sind, eine Veréanderung
der Konzentration von Ataxin3 im Nucleus bewirken wirde. Aus diesem Grund
wurden Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) von Transportproteinen, die am
nukleozytoplasmatischen Transport beteiligt sind, untersucht. Analysiert wurden
Polymorphismen von Proteinen, die sich in vorhergehenden Forschungen als be-
sonders vielversprechend herausgestellt hatten. Es wurden SNPs gewabhlt, die in
kodierenden oder regulatorischen Regionen von Transportproteinen des NPC lo-
kalisiert sind und die in der européischen Bevolkerung mit einer Allelfrequenz von
mindestens 15% vorkommen. Mittels High-Resolution Melting erfolgte die Geno-
typisierung eines Patientenkollektivs mit insgesamt 517 DNA-Proben von SCA3-
Patienten. In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt acht SNPs in Genen von
am Kerntransport beteiligter Proteine auf einen Einfluss auf das Erkrankungsalter
der SCA3 geprift. Besonders vielversprechend war die Analyse von KPNAS,
dessen Rolle im Zusammenhang mit der SCA3 erstmals am Menschen unter-

sucht wurde.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

Die Eigennamen fur registrierte bzw. unregistrierte Warenmarken wurden in den

folgenden Materiallisten sowie im weiteren Text nicht gesondert gekennzeichnet.

2.1.1 Chemikalien

CHEMIKALIE ARTIKELNUM- BEZEICHNUNG, HERSTELLER, ORT
MER

10X FASTSTART | 12161567001 10x PCR buffer, FastStart Taq Polymerase,

TAQ PUFFER Roche Diagnostic GmbH, Mannheim

3 M NATRIUM S-7899 Sigma Aldrich / Merck KGaA, Darmstadt

ACETAT

5X STANDARD B9022S One TagStandard Reaktion Buffer 5x, New

PUFFER England BioLabs, Frankfurt a.M.

10X BLUEJUICE 10816015 Thermo Fisher Scientific, Dreieich

GEL LOADING

BUFFER

AGAROSE 50001 SeaKem LE Agarose for gel electrophoresis,
Lonza, KoIn

BORSAURE K23155260 Merck KGaA, Darmstadt

DMSO A3006-0100 DMSO, Applichem, Darmstadt

dNTP MIX PCR Grade Nucleotide Mix, dATP, dCTP,
dTTP, dGTP, 10 mM each, Roche Diagnostic
GmbH, Mannheim

EDTA 324503-100GM  Merck KGaA, Darmstadt

ESSIGSAURE 1000631011 Merck KGaA, Darmstadt

ETHANOL 100% 362808 Sigma Aldrich / Merck KGaA, Darmstadt

FASTSTART TAQ | 04738403001 FastStart Tag Polymerase, dNTPack, Roche

POLYMERASE Diagnostic GmbH, Mannheim

GELRED 41003 GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10,000x in
water, Biotium, Hayward, CA

H.O 00041476 Ampuwa Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Bad Homburg

ISOPROPANOL 19516 Sigma Aldrich / Merck KGaA, Darmstadt

99,5%

PRIMER Siehe 2.2, entsalzt, Metabion International
AG, Steinkirchen

pUC19 DNA/MSPI | SM0222 Thermo Fisher Scientific, Dreieich

(HPALL) MARKER

TAQ POLYMER- M0480 X One Tag DNA Polymerase, New England Bi-

ASE oLabs, Frankfurt a.M.

TRISBASE 1002070984 Sigma Aldrich
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2.1.2 Kits

KIT ARTIKELNUMMER HERSTELLER, ORT
AGENCOURT AMPUREXP A29152 Agencourt Bioscience Cor-
poration, Beckman Coulter
Company, Krefeld
GENOMELAB DTCS-QUICK | 608120 Beckman Coulter Com-
START KIT pany, Krefeld
LIGHT CYCLER 480 HIGH 4909631001 Roche Diagnostic GmbH,
RESOLUTION MELTING Mannheim
MASTER
QIAQUICK GEL EXTRAC- 28706 QIAGEN GmbH, Hilden
TION KIT
2.1.3 Puffer

PUFFER ZUSAMMENSETZUNG

TAE 1X \ 40 mM Trisbase, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA.
TBE 1X \ 8,9 mM Trisbase, 8,9 mM Borséaure, 0,2 mM EDTA

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

MATERIAL UND BEZEICHNUNG

HERSTELLER, ORT

384 WELL-PLATTE MIT VERSIEGELUNGS-
FOLIE: FRAME STAR 480/384 WITH QPCR
ADHESIVE SEAL

96 MICROPLATE SEQUENZIERUNG:
MICROPLATE, 96B WELL, PS, F-BOTTOM,
CLEAR

96 WELL-PLATTE: 96-WELL PCR PLATE,
NON SKIRTED

PCR-TUBE STRIPS 0,1 ML
SAMPLE PLATE, 96 WELL

SPRITZEN: INJEKT 5 ML, LUER-ANSATZ, EX-
ZENTRISCH

THERMOWELL 96 WELL PCR PLATE: SE-
QUENZIERUNG

TUBES 1,5 ML: SAFE LOCK TUBES, 1,5 ML,
AMBER

TUBES 1,5 ML: SAFE LOCK TUBES, 1,5 ML,
NATURAL

VERSIEGELUNGSFOLIE FUR 96 WELL-
PLATTE: FRAME STAR 480/ 384 WITH QPCR
ADHESIVE SEAL

4titude, Berlin

Sigma Aldrich / Merck KGaA,,
Darmstadt

Beckman Coulter Company, Kre-
feld

Eppendorf, Hamburg

Beckman Coulter Company, Kre-
feld

B.Braun, Melsungen

Sigma Aldrich / Merck KGaA,,
Darmstadt

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Beckman Coulter Company, Kre-
feld
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2.1.5 Gerate
GERAT UND BEZEICHNUNG

HERSTELLER, ORT

ELEKTROPHORESEKAMMER
(12X9,5X16 CM), MODEL: 40-0708

ELEKTROPHORESEKAMMER
(17X9,5X25 CM), MODEL: 40-1214

LIGHT CYCLER 480

MAGNETPLATTE, AGENCOURT SPRI-

PLATE 96R

CONSORT ELEKTROPHORESIS POWER

SUPPLY, 300V-500MA, E835,

SEQUENZIERER, CEQ 8000 GENETIC

ANALYSIS SYSTEM
THERMAL CYCLER, G-STORM
THERMO-SCHUTTLER

TISCHZENTRIFUGE THERMO, CENTRI-

FUGE 5415R

UV- UND WEISSLICHT-TRANSILLUMINA-

TOR MIT DUNKELHAUBE
UV-TRANSILLUMINATOR

VAKUUM-TROCKENGERAT, CONCEN-
TRATOR 5301, ROTOR: F-45-48-11,

VORTEX-MIXER, 1318071

ZENTRIFUGE GROSS, CENTRIFUGE

5804, ROTOR: A-2-DWP

2.1.6 Softwares
SOFTWARE

peglab Biotechnologie GmbH, Erlan-
gen

peglab Biotechnologie GmbH, Erlan-
gen

Roche Diagnostic GmbH, Mannheim
Beckman Coulter Company, Krefeld

Sigma Aldrich, Miinchen
Beckman Coulter Company, Krefeld

Alpha Metrix Biotech, R6dermark

Thermomixer compact, Eppendorf,
Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Biostep, Burkhardtsdorf

peglab Biotechnologie GmbH, Erlan-
gen
Eppendorf, Hamburg

Gemmy Industrial Corporation, Tai-
wan

Eppendorf, Hamburg

HERAUSGEBER/ URL

ARGUS X1
CHROMAS LITE VERSION 2.01

COREL DRAW X8 STUDENT
JMP 12.2.0
LIGHT CYCLER480 SOFTWARE

1.5.0. SP3

NCBI SNP DATABASE

OLIGO ANALYZER 3.1
PRIMER3WEB VERSION 4.0.0

PRIMERBLAST

Biostep, Burkhardtsdorf

http://www.technelysium.com.au.
Erworben am 26 September 2015

Corel GmBH, Miinchen
SAS Institute Inc., Heidelberg
Roche Diagnostic GmbH, Mannheim

Sherry et al. (2001)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP

Oligoanalyzer program, IDT, Coralville, USA.

http://www.idtdna.com/Scitools

Untergasser et al. (2012)
http://primer3.ut.ee/

Ye et al. (2012)
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http://www.nchbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast

Genome Lab GeXP Genetic Analysis System
Version 10.2

Kent et al. (2002)

http://genome.ucsc.edu.

UMELT Dwight et al. (2011)
http://www.dna.utah.edu/umelt/umelt.html.

SEQUENCER SOFTWARE

UCSC GENOME BROWSER

2.1.7 DNA Proben

Zur Analyse der Polymorphismen lagen 517 DNA-Proben von SCA3-Patienten
vor, die im Rahmen des EuroSCA Konsortiums (http://www.eurosca.org/) gesam-
melt worden waren. Die DNA-Proben wurden mit der Repli-g-Methode (QIAGEN,
Hilden) vervielfaltigt und fur die weitere Analyse in einem Verhaltnis von 3:200
verdinnt. Am 05.03.2013 wurde die Verwendung der Proben fiur dieses Projekt

von der Ethikkommission der Universitat Tubingen mit der Bearbeitungsnummer

046/2013B02 genehmigt.

2.1.8 Oligonukleotide

Firma: Metabion International AG, Semmelweisstr.3, D-82152 Planegg/Steinkir-

chen

PRIMER

SEQUENZ

R173_TNPO1-EX1UTR-R1
R174_TNPO1-EX1UTR-F2
R180_TNPO1-PROM40-F1
R181_TNPO1-PROM40-R1
R189 KPNB1-PROM16-F1
R190_KPNB1-PROM16-R1
R200_IPO8-UTR35_F1
R201_IPO8-UTR35_R1
R216_KPNA3-PROM21-F1
R217_KPNA3-PROM21-R1
R299 CSE1L_PROMO09-F2
R300_CSE1L_PROMO09-R2
R316_RANBP1_PRO82_F2
R317_RANBP1_PROS82_R2
R319 KPNA2 5UTR83_R1
R320_KPNA2_5UTR83_F2
R321_KPNA2_5UTR83_R2
R325_IPO4_MIS310_F2

AGGCAGCAATTTTCCTAGCC
TGAAATGGCTGCGGAACAAA
TGTTTTCTCCCTCAGATGCT
TTTTCTTTGACAGTTTGCACA
GCCTGAGCCACATACTGTAT
CAGTTCTCAACCCCGGAAGA
ATCCGGTTGAGGTCCATCTC
GAATGGAGAGCGAGTTGTGG
GGAGGGCAGATCACAAGG
ACATACCTGCTCATGTCTACCA
CCAAGAGGGGCAGGAAGTTC
TGCTCTTTGGCTCTGACCAT
CTCTATGATCCTGGCTTCTGG
GCGATTCAAAACCAGTACAGC
GATTGGCTGGTTCGAGCC
CCTATGGAAACACGAACGGC
CTGGTTCGAGCCTAAGCTGT
GAACCTCTCACTCACCCAGG
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R326_IPO4_MIS310_R2 GAGCCATTGGTGAGGAGAGA
R484 TNPO1-UTR47_F3 AATGGCTGCGGAACAAAGAG
R487_TNPO1-UTR47_R4 GCAGCAATTTTCCTAGCCCC
R835 KPNB1 _PROM_R GCGGATGACGAGTCAAGAG
R836_KPNB1 _PROM_F CAAGCGATCCTCCCAAAGT
R837_RANBP1_PROM_F CGAGCGTCTCTATGATCCTG
R838_RANBP1_PROM_R GAGGCGGACACTCTCATTGT
R839 RANBP1_PROM_F CTTCTGGCAACGTCATCGT
R840 RANBP1_PROM_R CGCGATTCAAAACCAGTACA
R841 IPO8 _UTR_F GACCCTCTCAGCCTCCTCTT
R842_IPO8 UTR_R TGTCGTAAAACGGTGAATGG
R843_|PO8_UTR R GGTGAATGGAGAGCGAGTTG
R844 KPNA2_UTR F TGACGGGATCTGGAGTCCT
R845 KPNA2 UTR R CTCAGCTCAAAGACCGTGTG
R846_KPNA2 UTR_ R CAAAGGGTCCACCTCGACT
R847_KPNA2 UTR_R CCATTGGTGGATTTGAAAAA
R848_KPNA2 UTR_F GCTTGACGGGATCTGGAGT
R849 KPNA2 UTR R TGGATTTGAAAAACACGTTGG
R852_KPNB1_PROM_F CAGGCCTGAGCCACATACTG
SONDE SEQUENZ

1 CSEIL_PROM_S.-P | CAAAATGGGTCACAAGCCAGCAGCC
R913_IPO4_MIS._S-P | CAGCAGCGAGGCCTGGGCAG
R920_KPNB1_SONDE_F | GAATAGCTTGGACTTCAGGTACGCGCCAC
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2.2 Methoden

2.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode, um aus sehr geringen
DNA-Mengen eine sehr grol3e Menge eines bestimmten DNA-Abschnittes, die
Amplifikate, zu produzieren. Die Amplifikation des DNA-Abschnittes erfolgt durch
eine Polymerase. Das Enzym ist nur in einem bestimmten Temperaturbereich
aktiv und repliziert das Amplikon. Nachdem die zunachst doppelstrangige DNA
denaturiert wurde, wird der Startpunkt der Amplifikation durch 2 Primer, jeweils
einen fir den Forward- und den Reverse-Strang, festgelegt. Diese enden mit ei-
nem freien 3-Ende und sind der Ansatzpunkt fiir die Polymerase. Der entspre-
chend angewandte Puffer, schafft ein geeignetes Arbeitsmilieu fir die Poly-
merase. Eine Amplifikation kann nur erfolgen, wenn sich im Reaktionsgemisch
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) befinden. Diese werden als Substrate
von der Polymerase an das freie 3'-Ende angeftigt (Mullis et al., 1986). Da es bei
hohen Temperaturen zur Denaturierung der DNA und zur Aktivitat der Poly-
merase kommt, missen die Reaktionsgemische vor Beginn der Zyklen kihl auf
Eis gelagert werden, um einen vorzeitigen Reaktionsbeginn zu verhindern. Mit
den der Tabelle 1 zu entnehmenden Konzentrationen wurde ein Mastermix her-

gestellt, der zu den unterschiedlichen DNA-Proben in eine Platte pipettiert wurde.

Tabelle 1 Ansatz der PCR im Thermo Cycler

PCR-Mix Menge
Patienten-DNA 1,0 pl
One Taq Standard Reaction Puffer (5x) 4,0 ul
2 mM dNTP Mix (PCR Grade Nucleotide Mix) 1,6 pl
Forward-Primer 1,0 ul
Reverse-Primer 1,0 pl
One Tag DNA Polymerase 0,125 ul
H>O (Ampuwa) 11,3 pl
Gesamtvolumen 20,0 pl

Dem Vortex-Mixer (Gemmy Industrial Corporation, Taiwan) wurde die Platte nun
kurz aufgesetzt, um eine zusatzliche Homogenisierung zu bewirken, dabei aller-
dings nicht die DNA zu beschéadigen. Die Platte wurde zugeschweil3t und der
Inhalt daraufhin bei bis zu 1000 Umdrehungen in der Zentrifuge (Zentrifuge Gross

5804, Eppendorf, Hamburg) abzentrifugiert. Somit wurden Rickstdnde am
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Deckel verhindert, sowie eine Konzentration der zugegebenen Reagenzien an
einer Stelle gewahrleistet. Die Amplifikation wurde in einem Thermo Cycler (Ther-
mal Cycler, G-STORM, Alpha Metrix Biotech, Rddermark) durchgefiihrt: Die
Temperatur des Deckels betrug wahrend des gesamten Reaktionsprozesses
110°C. Um ein moglichst optimales Binden der Primer an die DNA zu ermdgli-
chen, wurde eine Touchdown-PCR durchgefihrt (Tabelle 2). Die DNA wurde
stets bei 94°C denaturiert. Das Annealing erfolgte im ersten Zyklus bei 65°C, wo-
bei in jedem folgenden Zyklus die Temperatur um 1°C reduziert wurde. Amplifi-
ziert wurde stets bei 68°C. Nach Vollendung der zehn Touchdown-Zyklen wurden

die nachsten 25 Zyklen mit einer Annealing-Temperatur von 55°C durchgefthrt.

Tabelle 2 Programm der Touchdown-PCR im Thermo Cycler

Reaktionsmodus Zyklen Dauer — Temperatur
Initation 1x 4 min - 94°C
Denaturierung 1 min - 94°C
Annealing 10 x 1min - 65°C (-1°C pro Zyklus)
Amplifikation 1 min - 68°C
Denaturierung 1 min - 94°C
Annealing 25 X 1 min - 55°C
Amplifikation 1 min - 68°C

1x 6 min - 68°C

Nach Vollendung der 35 Zyklen wurde das Gemisch weitere sechs Minuten auf
68°C erwarmt, um sicher zu gehen, dass die Wirkung der Polymerase ausge-
schopft worden war. Eine Herunterkiihlung auf 10°C ermdglichte, das PCR Pro-

dukt zu lagern.

Agarose-Gel:
In der Gelelektrophorese werden die PCR-Produkte abhangig von ihrer Grélie

aufgetrennt und dargestellt. Mittels eines Markers kann die Grol3e der Amplifikate
festgestellt werden. In dieser Arbeit wurde fir die durchgeftihrten Versuche ein
1,5% Agarosegel hergestellt, von dem je nach Probenanzahl entweder 40 ml fur
maximal 22 Proben oder 80 ml fir maximal 96 Proben benotigt wurden. Fir 40
ml des 1,5% Agarosegels wurden zunéchst 60 mg Agarosepulver mit 40 ml TBE-
Pufferldsung vermischt. Danach wurde das Gemisch in der Mikrowelle so lange

erhitzt, bis es zu sieden anfing. Die festen Bestandteile des Gels |6sten sich dabei
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und es bildete sich eine klare homogene Losung. Diese wurde erneut langsam
mit einem Ruhrfisch durchgerihrt, wobei darauf geachtet wurde, eine Blasenbil-
dung zu verhindern. In das warme Gel wurde nun unter bestandigem Ruhren 1
pl GelRed (Biotium, Hayward, CA) hineinpipettiert. In ein Gefall wurden Kamme
zur Bildung von Geltaschen eingesetzt, in die die Proben einpipettiert werden
sollten. Das noch warme Gel wurde in das Gefal3 hineingegossen. Nach Erkalten
des Gels war dieses fest geworden und konnte fur die Elektrophorese eingesetzt
werden. Auf das Agarose Gel wurde nun der Marker puUC19 DNA/Mspl (Hpall)
(Thermo Fisher Scientific, Dreieich) aufgetragen. Von diesem wurde in die erste
Tasche des Gels 5 ng eingegeben. In die folgenden Taschen wurde der entspre-
chende DNA Mix gegeben, davon jeweils entsprechend der TaschengrofRe 20 pl
oder weniger.

Zur Herstellung des DNA Mixes mischte man 10 pl TE-Puffer mit 4 ul DNA und 4
pl 10x BlueJuice Gel Loading Buffer (Thermo Fisher Scientific, Dreieich) in PCR-
Tube Strips (Eppendorf, Hamburg). Dieses Gemisch wurde nun einmal kurz in
der Zentrifuge auf tber 1000 Umdrehungen zentrifugiert und daraufhin auf das
Gel aufgetragen. Je nach GroRRe des Gels wurde entweder 90 V oder 120 V.
angelegt. Fur ein Gel von 40 ml wurden 90 V eingestellt, bei einem Gel von 80
ml wurden 120 V eingestellt. Nach ca. 15 Minuten war die Gelelektrophorese nun
so weit fortgeschritten, dass eine Auftrennung der Banden zu sehen war. Mit dem
,1ransilluminator Bio View" wurde zunachst die Lage des Gels Uberprift und die
entsprechende Fokuseinstellung, entsprechend zur GelgréRe, ausgewahlt. Dann
wurde unter Bestrahlung mit UV-Licht eine Aufnahme der Gelelektrophorese ge-
schossen. Mit Hilfe des Manuals des entsprechenden Markers konnte die Grol3e
des Amplikons im Vergleich der Anzahl der Basenpaare (bp) auf entsprechender

Hohe des Markers im dargestellten PCR-Produkt abgelesen werden.

2.2.2 Primer- und Sondendesign

Primerdesign

Um fur die PCR geeignete Primer zu generieren, waren bestimmte Kriterien ein-
zuhalten (Chuang et al., 2013; DeSilva & Blackett, 2007; Reed & Wittwer, 2004;
Laborintern erprobte MalRnahmen):

- GroRRe des PCR Produktes: zwischen 130 und 230 bp
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- CG-Gehalt im Bereich von 40%-60%, optimal im Bereich von 50%,
- Schmelztemperaturunterschiede der Primer unter 5°C
- Langendifferenz der Forward und Reverseprimer bis zu drei Nukleotiden
- Energiegehalt einer Hetero-/ Homodimerbildung rechts und links unter -7,5
kcal/mol
Der Datenbank auf der Website des National Center for Biotechnology Informa-
tion (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) liel3 sich die Lokalisation sowie die Sequenz
des entsprechenden Polymorphismus entnehmen. Auch die Detektion von etwa-
igen benachbarten Polymorphismen war auf dieser Website moglich. Um Primer
zu generieren, wurde die entsprechende Basensequenz bei Primer3
(http://primer3.ut.ee/) eingegeben. Dort wurde die Gré3e des gewiinschten PCR-
Produktes nach Mdglichkeit zwischen 130 und 230 bp angegeben. Unter den von
der Software vorgeschlagenen Primern wurden jene weiter analysiert, die wie bei
DeSilva & Blackett, 2007 beschrieben, eine Schmelztemperatur von ca. 60°C
hatten. Die Schmelztemperatur wird als die Temperatur definiert, bei der die
Halfte der DNA-Doppelstrange dissoziiert vorliegt (Zhou et al., 2005). Des Wei-
teren wurde kontrolliert, ob der CG-Gehalt der Primer bei ca. 50% lag. Um die
Wahrscheinlichkeit fir Homo- und Heterodimere méglichst gering zu halten, wur-
den die Primer im Oligoanalyzer 3.1 (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) analy-
siert. Nach laborinternen Kriterien wurde dabei ein Betrag von weniger als -7,5
kcal/mol als ausreichend befunden. Es wurde darauf geachtet, dass der Unter-
schied der Schmelztemperaturen beider Primer nur maximal ca. 4°C betrug. Pri-
merpaare, die diesen Kriterien entsprachen, wurden zur Generierung eines Typi-
sierungsassays ausgewahlt und von der Firma Metabion, Planegg/Steinkirchen,
in einer Konzentration von 100 uM bezogen.

Sondendesign

Bei unmarkierten Sonden handelt es sich um einzelstrangige DNA-Molekiile.
Diese bestehen aus dem Gegenstrang fir die Region um den untersuchten Ein-
zelnukleotidpolymorphismus und tragen an der entsprechenden Stelle eine fur
einen bestimmten Genotyp komplementare Base. Die Sonde kann nur vollstan-
dig an den Genotyp binden, fir den sie komplementar ist. Liegt eine andere Base

an der Stelle des SNP vor, bindet die Sonde lediglich an die umgebende Region.
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Wird im High Resolution Melting analysiert, bei welcher Temperatur sich die zu-
vor gebundene Sonde von der DNA trennt, zeigt sich also abhangig vom Genotyp
des SNPs eine bestimmte Schmelzkurve. Insbesondere dann, wenn die
Schmelzkurvenanalyse der SNPs, keine eindeutige Zuordnung ermaglicht, ist die
Anwendung einer Sonde eine etablierte Methode, um DNA-Proben zu genotypi-
sieren (DeSilva & Blackett, 2007). In der vorliegenden Arbeit wurden die Sonden
nach den folgenden Kriterien generiert: Der darzustellende Polymorphismus war
in der Mitte der Sonde lokalisiert (DeSilva & Blackett, 2007). Dartber hinaus wur-
den optimale Bedingungen flr die Genotypisierung geschaffen, wenn die Sonde
einen 50%igen CG-Gehalt, eine ca. 5°C hohere Schmelztemperatur als die Pri-
mer besal’ und zwischen 20 und 35 bp lang war (DeSilva & Blackett, 2007). Um
zu verhindern, dass die Sonde als Primer fungieren wirde, wurde am 3’- Ende
ein Phosphat angefiigt. Somit war dort kein Ansatzpunkt fur die Polymerase mehr
verfugbar. Die hier angewandten unmarkierte Sonden, wurden von der Firma Me-

tabion, Planegg/Steinkirchen, bezogen.

