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1.  Einleitung

1.1 Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3

Erkrankungen, die einen Untergang von Nervenzellen bewirken, haben tiefgreifende
Auswirkungen auf Physis und Psyche, denn eine Schédigung des zentralen
Nervensystems ist meinst irreversibel und kann vielfaltige Folgen haben (Lillmann-
Rauch, 2015). Die Neurodegeneration kann mit Einschrdnkungen auf der Ebene der
Motorik, Sensibilitdt oder des vegetativen Nervensystems einhergehen, abhéngig von
der Lokalisation des Nervenzelltodes (Sitzer, 2011). Ahnlich variabel wie die Folgen
sind auch die Ursachen einer Neurodegeneration. Diese beinhalten neben den haufigen
Erkrankungen wie Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer und anderen demenziellen
Erkrankungen auch seltenere Krankheiten wie die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit,
Motoneuronenerkrankungen wie die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und genetische
Erkrankungen wie beispielsweise die Trinukleotiderkrankungen (Riess et al. 2001).
Einige der Trinukleoiderkrankungen lassen sich der Gruppe der Ataxien zuordnen.
Ataxien (von griech. Ataxia = "Unordnung”, "UnregelméaBigkeit™) sind eine klinisch
sehr heterogene Gruppe von Erkrankungen (Schdls et al. 2004). Die Stérung der
Koordination von Bewegungsablédufen, die sich klinisch mit einer Stand- und
Gangstorung aulert, gilt als Leitsymptom. Zu der Stand- und Gangstorung treten haufig
weitere zerebellare Symptome wie eine gestorte Okulomotorik, Intentionstremor,
Dysarthrie und Dysdiadochokinese. Aufgrund der breiten klinischen Symptomatik, die
oft unspezifisch ist, werden in erster Linie é&tiologisch-genetische Aspekte zur
Klassifizierung der neurodegenerativen Ataxien herangezogen. Man unterscheidet
sekundare Ataxien bspw. verursacht durch Alkoholabusus, Vit.B 12 Mangel,
entzindliche (HIV, EBV, VZV) und paraneoplastische (Paraneoplastische
Kleinhirndegeneration, gynékologische Tumore) Erkrankungen von hereditaren Formen
(Noorani et al. 2008; Vernino 2012; Gochard et al. 2009). Dabei werden die hereditéren
Formen weiter unterteilt in autosomal-rezessiv vererbte, wie die Friedreich-Ataxie als
haufigste unter den vererbten Ataxien, X-Chromosomal vererbte (Pelizaeus-
Merzbacher-Krankheit) und autosomal-dominant vererbte Ataxien. In der derzeitigen

Nomenklatur werden Ataxien in der Gruppe der autosomal-dominant vererbten Ataxien

-1-


https://de.wikipedia.org/wiki/Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Einleitung

als Spinozerebellare Ataxien (SCAs) bezeichnet. Nach derzeitigem Stand der Forschung
sind 40 verschiedene SCA Untergruppen beschrieben (Sun, Lu, and Wu 2016). Die
Prévalenz der SCAs unterliegt grof3en geographischen Schwankungen und wird auf 3-
4/100.000 geschatzt (van de Warrenburg et al. 2002; Tsuji et al. 2008), womit sie zur
Gruppe der seltenen Erkranungen gezahlt werden. Allgemein gilt eine Erkrankung als
selten, wenn weniger als 5 wvon 10.000 Menschen an ihr erkrankt sind
(Bundesgesundheitsministerium, 2017).

Die weltweit haufigste Form der Spinozerebellaren Ataxien ist die Spinozerebelldre
Ataxie Typ 3 (SCA3) (Schdls et al. 2004). Mit einem relativen Anteil von 42% der
SCA s liegt dieser in Deutschland sogar héher als im globalen Vergleich (vgl. Abbildung
1) (Schols et al. 1997). Aufgrund der autosomal-dominanten Vererbung haben Kinder
sowie Geschwister eines betroffenen Patienten ein Risiko von 50% ebenfalls Tréger der

Mutation zu sein.

6%

15% B SCAl
H SCA2
SCA3
SCA6
H SCA7
H DRPLA
C 21% M seltene SCAs
B unbekannte SCAs

15%

Abbildung 1: Haufigkeit der SCA Untergruppen weltweit
Die Verteilung der Untergruppen variiert weltweit sehr stark. Global als auch national
betrachtet ist die SCA3 die haufigste SCA Form. (Quelle: Modifiziert nach Bird, 2012)

Vor allem in friihen Stadien der Erkrankung, wenn spezifische Symptome noch fehlen,
ist die SCA3 klinisch schwer zu diagnostizieren. Daher spielt bei der Diagnosestellung
neben der klinischen Untersuchug die Anamnese, mit besonderem Fokus auf die
Familienanamnese, eine wesentliche Rolle. Laut aktuellen Leitlinien sollte zusatzlich
immer eine Magnetresonanztomographie des Schéadels (cMRT) erfolgen, um

symptomatische Kleinhirnerkrankungen (zum Beispiel einen Hirninfarkt oder eine
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Hirnblutung), die mit &hnlichen Symptomen einhergehen konnen, auszuschlielen
(Klockgether, 2012). Eine definitive Sicherung der Diagnose ist jedoch nur anhand
molekulargenetischer Tests moglich (Klockgether, 2012). Im Rahmen einer
fachgebundenen genetischen Beratung nach Gendiagnostikgesetzt besteht die
Maglichkeit einer Pradiktiven Testung. In der Beratung steht die Aufklarung tber den
Krankheitsursprung, das Fehlen von kausalen Therapiemdglicheiten sowie das Risiko
anderer Familienmitglieder, von der Erkrankung betroffen zu sein, im Mittelpunkt.

1.1.1 Klinik

Die SCA3 ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung, die sich vorwiegend
durch eine zerebelldre Ataxie mit Pyramidenbahnzeichen &ufert. Sie kann jedoch
diverse Gehirnareale betreffen und ist daher variabel mit einem dyston-rigiden
extrapyramidal ~Syndrom, Augenbewegungsstdrungen oder einer peripheren
Amyotrophie durch den Untergang von Motoneuronen vergesellschaftet (Lima and
Coutinho 1980). Zur klinischen Differenzierung zwischen der SCA3 und anderen
Ataxieformen sind im spateren Krankheitsverlauf auftretende, fur die SCA3 spezifische
Symptome, entscheidend. Dazu zéhlen die externe progressive Ophthalmoplegie (EPO),
Faszikulationen der Gesichts- und Zungenmuskulatur, Dystonie und der
Pseudoexopthalmus (Lima and Coutinho 1980; Schdls et al. 1996). Das Restless-Legs-
Syndrom gilt ebenfalls als relativ spezifisch fur die SCA3 und tritt im Gegensatz zu den
zuvor genannten Symptomen héufig auf. Die meist nachtlichen Missempfindungen und
der unwillkirliche Bewegungsdrang fihren bei vielen Patienten zu Schlafstérungen
(Schols et al. 1998).

Historisch begruindet werden drei klinische Formen der SCA3 unterschieden (Lima and
Coutinho 1980). Dabei unterscheidet man einen Typ 1, der durch einen friihen
Krankheitsbeginn mit schnellem Fortschreiten der Krankheitssymptome und
ausgepragten Pyramidenbahnzeichen gekennzeichnet ist, von einem Typ 2, der sich
durch das Auftreten erster Krankheitssymptome erst im mittleren Lebensalter
auszeichnet. Der klinische Typ 2 ist, mit einem mittleren Erkrankungsalter zwischen
dem 20. und dem 50. Lebensjahr, der haufigste Typ. Bei Patienten mit dem Typ 3 treten

die ersten Symptome meist erst nach dem 45. Lebensjahr auf und die
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Pyramidenbahnzeichen sind, wenn tberhaupt, nur schwach ausgeprégt (Bettencourt and
Lima 2011). Im Laufe der Jahre wurden noch zwei weitere Klinische Typen
beschrieben, die unter anderem mit einem Parkinson-Syndrom einhergehen (Sakai and
Kawakami 1996; Tuite et al. 1995; Suite, Sequeiros, and McKhann 1986). Die
klinischen Subtypen konnen ineinander ubergehen. In einer Familie kdnnen auch

mehrere Typen gleichzeitig vorkommen.

Die individuelle klinische Symptomatik wird malgeblich durch die vom
Nervenzellverlust betroffenen Gehirnareale bestimmt. Neben dem Kleinhirn kann eine
Nervenzelldegeneration im Vorderhorn, Hinterstrang und im Tractus Spinocerebellaris
beobachtet werden (lwabuchi et al. 1999; Durr et al. 1996; Robitaille et al. 1997;
Yamada et al. 2001). In neuropathologischen Studien wurde wiederholt eine
Depigmentierung der Substantia nigra beschrieben (Durr et al. 1996; Iwabuchi et al.
1999; Rub et al. 2013; Seidel et al. 2012). Diese kennzeichnet die Degeneration
melaninhaltiger dopaminerger Neurone in diesem Bereich des Hirnstamms, wie sie auch
fur den M. Parkinson beschrieben ist. Trotz des ausgepragten Zellverlustes wurde das
Auftreten von parkinsonartigen Symptomen nur selten beobachtet (Schdls et al. 2015;
Tuite et al. 1995). In der MRT und SPECT konnte dartiber hinaus eine Atrophie von
Pons, Basalganglien und Medulla oblongata, Hirnnerven 111 und XIIlI sowie der
GroRhirnrinde gezeigt werden (Etchebehere et al. 2001; Schulz et al. 2010; Klaes et al.
2016; Rub, Brunt, and Deller 2008). Der Verlust der Nervenzellen in den verschiedenen
Gehirnarealen fiihrt bei SCA3 Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung zu einer, im
Vergleich zu Gesunden, signifikant reduzierten Gehirnmasse (Iwabuchi et al. 1999;
Horimoto et al. 2011).

Obwohl es bis heute keine prospektive Verlaufsstudie der SCA3 gibt, weil man, dass
die Erkrankung primér progredient und ohne Remissionen verlauft. Wie mit Hilfe eines
von dem European integrated Project on Spinocerebellar Ataxias (EUROSCA)
entwickelten Fragebogen zur Schwere und Auspragung der Symptome (Scale for the
assessment and rating of ataxia = SARA) festgestellt werden konnte, hat dabei die
Repeatlange malRgeblichen Einfluss auf die Expressivitdt der Erkrankung. Je hoher die
Anzahl der CAG-Wiederholungen, desto stérker sind die Progredienz der Erkrankung
und die Auspragung der Symptome (Schmitz-Hubsch et al. 2008).
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1.1.2 Therapie

Trotz intensiver Forschung konnte bisher kein kausaler Ansatz zur Therapie der SCA3
gefunden werden. Auf der Suche nach Substanzen, die den Krankheitsbeginn der SCA3
verzogern, entstanden einige vielversprechende experimentelle Ansétze. Einige
Begleitsymptome wie die Dysésthesien oder Spastiken kdnnen durch den Einsatz meist
sehr nebenwirkungsreicher Pharmaka abgemildert werden. Das im spateren
Krankheitsverlauf auftretende Restless-Legs-Syndrom sowie die vorwiegend beim
Klinischem Subtyp 2 auftretenden parkinsonartigen Symptome kénnen in den meisten
Féllen wirksam mit L-Dopamin (+Decarboxylasehemmer) oder Dopaminagonisten
therapiert werden (Akpinar 1987; Buhmann, Bussopulos, and Oechsner 2003). Daruber
hinaus wird L-Dopamin eingesetzt, um die Dystonie abzumildern (Nunes et al. 2015).
Die medikamenttdse Behandlung der Ataxie Symptomatik ist komplexer.

Eine Phase Il Studie an einer heterogenen Gruppe von Patienten mit Ataxie (allerdings
wahrscheinlich ohne SCA3 Patienten) konnte eine Besserung der Schwere der Ataxie
(nach SARA Score) nach Einnahme von Riluzol (das bisher bei Patienten mit
Amyotropher Lateralsklerose eingesetzt wird) nachweisen (Romano et al. 2015). Eine
andere Studie im Mausmodell der SCA3 konnte die etwaige Verbesserung der

Symptome unter Riluzol Therapie nicht bestéatigen (Schmidt et al. 2016).

In der Forschung an medikamentdsen Therapieansédtzen konnten in jlngster Zeit einige
Erfolge erzielt werden. In einem C.elegans Modell konnte die Wirksamkeit von
Citalopram, einem selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer, auf die motorischen
Symptome nachgewiesen werden. Darlber hinaus konnte die Anzahl der neuronalen
Einschlusskorperchen durch die Behandlung mit Citalopram reduziert werden. Daher
wird Citalopram aktuell als mogliche effektive Therapiemdglichkeit der SCA3 gesehen
(Teixeira-Castro et al. 2015).

Auch durch den Calpain Inhibitor BDA-410 konnte im Mausmodell eine Reduktion der
Ataxin-3 Aggregate erzielt werden. Zusatzlich scheint BDA-410 die Neurodegenration
im Striatum und Kleinhirn zu verhindern (Simoes et al. 2014). Die Wirkung des
klassischen Antikonvulsivums Valproat, dass standardmélig zur Dauertherapie bei

generalisierten Epilepsien eingesetzt wird, auf die motorischen Symptome der SCA3
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Patienten wurde in mehreren Studien getestet. Esteves und Kollegen konnten zeigen,
dass eine dauerhafte Behandlung mit Valproat im Mausmodell die motorischen
Funktionen nur eingeschrankt und vorrangig in spaten Krankheitsstadien verbessert. Die
Behandlung hatte keinen Effekt auf die nukledren Einschlusskdrperchen in den
betroffenen Hirnregionen. Jedoch bewirkte die Therapie mit VValproat einen Anstieg des
Proteins GRP78. Damit konnte die bereits bekannte neuroprotektive Wirkung von
Valproat bestétigt werden (Esteves et al. 2015). In einer Placebokontrollierten Studie
konnte ein positiver Effekt von Valproat auf die Lokomotorischen Funktionen bei
SCAS Patienten nachgewiesen werden (Lei et al. 2016).

Die meisten dieser Studien wurden in Modellen oder kleinen Patientengruppen (bis
max. 36 Patienten) tber relativ kurze Zeitrdume durchgefihrt. Studien mit ausreichend
groRem Patientenumfang und entsprechender Dauer, um aussagekraftige Effekte zu
erfassen, sollten daher auf Basis der bisherigen Erkenntnisse geplant werden
(Bettencourt and Lima 2011).

In der nicht medikamentdsen Behandlung der SCA3 stehen AllgemeinmaRnahmen wie
eine Physiotherapie, Logopadie (vor Allem beim Vorliegen einer Dysphagie) sowie eine
psychologische Betreuung im Vordergrund. Es konnte nachgewiesen werden, dass
regelmalige Physiotherapie (ein bis zweimal pro Woche) einen langanhaltenden,
positiven Effekt auf die Ataxie hat (llg et al. 2009). Diese interdisziplindre Betreuung
sollte im Rahmen der Anbindung an eine Spezialambulanz mit entsprechenden

Angeboten zur Teilnahme an Studien erfolgen.

In jingster Zeit konnten einige neue Erkenntnisse im Bereich der Gentherapie erlangt
werden. Dadurch ricken Therapieansatze dieser Art starker in den Fokus. Die
Mdglichkeiten der Gentherapie umfassen die Anwendung von small interfering RNAs
(siRNAs) (Wu, Peng, and Wang 2015). Die therapeutische Wirksamkeit dieser Methode
konnte von Alves und Kollegen im Rattenmodell nachgewiesen werden (Alves et al.
2008). Essenziell erschien dabei zunachst die Differenzierung zwischen Wildtyp- und
mutiertem Transkript, um die Expression und Funktion des Wildtyp Ataxin-3 zu
erhalten. Dies wurde mit Hilfe eines Single nukleotide polymorphisms (SNPs) am 3'
Ende der CAG Einheit erreicht. Ein weiterer Ansatz zeigt, dass durch den Einsatz von

Antisense Oligonukleotiden die mutierte  mRNA gebunden und allelspezifisch

-6-



Einleitung

stummgeschaltet werden kann. Es wird vermutet, dass diese Antisense Oligonukleotide
anhand der Anzahl der CAG-Wiederholungen zwischen Wildtyp- und mutiertem
Ataxin-3 unterscheiden kénnen (Hu et al. 2009). Eine andere Studie im Rattenmodell
impliziert jedoch, dass eine nicht allelspezifische Stilllegung der Transkripte keinen
negativen Effekt auf die Schwere der Symptomatik hat (Alves et al. 2010).

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Genetisch wird die SCA3 zu den sogenannten Polyglutaminerkrankungen gezéhlt. Zu
dieser Gruppe zédhlen neben der SCA3 noch andere SCAs wie die SCA 1,2,6,7,17 und
die Dentatorubro-Pallidoluysische Atrophie (DRPLA). Aber auch Erkrankungen, die
eine hohere Pravalenz zeigen, wie bspw. der Morbus Huntington oder sie spinobulbére
Muskelatrophie gehdren zu diesem Formenkreis (The Huntington’s Disease
Collaborative Research Group 1993; Cha and Dure 1994). Die Expansion des
Trinukleotids CAG bildet dabei die gemeinsame Mutationsgrundlage. Das repetetive
Codon CAG codiert fur die Aminosdure Glutamin, wodurch bei der Translation des
betroffenen Gens eine expandierte Wiederholung der Glutamine entsteht. 1994 wurde
entdeckt, dass das Krankheitsgen der SCA3, das ATXN3, eine CAG
Wiederholungsregion aufweist, die bei Erkrankten verlangert ist (Kawaguchi et al.
1994). Die Anzahl dieser Trinukleotidwiederholungen im ATXN3 Gen betragt in
gesunden Individuen 12-44 (Lima et al. 2005; Gan et al. 2015) gegeniuber 52-87 in
Erkrankten (Dirr et al. 1996; Maciel et al. 2001; Lima et al. 2005). Nur sehr selten
wurden Allele mittlerer Lange (um die 50 CAG Repeats) beobachtet, die in den meisten
Fallen nicht mit dem Phanotyp der SCA3 einhergehen (Padiath et al. 2005; Maciel et al.
2001). Es kommt also erst bei der Uberschreitung eines Schwellenwertes zur

Ausbildung des Phanotyps.

Das die Trinukleotidwiederholung enthaltende ATXN3 Gen liegt auf Chromosom 14
(Takiyama et al. 1993) und umfasst 11 Exons mit der CAG Wiederholungsregion in
Exon 10 (Ichikawa et al. 2001). ATXN3 codiert flr die Deubiquitinase Ataxin-3, die ein
Molekulargewicht von 40-43 kDa aufweist (Costa Mdo and Paulson 2012). Am N-

Terminus tragt Ataxin-3 eine Josephin-Doméne, mit einem Cystein im katalytischen
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Zentrum. Ubiquitinketten konnen dadurch katayltisch gespalten werden (Nicastro et al.
2005; Antony et al. 2009). Innerhalb der Josephin Doméane liegen zwei Nukleare
Exportsignale (NES) an den Stellen 71 und 141 sowie zwei Ubiquitinbindungsstellen
(Mao et al. 2005). Daran anschlie}end finden sich zwei Ubiquitin interagierende Motive
(UIMs) (Tzvetkov and Breuer 2007; Masino et al. 2003). An diesen Stellen besteht die
Maoglichkeit, Ubiquitinketten zu binden. Weiter in Richtung C-terminus folgt der
Polyglutaminbereich. Noch vor diesem liegt ein Nukleédres Lokalisationssignal (Antony
et al. 2009). Abbildung 2 zeigt den Aufbau des ATXN3 Gens und die Doméanen von
Ataxin-3.

CAG
introns . R
exons |UTR[1]| 2 a2l 4 5 s € 7 » 8 € 39 o € 11 |utr]
nt 0 . ic'bn " 200 3050 400 ?‘ sclnnil 600 'i 700 3605' 9{':05' 1000 i' 1100 5‘ 1200
D ! Jasephin
ko T T
protein =] JuEs] |MES]|

Abbildung 2: Schematische Darstellung des ATXN3 Gens und der
Funktionseinheiten von Ataxin-3

Das ATXN3 Gen liegt auf dem langen Arm von Chromosom 14 und besteht aus elf
Exons mit der CAG Wiederholungssequenz in Exon 10. Das Protein Ataxin-3 besteht
aus der am N-Terminus gelegenen Josephin Doméne, welche wichtige Aminosauren fir
dessen Deubiquitinase Aktivitat (Cystein (C), Histidin (H) und Asparagin (N)) und zwei
Nukledre Exportsignale (NES) enthdlt. Der C-Terminale Teil des Proteins enthalt drei
Ubiquitin interagierende Motive (UIMs), ein Nukledres Lokalisationssignal (NLS) und
die Polyglutamineinheit (Q). nt: Nucleotides (Quelle: Modifiziert nach(Evers, Toonen,
and van Roon-Mom 2014)

Die physiologische Funktion von Ataxin-3 ist nicht vollstandig aufgeklart. Ataxin-3 ist
wahrscheinlich Teil von vielen verschiedenen Stoffwechselwegen innerhalb der Zelle.
Beispielsweise wird vermutet, dass es an der Qualitatskontrolle von Proteinen beteiligt
ist und dabei den Abbau von fehlgefalteten Proteinen im Rahmen des Ubiquitin-
Proteasom-Systems triggert (Schmitt et al. 2007; Yamada et al. 2004). Ubiquitin wird
genutzt, um Proteine fur den Abbau durch Proteasome zu markieren. Durch
verschiedene Arbeitsgruppen konnte eine Ubiquitinierung durch Ataxin-3 nachgewiesen
werden (Burnett, Li, and Pittman 2003; Nijman et al. 2005; Mao et al. 2005). Die
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Beteiligung von Ataxin-3 beim proteasomalen Abbau von Proteinen wurde durch die
Identifikation des Interaktionspartners Rad23 bestatigt. Der Proteinkomplex aus Ataxin-
3 und Rad23 transportiert Proteine, die fur den Abbau bestimmt sind in Richtung des
Proteasoms (Riess et al. 2008). Rad23 interagiert dabei mit einer Proteasomuntereinheit.
Auch ein Einfluss auf den Abbau von Proteinen aus dem Endoplasmatischen Retikulum
wurde beschrieben (Zhong and Pittman 2006). Ataxin-3 kann an das Valosin
Containing Protein (VCP) binden (Zhong and Pittman 2006). Eine der Funktionen von
VCP ist die Regulation des Abbaus fehlgefalteter Proteine des Endoplasmatischen
Retikulums. Dieser Vorgang wird als Endoplamatic-Reticulum-associated-degradation
(ERAD) bezeichnet (Zhong and Pittman 2006; Liu and Ye 2012).

Dariiber hinaus gibt es Hinweise, dass Ataxin-3 mafRgeblichen Anteil an der
Organisation des Zytoskeletts haben konnte. Die Mikotubuli verlieren bei fehlendem
Ataxin-3 ihre geordnete Struktur. Dadurch verliert die Zelle ihre Form und rundet sich
ab (Rodrigues et al. 2010). Auch Neuroprotektion wird als Eigenschaft von Ataxin-3
vermutet (Warrick et al. 2005). Ataxin-3 ist also an der Regulation und Stabilisierung

vieler verschiedener Proteine in den unterschiedlichsten Stoffwechselwegen beteiligt.

Eine Einschrdnkung der Transkription als mdglicher pathogenetischer Einflussfaktor,
wie bei anderen Polyglutaminerkrankungen, wird diskutiert (Steffan et al. 2000; Li et al.
2002). Ataxin-3 hat repressive Wirkung auf die Transkription bestimmter Gene. Fallt
diese Eigenschaft aufgrund der veranderten Struktur im polyglutaminhaltigen Ataxin-3
weg, konnte es zur Uberexpression der Proteine kommen. Die Veranderung der
Transkription durch mutiertes Ataxin-3 konnte von Evert und Kollegen in Zellkultur

nachgewesen werden (Evert et al. 2006).

Die Verlangerung des Polyglutaminbereiches in mutiertem Ataxin-3 induziert eine
Konformationsédnderung. Dadurch werden die Stabilitat, der Abbau, die intrazellulare
Lokalisation sowie die Interaktionen mit anderen Proteinen beeinflusst. Der genaue
pathophysiologische Prozess, der durch die CAG-Wiederholungen im ATXN3 Gen
hervorgerufen wird, bleibt jedoch unklar. In seiner mutierten Form hat Ataxin-3
neurotoxische Eigenschaften, die zu einem gezielten Neuronenuntergang flihren. Jedoch
sind nur Neuronen in bestimmten Hirnregionen betroffen. Insbesondere das Kleinhirn,

das Vorderhorn, die Hinterstrdnge und der Tractus Spinocerebellaris sind von der
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Nervenzelldegeneration beeintrachtigt (Iwabuchi et al. 1999; Durr et al. 1996; Robitaille
et al. 1997; Yamada et al. 2001). Aufgrund der ubiquitdren Expression des krankhaft
verénderten Proteins l&sst sich der selektive Untergang der Neuronen nicht erklaren.

Anders als physiologisches Ataxin-3 hat expandiertes Ataxin-3 eine hohe Neigung,
pathologische Aggregate im Zellkern zu bilden (Chai et al. 2002). Sogenannte
Intranukledre Einschlusskdrperchen oder Nuclear Inclusions (NIs) (Paulson, Perez, et al.
1997). Eine solche Proteinaggregation, wenn auch auf3erhalb des Nukleus, kennt man
von anderen Erkrankungen wie der Alzheimer Krankheit, dem Morbus Parkinson oder
den seltenen Prionenerkankungen. Ataxin-3 als Genprodukt wird zwar ubiquitér in
vielen unterschiedlichen Geweben und Zelltypen exprimiert (Paulson, Das, et al. 1997),
die neuronalen Einschlusskorperchen finden sich jedoch uberwiegend in den
Gehirnarealen, die von der Neurodegenration betroffen sind.

Analysen der Zusammensetzung dieser Kerneinschlusskdrperchen ergaben, dass sie
hauptsachlich den Teil des Proteins beinhalten, in dem die Polyglutamineinheit liegt
(Schmidt et al. 1998). Die Ausbildung der Aggregate scheint durch die Proteolyse des
Ataxin-3 und daraus resultierenden C-Terminalen Fragmenten, gesteigert. Es wird
vermutet, dass die Polyglutaminhaltigen  Fragmente als Ursprung der
Aggregationsreaktion wirken. Dabei scheint auch die Lange des Polyglutaminabschnitts
entscheidend fur die Bildung der NIs zu sein, denn lange Polyglutamin Abschnitte

gehen mit einer hdheren Rate an Aggregaten einher (Teixeira-Castro et al. 2011).

Ein weiterer Mechanismus, der zur Formation der Kerneinschlusskdrperchen
beizutragen scheint, ist der Ubiquitin-Proteasom-Weg. Ubiquitin und verschiedenste
Proteasomale Untereinheiten kdnnen in den NIs nachgewiesen werden (Chali,
Koppenhafer, Shoesmith, et al. 1999; Schmidt et al. 2002). Ubiquitin wird zur
Markierung von Proteinen, die dem Abbau durch Hydrolyse zugefihrt werden sollen,
verwendet. Das fiihrt zu der Vermutung, dass die intranukledren Einschlusskdrperchen
ein  Endprodukt eines zellularen Abwehrmechanismus zum Abbau toxischer
Polyglutaminproteine (PolyQ-Proteine) sind. Dafir spricht auch das VVorhandensein von
Hitzeschockproteinen in den  Einschlusskdérperchen. Neben  Ubiquitin,
Proteasomuntereinheiten und Hitzeschockproteinen enthalten die NIs auch
Transkriptionsfaktoren (Chai, Koppenhafer, Bonini, et al. 1999; Schmidt et al. 2002).
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Die  Verteilung der  Proteasomuntereinheiten  innerhalb  der  nukledren
Einschlusskorperchen lasst einen Funktionsverlust der Proteasomen vermuten (Schmidt
et al. 2002). Diese Tatsache unterstitzt die Hypothese, dass der intranukleére Einschluss
ein Versuch der Zelle sein kdnnte, die toxischen PolyQ-Proteine zu eliminieren.

Ob die intranukledren Einschlusskorperchen einen direkten toxischen Effekt haben,
wird daher kontrovers diskutiert. Wahrend zundchst angenommen wurde, dass die
Einschlusskorperchen den zentralen Mechanismus des Zelluntergangs wiederspiegeln,
werden sie inzwischen von viele Autoren als Zeichen des Versuchs der Zelle, mutiertes
Ataxin-3 zu entsorgen gesehen (Paulson, Perez, et al. 1997; Schmidt et al. 1998; Shao
and Diamond 2007). Dafiur spricht auch, dass sie sowohl in von der Degenration
betroffenen Gehirnarealen als auch in solchen, von denen angenommen wird, dass sie
bei der SCA3 keiner Veranderung unterliegen, vorkommen (Paulson, Perez, et al. 1997;
Schdls et al. 2004; Rub et al. 2006). Dartiber hinaus korreliert die Anzahl der Aggregate
nicht mit der Schwere der Neurodegeneration (Rub et al. 2006).

Unklar bleibt also, ob die Kerneinschlusskdrperchen mit ursachlich fur die Pathologie
der SCA3 sind oder als Folge der Elimination der PolyQ-Proteine entstehen. Aktuell
werden die l6slichen Polyglutaminfragmente, die durch die proteolytische Spaltung von
Ataxin-3 durch Caspasen und Calpaine entstehen, als wichtige Einflussfaktoren in der

Pathogenese der SCA3 gesehen.

1.1.4 Betrachtung der Relevanz proteolytischer Enzyme fir die Pathogenese der
SCA3

Die Kerneinschlusskorperchen enthalten nur den PolyQ Bereich beinhaltenden C-
Terminus des Ataxin-3 (Schmidt et al. 1998). Daraus ergab sich frih die Vermutung,
dass Ataxin-3 vor der Bildung dieser Einschlusskérperchen enzymatisch gespalten wird
(Schmidt et al. 1998). An dieser Spaltung sind Caspasen und Calpaine beteiligt
(Haacke, Hartl, and Breuer 2007; Simoes et al. 2014; Wellington et al. 1998; Jung et al.
2009). Durch die proteolytische Spaltung des Ataxin-3 wird der nukleozytoplasmatische

Transport mdglich. Calpaine und Caspasen regulieren sich gegenseitig durch
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Aktivierung und Inhibition. Calpaine kdnnen durch den Inhibitor Calpastatin spezifisch

gehemmt werden.

Calpaine sind eine Gruppe von ubiquitdr exprimierten Calciumabhdngigen
Cysteinproteasen. Die Calpain-vermittelte Proteolyse von Ataxin-3 scheint, auf
Grundlage der beobachteten Fragmentldangen und Antikdrperbindungen, vor allem an
den Aminoséuren 60, 221 und 260 stattzufinden (Haacke, Hartl, and Breuer 2007;
Simoes et al. 2012; Hubener et al. 2013). Calpain 2 zeigt dabei eine besonders hohe
Beteiligung an der proteolytischen Spaltung. Es konnte gezeigt werden, dass das
mutierte Ataxin-3 mit expandiertem Polyglutaminbereich affiner fir die Zersetzung
durch Calpaine an Stelle der Aminoséure 260 ist, als Wildtyp Ataxin-3. Durch die
Hemmung von Calpain durch den Calpaininhibitor Calpastatin wird die Tendenz von
Ataxin-3, sich zu Aggregaten zu formierten, gesenkt (Haacke, Hartl, and Breuer 2007).
Umgekehrt flhrt eine Hemmung von Calpastatin zu einer hoheren Anzahl der Nls, was
eine starker ausgepragte Neurodegeneration im Kleinhirn sowie einen verstarkten
Phanotyp bedingt (Hubener et al. 2013).

Die Calpainabhangige Proteolyse von Ataxin-3 wurde auch als Ursache der neuronalen
Spezifitat in der Pathologie der SCA3 vorgeschlagen. Calpaine bendtigen fur ihre
proteolytische Aktivitat einen erregnungsabhangigen Calciumeinstrom. Die Proteolyse
durch Calpaine kann demnach nur in Neuronen, jedoch nicht in Fibroblasten oder
Gliazellen stattfinden (Koch et al. 2011).

Caspasen sind auch an der Pathogenese zahlreicher anderer Polyglutamin Erkrankungen
beteiligt (Sanchez Mejia and Friedlander 2001; Kim et al. 2001; Ellerby et al. 1999). Im
Ataxin-3 Protein konnten mehrere Schnittstellen fir Caspasen identifiziert werden.
Durch Mutation dieser Schnittstellen wird die Proteolyse durch die Caspase 1 stark
behindert (Berke et al. 2004). Eine Hemmung der Caspase 1 und 3 konnte die
Aggregatbildung jedoch nicht signifikant verringern (Koch et al. 2011).

Die steigende Evidenz der Beteiligung der Calpaine und Caspasen an der Proteolyse
von Ataxin-3, legt eine bedeutende Rolle dieser in der Pathogenese der SCA3 nahe.
Nach der sogenannten "Toxischen Fragment Hypothese" werden daher die durch die

proteolytische Spaltung entstehenden, zur Aggregation neigenden
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Polyglutaminfragmente als zentraler Einflussfaktor der Pathogenese gesehen (Evers,
Toonen, and van Roon-Mom 2014; Hubener et al. 2013; Haacke et al. 2006; Berke et al.
2004; Koch et al. 2011).

