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1. Einleitung

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Viele neurodegenerative Erkrankungen sind von durch Ablagerungen fehlgefal-
teter Proteine bedingten Funktionsverlusten von Nervenzellen gekennzeichnet.
Diese konnten zuvor nicht durch die korpereigenen Kontrollsysteme
(Chaperone, Ubiquitin-Proteasomen-System (UPS), Phagosomen-Lysosomen-
System) eliminiert werden [1, 2]. Diese sogenannten Proteinopathien werden
entsprechend des betroffenen Proteins gegliedert. So unterscheidet man bei-
spielsweise Tauopathien, zu denen die Alzheimer-Krankheit und die
Corticobasale Degeneration (CBD) gehoren, Synucleinopathien (z.B. Parkin-
son-Krankheit), Polyglutamin- (z.B. Chorea Huntington) und
Prionenerkrankungen (z.B. Creutzfeldt-Jakob-Krankheit) [3]. Da diese progre-
dient verlaufenden Erkrankungen meist im fortgeschrittenen Lebensalter auftre-
ten, nimmt deren Inzidenz und Préavalenz mit der immer &alter werdenden Ge-
sellschaft zu und mit ihr das Interesse der Forschung [4, 5]. Ein wichtiger Aus-
gangspunkt der Forschung ist die genetische Untersuchung bei familiar geh&uft
auftretenden Fallen. Hier sind stetig neue Kenntnisse zu verzeichnen. Trotzdem
gibt es bisher keine neuroprotektiven Therapieoptionen, die Therapie kann al-

lenfalls symptomatisch erfolgen [6].

1.2 Parkinson und atypische Parkinson-Erkrankungen
Unter dem Begriff ,Parkinson-Syndrom* fasst man Erkrankungen mit ahnlicher
klinischer Manifestation zusammen. Die dabei auftretenden Kardianalsyndrome

sind Akinese, Rigor, Tremor und posturale Instabilitat [6].

Entsprechend der Atiologie lasst sich das Parkinson-Syndrom folgendermafen
untergliedern. Am haufigsten ist das idiopathische Parkinson-Syndrom, bei
dem, wie der Name schon sagt, die Krankheitsursache unbekannt ist. Liegt da-
gegen im Zusammenhang mit der Erkrankung eine genetische Veranderung



vor, spricht man vom genetischen Parkinson-Syndrom [6]. Nach klinischen Ge-
sichtspunkten kann man diese wiederum in typisch und atypisch unterteilen [7].
Das symptomatische Parkinson-Syndrom kann beispielsweise durch Medika-
mente, einen Tumor, ein Trauma, Toxine, Entztindungen oder Anomalien des
Metabolismus induziert sein. Steht das Parkinson-Syndrom dagegen mit ande-
ren neurodegenerativen Erkrankungen in Zusammenhang, spricht man vom
atypischen Parkinson-Syndrom. Zu den atypischen Parkinson-Syndromen zah-
len die Multisystematrophie (MSA), die Demenz vom Lewy-Kdrper-Typ
(dementia with Lewy bodies, DLB), die progressive supranukledre Blickparese
(progressive supranuclear palsy, PSP) und die im Fokus dieser Arbeit stehende

Corticobasale Degeneration (CBD) [6].

1.3 Corticobasales Syndrom, Corticobasale Degeneration (CBS,
CBD)

1.3.1 Geschichtlicher Wandel der Nomenklatur

Die Erstbeschreiber Rebeiz und Kollegen gaben dieser Erkrankung 1967 den
Namen ,corticodentatonigral degeneration with neuronal achromasia“ [8]. In den
darauffolgenden Jahren wurde dieser Name auf der Grundlage neuer Erkennt-
nisse weiter modifiziert. So entstanden beispielsweise die Bezeichnungen
.corticobasal degeneration“ [9] oder ,cortical-basal ganglionic degeneration”
[10], die der Erkrankung mehr Aufmerksamkeit brachten und so deren Erfor-
schung vorantrieben. 2003 machten Boeve und Kollegen durch die Differenzie-
rung zwischen dem Corticobasalen Syndrom (CBS) und der Corticobasalen
Degeneration (CBD) die Grundlage der jeweiligen Diagnosestellung deutlich.
Als CBS bezeichneten sie die Félle, die aufgrund der klinischen Symptomatik
diagnostiziert wurden, CBD dagegen konnte nur post mortem pathologisch di-
agnostiziert werden [11]. Diese Form der Nomenklatur wird auch in dieser Ar-

beit angewandt.



1.3.2 Klinik

CBS/CBD zahlt zu den seltenen neurodegenrativen Erkrankungen, wobei noch
keine aussagekraftigen epidemiologischen Studien vorliegen [12]. Meist treten
in der 6. Dekade die ersten Symptome auf. Der progrediente Krankheitsverlauf
fuhrt durchschnittlich 6 bis 7 Jahre spater zum Tod [9, 13-16].

Rebeiz und Kollegen beschrieben 1967 erstmals ein Krankheitsbild dreier im
Massachusetts General Hospital untersuchter Patienten, deren klinische Symp-
tomatik zu keiner der damals bekannten Diagnosen passte. Dazu kam, dass
keine der medikamentdsen Therapien erfolgreich war. Zwei Patienten wurden
mit Cyanocobalamin (Vitamin B12) behandelt, ein Patient mit Antiparkinson-
Medikamenten. Rebeiz und Kollegen gaben nach der pathologischen Untersu-
chung dieser Erkrankung den Namen ,corticodentatonigrale Degeneration mit
neuronaler Achromasie” [8, 17]. In den darauffolgenden Jahren wurde eine Rei-
he von Symptomen beschrieben. Charakteristisch ist das ,schleichende Auftre-
ten und schrittweise Voranschreiten von auffallig asymmetrischen Merkmalen,
welche aus Symptomen bestehen, die auf Dysfunktionen sowohl des
cerebralen Kortex als auch der Basalganglien zuriickzuftihren sind“ [10]. Zu den
Hauptsymptomen zahlt eine typischerweise zuerst an einer oberen Extremitat
auftretende Steifigkeit (Rigiditat), die im weiteren Krankheitsverlauf zu deren
Verkrampfung und Fehlhaltung fliihren kann (Dystonie) [11]. Das sogenannte
Alien-Limb-Ph&dnomen, bei dem die betroffene Extremitat ohne willentliche
Steuerung des Patienten unkontrollierbare Bewegungen ausfihrt, ist ein weite-
res fur CBS sehr typisches Symptom. Die willentlich ausgefiihrten Bewegungen
sind in den meisten Fallen gestort (Apraxie) und verlangsamt (Bradykinese)
[18]. Im Gegensatz zu dem bei Parkinson auftretenden Ruhetremor wird bei
CBS ein Haltungs- und Aktionstremor oder auch eine ,Mischung“ verschiedener
Tremorarten beobachtet [11, 18, 19]. Kortikale Sensibilitdtsverluste, Muskelzu-
ckungen (Myoklonie) und Demenz kénnen ebenfalls auftreten, wobei die De-

menz mittlerweile als Frihsymptom gilt [11, 20].

In den ersten Jahren nach deren Erstbeschreibung schien CBS/CBD eine Er-

krankung mit klar definierter klinischer Manifestation zu sein und man vermute-



te, dass diese bereits aufgrund der klinischen Symptomatik diagnostiziert wer-
den kann [10]. In spateren Studien fand man jedoch heraus, dass die Symptom-
Konstellation dieser Erkrankung keineswegs klar umschrieben werden kann,
sondern eine flr neurodegenerative Erkrankungen typische Heterogenitét vor-
liegt. So beschrieben Boeve und Kollegen 13 Falle von klinisch diagnostizierter
CBS, von denen jedoch nur sieben Falle pathologische Eigenschaften von CBD
aufzeigten [21]. Ahnlich beschrieben Ling und Kollegen 19 CBD-Falle, von de-
nen lediglich funf zu Lebzeiten als solche diagnostiziert wurden [14]. Mit dem
Ziel, eine klinische Diagnosestellung zu ermdglichen, stellten Armstrong und
Kollegen CBS-spezifische Merkmale zusammen. So konnten zwei Diagnosen
.wahrscheinlich krank® (hohere Spezifitdt) und ,méglicherweise krank® (Ein-
schluss anderer Erkrankungen mit Tauopathie mdéglich) unterschieden werden.
Allerdings kommen auch Armstrong und Kollegen zu dem Schluss, dass die
Kriterien weiterentwickelt werden mussen und trotz allem eine klare Diagnose-
stellung wahrscheinlich erst erfolgen kann, wenn Biomarker oder assoziierte

Mutationen bekannt sind [18].

Bis heute ist CBS/CBD, wie alle neurodegenerativen Erkrankungen, nicht heil-
bar. Es kann lediglich versucht werden, die Symptome pharmakologisch zu
mindern, wobei aussagekraftige, den Therapieerfolg evaluierende, Studien
noch fehlen [6]. Die Symptome des CBS sind im Gegensatz zu Parkinson nicht
oder allenfalls kurzzeitig/gering L-Dopamin responsiv (atypische Parkinson-
Erkrankung) [11]. Vereinzelt wurde jedoch berichtet, dass die Gabe von L-
Dopamin eine mafige allerdings nicht anhaltende Verbesserung der Symptome
erzielte [13, 14]. Nach einer Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie
soll daher hochdosiert L-Dopa verabreicht werden (bis zu 1000mg/Tag). Zur
weiteren symptomatischen Behandlung werden Benzodiazepine (Myoclonie),
Betablocker (Halte- bzw. Aktionstremor) und Botulinum-Toxin A (Dystonie)
empfohlen. Unterstitzend zur erwdhnten medikamentdsen Therapie sind Phy-

siotherapie und Logopadie sinnvoll [6].



1.3.3 Pathologie

Makroskopisch auffallig ist die Atrophie des posterioren frontalen und parietalen
Kortex sowie der Basalganglien. Diese Atrophie ist typischerweise asymmet-
risch verteilt und dient auch zu Lebzeiten bildgebend als diagnostisches Kriteri-
um [22]. Bei der mikroskopischen Betrachtung der betroffenen Regionen des
Kortex und der Substantia nigra fallen ein Neuronenmangel und eine daraus
resultierende Astrogliose auf [23]. Sowohl im Kortex als auch im Gyrus cinguli,
der Amygdala, Insula und des Claustrums findet man geschwollene, achromati-
sche oder ballonierte Neurone [23]. Des Weiteren wurden durch spezielle histo-
logische Farbungen weit verbreitete Ablagerungen von hyperphosphoryliertem
4R-Tau in Neuronen und Glia-Zellen entdeckt, was zu der Bildung astrozytarer
Plaques fuhrt. Aufgrund dieser histopathologischen Merkmale z&hlt CBD zu den
Tauopathien, einer Gruppe von Demenz-assoziierten Erkrankungen, zu denen
auch die Alzheimer-Krankheit gehort [23]. Dickson und Kollegen stellten patho-
logischen Kriterien auf, die fur die Diagnosestellung CBD mindestens erflllt sein
mussen. Diese sind ,tau-positive Defekte in Neuronen und Gliazellen des Kor-
tex und Striatums, wie beispielsweise astrozytare Plaques und strangartige L&-
sionen in der weif3en und grauen Substanz. Zusatzlich treten Neuronenverluste

in zentralen kortikalen Regionen und der Substantia nigra auf* [23].

1.3.4 Genetische Ursachen des CBS

Untersuchungen stellten zwischenzeitlich Mutationen in verschiedenen Genen
in Zusammenhang mit CBS. Zu diesen Genen zahlen Progranulin (PGRN),
Leucine Rich Repeat Kinase 2 (LRRK2), Chromatin-Modifying Protein 2B
(CHMP2B) und Microtubule-Associated Protein Tau (MAPT).

Mutationen in LRRK2 sind die haufigste Ursache fur eine autosomal-dominant
vererbte Parkinson-Krankheit, werden jedoch auch bei sporadisch auftretender
Parkinson-Krankheit gefunden [24, 25]. Besonders ist, dass sie sowohl eine
Synucleinopathie als auch eine Tauopathie auslésen kdnnen [26]. Die bekann-
teste Mutation (G2019S) wurde in einer Screening-Untersuchung bei einer Pa-

tientin mit CBS gefunden [27]. Ein weiteres Screening von Patienten mit diag-



nostizierter frontotemporaler Lobardegeneration (FTLD), CBS und progressiver
supranuklearer Blickparese (PSP) brachte bei einer CBS-Patientin die Mutation
N143S in dem Gen CHMP2B hervor [28]. Mutationen in diesem Gen stehen im
Zusammenhang mit der Frontotemporalen Demenz (FTD3) [29] und der
Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) [30, 31] und sollen zur Beeintrachtigung bei
der Verschmelzung von Endosomen und Lysosomen fuhren [32]. Dass ein und
dieselbe Mutation zu verschiedenen Krankheitshbildern fihren kann, zeigten
auch Untersuchungen in dem Gen MAPT, welches das Tau-Protein enkodiert.
Hier wurde zum einen eine Mutation (P301S) sowohl beim Vater als auch bei
dessen Sohn gefunden, wobei der Vater an Frontotemporaler Demenz (FTD)
und der Sohn an CBS erkrankt war [33]. Zum anderen wurde eine weitere Mu-
tation (G389R) bei drei Patienten mit FTD und einem mit CBS gefunden. Der
87-jahrige Vater des CBS-Patienten wies interessanterweise keinerlei Auffallig-
keiten auf, obwohl er ebenfalls Trager derselben Mutation ist [34]. Es lasst sich
also daraus schlief3en, dass in diesen zwei Beispielen sowohl eine Heterogeni-
tat der Phanotypen als auch eine unvollstdndige Penetranz vorlag. Das Protein
des Gens Progranulin (PGRN) ist ein Wachstumsfaktor. Es nimmt unter ande-
rem Einfluss auf die Wundheilung und die Abwehrreaktion bei Entziindungsge-
schehen. Untersuchungen zeigten, dass PGRN sowohl die Tumorgenese als
auch das Fortschreiten von Tumoren beschleunigt [35]. Pathogene Mutationen
stehen im Zusammenhang mit FTD [36, 37]. Masellis und Kollegen fanden je-
doch eine neue heterozygote Mutation (IVS7+1 G>A) bei zwei Schwestern mit
CBS [38]. Diskutiert wird noch, ob die Variation rs5848 in demselben Gen, die
homozygot bei einem Patienten mit CBS vorgefunden wurde [39], auch als Ri-
sikofaktor fur FTLD gelten kann [40-42].

1.4 Das Gen SLC9A6 und sein Protein NHEG

Das Gen SLC9A6 (solute carrier family 9, subfamily A, member 9) ist auf dem
langen Arm des X-Chromosoms lokalisiert (Xq26.3, OMIM). Mutationen in die-
sem Gen stehen in direktem Zusammenhang mit dem Christianson-Syndrom

[43]. Zu Beginn des Projektes konnte das SLC9A6 Protein in drei verschiede-



nen Splice-Varianten vorliegen. Je nach Splice-Variante unterscheiden sich so-
wohl die Anzahl der Exons (16 bzw. 17) als auch die Peptidsequenz (649-701
Aminosauren). In der Zwischenzeit sind laut Ensembl 15 Varianten bekannt. In
der hier vorliegenden Arbeit wurden zwar die Exons nach der Variante 3
(Ensembl ENST00000370701) mit 17 Exons und einer Proteinlange von 649
Aminosauren zugrundegelegt, es wurde allerdings durch die Positionierung der
Oligonukleotide und die Zusammenfassung von Exon 1+2 sichergestellt, dass

alle kodierenden Abschnitte von SLC9A6 untersucht wurden.

Das Gen SLC9A6 kodiert das Protein NHE6 (Na'/H* Exchanger 6). Dessen
Familie sind bisher 9 Proteine zugeordnet worden, die sich in ihrer Lokalisation
innerhalb der Zelle unterscheiden. NHE1-5 findet man meist in Plasma-
membranen, NHE 6-9 dagegen in den Zellorganellen [44, 45]. Das genaue Vor-
kommen von NHE6 wurde eine Zeit lang in der Literatur kontrovers diskutiert.
Die Erkenntnis, dass NHEG6 in Mitochondrien zu finden ist [46], wurde zwi-
schenzeitlich durch Untersuchungen widerlegt, bei denen NHEG6 in Recycling-
Endosomen und vorubergehend in der Plasmamembran gefunden wurde, nicht
jedoch in Mitochondrien, Lysosomen bzw. im Golgi oder Trans-Golgi-Netzwerk
[47]. NHE7 wurde im Trans-Golgi-Netzwerk, NHE8 in medialen Zisternen und
Trans-Golgi und NHE9 in spaten Recycling-Endosomen ausgemacht, wobei
partiell auch Uberschneidungen festgestellt wurden [45]. NHE6 wird in nahezu
jedem Gewebe exprimiert, vor allem jedoch im Gehirn, der Skelettmuskulatur

und dem Herzen [46].

Was bisher tber die Struktur von NHE6 bekannt ist, basiert auf Vorhersagen,
die sich aus der Aminosauresequenz und der Homologie zu anderen Mitglie-
dern der NHE-Proteinfamilie ergeben. Danach besteht NHE6 aus 12 hydropho-
ben Transmembrandomanen in a-Helix-Form am N-Terminus und einem hyd-
rophilen in das Cytoplasma reichenden Schwanz am C-Terminus (s. Abb. 1)
[46, 48]. Vergleicht man die Primarstrukturen innerhalb der verschiedenen Mit-
glieder der NHE-Familie so ist zwischen 24% und 68% Ubereinstimmung zu

finden, wobei die Transmembrandomanen eine vergleichsweise geringe Varia-



bilitat aufweisen [46]. Die mit 68% groRte Ahnlichkeit besteht zwischen NHE6
und NHE7 [49].

Abbildung 1: Aufgrund eines Hydrophobizitatsplots prognostiziertes Modell der Sekundarstruk-
tur von NHE6. Zu sehen sind 12 Transmembrandoméanen am N-Terminus sowie der hydrophile
Schwanz am C-Terminus (nach Numata und Kollegen, 1998) [46].

NHE6 gehort zu der Familie der Natrium-Wasserstoff-Austauscher. Diese
transportieren H* im Austausch gegen Na* und/oder K* aus der Zelle (im Fall
von NHE1-5) oder aus intrazellularen Organellen (NHE6-9) heraus. Wobei Un-
tersuchungen zeigten, dass NHE1-5 lediglich Na*, NHE6-9 dagegen auch K* im
Austausch transportieren [50]. Fur die Funktion der Organellen des
Endosomen-Lysosomen-Systems ist es essentiell, dass in ihrem Lumen spezi-
fische pH-Werte vorliegen (s. Abb. 2A) [51]. Es wird vermutet, dass an der Ein-
stellung und der Konstanterhaltung dieses pH-Wertes die sogenannte
vacuolare H*-ATPase (V-ATPase), NHEs sowie ein Cl-Kanal oder ein H*/CI-
Austauscher beteiligt sind. Wie in Abbildung 2B dargestellt, fihrt nach diesem
Modell die V-ATPase durch ihren ATP-abhangigen Transport von H*-lonen in
das Lumen zu einem Abfall des pH-Wertes. Der gleichgerichtete Transport von
Cl-lonen soll dem Ladungsausgleich dienen und die Entstehung eines
Membranpotentials verhindern. Das ,fine-tuning“ des pH-Wertes soll letztend-
lich das, der V-ATPase entgegen gerichtete, NHE-Protein tGbernehmen [52].

Untersuchungen zeigten, dass ein Verlust von NHE6 zu einer Ubersauerung



des endosomalen Kompartiments fiihrt [53]. Im Gegenzug bewirkte eine Uber-
expression von NHE8 und 9 ein Ansteigen des pH-Werts, das Lumen wurde
alkalischer [45].

A.
-‘NHE1-NHE5I
Plasma membrane f
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vesicles
pH 5.2-5. 7 B.
CI channel or
TGN V-ATPase s o
pH 6.0 NHE7 / Sorting e H*/nClI- exchanger
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H6.3
Golgi ’ Recycling pHE
pH 6.7-6.2 NHES endosome
/ ‘ pH 6.5 0 Acidic
Late pH
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pH 7.2 Lysosome pH 6.0
Neutral

pH55

Abbildung 2: A Auftreten von NHE1-9 innerhalb einer Zelle und pH-Werte der einzelnen Orga-
nellen des Endosomen-Lysosomen-Systems. B Modell eines Organells mit V-ATPase, NHE
und Cl-Kanal bzw. H'/CI-Austauscher, gezeigt wird die pH-Regulation (nach Ohgaki und
Kollegen, 2011) [52].

1.5 Die Bedeutung des Gens SLC9AG6 als Kandidatengen flr CBS

2008 stellten Gilfillan und Kollegen eine Familie vor, in der drei mannliche Mit-
glieder an derselben Erkrankung litten. Die klinische Untersuchung fihrte zu-
nachst zu der Verdachtsdiagnose Angelman Syndrom. Durch genetische Un-
tersuchungen konnte dies jedoch ausgeschlossen werden, da keine Verande-
rungen in der Sequenz von fur das Angelman Syndrom verantwortliche UBE3A
festgestellt werden konnten. Des Weiteren war die DNA-Methylierung in der
Region 15911-q13 unauffallig, womit ein fehlerhaftes Imprinting als Ursache
des Angelman Syndroms ebenfalls nicht nachgewiesen werden konnte [43]. Es
wurde daraufhin vermutet, dass eine genetische Veradnderung auf dem X-
Chromosom krankheitsverursachend sein kénnte. Bei der systematischen Se-
guenzierung mehrerer auf dem X-Chromosom lokalisierter Gene wurde eine

.Deletion von 6 Basenpaaren im codierenden Abschnitt von SLC9A6 gefunden”



[43]. Diagnostiziert wurde folglich eine X-chromosomale mentale Retardierung.
Die Kohorte wurde um weitere 71 Familien erhoht, von denen jeweils die DNA
der Manner auf Mutationen in SLC9A6 untersucht wurde. AulRerdem zweier am
Christianson-Syndrom [54] erkrankter Manner. Es wurden 3 weitere Mutationen
in SLC9A6 gefunden. Seither stehen Mutationen im SLC9A6 Gen als Ursache
des Christianson-Syndroms mit X-chromosomaler mentaler Retardierung fest
[43]. Bei der histopathologischen Untersuchung von Gehirnen zweier Manner,
die betroffene Mutationstrager im SLC9A6 Gen waren, fand man in den allge-
mein atrophierten Gehirnen einen ausgeprdgten Neuronenmangel in
Telencephalon (Pallidum und Putamen), Mesencephalon (Substantia nigra) und
Cerebellum (Cortex) [55]. Diese Hirnregionen steuern und koordinieren Bewe-
gungsablaufe [56]. Des Weiteren wurde bei biochemischen Untersuchungen
Tauablagerungen Uberwiegend der Isoform 4R in Neuronen und Gliazellen ge-
funden. So wurde erstmals ein Zusammenhang von Mutationen im SLC9A6
Gen und Tauopathien hergestellt. AuRerdem ahnelte die vorgefundene Patho-
logie der von Dickson und Kollegen beschriebenen Pathologie der
corticobasalen Degeneration [23, 55]. Die Auswirkung eines durch Mutationen
verursachten Funktionsverlustes des Natrium-Wasserstoff-Austauschers in vivo
wurde experimentell anhand von knockout-Mausen untersucht. Dabei fand man
sowohl in spaten Endosomen als auch in Lysosomen von Neuronen Auffallig-
keiten. Zum einen Ablagerungen von GM2-Gangliosiden und unverestertem
Cholesterol. Zum anderen Dystrophien von Nervenzellfortsatzen und ein Fehlen
von Purkinjezellen, sowie Tauablagerungen [57]. Die Vermutung, dass ein Aus-
fall des NHE6 sowohl Auswirkungen auf die Funktion von Endosomen und
Lysosomen haben konnte als auch zu Veranderungen der Neuronen flhren
konnte, wurde damit bestatigt [57]. Die Briicke von in der ersten Dekade auftre-
tenden Erkrankungen (X-chromosomale mentale Retardierung, Christianson-
Syndrom) zu der meist erst in der 6. Dekade manifestierenden CBS/CBD
schlug schlie3lich die Familienanamnese eines Jungen, der an dem
Christianson-Syndrom erkrankt war. Auch bei ihm wurde eine Mutation in
SLC9A6 gefunden. Auffallig war, dass bei der Grofmutter als heterozygote

Tragerin dieser Mutation mit 55 Jahren erstmals Symptome auftraten, die an
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Parkinson-Erkrankungen erinnerten. Bei einer neurologischen Untersuchung
durch einen Neurologen der Universitatsklinik Ttubingen wurde CBS diagnosti-
ziert [58]. Die Mutter dieser CBS-Patientin als obligate Tragerin der Mutation litt

ebenfalls an einem CBS und war in der Neurologie Tubingen in Behandlung.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, durch ein erstmals durchgefiuihrtes Mutationsscreening
im SLC9A6 Gen eine postulierte Assoziation von Mutationen mit CBS bzw.
CBD nachzuweisen. Die zu untersuchende Patienten-Kohorte mit CBS und
CBD Fallen aus Deutschland, England und den USA ist die grof3te Kohorte, die
bisher auf Mutationen in einem Kandidatengen fir CBS bzw. CBD untersucht
wurde. Erkenntnisse aus dieser Arbeit konnen zur Aufklarung der Ursachen und
Heterogenitat des CBS beitragen und wichtige Einblicke in die Bedeutung ge-
storter endosomaler und lysosomaler Abbauwege im Rahmen der Neurodege-
neration geben, welche einen Ansatzpunkt fir effektive Therapieformen dieser
bislang nicht behandelbaren Erkrankung darstellen kdnnen.