2.2.3 High-Resolution Melting (HRM)

Das High-Resolution Melting (HRM) ist eine schnelle, zuverlassige und kosten-
gunstige Methode, mit der Polymorphismen detektiert werden und DNA-Proben
genotypisiert werden konnen (Wittwer, 2009). Bevor die eigentliche HRM-Ana-
lyse gestartet werden kann, muss zunachst eine PCR durchgefiihrt werden. In
der PCR wird der Genabschnitt amplifiziert, in dessen Zentrum der zu untersu-
chende Polymorphismus lokalisiert ist. Die PCR produziert eine hohe Anzahl an
doppelstrangigen Amplikons. Nach der PCR eines homozygoten Genotyps lie-
gen diese als Homoduplices vor, bei denen beide Strange des DNA-Fragments
den gleichen Genotyp haben. Bei einem heterozygoten Genotyp bilden sich
durch die wiederholte Denaturierung und Hybridisierung in der PCR Heterodupli-
ces. Dabei handelt es sich um DNA-Fragmente, die aus einem Vorwartsstrang
des einen und einem Gegenstrang des anderen Genotyps bestehen (Anglani et
al., 1990). Das HRM wird mit dem Produkt der PCR durchgefiihrt. Durch stetiges
erhohen der Temperatur kommt es, sobald die Schmelztemperatur des Ampli-
kons erreicht ist, zur Denaturierung der Doppelstrange. Sinn und Zweck des HRM

ist es, das Schmelzverhalten der DNA-Strange in Echtzeit aufzuzeichnen. Das
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ist durch die Zugabe eines fluoreszierenden Farbstoffes moglich. Dieser hat die
Eigenschaft, nur an doppelstrangige DNA zu binden und nur dann ein starkes
Signal abzugeben, wenn er an DNA gebunden ist. Daher kann zu Beginn des
HRM wéahrend viele doppelstrangige Amplikons vorliegen ein sehr starkes Signal
gemessen werden. Mit zunehmender Temperaturerhéhung und folglich zuneh-
mender Denaturierung der Amplikons nimmt das Signal ab. Das Fluoreszenzsig-
nal wird aufgezeichnet und so entsteht eine Schmelzkurve, die die Starke der
Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Temperatur darstellt. Die Temperatur, bei
der ein Amplikon denaturiert, auch Schmelztemperatur genannt, ist von der Ba-
sensequenz des DNA-Abschnitts abhéangig. Schmelzkurven von Proben unter-
schiedlicher Personen, die aber im untersuchten Bereich die gleiche Abfolge von
Basen haben, sehen daher gleich aus. Weicht ein Amplikon nur um eine Base
von dieser Sequenz ab, so zeigt sich ein anderer Schmelzkurvenverlauf (Erali &
Wittwer, 2010). Dieses Phanomen macht man sich bei der Genotypisierung mit
HRM zu nutze.

Zunachst wurde das Typisierungsassay in der klassischen PCR im Thermo Cyc-
ler getestet. Danach wurde das HRM mit dem Light Cycler 480 High Resolution
Melting Master Kit (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim) durchgefthrt. Der im
Kit enthaltene Master Mix wurde in ein 1,5 ml Tube gegeben. Hinzu kamen je
Probe 2,6 pl H2O (Ampuwa, Fresenius Kabi, Bad Homburg), sowie eine im Kit
enthaltene 2,5 mM MgCl2-Stock Solution, in der Regel so viel, um die als optimal
ermittelte Konzentration zu erhalten. Daraufhin wurden die Primer der zu analy-
sierenden PCR-Produkte beigemischt. Hierfir wurden diese mit H20 auf eine

Konzentration von 10 pmol/ul verdinnt.

Tabelle 3 Ansatz der PCR im Light Cycler

PCR-Mix Menge
DNA 1,0 pl
Master Mix 5,0 ul
H.O (Ampuwa) 2,6 pl
MgCl.- Stock Solution 1,0 pl
Forward - Primer 0,2 ul
Reverse - Primer 0,2 ul
Gesamtvolumen 10,0 pl
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Anschliel3end wurde jeweils 1 ul Patienten-DNA in die entsprechenden Wells ei-
ner 384 Well-Platte (4titude, Berlin) gegeben (Tabelle 3). Fir die Versuche, die
dem Test der Primer dienten, kamen CEPH-DNAs zum Einsatz. Die Genotypi-
sierung wurde mit der EuroSCA Patienten-DNA durchgefiihrt. Dem zuvor ange-
setzten Mix wurden fur jede Probe 9 ul Flissigkeit enthommen und zu der Pati-
enten-DNA hinzupipettiert. Mit der dafuir vorgesehenen Klebefolie wurde die 384
Well-Platte verschlossen und bei 1500 Umdrehungen/Minute in der Zentrifuge 2
Minuten lang zentrifugiert, um Rickstadnde am Plattenrand oder der Folie zu ver-
meiden. In dem Light Cycler 480 (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim) erfolgte
schlie3lich die Amplifikation und Schmelzung der Proben mit dem Programm
Gene Scanning 384l (Tabelle 4).

Tabelle 4 High-Resolution Melting Program im Light Cycler

Reaktionsmodus Dauer (hh:mm:ss) Zieltemperatur (°C)

Prainkubation 00:10:00 95
Denaturierung 00:00:10 95

Amplifikation Annealing der Primer 00:00:15  ©° (0.5 pro Zyklus

auf 53)

Elongation 00:00:20 72
Denaturierung 00:01:00 95

High-Resolution ~ AAnnealing der Doppel- 5.4 40

: strange

Melting o
High-Resolution Melting 00:37:30 = (Von%c;s? s

Kihlen 00:00:30 40

Mittels des im Master Mix enthaltenen fluoreszierenden Farbstoffes ResoLight
high-resolution melting dye konnten die Schmelzkurven aufgezeichnet werden.
Die Auswertung und Zuordnung zu Schmelzkurvengruppen wurde anschliel3end
mit der Software Light Cycler480 Software 1.5.0. SP3 (Roche Diagnostic GmbH,

Mannheim) durchgefihrt.

Optimierung mit MgCla:

Wie unter Troubleshooting im Manual fur den Light Cycler 480 High Resolution
Melting Master beschrieben, wurde die MgCl2 Konzentration fiir Proben, bei de-
nen keine Amplifikation zu detektieren war, oder bei denen nur schwach amplifi-

ziert wurde, als Variable verandert (Roche Diagnostics GmbH, 2008). Die
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Versuchsbedingungen sollten hierdurch verbessert werden, da bei veranderter
MgClz2-Konzentration eine erhéhte Spezifitat der Primer moglich war und sich dar-
Uber hinaus eine Veranderung des Schmelzpunktes positiv auf das Reaktionsge-
schehen wirde auswirken konnen. Die Stoffmenge von MgCl2 sollte im Bereich
zwischen 1,0 mM - 3,5 mM liegen. In jeweils sechs Schritten wurde so nun die
optimale Konentration ermittelt. Im ersten Reaktionsansatz betrug die Stoffmen-

ge von MgClz 1,0 mM, diese wurde je um 0,5 mM bis zu 3,5 mM gesteigert.

Optimierung mit DMSO:

Eine weitere Mdglichkeit, die Amplifikation eines PCR-Produktes im HRM zu stei-
gern, stellte die DMSO-Zugabe dar. In den hier durchgefuhrten Optimierungsver-
suchen wurde die héchste empfohlene Menge DMSO eingesetzt, was einem
10%-igen Anteil des Reaktionsgemisches entsprach. Dies sollte laut Erali &
Wittwer (2010) besonders sinnvoll bei PCR-Produkten mit einer hdheren
Schmelztemperatur als 92°C sein, da durch DMSO die Schmelztemperatur leicht

gesenkt wirde.

Anwendung von Sonden:

War das Essay mit obigen Beispielen optimiert worden, sodass Schmelzkurven
zu sehen waren, konnte es dennoch sein, dass diese nicht stark genug vonei-
nander abwichen, um einzelne Genotypen sicher voneinander zu unterscheiden.
In diesem Falle wurden unmarkierte Sonden angewandt. Bei unmarkierten Son-
den handelt es sich um einzelstrangige DNA-Sequenzen, die komplementar zu
der Polymorphismusregion sind. Die Stelle des SNP befindet sich in der Mitte der
Sonde. Diese wird mit der komplementéren Base eines Genotyps generiert und
dem Ansatz des HRM hinzugegeben. Die Sonde bindet an alle Polymorphismus-
regionen, zeigt aber bei unterschiedlichen Genotypen ein anderes Schmelzver-
halten (Zhou et al., 2004). In dieser Arbeit wurden symmetrische PCRs getestet,
bei denen beide Primer in derselben Konzentration eingesetzt wurden. Ebenso
wurden asymmetrische PCRs durchgefihrt. Fur die asymmetrischen PCRs
wurde der Primer, der die Amplifikation des gegengesetzten Stranges der Sonde
initilerte, im Verhaltnis 2:1, 5:1 sowie 10:1 hinzugegeben, um eine Uberproduk-
tion des Stranges zu produzieren, an den die Sonde binden sollte (Gyllensten &
Erlich, 1988). Die asymmetrische PCR diente der Effektverstarkung der
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Schmelzkurvendifferenzierung.

Mischung der DNA:

Eine weitere Mdglichkeit, schwierig darstellbare Genotypen sichtbar zu machen,

war die Beimischung bekannter DNA (Liew et al., 2004). Bei der Schmelzkur-
venanalyse des HRM werden normalerweise drei Schmelzkurvengruppen erwar-
tet, eine Gruppe bestehend aus den homozygoten Proben der haufigeren, eine
aus den homozygoten Proben der selteneren Variante des Polymorphismus und
eine bestehend aus den heterozygoten Proben. Es ist jedoch moglich, dass sich
bei der Analyse eines Polymorphismus in der Schmelzkurvenanalyse eine Auf-
teilung in nur zwei Gruppen ergibt. Wird dann in der Sequenzierung ermittelt,
dass eine Gruppe aus der gut abgrenzbaren Schar der Heterozygoten und die
andere Gruppe aus der Schar der Homozygoten besteht, kénnen innerhalb der
Gruppe der Homozygoten die einzelnen Schmelzkurven nicht einem der beiden
homozygoten Genotypen zugeordnet werden.

Um innerhalb der Gruppe der Homozygoten unterscheiden zu kénnen, bei wel-
chen Proben es sich um die mit der haufigeren und bei welchen es sich um die
mit der selteneren Variante des Polymorphismus handelt, kann dann DNA beige-
mischt werden. Wie bereits erwdhnt, bilden die Amplikons bei einer PCR von
heterozygoten Proben Heteroduplices aus. Der Vorwartsstrang des PCR-Pro-
duktes hat dann einen anderen Genotyp als der Gegenstrang. Dieses Phdnomen
wird bei der Beimischung der DNA genutzt. Hier wurde zu allen homozygoten
DNA-Proben, die genotypisiert werden sollten, eine homozygote CEPH-DNA hin-
zugegeben. Bei der PCR mit den DNA-Proben, die den gleichen Genotyp wie die
beigemischte CEPH-DNA hatten, wurden Amplikons mit Homoduplex gebildet.
Bei der PCR mit den Ubrigen DNA-Proben bildeten sich aufgrund der unter-
schiedlichen Genotypen von CEPH-DNA und Patienten-DNA Amplikons mit He-
teroduplex. Im HRM konnte aufgrund ihres verschiedenen Schmelzverhaltens
nun zwischen Amplikons mit Heteroduplex und Amplikons mit Homoduplex un-
terschieden werden. In der Schmelzkurvenanalyse zeigten sich zwei Gruppen,
eine der haufigeren Variante und eine der selteneren Variante des Polymorphis-
mus entsprechend. Um die optimale Menge der hinzuzufigenden DNA zu ermit-

teln, wurde im Spektrometer die Konzentration der Patienten DNA in pg/ul
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gemessen. Daraufhin wurde die Konzentration der CEPH-DNA gemessen und
auf dieselbe Konzentration verdunnt. In unterschiedlichen Konzentrationen wur-
den die CEPH-DNA und die Patienten-DNA dem oben beschriebenen HRM An-
satz untergemischt (Tabelle 3). Dabei wurde jeweils die Menge des Wassers an-
gepasst, um bei einem Gesamtvolumen von 10 pl zu bleiben. Es wurden Ansatze
mit je 0,5 ul CEPH- und Patienten-DNA, mit je 1 ul CEPH- und Patienten-DNA
und mit 1 pl Patienten und 0,5 CEPH-DNA getestet. Fur die weiteren Versuche
zur Genotypisierung des gesamten Patientenkollektivs wurde mit der Konzentra-
tion gearbeitet, die im Test die beste Amplifikation und die starkste Auftrennung

der Genotypen gezeigt hatte.

2.2.4 Sanger-Sequenzierung

Die Sanger Sequenzierung, auch Kettenabbruchmethode oder Didesoxyme-
thode genannt, ist eine enzymatische Methode, um DNA schnell und zuverlassig
zu sequenzieren (Sanger et al., 1977). Sie wurde erstmals im Jahr 1977 von Fre-
derick Sanger angewandt, um das Erbgut eines Bakteriophagen komplett zu ent-
schlisseln und ist seitdem eine etablierte Methode der DNA-Sequenzierung. An-
ders als bei einer PCR, findet durch die eingesetzte DNA-Polymerase die Ampli-
fikation nur eines der komplementaren Strange statt, weswegen nur ein Primer
eingesetzt wird. Die Reaktion verlauft in drei Zyklen. Zunéchst erfolgt die Dena-
turierung der eingesetzten Matrize, im nachsten Schritt erfolgt das Annealing ei-
nes Primers und im letzten Schritt findet die Elongation der DNA statt. Der DNA-
Polymerase stehen dabei nicht nur dNTPs fir die Verlangerung des Stranges zur
Verfligung, sondern in geringer Konzentration auch ddNTPs. Die Didesoxynuk-
leosidtriphosphate tragen am 3‘-Ende keine OH-Gruppe. Daher wird die Elonga-
tion der in 5°-3" arbeitenden DNA-Polymerase abgebrochen, sobald ein ddNTP
eingebaut wird. Nach 30 Zyklen liegen Kettenabbruchprodukte samtlicher Lange
vor, die an ihrem Ende jeweils ein ddNTP tragen. Die Produkte werden in einer
Gelelektrophorese nach GrolR3e aufgetrennt (Sanger et al., 1977). Fur die in die-
ser Arbeit analysierten SNPs kam die Kapillarelektrophorese zum Einsatz. Bei
dieser Methode werden die ddNTPs mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die
DNA-Strange werden der Lange nach durch eine Kapillare geleitet und die fluo-

reszierenden ddNTPs durch einen Laser angeregt. Der Abfolge der vier
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verschiedenen Farbspektren entsprechend, wird nun die DNA-Sequenz detek-
tiert (Beckman Coulter, 2004).

Um in der vorliegenden Arbeit eine Schmelzkurvengruppe nach dem HRM einem
bestimmten Genotyp zuzuordnen, wurden aus jeder Gruppe eine Probe zur Se-
quenzierung ausgewabhlt. Bei erfolgreicher Sequenzierung wurde das Ergebnis
mit mindestens einer weiteren Probe Uberpruft. Mit den ausgewéhlten Proben
wurde erneut eine PCR durchgefiihrt, um den gewtnschten Abschnitt zu amplifi-
zieren. Um eine exaktere Amplifikation der DNA-Sequenzen zu ermdglichen,
wurde eine Hot-Start-PCR angewandt (Tabelle 5, Tabelle 6). Der Vorteil der Hot-
Start Polymerase (FastStart Taq Polymerase, dNTPack, Roche Diagnostic
GmbH, Mannheim) besteht darin, dass die Anzahl an amplifizierten Nebenpro-
dukten geringer ausfallt (Birch et al., 1996). Das Enzym liegt bei Raumtemperatur
in einem inaktiven Zustand vor und muss durch zehnminutige Prainkubation ak-

tiviert werden. Erst danach kann eine PCR erfolgen.

Tabelle 5 Ansatz der Hot-Start-PCR

PCR-Mix: Menge
Patienten-DNA 1,0 pl
FastStart Puffer (10x) 2,0
2 mM dNTP 1,6
Forward-Primer 1,0 pl
Reverse-Primer 1,0 pl
FastStart Tag Polymerase, 0,125 ul
H.O (Ampuwa), 13,3 ul
Gesamtvolumen 20,0 pl

Tabelle 6 Programm der Hot-Start-Touchdown-PCR im Thermo Cycler

Reaktionsmodus Zyklen Dauer — Temperatur
Prainkubation 1x 10 min - 94°C
Denaturierung 1 min-94°C
Annealing 10 x 1 min - 65°C (-1°C pro Zyklus)
Amplifikation 1 min - 68°C
Denaturierung 1 min - 94°C
Annealing 25 x 1 min - 55°C
Amplifikation 1 min - 68°C

1x 6 min - 68°C
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War die Sequenzierung mit diesem Ansatz nicht erfolgreich, wurde als Template
die zur HRM-Analyse amplifizierte DNA eingesetzt. Dieses Vorgehen gewahrleis-
tete eine hohere Konzentration des gesuchten Bereiches. Nach Vollendung der
PCR im Thermo Cycler wurden die Reaktionsprodukte, die die DNA desselben
Patienten enthielten, in 0,5 ml Stripes umpipettiert. Das Volumen betrug nun 40
ul je Patienten-DNA. Um zu kontrollieren, ob tatséchlich eine erfolgreiche PCR
durchgefuhrt worden war, wurde jeweils 1/10 der Proben nach oben beschriebe-
nem Vorgehen auf ein 1,5% Agarosegel aufgetragen.

DNA Aufbereitung aus dem PCR-Produkt

Das Template fur die Sanger-Sequenzierung wurde direkt aus dem PCR-Produkt

gewonnen, wenn in der Gelelektrophorese die gesuchten Banden deutlich und
ohne Nebenbanden zu sehen waren. Fir die Sanger-Sequenzierung musste das
Reaktionsgemisch der PCR aufgereinigt werden. Primer, Polymerase, Polymera-
sepuffer und dNTPs der vergangenen PCR wurden durch den im Folgenden be-
schriebenen Aufreinigungsprozess entfernt. Hierfur wurden von dem ,Agencourt
AMPure“-Mix (Agencourt Bioscience Corporation, Beckman Coulter, Krefeld) je-
weils 72 pl zu den vorhandenen 40 ul Reaktionsprodukt pipettiert und mit der
Pipettenspitze zehnmal gemischt (Agencourt AMPure Protocol). So war eine ho-
mogene, braune Farbe zu erkennen. In diesem Schritt wurden Basenpaare, von
einer Lange 100 bp oder mehr, an die Magnetic Beads gebunden (Agencourt
AMPure Protocol). Bei Raumtemperatur wurden die Proben 3-5 Minuten inku-
biert. Danach wurden die Stripes auf eine magnetische Agencourt SPRIPlate
96R (Agencourt Bioscience Corporation, Beckman Coulter, Krefeld) gestellt.
Nach flinf- bis zehnminttiger Inkubationszeit erklarte die Losung und es zeigte
sich ein kupferfarbener, ringférmiger Niederschlag an der den Magneten zuge-
wandten Innenseite der Stripes. Wahrend sich die Stripes noch auf der Agencourt
SPRIPlate befanden, wurde die Flussigkeit abpipettiert, sodass sich nur noch der
Ring im Gefal3 befand. Im n&chsten Schritt wurde die DNA zweimal hintereinan-
der mit einer zuvor angesetzten 70%-igen Ethanol Losung (Sigma Aldrich / Merck
KGaA, Darmstadt) ausgewaschen und jeweils 30 Sekunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Abpipettieren des Ethanols wurden die Proben nun mit getffne-

tem Deckel 10-20 Minuten getrocknet. Wahrend des gesamten
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Reinigungsprozesses befanden sich die Strips auf der Magnetplatte. Die Proben,
nun innerhalb des getrockneten Kupferrings des Gefal3es gebunden, wurden un-
ter wiederholtem Pipettieren mit 40 ul TE-Puffer vermischt, bis eine homogene
Flussigkeit vorlag (Agencourt AMPure Protocol). Auch dieser Mischung wurde
nun 1/10, also 4 pl entnommen und zur Uberprufung der Aufreinigung auf ein
1,5%-iges Agarose-Gel aufgetragen. Im néchsten Schritt erfolgte die Vorberei-

tung fur das Thermo Cycling.

DNA Aufbereitung aus dem Agarose-Gel

Waren in der Gelelektrophorese neben der gesuchten Bande weitere Nebenban-
den zu sehen, so wurde ein praparatives Agarosegel angefertigt. Um die unter-
schiedlichen Banden so deutlich wie moglich voneinander abgrenzen zu kdnnen,
wurde ein grof3es Gel mit 80 ml gegossen. Dies gewahrleistete eine grof3e Lauf-
strecke und einen grofRen Abstand zwischen den Taschen, in denen Material auf-
getragen wurde. Dafir wurde nicht wie im Falle des oben beschriebenen Agaro-
segels ein TBE- sondern der TAE-Puffer angewendet. Als nadchstes wurde das
PCR-Produkt, wie beschrieben, fiir das Auftragen auf ein Gel vorbereitet. Da Ziel
der Elektrophorese die Extraktion von DNA aus dem Agarosegel war, musste flr
die Gelelektrophorese eine mdoglichst groRe Menge DNA verwendet werden.
Dementsprechend setzte sich das Gemisch, das auf das Gel aufgetragen wurde,
aus 30 pl PCR-Produkt und 3 pl zehnfach verdiinntem Ladepuffer zusammen.
Dieses wurde nach Erkalten des Gels in dessen Taschen eingebracht, in die Ta-
sche des Markers wurden wie gewdhnlich 5 pl pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker
eingefullt. Nach ausreichender Laufzeit, die sich dadurch definierte, dass die
Banden mit deutlichem Abstand voneinander abzugrenzen waren, wurde ein Bild
des Gels unter UV-Bestrahlung geschossen. Dabei wurde der Zustand vor Aus-
schneiden der Geltaschen dargestellt und somit die Information Uber die Lage
der Banden erhalten. Danach wurde das Gel auf eine UV-Platte gelegt und die
zu sequenzierenden Banden unter moglichst kurzer Bestrahlung ausgeschnitten.
Die Banden wurden anschlie3end bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C gela-
gert.

Zur Extraktion des PCR-Produktes aus dem Agarose-Gel wurde das QIAquick

Gel Extraction Kit (Quiagen, Hilden) angewandt. Zuerst erfolgte die Zugabe von
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darin enthaltenem Buffer-QG. Um dessen bendétigte Menge zu bestimmen, wurde
die Menge des Gels gewogen. Grundannahme fir die nachsten Schritte war,
dass 100 mg Gel einem Buffer-QG Volumen von 100 pl entsprachen. Dem Gel
wurde das Dreifache des ihm entsprechenden Volumens an Buffer-QG hinzuge-
geben. Die bei 50°C durchgefiihrte Inkubation in einem Warmeinkubator erfolgte
so lange, bis eine vollstandige Lésung des Gels zu beobachten war. Diesem Ge-
misch wurde das, dem zuvor gemessenen Gewicht des Gels entsprechende, ein-
fache Volumen an Isopropanolldsung (Sigma Aldrich/Merck KGaA, Darmstadt)
beigemengt. Diese Lésung wurde in eine QIAquick spin column gegeben, die
zuvor in ein 2 ml Tube des Kits gesetzt worden war. Das beflllte Zentrifugensaul-
chen wurde 1 Minute zentrifugiert. Der aufgefangene Saulendurchfluss wurde
verworfen. Um ein besonders sauberes Produkt fiir die Sequenzierung zu erhal-
ten, wurde dieser Vorgang wiederholt. Daraufhin wurde in die Saule 750 ul Buf-
fer-PE gefiillt und diese erneut 1 Minute zentrifugiert. Auch dieser Uberstand
wurde verworfen und die Saule zur Elution in ein neues Tube gestellt. Hierfur
wurde 30 pl Elutionspuffer Buffer-EB auf den Mittelpunkt der S&ule pipettiert und
diese wieder 1 Minute zentrifugiert. Der Uberstand stellte das Fluat der aufgerei-
nigten DNA dar (Quiagen, 2015). Ein Zehntel dieser Lésung wurde zur Kontrolle
auf ein TBE-Agarosegel gegeben. AnschlieRend erfolgte die Konzentrations- und

Mengenbestimmung fur das Thermo Cycling.

Vorbereitung der DNA zur Sequenzierung

Da es sich um aufgereinigte PCR-Produkte handelte, mussten 25-100 fmol der
entsprechenden DNA verwendet werden (Beckman Coulter, 2004). Um abzu-
schatzen, wie viele ml der Lésung eingesetzt werden sollten, um diese Bedin-
gung zu erfullen, lag eine Tabelle vor ,Table for estimating the dsDNA concent-
ration“. Wie viele ng in einem pl vorhanden waren, liel3 sich mit Hilfe des Markers
abschatzen. Die Konzentration von pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker in den ent-
sprechenden Banden war bekannt. Indem die Starke der Intensitat der aufgetra-
genen PCR-Probe mit der Intensitdt des Markers verglichen wurde, konnte die
Konzentration der DNA abgeschatzt werden. War die Intensitat des PCR Produk-
tes beispielsweise dreimal starker, als die entsprechende Bande des Markers,

war davon auszugehen, dass dieses somit in dreifach hoherer Konzentration als
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der Marker vorlag.

Daher liel3 sich ermitteln, wie viel ul der DNA eingesetzt werden mussten, um die
fur die Sequenzierung erforderliche Konzentration zu erhalten. Unter Anwendung
des DTCS-Quickstart Mastermix (Beckman Coulter Company, Krefeld) wurde ein

Thermo Cycling Mix hergestellt (Tabelle 7).

Tabelle 7 Zusammensetzung des Thermo Cycling Mixes fur die Sanger- Se-
guenzierung

Aufgereinigte DNA X ul

DTCS-Quickstart Mastermix 4,0 ul
Primer 0,3 ul
H.O (Ampuwa) 5- x ul

Nach gutem Durchmischen wurde das Gemisch in den Thermo Cycler gegeben
und bei einem Programm mit 30 Zyklen bei 96°C in den ersten 20 Sekunden
denaturiert. Wahrend der folgenden 20 Sekunden banden die Primer bei 50°C an
die DNA und danach wurde die DNA bei 60°C jeweils 4 Minuten lang amplifiziert
(Manual DTCS -Quickstart Mastermix). Bei 10°C wurden die Proben nach Durch-
laufen des Zyklus solange gekuhlt, bis mit der Weiterverarbeitung begonnen wer-
den konnte (Tabelle 8).

