Aus dem Institut fiir Neurogenetik
der Universitat zu Liibeck
Direktorin: Prof. Dr. Christine Klein

Suche nach genetischen Ursachen bei Dystonien
ausgehend von Exom-Sequenzierungs-Datensatzen

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Universitat zu Liibeck
- Aus der Sektion Medizin -
vorgelegt von
Sofia Steinriicke
aus Warstein

Libeck 2019



1. Berichterstatterin/Berichterstatter: Prof. Dr. Katja Lohmann
2. Berichterstatterin/Berichterstatter: .....ccoeevevevevevveeneene
Tag der mindlichen Prifung: ......cccooeeeevennene.

Zum Druck genehmigt. Libeck, den ......cccccovvrvevenneens

Promotionskommission der Sektion Medizin



Inhaltsverzeichnis

R 11 =T U o Y- PSP 1
1.1 NeXt GeNeration SEQUENCING . .......cocueeiieiieeeiieieieieeeeeeeeeeeeeeseseeeseseees e s sesesseseesseeesesesessseeasessesseseenns 1
1.1.1 Sanger-Sequenzierung und Next Generation SEQUENCING...........ccccueeecvuveeeecvreeeesiiieeeeninns 2
1.1.2 Chancen und Grenzen des Next Generation SEQUENCINGS ..........ccueeeeeueeeiecieeeesiieeeenanns 3
1.13 EXOM-SEOUENZIEIUNG ....etiiieiieieiiittte et e e ettt e e e e ettt e e e e e s s bbbt e e e e e eessaberaeeeeeesssannnnes 4
1.1.4  Dateninterpretation — die grofle Herausforderung des Next Generation Sequencings.. 6
1.1.5  Next Generation Sequencing in der praktischen Anwendung: klinischer Kontext und
ELHISCHE ASPEKLE ...t e e e 8
1.2 Klinik und Genetik der DYStONIEN ....ciicciiiie ittt ettt evre e e e bee e e s sbee e e s sbreeeesanes 9
1.2.1  Klinische KENNZEIChEN ......oiiiiiiiie e 9
1.2.2 Einteilung anhand der Konsensus-Klassifikation..........cccccceeeeeiiireecciec e, 10
1.2.3  Alkohol-responsive DYSEONIEN .......ccoccuiiiiicieee ettt e ette e e e e rae e e e e raeeeeeanes 12
1.2.4 KOMPIEXE DYSEONIEN...eiiiiiiei et e e e bee e e s e e e s eabae e e e areeas 16
1.3 Vorarbeiten der ArbeitSgrUPPE. .. uuii ittt e e e s e e e e e e e sbeeeeesanee 16
O S VoL 1y (=] | [0 g Y=Y o VOSSPSRt 17
2 Material, Methoden UNd Patie@nten.......ccooieiiiiiiieeeeeeeeeee et 18
P2 R |V - =T - 1 PP PSR UPPOPRRPRT 18
2,11 ChemiKAlIEN oo s e 18
2.1.2  StammIosungen UNd MEIEN ...cc.uuiiiiciiiie et e e s raae e e 20
2.0.3 KIS cteeitteeite ettt ettt e h e sh e e s at e s bt e bt e bt e e b e e sh e e saeeeae e e teenbeesheesaeenas 21
2.1.4  AntikOrper UNd VEKLOIEN ......ooiiiiiiieccee ettt ettt e e et e e e e eanaeeeens 21
2005 ZEIEN ettt s st neesaee e 21
B N T 1= = o < PPN 22
2.1.7 P O aAMIMIE . e 23
2,18 WWEDSITES i s e e e nr e e sre e e naree s 23
2.2 Patienten Und KONTrolEN......couei i s s 24
P2 B |V 11 4y oo 1= o T PSPPSR PPOPRPRT 26
2.3.1  Computer-gestiitzte Methoden .........ccuviiiiciiieiciiieeeee e e 26
2.3.2 Molekulargenetische MethOden .......ccoeeiiiiiiei e 31
2.3.3 EXPreSSIONSANAIYSE .....vviiieee ettt e e e e e e e e r e e e e e e ennnraes 36
D T S V4 oY o [V | 7 [ o o YT o = OO 38
2.3.5 GNB1-Mutagenese, Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation und Biolumineszenz-
Resonanzenergietransfer-AsSay.......cccciuiiiieeiiicciiiiiieee e 49
N 1 =Y o] 0 £ SRS 53



3.1  Ergebnisse der Ursachenforschung bei Alkohol-responsiven Dystonien ...........ccccccveeeenneen. 53

3.1.1  Ausschluss von Mutationen in den Genen SGCE und TUBB4A ........ccccoveeevecveeericnennn. 53
3.1.2 Filterung der kombinierten Exom-Datensadtze von Patienten mit Alkohol-responsiver
DY 251 o V=N 55
3.1.3  Validierung der Varianten per Sanger-SEqUENZIEIUNE........ccueeeeccuveeeeivveeesiirreeeesinreeenns 59
3.1.4  Insilico-Betrachtung: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements in den
[T Te [To T A=Y qY =T o =Y o RSP 59
3.15 Uberpriifung von Kontrollprobanden und Screening weiterer Patienten auf Varianten
in den Genen MBTPS1 UNd PRKCQ .......c.uueeeeeuieiieiieieesieeeeseeessiee e svee e s snveee s s e 61
3.1.6  Zweite Filterung unter Einschluss der Exom-Daten eines Patienten mit SGCE-Variante
UNKIArer SIgNIfIKANZ........vieeeeeee et e e e e e 63
3.1.7  Validierung der zusatzlichen Varianten und Kontrollen..........cccocoveeeiiiieeeiciieee e, 65
3.1.8 Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements in den zusatzlichen Kandidatengenen
...................................................................................................................................... 65
3.1.9  Screening weiterer Patienten auf Varianten in den zusétzlichen Kandidatengenen.... 65
3.2  Ergebnisse der Untersuchung der genetischen Krankheitsursache bei zwei jungen Patienten
Mit DyStONIEErkrankUNGEN ......uii it e e e e 68
3.2.1 Ergebnisse der Untersuchung der genetischen Krankheitsursache bei einer jungen
Patientin mit komplexer generalisierter DYStONi€........cccceeeeciieieeiieee e e 68
3.2.2 Ergebnisse der Erforschung der genetischen Krankheitsursache bei einem jungen
Patienten mit isolierter generalisierter DYStONIe ........cccoveeeeciieeeciiiee e e, 77
N 1] U o o [ USSR 82

41  MAP2K2, MBTPS1, PRKCQ und SNAP91 als mogliche Kandidatengene in der Pathogenese

von Alkohol-responsiven DYStONIEN ........ceivciiieeiiiiiee e e e 82

4.2  Trio-Exom-Sequenzierung als wirkungsvoller Ansatz zur Identifizierung von genetischen

Ursachen Dei DYSTONIEN .....couui ittt ettt e 91

4.2.1  GNBI1-Mutation als Krankheitsursache bei einer Patientin mit generalisierter Dystonie
UNd INtelligeNZMINAEIUNG .cccueiiieeeee et e e e s e e s s areeas 91

4.2.2 TBC1D9B als potenzielles Krankheitsgen bei einem jungen Patienten mit isolierter

geNeralisSierter DYSTONI@......uuii it e et e e e et e e e sbae e e e enees 96
LI V1Y T o 10 0= oY = YU o V- URP 102
6 LIteraturverzeiChNis ......co i st r e e e sar e e 104
7 - o1 o V- o TSRS 116
5 R o 414411 115 TSP PT TSRO 116
7.1.1 Projekt: Alkohol-responsive DYStONIE ........eeeieciiiieiiciiiee et 116
7.1.2 Projekt: Trio-Exom-Ansatz Familie 1 ......ccceeeiiiiiiiiciiee e 120
7.1.3 Projekt: Trio-EXom-Ansatz Familie 2 ........c..uuviiieeee e 122
7.2 Sequenz des VenuUS-Plasmids ...t e e e e e e 123
7.3 Ubereinstimmungen mit der Sequenz des Alkohol-responsiven Elements .............c......... 123



8
9

7.4 Votum der EthiKKOMMISSION ......cooiiiiiiiiiiiiiiiieieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e eeeeeees

Danksagun

Lebenslauf

(12 TSRS



1 Einleitung

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit sollten die genetischen Ursachen bei ausgewahlten
Patienten mit Dystonie-Erkrankungen erforscht werden. Ausgangspunkt fir die Untersuchungen
waren Exom-Datensatze, die mittels des Verfahrens des Next Generation Sequencings gewonnen
wurden. Im Folgenden werde ich Chancen, Herausforderungen und Grenzen des Next Generation

Sequencings naher erldutern sowie einen Uberblick tiber die Klinik und Genetik der Dystonien geben.