Im ersten Schritt wurden mit Hilfe der Gene Scanning Software des
LightCycler® 480 fur jedes Exon die in einer real-time-PCR amplifizierten Pro-
dukte auf Veranderungen ihres Schmelzverhaltens untersucht. Die
Nukleotidabfolge der in diesem Verfahren auffallig gewordenen Proben wurden
im zweiten Schritt mittels Sequenzierung bestimmt und auf Abweichungen der
Basensequenz untersucht. Wenn Mutationen bzw. Variationen gefunden wur-
den, schloss sich eine Bestéatigung mit Hilfe einer zweiten von der ersten unab-
hangigen Methode an. Daflr standen der Nachweis mittels Restriktion (Restrik-
tionsfragment-Langen-Polymorphismus, RFLP) im Falle einer Anderung der
Erkennungssequenz eines Restriktions-Enzyms oder die SNaPshot Technolo-
gie zur Verfigung. Um eine mdgliche pathologische Relevanz des gefundenen
Basenaustauschs festzustellen, wurde eine gesunde Kontrollgruppe auf die ge-
fundenen Mutationen bzw. Variationen untersucht. Abweichungen in der Hau-
figkeit der Mutation erlaubten dabei Rickschliisse auf deren pathogenetische

Bedeutung im Sinne einer Assoziation.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: verwendete Chemikalien

Name

Hersteller, Sitz

acetic acid (glacial) 100%
Biozym LE Agarose

Bromphenolblau
Dimethylsulfoxid Rotipuran ®

2 99,8 p.a.

EDTA-Solution pH 8,0 (0,5M)
Molecular biology grade
Ethanol

absolut zur Analyse EMSURE®
ACS,ISO,Reag. Ph Eur
Ethidiumbromid Lésung 1%

Glycerol 99,5+% ACS
Hi-Di"™ Formamide

Wasser dest. fur die Chroma-
tographie (LiChrosolv)

Milli-Q

3M Natriumacetat

Tris ultrapure

Xylencyanol

Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland)
Biozym Scientific GmbH,

Hessisch Oldendorf (Deutschland)
Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)
Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe (Deutschland)

AppliChem GmbH,

Darmstadt (Deutschland)

Merck KGaA,

Darmstadt (Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis (USA)

Applied Biosystems Inc, Foster City (USA)

Merck KGaA,
Darmstadt (Deutschland)

EMD Millipore Corporation, Billerica (USA)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe (Deutschland)

AppliChem, Darmstadt (Deutschland)
Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe (Deutschland)
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2.1.2 Puffer

Tabelle 2: verwendete Puffer

Name

Hersteller, Sitz

BigDye Terminator v1.1 & v3.1
5x Sequencing Buffer

5x colorless GoTaqg Reaction
Buffer
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (50x)

0,1x Tris-EDTA-Puffer

10x Ladepuffer

10x Ladepuffer ohne

Bromphenolblau

Purified BSA 100x

NEBuffer 3 10x

NEBuffer4 10x

NEBuffer CutSmart

6x Orange DNA Loading Dye
6x DNA Loading Dye

Applied Biosystems Inc,

Foster City (USA)

Promega Corporation,

Madison (USA)

2M Tris

5,71% (v/v) Eisessig

0,05M EDTA

ad 11 H,0O

0,01M Tris

1mM Na,EDTA (pH 8,0)

ad 11 H,O

0,0025% (w/v) Bromphenolblau
0,0025% (w/v) Xylencyanol

50mM Tris (pH 7,6)

60% (v/v) Glycerol

ad 100ml H,O

0,0025% (w/v) Xylencyanol

50mM Tris (pH 7,6)

60% (v/v) Glycerol

ad 100ml H,O

New Englandf Biolabs, Ipswich (USA)
New Englandf Biolabs, Ipswich (USA)
New Englandf Biolabs, Ipswich (USA)
New Englandf Biolabs, Ipswich (USA)
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham (USA)
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham (USA)
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2.1.3 Reagenzien fur PCR

Tabelle 3: verwendete Reagenzien fir die PCR

Name Konzentration Hersteller, Sitz
Betain Enhancer Solution 5M Ampligon A/S,

Odense M (Dénemark)
dNTPs 100mM Life Technologies, Carlsbad (USA)
GoTag®DNA Polymerase 5U/ul Promega Corporation,

Madison (USA)
LightCycler®480 - Roche Diagnostics GmbH,
High Resolution Melting Mannheim (Deutschland)
H,O
LightCycler®480 25mM Roche Diagnostics GmbH,
High Resolution Melting Mannheim (Deutschland)
MgCl,

2.1.4 Langenstandards

Tabelle 4: verwendete Langenstandards

Name Banden Hersteller, Sitz
GeneRuler 1kb Plus 20.000, 10.000, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
DNA Ladder 7000, 5000, 4000, Waltham (USA)

3000, 2000, 1500,
1000, 700, 500, 400,

300, 200, 75 b
GeneRuler 50bp DNA 1000, 900, 800, 700, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Ladder 600, 500, 400, 300, Waltham (USA)

250, 200, 150, 100,

50 b
GeneScan™ 120 LIZ® 15, 20, 25, 35, 50, Applied Biosystems Inc,
Size Standard 62, 80, 110, 120 Foster City (USA)
O’Range Ruler 50bp 1000, .., 500, 450, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
DNA Ladder 400, 350, 300, 250, Waltham (USA)

200, 150, 100, 50 b
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2.1.5 Enzyme

Tabelle 5: verwendete Enzyme

Name Hersteller, Sitz

Banl New England Biolabs, Ipswich (USA)

BspEl New England Biolabs, Ipswich (USA)

CviKI-1 New England Biolabs, Ipswich (USA)

Exol Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham (USA)
FastAP Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham (USA)
HpyCHAlII New England Biolabs, Ipswich (USA)

Mboll New England Biolabs, Ipswich (USA)

Mwol New England Biolabs, Ipswich (USA)

PfIMI New England Biolabs, Ipswich (USA)

Plel New England Biolabs, Ipswich (USA)

Smill New England Biolabs, Ipswich (USA)

TspRI New England Biolabs, Ipswich (USA)

2.1.6 Kits

Tabelle 6: verwendete Kits

Name Hersteller, Sitz

BigDye® Terminator v3.1 Cycle  Applied Biosystems Inc,

Sequencing Kit Foster City (USA)

LightCycler®480 Roche Diagnostics GmbH,

High Resolution Melting Mannheim (Deutschland)

Master (Mastermix, MgCl,, H,O)

SNaPshot® Multiplex Kit Applied Biosystems Inc, Foster City (USA)
REPLI-g® Mini Kit QIAGEN NV., Venlo (Holland)
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2.1.7 Gerate

Tabelle 7: DNA-Konzentrationsmessung

Name

Hersteller, Sitz

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

PEQLAB Biotechnologie GmbH,

Erlangen (Deutschland)

Tabelle 8: Elektrophorese

Name

Hersteller, Sitz

Elektrophoresekammer

Perfect Blue Gelsystem Maxi S Plus
Elektrophoresekammer

Thermo EC Classic™ CSSU 911
Elektrophoresis Power Supply E861
Kamera und UV-Tisch

Mikrowelle Super Crousty 1100W

Power Supply 3000-90

PEQLAB Biotechnologie GmbH,

Erlangen (Deutschland)

Thermo Fisher Scientific, Inc.,

Waltham (USA)

Consort bvba, Turnhout (Belgien)

Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée (Frankreich)
Moulinex, Vertieb durch KRUPS GmbH,
Offenbach/Main (Deutschland)

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham (USA)

Tabelle 9: Pipetten

Name

Hersteller, Sitz

Electronic Multichannel Pipetten
(EDP3-Plus) 2-20ul, 20-200pl
Eppendorf Reference Pipetten
0,5-10pl, 2-20ul, 20-2004l,
100-1000ul

Multipette® Plus

Rainin,

Oakland (USA)
Eppendorf AG,
Hamburg (Deutschland)

Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)
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Tabelle 10: Sequenzierung

Name

Hersteller, Sitz

3500 xL Genetic Analyzer
3100 Genetic Analyzer

Applied Biosystems Inc, Foster City (USA)
Applied Biosystems Inc, Foster City (USA)

Tabelle 11: Thermocycler

Hersteller, Sitz

Name
DNA Engine DYAD ™ MJ Research Inc., Waltham (USA)
LightCycler®480 Roche Diagnostics GmbH,

PTC-200 Peltier Thermal Cycler
T100™ Thermal Cycler

Mannheim (Deutschland)
MJ Research Inc., Waltham (USA)
Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)

Tabelle 12: Vakuumpumpe

Name

Hersteller, Sitz

CVvC 2000 II

Vacuubrand GmbH & Co. KG,
Wertheim (Deutschland)

Tabelle 13: Vortex

Name

Hersteller, Sitz

Vortex Genie 2

Scientific Industries Inc., New York (USA)

Tabelle 14: Waage

Name

Hersteller, Sitz

GJ 4100-2M

Kern & Sohn GmbH, Balingen (Deutschland)

17



Tabelle 15: Zentrifugen

Hersteller, Sitz

Name
Biofuge Pico Heraeus GmbH, Hanau (Deutschland),
Multifuge 3 S-R Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham (USA)

Spectrafuge Mini Centrifuge 230V Bio-Rad, Hercules (USA)

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 16: Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller, Sitz

96-Well Non-Skirted PCR Plates Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham (USA)
Safe-Lock Tubes 1,5pl Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)
Safe-Lock Tubes 2,0ul Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)

Flat Cap Stripes farblos PEQLAB Biotechnologie GmbH,

Erlangen (Deutschland)
LightCycler®480 Multiwell Plate 96, Roche Diagnostics GmbH,
white Mannheim (Deutschland)
LightCycler®480 Sealing Foll Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim (Deutschland)
Microtestplatte (Terasaki-Platte) 60 Greiner Bio-One GmbH,

Well, Glasklar mit Abdeckplatte Frickenhausen (Deutschland)
Multiply®-uStripPro 8er Kette mit Sarstedt,
anhangendem Deckel Numbrecht-Rommelsdorf (Deutschland)
Pipettenspitzen 10pl Biozym Biotech Trading GmbH,

Wien (Osterreich)
Pipettenspitzen 200l Sarstedt,

Numbrecht-Rommelsdorf (Deutschland)
Pipettenspitzen 50-1000ul Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland)
Pipettenspitzen RC-L 10, 20ul Rainin, Oakland (USA)
Pipettenspitzen RC-L 250, 200yl Rainin, Oakland (USA)
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2.1.9 DNA

Fur diese Untersuchungen standen 223 Proben zur Verfigung, wovon 81 von
mannlichen und 133 von weiblichen CBS/CBD-Patienten stammten. Bei neun
Patienten war das Geschlecht unbekannt. Das Zustandekommen dieser grof3en
Kohorte erméglichten uns Kooperationspartner aus Giel3en (14 Proben), Lon-
don (86 Proben) und Pennsylvania (77 Proben). 46 Proben stammten aus der
Biobank der Universitat Tubingen. Bei 163 Patienten war CBS, bei 60 CBD di-
agnostiziert worden. Das mittlere Erkrankungsalter der untersuchten Kohorte
betrug 59,35 Jahre, zum Zeitpunkt des Todes waren sie durchschnittlich 68,29

Jahre alt.

Die DNA aus der Tubinger Biobank, Gie3en und der Kontrollgruppe lag in einer
Konzentration von 50ng/ul vor. Die DNA aus Pennsylvania war urspriinglich
ebenfalls auf 50ng/ul konzentriert, wurde aber zur Steigerung des Gesamtvolu-
mens auf 30ng/pl verdiinnt. Die DNA-Konzentrationen aus London zeigten sich
bei einer stichprobenartigen Uberprifung different, wobei die mittlere DNA-
Konzentration bei 42ng/ul lag. Da die Menge der von den Kooperationspartnern
stammenden DNA limitiert war, mussten wir diese mittels einer whole genome
amplification vermehren. Diese wurde von Frau Brigitte Maurer nach Hersteller-

angaben durchgefiihrt und anschlielend auf 50ng/ul verdinnt.

Die Kontrollgruppe umfasste 272 Proben (146 mannlich, 126 weiblich) zwischen
65 und 83 Jahren zum Zeitpunkt der Probeentnahme. Das Kollektiv entstammt
der MEMO-Studie, einer Folgestudie der WHO-MONICA-Studie (Augsburg)
[59]. Ziel der MEMO-Studie war es, Zusammenhange zwischen kardiovaskula-
ren Erkrankungen und neurodegenerativen Erkrankungen zu erforschen. In die-
sem Zuge wurden alle Patienten nach einem standardisierten Verfahren neuro-

logisch untersucht [60].

Dieses Projekt ist vorab von der Ethikkommission der Universitat Tubingen ge-

pruft und genehmigt worden. Die Projektnummer lautet 287/2004V.
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2.1.10 Oligonukleotide

2.1.10.1 Oligonukleotide zur Verwendung in PCR, LightCycler und

Sequenzierung

Das Designen der Oligonukleotide wurde mit Hilfe des Internet-Programms
Primer3Plus durchgefihrt. Dabei sollten folgende Punkte beachtet werden. Die
Lage der Oligonukleotide sollte so gewahlt werden, dass die gesamte kodieren-
de DNA amplifiziert wird. Aufl3erdem sollte der Abstand zum Exon so gering wie
maoglich sein, da zum einen das Hauptaugenmerk auf Mutationen im Exon, sog.
kodierende Mutationen, lag und zum anderen, um das sich daraus ergebende
PCR-Produkt moglichst klein zu halten, was die Sensitivitat erhéht. Des Weite-
ren sollten die Schmelztemperaturen der Oligonukleotid-Paare nahe beieinan-
der liegen, um bei der Etablierung der PCR eine gemeinsame Schmelztempera-
tur ermitteln zu kénnen. Die Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion
international AG (Martinsried, Deutschland) synthetisiert, HPLC bereinigt,
lyophilisiert und in einer Konzentration von 100 pmol/ul wieder in LiChrosolv

aufgenommen. Deren Verwendung erfolgte in einer 1:10 Verdinnung.

Tabelle 17: verwendete Oligonukleotide

Exon Forward Reverse

Exon 1+2 5-CCC TTT AAG AGC GGC 5'-AGG GGC TGACAAGGGTTG-3
GG-3

Exon 1+2 5-“CAG AGC GAG CTT GGG 5-AAT TAG AAG GGG AGC CGA

Neu?2 ATG-3 AC-3

Exon 1+2 5-CGT GTG ACC TGG GAC 5'-CCA GCA GAG GAG GCG AAG-3

Neu3 AGA G-3

Exon 3 5“ATC CAT AGT TAT GCG 5'-CTC CTG GAT CAT TTT GCT GC-
TGG GG-3' 3

Exon 4+5 5-TGG AAT ATG AGG TCT 5-GAA GGC CAC AAA GTA TTT
TCT AGG G-3 TAA GC-3

Exon 4 - 5-CCA GTT ACT TGA AAA AGA

Sequ AAA GGT T-3

Exon 5 5-TCT TAA ACT CAG TGG -

Sequ GCT TTG-3
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Exon 5

Sequ Neu

Exon 6

Exon 7

Exon 7 Neu

Exon 8

Exon 9+10

Exon 9

Exon 10

Exon 11

Exon 11

Neu

Exon 12

Exon 13

Exon 14

Exon 14

Sequ

Exon 15

Exon 15

Neu

Exon 15
Neu2

5-TGC ATT TCA TAT
CAT AGC ATA GA-3
5-CAG TAA ACC CAT
CTT ACT TTATCC-3
5-AAA ATT ACG GGG
TTAATATGG-3'

5-CAG AGT CAT CTA
AGG AGA ATATGT-3
5-GGT TGT TTT CAG
TAA AAG CAG-3*
5-TGG TTG CCT TGC
AAC TG-3*

5-CTT TCA TGG TTG
TGC TT-3

5-AAG GTG GGA ACC
CTTTT-3

5-TGT CGT CTC CAC
TGC TC-3

5-CTT TAT TTG CTG
TAATCT TTT ACA-3'
5-TGA GTT CCC TAA
AGT CTT TCA CC-3
5-TGA AGC TTG CAT
TAATGA G-3

5-TGG CTT CAA AAT
ATT TGC-3

5-CCA TAG CTT CTG
TGA GAA AA-3'

5-GCC TCT ATT TCT
TCT CCA AAG-3'

5-TCT CCA AAG GAA
CTC TAA-3'

5-CCC TTG TTG GAG
GTCTTAT-3

TAG

CTT

TCT

CTG

AAG

TTA

CCT

ATC

ATT

GAC

AAT

TGG

CTC

TGT

GAT

TGG

AGT

5-GCA AAA GTC TTT AGA CCC
AGT CA-3

5-GCA AAA CAA TGC ACC TCA
AG-3

5-AAT GCC TCA TTC TTC CAA
ATG-3

5-CTT TCA GTT CCT AGT ACC
CTC ACA-3'

5-CAA CGG AAT ACA GCA TTC
AAC-3*

5-CCA AAA TGA GTA GAT AGC
ATC TTG AAC-3'

5-TGA CTG GCA AAG TCA CTC
CTT-3

5-TGC TGA AAG AAG GAA AAG
CCT-3

5-TCA AAA CCC ACA TGA AAA
TCT C-3

5- AAC CAC ATA CTC AAA ACC
CAC A-3

5-GCATTG TGA ATG GTT GCT TG-
3

5-TGA AAA CAG GCA GAA AAA
TAA ACC-3'

5-CAT TTG ACA GAA ATG CCA
GG-3'

5-GAG GCA AAG AGG ACA GGA
TCT-3

5-CAA AAC ACT TGT TCC ATT AAA
CTG-3

5-TGC TCC AGG AAG AGA ATA
GTC A-3

5-CCA TTA AAC TGT AAT TAT CTA
TGT CCA-3
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Exon 16 5-CTT TGC TGT CCT CCG 5-CCA GTG ACT CAT CCA CAG

AAG TG-3' AGC-3f
Exon 16 5-GGT GAT TAT TAT CAA 5-GTG ACT CAT CCA CAG AGC
Neu ACG AGT TGC T-3 AGA-3'
Exon 17 5-GGG ATC CTC GAA AAT 5-TCA GAG ACA TGC ACT GGG
ACT CC-3 AC-3*

Die Oligonukleotide wurden folgendermafl3en bezeichnet: Gen-ExonNr.-
For/Rev-ggf.Neu/Neu2/Neu3/Sequ (Bsp.: SLC9A6-Exonl6-For-Neu), wobei die

Primer mit dem Zusatz ,Sequ” fur die Sequenzierung benutzt wurden.

2.1.10.2 Oligonukleotide zur Verwendung in SNaPshot

Das Ziel der SNaPshot-Reaktion ist, lediglich eine Base an die Oligonukleotide
anzuhangen und diese mittels Farbmarkierung zu detektieren. Da diese Base
am 3‘-Ende angehangt wird und der Position der erwarteten Variation entspre-
chen sollte, mussten Forward-Primer direkt vor der Variation enden und ent-
sprechend Reverse-Primer direkt nach der Variation beginnen. AufRerdem
mussten sie eine Mindestlange von 15bp haben und sich untereinander um
mindestens 5bp in ihrer Lange unterscheiden, um mehrere Variationen in einem
Schritt untersuchen zu kénnen. Des Weiteren sollte die Schmelztemperatur der
Oligonukleotide 50°C betragen. Beim Designen der Oligonukleotide wurde im
ersten Schritt die Lange der Primer so gewahlt, dass die Schmelztemperatur
circa 50°C betrug. Durch zuséatzliches Anhé&ngen von Thymin bzw. Adenin am
5'-Ende also der, der Variation gegenuberliegenden, Position wurde dann die

gewinschte Lange eingestellt (s. Abb.3).
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5% TGAATAATGCATTTCATATTAG CATAICATAG -3’

5% TTTTTGAATAATGCATTTCATATTAGCATA -3

Abbildung 3: Zeile 1 zeigt einen Ausschnitt der Basensequenz. Die Variation ist pink markiert.
Zeile 2 zeigt das generierte Oligonukleotid: am 3‘-Ende endet das Oligonukleotid exakt mit der
letzten Base vor der Variation, am 5'-Ende sind 4 Thymine angehangt worden.

Da diese zusatzlich angehangten Nukleotide nicht an der DNA binden, blieb die
zuvor eingestellte Schmelztemperatur davon unbeeinflusst. Die Schmelz-
temperatur (Tm) wurde mit Hilfe des Programms  OligoCalcs ermittelt
(BasicTemp).

Tabelle 18: Bezeichnungen, Langen, Sequenzen und ermittelte Schmelztemperaturen der ver-
wendeten Oligonukleotide fir SNaPshot.

Bezeichnung Lange Sequenz m
Exon SLC9A6_SnaPshot 30bp 5-TTT TTG AAT AAT GCA 49
4+5 Ex4_Forw TTT CAT ATT AGC ATA-3"
SLC9A6_SnaPshot 30bp 5-TTT TAC TTG AAA AAG 51
Ex4 Rev AAA AGG TTT TCT ATG-3"
Exon 11 SLC9A6_SNaPshot 19bp 5-TCAGCC CCATGTAGG 51
Ex11_Rev AGA A-3'
Exon 13 SLC9A6_SNaPshot 35bp 5-TTT TTT TTT TTT TTA 47
Ex13_For CGC TTC TGA TTG TGT
TTT T7-3
Exon 15 SLC9A6_SNaPshot 25bp 5-TTT TTG ATC AAA GTT 49
Ex15_Rev GTA CCA CAT C-3'
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2.2 Methoden

2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Alle in dieser Arbeit verwendeten Methoden begannen mit einer Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR), wobei es sich hierbei nicht
nur auf Standard-PCRs beschrankte, sondern auch eine realtime-PCR mit
Touchdown und eine Nested-PCR zur Verwendung kamen. Die PCR dient der
Amplifikation eines durch die Lage der Oligonukleotide definierten DNA-
Abschnitts. Das klassische PCR-Programm durchléauft dabei mehrere Schritte.
Zunachst werden die Doppelstrange der eingesetzten DNA bei 95°C in Einzel-
strange aufgetrennt (Denaturierung). Im zweiten Schritt lagern sich die
Oligonukleotide bei deren spezifischer Annealingtemperatur an die DNA an
(Annealing). An diese werden im dritten Schritt durch die Tag-Polymerase
Desoxynukleosid-Triphosphate (dNTPs) angebaut und somit die Ziel-DNA im

ersten Zyklus dupliziert, im zweiten vervierfacht usw. (Elongation) [61, 62].