1.1.5 Die intrazellulare Lokalisation von Ataxin-3

Die intrazelluldre Lokalisation von Ataxin-3 wird durch verschiedene Mechanismen
reguliert. Ataxin-3 ist ubiquitdr in der Zelle vorhanden und kann im Nukleus, in den
Mitochondrien oder im Zytoplasma lokalisiert sein (Pozzi et al. 2008; Tait et al. 1998).
In Neuronen ist Ataxin-3 jedoch vorwiegend im Zytoplasma zu finden (Trottier et al.
1998; Paulson, Das, et al. 1997).

Der Nukleozytoplasmatische Transport von Ataxin-3 kann vom Zytoplasma in den
Kern und in umgekehrter Richtung erfolgen (Trottier et al. 1998; Pozzi et al. 2008). Er
wird von einem schwachen  Kernlokalisationssignal ~(NLS) und zwei
Kernexportsignalen (NES) beeinflusst, dem NES 77 und 141, die beide in N-terminaler
Richtung der CAG Wiederholungsregion liegen (Antony et al. 2009; Macedo-Ribeiro et
al.  2009). NES 77 Uberlappt mit einer  Ubiquitin  Bindungsstelle.
Kernlokalisationssignale konnen von Kryopherinen, welche Teil der sogenannten
Kernpore sind, erkannt werden. Die Kernpore fungiert als Eintrittstor flr Proteine in
den Zellkern sowie in umgekehrter Richtung. Unklar ist die Rolle des
Kernlokalisationssignals, welches in der Né&he der Polyglutamineinheit zu finden ist.
Wird die Aminosauresequenz aus welcher sich das NLS zusammensetzt geléscht oder
mutiert, zeigt sich kein Einfluss auf die intrazellulare Lokalisation von Ataxin-3 (Breuer
et al. 2010; Mueller et al. 2009).

Als entscheidender, die Lokalisation von Ataxin-3 bestimmender Faktor, konnte
kirzlich das Karyopherin a-3 identifiziert werden (Sowa et al. 2018). KPNA3 bestimmt
neben der Lokalisation die Aggregation und damit die Toxizitdt von Ataxin-3. Im
Mausmodell sowie in Versuchen mit Drosophila fiihrt ein gezieltes ausschalten von

KPNA3 zu einem abgemilderten neurologischen Phanotyp.
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Die posttranlationale Modifikation durch Phosphorylierung scheint ebenfalls Einfluss
auf die intrazellulare Lokalisation von Ataxin-3 zu haben. Der Kernimport von wildtyp
und mutiertem Ataxin-3 wird anscheinend von der Phosphorylierung der Reste Serin
236 im Ubiquitininteraktionsmotiv 1 und Serin340/352 im UIM2 beeinflusst. Die
Phosphorylierung an diesen Stellen fihrt zu einer zunehmenden intranukleédren
Lokalisation von Ataxin-3 (Mueller et al. 2009). Mutationen in diesem Bereich
reduzieren hingegen die Anzahl der Kerneinschlusskorperchen.

Dariiber hinaus wird die intrazelluldre Lokalisation von Ataxin-3 von Stressreizen wie
bspw. oxidativem Stress beeinflusst. Je mehr Stressoren vorhanden sind, desto starker
akkumuliert Ataxin-3 im Zellkern (Reina, Zhong, and Pittman 2010).

Eine weitere Region, die fur die intrazellulare Lokalisation von Ataxin-3 eine Rolle
spielen konnte, liegt innerhalb der ersten 27 Aminoséuren des Proteins (Pozzi et al.
2008).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Lokalisation von Ataxin-3 innerhalb
der Zelle von vielen verschiedenen Einflussfaktoren abhéngt. Fir die Pathogenese der
SCAS3 spielt die Lokalisation vermutlich eine entscheidende Rolle. Wie bereits
beschrieben, scheint der Kerntransport ein Ausléser fur die Induktion der
Neurodegeneration zu sein. Bichelmeier und Kollegen konnten schliellich zeigen, dass
die nukledre Lokalisation VVoraussetzung flr die Ausbildung des Phanotyps der SCA3
ist (Bichelmeier et al. 2007). Die Relevanz der Lokalisation fiir die Pathogenese ist

jedoch Gegenstand aktueller Diskussionen.

1.1.6 Bekannte Einflussfaktoren auf das Erkrankungsalter der SCA3

Das mittlere Erkrankungsalter der SCA3 liegt bei ca. 40 Jahren. Es variiert jedoch
zwischen 4 (Carvalho et al. 2008) und 75 Jahren. Die mittlere Uberlebenszeit betragt ca.
21 Jahre (Kieling et al. 2007).

Statistisch gesehen besteht eine inverse Korrelation zwischen dem Erkrankungsalter und
der Anzahl der CAG-Wiederholungen im ATXN3 Gen (Schéls et al. 1996; Maciel et al.
1995). Wie in Abbildung 3 dargestellt, erkranken die Patienten demnach umso friher, je
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mehr CAG-Wiederholungen vorliegen. Jedoch erklart die Anzahl der CAG-
Wiederholungen das Erkrankungsalter nur zu ca. 55% (van de Warrenburg et al. 2002).
Es handelt sich daher um eine rein statistische Aussage, mit der noch nicht auf den
Zeitpunkt erster Symptome bei der getesteten Person geschlossen werden kann. Das
variable Erkrankungsalter unter Patienten mit &hnlicher Repeatlange weist darauf hin,
dass es noch andere Einflussfaktoren auf das Erkrankungsalter geben muss.

50 4 71 CAG repeats
~—— . . Age at onset: 27-60 yrs
T &0 T~ L e hie :/Dnly 55 % influence
i *oe e s .80 s Rre . Of (CAG)
= "‘:tglilii - RS
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Abbildung 3: Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-Wiederholungen und
dem Erkrankungsalter bei SCA3 Patienten

Je hoher die Anzahl der CAG-Wiederholungen im ATXN3 Gen, desto friiher erkranken
die Betroffenen. Patienten mit 60 CAG-Wiederholungen erkranken etwa um das 70.
Lebensjahr. Dagegen erkranken Patienten mit Gber 75 Wiederholungen bereits vor dem
30. Lebensjahr. Allerdings tragt dieser Faktor nur ca. 43% - 55% zum Erkrankungsalter
bei. Daher muss es noch weitere Faktoren geben, die Einfluss auf das Erkrankungsalter
der SCA3 nehmen.

Epigenetische Faktoren zeigen einen Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3. Eine
DNA-Methylierung in der Promotorregion des ATXN3 Gens scheint geringfiigig
Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3 Patienten zu nehmen (Emmel et al. 2011).

Wang und Kollegen konnten erst kiirzlich beobachten, dass bei Patienten mit friihem
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Krankheitsbeginn die Methylierung der Promotorregion von ATXN3 wesentlich starker
ausgepragt ist (Wang et al. 2017).

Es konnte gezeigt werden, dass zwei SNPs im Exon 10 des ATXN3 Gens einen Einfluss
auf das Erkrankungsalter der SCA3 haben (Schmidt et al., 2012). Dabei handelt es sich
um dem Polymorphismus rs12895357, der direkt in 3' Richtung an die
Trinukleotidwiederholung in Exon 10 grenzt, sowie um den Polymorphismus
rs7158733, der sich etwas weiter in 3' Richtung befindet. Der SNP rs7158733 flihrt zu
einer Nonsense-Mutation, der SNP rs12895357 zu einer Missense-Mutation mit
Aminosdureaustausch. Es wird angenommen, dass es dadurch zu einer Instabilitat des
Proteins kommt. Ataxin-3 konnte daher in seiner Funktion oder Interaktion mit anderen
Proteinen beeintrachtigt werden.

Des Weiteren beeinflusst Antizipation das Erkrankungsalter der Patienten betroffener
Familien. Der Genabschnitt mit den CAG-Wiederholungen verhalt sich bei der
Vererbung an die ndchste Generation instabil. Das fihrt in den meisten Féllen zu einer
héheren Anzahl an CAG-Wiederholungen bei den Nachkommen des Betroffenen.
Verlangerungen um bis zu acht Tripletts sind beschrieben. Dieses Phédnomen tritt
gehéauft bei paternaler Transmission auf (Igarashi et al. 1996; Maruyama et al. 1995;
Takiyama et al. 1993). Dabei spielt auch das Alter des Ubertragenden Elternteils zum
Zeitpunkt der Konzeption eine Rolle (Souza et al. 2016). Diese Dynamische
Eigenschaft des ATXN3 Gens fuhrt dazu, dass Nachkommen eines Patienten tendenziell
friher erkranken, als der Patient selbst. Zusatzlich ergibt sich ein hdheres Risiko eines
frihen Erkrankungsalters fir Nachkommen betroffener Vater. Eine kirzlich
veroffentlichte Studie konnte zeigen, dass familidre Einflussfaktoren zu ca. 10% der
Variabilitat des Erkrankungsalters beitragen (de Mattos et al. 2018).

Homozygotie tritt bei der SCA3 sehr selten auf. Die wenigen Patienten, die Homozygot
sind, zeigen wesentlich starker ausgepragte Krankheitssymptome und einen fritheren
Krankheitsbeginn, was einen Gendosiseffekt vermuten lasst (Carvalho et al. 2008; Lang
et al. 1994; Lerer et al. 1996; Sobue et al. 1996).

Neben der Anzahl der CAG-Wiederholungen im mutierten Allel wurde auch die Anzahl
der Wiederholungen im nicht von der CAG Expansion betroffenen ATXN3 Allel als
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unabh&ngiger positiver VVorhersagewert fir das Erkrankungsalter beschrieben (Franca et
al. 2012). In der Metaanalyse von de Mattos und Kollegen konnte die Hinzunahme der
CAG Lange im nicht betroffenen ATXN3 Allel die Vorhersage des Erkrankungsalters
jedoch nicht signifikant verbessern (de Mattos et al. 2018).

Des Weiteren nimmt auch die CAG Expansion in anderen Genen Einfluss auf das
Erkrankungsalter. Es konnte gezeigt werden, dass eine hohe Zahl an CAG-
Wiederholungen in den Genen ATXN2 und ATXN1 zu einem friheren
Erkrankungsbeginn der SCA3 fuhren. Im Gegensatz dazu fiihrt eine geringe Zahl an
CAG-Wiederholungen im HTT Gen zu einem herabgesetzten Erkrankungsalter
(Tezenas du Montcel et al. 2014). Dieser zusatzliche Effekt auf das Erkrankungsalter
wurde auch fir die CAG Expansion in mehreren anderen Kandidatengenen vermutet. So
wurde dieser Einfluss flir CACNA1A, ATXN7, TBP, ATN1 beschrieben. Einzig ATXN2
verbessert die VVorhersage des Erkrankungsalters signifikant. Wobei das VVorhandensein
von einem ATXN2 Allel mit 27-33 CAGs bereits mit einem friheren Erkrankungsalter
korreliert. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass ATXN2 als Einflussfaktor zusétzlich
zur Anzahl der CAG Wiederholungen 0,39% zur Erklarung des Erkrankungsalters
beitragt (de Mattos et al. 2018). Dieser Zusammenhang lasst auf eine biologische

Interaktion dieser Gene schlielRen.

Obwohl von zwei Arbeitsgruppen berichtet wurde, dass ein familidrer Faktor
unabhéngig von der Anzahl der CAG-Wiederholungen das Erkrankungsalter der SCA3
mitbeeinflusst, konnte ein solcher Faktor bisher nicht identifiziert werden (DeStefano et
al. 1996; van de Warrenburg et al. 2005). Zunédchst wurde vermutet, dass es bei Frauen
im Vergleich zu ihren Bridern mit dhnlicher Lange der Polyglutamineinheit zu einer
spateren Manifestation der Krankheit kommt (Kawakami et al. 1995). Andere Autoren
konnten jedoch keinen Einfluss des Geschlechts auf das Erkrankungsalter nachweisen
(Durr et al. 1995). Doch in der jlngst erschienen Studie von de Mattos und Kollegen
wurde wiederholt dargelegt, dass mannliche Patienten durchschnittlich friiher erkranken
und dieser Effekt unter Patienten mit besonders langen CAG Wiederholungseinheiten

besonders stark ausgepragt ist (de Mattos et al. 2018).

Die gleiche Arbeitsgruppe beschreibt einen Einfluss der Herkunft auf das

Erkrankungsalter. Die Untersuchung umfasste Gruppen aus Europa, Asien, Nord- und
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Zentralamerika sowie Brasilien. Dabei konnte die Herkunft die Vorhersage des
Erkankungsalters um 8,34% verbessern (de Mattos et al. 2018). Unter zusétzlicher
Berlcksichtigung der Anzahl der CAG Wiederholungen, dem familidren Effekt und
dem ATXN2 Genotyp konnte in dieser Arbeit ein Regressionsmodel erstellt werden,
welches 73,5 % des Erkrankungsalters erklart.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass &hnlich wie beim Morbus Parkinson auch
Umweltfaktoren wie ein gesunder Lifestyle den Ausbruch der Erkrankung verzogern.

Es gilt dabei immer zu beachten, dass die Lange der Polyglutamineinheit nicht prézise
bestimmt werden kann, da der Genabschnitt einem somatischen Mosaik unterliegt
(Cancel et al. 1998). In den verschiedenen Zellen eines Individuums kann sich die
Anzahl der CAG-Wiederholungen demnach unterschieden. Die Anzahl der CAG-
Wiederholungen in Zellen des ZNS stimmt daher bspw. nicht immer mit der in
Lymphozyten tberein. Es kommt sogar zu Unterschieden zwischen Lymphozyten
Subpopulationen.

1.2 High Resolution Melting Analyse mit dem Lightcycler 480

Es gibt viele Mdglichkeiten, Sequenzunterschiede wie SNPs zu genotypisieren. Bei den
meisten Methoden wird die zu untersuchende DNA Region zundchst mittels PCR
amplifiziert. Die anschliefende Analyse reicht von simplen Methoden wie dem
Restriktionsverdau durch Endonukleasen mit anschlieender Agarosegelelektrophorese
bis zu komplexen Techniken unter Verwendung von Massenspektrometrie (Tost and
Gut 2002). Methoden, bei denen keine Weiterbearbeitung nach Zugabe der Proben

DNA notwendig ist, sogenannte Closed tube Verfahren, sind erfolgsversprechend.

Das High Resolution Melting (HRM) ist eine solche Closed tube Methode zur
Detektion von Sequenzunterschieden in PCR Amplifikaten. Dabei werden die
Sequenzunterschiede anhand des durch einen Basenaustausch veranderten
Schmelzverhaltens der Doppelstrang DNA (dsDNA) sichtbar gemacht (Wittwer et al.
2003).
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Das Schmelzverhalten von dsDNA wird durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst
(siehe Kapitel 1.2.2). Dazu gehoren die Lange, der GC Gehalt und die Sequenz des
DNA Fragments (Taylor 2009). Kommt es zu einer Anderung der Sequenz durch einen
Basenaustausch, verandert sich die Schmelztemperatur T, Dabei bedingt ein Austausch
von A/T zu G/C einen Anstieg der Schmelztemperatur um 0.8-1.4°C (Liew, M. et al,
2004). Zeichnet man das Schmelzverhalten tber die Zeit auf, duRert sich dieser
Austausch in einem spéateren Abschmelzen der Allelvariante mit dem Basenpaar G/C.

Durch die beschriebenen Unterschiede im Schmelzverhalten lassen sich neben
homozygoten Allelvarianten auch Heterozygotien nachweisen. Heterozygote DNA
Proben bilden sogenannte Heteroduplexe. Es lagern sich Einzelstrange, die an der Stelle
des SNP nicht komplementédre Basen tragen, zu einem Doppelstrang zusammen
(s.Abbildung 4). Da diese weniger stabil sind, denaturieren sie bereits bei geringerer
Temperatur und generieren so, gemeinsam mit den in der Probe enthaltenen
Homoduplexen, eine von der Schmelzkurve der homozygoten DNA Proben variierende

Schmelzkurve.

A DNA with

PCR
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SNP G + A
Cc (o] D
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Abbildung 4: Schmelzverhalten einer heterozygoten Probe im HRM

Im Anschluss an die PCR (A) wird die Temperatur zundchst erhdht, bis die gesamte
dsDNA denaturiert vorliegt. Die zufallige Zusammenlagerung der Einzelstrédnge erfolgt
dann durch Abkuhlen der Proben. Es bilden sich neben Homoduplexen auch
Heteroduplexe (B). Wird die Temperatur erhéht, schmelzen die Heteroduplexe vor den
Homoduplexen (C). Wird die Temperatur weiter gesteigert, schmelzen auch die
Homoduplexe und setzen den interkalierten Farbstoff frei (D).(Quelle:www.roche-
applied-science.com)
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Fir die Detektion der Schmelzkurvenunterschiede wird ein Fluoreszenzfarbstoff
genutzt. Dieser ist in dem fir das High Resolution Melting verwendeten LightCycler
480 HRM Master-Kit von Roche enthalten. Mit Hilfe dieses Farbstoffes, der zwischen
die Basen von Nukleinsauremolekilen interkaliert und bei Bindung sein
Absorptionsspektrum verdandert, wird das Abschmelzen des DNA Doppelstrangs
visualisiert (Graham et al. 2005). Mit steigender Temperatur denaturieren, wie in
Abbildung 6 dargestellt, immer mehr Doppelstrange zu Einzelstrangen. Der interkalierte
Farbstoff wird dadurch aus der Bindung geldst, verliert seine Fluoreszenzeigenschaft
und das Floureszenzsignal nimmt ab. Die Veranderung der Fluoreszenzintensitat tber

die Zeit wird vom LightCycler detektiert und in eine Schmelzkurve (berschrieben.

Durch die Analyse der generierten Schmelzkurven koénnen mit der im hierfur
verwendeten LightCycler 480 Il von Roche Diagnostics GmbH enthaltenen Gene
Scanning Software sowohl heterozygote als auch homozygote Allelvarianten
identifiziert werden (s.Abbildung 5) (Palais, Liew, and Wittwer 2005). Im Vergleich zur
hdufigeren homozygoten Variante verschiebt sich die Schmelzkurve der selteneren
homozygoten Variante aufgrund der verénderten Schmelztemperatur auf der x-Achse.
Die Schmelzkurven der heterozygoten Proben unterscheiden sich durch die Ausbildung
von Heteroduplexen eindeutig in ihrer Form von denen der homozygoten Proben. Die
beobachtete Schmelzkurve setzt sich in diesem Fall aus dem Abschmelzen der

Heteroduplexen und Homoduplexen zusammen.
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Abbildung 5: HRM eines SNP mit Homozygoter und Heterozygoter Variante

Es wurde das relative Floureszenzsignal bei kontinuerlich anseigender Temperatur
aufgezeichnet. Es sind drei unterschiedliche Schmelzkurven erkennbar. Im Vergleich
zur haufigeren homozygoten Probe (rot) ist die Schmelzkurve der selteneren
homozygoten Variante (blau) auf der x-Achse verschoben. Die Heterozygote Variante
(grun) ist durch die sich unterscheidende Form der Schmelzkurve Kklar differenzierbar.

1.2.1 Nutzen des HRM

Das HRM zahlt zu den sogenannten Closed tube Verfahren. Da durch die PCR eine
ausreichend hohe Konzentration DNA zur Schmelzanalyse amplifiziert wird, muss das
Reaktionsgefal zwischen der Amplifikation und der Analyse im LightCycler nicht mehr
geoffnet werden. Dies gewadhrleistet ein homogenes geschlossenes System, welches
keine weiteren Bearbeitungsschritte mehr erfordert. Dadurch unterschiedet sich das
HRM von anderen Methoden zur Genotypisierung wie der single strand coformational
polymorphism analysis (SSCP), der denaturating high performance liquid
chromatography (dHPLC) oder der denaturating gradient gel electrophoresis (DGGE).
Bei all diesen Methoden muss das PCR Produkt auf ein Gel oder eine andere Matrix zur
Auftrennung und anschlieBenden Detektion aufgetragen werden (Orita et al. 1989;
Lerman and Silverstein 1987; Xiao and Oefner 2001). Manche benétigen zusatzliche

Arbeitsschritte, welche chemische oder enzymatische Reaktionen beinhalten. Jede
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Weiterbearbeitung lasst das Risiko der Kontamination steigen (Elenitoba-Johnson and
Bohling 2001). Durch die Anwendung der HRM Methode wird das Risiko fir eine
Kontamination der Proben signifikant gesenkt.

Konventionelle Closed tube Techniken bendtigen floureszenzmarkierte Sonden, welche
kostenintensiv sind und nur eine Allelform detektieren kdnnen. Im Gegensatz dazu
bendtigt die Genotypisierung mittels HRM keine teuren floureszenzmarkierten Sonden,
und eine einzige unmarkierte Sonde kann multiple Allele detektieren.

Das HRM ermdglicht dartber hinaus die Detektion der SNPs unabhangig von ihrer
Position im untersuchten DNA Abschnitt. Sogar multiple SNPs, die nahe beieinander
liegen, kdnnen unterschieden werden. Dabei ist die Detektion unabhdngig von der Art
des SNPs moglich (Reed and Wittwer 2004). Es lassen sich mittels HRM mehr als zwei
Allele unterschieden (Tindall et al. 2009). Dies ist am einfachsten unter Verwendung
von bereits sequenzierten Proben, die als Standard in die Versuchsreihe integriert
werden. Multiple Allele kénnen auch von einer unmarkierten Sonde erkannt werden
(Kapitel 1.2.3), wahrend andere Methoden stets eine Sonde pro Allel benétigen. Vossen
und Kollegen konnten zeigen, dass mit einer unmarkierten Sonde bis zu zehn

verschiedene Allele differenziert werden konnen (Vossen et al. 2009).

Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus der neuen Generation der Floureszenzfarbstoffe.
Obwohl SYBR Green | zwischen einigen Varianten mit unterschiedlicher
Schmelztemperatur wie bspw. groeren Deletionen, Wiederholungsregionen und
Methylierungen differenzieren kann, ist es schwierig, Heterodupleces mit SYBR Green
zu detektieren. Auch die Genotypisierung mit unmarkierten Sonden im Anschluss an
eine asymmetrische PCR war mit SYBR Green | nicht erfolgreich (Zhou et al. 2004).
Da nur Konzentrationen verwendet werden konnen, die kompatibel mit den PCR
Bedingungen sind. SYBR Green | kann dann jedoch nicht zwischen alle DNA
Doppelstrange interkalieren. Die fir das HRM verwendeten Farbstoffe detektieren
dagegen alle Doppelstrange in einer Losung, da séttigende Konzentrationen die PCR
nicht hemmen (Erali, Palais, and Wittwer 2008; Herrmann et al. 2006).

Das HRM ist unkompliziert durchfiithrbar und hat eine signifikante Zeitersparnis zur

Folge. Die Leistung von DNA Schmelzanalysen hangt von deren Auflésung ab.
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Studien, unter Verwendung von UV Absorption bendtigten mehrere Stunden, um
hochauflosende Daten zu generieren. Im Vergleich dazu kann das HRM viel schneller,
mit 10 bis 100-facher Datendichte durchgefiihrt werden (Wittwer et al. 2003). Es wird
demnach ein wesentlich héherer Durchsatz als bei den Ublicherweise verwendeten
Methoden zum Mutationsscanning erreicht (Taylor and Taylor 2004). Dabei kénnen bis
zu 384 Proben gleichzeitig untersucht werden. Je mehr Proben untersucht werden, desto
groRer ist der Informationsgewinn bzw. die Sensitivitat der Untersuchung.

Sobald die Bedingungen fir das HRM einmal etabliert wurden, missen diese nicht
mehr den verschiedenen Amplifikaten angepasst werden. Es kann im Gegensatz zu
vielen anderen verbreiteten Methoden derselbe Ansatz fur alle Amplifikate gewahlt
werden (Taylor and Taylor 2004; Chou, Lyon, and Wittwer 2005). Mit einem geringen
Arbeitsaufwand wird so eine relevante Zeitersparnis erzielt (Montgomery et al. 2007).
Die Struktur der DNA wird durch die HRM Analyse nicht veréndert oder zerstort.
Demnach kdnnen im Anschluss weitere Untersuchungen wie Sequenzierung oder
Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt werden (Vossen et al. 2009). Eine signifikante
Kostenersparnis entsteht, da im Unterschied zu anderen Methoden wie beispielsweise
der SSCA, dHPLC oder DGGE keine anschlielenden Trennverfahren nétig sind (Taylor
2009).

Das HRM st dariiber hinaus hoch sensitiv und spezifisch. Es hat bei der Suche nach
heterozygoten SNPs in Produkten bis 1000bp eine Sensitivitdt von 97% und eine
Spezifitat von 99%. Fir PCR Produkte < 300bp konnten Reed und Kollegen sogar eine
Sensitivitat von 100% beobachten (Reed and Wittwer 2004). Die Fehlerrate hangt
demnach von der DNA ProduktgroRe ab. Die wenigen Varianten, die nicht mittels
Schmelzen der Amplifikate erkannt werden kdnnen, konnen anhand unmarkierter
Sonden genotypisiert werden. Zusammenfassend stellt das HRM eine einfach zu
handhabende, flexible, kostengunstige, nicht destruktive Methode mit sehr hoher

Sensitivitat und Flexibilitat dar.
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1.2.2 Schmelzverhalten der dsDNA

Die Temperatur, bei der 50 Prozent der dsDNA in Einzelstrangen vorliegt, wird als
Schmelztemperatur T, bezeichnet (s. Abbildung 6). Der Tn,-Wert einer dsDNA ist
abhangig von ihrer Lange, ihrer Sequenz und ihrem GC Gehalt.

Je hoher der Anteil an Guanin und Cytosin innerhalb der dsDNA, desto hoher liegt die
Schmelztemperatur. Diese  Tatsache l&sst sich durch die Anzahl an
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den komplementéren Basen erklaren. Wahrend
zwischen Guanin und Cytosin drei Wasserstoffbriickenbindungen bestehen, werden
Adenin und Thymin nur durch zwei Wasserstoffbricken verbunden. Es muss also mehr
Energie in Form von Warme aufgebracht werden, um die Bindung zwischen Guanin

und Cytosin zu trennen.

Double-stranded (ds) DNA
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= " S (random coils)
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Abbildung 6: Veranderung des Fluoreszenzsignals beim Schmelzen von dsDNA
mit steigender Temperatur

Mit steigender Temperatur denaturieren die Doppelstange zu Einzelstrangen. Zu Beginn
der Messung besteht ein starkes Floureszenzsignal, da die DNA zu diesem Zeitpunkt
vollstandig als Doppelstrang vorliegt. Mit steigender Temperatur dissoziieren immer
mehr Doppelstrange zu Einzelstrangen. Der interkalierte Farbstoff lost sich und die
Floureszenzintensitat nimmt ab. Die Temperatur bei 50% Signalstarke wird als
Schmelztemperatur T, festgelegt. (Quelle: dna.utah.edu)
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Um ein homogenes Schmelzprofil zu erhalten, muss der GC Gehalt gleichméaliig Gber
den DNA Doppelstrang verteilt sein. Finden sich Bereiche innerhalb der dsDNA mit
besonders hohem GC Gehalt, fiihrt das zu einer zeitlich versetzten Denaturierung und
damit zu zusatzlichen Schmelzdomanen. Unterschiede im Schmelzverhalten kénnen
dann nicht mehr auf Veranderungen der Sequenz zurlickgeftihrt werden. Der Tm Wert
ist in diesem Fall nicht definiert. Die Wahrscheinlichkeit fir zusétzliche
Schmelzdomanen steigt auch mit der L&nge des DNA Abschnitts.

Um das Vorhandensein von mehreren Schmelzdoméanen auszuschlieRen, kann das

Schmelzverhalten vorab virtuell untersucht werden.
1.2.3 Unmarkierte Hybridisierungssonden

Durch die Entstehung der Heteroduplexe ist die Differenzierung zwischen homozygoten
und heterozygoten Proben eindeutig. Der Unterschied zwischen den Schmelzkurven der
homozygoten Allelvarianten ist geringer (Liew et al. 2004). Besonders die
homozygoten Genotypen der sogenannten Basenpaar neutralen SNPs lassen sich durch
eine Schmelzkurvenanalyse manchmal nicht eindeutig unterscheiden (Gundry et al.
2008). Ursachlich dafr ist, dass die ausgetauschte Base im SNP keine Veranderung im
Energiegehalt hervorruft. Die Schmelztemperatur unterscheidet sich dann um hdchstens
0.40°C. Im Vergleich dazu bewirken SNPs in welchen ein Allel den Genotyp A :: T und
das Andere den Genotyp G :: C tragt (diese machen ca. 84% aller SNPs im
menschlichen Genom aus) einen Unterschied von ca. 1°C. Der geringe Unterschied der
Schmelztemperatur der Basenpaar neutralen SNPs kann sogar unter den besten
Bedingungen und mit den sensibelsten Instrumenten durch eine einfache
Schmelzanalyse der Amplifikate nicht sicher detektiert werden (Montgomery et al.
2007).

Um die Schmelzprofile dieser Varianten trotzdem unterscheiden zu koénnen, kdnnten
beispielsweise eine quantitative Heteroduplexanalyse (Palais, Liew, and Wittwer 2005)
oder Snapback Primer (Zhou et al. 2008) verwendet werden. In dieser Arbeit werden
sogenannte unmarkierte Hybridisierungssonden zur Differenzierung dieser Varianten
genutzt (Zhou et al. 2004). Diese erlauben dabei die Typisierung fast aller Genotypen
(Vossen et al. 2009).
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Diese Sonden binden, wie in Abbildung 7 zu erkennen ist, komplementér an den
Bereich, in dem sich der SNP befindet. Der Tn-Wert dieser Verbindungen liegt weit
unter dem der dsDNA. Daher liegt die detektierte Schmelzkurve zeitlich vor der
Schmelzkurve der Amplifikate.
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Abbildung 7: HRM Ansatz mit unmarkierter Hybridisierungssonde

Die Proben werden im Anschluss an die PCR abgekuhlt. Die PCR Amplifikate lagern
sich zu Doppelstrangen zusammen. Zusétzlich bilden sich Paarungen zwischen DNA
Einzelstrdngen und den unmarkierten Sonden. Mit steigender Temperatur schmelzen
zunéchst die Paarungen aus Sonde und nicht komplementarer Base im SNP. Daraufhin
I6sen sich die Sonden von den Ubrigen DNA Strangen. Wird die Temperatur weiter
erhéht, schmelzen auch die Amplifikate voneinander ab. Jeder dieser Schritte generiert
eine Veranderung im Floureszenzsignal, welche vom LightCycler 480 aufgezeichnet
wird. (Quelle:www.roche-applied-science.com)

Die Sonde ist nur zu einer der Varianten im SNP komplementar. Entsprechend ist die
Bindung der Sonde an diese Variante stabiler und der Tn,,.Wert liegt hdher. Dies zeigt
sich in der generierten Schmelzkurve durch einen spateren Peak im Vergleich zum
Abschmelzen der Sonde von der nicht komplementaren Variante. Bei einer

heterozygoten Probe resultieren daher zwei Peaks in der Schmelzkurve (s.Abbildung 8).
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Abbildung 8: HRM Ansatz mit homozygoter und heterozygoter Probe unter
Verwendung einer unmarkierten Hybridisierungssonde

Abgebildet ist die Floureszenzintensitat warend der Temperaturerhéhung von 64°C bis
76°C. Durch das Abschmelzen der Sonden von den DNA Fragmenten werden deutlich
sichtbare Peaks hervorgerufen. Die Sonde schmilzt zuerst von den DNA Strdngen mit
nicht komplementérer Base an der Stelle des SNP ab und ruft den ersten Peak (blau)
hervor. In diesem Versuchsansatz sind demnach zwei Proben mit nicht komplementéarer
Base vorhanden. Mit steigender Temperatur l6st sich die Sonde von den zwei DNA
Strangen mit komplementarer Base, was wiederum einen Floureszenzpeak (rot)
hervorruft. Die drei heterozygoten Proben (grau) generieren entsprechend einen
doppelten Peak. (Quelle:(deSilva and Blackett 2007)

1.2.4 HRM in der molekulargenetischen Diagnostik

Die zwei Hauptanwendungsgebiete fur das HRM sind die gezielte Genotypisierung
bekannter SNPs (Liew et al. 2004) sowie die Suche nach unbekannten Varianten (Gene
Scanning) (Reed and Wittwer 2004). Diese konnen auch gleichzeitig im selben
Amplifikat erfolgen. Kombiniert man das HRM mit einer rapid cycle PCR, stellt es die
ideale Methode zur individuellen DNA Diagnostik dar.

Die Bedeutung des HRM ist im letzten Jahrzehnt in vielen Bereichen der molekularen
Diagnostik gestiegen. In der klinischen Praxis ist vor allem die Verwendung als
Methode zum Mutationsscreening denkbar. De Leeneer und Kollegen konnten zeigen,
dass dies selbst flr sehr groRe Gene wie die Breast Cancer Gene 1 und 2 (BRCA1 und
BRCA2) moglich ist (De Leeneer et al. 2009). Fir das BRCAl1 Gen, ein
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Tumorsuppressorgen, dessen Mutationen mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko fur ein
Mammakarzinom einhergeht, konnte bereits ein vielversprechender Ansatz entwickelt

werden (van der Stoep et al. 2009).