1.1 Next Generation Sequencing

Seit jeher ist die medizinische Forschung daran interessiert herauszufinden, wodurch Krankheiten
verursacht und beeinflusst werden, um mit diesem Wissen moglichst zur Therapie der Betroffenen
beizutragen. Die rasante Entwicklung verschiedener biomedizinischer Verfahren und Technologien in
den letzten Jahren und Jahrzehnten nahrt nun die Hoffnung, dass es zukiinftig méglich sein wird, die
genetischen Faktoren in der Entstehung (nahezu) aller Erkrankungen zu entschliisseln. Damit wachst
auch der Traum, den Patienten eine Prazisions-Medizin anbieten zu kdnnen, die nicht nur zur
Symptomlinderung einer Erkrankung dient, sondern direkt an der zugrundeliegenden Ursache
angreift.

Als Frederick Sanger vor (iber 40 Jahren das ,Kettenabbruchverfahren” zur Sequenzierung von
Nukleotidsequenzen erfand und der Wissenschaftswelt prasentierte (Sanger et al. 1977), stellte dies
einen grolSen Fortschritt in der genetischen Forschung dar. Allerdings brauchte es noch einige
Jahrzehnte bis mithilfe dieser Technik das erste menschliche Genom komplett entschliisselt werden
konnte. Das ,Human Genome Project” nahm 13 Jahre (1990 - 2003) in Anspruch, Uber 20
Forschungsinstitute weltweilt waren daran beteiligt und die Kosten beliefen sich auf etwa 2,7
Milliarden US-Dollar (Majewski et al. 2011; Petersen et al. 2017).

Der dringende Bedarf fiir eine Verbesserung der DNA-Sequenzierungsverfahren fiihrte schlieBlich zur
Entwicklung des sogenannten ,Next Generation Sequencings“ (NGS) und damit zu einer weiteren
technischen Revolution. Ab 2005 wurden die ersten kommerziellen NGS-Gerate auf den Markt
gebracht und mittlerweile gibt es mehrere konkurrierende Firmen, die diese Instrumente zum Kauf
anbieten (Voelkerding et al. 2009; Slatko et al. 2018). In den folgenden Jahren erlaubten die
sinkenden Kosten eine breitere Verfligbarkeit und die zunehmende Anwendung dieser neuen
Technologie in verschiedenen Forschungseinrichtungen und der klinischen Diagnostik. Damit ist es
nun moglich, ein komplettes menschliches Genom innerhalb von weniger als 24 Stunden zu

sequenzieren (Clark et al. 2019). Gleichzeitig hat sich der Preis fiir eine Genom-Sequenzierung



drastisch reduziert und hat im Jahr 2019 einen Tiefstwert von etwa 600 US-Dollar erreicht (Abb. 1)
(Wetterstrand 2019).
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Abbildung 1: Entwicklung der Kosten zur Sequenzierung eines menschlichen Genoms in den Jahren 2001-2019.

Die griine Linie stellt die reale Kostenentwicklung fiir die Sequenzierung eines menschlichen Genoms dar. Die weile Linie
hingegen entspricht hypothetischen Daten zur Entwicklung der Sequenzierungskosten basierend auf ,,Moore’s Law*,
welches einen Langzeittrend in der Computer-Hardware-Industrie beschreibt und die Verdopplung der Rechenleistung alle
zwei Jahre beriicksichtigt. Die Kosten (y-Achse) sind logarithmisch aufgetragen. Ab Januar 2008 weicht die reale
Entwicklung deutlich von dem errechneten Modell ab — dieser Zeitpunkt reprasentiert die Umstellung in der Technologie
der DNA-Sequenzierung von der Sanger-Methode und Kapillar-basierten Instrumenten auf das Next Generation Sequencing
(aus Wetterstrand 2019, verfliigbar unter www.genome.gov/sequencingcostsdata (letzter Zugriff: 18.11.2019)).

1.1.1 Sanger-Sequenzierung und Next Generation Sequencing

Die klassische Sanger-Methode zur DNA-Sequenzierung basiert auf sich wiederholenden Zyklen aus
Template-Denaturierung, Primer-Anlagerung und Primer-Verlangerung. Als Template dienen dabei
meist die in einer PCR vervielfaltigten Kopien eines interessierenden Genbereichs, z.B. eines Exons.
Durch zufalligen Einbau von im Reaktionsansatz ebenfalls enthaltenen Fluoreszenz-markierten
Didesoxynukleotiden (ddNTPs) anstatt normaler Desoxynukleotide (ANTPs) wahrend der
Kettenverlangerung kommt es zum Syntheseabbruch. Dadurch entsteht ein Pool aus verschieden
langen DNA-Fragmenten. Nach Auftrennung der Fragmente ihrer Lange entsprechend in einer
Kapillar-Elektrophorese, werden die jeweils endstandigen ddNTPs durch einen Laser zur Emission
eines definierten Lichtspektrums angeregt. Die Detektion dieser Lichtsignale ermdglicht schlieflich
die Ermittlung der Nukleotidsequenz (Shendure und Ji 2008). Pro Reaktionsansatz ist die
herkdmmliche Sanger-Sequenzierung auf ein DNA-Fragment und eine maximale Lange von etwa

1000 bp beschrankt (Petersen et al. 2017).


http://www.genome.gov/sequencingcostsdata

Beim Next Generation Sequencing unterscheiden sich die Technologien verschiedener Anbieter u.a.
hinsichtlich der verwendeten Chemikalien, der Probenaufbereitung, der eigentlichen
Sequenzreaktion und der Datenanalyse (Olgiati et al. 2016). Gemeinsame Merkmale der
verschiedenen Ansatze sind die massive Parallelisierung der Sequenzierung und dass die Detektion
der Basenabfolge bereits wahrend der Synthese der DNA-Strange stattfindet. Da diese Dissertation
nicht den Raum bietet, alle Verfahren im Detail vorzustellen, sei hier auf die genauere Beschreibung
in einschlagigen Reviews verwiesen (Shendure und Ji 2008; Voelkerding et al. 2009; Metzker 2010;
Slatko et al. 2018). Grob zusammengefasst lasst sich der Ablauf des NGS folgendermalen darstellen:
Am Beginn steht die zufallige mechanische oder enzymatische Fragmentierung hoch-molekularer
(z.B. menschlicher genomischer) DNA. Will man nicht das ganze Genom, sondern nur bestimmte
interessierende Bereiche sequenzieren, missen diese Regionen zundchst angereichert werden (z.B.
durch Hybridisierung oder eine PCR-Reaktion). An beide Enden der erhaltenen Fragmente werden
dann Adapter-Sequenzen ligiert. Darauf folgt die klonale Amplifikation z.B. mittels Emulsions-PCR
und anschlieBend die Ubertragung der Amplikons auf einen Chip. Wihrend des eigentlichen
Sequenzier-Prozesses erfolgt pro Zyklus der enzymatische Einbau jeweils eines (Oligo-) Nukleotids,
welcher entweder durch eine Fluoreszenzreaktion oder die Freisetzung eines Protons und die damit
verbundene pH-Veranderung erfasst werden kann. Somit erfolgt die Sequenzierung schon wahrend

der Synthesereaktion (Shendure und Ji 2008; Lohmann und Klein 2014; Olgiati et al. 2016).

1.1.2 Chancen und Grenzen des Next Generation Sequencings

Das oben aufgezeigte Design des NGS als Array-Technologie erméglicht eine enorme Parallelisierung
der DNA-Sequenzierung und somit die Generierung hunderter von Megabasen bis Gigabasen an
Nukleotidsequenz wahrend eines einzigen Instrumentendurchlaufs (Majewski et al. 2011; Petersen
et al. 2017). Diese Entwicklung hat auch dazu beigetragen, dass sich die Erforschung von genetischen
Erkrankungen massiv gewandelt hat. In den Jahren vor der NGS-Ara war die genetische Forschung im
Wesentlichen auf groRe Familienstammbaume mit mehreren Betroffenen beschrankt. Mithilfe
verschiedener Experimente wie Mikrosatelliten-gestiitzten Kopplungs-Analysen und Homozygotie-
Kartierungen musste zunachst eine Kandidatenregion innerhalb des Genoms so stark eingegrenzt
werden bis eine gezielte Untersuchung einzelner Gene mittels Sanger-Sequenzierung moglich war
(Majewski et al. 2011; Petersen et al. 2017).

Durch die Einfiihrung des NGS sind nun zeit- und kostenaufwendige Experimente zur Hypothesen-
Generierung vor der Sequenzierung unnotig geworden, denn es erlaubt — zumindest theoretisch —
die Detektion aller genetischen Varianten eines Individuums (Petersen et al. 2017). Damit eroffnet
das NGS aulRerdem neue Anwendungsfelder fir die genetische Forschung, da es auch die Entdeckung

von de novo- und Mosaik-Varianten bei Fallen sporadischer Erkrankungen ermdglicht — ohne im



Vorhinein ein Kandidatengen oder betroffene Reaktionswege zu kennen (Lohmann und Klein 2014).
Fir die Untersuchung von de novo-Varianten wird ein sogenannter Trio-Ansatz durchgefiihrt. Hierbei
wird die DNA des betroffenen Patienten und der beiden nicht erkrankten Eltern sequenziert und
verglichen. So lassen sich leicht die Varianten herausfiltern, welche neu bei dem erkrankten
Indexpatienten entstanden sind und nicht von den Eltern vererbt wurden (Acuna-Hidalgo et al. 2016;
Mahler et al. 2019).