Tabelle 19: verwendetes PCR-Programm

Denaturierung 95°C 5
Denaturierung 95°C 1

Annealing 57-59°C 45" 40x
Elongation 72°C 45"

Elongation 72°C 7

Kihlung 4°C 0

Der Etablierung aller PCRs, ausgenommen der Experimente im LightCycler und
den SNaPshot-Analysen, lag das in Tabelle 20 aufgefuhrte Standardprotokoll

zu Grunde.
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Tabelle 20: verwendetes Standard-PCR-Protokoll

Volumen [pl]

Puffer 5x 3
Primer Forward 10uM 0,75
Primer Reverse 10pM 0,75
dNTPs 10uM 0,75
GoTaq 5U/ul 0,25
MgCl, 25mM 0,3
Betain 5M 3
H,O 5,2
DNA ca. 50ng/pl 1
Gesamtvolumen 15

Tabelle 21: Schmelztemperaturen der verwendeten Oligonukleotide laut Hersteller (Metabion)
und die ermittelten Annealingtemperturen bei PCR

*  konnten nicht zufriedenstellend etabliert werden und wurden daher nicht verwendet

**  zur Sequenzierung verwendet

** nurin der Sequenzier-PCR verwendet

Exon Forward Reverse Annealing-
Schmelztemp. Tm Schmelztemp. Tm Temperatur

Exon 1+2 57°C 58°C 54°C

Exon 1+2 Neu?2 58°C 58°C 58°C *

Exon 1+2 Neu3 62°C 61°C 59°C

Exon 3 58°C 58°C 58°C

Exon 4+5 60°C 59°C 58°C

Exon 4 Sequ - 59°C - Rk

Exon 5 Sequ 57°C - -*

Exon 5 Sequ Neu 60°C 61°C 58°C **

Exon 6 64°C 56°C 58°C

Exon 7 58°C 55°C 57°C **

Exon 7 Neu 65°C 64°C 60°C

Exon 8 60°C 57°C 58°C

Exon 9+10 56°C 64°C 62°C *

Exon 9 56°C 59°C 58°C
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Exon 10 56°C 58°C 58°C

Exon 11 58°C 57°C 60°C *
Exon 11 Neu 61°C 58°C 58°C
Exon 12 63°C 56°C 58°C
Exon 13 58°C 58°C 58°C
Exon 14 55°C 56°C 56°C
Exon 14 Sequ 59°C 61°C 58°C **
Exon 15 62°C 58°C 58°C
Exon 15 Neu 57°C 60°C 59°C *
Exon 15 Neu2 60°C 61°C 60°C *
Exon 16 60°C 63°C 58°C *
Exon 16 Neu 61°C 61°C 58°C
Exon 17 58°C 60°C 58°C

2.2.2 LightCycler® 480

Im ersten Schritt wurde die Patienten-DNA mit Hilfe des Gene Scanning Expe-
riments im LightCycler® 480 auf mdgliche Mutationen untersucht. Zu Beginn
eines jeden Experiments wurde die Zielsequenz mittels realtime-PCR amplifi-
ziert, wobei eine Touchdown-PCR die Spezifitdt der Amplifikate erhdhte. Diese
hohe Spezifitat wird erreicht, indem die Annealing-Temperaturen in den ersten
Zyklen weit Uber der Annealing-Temperatur der Oligonukleotide gelegt werden.
Die Oligonukleotide binden mit hochster Spezifitat und die dabei entstehenden
Amplifikate werden in den folgenden Zyklen bei stetig sinkenden Annealing-
Temperaturen weiter vervielfaltigt. Nach der Amplifikation schloss sich das High
Resolution Melting als eigentlicher Analyseschritt an. Das erstmalige Erhitzen
des PCR-Produkts auf 95°C bewirkt dabei zunachst das Auftrennen der Dop-
pelstrang-DNA in Einzelstrdnge, die sich anschlielend neu zusammenfinden
und so im Falle einer vorliegenden Variation Heteroduplices bilden. Diese
Heteroduplices dissoziieren bei steigenden Temperaturen friher und sind so in
der Schmelzkurve von der Wildtyp-DNA unterscheidbar. Wichtig fur das gesam-
te Experiment ist der im entsprechenden Mastermix enthaltene Farbstoff. Die-
ser bindet nur an Doppelstrange und macht somit den Fortschritt bei der Ampli-

fikation sowie beim Schmelzen sichtbar. Um auch homozygote Varianten sicher
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detektieren zu kdénnen, wurden zwei DNA-Proben unterschiedlicher Patienten
zusammen pipettiert. Da wir aufgrund der anzunehmenden Seltenheit Parkin-
son-assoziierter Varianten davon ausgehen kénnen, dass nicht beide DNA-
Proben dieselbe Variation tragen, bilden sich so im Falle einer homozygoten

Variation in der Mischung mit der Wildtyp-DNA ebenso Heteroduplices [63].

DNA with
heterozygote i c + T
SNP —  E— A
I [ — c
— G —— — 7 —— ®
Denaturation Increasing
reannealing —1: =— temperature _1: = G
+ @
Intercalating _,c\ﬁ— c ° — —
fluorescent — —
dye e A A
_/T\ﬁ_ — | — @
— L
N c

Abbildung 4: Das Verhalten beim Schmelzen im Falle eines heterozygoten SNPs. Die erste
Zeile stellt die zwei Basenpaare C/G und T/A nach der Vervielféltigung mittels einer PCR dar.
Im unteren Teil der Abbildung ist zu erkennen, wie sich daraus nach der Denaturierung sowohl
Homo- (C/G und T/A) als auch Heterodublices (C/A und T/G) bilden (Denaturation,
reannealing). Im Bereich der Doppelstrange bindet der Farbstoff (gelbes Symbol) (Intercalating
fluorescent dye). Beim Schmelzen (Increasing temperature) trennen sich die Heteroduplices
frGher auf, die Bindung des Farbstoffs I6st sich. Spater trennen sich auch die Homoduplices
[63].

2.2.2.1 Etablierung von Exon 3-14, 16 und 17

Als Grundlage der Etablierung diente ein im Zuge eines anderen Projekts etab-
liertes Protokoll [64]. Im ersten Testlauf wurden pro Oligonukleotid-Paar zwei
verschiedene DNA-Proben zusammen pipettiert. Die Oligonukleotide wurden
einzeln dazugegeben, die anderen Reagenzien wurden dagegen zuvor in aus-
reichender Menge in einem Eppendorf-Gefal3 vermischt und dann mittels einer

Multipipette zugegeben.
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Tabelle 22: Standardprotokoll LightCycler

Konzentrationen

Volumen [pl]

High Resolution Mastermix 7,5
Primer Forward 10uM 0,5
Primer Reverse 10uM 0,5
High Resolution MgCl, 25mM 1.8
High Resolution H,O 0,7
DNA ca. 50ng/pl 2x2
Gesamtvolumen 15
Tabelle 23: Standardeinstellungen am LightCycler® 480
Ziel- Messungs-  Dauer Beheizungs-  Messungen  Sek. Temperatur-  Zyklen
temp. modus [hh:mm:ss]  rate [°C/s] [pro °C] Zieltemp. anderung [°C]
[°C] [°C]
Pré-Inkubation 1
95 kein 00:05:00 4,4 -
Amplifikation 45-55
95 kein 00:00:20 -
65 kein 00:00:20 - 53 0,5 1
72 einzeln 00:00:20 2 -
High Resolution Melting 1
95 kein 00:01:00 4,4 -
40 kein 00:01:00 2,2 -
65 kein 00:00:01 4,4 -
95 kontinu- 0,02 25
ierlich
Kuhlung 1
40 kein 00:00:30 2,2 -

Die Beurteilung der Ergebnisse wurde mittels LightCycler® 480 Software 1.5

im Programm ,Tm Calling“ durchgefuhrt. Es wurde darauf geachtet, dass es

einen eindeutigen Schmelzpunkt mit moglichst wenig Nebenprodukt gibt und

die Schmelzkurve einen harmonischen Verlauf zeigt. Abbildung 5 zeigt den op-

timalen Kurvenverlauf am Beispiel von Exon 14.
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Fir die Exons 3, 445, 6, 8, 12, 13, 14 und 17 wurden diese Kriterien unter Ver-
wendung des Standardprotokolls erfullt.
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Abbildung 5: : HRM-Lauf von Exon 14, Programm: Tm Calling. In der oberen Graphik ist die
Fluoreszenz gegen die Temperatur [°C] aufgetragen. Die zunehmende Auftrennung der Dop-
pelstrange bei steigender Temperatur ist an der Abnahme der Fluoreszenz zu erkennen. In der
unteren Graphik ist —(d/dT) Fluoreszenz gegen die Temperatur [°C] aufgetragen. Sie stellt folg-
lich die (negative) Ableitung der oberen Graphik dar. An der Spitze des Graphen ist die Abnah-
me der Fluoreszenz am grof3ten, hier liegt der Schmelzpunkt (ca 79°C).

Da die Testlaufe der Exons 7, 11, 15 und 16 zwei und der Exons 9+10 drei
Schmelzpunkte vorwiesen, wurde als erstes durch eine grobe Veranderung des
Temperaturintervalls der Touchdown-PCR versucht, die Bindungsspezifitat der
Oligonukleotide zu erhdhen. Das Temperaturintervall wurde dabei zun&chst
noch relativ grof3 gehalten (61-52°C, 66-56°C, 67-58°C). Gleichzeitig wurde mit
der Zugabe von 5% DMSO und 0,3M und 0,9M Betain variiert, wodurch eben-
falls die Stringenz der Amplifikation erh6ht werden kann. Es stellte sich heraus,
dass lediglich die Zugabe von 0,3M Betain eine Verbesserung ergab. Die Spe-
zifitat nahm zu, es waren allerdings immer noch zwei Schmelzpunkte vorhan-
den. Der nachste Schritt war, den Temperaturbereich genauer einzugrenzen.
Dazu wurde fir jedes Exon eine Gradienten-PCR durchgefuhrt. Das Ergebnis
von Exon 11 ist beispielhaft in Abbildung 6 aufgezeigt.
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Abbildung 6: Auf ein Agarose-Gel aufgetragenes Ergebnis der Gradienten-PCR von Exon 11.
Gezeigt wird die Zunahme der Spezifitdt und die Abnahme der Amplifikatmenge bei steigenden
Annealing-Temperaturen. Annealingtemperaturen: A: 64°C, B: 63,1°C, C:61,6°C, D: 59,3°C,
E: 56,6°C, F: 54,3°C, G: 52,8°C H: 52°C; Ladder: 1kb Plus

Aus den durchgefuhrten Gradienten-PCRs ergaben sich fir die zu untersu-
chenden Amplifikate drei verschiedene Temperaturbereiche: 64-61°C (Exon
9+10, 11, 16), 59-56°C (Exon 7) und 57-54°C (Exon 15). Mit diesem Wissen
wurden die Primer erneut am LightCycler getestet, wobei jeweils dieselbe DNA
einmal nach dem Standardprotokoll und einmal mit 0,23M Betain vorbereitet
wurde. Da jedoch durch all diese MaRnahmen die Spezifitat nicht soweit erhéht
werden konnte, dass am LightCycler nur noch ein Schmelzpunkt zu sehen war,
wurden neue Primer generiert, wobei Exon 9 und 10 dieses Mal getrennt ampli-

fiziert wurden.

Beim Testlauf mit den neuen Primern (bezeichnet mit Neu) stellte sich heraus,
dass Exon 7, 9, 10, 11 und 16 deutlich bessere Schmelzkurvenverlaufe erga-
ben und somit ebenfalls nach dem Standardprotokoll verwendet werden konn-

ten.

Fur Exon 1+2 und 15 waren noch weitere Etablierungsschritte notwendig, die

im Folgenden dargelegt werden.
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2.2.2.2 Etablierung von Exon 1+2

Auch bei Exon 1+2 wurde zunachst mittels einer Gradienten-PCR die optimale
Schmelztemperatur der Primer ermittelt. Wie in Abbildung 7 zu sehen ist, war
die PCR in dem gesamten Temperaturbereich von 54-58°C erfolgreich. Da die
Bande in Spur A das sauberste PCR Produkt aufwies und somit die PCR die

hdchste Spezifitat hatte, wurde diese Temperatur als optimal eingestuft.
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Abbildung 7: Auf ein Agarose-Gel aufgetragenes Ergebnis der Gradienten-PCR von Exon 1+2.
Annealingtemperaturen A: 54°C, B: 55°C, C: 56°C, D: 57°C, E: 58°C; Ladder: 1kb Plus

Am LightCycler wurden die Primer also nach folgendem Aufbau getestet: Es
wurden sowohl das Standardprotokoll (s. Tab. 22) als auch die Variante mit
0,7ul Betain statt H,O (folglich 0,23M Betain) im gleichen Lauf eingesetzt. Die
Touchdown-PCR wurde im Temperaturintervall von 56-53°C in 0,2°C-Schritten
und 45 Zyklen durchgefuhrt. Die Analyse durch das Programm ,Tm Calling®
zeigte jedoch mehrere Schmelzpunkte und einen in mehreren Stufen abfallen-
den Schmelzkurvenverlauf. Die Primer von Exon 1+2 wurden auch im Zuge der
Etablierung von Exon 15 bei deren durch eine Gradienten-PCR ermittelten
Schmelztemperaturen mitgefiihrt (61-58°C, 64-61°C). Doch auch diese Tempe-
raturintervalle brachten kein besseres Ergebnis. Es wurden daher neue Primer-

Paare generiert.

Die neuen Primer (Ex1+2-Neu2) ergaben im LightCycler nach Standardproto-
koll einen optimalen Schmelzkurvenverlauf, allerdings zeigte das auf ein
Agarose-Gel aufgetragene Produkt nicht die erwartete Lange des PCR Pro-
dukts von 596bp sondern nur von circa 75bp.
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Den wichtigsten Schritt fir die letztliche Etablierung des Exons 1+2 erbrachte
die Durchfiihrung einer Nested-PCR. Hierzu wurden ein drittes Mal Primer ge-
neriert. Diese lagen aufRerhalb des Gen-Abschnitts, der zuvor generierten Pri-
mer (SLC9A6-Exon 1+2-For/Rev) und wurden mit Exonl+2-For/Rev-Neu3 be-

zeichnet.

Zur Etablierung der PCR wurden zwei Protokolle verwendet: zum einen das
Standard-Protokoll mit 1M Betain und zum anderen ein Protokoll mit 5% DMSO.
Fur beide Protokolle wurde die MgCl,-Konzentration von 1,5M bis 4,5M in 1M-

Schritten austitriert.
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Abbildung 8: Titrationsreihe des Standard-Protokolls mit 1M Betain. Es wurde zweimal diesel-
be Titrationsreihe mit verschiedener DNA durchgefiihrt (2xA-D). Man sieht eine Abnahme der
Spezifitdt ab einer MgCl,-Konzentration von 3,5M. Spur A: 1,5M MgCl,, B: 2,5M MgCl,, C: 3,5M
MgCl,, D: 4,5M MgCl,; Ladder: 1kb Plus
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Abbildung 9: Titrationsreihe des Protokolls mit 5% DMSO. Es wurde zweimal dieselbe Titrati-
onsreihe mit verschiedener DNA durchgefiihrt (2xA-D). Man sieht eine Abnahme der Spezifitat
ab einer MgCl,-Konzentration von 2,5M. Spur A: 1,5M MgCl,, B: 2,5M MgCl,, C: 3,5M MgCl,,
D: 4,5M M(gCl,; Ladder: 1kb Plus
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Es ergaben sich also folgende mogliche Protokolle (alle bei einer

Annealingtemperatur von 59°C):

Tabelle 24: PCR-Protokolle, * kein zusétzliches MgCl,, da es bereits im Puffer enthalten ist

Betain und Betain und DMSO und
1,5M MgCl, 2,5M MgCl, 1,5M MgCl,
Puffer 3 3 3
Primer Forward 0,75 0,75 0,75
Primer Reverse 0,75 0,75 0,75
dNTPs 0,75 0,75 0,75
GoTaq 0,25 0,25 0,25
MgCl, - * 0,6 -*
DMSO - - 0,75
Betain 3 3 -
H.O 55 4,9 7,75

Der nachste Schritt war, die Nested-PCR am LightCycler zu testen. Da hier je-
doch keine genomische DNA, sondern ein PCR-Produkt, eingesetzt wurde,
musste in diesem Schritt auch dessen einzusetzende Produktmenge ermittelt
werden. Es wurde dazu jeder Ansatz in vierfacher Anzahl pipettiert und jeweils
2x 0,5, 1,0, 1,5 und 2,0pl des PCR-Produkts zugegeben (2x weil auch hier je-
weils zwei verschiedene Patienten-DNA-Proben zusammen pipettiert wurden).
Der LightCycler-Lauf zeigte, dass maximal 0,5ul des PCR-Produkts eingesetzt
werden durfen, um einen eindeutigen Schmelzpunkt im Programm ,, TmCalling*
zu erhalten. Zwischen den anderen Variablen (1,5M MgCl, und Betain, 2,5M
MgCl, und Betain, 1,5M MgCl, und DMSO) war nur ein minimaler Unterschied

zu erkennen.
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Abbildung 10: HRM-Lauf der Nested-PCR unter Einsatz von 0,5yl des PCR-Produktes. Es
wurden die PCR-Produkte nach den zuvor etablierten Protokollen (1,5M MgCl, und Betain,
2,5M MgCl, und Betain, 1,5M MgCl, und DMSQO) verwendet. Programm: Tm Calling. In der
oberen Graphik ist die Fluoreszenz gegen die Temperatur [°C] aufgetragen. Die zunehmende
Auftrennung der Doppelstréange bei steigender Temperatur ist an der Abnahme der Fluoreszenz
zu erkennen. In der unteren Graphik ist —(d/dT) Fluoreszenz gegen die Temperatur [°C] aufge-
tragen. Sie stellt folglich die (negative) Ableitung der oberen Graphik dar. An der Spitze des
Graphen ist die Abnahme der Fluoreszenz am grof3ten, hier liegt der Schmelzpunkt.
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Abbildung 11: HRM-Lauf der Nested-PCR unter Einsatz von 0,5ul des PCR-Produktes, Pro-
gramm: Gene Scanning, Unterprogramm ,Negatives“. Zu sehen ist die Zunahme der Fluores-
zenz und somit der Amplifikat-Menge (y-Achse) mit steigender Zyklen-Zahl (x-Achse). Je ein
sample wurde mit dem PCR-Produkt der zuvor etablierten Protokolle (1,5M MgCl, und Betain,
2,5M MgCIl, und Betain, 1,5M MgCl, und DMSO) angesetzt. Roter Graph: 2,5M MgCl, und
Betain, blauer Graph (oben): 1,5M MgCl, und DMSO, blauer Graph (unten): 1,5M MgCl, und
Betain.
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FiUr das Screening von Exon 1+2 wurde somit folgendes Protokoll etabliert:

Tabelle 25: Protokoll Nested-PCR Exon 1+2

1. Schritt: PCR bei einer Annealing-Temperatur von 59°C, Primer SLC9AG6-
Exonl+2-For/Rev-Neu3

Puffer 3,00pl
Primer Forward 0,75ul
Primer Reverse 0,75pl
dNTPs 0,75ul
GoTaq 0,25ul
MgCl, 0,60yl
Betain 3,00pl
H,O 4,90l
DNA 1,00pl
Gesamtvolumen 15,00ul

2. Schritt: LightCycler, Primer SLC9A6-Exonl1+2-For/Rev

High Resolution Mastermix 7,54l
Primer Forward 0,5ul
Primer Reverse 0,5ul
High Resolution MgCl, 1,8pl
High Resolution H,O 3,7ul
PCR-Produkt aus 1.Schritt 2x0,5ul

2.2.2.3 Etablierung von Exon 15

Fur die Etablierung von Exon 15 wurden insgesamt drei verschiedene Primer-
Paare generiert, es konnte jedoch mit keinem eine Bedingung gefunden wer-
den, bei der mittels des Programms , Tm Calling® nur ein Schmelzpunkt sichtbar
war. Es wurde daraufhin entschieden, die Bedingung fur das Screening zu ver-
wenden, bei der das amplifizierte Produkt am spezifischsten ist. Im Folgenden

wird dargelegt, wie diese Bedingung ermittelt wurde.
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Zunachst wurden die Primer SLC9A6-Exonl5-For/Rev am LightCycler bei
Standardbedingungen getestet. Da das Ergebnis jedoch nicht zufriedenstellend
war, wurde durch Wahl verschiedener Temperaturbereiche fur die Annealing-
Temperatur und durch Zugabe von 5% DMSO oder 0,3M Betain an Stelle von
H,O versucht, die Spezifitdt des Produkts zu steigern. Es stellte sich heraus,
dass sich sowohl héhere Temperaturen als auch die Zugabe von 0,3M Betain
(1ul) positiv auswirkten (s. Abb. 12). Um das Temperaturintervall optimal auf
den Primer einstellen zu kénnen, wurde eine Gradienten-PCR durchgefuhrt. Die
PCR war bei einer Annealing-Temperatur von 54°C am spezifischsten. Das war
zwar ein Uberraschendes Ergebnis, da die vom Hersteller angegebenen
Annealing-Temperaturen bei 62°C und 58°C lagen und sich in einem vorherigen
Experiment eine Erh6éhung der Temperatur positiv auswirkte. Im LightCycler

bestatigte sich diese Temperatur jedoch als mindestens gleichwertig.
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Abbildung 12: HRM-Lauf von Exon 15 bei 59-56°C. Programm: Tm Calling. In der oberen Gra-
phik ist die Fluoreszenz gegen die Temperatur [°C] aufgetragen. Die zunehmende Auftrennung
der Doppelstrange bei steigender Temperatur ist an der Abnahme der Fluoreszenz zu erken-
nen. In der unteren Graphik ist —(d/dT) Fluoreszenz gegen die Temperatur [°C] aufgetragen. Sie
stellt folglich die (negative) Ableitung der oberen Graphik dar. An der Spitze des Graphen ist die
Abnahme der Fluoreszenz am gréRten, hier liegt der Schmelzpunkt. Zu erkennen sind zwei
Schmelzpunkte. Griner Graph: Ansatz nach Standardprotokoll, roter Graph: Ansatz mit 1pl
Betain.

In der Hoffnung, mit anderen Primern ein spezifisches Produkt zu erhalten,
wurden nacheinander insgesamt zwei neue Primerpaare kreiert (SLC9AG6-
Exon15-Neu und -Neu2). Es stellte sich jedoch heraus, dass deren Produkte
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bei Standardbedingungen ebenfalls keinen eindeutigen Schmelzpunkt haben
und weder die Zugabe von 0,23M Betain noch die Optimierung des Tempera-
turintervalls mittels Gradienten-PCR die Spezifitat der Produkte steigerte. In
einem weiteren Experiment wurde die MgCl,-Konzentration fir alle drei
Primerpaare austitriert (1,5mM bis 4,0mM) und die Produkte der LightCycler-
Laufe auf ein Agarose-Gel aufgetragen. Bei den Primern Exonl15 und Exonl5-
Neu2 ergab dies optimale MgCl,-Konzentrationen von 2,5mM oder 3,0mM. Bei
der Analyse der Agarose-Gele war pro aufgetragene Probe eine spezifische
Bande von gesuchter Lange ohne Nebenprodukt oder Primer-Dimer zu sehen.
Bei Exon15-Neu war bei allen MgCl,-Konzentrationen sowohl der Schmelzkur-

venverlauf als auch das Agarose-Gel-Bild ungentgend.

In einem letzten Testlauf wurden nochmals die zwei verbleibenden Primer
(SLC9A6-Exonl5, Exonl5-Neu?2) bei jeweils 2,5mM und 3,0mM MgCl, gegen-
Ubergestellt. Dabei war jeweils ein Ansatz nach Standardprotokoll, einer mit 5%
DMSO, einer mit 2% Formamid und einer mit 0,25M Betain (0,75ul) angesetzt
worden. In diesem Experiment zeigte der Ansatz mit Betain bei beiden Primern
und beiden MgCl,-Konzentrationen das beste Ergebnis. Der Primer SLC9A6-
Exonl5 war etwas besser als SLC9A6-Exonl5-Neu2, wobei die MgCl,-

Konzentration kaum eine Anderung erkennbar machte.