Die Detektion von SNPs als Basisdiagnostik in der sogenannten stratifizierten Medizin
gewinnt immer mehr an Bedeutung (Bruzzone and Steer 2015). Anwendung kdnnte das
HRM bspw. in der individualisierten Pharmakotherapie finden. Warfarin ist ein
Antikoagulanz mit enger therapeutischer Breite. Bei falscher Dosierung kann es zur
Blutungsneigung oder zu einer ausgepragten Thrombophilie kommen. Die erforderliche
Dosis héngt unter anderem von Sequenzvarianten in Enzymen ab, die fir die
Metabolisierung von Warfarin zustandig sind. Eine schnelle Genotypisierung dieser
Loki um die erforderliche Dosis nédherungsweise zu bestimmen, konnte viele Patienten

vor Komplikationen bewahren (Reed, Kent, and Wittwer 2007).

Das HRM konnte auch genutzt werden, um RNA Sequenzvarianten mit Hilfe einer
reversen Transkriptase zu detektieren. Kombiniert mit rtPCR, Quantifizierung und
Genotypisierung derselben Probe in einem Versuchsansatz konnte dies beispielsweise in
der Hepatitis C Diagnostik Anwendung finden (Reed, Kent, and Wittwer 2007).
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2.  Fragestellung und Ziel der Arbeit

Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der CAG-Wiederholungen im ATX3 Gen
direkten Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3-Patienten nimmt. Je langer der
CAG-Abschnitt, desto friiher erkranken die Patienten. Man weil3, dass die Anzahl der
CAG-Wiederholungen nur ca. 43%-55% zum Erkrankungsalter beitragt. Unklar ist,
welche weiteren Faktoren das Erkrankungsalter signifikant beeinflussen. Es ist daher
wahrscheinlich, dass bislang unbekannte Polymorphismen einen Anteil zum
Erkrankungsalter der SCA3-Patienten beitragen.

Ataxin-3 ist bei Betroffenen im Zellkern lokalisiert, wo es intranukleare
Einschlusskorperchen  bildet. Es  konnten  daher  Proteine, die am
nukleozytoplasmatischen Transport beteiligt sind, auf die Lokalisation von Ataxin-3
einwirken. Wird die Aktivitdt dieser Transportproteine durch Polymorphismen
verdndert, hatte dies direkten Einfluss auf den Pathomechanismus. Ataxin-3 wird
aullerdem von Caspasen und Calpaine gespalten, bevor es zur Ausbildung der
spezifischen Kerneinschlusskorperchen kommt. Erst durch diese proteolytische
Spaltung wird der nukleozytoplasmatische Transport méglich. Nach der sogenannten
"Toxischen Fragment Hypothese" werden daher die durch die Spaltung entstehenden

Polyglutaminfragmente als zentraler Einflussfaktor der Pathogenese der SCA3 gesehen.

Aus diesem Grund ist es Ziel dieser Arbeit, SNPs in fur solche Transportproteine sowie
an der proteolyse von Ataxin-3 beteiligten Enzyme kodierenden Genen zu identifizieren

sowie deren Einfluss auf das Erkrankungsalter zu bestimmen.

Zu diesem Zweck werden SNPs zur Typisierung ausgewéhlt, die einen Einfluss auf den
Pathomechnaismus der SCA3 vermuten lassen. Fir diese SNPs sollen optimale
Bedingungen zur Typisierung mittels High Resolution Melting (HRM) etabliert werden.
Das HRM ermdglicht eine schnelle sowie hoch sensitive und spezifische
Genotypisierung der Patienten anhand der Detektion von Unterschieden in der
Schmelzkurvenanalyse. Durch die Ermittlung der Genotypen fir die zu untersuchenden
SNPs in den Patientenproben und das bekannte Erkrankungsalter dieser Patienten soll
letztendlich ermittelt werden, welchen Beitrag die Veranderungen in den untersuchten

Proteinen zum Erkrankungsalter und zur Pathogenese der SCA3 leisten.
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3.  Material

3.1 Probenmaterial

Im Rahmen des EUROSCA-Konsortiums wurden innerhalb von sechs Jahren
europaweit insgesamt Uber 580 Proben von SCA3-Patienten gesammelt. Einer Analyse
dieser Proben zu Forschungszwecken wurde von jedem der Patienten ausdriicklich
zugestimmt.  Klinische Daten wie bspw. das Erkrankungsalter und die
Familienzugehorigkeit dieser Patienten wurden genauso wie deren Anzahl an CAG-
Wiederholungen im ATXN3 Gen in einer Datenbank hinterlegt. In vorausgegangenen
Mutationsscreenings konnte festgestellt werden, dass die Qualitdt der Patienten DNA
zur Genotypisierung ausreichend gut ist. Die in dieser Arbeit verwendeten 492
Patientenproben stammen allesamt aus dem Pool des EUROSCA-Konsortiums.

Zur Etablierung der PCR und HRM Bedingungen wurden DNA Proben aus der CEPH
Studie verwendet. Diese standen in groBer Menge und hoher Konzentration zur

Verfligung. Der begrenzte Bestand an Patienten DNA wurde dadurch geschont.

3.2 Primer

Tabelle 1: Sequenzen aller verwendeten Primer F= Vorwarts-, R=Ruckwarts
Primer
Die Primersequenzen sind in 5"— 3" Richtung aufgefiihrt.

Bezeichnung Sequenz [57- 37]

XPO6-Ex18-F1 TCTGCCACAAAGAACAATGC
XPO6-Ex18-F2 GCTTCAGGTTGCGATAGTCC
XPO6-Ex18-R1 CAGAGAATGAGCAGCAGTGG
XPO6-Ex18-R2 TCTCTTGTAGGCCCAGGTGT
IPO4-Ex17-F1 ACCACCTTTGGTCCCGTAG
IPO4-Ex17-R1 GTCCAGTGGGAAGACAGGAG
IPO4-Ex17-F2 GGTGCTAATGGAGCCCTTG
IPO4-Ex16-F1 ATCTGCACAGGCTGAAGGTC
IPO4-Ex16-R1 GAGCCATTGGTGAGGAGAGA
CAST-Ex23-F1 GCGGAGTGTCTTGTTGGTCT
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Bezeichnung

Sequenz [5- 3]

CAST-Ex23-F2
CAST-Ex23-R1
CAST-Ex23-R2
CAPN2-Ex17-F2
CAPN2-Ex17-R3
KPNA2-Ex08-F1
KPNA2-Ex08-R1
KPNA2-Ex08-F2

KPNA2-Ex08-R2

AATCTAAGGCCGCTGCTC
AGTGACAGGAGGAGGCAGAA
TCAGGGGGTGCTGACTGTAT
TCTGTATGTGAAGGGCACAGA
CCCTGGAGCACATTAAAGGA
GCTCACCAACCCCAAAACTA
AACACTGACAAGGAATGGGACT
CTCCTGCCCTAAGAGCCATA

AAGGAATGGGACTAATCCATGA

Samtliche Primer wurden von Metabion International AG, Martinsried bezogen. Die
Konzentration der gelieferten Stocklosungen betrug 100 pmol/ul. Aus diesen wurden
Arbeitsldsungen mit einer Konzentration von 10 pmol/ul hergestellt. Die Verdiinnung
erfolgte mit sterilem H,O (Ampuwa). Die Stocklésungen wurden mit laborinternen
fortlaufenden Nummern versehen und genau wie die Arbeitslésungen bei -20 °C

gelagert. Die tatsdchlich zur Genotypisierung verwendeten Primer sind in Tabelle 25

aufgefuhrt.

3.3 Sonden

Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten Sonden

Bezeichnung

Sequenz [57- 37]

XPOG6-Ex18-S-P
XPO6-Ex18-R-S-P
IPO4-Ex17-S-P
IPO4-Ex17-R-S-P
IPO4-Ex16-S-P
IPO4-Ex16-R-S-P
CAST-Ex23-S-P
CAPN2-Ex17-S-P
KPNA2-Ex08-S-P

TGAGGCTGGCGTGGTTGATGG
CCATCAACCAGGCCAGCCTCA
AGGTAGACGACCCTGACTTGCGG
CCGCAAGTCAGCGTCGTCTACC
CAGCAGCGAGGCCTGGGCAG
CTGCCCAGGTCTCGCTGCTG
GAGGCTGTGTGTCGGACCTC
GCCAAGATATCAAGTCAGATGGC
CATCACAGCCGGCCGCCAGGA
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KPNA2-Ex08-R-S-P TCCTGGCGGCTGGCTGTGATG

Samtliche Sonden wurden von Metabion International AG, Martinsried bezogen. Sie
wurden vom Hersteller am 3' Ende mit einer Phosphorylierung markiert. Die
Konzentration der gelieferten Stockldsungen betrug 100 pmol/ul. Aus diesen wurden
Arbeitslosungen mit einer Konzentration von 10 pmol/pl hergestellt. Die Verdinnung
erfolgte mit sterilem Wasser fir Injektionszwecke (Ampuwa). Die Stockldsungen
wurden mit laborinternen fortlaufenden Nummern versehen und genau wie die Primer

bei -20 °C gelagert.

3.4 Enzyme

Tabelle 3: Verwendete Enzyme und Hersteller

Enzym Hersteller

OneTag DNA Polymerase New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main, D
FastStart Polymerase New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main, D
BcoDI (10000 U/ml) New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main, D
Mmel (2000 U/ml) New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main, D

Fur alle aufgefihrten Enzyme wurde der vom Hersteller bereitgestellte Puffer
verwendet.

3.5 DNA-GroRenmarker

Folgende Abbildung 9 zeigt die DNA-GroRenstandards, welche entsprechend den
Vorgaben der Hersteller zur qualitativen sowie quantitativen Analyse von DNA-

Fragmenten verwendet wurden.
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Abbildung 9: DNA GroéRenstandards
A: pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D B: Lambda
DNA/Hindlll Marker, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D

3.6 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Reagenzien mit Herstellerangaben

Bezeichnung

Hersteller

Ampuwa (steriles Wasser fr Injektionszwecke)
Desoxynukleotide (ANTPs) 10mM

DNA-Ladepuffer 6x

GenomeLab DNA Size Standard Kit — 600

Glycogen

Lambda/Hindlll DNA GroRenmarker

pUC19/Msp3l DNA Grolenmarker

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, D
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Promega, Madison, WI, USA

Beckman Coulter, Beverley, MA, USA
Beckman Coulter, Beverley, MA, USA
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot , D
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D

In Tabelle 4 nicht aufgefuhrte Chemikalien wurden in groRtmoglicher Reinheit von

folgenden Herstellern bezogen: Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe; Fresenius Kabi
AG, Bad Homburg; Invitrogen GmbH, Karlsruhe; Merck KGaA, Darmstadt; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim.
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3.7 Losungen und Puffer

Tabelle 5: Verwendete Losungen und Puffer und deren Zusammensetzung

Bezeichnung Zusammensetzung

DNA Ladepuffer 10x 8% (w/v) Ficoll
0,05% (w/v) Bromphenolblau
inlx TBE

TBE Puffer 10x 890mM Tris

890mM Borséure

20mM EDTA (pH 8,0)
3M Natriumacetat (pH 5,2) 3M Natriumacetat mit Essigsaure 100% auf pH 5,2 titriert
100mM Na,EDTA (pH 8,0) 100mM Na,EDTA mit 5M NaOH auf pH 8,0 titriert

Alle Losungen und Puffer wurden mit Ampuwa angesetzt. Die Lagerung erfolgte

entsprechend ihrer Zusammensetzung bei Raumtemperatur oder bei 4°C.

3.8 Reagenziensets

Tabelle 6: Verwendete Reagenziensets

Kit Hersteller

Agencourt AMPure Beckman Coulter, Beverley, MA, USA
GenomeLab DTCS Quick Start Kit Beckman Coulter, Beverley, MA, USA
LightCycler 480 High resolution Melting Master Kit  Roche Diagnostics, Mannheim, D
QIAquick PCR Purificarion Kit Qiagen GmbH, Hilden, D

3.9 Gerate

Tabelle 7: Verwendete Gerate mit Hersteller und Bezeichnung

Gerat Bezeichnung und Hersteller

Gelelektrophoresekammern  Bio-rad Laboratories GmbH, Minchen, D

LightCycler LightCycler 480 Il, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
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NanoDrop NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop
Technologies, Wilmingon, USA

Photometer Ultraspec 3100 pro Amersham Biotech Bioscience Europe
GmbH, Freiburg, D

Sequenzierer CEQ 2000 Genetic Analysis System, Beckman Coulter, Beverly,
MA, USA

Thermo Cycler G-storm, AlphaMetrix Biotech GmbH, Rdodermark, D

Vakuumzentrifuge Vakuumzentrifuge Concentrator 5301, Eppendorf AG, Hamburg,
D

3.10 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8: Verwendete Materialien

Kit Hersteller

Easy Peel Thermo Scientific ABgene House, Surrey, UK

Easy Pierce Strong Metallfolie pegLab, Erlangen. D

LightCycler 480 Sealing Folie Roche Diagnostics, Mannheim, D
LightCycler 480 Multiwell Plate 96 Roche Diagnostics, Mannheim, D
LightCycler 480 Multiwell Plate 384 Roche Diagnostics, Mannheim, D
Reaktionsgefal3, 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, D
Reaktionsgefal3, 0,5 ml Eppendorf, Hamburg, D
Sequenzierplatte 96-well Greiner bio-one, Frickenhausen, D

3.11 Software

Tabelle 9: Verwendete Software mit Entwickler und Version

Software Entwickler Version
GenomeLab Genetic Beckman Coulter, Beverley, Instrument Version 8.1.1
MA, USA .
Analysis System Software Version 10.2.4
LightCycler 480 Idaho Technology Inc., Salt Release 1.5.0 SP4, Version
Software Lake City, UT, USA 1.5.0.39
Microsoft Excel 2010 Microsoft Corp., Redmond, Version 14.0.5128.5000
WA, USA
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NanoDrop ND-1000

NanoDrop

Technologies, Version 3.6.0

Wilmington, NC, USA

Chromas Lite

Technelysium Pty

Ltd, Version2.3

Brishane, AU

Biostep ArgusX1

Biostep, Jahnsdorf, D

Version 3.3.0

3.12 Datenbanken und Serviceprogramme

Tabelle 10: Verwendete Datenbanken und Serviceprogramme

Datenbanken und

Serviceprogramme

URL

BLAST

DNA Melting Analysis

Hardy Weinberg Calculator

NCBI

NEBcutter

NHLBI Exome Sequencing Project
Oligonucleotid Calculation

Olgionukleotiddesign

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://.dna.utah.edu/umelt/um.php
http://emerald.tufts.edu/courtlab
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://evs.gs.washington.edu/EVS/

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.
html
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

Primer3 Version 0.4.0 http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

Reverse Complement http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
1000 Genomes http://browser.1000genomes.org/index. html

4.  Methoden

4.1 Primer Design

Alle fiir die PCRs und die Genotypisierung mittels HRM benétigten Oligonukleotide

wurden mit Hilfe des online verfugbaren Programms Primer 3 (s. Tabelle 10) erstellt.

Das Primer-Design erfolgte anhand festgelegter Kriterien. Die Amplifikate fur das

HRM sollten eine Lange von 400bp nicht Uberschreiten. Der zu untersuchende SNP

sollte mdglichst mittig zwischen den beiden Primern liegen. Um die Ausbildung von

Primer-Dimern zu vermeiden, wurde darauf geachtet, dass die Primersequenz weder

selbstkomplementér noch komplementar zur Sequenz des zweiten Primers ist. Innerhalb
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der Zielsequenz durften bis auf den Bereich um den zu untersuchenden SNP keine
weiteren Primerbindungsstellen vorkommen. Die Lange der Primer sollte zwischen 18-
25 bp liegen und der GC-Gehalt idealerweise 40-60% betragen. So konnte die optimale
Schmelztemperatur (Tm) von ca. 60°C fir die spatere Genotypsierung mittels HRM
gewahrleistet werden. Darlber hinaus wurde beachtet, dass die Tm der beiden Primer
moglichst nahe beieinander lag. Lange Poly-A, -T, -G oder —C Sequenzen wurden

vermieden.

Um die festgelegten Parameter zu verifizieren wurde die in Tabelle 9 aufgefuhrte
Software verwendet. Mit den so designten Primerpaaren wurde in einer in silico PCR
das Vorhandensein von zusétzlichen PCR Produkten ausgeschlossen. Auf diese Weise
wurden fur jeden SNP mindestens zwei Primerpaare designt, von denen wéhrend der

folgenden Etablierung das effizienteste Primerpaar ausgewéhlt wurde (s. Kapitel 5.2.1).

4.2 Konzentrationsbestimmung anhand der optischen Dichte

Sowohl die Konzentration der DNA in den CEPH-Proben als auch die der
Patientenproben war zunédchst unbekannt. Die Konzentrationsbestimmung dieser
Stocklésungen erfolgte mit dem NanoDrop ND-1000-Spektrophotometer. Die optische
Dichte (OD) der aufgetragenen Losung wird von dem Gerat bei einer Wellenlange von
260nm gemessen. Die entsprechende Software (Tabelle 9) bestimmt daraus die
Konzentration sowie die Reinheit der in der Probe enthaltenen DNA. Etwaige
Verunreinigungen durch Substanzen, welche die optische Dichte beeinflussen wirden

wie bspw. Proteine oder Losungsmittel, konnten dadurch ausgeschlossen werden.

Fur die Messungen wurde 1 pl DNA aufgetragen. Es wurden jeweils drei Proben
gemessen und aus den Messwerten das arithmetische Mittel berechnet. Als Referenz
diente steriles H,O. Aus den so ermittelten DNA Konzentrationen der Stocklésungen
konnten Verdinnungen entsprechend dem Bedarf fir die Polymerasekettenreaktionen
(PCRs) bzw. das HRM hergestellt werden.
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4.3 Konzentrationsabschatzung anhand der Agarose-Gelelektrophorese

Um die Menge der einzusetzenden DNA fur die Sequenzierreaktionen bestimmen zu
konnen, wurde die Konzentration der Proben mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese
abgeschéatzt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte dabei durch den Vergleich der
Bandenintensitat der DNA Probe mit jener des pUC19/Msp3l DNA GrélRenmarkers im
Agarosegel.

Die Fragmentlangen sowie die aufgetragene Menge des pUC19/Msp3l DNA
GroRenmarkers waren bekannt. So konnte dieser als Referenz zur Quantifizierung der

DNA eingesetzt werden.

4.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein in vitro-Amplifikationsverfahren von definierten
DNA-Sequenzen. Der zyklisch verlaufende Prozess der PCR beruht auf drei
aufeinander folgenden Reaktionsschritten. Im ersten Schritt, der Denaturierung, kommt
es zum Aufschmelzen des DNA Doppelstranges. Darauf folgt in Schritt zwei die
Anlagerung der Primer. Die zwei gegenléufigen Oligonukleotide binden spezifisch an
die Enden der DNA Einzelstrdnge. Sie dienen so als Startmolekil der Amplifikation.
Der dritte Schritt umfasst die Synthese des fehlenden, komplementaren Einzelstranges
durch eine hitzestabile DNA-Polymerase aus freien Nukleotiden. Diesen Schritt
bezeichnet man als Polymerisation. Durch mehrfache Wiederholung der
Reaktionsschritte kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung des spezifischen
DNA-Abschnitts.

Zur Amplifikation der DNA Fragmente wurden die in Tabelle 1 aufgefihrten
Primerpaare sowie die Polymerase OneTaq von NEB, Frankfurt verwendet. Die PCR

wurde im Thermo Cycler von G-Storm durchgefihrt.

Nachfolgende Tabelle 11 und Tabelle 12 flihren die Zusammensetzung der verwendeten

Mastermixe fiir die Standard PCR mit Tag- bzw. FastStart-Polymerase auf.

Tabelle 11: Zusammensetzung des Mastermix mit Tagpolymerase
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Bestandteil Volumen [ul]
DNA-Template 2

OneTaq Standard Buffer (NEB) 4

dNTPs (2mM) 1,6

Primer forward (10 pmol/ul) 0,8

Primer reverse (10 pmol/ul) 0,8

OneTag DNA Polymerase(NEB) 0,1

H,O (Ampuwa) ad 20

Tabelle 12: Zusammensetzung des Mastermix mit FastStartpolymerase

Bestandteil Volumen [ul]
DNA-Template 2

OneTaq Standard Buffer (NEB) 4

dNTPs (2mM) 1,6

Primer forward (10 pmol/ul) 0,8

Primer reverse (10 pmol/ul) 0,8

OneTag DNA Polymerase (NEB) 0,1

H,O (Ampuwa) ad 20

Um die Spezifitdt der PCR zu erhéhen, wurde ein Touch-Down Temperaturprofil
angewendet. Nachfolgende Tabelle 13 und Tabelle 14 zeigen das standardmaliig

verwendete Temperaturprofil der Touch-Down PCR.

Tabelle 13: Temperaturprofil der Touch-Down-PCR mit Taq Polymerase

PCR-Schritt Zeit [s] Temperatur [°C] Wiederholungen
Verlangerte Denaturierung 240 94

Denaturierung 15 94 h

Primer Anlagerung 30 65 (-1°C/ZykKlus) — 10
Polymerisation 60 68 N

Denaturierung 15 94 N

Primer Anlagerung 30 55 — 25
Polymerisation 60 68 B

Lagerung 0 10
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Tabelle 14: Temperaturprofil der Touch-Down-PCR mit FastStart-Polymerase

PCR-Schritt Zeit[s]  Temperatur [°C] Wiederholungen
Verlangerte Denaturierung 240 94

Denaturierung 15 94 h

Primer Anlagerung 30 65 (-1°C/ZykKlus) — 10
Polymerisation 60 68 ]

Denaturierung 15 94 N

Primer Anlagerung 30 55 = 25
Polymerisation 60 68 B

Lagerung 0 10

4.5 Aufreinigung und Konzentrierung von DNA

4.5.1 Aufreinigung von PCR Produkten durch Ethanol-Fallung

Im Anschluss an die PCR wurden die Produkte, die im néchsten Schritt sequenziert
werden sollten, mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits nach den Angaben im
Herstellerprotokoll aufgereinigt.  Primer, Nukleotide, die Polymrase sowie
Uberschiissige Salze wurden dabei von der geféllten dsDNA getrennt und aus dem
Reaktionsgefal entfernt. Das Auswaschen der DNA erfolgte abweichend vom Protokoll
mit 30ul Elution Buffer, welche zentral auf die Membran der Sdule gegeben wurden.

Auf diese Weise konnte eine hohere Endkonzentration der DNA erreicht werden.
4.5.2 Aufreinigung von PCR Produkten mit Magnetic Beats

Andere PCR Produkte wurden mit Hilfe des Agencourt AMPure PCR Purifikation Kits
nach den Angaben im Herstellerprotokoll aufgereinigt. Um eine hohere Konzentration
der DNA zu erreichen, erfolgte das Auswaschen der DNA auch in dieser Methode,
entgegen der Anleitung im Herstellerprotokoll, mit 30 pl statt 40 pl 10mM Tris-Cl
Puffer.
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4.6 Agarose-Gelelektrophorese

Agarosegele sind aufgrund ihrer Eingenschaft als verhaltnismaRig groBporige Gele gut
zur Auftrennung von DNA geeignet. Daher wurde diese Methode zur Verifizierung von
PCR Ergebnissen sowie zur Genotypisierung nach Resriktionsverdau genutzt. Die
GroRe der Gele sowie die Menge der Agarose wurden je nach Anzahl der zu
untersuchenden Proben, Probenvolumen und L&nge der zu detektierenden Fragmente
unterschiedlich gewéhlt. Die Agarose wurde abgewogen, in 1-fach TBE suspendiert und
anschlieend aufgekocht, bis sie vollstandig geldst war. Der Volumenverlust wurde
durch steriles H,O ausgeglichen und je nach Gelgrofie wurden 2-4ul Ethidiumbromid
zugegeben. AnschlieRend wurde die Gellésung in einen Geltrager gegossen. Nach dem
Erstarren des Gels wurde dieses in eine mit 1-fach TBE Puffer befullte
Elektrophoresekammer gelegt und dort mit den Proben und dem DNA-GroRRenstandard
beladen. Um ein Aufsteigen der Proben aus den Geltaschen zu vermeiden, wurden diese
zuvor mit Agaroseblau-Ladepuffer versetzt. Die Fragmente wurden bei 90 — 120V
aufgetrennt. Die erfolgte Auftrennung wurde mit Hilfe des Geldokumentationssystems
Biostep ArgusX1, Jahnsdorf unter UV-Licht festgehalten und anschlieRend ausgewertet.

4.7 Sequenzierung

Die Basenabfolge der untersuchten Genabschnitte wurde durch die Sanger-
Kettenabbruchmethode bestimmt. Ein Strang des betreffenden DNA-Abschnitts wird
dabei mit Hilfe des entsprechenden Primers (Vorwaérts oder Riuckwarts), einer DNA-
Polymersae, dNTPs und einer geringen Menge Didesoxyribonukleotiden (ddNTPS)
amplifiziert. Durch das Fehlen der 3 -Hydroxygruppe an der Ribose der ddNTPs kann
die DNA-Polymerase keine Phosphodiesterbindung zur Anknupfung eines weiteren
Nukleotids ausbilden. Es kommt zum Kettenabbruch. Der zuféllige, aber
sequenzspezifische Einbau der ddNTPs fuhrt zu DNA Fragmenten unterschiedlicher
Lange, die an ihrem 3°-Ende ein fluoureszenzmarkiertes ddNTP tragen. Das
Sequenziergerat trennt diese Fragmente in einer mit Gel befillten Kapillare der GroRe
nach auf. Sie passieren anschlieBend einen Laser, durch den die Farbstoffe mit Licht
unterschiedlicher Wellenlange angeregt werden. Die Floureszenzsignale werden

detektiert und je einem der vier ddNTPs zugeordnet. Da die PCR Fragmente den Laser
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der Grolie nach passieren, entspricht die Abfolge der detektierten Signale der Sequenz
des eingesetzten DNA-Strangs.

Die Sequenzierung wurde mit Hilfe des GenomeLab Quick Start Kits von Beckman
Coulter durchgefuhrt. Vor der Sequenzierung erfolgte eine Aufreinigung des PCR
Produkts mittels QIAquick PCR Purification Kit (s. Kapitel 4.5.1). Fur die
Sequenzierung wurden entsprechend dem Protokoll von Beckmann Coulter 50 — 100
fmol dsDNA eingesetzt.

Die nachfolgende Tabelle 15 zeigt den Reaktionsansatz fir die Sequenzierreaktion. Das
verwendete Temperaturschema wird in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 15: Zusammensetzung der Sequenzierungsreaktion

Bestandteil Volumen [ul]
H,O (Ampuwa) Ad 10
DNA-Template (50-100fmol) 05-15
Sequenzierungsprimer 1

DTCS Quick Start Master Mix 4

Totales Volumen 10

Tabelle 16: Temperaturprofil der Sequenzierungs-PCR

PCR-Schritt Zeit[s]  Temperatur [°C] Wiederholungen
Denaturierung 20 96

Primer Anlagerung 20 50 30
Polymerisation 240 60

Lagerung o0 10

Im Anschluss wurden die Reaktionsgefalie bis zur Aufreinigung der enthaltenen PCR
Produkte lichtgeschutzt bei 4°C gelagert. Zur Beendigung der Sequenzierreaktion
wurden 2,5 ul Stoplésung in ein neues Reaktionsgefaly gegeben und das gesamte PCR

Produkt in dieses Uberfiihrt.

Nachfolgende Tabelle 17 zeigt die Zusammensetzung der vor jeder Reaktion frisch

hergestellten Stopldsung.
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Tabelle 17: Zusammensetzung der Stoplosung zur Beendigung der
Sequenzierreaktion

Bestandteil Volumen [ul]
Glycogen 0,5

3M Natriumacetat (pH = 5,2) 1

100mM NaEDTA (pH = 8,0) 1

Die Féllung der DNA erfolgte durch Zugabe von 30ul 95% Ethanol (-20°C), kurzem
Mischen und sofortiger Zentrifugation (30min, 13,200 rpm bei 4°C). Der Uberstand
wurde vorsichtig abpipettiert und verworfen. Das DNA-Pellet wurde im Anschluss mit
200ul 70% Ethanol (-20°C) gewaschen und zentrifugiert (15min, 13,200 rpm bei 4°C).
Der Uberstand wurde erneut verworfen und der Waschschritt wiederholt. Daraufhin
wurde das gesamte Ethanol abpipettiert und das Reaktionsgefall mit enthaltenem DNA-
Pellet fur 10 Minuten bei 30°C zum Trocknen in eine Vakuumzentrifuge gestellt. Dann
wurden 40ul SLS zugegeben, die Probe gut gemischt und bei -4°C flir mindestens 60
Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschlielend konnte die Probe auf eine 96 Well
Sequenzierplatte Gberfiihrt und mit einem Tropfen Mineraldl Gberschichtet werden. Die

Analyse erfolgte in dem CEQ 8000 Genetic Analysis System von Beckman Coulter.

4.8 Restriktion von DNA

In einem Fall erfolgte die Genotypisierung im Anschluss an die PCR mittels
Restriktionsverdau. Hierzu wurde die Restriktionsendonuklease BcoDI verwendet. Ein
Restriktionsansatz setze sich aus der jeweiligen DNA, dem Puffer CutSmart (NEB),
BcoDI und sterilem H,O zusammen. Anhand der zu verdauenden DNA Menge und der
von New England BiolLabs festgelegten Unit (U) wurde die einzusetzende Menge an
Enzym berechnet. Die Restriktion erfolgte fur zwei Stunden bei 37°C. Zur
anschlielenden Analyse wurden die Proben auf ein 2% Agarosegel aufgetragen und

mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.

Nachfolgende Tabelle 18 zeigt den Ansatz des Restriktionsverdaus, der fir BcoDI

verwendet wurde.
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Tabelle 18: Restriktionsverdau mittels BcoDlI

Bestandteil Volumen [ul]
PCR Produkt 20

BcoDl 0,2

NEB CutSmart Puffer 2

4.9 High Resolution Melting

Das High Resolution Melting wurde in dem LightCycler 480 Il von Roche Diagnostics
GmbH durchgefuhrt. Es handelt sich dabei um eine Methode zur Detektion von
Sequenzunterschieden anhand des Schmelzverhaltens doppelstrangiger DNA (s.Kapitel
1.2.2). Im Rahmen dieser Arbeit wurde sie daher zur Genotypisierung ausgewéhlter
Einzelbasenpolymorphismen (Single nukleotide polymorphisms = SNPs) in
Nukleozytoplasmatischen Transportproteinen und in Proteinen, von denen aus
Vorstudien ein Einfluss auf die Pathogenese der SCA3 bekannt ist, verwendet. Jeder
Mensch ist heterozygot fir ungefahr drei Millionen Basen (Bruzzone and Steer 2015).
Mit einer Frequenz von 1 in 1000 bp werden SNPs haufig zur Untersuchung komplexer

vererbter Erkrankungen verwendet.

Das Schmelzverhalten von dsDNA wird durch mehrere Faktoren beeinflusst. Dazu
gehoren die Lange, der GC Gehalt und die Sequenz des dsDNA Fragments (Kapitel
1.2.2). Eine Veranderung der DNA Sequenz bewirkt daher eine direkte Veranderung der
Schmelztemperatur T, Liegt eine Homozygote Sequenzvariante, im Sinne eines
Basenaustauschs von G/C zu AJT oder umgekehrt vor, ist die reultierende
Schmelztemperaturverdnderung mittels HRM detektierbar. Liegt jedoch eine
Punktmutation, im Sinne eines komplementdren Basenaustauschs vor, ist die
Verdanderung der Schmelztemperatur zu gering, um sie mittels klassischem HRM
erfassen zu konnen. In diesen Fallen werden zusétzliche unmarkierte

Hybridisierungssonden verwendet (Kapitel 1.2.3).

Auch ein Basenaustausch in einem einzelnen Allel bewirkt eine Verdnderung der

Schmelzkurve. Diese wird durch die Bildung von Duplexen aus den Einzelstrangen der
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DNA Fragmente hervorgerufen (Kapitel 1.2.2). Das Abschmelzen der dsDNA wird
durch die Verwendung eines interkalierenden Floureszenzfarbstoffes sichtbar gemacht.
Dieser Farbstoff, welcher nur an dsDNA bindet, verliert seine floureszierende
Eigenschaft mit der Freisetzung aus den Dupleces wéhrend dem Abschmelzen der
DNA. Die DNA wird zundchst mit Hilfe einer PCR vervielfaltigt. AnschlieRend wird
das PCR Produkt erhitzt und die Floureszenzintensitdt wahrend dieses Vorgangs
kontinuierlich gemessen. Die gemessenen Floureszenzsignale konnen durch den
LightCycler 480 in Schmelzkurven (berschrieben werden, aus welchen sich die
beschriebenen Sequenzunterschiede ablesen lassen.