Trotz der allgemeinen Euphorie um das NGS ist es dennoch nétig, auch auf Limitationen dieser
Technologie hinzuweisen. So ist es zwar theoretisch moglich, alle genetischen Varianten eines
Individuums zu identifizieren, praktisch wird aber derzeit keine hundertprozentige Abdeckung des
gesamten Genoms erreicht. Darliber hinaus erscheint eine Genauigkeit von > 99,9 % zwar schon
relativ hoch, bedeutet aber aufgrund der immensen Gesamtzahl an gefundenen Varianten dennoch
das Auftreten von mehreren tausend falsch-positiven Resultaten (Lohmann und Klein 2014). Eine
reduzierte Qualitat der Sequenzdaten kann u.a. in GC-reichen Regionen und langen Abfolgen
desselben Nukleotids, sogenannten Homopolymeren auftreten (Olgiati et al. 2016). Zudem kdnnen
sogenannte Repeat-Expansionen oder -Kontraktionen durch die konventionelle NGS-Technologie
nicht entdeckt werden. (Bei den Repeats handelt es sich um aneinandergereihte Kopien kurzer
Sequenzeinheiten.) Dies ist darin begriindet, dass das NGS auf der Analyse relativ kleiner DNA-
Fragmente mit einer Lange von etwa 150-300 Basenpaaren (sog. short reads) beruht. Die meisten
krankheitsverursachenden Repeat-Expansionen sind jedoch langer als diese short reads, wodurch es
praktisch unmoglich ist, die wahre Lange der Repeats zu ermitteln (Mantere et al. 2019). Weiterhin
werden nicht alle genomischen Regionen gleich haufig abgedeckt. Wird eine bestimmte Sequenz
insgesamt nur sehr selten abgelesen, besteht das Risiko, dass trotz eines heterozygoten Zustandes
zufallig nur das Wildtyp-Allel abgelesen wird. Dies fiihrt zu falsch-negativen Resultaten und damit der

Gefahr, pathogene Varianten zu verpassen (Lohmann und Klein 2014).

1.1.3 Exom-Sequenzierung

Eine besonders erwdhnenswerte Anwendungsmoglichkeit des NGS stellt das sogenannte , targeted
sequencing” dar. Hierbei wird nicht das gesamte Genom sequenziert, sondern nur bestimmte
interessierende Regionen. Darunter fallt auch die gezielte Sequenzierung aller Protein-kodierender
DNA-Abschnitte, also des Exoms (Shendure und Ji 2008). Ein entscheidender Vorteil der Exom-
Sequenzierung (ES) gegeniber dem ,Whole Genome Sequencing” (WGS) ist, dass die codierende
Sequenz nur etwa 1 % des menschlichen Genoms ausmacht. Dadurch lasst sich bei der Exom-
Sequenzierung mit einer insgesamt niedrigeren Menge an Roh-Sequenzdaten trotzdem eine héhere
durchschnittliche Abdeckung der Exons erzielen (Majewski et al. 2011). Dies erhoht die Sensitivitat

der Variantendetektion (Koboldt et al. 2010) und verringert das Risiko ,falsch-negativer” Ergebnisse,
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welche durch ungeniigende Ablesung einzelner Abschnitte bedingt sind (Voelkerding et al. 2009).
Insgesamt war die Exom-Sequenzierung zum Zeitpunkt der Durchfiihrung meiner experimentellen
Arbeiten deutlich kostengiinstiger als das WGS — sowohl was den Sequenzierungsprozess selbst
anbelangt als auch die notwendige Speicherung und Analyse der gewonnenen Daten betreffend
(Majewski et al. 2011).

Der Nachteil der Exom-Sequenzierung besteht, wie offensichtlich ist, darin, dass genetische
Varianten in nicht-kodierenden Bereichen nicht entdeckt werden kénnen. So werden evolutionar
konservierte DNA-Abschnitte mit regulatorischen Funktionen, wie z.B. Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren nicht abgedeckt (Lohmann und Klein 2014). Auch die Entstehung neuer
SpleiB-Stellen durch tief-intronische Mutationen sowie Mutationen in langen nicht-codierenden
RNAs (IncRNAs) kénnen durch die Exom-Sequenzierung nicht detektiert werden (Bolz und Hoischen
2019). Allerdings kdnnen Mutationen in diesen Bereichen ebenfalls erhebliche Auswirkungen auf die
Funktion und Expression von Genen haben und somit zu einer Krankheitsentstehung beitragen.
Beispielsweise regulieren IncRNAs die Expression zahlreicher Gene wahrend der Hirnentwicklung und
Mutationen in mehreren IncRNAs wurden bereits als ursdchlich bei Patienten mit Autismus und
mentaler Retardierung nachgewiesen (Bolz und Hoischen 2019). AulRerdem werden, anders als der
Name es vermuten lassen wiirde, bei der Exom-Sequenzierung nicht alle exonischen Bereiche
komplett abgedeckt, sondern es entfallen die Exons, die noch nicht bekannt sind bzw. noch nicht
annotiert wurden (Majewski et al. 2011). Weiterhin ist die Exom-Sequenzierung zwar geeignet, um
kleinere Insertionen und Deletionen aufzuspiren, groRere Insertionen, Deletionen, genomische
Rearrangements, Repeat-Expansionen oder Variationen der Kopienzahl lassen sich damit aber nicht
entdecken (Petersen et al. 2017; Bolz und Hoischen 2019).

Tatsachlich sollen etwa 85 % der Mutationen, die zu groRen Auswirkungen auf krankheitsrelevante
Merkmale fiihren, innerhalb der kodierenden Sequenz liegen (Majewski et al. 2011), sodass die
Detektion einer pathogenen Variante innerhalb des Exoms durchaus wahrscheinlich erscheint.
Andererseits ist diese Zahl wohl zumindest zum Teil mit Bias behaftet, da in der Ara der Sanger-
Sequenzierung nicht-kodierende Regionen kaum untersucht wurden (Olgiati et al. 2016) und die
Identifizierung krankheitsverursachender Mutationen in diesen Bereichen schwierig ist (Petersen et
al. 2017). Insgesamt kann bisher schatzungsweise in durchschnittlich knapp 40 % der mittels Exom-
Sequenzierung untersuchten Falle Mendel’scher Erkrankungen tatsachlich eine Diagnose gestellt
werden. Dabei variiert die Spanne der Diagnoserate abhangig vom Studiendesign und dem
untersuchten Krankheitsbild erheblich. In einzelnen Studien werden zum Teil Aufklarungsraten von
deutlich Gber 50 % angegeben. Trio-Exom-Sequenzierungen haben sich im Vergleich zu Single-Exom-
Sequenzierungen als erheblich effektiver herausgestellt (Clark et al. 2018; Fogel 2018; Mahler et al.
2019).



1.1.4 Dateninterpretation — die grof3e Herausforderung des Next Generation Sequencings

Der entscheidende Arbeitsaufwand hat sich im Zeitalter des NGS auf die Phase nach der
Sequenzierung verlagert, denn mithilfe von bioinformatischen Methoden gilt es nun, die Masse an
gewonnenen Daten zu analysieren und zu interpretieren. Als einer der ersten Schritte wird die
entschllsselte Sequenz des entsprechenden Individuums mit einem Referenzgenom abgeglichen
(Hintzsche et al. 2016). Im Falle des WGS werden dadurch 3-4 Millionen ,,Single Nucleotide
Polymorphisms" (SNPs), also Veranderungen, die nur ein einziges Nukleotid betreffen, entdeckt. Bei
der Uberwiegenden Mehrzahl davon (bis zu 90 %) handelt es sich um bereits bekannte Varianten, die
in der Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) gelistet sind (Koboldt et
al. 2010). In diese Datenbank des NCBI gehen Informationen aus groRen Sequenzierungsprojekten
ein, wie beispielsweise die Daten des Exome Aggregation Consortiums (EXAC,
https://exac.broadinstitute.org) bzw. der Genome Aggregation Database (gnomAD,
https://gnomad.broadinstitute.org). EXAC umfasst die Sequenzdaten von liber 60.000 Exom-
Sequenzierungen (Lek et al. 2016) und gnomAD die Daten von insgesamt iber 125.000 Exom- sowie
von 15.708 Genom-Sequenzierungen, wobei die ExAC-Daten integrierter Bestandteil der Genome
Aggregation Database sind.