Das Screening des Exons 15 wurde zusammenfassend folgendermalien
durchgefuhrt:

Tabelle 26: Protokoll fiir Exon 15

Volumen [pl]

High Resolution Mastermix 7,5
Primer SLC9A6-Exonl15-For 0,5
Primer SLC9A6-Exon15-Rev 0,5

High Resolution MgCl, 15
Betain 1
H,O 0
DNA 2x2
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Die Starttemperatur der Touchdown-PCR betrug 59°C und wurde in 0,3°C-
Schritten auf 56°C abgesenkt. Dies wiederholte sich in 50 Zyklen.

2.2.2.4 Auswertung

Die Auswertung der LightCycler-Laufe wurde anhand des Analyse-Programms
,Gene Scanning” (LightCycler® 480 Software, Roche) durchgefihrt. Zunachst
werden von diesem Programm alle Proben herausgefiltert, bei denen die Fluo-
reszenz zu gering ist um aussagekraftige Schmelzkurven zu ergeben (,Negati-
ves“). Um das Schmelzverhalten der einzelnen Amplifikate miteinander verglei-
chen zu kénnen, werden im zweiten Schritt die unterschiedlich hohen Fluores-
zenz-Werte normalisiert. Daflr werden die Werte in einem neuen Diagramm
jeweils zu einem Zeitpunkt vor und einem nach dem Schmelzen auf 100% bzw.

0% normiert. Der gewahlte Zeitpunkt ist dabei modifizierbar (s. Abb. 13).
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Abbildung 13: A Gemessene Fluoreszenz-Werte der einzelnen Proben in Abhéngigkeit stei-
gender Temperaturen. In B werden zu einem Zeitpunkt vor dem Schmelzen (griiner Bereich in
A) die Fluoreszenzwerte mit 100% und nach dem Schmelzen (blauer Bereich in A) mit 0%
gleichgesetzt. Es entsteht eine normalisierte Schmelzkurve.
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In einem nachsten Analyseschritt werden die Schmelzkurven entlang der Tem-
peraturachse verschoben (,Temperature Shift*). Dafir wird ein Punkt gewéhlt,
an dem die Produkte vollstdndig geschmolzen sind, also nur noch in Einzel-
strangen vorliegen. Die Schmelzkurven werden so verschoben, dass sie an
diesem Punkt deckungsgleich sind. Aus dem daraus entstehenden Diagramm
lassen sich Abweichungen im Schmelzverhalten einzelner Proben ablesen und
so heterozygote Variationen detektieren (s. Abb.14). Abschliel3end werden im
.Difference Plot“ Proben, die ein ahnliches Schmelzverhalten zeigen, graphisch
in Gruppen zusammengefasst [63]. Dies soll helfen, PCR-Produkte verschiede-
ner zugrundeliegender DNA-Proben mit gleicher Basenfolge anhand eines ver-
gleichbaren Schmelzverhaltens zu identifizieren und mdglichen Proben mit ver-

anderter Basensequenz aufgrund von Mutationen gegeniberzustellen.

Normalized and Shifted Melting Curves

100,000
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50,000
70,000
60,000
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Abbildung 14: Verlauf der Schmelzkurven von verschiedenen Amplifikaten des Exons 10 (Pa-
tienten-Platte 1). Die Schmelzkurve ist zur Analyse normalisiert und verschoben. Die zwei roten
Kurven zeigen im Vergleich zu den blauen ein verandertes Schmelzverhalten. Das Schmelzen
bei geringeren Temperaturen deutet auf die Bildung von Heteroduplices hin. Im Diagramm auf-
getragen ist die relative Signalstérke [%] (x-Achse) zur Temperatur [°C] (y-Achse).
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2.2.3 Sequenzierung

Die Nukleotidabfolge der Proben, die im LightCycler durch ein verandertes
Schmelzverhalten auffielen, wurden mittels Sequenzierung dargestellt. Dabei
wurde die auf Sanger [65] zurickzufiihrende Didesoxysequenzierung verwen-
det. Die Sequenzier-PCR unterscheidet sich hier in zwei wesentlichen Punkten
von herkdbmmlichen PCRs. Zum einen wird dem Sequenzier-Ansatz nur ein
Primer zugegeben, wodurch die Amplifizierung in nur eine Richtung erfolgt und
zum anderen beinhaltet das BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
neben dNTPs auch Didesoxynukleosid-Triphosphate (ddNTPs). Das Fehlen der
Hydroxyl-Gruppe an deren 3'-Ende flihrt dazu, dass nach dessen Anbau kein
weiteres dNTP oder ddNTP mehr ansetzen kann. Die Amplifikation bricht ab.
Das Produkt der Sequenzier-PCR besteht folglich aus unterschiedlich langen
Amplifikaten, deren Beginn immer derselbe ist und an dessen Ende immer ein
ddNTP steht. Die Markierung der vier ddNTPs mit verschiedenen Fluoreszenz-
farbstoffen ermdoglicht anschlieend deren Detektion in Korrelation mit der
AmplifikatlAnge, wahrend sie ein Gel oder Glaskapillaren durchlaufen [66]. So-
mit kann die Basenfolge des zu untersuchenden Amplifikats bestimmt werden.

2.2.3.1 Aufreinigung

Ausgangsprodukt fur die Sequenzierungen waren PCR-Produkte der zu
sequenzierenden Proben. Da bei der Sequenzier-PCR nur ein Primer im Ansatz
vorhanden sein darf und Rickstande von Reagenzien der PCR die Sequenzie-
rung storen koénnten, musste das PCR-Produkt vor der Sequenzierung
aufgereinigt werden. Dies wurde mit Hilfe einer Ethanolféallung erreicht, in deren
erstem Schritt 11l des PCR-Produkts mit jeweils 1ul 3M Natriumacetat (pH4,8)
und 25ul 100%igem Ethanol versetzt wurden. Nach zehn-mindtiger Inkubati-
onszeit wurde das gesamte Produkt mindestens 45 Minuten bei 4600U/min
zentrifugiert. Da sich dadurch die ausgefallenen PCR-Pellets am Boden absetz-
ten, konnte von oben der Uberstand vorsichtig abgesaugt werden. Fir das an-
schlielBende Waschen wurden 50ul 70%igen Ethanols hinzugegeben, das Pro-
dukt resuspendiert und danach bei gleicher Drehzahl fur 15 Minuten zentrifu-
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giert. Nach erneutem Absaugen des Uberstands wurde dieser Schritt wieder-
holt. Nach dem letzten Entfernen des Uberstands wurde das Pellet bei Raum-
temperatur vollstdndig getrocknet. Durch die Zugabe von 15ul H,O wurde das
gereinigte PCR Produkt aufgenommen und stand nachfolgend Sequenzierun-

gen zur Verfigung.

2.2.3.2 Sequenzier-PCR

Fur die Sequenzier-PCR wurden zu 5,5ul des zuvor geldsten Pellets 0,5ul eines
Oligonukleotids und jeweils 2ul beider Komponenten des BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kits (BigDye und 5x Puffer) zugegeben. Im PCR-Cycler

wurde folgendes Programm verwendet:

94°C 1

94°C 10

50°C 5 30x
60°C 4

8°C o0

Im Anschluss wurde dieses Produkt erneut mittels einer Ethanolfallung

aufgereinigt und getrocknet.

2.2.3.3 Denaturierung
Um die Amplifikate der Sequenzier-PCR in Einzelstrdnge aufzuteilen, wurden
jeweils 7ul der Probe 10ul Formamid zugegeben. Danach erfolgte die Analyse

im Sequenzier-Geraét.

2.2.3.4 Auswertung
Die Auswertung der Sequenzen wurde mit Hilfe der Programme pregap4 und

gap4 (Staden Packages) durchgefihrt.
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2.2.3.5 verwendete Oligonukleotide

Im Allgemeinen wurden fur die Sequenzierung dieselben Oligonukleotide ver-
wendet wie fur das LightCycler-Screening. Bei der Sequenzierung einzelner

Exons musste davon abgewichen werden:

- Exon 1+2: SLC9A6-Exonl+2-For/Rev-Neu3

- Exon 4: PCR mit SLC9A6-Exon4+5-For/Rev,
Sequenzier-PCR mit SLC9A6-Exon4-Rev-Sequ

- Exon5: SLC9A6-Exon5-For/Rev-SequNeu

- Exon7: SLC9A6-Exon7-For/Rev

- Exon 14: SLC9A6-Exonl4-For/Rev-Sequ
- Exon 15: SLC9A6-Exonl15-For/Rev

2.2.4 Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)

Um bei der Sequenzierung gefundene Variationen mit einer unabhangigen Me-
thode zu bestétigen, wurde, soweit geeignete Enzyme gefunden werden konn-
ten, ein Restriktionsverdau durchgeftihrt. Dabei macht man sich den naturlichen
Schutzmechanismus von Bakterien zunutze. Diese besitzen
Restriktionsendonukleasen (Enzyme), die Bakterien gegen eindringende frem-
de DNA durch deren Verdau (Restriktion) schiitzen. Endonukleasen erkennen
spezifische Abfolgen von Nukleotiden (Erkennungssequenz), schneiden da-
raufhin entweder direkt an dieser Stelle oder etwas versetzt und zerstéren so
die eingedrungene DNA [67]. Diese Eigenschaft kann man fir den Nachweis
von Variationen verwenden. Voraussetzung daflr ist, dass die die Variation
enthaltende Position innerhalb der Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms
liegt und diese so verandert wird, dass das Enzym spezifisch entweder die Nuk-
leotid-Abfolge des Wildtyps oder der Variation erkennt. Die dadurch entstehen-

den Fragmente kann man mit Hilfe einer Gelelektrophorese sichtbar machen.
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2.2.4.1 Auswahl der Enzyme

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden mit Hilfe des NEBcutter V2.0 er-
mittelt. Daflr wurden sowohl die Wildtyp-Sequenz als auch die die Variation
enthaltende Sequenz des PCR-Produkts eingesetzt. Aus der Menge der Uber-
mittelten Enzyme wurden die Enzyme herausgesucht, deren Erkennungsse-
quenz die zu untersuchende Position enthielt. Konnten mehrere verwendbare
Enzyme gefunden werden, wurde nach folgenden Kriterien entschieden: Zum
einen musste der Langenunterschied der durch den Verdau entstehenden
Fragmente mindestens 25bp grof3 sein, um sie auf dem Agarosegel spéater er-
kennen zu kénnen und zum anderen wurde eine Inkubationstemperatur von

37°C bevorzugt, um gegebenenfalls diese im Inkubator durchfiihren zu kénnen.

Tabelle 27: verwendete Restriktionsenzyme; rot: zu untersuchendes Nukleotid

Name Erkennungssequenz
Smll 5 CTYRAG 3
HpyCHA4llI 5°ACNGT 3

CviKI-1 5 RGCY 3

Banl 5 GGYRCC 3

Plel 5 GAGTC(N), 3
BspEl 5 TCCGGA 3

PfIMI 5° CCANNNNNTGG 3
Mboll 3 CTTCT(N); 5

Mwol 5° GCNNNNNNNGC 3
TspRI 5°NNCASTGNN 3

Tabelle 28: Variablen und deren Bedeutungen

Variable Bedeutung

N A, C,GoderT
R A oder C

Y CoderT

S CoderG
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2.2.4.2 Etablierung der Restriktion

Fur die Etablierung der verschiedenen Restriktionen standen durch Sequenzie-
rung gesicherte Positiv- und Negativ-DNA-Proben zur Verfligung. Im ersten
Schritt wurde mittels PCR der Bereich dieser DNA-Proben amplifiziert, der die
Variation enthalt. Nun musste herausgefunden werden, wieviel Enzymmenge
pro PCR-Produkt eingesetzt werden muss, um eine eindeutige Restriktion zu
erhalten. Das Ergebnis des jeweils ersten Verdaus gab dabei den Hinweis, ob
die einzusetzende Enzymmenge erhdht werden musste oder bereits weniger

Enzymmenge ausreichte.

Zusammenfassend wurden folgende Protokolle fur den Nachweis von Variatio-

nen etabliert:

Tabelle 29: Restriktionsprotokolle Teil 1

Smll HpyCHaA4lll Cvikl-1 Banl Plel
PCR-

15 15 15 10 10
Produkt [pl]
H,0 [ul] 2,55 2,8 2,8 2,6 2,7
Puffer [pl] , 2, 2, 2, 2, 2,
Name NEBuffer 4  NEBuffer4  NEBuffer4  NEBuffer4  NEBuffer 4
BSA [pl] 0,3 - - 0,3 -
Enzym [upl] 0,152 15U 0,22 1U 0,221U 0,12 2U 0,32 1,5U
Inkubation  55°C 2 37°C 2 37°C 2 37°C 2 37°C 2
Gel [%] 3 2 2 2 2
Loading

@ Bromphenolblau
Puffer
Ladder 50 bp Ladder
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Tabelle 30: Restriktionsprotokolle Teil 2

Mboll PfIMI BspEl Mwol TspRI
PCR- 10 15 15 11 11
Produkt [pl]
H,O [pl] 2,9 1,7 2,8 15 1,85
Puffer [pl], 1,5, 2, 2, 1,5, 1,5,
Name CutSmart NEBuffer 3  NEBuffer3 NEBuffer 3  NEBuffer 4
Buffer
BSA [ul] - 0,3 - - 0,15
Enzym W] gga3u 128U 022420 145U 0,52 5U
Inkubation 37°C 15" 37°C 2 37°C 2 60°C 2 65°C 2
Gel [%] 2 2 2 2 2
Loading @ Bromphenolblau
Puffer
Ladder 50 bp Ladder

2.2.5 SNaPshot

Bei der Sequenzierung wurden auch Variationen gefunden, die nicht mittels des
unter 2.2.4 beschriebenen Restriktionsfragment-Langen-Polymerismus bestatigt
werden konnten. In diesen Fallen wurde fir deren Bestatigung und die spatere
quantitative Untersuchung aller Patienten- und Kontroll-Proben SNaPshot®
Multiplex angewandt. Vorteil dieser Methode ist, dass die Proben zeitgleich auf
mehrere Variationen untersucht werden kénnen. Das Prinzip dieser Methode ist
der Sequenzierung &ahnlich, allerdings wird bedingt durch die alleinige Anwe-
senheit von ddNTPs immer nur eine Base in der Elongations-Phase angehangt,
danach erfolgt der Kettenabbruch (s. Kap. 2.2.3). Diese eine Base tragt die zu
untersuchende Variation und ist fluoreszenzmarkiert. Mittels der anschliel3en-
den Kapillarelektrophorese kénnen die untersuchten Proben genotypisiert wer-
den [68].
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2.2.5.1 Protokoll

Die Etablierung sowie die Durchfiihrung dieser SNaPshot-Analysen wurden von
Frau Brigitte Maurer, technische Assistentin im Labor fir Funktionelle
Neurogenomik des Hertie-Instituts fur klinische Hirnforschung, durchgefihrt.
Untersucht wurden zwei in diesem Projekt vorgefundene Variationen in Exon
4+5 und Exon 15 und eine im Zuge eines anderen Projektes auffallig geworde-
ne Mutation p.Thr489TyrfsX23 [58]. Im Folgenden wird das Protokoll dargelegt.

Zunachst wurden die Exons 4+5, 13 und 15 von jedem DNA-Sample amplifi-
ziert. Dafur wurde ein Protokoll mit 5% DMSO und 2mM MgCl, etabliert. Das
PCR-Programm entsprach dem Standard-Programm (s. Tab. 19).

Tabelle 31: PCR fiir SNaPshot

Volumen [ul]

Puffer 5x 3
Primer Forward 10uM 0,75
Primer Reverse 10pM 0,75
dNTPs 10uM 0,75
GoTaq 5U/ul 0,25
MgCl, 25mM 0,3
DMSO 100% 0,75
H,O 7,45
DNA ca. 50ng/pl 1
Gesamtvolumen 15

Um alle drei Variationen in einem Schritt untersuchen zu kénnen, wurden nun
die drei PCR-Produkte der jeweils selben DNA gepoolt (jeweils 3ul). 9ul des
daraus resultierenden PCR-Produkts wurden mit 2ul FastAP (1U/ul) und 1pl
Exol (2U/ul) eine Stunde bei 37°C und 15 Minuten bei 75°C aufgereinigt. Ziel
war das rickstandslose Entfernen der in der ersten PCR verwendeten
Oligonukleotide und dNTPs bzw. ddNTPs.

Im néchsten Schritt wurde die SNaPshot Multiplex PCR nach unten stehendem
Protokoll (s. Tab. 32) durchgefuhrt.
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Tabelle 32: SNaPshot ® Multiplex PCR

Volumen [ul]

PCR-Produkt 6 94°C I

H,O 0,8 96°C 10

Mix (ABI) 2 52°C 5" 25 Zyklen
Primer SNAP je 0,4 insges. 1,2 60°C  30“

Gesamtvolumen 10 10°C =

Auch dieses PCR-Produkt wurde durch Zugabe von 1ul FastAP (1U/ul) eine
Stunde bei 37°C und 15 Minuten bei 75°C aufgereinigt. Vor der Sequenzierung
wurde jeweils einem ul des PCR-Produktes 10ul Formamid und 0,2ul des LIZ-
Standards zugegeben.

Bei der Auswertung stellte sich heraus, dass die Mutation in Exon 13 besser
detektierbar ist, wenn sie nicht mit den anderen Exons gepoolt wurde. Das Pro-
tokoll zur getrennten Analyse unterschied sich lediglich in der SNaPshot Multi-

plex PCR mit einem Gesamtvolumen von 8yl (s. Tab. 33).

Tabelle 33: SNaPshot ® Multiplex PCR fur Exon 13

Volumen [pl]

PCR-Produkt 6 94°C I
96°C 10
Mix (ABI) 1,6 52°C 5" 25 Zyklen
Primer SNAP 0,4 60°C 30"
Gesamtvolumen 8 10°C
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2.2.6 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung wurde in Kooperation mit Frau Lisa Wang, Abtei-
lung fur Klinische Epidemiologie und angewandte Biometrie der Universitat Tu-
bingen, durchgefihrt. Mit Hilfe des logistischen Regressionsmodells wurde der
Zusammenhang zwischen dem ,Krankheitsstatus” (erkrankt ja/nein) als Zielva-
riable und den beiden Einflussfaktoren ,Geschlecht* (0: weiblich, 1: mannlich)
und ,Vorliegen des SNPs" (0: nein, 1: ja) analysiert. AnschlieRend wurde das
logistische Regressionsmodell nach getrennten Geschlechtern mit dem ,Krank-
heitsstatus® (erkrankt ja/nein) als Zielvariable und dem Einflussfaktor ,Vorliegen
des SNPs"” (0: nein, 1: ja) durchgefuhrt. Fir die statistische Analyse wurde das
Programm R (Version 3.0.2) verwendet. Die Odds Ratios und deren

Konfidenzintervalle (95%) (KI) wurden nach folgenden Formeln berechnet:

Odds ratio = eEsnmates Kl = e(Estlmatestl,% Standardfehler)

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant definiert. Zur weiteren Uber-
prifung wurde der exakte Test nach Fisher eingesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Nicht validierte Auffalligkeiten aus der Screeninguntersuchung
mittels HRM

Wichtig in dem ersten Schritt des Screenings ist es, eine Methode mit einer
maoglichst hohen Sensitivitat zu wahlen. Falsch positive Testergebnisse werden
in Kauf genommen und im nachsten Untersuchungsschritt, der Sequenzierung,
herausgefiltert. Im Folgenden wird eine Auswahl an falsch positiven High-

Resolution-Melting-Laufen dargestellt.

3.1.1 Analyse des Exons 3
Abbildung 15 zeigt den HRM-Lauf von Patienten-Platte 1. Untersucht wurde

hier Exon 3. Die Software markierte bereits selbststandig drei Proben (rote Kur-

ven).

Normalized and Shifted Melting Curves
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Abbildung 15: HRM-Lauf der Patienten-Platte 1 in Exon 3. Es ist die relative Signalstarke
(x-Achse) gegen die Temperatur (y-Achse) beim HRM aufgetragen. Das Schmelzverhalten der
drei roten Kurven ist im Vergleich zu den restlichen Proben (blaue Kurven) deutlich veréndert.
Die unterste rote Kurve stellt das Schmelzverhalten der Proben A3 und B3 dar, die mittlere rote
Kurve G2 und H2 und die oberste A1 und B1.

Bei der anschlieRenden Sequenzierung konnte bei keiner der sechs Patienten-
Proben eine Veranderung in deren Basensequenz festgestellt werden. Sie gel-

ten als falsch positiv im initialen Screening.
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3.1.2 Analyse des Exons 10

Ein weiteres Beispiel fur falsch positive HRM-Kurven zeigt Abbildung 16. Hier
wurde das Exon 10 auf der Patienten-Platte 2 untersucht. Dieses Beispiel soll
veranschaulichen, dass auch von der Software als nicht auffallig gekennzeich-

nete Proben sequenziert wurden, um ein Ubersehen von Mutationen auszu-

schliel3en.
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Abbildung 16: HRM-Lauf der Patienten-Platte 2 (Exon 10). Es ist die relative Signalstarke
(x-Achse) gegen die Temperatur (y-Achse) beim HRM aufgetragen. A Zwei Schmelzkurven
zeigen ein deutlich verandertes Schmelzverhalten (rote und griine Kurve), auRerdem setzt sich
eine kleine Gruppe blauer Kurven von der Masse ab, deren Anzahl nicht genau differenzierbar
ist. B Darstellung im ,Difference Plot". Hier ist erkennbar, dass sich drei blaue Kurven leicht von
der Masse abheben (A1+A2 und E7+E8 der Patienten-Platte 2 und A5+A6 der Patienten-Platte
1).

Es wurden folglich die Proben Al, A2, C1, C2, E7, E8, H3 und H4 der Patien-
ten-Platte 2 und A5, A6 der Patienten-Platte 1 sequenziert. Keine der Proben

zeigte eine Veranderung in deren Basensequenz.
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Die Auswertung des Screenings erfolgte mittels der in Kapitel 2.2.2.4 beschrie-
benen Analyseprogramme. Gesucht wurden Proben, deren Schmelzverhalten
eine Abweichung im Vergleich zu den anderen Proben aufwies. Insgesamt wur-
den in den 17 untersuchten Exons 320 Patienten-Proben als aufféallig gewertet
und sequenziert. Zehn Proben wurden zuséatzlich sequenziert, da im LightCycler
eine zu geringe Anzahl an Amplifikaten produziert werden konnten und somit
das HRM nicht genug Aussagekraft hatte. Bei der Sequenzierung wurde in 254
Proben kein Hinweis auf eine veranderte Basensequenz festgestellt. 76 Proben

bendtigten eine weitere Uberprifung.

3.2 Nicht validierte Auffalligkeiten aus der Screeninguntersuchung

mittels HRM und der Sequenzierung

War eine Probe im LightCycler auffallig und die durch direkte Sequenzierung
dargestellte Nukleotidabfolge zeigte ebenfalls eine Veranderung im Vergleich
zur Wildtypsequenz, wurde diese noch durch eine dritte, von den ersten Metho-
den unabhangige, Methode Uberprift. In zwei Fallen hat diese dritte Methode

den Verdacht nicht bestétigt, was im Folgenden dargestellt wird.
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3.2.1 Exon 17

Der HRM-Lauf der Patienten-Platte 1 in Exon 17 ergab zwei auffallige Kurven-
verlaufe (s. Abb. 17).
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Abbildung 17: HRM-Lauf der Patienten-Platte 1 in Exon 17. Es ist die relative Signalstarke
(x-Achse) gegen die Temperatur (y-Achse) beim HRM aufgetragen. Die Schmelzkurven zweier
samples (rote und griine Kurve) zeigen einen im Vergleich zur Masse (blaue Kurven) leicht
veranderten Verlauf. Die rote Kurve stellt das Schmelzverhalten der Patienten-Probe H5 und
einer zufallig gewahlten nicht aus dem Patienten- oder Kontrollen-Kollektiv stammenden DNA-
Probe dar. Die griine Kurve H1 und H2.