4.9.1 HRM Bedingungen

Voraussetzung fiir das HRM ist eine hohe Konzentration der zu untersuchenden DNA.
Daher wurde vor der Analyse im LightCycler eine PCR durchgefiihrt. Zu dem PCR
Ansatz wurde bereits der LightCycler HRM Master Mix gegeben. Dadurch wird
erreicht, dass das Reaktionsgefa® vor Uberfiihrung in den LightCycler nicht mehr
geoOffnet werden muss. Im Gegensatz zu anderen gangigen Genotypisierungsmethoden
besteht beim HRM daher kein Kontaminationsrisiko (s.Kapitel 1.2.1).

Die Zusammensetzung des Mastermix fur die HRM PCR ist in Tabelle 19 aufgefuhrt.
Der im verwendeten LightCycler 480 HRM Master-Kit von Roche enthaltene Master
Mix setzt sich aus dem HRM Floureszenzfarbstoff, einer FastStart Taq-Polymerase und
dNTPs in einem Reaktionspuffer zusammen. Eine 25mM MgCl, Lésung wird separat

geliefert, wodurch die jeweilige Menge an MgCl, variiert werden kann (Kapitel 5.2.3).

Der enthaltene Floureszenzfarbstoff ist gegentiber &ufleren Einflissen wenig stabil,
weswegen er stets vor Licht geschiitzt und haufiges Auftauen und Einfrieren vermieden
wurde. Angebrochene Mastermixe wurden innerhalb von zwei Wochen aufgebraucht.
Um die dsDNA mit Farbstoff zu sattigen, wurden hohe Konzentrationen eingesetzt, die
den Ablauf der PCR aber nicht beeintréchtigen.

Zur Unterscheidung der Schmelzprofile der selteneren und haufigeren homozygoten
Varianten wurden sogenannte unmarkierte Hybridisierungssonden designt (s. Kapitel
5.2.2). Neben dem Mastermix wurde dem PCR Ansatz je nach untersuchtem SNP die

zuvor designte Sonde zugegeben. Um ein starkes Sondensignal zu generieren, sollte der
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zur Sonde komplementire Strang im Uberschuss synthetisiert werden. Daher wurde fiir
den Mastermix mit Hybridisierungssonde ein asymmetrischer Ansatz gewahlt, bei dem

der entsprechende Primer in hoherer Konzentration zugegeben wurde.

Je langer der untersuchte DNA Abschnitt ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit fir
zusatzliche Schmelzdoménen (s. Kapitel 1.2.2). Die Primer wurden daher so gewdhlt,
dass die Lange des generierten DNA Fragments zwischen 100 — 250 bp lag.

Tabelle 19: Zusammensetzung des Mastermix fur das HRM ohne
Hybridisierungsonde

Bestandteil Volumen [pl]
DNA-Template 1

HRM MasterMix (2x con.) 10

Primer F (10 pM) 2

Primer R (10 uM) 2

MgCl, (25mM) 2,4

H,O (Ampuwa) 4,6

Tabelle 20: Zusammensetzung des Mastermix fur das HRM mit
Hybridisierungssonde

Bestandteil Volumen [ul]
DNA-Template 1

HRM MasterMix (2x con.) 10

Sonde (10pmol/ul) 1

Primer Mix mit Primer F (4uM) und Primer R (10uM) 2,5

MgCl, (25mM) 2,4

H,O (Ampuwa) 4,1

Die Spezifitat der PCR wurde durch die Anwendung einer Touch-Down PCR erhoht.
Nachfolgende Tabelle 21 zeigt das standardmafRig verwendete Touch-Down

Temperaturprofil.

Tabelle 21: Temperaturprofil der Touch-Down PCR fir das HRM

PCR-Schritt Zeit [s] Temperatur [°C] Wiederolungen

-46 -



Methoden

Verlangerte Denaturierung 600 95
Vervielfaltigung
Denaturierung 10 95 ]
Primer Anlagerung 15 68 (-1°C/ZykKlus) — 10
Polymerisation 10 72 B}
Denaturierung 10 95 N
Primer Anlagerung 15 58 = 45
Polymerisation 10 72 ]
HRM
60 95
60 40
1 50
kontinuierlich 95
(0,02°C/s)
Kihlung 10 40

Um die Ausbildung von Homo- und Heteroduplexen zwischen den Einzelstrdngen zu
erreichen, wurde das PCR Produkt wie in Abbildung 10 zu erkennen, am Ende der 55
Amplifikationszyklen auf 40°C abgekihlt. AnschlieBend wurde durch langsames
Erhohen der Temperatur um 0,02°C pro Sekunde das Abschmelzen eingeleitet. Ab einer
Temperatur von 50°C wurden 30 Einzelmessungen des Floureszenzsignals pro 1°C

Temperaturanstieg durchgeftihrt.

B

Overview
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2. 8 8. 8
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1:07:32 1:18:46 1:30:05 1:41:24

Temperature (°C)
= o @
5.2 8

w
<

0:00:00 0:10:14 0:21:32 0:3254 0:4416 0:55:37
Estimated Time (h:mm:ss)

Abbildung 10: Laufzeitprotokoll des HRM Programms

Dargestellt ist der Temperaturverlauf in Grad Celsius Uber die Zeit in Minuten. Die
grinen Punkte markieren die Zeitpunkte, an denen die Floureszenzintensitat gemessen
wurde. In der Endphase des Protokolls wird die Floureszenzintensitat unter langsamer
Temperaturzunahme kontinuerlich gemessen.
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Aus den erhobenen Messdaten zu diesen Zeitpunkten erstellt der LightCycler eine
Schmelzkurve, welche die Basis aller folgenden Schmelzkurvenanalysen darstelit.

Die Analyse der Patientenproben erfolgte pro 384-Well Platte mit je einer
Negativkontrolle bestehend aus Wasser, um etwaige Verunreinigungen der verwendeten
DNA Proben und des LightCycler 480 HRM Master-Kits zu detektieren. Eine
Positivkontrolle, bestehend aus einer bereits sequenzierten Patientenprobe, wurde
mitanalysiert, falls bereits vorhanden.

4.9.2 Schmelzkurvenanalyse mit der LightCycler 480 Gene Scanning Software

Mit Hilfe der Gene Scanning Software konnen die HRM Schmelzkurvendaten
analysiert werden. So konnten Unterschiede in der Form der Schnelzkurven identifiziert

werden, welche auf die entsprechende Sequenzvariante zurrtickschlieBen lieRen.

Die vom LightyCycler generierten Schmelzkurven wurden mit Hilfe der LightCycler
480 Software, Idaho Technology Inc., Salt Lake City, UT, USA ausgewertet.

Die vom LightCycler 480 generierten Rohdaten der Schmelzkurven wurden in vier
Schritten bearbeitet. Durch Unterschiede in den PCR Bedingungen hervorgerufene
Veranderungen der Schmelzkurvenform konnten so ausgeglichen werden. Dies

ermdglichte eine prazisere Zuordnung der Schmelzkurven zu den jeweiligen Genotypen.

Die folgenden vier Arbeitsschritte wurden unter Zuhilfenahme der Gene Scanning

Software ausgefhrt:

= Erfassen von Negativproben: Der automatische Negativfilter der Software
wurde verwendet, um negative Proben zu erfassen und von der weiteren Analyse
auszuschlieBen. Zu diesen zahlten bspw. Proben mit einem zu geringen
Floureszenzsignal. Durch den Einsatz je einer Negativkontrolle auf jeder HRM
Platte konnten Proben, die durch den automatischen Negativfilter nicht erfasst

wurden, manuell ausgeschlossen werden.
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= Normalisierung: Die Rohdaten der Schmelzkurven wurden normalisiert indem,
wie in Abbildung 11 zu sehen, durch manuell auf der x-Achse verschiebbare
Rahmen einheitliche Zeitpunkte fiir Floureszenzbeginn und Ende festgelegt
wurden. Der Schnittpunkt der jeweiligen Schmelzkurve mit dem linken Rahmen
wurde dabei auf einen relativen Wert von 100% festgelegt. Der Schnittpunkt der
Schmelzkurve mit dem rechten Rahmen wurde auf einen relativen Wert von 0%
festgelegt. So wurde die Interpretation der Daten und insbesondere die
Vergleichbarkeit zwischen den beiden homozygoten SNP Varianten vereinfacht.
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Abbildung 11: Normalisierung der Schmelzkurven
A: Festlegen der Zeitpunkte flir Floureszenzbeginn (griner Rahmen) und
Floureszenzende (roter Rahmen) in den Rohdaten. B: Durch die Normalisierung auf
diese festgelegten Zeitpunkte werden eindeutig voneinander abgrenzbare
Schmelzkurven abgebildet. (Quelle:www.bio-rad.com)

= Temperatur Verschiebung: Im Anschluss an die Normalisierung sind die
Schmelzkurven der Proben mit dem gleichen Genotyp hdufig auf der x-Achse
versetzt. UngleichmaBige Temperaturerhohung im Heizblock oder leichte
Unterschiede in der MgCl, Konzentration kénnen zu diesem Phanomen fiihren.
Daher wurde ein Schwellenwert fur die Floureszenzstarke festgelegt, auf den
alle Schmelzkurven geeicht wurden (Abbildung 12). Dieser Schwellenwert

betrug fir alle Versuche 5% relative Floureszenzstarke.
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Normalized Melting Curves
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Abbildung 12: Temperatur Verschiebung im HRM

Alle Schmelzkurven werden auf einen Schwellenwert von 5% relativer
Floureszenzintensitat geeicht (s. rote Grenzlinie). Zu diesem Zeitpunkt liegt die
gesamte dsDNA bereits vollstdndig denaturiert vor. Durch diesen Schritt werden
Verschiebungen der Schmelzkurven auf der x-Achse ausgeglichen.

" Grafische Darstellung der Schmelzkurvenunterschiede (Difference
plot): Hierbei handelt es sich um eine andere Darstellungsform der Daten. Die
Schmelzkurven wurden in diesem Schritt an einer Referenzschmelzkurve, auch
Basiskurve genannt, ausgerichtet. Auf diese Weise wurden die relativen
Unterschiede zwischen den Schmelzkurven graphisch sichtbar und die
Zuordnung der Proben zu einer Gruppe mit dhnlichem Schmelzverhalten wird,
wie in Abbildung 13 zu sehen, eindeutiger. Die Basiskurve, an welcher alle

anderen Schmelzkurven ausgerichtet wurden, wurde dabei manuell ausgewahit.
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Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Abbildung 13: Grafische Darstellung der Schmelzkurvenunterschiede (Difference

plot)
Dargestellt ist die relative Signaldifferenz Gber den Temperaturverlauf in °C. Die

grafische Darstellung der HRM Ergebnisse im difference plot ist sensitiver fur die
Schmelzkurvenunterschiede zwischen der héufigeren Allelsequenz und seiner
Varianten.

4.9.3 T-Calling

Fir die Schmelzkurvenanalyse der Proben, die mit unmarkierten Hybridisierungssonden

typisiert wurden, wurde eine andere Form der Auswertung gewahlt.

Da die Sonden so designt wurden, dass ihre Lange < 30bp betrug, interkaliert
entsprechend weniger Floureszenzfarbstoff zwischen der Sonde und dem DNA Strang.
Das Abschmelzen der Hybridisierungssonden von den Amplifikaten ruft daher nur
einen geringen Abfall der Floureszenzintensitat hervor. Diese geringen Unterschiede im

Floureszenzsignal lassen sich mit dem Gene Scanning Programm nicht erfassen.

Im T-Calling wird die erste negative Ableitung der Schmelzkurven gebildet. Auf der
y-Achse ist in diesem Modus die relative Signaldifferenz aufgetragen. Dadurch lassen
sich die Signalspitzen, erzeugt durch das Abschmelzen der Sonde von dem DNA

Strang, einfach ablesen.
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Bindet die Sonde an den DNA Strang mit nicht komplementarer Base an der Stelle des
SNP, schmilzt diese frih ab und erzeugt die Signalspitze im Vergleich zu dem DNA
Strang mit komplementarer Base bei einer niedrigeren Temperatur. Ist die untersuchte
Probe heterozygot, entstehen zwei Signalspitzen. Die Erste beim Abschmelzen der
Sonde von der hdufigen Allelvariante und die Zweite beim Abschmelzen von der
selteneren Allelvariante (s. Abbildung 14)

Melting Peaks
=5 T

T 1 I ]

-d(Fluorescence)/dT

Abbildung 14: T-Calling

HRM Ansatz mit unmarkierter Hybridisierungssonde. In der ersten negativen Ableitung
der Schmelzkurven werden die durch das Abschmelzen der Sonden hervorgerufenen
Peaks deutlich sichtbar. Der erste Peak (blau) wird dabei durch das Abschmelzen der
Sonde von dem DNA Strang mit nicht komplementérer Base an der Stelle des SNP
markiert. Erst bei hoherer Temperatur lost sich die Sonde von dem DNA Strang mit
komplementérer Base (rot). Heterozygote Proben (grau) generieren entsprechend einen
doppelten Peak. Quelle: (deSilva and Blackett 2007)

4.10 Statistische Auswertung

Die Berechnungen zum Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf das
Erkrankungsalter wurden mit dem Statistikprogramm JMP V. 12.0 durchgefihrt. Hierzu
wurde eine Kovarianzanalyse mit dem kontinuierlichen Einflussfaktor CAG-Repeat
Lange und der Gruppeneinteilung des Polymorphismus als nominalen Einflussfaktor
sowie einer Wechselwirkung aus Beiden durchgefuhrt. Die Analyse erfolgte unter

Berlicksichtigung der Familienzugehdrigkeit als Gewichtungsfaktor.
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S. Ergebnisse

Das Erkrankungsalter der SCAS3 ist von vielfaltigen Faktoren abhangig, welche immer
starker in den Fokus aktueller Studien riicken (s. Kapitel 1.1.6). Die Anzahl der CAG-
Wiederholungen im ATXN3 Gen hat dabei den grofiten bisher bekannten Einfluss. Der
expandierte Polyglutaminbereich beeinflusst den Phanotyp im transgenen Mausmodell
jedoch nur, wenn sich das Ataxin-3 Protein im Zellkern befindet. Im Gegensatz dazu
bleibt zytoplasmatisches Ataxin-3 selbst bei stark expandiertem Polyglutaminbereich
ohne Einfluss auf den Phanotyp. Wir wissen, dass die Lokalisation von Ataxin-3 dabei
hauptsachlich von Transportproteinen kontrolliert wird. Veranderungen in der Funktion
oder Konfiguration von Importinen und Exportinen kdnnten daher Einfluss auf die

Pathogenese der Erkrankung haben.

Der nukleozytoplasmatische Transport von Ataxin-3 wird durch die proteolytische
Spaltung durch Caspasen und Calpaine mdglich. Erst anschlieRend kénnen die fiir die
Erkrankung  charakteristischen  Kerneinschlusskérperchen ausgebildet  werden.
Dementsprechend spielen neben den Transportproteinen diese proteolytischen Enzyme
eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der SCA3 (s. Kapitel 1.1.4).

Aus diesem Grund wurden Polymorphismen in  nukleozytoplasmatischen
Transportproteinen und Enzymen, die an der proteolyse von Ataxin-3 beteiligt sind,
sowie deren Einfluss auf das Erkrankungsalter an einem 492 Proben umfassenden
SCA3 Kollektiv untersucht.

5.1 ldentifizierung von Kandidatengenen mit SNPs in Transportproteinen und
proteolytischen Enzymen

5.1.1 Festlegung der Kriterien zur Identifizierung der SNPs in den

Kandidatengenen

Das Kollektiv der SCA3-Patienten sollte auf SNPs untersucht und typisiert werden, die
in Genen liegen, welche flr Proteine des nukleozytoplasmatischen Transports oder

proteolytische Enzyme codieren. Die Auswahl der SNPs erfolgte anhand bestimmter
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Kriterien, die so festgelegt wurden, dass eine relevante Auswirkung auf das
Patientienkollektiv vermutet werden konnte. Alle SNPs in intronischen Sequenzen
wurden von der Analyse ausgeschlossen. Es musste sich um einen SNP im kodierenden
Bereich des Gens handeln, einen sogenannten coding SNP = cSNP. Um eine
funktionelle Auswirkung auf die Proteinaktivitat vermuten zu kdnnen, wurden nur SNPs
ausgewahlt, die zu einem Aminosdureaustausch fihren. Entsprechend kamen
ausschlieBlich Punktmutationen, die eine Missense-Mutation zur Folge haben, in
Betracht. Dabei wurde nicht bewertet, ob es sich bei der Punktmutation um eine
Transition oder Transversion handelt. Der Mindestwert fur die Haufigkeit des selteneren
Allels (engl.: minor allele frequency, MAF) des SNP wurde auf > 0.10 festgelegt. Nur
SNPs die eine MAF > 0.10 in Mitteleuropéern zeigten, wurden in die Arbeit
aufgenommen. Bei einer Probenzahl von 492 konnte so mit einer signifikanten Anzahl
von Patienten gerechnet werden, die homozygot fir den SNP sind.

Dariiber hinaus wurden nur solche SNPs ausgewahlt, zu denen valide Daten zu der
angegebenen MAF im Rahmen vorhergehender Studien, wie beispielsweise im HapMap

Projekt, erhoben wurden.

5.1.2 Selektion von Kandidatengenen und deren SNPs anhand der festgelegten

Kriterien

Die in Kapitel 5.1.1 genannten Kriterien wurden zunéchst zur Untersuchung von Genen,
die fur nukleozytoplasmatische Transportproteine codieren, angewandt. Hierzu erfolgte
die Analyse mit Hilfe der Datenbanken NCBI, 1000 Genomes und NHLBI Exome

Sequencing project. Eine Ubersicht aller untersuchten Gene zeigt Tabelle 22.

Tabelle 22: Alle untersuchten Gene mit zugehdrigen Proteinen und deren
Synonyme

Namen aller untersuchten Gene und Proteine nach Uniprot Standard (fett gedruckt) und
deren Synonyme (normal gedruckt). (Quelle: www.uniprot.org)

Protein Namen Gen Namen
Caspase-1 CASP1IL1BC, IL1BCE
Caspase-2 CASP2 ICH1, NEDD2
Caspase-3 CASP3 CPP32
Calpain-1 catalytic subunit CAPN1 CANPL1, PIG30
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Protein Namen Gen Namen

Calpain-2 catalytic subunit CAPN2 CANPL2
Calpastatin CAST

Exportin-1 XPO1 CRM1

Exportin-2 CSE1L CAS, XPO2
Exportin-4 XPO4 KIAA1721
Exportin-5 XPO5 KIAA1291, RANBP21
Exportin-6 XPO6 KIAA0370, RANBP20
Exportin-7 XPO7 KIAAQ745, RANBP16
Importin-4 IPO4 IMP4B, RANBP4
Importin-5 IPO5 KPNB3, RANBP5S
Importin-7 IPO7 RANBP7

Importin-8 IPO8 RANBP8

Importin-9 IPO9 IMP9, KIAA1192, RANBP9
Importin-11 IPO11 RANBP11
Importin-13 IPO13 KIAA0724, RANBP13

Importin subunit alpha-5, Karyopherin alpha-1
Importin subunit alpha-1, Karyopherin alpha-2
Importin subunit alpha-4, Karyopherin alpha-3
Importin subunit alpha-3, Karyopherin alpha-4
Importin subunit alpha-6, Karyopherin alpha-5
Importin subunit alpha-7, Karyopherin alpha-6
Importin subunit alpha-8, Karyopherin alpha-7
Transportin-1

Transportin-2

Transportin-3

KPNA1 RCH2

KPNA2 RCH1, SRP1
KPNA3 QIP2

KPNA4 QIP1

KPNAS

KPNAG6 IPOA7

KPNA7

TNPO1 KPNB2, MIP1, TRN
TNPO2

TNPO3 IPO12

Zusatzlich wurden Gene untersucht, die fir Proteine codieren, von denen in Vorstudien
ein Einfluss auf die Pathogenese der SCA3 gezeigt werden konnte (s.Kapitel 1.1.3).
Dazu zahlten Proteine, die an der Spaltung von Ataxin-3 beteiligt sind, wie die
Caspasen 1 und 3 (Berke et al. 2004) sowie die Calciumabhédngigen Proteasen Calpain 1
und das ZNS spezifische Calpain 2. Es konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung von

Calpastatin zu einer erhdhten Calpain 2 Aktivitat und damit zu einer grofReren Anzahl
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an Ataxin-3 Aggregaten fuhrt (Hubener et al. 2013). Daher wurde auch das CAST Gen
mit in die Unersuchung eingeschlossen. Neben den kodierenden Bereichen der
genannten Gene wurden deren Promotor-Regionen untersucht, da SNPs in diesem

Bereich funktionelle Auswirkungen vermuten lassen.

Dabei konnten in den in Tabelle 23 aufgefiihrten Genen vielversprechende

Polymorphismen identifiziert werden.

Tabelle 23: Identifizierte Kandidatengene mit ihren Polymorphismen
Gene, die fir Transportptoteine und proteolytische Enzyme kodieren, in denen nach
Anwendung der Kriterien zur Selektion SNPs identifiziert wurden.

Gen Anzahl an exonischen davon Missense davon SNPs mit
SNPs SNPs MAF >10%

CAPN 2 112 67 1

CAST 110 79 1

IPO 4 173 109 2

KPNA 2 79 50 1

XPO 6 134 76 1

5.1.3 Kurze Charakterisierung der selektierten Kandidatengene und deren SNPs

Durch die Anwendung der Kriterien zur Selektion der Polymosphismen in den
ausgewdhlten Genen, wurden sechs Polymosphismen gefunden, die zur Typisierung
ausgewahlt wurden (Tabelle 23). Zwei der SNPs befinden sich in dem Gen IPO4 auf
Chromosom 14, welches fir das am Kerntransport beteiligte Protein Importin 4 codiert.
Der Polymorphismus rs7146310 in Exon 16 tritt dabei mit einer mittleren Allelfrequenz
von 0.297 auf und flhrt zu einem Aminosaureaustausch (AA) von Alanin zu Valin. Der
Polymorphismus rs11550452 in Exon 17 tritt mit einer mittleren Allelfrequenz von
0.302 etwas haufiger auf und hat einen Aminoséaureaustausch von Prolin zu Alanin zur
Folge. In dem Gen, das fir das nukleozytoplasmatische Transportprotein Exportin 6
kodiert, welches insbesondere am Kernexport von Profilin-Aktin Komplexen beteiligt
ist (Stuven, Hartmann, and Gorlich 2003), liegt der SNP rs205384. Dieser ist mit einer
MAF von 0.184 der seltenste der selektierten Polymorphismen. Er bewirkt einem

Aminosaureaustausch von dem basischen Histidin zu Glutamin.
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Tabelle 24: Ubersicht der identifizierten Proteine mit zugehorigen SNPs
Die Tabelle zeigt die identifizierten SNPs, die zur Typisierung ausgewahlt wurden. Es
sind die SNP ID, die MAF sowie der Nukleotid- (NA) und Aminoséureaustausch (AA)

dargestellt.

Protein SNP ID MAF NA AA
Calpain 2 rs17599 C=0.213 A->C Lys = GIn
Calpastatin rs754615 C=0.299 G->C Cys > Ser
Exportin 6 rs205384 A=0.184 G2>A His = GIn
Importin 4 rs7146310 A=0.297 G2>A Ala - Val
Importin 4 rs11550452 C=0.302 G->C Pro = Ala
Karyopherinalpha2  rs1059558 A=0.465 G2>A Gly > Ser

Das CAST Gen, welches fiir die Protease Calpastatin - ein Inhibitor von endogenem
Calpain - codiert, tragt den SNP rs754615. Mit einer MAF von 0.299 fiihrt diese
Missense-Mutation zu einem Austausch von Cytsein zu Serin. Es konnte gezeigt
werden, dass ein knock out von Calpastatin im transgenen Mausmodell zu einer
zunehmenden Neurodegeneration im Kleinhirn und zu einem stérker ausgepréagten
Phanotyp der SCAS3 flihren (Hubener et al. 2013). Hierbei handelt es sich demnach um
eine Verdnderung in einem nachweislich an der Pathogenese der SCA3 beteiligten
Protein. Ebenso verhdlt es sich mit dem SNP rs17599 im CAPN2 Gen, welcher zu
einem Aminosaureaustausch von dem basischen Lysin zu Glutamin fuhrt. Das ZNS
spezifische Calpain 2 ist an der Proteolyse von Ataxin-3 beteiligt. Polyglutaminreiches
Ataxin-3 ist fir die Proteolyse durch Calpain 2 sensibler als Ataxin-3 ohne expandierten
Polyglutaminbereich (Hubener et al. 2013). Der SNP rs1059558 im KPNA2 Gen, tritt
mit einer MAF von 0.465 am hdufigsten auf und hat einen Austausch von Glycin zu
Serin zur Folge. Die Importin subunit alpha-1 kann sowohl als Exportin als auch als
Importin fungieren. Das an der Karzinogenese verschiedener Tumoren beteiligte
Importin subunit alpha-1, konnte kirzlich als méglicher Biomarker fiir Kolonkarzinome
identifiziert werden (Zhang et al. 2015). Seine Funktion als Transportprotein lasst auch

eine Beteiligung an der intrazelluléren Lokalisation von Ataxin-3 vermuten.
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5.2 Etablierung der HRM Bedingungen fir die Genotypisierung der DNA
Proben

Sechs SNPs in den Kandidatengenen 1IPO4, XPO6, KPNA2, CAPN2 und CAST konnten
identifiziert werden. Um zu untersuchen, ob die Polymorphismen Einfluss auf das
Erkrankungsalter der SCA3 nehmen, war zundchst eine Genotypisierung der
Patientenproben erforderlich. Zur Detektion der Sequenzunterschiede wurde in dieser
Arbeit das High Resolution Melting (HRM) verwendet. Die Genotypen sollten dabei
anhand ihres Schmelzverhaltens unterschieden werden. Die Bedingungen fiir das HRM
wurden im Folgenden etabliert.

5.2.1 Etablierung der designten Primer

Fir jeden der sechs selektierten SNPs wurde mithilfe des Serviceprogramms Primer3
Version 0.4.0 mindestens ein Primerpaar designt. Alle designten Primer sind mit ihrer
Sequenz in Material und Methodenteil aufgeflihrt. Zur Etablierung der Primerpaare
wurde das im Methodenteil beschriebene Touchdown Temperaturprofil angewendet.
Die Zusammensetzung des verwendeten Mastermixes ist dort ebenso aufgefiihrt. Um
den Bestand an Patienten DNA zu schonen, wurden fir die Etablierung DNA Proben
aus der CEPH Studie verwendet. Im Folgenden sollte ermittelt werden, welches der
designten Primerpaare am effizientesten funktioniert. Hierzu wurde jede mdgliche
Kombination der designten Primer fur den entsprechenden Genabschnitt in der
Touchdown PCR getestet.
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Abbildung 15: Ergebnis der PCR zur Etablierung der designten Primerpaare
Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese mit den PCR Produkten der Touchdown PCR
zur Etablierung der Primerpaare fur die Gene KPNA2, XPOG6, IPO4 Exonl7 und
Exonl6. So konnte gezeigt werden, welches Primerpaar fir das jeweilige Gen am
geeignetsten ist. Dabei wurde auf eine hohe Bandenintensitat auf erwarteter Hohe
geachtet. Das Primerpaar mit dem besten Ergebnis in der PCR (umkringelt) wurde fir
die anschlielende Typisierung ausgewahlt (s.Tabelle 25). Marker: pUC19/Mspl,
Fermentas GmH, St. Leon-Rot.

Die Auswahl des Primerpaars fur die anschlieBende Typisierung erfolgte, wie
beispielhaft in Abbildung 15 dargestellt, anhand der Ergebnisse in der Agarose-
Gelelektrophorese. Wichtig fur die Auswahl waren eine deutliche Bande erwarteter

Lange sowie der Ausschluss von Primer-Dimeren. Die etablierten, zur Typisierung

verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 25 aufgefiihrt.
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Tabelle 25: Sequenzen aller zur Typisierung eingesetzten Primer
F= Vorwarts-, R=Riickwarts Primer. Die Primersequenzen sind in 5"— 3" Richtung
aufgefuhrt.

Bezeichnung Sequenz [5”- 3]
CAPN2-Ex17-F2 TCTGTATGTGAAGGGCACAGA
CAPN2-Ex17-R3 CCCTGGAGCACATTAAAGGA
CAST-Ex23-F1 GCGGAGTGTCTTGTTGGTCT
CAST-Ex23-R2 TCAGGGGGTGCTGACTGTAT
IPO4-Ex16-F1 ATCTGCACAGGCTGAAGGTC
IPO4-Ex16-R1 GAGCCATTGGTGAGGAGAGA
IPO4-Ex17-F1 ACCACCTTTGGTCCCGTAG
IPO4-Ex17-R1 GTCCAGTGGGAAGACAGGAG
KPNA2-Ex08-F1 GCTCACCAACCCCAAAACTA
KPNA2-Ex08-R2 AAGGAATGGGACTAATCCATGA
XPO6-Ex18-F1 TCTGCCACAAAGAACAATGC
XPO6-Ex18-R2 TCTCTTGTAGGCCCAGGTGT

5.2.2 Festlegung der Kriterien zum Design der Sonden fiir das HRM

Aus den HRM Ergebnissen resultieren entsprechend der drei genetischen Varianten drei
Gruppen mit unterschiedlichem Schmelzprofil. Zur Unterscheidung der Schmelzprofile
der hédufigen und seltenen homozygoten Varianten sollten sogenannte unmarkierte

Hybridisierungssonden genutzt werden (Kapitel 1.2.3).

Fur das Design dieser Sonden wurden genaue Kriterien festgelegt. Der Tn,-Wert der
Sonden sollte Gber dem des zugehdrigen Primerpaars, durfte jedoch nicht tber 85°C
liegen. So konnte gewahrleistet werden, dass das Abschmelzen der Sonden vom DNA
Strang im Tp-Calling zeitlich deutlich vor dem Abschmelzen der Dupleces liegt. Die
Lange der Sonden sollte zwischen 20 — 30 bp liegen. Sonden, deren Lange unter 20bp
liegt, binden nicht spezifisch genug an die den SNP enthaltende DNA Sequenz. Um im
HRM den Hintergrund so gering wie moglich zu halten, wurden nur Sonden ohne zu
sich selbst komplementédren Sequenzen ausgewahlt. Das 3"-Ende der Sonden wurde
phosphoryliert, um eine Verknipfung weiterer Nukleinsauremolekile durch die im

HRM Ansatz enthaltene Polymerase zu verhindern.
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Um die festgelegten Parameter zu verifizieren, wurden die in Tabelle 10 aufgefuhrten
Serviceprogramme Olgionukleotiddesign und Oligonukleotid Calculation verwendet.
Die nach diesen Krieterien designten Sonden sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

5.2.3 Etablierung der Zusammensetzung des HRM Mastermix

Die Etablierung der Primerpaare fur die Typisierung mittels HRM ist erfolgt. Fur eine
erfolgreiche Durchfiihrung des HRM st dartiber hinaus die Zusammensetzung des
HRM Mastermix entscheidend.

Der im LightCycler 480 High Resolution Melting Master-Kit von Roche enthaltene
Master Mix enthdlt bereits den HRM Fluoreszenzfarbstoff, eine FastStart Tag-
Polymerase und die dNTPs in einem Reaktionspuffer. Der Mastermix wurde, wie in
Tabelle 19 und Tabelle 20 aufgefuhrt, in den 20upl Reaktionen in zweifacher

Konzentration eingesetzt.

Eine separate 25mM MgCl, Ldsung erlaubte, die eingesetzte Menge an MgCl,
anzupassen. Die MgCl, Menge beeinflusst sowohl die Form der Schmelzkurve als auch
den T,-Wert. Um die optimalen Bedingungen fur den HRM Ansatz zu etablieren,

wurde die Menge an MgCl, zwischen 1.0mM und 3.5mM in 0.5mM Schritten titriert.
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Abbildung 16: Etablierung der MgCl, Konzentration im HRM Mastermix
Die Agarosegele stellen die PCR Ergebnisse nach elektrophoretischer Trennung zur
Etablierung der MgCl, Menge in der HRM PCR dar. A: zeigt die Ansatze mit 1.0mM —
3.5mM MgCl, fur KPNA2 und B fir IPO4 Ex17. C: zeigt die Ansdtze mit 1.0mM —
3.5mM MgCl, fir XPO6 und D fur IPO4 Ex16. Fur alle vier Gene konnte durch den
Einsatz von 1.0mM MgCl; in der PCR kein Produkt amplifiziert werden. Der Ansatz
mit 2.0mM MgCl, ergab in allen vier Ansatzen ein Produkt mit intensiver Bande
erwarteter Hohe. Die Negativkontolle zeigt keine Bande. Marker: pUC19/Mspl,
Fermentas GmH, St. Leon-Rot.
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Die Auswahl der MgCl, Menge erfolgte, wie in Abbildung 16 dargestellt, anhand der
Ergebnisse in der PCR, die in der anschlieBenden Agarose-Gelelektrophorese
ausgewertet wurden. Es konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von 2.0mM MgCl, fir
alle getesteten Gene die besten Resultate erzielt. Aus diesem Grund wurde fir alle
folgenden HRM Versuche 2.0mM MgCI; eingesetzt.