Tabelle 8 Thermo Cycling Programm fir die Sanger-Sequenzierung

Reaktionsmodus Zyklen Dauer - Temperatur
Denaturierung 20s - 96°C
Annealing 30 X 20s - 50°C
Amplifikation 4min - 60°C

Die Amplikons wurden nun aufgereinigt, wozu eine Stop-Solution/Glycogen-Mi-
schung hergestellt wurde:

Die Losung bestand aus 1 pl einer 3 M Natrium-Acetat-Losung mit pH 5,2 (Sigma
Aldrich/Merck KGaA, Darmstadt) und 1 pl einer 100 mM Na2-EDTA-LAsung so-
wie 1,5 pl einer 20 mg/ml Glycogenlosung aus dem Genome Lab DTCS Quick
Start Kit (Beckman Coulter Company, Krefeld). In einen 1,5 ml Eppendorf-Tube
wurden jeweils 2,5 ul der zuvor angefertigten Stop-Solution/Glycogen-Mixture
eingefullt. Auf diese Losung wurden nun die 10 pl der Thermo Cycling Reaktion

gegeben, die die zu sequenzierende DNA enthielt. Nach sorgfaltigem Mischen
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wurden jeder Probe 60 ul 95%-iges Ethanol, das zuvor bei -20°C gelagert worden
war, zugesetzt. Dieses Gemisch wurde in einer Kihlzentrifuge (Tischzentrifuge
Thermo, Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg) bei 4°C auf maximaler Be-
schleunigungsstufe 30 Minuten zentrifugiert. Durch diesen Prozess bildete sich
ein Pellet am Boden des Gefaldes, das die zu sequenzierende DNA enthielt. Die
Uberstehende Flussigkeit wurde verworfen, sodass lediglich das Pellet Ubrig
blieb. Dieses wurde erneut gewaschen. Zu diesem Zweck wurden 200 pl 70%-
igen bei -20°C gelagerten Ethanols auf das Pellet gegeben und 15 Minuten bei
4°C zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde insgesamt zweimal durchgefihrt. Die
Uberstehende Flissigkeit wurde abpipettiert und die Geféal3e mit den Pellets zum
vollstdndigen Trocknen fur 10 Minuten in eine Vakuumzentrifuge (Vakuum Tro-
ckengerat, Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg) gegeben. Jedem Pellet
wurden 40 pl Sample Loading Solution beigemischt und danach eine Stunde im
Dunkeln inkubiert. Nach Durchmischen mit der Pipettenspitze wurde die Losung
in eine Sequenzierplatte gefullt. Um ein Verdampfen zu verhindern, wurde auf
die Flussigkeit jeweils ein Tropfen Ol aus dem GenomeLab DTCS-Quick Start Kit
gegeben. Die Pufferplatte Microplate (Microplate 96b Well PS F-BOTTOM
CLEAR, Sigma Aldrich / Merck KGaA, Darmstadt) wurde mit mehreren Tropfen
Pufferlosung in der entsprechenden Spur befillt. Im Sequenzierer (CEQ 8000
Genetic Analysis System, Beckman Coulter, Krefeld) erfolgte die Sequenzierung
mit dem Programm LFP1, das fiir die entsprechende Lange der zu untersuchen-
den Genabschnitte geeignet war. Die DNA-Abschnitte wurden in einer Kapillar-
gelelektrophorese der Lange nach aufgetrennt und die Basensequenz ermittelt
(Beckman Coulter, 2004).

2.2.5 Statistische Auswertung

Ziel der statistischen Auswertung war es, ein Regressionsmodell zu erstellen, um
Zusammenhange zwischen Genotypen und Erkrankungsalter der Patienten zu
analysieren. Fur die statistischen Tests und deren Auswertung wurde die Soft-
ware ,JMP 12.2.0“ von SAS Institute inc. verwendet. In die Statistik einbezogen
wurden nur solche Proben, bei denen der Genotyp bestimmt werden konnte und
bei denen das Erkrankungsalter sowie die Lange der CAG-Repeats bekannt war.

Um eine Verfalschung der Ergebnisse durch vermehrtes Vorkommen eines
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bestimmten Genotyps innerhalb einer Familie zu verhindern, wurden alle Mitglie-
der einer Familie im Gesamten als eine einzige Person ohne weitere Familien-
mitglieder gewichtet. Dafur wurde ein Gewichtungsfaktor fur jeden Patienten mit
Verwandschaftsbeziehungen erstellt, der sich aus eins durch die Anzahl der Fa-
milienmitglieder berechnen liel3. Also hatte beispielsweise ein Patient aus einer
Familie mit vier Mitgliedern einen Gewichtungsfaktor von 0,25, wohingegen ein
Patient ohne andere erfasste Familienmitglieder einen Gewichtungsfaktor von 1
hatte. Nach Anwendung der Gewichtungsfaktoren wurden die Daten auf Normal-
verteilung geprift. Mit dem Shapiro-Wilk-Test wurde gepruft, ob die Erkrankungs-
alter und die CAG-Repeatanzahlen innerhalb einer Patientengruppe normalver-
teilt waren. Mit einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) wurde getestet, ob sich
die Mittelwerte der Erkrankungsalter bzw. der CAG-Repeatanzahlen zwischen
diesen Gruppen statistisch signifikant unterschieden.

Das Regressionsmodell wurde in der Analyseeinstellung ,Fit Modell” erstellt. Ziel-
grol3e auf der y-Achse war das Erkrankungsalter. CAG-Repeatldnge und Geno-
typ waren die Einflussgrof3en, die in Bezug gesetzt wurden. Anhand des damit
erstellten Regressionsplots liel3 sich ablesen, ob einer oder mehrere Genotypen
einen Einfluss auf das Erkrankungsalter hatten und ob es sich dabei um eine
signifikante Anderung handelte. Das Signifikanzniveau wurde auf a = 0,05 fest-
gesetzt. Bei einem p-Wert < 0,05 galt das Ergebnis als statistisch signifikant. In
den Ergebnissen wurden die p-Werte auf vier Nachkommastellen gerundet. Die
Prozentangaben wurden auf ganze Zahlen gerundet. Samtliche andere Daten
wurden auf zwei Nachkommastellen gerundet. Die Grafiken wurden mit Corel

Draw x8 erstellt.
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3. Ergebnisse

Die Spinozerebellare Ataxie 3 ist eine neurodegenerative Erkrankung, deren Ur-
sache eine CAG-Repeatexpansion im Gen ATXN3 auf dem langen Arm von
Chromosom 14 ist. Diese Trinukleotidexpansion fuihrt dazu, dass im Genprodukt,
dem Protein Ataxin3, eine verlangerte Polyglutaminregion entsteht (Kawaguchi
et al., 1994). Diese fuhrt zu einer Fehlfaltung des Proteins. Zwar korreliert das
Erkrankungsalter der Patienten negativ mit der Anzahl an CAG-Repeats (Ikeda
et al., 1996), dennoch zeigen sich bei Individuen mit gleicher CAG-Repeatanzahl
sehr unterschiedliche Erkrankungsalter. Ein weiterer Faktor, der sowohl Schwere
als auch Erstauftreten der SCA3 beeinflusst, ist die Lokalisation des fehlgefalte-
ten Ataxin3. Bei Gesunden ist Ataxin3 vorwiegend im Cytoplasma lokalisiert. Bei
SCA3-Patienten konnten in den Neuronen intranukleédre Einschlusskorper gefun-
den werden, welche Fragmente des fehlgefalteten Ataxin3 enthalten. Im Tiermo-
del konnte bereits gezeigt werden, dass die Bildung dieser intranukleéren Ein-
schlusskorper mit einem friheren Erkrankungsalter assoziiert ist. Essenziell fur
die Bildung von Einschlusskorpern sind die Proteine, die das Ataxin3-Fragment
Uber den nukleozytoplasmatischen Transport in den Nukleus beférdern (Sowa et
al., 2018).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von SNPs auf das Erkrankungs-
alter von SCA3-Patienten zu untersuchen. Dazu wurden SNPs in Genen von Pro-
teinen untersucht, die in den nukleozytoplasmatischen Transport involviert sind.
Der Fokus wurde auf Proteine gelegt, fir die ein Einfluss auf die nukleare Loka-
lisation von Ataxin3 bereits bekannt, wie im Falle von KPNAS3, oder wahrschein-
lich ist (Sowa et al., 2018). Bei einer starkeren Expression von KPNA3 und an-
derer am Transport beteiligter Proteine konnte eine erhdhte Ataxin3-Konzentra-
tion im Nukleus detektiert werden. Die Expression von Proteinen kann durch Po-
lymorphismen in regulatorischen Regionen verstarkt oder abgeschwacht werden.
Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit SNPs, die im Gen selbst
oder in regulatorischen Regionen der Gene von am Kerntransport beteiligten Pro-

teinen liegen, auf ihren Einfluss auf das Erkrankungsalter untersucht.
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3.1 Etablieren von Typisierungsassays

In dieser Arbeit wurden insgesamt acht Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs)
auf einen mdglichen Einfluss auf das Erkrankungsalter von Patienten mit SCA3
untersucht. Die Auswahl der SNPs erfolgte im Rahmen der Promotion der medi-
zinischen Doktorandin cand. med. Annemarie Koebsch, Eberhardt Karls Univer-
sitdt Tibingen (personliche Mitteilung).

Ein Polymorphismus ist eine Genvariante, bei der das seltenere Allel in mindes-
tens einem Prozent der Bevolkerung vorkommt (Karki et al., 2015). In dieser Ar-
beit wurde die Analyse auf SNPs beschrankt, deren seltenere Variante mit einer
Allelfrequenz von mehr als finfzehn Prozent vorkommit.

Die untersuchten Polymorphismen sollten entweder in der kodierenden Region
oder in der regulatorischen Region der entsprechenden Gene liegen. Es wurden
vor allem Polymorphismen in dem 5° untranslatierten Bereich und Polymorphis-
men in der Promotorregion analysiert. Der Fokus lag vorwiegend auf Polymor-
phismen, die in der unmittelbar umgebenden Basensequenz an keinen weiteren
Polymorphismus angrenzen (Tabelle 9). Die Etablierung der Typisierungsassays
erfolgte mit Polymerase-Kettenreaktion (PCR), High-Resolution Melting und San-

ger-Sequenzierung.
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Tabelle 9 Ubersicht der untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismen
Auf einen Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3 wurden Einzelnukleotidpolymor-
phismen (SNPs) untersucht, die sich in regulatorischen oder kodierenden Regionen von
am Kerntransport beteiligten Proteinen befinden.
Anmerkung: Die Angaben zur Lokalisation und Allelfrequenz der SNPs wurden der NCBI
SNP Database entnommen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) und sind in Vorwartsrichtung
zum Genom angegeben (5°-3'-Strang). Die Genotyp- und Allelfrequenzen wurden auf
zwei Dezimalstellen gerundet. Legende: AF: Allelfrequenz, GF: Genotypfrequenz, SNP:
Einzelnukleotidpolymorphismus, TV: Transkriptionsvariante, (-): das Gen ist auf dem Ge-
genstrang lokalisiert (3‘-5‘-Strang).

GEN SNP LOKALISATION GF IN EUROPA AF IN EUROPA
Chromosom 22 0,62 (CC) 079 C
RANBP1 rs713982 Intron (TV1) 0,34 (AC) 0’21 A
Promotor (TV 2-X6) 0,05 (AA) ’
Chromosom 12 0,59 (CC) 077C
IPO8 (-) rs12809335 5'UTR (TV1, X3) 0,36 (CT) 0’ 23 T
Promotor (TV2- X2) 0,05 (TT) '
Chromosom 17 0,53 (GG) 073G
KPNA2 rs62084683 Promotor (TV1) 0,40 (AG) 0’27 A
5'UTR (TV2) 0,07 (AA) ’
Chromosom 14 0,54 (GG) 074G
IPOA4 (-) rs7146310 Missense 0,39 (AG) 0’27 A
Exon 16/30 0,07 (AA) ’
Chromosom 17 0,29 (AA) 054 A
KPNB1 rs4794016 5'UTR (TV1, X3) 0,50 (AT) 0,46 T
Promotor (TV2-X2) 0,22 (TT) ’
Chromosom 5 0,69 (GG) 083G
TNPO1 rs34647 5 UTR (TV1) 0,28 (CG) 0'17 C
Promotor (TV2-X3) 0,03 (CC) '
0,33 (CC)
CSE1LL rs2426109  CMTOmosom 20 0,49 (CG) oot
0,18 (GG) '
0,37 (CC)
KPNA3 ()| rsli618521  Crormosom i3 0,48 (CT) o
0,16 (TT) ’
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3.1.1 Etablierung eines Typisierungsassays fur den SNP rs713982 im Ran-
binding-Protein-1-Gen (RANBP1)

Bei dem Ran-binding-protein-1 (RANBP1) handelt es sich um ein am nukleozy-
toplasmatischen Transport beteiligtes Protein. Ein Exportin mit Tragermolekul
bzw. ein Importin ohne weiteres Molekil wird als Komplex an Ran-GTP gebun-
den, einem Ran-GTP/GDP Gradienten folgend, aus dem Zellkern ins Zytoplasma
transportiert (Hieda et al., 1999; Nachury et al., 1999). Durch die Hydrolyse von
Ran-GTP zu Ran-GDP dissoziiert dieser Komplex, woraufhin das Importin fir ei-
nen erneuten Transport zur Verfigung steht (Bischoff & Gaorlich, 1997). Norma-
lerweise ist die intrinsische Aktivitat der Ran-GTPase, die GTP in GDP hydroly-
siert, gering. Allerdings wird die GTPase durch das Protein Ran-GAP1 induziert.
Liegt RanGAP1 in Kombination mit RANBP1 vor, wird diese Hydrolyse um ein
Vielfaches beschleunigt (Bischoff et al., 1995). RANBP1 ermdglicht also einen
schnelleren Austausch von Proteinen vom Nukleus in das Zytoplasma.

Das Gen RANBP1 ist auf Chromosom 22g11.21 lokalisiert (http://www.ncbi.nim.
nih.gov, 08.04.2019). Mit den folgenden Analysen sollte geprift werden, ob der
Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) rs713982 einen Einflussfaktor fir das Er-
krankungsalter von SCA3-Patienten darstellt. Rs713982 ist ein Adenin-Cytosin
Polymorphismus, der nach den in 4.1 definierten Kriterien ausgewahlt wurde. In
der européischen Bevolkerung hat Adenin eine Allelfrequenz von 0,21, Cytosin
ist mit einer Frequenz von 0,79 das haufigere Allel. Die Allelfrequenzen sind in
Vorwartsorientierung zum Genom angegeben. Das Hardy-Weinberg-Gleichge-
wicht ist erfillt. Es sind zehn Transkriptionsvarianten von RANBP1 bekannt.
Rs713982 liegt in der Promotorregion des Gens RANBP1, je nach Transkripti-
onsvariante zwischen ca. 650 und 90 bp upstream des Transkriptionsstarts. Nur
bei einer Transkriptionsvariante, Transkriptionsvariante 1, liegt der SNP im Intron
1/5 (Tabelle 10).
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Tabelle 10 Charakteristika des SNP rs713982 im Gen RANBP1

Erhebung der Daten von http://www.ncbi.nlm.nih.gov (08.04.2019) und https://genome-
euro.ucsc.edu/, (08.04.2019)

Legende: AF: Allelfrequenz, GF: Genotypfrequenz, TSP: Transkriptionsstartpunkt, TV: Transkrip-
tionsvariante

Lokalisation Transkriptionsvariante GFin AFin
Europa Europa
chr22:20117296 TV 1: Intron 1/5 0,62 (CC) 0,79C
Gen: RANBP1 TV X4: 92 bp upstream vom TSP 0,34 (AC) 0,21 A
TV 2,3: 128 bp upstream vom TSP 0,05 (AA)

TV X1,X3 262 bp upstream vom TSP
TV X5: 468 bp upstream vom TSP
TV X6: 470 bp upstream vom TSP
TV 4: 657 bp upstream vom TSP
TV X2: 662 bp upstream vom TSP

Insgesamt wurden fiinf verschiedene Assays mit fiinf verschiedenen Primerpaa-
ren getestet. In der PCR im Thermo Cycler liel3 sich ein 223 bp langes PCR Pro-
dukt mit dem Primerpaar R837 und R838 ohne Nebenbanden amplifizieren. Im
Light Cycler war keine fur eine Schmelzkurvenanalyse ausreichende Amplifika-
tion des PCR-Produktes nachzuweisen (Abb. 2). Auch die Anwendung von
DMSO und unterschiedlicher MgClz-Konzentrationen erbrachte keine Verbesse-
rung (Tabelle 11). Da es nicht moglich war, weitere Primer zu generieren, die den
beschriebenen Anforderungen entsprachen, wurde die Untersuchung dieses Po-

lymorphismus in der vorliegenden Arbeit eingestellt.

Tabelle 11 Zusammenfassende Betrachtung der Analyse des SNP rs713982
im Gen RANBP1

War die Amplifikation in der PCR im Thermo Cycler erfolgreich, wurden zur Etablierung eines
Typisierungsassays im HRM verschieden Optimierungsversuche angewandt. Bei erfolgreicher
Amplifikation im HRM sind die Versuchsbedingungen des Assays angegeben.

Legende: X: wurde getestet, war aber kein Bestandteil des Typisierungsassays —: wurde nicht
getestet

Primerpaar Produkt-  MgCl2 DMSO PCR HRM

lange  Gradient erfolgreich
Sgigﬁﬁﬁggtﬂgg%@ 250 — — Nein nicht durchgefiihrt
Sgggigﬁmggtggmi 223 2,5mM X Ja Amplifikation nicht ausreichend
Sgigigﬁmggtggmﬂ 237 - - Nein nicht durchgefiihrt
Sg%ﬁﬁmggﬂ:[gﬂﬂ 258 — — Nein nicht durchgefiihrt
Eggg:gﬁmggtggm:: 202 — — Nein nicht durchgefihrt
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Abb. 2 Etablieren eines Typisierungsassays fur den SNP rs713982 im Gen
RANBP1 A. Schematische Darstellung der ausgewé&hlten Primer Zur Genotypisie-
rung des Patientenkollektivs sollte ein Assay etabliert werden. Finf Kombinationen von
6 verschiedenen Primern wurden getestet. In der Abbildung grau unterlegt sind die Bin-
dungsstellen der Primer. Die Abschnitte mit dunklen Grauténen sind sich tUberschnei-
dende Bindungsstellen von zwei bzw. drei der getesteten Primer. Weil3 sind die Sequen-
zen, die zwischen den Primern liegen. B. PCR-Produkt in der Gelelektrophorese Die
Assays wurden in der PCR im Thermo Cycler getestet. Nur bei Einsatz des Primerpaars
R837 und R838 war die Amplifikation erfolgreich. Dieser Ansatz erzeugte ein 223 bp
langes PCR-Produkt. Als Marker wurde pUC19 verwendet. C. Amplifikation im Light
Cycler Um das Patientenkollektiv fir den SNP rs713982 zu genotypisieren, sollte eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt werden. Hierfur sollte das PCR-Produkt im Light
Cycler amplifiziert werden. Abgebildet ist das detektierte Fluoreszenzsignal im zeitlichen
Verlauf der Amplifikation. Es wurde das Assay mit dem Primerpaar R837 und R838 ge-
wahlt. Dieses zeigte keine fur eine Schmelzkurvenanalyse ausreichende Amplifikation.
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3.1.2 Etablierung eines Typisierungsassays fur den SNP rs12809335 im Im-
portin-8-Gen (IPO8)

Importin 8, auch RANBP8 genannt, ist ein Protein, das beim Transportvorgang in
den Zellkern beteiligt ist. Es kann in Kombination mit KPNB1 als adaptoréahnliches
Protein vorliegen (Gorlich et al., 1997). Alleine hingegen fungiert es vermutlich
als Rezeptor fur ein NLS (http://www.genecards.org, 25.04.2019), vermittelt aber
auch den Import von Proteinen ohne NLS (Volpon et al., 2016; Dean et al., 2001).
IPO8 hemmt dartiber hinaus auch die intrinsische Aktivitat der Ran-GTPase so-
wie die Ran-GAP. Diese stellen durch die Hydrolyse von GTP in GDP die Energie
fur den Kerntransport bereit (Gorlich et al., 1997). Das Gen IPO8 ist auf Chromo-
som 12p11.21 lokalisiert. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov, 08.04.2019). In diesem
Projekt sollte untersucht werden, ob der SNP rs12809335 einen Einfluss auf das
Erkrankungsalter von SCA3-Patienten hat. Bei rs12809335 handelt es sich um
einen Cytosin-Thymin-Polymorphismus. In der europaischen Bevdélkerung ist Cy-
tosin mit einer Frequenz von 0,77 das haufigere Allel. T kommt mit einer Allelfre-
quenz von 0,23 seltener vor (Tabelle 12). Die Angaben zum Genotyp beziehen
sich auf die Lokalisation in Vorwartsrichtung zum Genom (5'-3‘-Strang). IPOS8
liegt auf dem dazu komplementéren Strang (3'-5°-Strang)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov, 08.04.2019).

Tabelle 12 Charakteristika des SNP rs12809335 im Gen IPO8
Erhebung der Daten von https://www.ncbi.nim.nih.gov, (08.04.2019) und https:// genome-
euro.ucsc.edu/, (08.04.2019). Legende siehe Tabelle 9

Lokalisation Transkriptionsvariante GFin AFin
Europa Europa
chr12:30695946 TV 1,X3: 5'UTR 0,59 (CC) 0,77C
Gen: IPO8 (-) TV 2: 18.497 bp upstream vom TSP 0,36 (CT) 0,23T
TV X1: 434 bp upstream vom TSP 0,05 (TT)

TV X2: 9871 bp upstream vom TSP

Das Gleichgewicht nach Hardy-Weinberg ist erfullt. Es sind insgesamt finf Tran-
skriptionsvarianten von IPO8 bekannt. rs12809335 ist entweder in der 5-UTR
oder zwischen ca. 10 kB und 18 kB upstream vom Transkriptionsstart lokalisiert
(Tabelle 12). Es wurden drei unterschiedliche Assays getestet, anhand derer er-
mittelt werden sollte, ob der SNP rs12809335 einen modifizierenden Faktor auf

das Erkrankungsalter der untersuchten Patientenpopulation darstellte. Bei einem
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Assay zeigte sich eine schwache Amplifikation in der PCR im Thermo Cycler. Es
wurden allerdings nicht alle Proben amplifiziert und in der Gelelektrophorese wa-
ren Nebenbanden zu sehen. Eine zuverlassige Analyse der Patienten-Proben mit
den hier angewandten Methoden war nicht méglich (Abb. 3, Tabelle 13).

A
R200 R841 CIT
_— e I
\—(—1 H_l A8 v J R201
90 bp 8 bp 98 bp 843
R842
B Pat.1 Pat.2

489 bp
404 bp

331 bp

242 bp
190 bp

147 bp
111 bp

67 bp

34 bp

Abb. 3 Etablieren eines Typisierungsassays fur den SNP rs12809335 im Gen IPO8
A. Schematische Darstellung der ausgewahlten Primer Um eine Genotypisierung
des Patientenkollektivs fur den SNP rs12809335 durchzufiihren, sollte ein Typisierungs-
assay etabliert werden. Dafuir wurden drei verschiedene Primerpaare getestet. Die Be-
reiche, an die die Primer binden, sind in der Abbildung grau unterlegten. Uberschneiden
sich die Bindungsstellen der Primer, so ist dies durch einen dunkleren Grauton gekenn-
zeichnet. Die Sequenzen, die zwischen den Primern liegen, sind in der Abbildung weil3
dargestellt. B. PCR-Produkt in der Gelelektrophorese In der PCR im Thermo Cycler
wurden die Assays mit den verschiedenen Primerpaaren getestet. Eine Amplifikation liel3
sich in der Gelelektrophorese nur bei Einsatz des Primerpaars R841 und R842 nachwei-
sen. Allerdings waren nicht alle Proben amplifiziert worden, zudem waren Nebenbanden
zu sehen. Dieses Assay sollte ein PCR-Produkt einer Lange von 161 bp erzeugen. Als
Marker wurde pUC19 verwendet.
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Tabelle 13 Zusammenfassende Betrachtung der Analyse des SNP rs1280-
9335 im Gen IPO8

Zur Etablierung eines Typisierungsassays wurden verschieden Primerpaare getestet. Bei erfolg-
reicher Amplifikation sind die Versuchsbedingungen des Assays angegeben. Legende siehe Ta-
belle 11

Primerpaar Produkt-  MgCl2 DMSO PCR HRM
lange  Gradient erfolgreich

R200_IPO8-UTR35_F1

R201_IPOS-UTR35_R1  22° - - Nein nicht durchgefahrt
R841_IPO8_UTR_f _ _ . . )
R843_IPO8_UTR_r 150 Nein nicht durchgefihrt
R841_IPO8_UTR_f _ _ . y
R842_IPO8_UTR T 161 Nebenbanden nicht durchgefuhrt
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3.1.3 Etablierung eines Typisierungsassays fiur den Einzelnukleotidpoly-
morphismus rs62084683 im Karyopherin-a2-Gen (KPNA2)

Das Protein KPNA2 ist am Transport in den Zellkern beteiligt, da es ein NLS
erkennt und so den Import in den Zellkern ermoglicht (Goldfarb et al., 2004;
Stewart, 2007). Das Gen KPNA2 ist auf Chromosom 17g24.2 lokalisiert
(https://www.ncbi.nim. nih.gov, 08.04.2019). Bei rs62084683 handelt es sich um
einen Adenin-Guanin Polymorphismus. Es sind zwei verschiedene Transkripti-
onsvarianten bekannt. In der Transkriptionsvariante 1 befindet sich der Polymor-
phismus rs62084683 ca. 350 bp upstream des Transkriptionsstarts. In der Tran-
skriptionsvariante 2 befindet sich der Polymorphismus in der 5’UTR. In den vor-
liegenden Quellen zeigte sich fir diesen Polymorphismus eine Allelfrequenz von
0,27 fur Adenin und 0,73 fur Guanin innerhalb der europaischen Bevolkerung
(Tabelle 14).