Da eines dieser samples nicht mit einer zweiten Patienten-DNA gepoolt wurde,
sondern mit einer zufallig ausgewéhlten DNA, die weder zu den Patienten noch
zu den Kontrollen zahlte, wurden im nachsten Schritt drei DNA-Proben (H1, H2

und H5) sequenziert.

In der Probe H1 und etwas schwacher in H5 war an der Position ¢.1853 ein zu-

satzliches Thymin-Signal zu sehen (s. Abb. 18).

'E17_Plattel_H5R_Lena_29_ E04
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Abbildung 18: Auszug aus der direkten Sequenzierung der Patienten-Proben H5 (A) und H1
(B). Beide Sequenzierungen wurden mit dem Reverse-Primer durchgefihrt.
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Da sich dieser hauptsachlich mit dem Adenin-Signal Uberschnitt und eine Inser-
tion aufgrund der links und rechts anschlielRenden gleichmaldigen singularen
Signalen ausgeschlosssen werden konnte, wurde ein Restriktionsenzym fir den
Basenaustausch ¢.1853A>T gesucht. Das Enzym PfIMI stellte sich fur diese
Variation als geeignet heraus. Beim Vorliegen des Wildtyps soll es das PCR-
Produkt in zwei Fragmente von 260bp und 185bp schneiden. Es wurden die
Patienten-Probe H1, die in der Sequenzierung das starkere Thymin-Signal zeig-
te und zwei in der Sequenzierung unaufféllige Proben verdaut (Protokoll s. Tab.
30).

H1l  Wildtyp

bp
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Abbildung 19: Restriktion mit 5U HpyCHA4IIl und 8U des Enzyms Pflml, aufgetragen auf ein
2%iges Agarose-Gel. Links wurde eine 50bp Leiter als Marker aufgetragen, rechts daneben
sechsmal Restriktionen mit dem Enzym HpyCH4lll (s. Kap. 3.4.5) und dreimal mit dem Enzym
Pfiml. In der 8. Spalte befindet sich die Restriktion der Probe mit der mdglichen Variation (Pro-
be H1). In Spalte 9 und 10 sind Restriktionen zwei verschiedener DNA-Proben aufgetragen, bei
denen an der zu untersuchenden Position eine Wildtyp-Sequenz vorliegt (durch direkte Se-
quenzierung gesichert). Die Erkennungssequenz des Enzyms Pflml entspricht der Wildtypse-
quenz. Bei deren Vorliegen wird folglich das 445bp grof3e PCR-Produkt in zwei Fragmente zu
260bp und 185bp geschnitten. Es ist deutlich zu sehen, dass sowohl die Proben mit der
Wildtyp-Sequenz als auch die mit der mdglichen Variation geschnitten werden. Ein Vorliegen
der vermuteten Variation konnte somit nicht bestétigt werden.

Die Restriktion zeigte jedoch, dass sowohl das PCR-Produkt der Patienten-
Probe H1 als auch die PCR-Produkte der in den Sequenzierungen unauffalligen
Proben von dem Restriktionsenzym geschnitten wurden. Das Vorliegen der

vermuteten Mutation konnte somit nicht bestétigt werden.
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3.2.2 Exon 17 und Intron 17

Der HRM-Lauf der Patienten-Platte 3 in Exon 17 ergab drei auffallige Kurven-
verlaufe (s. Abb. 20).
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Abbildung 20: HRM-Lauf der Patienten-Platte 3 in Exon 17. Es ist die relative Signalstarke
(x-Achse) gegen die Temperatur (y-Achse) beim HRM aufgetragen. Die zwei roten Kurven stel-
len das Schmelzverhalten der Proben G1/G2 und G3/G4, die griine Kurve das Schmelzverhal-
ten der Probe All dar. Sie weisen ein im Vergleich zu den anderen Proben (blaue Kurven)
verandertes Schmelzverhalten auf.

Es wurden im n&chsten Schritt funf aus den drei Kurven resultierende DNA-
Proben (G1, G2, G3, G4 und All) sequenziert. G1, G2, G3 und A1l waren un-
auffallig.

Das sample G4 war schon zuvor bei der Konzentrations- und Rationsmessung
am Nanodrop (Spectrophotometer ND-100) aufgefallen. Die Ratio 260/230 lag
mit 0,74 weit unter dem Referenzwert fur reine DNA von 2,0-2-2. Vermutlich
aufgrund dessen musste dieses Sample mehrmals sequenziert werden, bis ein
einziges Mal ein auswertbares Ergebnis erhalten wurde. Die Sequenz zeigt an
zwei Positionen eine Auffélligkeit. Die erste (s. Abb. 21) befindet sich im Exon
17 (p.641), die zweite (s. Abb. 22) in Intron 17 (c. 1950+18). Es wird beide Male
ein heterozygoter Austausch von Thymin zu Cytosin vermutet, an p.641 bewirkt

dies keinen Aminosdurenaustausch.
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Abbildung 21: Auszug der direkten Sequenzierung der Probe G4 der Patienten-Platte 3. Oben
sequenziert mit dem Forward-Primer, unten mit dem Reverse-Primer. Die Position mit dem
vermuteten Basenaustausch ist durch die senkrechte Linie in der Mitte der Sequenz gekenn-
zeichnet.

# EW17_Platted_G4F_Lena 83 A12

Abbildung 22: Auszug der direkten Sequenzierung der Probe G4 der Patienten-Platte 3. Oben
sequenziert mit dem Forward-Primer, unten mit dem Reverse-Primer. Die Position mit dem
vermuteten Basenaustausch ist durch die senkrechte Linie in der Mitte der Sequenz gekenn-
zeichnet.

Aufgrund der oben beschriebenen Schwierigkeiten wurde uns von der Universi-
tat London, von der wir diese Probe urspriinglich erhalten hatten, eine neue
Probe desselben Patienten zur Verfigung gestellt. Mit dieser wurde das tat-
sachliche Vorliegen der vermuteten Variationen untersucht. Fir die Bestatigung
konnten zwei geeignete Restriktionsenzyme gefunden werden. Mwol fur die im

Exon 17 liegende Mutation und TspRI fur die in Intron 17.
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Abbildung 23: Restriktion mit 10U Mwol und 20U TspRI, aufgetragen auf ein 2%iges Agarose-
Gel. Links wurde eine 50bp Leiter als Marker aufgetragen, rechts daneben drei Restriktionen
mit dem Enzym Mwol und drei mit dem Enzym TspRI. Jeweils die erste Probe (Spur 1 und 4)
zeigt die Restriktion von G4, die zwei weiteren Proben (Spuren 2+3 und 5+6) die von durch
Sequenzierung gesicherten Negativ-Kontrollen. Die Erkennungssequenz des Enzyms Mwol
entspricht der mutierten Nukleotid-Abfolge/Sequenz. Bei Vorliegen der vermuteten Mutation
schneidet dieses das 445bp grofRe PCR-Produkt in zwei Fragmente von 320bp und 125bp. Die
Erkennungssequenz des Enzyms TspRI entspricht ebenfalls der mutierten Nukleotid-
Abfolge/Sequenz. Bei Vorliegen der vermuteten Mutation wird das 445bp gro3e PCR-Produkt
an drei Stellen geschnitten, es entstehen vier Fragmente (204bp, 173bp, 59bp und 9bp). Liegt
die Mutation nicht vor, schneidet TspRI das PCR-Produkt an zwei Stellen, es entstehen drei
Fragmente (263bp, 173bp und 9bp).

Die RFLP konnte das Vorliegen der vermuteten Mutationen nicht bestatigen.
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3.3 Aufféallige Sequenzen in Intron 4 und 15

Bei der Sequenzierung der Exons 4+5 und 15 fiel in allen Proben eine Unre-
gelmafigkeit auf. Bei Betrachtung der Basenfolge ist zu erwahnen, dass sich
angrenzend an diese Auffalligkeit in beiden Fallen dieselbe Base mehrfach wie-
derholt. In Intron 4 folgt zwdlfmal hintereinander die Base Thymin, in Intron 15

elfmal Adenin (graue Hinterlegung in Tabelle 34 und 35).

Tabelle 34: Exon 5 (Grol3buchstaben, schwarz) mit angrenzendem Intron 4 und 5 (Kleinbuch-
staben, blau), zwélf sich wiederholende Thymin-Basen (grau hinterlegt).

ttctaacagtgtaaCctttLtLLtLtttgtcagAGACATTTTTTTCGAAATCTTGGGTCT
ATCCTAGCATACGCTTTTCTTGGAACAGCAATTTCTTGTTTCGTTATTGGgtaagtatt
ttaagcttaaaatactttgtggccttc

Tabelle 35: Exon 15 (GrofRbuchstaben, schwarz) mit angrenzendem Intron 14 und 15 (Klein-
buchstaben, blau), elf sich wiederholende Adenin-Basen (grau hinterlegt).

ttgatttctgtattatctatctgcagGGTGTTCCTGAAAATGAAAGGAGAACTACCAAA
GCAGAGAGTGCTTGGCTTTTCCGGATGTGGTACAACTTTGATCATAAgtatccttaatt
gagggaaaaaaaaaaaggataatgtg

In den Sequenzen konnte jeweils nach den sich mehrfach wiederholenden Ba-

sen eine Dopplung der Signale beobachtet werden (s. Abb. 24 und 25).

# ExiS_Plated_FIF_Lena 23 GO3
1
f

f A

gtgtaacEttbttbtttttgt :j AGACHATTTTT

gtgtaacBEEEEEEEEEE NNt dagAGAQATTTTT

Abbildung 24: A Ausschnitt aus der direkten Sequenzierung der Probe F1 der Patienten-Platte
2 (Exon 4+5). B Ausschnitt der Sequenz von Exon 5 (Grol3buchstaben, schwarz) mit angren-
zendem Intron 4 (Kleinbuchstaben, blau), zwélf sich wiederholende Thymin-Basen (grau hinter-
legt), erste Zeile Wildtypsequenz, zweite Zeile mogliche Variation (Insertion einer Thymin-
Base). In den drei eingerahmten Bereichen (blau, rot, griin) sind jeweils die Signale der Wildtyp-
Sequenz und der mdglichen Variations-Sequenz zu sehen.
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TTaattgagggaaaaaaasaasasg
TTtaattgagggaaaaaaaaagq

Ex15_Plalls]_AZR_Lema_45_FIOE
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Abbildung 25: Ausschnitte aus der Sequenzierung der Probe A2 der Patienten-Platte 1 (Exon
15). A und C Signale der direkten Sequenzierung A Forward C Reverse Primer B und D Aus-
schnitt der Sequenz von Intron 15, elf sich wiederholende Adenin-Basen (grau hinterlegt), je-
weils erste Zeile Wildtypsequenz, zweite Zeile mdgliche Variation (Deletion von einer der elf
Adenin-Basen). In den drei eingerahmten Bereichen (blau, rot, griin) sind jeweils die Signale
der Wildtyp-Sequenz und der mdglichen Variations-Sequenz zu sehen.

Diese Dopplung der Signale deutet in Intron 4 auf eine heterozygote Insertion
einer Thymin-Base und in Intron 15 auf eine heterozygote Deletion einer
Adenin-Base hin. Dagegen spricht jedoch, dass diese Auffalligkeit in jeder
sequenzierten Patienten-Probe zu finden war. Unglaubwirdig macht diese
Vermutung aul3erdem, dass diese auch bei DNA-Proben mannlicher Patienten
gefunden wurden. Bei diesen ist jedoch ein Auftreten einer heterozygoten Va-

riation wegen der Lage von SLC9A6 auf dem X-Chromosom nicht mdglich.
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3.4 Validierte Auffalligkeiten aus der Screeninguntersuchung mittels
HRM

3.4.1 Intron 4

Bei dem Light-Cycler-Lauf (High Resolution Melting) von Exon 4+5 fielen in Pa-
tienten-Platte 2 und 3 insgesamt 3 Kurvenverlaufe durch ein verandertes
Schmelzverhalten auf. Die frihere/starkere Abnahme der relativen Signalstarke
beim Schmelzvorgang weist auf eine zuvorige Bildung von Heterodublices und

somit auf eine mogliche Veranderung der Basenfolge hin.
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Abbildung 26: HRM-Lauf der Patienten-Platte 3 in Exon 4+5. Es ist die relative Signalstarke
(x-Achse) gegen die Temperatur (y-Achse) beim HRM aufgetragen. Die rote Kurve stellt hier
das Schmelzverhalten der Proben F7 und F8 der Patienten-Platte 3 dar. Sie weist ein im Ver-
gleich zu den anderen Proben (blaue Kurven) deutlich verandertes Schmelzverhalten auf.
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Abbildung 27: HRM-Lauf der Patienten-Platte 2 in Exon 4+5. Es ist die relative Signalstarke
(x-Achse) gegen die Temperatur (y-Achse) beim HRM aufgetragen. Die rote Kurve stellt hier
das Schmelzverhalten der Proben H7 und H8, die griine der Proben G5 unf G6 der Patienten-
Platte 2 dar. Sie weisen ein im Vergleich zu den anderen Proben (blaue Kurven) deutlich ver-
andertes Schmelzverhalten auf.
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In der anschlielenden direkten Sequenzierung wurden die Amplifikate der
sechs DNA-samples auf eine Veranderung in deren Basenfolge untersucht. H7,
G5 und G6 der Patienten-Platte 2 und F8 der Patienten-Platte 3 zeigen keine
Auffalligkeiten. Die samples H8 der Patienten-Platte 2 und F7 der Patienten-
Platte 3 zeigen dagegen an Position ¢.448-71 einen Basenaustausch von G
nach C.

E«5_Platte? H8F_Lena_28_D04
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Abbildung 28: Auszug der direkten Sequenzierung der Proben H8 (oben) und H7 (unten) der
Patienten-Platte 2 und F7 (Mitte) der Patienten-Platte 3. Die Position mit dem vermuteten
Basenaustausch ist durch die senkrechte Linie in der Mitte der Sequenz gekennzeichnet. Die
Basenfolge in der untersten Reihe entspricht der des Wildtyps, H8 lasst auf einen homo- oder
hemizygoten Austausch schliel3en, F7 auf einen heterozygoten.

180 150

Der Basenaustausch von Guanin zu Cytosin  bewirkt keinen
Aminosaurenaustausch und ist somit ,still* (c.448-71G>C). Es handelt sich um

einen bekannten SNP, der unter der rs-Nummer 116275343 gelistet ist.

Im nachsten Schritt wurde das Vorliegen des oben genannten SNPs mit Hilfe
von SNaPshot® Multiplex bestatigt.
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Abbildung 29: Auszug aus der SNaPshot-Analyse. Guanin ist blau kodiert, Cytosin schwarz.
Der in diesem Falle zu beurteilende Peak befindet sich auf der Y-Achse zwischen 35 und 40. A
zeigt an dieser Position einen schwarzen Peak. Der SNP liegt folglich homozygot vor. In B ist

sowohl ein schwarzer als auch ein blauer Peak zu sehen. Der SNP liegt heterozygot vor. In C
ist ein einzelner blauer Peak zu sehen. Es liegt die Wildtyp-Sequenz vor.

s

Um zum Abschluss eine mdgliche Assoziation zwischen identifizierten geneti-
schen Varianten im SLC9A6 Gen und CBS/CBD herstellen zu kdnnen, wurden
mit Hilfe von SNaPshot® Multiplex alle DNA-samples der Patienten- und Kont-

roligruppe auf diese Variation untersucht.

Tabelle 36: Ergebnis der Uberpriifung aller Patienten- und Kontroll-Proben auf ¢.448-71G>C
mittels SNaPshot.

Genotyp Alleltrager
méannlich weiblich
G C GG GC CC G C
Patientengruppe | 77 0 128 1 0 334 1
(n=206)
Kontrollgruppe | 120 0 107 0 0 334 0
(n=227)
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Acht Patienten-Proben mit unbekanntem Geschlecht ergaben den Genotyp G
bzw. GG, eine den Genotyp C bzw. CC. Sie sind in der statistischen Auswer-

tung nicht enthalten.

Tabelle 37 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung. Die Analyse er-
folgte in einem logistischen Regressionsmodell mit dem ,Krankheitsstatus” (er-
krankt ja/nein) als Zielvariable und den beiden Einflussfaktoren ,,Geschlecht® (O:
weiblich, 1: méannlich) und ,Vorliegen des SNPs* (0: nein, 1: ja). Wie die gegen-
Uber dem Signifikanzlevel von 0,05 deutlich hoheren p-Werte und die von < 1
bis > 1 reichenden Konfidenzintervalle zeigen, wurden sowohl bei der Analyse
der gesamten Kohorte als auch in der nach Geschlechtern getrennten Analyse
keine signifikanten Zusammenhange zwischen dem Vorliegen des SNPs und
dem Krankheitsstatus festgestellt. Mit dem anschlieRend durchgefiihrten exak-
ten Test nach Fisher konnten ebenfalls keine Zusammenhdnge festgestellt

werden.

Tabelle 37: Statistische Auswertung des gefundenen SNPs. Dargestellt sind die Odds Ratios,
deren Konfidenzintervalle (95%) und die p-Werte des SNPs, aufgelistet nach den analysierten
Gruppen (nur Frauen, nur Manner, gesamte Kohorte). Odds Ratios tber 1 kénnten einen Risi-
kofaktor, unter 1 einen Schutzfaktor vermuten lassen. Allerdings zeigen die gegeniiber dem
Signifikanzlevel von 0,05 deutlich héheren p-Werte und die von < 1 bis > 1 reichenden
Konfidenzintervalle, dass diese Ergebnisse als nicht signifikant (n.s.) einzustufen sind.

SNP Gruppen Odds Konfidenzintervall p-Wert
ratio (95%)
rs 116275343 Frauen 1,57 0,59 4,19 0,37 n.s.
Manner - - - -
gesamt 1,57 0,60 4,15 0,36 n.s.
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3.4.2 Exon 10

Bei der Beurteilung des Schmelzverhaltens der Proben von Patienten-Platte 1
in Exon 10 setzten sich zwei Kurven von den restlichen ab (s. Abb. 30). Sie zei-
gen bereits bei niedrigeren Temperaturen einen deutlichen Signalrickgang,
was ein Hinweis auf das Vorliegen von Heterodublices ist.
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Abbildung 30: HRM-Lauf der Patienten-Platte 1 in Exon 10. Es ist die relative Signalstarke
(x-Achse) gegen die Temperatur (y-Achse) beim HRM aufgetragen. Die Signalstarke der Pro-
ben, die die beiden roten Kurven darstellen, nimmt im Vergleich zu den restlichen Proben
(blaue Kurven) bereits bei deutlich niedrigeren Temperaturen ab. Die untere rote Kurve stellt
das Schmelzverhalten der Proben B3 und B4 dar, die obere rote Kurve B1 und B2 und die gri-
ne A5 und AG6.

Im nachsten Schritt wurden diese sechs DNA-Proben sequenziert. Die sich nur
schwach von den blauen Kurven abhebenden Proben A5 und A6 (griine Kurve
in Abb. 30) wiesen keine Auffalligkeiten in der Nukleotidabfolge auf. Bei den
beiden anderen Paaren B1/B2 und B3/B4 war jeweils eine Probe unauffallig (B1
und B3), bei B2 und B4 wurde dagegen ein Basenaustausch an Position ¢.1029
gefunden (s. Abb. 31).
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Abbildung 31: Auszug der direkten Sequenzierung der Proben B2 (oben) und B4 (Mitte) und
B1 (unten) der Patienten-Platte 1. Die Position mit dem vermuteten Basenaustausch ist durch
die senkrechte Linie in der Mitte der Sequenz gekennzeichnet. Die Basenfolge in der untersten
Reihe entspricht der des Wildtyps, B2 und B4 lassen auf einen heterozygoten Austausch
schlie3en.

Der Basenaustausch von Adenin zu Cytosin  bewirkt  keinen
Aminosaurenaustausch, es ist ein sogenannter stiller Austausch (p.A343A). Es
handelt sich um einen bekannten SNP, der unter der rs-Nummer 142049079

gelistet ist.

Nun erfolgte noch die Bestatigung des Basenaustauschs mittels Restriktion. Es
wurde das Enzym Cvikl-1 gefunden, dessen Erkennungssequenz der Nukleo-
tid-Abfolge der Variation entspricht und somit nur bei Vorliegen des
Basenaustausches das 187bp grof3e PCR-Produkt in drei Fragmente zu je
86bp, 83bp und 18bp schneidet (s. Abb 32).
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Abbildung 32: Restriktion mit 1U HpyCHA4IlIl und 1U Cvikl-1, aufgetragen auf ein 2%iges
Agarose-Gel. Links wurde eine 50bp Leiter als Marker aufgetragen, rechts daneben viermal
Restriktionen mit dem Enzym HpyCH4lll (s. Kap. 3.4.5) und viermal mit dem Enzym Cvikl-1.
Jeweils zwei Proben waren dabei heterozygote Variationstrager und zwei Wildtyp. Die Erken-
nungssequenz des Enzyms Cvikl-1 entspricht der mutierten Nukleotid-Abfolge/Sequenz. Diese
schneidet an zwei Stellen, wodurch drei Fragmente in Lange von 86bp, 83bp und 18bp (auf
dem Gel nicht sichtbar) entstehen. Das ungeschnittene PCR-Produkt des Wildtyps hat eine
Lange von 187bp. Die Restriktion mit HpyCHA4IIl diente der Bestéatigung einer in dem Kapitel
3.4.5 aufgefuihrten Variation.

Um eine mdogliche Assoziation dieses SNPs mit CBS/CBD zu Uberprifen, wur-
den nun sowohl alle Patienten-Proben als auch die gesunden Kontroll-Proben

mit Hilfe der Restriktion Gberpruft.

Tabelle 38: Ergebnis der Uberpriifung aller Patienten- und Kontroll-Proben auf p.A343A mittels
Restriktion.

Genotyp Alleltrager
mannlich weiblich
A C AA AC cC A C
Patientengruppe 81 0 131 2 0 345 2
(n=214)
Kontrollgruppe 101 1 83 3 0 270 4
(n=188)

Neun Patienten-Proben mit unbekanntem Geschlecht ergaben den Genotyp A
bzw. AA. Sie sind in der statistischen Auswertung nicht enthalten.
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Tabelle 39 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung. Die Analyse er-
folgte in einem logistischen Regressionsmodell mit dem ,Krankheitsstatus” (er-
krankt ja/nein) als Zielvariable und den beiden Einflussfaktoren ,Geschlecht*
(O: weiblich, 1: mannlich) und ,Vorliegen des SNPs" (0: nein, 1: ja). Wie die ge-
genuber dem Signifikanzlevel von 0,05 deutlich héheren p-Werte und die von <
1 bis > 1 reichenden Konfidenzintervalle zeigen, wurden sowohl bei der Analyse
der gesamten Kohorte als auch in der nach Geschlechtern getrennten Analyse
keine signifikanten Zusammenhange zwischen dem Vorliegen des SNPs und
dem Krankheitsstatus festgestellt. Mit dem anschlieRend durchgefiihrten exak-
ten Test nach Fisher konnten ebenfalls keine Zusammenhange festgestellt

werden.

Tabelle 39: Statistische Auswertung des gefundenen SNPs. Dargestellt sind die Odds Ratios,
deren Konfidenzintervalle (95%) und die p-Werte des SNPs, aufgelistet nach den analysierten
Gruppen (nur Frauen, nur Manner, gesamte Kohorte). Odds Ratios Uber 1 kénnten einen Risi-
kofaktor, unter 1 einen Schutzfaktor vermuten lassen. Allerdings zeigen die gegeniiber dem
Signifikanzlevel von 0,05 deutlich héheren p-Werte und die von < 1 bis > 1 reichenden
Konfidenzintervalle, dass diese Ergebnisse als nicht signifikant (n.s.) einzustufen sind.