Die Anwendung der Exom-Sequenzierung fihrt zur Identifikation von 20.000 bis 50.000 Varianten
pro sequenziertem Exom (Gilissen et al. 2012). Im Folgenden besteht die groRe Schwierigkeit darin,
einzuschatzen welche der gefundenen Varianten pathogenetisch relevant sind und in welchen Fallen
es sich nur um , harmlose” Polymorphismen handelt. Es beginnt also die sprichwértliche Suche nach
der Nadel im Heuhaufen. Daher ist es notwendig, die entdeckten Varianten beruhend auf
verschiedenen Annahmen zu filtern (Majewski et al. 2011). Die Filterschritte sind unter anderem
abhédngig vom vermuteten zugrundeliegenden Erbgang und beinhalten Qualitatskennzeichen wie die
Ablesehdufigkeit. Daneben wird (bei seltenen Erkrankungen) nach Varianten mit einer sehr niedrigen
Frequenz in der Allgemeinbevélkerung gesucht. Ein weiteres Kriterium ist der Ausschluss von
synonymen Varianten und solchen, die auRRerhalb der kodierenden Sequenz liegen, da angenommen
wird, dass diese sich nur minimal auf der Proteinebene auswirken (Gilissen et al. 2012; Olgiati et al.
2016). Sind Informationen tGber Familienangehdorige verfligbar, werden diese ebenfalls
bericksichtigt. Gesunde Eltern und Geschwister diirfen die vermutete Mutation nicht aufweisen,
wahrend in betroffenen Verwandten das Vorhandensein der gleichen Mutation zu erwarten ist.

Eine Moglichkeit die verbleibenden Varianten weiter zu priorisieren, besteht in der Analyse der
evolutionaren Konservierung des betroffenen Nukleotids bzw. der veranderten Aminosaure. Hoch-
konservierte Nukleotide sind in der Regel wichtig flir die Proteinfunktion. Denn neue schadigende
Mutationen, die im Laufe der Evolution auftreten, werden durch natirliche Selektion meist wieder

schnell aus dem genetischen Pool einer Bevolkerung entfernt, wahrend neutrale Polymorphismen



erhalten bleiben (Olgiati et al. 2016). Beobachtungen zur Konservierung gehen auch in die Scores
diverser in silico-Pradiktionsprogramme ein, wie z.B. ,,Combined Annotation Dependent Depletion”
(CADD, https://cadd.gs.washington.edu), ,Sorting Intolerant From Tolerant” (SIFT, https://sift.bii.a-
star.edu.sg) oder ,,Polymorphism Phenotyping v2“ (PolyPhen-2,
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2). Diese Programme prognostizieren, beruhend auf
unterschiedlichen Algorithmen, ob eine bestimmte genetische Variante benigne oder (potenziell)
schaddigend ist (Hintzsche et al. 2016). Zusatzlich konnen die Plattformen ExAC und gnomAD
Aufschluss darliber geben, in welchem Male Varianten innerhalb eines bestimmten Gens toleriert
werden oder einer starken Selektion unterliegen. Hierzu ist die Anzahl der erwarteten im Vergleich
zur Anzahl der tatsachlich beobachteten synonymen und Missense-Varianten angegeben. AuBerdem
wird der zugehorige Z-Score genannt, wobei ein hoher, positiver Z-Score eine grof3e Diskrepanz
zwischen der beobachteten (sehr niedrig) und erwarteten Anzahl (deutlich héher) anzeigt. Darliber
hinaus werden die erwartete und beobachtete Anzahl an Loss of Function-Mutationen angegeben.
Das zusatzliche metrische Mal ,pLI“ (probability of being loss-of-function (LoF) intolerant) separiert
Gene ausreichender Lange in LoF-intolerant (pLI 2 0,9) und LoF-tolerant (pLI < 0,1) (Lek et al. 2016).
Uber beide Plattformen ist auBerdem der Vergleich von Allelfrequenzen in verschiedenen ethnischen
Subpopulationen moglich.

Nach Identifikation eines oder mehrerer Kandidatengene, miissen die Varianten aufgrund der
hoheren Fehlerrate des NGS zunachst noch per Sanger-Sequenzierung validiert werden, um falsch-
positive Ergebnisse auszuschlieBen (Majewski et al. 2011). AnschlieBend stellt sich selbst bei ,richtig-
positiven” Resultaten die Frage, ob diese Variante tatsachlich pathogen ist. Dies ist insbesondere
schwer zu beantworten fiir Gene, die bislang noch nicht mit der Entstehung von Krankheiten in
Verbindung gebracht wurden oder deren Funktion und Bedeutung bisher nur schlecht oder gar nicht
untersucht wurden (Petersen et al. 2017). Zum einen sollte die biologische Plausibilitdt der jeweiligen
Variante in der Pathogenese der betrachteten Krankheit beriicksichtigt werden. Das heif3t, das
entsprechende Gen sollte in dem Organ exprimiert werden, das von der Erkrankung betroffen ist und
gef. das Genprodukt an einem Reaktionsweg beteiligt sein, der bekanntermaRen in die
Krankheitsentstehung involviert ist. Zum anderen sind funktionelle Studien anzustreben, die die
Auswirkungen der Mutation in Zellsystemen oder Modell-Organismen beleuchten (Olgiati et al.
2016). Neben dem Fehlen der Variante in gesunden (ethnisch-passenden) Kontrollprobanden ist eine
unabhangige Bestatigung der Variante durch eine weitere Forschergruppe von Bedeutung (Domingo

et al. 2016).



1.1.5 Next Generation Sequencing in der praktischen Anwendung: klinischer Kontext und
ethische Aspekte

In den letzten Jahren hat das NGS durch die Entdeckung einer Vielzahl an neuen Krankheitsgenen zur
Revolutionierung der genetischen Forschung beigetragen. So konnten in den letzten Jahren im
Bereich der seltenen, monogenetischen Erkrankungen jahrlich etwa 150 bis 200 neue Krankheitsgene
entdeckt werden (Boycott et al. 2017; Bick et al. 2019). Daneben hat auch das klinische Setting von
dieser Technologie profitiert. SchlieRlich werden das WGS und ES an realen Menschen mit konkreten
Krankheiten durchgefiihrt und verhelfen diesen im Idealfall zu einer Diagnose. Neben dem
informativen Charakter fir die Betroffenen und deren Angehorige ist die psychische Konsequenz der
Gewissheit Uber die Krankheitsursache nicht zu unterschatzen. In manchen Fallen ermdoglicht die
Diagnose dariiber hinaus eine genauere Prognose oder flihrt zu einer besseren Anpassung der
Therapie (Lohmann und Klein 2014; Bick et al. 2019). AuRerdem ist auf Grundlage dieser
Informationen eine genetische Beratung der Angehérigen des Indexpatienten maoglich.
Beispielsweise konnen Eltern beziiglich des Wiederholungsrisikos der Erkrankung in einem weiteren
Kind aufgeklart werden. Auch eine pranatale Testung auf das Vorliegen der Mutation ist denkbar
(Gilissen et al. 2012). Ferner ist diese Art von Grundlagenforschung und besonders die Untersuchung
der zugrundeliegenden Pathomechanismen und betroffenen Reaktionswege unabdingbar, um
mogliche Angriffspunkte fir Medikamente zu finden und letztendlich sogar den Weg in Richtung
einer Prazisons-Medizin zu ebnen (Majewski et al. 2011). An dieser Stelle lasst sich ein
institutseigenes Erfolgsbeispiel anfiihren: Durch die Anwendung des NGS lieB sich bei einem
Patienten mit Klinefelter-Syndrom (Karyotyp 47, XXY) und komplexen neurologischen
Beeintrachtigungen eine zusdtzliche mitochondriale Mutation identifizieren. Basierend auf dem
Wissen um diese Mutation konnte dem Patienten eine personalisierte Therapie angeboten werden,
die zu einer deutlichen Symptomverbesserung fiihrte (Dulovic et al. 2018).

Ebenso wie viele andere neuartige Entwicklungen in der Medizin bringt auch das NGS ethische
Gesichtspunkte mit sich, die bedacht werden miissen. So gilt es, sich damit auseinanderzusetzen, wie
mit inzidentellen Funden umgegangen werden soll — also der Detektion von pathogenen Varianten,
die nicht mit der eigentlichen Fragestellung in Zusammenhang stehen (Lohmann und Klein 2014).
Hier muss das Recht des Patienten auf Nichtwissen gegeniiber eventuell friihzeitigen
Behandlungsmoglichkeiten abgewogen werden. Weiterhin sollten auch der Aspekt der
Langzeitdatenspeicherung fiir spatere Reanalysen (Olgiati et al. 2016), die Datensicherheit und das
Recht der Patienten auf Privatsphare nicht vernachlassigt werden (Majewski et al. 2011).
Insbesondere dirfen derart sensible Daten nicht unberechtigterweise in die Hiande von
Versicherungen oder Arbeitgebern gelangen und dort zu Benachteiligungen der Betroffenen fiihren

(siehe Gendiagnostikgesetz (Bundesministerium flr Justiz und Verbraucherschutz 2009)). Die



informierte Zustimmung zur Untersuchung durch den Patienten sowie die Priifung geplanter
klinischer Studien durch eine Ethikkommission sind daher zentrale Voraussetzungen vor

Durchfiihrung einer Genom- oder Exom-Sequenzierung.