Tabelle 14 Charakteristika des SNP rs62084683 im Gen KPNA2
Daten enthommen von http://www.genecards.org, (08.04.2019) und https://genome-euro.ucsc
.edu/, (08.04.2019). Legende siehe Tabelle 10

Lokalisation Transkriptionsvarianten GFin AFin
Europa Europa
chrl7:68035609 TV1: Promotor 351bp upstream vom TSP 0,53 (GG) 0,73 G
Gen: KPNA2 TV2: 5'UTR 0,40 (AG) 0,27 A
0,07 (AA)

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ist erfullt. Zur Etablierung eines Typisie-
rungsassays wurden insgesamt sechs Primerpaare getestet (Abb. 4). Zunéchst
wurde das Primerpaar R320 und R321 an CEPH-DNA getestet, bei dem in der
PCR im Thermo Cycler das PCR Produkt einer Ladnge von 319 bp nicht zu sehen
war. Die Primerkombination R320 und R319 zeigte lediglich eine schwache Amp-
lifikation des PCR-Produktes der Lange von 324 bp. Bei der PCR im Light Cycler
liel3 sich sowohl unter klassischen als auch unter optimierten Bedingungen mit
MgCl2 und DMSO bei der Anwendung von CEPH-DNA keine Amplifikation nach-
weisen. Auch nach dem Design von neuen Primerpaaren, stellte es sich als
schwierig dar, den Bereich um den Polymorphismus zu amplifizieren und sichtbar
zu machen. Bei der Anwendung des Primers R844 mit R845 und R846 war nur

eine schwache Amplifikation mit starken Nebenbanden zu sehen, bei der Anwen-
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Abb. 4 Schematische Darstellung der ausgewahlten Primer zur Etablierung eines
Typisierungsassays fur den SNP rs62084683 im Gen KPNA2 Um das Patientenkol-
lektiv auf den Polymorphismus rs62084683 zu genotypisieren, sollte ein Typisierungs-
assay etabliert werden. Daflir wurden Typisierungsassays mit sechs verschiedenen Pri-
merpaaren getestet. Insgesamt kamen neun unterschiedliche Primer zur Anwendung. In
der Abbildung sind die Bereiche, an die die Primer binden, grau markiert. Dunklere Grau-
tone zeigen sich tUberschneidende Bindungsstellen von unterschiedlichen Primern an. In
der Abbildung weil3 markiert sind die Sequenzen, die zwischen den Primern liegen.

dung der Primer R844 und R847 war keine Amplifikation zu detektieren (Abb. 5).
Das Primerpaar R848 und R849 erzeugte ein 244 bp langes PCR-Produkt, das
sich nach der PCR im Thermo Cycler schwach im Agarosegel darstellte. Zwar
waren hier keine Nebenbanden zu sehen, aber auch unter optimierten Bedingun-
gen wurde dieses im Light Cycler nicht ausreichend fur eine zuverlassige
Schmelzkurvenanalyse amplifiziert (Abb. 5, Tabelle 15). Die Genotypisierung fur
den vorliegenden Polymorphismus wurde mit den hier angewandten Methoden

nicht weiterverfolgt.

Tabelle 15 Zusammenfassende Betrachtung der Analyse des SNP rs62084-

683 im Gen KPNA2

Zur Etablierung eines Typisierungsassays wurden verschieden Optimierungsversuche ange-
wandt. Bei erfolgreicher Amplifikation sind die Versuchsbedingungen des Assays angegeben.
Legende siehe Tabelle 11

Primerpaar Produkt- MgCl2 DMSO PCR HRM
lange Gradient erfolgreich

R320_KPNA2_5UTR83_F2

R321_KPNA2 5UTR83_R2 319 - - nein nicht durchgefihrt
RA20KPNAZ SUTREaF2 324 28MM X sefirschwach
ggjg:iim2§:3$g:g 349 - - Nebenbanden nicht durchgefihrt
Egjg:iim2§:3¥g:g 366 — — Nebenbanden nicht durchgefihrt
ngﬁ:igﬁﬁg:giﬁ:g 248 - - nein nicht durchgefihrt
RB48_KPNAZ_UTR_F 244 2,5mM X schwach schwach

R849 KPNA2_UTR R
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Abb. 5 Etablieren eines Typisierungsassays fir den SNP rs62084683 im Gen
KPNA2 A. PCR-Produkt in der Gelelektrophorese Zuerst wurden die Assays mit den
verschiedenen Primerpaaren in der PCR im Thermo Cycler getestet. Dargestellt sind die
Ergebnisse der Assays, die in der PCR deutlich nachweisbare Produkte generierten. Es
zeigten sich bei Einsatz der Primerpaare R844 (19 bp) und R845 (20 bp) sowie bei Ein-
satz der Primerpaare R844 und R846 (19bp) Nebenbanden im Agarosegel. Das Assay
mit dem Primerpaar R848 und R849 erzeugte ohne Nebenbanden ein 244 bp langes
Amplikon, welches in der Gelelektrophorese schwach nachzuweisen war. Als Marker
wurde pUC19 verwendet. B. Amplifikation im Light Cycler Um das Patientenkollektiv
fur den SNP rs62084683 genotypisieren zu kénnen, sollte eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefuhrt werden. Hierfur sollte das PCR-Produkt im Light Cycler amplifiziert werden.
Zu sehen ist das de-tektierte Fluoreszenzsignal im zeitlichen Verlauf der PCR. Bei Ein-
satz des Typisierungsassays mit dem Primerpaar R848 und R849 im Light Cycler ist
keine charakteristische Zunahme des Fluoreszenzsignals, die auf eine Amplifikation
schliefRen liel3e, zu sehen.
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3.1.4 Etablierung eines Typisierungsassays fur den SNP rs7146310 im Im-
portin-4-Gen (IPO4)

Das Protein IPO4 erkennt das NLS von Transportsubstraten und ist somit von
Bedeutung fur deren Import in den Nukleus (Jékel et al., 2002). Des weiteren wird
eine Interaktion des Proteins IPO4 mit der Ran-GTPase vermutet (http://www.
genecards.org, 25.04.2019). Das Gen IPO4 ist auf Chromosom 14912 lokalisiert
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov, 08.04.2019). Bei rs7146310 handelt es sich um
einen kodierenden Adenin-Guanin Polymorphismus im sechzehnten von insge-
samt 30 Exons des Gens IPO4. Die Allelfrequenz in der europaischen Population
betragt 0,27 fur Adenin und 0,74 fir Guanin (Tabelle 16). Die Angaben der Ge-
notypen beziehen sich auf den Strang in 5-3‘ Orientierung zum Genom. IPO4 ist
auf dem dazu komplementaren Strang lokalisiert (3‘-5°-Strang) (https://www.ncbi.
nim.nih.gov, 08.04.2019). Anstelle von Adenin findet sich im Gen IPO4 daher die
komplementare Base Thymin und anstelle von Guanin die komplementéare Base
Cytosin. Bei rs7146310 handelt es sich um eine Missensevariante. In der Trans-
lation wird bei Vorliegen der Base Thymin die Aminosaure Valin kodiert, bei Vor-
liegen von Cytosin ist die kodierte Aminosaure Alanin. 11 Basenpaare (bp) up-
stream ist ein weiterer SNP (rs45484197) lokalisiert. Es handelt sich um einen
Cytosin-Thymin Polymorphismus. Die Allelverteilung dieses Polymorphismus in
der Europaischen Bevolkerung ist mit 0,93 fur C und 0,07 fur T angegeben (Ta-
belle 16). Das Gleichgewicht nach Hardy-Weinberg ist erfllt.

Tabelle 16 Charakteristika des SNP rs7146310 im Gen IPO4
Daten entnommen von https://www.ncbi.nim.nih.gov, (09.04.2019) und https://genome-euro.ucsc
.edu. (09.04.2019). Legende siehe Tabelle 9

Lokalisation GFin AFin
Europa Europa
chrl4:24184748 Exon 16/30 Missense (Alanin/Valin) 0,54 (GG) 0,74 G
Gen: IPO4 (-) 0,39 (AG) 0,27 A
0,07 (AA)

Mit den Primern R325 und R326 liel3 sich ein PCR-Produkt einer LaAnge von 241
bp mit einem GC-Gehalt von 62% unter Anwendung von CEPH-DNA gut in der
PCR im Thermo Cycler und ebenfalls gut im Light Cycler amplifizieren. Auch die

Amplifikation von Patienten-DNA verlief im Light Cycler erfolgreich (Abb. 6).
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Abb. 6 Etablieren eines Typisierungsassays fur den SNP rs7146310 im Gen IPO4
A. Schematische Darstellung der ausgewahlten Primer Um das Patientenkollektiv
auf den Polymorphismus rs7146310 zu gentypisieren, sollte ein Typisierungsassay etab-
liert werden. Daflr wurden die Primer R325 und R326 angewendet. Die Position der
Primer ist grau unterlegt. B. PCR-Produkt in der Gelelektrophorese Das Typisierungs-
assay wurde in der PCR im Thermo Cycler getestet. In der Gelelektrophorese zeigte sich
das 241 bp lange Amplikon deutlich. Es waren keine Nebenbanden nachzuweisen. Als
Marker wurde pUC19 verwendet.

Schmelzkurvenanalyse fiir den Polymorphismus rs7146310 im Gen IPO4

In der Schmelzkurvenanalyse zeigte sich eine Aufteilung von sechs Proben in
zwei Gruppen (Abb. 7). Es wurde aus beiden Gruppen eine Probe sequenziert.
Diese waren beide homozygot fir G. In einer Analyse von weiteren 16 DNA Pro-
ben im Light Cycler zeigte sich eine Aufteilung der Schmelzkurven in vier Grup-
pen. Im Agarose-Gel der Touchdown-PCR fir die Sequenzierung waren Neben-
banden zu sehen. Es erfolgte die Aufreinigung der Banden aus dem Agarose-
Gel. Fur eine Probe musste dieser Prozess ein weiteres Mal wiederholt werden,
da sich auch nach der ersten Aufreinigung noch eine Nebenbande darstellte. Bis
auf eine Probe, bei der die entsprechende Stelle der Sequenzierung keiner Base

zuzuordnen war, waren alle Proben erneut homozygot fur G (Abb. 7).
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Abb. 7 Genotypisierung des Patientenkollektivs fiir den SNP rs7146310 im Gen
IPO4 A. Ausgewahlter Bereich der Schmelzkurvenanalyse Das in der PCR erfolg-
reich angewandte Assay konnte fiir das HRM Gbernommen und angepasst werden. Dar-
gestellt ist die Fluoreszenzemission der PCR-Produkte bei steigender Temperatur. Die
Schmelzkurvenanalyse wurde bei einer Normierung der Bereiche von 86.21°C bis
87.96°C im tieferen Temperaturbereich und einer Normierung von 90.95 °C bis 91.92°C
im héheren Temperaturbereich durchgefiihrt. B. Schmelzkurvenanalyse Zu sehen ist
das Fluoreszenzsignal in Abhangigkeit von der Temperatur nach Normierung der Tem-
peraturbereiche. Bei steigender Temperatur nimmt die Fluoreszenz ab, da die Doppel-
strdnge zu Einzelstrangen denaturieren. Die Schmelzkurven der Proben sind in zwei
Gruppen mit gleichem Schmelzverhalten aufgeteilt. In der Sequenzierung zeigte sich,
dass beide Gruppen homozygote Proben mit Genotyp G/G enthielten. C. Sequenzierer-
gebnis Dargestellt ist das Ergebnis der Sanger-Sequenzierung von Proben aus beiden
Schmelzkurvengruppen. Bei der oberen Sequenzierung handelt es sich um eine Probe
aus der roten Schmelzkurvengruppe, bei der unteren Sequenzierung handelt es sich um
eine Probe aus der blauen Schmelzkurvengruppe. Beide Proben waren homozygot fur
G. 11 bp upstream ist ein weiterer Polymorphismus, rs45484197, lokalisiert, der bei allen
Proben in der Sequenzierung homozygot fur C war.
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Da nicht davon auszugehen war, dass sich die vorliegende Methode der Analyse
zur Detektion der Polymorphismen eignete, wurde eine unmarkierte Sonde de-
signt. Die unmarkierte Sonde R913 befand sich auf dem Vorwartsstrang (Abb.
8). Die Sonde hatte einen GC-Gehalt von 75% und einer Lange von 20 Basen-
paaren. R913 wurde an DNA getestet, die sich in vorherigen Versuchen gut amp-
lifizieren liel3. Es wurden Typisierungsassays mit Primern im Verhaltnis 1:1, 1:2,
1:5 und 1:10 angewendet, wobei der groRere Anteil dem Ruckwartsprimer R326
entsprach, um einen gréReren Anteil des Ruckwartsstranges zu amplifizieren, an
den die Sonde binden sollte. Erfolgreich war die Amplifikation bei einem Pri-
merverhaltnis von 1:1 und 1:2, allerdings konnte kein Binden der Sonde an den
entsprechenden Strang festgestellt werden (Abb. 9). Die Genotypisierung des zu
untersuchenden Patientenkollektivs war mit den hier angewandten Methoden
nicht moglich (Tabelle 17).

R913
R325 OIA
R J . J
v hd -
93 bp 107 bp R326

Abb. 8 Schematische Darstellung der Sonde R913 zur Genotypisierung der Pati-
entenproben fiir den SNP rs7146310 im Gen IPO4 Um das Schmelzverhalten der Pa-
tientenproben im High-Resolution Melting abh&ngig vom Genotyp unterscheiden zu kon-
nen, wurde eine Sonde generiert. Diese war komplementar zum Ruckwartsstrang und
hatte eine Lange von 20 bp.

Tabelle 17 Zusammenfassende Betrachtung der Analyse des SNP rs7146-
310 im Gen IPO4

Angegeben sind die Bedingungen, die fiir das Typisierungsassay gewahlt wurden. Legende siehe
Tabelle 11

Primerpaar Produkt- MgCl2 DMSO Sonde HRM
lange Gradient

R325_IPO4_mis310_F2
R326_IPO4_mis310_R2

R913 IPO4_ Genotypisierung nicht

241 2,5mM X mis._S-P moglich
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Abb. 9 Anwendung der Sonde R913 zur Genotypisierung der Patientenproben fir
den SNPrs7146310 im Gen IPO4 A. Schmelzkurvenanalyse mit Sonde und Primer
im Verhaltnis 1:1 Bei gleichem Verhaltnis der Primer wurde genug PCR-Produkt ampli-
fiziert, um eine Schmelzkurvenanalyse durchzufuhren, welche hier abgebildet ist. Es ist
die Ableitung des Fluoreszenzsignals im Verlauf des Temperaturanstieges zu sehen. Es
zeigt sich fur alle Proben ein Kurvenverlauf, wie er auch bei der Schmelzkurvenanalyse
ohne Sonde zu erwarten gewesen ware. Die Analyse liel3 daher darauf schlie3en, dass
kein Binden und Abschmelzen der Sonde stattgefunden hatte. B. Schmelzkurvenana-
lyse mit Sonde und Primer im Verhdltnis 1:2 Bei Einsatz der Forward- und Reverse-
primer im Verhaltnis 1:2 war im Light Cycler genug Amplifikation nachzuweisen, um eine
Schmelzkurvenanalyse durchzufihren. Es ist die Ableitung des Fluoreszenzsignals im
Verlauf des Temperaturanstieges zu sehen. Der Kurvenverlauf lasst auf kein verander-
tes Schmelzverhalten durch die Sonde schlieRen. C. Amplifikation des Typisierungs-
assays mit Sonde und Primer im Verhdaltnis 1.5 Hier gezeigt ist die aufgezeichnete
Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der Zeit ab Beginn der PCR. Bei einem Primerverhalt-
nis von 1:5 war nur eine sehr geringe, nicht zur Schmelzkurvenanalyse ausreichende
Amplifikation nachzuweisen. D. Amplifikation des Typisierungsassays mit der
Sonde R913 und Primer im Verhdltnis 1:10 Es ist die detektierte Fluoreszenz in Ab-
héangigkeit von der Zeit ab Beginn der PCR dargestellt. Auch bei einem Primerverhaltnis
von 1:10 zeigte sich keine fur die Schmelzkurvenanalyse ausreichende Amplifikation.
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3.1.5 Etablierung eines Typisierungsassays fir den SNP rs4794016 im Ka-
ryopherin-B1-Gen (KPNB1)

Auch das Protein Karyopherin-B1 (KPNB1) ist an dem Transport durch den NPC
malfigeblich beteiligt. KPNB1 bildet einen Komplex mit dem Importin und dessen
Cargo-Protein und dockt diese an den NPC an. Im Folgenden wird der Komplex
Ran-GTPabhangig in den Nucleus transportiert (Jakel et al., 1999; Jakel &
Gurlich, 1998; Mingot et al., 2009). Das Gen KPNB1 liegt auf Chromosom
17921.32. Es sind zwei Transkriptionsvarianten bekannt. Der SNP rs4794016 ist
ein Adenosin-Thymin Polymorphismus, der sich in der Promotorregion von
KPNB1 befindet. Bei der Transkriptionsvariante 1 ist der rs4794016 ca. 1500 bp
upstream des Transkriptionsstarts lokalisiert. Bei der Transkriptionsvariante 2
liegt der SNP ca. 1000 bp upstream des Transkriptionsstarts. Das Allel Adenin
kommt mit einer Frequenz von 0,54 in der europaischen Bevdlkerung haufiger
vor, als Thymin mit einer Frequenz von 0,46 (Tabelle 18). Das Gleichgewicht

nach Hardy-Weinberg ist erfullt.

Tabelle 18 Charakteristika des SNP rs4794016 im Gen KPNB1
Daten entnommen von https://genome-euro.ucsc.edu/, (08.04.2019) und https:// www.ncbi.nlm.
nih.gov, (08.04.2019). Legende siehe Tabelle 10

Lokalisation Transkriptionsvariante GFin AFin
Europa Europa

chrl7:47648565 TV1: 1273 bp upstream vom TSP 0,29 (AA) 0,54 A

Gen: KPNB1 TV2: 2631 bp upstream vom TSP 0,50 (AT) 046 T
0,22 (TT)

Um zu prifen, ob der Genotyp fir rs4794016 einen Einfluss auf das Erkrankungs-
alter der SCA3-Patienten hat, wurden insgesamt drei verschiedene Genotypisie-
rungsassays getestet. Die Primerpaarkombination R836 und R835 sollte ein 297
bp langes PCR-Produkt amplifizieren. Es zeigten sich trotz Optimierungsversuch
mit DMSO und Veranderung der MgClz2 Konzentration starke Nebenbanden im
Agarosegel. Die Genotypisierung der Patienten auf den Polymorphismus
rs4794016 wurde mit diesem Assay daher nicht weiterverfolgt. Im Ansatz mit der
Primerpaarkombination R189 und R190 wurde ein PCR-Produkt mit einer L&nge
von 387 bp amplifiziert. Es lie3 sich sowohl nach der PCR im Thermo Cycler

sowie nach der Amplifikation im Light Cycler unter Anwendung von CEPH-DNA
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ein Amplifikationsprodukt nachweisen. In der Gelelektrophorese waren leichte
Nebenbanden zu sehen. Wurde das Typisierungsassay im Light-Cycler mit Pati-
enten-DNA geprift, so zeigte sich auch nach Ermittlung der optimalen MgClz-
Konzentration und Anwendung von DMSO nur bei weniger als 20% der Proben
eine Amplifikation. Dieses Assay eignete sich nicht zur Genotypisierung des Pa-
tientenkollektivs. Im Ansatz mit dem Primerpaar R852 und R835 funktionierte die
Amplifikation des 267 bp langen PCR-Produktes in der PCR im Thermo Cycler
und im Light Cycler zuverlassig (Abb. 10). Daher wurde dieses Assay fur die Ty-

pisierung gewahlt.

A R189

—
R836 R852 AT Ij
e e v 2\ % e v ) —
10 bp 142 bp 83 bp R835 109 bp R190
B Pat.1 Pat.2 Pat.1 Pat.2

489 bp
404 bp
331 bp

242 bp
190 bp

147 bp
111 bp

67 bp

34 bp

Abb. 10 Etablieren eines Typisierungsassays fur den SNP rs4794016 im Gen
KPNB1 A. Schematische Darstellung der ausgewahlten Primer Fir die Genotypisie-
rung sollte ein Assay etabliert werden. Drei verschiedene Primerpaare wurden getestet.
Die Bindungsstellen der Primer sind in der Abbildung grau unterlegt. Dunklere Grautdne
zeigen sich Uberschneidende Bindungsstellen unterschiedlicher Primer an. Weil3 sind
die zwischen den Primern liegenden Sequenzen. B. PCR-Produkt in der Gelelektro-
phorese Das Assay wurde in der PCR im Thermo Cycler getestet. Das Assay mit dem
Primerpaar R189 und R190 erzeugte ein 387 bp langes Amplikon mit leichten Neben-
banden. Das Assay mit dem Primerpaar R852 und R835 zeigte in der Gelelektrophorese
ein 267 bp langes Amplikon ohne Nebenbanden. Als Marker wurde pUC19 verwendet.
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Schmelzkurvenanalyse fiir den Polymorphismus KPNB1 rs4794016:

In der Schmelzkurvenanalyse zeigte sich eine Aufteilung der Kurven in 2 Grup-
pen (Abb. 11). In der roten Schmelzkurvengruppe befanden sich sowohl homozy-
gote Proben mit Genotyp A/A als auch heterozygote Proben mit Genotyp A/T. In
der blauen Gruppe befanden sich ebenfalls sowohl heterozygote Proben als auch
homozygote Proben mit Genotyp T/T (Abb. 11). Da beide Gruppen keinem Ge-
notyp eindeutig zuzuordnen waren, lief3 sich daraus schlie3en, dass mit dieser
Methode eine Genotypisierung des Patientenkollektivs nicht moglich sein wirde.
Daher wurde eine unmarkierte Sonde designt. Die Sonde R920 wurde komple-
mentar zu dem Ruckwartsstrang der um den Polymorphismus liegenden DNA-
Region generiert. Der CG-Gehalt betrug 55% bei einer Lange von 29 Basenpaa-
ren. Es wurden sowohl symmetrische als auch asymmetrische PCRs getestet.
Fur die asymmetrische PCR wurde im Verhaltnis weniger Vorwartsprimer einge-
setzt, um eine Uberproduktion des Riickwartsstranges zu bewirken, an dem die
Sonde binden sollte. Bei einem Primerverhéltnis von 1:2, 1:5 und 1:10 war keine
Amplifikation zu sehen. Es zeigte sich lediglich bei der symmetrischen PCR mit
einem Primerverhaltnis von 1:1 eine minimale Amplifikation, welche jedoch nicht
zur Durchfiuihrung einer Schmelzkurvenanalyse ausreichend war (Abb. 12). Es
war also auch mit der Sonde unter den gegebenen Voraussetzungen keine Zu-
ordnung der Schmelzkurvengruppen einem bestimmten Genotyp mdglich. Dar-
aus liel3 sich schliel3en, dass mit den hier angewandten Methoden keine Geno-
typisierung der Patienten fur den Polymorphismus rs4794016 im Karyopherin-G1
Gen maglich war (Tabelle 19).

Tabelle 19 Zusammenfassende Betrachtung der Analyse des SNP rs4794-
016 im Gen KPNB1

Angegeben sind die Bedingungen, die fir das Typisierungsassay gewahlt wurden. Legende
siehe Tabelle 11

Primerpaar Produkt- MgCl2 DMSO Sonde HRM
lange Gradient

R835 KPNB1_Prom_R _ _ - . )
R836_KPNB1 Prom F 297 nicht durchgefihrt

R189_KPNB1-Prom16-F1 — <20% d. Proben
R190_KPNB1-Prom16-R1 87 2,0 mM 8 amplifiziert

R852_KPNB1_Prom_F
R835_KPNB1_Prom R

R920_KPNB1_  Genotypisierung nicht

267 2,5mM X Sonde_F moglich
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Abb. 11 Genotypisierung des Patientenkollektivs fir den SNP rs4794016 im Gen
KPNB1 A. Ausgewahlter Bereich der Schmelzkurvenanalyse Mit HRM sollten DNA-
Proben der SCA3-Patienten-DNA genotypisiert werden. Zu sehen ist das Fluoreszenz-
signal in Abh&ngigkeit von der steigenden Temperatur. Es wurde eine Normierung aller
Schmelzkurven in den Temperaturbereichen gewahlt, bei denen die deutlichste Unter-
teilung der Kurven in Gruppen zu sehen war. Die Schmelzkurven wurden im tieferen
Temperaturbereich zwischen 85,97°C und 86,94 °C normiert. Im héheren Temperatur-
bereich erfolgte die Normierung zwischen 90.07°C und 90,76 °C. B. Schmelzkur-
venanalyse Hier abgebildet ist die Schmelzkurvenanalyse nach Normierung der
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Temperaturbereiche. Zu sehen ist die detektierte Fluoreszenz in Abhangigkeit von der
Temperatur. Je hoher die Temperatur, desto geringer ist das Fluoreszenzsignal. Es
zeigte sich eine Aufteilung der Schmelzkurven in zwei Gruppen. Die Sequenzierung
ergab, dass die blaue Schmelzkurvengruppe Proben mit Genotyp T/T und A/T enthielt.
Die rote Schmelzkurvengruppe bestand aus Proben mit Genotyp A/A und A/T. C. Se-
guenzierergebnis In der oberen Kurve dargestellt ist das Ergebnis der Sanger Sequen-
zierung von einer Probe der roten Schmelzkurvengruppe, welche homozygot fir A war.
In derselben Schmelzkurvengruppe konnten dartber hinaus Proben sequenziert wer-
den, die heterozygot waren (mittlere Sequenzierkurve). Die unten dargestellte Kurve
zeigt das Ergebnis der Sequenzierung einer Probe aus der blauen Schmelzkurven-
gruppe mit dem Genotyp T/T.