SNP Gruppen Odds Konfidenzintervall p-Wert
ratio (95%)
rs 142049079 Frauen 0,81 0,52 1,25 0,34 n.s.
Manner 0,64 0,24 1,71 0,37 n.s.
gesamt 0,78 0,52 1,16 0,22 n.s.
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3.4.3 Exon 11

Der HRM-Lauf der Proben von Patienten-Platte 2 in Exon 11 ergab zwei durch
ein verandertes Schmelzverhalten auffallig gewordene Kurven (rote Kurven, s.
Abb. 33).
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Abbildung 33: HRM-Lauf der Patienten-Platte 2 in Exon 11. Es ist die relative Signalstarke
(x-Achse) gegen die Temperatur (y-Achse) beim HRM aufgetragen. Die Signalstarke der Pro-
ben, die die beiden roten Kurven darstellen, nimmt im Vergleich zu den restlichen Proben
(blaue Kurven) bereits bei deutlich niedrigeren Temperaturen ab. Die untere rote Kurve stellt
das Schmelzverhalten der Proben A9 und A10 dar, die obere rote Kurve B1 und B2.

Es wurden im nachsten Schritt folglich vier DNA-Proben (A9, A10, B1 und B2)
sequenziert. Drei dieser Proben zeigten eine dem Wildtyp entsprechende
Nukleotidabfolge, in Probe B1 war an Position ¢.1119 ein Basenaustausch zu
sehen (s. Abb. 34).

Ex11_Platte2 B1R_Lena_Plattel_E3_G03
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Abbildung 34: Auszug der direkten Sequenzierung der Probe B1 (oben) und B2 (unten) der
Patienten-Platte 2. Die Position mit dem vermuteten Basenaustausch ist durch die senkrechte
Linie in der Mitte der Sequenz gekennzeichnet. Die Basenfolge in der unteren Reihe entspricht
der des Wildtyps, die obere lasst auf einen Basenaustausch schlieRen. Ob dieser homo-, hemi-
oder heterozygot ist, ist nicht eindeutig zu erkennen.
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An Position ¢.1119 wurde ein Basenaustausch von Cytosin zu Thymin festge-
stellt. Diese Variation bewirkt keinen Aminosaurenaustausch (p.I1373l) und ist
als SNP mit der rs-Nummer rs 140158476 gelistet.

Fur die Bestatigung des Basenaustausches konnte ebenfalls ein Restriktions-
enzym (Mboll) gefunden werden, dessen Erkennungssequenz durch den
Basenaustausch in der Variation verloren geht und daher nur in der Wildtyp-
Sequenz schneidet. Das 227bp grol3e PCR-Produkt wird in zwei Fragmente zu
159bp und 69bp geschnitten (s. Abb. 35).
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Abbildung 35: Restriktion mit 2U des Enzyms Mboll, aufgetragen auf ein 2%iges Agarose-Gel.
Links wurde eine 50bp Leiter als Marker aufgetragen, rechts daneben vier Restriktionen, wovon
die zwei linken hemizygote Variationstrager waren und die zwei rechten Wildtyp. Die Erken-
nungssequenz des Enzyms entspricht der Nukleotid-Abfolge des Wildtyps. Das PCR-Produkt
des hemizygoten Variationstréagers bleibt somit mit einer Lange von 227bp unverandert, die
Wildtyp-Sequenz wird in zwei Fragmente zu 159bp und 69bp aufgeteilt.

Um eine mdgliche Assoziation dieses SNPs mit CBS/CBD zu Uberprifen, wur-
den nun sowohl alle Patienten-Proben als auch die gesunden Kontroll-Proben

mit Hilfe der Restriktion Gberpruft.
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Tabelle 40: Ergebnis der Uberpriifung aller Patienten- und Kontroll-Proben auf p.13731 mittels
Restriktion.

Genotyp Alleltrager
méannlich weiblich
C T cC CT TT C T
Patientengruppe | 78 1 131 0 0 340 1
(n=210)
Kontrollgruppe |97 0 97 0 0 201 0
(n=194)

Neun Patienten-Proben mit unbekanntem Geschlecht ergaben den Genotyp C

bzw. CC. Sie sind in der statistischen Auswertung nicht enthalten.

Tabelle 41 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung. Die Analyse er-
folgte in einem logistischen Regressionsmodell mit dem ,Krankheitsstatus” (er-
krankt ja/nein) als Zielvariable und den beiden Einflussfaktoren ,Geschlecht® (O:
weiblich, 1: mannlich) und ,Vorliegen des SNPs” (0: nein, 1: ja). Wie die gegen-
Uber dem Signifikanzlevel von 0,05 deutlich hoheren p-Werte und die von < 1
bis > 1 reichenden Konfidenzintervalle zeigen, wurden sowohl bei der Analyse
der gesamten Kohorte als auch in der nach Geschlechtern getrennten Analyse
keine signifikanten Zusammenhange zwischen dem Vorliegen des SNPs und
dem Krankheitsstatus festgestellt. Mit dem anschlieRend durchgefiihrten exak-
ten Test nach Fisher konnten ebenfalls keine Zusammenhédnge festgestellt

werden.

Tabelle 41: Statistische Auswertung des gefundenen SNPs. Dargestellt sind die Odds Ratios,
deren Konfidenzintervalle (95%) und die p-Werte des SNPs, aufgelistet nach den analysierten
Gruppen (nur Frauen, nur Manner, gesamte Kohorte). Odds Ratios Uiber 1 kénnten einen Risi-
kofaktor, unter 1 einen Schutzfaktor vermuten lassen. Allerdings zeigen die gegentber dem
Signifikanzlevel von 0,05 deutlich héheren p-Werte und die von < 1 bhis > 1 reichenden
Konfidenzintervalle, dass diese Ergebnisse als nicht signifikant (n.s.) einzustufen sind.

SNP Gruppen Odds Konfidenzintervall p-Wert
ratio (95%)
rs 140158476 Frauen - - - -
Manner 1,75 0,66 4,66 0,26 n.s.
gesamt 1,75 0,66 4,62 0,26 n.s.

69




3.4.4 Intron 11 und 12

Die HRM-Laufe von Exon 12 ergaben in allen drei Patienten-Platten auffallige

Schmelzkurvenverlaufe. Beispielhaft zeigt dies Abbildung 36.
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Abbildung 36: HRM-Lauf der Patienten-Platte 3 in Exon 12. Es ist die relative Signalstarke
(x-Achse) gegen die Temperatur (y-Achse) beim HRM aufgetragen. Die Signalstarke der Pro-
ben, die die drei roten und die einzelne griine Kurve darstellen, nimmt im Vergleich zu den rest-
lichen Proben (blaue Kurven) bereits bei deutlich niedrigeren Temperaturen ab. Die unterste
rote Kurve stellt das Schmelzverhalten der Proben D3/D4, die mittlere rote E11/E12, die oberste
F7/F8 dar. Grin ist die Probe F11/F12, grau die Probe A7/A8.

Es wurden von der in Abbildung 36 dargestellten Patienten-Platte 3 zehn auffal-
lige Proben sequenziert, bei Platte 1 waren es 11 und in Platte 2 waren es 15.
In den Sequenzen wurde an den Positionen ¢.1195-63 und ¢.1306+8 jeweils ein
Austausch von Guanin zu Adenin gefunden. Aufféllig war, dass diese
Basenaustausche stets gemeinsam auftraten, in keiner Probe war nur eine der
beiden Basenaustausche vorzufinden. Es liegt ein Kopplungs-Ungleichgewicht

vor (linkage disequilibrium).
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Abbildung 37: Auszug der direkten Sequenzierung der Probe B2 (oben), H4 (Mitte) und G5
(unten) der Patienten-Platte 2. Die Position mit dem vermuteten Basenaustausch (c.1195-63,
Intron 11) ist durch die senkrechte Linie in der Mitte der Sequenz gekennzeichnet. Die
Basenfolge in der untersten Reihe entspricht der des Wildtyps, B2 lasst auf einen homo- oder
hemizygoten Austausch schliel3en, H4 auf einen heterozygoten.
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Abbildung 38: Auszug der direkten Sequenzierung der Probe B2 (oben), H4 (Mitte) und H7
(unten) der Patienten-Platte 2. Die Position mit dem vermuteten Basenaustausch (c.1306+8,
Intron 12) ist durch die senkrechte Linie in der Mitte der Sequenz gekennzeichnet. Die
Basenfolge in der untersten Reihe entspricht der des Wildtyps, B2 lasst auf einen homo- oder
hemizygoten Austausch schliel3en, H4 auf einen heterozygoten.

Die in den Abbildungen 37 und 38 dargestellten Basenaustausche liegen in
Intron 11 und 12 und sind als SNPs mit den rs-Nummern 6654309 (Intron 11)
und 6654310 (Intron 12) gelistet.
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Wegen des stets gemeinsamen Auftretens der beiden SNPs gentigte zu deren
Bestatigung ein Restritkionsenzym, dessen Erkennungssequenz einen der bei-
den SNPs enthielt (hier rs6654309). Die Erkennungssequenz des Enzyms Smli
entsprach der Wildtyp-Sequenz, schnitt folglich bei Vorliegen des SNPs nicht.

heterozygot Wildtyp
50 3Uu 2U 1U 5U 3U 2U 1U

bp
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L8107 i

Abbildung 39: Titrationsreihe des Enzyms Smll, aufgetragen auf ein 3%iges Agarose-Gel.
Links wurde eine 50bp Leiter als Marker aufgetragen, rechts daneben viermal die Restriktion
einer heterozygoten Probe und viermal die des Wildtyps. Fir den Verdau eingesetzt wurden
jeweils 5, 3, 2 und 1U des Enzyms. Das Enzym schnitt das 258bp grof3e PCR-Produkt im
Wildtyp in zwei Fragmente zu 229bp und 29bp (auf dem Gel nicht sichtbar), in der variierten
Sequenz fand keine Restriktion statt. Die heterozygote Probe stellte sich also mit zwei Banden
dar (258bp und 229bp), im Wildtyp war nur die 229bp-Bande zu sehen.

Um eine mdogliche Assoziation dieses SNPs mit CBS/CBD zu Uberprifen, wur-
den nun sowohl alle Patienten-Proben als auch die gesunden Kontroll-Proben

mit Hilfe der Restriktion Gberpruft.
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Tabelle 42: Ergebnis der Uberpriifung aller Patienten- und Kontroll-Proben auf ¢.1195-63G>A
und ¢.1306+8G>A mittels Restriktion.

Genotyp Alleltrager
méannlich weiblich
G A GG GA AA G A
Patientengruppe | 74 2 123 7 0 327 9
(n=206)
Kontrollgruppe |98 2 74 7 0 253 9
(n=181)

Acht Patienten-Proben mit unbekanntem Geschlecht ergaben den Genotyp G
bzw. GG, eine den Genotyp A bzw. AA. Sie sind in der statistischen Auswer-
tung nicht enthalten.

Tabelle 43 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung. Die Analyse er-
folgte in einem logistischen Regressionsmodell mit dem ,Krankheitsstatus” (er-
krankt ja/nein) als Zielvariable und den beiden Einflussfaktoren ,Geschlecht*
(O: weiblich, 1: mannlich) und ,Vorliegen des SNPs* (0: nein, 1: ja). Wie die ge-
genuber dem Signifikanzlevel von 0,05 deutlich héheren p-Werte und die von <
1 bis > 1 reichenden Konfidenzintervalle zeigen, wurden sowohl bei der Analyse
der gesamten Kohorte als auch in der nach Geschlechtern getrennten Analyse
keine signifikanten Zusammenhange zwischen dem Vorliegen des SNPs und
dem Krankheitsstatus festgestellt. Mit dem anschlieRend durchgefiihrten exak-
ten Test nach Fisher konnten ebenfalls keine Zusammenhdnge festgestellt

werden.
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Tabelle 43: Statistische Auswertung des gefundenen SNPs. Dargestellt sind die Odds Ratios,
deren Konfidenzintervalle (95%) und die p-Werte des SNPs, aufgelistet nach den analysierten
Gruppen (nur Frauen, nur Manner, gesamte Kohorte). Odds Ratios Uiber 1 kénnten einen Risi-
kofaktor, unter 1 einen Schutzfaktor vermuten lassen. Allerdings zeigen die gegeniiber dem
Signifikanzlevel von 0,05 deutlich héheren p-Werte und die von < 1 his > 1 reichenden
Konfidenzintervalle, dass diese Ergebnisse als nicht signifikant (n.s.) einzustufen sind.

SNP Gruppen Odds Konfidenzintervall p-Wert
ratio (95%)
rs 6654309/10 Frauen 0,88 0,68 1,15 0,36 n.s.
Manner 1,07 0,65 1,76 0,78 n.s.
gesamt 0,92 0,73 1,17 0,51 n.s.
3.4.5 Exon 16

Bei den HRM-Laufen von Exon 16 zeigten in allen drei Patienten-Platten meh-
rere Proben ein verandertes Schmelzverhalten. Beispielhaft zeigt das der HRM-
Lauf von Patienten-Platte 2 (s. Abb. 40).
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Abbildung 40: HRM-Lauf der Patienten-Platte 2 in Exon 16. Es ist die relative Signalstarke
(x-Achse) gegen die Temperatur (y-Achse) beim HRM aufgetragen. Die Signalstarke der Pro-
ben, die die zwei roten und die einzelne grine Kurve darstellen, nimmt im Vergleich zu den
restlichen Proben (blaue Kurven) bereits bei deutlich niedrigeren Temperaturen ab. Die untere
rote Kurve stellt das Schmelzverhalten der Proben G7 (gepoolt mit einer Wildtyp-DNA), die
obere die Proben G5/G6 dar. Griin sind die Proben B1/B2.
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Bei der anschlieRenden direkten Sequenzierung konnte eine Variation der
Basensequenz dargestellt werden (s. Abb. 41).

Der Austausch von Cytosin durch Tymin an der Position ¢.1599 bewirkt keinen
Aminosaurenaustausch (p.S533S) und ist mit der rs-Nummer 2307131 als SNP

gelistet.

Die Bestatigung des SNPs erfolgte mittels RFLP. Das Enzym HpyCH4lll schnitt
das PCR-Produkt bei Vorliegen der Variation in zwei Fragmente zu 148bp und
100bp (s. Abb. 42).
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Abbildung 41: Auszug der direkten Sequenzierung der Probe B2 (A), G6 (B), G7 (C) und G5
(D) der Patienten-Platte 2. Die Position mit dem vermuteten Basenaustausch ist durch die senk-
rechte Linie in der Mitte der Sequenz gekennzeichnet. Die Basenfolge in der untersten Reihe
entspricht der des Wildtyps, B2 lasst auf einen homo- oder hemizygoten Austausch schlieRen,
G6 und G7 auf einen heterozygoten.
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Abbildung 42: Restriktion mit 1U HpyCHA4lIII, aufgetragen auf ein 2%iges Agarose-Gel. Links
wurde eine 50bp Leiter als Marker aufgetragen, rechts daneben viermal Restriktionen mit dem
Enzym HpyCHA4lll. Jeweils zwei Proben waren dabei heterozygote Variationstrager und zwei
Wildtyp. Die Erkennungssequenz des Enzyms HpyCHA4Ill entspricht der mutierten Nukleotid-
Abfolge. Das PCR-Produkt des Wildtyps wird folglich nicht geschnitten und hat eine Grof3e von
248bp. Liegt die Variation vor, wird das PCR-Produkt in zwei Fragmente zu 100bp und 148bp
geschnitten.

Um eine mdogliche Assoziation dieses SNPs mit CBS/CBD zu Uberprifen, wur-
den nun sowohl alle Patienten-Proben als auch die gesunden Kontroll-Proben

mit Hilfe der Restriktion Gberpruft.

Tabelle 44: Ergebnis der Uberpriifung aller Patienten- und Kontroll-Proben auf p.S533S mittels
Restriktion.

Genotyp Alleltrager
méannlich weiblich
C T cC CT TT C T
Patientengruppe | 78 2 128 5 0 339 7
(n=213)
Kontrollgruppe | 100 2 83 3 0 269 5
(n=188)

Neun Patienten-Proben mit unbekanntem Geschlecht ergaben den Genotyp C

bzw. CC. Sie sind in der statistischen Auswertung nicht enthalten.
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Tabelle 45 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung. Die Analyse er-
folgte in einem logistischen Regressionsmodell mit dem ,Krankheitsstatus” (er-
krankt ja/nein) als Zielvariable und den beiden Einflussfaktoren ,Geschlecht*
(O: weiblich, 1: mannlich) und ,Vorliegen des SNPs" (0: nein, 1: ja). Wie die ge-
genuber dem Signifikanzlevel von 0,05 deutlich héheren p-Werte und die von <
1 bis > 1 reichenden Konfidenzintervalle zeigen, wurden sowohl bei der Analyse
der gesamten Kohorte als auch in der nach Geschlechtern getrennten Analyse
keine signifikanten Zusammenhange zwischen dem Vorliegen des SNPs und
dem Krankheitsstatus festgestellt. Mit dem anschlieRend durchgefiihrten exak-
ten Test nach Fisher konnten ebenfalls keine Zusammenhange festgestellt

werden.

Tabelle 45: Statistische Auswertung des gefundenen SNPs. Dargestellt sind die Odds Ratios,
deren Konfidenzintervalle (95%) und die p-Werte des SNPs, aufgelistet nach den analysierten
Gruppen (nur Frauen, nur Manner, gesamte Kohorte). Odds Ratios Uber 1 kénnten einen Risi-
kofaktor, unter 1 einen Schutzfaktor vermuten lassen. Allerdings zeigen die gegeniiber dem
Signifikanzlevel von 0,05 deutlich héheren p-Werte und die von < 1 bis > 1 reichenden
Konfidenzintervalle, dass diese Ergebnisse als nicht signifikant (n.s.) einzustufen sind.

SNP Gruppen Odds Konfidenzintervall p-Wert
ratio (95%)
rs 2307131 Frauen 1,02 0,72 1,44 0,92 n.s.
Méanner 1,06 0,65 1,74 0,81 n.s.
gesamt 1,03 0,78 1,37 0,82 n.s.
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3.5 Unabhangig gefundene Variationen durch Kooperationspartner
in Florida/USA

Unsere Kohorte konnte durch die zur Verfigungstellung von DNA mehrerer in-
ternationaler Labore enorm vergrol3ert werden. Zudem haben Wissenschaftler
der Mayo Clinic, College of Medicine in Jacksonville (Florida, USA) in Form ei-
ner Kooperation DNA von 63 an CBS/CBD erkrankter Patienten auf Mutationen
in dem Gen SLC9A6 untersucht. Deren Datenerhebung erfolgte auf Grundlage
eines anderen Transcripts (ENST 00000370695), welches im Folgenden ver-

wendet wird.

Zusatzlich zu den in Kapitel 3.4 aufgefihrten SNPs haben die Wissenschaftler
der Mayo Clinic drei weitere Variationen gefunden. Mit Hilfe der uns zugesand-
ten Positiv-Kontrollen konnten wir Nachweismethoden etablieren (RFLP oder
SNaPshot) und unsere Patienten- und Kontroll-Proben gezielt auf diese Varia-

tionen hin untersuchen.

3.5.1 Exon 1

In Exon 1 wurden zwei Variationen gefunden. An Position c¢.25 wurde ein
Basenaustausch von Guanin zu Thymin festgestellt. Dieser befindet sich im
Exon und bewirkt einen Aminoséuren-Austausch von Alanin zu Serin (p.A9S).
Diese Variation ist unter der rs-Nummer 201523857 als SNP gelistet. Die zweite
Variation wurde an Position ¢.148 gefunden. Der Basenaustausch ist ebenfalls
von Guanin zu Thymin und er bewirkt auch ebenfalls einen Aminoséuren-
Austausch von Alanin zu Serin (p.A50S). Auch diese Variation ist unter der rs-
Nummer 367724979 als SNP gelistet.

Fur den Nachweis der beiden SNPs konnten Restriktionsenzyme gefunden
werden. Fir den SNP p.A9S wurde die Restriktion mit dem Enzym Banl etab-

liert. Dieser schnitt spezifisch beim Vorliegen der Wildtyp-Sequenz (s. Abb. 43).
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Abbildung 43: Restriktion mit 2U des Enzyms Banl, aufgetragen auf ein 2%iges Agarose-Gel.
Links wurde eine 50bp Leiter als Marker aufgetragen, rechts daneben acht Restriktionen mit
Banl, wovon die ersten zwei heterozygote Variationstrager waren, gefolgt von sechs Wildtyp-
Proben. Die Erkennungssequenz von Banl entspricht der Nukleotid-Abfolge des Wildtyps und
schneidet hier folglich das 596bp groRe PCR-Produkt in zwei Fragmente zu 412bp und 184bp.
In der heterozygoten Probe sind alle drei Banden zu sehen (596bp, 412bp und 184bp).

Fur den Nachweis des SNPs A50S wurde die Restriktion mit dem Enzym Plel
etabliert, das spezifisch beim Vorliegen der Variation das PCR-Produkt in zwei
Fragmente schnitt (s. Abb. 44).

hetero- Wildtyp
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Abbildung 44: Restriktion mit 1U des Enzyms Plel, aufgetragen auf ein 2%iges Agarose-Gel.
Links wurde eine 50bp Leiter als Marker aufgetragen, rechts daneben funf Restriktionen mit
Plel, wovon die ersten zwei heterozygote Variationstrager waren, gefolgt von 3 Wildtyp-Proben.
Hier entspricht die Erkennungssequenz des Enzyms der mutierten Nukleotid-Abfolge. Folglich
bleibt die Wildtyp-Probe unverandert (596bp), bei der heterozygoten Probe sind zwei zusatzli-
che Banden zu sehen (312bp und 284bp).
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Beim Screening aller unserer Patienten- und Kontroll-Proben konnten weder
unter den Patienten noch unter den Kontrollen einer der beiden SNPs vorge-
funden werden. Die Untersuchung von p.A9S schloss 196 Patienten und 216

Kontrollen ein, bei p.A50S waren es 203 Patienten und 190 Kontrollen.

3.5.2 Exon 14

Ein weiterer Basenaustausch von Guanin zu Adenin wurde an der Position
c.1703 gefunden. Er befindet sich im Exon und bewirkt einen
Aminosaurenaustausch von Arginin zu Glutamin (p.R568Q). Es handelt sich um
einen mit der rs-Nummer 146263125 gelisteten SNP.

Auch fir diese Variation konnte mit Hilfe der Positiv-Kontrolle eine Nachweis-
methode etabliert werden. Abbildung 45 zeigt das Resultat des SNaPshot-
Laufes der Positiv-Kontrolle. Es ist deutlich zu sehen, dass sowohl ein C (kom-
plementar G) als auch ein T (komplementar A) angehangt wurde. Der SNP lag

folglich heterozygot vor.
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Abbildung 45: Auszug aus der SNaPshot-Analyse. Es sind sowohl ein rotes Signal (Thymin,
komplementar A) als auch ein schwarzes Signal (Cytosin, komplementar G) zu sehen. Der SNP
lag folglich heterozygot vor.

Beim Screening aller unserer Patienten- und Kontroll-Proben konnte der SNP in
zwei Kontroll-Proben gefunden werden. Zur doppelten Absicherung wurden
diese noch einmal mittels RFLP mit dem Enzym BspEI bestétigt (s. Abb. 46).
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Abbildung 46: Restriktion mit 2U des Enzyms BspEl, aufgetragen auf ein 2%iges Agarose-Gel.
Links wurde eine 50bp Leiter als Marker aufgetragen, rechts daneben 13 Restriktionen mit
BspEl. Die Erkennungssequenz des Enzyms entspricht der Nukleotid-Abfolge des Wildtyps.
Beim Vorliegen der Wildtyp-Sequenz wird das 245bp grof3e PCR-Produkt in zwei Fragmente zu
142bp und 103bp geschnitten. Deutlich zu erkennen ist, dass die Proben 6 (OP2 D2), 11 (OP3
C12) und 13 (Positiv-Kontrolle) trotz ausreichender Enzymmenge nicht vollstéandig verdaut wur-
den. Es handelt sich um heterozygote Variationstrager.

Tabelle 46: Ergebnis der Uberpriifung aller Patienten- und Kontroll-Proben auf p.R568Q mittels

SNaPshot und Restriktion.