Im LightCycler HRM Master Manual wird der Einsatz von 5-30ng DNA pro 20 pl
Mastermix empfohlen. Um die besten Bedingungen fir das HRM zu etablieren, wurde

die DNA Menge in verschiedenen PCR Ansétzen von 10-30ng in 10ng Schritten titriert.
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Negativkontrolle

Abbildung 17: Etablierung der DNA Menge fiir den HRM Ansatz

Die Abbildung zeigt das Ergebnis der PCR zur Etablierung der DNA Menge im HRM
Ansatz. Es wurden drei Ansédtze mit 10ng, 20ng und 30ng CEPH-DNA getestet. In
diesem Beispiel, in dem der Bereich um den SNP im IPO4 Gen Ex16 amplifiziert
wurde, ergab sich das beste Ergebnis flr den Einsatz von 30ng DNA. Fiir alle folgenden
HRM Ansatze mit dem Gen IPO4 Ex16 wurden daher 30ng DNA eingesetzt. Die
Negativkontrolle zeigte keine Bande. Marker: pUC19/Mspl, Fermentas GmH, St. Leon-
Rot.

Das PCR Ergebnis zeigte fir alle getesteten DNA Mengen eine Bande erwarteter Hohe.

Die intesivste Bande war fir alle Gene, wie in Abbildung 17 beispielhaft fur IPO4 Ex16
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dargestellt, in dem Ansatz mit 30ng DNA zu sehen. Somit wurde fiir alle folgenden
HRM Versuche eine finale DNA Menge von 30ng pro Ansatz gewahit.

5.2.4 Optimierung des HRM Laufzeitprotokolls

Um ideale Bedingungen fir die Genotypisierung zu schaffen, wurde das
Laufzeitprotokoll fur das High Resolution Melting optimiert. Als Grundlage dafir
diente das auf dem LightCycler 480 hinterlegte Standard HRM Protokoll. In einem
ersten Schritt wurde die Starttemperatur fiir die kontinuierliche Floureszenzmessung
angepasst. In den ersten HRM Versuchen zeigte sich, dass die Starttemperatur gesenkt
werden muss, um das Abschmelzen der Sonden vollistandig zu erfassen. Daher wurde
der Messbereich, wie in Abbildung 10 dargestellt, auf 50-90°C festgelegt. In einem
zweiten Schritt wurde die Anzahl der Einzelmessungen des Floureszenzsignals pro
Grad Celsius optimiert. In dem als Grundlage verwendeten Protokoll waren 25
Erfassungen der Floureszenzintensitat pro 1°C Temperaturanstieg vorgesehen. Getestet
wurden  Ansdtze mit 25-40 Messungen/1°C in  Flnferschritten. In den
Etablierungsversuchen zeigte sich, dass eine hdéhere Anzahl der Messungen/°C die
Auflésung verbessert und damit die Differenzierung der Genotypen erleichtert. Eine
hdéhere Anzahl der Messungen/°C flhrt aber auch zu einer Zunahme des
Storhintergrunds. Dieser Zusammenhang wird in Abbildung 22 deutlich. Aus diesem
Grund wurden 30 Messungen pro 1°C Temperaturanstieg als Standard fir alle

folgenden Versuche festgelegt.
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Abbildung 18: Optimierung der Anzahl der Einzelmesungen des
Floureszenzsignals pro Grad Celsius

Zur Etablierung des HRM Laufzeitprotokolls wurden verschiedene Erfassungszeiten des
Floureszenzsignals pro Grad Celcius getestet. Abgebildet ist das HRM fiir den SNP
rs11550452 im IPO4 Gen Ex17 und dem in Abbildung 10 aufgefihrten
Laufzeitprotokoll. Das Ergebnis des HRM mit 25 Erfassungen/1°C zeigt, dass die 80
Proben nur schwer den unterschiedlichen Genotypen zugeordnet werden kénnen, da es
teilweise zu Uberschneidungen der Schmelzkurven kommt (A). Ein deutlicher
Unterschied in der relativen Signaldifferenz zeigt sich verglichen mit dem HRM mit 35
Erfassungen/1°C (B). Mit diesem Ansatz ist eine Zuordnung zum Genotyp eindeutiger

Der dritte Schritt umfasste die Optimierung der Effizienz der PCR, indem die
Zyklenzahl von 50 auf 55 erhdht wurde. So konnte sichergestellt werden, dass alle

Amplifikationen die Plateauphase erreichen.
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5.2.5 Etablierung der designten Sonden

Nachdem die Bedignugnen fiir das HRM etabliert waren, erfolgte die Etablierung der
designten Sonden. Hierfir wurde das in Tabelle 21 beschriebene Touchdown
Temperaturprofil angewendet. Die Zusammensetzung des verwendeten Mastermixes ist
in Tabelle 20 aufgefiihrt. Um den zur Sonde komplementéren Strang im Uberschuss zu
synthetisieren, wurde ein asymmetrischer Ansatz gewéhlt. So konnte ein stérkeres
Sondensignal als mit einem symmetrischen Ansatz generiert werden. Um den Bestand
an Patienten DNA zu schonen, wurden fir die Etablierung DNA Proben aus der CEPH
Studie verwendet. Im Folgenden sollte ermittelt werden, welche der fir jeden SNP
jeweils zwei designten Sonden effizienter funktioniert. Hierzu wurden beide Sonden fiir

den entsprechenden Genabschnitt in einem HRM Ansatz getestet.

Die Auswahl der Sonde fir die anschlieende Typisierung erfolgte, wie beispielhaft in
Abbildung 20 dargestellt, anhand der Ergebnisse im HRM. Der SNP rs11550452 in
Exon 17 war der einzige SNP, fur den ein funktionierender HRM Ansatz mit Sonde
etabliert werden konnte. Abbildung 19 zeigt Beispielhaft anhand des SNP rs205384 im
XPO6 Gen das Ergebnis der Sonden Etablierung fir die tbrigen finf Polymorphismen.
Mit keiner der designten Sonden konnten eindeutige Unterschiede des Floreszenzsignals
im HRM generiert werden. Eine detektion der Sequenzunterschiede war mit diesen
Sonden nicht mdglich. Die betroffenen Polymorphismen wurden daher mit einem

klassichen HRM Ansatz typisiert.
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Abbildung 19: Ergebnis des HRM zur Etablierung der designten Sonden in XPO6
Die Abbildung zeigt das Ergebnis des High Resolution Melting mit asymmetrischem
Ansatz der Touchdown PCR zur Etablierung der unmarkierten Hybridisierungsssonde
im XPO6 Gen. Gezeigt ist die erste negative Ableitung der Schmelzkurven mit der
Sonde IPO4-Ex16-R-S-P. Das Abschmelzen der Sonden generiert keinen eindeutigen
Unterschied des Floureszenzsignals. Daher kénnen die Sequenzunterschiede mit dieser
Sonde nicht detektiert werden.
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Abbildung 20: Ergebnis des HRM zur Etablierung der designten Sonden im IPO 4
Gen

Die Abbildung zeigt das Ergebnis des High Resolution Melting mit asymmetrischem
Ansatz der Touchdown PCR zur Etablierung der unmarkierten Hybridisierungssonden
im IPO4 Gen Exon 17. A: Erste negative Ableitung der Schmelzkurven mit der Sonde
IPO4-Ex17-S-P. Die durch das Abschmelzen der Sonden hervorgerufenen Peaks werden
deutlich sichtbar. Der erste Peak (1) entsteht durch das Abschmelzen der Sonde von dem
DNA Strang mit nicht komplementdrer Base an der Stelle des SNP. Erst bei Erhdhen der
Temperatur 10st sich die Sonde von dem DNA Strang mit komplementérer Base (2).
Heterozygote Proben generieren Schmelzkurven mit doppeltem Peak (3). B: Erste
negative Ableitung der Schmelzkurven mit der Sonde I[PO4-Ex17-R-S-P. Das
Abschmelzen der Sonden wird nicht sichtbar. Mit dieser Sonde konnen die
Sequenzunterschiede nicht detektiert werden. Daher wurde die Sonde IPO4-Ex17-S-P
fur die folgende Typisierung ausgewahlt.

5.2.6 Zusammenfassung der Etablierungsergebnisse

Die Bedingungen flur die nachfolgende Genotypisierung mittels HRM konnten
erfolgreich etabliert werden. Die getesteten Primerpaare mit der intensivsten Bande
erwarteter Hohe wurden ausgewahlt. Um eine sichere Unterscheidung der Genotypen
im HRM zu gewéhrleisten, wurden die einzusetzende MgCl, und DNA Menge
optimiert und das HRM Laufzeitprotokoll angepasst. Dabei ergaben sich die besten
Ergebnisse fur den Einsatz von 2.0 mM MgCl, und 30ng DNA. Die Differenzierung der
Schmelzkurven konnte durch 55 PCR Zyklen und 30 Flureszenzmessungen/1°C
deutlich verbessert werden. Um den SNP in IPO4Ex17 zu typisieren, war es notwendig,
Sonden zu designen. Durch die Verwendung eines asymmetrischen PCR Ansatzes

konnte die effektivste Sonde ausgewéhlt werden.
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5.3 Nachweis der identifizierten SNPs in der Normalbevilkerung und
Genotypisierung der Patientenproben

Es wurden sechs SNPs in Kandidatengenen identifiziert, die Einfluss auf die
Pathogenese und damit das Erkrankungsalter der SCA3 vermuten lassen (Tabelle 24).
Fur jeden dieser sechs SNPs wurden Primer designt und etabliert. Um die
Schmelzprofile der beiden homozygoten Proben besser unterscheiden zu kénnen, wurde
fur jeden SNP eine Sonde designt. Von diesen konnte nur fur den SNP im IPO4 Exon
17 ein HRM Ansatz mit unmarkierter Hybridisierungssonde etabliert werden. Fir die
Genotypsierung der anderen finf SNPs wurde ein klassischer HRM Ansatz gewahlt.
Hierzu erfolgte die Etablierung der Zusammensetzung des Mastermix sowie eine
Optimierung des HRM Laufzeitprotokolls. Unter diesen Voraussetzungen wurde im
Folgenden der Nachweis der SNPs in der Normalbevolkerung sowie in den 492
Patientenproben durchgefiihrt.

5.3.1 Nachweis der SNPs und deren Allelfrequenz in der Normalbevélkerung

Bevor die Versuche mit Patientenproben begonnen wurden, wurde zur Validierung aller
zuvor etablierten Versuchsbedingungen sowie zur Bestatigung der Allelfrequenzen (AF)
der SNPs der Nachweis der SNPs in der Normalbevdlkerung erbracht. Hierzu wurden
fur jeden SNP zwischen 15 und 25 CEPH-DNA Proben mittels HRM analysiert. Ein
Kriterium zur Selektion der Kandidatengene war das Vorliegen von validen Daten zur
MAF aus vorhergehenden Studien. Aus den Ergebnissen des Nachweises der SNPs in
den CEPH Proben wurde flr jeden SNP die AF berechnet. So sollten die Angaben zur
MAF aus vorhergehenden Studien bestétigt werden. In Abbildung 21 ist beispielhaft der
Nachweis der drei Genotypen GG, GA und AA des SNP rs7146310 im IPO 4 Ex 16
mittels HRM dargestellt. Die Ergebnisse wurden im Anschluss an das HRM durch eine

Sequenzierung verifiziert (s. Kapitel 5.3.4).
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Abbildung 21: Nachweis des SNPs rs7146310 im IPO4 Ex16 in CEPH-DNA Proben
mittels HRM

Um die SNPs in der Normalbevidlkerung nachzuweisen, wurde eine Genotypisierung
von CEPH-DNA Proben mittels HRM durchgefuhrt. A: Ergebnis des HRM flir den SNP
rs7146310 im IPO4 Ex16 in der normalisierten und Temperatur verschobenen
Darstellung. Es lassen sich drei Schmelzkurven mit sich deutlich voneinander
unterscheidenden Schmelzprofilen erkennen. Im Anschluss wurden diese Ergebnisse
mittels Sequenzierung verifiziert. Jede der drei Schmelzkurven konnte so einem
Genotyp zugeordnet werden. B: Ergebnis des HRM fir den SNP rs7146310 im IPO4
Ex16 in der difference plot Darstellung. In dieser Darstellung werden die Unterschiede
im Schmelzverhalten deutlicher. Die drei Genotypen lassen sich eindeutiger
unterschieden.

In gleicher Weise wurde fir jeden der untersuchten Polymorphismen vorgegangen. So
konnte der Nachweis aller sechs SNPs in den CEPH Proben erbracht werden. Fiir den
SNP im KPNA2 Gen wurde in den Versuchen mit den CEPH-DNA Proben, trotz einer
angenommenen MAF von 0.465, keine Probe homozygot typisiert. Tabelle 26 zeigt die
genauen Ergebnisse der Typisierung sowie die berechnete AF fur den jeweiligen SNP.
Die Ergebnisse zeigen, dass die berechneten Allelfrequenzen der SNPs in etwa denen
aus vorherigen Studien entsprechen (vgl. Tabelle 24). Aus diesem Grund wurde im

Folgenden die Typisierung der Patientenproben angeschlossen.

-70 -



Ergebnisse

Tabelle 26: Ubersicht der nachgewiesenen Genotypen in den CEPH-DNA Proben
mit den daraus ermittelten MAFs

Ergebnisse des Nachweises der SNPs in den CEPH-DNA Proben und die daraus
errechnete MAF flr den jeweiligen SNP. Alle SNPs bis auf den SNP im CAST Gen
wurden dabei mittels HRM nachgewiesen. Fur den SNP im CAST Gen erfolgte die
Genotypisierung der CEPH-DNA Proben mittels Restriktionsverdau (s. Kapitel 4.8).

Gen Homozygot Heterozygot  Homozyogt MAF
Haufigeres Allel Selteneres
Allel
CAPN 2 12 4 1 0.432
CAST 14 2 2 0.167
IPO 4 Ex 16 13 9 1 0.239
IPO 4 Ex17 12 7 1 0.225
KPNA 2 0 18 0 0.5
XPO 6 9 11 0 0.275

5.3.2 Genotypisierung der Patientenproben mittels HRM

Nachdem die SNPs in der Normalbevolkerung nachgewiesen wurden, erfolgte im
nachsten Schritt der Nachweis der Polymorphismen in den Patientenproben. Hierzu
wurden die 492 Proben mittels High Resolution Melting typisiert. So wurde fur die
SNPs in den Genen 1PO4, XPO6 und CAPN2 vorgegangen. Zur Typisierung des SNP
im CAST Gen wurde der Restriktionsverdau als Methode gewahlt (s.Kapitel 5.3.5). Im
HRM bildeten sich firr die einzelnen SNPs drei klar voneinander abgrenzbare Gruppen
mit unterschiedlichen Schmelzprofilen aus. Dies ist in Abbildung 22 beispielhaft fir
den SNP rs205384 in XPOG6 dargestellt.
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Abbildung 22: Ergebnis des HRM fuir den SNP rs205384 in XPO6 Gen

A: Ergebnis des HRM fir den SNP rs205384 im Exportin 6 Gen in der normalisierten
und Temperatur verschobenen Darstellung. Getestet wurden 92 Patientenproben, von
denen keine Probe ausgefallen ist. Die Schmelzkurven sind in dieser Ansicht nur schwer
voneinander abgrenzbar. B: Ergebnis des HRM flr den SNP rs205384 in der difference
plot Darstellung. In dieser Darstellung sind die Unterschiede zwischen den
Schmelzprofilen besser erkennbar. Die Schmelzkurven wurden durch die LightCycler
480 Software in vier Gruppen eingeteilt, denen jeweils eine Farbe zugeordnet wurde.
Die griin markierten Proben zeigen jedoch das gleiche Schmelzverhalten wie die rot
markierte Gruppe. Sie wurden daher fir die folgende Verifizierung der HRM
Ergebnisse zusammengefasst. C: Zuféllige Auswahl je einer Probe aus jeder der drei
Gruppen in der normalisierten und Temperatur verschobenen Darstellung. Der
Schmelzkurvenverlauf der griinen Kurve (PAR8203) ist im Vergleich zur pinken Kurve
(PAR8906) auf der x-Achse verschoben. Daher handelt es sich dabei vermutlich um
homozygote Proben. Der Kurvenverlauf der blauen Kurve (PAR7808) passt zu einem
heterozygoten Genotyp. D: Zu sehen sind die drei ausgewéhlten Indexproben, die zur
Verifizierung der Ergebnisse sequenziert wurden. In der difference plot Darstellung sind
die Unterschiede im Schmelzverhalten besonders deutlich erkennbar. Aus diesem Grund
erfolgte die Zuordnung der Genotypen mit Hilfe dieser Ansicht.

Anhand des Schmelzverhaltens lieBen sich drei Gruppen unterscheiden. Eine
Unterschiedung zwischen heterozygotem und homotygotem Genotyp war daher
maoglich. Der Schmelzkurvenverlauf der griinen Kurven ist im Vergleich zur pinken
Gruppe auf der x-Achse verschoben. Daraus ergibt sich die Vermutung, dass es sich
dabei um homozygote Proben handelt. Der Kurvenverlauf der blauen Kurven, der von
den anderen beiden Gruppen deutlich abweicht, entspricht dem von heterozygoten

Proben.

Die Typisierung der 492 Patientenproben wurde fur die SNPs in IPO4, XPO6 und
CAPN?2 in gleicher Weise durchgefiihrt. So konnten fur jeden SNP zwischen 419 und
440 Proben erfolgreich typisiert werden. Proben, deren Schmelzkurve sich im HRM
nicht klar einer der drei Gruppen mit unterschiedlichem Schmelzprofil zuordnen lieR,
wurden gesammelt und das HRM gemeinsam mit einer Positivkontrolle zu einem
spateren Zeitpunkt wiederholt. In gleicher Weise wurde mit ausgefallenen Proben
vorgegangen. Einige dieser Proben lieBen sich trotz wiederholtem HRM nicht

typisieren. Aus diesem Grund ergab sich fiir jeden SNP eine andere Gesamtzahl an
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typisierten Patienten. Tabelle 27 zeigt die genaue Anzahl typisierter Proben fur alle finf
mittels HRM typisierten Gene.

Um die Zuordnung der Genotypen aus dem HRM zu verifizieren, wurde aus jeder
Gruppe mit dhnlichem Schmelzprofil pro HRM Durchlauf mindestens eine Probe zur
Sequenzierung ausgewahlt (Kapitel 5.3.4). Die Auswahl dieser Indexprobe erfolgte
zufallig.

Tabelle 27: Ubersicht der absoluten Haufigkeit der Genotypen fir alle mittels
HRM typisierten SNPs

Anzahl der Patientenproben mit dem jeweiligen Genotyp fir die SNPs rs7146310,
rs11550452, rs205384, rs17599 und rs1059558.

Gen SNP ID Homozygot Heterozygot Homozyogt

haufiges Allel Seltenes
Allel

CAPN 2 rs17599 294 107 25

CAST Mittels Restriktionsverdau typisiert

IPO 4 Ex 16 rs7146310 158 202 59

IPO 4 Ex17 rs11550452 166 199 75

KPNA 2 rs1059558 0 92 0

XPO 6 rs205384 187 194 54

Die Genotypisierung der CEPH-DNA Proben ergab fiir den SNP rs1059558 im KPNA2
Gen ausschlielich  Heterozygote Proben. Daraufhin  wurden zundchst 92
Patientenproben mittels HRM typisiert. Wie in Abbildung 23 dargestellt, zeigten alle
Patientenproben im HRM ein @hnliches Schmelzverhalten. Die Proben konnten daher
nicht ausgehend von ihrem Schmelzprofil in Gruppen eingeteilt werden. Eine
Typisierung mittels HRM war somit nicht mdglich. Zur Verifizierung der HRM
Ergebnisse wurde auch in diesem Fall die Typisierung einzelner zufallig ausgewahlter

Proben mittels Sequenzierung durchgefihrt (s. Kapitel 5.3.4).
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Abbildung 23 Ergebnis des HRM fir den SNP rs1059558 im KPNA2 Gen

HRM flr den SNP rs1059558 im KPNA2 Gen in der normalisierten und Temperatur
verschobenen Darstellung. Getestet wurden 92 Patientenproben. Diese zeigten alle das
gleiche Schmelzverhalten. Eine Genotypisierung der Proben war daher nicht moglich.

5.3.4 Verifizierung der Genotypisierungsergebnisse mittels Sequenzierung

Die Ergebnisse aus der Genotypisierung mittels HRM sollten durch die Sequenzierung
einzelner Proben verifiziert werden. Hierfir wurde aus jeder Gruppe von
Patientenproben, die im HRM ein &hnliches Schmelzprofil zeigten, zufallig eine Probe
fur die Sequenzierung ausgewéhlt. Die ausgewahlten DNA Proben wurden in einem
ersten Schritt durch eine PCR amplifiziert. Eine ausreichend hohe DNA Konzentration
ist Voraussetzung fur eindeutige Sequenzierergebnisse. In einem zweiten Schritt wurden
die PCR Produkte mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits (Kapitel 4.5.1)
aufgereinigt. Mit 10% der Menge der aufgereinigten Proben wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese duchgefiihrt. Dadurch konnte die Menge der einzusetzenden DNA
fur die Sequenzierreaktion anhand der Bandenintensitit im Vergleich zur
Bandenintensitat des pUC-Markers bestimmt werden. Der dritte Schritt umfasste das
Ansetzen der Sequenzierreaktion (Kapitel 4.7). Fir die Analyse der Sanger
Sequenzierung wurde das CEQ8000 Genetic Analysis System von Beckman Coulter,

Beveley, MA, USA verwendet. Die Auswertung dieser Ergebnisse erfolgte mit der
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Chromas Lite Software Version 2.3. In nachfolgender Abbildung 24 ist beispielhaft das
Ergebnis der Sequenzierreaktion flr die ausgewahlten Proben aus dem HRM zur
Typisierung des SNP rs205384 im XPO6 Gen dargestellt.

Jeder Base ist dabei eine Farbe zugeordnet. Guanin ist die Farbe schwarz zugeteilt, ihrer
komplementéren Base Cytosin die Farbe blau. Ein roter Peak steht fiir die
Pyrimidinbase Thymin, ein griner Peak fir die komplemetare Base Adenin. Die
Ergebnisse zeigen, dass jede der drei getesteten Proben einen anderen Genotyp tréagt.
Die von den Schmelzprofilen im HRM abgeleiteten Annahmen beziuglich der
Genotypen dieser Proben konnten so bestatigt werden (Abbildung 25). Somit konnte auf
den Genotyp aller Proben mit &hnlichem Schmelzprofil im HRM riickgeschlossen
werden. Proben, deren Genotyp in der Analyse der Sequenziergebnisse nicht eindeutig
festgestellt werden konnte, wurden erneut sequenziert. In diesem zweiten
Sequenzierdurchlauf wurde jeweils der zuvor nicht verwendete Sequenzierprimer

eingesetzt.
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Abbildung 24: Ergebnis der Sequenzierung der ausgewdahlten Proben aus dem
HRM zur Typisierung des SNP rs205384 im XPO6 Gen

Aus jeder der drei Probengruppen, die im HRM ein &hnliches Schmelzprofil
generierten, wurde eine Probe zur Sequenzierung ausgewéhlt. A: Sequenzierergebnis
der Probe PAR 7808 flr den SNP rs205384. An der Stelle des SNP (grau hinterlegt)
sind deutlich zwei Peaks zu erkennen. Der griine Peak steht fir die Base Adenin, der
schwarze fir Guanin. Der Patient tragt demnach den Genotyp AG. B:
Sequenzierergebnis der Probe PAR 8203 fir den SNP rs205384. Die Probe zeigt an der
Stelle des SNP einen griinen Peak. Dieser steht fir die Base Adenin. Der Genotyp des
Patienten ist folglich homozygot im Bezug auf die hédufigere Allelvariante(AA). C:
Durch den schwarzen Peak an der Stelle des SNP ergibt sich aus dem
Sequenzierergebnis fir die Probe PAR 8906 der Genotyp GG. Die Ergebnisse der
Sequenzierung stimmen somit mit den aus dem Schmelzprofil im HRM abgeleiteten
Genotypen Uberein.
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Abbildung 25: Ergebnisse der Sequenzierung in Zusammenschau mit den HRM
Schmelzprofilen fir den SNP rs205384 im XPO6 Gen

Die zur Typisierung mittels Sequenzierung ausgewdéhlten Indexproben sind in der
normalisierten und Temperaturverschobenen Darstellung abgebildet. Die Typisierung
der Probe PAR7808 (blau) mittels Sanger Sequenzierung ergab den Genotyp AG. Fir
die Probe PAR8203 (pink) ergab die Sanger Sequenzierung den Genotyp AA und fir
den Probe PAR8906 (grun) den Genotyp GG. Jede der drei Schmelzkurven bildet somit
einen anderen Genotyp ab, sodass alle tbrigen Proben mit ahnlichem Schmelzverhalten
wie die Indexprobe der gleiche Genotyp zugeordnet werden konnte.

Im HRM fir den SNP rs1059558 im KPNA2 Gen zeigten alle Patientenproben ein
ahnliches Schmelzverhalten (Abbildung 23). Aus diesem Grund war die
Genotypsierung mittels HRM nicht moéglich. Zur Ermittlung des Genotyps wurden
daher einige Proben sequenziert. Nachfolgende Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse der
Sanger Sequenzierung von drei Patientenproben. Die Ergebnisse der Sequenzierung fur
die drei getesteten Proben (MIL3301, PAR 13301, PAR13701) ergaben den Genotyp
GA. Auch alle weiteren sequenzierten Proben waren fiir den SNP rs1059558 laut
Sanger Sequenzierung heterozygot. Da alle Proben im HRM ein &hnliches
Schmelzprofil zeigten, konnte bestétigt werden, dass diese auch den gleichen Genotyp

tragen.
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Abbildung 26: Ergebnis der Sequenzierung der ausgewdahlten Proben aus dem
HRM zur Typisierung des SNP rs1059558 im KPNA2 Gen

A-C: Die Analyse der Sanger Sequenzierung ergab fir alle drei Patientenproben
(MIL3301, PAR 13301, PAR13701) einen doppelten Peak an der Stelle des SNP .
Demnach tragen die drei Patienten den Genotyp GA. Damit konnte gezeigt werden, dass
fur das KPNA2 Gen die Proben mit dhnlichem Schmelzprofil im HRM den gleichen
Genotyp tragen.

In Abbildung 27 sind die durch die Sequenzierung verifizierten
Genotypisierungergebnisse aller untersuchten Patientenproben zur besseren Ubersicht
graphisch dargestellt. Aus diesen endglltigen Typisierungsergebnissen wurde die MAF
fur jeden SNP berechnet. Diese Berechnungen erfolgten, wie fur die MAF der
typisierten CEPH DNA Proben, unter Zuhilfenahme des Serviceprogramms

http://emerald.tufts.edu/courtlab mit der Formel:

Dabei ist:
(p+q)2 = p2 + 2pq + q2 =1 p: Allelfrequenz von Allel A
g: Allelfrequenz von Allel B
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Fur den SNP rs7146310 im IPO4 Gen zeigten fast die Halfte (48,46%) der typisierten
Patienten einen heterozygoten Genotyp. Bei einer Haufigkeit von 37,53% homozygoter
Proben mit haufigerem Allel und 14,01% homozygoter Proben mit seltenerem Allel,
ergibt sich eine MAF von 0.382. Im Vergleich zur MAF die fur diesen SNP in
vorhergehenden Studien beobachtet wurde, weicht diese um 0.0085 ab. Auch flr den
zweiten untersuchten SNP im IPO4 Gen stellen die heterozygoten Patienten mit 45,23%
den groBten Anteil. Die MAF des SNP in diesem Gen weicht mit 0.095 ebenfalls nur
geringfligig von der MAF ab, die bspw. im HapMap Projekt beobachtet wurde. Der
Polymorphismus rs205384 im XPO6 Gen kommt mit einer MAF von 0.347 in den
Patientenproben im Vergleich zu der MAF von 0.184 in Vorstudien etwas haufiger vor.
Die Patienten mit heterozygotem Genotyp stellen dabei mit einem Anteil von 44,06%
die groRte Gruppe. Im Gegensatz dazu tragen mit 69,01% fiur den SNP im CAPN2 Gen
die meisten Patienten den Genotyp mit haufigerer Allelvariante. Im Vergleich zu der
beobachteten MAF aus vorhergehenden Studien, wurde der SNP mit einer MAF von

0.184 in den Patientenproben seltener gefunden.

Da die Typisierung fur den SNP im KPNA2 Gen mittels HRM nicht moéglich war,
konnte erst nach der Sequenzierung der ausgewéhlten Proben eine Aussage zur
Allelfrequenz gemacht werden. Wie vorangehend gezeigt, wurden durch die
Sequenzierung alle aus dem HRM zuféllig ausgewdhlten Proben heterozygot typisiert.
Da alle Proben im HRM ein &hnliches Schmelzverhalten zeigten, musste zunéchst
davon ausgegangen werden, dass alle Patientenproben (genau wie die bereits typisierten
CEPH-DNA Proben) an der Stelle des Polymorphismus im KPNA2 Gen die gleiche

Sequenz aufweisen.
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Abbildung 27: Ubersicht der relativen Haufigkeit der Genotypen fiir die SNPs in
IPO4, XPO6 und CAPN2 in allen untersuchten Patientenproben

Die Ergebnisse der Genotypisierung wurden aufgeschlisselt nach SNP ID und
zugehdrigem Gen graphisch dargestellt. Die Haufigkeit der einzelnen Genotypen wurde
in relativen Zahlen angegeben. Mit Ausnahme des SNP im CAPN2 Gen, ist der Anteil
der Patienten mit heterozygotem Genotyp am grofiten. Mit 69,01% ist der Anteil der
Patienten mit homozygotem Genotyp fir den SNP rs17599 am grofiten.

Aus diesen finalen Typisierungsergebnissen wurde berechnet, ob diese mit dem Hardy
Weinberg Gleichgewicht zu vereinbaren sind. Um die Wahrscheinlichkeit der
Nullhypothese, dass die beobachtete Anzahl der Patienten fur jeden Genotyp mit dem
Hardy Weinberg Gesetz vereinbar ist, zu ermitteln, wurde der Chi-Quadrat Test
durchgefuhrt.  Hierfir wurde wunter Zuhilfenahme des Serviceprogramms

http://emerald.tufts.edu/courtlab folgende Formel verwendet:
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- (0i —'Ei)z

Ei
1<isd+1

Dabei ist:
Oi: die beobachtete Anzahl in Guppe i
Ei: die erwartete Anzahl in Gruppe i

In der Hardy Weinberg Chi-Quadrat Analyse ist die Anzahl der Freiheitsgrade gleich
der Anzahl der Genotypen minus der Anzahl der Allele. In diesem Fall: 3 —2 = 1. Daher
wird fiur die Berechnung ein Freiheitsgrad festgelegt. Die Nullhypothese wird
verworfen, wenn die in der vorliegenden Stichprobe beobachtete Haufigkeit zu stark
von der erwarteten Haufigkeit abweicht. Dies ist dann der Fall, wenn die
Wahrscheinlichkeit unter dem festgelegten Schwellenwert von 0.05 liegt. Die
Ergebnisse zeigen, dass die beobachtete Anzahl der Genotypen fiir die Beiden SNPs
rs7146310 und rs11550452 im IPO4 Gen sowie fir den SNP rs205384 im XPO6 Gen
mit dem Hardy Weinberg Gleichgewicht vereinbar sind (Tabelle 28). Der p-Wert des
SNP im CAPN2 Gen lag mit 0.0007 deutlich unter dem Schwellenwert von 0.05. Die
Nullhypothese wurde verworfen. Daher wurde dieser SNP von allen weiteren Analysen

ausgeschlossen.
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Tabelle 28: Ubersicht der finalen Genotypisierungsergebnisse durch das HRM mit
Allelfrequenzen und daraus berechneter Vereinbarkeit mit dem Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht

Die Tabelle zeigt die endgultigen Genotypisierungsergebnisse aller SNPs, die mittels
HRM typisiert wurden. Zum Vergleich ist die nach dem Hardy Weinberg Gesetz zu
erwartende Anzahl der Patienten fur jeden Genotypen aufgefiihrt. Aus der tatsachlich
beobachteten Anzahl der Patienten wurden fir jeden SNP die Allelfrequenzen
berechnet. Um zu prifen, ob diese mit dem Hardy Weinberg Gleichgewicht vereinbar
ist, wurde mit Hilfe des Hardy Weinberg Rechners (s.Tabelle 10) der Chi-Quadrat Wert
errechnet. Wenn dabei p < 0.05, ist dies nicht mit dem Hardy Weinberg Gleichgewicht
vereinbar. Der SNP im CAST Gen wurde mittels Restriktionsverdau typisiert. Die
Genotypisierungsergebnisse werden im folgenden Kapitel dargestellt.