A
R920
R852 AT
| [ ]
(3 J\ J
Y Y L —
145 bp 83 bp R835
B

500
450
— 400
S 350
=300
0 250
S0
T 150
& 100
50

00

0:11:21 0:21:32 0:35:44 0:50:27 1:06:38 1:20:34

Zeit (hh:mm:ss)

Abb. 12 Anwendung der Sonde R920 zur Genotypisierung der Patientenproben fur
den SNP rs4794016 im Gen KPNB1 A. Schematische Darstellung der Sonde Da
mittels Schmelzkurvenanalyse keine eindeutige Zuordnung der Proben zu einem be-
stimmten Genotyp moglich war, wurde eine unmarkierte Sonde generiert. Die Sonde
R920 war komplementér zum Rickwartsstrang und hatte eine Lange von 29 bp. B. Amp-
lifikation des Typisierungsassays mit Sonde Die Amplifikation der Assays mit Sonde
wurde mit unterschiedlichen Primerkonzentrationen getestet. Sowohl bei der symmetri-
schen PCR, als auch bei den asymmetrischen PCRs mit Primerverhéltnis 1:2, 1:5 und
1:10 (Forwardprimer : Reverseprimer) zeigte sich keine fur die Schmelzkurvenanalyse
ausreichende Amplifikation.
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3.1.6 Etablierung eines Typisierungsassays fur den SNP rs34647 im
Transportin-1-Gen (TNPO1)

Bei TNPO1 handelt es sich um ein Protein, das am Transport in den Zellkern
beteiligt ist. Es erkennt das NLS und fuihrt dazu, dass der Komplex aus Importin
und Substrat an den NPC binden (Chook & Blobel, 2001). Das Gen TNPO1 liegt
auf Chromosom 5q13.2 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 08.04.2019). Es sind funf
Transkriptionsvarianten bekannt. Hier sollte ein moglicher Einfluss des SNP
rs34647 auf das Erkrankungsalter der an SCA3 erkrankten Patienten untersucht
werden. Rs34647 ist entweder zwischen ca. 169 und 3200 bp upstream des
Transkriptionsstarts von TNPO1 oder in der 5’UTR lokalisiert. Es handelt sich um
einen Guanin-Cytosin Polymorphismus. In der europaischen Bevélkerung kommt
Guanin mit einer Allelfrequenz von 0,83 und Cytosin mit einer Allelfrequenz von
0,17 vor. Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ist erfiillt (Tabelle 20). Mit dem Ziel,
die Patienten zu genotypisieren, wurde ein Assay mit dem Primerpaar R173 und
R174 erstellt (Abb. 13). Das Amplikon betrug eine Lange von 136 bp. In der PCR
im Thermo Cycler liel3 sich das PCR-Produkt schwach darstellen. Optimierungs-
versuche ergaben keine Verbesserung. Im Light Cycler liel3 sich nur bei weniger

als 40% der PCR-Produkte eine Amplifikation hachweisen.

Tabelle 20 Charakteristika des SNP rs34647 im Gen TNPOL1
Daten entnommen von https://genome-euro.ucsc.edu, (08.04.2019) und http://www.ncbi.nlm.
nih.gov, (08.04.2019). Legende siehe Tabelle 10

Lokalisation Transkriptionsvariante GFin AFin
Europa Europa
chr5:72816594 TV 1: 5'UTR 0,69 (GG) 0,83G
Gen: TNPO1 TV X1: 156 bp upstream vom TSP 0,28 (CG) 0,17C
TV 2, X2: 31509 bp upstream vom TSP 0,03 (CC)

TV X3: 31533 bp upstream vom TSP

Schmelzkurvenanalyse fiir den Polymorphismus rs34647 im Gen TNPO1:

Die Schmelzkurvenanalyse wurde im Gegensatz zu den Analysen der anderen
Polymorphismen mit einer Schmelztemperatur bis 97°C durchgefiihrt, da erst bei
dieser Temperatur die vollstindige Denaturierung der Doppelstrdnge zu Einzel-
strangen erfolgt war. In der Analyse zeigte sich, dass von den Proben, die ampli-
fiziert worden waren, einige Schmelzkurven bereits friher abbrachen (Abb. 14).

Um zu Uberprifen, ob das Schmelzverhalten durch einen bestimmten Genotyp
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Abb. 13 Etablieren eines Typisierungsassays fur den SNP rs34647 im Gen TNPO1
A. Schematische Darstellung der ausgewéahlten Primer In der Abbildung grau unter-
legt sind die Bindungsstellen der Primer R173 und R174. Weil} ist die zwischen den
Primern liegende Sequenz. B. Gelelektrophorese mit dem PCR-Produkt aus der PCR
im Thermo-Cycler Um die Patientenproben mittels High-Resolution Melting genotypi-
sieren zu kénnen, wurde ein Assay flr die Amplifikation in der PCR erstellt. Das Typisie-
rungsassay mit dem Primerpaar R173 und R174 erzeugte ein Amplikon mit einer Lange
von 136 bp.

bedingt war, wurden die PCR-Produkte zunachst auf ein praparatives Agarosegel
aufgetragen, aufgereinigt und dann sequenziert. In der Gelelektrophorese der
Proben, die im Light Cycler bereits bei ca. 80°C abschmolzen, zeigten sich Ne-
benbanden. Eine Sequenzierung dieser Proben gelang nicht, da die Fluoreszen-
zemission zu gering fir eine zuverlassige Sequenzanalyse war. In der Gelelekt-
rophorese der Proben, die im Light Cycler bei ca. 94°C abschmolzen, waren
keine Nebenbanden zu sehen (Abb. 14). Insgesamt wurden aus der Gruppe der
Proben mit langem Schmelzkurvenverlauf, die bei 94°C denaturierten, acht Pro-
ben sequenziert. Bei vier Ansatzen fiel das Signal zu schwach aus, die Sequen-
zierung war nicht méglich. Bei drei Proben wurde der Genotyp C/C festgestellt,
bei einer Probe G/G. Dabei war keine genotypabhangige Zuordnung zu Schmelz-
kurvengruppen gegeben (Abb. 15). Anhand des Schmelzkurvenverlaufs war fur

diese Proben keine Genotypisierung moglich.
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Abb. 14 Schmelzkurven und PCR-Produktim HRM des Typisierungsassays flr den
SNP rs34647 im Gen TNPOL1 A. Dargestellt ist das detektierte Fluoreszenzsignal im
Verlauf der ansteigenden Temperatur. Es zeigt sich, dass einige Proben ihren Schmelz-
punkt schon bei ca. 80°C, andere erst bei ca. 94°C erreichen. B. Mit dem PCR-Produkt
aus dem HRM wurde eine Gelelektrophorese durchgefihrt. Bei der Gelelektrophorese
der Schmelzkurven, die ihren Schmelzpunkt bei 80°C erreicht hatten (SKK) zeigten sich
Nebenbanden. Bei den Proben, deren Schmelzkurven ihren Schmelzpunkt erst bei ca.
94°C erreichten (SKL), stellte sich das PCR-Produkt ohne Nebenbanden und in der vom
Typisierungsassay erwarteten Gro3e (136 bp) dar. erzeugte.

Da also nur ein geringer Anteil der Proben amplifiziert wurde, sich von diesen
Proben darlber hinaus nur ein Teil ohne Nebenbanden darstellte, war eine Ge-
notypisierung des Patientenkollektivs fir den Einzelnukleotidpolymor-phismus
rs34647 mit diesen Methoden nicht moglich (Tabelle 21). In dem Projekt der me-
dizinischen Doktorandin stud. med. Annemarie Koebsch (Publikation noch aus-
stehend) waren bereits sieben weitere Typisierungsassays getestet worden. Fur
diese Assays waren sieben andere Primerpaare generiert worden. Auch mit die-
sen Assays war die Genotypisierung der Patienten fur den Polymorphismus

rs34647 nicht moglich. Es wurde nach weiteren Primern flr ein neues
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Typisierungsassay recherchiert. Dabei stellte sich heraus, dass es nicht mdglich
war, bisher noch nicht getestete Primer zu generieren, die die geforderten Krite-

rien von Schmelztemperatur, Amplikonlange und CG-Gehalt erfillen wirden.

Tabelle 21 Zusammenfassende Betrachtung der Analyse des SNP rs34647

im Gen TNPOL1
Angegeben sind die Bedingungen, die fiir das Typisierungsassay gewahlt wurden. Legende siehe
Tabelle 11

Primerpaar Produkt- MgCl2 DMSO PCR HRM
lange Gradient erfolgreich
R173_TNPO1-Ex1UTR-R1 . Genotypisierung nicht
R174_ TNPOL-ExIUTR-F2 136 25mM X ja moglich
A
100.0004 - ———— N
90,000 ’\\
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Abb. 15 Genotypisierung der Patientenproben fir den SNP rs34647 im Gen TNPO1
A. Schmelzkurvenanalyse Dargestellt ist das detektierte Fluoreszenzsignal bei stei-
gender Temperatur im normierten Temperaturbereich (90,33°C bis 91,26°C und 94,88°C
95,89°C). Es zeigte sich keine deutliche Aufteilung der Schmelzkurven in verschiedene
Gruppen. Zwar waren die Schmelzkurven unterschiedlich farblich markiert, es war aller-
dings eine starke Uberlappung und Uberschneidung der Kurven zu erkennen B. Se-
guenzierergebnis Aus den farblich markierten Gruppen wurden acht Proben sequen-
ziert. Die Sequenzierung fiel undeutlich aus. Eine der Proben war homozygot fir G und
drei homozygot fur C, wie hier exemplarisch dargestellt.
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3.2 Einfluss des SNP rs2426109 im Chromosome-Segregation-1-like-Gen
(CSELL) auf das Erkrankungsalter von SCA3-Patienten

Die bisher beschriebenen Proteine sind vor allem wahrend dem Import eines
Substrates in den Nucleus aktiv. Einige der Transportproteine ermdglichen den
Import in den Zellkern, indem sie an ein Cargo-Protein mit NLS binden. Im Zell-
kern dissoziieren die Importine und das Substrat (Nachury et al., 1998; Radu et
al., 1995). Das Protein CSELL ist selbst nicht aktiv an dem Transportvorgang in
den Zellkern beteiligt, sondern transportiert die Importine aus dem Zellkern her-
aus, wo sie erneuten fur den Import von Proteinen mit NLS zur Verfiigung stehen
(Kutay et al., 1997). Das Gen CSE1L liegt auf Chromosom 20g13.13. Es sind vier
Transkriptionsvarianten bekannt. Rs2426109 ist zwischen 225 und 156 bp up-
stream des Transkriptionsstarts von CSELL lokalisiert (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov, 09.04.2019). Es handelt sich hierbei um einen Cytosin-Guanin Polymorphis-
mus. Cytosin liegt mit einer Frequenz von 0,57 und Guanin mit einer Frequenz
von 0,43 in der europaischen Bevolkerung vor (Tabelle 22). Das Hardy-Wein-
berg-Gleichgewicht ist erfillt.

Tabelle 22 Charakteristika des SNP rs2426109 im Gen CSE1L
Daten entnommen von https://genome-euro.ucsc.edu, (09.04.2019) und http://www.ncbi .nIm.nih.
gov, (09.04.2019). Legende siehe Tabelle 10

Lokalisation GFin AFin
Europa Europa
chr20:49046090 TV 1-3: 156 bp upstream vom TSP 0,33 (CC) 0,57C
Gen: CSE1L TV X1: 225 bp upstream vom TSP 0,49 (CG) 0,43 G
0,18 (GG)
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3.2.1 Etablierung eines Typisierungsassays fur den SNP rs2426109 im
CSE1L-Gen

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob der SNP rs2426109 einen
Einfluss auf das Erkrankungsalter von SCA3-Patienten hat. Dazu erfolgte zu-
nachst die Genotypisierung der Patienten aus dem Patientenkollektiv. Fir die
Genotypisierung wurde ein Assay mit dem Primerpaar R299 und R300 ange-
setzt. Das 196 bp lange PCR-Produkt konnte in der PCR im Thermo Cycler gut
amplifiziert werden (Abb. 16). Auch im Light Cycler war die Amplifikation mit
CEPH-DNA erfolgreich und funktionierte bei Zugabe von 2,5 mM MgClz am bes-
ten. Unter diesen Bedingungen wurde eine Amplifikation des PCR-Produktes mit

Patienten-DNA durchgefuihrt. Diese funktionierte ebenfalls zuverlassig.
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Abb. 16 Etablieren eines Typisierungsassays fir den SNP rs2426109 im Gen
CSEI1L A. Schematische Darstellung der ausgewéhlten Primer Um eine Genotypi-
sierung des Patientenkollektivs fur den Polymorphismus rs2426109 durchzufuhren,
sollte ein Typisierungsassay etabliert werden. Dafur wurden die Primer R299 und R300
angewendet, deren Position in der Abbildung grau unterlegt ist. Der Bereich zwischen
den Primern ist weild markiert. B. PCR-Produkt in der Gelelektrophorese Um eine Ge-
notypisierung des Patientenkollektivs fur den Polymorphismus rs2426109 im CSELL
Gen durchzufihren, wurde zunéchst ein Assay etabliert. Dieses erzeugte ein PCR-Pro-
dukt einer Lange von 196 bp. Als Marker wurde pUC19 verwendet. Das PCR-Produkt
stellte sich ohne Nebenbanden in der Gelelektrophorese dar.
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3.2.2 Schmelzkurvenanalyse und Genotypisierung far den SNP rs2426109
im CSE1L-Gen

In der Schmelzkurvenanalyse zeigte sich eine Aufteilung der Schmelzkurven in
zwei Gruppen. Die Schmelzkurvengruppen waren am deutlichsten bei einer Nor-
mierung des tiefen Temperaturbereichs zwischen 83.43°C bis 84.17°C und des
hohen Temperaturbereichs zwischen 88.66°C bis 89.48°C voneinander unter-
scheidbar (Abb. 17). Die Sequenzierung mehrerer Proben ergab, dass eine
Gruppe aus heterozygoten Genotypen bestand. Die andere Gruppe bestand aus
den beiden homozygoten Genotypen (Abb. 17).
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Abb. 17 Schmelzkurvenanalyse des Typisierungsassays fur den SNP rs2426109
im Gen CSE1L A. Ausgewahlter Bereich der Schmelzkurvenanalyse Das in der PCR
erfolgreich angewandte Assay konnte fiir das HRM lbernommen und angepasst wer-
den. Dargestellt ist die Fluoreszenzemission der PCR-Produkte bei steigender Tempe-
ratur. Bei einer Normierung der Bereiche von 83.43°C bis 84.17°C im tieferen Tempera-
turbereich und einer Normierung von 88.66°C bis 89.48°C im héheren Temperaturbe-
reich wurde die Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. B. Schmelzkurvenanalyse In der
Schmelzkurvenanalyse zeigte sich eine Aufteilung der Schmelzkurven in 2 Gruppen. Die
Sequenzierung ergab, dass es sich bei der blauen Kurve um die Patienten mit homozy-
gotem Genotyp fur C oder G handelte, die rote Kurve reprasentierte die heterozygoten
Patienten. Die angewandten Methoden liel3en lediglich zwischen homozygoter und he-
terozygoter Patienten-DNA unterscheiden.
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Es konnte mit der Schmelzkurvenanalyse so nur zwischen heterozygoten und
homozygoten Proben unterschieden werden. Eine Genotypisierung des gesam-
ten Patientenkollektivs war mit dem hier angewandten Typisierungsassay nicht
maoglich. Daher wurde eine unmarkierte Sonde generiert (Tabelle 25). Der GC-
Gehalt der Sonde betrug 52% bei einer Lange von 52 Basenpaaren. Diese sollte
an die Region um den Polymorphismus binden. Abhéngig vom Genotyp der un-
tersuchten Probe wurde ein fur diesen charakteristisches Schmelzmuster erwar-
tet, welches die Zuordnung der Proben zu den verschiedenen Genotypen ermdg-
lichen sollte. Um die Amplifikation mit der Sonde 1_CSE1L_Prom_S.-P zu tes-
ten, wurde eine Reihe von Versuchsansatzen mit symmetrischer und asymmet-
rischer PCR erstellt. Weil die Sonde auf dem Vorwartsstrang lag, wurden die
asymmetrischen PCRs mit jeweils geringerem Anteil des Vorwartsprimers R299,
sowie eine symmetrische PCR mit gleicher Konzentration der Primer durchge-
fuhrt. Bei der symmetrischen PCR fand eine Amplifikation statt. Bei den asym-
metrischen PCRs wurde im Light Cycler keine fur eine Schmelzkurvenanalyse
ausreichende Amplifikation detektiert. In der Schmelzkurvenanalyse der symmet-
rischen PCR zeigte sich kein Hinweis auf ein Abschmelzen der Sonde. Die An-
wendung dieser Sonde eignete sich unter den gegebenen Bedingungen nicht
dazu, das Patientenkollektiv zu genotypisieren. Daher wurde eine andere Me-
thode zur Genotypisierung gewahlt. Mit der klassischen Schmelzkurvenanalyse
konnte aktuell zwischen heterozygoten und homozygoten Proben unterschieden
werden (Abb. 17). Um innerhalb der Gruppe der homozygoten Proben zwischen
den Genotypen unterscheiden zu kénnen, wurde den homozygoten Proben eine
fur den Polymorphismus ebenfalls homozygote DNA beigemischt. Hatten die
Proben einen anderen Genotyp als die beigemischten DNA, so zeigten diese nun
einen anderen Schmelzkurvenverlauf. Lag der gleiche Genotyp vor, veranderte
sich das Schmelzmuster nicht. Zunachst wurden mehrere CEPH-DNAs sequen-
ziert, um zuverlassig einen geeigneten Genotyp zu finden. Beigemischt wurde
eine fur G/G homozygote CEPH-DNA. Da sich die Konzentration der Patienten-
DNAs im Bereich zwischen 8 ng/ul bis 10 ng/ul befanden, wurde die Konzentra-
tion der CEPH-DNA mittels Extinktionsmessung bestimmt und auf eine Konzent-

ration von 10 ng/pl verdunnt. In einer anschlieenden Versuchsreihe wurde
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bestimmt, in welchem Verhaltnis Patienten-DNA zu CEPH-DNA sowohl die zu-
verlassigste Amplifikation als auch die eindeutigste Schmelzkurvenaufteilung
zeigten. Es wurden die Verhéltnisse 1:1, 2:1 sowie 2:2 getestet. Ein Verhaltnis
2:1 von Patienten-DNA zu CEPH-DNA zeigte die beste Amplifikation. Daher
wurde dieses Verhéltnis fir das Typisierungsassay gewahlt (Tabelle 23). Die
Schmelzkurvenanalyse ergab erneut eine Aufteilung in zwei Gruppen (Abb. 18).
Die Sequenzierung von jeweils zwei Proben aus einer Gruppe ergab, dass es
sich bei der einen Gruppe um den homozygoten Genotypen G/G und bei der
anderen Gruppe um den homozygoten Genotypen C/C handelte (Abb. 18). Mit

dieser Methode war es moglich, 421 Patienten zu genotypisieren.

Tabelle 23 Ansatz der PCR mit gemischter DNA im Light Cycler

PCR-Mix: Menge
Patienten-DNA 1,0 pl
CEPH 1329407 0,5 pl
Mastermix 5,0 ul
Wasser 2,1 ul
MgCl, 1,0
Forward — Primer 0,2 pl
Reverse — Primer 0,2 ul
Gesamtvolumen 10,0 pl
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Abb. 18 Genotypisierung des Patientenkollektivs fiir den SNP rs2426109 im Gen
CSELL A. Schmelzkurvenanalyse mit beigemischter DNA Um innerhalb der Gruppe
der homozygoten Patienten zwischen den Genotypen C/C und G/G differenzieren zu
kénnen, wurde dem Typisierungsassay homozygote CEPH-DNA mit dem Genotyp G/G
beigemischt. Zu sehen ist die Schmelzkurvenanalyse, die das Fluoreszenzsignal in Ab-
héangigkeit von der Temperatur zeigt. Es kénnen zwei Schmelzkurvengruppen ausge-
macht werden. Die obere blaue Kurve bestand aus homozygoten Proben mit Genotyp
G/G. Die Gruppe der roten Kurven, die dem Verlauf von heterozygoten Genotypen ent-
sprachen, bestand aus Proben mit dem Genotyp C/C. B. Sequenzierergebnis Hier dar-
gestellt ist das Ergebnis der Sanger-Sequenzierung von Patientenproben fur den Poly-
morphismus CSE1L rs2426109. Die obere Kurve zeigt das Sequenzierergebnis vom ho-
mozygoten Genotyp C/C. Die mittlere Kurve zeigt das Sequenzierergebnis einer hetero-
zygoten Probe mit Genotyp C/G. Die untere Kurve zeigt das Sequenzierergebnis vom
homozygoten Genotyp G/G.
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3.2.3 Einfluss der Genotypen von rs2426109 im CSE1L-Gen auf das Erkran-
kungsalter von SCA3-Patienten

Nachdem es gelungen war, das Patientenkollektiv zu genotypisieren, war es nun
moglich mittels statistischer Analyse herauszufinden, ob es einen Zusammen-
hang zwischen Erkrankungsalter und Genotyp des SNP rs2426109 bei SCAS3-
Patienten gibt. Zur Analyse geeignet waren 421 von insgesamt 517 vorhandenen
Patientenproben. Bei den Ubrigen Proben blieb die Amplifikation entweder aus
oder war zu schwach, um eine Analyse durchzufihren. Die 421 Patientenproben
wurden zunachst auf CAG-Repeatanzahl und Haufigkeit der Polymorphismen
untersucht und diesbezuglich mit der europaischen Normalbevolkerung vergli-
chen. Der Genotyp G/G kommt in der durchschnittlichen Bevélkerung zu 18%,
C/G zu 49% und C/C zu 33% vor. Im untersuchten Patientenkollektiv waren 75
Personen homozygot fur C (18%), 203 waren heterozygot C/G (48%) und 143
waren homozygot fur G (34%). Bei der statistischen Analyse musste berlcksich-
tigt werden, dass in dem untersuchten Patientenkollektiv auch Familien mit mehr
als einem Mitglied erfasst worden waren. Daher wurde fur jeden Patienten mit
Verwandschaftsbeziehungen ein Gewichtungsfaktor erstellt, der sich aus eins
durch die Anzahl der Familienmitglieder berechnen lie3. Nach Anwendung der
Gewichtungsfaktoren der Verwandten blieb rechnerisch ein Patientenkollektiv mit
257 unabhangigen bzw. nicht verwandten Personen ubrig. Davon hatten 35%
den Genotyp G/G, 47% den Genotyp C/G und 18% den Genotyp C/C. Dies ent-
sprach 89 Patienten mit G/G, 121 Patienten mit C/G und 47 Patienten mit C/C.
Um zu testen, ob das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht fir das untersuchte Kollek-
tiv erfullt war (Hardy, 1908), wurden zunachst die Allelfrequenzen berechnet (For-
mel 1 & 2).

_ 2x@O+(CE) _ 2x89+121 299
P X (GG+CG+CC)  2x(89+121+47) 514
2% (CO)+(C6)  2x47+121 215

1= 27X (GG+CG+CC) 2x(89+121+47) 514

Formel 1 & 2 Berechnung der Allelfrequenz fir den SNP rs2426109 mit Hilfe des
Hardy-Weinberg-Gesetzes. Formel 1 Berechnung der Allelfrequenz fur das haufigere
Allel: G = p. Formel 2 Berechnung der Allelfrequenz fiir das seltenere Allel: C = q.
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Hier ergab sich eine Allelfrequenz von 0,58 fur G und 0,42 fur C. Es zeigte sich
eine ahnliche Allelfrequenz wie in der europaischen Allgemeinbevdélkerung (Ta-
belle 22). Fur jeden Genotyp wurde berechnet, welche Anzahl an Patienten nach
Hardy-Weinberg zu erwarten war (Formel 3-5).

299\°
erwartete GG = p? X 257 = (—) X 257 = 86,97

514
CG =2 256 = 2 299 215 257 = 125,07
erwartete = 4pq X = 4ZX m X m X = ,

2

215
erwartete CC = q? X 257 = (ﬂ) X 257 = 44,97

Formel 3-5 Berechnung der nach Hardy-Weinberg erwarteten Patientenanzahl flr
den SNP rs2426109 im untersuchten Patientenkollektiv abhangig von der ermittel-
ten Allelfrequenz. Formel 3 Berechnung der erwarteten Anzahl von Patienten mit G/G.
Formel 4 Berechnung der erwarteten Anzahl von Patienten mit C/G. Formel 5 Berech-
nung der erwarteten Anzahl von Patienten mit C/C.