Genotyp Alleltrager
mannlich weiblich
C T CcC CT TT C T
Patientengruppe | 76 129 0 334 0
(n=205)
Kontrollgruppe | 138 114 2 368 2
(n= 254)

Neun Patienten-Proben mit unbekanntem Geschlecht ergaben den Genotyp C

bzw. CC. Sie sind in der statistischen Auswertung nicht enthalten.
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Tabelle 47 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung. Die Analyse er-
folgte in einem logistischen Regressionsmodell mit dem ,Krankheitsstatus” (er-
krankt ja/nein) als Zielvariable und den beiden Einflussfaktoren ,Geschlecht*
(O: weiblich, 1: mannlich) und ,Vorliegen des SNPs" (0: nein, 1: ja). Wie die ge-
genuber dem Signifikanzlevel von 0,05 deutlich héheren p-Werte und die von <
1 bis > 1 reichenden Konfidenzintervalle zeigen, wurden sowohl bei der Analyse
der gesamten Kohorte als auch in der nach Geschlechtern getrennten Analyse
keine signifikanten Zusammenhange zwischen dem Vorliegen des SNPs und
dem Krankheitsstatus festgestellt. Mit dem anschlieRend durchgefiihrten exak-
ten Test nach Fisher konnten ebenfalls keine Zusammenhange festgestellt

werden.

Tabelle 47: Statistische Auswertung des gefundenen SNPs. Dargestellt sind die Odds Ratios,
deren Konfidenzintervalle (95%) und die p-Werte des SNPs, aufgelistet nach den analysierten
Gruppen (nur Frauen, nur Manner, gesamte Kohorte). Odds Ratios Uiber 1 kénnten einen Risi-
kofaktor, unter 1 einen Schutzfaktor vermuten lassen. Allerdings zeigen die gegeniiber dem
Signifikanzlevel von 0,05 deutlich héheren p-Werte und die von < 1 bhis > 1 reichenden
Konfidenzintervalle, dass diese Ergebnisse als nicht signifikant (n.s.) einzustufen sind.

SNP Gruppen Odds Konfidenzintervall p-Wert
ratio (95%)
rs 146263125 Frauen 0,59 0,29 1,18 0,14 n.s.
Manner - - - -
gesamt 0,59 0,30 1,16 0,13 n.s.

3.6 Unabhangig gefundene Mutation
Riess und Kollegen entdeckten bei einer CBS-Patientin und ihrer Mutter eine

bis zu diesem Zeitpunkt unbekannte Mutation in Exon 12 (Transkript ENST
00000370698) [58].

CACCACGCTTCTGATTGTGTTTTTT[-/TJACCGTG

Es handelte sich um die Insertion des Nukleotids Thymin, welches zu einem
Frameshift fuhrt (p.T489YfsX23, c¢.1464_1465insT). Um zu prifen, ob diese
Mutation bei weiteren CBS-Patienten oder gesunden Kontrollproben vorkommt,
etablierten wir SNaPshot als Nachweismethode. Das Oligonukleotid musste so

gestaltet sein, dass es mit dem sechsten Thymin endete und dann, falls die Mu-
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tation vorliegt, ein weiteres T oder, falls die Wildtyp-Sequenz vorliegt, ein
Adenin angehéngt wurde. Der Testlauf mit einer Positiv-Probe zeigte, dass die-

se Methode zuverlassig funktionierte (s. Abb. 47).

Abbildung 47: Auszug aus der SNaPshot-Analyse. Thymin ist rot kodiert, Adenin griin. Der in
diesem Falle zu beurteilende Peak befindet sich auf der Y-Achse zwischen 45 und 50. oben:
Ergebnis der Positiv-Kontrolle. Es sind deutlich zwei Peaks zu sehen (griin und rot). Die Mutati-

on liegt heterozygot vor. unten: Ergebnis einer Negativ-Kontrolle. Es ist nur ein griiner Peak zu
sehen.

Die Mutation wurde weder in den Patienten- noch in den Kontrollproben gefun-

den. Die Untersuchung umfasste 206 Patienten- und 263 Kontrollproben.
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4. Diskussion

Das Corticobasale Syndrom (CBS) bzw. die Corticobasale Degeneration (CBD)
ist eine sehr selten auftretende, schwierig zu diagnostizierende und bis heute
nicht heilbare Erkrankung [12], [18], [6]. In den letzten Jahren wurden Mutatio-
nen in verschiedenen Genen (bspw. PGRN, LRRK2, CHMP2B und MAPT, s.
Kap. 1.3.4) im Zusammhang mit CBS/CBD nachgewiesen, ohne dass in jedem
Einzelfall die Kausalitdt von Mutationen klar herausgearbeitet und experimentell
belegt werden konnte. Diese Gene sind jedoch nur fir einen geringen Bruchteil
der Félle erklarend. Es kann daher von einer grof3en Heterogenitat ausgegan-
gen werden. Das in dieser Studie untersuchte Gen SLC9AG6 steht seit der Verof-
fentlichung einer von Riess und Kollegen gefundenen Mutation bei einer CBS-
Patientin in Verdacht, ebenfalls ursachlich in Verbindung mit der Erkrankung zu
stehen [58]. Daher war es Ziel der Arbeit, die Bedeutung von Mutationen im
SLC9A6 Gen fiur das CBS zu bestimmen.

4.1 Diskussion von Material und Methoden

Fur die Durchfihrung unserer Assoziationsstudie stand uns eine Kohorte von
insgesamt 223 DNA-Proben zur Verfigung (81 Manner, 133 Frauen und 9 Per-
sonen ohne Geschlechtsangabe). Diese aul3ergewohnlich grof3e Gruppe an
CBS/CBD-Patienten (CBS n=163, CBD n=60) untersuchen zu kdénnen, ermog-
lichten uns Kooperationenspartner aus Giel3en (Prof. U. Muller), London (Prof.
H. Houlden) und Pennsylvania (Prof. J. Trojanowski). Sie stellten uns DNA von
Patienten mit klinisch bzw. neuropathologisch diagnostiziertem CBS oder CBD
zur Verfugung. Zusatzlich fihrten Kollegen in Florida vor Ort an weiteren 63
Patientenproben eine Mutationsanalyse im SLC9A6 Gen durch. Die Aussage-
kraft dieser Studie und die Wahrscheinlichkeit eine noch unbekannte Mutation
finden zu kdnnen, konnte durch die Untersuchung dieser grof3en Kohorte von

CBS/CBD-Patienten gesteigert werden.

Wir erhielten von unseren Kooperationspartnern DNA, die aus Blut- oder Ge-
hirnproben extrahiert wurde. Die Proben der Tubinger Biobank wurden aus Blut
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extrahiert. Die Grundlage jeder in dieser Untersuchung verwendeten Methode
(LightCycler, Sanger-Sequenzierung, RFLP und SNaPshot) war die Vervielfalti-
gung Kkleinerer spezifischer DNA-Abschnitte (templates) mittels einer
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Bei deren Durchfihrung fiel auf, dass sich
aus Gehirn extrahierte DNA-Proben weniger zuverlassig vervielfaltigen liel3en,
als aus Blut extrahierte. Zurtckgefihrt werden kann dies auf mehrere Faktoren.
Eine Untersuchung von Wang und Kollegen zeigt, dass eine langere Lage-
rungszeit des Gewebes in Formalin signifikant in Zusammenhang mit einer sin-
kenden Erfolgsrate der DNA-Extraktion und der anschliellenden Amplifikation
steht [69]. Die DNA liegt durch die Fixierung des Gewebes fragmentiert vor,
wodurch eine Amplifikation von grof3en DNA-Abschnitten unmaoglich wird. Leh-
mann und Kollegen sprechen von einer durchschnittlichen Fragmentlange von
300-400 bp [70]. Beim High Resolution Melting im Lightcycler ist bei in Formalin
und Paraffin fixierten Proben mit einer reduzierten Sensitivitat zu rechnen. Dies
ermittelten Pichler und Kollegen bei der Etablierung eines Protokolls fir die De-
tektion der Mutation V600E in BRAF bei Patienten mit colorectalem Tumor.
Trotzdem schéatzen sie diese Methode auch dann als zuverlassig ein [71]. Des-
weiteren ist der Ertrag an DNA bei deren Extraktion aus Gehirn reduziert [72].
Verschiedene Optimierungen der Extraktionsmethoden wie beispielsweise
durch die Inkubation mit Proteinase K oder Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl
sulfate, SDS) konnen dieses Problem jedoch minimieren [73].

Die PCR ist die Grundlage aller in dieser Arbeit verwendeten Methoden. Zu Be-
ginn dieser Assoziationsstudie stand eine Mutationsanalyse. Um sicher zu stel-
len, dass in diesem ersten Schritt mdglichst alle Proben mit Abweichungen von
der Wildtyp-Sequenz erkannt werden (also Kranke als krank), musste die dafir
ausgewahlte Analyse-Methode mit einer hohen Sensitivitat ausgezeichnet sein.
Wir entschieden uns fur das Gene Scanning Experiment im LightCycler® 480
(High Resolution Melting, HRM). In mehreren Veroffentlichungen wurde deren
hohe Sensitivitat bereits bestatigt. Pichler und Kollegen testeten diese anhand
einer Verdinnungsreihe. Sie konnten Proben, die nur 1% mutierte DNA und
99% Wildtyp-DNA beinhalteten, zuverlassig detektieren. Bei Gorniak war dies
bei 10% mutierter DNA mdglich und Chou und Kollegen haben eine Sensitivitat
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von 100% ermittelt [71, 74, 75]. Eine andere Messgrof3e eines Tests ist die
Spezifitat. Sie gibt die Wahrscheinlichkeit einen Gesunden als gesund zu er-
kennen an. In unserer Versuchsreihe kdénnen wir die Spezifitait der HRM-
Methode, bezogen auf die von uns detektierten Variationen, wie folgt bewerten.
An die HRM-Analyse und die Sequenzierung der dabei auffallig gewordenen
Proben schloss sich eine Untersuchung aller vorhandenen Proben mittels RFLP
oder SNaPshot an. Ziel war zum einen die Bestatigung der gefundenen Variati-
onen und zum anderen der Ausschluss einer falsch negativen Aussortierung
bezogen auf die bereits gefundenen Auffalligkeiten. Keiner Patientenprobe, die
im LightCycler als unaufféllig gewertet wurde, konnte in diesem Untersu-
chungsschritt eine Variation nachgewiesen werden. Es wurden folglich alle Ge-
sunden als gesund erkannt. Da jedoch nicht alle vorhandenen Proben prinzipiell
sequenziert wurden, kann sowohl die Sensitivitat als auch die Spezifitat des
LightCyclers nicht abschliessend beurteilt werden. Ein weiterer Vorteil der
LightCycler-Analyse ist die Moglichkeit des hohen Probendurchsatzes. Es kon-
nen bei Verwendung einer 96er-Platte unter Berlcksichtigung einer Leerprobe
95x2 also 190 DNA-Proben in einem Lauf maximal gescreent werden. Ein
Nachteil des ersten Screening-Schrittes ist die Moglichkeit der falsch negativen
Aussortierung [76], was das Ubersehen einer Mutation bedeuten wiirde. Dass
dies geschehen ist, kann nicht ausgeschlossen werden, jedoch ist die Wabhr-
scheinlichkeit aufgrund der zuvor beschriebenen hohen Sensitivitat der Metho-
dik sehr gering [71, 74, 75]. Laut des Human-Genom-Projekts ist ein SNP pro
2132 Basenpaaren auf dem X-Chromosom zu erwarten [77]. Die Gesamtlange
der in dieser Untersuchung gescreenten DNA betréagt ca. 4600 Basenpaare pro
Patient. Die in diesem Zusammenhang auf den ersten Blick geringe Anzahl von
32 gefundenen Variationen unter 223 Patienten hat mehrere Ursachen. Zum
einen wurden in dieser Arbeit fast ausschliel3lich die Protein kodierenden Berei-
che der Exons untersucht. Innerhalb der Exons zeigt sich jedoch eine weit ge-
ringere Variabilitat in der Nukleotid-Abfolge, als in den nicht-kodierenden Berei-
chen der Introns. Zurickzufuhren ist dies auf den grol3eren negativen Selekti-
onsdruck in den kodierenden Bereichen [77]. AuRerdem lag das Hauptaugen-

merk dieser Untersuchung auf selten auftretenden Veranderungen der Nukleo-
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tid-Abfolge, da diesen eine grofRere Pathogenitat zugesprochen wird [78]. Die
oben aufgefuihrte Haufigkeit bezieht sich jedoch auf alle SNPs, also auch auf
die haufig auftretenden und daher ggf. nicht detektierten SNPs. Trotz der Sel-
tenheit von CBS konnte mit 223 CBS-Patienten eine vergleichsweise grol3e Ko-
horte untersucht werden. Eine weitere Vergro3erung der Kohorte konnte die
Anzahl der detektierten Variationen um ein Vielfaches steigern [79].

Wichtig bei der Durchfiihrung jedes Experiments ist das Erkennen maoglicher
Fehlerquellen, sodass diese vermieden werden konnen. Die verwendeten
Oligonukleotide sollten laut Herstellerangaben HPLC bereinigt sein [63]. HPLC
steht fur Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography) und ist ein Verfahren zur Trennung einzelner Substanzen [80].
Bei der Synthese von Oligonukleotiden entstehen neben den gewinschten
Produkten auch verkirzte Abbruchsequenzen [81]. Diese werden im Zuge der
Aufreinigung entfernt. Auch die Amplifikatgro3e ist bei der Projektplanung zu
beachten. Amplifikate einer Grol3e von bis zu 250bp gelten als optimal, aber
auch bis 500bp Grof3e kbnnen sie noch analysiert werden. Dies hat zwei Grin-
de. Beim Vorliegen einer Variation kommt es zur Bildung von Heteroduplices (s.
Kap. 2.2.2). Diese dissoziieren bei steigenden Temperaturen friher, was zur
Verédnderung des Schmelzkurvenverlaufs fuhrt. Sind die Amplifikate kirzer, sind
der Anteil nicht gebundener Abschnitte an der Gesamtmenge und somit auch
die Auswirkungen auf das Schmelzverhalten grof3er. Des Weiteren kann es bei
groRen Amplifikaten zum Auftreten mehrerer Schmelzpunkte kommen. Dies
kann die Beurteilung der Schmelzanalyse erschweren oder unmaoglich machen
[82]. Da das untersuchte Gen SLC9A6 auf dem X-Chromosom lokalisiert ist, ist
neben den seltener zu erwartenden homozygoten Variationen in weiblichen
Proben vor allem mit dem Auftreten von hemizygoten Variationen bei mannli-
chen Proben zu rechnen. Beim High Resolution Melting bilden sich in diesem
Fall Homoduplices. Der Schmelzkurvenverlauf von mutierten Homoduplices
zeigt im Vergleich zu der Wildtyp-Sequenz jedoch lediglich eine leichte x-
Achsen-Verschiebung und ist somit, wenn tberhaupt, schwer zu erkennen [63].
Einen deutlich veranderten Schmelzkurvenverlauf erhalt man durch die Bildung

von Heterodublices. Um dies auch bei homo- bzw. hemizygoten Variationen zu
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erreichen, wurden jeweils zwei DNA-Proben in einem Ansatz getestet. Hemi-
und homozygote Variationen stellten sich folglich wie heterozygote dar. Um
Pipettierfehler zu vermeiden, wurde ein ,Mastermix” fir das gesamte anzuset-
zende Experiment erstellt und dieses der zuvor in der Platte einsortierten DNA
zugegeben. Ein Experiment umfasste dabei je nach Patienten-Platte und zu
untersuchenden Exons eine variable Anzahl von Proben. Meist lag es zwischen
24 und 47 Proben pro Ansatz. Da die Polymerase warmeempfindlich und der
HRM-Farbstoff (HRM Dye) lichtempfindlich ist, wurde der Ansatz stets auf Eis
gekuhlt und vor Licht geschiitzt (Alufolie) verarbeitet [63].

Alternativen zu dem Sceening mittels High Resolution Melting sind die vollstan-
dige direkte Sequenzierung aller Proben oder ein Screening mittels
Denaturating High Performance Liquid Chromatography (dHPLC). Mehrere
Studien stellten diese Methoden bereits bezogen auf deren Sensitivitéat gegen-
Uber und kamen zu dem Schluss, dass die Sensitivitdit mit High Resolution
Melting am hdchsten ist. Zudem sind die alternativen Methoden zeit- und kost-
spieliger [71, 74, 75].

Schwierigkeiten machte die Etablierung des Protokolls fur die Untersuchung der
DNA-Proben in Exon 1+2. Es wurde mit verschiedenen Oligonukleotiden als
Primer und Versuchsbedingungen experimentiert, um optimale Schmelzkurven-
verlaufe zu erhalten (s. Kap. 2.2.2.2). Der Schmelzkurvenverlauf unter Verwen-
dung der zuerst designten Oligonukleotiden (SLC9A6-Exonl+2-For/Rev) zeigte
zwei Schmelzpunkte. Dies kann daran liegen, dass das Amplifikat aufgrund der
Zusammenfassung von Exon 1 und 2 sehr gro3 war. Bei Amplifikaten von
500bp kann es zur Entstehung mehrerer Schmelzpunkte kommen [63]. Das im
zweiten Anlauf gewdahlte Primer-Paar (SLC9A6-Exonl+2-For/Rev-Neu2) zeigte
im HRM zwar den gewinschten Schmelzkurvenverlauf, beim Auftragen auf ein
Agarose-Gel wurde allerdings eine Amplifikatgréf3e von lediglich circa 75bp statt
der erwarteten 596bp ermittelt. Eine unspezifische Bindung der Primer im Ge-
nom und somit die Amplifikation eines unbekannten DNA-Abschnitts kann nach
dessen Uberpriifung mittels Primer BLAST als wenig wahrscheinlich einge-

schatzt werden. Es bleibt die Méglichkeit Ubrig, dass es sich um Primer-Dimere
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gehandelt hat. Diese kdnnen sich teilweise miteinander verbinden und somit
auch GrofRen von ca. 75bp aufweisen [83]. Da die Primer folglich nicht den ge-
winschten DNA-Abschnitt amplifizierten, konnten diese ebenfalls nicht verwen-
det werden. Durch die Etablierung einer Nested-PCR wurde das Problem be-
hoben. Bei einer Nested-PCR werden zwei PCRs nacheinander durchgefuhrt,
wobei die Oligonukleotide der zweiten PCR innerhalb der Oligonukleotide der
ersten PCR liegen. Bei der zweiten, der sogenannten Nested-PCR wird statt
der DNA das Produkt der ersten PCR verwendet. Die Oligonukleotide haben
somit einen sehr viel kleineren DNA-Abschnitt an den sie binden kénnen. Un-
tersuchungen ergaben, dass sowohl die Spezifitat als auch die Sensitivitat da-
durch gesteigert wird [84, 85]. Lediglich bei dem HRM-Lauf von Platte 3 fielen
wieder mehrere Proben bereits bei der Amplifikation aus, was auf die bereits
zuvor diskutierten Schwierigkeiten bei aus Gehirn extrahierter DNA zurtickzu-
fuhren ist. Nach mehrmaliger Wiederholung konnten alle Proben bis auf ein
Paar ausgewertet werden. Diese beiden DNA-Proben wurden daraufhin

sequenziert und zeigten keine Auffalligkeiten in deren Basensequenz.

Zur Darstellung der Nukleotidabfolge der mittels HRM positiv gewerteten Pro-
ben wurde die Sanger-Sequenzierung gewahlt [65]. Diese gilt als gut etablierte
und zuverlassige Methode [86]. Wie in Kapitel 3.3 beschrieben, waren Unre-
gelmaRigkeiten in der Basensequenz von Intron 4 und 15 aufgefallen. Da sich
die Signale nach Abschnitten mit haufiger Repetition einzelner Basen (Thymin-
oder Adenin-Stretches) doppelten, wurden zunachst heterozygote Insertionen
bzw. Deletionen dieser Basen vermutet. Dieses Phdnomen wurde jedoch in
jeder sequenzierten Probe vorgefunden, auch bei mannlichen Proben, in wel-
chen sich Variationen nur hemizygot darstellen kénnen. Eine Erklarung findet
man in dem Kapitel ,Troubleshooting” des Handbuchs von Applied Biosystems.
Nach einer sogenannten ,homopolymeren Region* kann es zu einem ,Stottern*
der Polymerase kommen [87]. Wie in Kapitel 2.2.1 allgemein beschrieben ist,
lauft eine PCR in mehreren Schritten ab. Es teilen sich Doppelstrange in Ein-
zelstrange (Denaturierung), die Oligonukleotide legen sich an das Template an
(Annealing) und werden mit Hilfe der Polymerase verlangert (Elongation). Diese

Schritte werden in 40 bis 50 Zyklen wiederholt. Homopolymere Regionen er-
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schweren den ,wachsenden” Amplifikaten sich im neuen Zyklus nach der Dena-
turierung wieder richtig zu positionieren. Es kommt zu Amplifikaten unterschied-
licher Lange, die sich bei der Sequenzierung als doppelte Signale darstellen
[87].

Die Bestatigung der dbrigen in der Sequenzierung auffallig gewordenen
Basenabfolgen erfolgte mittels Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus
(RFLP) oder SNaPshot. Beide Methoden gelten als zuverlassig und konnen bei
einem hohen Durchsatz kostensparend eingesetzt werden [88, 89].

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Das im Zuge dieser Arbeit untersuchte Gen SLC9A6 enkodiert das Protein
NHEG6. Wie in Kapitel 1.1.4 bereits beschrieben gehort es zur Familie der Natri-
um-Wasserstoff-Austauscher. NHES6 ist in verschiedenen Geweben exprimiert,
unter anderem im Gehirn [46]. Auf zellularer Ebene ist NHE6 in den
Endosomen vorzufinden [47] und regelt deren intraluminalen pH-Wert [52]. Ein
Ausfall dieser Pumpfunktion fihrt zur Ubersduerung des Endosomenlumens
[53] und kann so das pH-sensitive System im Extremfall zum Erliegen bringen.
Das Endosomen-Lysosomen-System ist essenziell fir den Abbau nicht mehr
bendtigter Proteine, die entweder der Zelle selbst entstammen oder in diese
aufgenommen wurden. In einem Mausmodell konnte nachgewiesen werden,
dass eine gestorte Autophagie zu Proteinablagerungen fuhrt, die mit dem neu-
rodegenerativen Prozess in Verbindung gebracht werden [90]. Diese jeweiligen
hauptsachlich aggregierenden Proteine sind charakteristisch fur die neurodege-
nerativen Erkrankungen wie Parkinson (alpha-Synuclein), Alzheimer (Tau),
CBS (Tau) oder die Lewy-Korper-Demenz (alpha-Synuclein) [23, 91]. In Patien-
ten mit Mutationen in SLC9A6 wurden Ablagerungen des Proteins Tau im Ge-
hirn gefunden [55], was eine interessante Gemeinsamkeit mit der CBS-
Pathologie darstellt [23].