1.2 Klinik und Genetik der Dystonien

Ein Gebiet, in dem sich das NGS als sehr hilfreiches Instrument erwiesen hat, ist unter anderem die
Erforschung von Bewegungsstérungen (Olgiati et al. 2016). So konnten z.B. im Bereich der Dystonien
in den letzten Jahren einige neue krankheitsverursachende Varianten identifiziert und das
Verstandnis der zugrundeliegenden Pathomechanismen erweitert werden (Domingo et al. 2016).
Der Begriff ,Dystonie” (dystonia musculorum deformans) wurde im Jahre 1911 durch den deutschen
Neurologen Hermann Oppenheim gepragt (Klein und Fahn 2013). ,,Dystonie” kann entweder ein
Symptom im Rahmen einer anderen Erkrankung, eine (abnorme) Bewegungsform oder auch die
Dystonie als Krankheitsentitat beschreiben (Camargo et al. 2015). Bei dem Erkrankungsspektrum der
Dystonien handelt es sich um eine sowohl phanotypisch als auch genotypisch heterogene Gruppe
hyperkinetischer Bewegungsstorungen mit einer geschatzten Prdvalenz von 15 bis 30 pro 100.000

Einwohnern (Phukan et al. 2011; Steeves et al. 2012).

1.2.1 Klinische Kennzeichen

Dystonien im Allgemeinen sind charakterisiert durch anhaltende oder intermittierende nicht-
kontrollierbare Muskelkontraktionen, die zu abnormalen, oftmals sich wiederholenden Bewegungen
oder Haltungsstereotypien fihren (Albanese et al. 2013). Wahrend der Kontraktionen werden
gleichzeitig agonistische und antagonistische Muskeln aktiviert (Geyer und Bressman 2006). Die
Haltungsanomalien dulRern sich als Beugung, Streckung oder Verdrehung und kénnen verschiedene
Korperteile betreffen. Diese Veranderungen kénnen tonisch oder krampfartig, dynamisch oder fixiert
sein oder einen rhythmisch-tremorartigen Charakter haben (Albanese 2003; Albanese et al. 2013).
Sowohl die mit der Dystonie verbundenen Kérperhaltungen als auch die abnormen Bewegungen
folgen einem stereotypen Muster hinsichtlich der Richtung sowie der beteiligten Kérperteile und sind
haufig repetitiv (De Pablo-Fernandez und Warner 2017). Die Dystonie wird meist durch willkirliche
Bewegung initiiert oder verschlimmert (Albanese et al. 2013). Eine Extremform sind die Tatigkeits-
spezifischen Dystonien, die (wenigstens zu Beginn der Erkrankung) nur bei ganz spezifischen, in
hohem MaRe antrainierten motorischen Bewegungen auftreten. Sie kdnnen sich als Schreibkrampf
oder Musikerdystonie duern, aber auch z.B. bei Sportlern wie Golfern oder Tanzern auftreten

(Torres-Russotto und Perlmutter 2008; Sadnicka et al. 2016).



Weitere typische Merkmale sind die Phdnomene des ,,overflow” und der Spiegel-Dystonie. Ersteres
bezeichnet eine ungewollte Muskelkontraktion, die die lbliche dystone Bewegung begleitet, diese
aber anatomisch tiberschreitet (Albanese et al. 2013). Meist ist dieses Ubergreifen kontinuierlich,
kann aber auch die kontralaterale Kérperhalfte betreffen. Die Spiegel-Dystonie tritt einseitig auf der
primar betroffenen Kérperseite auf und wird durch spezifische motorische Aktionen der Gegenseite
getriggert. Ein typisches Beispiel ist das Auftreten eines Krampfes in der dominanten Hand, wahrend

der Patient mit der nicht betroffenen Seite schreibt (Albanese und Lalli 2009).

1.2.2 Einteilung anhand der Konsensus-Klassifikation

Aktuell erfolgt die klinische Einteilung der Dystonien anhand einer im Jahre 2013 verabschiedeten
Konsensus-Klassifikation (Albanese et al. 2013). Die Einordnung erfolgt entlang zweier Achsen,
namlich anhand der klinischen Charakteristiken einerseits und der Atiologie andererseits.

Die erstgenannte Achse weist wiederum weitere Subgruppen auf (s. Abb. 2), z.B. das
Erstmanifestationsalter. Daneben werden die betroffenen Kérperregionen mit den Begriffen fokal,
multifokal, segmental, generalisiert und Hemidystonie unterschieden. Wahrend die fokalen Formen
isoliert einzelne Korperteile involvieren, sind bei den segmentalen Dystonien zwei oder mehr
aneinandergrenzende, bei den multifokalen Formen hingegen mehrere nicht kontinuierliche
Regionen einbezogen. Die generalisierte Dystonie schlieBlich betrifft den Kérperstamm und
mindestens zwei weitere Bereiche. Ferner lasst sich das zeitliche Muster beurteilen: der
Krankheitsverlauf kann entweder progressiv oder statisch sein. AuBerdem kann die Variabilitat der
Symptomatik differenziert werden als persistierend, aktions-spezifisch, mit tageszeitlichen
Schwankungen oder anfallsweise. Weiterhin unterscheidet die Klassifikation zwischen isolierten und
kombinierten Dystonien. ,,Kombiniert” bezeichnet die Vergesellschaftung der Dystonie mit
Parkinsonismus, Myoklonus oder anderen Bewegungsstorungen. Dariiber hinaus kdnnen Dystonien
gemeinsamen mit nicht-motorischen Symptomen im Rahmen von komplexen Syndromen oder
Systemerkrankungen auftreten.

Mithilfe der atiologischen Achse werden separat zwei verschiedene Komponenten beschrieben: zum
einen das Vorliegen nachweisbarer pathologischer Verdanderungen innerhalb des Nervensystems und
zum anderen, ob es eine genetische oder erworbene Ursache fiir die Erkrankung gibt (s. Abb. 2).
Lassen sich weder krankheitsverursachende Mutationen noch erworbene Griinde erkennen, erfolgt
die Klassifikation als idiopathisch (Albanese et al. 2013).

In diesem Zusammenhang sei noch erwahnt, dass erbliche monogenetische Dystonien friiher mit
dem Symbol ,,DYT” und einer darauffolgenden Zahl gekennzeichnet wurden. Dieses System der
Locus-Symbole wurde urspriinglich eingefiihrt, um spezifische chromosomale Regionen zu

kennzeichnen, die mit einer familidren Erkrankung in Zusammenhang gebracht wurden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der 2013 vorgestellten Konsensus-Klassifikation fiir Dystonien entlang von zwei

verschiedenen Achsen (Adaptiert nach Macerollo und Martino 2016, Abb.2).
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Die Nummerierung erfolgte dabei chronologisch bzw. basierend auf der ersten Beschreibung in der
Literatur. Aufgrund verschiedener Schwachen dieser Benennung wurde 2016 von der , International
Parkinson and Movement Disorder Society Task Force for Nomenclature of Genetic Movement
Disorders” eine revidierte Nomenklatur vorgeschlagen, die u.a. auf eine Nummerierung verzichtet
und stattdessen die DYT-Symbole durch die Angabe des betroffenen Gens erganzt (Marras et al.
2016). Da sich die alte Namensgebung aber logischerweise in einem GroRteil der verfliigbaren

Literatur findet, wird sie auch im Rahmen dieser Dissertation noch erwahnt werden.

1.2.3 Alkohol-responsive Dystonien

Unter den monogenetischen Dystonien gibt es zwei Subtypen, deren Symptomatik sich
interessanterweise nach Alkoholkonsum bessert, namlich DYT-TUBB4A (DYT4) und DYT-SGCE
(DYT11). Spannend ist die Gemeinsamkeit, dass beide Krankheitsgene (TUBB4A und SGCE) fiir
Proteine codieren, die am Aufbau des Zytoskeletts beteiligt sind. Die B-Tubulin-Isoform 4a
(Genprodukt von TUBB4A) ist Bestandteil von Mikrotubuli, wahrend das durch SGCE codierte &-
Sarcoglykan eine Komponente des Dystrophin-Glykoprotein-Komplexes darstellt — eine Verbindung
zwischen der Extrazellularmatrix mit dem subsarkolemmalen Zytoplasma (Ettinger et al. 1997;

Tischfield und Engle 2010).