CAPNZ2 rs17599 CAST rs754615

Genotyp AA AC cC
Beobachtet 294 107 25
Erwartet 28347 128.07  14.47 Mittels Restriktionsverdau typisiert
Allelfrequenz ~ A=0.816  C=0.184 s. Kapitel 5.3.5
p-Wert 0.0007*
HWG X

IPO4EX16 rs7146310 IPO4EX17 rs11550452
Genotyp GG GA AA GG GC ccC
Beobachtet 158 202 59 166 199 75
Erwartet 160.1 197.8 61.1 160.21  210.59 69.21
Allelfrequenz G =0.618 A=0.382 G =0.603 C=0.397
p-Wert 0.664 0.248
HWG v v

KPNA2 rs1059558 XPO6 rs205384
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Genotyp GG GA AA GG GA AA
Beobachtet 0 92 0 187 194 54
Erwartet 23 46 23 185.42 197.17 52.42
Allelfrequenz G=05 A=05 G =0.653 A =0.347
p-Wert 0 0.701

HWG X v

*dieser SNP war nicht mit dem HWG vereinbar und wurde daher von allen weiteren Analysen
ausgeschlossen.

5.3.5 Genotypisierung der Patientenproben auf den SNP im CAST Gen mittels
Restriktionsverdau

Die Typisierung der Proben auf den Polymorphismus rs754615 im CAST Gen wurde
zunéchst mittels HRM durchgefuhrt (Abbildung 28). Die Schmelzkurven fir diesen
SNP unterschieden sich im Vergleich zu denen der anderen getesteten Polymorphismen
deutlich.

Ein homogener Schmelzvorgang generiert im HRM eine Schmelzkurve mit
kontinuierlicher Abnahme der Floureszenzintensitat (vgl. Abbildung 6). Wie in der
normalisierten und Temperatur verschobenen Darstellung zu sehen, erreichten die
Schmelzkurven im Fall des SNP rs754615 bei einer Temperatur von 79°C ein Plateau
bei einem relativen Floureszenzsinal von ca. 75%. Erst nach einem Temperaturanstieg
auf ca. 82°C nahm auch die Floureszenzintensitat weiter ab. Dieses inhomogene

Schmelzverhalten wird in der ersten negativen Ableitung durch zwei Peaks deutlich.
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Abbildung 28: Ergebnis des HRM fiir den SNP rs754615 im CAST Gen

A: Die Schmelzkurven sind in der normalisierten, Temperatur verschobenen
Darstellung abgebildet. Beim Abschmelzen der dsDNA nimmt das Floureszenzsignal
nicht, wie in den HRM Versuchen fir die Gene IPO4, XPO6 und CAPN2,
kontinulierlich ab. Zwischen 79°C und 82°C stagniert das relative Floureszenzsinal bei
ca. 75 %. Dies spricht dafir, dass der DNA Doppelstrang innerhalb dieses
Temperaturbereichs nicht weiter abschmilzt. Erst ab einer Temperatur > 82°C wird
wieder eine kontinuierliche Abnahme der Floureszenzintensitat aufgezeichnet, bis zum
Abfall des Floureszenzsignals auf 0 %. B: In der ersten negativen Ableitung eines
weiteren HRM Durchlaufs fir den SNP im rs754615 sind zwischen 77°C und 88°C
zwei Schmelzspitzen erkennbar. Zwischen den beiden Peaks féllt die relative
Signaldifferenz deutlich ab. Daraus l&sst sich vermuten, dass die dSDNA in zwei Phasen
abschmilzt.

Die Ergebnisse zeigen, dass die dsDNA rund um den SNP nicht gleichméaRig
abschmilzt. Um zu prifen, ob die Ursache dafir das Vorhandensein mehrerer
Schmelzdoménen ist, wurde eine Schmelzanalyse mithilfe des Serviceprogramms
http://www.dna.utah.edu/umelt/um.php durchgefiihrt. Das Ergebnis der UMelt
Animation (Abbildung 29) zeigt, dass die dsDNA in der Region um den SNP
inhomogen abschmilzt. Ist mehr als eine Schmelzdoméane vorhanden, kann von den
Unterschieden zwischen den Schmelzprofilen im HRM nicht eindeutig auf deren
Sequenz geschlossen werden. Aus diesem Grund wurde zunéchst versucht, mit Hilfe
des Serviceprogramms Primer3 Version 0.4.0 neue Primer zu designen, deren PCR
Produkt ein homogenes Schmelzverhalten zeigt. Durch die UMelt Animation konnte
jedoch gezeigt werden, dass keines der neu designten Primerpaare ein PCR Produkt
generiert, welches ausschlieBlich eine Schmelzdoménen aufweist. Beim VVorhandensein
von mehr als einer Schmelzdoméane kdnnen die unterschiedlichen Schmelzprofile im
HRM nicht auf eine unterschiedliche Sequenz zurlickgefiihrt werden. Daher wurde die
Genotypisierung der Patientenproben fir den SNP rs754615 im CAST Gen mittels

Restriktionsverdau durchgefiihrt.
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Abbildung 29: Schmelzkurvenanalyse fir den DNA Abschnitt um den SNP
rs754615 im CAST Gen

In der U-Melt Analyse wurde das Abschmelzen der Doppelstrang DNA um den SNP im
CAST Gen animiert. Der DNA Abschnitt ist 245 Basenpaare lang und hat einen GC
Gehalt von 50%. Abgebildet ist das Abschmelzen zwischen 65-95°C in 0.5°C Schritten.
Es wird deutlich, dass der DNA Abschnitt um die Stelle des SNP (blau) nicht homogen
abschmilzt. Es sind mehrere Schmelzdoménen zu erkennen, die in der
Schmelzkurvenanalyse mittels HRM in der ersten negativen Ableitung als Peaks
sichtbar werden. Eine Zuordnung der Schmelzkurven zu einem bestimmten Genotyp ist
somit nicht moglich. Aus diesem Grund wurde fiir die Genotypisierung des SNP im
CAST Gen der Restriktionsverdau gewahlt.

Mit Hilfe des NEBcutter Serviceprogramms wurden zwei geeignete Restrikionsenzyme
fur die Genotypisierung ermittelt. Das Restriktionsenzym Mmel schneidet das seltene
Allel C (MAF=0.299) nach 168bp des 400bp langen Exons. Auch das
Restrisktionsenzym BcoDI schneidet das seltene Allel C (nach 204bp). Zur Etablierung
des Restriktionsverdaus wurden vier verschiedene Versuchsansatze gewéhlt. Zwei
davon mit der Restriktionsendonuklease Mmel, wobei einem Ansatz zusétzlich zu den
Bestandteilen DNA, Enzym und Cut Smart Puffer (Tabelle 15) 1ul SAM Puffer
hinzugefugt wurde. Von den beiden Ansédtzen mit dem Restriktionsenzym BcoDI wurde
einem Ansatz 1ul NEBuffer 4 hinzugegeben. Alle Ansédtze wurden zwei Stunden bei
37°C inkubiert. In der anschlieBenden Agarose-Gelelektrophorese zeigte der Ansatz mit
der Restriktionsendonuklease BcoDI ohne zusatzlichen NEBuffer 4 als Einziger klare
Banden erwarteter Hohe. Aus diesem Grund wurde dieser Ansatz fur alle folgenden
Versuche ausgewdhlt. Die Schnittstelle von BcoDI sowie die daraus resultierenden
Ergebnisse in der Agarose-Gelelektrophorese sind schematisch in Abbildung 30

dargestellt.
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A B Genotyp
G CcC GC
BcoDl
5, GTCTC® 3
3 5° | e |1680p
PCR Produkt 168bp
l | | 132bp
o, GTCTC 3
3 — 5‘ | |
132bp Fragment 36bp Fragment

Der Verdau der PCR Produkte durch das Restriktionsenzym BcoDI fiihrte zu
eindeutigen Typisierungsergebnissen. Die Verdauungsprodukte wurden auf ein 2%

Abbildung 30: Schnittstelle der Restriktionsendonuklease BcoDIl im PCR Produkt
um den SNP rs754615 im CAST Gen und daraus resultierende Ergebnisse der
Agarose-Gelelektrophorese

A: Durch die Primer CAST-Ex23-F1 und CAST-Ex23-R2 wird aus dem den SNP
enthaltenden 400bp langen Exon im CAST Gen ein 168bp langes PCR Produkt. Das
Restriktionsenzym BcoDI schneidet die Sequenz 5’GTCTC3¢. Die Schnittstelle liegt in
3¢ Richtung hinter dem Basenpaar 132. Die nach dem Verdau entstandenen Fragmente
sind demnach 132bp und 36bp lang. Am 5° Ende kommt es zu einem iiberhdngenden
Ende wvon 5bp. B: Schematische Abbildung der Ergebnisse der Agarose-
Gelelektrophorese flr die drei méglichen Genotypen des Polymorphismus rs754615. Da
BcoDI das seltenere Allel C (MAF=0.299) schneidet, ist fir den Genotyp GG nur eine
Bande mit einer Ladnge von 168bp zu erwarten. Liegt der Genotyp CC vor, werden
beide Allele geschnitten. Entsprechend werden in der Agarose-Gelelektrophorese zwei
Banden der Lénge 132bp und 36bp sichtbar. Das Ergebnis fur den Genotyp GC setzt
sich aus dem der beiden Homozygoten Varianten zusammen. Das Allel G wird nicht
geschnitten, dadurch ergibt sich eine 168bp lange Bande. Das Allel C wird geschnitten,
somit entsteht zusétzlich eine Bande der Lange 132bp sowie eine Bande der Lange

Yl

Agarosegel geladen und elektrophoretisch getrennt. Die Auswertung bestatigte, dass
sich Banden der erwarteten Lénge ergaben. Anhand der Banden lieR sich der jeweilige
Genotyp einfach ablesen. Die Ergebnisse des Restriktionsverdaus sind in Abbildung 31

dargestellt.
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Abbildung 31: Ergebnis des Restriktionsverdaus mit der Restriktionsendonuklease
BcoDI zur Genotypisierung des SNP rs754615 im CAST Gen

Die Patientenproben wurden mittels Restriktionsverdau auf den SNP rs754615 typisiert.
Die PCR Produkte wurden nach der Amplifikation und dem Verdau durch das
Restriktionsenzym BcoDI auf ein 2% Agarosegel geladen. Das Agarosegel stellt
reprasentativ das Ergebnis des Verdaus nach elektrophoretischer Trennung dar.
Aufgrund der durch den Verdau entstandenen unterschiedlich langen DNA Fragmente
lie3 sich der Genotyp anhand der Anzahl und der Position der Banden feststellen. Jede
der zehn abgebildeten Patientenproben wies Banden der erwarteten Hohe auf. Sieben
davon mit Banden, die auf den Genotyp GC riickschlieRen lieBen. Zwei Proben zeigten
nur eine 168bp lange Bande, was dem Genotyp GG entspricht. Bei einer Probe war nur
eine Bande mit einer Lange von 132bp zu erkennen. Diese entspricht dem Genotyp CC.
Die erwarteten Banden mit einer Lange von 36bp sind in diesem Fall aufgrund der zu
geringen Bandenintensitat und langen Laufstrecke (vgl. pUC Marker) nicht sichtbar.
Die Negativkontrolle zeigt keine Bande. Marker: pUC19/Mspl, Fermentas GmbH, St.
Leon Rot.

Aus Gruppen von ca. 80 typisierten Patientenproben wurden je drei Proben zur
Verfizierung der Typisierungsergebnisse mittels Sequenzierung ausgewahlt. Durch die
Sequenzierung konnten die durch den Restrikitionsverdau bestimmten Genotypen
bestatigt werden. Mit Hilfe des in Tabelle 10 aufgefiuhren Serviceprogramms wurden

aus den Typisierungsergebnissen die Allelfrequenzen fir den SNP berechnet. In
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Abbildung 32 ist die Haufigkeit der Genotypen graphisch dargestellt. Fast die Halfte
(49,73%) der Patienten wurden fur den SNP rs754615 heterozygot typisiert. Mit einer
Héaufigkeit von 40,76% homozygoter Proben mit haufigerer Allelfrequenz und 9,51%
homozygoter Proben mit seltenerer Allelfrequenz ergibt sich eine MAF von 0.344
(Tabelle 29). Im Vergleich zur MAF, die fiir diesen Polymorphismus in vorhergehenden
Studien beobachtet wurde, ergibt sich eine Abweichung um 0.085. Aus den
Typisierungsergebnissen wurde im ndchsten Schritt berechnet, ob diese mit dem Hardy
Weinberg Gesetz zu vereinbaren sind. Hierfur wurde der Chi-Quadrat Test
durchgefuhrt. Bei einem p = 0.050 kann die Nullhypothese, dass die beobachtete Anzahl
der Patienten fur jeden Genotyp mit dem Hardy Weinberg Gleichgewicht vereinbar ist,

unter dem verwendeten Signifikanzniveau von p > 0.05 beibehalten werden.

Tabelle 29: Ubersicht der Genotypisierungsergebnisse fir den SNP rs754615 mit
Allelfrequenzen und daraus berechneter Vereinaberkeit mit dem Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht

Die Tabelle zeigt die Genotypisierungsergebnisse fir den SNP rs754615, die mittels
Restiktionsverdau ermittelt wurden. Zum Vergleich ist die nach dem Hardy Weinberg
Gesetz zu erwartende Anzahl an Patienten fur die einzelnen Genotypen aufgefiihrt. Aus
der beobachteten Anzahl an Patienten wurden die Allelfrequenzen berechnet. Um zu
prifen, ob diese mit dem Hardy Weinberg Gleichgewicht vereinbar sind, wurde mit
Hilfe des Hardy Weinberg Rechners (Tabelle 10) der Chi-Quadrat Wert errechnet.
Dabei ergab sich p = 0.050. Dieser Wert ist mit dem HWG vereinbar.

Allelfrequenzen rs754615 CAST rs754615
CAST
9.51% Genotyp GG GC CcC
Beobachtet 150 183 35
40,76% Erwartet 15848  166.03  43.48
Allelfrequenzen G=0.656 C=0.344
49,73% p-Wert 0.050

HWG v

=GG «GC  CC

Abbildung 32: Ubersicht der relativen Haufigkeit der Genotypen fiir den SNP
rs754615 im CAST Gen

Die Ergebnisse der Genotypisierung wurden zur besseren Ubersicht graphisch
dargestellt. Die Haufigkeit der einzelnen Genotypen wurde in relativen Zahlen
angegeben. Mit 49,73% ist der Anteil der Patienten, die heterozygot sind, am groRten.
Der Genotyp homozygot mit haufigerer Allelvariante zeigte sich bei 40,76% aller
getesteten Patienten wahrend der Genotyp homozygot mit seltenerer Allelvariante bei
9,51% der Patienten vorkam.
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5.4 Uberprifen des Einflusses der SNPs auf das Erkrankungsalter der SCA3
Patienten

Aus vorhergehenden Studien ist bekannt, dass die Anzahl der CAG-Wiederholungen im
ATXN3-Gen direkten Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3-Patienten nimmt
(Maciel et al. 1995; Schols et al. 1996). Die Patienten erkranken umso fruher, je langer
der CAG-Abschnitt ist. Dartiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass die Anzahl
der CAG-Wiederholungen nur etwa 45%-55% zum Erkrankungsalter beitragt (van de
Warrenburg et al. 2005). Viele weitere Faktoren, die das Erkrankungsalter beeinflussen,
sind bislang unbekannt.

Im folgenden soll (berprift werden, ob die in dieser Arbeit selektierten
Polymorphismen in den nukleozytoplasmatischen Transporproteinen sowie in den
Proteinen, die an der Proteolyse von Ataxin-3 beteiligt sind, einen Beitrag zum
Erkrankungsalter der SCA3-Patienten leisten. VVon allen Proben, die im Rahmen des
EUROSCA-Konsortiums von SCA3-Patienten gesammelt wurden, waren die klinischen
Daten wie bspw. das Erkrankungsalter bekannt. Das Erkrankungsalter der untersuchten
SCAS Patienten reichte von 10 bis 78 Jahre, dadurch ergibt sich ein durchschnittliches
Erkrankungalter (Age at onset = AAOQO) dieser Patienten von 39,45 Jahren bei einer
durchschnittlichen Anzahl der CAG-Wiederholungenv ~ on 70,73 (von 50 bis 83).

Fur die nachfolgenden Analysen zum Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf
das Erkrankungsalter wurde das Statistikprogramm JMP V.12.0 verwendet. Hierzu
wurde eine Kovarianzanalyse durchgefiihrt. Als kontinuierlicher Einflussfaktor wurde
die CAG-Repeat Lénge gewahlt, als nominaler Einflussfaktor die Gruppeneinteilung

des Polymorphismus sowie die Wechselwirkung aus diesen beiden Faktoren.

Einige der SCA3 Patienten, deren Daten im Rahmen des EUROSCA-Konsortiums
gesammelt wurden, stammen aus einer Familie. Die Familienzugehdrigkeit war in der
Datenbank hinterlegt. Daher konnten die Berechnungen unter Berucksichtigung der
Familienzugehdrigkeit als Gewichtungsfaktor erfolgen. Der Gewichtungsfaktor
errechnete sich aus eins geteilt durch die Anzahl der Familienmitglieder der jeweiligen

Familie.
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5.4.1 Uberprufen des Einflusses des SNP rs7146310 in IPO4 Exon 16 auf das
Erkrankungsalter der SCA3

Der SNP rs7146310 im IPO4 Gen fuhrt durch den Austausch der Base Guanin durch
die Base Adenin zu einer Missense-Mutation. Durch das High Resolution Melting im
Lightcycler 480 konnten 419 Patientenproben fiir diesen SNP typisiert werden. Die
Ergebnisse der Typisierung lielen sich mit dem Hardy Weinberg Gesetz vereinbaren.
Durch die Analyse der hinterlegten Daten zum Erkrankungsalter dieser Patienten konnte
das durchschnittliche AAO der drei Genotypen gegeniiber gestellt werden. In
Abbildung 33 ist das durchschnittliche Erkrankungsalter mit Standardfehler der
untersuchten SCAS3 Patienten fiir den Polymorphismus im Importin 4 abgebildet.

Die statistische Auswertung mittels zweitzeitigem t-test ergab fur den SNP rs7146301
im IPO4 Gen signifikante Unterschiede zwischen dem Erkrankungsalter der drei
Genotypen. Wahrend Patienten mit dem Genotyp GG mit durchschnittlich 43,64 Jahren
erkranken, liegt das durchschnittliche Erkrankungsalter der Patienten mit dem Genotyp
GA (39,05 Jahre) sowie dem Genotyp AA (30,97 Jahre) deutlich darunter (p=0,0010
beziehungsweise p<0,0001).

)]
o

] Importin 4 rs7146310

]

a1
o 01 O
1 1 1
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Age at onset [Jahre]
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Abbildung 33: Mittleres Erkrankungsalter der SCA3 Patienten unterschieden
nach dem Genotyp des SNP rs7146310 im Importin 4 Gen, Exon 16
Durchschnittliches  Erkrankungsalter der untersuchten SCA3 Patienten mit
heterozygotem Genotyp im Vergleich zu den homozygoten. Dargestellt ist der Median
mit jeweiligem Standardfehler. Das durchschnittliche Erkrankungsalter der Patienten
mit dem Genotyp GG liegt bei 43,64 Jahren, das der Patienten mit dem Genotyp GA bei
39,05 Jahren respektive 30,97 Jahren fur den Genotyp AA. Der zweiseitige t-test ergab
signifikante Unterschiede sowohl zwischen dem heterozygoten Genotyp im Vergleich
zur haufigeren homozygoten Allelvariante (p=0,0010) als auch im Vergleich zur
selteneren homozygoten Variante (p<0,0001).
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Um eine allgemeingiiltige Aussage Uber den Einfluss des SNP zusatzlich zur Anzahl der
CAG-Wiederholungen auf das Erkrankungsalter der SCA3 Patienten treffen zu kdnnen,
wurde eine Kovarianzanalyse mit der Gruppeneinteilung des Genotyps als nominalem
Einflussfaktor durchgeflihrt. Abbildung 34 zeigt das Ergebnis dieser Berechnung in

Form eines Regressionsdiagramms.

50 * 0=GG (N = 158)
. * 1=GA(N=202)

75 . _ _
- ® 2=AA(N=59)

65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15 .
10 .

50 25 60 63 70 75 a0 85
Anzahl der CAG-Wiederholungen

Age at onset [Jahre]

Abbildung 34: Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-Wiederholungen und
dem Erkrankungsalter der SCA3 Patienten in Bezug auf die Genotypen des SNP
rs7146310 im Importin 4 Gen, Exon 16

Die Anzahl der CAG-Wiederholungen im ATXN3 Gen Kkorreliert invers mit dem
Auftreten der ersten Symptome der SCA3 Patienten. Der Genotyp fir den SNP
rs7146310 hat einen zusatzlichen, signifikanten Einfluss auf das Erkrankungsalter.
Patienten (N = Anzahl der typisierten Patienten) mit dem Genotyp AA (blau) erkranken
durchschnittlich 12,67 Jahre friher, als Patienten mit dem Genotyp GG (rot). Der SNP
erklart damit 2,94% der Varianz des Erkrankungsalters der SCA3.

In unserer Kohorte von 492 SCA3 Patienten erklart die Anzahl der CAG-
Wiederholungen das Erkrankungsalter zu 43% (R?= 0,432) und hat damit den starksten
bisher bekannten Einfluss auf den Krankheitsbeginn (p < 0,0001). ). In der
Kovarianzanalyse konnte gezeigt werden, dass der SNP rs7146310 einen zusatzlichen
hochsignifikanten Effekt auf das Erkrankungsalter der SCA3 Patienten hat (p < 0,0001).

SCAZ3 Patienten, die homozygot flr die seltenere Variante des SNP sind, entwickeln
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bereits mit durchschnittlich 30,97 Jahren die ersten Symptome. Das ist im Schnitt 8-13
Jahre friher als bei Patienten, die einen der anderen beiden Genotypen tragen.
Insgesamt begrundet der Polymorphismus rs7146310 damit 2,94% der Varianz des
Erkrankungsalters, die nicht durch die CAG Repeatlange erklart werden kann. In
Tabelle 30 ist der signifikante Effekt des SNP auf das Erkrankungsalter der SCA3 in der
Ubersicht dargestellt. Bei Kenntnis des Genotyps eines Patienten fiir diesen SNP lasst
sich das Auftreten der Erstsymptome demnach n&herungsweise mit der Formel in
Abbildung 35 bestimmen. An einem Beispiel fir einen Patientien mit 70 CAG-
Wiederholungen wurde das Erkrankungsalter fir die drei mdglichen Genotypen
berechnet. Demnach wirde ein Patient mit 70 CAG-Wiederholungen und dem Genotyp
AA mit ca. 34,62 Jahren und damit 8,3 Jahre friiher als ein Patient mit der gleichen
Anzahl CAG-Wiederholungen und dem Genotyp GG erkranken.

0 (GG) 3,67
AAO = -1,61 x Anzahl der CAG-Wiederholungen + 152 1 (GA) 1,01
2 (AA) -4,68

42,97 = (-1,61 x 70) + 152 + 3,67
40,31 = (-1,61 x 70) + 152 + 1,01

34,62 = (-1,61 x 70) + 152 — 4,68

Abbildung 35: Formel zur naherungsweisen Bestimmung des Erkrankungsalters
bei Kenntnis der CAG-Wiederholungen und des Genotyps fur den SNP rs7146310
in IPO4 Exon 16

Als Beispiel wurde die Formel fur einen Patienten mit 70 CAG-Wiederholungen und
den drei moglichen Genotypen geldst. Fur den Genotyp AA ergibt sich daraus ein
Erkrankungsalter von ca. 34,62 Jahren. Wahrend das die ersten Krankheitssymptome
fur den Genotyp GG 8,3 Jahre spéter zu erwarten sind.
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Tabelle 30: Effekt des SNP rs7146310 im IPO4Ex16 auf das Erkrankungsalter der
SCA3

Quelle Freiheitsgrade R’ F-Wert P-Wert
CAG Repeats 1 0.432 255,88 <0,0001
rs7146310 2 0.461 11,85 <0,0001
IPO4EXx16

5.4.2 Uberprifen des Einflusses des SNP rs11550452 in IPO4 Exon 17 auf das
Erkrankungsalter der SCA3

Im IPO4 Gen konnten wir einen weiteren Polymorphismus identifizieren, der zu einer
Missense-Mutation  fihrt. Er befindet sich im Exon 17 und hat einen
Aminosdureaustausch zwischen den zwei basischen, apolaren Aminosauren Prolin und
Alanin zur Folge. Die Genotypisierung mittels High Resolution Melting erfolgte fur 440
Patientenproben. In der Chi-Quadrat Analyse konnte gezeigt werden, dass die
Typisierungsergebnisse mit dem Hardy Weinberg Gesetz vereinbar sind. Die
Bestimmung des durchschnittlichen Erkrankungsalters fur die unterschiedlichen
Genotypen erfolgte anhand der hinterlegten klinischen Daten. Die Abbildung 36 zeigt
das durchschnittliche Auftreten der Erstsymptome bei den 440 getesteten Patienten fir

den Polymorphismus rs11550452.

Die statistische Auswertung mittels zweitzeitigem t-test konnte fur den SNP im IPO4
Gen keinen signifikanten Unterschied des Erkrankungsalters der verschiedenen
Genotypen zeigen. Patienten mit dem Genotyp CC erkranken mit durchschnittlich 41,34
Jahren und damit unwesentlich spéater als Patienten mit dem Genotyp CG (39,36 Jahre).
Patienten mit der selteneren homozygoten Allelvariante GG erkranken mit 36,97 Jahren
im Mittel 4,37 Jahre friher als Patienten mit der haufigeren homozygoten Allelvariante.
Dieser Unterschied erwies sich im zweiseitigen t-test jedoch nicht als signifikant
(p=0,0787).
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Abbildung 36: Mittleres Erkrankungsalter der SCA3 Patienten unterschieden
nach dem Genotyp des SNP rs11550452 im Importin 4 Gen, Exon 17
Durchschnittliches Erkrankungsalter der SCA3 Patienten unterschieden nach Genotyp
fur den SNP in Importin 4 Exon 17. Dargestellt ist der Median mit jeweiligem
Standardfehler. Das durchschnittliche AAO der Patienten mit dem Genotyp CC liegt
mit 41,34 Jahren am hochsten. Fur die Genotypen CG und GG konnten AAOs von
39,36 bzw. 36,97 Jahren ermittelt werden. Im zweiseitigen t-test konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen dem Erkrankungsalter der Patienten mit
unterschiedlichen Genotypen festgestellt werden (p=0,0787).

In einer Kovarianzanalyse wurde der gemeinsame Effekt des SNP in IPO4 Ex17 und
der Anzahl der CAG-Wiederholungen auf das Erkrankungsalter der SCA3 untersucht.
Die Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-Wiederholungen und dem mittleren

AAO in Bezug auf die verschiedenen Genotypen wird in Abbildung 37 dargestellt.

Wie schon fur den SNP im IPO4Ex16 Gen ergab die Kovarianzanalyse einen
signifikanten p-Wert (p=0,0157) fir den gemeinsamen Einfluss mit der Anzahl der
CAG-Wiederholungen. In diesem Fall erklart der SNP sogar 3,38% der Varianz des
Erkrankungsalters, die nicht durch die Anzahl der CAG-Wiederholungen erklart werden

kann.
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Abbildung 37: Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-Wiederholungen und
dem Erkrankungsalter der SCA3 Patienten in Bezug auf die Genotypen des SNP
rs11550452 im Importin 4 Gen, Exon 17

Es zeigt sich die bekannte inverse Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-
Wiederholungen im ATXN3 Gen und dem Auftreten der ersten Symptome bei SCA3
Patienten (N = Anzahl der typisierten Patienten). Der SNP rs11550452 hat einen
zusétzlichen, signifikanten Einfluss auf das Erkrankungsalter. Patienten mit dem
Genotyp AA erkranken demnach deutlich friher als Patienten die heterozygot fir den
SNP sind.

Dabei fuhrt ein homozygoter Genotyp flr die seltenere Variante zu einem deutlich

friheren Auftreten der Erstsymptome. In der

Tabelle 31 ist der signifikante Effekt des SNP auf das Erkrankungsalter der SCA3, in
der Ubersicht dargestellt. Bei Kenntnis des Genotyps fir diesen SNP lasst sich das

Auftreten der Erstsymptome demnach naherungsweise mit folgender Formel

bestimmen:
0 (CC) 0,89
AAO = -1,81 x Anzahl der CAG-Wiederholungen + 168 1 (CG) 1,87
2 (GG) -2.76

Abbildung 38: Formel zur naherungsweisen Bestimmung des Erkrankungsalters
bei Kenntnis der CAG-Wiederholungen und des Genotyps flir den SNP
rs11550452 in IPO4Ex17
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Tabelle 31: Effekt des SNP rs11550452 im IPO4Ex17 auf das Erkrankungsalter
der SCA3

Quelle Freiheitsgrade R’ F-Wert P-Wert
CAG Repeats 1 0.438 308,65 <0,0001
rs11550452 IPO4EX17 2 0.466 4,20 0,0157

5.4.3 Uberprifen des Einflusses des SNP rs205384 in XPO6 auf das
Erkrankungsalter der SCA3

Der SNP im XPO6 Gen ist mit einer MAF von 0.184 der seltenste der untersuchten
Polymorphismen. Er fiuhrt zu einer Transversion von Guanin zu Adenin. Diese
Missense-Mutation bewirkt einen Aminosdureaustausch der geladenen, basischen
Aminosaure Histidin zur ungeladenen Aminosaure Glutamin. Im High Resolution
Melting wurden 435 Patienten typisiert. Die Chi-Quadrat Analyse konnte die
Vereinbarkeit der Ergebnisse mit dem Hardy Weinberg Gesetz beweisen. Das
durchschnittliche Erkrankungsalter der Patienten fiir die unterschiedlichen Genotypen
erfolgte anhand der hinterlegten Daten aus dem EUROSCA-Konsortium. Die
Abbildung 39 zeigt das durchschnittliche Erkrankungsalter der SCA3 Patienten bei

Erstmanifestation fur den Polymorphismus rs205384.

Die statistische Untersuchung des AAOs mittels zweiseitigem t-test zeigte fur diesen
SNP einen signifikanten Unterschied (p=0,0013) zwischen dem Genotyp GG mit einem
durchschnittlichen AAO von 40,98 Jahren und dem Genotyp AA bei welchem das
durchschnittliche Erkrankungsalter bei 34,00 Jahren liegt. Mit einem medianen AAO
von 39,47 Jahren liegt das Erkrankungsalter der Patienten mit dem Genotyp GA

zwischen dem der beiden Homozygoten Varianten.
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Abbildung 39: Mittleres Erkrankungsalter der SCA3 Patienten unterschieden
nach dem Genotyp des SNP rs205384 im Exportin 6 Gen

Durchschnittliches Erkrankungsalter der untersuchten SCA3 Patienten verglichen nach
dem Genotyp fir den SNP in XPO6. Dargestellt ist der Median mit jeweiligem
Standardfehler. Das AAO fur die Patienten mit dem Genotyp GG lag im Mittel bei
40,98 Jahren. Das AAO der Patienten mit dem Genotyp AA lag im Mittel bei 34,00
Jahren und ist damit signifikant niedriger (p=0,0013). Im Vergleich zu dem AAOQO der
Patienten mit dem Genotyp GA liel sich kein signifikanter Unterschied feststellen

A AarrAAN

Zur Beurteilung des Einflusses des SNP zusatzlich zur Anzahl der CAG-
Wiederholungen auf das Erkrankungsalter wurde auch fiur diesen SNP eine
Kovarianzanalyse durchgefiihrt. Die Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-
Wiederholungen und dem mittleren AAO bezogen auf die drei Genotypen wird in
Abbildung 40 dargestellt.
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Abbildung 40: Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-Wiederholungen und
dem Erkrankungsalter der SCA3 Patienten in Bezug auf die Genotypen des SNP
rs205384 im Exportin 6 Gen

Die Anzahl der CAG-Wiederholungen im ATXN3 Gen korreliert invers mit dem
Auftreten der ersten Symptome bei SCA3 Patienten. Die Abbildung zeigt den
zusétzlichen signifikanten Effekt des SNP rs205384 auf das Erkrankungsalter.
Insgesamt wurden 453 Patienten typisiert (N = Anzahl der typisierten Patienten fur den
jeweiligen Genotyp).