Im Zuge dieser Untersuchung wurden in Tubingen sechs und von den Koopera-

tionspartnern in Florida drei weitere SNPs gefunden. Parallel dazu wurden un-
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sere Patienten- und Kontrollproben noch auf die von Riess und Kollegen verof-
fentlichte Mutation untersucht. Drei der in Tubingen gefundenen SNPs (rs
6654309, rs 6654310 und rs 116275343) liegen im Intron, drei (rs 2307131, rs
142049079, rs 140158476) im Exon. Die im Exon liegenden SNPs sind stille
Variationen, es findet kein Aminosaurenaustausch statt. Die moégliche Pathoge-
nitat jedes SNPs wurde mit dem Vorhersageprogramm MutationTaster getestet.
Dies ergab bei funf SNPs (rs 6654309, rs 6654310, rs 116275343, rs 2307131
und rs 142049079), dass diese mit einer Wahrscheinlichkeitsrate von 0,7 (1 gilt
als sicher) nicht funktionell relevante Polymorphismen sind. Dem in Exon 11
lokalisierten SNP (rs 140158476) wurde dagegen mit einer Wahrscheinlichkeits-
rate von 1 eine Pathogenitat vorhergesagt. Laut MutationTaster kdnnte dies
durch ein verandertes Splicing und/oder eine Veranderung der Proteinstruktur
bedingt sein. Der SNP wurde unter 210 Patienten einmal in hemizygoter Form
gefunden, in 194 Kontroll-Proben war er nicht nachweisbar. Der SNP ist laut
den Datenbanken ,ensembl” und ,ncbi* &ufRerst selten, sodass in ,ncbi* keine
MAF (minor allelic frequency) und in ,ensembl* ein 100%iges Vorkommen des
Wildtyps angegeben ist. Die zusétzlich von den Wissenschaftlern aus Florida
gefundenen SNPs bewirken alle einen Aminosaurenaustausch (p.A9S, p.A50S,
p.R568Q), wobei p.A9S und p.A50S laut MutationTaster mit hoher Wahrschein-
lichkeit (0,99) als nicht funktionell relevante Polymorphismen einzustufen sind.
Interessant ist p.R568Q. Ihm wird eine mogliche Pathogenitat (Wahrscheinlich-
keitsrate 0,99) vorhergesagt, die eventuell auf ein verédndertes Splicing
und/oder Veranderung der Proteinstruktur zurtickgeftuihrt werden kann. Der SNP
p.R568Q liegt im mittleren Abschnitt des Exons. Der Basenaustausch hat folg-
lich keine Auswirkungen auf die GT/AG-Dinukleotide, welche die Splei3stellen
an Anfang und Ende des Introns darstellen. Allerdings kdnnen auch Verande-
rungen der Nukleotidsequenz im Exon Auswirkungen auf das Splicing haben.
Es koénnen beispielsweise direkt neue Spleil3stellen geschaffen oder das
Splicing initierende Enhancer-Sequenzen aktiviert oder inaktiviert werden [92].
Alternativ kdnnte ebenso der Aminosauren-Austausch selbst zu Funktionssto-
rungen des Proteins fuhren. Bei der an diese Arbeit anschlieBenden Familien-

analyse der p.R568Q-Tragerin wurde eine weitere CBS-Patientin mit der
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p.R568Q Variation in derselben Familie gefunden. Auch dies spricht fur eine
maogliche pathogenetische Bedeutung dieser Variation. Die Haufigkeit des Auf-
tretens der Allele A in p.R568Q wurde im Zuge des 1000-Genome-Projekts er-
mittelt. Es zahlt mit einer MAF (minor allelic frequency) von A=0,0005 zu den
sehr selten auftretenden SNPs [93]. Laut Kondapalli und Kollegen liegt dieser
im C-terminalen Ende des Proteins. Dieses in das Cytoplasma reichende Seg-
ment ist nicht fir den lonentransport zustandig [94]. Ob Veranderungen in die-
sem Segment Auswirkungen auf die Funktion des Natrium-Wasserstoff-

Austauschers haben kénnen, misste funktionell untersucht werden.

Unabhanig von den in dieser Arbeit angestellten Untersuchungen wurden Vari-
anten, Polymorphismen und Mutationen in SLC9A6 in mehreren anderen Un-
tersuchungen in Zusammenhang mit verschiedenen klinischen Erscheinungs-
bildern gebracht. Dies sind u.a. das Christianson-Syndrom [43, 54, 95], das
Angelman-like-Syndrom [43], Schizophrenie [96], XLMR [97] und CBS [55, 58,
98]. Funf unserer gefundenen Polymorphismen (p.A9S, p.R568Q, rs 66543010,
p.A343A und p.S533S) und die Mutation p.T521YfsX23 wurden bereits in der
Literatur diskutiert. Fichou und Kollegen untersuchten DNA von 59 Jungen mit
der auf klinische Kriterien gestitzten Diagnose Angelman-like Syndrom. Bei
einem Jungen wurde der Polymorphismus p.A9S gefunden. Seine Mutter ist
heterozygote Ubertragerin des Polymorphismus. Von ihr ist nur bekannt, dass
diese selbst unbeeintrachtigt ist. Angaben zu ihrem Alter liegen nicht vor. Ob sie
das durchschnittliche Erkrankungsalter fir CBS erreicht hat, ist folglich unbe-
kannt. Fichou und Kollegen untersuchten 400 gesunde ménnliche Kontrollpati-
enten auf diesen SNP, wobei ein weiterer Trager der p.A9S Variante gefunden
wurde. Es handelt sich somit nach Fichou und Kollegen mit der fir ihre Unter-
suchung ermittelten Haufigkeit von ca. 0,4% um eine sehr selten auftretende
Variante. Auch der in unseren Untersuchungen vorgefundene SNP
€.1306+8G>A (rs 66543010) wurde bei einem mannlichen Patienten mit der auf
klinische Kriterien gestitzten Diagnose Angelman-like Syndrom nachgewiesen
[99].

Piton und Kollegen gingen der Vermutung nach, dass seltene Variationen in X-

chromosomalen Genen das Auftreten von autistischen Spektrumsstérungen
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(autism spectrum disorder, ASD) und Schizophrenie verursachen kdnnen. Im
Zuge dieser Untersuchung fanden sie in 111 Genen uber 200 Variationen, die
einen Aminosaurenaustausch bedingen, darunter auch p.R568Q. Sie fanden in
der Gruppe der an Schizophrenie erkrankten Patienten diese Variation bei einer
weiblichen Probandin in heterozygoter Form, ihre Mutter war die Ubertragerin.
Uber die neurologischen Symptome und das Alter der Patientin und ihrer Mutter
liegen leider keine Informationen vor. Piton und Kollegen teilten p.R568Q in die
Gruppe der ,30 vielversprechendsten seltenen Varianten mit Veranderung der
Aminosaurensequenz® ein. Grundlage dieser Einteilung war das Ergebnis von
den drei Vorhersageprogrammen Panther, SIFT und Polyphen [96]. Da keine
funktionellen Untersuchungen zur méglichen pathologischen Wirkung der Varia-
tion durchgefuhrt wurden, ist der Zusammmenhang von p.R568Q und Schizo-
phrenie nicht bestatigt. Falls die Tragerin und deren Mutter das Erkankungsalter
von CBS noch nicht erreicht haben, ware auch dessen Auftreten und damit der
Zusammenhang von p.R568Q und CBS mdoglich. Tarpey und Kollegen unter-
suchten 208 Familien mit X-chromosomaler mentaler Retardierung (X-linked
mental retardation, XLMR) auf Veranderungen auf dem X-Chromosom. Ihr
Screening umfasste 718 X-chromosomale Gene. 203 der untersuchten Patien-
ten waren mannlich und mental retardiert, 5 waren obligate Tragerinnen ohne
phanotypische Auffalligkeiten. Bei der Sequenzierung aller kodierenden Ab-
schnitte des X-Chromosoms fanden sie im SLC9A6 Gen sechs Variationen,
wovon sich drei mit den Ergebnissen dieser Untersuchung tberschneiden. In
einer Probe konnten sie p.R568Q nachweisen, in einer p.A343A und in neun
p.S533S. Das Geschlecht der positiven Proben wurde leider nicht angegeben.
Aufgrund des Uberschusses an mannlichen Patienten waren sie vermutlich
mannlich. Bei der Auswertung dieses umfangreichen Screenings teilten Tarpey
und Kollegen die vorgefundenen Variationen nach ihrer moglichen pathologi-
schen Wirkung ein. Der Variation p.R568Q sprachen sie eine mogliche krank-
heitsverursachende Wirkung zu. Auffallig war, dass in der Familie des Variati-
onstragers das Auftreten der Variation p.R568Q mit dem Auftreten von XLMR
korrelierte und bei allen betroffenen Personen nachgewiesen wurde, nicht je-

doch bei den gesunden méannlichen Familienangehdrigen. Die Tatsache, dass
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neben p.R568Q noch eine weitere in unserer Untersuchung nicht aufgetretene
maoglich pathogene Variation gefunden wurde, veranlassen Tarpey und Kolle-
gen SLC9A6 zu den XLMR-verursachenden Genen zu zahlen [97].

Die meisten der in unserer Untersuchung gefundenen SNPs traten sowohl in
den Patienten- als auch den Kontrollproben auf. Um herauszufinden, ob ein
SNP ein Risikofaktor (Auftreten des SNPs in der Patientengruppe signifikant
haufiger als in der Kontrollgruppe) fur CBS/CBD ist oder eine mdgliche
protektive Wirkung (Auftreten des SNPs in der Kontrollgruppe signifikant haufi-
ger als in der Patientengruppe) hat, wurden die Variationen im Rahmen einer
Assoziationsstudie an 223 Patienten und 272 Kontrollen analysiert. Mit Hilfe des
logistischen Regressionsmodells wurde der Zusammenhang zwischen dem
Krankheitsstatus als dichotome abhéngige Variable und den unabhangigen Va-
riablen SNP und Geschlecht untersucht. Die Verwendung der logistischen Re-
gression ist angezeigt, da die Frage nach einem madglichen Zusammenhang
von mehr als zwei Variablen gestellt wurde, welche nominalskaliert sind. Auf-
grund der wenigen Ereignisse wurde zur Uberprifung dieses Ergebnisses der
Exakte Test nach Fisher herangezogen. Es wurden alle sechs im Zuge unserer
Untersuchungen vorgefundenen SNPs und der SNP p.R568Q statistisch aus-
gewertet. In keinem der Tests wurde eine signifikante Assoziation zwischen
Auftreten eines dieser sieben SNPs und der Diagnose CBS/CBD festgestellt.
Bewertet man diese SNPs rein nach deren statistischer Auswertung, sind diese
als nicht krankheitsassoziiert einzuordnen. Jedoch sollte man keine SNPs rein
aufgrund der Statistik ausschlie3en, da es sich um sehr selten auftretende ge-
netische Varianten handelt und man nicht von einer 100%igen Penetranz bei
weiblichen Mutationstragern ausgehen kann. Davor ware es sinnvoll, die Aus-
sagekraft der statistischen Analyse durch eine Erh6hung der Fallzahl zu ver-
bessern, was jedoch bei der Seltenheit von CBS/CBD schwer zu realisieren ist.

Zieht man die vorhergesagte Pathogenitat der SNPs in die Bewertung mit ein,
bleiben die SNPs p.R568Q (rs 146263125) und p.1373I (rs 140158476) sowie

die von Riess und Kollegen beschriebene Mutation p.T521YfsX23 interessant.

94



Diese wurde in dieser Arbeit auch untersucht und weder in den Patienten- noch
in den Kontrollproben vorgefunden. Zwar ist aufgrund der geringen Frequenz
der seltenen Variante eine pathogenetische Relevanz als Ursache fur CBS ge-
netisch nicht belegbar, allerdings handelt es sich aufgrund der trunkierenden
Mutation um einen wahrscheinlichen Funktionsverlust, der aufgrund von
Haploinsuffizienz bzw. bei Inaktivierung des intakten Allels bei Frauen zu einem
relevanten Funktionsverlust fihren kénnte. In der von Riess und Kollegen be-
schriebenen Familie wurde beobachtet, dass der Indexpatient (1V:3) als Mutati-
onstrager das Christianson-Syndrom entwickelte, dessen Grol3mutter (1l:2) als
obligate Tragerin jedoch mit 55 Jahren an CBS erkrankte. Ebenso traten bei
deren Mutter (1:2) in ihrem siebten Lebensjahrzehnt parkinsonahnliche Symp-
tome auf. Es wurde aufgrund der Symptomkonstellation am gleichen Zentrum

die Diagnose einer CBS gestellt.
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Abbildung 48: Stammbaum der von Riess und Kollegen untersuchten Familie. Das + kenn-
zeichnet die an CBS erkankten Patientinnen (Grofl3- und UrgroBmutter des Index-Patienten
IV.3) (nach Riess und Kollegen, 2013) [58]
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Neben dieser Familie berichten Sinajon und Kollegen im Zuge einer
Phenotypisierungsuntersuchung weiblicher Mutationstrédgern in SLC9A6 von
einer obligaten Tragerin der Mutation p.E64X, welche mit 60 Jahren Symptome
von CBS mit asymmetrischen Atrophien im frontalen und parietalen Kortex im
MRT entwickelte. Die drei beschriebenen méannlichen Familienangehdorige sind
dagegen am Christianson-Syndrom erkrankt [98]. Diese Familie scheint eine
Parallele zu der von Riess und Kollegen beschriebenen Familie darzustellen
und untermauert folgende Hypothese. Dass Verdanderungen in SLC9A6 im Zu-
sammenhang mit mehreren Krankheiten diskutiert werden, lasst die oben be-
schriebenen Ergebnisse der Literaturrecherche erkennen. Nun kann man basie-
rend auf diese Familienanamnesen die Hypothese aufstellen, dass eine
hemizygote Mutation im SLC9A6 Gen bereits in der frihen Kindheit das
Christianson-Syndrom bedingt oder im heterozygotem Zustand, der eine (Teil-)
Kompensation durch das exprimierte Wild-Typ Allel ermdglicht, eine im héheren
Lebensalter manifestierende neurodegenerative Erkrankung wie die CBS/CBD
bedingen kann. Einen gro3en Einfluss hatten dabei durch die Lokalisierung des
Gens auf dem X-Chromosom das Geschlecht des betroffenen Individuums und
bei Frauen der X-Inaktivierungsstatus. Vergleichbar mit mannlichen Variations-
trdgern waren dann Frauen, die homozygot fir die Veranderung im SLC9A6
Gen sind. Die von uns untersuchte Kohorte enthalt keine sicher homozygote
Alleltragerin. In einer DNA-Probe eines CBD-Falls, welche sowohl die Variation
€.448-71G>C (rs 116275343) als auch ¢.1195-63G>A und ¢.1306+8G>A (rs
6654309 und rs 6654310) enthalt, ist das Geschlecht leider unbekannt. Die
Probe konnte folglich homo- oder hemizygot sein. In hemizygoter Form wurden
folgende SNPs in den Patienten-Proben gefunden: Exon 11 (rs 140158476)
(1x), Intron 11 und 12 (rs 6654309/10) (2x) und Exon 16 (rs 2307131) (2x).
Kontrollpersonen wiesen hemizygote Varianten in Exon 10 (rs 142049079) (1x),
Intron 11 und 12 (rs 6654309/10) (2x) und Exon 16 (rs 2307131) (2x) auf. Folgt
man dem ersten Teil der Hypothese, misste man alle bei mannlichen
CBS/CBD-Patienten in hemizygoter Form vorgefundenen Variationen als nicht
pathogen einschatzen. Diese miussten — postuliert man einen ahnlich starken

Effekt wie flr die publizierten Mutationen fiir das Christianson-Syndrom — sonst
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das Christianson-Syndrom (zumindest bei Mannern) entwickelt haben. Das Vor-
liegen von hemizygoten Alleltragern, die kein Christianson-Syndrom entwickeln,
sondern moglicherweise ein CBS, ware dann mit einer geringeren Expressivitat
bzw. Penetranz der Mutation bei Mannern zu erklaren. Ein hemizygoter Trager
einer Mutation mit nur geringer Funktionsbeeintrachtigung des enkodierten Pro-
teins konnte dabei das Krankheitsbild CBS/CBD in spaten Lebensjahren entwi-
ckeln, der Trager einer hochpathogenen Mutation dagegen das Christianson-
Syndrom im Kindesalter. In unserer Untersuchung wére denkbar, dass die Vari-
ation in Exon 11 eine solch niedrigpathogene und somit CBS/CBD-
verursachende Mutation ware. Die Variation wurde lediglich in einer Patienten-
Probe und zwar in hemizygoter Form gefunden, jedoch in keiner der Kontroll-
Proben. Laut MutationTaster ist dieser SNP moglicherweise pathogen und laut
den Datenbanken (ensembl, ncbi) extrem selten, was diskutieren lasst, ob es
ein SNP oder doch eine Mutation ist. Die anderen bei Tldbinger Patienten ge-
fundenen SNPs sind tendenziell als nicht-pathogen einzuschéatzen. In rs
142049079 (Exon 10), rs 6654309/10 (Intron11/12) und rs 2307131 (Exon 16)
sind Auffalligkeiten sowohl in Patienten- als auch Kontrollproben vorgefunden
worden, aul3erdem kategorisiert das Vorhersageprogramm MutationTaster die
Variationen als nicht-pathogene Polymorphismen. Die Variation in Intron 4 (rs
116275343) wurde nur in Patienten-Proben vorgefunden, allerdings ist auch
diese laut MutationTaster als Polymorphismus einzuschatzen. Die in Florida
gefundenen SNPs p.A9S und p.A50S und die Mutation p.T489YfsX23 wurden
in unserer Untersuchung nicht nachgewiesen. Die Variation p.R568Q, die in
Florida im Screening bei einem Patienten nachgewiesen wurde, war bei uns in
zwei weiblichen Kontrollen zu finden (heterozygot). Die vom MutationTaster

vorhergesagte Pathogenitat bleibt funktionell nachzuweisen.

Ein Prazedenzfall fir die oben geschilderte Hypothese einer graduellen Patho-
genitat von SLC9A6 Varianten ware das auf Chromosom 1 lokalisierte und
autosomal vererbte Gen GBA (Glucosidase, Beta, Acid). Das enkodierte Enzym
wird flr den lysosomalen Abbau von Glucocerebrosiden bendtigt [100]. GBA
greift also wie SLC9A6 in den lysosomalen Abbau ein. Wird der Abbau der
Glucocerebrosiden durch einen Funktionsverlust des Enzyms in Folge einer
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homozygoten Mutation in GBA gestort, spricht man von der Gaucher Erkran-
kung [101]. Es wurde jedoch beim Vorliegen von heterozygoten Mutationen im
GBA Gen das haufigere Auftreten von Parkinson beobachtet, was in zahlrei-
chen unterschiedliche ethnische Gruppen umfassenden Studien bestatigt wurde
[102-105]. Die Penetranz, also die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von
Parkinson bei vorliegender GBA-Mutation, liegt bei ca. 30% [106]. Charakteris-
tisch sind in diesen Fallen das frihere Auftreten der Parkinson-Erkrankung
[107, 108] und die haufigeren kognitiven Defizite [108]. GBA hat mit NHE6 das
Vorkommen im Endosomen-Lysosomen-System gemeinsam. Das von GBA
enkodierte Enzym lysiert Glucocerebroside [100]. Ein Funktionsverlust von GBA
fuhrt  zur  Akkumulation von Glucocerebrosid in Lysosomen des
retikoloendothelialen Systems. Die Zellen (Makrophagen) nehmen an Grol3e zu
(Gaucher-Zellen) und lagern sich in inneren Organen ab, v.a. Milz, Leber und
Knochenmark [109]. Mit Hilfe von Zellkulturen und iPS-Zellen (Neuronen) wurde
das Auftreten von alpha-Synuclein-Akkumulation bei funktionsunfahiger
Glucocerebrosidase bestétigt. Des Weiteren wurde gezeigt, dass das nicht ab-
gebaute Glucocerebrosid das l6sliche alpha-Synuclein stabilisiert und so die
Akkumulation und die Entstehung der Lewy-Koérper ermdglicht. Alpha-Synuclein
wiederum soll die Glucocerebrosidase hemmen, somit also eine verstarkende
Wirkung haben [110]. Zusammenfassend kann man sagen, dass GBA nicht nur
ein Beispiel fur eine graduelle Pathogenitat ist, sondern auch aufzeigt, dass
Funktionsverluste des Endosomen-Lysosomen-Systems Proteinakkumulationen
nach sich ziehen konnen. Die Parallele zur Akkumulation von alpha-Synuclein
bei funktionsunfahigem GBA kdnnten die Tau-Ablagerungen beim Verlust von
NHEG6 sein. Interessant ist, dass in einer aktuellen Untersuchung bei 2 von 39
untersuchten madglichen CBS-Patienten die heterozygote Mutation N370S in
GBA vorgefunden wurde, CBS allerdings keine alpha-Synuclein-Pathologie
aufweist [111].

Die Zusammenhange zwischen Genetik und klinischer Phenotypen neurodege-
nerativer Erkrankungen sind komplex und zeigen Heterogenitaten auf. Es be-
darf noch einiger wissenschaftlicher Erkenntnisse um diese vollstéandig zu ent-
schlisseln. Um die Richtigkeit der im Zuge dieser Arbeit aufgestellten These
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bestatigen zu kénnen, benétigt man funktionelle Untersuchungen und gegebe-
nenfalls eine breiter angelegte Analyse von Familienanamnesen. An diese Ar-
beit anschlielend werden gerade in unserer Arbeitsgruppe funktionelle Unter-
suchungen durchgefiihrt. Es stehen Fibroblasten der heterozygoten Tragerin
der Mutation p.T489YfsX23 (Gro3mutter des Indexpatienten, s. Abb. 48: 11.2)
und ein knockdown Zellmodell hierfiir zur Verfiigung. Es konnte bereits nach-
gewiesen werden, dass ein Funktionsverlust von NHE6 zur Ubersauerung und
Stérung des Endosomen-Lysosomen-Systems fuhrt. Auf3erdem wurden Auffal-

ligkeiten in deren Funktion festgestellt.

4.3 Schlussfolgerung

Genveranderungen im SLC9A6 Gen kénnen als haufige Ursache flr das Auftre-
ten des Corticobasalen Syndroms bzw. der Corticobasalen Degeneration aus-
geschlossen werden. Allerdings wurden seltene Varianten einschlie3lich der
von Riess und Kollegen beschriebenen p.T489YfsX23 Mutation gefunden, die
mit der CBS kosegregieren und daher nun funktionell untersucht werden, um
eine Bedeutung im Rahmen der Pathogenese einer spat manifestierenden neu-

rodegenerativen Erkrankung zu belegen.
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5. Zusammenfassung

In der stetig alternden Gesellschaft riicken neurodegenerative Erkankungen
immer mehr in den Fokus. Das klinisch diagnostizierte corticobasale Syndrom
(CBS) tritt meist im 6. Lebensjahrzehnt auf. Die fortschreitenden typischerweise
einseitig ausgepragten Hauptsymptome sind Rigiditat, Dystonie und das Alien-
Limb-Phanomen. Die Diagnose wird post mortem durch den Nachweis von Tau-
Proteinen in betroffenen Hirnarealen bestatigt (corticobasale Degeneration,
CBD). CBS/CBD zéhlen damit zu den Tauopathien. Der Nachweis der Mutation
p.T489YfsX23 bei einem am Christianson-Syndrom (CS) erkrankten Jungen
und der an CBS erkrankten Grolimutter (heterozygot) brachte das bisher im
Zusammenhang mit dem X-chromosomal vererbten CS stehende Gen SLC9A6
erstmals in Verbindung mit CBS/CBD. Das Gen enkodiert NHEG6, welches fir
die Aufrechterhaltung des pH-Wertes in den Endosomen und somit fur die
Funktion des Endosomen-Lysosomen-Abbauweges verantwortlich ist. Eine ge-
storte Autophagie konnte zu Neurodegeneration und Proteinablagerungen fih-
ren. Knockout Tiermodelle bestatigen Tau-Ablagerung bei NHE6-Verlust, ana-
log zur Pathologie bei CBD-Patienten. In dieser Arbeit wurden 223 CBS/CBD-
Patienten mit Hilfe des High Resolution Meltings auf Mutationen bzw. Variatio-
nen im SLC9A6 Gen untersucht. Es schloss sich die Sequenzierung der auffal-
ligen Proben und die Bestatigung von gefundenen Mutationen mittels RFLP und
SNaPshot, sowie die Untersuchung einer 272 Proben umfassenden Kontroll-
gruppe auf die gefundenen Variationen an. Parallel untersuchten Kooperations-
partner 63 US-amerikanische CBS/CBD-Patienten. Wir fanden insgesamt sechs
genetische Varianten, die Kollegen in den USA drei weitere sehr selten auftre-
tende SNPs. Zusatzlich wurden die Patienten- und Kontroll-Proben auf die Mu-
tation p.T489YfsX23 untersucht, welche jedoch in keiner der Gruppen nachge-
wiesen werden konnte. Die statistische Auswertung ergab keine signifikanten
Unterschiede der Frequenzen zwischen Patienten und Kontrollen. Die Mutation
p.T489YfsX23 steht aufgrund der Veranderung im Leseraster sowie der Fami-
lienanalyse weiter im Verdacht, krankheitsverursachend flr CBS zu sein. Eben-
so wird die in einer Familie mit CBD kosegregierende p.R568Q Variation in an-
schlieBenden funktionellen Studien auf eine moégliche Pathogenitat untersucht.
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