Mit dem Chi-Quadrat-Test wurde berechnet (Pearson, 1900), ob die Genotypen
im untersuchte Patientenkollektiv nach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ver-
teilt waren (Formel 6). Bei dem Chi-Quadrat-Test gilt, dass die Null-Hypothese
auf dem 5%-Signifikanzniveau zuriickgewiesen wird, wenn X?> 3,84 ist. Die Null-
Hypothese ist, dass das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht erfillt ist. Hier ist X2
=0,27 und somit X?< 3,84. Das Gleichgewicht nach Hardy-Weinberg wurde somit

erfullt.

¥z Z (0 —E)* (89 —86,96)* N (121 — 125,07)? N (47 — 44,97)?
N E N 88,48 125,07 44,97
= 0,05+ 0,13 + 0,09 = 0,27

Formel 6 Uberpriifung der Verteilung der Genotypen des SNP rs2426109 auf das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mit dem Chi-Quadrat-Test

Fur die weitere statistische Auswertung der Daten, wurden diese auf Normalver-

teilung Uberprift. Es wurden drei Patientengruppen verglichen. Die Gruppen
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bestanden aus Patienten mit dem jeweils gleichen Genotyp im SNP rs2426109.
Zunachst wurde getestet, ob die Erkrankungsalter innerhalb der Patientengrup-
pen normalverteilt waren. Dabei zeigte sich im Shapiro-Wilk-Test, der mit JMP
12.2.0 durchgefuhrt wurde, eine Normalverteilung der Erkrankungsalter und der
CAG-Repeatanzahlen innerhalb aller Patientengruppen (p < 0,0001 fur die Pati-
entengruppe mit Genotyp C/C, C/G und G/G). Mit ANOVA wurde untersucht, ob
es einen signifikanten Unterschied zwischen den Mittelwerten der CAG-
Repeatanzahlen der drei Patientengruppen gab. Bei der Patientengruppe mit Ge-
notyp C/C lag die durchschnittiche CAG-Repeatanzahl bei 70,78, bei der Gruppe
mit C/G bei 71,07 und bei der Gruppe mit G/G bei 70,87 CAG-Repeats. Die Null-
hypothese besagt, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten
liegt. Wenn p>0,05 wird diese nicht abgelehnt. Hier war p = 0,8608. Es lag kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den CAG-Repeatanzahlen vor.
Dartber hinaus wurde untersucht, ob sich die Mittelwerte der Erkrankungsalter
der drei Gruppen statistisch signifikant unterschieden. Der Mittelwert des durch-
schnittlichen Erkrankungsalters lag bei 40,38 Jahren in der Patientengruppe mit
CI/C, bei 40,16 Jahren in der Patientengruppe mit C/G und bei 40,00 bei Patienten
mit G/G. Mit ANOVA konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den durchschnittlichen Erkrankungsaltern festgestellt werden (p = 0,9754) (Abb.
19). Um festzustellen, ob ein bestimmter Genotyp einen Einfluss auf das Erkran-
kungsalter der Patienten hatte, wurde ein Regressionsmodell angewandt. Das
Erkrankungsalter wurde als Zielgrél3e, Repeatanzahl und Genotyp als Einfluss-
grolRen festgelegt. Der Effekttest des Regressionsmodells war auf dem 5%-Ni-
veau statistisch nicht signifikant (p = 0,8653). Im untersuchten Patientenkollektiv
machte die CAG-Repeatexpansion 44% der Varianz des Erkrankungsalters aus.
Der Polymorphismus rs2426109 zeigte keinen weiteren Einfluss auf die Varianz
des Erkrankungsalters. Durch das Vorliegen unterschiedlicher Genotypen wurde
kein statistisch signifikanter Einfluss auf das Erkrankungsalter ausgeiibt (Tabelle
24, Tabelle 25). In den hier durchgefuhrten Analysen konnte kein Zusammen-
hang zwischen pradiktivem Erkrankungsalter von Patienten mit SCA3 in Abh&n-
gigkeit von dem Genotyp des Polymorphismus rs2426109 im Gen CSEL1L beo-
bachtet werden (Tabelle 24, Tabelle 25).
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Tabelle 24 Zusammenfassende Betrachtung der Analyse des SNP
rs2426109 im Gen CSE1L

Angegeben sind die Bedingungen, die fir das Typisierungsassay gewahlt wurden. Legende
siehe Tabelle 11

Primerpaar Produkt- MgCl2 DMSO Sonde HRM Regressions-
lange analyse

R299 CSE1L_Prom09

-F2 1 CSEI1L_ Zumischen Effekttest
R300_CSE1L_Prom09 196 25mM X Prom_S.-P  von DNA nicht signifikant
-R2

Tabelle 25 Effektzusammenfassung der Regressionsanalyse fur den Ein-
fluss des SNP rs2426109 im Gen CSELL auf das Erkrankungsalter von Pa-

tienten mit SCA3
Anmerkung: R?: Bestimmtheitsmal}

EinflussgréRe R? AR? p-Wert
CAG-Repeatanzahl 0,44 - <0.001
Genotyp CSE1L 0=(C/C) 1=(CIG) 2=(G/G) 0,44 0 0.8653
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Abb. 19 Statistische Analyse des SNP rs2426109 im Gen CSE1L A. Haufigkeit der
Genotypen Nach Gewichtung der Patienten mit Verwandschaftsbeziehungen wurde die
statistische Analyse an einer errechneten Patientengruppe mit 257 Personen durchge-
fuhrt. Davon hatten 35% den Genotyp G/G (89 Patienten), 47% den Genotyp C/G (121
Patienten) und 18% den Genotyp C/C (47 Patienten). B. Boxplot zur Darstellung der
CAG-Repeatanzahl pro Patientengruppe Dargestellt in Boxplots ist die Anzahl der
CAG-Repeats innerhalb einer Patientengruppe mit gleichem Genotyp. Die Streuung der
CAG-Repeats verhdlt sich fur alle Gruppen sehr ahnlich, der Median betragt bei allen
Gruppen 72. Bei den homozygoten Patienten mit Genotyp C/C sind zwischen 61 bis 81
CAG-Repeats verzeichnet. Heterozygote Patienten haben zwischen 58 bis 79 CAG-
Repeats. Die Patientengruppe mit G/G hat 50 bis 82 CAG-Repeats. Die Varianzanalyse
zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Mittelwerten dieser Gruppen (im
Schaubild nicht abgebildet). C. Boxplot zur Darstellung der Erkrankungsalter inner-
halb der Patientengruppen Zu sehen sind Boxplots, die die Erkrankungsalter der Pati-
enten mit demselben Genotyp zeigen. Patienten mit dem Genotyp C/C erkranken zwi-
schen 18 und 74 Jahren (Median: 40), Heterozygote zwischen 15 und 78 Jahren (Me-
dian: 40) und Homozygote fur G zwischen 10 und 70 Jahren (Median: 39). In der Vari-
anzanalyse mit ANOVA I&sst sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwer-
ten der Erkrankungsalter nachweisen (im Schaubild nicht abgebildet). D. Zusammen-
hang zwischen Anzahl der CAG-Repeats und Erkrankungsalter im Regressions-
modell Im Diagramm auf der y-Achse sind die Erkrankungsalter, auf der x-Achse die
festgestellte CAG-Repeatanzahl der Patienten dargestellt. Welchen Genotypen die Pa-
tienten im SNP rs2426109 haben, kann an der Farbe abgelesen werden. Patienten mit
C/C sind weis abgebildet, grau die heterozygoten Patienten und schwarz die homozygo-
ten Patienten mit Genotyp G/G. Abhangig vom Genotyp ist jeweils in der entsprechenden
Farbe das pradiktive Erkrankungsalter als Ausgleichsgerade dargestellt. Die Geraden
unterscheiden sich statistisch nicht signifikant in ihrer Verschiebung auf der y-Achse.

80



3.3 Einfluss des SNP rs11618521 im Karyopherin-a3-Gen (KPNA3) auf das
Erkrankungsalter von SCA3-Patienten

Die Untersuchung von KPNA3 war in diesem Projekt von besonderer Bedeutung,
da in vorangehenden Arbeiten bereits gezeigt werden konnte, dass dieses einen
Einfluss auf die Lokalisation von Ataxin3 im Nucleus sowie auf den Krankheits-
verlauf der SCA3 hat (Sowa et al, 2018). Diesen Einfluss auf die SCA3 entfaltet
das Protein KPNA3 vermutlich durch seine Beteiligung am nukleozytoplasmati-
schen Transport. Es erkennt das NLS von Cargo-Proteinen und ist daran betei-
ligt, diese in den Zellkern zu importieren (Gorlich et al., 1995; Nachury et al.,
1998; Radu et al., 1995). Das Gen KPNA3 ist auf Chromosom 13q14.3 lokalisiert
(Takeda et al., 1997). Es sind zwei Transkriptionsvarianten bekannt. Bei
rs11618521 handelt es sich um einen SNP der sich je nach Transkriptionsvari-
ante ca. 1100 bis 2500 bp vom Startcodon entfernt in der Promotorregion befindet
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 09.04.2019). Es kdénnen die Basen Cytosin oder
Thymin vorliegen. In der européischen Bevolkerung hat Cytosin eine Allelfre-
quenz von 0,61, Thymin hat eine Allelfrequenz von 0,39 (Tabelle 26). Das
Gleichgewicht nach Hardy-Weinberg ist erfillt. Die Genotypangaben von
rs11618521 beziehen sich auf den 5-3'-Strang in Vorwartsorientierung zum Ge-

nom. KPNAS liegt auf dem dazu komplementaren Strang (3‘-5'-Strang).

Tabelle 26 Charakteristika des SNP rs11618521 im Gen KPNA3
Daten entnommen von https://genome-euro.ucsc.edu, (09.04.2019) und http://www.ncbi.nim.nih
.gov, (09.04.2019). Legende siehe Tabelle 9

Lokalisation GFin AFin
Europa Europa

chrl3:49794015 TV 1: 1094 bp upstream vom TSP 0,37 (CC) 0.61C

Gen: KPNA3 (1) TV X1: 2457 bp upstream vom TSP 0,48 (CT) 0’39 T
0,16 (TT) '
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3.3.1 Etablierung eines Typisierungsassays fur den SNP rs11618521 im
KPNA3-Gen

Um den Einfluss von rs11618521 im KPNA3 Gen auf das Erkrankungsalter von
Patienten mit SCA3 zu untersuchen, wurde ein Typisierungsassay erstellt. Die-
ses wurde in der PCR im Thermo Cycler getestet. Mit dem Primerpaar R216 und
R217 liel3 sich das 338 bp lange PCR-Produkt in der PCR im Thermo Cycler ohne
Nebenbanden darstellen (Abb. 20). Daher wurde im Light Cycler mit HRM fortge-
fahren.

A
R216 CIT
— —
e A J
~ Y <
225 bp 74 bp R217

Pat.1 Pat.2

489 bp

404 bp

331bp
242 bp

190 bp
147 bp

111 bp

67 bp

34 bp

Abb. 20 Etablieren eines Typisierungsassays fur den SNP rs11618521 im Gen
KPNA3 A. Schematische Darstellung der ausgewahlten Primer Um eine Genotypi-
sierung des Patientenkollektivs mittels HRM fiir den Polymorphismus rs11618521 durch-
zufuihren, sollte ein Typisierungsassay etabliert werden. Dafur wurden die Primer R216
und R217 angewendet. Das Typisierungsassay erzeugte ein 338 bp langes Amplikon.
Der zwischen den Primern liegende Abschnitt ist weil3, die Position der Primer ist in der
Abbildung grau markiert. B. PCR-Produkt in der Gelelektrophorese Das Typisierungs-
assay wurde zunachst in der PCR im Thermo Cycler getestet. Das PCR-Produkt wurde
zuverlassig amplifiziert und stellte sich ohne Nebenbanden dar. Als Marker wurde
pUC19 verwendet.
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3.3.2 Schmelzkurvenanalyse und Genotypisierung fir den SNP rs11618521
im KPNA3-Gen

Um die Proben den verschiedenen Genotypen zuordnen zu kdnnen, wurde nach
erfolgter Amplifikation im Light-Cycler eine Schmelzkurvenanalyse der Amplikons
durchgefiuihrt. Zunéchst wurde das Typisierungsassay mit CEPH-DNA getestet
und die optimalen Bedingungen zur Amplifikation ermittelt. Hierfir wurde eine
MgClz2-Reihe angesetzt. Die dabei bestimmte MgClz-Stoffmenge, unter der die
effektivste Amplifikation ablief, lag im Bereich von 2,0 mM bis 3,0 mM. Fur die
folgenden Versuche wurde eine Konzentration von 2,5 mM MgCl2 verwendet,
womit eine ausreichende Amplifikation der nun eingesetzten Patienten-DNA ge-
lang. Die Schmelzkurven wurden im Bereich zwischen 78,44°C und 83,37°C auf
Unterschiede analysiert. Mit einer Normierung der Bereiche zwischen 76,96°C
bis 78,44°C und 83,37°C bhis 83,96 °C ergab sich die anschaulichste Aufteilung
der Schmelzkurven (Abb. 21). Dabei war die Aufteilung in drei verschiedene
Schmelzkurvengruppen zu sehen (Abb. 22). Die Sequenzierung von Proben aus
diesen drei Gruppen ergab, dass jeweils eine der Gruppen Proben mit Genotyp
C/C, eine mit Genotyp C/T und eine mit Genotyp T/T enthielt (Abb. 22). Mit dieser

Methode wurden alle vorhandenen Patientenproben genotypisiert.
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Abb. 21 Ausgewadhlter Bereich der Schmelzkurvenanalyse zur Genotypisierung
des Patientenkollektivs fir den SNP rs11618521 im Gen KPNA3 Dargestellt ist das
detektierte Fluoreszenzsignal bei steigender Temperatur. Im tieferen Bereich wurden die
Schmelzkurven zwischen 76,96°C und 78,44°C normiert. Im héheren Temperaturbe-
reich erfolgte die Normierung zwischen 83.37°C und 83,96°C. Bei dieser Einstellung war
die deutlichste Unterteilung in Gruppen zu sehen.
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Abb. 22 Genotypisierung des Patientenkollektivs fir den SNP rs11618521 im Gen
KPNA3 A. Schmelzkurvenanalyse Hier zu sehen ist das detektierte Fluoreszenzsignal
bei steigender Temperatur im normierten Temperaturbereich. In der Schmelzkurvenana-
lyse zeigte sich eine Aufteilung der Kurven in drei verschiedene Gruppen. Die Sequen-
zierung ergab, dass die blaue Schmelzkurvengruppe Proben mit Genotyp C/C enthielt.
Die lilafarbene Schmelzkurvengruppe bestand aus Proben mit Genotyp C/T und die rote
Schmelzkurvengruppe enthielt die Proben mit Genotyp T/T. B. Sequenzierergebnis Um
nachzuweisen, dass die Schmelzkurvengruppen jeweils Proben eines bestimmten Ge-
notyps enthielten, wurde die Sanger-Sequenzierung durchgefiihrt. Die Proben der obe-
ren Kurve (blaue Kurve) waren homozygot fur C. Die Proben der mittleren Kurve (lilafar-
bene Kurve) waren heterozygot. Die Proben der unteren Kurve (rote Kurve) waren hete-
rozygot fur T/T.
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3.3.3 Einfluss der Genotypen von rs11618521 im KPNA3-Gen auf das Er-
krankungsalter von SCA3-Patienten

Um einen Zusammenhang zwischen dem Genotyp des SNP rs11618521 im
KPNA3-Gen und einer Abweichung vom prognostizierten Erkrankungsalter der
SCA3-Patienten aufzudecken, wurde eine statistische Analyse durchgefihrt. FUr
die Analyse waren 350 Patientenproben geeignet. Bei den Ubrigen Proben blieb
die Amplifikation entweder aus oder war zu schwach, um diese mittels Schmelz-
kurvenanalyse zu genotypisieren. Die zu analysierenden Proben wurden zu-
nachst auf CAG-Repeatanzahl und Haufigkeit der Polymorphismen untersucht
und diesbeziiglich mit der europaischen Normalbevélkerung verglichen. 150 Pa-
tienten waren homozygot fir C (43%). 146 Patienten waren heterozygot C/T
(42%) und 54 waren homozygot fur T (15%). Bei der statistischen Analyse
musste bertcksichtigt werden, dass in dem untersuchten Patientenkollektiv auch
Familien mit mehr als einem Mitglied erfasst worden waren. Es wurde daher fur
jeden Patienten mit Verwandschaftsbeziehungen ein Gewichtungsfaktor ange-
wendet, der sich aus eins durch die Anzahl der Familienmitglieder berechnen
lie3. Rechnerisch blieb nach Anwendung der Gewichtungsfaktoren der Verwand-
ten ein Patientenkollektiv mit 242 unabhangigen bzw. nicht verwandten Perso-
nen. Davon hatten 45% den Genotyp C/C, 40% den Genotyp C/T und 15% den
Genotyp T/T (Abb. 23). Dies entsprach 108 Patienten mit C/C, 98 Patienten mit
C/T und 36 Patienten mit T/T. Um zu testen, ob das Hardy-Weinberg-Gleichge-
wicht fir das untersuchte Kollektiv erflllt war (Hardy, 1908), wurden zunachst die
Allelfrequenzen berechnet (Formel 7 & 8). Hier ergab sich eine Allelfrequenz von
0,65 fur C und 0,35 fur T.

_2x(CO+(T)  2x108+98 314 065
P X (CC+CT+TT)  2x(108+98+36) 484
2 x (TT) + (CT) 2 X 36 +98 170 035

1= X (CC+CT+TT) 2% (108+98+36) 484

Formel 7 & 8 Berechnung der Allelfrequenz fir den SNP rs11618521 mit Hilfe des
Hardy-Weinberg-Gesetzes. Formel 7 Berechnung der Allelfrequenz fur das haufigere
Allel: C = p. Formel 8 Berechnung der Allelfrequenz fir das seltenere Allel: T = q.
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Fur jeden Genotyp wurde berechnet, welche Anzahl an Patienten nach Hardy-

Weinberg zu erwarten war (Formel 9-11).

2

314
erwartete CC = p2 X 242 = (@> X 242 = 101,86

erwartete C1T rq 4 Y 4 29

2

314
erwartete TT = q% X 242 = (@) X 242 = 29,86

Formel 9-11 Berechnung der nach Hardy-Weinberg erwarteten Patientenanzahl fir
den SNP rs11618521 im untersuchten Patientenkollektiv in Abh&ngigkeit von der
ermittelten Allelfrequenz. Formel 9 Berechnung der erwarteten Anzahl von Patienten
mit C/C. Formel 10 Berechnung der erwarteten Anzahl von Patienten mit C/T. Formel
11 Berechnung der erwarteten Anzahl von Patienten mit T/T.

Mit dem Chi-Quadrat-Test wurde berechnet (Pearson, 1900), ob die Genotypen
im untersuchte Patientenkollektiv nach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ver-
teilt waren (Formel 12). Bei dem Chi-Quadrat-Test gilt, dass die Null-Hypothese
auf dem 5%-Signifikanzniveau zurtickgewiesen wird, wenn X2 > 3,84 ist. Die Null-
Hypothese ist, dass das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht erflllt ist. Hier ist X? = 3
und somit X? < 3,84. Das Gleichgewicht nach Hardy-Weinberg wurde erfillt. Die

weitere statistische Analyse wurde mit JMP 12.2.0 durchgefthrt.

¥z Z (0 —E)* _ (108 —101,86)* N (98 — 110,29)? N (36 — 29,86)2
B E 101,86 110,29 29,86
=037+137+126=3

Formel 12 Uberprufung der Verteilung der Genotypen des SNP rs11618521 auf das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mit dem Chi-Quadrat-Test

Es wurden drei Patientengruppen verglichen. Die Gruppen bestanden aus Pati-
enten mit dem jeweils gleichen Genotyp im SNP rs11618521. Mit dem Shapiro-
Wilk-Test wurde geprift, ob die CAG-Repeatanzahlen und die Erkrankungsalter
innerhalb dieser Patientengruppen normalverteilt war. Die Auswertung mit JMP

12.2.0 ergab eine auf dem 5%-Niveau statistisch signifikante Normalverteilung
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der Daten (p<0,0001). Mit der ANOVA wurde getestet, ob ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Mittelwerten der CAG-Repeatanzahlen der Patientengrup-
pen gegeben war. Patienten mit C/C hatten eine mittlere CAG-Repeatanzahl von
71,03, Patienten mit C/T eine mittlere CAG-Repeatanzahl von 70,56 und Patien-
ten mit T/T eine mittlere CAG-Repeatanzahl von 72,10. Die Null-Hypothese ist,
dass es keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Mittelwerten
gibt und wird bei p > 0,05 nicht abgelehnt. In dieser Varianzanalyse war p =
0,1243. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten der
CAG-Repeatanzahlen. Mit ANOVA wurden die Mittelwerte der Erkrankungsalter
der drei Patientengruppen mit unterschiedlichem Genotyp verglichen. Patienten
mit C/C erkrankten im Schnitt mit 37,92 Jahren, Patienten mit C/T im Schnitt mit
41,33 Jahren und Patienten mit T/T im Schnitt mit 40,41 Jahren. Hier war p =
0,0493. Da p < 0,05, musste die Null-Hypothese abgelehnt werden. Es war ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten der Erkrankungs-
alter gegeben. Um festzustellen, ob ein bestimmter Genotyp einen Einfluss auf
das Erkrankungsalter der Patienten hat, wurde ein Regressionsmodell ange-
wandt. Das Erkrankungsalter wurde als ZielgroR3e festgelegt, Repeatanzahl und
Genotyp als Einflussgrofen (Abb. 23). Der Effekttest des Regressionsmodells
war auf dem 5%-Niveau statistisch signifikant (p = 0,0035). In dem untersuchten
Patientenkollektiv machte die CAG-Repeatexpansion alleine 44% der Varianz
des Erkrankungsalters aus. Der Polymorphismus rs11618521 im KPNA3-Gen
Ubte einen Einfluss von weiteren 2% auf das Erkrankungsalter aus (Tabelle 27,
Tabelle 28). Es konnte gezeigt werden, dass durch das Vorliegen unterschiedli-
cher Genotypen ein statistisch signifikanter Einfluss auf das Erkrankungsalter
ausgeubt wurde (Abb. 23). Der Einfluss dieser Parameter auf das Erkrankungs-
alter, konnte in einer Formel dargestellt werden (Formel 13). Anhand dieser For-
mel kbnnen nun Vorhersagen fir das Erkrankungsalter getroffen werden. Liegt
bei KPNA3 rs11618521 der Genotyp C/C vor, so ist das pradiktive Erkrankungs-
alter im Vergleich zu C/T 2,58 Jahre friher bzw. im Vergleich zu T/T 4,38 Jahre
friher. Ein heterozygoter Genotyp lasst einen Krankheitsbeginn 2,32 Jahre vor
dem eines homozygoten Genotyps fur T/T erwarten. Die glnstigste Prognose

haben demnach Patienten mit T/T.
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Tabelle 27 Zusammenfassende Betrachtung der Analyse des SNP rs11618-

521im Gen KPNA3
Angegeben sind die Bedingungen, die fiir das Typisierungsassay gewahlt wurden. Legende siehe
Tabelle 11

Primerpaar Produkt- MgCl2 DMSO HRM Regressions-
lange analyse

R216_KPNA3-Prom 21-F1
R217_KPNA3-Prom 21-R1

Genotypisierung Effekttest

338 25mM X erfolgreich signifikant

Tabelle 28 Effektzusammenfassung der Regressionsanalyse fur den Ein-
fluss des SNPrs11618521 im Gen KPNA3 auf das Erkrankungsalter von Pa-

tienten mit SCA3
Anmerkung: R?: Bestimmtheitsmaf}

EinflussgréRe R? AR? p-Wert

CAG-Repeatanzahl 0,44 - <0.001

Genotyp KPNA3 0=(C/C) 1=(C/T) 2=(T/T) 0,46 0,02 0,0035
2,32 ©JIC

Prédiktives Erkrankungsalter = 166 + (-1,77 x Anzahl der CAG-Repeats) + 0,26 ©CIT

206 T/T

Formel 13 Formel fur das préadiktive Erkrankungsalter Anhand der Formel I&sst sich
das zu erwartende Erkrankungsalter eines Patienten berechnen. Im Gegensatz zu der
bekannten Formel, die das Erkrankungsalter in Abhangigkeit der CAG-Repeatanzahl be-
rechnen lasst, wird hier der Einfluss des SNP rs11618521 bericksichtigt. In Abh&ngig-
keit vom Genotyp lasst sich nun eine genauere Aussage Uber das préadiktive Erkran-
kungsalter treffen. Fur einen Patienten mit 70 CAG-Repeats und dem Genotyp C/C
ergibt sich laut der Formel ein Erkrankungsalter von 39,78 Jahren (39 Jahre und 9 Mo-
nate). Ein Patient hingegen, der ebenfalls 70 CAG-Repeats hat, aber den Genotyp T/T,
erkrankt voraussichtlich erst im Alter von 44,16 Jahren (44 Jahre und 2 Monate).
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Abb. 23 Statistische Analyse des SNP rs11618521 im Gen KPNA3 A. Haufigkeit der
Genotypen Nach Gewichtung der Patienten mit Verwandschaftsbeziehungen wurde die
statistische Analyse an einer Gruppe mit 242 Patienten durchgefiihrt. Davon hatten 45%
den Genotyp C/C (108 Patienten), 40% den Genotyp C/T (98 Patienten) und 15% den
Genotyp T/T (36 Patienten). B. Boxplot zur Darstellung der CAG-Repeatanzahl pro
Patientengruppe Zu sehen ist die Anzahl der CAG-Repeats innerhalb einer Patienten-
gruppe mit gleichem Genotyp. In der Patientengruppe mit C/C kommen zwischen 58 und
79 CAG-Repeats vor (Median: 72). In der Patientengruppe mit C/T kommen zwischen
50 und 82 CAG-Repeats vor (Median: 72). In der Patientengruppe mit T/T kommen zwi-
schen 64 und 81 CAG-Repeats vor (Median: 73). Zwischen den Mittelwerten der CAG-
Repeatanzahlen gibt es keinen signifikanten Unterschied (im Schaubild nicht abgebil-
det). C. Boxplot zur Darstellung des Erkrankungsalters der Patienten pro Patien-
tengruppe Dargestellt sind Boxplots, die die Erkrankungsalter der Patienten mit dem-
selben Genotyp zeigen. Patienten mit C/C erkranken zwischen 10 und 71 Jahren (Me-
dian 37). Patienten mit C/T erkranken zwischen 18 und 73 Jahren (Median: 40). Bei den
Patienten mit T/T liegen die Erkrankungsalter zwischen 15 und 70 Jahren (Median: 38).
Die Varianzanalyse zeigt einen signifikanten Unterschied der Mittelwerte der Erkran-
kungsalter (im Schaubild nicht abgebildet). D. Zusammenhang zwischen Anzahl der
CAG-Repeats und Erkrankungsalter im Regressionsmodell Im Diagramm auf der y-
Achse sind die Erkrankungsalter, auf der x-Achse die festgestellte CAG-Repeatanzahl
der Patienten dargestellt. Der Genotyp der Patienten kann in der Graphik abgelesen
werden (C/C: schwarz, C/T: grau, T/T: weis). Abhangig vom Genotyp ist in der entspre-
chenden Farbe das pradiktive Erkrankungsalter als Ausgleichsgerade dargestellt. Zu se-
hen ist, dass Patienten mit Genotyp C/C am frihesten erkranken (schwarze Gerade).
Das pradiktive Erkrankungsalter von Patienten mit Genotyp C/C liegt 4,38 Jahre vor dem
Erkrankungsalter von Patienten mit Genotyp T/T (gestrichelte Gerade). Bei heterozygo-
ten Patienten ist ein friiheres Erkranken als bei Patienten mit Genotyp T/T und ein spa-
teres Erkranken als bei Patienten mit Genotyp C/C zu erwarten (graue Gerade).
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3.4 Zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse

Gegenstand hier durchgefihrten Analysen war es, einen maglichen Zusammen-
hang zwischen dem Erkrankungsalter von SCA3-Patienten und SNPs in regula-
torischen Regionen von Genen von am nukleozytoplasmatischen Transport be-
teiligten Proteinen aufzudecken. Dazu wurden insgesamt acht SNPs in acht Ge-
nen untersucht. Sieben dieser SNPs sind in regulatorischen Regionen der unter-
suchten Gene lokalisiert, der SNP rs7146310 ist im kodierenden Bereich des
Gens IPO4 lokalisiert. Es gelang Typisierungsassays fur zwei Polymorphismen
zu etablieren und eine Regressionsanalyse durchzufiihren. In der Regressions-
analyse des SNP rs2426109 im CSE1L-Gen konnte kein statistisch signifikanter
Einfluss auf das Erkrankungsalter festgestellt werden. Fur den SNP rs11618521
im KPNA3-Gen hingegen zeigte sich in der Regressionsanalyse ein statistisch

signifikanter Einfluss auf das Erkrankungsalter (Tabelle 29).