1.2.3.1 DYT-TUBB4A — Whisphering Dysphonia

Mutationen in dem Gen TUBBA4A fiihren zur Dystonie DYT-TUBB4A (DYT4), die autosomal-dominant
vererbt wird und wahrscheinlich eine komplette Penetranz mit unterschiedlicher Expressivitat
aufweist. TUBB4A codiert fiir die B-Tubulin-Isoform 4a, welche besonders im Gehirn eine hohe
Expressionsrate aufweist (Hersheson et al. 2013; Lohmann et al. 2013). Gemeinsam mit a-Tubulin
bildet B-Tubulin Heterodimere, die zu Mikrotubuli polymerisieren — einem wichtigen Bestandteil des
Zytoskeletts. Im Nervensystem spielen Mikrotubuli unter anderem eine zentrale Rolle bei der
neuronalen Migration und Polarisation sowie wahrend des Axonwachstums (Tischfield und Engle
2010).

Klinisch beschrieben wurde die Dystonie DYT4 erstmals 1985 in einer australischen Familie mit
insgesamt 20 Betroffenen (Parker 1985). Die Erkrankung manifestierte sich entweder isoliert als
Flister-Dysphonie (whispering dysphonia) oder im Komplex mit weiteren Symptomen wie
verschiedenartigen motorischen und neuropsychiatrischen Auffilligkeiten (Angste, Psychosen oder
Demenz). Die Dysphonie prasentierte sich derart, dass die erkrankten Individuen zwar schreien und
auch im Schlaf normal sprechen konnten, wenn sie aber mit normaler Stimme etwas sagen wollten,

brachten sie nur ein Fllistern oder gar keinen Ton heraus. Die anfangliche Dysphonie hat sich in den
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meisten der Patienten zur fokalen (kranio-zervikalen) oder generalisierten Dystonie weiterentwickelt,
letztere zum Teil in Begleitung mit anderen Bewegungsstérungen wie einer Ataxie oder Chorea. Das
Erstmanifestationsalter lag bei der Mehrzahl der Félle vor dem 20. Lebensjahr. Eine
Symptombesserung nach Alkoholkonsum besonders zu Krankheitsbeginn wurde beschrieben (Wilcox
etal. 2011).

Im Jahre 2013 schlieRlich konnte eine Missense-Variante p.R2G (c.4C>G) als krankheitsverursachende
Mutation in der australischen Familie identifiziert werden (Hersheson et al. 2013; Lohmann et al.
2013). Im gleichen Jahr wurde aufgedeckt, dass das Krankheitsbild der Leukoenzephalopathie-
Hypomyelination (H-ABC) ebenfalls die Folge einer Missense-Mutation (p.D249N) im TUBB4A-Gen ist
(Simons et al. 2013). Die Diagnose der H-ABC beruht auf radiologischen Kriterien. Diese beinhalten
die pathognomonische Kombination aus Hypomyelination und einer Atrophie des Kleinhirns sowie
der Basalganglien. Klinisch fielen die Erkrankten haufig zunachst mit einem verspateten Erreichen der
sogenannten ,Meilensteine” der motorischen Entwicklung auf. Im Krankheitsverlauf kam es zu einer
Verschlechterung der Gehfahigkeit (in mehreren Fallen beginnend mit einer Hemidystonie). Als
weitere phanotypische Krankheitsmanifestationen wurden Spastizitat, Tremor, Ataxie und
Choreatethose sowie eine zunehmende Dysarthrie beschrieben. Die Erstmanifestation der H-ABC fiel
in das Sauglings- bis Kleinkindalter. Da gewisse Uberlappungen zwischen den Krankheitsbildern der
»Whispering dysphonia“ und der H-ABC bestehen, wird DYT4 als ,,form fruste”, das heil3t als milde
Verlaufsform der H-ABC bzw. die Zugehorigkeit der beiden Erscheinungsformen zu einem
kontinuierlichen phanotypischen Spektrum diskutiert (Erro et al. 2015).

Funktionelle in vitro Studien legen nahe, dass die verschiedenartigen phanotypischen Auspragungen
von nicht vorhandenen MRT-Veranderungen in DYT4, Hypomyelination mit Atrophie des Cerebellums
und der Basalganglien im Falle der H-ABC sowie isolierter Hypomyelination auf einer Beteiligung
unterschiedlicher Zelltypen beruhen kénnten. Wahrend die DYT4-Mutation p.R2G sich nur auf die
Morphologie von Neuronen und die im Zusammenhang mit isolierter Hypomyelination
beschriebenen Varianten p.V255I und p.R282P nur auf Oligodendrozyten auswirkten, hatte die H-
ABC-Mutation p.D249N Effekte sowohl auf Neuronen als auch auf Oligodendrozyten (Curiel et al.
2017). Auf zelluldrer Ebene konnte gezeigt werden, dass die TUBB4A-Mutationen p.D249N und
p.A271T mit der Bindung von Motor-Proteinen an Mikrotubuli interferierten und zu einer
beeintrachtigten Dynamik der Mikrotubuli flhrten (Vulinovic et al. 2018). Eine andere funktionelle
Studie ergab, dass die Mutanten p.R2G und p.A271T abnorme Tubulin-Netzwerke bildeten und eine
verminderte Fahigkeit zur Bindung an a-Tubuline zeigten (Watanabe et al. 2018). In beiden Studien
konnte ein vermindertes Neuritenwachstum beobachtet werden. Somit scheinen Stérungen im
Bereich des Mikrotubuli-Netzwerkes und der Mikrotubuli-Dynamik wichtige Pathomechanismen in

der Entstehung der verschiedenen mit TUBB4A-Mutationen verbundenen Krankheitsbilder
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darzustellen. Bislang véllig ungeklart ist jedoch, Gber welche zelluldren Reaktionswege

Alkoholkonsum zu einer Symptombesserung fiihren kdnnte.

1.2.3.2 DYT-SGCE (DYT11) — Myoklonus-Dystonie

Die mit dem Locus-Symbol DYT-SGCE (DYT11) bezeichnete Myoklonus-Dystonie wird durch
Mutationen in dem Gen SGCE verursacht. Sie gehort zu den kombinierten Dystonie-Syndromen, das
heilt sie vereint die Charakteristiken einer Dystonie mit denen einer weiteren Bewegungsstorung
(des Myoklonus). Die Erkrankung folgt einem autosomal-dominanten Erbgang (Nardocci 2011).

Die Erstmanifestation der Myoklonus-Dystonie liegt meist in der ersten oder zweiten Lebensdekade.
Ein jeweils isoliertes Auftreten von Myoklonus oder Dystonie ist moglich, eine alleinige Manifestation
der Dystonie kommt jedoch eher selten vor (Raymond et al. 2008). Der myoklonische Anteil ist
gekennzeichnet durch blitzartige Zuckungen, die vorwiegend den Oberkérper betreffen, aber auch
die untere Extremitat, das Gesicht oder die Stimme kénnen beteiligt sein. Der Myoklonus ist als
pradominantes Charakteristikum der Erkrankung oft auch in Ruhe vorhanden und kann durch
willkirliche Bewegungen und psychologischen Stress verschlimmert werden (Kinugawa et al. 2009).
Die Dystonie prasentiert sich hingegen in der Regel in einer milden bis moderaten Auspragung.
GroRtenteils tritt sie im Bereich der oberen Extremitat, als zervikale Dystonie oder Schreibkrampf in
Erscheinung, kann wiederum aber auch die untere Extremitat oder laryngeale Muskeln betreffen
(Kinugawa et al. 2009; Peall et al. 2014). Normalerweise stellt sich der klinische Krankheitsverlauf
benigne dar und lasst ein aktives Leben mit einer normalen Lebenserwartung zu, wobei eine grolRe
Variabilitat der Verlaufe (selbst innerhalb einer Familie) vorkommen kann (Kinugawa et al. 2009).
Viele der in der Literatur beschriebenen Familien zeigen eine (dosisabhangige) Verbesserung ihrer
Symptome durch Alkoholkonsum. Es gibt aber auch Individuen auf die diese Beobachtung nicht
zutrifft (Asmus et al. 2002; Doheny et al. 2002; Asmus et al. 2005; du Montcel et al. 2006; Nardocci et
al. 2008; Weissbach et al. 2017). Ferner wurde das gehaufte Auftreten psychiatrischer Erkrankungen
im Rahmen der Myoklonus-Dystonie beschrieben. Dazu zdhlen insbesondere Alkohol-Abhangigkeit
und Zwangsstorungen sowie Entitdten aus dem Formenkreis der Angsterkrankungen, darunter
Phobien, Panikstorungen und die generalisierte Angsterkrankung (Saunders-Pullman et al. 2002;
Peall et al. 2013; Weissbach et al. 2013; Peall et al. 2015).