Auch in diesem Fall ergab die Kovarianzanalyse einen signifikanten Effekt des SNP
zusétzlich zur Anzahl der CAG-Wiederholungen auf das Erkrankungsalter der SCA3
Patienten (p=0,0242). Die seltenere homozygote Allelvariante AA fuhrt dabei zu einem
friheren Auftreten der Krankheitssymptome. Der SNP erklart 0,76% der Varianz des
Erkrankungsakters, die nicht anhand der Anzahl der CAG Wiederholungen erklart
werden kann. Die

Tabelle 32 zeigt den signifikanten Effekt des SNP auf das Erkrankungsalter der SCA3.
Bei Kenntnis des Genotyps fur diesen SNP lasst sich das Auftreten der Erstsymptome

demnach néherungsweise mit folgender Formel bestimmen:
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0 (GG) 0,49
AAO = -1,72 x Anzahl der CAG-Wiederholungen + 161 1 (GA) 1,88
2 (AA) -2.37

Abbildung 41: Formel zur naherungsweisen Bestimmung des Erkrankungsalters
bei Kenntnis der CAG-Wiederholungen und des Genotyps fur den SNP rs205384
in XPO6

Tabelle 32: Effekt des SNP rs205384 im XPO6 Gen auf das Erkrankungsalter der
SCA3

Quelle Freiheitsgrade R’ F-Wert P-Wert
CAG Repeats 1 0.432 273,36 <0,0001
rs205384 XPO6 2 0.440 3,76 0,0242

5.4.4 Uberprifen des Einflusses des SNP rs205384 in CAST auf das
Erkrankungsalter der SCA3

Im CAST Gen, welches fur den endogenen Calpaininhibitor Calpastatin codiert, konnte
der SNP rs754615 identifiziert werden. Dieser SNP flhrt durch eine Missense-
Mustation zu einem Austausch der polaren Aminosauren Cystein und Serin. Fur den
SNP im CAST Gen konnte kein High Resolution Melting Ansatz zur Genotypisierung
etabliert werden. Es wurde daher der Restriktionsverdau mit  der
Restriktionsendonuklease BcoDI als Methode zur Typisierung gewéhlt. Auf diese
Weise konnten 368 Patientenproben genotypisiert werden. Die Ergebnisse der
Typisierung lieRen sich mit dem Hardy Weinberg Gesetzt vereinbaren. Fir die drei
Genotypen wurde das durchschnittliche Erkrankungsalter der SCA3 mit Hilfe der im
Rahmen des EUROSCA-Konsortiums hinterlegten Daten berechnet. In Abbildung 42
ist das durchschnittliche Erkrankungsalter mit Standardfehler der getesteten SCA3
Patienten fur den SNP rs754615 abgebildet.

Die statistische Auswertung mittels zweitseitigem t-test ergab keinen signifikanten

Unterschied im Erkrankungsalter fur den SNP im Calpastatin Gen (p=0,167). Patienten
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mit dem Genotyp GG erkranken mit durchschnittlich 36,73 Jahren. Das
Erkrankungsalter der Patienten mit dem Genotyp CC liegt mit durchschnittlich 37,31
Jahren etwas hoher, wahrend die Patienten mit heterozygotem Genotyp am spatesten
erkranken (40,65 Jahre).
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Abbildung 42: Mittleres Erkrankungsalter der SCA3 Patienten unterschieden
nach dem Genotyp des SNP rs754615 im CAST Gen

Durchschnittliches Erkrankungsalter der untersuchten SCA3 Patienten in Bezug auf den
SNP in Calpastatin. Dargestellt ist der Median mit jeweiligem Standardfehler. Patienten
mit heterozygotem Genotyp erkranken mit durchschnittlich 40,65 Jahren. Damit besteht
kein wesentlicher Unterschied zu dem Erkrankungsalter der homozygoten Patienten
(36,73 Jahre und 37,31 Jahre).

Mit Hilfe der Kovarianzanalyse mit der Gruppenzuordnung nach Genotyp als
nominalen Einflussfaktor kann eine Aussage tber den Einfluss des SNP zusatzlich zu
der Anzahl der CAG Wiederholungen auf das Erkrankungsalter der SCA3 getroffen
werden. Abbildung 43 zeigt das Regressionsdiagramm dieser Analyse fur den SNP
rs754615.
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Abbildung 43: Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-Wiederholungen und
dem Erkrankungsalter der SCA3 Patienten in Bezug auf den Genotyp des SNP
rs754615 im CAST Gen

Die Ersten Symptome der SCA3 Patienten treten umso friiher auf, je mehr CAG-
Wiederholungen das Ataxin-3 trédgt. Die CAG-Repeatlange korreliert demnach negativ
mit dem Erkrankungsalter. Das Regressionsdiagramm zeigt den zusatzlichen Einfluss
des SNP im CAST Gen auf das Erkrankungsalter der SCA 3 Patienten (N = Anzahl der
typisierten Patienten). Der SNP beeinflusst das Erkrankungsalter nicht signifikant.

In der Kovarianzanalyse konnte gezeigt werden, dass der SNP rs754615 als Einziger der
bisher betrachteten SNPs keinen signifikanten Effekt auf Erkrankungsalter der SCA3
Patienten zusaztzlich zu der Anzahl der CAG-Wiederholungen hat (p = 0,0787). In
Tabelle 33 ist der Effekt des SNP auf das Erkrankungsalter der SCA3 in der Ubersicht
dargestellt.

Tabelle 33: Effekt des SNP rs754615 im CAST Gen auf das Erkrankungsalter der
SCA3

Quelle Freiheitsgrade R? F-Wert P-Wert
CAG Repeats 1 0.430 211,98 <0,0001
rs754615 CAST 2 0.444 2,56 0,0787

Auf eine statistische Analyse des SNPs im CAPN2 Gen wurde verzichtet, da die

Genotypisierungsergebnisse nicht mit dem Hardy-Weinberg-Gesetz vereinbar waren.
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Ein valider Effekt auf das AAO der SCA3 durch diesen SNP war demnach nicht zu

erwarten.

5.5 Zusammenfassende Betrachtung

Das Ziel dieser Arbeit war es, SNPs zu identifizieren, die zusétzlich zu der Anzahl der
CAG-Wiederholungen einen Effekt auf das Erkrankungsalter der SCA3 nehmen

kdnnten, und deren Einfluss zu bestimmen.

Dazu wurde das Kollektiv von 492 SCA3-Patienten auf SNPs untersucht, die in Genen
liegen, welche fiir Proteine des nukleozytoplasmatischen Transports oder Enzyme, die
an der Proteolyse von Ataxin-3 beteiligt sind, codieren.

Es konnten dabei sechs vielversprechende Polymorphismen, die eine funktionelle
Auswirkung auf die Proteinaktivitdt vermuten lieBen, identifiziert werden. Die
identifizierten SNPs liegen in Genen, die fur die Transportproteine Importin 4, Exportin
6 und Importin subunit alpha-1 codieren. In den an der proteolyse von Ataxin-3
beteiligten Enzymen konnten SNPs in Calpain 2 sowie in dessen endogenem Inhibitor

Calpastatin identifiziert werden.

Fir eine erfolgreiche Typisierung erfolgte zundchst die Etablierung der High-
Resolution-Melting Bedingungen sowie eine Optimierung des Laufzeitprotokolls. Dabei
konnte fir den SNP im IPO4 Ex 17 ein HRM Ansatz mit unmarkierter
Hybridisierungssonde etabliert werden. Die SNPs in IPO4 Ex 16, XPO6, KPNA2 und
CAPN2 wurden mittels klassischem HRM typisiert. Fiir den SNP im CAST Gen wurden
die Proben mittels Restriktionsverdau genotypisiert. Anhand der etablierten Methoden
konnte im Folgenden eindeutig der Nachweis der SNPs in der Normalbevdlkerung

sowie in den 492 Patientenproben erbracht werden.

Die anschlieRend durchgefiihrte Chi-Quadrat Analyse konnte die Vereinbarkeit mit dem
Hardy-Weinberg Gesetz fir die SNPs in IPO4, XPO6 und CAST beweisen. Die
erhobenen Allelfrequenzen des SNP im CAPN2 Gen stimmten nicht mit dem HWG
uberein. Die Genotypisierung fur den SNP im KPNA2 Gen ergab ausschlieflich

heterozygote Proben. An dieser Stelle wird eine paraloge DNA Region vermutet.
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Fir die anschlielende Analyse zum Einfluss der SNPs auf das Erkrankungsalter der
SCAS3 wurde ein ein zweiseitiger t-test durchgefiihrt. Die Bestimmung der Unterschiede
des AAO ergab signifikante Werte fiir den SNP rs7146310 in IPO4 Ex16 und den SNP
rs205384 in XPOG6.

Um den Effekt der SNPs auf das Erkrankungsalter zusatzlich zu der Anzahl der CAG-
Wiederholungen zu bestimmen, wurde eine Kovarianzanalyse mit der Anzahl der CAG-
Wiederholungen als kontinuierlichen und der Gruppeneinteilung des SNP als
nominalem Einflussfaktor durchgefihrt. Die Berechnungen erfolgten unter
Berlicksichtigung der Familienzugehorigkeit in Form eines Gewichtungsfaktors. Die
Analyse ergab einen signifikanten Einfluss der zwei SNPs in Importin 4 sowie des
SNPs in Exportin 6 auf das Erkrankungsalter der SCA3 zusétzlich zu der Anzahl der
CAG-Wiederholungen. Dabei fiihrt ein homozygoter Genotyp fiir das seltene Allel

jeweils zu einer drastischen Verringerung des Auftretens erster Krankheitssymptome.

Welchen Einfluss die SNPs in diesen nukleozytoplasmatischen Transportproteinen auf
die Pathogenese der SCA3 haben konnten, wird in Kapitel 6 betrachtet.
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Tabelle 34: Ubersicht der identifizierten Gene mit Genotypisierungsergebnissen und deren Einfluss auf das AAO der SCA3

Identifiziertes = SNP AA Genotypen mit Etablierte  Typisierte Vereinbartkeit @ AAO Effekt

Gen (MAF) Methode Patienten HWG AAO

IPO4 rs7146310 Ala > Val GG HRM 37,71 % 43,64 p <0,0001
GA (A=0,297) 48,21 % 4 39,05 2,94 %
AA 14,08 % 30,97

IPO4 rs11550452 Pro - Ala GG HRM mit 37,73 % 41,34 p = 0,0157
GC (C=0,302) Sonde 45,23 % 4 39,36 3,38 %
CC 17,04 % 36,97

XPO6 rs205384 His = GlIn GG HRM 42,99 % 40,98 p = 0,0242
GA (A=0,184) 44,60 % v 39,44 0,76 %
AA 12,41 % 34,00

CAST rs754615 Cys = Ser GG RV 40,76 % 40,65 p =0,0787
GC (C=0,299) 49,73 % v 37,31
cC 9,51 % 36,73

CAPN2 rs17599 Lys = GIn AA HRM 69,01 %
AC (C=0,213) 25,12 % X
CcC 587 %

KPNA2 rs1059558 Gly > Ser GG HRM 0
GA (A=0.465) 100 % Paraloge DNA
AA 0 Region
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6. Diskussion

Ein chronisch progredienter Verlust von Nervenzellen ist charakteristisch fur die
Gruppe der neurodegenerativen Erkrankungen (Sitzer, 2011). Zu diesen Erkrankungen
zahlt die Spinozerebelldre Ataxie Typ 3, die hdufigste autosomal dominant vererbte
Ataxie. Die klinische Symptomatik beruht dabei auf einem ausgepragten
Nervenzelluntergang im Bereich des Kleinhirns (Durr et al. 1996; Yamada et al. 2001).
Bisher ist keine wirksame medikamenttse Therapie verfligbar. Die Patienten versterben
daher aufgrund der Unaufhaltsamkeit der Symptome nach durchschnittlich 21 Jahren an
der Erkrankung (Kieling et al. 2007). Der Krankheitsbeginn unterliegt jedoch einer
grofRen Varianz und kann zwischen 7 und 80 Jahren liegen (Carvalho et al. 2008).

Das Erkrankungsalter und die Progredienz der SCA3 werden hauptsachlich durch die
Anzahl der CAG-Wiederholungen im ATX3 Gen bestimmt, welche flr einen
Polyglutaminbereich codieren (van de Warrenburg et al. 2002). Die meisten Patienten
tragen Wiederholungseinheiten von mehr als 51 CAGs und zeigen erste Symptome im
mittleren Erwachsenenalter (Maciel et al. 2001; Lima et al. 2005; Durr et al. 1996). Eine
hohe Zahl der CAG-Wiederholungen ist dabei mit einem friheren Erkrankungsalter
assoziiert (Schdls et al. 1996; Maciel et al. 1995). Die Varianz des AAO ist jedoch hoch

und wird von weiteren genetischen Faktoren beeinflusst.

Aufgrund der hohen Variabilitat der klinischen Auspréagung ist die Erkrankung vor
allem in friihen Stadien klinisch schwer zu diagnostizieren. Es fehlen spezifische
Symptome. Die Beurteilung des "Erkrankungsalters” stellt daher eine Herausforderung
dar, die so prazise wie mdglich angegangen werden muss. Meistens beobachten die
Verwandten der Betroffenen die ersten Anzeichen der Erkrankung und legen damit den
Krankheitsbeginn fest (Franca et al. 2012). Diese initialen Symptome sind jedoch meist
subtil und sehr heterogen (Lima and Coutinho 1980). Auch wenn in den meisten
Arbeiten das Auftreten der Gangataxie als Erkrankungsbeginn festgelegt wird, existiert
keine exakte Definition. Studien zum Zelluntergang in den betroffenen Hirnregionen
konnten zeigen, dass dieser neben den motorischen Symptomen auch zu kognitiven
Defiziten fiihrt (Ma et al. 2014; Giocondo and Curcio 2017). Daher musste eine exakte
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Methode zur Bestimmung des Erkrankungsalters motorische und kognitive Symptome
erfassen. Eine Verbesserung der Bestimmung des AAO kann nur durch prospektive
Studien in genetisch getesteten Risikopatienten erreicht werden. Das den Studien zur
SCA3 zu Grunde liegende Erkrankungsalter ist demnach ein individueller Wert,
festgelegt als "Auftreten der Erstsymptome". Aus medizinischer Sicht konnte dieser

Zeitpunkt auch Jahre friiher oder spéter liegen.
6.1 Selektion von Kandidatengenen und Identifizierung der SNPs

Einige Studien wurden zur Suche genetischer Modifikatoren der SCA3 durchgefiihrt
(Peng et al. 2014; Bettencourt et al. 2011; Bilen and Bonini 2007). Dabei wurden bereits
verschiedene Polymorphismen identifiziert, die einen Einfluss auf das Erkrankungsalter
der SCA3 haben (Schmidt et al., 2012, (Peng et al. 2014). Auch fur andere
Polyglutaminerkrankungen wie bspw. die Chorea Huntington konnte der Einfluss von
SNPs in Genen, die fur an der Pathogenese beteiligte Proteine codieren auf das
Erkrankungsalter beschrieben werden (Metzger, Bauer, Tomiuk, Laccone, Didonato,
Gellera, Soliveri, et al. 2006; Metzger, Bauer, Tomiuk, Laccone, Didonato, Gellera,
Mariotti, et al. 2006).

6.1.1 Es konnten 29 Kandidatengene selektiert werden

Die Erweiterung des Polyglutamin Abschnitts in Ataxin-3 fuhrt zu verénderten
Interaktionen mit Proteinen die bspw. an der Proteolyse von Ataxin-3 beteiligt sind. Ein
expandierter Polyglutaminbereich beeinflusst damit die Funktion von Ataxin-3 und der
mit Ataxin-3 interagierenden Proteine. Diese Proteine sind somit Kandidaten auf der

Suche nach Krankheitsmodifikatoren.

Die Aggregation der Polyglutaminfragmente des mutierten Ataxin-3 stellt einen der
wichtigsten pathogenetischen Faktoren der SCA3 dar. Obwohl die Rolle der nukledren
Einschlusskorperchen kontrovers diskutiert wird (Teixeira-Castro et al. 2011; Shao and
Diamond 2007), ist klar, dass die Entstehung der N-terminalen Polyglutamin Fragmente
durch Protolyse ein Mediator in der Neuropathogenese der SCA3 ist (Haacke et al.
2006; Hubener et al. 2013; Evers, Toonen, and van Roon-Mom 2014). Eine Reihe von

Studien zeigen, dass Calpaine eine wichtige Funktion in der Proteolyse des Ataxin-3
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besitzen und aufgrund des Einflusses auf die Ausbildung der nukledren
Einschlusskorperchen moglicherweise eine Rolle in der Entstehung der SCA3 spielen
(Evers, Toonen, and van Roon-Mom 2014; Hubener et al. 2013; Haacke et al. 2006;
Berke et al. 2004; Koch et al. 2011). Verschiedene Proteine, welche an der Proteolyse
von Ataxin-3 beteiligt sind, wurden bereits mit der Pathogenese der SCA3 in
Verbindung gebracht (Berke et al. 2004; Haacke, Hartl, and Breuer 2007).

Mehrere Studien haben den Zellkern als vorherrschende Lokalisation der Pathogenese
der SCAS identifiziert (Bichelmeier et al. 2007). Die Ergebnisse von Bichelmeier und
Kollegen implizieren, dass Defekte des nukleozytoplasmatischen Transports in engem
Zusammenhang mit der Pathologie und neuronalen Spezifitdt stehen. Sowa und
Kollegen konnten das kurzlich fir das Karyopherin KPNA3 beweisen. In vivo sowie in
vitro konnten sie zeigen, dass die intrazellulare Lokalisation und damit Aggregation von
Ataxin-3 maligeblich von KPNA3 beeinflusst wird (Sowa et al. 2018). Es liegt nahe,
dass es weitere Faktoren den nukleozytoplasmatischen Transport von Ataxin-3
bestimmen. Es galt daher herauszufinden, ob in Genen, die fir nukleozytoplasmatische
Transportproteine kodieren, SNPs mit Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3 zu

finden sind.

Entsprechend dieser Uberlegung konnten 29 Gene selektiert werden, die in unsere
Untersuchung auf relevante SNPs eingeschlossen werden sollten. Wir haben
Polymorphismen in Genen, die fur proteolytische Enzyme und Transportproteine
kodieren und damit direkt mit Ataxin-3 interagieren oder als Modifikatoren in

vorhergehenden Studien beschrieben wurden, analysiert.
6.1.2 Es konnten sechs SNPs in den Kandidatengenen identifiziert werden

Um zu Gberprifen, ob in den Kandidatengenen SNPs liegen, wurden diese anhand
festgelegter Kriterien Uberprift. Dabei sollten nur SNPs in die Arbeit eingeschlossen
werden, von denen ein relevanter Einfluss auf die Funktionalitdt des Proteins zu
erwarten war. Aus diesem Grund war es notwendig, zunachst Kriterien fur die Suche
nach relevanten SNPs zu definieren. Genau wie in anderen Arbeiten zum Einfluss von
SNPs auf das Erkrankungsalter neurodegenerativer Erkrankungen wurde der

Mindestwert flur die Haufigkeit des selteneren Allels (engl.: minor allele frequency,

- 108 -



Diskussion

MAF) des SNP auf > 0.10 festgelegt (Schmidt et al., 2012(Metzger, Bauer, Tomiuk,
Laccone, Didonato, Gellera, Mariotti, et al. 2006). Zudem ist es am wahrscheinlichsten,
dass Missensemutationen, die einen Amniosauraustausch zur Folge haben, am ehesten

Einfluss auf die Funktionalitat des Proteins nehmen.

Dabei mussten die festgelegten Kriterien bereits durch vorhergehende Studien, wie
beispielsweise das HapMap Projekt, bestétigt sein. Wobei nur SNPs in diese Arbeit
eingeschlossen wurden, die in Mitteleuropéern vorkommen. Wenn ein Polymorphismus
einen Effekt auf das Erkrankungsalter einer Population zeigt, kann er weniger oder
keinen Einfluss in einer zweiten Population haben (Hernandez-Avila et al. 2007).
Solche populationsspezifischen Effekte krankheitsmodifizierender Faktoren sind fir
einige neurodegenerative Erkrankungen wie dem M. Parkinson oder der Chorea
Huntington gefunden worden (Metzger et al. 2008; Lv et al. 2017). Ob die Ergebnisse
dieser Arbeit einen populationsubergreifenden Effekt haben, musste daher durch

Studien in anderen Populationen getestet werden.

Es konnten sechs Polymorphismen in den kodierenden Bereichen der Gene 1PO4,
XPOG6, CAST, CAPN2 und KPNAZ2 identifiziert werden.

6.2 Das HRM ist eine geeignete Methode zur Genotypisierung der

Patientenkohorte

Nachdem die sechs SNPs identifiziert waren, erfolgte die Etablierung einer geeigneten
Methode zur Genotypisierung der Patientenproben. Die HRM Technik bietet viele
Vorteile. Es handelt sich um ein homogenes geschlossenes System, da das
Reaktionsgefal zwischen der Amplifikation und der Analyse im LightCycler nicht mehr
geoffnet werden muss. Die Gefahr einer Kontamination wird dadurch relevant gesenkt
(Reed, Kent, and Wittwer 2007). Im Vergleich zu anderen Techniken, bei denen das
PCR Produkt bspw. auf ein Gel aufgetragen werden muss, ist das HRM unkompliziert
durchfiihrbar. Der im Mastermix enthaltende Floureszenzfarbstoff hemmt die PCR im
Gegensatz zu anderen Farbstoffen wie bspw. SYBR Green | auch in hohen

Konzentrationen nicht (Herrmann et al. 2006; Erali, Palais, and Wittwer 2008). Eine

- 109 -



Diskussion

signifikante Kostenersparnis ergibt sich aus der Tatsache, dass im Unterschied zu
anderen Methoden wie beispielsweise der SSCA, dHPLC oder DGGE keine
anschlieenden Trennverfahren noétig sind (Taylor 2009). Zudem bietet kein anderes
Verfahren eine vergleichbar hohe Sensitivitat und Spezifitat (Reed and Wittwer 2004).

Es existieren jedoch einige Hinweise zu Faktoren, welche die Genotypisierung
erschweren konnen. Ein entscheidender Faktor sind Schmelztemperaturunterschiede
innerhalb der Gruppe von Proben mit gleichem Genotyp. Diese kdnnen aufgrund von
Unterschieden der chemischen Zusammensetzung der DNA Proben zustande kommen.
Der Einfluss auf die Schmelzkurven ist abhangig von dem verwendeten Instrument und
den eingesetzten ReaktionsgefaRen. Versuche mit Mikrotiter-Platten, wie sie in dieser
Arbeit verwendet wurden, sind dabei stéranfalliger als Versuche, in denen Kapillaren
eingesetzt werden (Herrmann et al. 2007). Der Signalunterschied als MaR der
Differenzierung zwischen zwei Proben war in den in dieser Arbeit durchgefiihrten HRM
Versuchen jedoch immer ausreichend hoch um sicher zwischen den Genotypen

unterscheiden zu kdnnen.

Die generierten Amplifikationsprodukte in den durchgefiihrten Versuchen zahlten
zwischen 118bp und 215bp. Die Auflésung des HRM hatte durch den Einsatz kurzerer
Amplifikationsprodukte vermutlich noch verbessert werden kénnen (Liew et al. 2004;
Slomka et al. 2017; Erali, Voelkerding, and Wittwer 2008). Die Sensitivitat des HRM
mit kurzen Amplifikationsprodukten (<100bp) ist genauso hoch wie unter Verwendung
von unmarkierten Hybridierungssonden. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass
langere Amplifikationsprodukte (>200bp) das Risiko fir falsch typisierte Proben
erhéhen (Liew et al. 2007). Je langer das Ampilifiationsprodukt, desto geringer ist der
Einfluss des einzelnen Basenaustauschs auf die Schmelztemperatur des gesamten
Amplikons. Aus diesem Grund war es notwendig, die Primer so zu wahlen, dass
maglichst kurze Amplifikationsprodukte entstehen. Das langste Amplikon dieser Arbeit
zahlte 215bp und war damit langer, als in der Arbeit von Liew und Kollegen empfohlen.
Im Gegensatz zu deren Berichten, in welchen bei einer Grol3e des Amplikons von >200
die Spezifitat des klassichen HRM lediglich 77% betragt, konnten in dieser Arbeit auch
die SNPs innerhalb der langeren Amplifikationsprodukte zuverlassig genotypisiert

werden. Alle Ergebnisse wurden dabei mittels Sequenzierung validiert. Dieser
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Unterschied ist sehr wahrscheinlich auf die hohere Auflosung des LightCyclers im
Vergleich zu dem in der Arbeit von Liew und Kollegen verwendeten High Resolution
Instrument HR-1 (Idaho Technology) zuruckzufiihren. Diese These wird durch die
Arbeit von Herrmann und Kollegen unterstiitzt. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass
die Schmelztemperaturunterschiede innerhalb der Proben mit dem gleichen Genotyp
stark von dem verwendeten Instrument abhangig sind (Herrmann et al. 2007). Zudem
gibt es Arbeiten, die bekréftigen, dass auch Amplifikate mit bis zu 544bp sicher mittels
HRM typisiert werden konnen (Wittwer et al. 2003). Eine weitere Limitierung des
HRM besteht in der Mdglichkeit, dass andere unerwartete SNPs die Genotypisierung
der zu untersuchenden Mutation behindern (Slomka et al. 2017). Um die
Wahrscheinlichkeit dafiir zu senken, ist es wiederum von Vorteil, moglichst kleine
Amplifikate zu generieren.

Im untersuchten SNP rs11550452 in IPO4 kommt es zu einem Austausch von G zu C.
Ein Nachteil des HRM besteht in der Herausforderung der Differenzierung zwischen
diesen Basenpaar neutralen Varianten, die keine Verdnderung des GC Gehaltes
bewirken. Bei diesen G/C oder A/T Varianten andert sich der Tm Wert um maximal
0.4°C. Daher konnten die unterschiedlichen Genotypen dieses SNP im klassischen
HRM Ansatz nicht differenziert werden. Gundry und Kollegen konnten zeigen, dass die
Verwendung von zwei Doppelstrang Oligonukleotiden - sogenannten internen
Kalibratoren - eine Unterscheidung dieser Basenpaar neutralen Varianten auch ohne
Sonde ermdglicht (Gundry et al. 2008). In dieser Arbeit wurde fir den einzigen
Basenpaar neutralen SNP im IPO4 Gen jedoch die Genotypisierung mit unmarkierter
Hybridisierungssonde als Methode gewéhlt. Dies hatte zur Folge, dass trotz der
geringen Anderung des Tm Werts 440 Proben sicher typisiert werden konnten. Die
Literatur hierzu belegt die hohe Spezifizitat und Sensitivitat dieses Vorgehens (Erali,
Palais, and Wittwer 2008; VVossen et al. 2009).

Das High Resolution Melting als Methode zur einfachen und kostengunstigen
Genotypisierung wurde von zahlreichen anderen Arbeitsgruppen eingesetzt (Lieveld et
al. 2017; De Leeneer et al. 2009; Wahyuningsih et al. 2017). In dieser Arbeit konnten
mittels HRM und der Anwendung unmarkierter Hybridierungssonden fur alle sechs

selektierten Gene ausreichend viele Patientenproben sicher genotypisiert werden.

-111 -



Diskussion

6.2.1 Fir den SNP in IPO4Ex17 konnte ein HRM Ansatz mit unmarkierter
Hybridisierungssonde etabliert werden.

Eine Limitation des HRM besteht, wie bereits erwéhnt, in der Differenzierung von
Basenpaar neutralen Varianten wie im Exonl7 des Importin 4. Bei diesen Basenpaar
neutralen Varianten dndert sich der Tm Wert um maximal 0.4°C, was eine sichere
Differenzierung im klassischen HRM unmdglich macht. In IPO4Ex17 kommt es zu
einem Austausch zwischen Guanin und Cytosin. Dieser SNP bewirkt demnach eine
ausreichend hohe Verénderung der Schmelztemperatur des DNA Fragmentes. Es ist
vielfach beschrieben, dass in solchen Fallen unmarkierte Hybridisierungssonden mit
Erfolg zur Genotypisierung eingesetzt werden konnen (De Leeneer et al. 2009; Erali,
Palais, and Wittwer 2008; Zhou et al. 2004; Liew et al. 2007). Unter anderem wurden
bisher krankheitsassosziierte SNPs fir die Faktor-V-Leiden Mutation oder die
Mukoviszidose mit Hilfe unmarkierter Hybridisierungssonden untersucht (Zhou et al.
2004; Zhou et al. 2005). Mit Hybridisierungssonde betragt der Unterschied der
Schmelztemperaturen der homozygoten Varianten 2-8°C. Daher ist die Detektion
mittels High Resolution Melting nicht zwingend nétig (Erali, Palais, and Wittwer 2008).
Aufgrund der zu erwartenden hoheren Sensitivitat wurde jedoch ein HRM Ansatz
etabliert. Trotz der zwischenzeitlich kontrovers diskutierten Effektivitat der
asymmetrischen PCR (Sanchez et al. 2004) wurde, wie von Zhou und Kollegen
empfohlen, ein asymmetrischer PCR Ansatz gewahlt (Zhou et al. 2004). Das
erforderliche Design der Sonden und die Kosten fiir die Sonden sind Nachteile der
HRM Methode mit unmarkierter Hybridisierungssonde (Zhou et al. 2004). In den
Etablierungsversuchen erleichterte  eine  hohere  MgCl, Konzentration die
Differenzierung der Proben. Diese Beobachtung ist wahrscheinlich auf die stabilere
Interaktion der Primer zuriickzufuhren. Im Rahmen der Etablierung zeigte die Erhéhung
der PCR Zyklen im Laufzeitprotokoll auf 55 Zyklen einen vorteilhaften Effekt auf die
Differenzierung der Proben. Dies deutet darauf hin, dass durch die hohe Zyklenzahl die
maximale Menge der Sonden-DNA Duplexen ausgebildet werden und die Gruppierung
so erleichtert wird. Nach der Optimierung des Protokolls wurden 25 CEPH DNA
Proben und eine Negativkontrolle typisiert, um die Reaktionsbedingungen zu validieren.
Die designten Sonden konnten alle Proben korrekt typisieren. Es ergaben sich keine

falsch positiven oder falsch negativen Ergebnisse. Folglich wird geschlossen, dass die
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Genotypisierung mit unmarkierter Hybridisierungssonde eine geeignete Methode zur
Genotypisierung des SNPs rs11550452 in IPO4 Ex17 ist. Durchschnittlich
unterschieden sich die Schmelztemperaturen der haufigeren und der selteneren Variante
um ca. 4°C. Daher konnten die Ergebnisse problemlos interpretiert werden. Die
beobachteten Schmelztemperaturunterschiede sind konsistent mit den Ergebnissen von
Liew und Kollegen (Liew et al. 2007).

6.2.2 Fur die SNPs in IPO4Ex16, XPO6, CAPN2 und KPNA2 konnte ein klassischer
HRM Ansatz etabliert werden

Die vier SNPs in IPO4Ex16, XPO6, CAPN2 und KPNAZ2 sind nicht Basenpaar neutral.
Es ist daher grundsétzlich mdglich, diese SNPs anhand ihres Schmelzverhaltens in
einem Kklassischen HRM Ansatz ohne Hybridisierungssonde zu typisieren. Im
Gegensatz zu Wittwer und Kollegen zeigte die Arbeitsgruppe um Liew, dass bei
Fragmenten >200bp unter Verwendung unmarkierter Hybridisierungssonden eine
hohere Sensitivitdt und Spezifitdt zu erwarten ist (Liew et al. 2007; Wittwer 2009).
Daher wurde zunachst versucht, ein Setting mit unmarkierter Hybridisierungssonde zu
etablieren. Obwohl die gleichen Versuchsbedingungen wie bereits fur 1PO4 Ex17
angewendet wurden, konnte anhand der designten Sonden unerwarteterweise kein
Sondensignal generiert werden. Es konnte daher keine Zuordnung der Genotypen
stattfinden. Um zu uUberprifen, ob diese Abweichung auf die Sondensequenz
zuriickzufiihren ist, wurden neue Sonden designt. Eine Unterscheidung der Genotypen
war jedoch weiterhin nicht moglich. Auch die folgenden Etablierungsversuche mit
Anpassung der MgCl, Konzentration und der Anzahl der PCR Zyklen, die in anderen
Arbeiten zu einer besseren Aufldsung flhrten, brachten keinen Erfolg (De Leeneer et al.
2009).

Slomka und Kollegen konnten erst kirzlich zeigen, dass eine relevante Fehlerquelle in
der Reproduzierbarkeit des Pipettierens liegt. Da es sich beim HRM um ein closed tube
Verfahren handelt, wird die Form der Schmelzkurven hoch sensitiv von Veranderungen
der Umgebung wie beispielsweise dem pH Wert, ionischen Kraften oder der
Kationenkonzentration beeinflusst. Daher sollten Unterschiede im Pipettiervorgang

strikt vermieden werden. Kleinste Pipettierunterschiede, welche in anderen Methoden

- 113 -



Diskussion

keine Verénderungen bedingen, fiihren im HRM auch bei vorgeschalteter PCR zu
merklichen Schwierigkeiten und inkorrekter Zuordnung des Genotyps (Slomka et al.
2017). Diese These wird durch die Arbeit von Tucker und Kollegen unterstiitzt. Deren
Ergebnisse verdeutlichen, dass korrektes Pipettieren aller Reaktionsansitze um das
gleiche Volumen und die gleiche Konzentration der Reaktionskomponenten zu
garantieren, unverzichtbar ist, da Unterschiede insbesondere der Salzkonzentration
starken Einfluss auf das Schmelzverhalten haben (Tucker and Huynh 2014).

Dariiber hinaus konnten durch die Arbeitsgruppe um Slomka Unterschiede der DNA
Qualitat und verschiedene Methoden zur Isolierung der verwendeten DNA als
limitierende Faktoren in der Differenzierung der Proben im HRM identifiziert werden.
Da wie in den genannten Arbeiten empfohlen, ein Mastermix fur alle Proben in einem
Experiment verwendet wurde und fiir alle Versuche die gleiche CEPH- und Patienten
DNA verwendet wurde, schlieBt das beide Mdglichkeiten als Ursache fir die
fehlgeschlagene Etablierung aus. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die

Ursache im Zusammenspiel mehrerer Faktoren liegt.