Tabelle 29 Zusammenfassende Betrachtung der untersuchten SNPs und

der daflur etablierten Typisierungsassays

Von insgesamt acht durchgefihrten Ansatzen konnten zwei Typisierungsassays etabliert werden.
Mit diesen gelang die Regressionsanalyse zur Bewertung des Einflusses der SNPs auf das Er-
krankungsalter von Patienten mit SCA3.

Legende siehe Tabelle 9

GEN SNP LOKALISATION ANALYSESTATUS EINFLUSS DES SNP AUF DAS
ERKRANKUNGSALTER
Chromosom 13

KPNA3 (-) | rs11618521 Promotor Regressionsanalyse moglich Ja

CSE1L rs2426109 Chromosom 20 Regressionsanalyse mdglich Nein
Promotor

Chromosom 22
RANBP1 rs713982 Intron (TV1) schwache Amplifikation im HRM
Promotor (TV 2-X6)

Chromosom 12
IPO8 (-) rs12809335 5'UTR (TV1, X3) Nebenbanden in der PCR
Promotor (TV2- X2)

Chromosom 17
KPNA2 rs62084683 Promotor (TV1) schwache Amplifikation im HRM
5'UTR (TV2)

Chromosom 14
IPOA4 (-) rs7146310 Missense
Exon 16/30

Amplifikation mit Nebenbanden im
HRM, keine Genotypisierung mdoglich

Chromosom 17
KPNB1 rs4794016 5UTR (TV1, X3)
Promotor (TV2-X2)

Amplifikation im HRM,
keine Genotypisierung moglich

Chromosom 5
TNPO1 rs34647 5'UTR (TV1)
Promotor (TV2-X3)

Amplifikation im HRM, keine Genoty-
pisierung moglich
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4. Diskussion

Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3), auch Machado-Joseph-Krankheit ge-
nannt, ist eine autosomal dominant vererbte, neurodegenerative Erkrankung. Ins-
gesamt sind heutzutage Uber 40 verschiedene Formen der Spinozerebellaren
Ataxien bekannt (Sun et al., 2016), welche weltweit mit einer Pravalenz von 3 in
100.000 vorkommen. Die haufigste Form der Spinozerebellaren Ataxien ist die
SCA3 (Van De Warrenburg et al., 2002). Diese wurde erstmals 1972 bei Familien
der Azoren in Portugal beschrieben (Rosenberg et al., 1976; Spence et al., 1972).
Dort zeigt sich mit einem Erkrankten in 239 Bewohnern die héchste Pravalenz
der SCA3 (Lima et al., 1998). Die SCA3 ist eine progrediente Erkrankung fur die
aktuell noch keine Kausaltherapie bekannt ist.

Ursachlich fur die SCA3 ist eine CAG-Repeatexpansion im ATXN3-Gen, das auf
Chromosom 14qg3.1 lokalisiert ist (Kawaguchi et al., 1994). Die normale Trinukle-
otidrepeatanzahl liegt zwischen 23 und 43 Tripletts. SCA3-Patienten weisen in
der Regel zwischen 51 bis 91 CAG-Repeats auf (Saute & Jardim, 2015). Die
CAG-Repeatexpansion im ATXN3-Gen fuhrt bei der Proteinbiosynthese zu einer
verlangerten Polyglutaminregion innerhalb des Proteins Ataxin3. Aufgrund dieser
Polyglutaminregion kommt es zu einer Fehlfaltung von Ataxin3 (Kawaguchi et al.,
1994). Die fehlgefalteten Proteine bilden Aggregate in Neuronen. Davon betrof-
fen sind vor allem Neurone des Kleinhirns und Hirnstamms (Paulson, 2012). Zwar
lasst sich eine statistische Korrelation zwischen Erkrankungsalter und CAG-
Repeatanzahl erkennen, doch fallt auf, dass bei gleicher CAG-Repeatanzahl das
Erkrankungsalter individuell stark differiert (Li et al., 2015). Die CAG-Repeatan-
zahl stellt also zwar eine wesentliche Einflussgréf3e auf das Erkrankungsalter
dar, allerdings muss es weitere Einflussfaktoren geben, die sowohl erstmaliges
Auftreten der Erkrankung als auch den Krankheitsverlauf beeinflussen.

Ein bekannter Einflussfaktor auf das Erkrankungsalter von SCA3-Patienten ist
beispielsweise das Vorliegen einer bestimmten Isoform von Apolipoprotein E
(APOE), einem Protein, das am Lipidstoffwechsel beteiligt ist (Mahley, 1988). Es
gibt mehrere Isoformen von APOE (Weisgraber et al., 1981). Die bekannteste
Isoform ist APOE ¢4, die bei Alzheimerpatienten gefunden wird und dort das Ri-

siko zu erkranken erhdht und das Erkrankungsalter senkt (Sando et al., 2008).
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Wird die Isoform APOE €2 bei SCA3-Patienten gefunden, ist diese dort mit einem
friheren Erkrankungsalter assoziiert (Bettencourt et al., 2011). Auch die Allele
von anderen Polyglutaminerkrankungen haben, neben CAG-Repeatanzahl im
Ataxin3-Gen, einen Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3. Eine CAG-
Repeatanzahl im oberen Normbereich im Gen ATXN2 und im Gen ATNL1 setzen
das Erkrankungsalter von SCA3-Patienten herab, wohingegen ein verlangertes
HTT Allel zu einem spéateren Erkranken fuhrt (Du Montcel et al., 2014). Daruber
hinaus wurden Hinweise entdeckt, dass nicht nur die Polyglutaminregion des Ata-
xin3, sondern auch die Lokalisation des fehlgefalteten Ataxin3‘s von Bedeutung
fur den Krankheitsverlauf ist. Bei Personen, die keine Trager der CAG-Repeat-
expansion im ATXN3-Gen sind, ist das Ataxin3 vorwiegend im Zytoplasma loka-
lisiert (Paulson et al., 1997). Bei an SCA3 erkrankten Patienten sind Fragmente
des mutierten Ataxin3‘s in Form von intranuklearen Einschlusskorpern im Zell-
kern lokalisiert (Schmidt et al., 1998; Paulson et al., 1997). Diese Einschlusskor-
per bestehen neben Abbauproteinen aus dem C-Terminus des Ataxin3, der die
fur die Zelle toxische Polyglutaminregion enthalt (Haacke et al., 2006; Schmidt et
al., 2002; Schmidt et al., 1998). Das Vorkommen von intranuklearen Einschluss-
korpern im Nucleus scheint maf3geblich mit Schwere und Progredienz der Er-
krankung zu korrelieren. Zwar kénnen die Polyglutaminregionen auch in Gehirn-
bereichen nachgewiesen werden, in denen es nicht zur Neurodegeneration
kommt (Yamada et al., 2001), allerdings kommen die intranukledren Einschluss-
korper vor allem in den Gehirnbereichen vor, die besonders stark von der Neu-
rodegeneration betroffen sind (Riess et al., 2001). Es wird angenommen, dass
die intranukledren Einschlusskorper Resultat eines Abwehrmechanismus sind,
um die Zelle vor der Polyglutaminregion zu schitzen (Saudou et al., 1998). Im
Tiermodell wurde festgestellt, dass transgene Mause, die 148 CAG-Repeats im
ATXN3-Gen haben, einen sehr schweren Phanotyp entwickeln. Bei Mausen hin-
gegen, bei denen dieses Konstrukt mit einem nukledren Export Signal verknupft
wurde, ist der Phanotyp bedeutend schwacher ausgepragt (Bichelmeier et al.,
2007). Ein Zusammenhang zwischen dem intranukledaren Vorkommen der Poly-
glutaminregion und daraus folgend erschwerten Erkrankungsmodalitaten ist also

aul3erst naheliegend, weswegen in der Literatur die Inhibierung des nuklearen
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Transportvorgehens als moglicher Therapieansatz fir SCA3 und andere Polyglu-
taminerkrankungen genannt wird (Sowa et al., 2018; Bichelmeier et al., 2007,
Jackson et al., 2003).

4.1 Auswahl der Gene und Einzelnukleotidpolymorphismen

Der nukleozytoplasmatische Transport beruht auf dem Zusammenspiel vieler be-
teiligter Proteine. Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung von
SNPs in Genen von ausgewahlten Proteinen, die am Kerntransport beteiligt sind,
auf einen Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3. Bei SNPs handelt es sich
um Polymorphismen, die sich nur durch eine Base unterscheiden und deren sel-
teneres Allel zu mehr als 1% vorkommt (Karki et al., 2015). SNPs sind also sehr
haufig. Sie machen 90% der genetischen Sequenzvarianten von unterschiedli-
chen Personen aus, bei den dbrigen 10% handelt es sich um Insertionen und
Deletionen (Collins et al., 1998). Grundsatzlich kbnnen SNPs in codierenden o-
der in nicht codierenden Regionen lokalisiert sein. Am haufigsten sind SNPs in
intergenischen Regionen (Hindorff et al., 2009; Nickerson et al., 1998). In dieser
Arbeit wurden vor allem SNPs untersucht, die in den regulatorischen Regionen
der Gene lokalisiert sind. Dies lasst sich damit begriinden, dass SNPs in regula-
torischen und codierenden Regionen mit héherer Wahrscheinlichkeit einen Ein-
fluss auf den Phanotyp zeigen (Collins et al., 1998). Die regulatorischen Regio-
nen waren dabei besonders zur Untersuchung auf SNPs geeignet, weil SNPs im
Upstream bzw. im Promotorbereich eines Gens dessen Expression verandern
konnen. Dadurch kénnen diese, ohne in den Exons des Gens selbst lokalisiert
zu sein, einen starken Einfluss auf den Ph&notyp ausuben (Shastry, 2009; Blank
et al., 2005). Dies erklart sich dadurch, dass die SNPs die Bindungsaktivitat von
Transkriptionsfaktoren verandern kdnnen (Myers et al., 2007). Ist ein SNP up-
stream im Bereich eines Enhancers oder Silencers lokalisiert, so kann es durch
das veranderte Binden von Transkriptionsfaktoren zu einer Uber- bzw. Unterex-
pression des Gens kommen (Heinz et al., 2013). Hindorff et al. (2009) konnten
zeigen, dass SNPs, die einen Einfluss auf die Auspragung einer Krankheit haben,
in der Regel mit einer Allelfrequenz des selteneren Allels von Uber 5% auftreten.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Untersuchung auf solche Polymorphismen

beschrankt, die mit einer Frequenz von mehr als 15% des selteneren Allels
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vorkamen, was unter Bertcksichtigung dieser Studie die Wahrscheinlichkeit er-
hohte, dass es sich bei den untersuchten Polymorphismen um SNPs mit Einfluss
auf die Krankheit handelte (Hindorff et al., 2009).

In dieser Arbeit wurden vor allem diejenigen Gene bericksichtigt, fur die eine
Beteiligung am Transport von Ataxin3 vermutet wird (Sowa et al., 2018; Koebsch,
personliche Mitteilung). Fur den Import in den Zellkern ist ein Zusammenspiel
verschiedener Proteine noétig. Die Gene von acht Proteinen, die an dem Import
beteiligt sind, wurden in hier untersucht. Grol3e Proteine, die in den Nucleus ge-
langen sollen, tragen in der Regel ein Nuclear Localisation Signal (NLS). Die Ka-
ryopherine-a (KPNA) sowie Importin 4 (Jakel et al., 2002) erkennen dieses NLS
und binden es (Stewart, 2007; Goldfarb et al., 2004). Die Karyopherine-$ (KPNB)
binden an den Komplex aus NLS und KPNA (Mingot et al., 2009; Jékel et al.,
1999; Jakel & Gurlich, 1998). Der Komplex aus KPNB, KPNA und NLS gelangt
daraufhin in den Zellkern. Nach Dissoziation dieses Komplexes folgen die Impor-
tine gebunden an Ran-GTP (Hieda et al., 1999) bzw. CAS (Sun et al., 2013) ent-
lang einem Ran-GTP/Ran-GDP Gradienten zurtick ins Zytoplasma (Nachury et
al., 1999). Die Hydrolyse von GTP zu GDP durch das Protein Ran-GTPase flhrt
zur Dissoziation von Ran-GTP und Importinen, welche nun fir einen erneuten
Import zur Verflgung stehen (Bischoff & Goérlich, 1997; Melchior et al., 1993).
Ran-binding-Protein-1 beschleunigt diesen Prozess (Bischoff & Gorlich, 1997; Bi-
schoff et al., 1995). Importin 4 und 8 interagieren ebenfalls mit Ran-GTP (Gérlich
et al., 1997, http://www.gene cards.org, 25.04.2019).

Es wird angenommen, dass eine Entziindungsreaktion, die zur Bildung von re-
aktiven Sauerstoffspezies fuhrt, zur Neurodegeneration im Rahmen der SCA3
beitragt (Evert et al., 2003). Die hier genannten Proteine werden in vitro in ihrer
Funktion stark durch die bei diesen Entziindungsreaktionen entstehende Radi-
kale eingeschrankt (Kodiha et al., 2004). Daher sind diese Proteine nicht nur al-
lein aufgrund ihrer Transportfunktion von Proteinen in den Nucleus, sondern auch
aufgrund der besonderen Anfélligkeit dieser Transportfunktion durch neurodege-
nerative Prozesse als potenzielle modifizierende Faktoren der SCA3 besonders
interessant. Vor allem die Karyopherine-a, aus deren Gruppe in der vorliegenden
Arbeit KPNA2 und KPNA3 untersucht wurden, sind im Hinblick auf einen Einfluss
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auf den Pathomechanismus der SCAS3 vielversprechend, da bereits gezeigt wer-
den konnte, dass der Spiegel von KPNA bei steigendem oxidativem Stress sinkt
(Kodiha et al., 2008). Denkbar ware, dass die in diesem Rahmen niedrigen
KPNA-Spiegel mit einer Veranderung der Lokalisation von Ataxin3 verbunden
sind. DarlUber hinaus ist aus unterschiedlichen Bereichen der Forschung be-
kannt, dass KPNA bei der subzellularen Lokalisation von Proteinen eine Rolle
spielt. So konnte kurzlich der Einfluss von KPNAZ2 fir die Lokalisation von Prote-
inen gezeigt werden, die eine Rolle bei der Pathogenese des Mamma-Karzinom
spielen und die eine prognostische Relevanz haben (Alshareeda et al., 2015;
Christiansen & Dyrskjgt, 2013). Bei Patienten mit Frontotemporaler Demenz, die
im Gehirn TDP-43-Ablagerungen aufweisen, ist KPNA2 reduziert (Nishimura et
al., 2010). Anstatt im Nucleus, wie bei Gesunden, ist bei diesen TDP-43 im Zyto-
plasma abgelagert (Arai et al., 2006). Dies lasst darauf schlie3en, dass der Man-
gel an KPNA2 den Import von TDP-43 in den Nucleus beeintrachtigt. Ein ahnli-
cher Mechanismus fur den Import von Ataxin3 im Rahmen der SCA3 ware daher
denkbar.

Auch fur die KPNBs, von denen in der vorliegenden Studie KPNB1 und TNPOL1
untersucht wurden, gibt es Hinweise, die eine Rolle fur die Pathogenese der
SCAS3 uberaus wahrscheinlich machen. Fir KPNB1 und TNPO1 wird ein Einfluss
auf die Lokalisation von Huntingtin, dem betroffenen Protein bei Chorea Hunting-
ton vermutet, da dieses ein NLS aufweist, das von KPNB1 bzw. TNPO1 erkannt
wird (Maiuri et al., 2013). In Anbetracht der sehr ahnlichen Pathogenese von
Chorea Huntington und SCA3, lag die Annahme nahe, dass diese Proteine eine

ahnliche Relevanz bei der SCA3 haben konnten.

4.2 Starken und Schwachen der angewandten Methoden

Um einen moglichen Einfluss der untersuchten SNPs in auf das Erkrankungsalter
von SCA3-Patienten aufzudecken wurde zunachst eine Genotypisierung der Pa-
tienten mittels Schmelzkurvenanalyse im High-Resolution Melting (HRM) und der
Sanger-Sequenzierung durchgefuhrt. Im HRM wurden die Patienten einer
Schmelzkurvengruppe zugeordnet. Mittels Sanger Sequenzierung wurde der Ge-
notyp der Proben einer Schmelzkurvengruppe bestimmt (Sanger et al., 1977). Es

sind zahlreiche verschiedene Madglichkeiten bekannt, mit denen SNPs
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genotypisiert werden konnen (Kwok & Chen, 2003). In der vorliegenden Arbeit
wurde das High-Resolution Melting (HRM) gewahlt, weil es sich dabei um eine
Methode handelt, die im Vergleich zu anderen einige Vorteile hat. Das HRM ist
ein etabliertes und viel genutztes Verfahren, um Patienten auf Polymorphismen
zu untersuchen. Im Vergleich zu anderen gangigen Genotypisierungsmaéglichkei-
ten hat das HRM dabei den Vorteil, einen nur geringen Kosten- und Arbeitsauf-
wand zu benotigen (Vossen et al., 2009). Es eignet sich besonders dazu, grol3e
Gruppen, wie die hier erfassten 517 Patientenproben, schnell zu genotypisieren
(Vossen et al., 2009). Hinsichtlich Spezifitat und Sensitivitat ist es dabei anderen
Verfahren ebenbirtig (Erali & Wittwer, 2010, Evrand et al., 2008). HRM ist als
eine Methode beschrieben, mit der es moglich sein soll, nahezu alle SNPs zu
genotypisieren (Liew et al., 2004). Dennoch kdnnen, wie auch in der vorliegenden
Arbeit beobachtet, Probleme bei der Genotypisierung auftreten. Voraussetzung
fur eine zuverlassige Genotypisierung ist zum einen die ausreichende Amplifika-
tion des zu untersuchenden DNA-Abschnittes, zum anderen die Zuordnung zu
Schmelzkurvengruppen.

Ein Problem, das die Genotypisierung in der vorliegenden Arbeit erschwerte, war
das Auftreten von Nebenbanden. Binden Primer nicht an die Sequenz, fur die sie
vorgesehen und komplementér sind, so kann eine DNA-Region amplifiziert wer-
den, die nicht den gewiinschten Bereich enthélt (Garibyan & Avashia, 2013). In
der Gelelektrophorese stellen sich diese Produkte als Nebenbanden dar. Insbe-
sondere bei der Genotypisierung von rs34647 (TNPO1) und rs12809335 (IPO8)
stellte dieses Phdnomen den limitierenden Faktor der Untersuchung dar, da bei
den wenigen Proben, die amplifiziert wurden, haufig Nebenbanden zu sehen wa-
ren und das Generieren von anderen Primerpaaren nicht moglich war.

Bei Reed & Wittwer (2004) konnte gezeigt werden, dass die Amplifikation von
kleinen PCR-Produkten im Light Cycler besser funktioniert als die von grol3en.
Allerdings musste auch beachtet werden, dass die Primer fur die PCR bestimmte
Kriterien erfillen sollten (Chuang et al., 2013; Reed & Wittwer, 2004; Laborintern
erprobte MalRBhahmen). Haufig war es nicht moglich, Primer zu generieren, die
diesen Anforderungen entsprachen, ohne dass dabei in der PCR ein mehr als

230 bp langes Amplikon erzeugt wurde. In den Typisierungsassays, in denen die
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Amplikons langer waren, wurde keine oder eine nicht zur Schmelzkurventypisie-
rung ausreichende Amplifikation beobachtet. Die nicht zur Schmelzkurvenana-
lyse ausreichende Amplifikation der Typisierungsassays von rs62084683
(KPNAZ2), rs713982 (RANBP1) mit den Primerpaaren R16/R137, R839/R840 und
R837/R840 sowie rs4794016 (KPNB1) mit den Primerpaaren R835/R836 und
R189/R190 ist vermutlich auf die Lange der Amplikons zuriickzufthren.

Nicht nur die Amplifikation, sondern auch die Schmelzkurvenanalyse im HRM
konnte durch die GroRe des Amplikons beeintrachtig werden. Es ist bekannt,
dass bei sehr kleinem Amplikon die Differenzierung zwischen Schmelzkurven
und Primerdimeren in der Auswertung der Schmelzkurvenanalyse zu Problemen
fuhren kann (Pichler et al., 2009, Liew et al., 2004). Generell gilt aber, dass die
Unterschiede der Schmelzkurven mit zunehmender Amplikonlange kleiner wer-
den. Dieser Effekt verliert sich erst wieder ab einer Gréf3e von mehr als 400 bp
(Gundry et al., 2003). Dies konnte der Grund sein, dass bei dem Typisierungsas-
say von rs7146310 (IPO4), welches ein Amplikon von 243 bp erzeugte, keine
Unterscheidung der Genotypen anhand der Schmelzkurvenanalyse moglich war.
Bei dieser Analyse war jedoch auch die Region um den Polymorphismus nicht
optimal zur Genotypisierung mittels Schmelzkurvenanalyse geeignet. Denn in
Forschungsarbeiten, die sich naher mit dem HRM befassten, wurde herausge-
funden, dass nicht nur das Typisierungsassay, sondern auch die Region um den
Polymorphismus und der SNP selbst, die Typisierung im HRM erschweren kon-
nen. Wie bei Evrand et al. (2008) gezeigt, wird das Schmelzverhalten durch den
CG-Gehalt des untersuchten DNA-Abschnittes beeinflusst. Ein zu hoher GC-Ge-
halt konnte Ursache dafir sein, dass die Schmelzkurven nicht zuverlassig unter-
schieden werden konnten, wie beispielsweise bei dem Typisierungsassay von
rs7146310 (IPO4) beobachtet. Dieses produzierte ein Amplikon mit einem 62%-
igem und damit recht hohem GC-Gehalt, weswegen hier zur Genotypisierung
eine unmarkierte Sonde zur Anwendung kam.

Insbesondere bei SNPs mit den Basenpaaren A/T und G/C ist eine Unterschei-
dung der Schmelzkurven von Proben mit homozygotem Genotyp oft schwierig,
da sich diese meist nur um weniger als 0,4°C unterscheiden (Liew et al., 2004).