Das SGCE-Gen codiert fir e-Sarcoglykan. Sarcoglykane sind am Aufbau des Dystrophin-Glykoprotein-
Komplexes beteiligt, welcher eine Verbindung zwischen der Extrazellularmatrix mit dem
subsarkolemmalen Zytoplasma herstellt. Die Isoform e-Sarcoglykan wird in weiten Teilen sowohl
embryonalen als auch adulten Gewebes exprimiert (Ettinger et al. 1997). Innerhalb des Gehirns

konnten hohe Expressionslevel in den Mitralzellen des Bulbus olfactorius, den Purkinje-Zellen des
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Kleinhirns sowie monoaminergen (dopaminergen) Neuronen des Mittelhirns gezeigt werden (Chan et
al. 2005).

Das SGCE-Gen unterliegt einem maternalem Imprinting: Wahrend das miutterliche Allel methylierte
CpG-Inseln im Bereich des Promotors und des ersten Exons aufweist, zeigt sich das vaterliche Allel
unmethyliert. Das maternale Allel wird dadurch abgeschaltet und nur das paternale Allel exprimiert.
Dieses Phanomen kann die reduzierte Penetranz der Erkrankung innerhalb betrachteter
Familienstammbaume erklaren (Miller et al. 2002; Grabowski et al. 2003). Das Spektrum der
Mutationsarten in Patienten mit Myoklonus-Dystonie reicht von einzelnen Basenaustauschen, tiber
Spleil-Stellen-Mutationen und kleineren Insertionen oder Deletionen bis hin zu Exon-
Rearrangements und dem Vorkommen im Rahmen von Mikrodeletionssyndromen (Asmus et al.
2007; Griinewald et al. 2008). Die meisten dieser Mutationen fiihren zu einem vorzeitigen Stopp-
Codon oder einem friihzeitigen Abbau des fehlerhaften Proteins liber das Ubiquitin-Proteasomen-
System. Somit scheinen (fast) alle SGCE-Mutationen in einem kompletten Funktionsverlust zu
miinden (Esapa et al. 2007; Griinewald et al. 2008; Griitz et al. 2017).

Pathophysiologisch konnte der Dopaminstoffwechsel eine entscheidende Rolle in der Entstehung des
Symptomenkomplexes der Myoklonus-Dystonie, bestehend aus motorischen und psychiatrischen
Auffélligkeiten, spielen. Darauf deuten bildgebende Untersuchungen an Patienten mit SGCE-
Mutationen mittels SPECT (single-photon emission computed tomography) (Beukers et al. 2009)
sowie Experimente mit sgce-knockout Mausen hin (Yokoi et al. 2006; Zhang et al. 2012).

Ebenso wie im Falle der TUBB4A-Mutationen ist es auch fiir die Myoklonus-Dystonie DYT-SGCE bisher
nicht geklart, Gber welche zelluldren Mechanismen der Konsum von Alkohol zu der beschriebenen

Verbesserung der Krankheitssymptome fiihren kdnnte.

1.2.3.3 Alkohol-responsive Gene

Bereits vor etlichen Jahren wurden Gene beschrieben, deren Expression im menschlichen Gehirn
durch langjahrigen Alkoholabusus beeinflusst wurde. Interessanterweise waren darunter auch
solche, deren Genprodukte eine Rolle in der synaptischen Transmission spielen (Lewohl et al. 2000).
Durch Untersuchungen am Nematoden C. elegans konnte gezeigt werden, dass einige durch
Alkoholgenuss in veranderter Weise exprimierte Gene eine bestimmte Basenabfolge in ihrem
Promotorbereich aufweisen. Diese Sequenz besteht aus den 11 Nukleotiden ,tCTGcGTCtCt“, wobei
GroBbuchstaben absolut konservierte und kleine Buchstaben verédnderliche Positionen darstellen
(Kwon et al. 2004). Eine weitere Forschergruppe fand heraus, dass die obengenannte Sequenz — von
ihnen als Alkohol-responsives Element (ARE) beschrieben — ebenfalls in verschiedenen murinen
Genen zu finden ist, deren Expression in Neuronen und Astrozyten nach Alkoholgenuss hoch- oder

herunterreguliert wurde (Pignataro et al. 2007; Pignataro et al. 2013). Zu den veranderlichen
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neuronalen Genen gehdren wiederum einige, die an der synaptischen Transmission,
Synapsenbildung und -plastizitdt sowie am Mikrotubuli-Aufbau und Protein-Transport beteiligt sind
(Pignataro et al. 2009). Im Falle der Astrozyten sind verschiedenste funktionelle Gengruppen
betroffen, die in ihrer Gesamtheit zur Aufrechterhaltung einer Homdostase im zentralen
Nervensystem beitragen (Pignataro et al. 2013). Das beschriebene ARE stellt eine potenzielle
Bindungsstelle fir den Transkriptionsfaktor HSF-1 (Hitze-Schock-Faktor 1) dar. Dieser wird unter
Alkoholeinfluss oder Stress durch Hitze vom Zytoplasma in den Zellkern verlagert, was eine
notwendige Bedingung darstellt, damit HSF-1 als Transkriptionsfaktor wirken kann (Pignataro et al.

2007).

1.2.4 Komplexe Dystonien

Neben der Kombination mit anderen Bewegungsstorungen kdnnen Dystonien auch mit weiteren
neurologisch-psychiatrischen und systemischen Erkrankungszeichen assoziiert sein. Fiir diese
breitgefacherten Krankheitsbilder, in denen die Dystonie im Kontext eines umfassenderen Phanotyps
auftritt, wurde die Bezeichnung als ,, komplexe Dystonie” vorgeschlagen (Marras et al. 2016). Unter
die komplexen Dystonien fillt eine bunte Vielfalt an Syndromen u.a. Dihydropterinreduktase-
Mangel, Mohr-Tranebjaerg-Syndrom, Leber-hereditdre-Optikusneuropathie und GM1-Gangliosidose
Typ lll. Die mit solchen Krankheiten verbundenen Symptome reichen von Visusverlust Gber
Kardiomyopathie bis hin zu Leberzirrhose (Marras et al. 2016). Daneben kann die Dystonie auch als
Symptom im Rahmen von Syndromen vorkommen, die zugleich kognitive Einschriankungen,
Entwicklungsverzogerung oder Intelligenzminderung als weitere phanotypische Kennzeichen
umfassen. Beispiele dafiir sind das Lesch-Nyhan-Syndrom, die Biotin-responsive Basalganglien-
Erkrankung, die Fucosidose, die Neuroferritinopathie, das Nieman-Pick-Syndrom (NPC1 und NPC2)
sowie das Rett-Syndrom (Phukan et al. 2011; Marras et al. 2016).

An diesen kurzen Aufzdhlungen ist bereits erkennbar, dass komplexe Dystonien zwar selten, aber
vielfaltig sind und sich klinisch und genetisch sehr heterogen prasentieren. Es sind Gber 250 Gene
bekannt, in denen Mutationen zu Dystonie-Erkrankungen oder Syndromen fiihren kénnen, in denen

die Dystonie einen Teil des moglichen phanotypischen Spektrums darstellt (Zech et al. 2017).

1.3 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

Die experimentellen Arbeiten an meiner Promotion umfassten zwei Arbeitsteile und wurden in den
Jahren 2016 - 2017 ausgefiihrt. Der erste Teil beschaftigte sich mit der Erforschung Alkohol-
responsiver Dystonien. Dazu wurden neun unter Alkohol-responsiver Dystonie leidende Patienten
ausgewahlt, deren DNA-Proben von der Dystonia Coalition (USA) erhalten werden konnten. Mit der
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DNA dieser Patienten wurde eine Exom-Sequenzierung durchgefiihrt und der erhaltene Datensatz
auf Varianten mit einer Populationsfrequenz von < 0,01 in der Allgemeinbevolkerung vorgefiltert.
Aullerdem wurde bereits eine Qualitatsfilterung durchgefihrt.

Innerhalb der Arbeitsgruppe besteht seit langem eine hohe Expertise in der Erforschung von
Dystonien. Beispielsweise haben sich einige Arbeiten mit Mutationen in den Genen TUBB4A und
SGCE befasst, welche zu Formen Alkohol-responsiver Dystonien flihren (Miiller et al. 2002; Hedrich et
al. 2004; Lohmann et al. 2013). Daher konnte ich fir meine Versuche auf bereits vorhandene Primer
und erprobte Protokolle zur Sequenzierung dieser beiden Gene zurlickgreifen.

Der zweite Teil meiner experimentellen Arbeiten befasste sich mit der Identifizierung der
genetischen Krankheitsursache bei zwei Kindern mit generalisierter Dystonie. Die Indexpatienten
wurden durch ein Team aus erfahrenen Arzten um Prof. Dr. Alexander Miinchau (titig am Institut fir
Neurogenetik der Universitat zu Libeck und am Zentrum fiir seltene Erkrankungen des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH) in Liibeck) ausfiihrlich neurologisch untersucht.
Daneben wurden weitere diagnostische Untersuchungen wie z.B. EEG, Bildgebung des Kopfes und
Blutuntersuchungen durchgefiihrt, um mogliche bekannte Krankheitsursachen fir die bei den
Patienten beobachteten Bewegungsstorungen auszuschliefen. Den Indexpatienten und deren Eltern
wurde Blut abgenommen und eine Trio-Exom-Sequenzierung durchgefiihrt. Meine Arbeit begann
jeweils mit der Filterung der erhaltenen Exom-Datensétze.