In der Literatur ist beschrieben, dass SNPs anhand ihrer Schmelzkurvenunterschiede
auch ohne Hybridisierungssonde sicher typisiert werden kénnen (Vossen et al. 2009;
Smith, Lu, and Alvarado Bremer 2010; Bruzzone and Steer 2015). Aus diesem Grund
erfolgte die Genotypisierung der vier SNPs mittels klassischem HRM. Anders als flr
die Genotypisierung anhand der Schmelzkurvenunterschiede empfohlen, wurde auf eine
Verkirzung der zuvor generierten DNA Fragmente bewusst verzichtet (Montgomery et
al. 2007). Eine Verkirzung der Sequenz auf <200bp war nicht nétig, um eine hohe
Sensitivitat und Spezifitdt zu erreichen. Im Gegensatz zu der Genotypisierung mit
unmarkierten Sonden wurde ein symmetrischer PCR Ansatz verwendet. So konnte eine
bessere Differenzierung zwischen den Schmelzkurven erreicht werden. Auch in diesem
Fall zeigte eine Erhohung der PCR Zyklen eine Verbesserung der Gruppenzuordnung.
AnschlieBend an die Etablierung wurden 15-25 CEPH DNA Proben typisiert, um die
Versuchsbedingungen zu validieren. Wahrend der Typisierung der Patienten DNA gab
es nur vereinzelt Proben, die keiner Schmelzgruppe zugeordnet werden konnten. In
diesen Féllen erfolgte ein zusétzlicher HRM Durchlauf mit Patientenproben, deren

Genotyp bereits bekannt war. Fir die seltenen Félle, in denen auch daran anschlieRend
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keine Zuordnung mdglich war, wurde eine Sequenzierung durchgefiihrt. Auf diese
Weise konnten nahezu alle Proben korrekt typisiert werden. Daher schienen unbekannte
SNPs in Sequenzen, die komplementdr zu den Primern sind und in anderen Arbeiten zu
Problemen der Schmelzkurvenzuordnung gefiihrt haben, keine Rolle zu spielen (Slomka
et al. 2017).

Insgesamt zeigte sich, dass fur alle SNPs eine Differenzierung der Schmelzkurven
sowohl zwischen heterozygoten und homozygoten Proben als auch zwischen den
Beiden homozygoten Varianten moglich ist.

6.2.3 Die Genotypisierung des SNP im CAST Gen war mittels HRM nicht mdglich

Fir den SNP rs205384 im CAST Gen sollte ebenfalls ein HRM Ansatz etabliert werden.
Im HRM konnten die Genotypen jedoch nicht differenziert werden. Die Ursache hierfur
lag im ungleichmaiigen Abschmelzen der dSDNA rund um den SNP. Um zu prifen, ob
die Ursache daflr das Vorhandensein mehrerer Schmelzdomdnen war, wurde eine
Schmelzanalyse mithilfe einer UMelt Animation durchgefuhrt. So konnte gezeigt
werden, dass zwei Schmelzdoménen vorhanden waren. Daher konnte von den
Unterschieden zwischen den Schmelzprofilen im HRM nicht auf deren Sequenz
geschlossen werden. Aus diesem Grund wurde zundchst versucht, Primer zu designen,
deren PCR Produkt ein homogenes Schmelzverhalten zeigen. Durch eine erneute UMelt
Animation konnte jedoch belegt werden, dass keines der neu designten Primerpaare ein
homogen abschmelzendes PCR Produkt generiert. In der Literatur ist beschrieben, dass
das HRM als Genotypisierungsmethode fiir langere Fragmente mit mehreren
Schmelzdomanen ungeeignet ist, da die Differenzierung der Schmelzkurven dadurch
relevant eingeschrankt wird (Wojdacz, Dobrovic, and Hansen 2008). Daher wurde der
Restriktionsverdau als Methode zur Genotypisierung gewahlt. Es konnte schon friih
gezeigt werden, dass sich Restriktionsendonukleasen hervorragend zur Genotypisierung
von SNPs eignen (Maeda et al. 1989; Gotoda et al. 1992). In dieser Arbeit konnte die
Restriktionsendonuklease BcoDI zur Genotypisierung des SNP im CAST Gen etabliert
werden. BcoDI schneidet den selteneren Haplotyp C. In den Versuchen zur Validierung

der Versuchsbedingungen konnten 17 CEPH DNA Proben korrekt typisiert werden.
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Zusammengefasst betrachtet war der Restriktionsverdau im Fall des CAST Gen eine
effektive Methode zur Genotypisierung. Aufgrund des Auftretens mehrerer
Schmelzdomanen im HRM konnte dieses nicht etabliert werden.

6.3 Die SNPs konnten in der Normalbevilkerung und in den Patientenproben
nachgewiesen werden

Nachdem fir jeden SNP eine Methode zur Genotypisierung etabliert werden konnte,
erfolgte der Nachweis der SNPs in der Normalbevdlkerung (anhand von CEPH DNA
Proben) und in 492 Patientenproben. Alle SNPs, bis auf den SNP in KPNA2, konnten
dabei nachgewiesen werden. Die ermittelten Allelfrequenzen stimmten dabei wie
erwartet denen aus vorhergehenden Studien wie bspw. dem HAPMAP Projekt Uberein.
Es ergaben sich keine signifikanten Abweichungen.

Der Umfang der Patientenkohorte ist haufig ein entscheidender, limitierender Faktor in
Bevolkerungsstudien. Daher wurden die Patientenproben gemeinsam, unabhangig von
ihrer ethnischen Zugehorigkeit betrachtet und typisiert, um dadurch die Aussagekraft
der statistischen Analyse zu erhdhen. Auf diese Weise bilden wir ein gréReres Kollektiv
ab als die meisten SCA3 Studien (Long et al. 2015; Kazachkova et al. 2017). Ein
Populationsspezifischer Effekt kann daher jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit missten, wie bereits erwahnt (Kapitel 6.1.2), entsprechend in

anderen Populationen bestatigt werden.

Die Anzahl der typisierten Proben variiert zwischen den untersuchten Genen. Fr einige
Proben konnte trotz wiederholter Typisierung mit Positivkontrolle kein Genotyp
festgelegt werden. In vielen Fallen handelte es sich um die gleichen Patientenproben, so
dass die beobachteten Resultate sehr wahrscheinlich auf eine mangelnde DNA Quialitét
dieser Proben zuriickzufuhren sind. Die quantitative Heteroduplexanalyse, wie Sie von
Liew sowie Vossen und Kollegen beschrieben wurde, hatte vermutlich nicht zur
Verbesserung der Ergebnisse beigetragen, da die betreffenden Proben keine homogenen
Schmelzkurven generierten (Palais, Liew, and Wittwer 2005; Liew et al. 2004; Vossen
et al. 2009).
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Der SNP rs1059558, der im KPNA2 Gen identifiziert wurde, konnte mit einer
erwarteten MAF von 0.465 (wie Sie in den genutzten Datenbanken beschrieben wurde)
in der Normalbevélkerung nicht in den Patientenproben nachgewiesen werden. Alle
genotypisierten DNA Proben waren heterozygot. Daraus ergibt sich die Vermutung,
dass es sich um eine paraloge DNA Region handeln konnte. Das Fehlen von
homozygoten Genotypen in den untersuchten SCA3 Patienten und in den CEPH DNA
Proben konnte jedoch auch die Hypothese unterstiitzen, dass der Aminosaureaustausch
von Glycin zu Serin einen schwerwiegenden Effekt hervorruft. Es kann nicht
vollkommen ausgeschlossen werden, dass der Polymorphismus in seiner homozygoten
Form einen so gravierenden Effekt ausiibt, dass er selektive Eigenschaften im frihen

oder ungeborenen Leben hat.

6.3.1 Nicht alle Genotypisierungsergebnisse sind mit dem HWG vereinbar

Aus den Typisierungsergebnissen der Patientenproben wurde berechnet, ob diese mit
dem Hardy Weinberg Gleichgewicht zu vereinbaren sind. Das war dann der Fall, wenn
Genotypisierungsergebnisse der beiden SNPs rs7146310 und rs11550452 im IPO4 Gen
sowie des SNP rs205384 im XPO6 Gen waren mit dem Hardy Weinberg Gleichgewicht
vereinbar. Der ermittelte p-Wert fiir den SNP rs754615 im CAST Gen betrug exakt 0.05.

Der Chi-Quadrattest ist ein approximativer Test. Das bedeutet, dass die exakte

die per Chi-Quadrattest errechnete Wahrscheinlichkeit > 0.05 war. Die

Uberschreitungswahrschienlichkeit p mit wachsendem Stichprobenumfang genauer
geschatzt wird. Bei einer Erweiterung des Stichpropenumfangs wére demnach ein

héheres Signifikanzniveau denkbar.

Far den SNP im CAPN2 Gen wurde, anders als erwartet, ein p-Wert < 0.05 festgestellt.
Daher wurde dieser SNP von allen weiteren Analysen ausgeschlossen. Unter den
untersuchten Patientenproben fanden sich mehr homozygote als erwartet. Ein
sogenannter Heterozygotenmangel kann durch den Wahlund Effekt begriindet sein.
Dieser Effekt besagt, dass raumlich oder zeitlich isolierte Subpopulationen eine
vollstandige genetische Durchmischung der Gesamtpopulation verhindern. Wenn man
eine unterschiedliche genetische Komposition der Subpopulationen voraussetzt, flhrt

dies zu einem Mangel an heterozygoten Individuen relativ. zu dem in der
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Gesamtpopulation erwarteten Wert (Wahlund 1928). Daruber hinaus konnen
Konsanguinitat und assortative Paarung einen Heterozygotenmangel bewirken (Seyffert,
1998). Wobei beide Moglichkeiten in diesem Fall vermutlich wenig Bedeutung haben.
Isolationsfaktoren sind wenig wahrscheinlich, da unsere Kohorte Patientenproben aus
ganz Mitteleuropa umfasst. Von einer assortativen Paarung ist nur auszugehen, wenn es
sich um genetische Veranderungen handelt, die Auswirkungen auf den Phanotyp haben.
Ein weiterer denkbarer Grund fur Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht
kann wiederum der Einfluss des Genotyps auf das Uberleben sein. Dieser Effekt scheint
jedoch unwahrscheinlich.

Es schien zundchst auch denkbar, dass sich die Abweichung vom Hardy Weinberg
Gesetzt durch eine gemeinsame Lokalisation von CAPN2 und ATXN3 auf dem gleichen
Chromosom erkléren lasst. ATX3 liegt, wie bereits erwahnt, auf Chromosom 14, CAPN2
auf dem langen Arm von Chromosom 1. Eine fehlerhafte Typisierung der Proben kann
nicht ausgeschlossen werden. Eine falsche Zuordnung von Schmerzkurven zur
sequenzierten Indexprobe ware als mogliche Ursache denkbar. Jedoch misste die
Abweichung vom HWG sehr grofl sein, um sicher als Folge von

Genotypisierungsfehlern interpretiert werden zu kénnen.

Die Mdoglichkeit, dass Nullallele Einfluss auf die Typisierungsergebnisse genommen
haben kdnnten, wird im Folgenden betrachtet. Wenn Allele nicht oder nur eingeschréankt
amplifiziert werden, spricht man von Nullallelen. Wird in der PCR eines der beiden
Allele haufiger amplifiziert als das Andere, kann das zu einer erhéhten Anzahl von
Falsch-Homozygoten Proben flhren. Entsprechend entsteht ein Heterozygotenmangel
(Chakraborty et al. 1992). Nach dieser Uberlegung konnten Patienten, die homozygot
fur das Nullallel sind, anhand des HRM nicht typisiert und mussen aus dem Kollektiv
ausgeschlossen werden. Im Fall von des CAPN2 Gen kdnnte das Allel mit der Variante
C das Nullallel sein. Nur 5,8 % der untersuchten Proben trugen den Genotyp CC.
Wohingegen mit 25,12 % ein Heterozygotenmangel bestand.

Warum die beobachteten Allelfrequenzen nicht mit den erwarteten Allelfrequenzen
entsprechend dem Hardy Weinberg Gesetzt Ubereinstimmen, kann nicht abschlieRend

erklart werden.
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6.3.2 Die Genotypisierungsergebnisse konnten durch die anschlielende
Sequenzierung validiert werden

Um zu Uberprifen, ob die Genotypisierungsergebnisse valide sind, erfolgte nach dem
HRM und dem Restriktionsverdau die Sanger Sequenzierung zuféllig ausgewahlter
Proben. Das ist mdglich, da durch die HRM Analyse die Struktur der DNA nicht
zerstort wird (Vossen et al. 2009). Die Verifizierung der High Resolution Ergebnisse
mittels direkter Sequenzierung gilt laut aktueller Literatur als Goldstandard (Slomka et
al. 2017; Er and Chang 2012). Die von den Schmelzprofilen im HRM und der
Agarosegelelektrophorese nach Restriktionsverdau abgeleiteten Annahmen bezlglich
der Genotypen dieser Proben konnten so bestétigt werden. Manche Sequenzen zeigten
in der Auswertung der Sequenzierungsergebnisse multiple Peaks von Beginn der
Sequenz an. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass mehr als eine Bindungsstelle fir
den Primer vorhanden war oder dass die PCR Reaktion nicht ausreichend aufgereinigt
wurde. In diesen Fallen wurden die Proben erneut sequenziert. In diesem zweiten
Sequenzierdurchlauf wurde jeweils der zuvor nicht verwendete Sequenzierprimer

eingesetzt.

Von Er und Kollegen wird empfohlen, jede unbekannte Probe, die eine eigene
Schmelzkurve im HRM darstellt, mittels Sequenzierung zu verifizieren (Er and Chang
2012). Aufgrund des damit verbundenen hohen Zeitaufwandes und der grof3en
Patientenkohorte wurde darauf verzichtet. Das HRM hat, wie bereits erwéhnt eine
extrem hohe Spezifitdt und Sensitivitdt (Reed and Wittwer 2004). Daher steht zur
Diskussion, ob eine Verifizierung mittels Sequenzierung von mehr als nur einer Probe

pro Schmelzgruppe den hohen Zeitaufwand und die zusatzlichen Kosten rechtfertigt.

In dieser Arbeit konnten die Ergebnisse der HRM Genotypisierung entsprechend der
aktuellen Empfehlungen durch die anschlieBende Sequenzierung ausgewdhlter

Indexproben zuverlassig verifiziert werden, was den hohen Zeitaufwand rechtfertigt.
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6.4 Das Erkrankungsalter der SCA3 wird durch Polymorphismen in
nukleozytoplasmatischen Transportproteinen beeinflusst

Nachdem die vier SNPs in der Patientenkohorte nachgewiesen werden konnten, erfolgte
die Untersuchung des Einflusses der SNPs auf das Erkrankungsalter der SCA3. Hierzu
wurde eine Kovarianzanalyse mit dem kontinuierlichen Einflussfaktor CAG-Repeat
Lange und der Gruppeneinteilung des Polymorphismus als nominalen Einflussfaktor
sowie einer Wechselwirkung aus Beiden durchgefiihrt. Die Kovarianzanalyse wurde
bereits im Rahmen anderer Arbeiten erfolgreich zum Nachweis des Einflusses von
SNPs auf das Erkrankungsalter neurodegenerativer Polyglutaminerkrankungen
angewendet (Long et al. 2015; Metzger, Bauer, Tomiuk, Laccone, Didonato, Gellera,
Soliveri, et al. 2006). In unserer Patientenkohorte waren nicht ausschlieBlich
unabhéngige Individuen. Es wurden auch Familien mit bis zu elf Familienmitgliedern in
die Untersuchung eingeschlossen. Daher erfolgte die statistische Analyse unter
Berlicksichtigung der Familienzugehorigkeit als Gewichtungsfaktor.

Das Ergebnis dieser Analyse zeigte, dass das Erkrankungsalter der SCA3 Patienten
negativ mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen im expandierten ATXN3 Gen
korreliert (p < 0,0001). Diese Beobachtung ist mit den Ergebnissen aus friihen Studien
zur SCAS3 konsistent (Maciel et al. 1995; Schéls et al. 1996). Darlber hinaus konnte im
Rahmen der statistischen Analyse gezeigt werden, dass die Varianz des
Erkrankungsalters in unserer Kohorte nur zu <50% von der Anzahl der CAG
Wiederholungen erklart wird. Das ist weniger als in anderen Studien beschrieben wurde
(Schols et al. 1996; van de Warrenburg et al. 2005; Tezenas du Montcel et al. 2014).
Wobei sich die Abweichung vermutlich durch die kleinere Kohorte und Unterschiede

der ethischen Herkunft erklaren l&sst.

Interessanterweise  konnten  wir zeigen, dass die drei SNPs in den
nukleozytoplasmatischen  Transportproteinen  signifikanten  Einfluss auf das
Erkrankungsalter der SCA3, zusatzlich zu der Anzahl an CAG Wiederholungen haben,
wéhrend fir den SNP im CAST Gen kein signifikanter Unterschied nachgewiesen

werden konnte.
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6.4.1 Die SNPs rs7146310 und rs11550452 in IPO4 haben einen signifikanten
Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3

Die statistische Analyse ergab, dass die zwei Polymorphismen rs7146310 und
rs11550452 in 1IPO4 einen signifikanten Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3
haben (p<0,0001 respektive p=0,0157). Dabei ist die seltenere Variante AA des SNP
rs7146310 mit einem friheren Eintreten der Symptome von durchschnittlich 12,67
Jahren im Vergleich zu der h&ufigeren Variante GG verbunden. Der Polymorphismus
erklart damit 2,94% der Varianz des Erkrankungsalters, das nicht durch die Anzahl der
CAG Wiederholungen erklart werden kann. Der SNP rs11550452 erklart 3,38% der
Varianz des AAO und hat somit einen noch starkeren Einfluss. Im zweiseitigen t-test
konnte fir diesen SNP wider Erwarten kein signifikanter Unterschied des

Erkrankungsbeginns zwischen den einzelnen Genotypen festgestellt werden.

Wie bereits mehrfach beschrieben, ist die intrazellulare Lokalisation von Ataxin-3 in der
Vergangenheit hdaufig eng mit der Pathogenese der SCA3 in Verbindung gebracht
worden (Tait et al. 1998; Bichelmeier et al. 2007). Hierbei scheint der
nukleozytoplasmatische Transport von besonderem Interesse fiir das Verstandnis der
molekularen Pathogenese zu sein (Pozzi et al. 2008). Proteine werden mit Hilfe von
Kerntransport-Rezeptoren, die meisten davon Mitglieder der Karyopherin-B Familie, in
den Zellkern transportiert (Cautain et al. 2015; Soniat and Chook 2015). Importin 4 ist
Teil dieser Familie und fungiert als Rezeptor fiir Nukledre Lokalisationssignale. Kurz
vor der Polyglutamineinheit des ATXN3 Gens liegt das einzige funktionell aktive
Nukledre Lokalisationssignal (Tait et al. 1998; Antony et al. 2009). Es ist vorstellbar,
dass die untersuchten SNPs durch den hervorgerufenen Aminosaureaustausch zu
strukturellen Veranderungen in Importin 4 fihren, die einen funktionellen Einfluss auf
die Transportfunktion haben und Nukledre Lokalisationssignale dadurch suffizienter
oder insuffizienter gebunden werden. Um zu Uberpriifen, ob der polymorphe Austausch
von Alanin zu Valin und von Prolin zu Alanin an den Aminosdurepositionen 513 und
580 im IPO4 Gen strukturelle Effekte vermuten lasst, fihrten wir eine Analyse der
Sekundarstruktur von Importin 4 durch. Der rs7146310 und der rs11550452 liegen nach
diesen Vorhersagen in einer a-Helix und sind vollkommen im hydrophoben Kern des
Proteins verborgen. Basierend auf dieser Tatsache ist es vorstellbar, dass die SNPs den

hydrophoben Kern von Importin 4 entweder zerstoren und damit die Stabilitat
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beeintrachtigen oder zu lokalen Strukturunterbrechungen fuhren. In beiden Fallen wére
mit einer funktionellen Beeintrachtigung des Proteins zu rechnen. Uber das IPO4 Gen
verteilt liegen einige bekannte Proteinbindungsstellen. Die zwei SNPs befinden sich
jedoch in keiner dieser funktionell bedeutenden Domdanen. Daher ist ein direkter
Einfluss der SNPs auf die Bindung von Ataxin-3 an Importin 4 eher unwahrscheinlich.
Uber den funktionellen Effekt der Polymorphismen auf die Pathogenese der SCA3 lasst
sich daher nur spekulieren. Patienten, die den Genotyp GG tragen, erkranken im Fall
beider SNPs 4-12 Jahre spéter. Denkbar ist, dass der Kerntransport und die Degradation
des mutierten Ataxin-3 in diesem Fall beeintrachtigt sind. Das wiederum konnte zu
einem Anstieg des geldsten, mutierten Ataxin-3 im Zytoplasma flihren, ohne das
Nukledre Einschlusskorperchen ausgebildet werden konnen. Dass Stdrungen des
nukleozytoplasmatischen  Transports ursdchlich  fur viele neurodegenerative
Erkrankungen sind, wurde erst kiurzlich von Kim und Kollegen zusammenfassend
dargestellt (Kim and Taylor 2017). Fir den Transportrezeptor Karyopherin a-3 konnte
sogar ein direkter Zusammenhang mit der Kernaggregation von Ataxin-3 bewiesen
werden. Wird KNPA3 im Mausmodell gezielt ausgeschaltet, fihrt dies zu einem
abgeschwachten neurologischen Phanotyp (Sowa et al. 2018). Interessanterweise sind
Kerntransportrezeptoren als genetische Modifikatoren mit Einfluss auf die
Neurodegeneration der Amyotrophen Lateralsklerose in Hefe- und Drosophila Modellen
beschrieben (Freibaum et al. 2015; Zhang et al. 2016). Zwei kirzlich erschienene
Studien vertreten die Auffassung, dass mutiertes Huntingtin generelle Defekte im
Nukleozytoplasmatischen Transport induziert und dass diese Ausfalle zentrale Faktoren
der Pathogenese der Chorea Huntington sind (Gasset-Rosa et al. 2017; Grima et al.
2017). Insgesamt ist wenig Uber die spezifische Funktion von Importin 4 bekannt. Es
transportiert den Vitamin D Rezeptor (VDR) in den Nukleus. Kirzlich wurde der
Einfluss von Transkriptionsfaktoren auf die Expression von Importin 4 naher untersucht
(Xu et al. 2017; Miyauchi et al. 2005; Chachami et al. 2009). Von Bedeutung fur das
Verstandnis der funktionellen Beeintrachtigung des Proteins durch die SNPs kdnnte
seine Funktion als Chaperon sein (Jakel et al. 2002). Chaperone kdnnen die Ausbildung
von Proteinaggregaten inhibieren, indem sie deren hydrophobe Seitenketten abschirmen
(Buchner 2002). Eine Beeintrachtigung dieser Funktion durch die SNPs in IPO4 kdnnte
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zu einer verstarkten Aggregation von Ataxin-3 fihren und so das frihere
Erkrankungsalter der Patienten, die den Genotyp AA tragen, erklaren.

Die hier erzielten Ergebnisse verdeutlichen in jedem Fall, dass die zwei SNPs und damit
das IPO4 Gen stark mit der Pathogenese der SCA3 verknilpft sind. Es sind jedoch
weitere Studien notig, um den Einfluss der SNPs genauer zu untersuchen. Das
unvolistandige Wissen uber die Funktion der nukleozytoplamatischen Transportproteine
in der SCA3 sollte Anlass sein, fir die SNPs in Importin 4 eine funktionelle Bestétigung
in Zellkultur anzuschlieBen. So konnten Hinweise auf den genauen Mechanismus der
Beeinflussung des Erkrankungsalters gewonnen werden. Da beide Polymorphismen
einen  Aminosdureaustausch bedingen, koénnte man Expressionskonstrukte des
modifizierten Importin 4 zusammen mit GFP-getaggten Ataxin-3 Konstrukten co-
transfizieren. AnschlieRend ware eine Anderung der Lokalisation von Ataxin-3 mittels
Floureszenzmikroskopie erkennbar. Die ubiquitdre Expression von Importin 4 I&sst eine
entscheidende Funktion im Transport verschiedenster Proteine vermuten. Ob Importin 4

als Zielstruktur fur neue Therapieansatze genutzt werden kann, bleibt daher fraglich.

AbschlieRend stellen die hier dargestellten Ergebnisse einen weiteren Hinweis fur die
wichtige Verbindung zwischen dem Kerntransport und der Pathogenese der SCA3 dar.
Da Veranderungen in Transportproteinen auch fir andere neurodegenrative
Erkrankungen wie Alzheimer und M. Parkinson gefunden wurden, kdnnte der
genetische Modifikator IPO4 auch eine wichtige Rolle in der Pathogenese dieser

Erkrankungen spielen.

6.4.2 Der SNP rs205384 in XPO6 hat einen signifikanten Einfluss auf das
Erkrankungsalter der SCA3

Wie in dieser Arbeit bereits fur IPO4 gezeigt, wurde auch ein signifikanter Einfluss des
SNPs im XPO6 Gen auf das Erkrankungsalter der SCA3 festgestellt (p=0,0242). Der
Haplotyp A ist mit einem friheren Erkrankungsbeginn von durchschnittlich 6,98 Jahren
im Vergleich zum Haplotyp G verknupft. Es werden dadurch 0,76% der Varianz des
Erkrankungsalters der SCA3 erklart, die nicht durch die CAG-Wiederholungen erklart

werden kdnnen.
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Fur die Pathogenese der SCA3 spielt die intrazellulare Lokalisation von Aaxin-3 eine
maligebliche Rolle. Wie bereits beschrieben, scheint der Kerntransport ein Ausloser fur
die Induktion der Neurodegeneration zu sein. Es konnte schliel3lich schon friih gezeigt
werden, dass die nukledre Lokalisation Voraussetzung fir die Ausbildung des
Phanotyps der SCA3 ist (Bichelmeier et al. 2007). Der Transport von Proteinen tiber die
Zellkernmembran ist abhéngig von Kerntransport-Rezeptoren, zu denen neben Importin
4 auch das Exportin 6 zahlt (Cautain et al. 2015; Soniat and Chook 2015). Es wird, wie
alle Transportproteine, ubiquitdr exprimiert. Die Expression im Gehirn ist allerdings
starker ausgepragt als in den meisten anderen Geweben. Exportin 6 bindet Nukleére
Exportsignale, wodurch die Transportkaskade in das Zytoplasma initiiert wird.
Innerhalb der Josephindoméne im ATXN3 Gen liegen zwei solcher Kernexportsignale
(NES), das NES 71 und das NES 141 (Antony et al. 2009; Macedo-Ribeiro et al. 2009).
Der Haplotyp A, der mit einem friheren Auftreten der Erstsymptome verbunden ist,
konnte die Exportfunktion durch eine herabgesetzte Affinitdt zu diesen
Kernexportsignalen beeinflussen und so zu einer verstarkten Akkumulation von Ataxin-
3 im Zellkern fiihren. Uber die interagierenden Proteine von Exportin 6 ist jedoch wenig
bekannt. Es wurde beschrieben, dass das auf Chromosom 14 liegende Protein den
Export von Profilin-Aktin Komplexen vermittelt, welche fur die Ausbildung und
Stabilitat des Zytoskeletts wichtig sind (Park, Park, and Lim 2011; Stuven, Hartmann,
and Gorlich 2003). Auch Ataxin-3 steht im Verdacht, an der Organisation des
Zytoskeletts beteiligt zu sein (Rodrigues et al. 2010). Durch eine Beeintrachtigung der
Funktion von Exportin 6 konnte daher die geordnete Struktur der Zelle verloren gehen
und dadurch der neurodegenerative Prozess verstarkt werden. Diese Effekte sind jedoch
rein spekulativ. Um eine fundierte Aussage Uber die Auswirkung des
Aminosaureaustauschs von Histidin zu Glutamin an Position 737 im Exportin 6 treffen
zu kdnnen, wurde eine Analyse der Sekundéarstruktur durchgefiihrt. Diese ergab, dass
der SNP rs205384 innerhalb einer - Faltblattstruktur verborgen im Inneren des Proteins
liegt. Es befindet sich keine bekannte Proteinbindungsstelle oder funktionell bedeutende
Domaéne in der Nahe des SNPs. Trotzdem ist es denkbar, dass der SNP durch den
Austausch von Histidin zu Glutamin die Stabilitdt und Struktur des Proteinkerns stort

und so zu einer funktionellen Beeintrachtigung fuhrt.
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Diskussion

Auch wenn die genauen Mechanismen zum aktuellen Zeitpunkt unklar sind, konnte mit
dem SNP im XPOG6 Gen ein neuer genetischer Modifikator der SCA3 identifiziert
werden. Zum besseren Verstandnis ware auch in diesem Fall eine funktionelle
Bestatigung der Ergebnisse in Zellkultur mit Hilfe modifizierter Expressionskonstrukte
von Exportin 6 sinnvoll. Die ldentifikation von Importin 4 und Exportin 6 bildet eine
Grundlage, um den Einfluss der nukleozytoplamatischer Transportproteine auf den
Verlauf der SCA3 naher zu untersuchen.

6.4.3 Der SNP rs754615 in CAST hat keinen Einfluss auf das Erkrankungsalter der
SCA3

Die statistische Analyse ergab, dass der SNP im CAST Gen keinen signifikanten
Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3 hat. Weder im zweiseitigen t-test noch in
der Kovarianzanalyse konnten signifikante Unterschiede festgestellt werden. Der
Aminosdureaustausch von Cystein zu Serin scheint keine funktionelle Beeintréachtigung
von Calpastatin mit Auswirkungen auf die Proteolyse oder Lokalisation von Ataxin-3
zu bewirken. Das ist Gberraschend, da Calpastatin in der aktuellen Literatur sehr eng mit
der Pathogenese der SCA3 in Verbindung gebracht wird. Calpastatin hemmt Calpain
spezifisch und damit die proteolytische Splatung von Ataxin-3. Ohne seine
proteolytische Spaltung ist der nukleozytoplamatische Transport von Ataxin-3 nicht
maglich. Durch die Hemmung von Calpain wird so die Tendenz von Ataxin-3, sich zu
Aggregaten zu formierten, gesenkt (Haacke, Hartl, and Breuer 2007). So kann die durch
gespaltenes Ataxin-3 hervorgerufene starkere und schnellere Progression des
neurologischen Phanotyps gehemmt werden (Hubener et al. 2013). Dies deutet darauf
hin, dass Calpastatin eine besondere Rolle bei der ,toxischen Fragment“-Hypothese
zukommt. Um zu verstehen, weshalb der SNP keinen Einfluss auf die Pathogenese der
SCA3 nimmt, wurde eine Analyse der Sekundarstuktur von Calpastatin durchgefihrt.
Der SNP liegt, anders als die SNPs in Importin 4 und Exportin 6, ungeschutzt an der
hydrophilen Oberflache des Proteins, was den fehlenden funktionellen Einfluss erklaren

kdnnte.
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Ausblick und Fazit

1. Ausblick und Fazit

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mit den Polymorphismen in Importin 4 und Exportin
6 drei neue genetische Modifikatoren der SCA3 identifiziert und deren signifikanter
Einfluss auf das Erkrankungsalter der SCA3 Patienten bewiesen werden.

Aufgrund des starken Einflusses der Polymorphismen rs7146310 und rs11550452 in
IPO4 auf das Erkrankungsalter kdnnte besonders diesem Gen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der SCA3 zukommen.

Der genaue Zusammenhang ist allerdings unbekannt und sollte im Fokus zukunftiger
Forschung stehen. Funktionelle Analysen wie eine Bestatigung in Zellkultur mussten
folgen, um Hinweise auf den Mechanismus der Beeinflussung des Erkrankungsalters zu
gewinnen. Ein gezieltes Ausschalten des 1PO4 Gens und eine anschlieRende
Untersuchung der Ataxin-3 Lokalisation konnte Aufschluss tber die Beteiligung am
Kerntransport von Importin-4 geben.

Die Identifikation dieser beiden Proteine stellt einen Ausgangspunkt dar, um den
Einfluss der nukleozytoplamatischen Transportproteine auf den Verlauf der SCA3 und

die Moglichkeit, ihn als Therapeutischen Ansatzpunkt zu nutzen, weiter aufzuklaren.

Das in dieser Arbeit beschriebene Vorgehen bei der Untersuchung der SNPs kdnnte
helfen, weitere modifizierende Faktoren des Erkrankungsalters der SCA3 zu
identifizieren. Vermutlich  bestehen weitere  genetische, epigenetische und
Umweltfaktoren, die das Erkrankungsalter der SCA3 beeinflussen. Diese Faktoren zu
prazisieren, wird entscheidend sein, um mehr Erkenntnisse Uber die Pathogenese der
SCA3 zu gewinnen und die Effekte von Substanzen zukinftiger Medikamentdser

Ansitze klarer zu definieren.
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