Eine bewahrte Methode, um die Differenzierung zwischen den Schmelzkurven
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mit unterschiedlichem Genotyp im HRM zu ermdéglichen, ist die Anwendung von
unmarkierten Sonden. Im Vergleich zu anderen Verfahren ist hier der Vorteil,
dass nur eine Sonde generiert werden muss, mit der alle Genotypen unterschie-
den werden konnen (Wittwer et al., 2001). Die unmarkierten Sonden sollen die
Differenz der Schmelzkurventemperaturen auf bis zu zwischen 3°C und 4°C er-
hohen (Zhang et al., 2012). Auch in der vorliegenden Arbeit kamen unmarkierte
Sonden zur Anwendung. Diese wurden in symmetrischen und asymmetrischen
PCR getestet. Bei der symmetrischen PCR liegen die Amplikons nach der PCR
als Doppelstrange vor, was das Binden der Sonde erschweren kann. So ist es
maoglich, dass, wie in der vorliegenden Arbeit bei dem Typisierungsassay des
SNP rs7146310 (IPO4) und rs2426109 (CSE1L) beobachtet, in der Schmelzkur-
venanalyse kein Abschmelzen der Sonde detektiert werden kann. Dies lasst da-
rauf schliel3en, dass diese nicht ans PCR-Produkt gebunden vorliegt. Dartber
hinaus kann beim Abschmelzen von langeren Sonden ein starkeres Signal de-
tektiert werden (Erali et al., 2008). Sowohl bei rs7146310 in IPO4 als auch bei
rs2426109 in CSE1L waren die unmarkierten Sonden mit 20 bzw. 25 Basenpaa-
ren moglicherweise so kurz, dass dies die Detektion erschwerte. Auch ist die An-
wendung von unmarkierten Sonden unter anderem sinnvoll, wenn in der zu amp-
lifizierenden Region ein niedriger GC-Gehalt vorliegt (Smith et al., 2010). Bindet
die Sonde an einen Bereich mit sehr hohem GC-Gehalt, so kann dies die
Amplifikation erschweren (Poulson & Wittwer, 2007). Insbesondere bei der
Genotypisierung von rs7146310 (IPO4), bei dem die Sonde an einen Bereich
binden sollte, dessen GC-Gehalt bei 75% lag konnte dies eine weitere Ursache
fur die nicht mogliche Genotypisierung sein.

Vorteil der asymmetrischen PCR ist, dass ein Strang Uberproduziert wird und
dadurch das Reannealing von Vorwarts- und Ruckwartsstrang verhindert wird
(Gyllensten & Erlich, 1988). Zur Genotypisierung im HRM mit unmarkierten Son-
den werden daher im allgemeinen asymmetrische PCRs bevorzugt (Zhou et al.,
2005). Ein Nachteil der asymmetrischen PCRs ist allerdings, dass die Amplifika-
tion im Vergleich zur symmetrischen PCR wesentlich schwacher ausfallt (Ruijter
et al., 2009; Gyllensten & Allen, 1993). Bei bereits schwacher Amplifikation in der

symmetrischen PCR war es daher nicht verwunderlich, dass die Amplifikation im
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Falle der Typisierungsassays von rs4794016 (KPNB1) und rs7146310 (IPO4)
nicht ausreichte, um eine Schmelzkurvenanalyse durchzufiihren. Waren in der
Schmelzkurvenanalyse nur homozygote von heterozygoten Genotypen zu unter-
scheiden, gelang es dennoch, diese ohne Sonde zu genotypisieren, indem eine
homozygote DNA-Probe mit bekanntem Genotyp beigemischt wurde (Liew et al.,
2004).

Aufgrund der in 5.1 hervorgehobenen Rolle der analysierten SNPs und der Gene,
in denen diese lokalisiert sind, ist deren weitere Prifung auf einen maoglichen
Einfluss der SCA3 empfehlenswert. Die Genotypisierung des Patientenkollektivs
auf die SNPs rs713982, rs12809335, rs62084683, rs7146310, rs4794016 und
rs34647 war in der vorliegenden Arbeit trotz Optimierung und Ausschopfung gan-
giger Verbesserungsversuche des HRM nicht mdglich. Es konnte daher gezeigt
werden, dass sich das HRM nicht als optimale Methode zur Genotypisierung auf
diese SNPs eignet. Um einen méglichen Zusammenhang dieser SNPs und der
SCAZ3 aufzudecken, wird daher empfohlen, andere Methoden zur weiteren Ana-
lyse in Betracht zu ziehen.

4.3 Rs2426109 im Chromosome-Segregation-1-like-Gen (CSE1L)

Bei CSE1L handelt es sich um ein Protein, dessen Rolle, im Gegensatz zu den
oben genannten Proteinen, hauptsachlich fir den Export aus dem Nukleus rele-
vant wird. Es fungiert als Mediator fur den Export der Importin-a Einheit des Im-
portin-Substrat-Komplexes. CSE1L bindet in Anwesenheit von Ran-GTP im Nu-
cleus an Importin-a. Dieser Komplex dockt an die Kernporen an und wird ins Zy-
toplasma transportiert. Auf der zytoplasmatischen Seite des NPC wird Ran-GTP
durch RANBP1 und Ran-GAP zu Ran-GDP hydrolysiert. Der Komplex aus Im-
portin-a, Ran-GTP und CSE1L zerfallt. Importin-a steht nun erneut dem Import
eines Substrates zur Verfugung (Kutay et al., 1997). Das Gen fur CSE1L befindet
sich auf Chromosom 20q13.13. Im Gesunden sind vier verschiedene Isoformen
bekannt (Brinkmann et al., 1999; Jiang et al., 2001).

Aufgrund seiner Bedeutung fur die Pathogenese vieler Tumorarten ist CSE1L
aktuell das Objekt zahlreicher Forschungsarbeiten. Es konnte gezeigt werden,
dass CSELL einen Einfluss auf die Mitose, Apoptose und Zellproliferation hat

(Brinkmann et al., 1995). Veranderungen in CSE1L fihren zu Fehlern bei der
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chromosomalen Segregation (Pimiento et al., 2016; Zhu et al., 2013; Brinkmann
et al.,, 1995). Bei vielen malignen Erkrankungen des Urogenitaltrakts, wie bei-
spielsweise dem Ovarial-Karzinom (Brustmann, 2004), dem Endometrial-Karzi-
nom (Peir6 et al., 2001), dem Prostata-Karzinom (Bar-Shira et al., 2002) und dem
Mamma-Karzinom (Tai et al., 2010), konnte die Expression von CSE1L nachge-
wiesen werden. Aber auch bei anderen Tumoren, wie dem Hepatozellularen Kar-
zinom oder dem Kolon-Karzinom wird CSE1L exprimiert. Ist bei diesen Tumoren
CSELL verstarkt exprimiert, so ist dies haufig mit einem héhergradigen Tumorsta-
dium assoziiert und zeigt eine schlechtere Prognose fiir den Patienten (Aust et
al., 2004; Zhu et al., 2013; Winkler et al., 2016). Im Gesunden zeigt sich vor allem
im Bereich der Testes, des Osophagus und der Placenta eine hohe Expression
von CSELL (Brinkmann et al., 1999). Die Expression ist also in Uberwiegend stark
proliferativem Gewebe hoch (Scherf et al., 1996; Wellmann et al., 1997). Im Hin-
blick auf die hier durchgefiihrte Analyse ist besonders bemerkenswert, dass sich
auch im Gehirn und in peripheren Nerven eine verhaltnismafig hohe CSE1L-
Expression zeigt (Brinkmann et al., 1999). Dass CSE1L durch seine Funktion im
Kerntransport eine Rolle fir Neurodegenerative Erkrankungen spielt, wird bei
dem idiopathischen Parkinson Syndrom vermutet und konnte bereits am Beispiel
der Frontotemporalen Demenz gezeigt werden (Nishimura et al., 2010). Bei dem
idiopathischen Parkinson Syndrom kommt es zu einer Neurodegeneration der
dopaminergen Neurone in der Substantia Nigra (Fearnley & Lees, 1991). In die-
sem Bereich konnte bei Parkinson-Patienten eine Down-Regulation von CSE1L
festgestellt werden (Zhang et al., 2010). Bei der Frontotemporalen Demenz han-
delt es sich um eine Erkrankung, bei der in den Nervenzellen von Patienten zy-
toplasmatische Einschlusskorper festgestellt werden kénnen. Im Gegensatz zur
SCAS, bei der ebenfalls Einschlusskorper auftreten, sind diese bei Patienten mit
Frontotemporalen Demenz nicht im Nucleus, sondern im Zytoplasma lokalisiert
(Iseki et al., 1998; Bergman et al., 1996). Die Einschlusskérper enthalten das
Protein TDP-43 (Neumann et al., 2006). Bei Gesunden liegt TDP-43 im Nucleus
vor. Im Zellmodell fihrte ein CSE1L-Knock-out zu vermehrter Einschlusskorper-
bildung im Zytoplasma, weswegen darauf geschlossen wurde, dass das Protein

nach der Translation im Zytoplasma verbleibt, weil der Transportmechanismus in
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den Nucleus ohne funktionsfahiges CSE1L gestort wurde (Nishimura et al.,
2010). Es wurde also bereits nachgewiesen, dass CSE1L eine hohe Expression
im Gehirn hat und dartber hinaus die subzellulare Lokalisation von krankheits-
auslosenden Proteinen beeinflusst. In Anbetracht dessen, dass auch bei der
SCAZ3 die Lokalisation von Ataxin3 entscheidend flr die Auspragung der Erkran-
kung ist, wenn auch hier die Lokalisation im Nucleus als pathologisch gilt, war die
Analyse von CSELL in der vorliegenden Arbeit besonders interessant.

Bei rs2426109 handelt es sich um einen C/G Einzelnukleotidpolymorphismus.
Dieser liegt in der Promotorregion des Gens. Die Genotypisierung der Patienten
auf den Polymorphismus rs24261009 war allein anhand der Schmelzkurvenana-
lyse nicht moglich, da lediglich eine Aufteilung in zwei Gruppen, eine bestehend
aus heterozygoten und eine aus allen homozygoten Proben, gegeben war. Die
Ursache dafir war vermutlich das sich sehr @hnelnde Schmelzverhalten der Ba-
sen Cytosin und Guanin (Liew et al., 2004). Aus diesem Grunde wurde eine
Sonde angewandt. Es zeigte sich nur bei symmetrischer PCR eine Amplifikation.
Moglich ist, dass die Primerkonzentration des im Verhéltnis schwacher einge-
setzten Primers bei den asymmetrischen PCRs zu gering fur eine Amplifikation
war (Ruijter et al., 2009; Gyllensten & Allen, 1993). In der Schmelzkurvenanalyse
der symmetrischen PCR war kein Abschmelzen der Sonde zu sehen. Das konnte
dem Umstand geschuldet sein, dass das Fluoreszenzsignal aufgrund der Lange
von lediglich 25 Basenpaaren zu schwach war (Erali et al., 2008). Wahrscheinli-
cher ist, dass eine Detektion des Schmelzverhaltens der Sonde nur dann erfolg-
reich gewesen ware, wenn diese an einen Uberproportional produzierten Strang
gebunden hatte.

Erfolgreich war die Genotypisierung des Patientenkollektivs mittels Beimischung
von homozygoter CEPH-DNA zu den homozygoten Patientenproben. Es konnten
421 Patienten genotypisiert werden. In der untersuchten Patientengruppe waren
unter anderem Patienten aus denselben Familien erfasst worden. Da fur die sta-
tistische Analyse ein Gewichtungsfaktor erstellt wurde, der diese Verwand-
schaftsbeziehungen bericksichtigte, kann davon ausgegangen werden, dass die
Ergebnisse dadurch nicht verfalscht wurden. Diese Annahme unterstttz die Tat-

sache, dass das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht erfillt war, da Erfullung dieses
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Gleichgewichts auf eine zuverlassige Genotypisierung schlieRen lasst (Hosking
et al., 2004). Sowohl zwischen Mittelwerten der CAG-Repeatanzahlen als auch
Mittelwerten der Erkrankungsalter von Patientengruppen mit gleichem Genotyp
zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied. Im Regressionsmodell
zeigte sich auf dem 5% Signifikanzniveau kein Zusammenhang zwischen Geno-
typ und Erkrankungsalter (p-Wert = 0,8653). Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit lassen entweder darauf schliel3en, dass dieser Polymorphismus keinen
Einfluss auf eine mdgliche Uberexpression des Genes CSELL hat, oder, dass
der Polymorphismus zwar eine Expressionsveranderung bedingt, diese aber kei-
nen Einfluss auf das Krankheitsgeschehen der SCA3 hat. Letzteres ware dann
der Fall, wenn CSE1L keinen modifizierenden Faktor der SCA3 darstellte. In An-
betracht der bereits erwéhnten Rolle von CSELL fur den nukleozytoplasmati-
schen Transport (Kutay et al., 1997) und andere neurodegenerative Erkrankun-
gen (Nishimura et al., 2010; Kim et al., 2007) ist es sicherlich sinnvoll, weitere
Analysen des Gens selbst und der regulatorischen Regionen von CSE1L durch-

zufuhren.

4.4 Rs11618521 im Karyopherin-a3-Gen (KPNA3)

Bei Karyopherin-a3 (KPNA3) handelt es sich um ein Protein der Familie der Ka-
ryopherine. Diese sind am Transport zwischen Zytoplasma und Nukleus beteiligt
(Radu et al., 1995). Die Karyopherin-a-Proteine sind an dem energieunabhangi-
gen Schritt des Transports durch den Nuclear Pore Complex beteiligt. Karyophe-
rin-a3, auch Importin-a4 genannt, erkennt das NLS des zu transportierenden Pro-
teins und bindet dieses (Nachury et al., 1998). Gleichzeitig bindet das Protein
Karyopherin-a an Karyopherin-$. Dieser Komplex dockt an die Kernporen an und
wird in den Nukleus transportiert (Gorlich et al., 1995; Garlich et al., 1995). Ist die
Kernmembran durchschritten, gibt KPNA3 das transportierte Substrat frei und
gelangt zurtick ins Zytoplasma (Gorlich & Kutay, 1999). Das Gen KPNAS ist auf
Chromosom 13g14.3 lokalisiert (Takeda et al., 1997).

KPNAS ist das Objekt von Forschung in verschiedenen Bereichen der Medizin.
Bekannt ist bereits, dass KPNA3 einen Einfluss auf neuropsychiatrische Erkran-
kungen hat. In Linkage-Studien wurde die Region, in der KPNA3 lokalisiert ist,

mit einer Anfalligkeit flr bipolarer Stérung und Schizophrenie in Verbindung

102



gebracht (Badner & Gershon, 2002; Camp et al., 2001). Daraufhin konnte ein
Zusammenhang von SNPs im KPNA3-Gen und der Ausbildung einer Schizo-
phrenie in bestimmten Populationen (Wei & Hemmings, 2005; Zhang et al.,
2006), sowie der Ausbildung einer Opiat- und Alkoholabhangigkeit nachgewiesen
werden (Morris et al., 2012). Diese SNPs sind, wie auch der hier untersuchte
SNP, in nichtkodierenden Regionen von KPNAS3 lokalisiert. Die starkste Assozi-
ation zur Schizophrenie zeigt ein A/G Polymorphismus im Intron 5 (rs2273816)
(Wei & Hemmings, 2005).

Auch im Bereich der neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere der Pa-
thogenese von Polyglutaminerkrankungen, ist KPNA3 zunehmend in den Fokus
der Forschung gerickt. In mehreren Studien wurde bereits der Zusammenhang
zwischen nuklearer Lokalisation des Ataxin3 und der Schwere der Symptomatik
der SCA3 dargestellt (Bichelmeier et al., 2007). Das Vorhandensein von Ataxin3
im Zellkern ist demnach ein essenzieller Faktor fur die Ausbildung von Sympto-
men. Durch aktiven Transport gelangt Ataxin3 in den Zellkern (Macedo-Ribeiro
et al., 2009). Ist Ataxin3 nur im Zytoplasma vorhanden, bleibt ein Erkranken aus
(Bichelmeier et al., 2007). Dass KPNA3 eine wesentliche Rolle fir den Transport
von Polyglutaminproteinen in den Nucleus spielt, wurde bereits im Tiermodell an
Drosophila Melanogaster an alACT, einer Untereinheit des Kalziumkanals
CACNAL1A, gezeigt. Dieses ist der betroffene, im Nucleus lokalisierte Proteinan-
teil der SCAG, bei der es sich ebenfalls um eine neurodegenerative Polyglutami-
nerkrankung handelt, die in inren Pathomechanismen Ahnlichkeit mit der SCA3
aufweist. Ein Knockdown von KPNAS3 fiihrte dort zu einer Linderung der Symp-
tome durch verminderte Proteinaggregation im Zellkern (Tsou et al., 2015). Die-
ses Ph&nomen lasst sich in vitro und in vivo auch fur die SCA3 beobachten. Im
Zellmodell haben Zellen mit einer Uberexpression von KPNA3 eine héhere Ata-
xin3 Konzentration im Nucleus als andere mit normaler KPNA3 Konzentration
(Sowa et al., 2018). Die Toxizitdt des Polyglutaminproteins entfaltet seine Wir-
kung vor allem dann, wenn es sich im Zellkern befindet (Bichelmeier et al., 2007).
Eine Modifikation der KPNA3 Konzentration beeinflusst dementsprechend durch
veranderte intranukledre Verteilung des Proteins Ataxin3 die Symptomatik der

Krankheit. Dies wurde im Fliegenmodel und im Mausmodel anhand bestimmter
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etablierter Parameter wie veranderte Schrittlange und Gehverhalten, Anxiety und
Aktivitatslevel beobachtet. KPNA3 Knock-out Fliegen bzw. Mause weisen eine
geringere Konzentration von Ataxin3 im Nucleus auf und zeigen weniger krank-
heitsdefinierende Zeichen als die Vergleichsgruppe ohne Knock-out (Sowa et al.,
2018). Die Erkenntnisse im Tiermodell geben Aufschluss Uber die Rolle von
KPNA3 als Schlusselprotein und als ein vielversprechendes Therapieziel der
SCA3.

Im vorliegenden Projekt wurde erstmalig der Einfluss von KPNA3 auf die SCA3
beim Menschen untersucht. Der analysierte SNP rs11618521 ist in der Promo-
torregion des Gens KPNA3 ca. 1100 Basenpaare upstream des Startcodons lo-
kalisiert. Es handelt sich um einen C/T-Polymorphismus. Um die Krankheits-
schwere der Patienten zu objektivieren und zu vergleichen, wurde das Erkran-
kungsalter als Parameter festgesetzt.

Auch in der vorliegenden Arbeit sprechen die Ergebnisse fir einen starken Ein-
fluss von KPNAS3 auf das Erkrankungsalter. Die Genotypisierung der Proben mit-
tels HRM war bei 350 Patienten zuverlassig moglich. Da in der untersuchten Pa-
tientenpopulation auch einige Familien mit mehr als einem erkrankten Mitglied
erfasst worden waren, wurde fir diese Patienten ein Gewichtungsfaktor ange-
wendet. Da das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht erflllt war, kann angenommen
werden, dass die Genotypisierung zuverlassig durchgefuhrt wurde (Hosking et
al., 2004). In der einfaktoriellen Varianzanalyse fiel auf, dass es einen signifikan-
ten Unterschied zwischen den Mittelwerten der Erkrankungsalter der drei Patien-
tengruppen mit Genotyp C/C, C/T bzw. T/T gab. Die Mittelwerte der CAG-
Repeatanzahlen hingegen unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Also
wurden die Unterschiede der Erkrankungsalter somit nicht etwa dadurch verur-
sacht, dass die Patienten in einer Gruppe hoéhere bzw. niedrigere CAG-
Repeatanzahlen hatten als in den anderen beiden. Es musste einen anderen
Einflussfaktor auf das Erkrankungsalter geben.

Dieser wurde in der Regressionsanalyse bestimmt. Das hier angewandte Re-
gressionsmodell zeigt, dass die unterschiedlichen Genotypen von rs11618521
einen statistisch signifikanten Einfluss auf das Erkrankungsalter haben. Anhand

der CAG-Repeatanzahl als alleinige Einflussgréf3e lasst sich ein pradiktives
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Erkrankungsalter berechnen. Das tatsachliche Erkrankungsalter der Patienten
weicht individuell allerdings oft stark von diesem ab. Nach Modifikation der For-
mel zur Berechnung des pradiktiven Erkrankungsalters, unter Bertcksichtigung
der hier gewonnen Ergebnisse, ist eine genauere Prognose moglich. Es zeigt
sich, dass das voraussichtliche Erkrankungsalter von Patienten bei gleicher
CAG-Repeatanzahl mit Genotyp C/C signifikant friher auftritt, als bei heterozy-
goten Patienten, oder Patienten, die homozygot fur Thymin sind. Heterozygote
haben die Prognose erst ca. 2,5 Jahre spater und Homozygote mit Genotyp T/T
sogar erst Uber 4 Jahre spater zu erkranken. Wie bereits erwahnt, fiihrt eine ver-
minderte KPNA3 Konzentration zu einer verminderten Ataxin3 Konzentration im
Nucleus und in Folge dessen zu einem abgeschwachten Phéanotyp im Tiermodell
(Sowa et al., 2018), da Ataxin3 seine schadliche Wirkung im Zellkern vermittelt
(Bichelmeier et al., 2007). Vor dem Hintergrund, kann man zu dem Schluss kom-
men, dass der SNP rs11618521 einen Einfluss auf die Expression von KPNA3
ausubt. Der Genotyp C/C scheint einen aktivierenden Einfluss auf die Expression
von KPNA3 zu haben, da diese Patienten friher erkranken, was fur einen ver-
starkten Transport in den Zellkern durch KPNA3 spricht. Die Abweichung vom
Erkrankungsalter hin zu einem spateren Zeitpunkt bei einem homozygoten Ge-
notyp fir Thymin lasst in Bezugnahme auf die von Sowa et al. (2018) erwahnte
Rolle von KPNA3 vermuten, dass dieser Genotyp die Expression des beschrie-
benen Transportproteins hemmt.

Die Rolle von KPNAS3 als modifizierender Faktor der SCA3, sowie dessen viel-
versprechendes Potenzial als therapeutischer Ansatzpunkt, wird durch die Er-
gebnisse dieser Arbeit weiter untermauert. In der vorliegenden Arbeit wurde des-
sen Rolle fur die SCA3 nun auch erstmals am Menschen bestéatigt. Werden
SCAS3-Patienten nun fur den Genotyp des Polymorphismus rs11618521 im
KPNAS3-Gen getestet, so ist anhand der hier modifizierten Formel zur Ermittlung
des pradiktiven Erkrankungsalters im Vergleich zu den bisher bekannten Daten

eine genauere Vorhersage des Erkrankungsalters maglich.
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5. Zusammenfassung

Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine autosomal dominant vererbte,
neurodegenerative Erkrankung, die zur Gruppe der Polyglutaminerkrankungen
gehdrt. Urséachlich fur die Erkrankung ist eine CAG-Repeatexpansion im ATXN3-
Gen, welche im Genprodukt, dem Protein Ataxin3, zu einer verlangerten Gluta-
minregion fuhrt. Bei an SCA3 erkrankten Patienten kommt es aufgrund der Poly-
glutaminregion zu einer Fehlfaltung von Ataxin3. Zwar zeigt sich eine negative
Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-Repeats und dem Erkrankungsalter,
dennoch gibt es bei gleicher CAG-Repeatanzahl individuell starke Abweichungen
vom statistisch prognostizierten Erkrankungsalter. In Tierversuchen wurde be-
wiesen, dass ein Faktor, der das Erkrankungsalter dartiber hinaus beeinflusst,
die Lokalisation des fehlgefalteten Ataxin3’s im Nucleus ist. Auch bei Menschen
kommt Ataxin3 im Gesunden vor allem im Zytoplasma vor. Erst bei Erkrankten
lassen sich Ataxin3 enthaltende intranukleare Einschlusskorper feststellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Polymorphismen in Genen von
am Kerntransport beteiligten Proteinen einen Einfluss auf das Erkrankungsalter
von SCA3-Patienten haben. Es wurde angenommen, dass eine Uber- oder Un-
terexpression dieser Proteine eine Veranderung der Konzentration von Ataxin3
im Nucleus bewirken wirde. Daher wurden insgesamt acht Einzelnukleotidpoly-
morphismen analysiert, die in kodierenden oder regulatorischen Regionen dieser
Transportproteine lokalisiert sind. Die Genotypisierung der SCA3-Patienten er-
folgte mittels High-Resolution Melting, der Einfluss der Genotypen auf das Er-
krankungsalter wurde durch eine Regressionsanalyse ermittelt.

KPNAZ3 ist ein Protein, welches innerhalb der letzten Jahre zunehmend in den
Fokus der Forschung zur Pathogenese der SCA3 geriickt ist. In dieser Arbeit
konnte erstmals ein statistisch signifikanter Einfluss eines Polymorphismus im
Gen von KPNA3 auf den Krankheitsverlauf der SCA3 beim Menschen gezeigt
werden. Die Analyse ergab, dass sich das Erkrankungsalter von SCA3-Patienten
in Abh&angigkeit vom Genotyp dieses Polymorphismus um mehr als 4 Jahre un-
terscheidet. Unter Berlcksichtigung des Einflusses dieses Polymorphismus
wurde eine neue Formel bestimmt, die es nun moglich macht, das Erkrankungs-

alter von SCA3-Patienten genauer vorherzusagen.
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