Die DNA-Proben aller untersuchten Dystonie-Patienten sowie der betrachteten Kontrollprobanden
waren bereits in extrahierter Form vorhanden. In weiterfihrenden Analysen eingesetzte Zellen (SH-

SY5Y-Zellen und Fibroblasten) wurden durch andere Mitglieder der Arbeitsgruppe kultiviert.

1.4 Fragestellungen

Genetische Faktoren bei Alkohol-responsiver Dystonie:

Ziel meiner Untersuchungen war es, weitere Gene (neben TUBB4A und SGCE) zu finden, in denen

Mutationen zu einer Alkohol-responsiven Form der Dystonie fihren.

Identifizierung der genetischen Ursache bei zwei Kindern mit generalisierter Dystonie:

Mithilfe des Ansatzes der Trio-Exom-Sequenzierung sollte die genetische Ursache fiir das bei den
jeweiligen Indexpatienten beobachtete Krankheitsbild erforscht werden. Die Plausibilitat der
Kandidatenvarianten als krankheitsverursachende Mutationen sollte durch Screening gesunder
Kontrollprobanden sowie ggf. anschlieBRende Analysen zur Gewebeexpression und funktionelle
Studien Uberprift werden. AuBerdem sollten weitere Patienten mit vergleichbaren Phanotypen auf
das Vorhandensein der genetischen Variante getestet werden, um die pathogenetische Relevanz

durch Nachweis in einem nicht verwandten Individuum validieren zu kénnen.
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2 Material, Methoden und Patienten

Die dieser Dissertation zugrundeliegenden experimentellen Arbeiten fanden im Zeitraum von Marz

2016 bis Januar 2017 statt. Im Folgenden werden die hierfiir verwendeten Materialien aufgelistet

sowie die genutzten Methoden erldutert und einige Eckdaten zu den untersuchten Patienten und

Kontrollprobanden aufgefiihrt. Die Exom-Datensatze der betrachteten Patienten wurden im Jahr

2015 erstellt.

2.1 Material

Die nachstehenden Tabellen zeigen die in den experimentellen Arbeiten eingesetzten Reagenzien,

Gerate und Programme.

2.1.1 Chemikalien

Substanz Genauere Hersteller
Produktbezeichnung
Accutase PAA Laboratories
(Pasching, Osterreich)
Agar Bacto Agar BD
(Franklin Lakes, New Jersey, USA)
Agarose Biozym LE Agarose Biozym

(Hessisch-Oldendorf, Deutschland)

Ampicillin, Salz

SIGMA Life Science
(St. Louis, Missouri, USA)

Ampuwa®

Fresenius Kabi
(Bad Homburg, Deutschland)

Basic Nucleofactor solution —
primary fibroblasts

Lonza
(Basel, Schweiz)

Betaine Betaine solution 5 M, PCR | SIGMA Life Science
Reagent (St. Louis, Missouri, USA)
Borsaure Merck KGaA

(Darmstadt, Deutschland)

Bromphenolblau

Riedel- de Haén
(Seelze, Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

SIGMA Life Science
(St. Louis, Missouri, USA)

DNA - Leiter 100 bp DNA Ladder New England Biolabs GmbH
1 kb DNA Ladder (Frankfurt a.M., Deutschland)
dNTPs dNTPs Mix 10 mM each MP Biomedicals

(Santa Ana, Kalifornien, USA)

Dulbecco’s Modifizierte
Medien

Dulbecco’s modified eagle
medium (DMEM)

Gibco
(Dublin, Irland)

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland)
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Substanz

Genauere
Produktbezeichnung

Hersteller

Ethanol

J.T. Baker
(Center Valley, Pennsylvania, USA)

Exonuklease

Exonucleasel conc. 20 U/ul

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)

FastAP

FastAP Thermosensitive
Alkaline Phosphatase 1000
units for 1000 reactions

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)

Fluoromount

DAPI| Fluoromount-G®

Southern Biotech
(Birmingham, Alabama, USA)

Formamid Sigma-Aldrich
(St. Louis, Missouri, USA)
Glycerol Glycerin SIGMA Life Science
(St. Louis, Missouri, USA)
Hefeextrakt Bacto yeast extract BD

(Franklin Lakes, New Jersey, USA)

HiDi Formamide

HiDi Formamide

Applied Biosystems
(Foster City, Kalifornien, USA)

HPLC-Wasser

Water HPLC Gradient
Grade

J.T. Baker
(Center Valley, Pennsylvania, USA)

Midori Green

Midori Green Advance
DNA Stain

NIPPON Genetics Europe GmbH
(Duren, Deutschland)

Natrium-Azetat (NaAc)

Sodium acetate buffer
solution pH 5,2 +/- 0,1, 3M

SIGMA Life Science
(St. Louis, Missouri, USA)

Natriumazid (NaNs) Sigma-Aldrich

(St. Louis, Missouri, USA)
Nucleofactor solution V Lonza

(Basel, Schweiz)
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich

(St. Louis, Missouri, USA)
Phosphat-gepufferte Phosphate buffered saline | PAA Laboratories

Salzlésung (PBS) (Pasching, Osterreich)

Primer Eurofins genomics
(Ebersberg, Deutschland)

Propanol 2-Propanol (Isopropanol) Sigma-Aldrich

(St. Louis, Missouri, USA)

Q5 -Polymerase

Q5 Hot Start High Fidelity
2x Master Mix

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt a.M., Deutschland)

Puffer fur Restriktionsenzyme

NEB1.1

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt a.M., Deutschland)

Restriktionsenzyme

Kpnl, Xhol, Dpnl

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt a.M., Deutschland)

Rinderalbumin

Bovine serum albumin
(BSA)

Sigma-Aldrich
(St. Louis, Missouri, USA)

Sequenzpuffer

Big Dye Terminator v1.1 &
v3.1 5x Sequencing Buffer

Applied Biosystems
(Foster City, Kalifornien, USA)

Tag-Polymerase

Tag DNA Polymerase
250 U, 5U/ ul

MP Biomedicals
(Santa Ana, Kalifornien, USA)

Tag-Puffer

10x Incubation Mix T.Pol
with MgCl,

MP Biomedicals
(Santa Ana, Kalifornien, USA)
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Substanz

Genauere

Produktbezeichnung

Hersteller

Terminatormix

Big Dye Terminator v3.1

Sequencing Standard Kit

Applied Biosystems
(Foster City, Kalifornien, USA)

Tris Roth

(Karlsruhe, Deutschland)
Triton X-100 Sigma-Aldrich

(St. Louis, Missouri, USA)
Trypton Bacto Tryptone BD

(Franklin Lakes, New Jersey, USA)
Ultrapure water with 0,1 % Millipore
gelatine (Billerica, Massachusetts, USA)
Ziegen-Serum Normal goat serum Sigma-Aldrich

(St. Louis, Missouri, USA)

2.1.2 Stammlosungen und Medien

Stammlésung/ Medium Zusammensetzung
5x Tris-Borat-EDTA-Puffer 890 mM Tris
(TBE) 890 mM Borsaure
20 mM EDTA
Antikorper- 1 x PBS

Verdiinnungsldsung

3 % BSA [w/V]
0,05 % NaN3 [w/v]

Blockier-Losung

4 % Ziegenserum [v/v]
0,1 % BSA [w/Vv]

0,1 % Triton X-100 [v/v]
0,05 % NaNs; [w/v]

In 1 x PBS

Ladepuffer fiir die Agarosegel-

50 % Glycerin [v/v]

Elektrophorese 20 mM EDTA
Bromphenolblau
LB-Agar LB-Medium
+2 % Agar [w/v]
LB-Medium 1 % NaCl [w/v]

1 % Trypton [w/v]
0,5 % Hefeextrakt [w/v]
In deO

S.0.C.-Medium Invitrogen

S.0.C.-Medium
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2.1.3 Kits

Kit

Genauere
Produktbezeichnung

Hersteller

Amaxa Cell Line Nucleofector
kit V

Lonza
(Basel, Schweiz)

cDNA-Synthese -Kit

Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-gPCR with
dsDNase

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)

250

Gel-Extraktion QlAquick Gel Extraction Kit QIAGEN

(250) (Hilden, Deutschland)
MaxiPrep EndoFree Plasmid Maxi Kit QIAGEN

(10) (Hilden, Deutschland)
MiniPrep QlAPrep Spin Mini Prep Kit QIAGEN

(Hilden, Deutschland)

Mutagenese-Kit

QuikChange Il Site-Directed
Mutagenesis Kit

Agilent Technologies
(Santa Clara, Kalifornien)

2.1.4 Antikorper und Vektoren

Antikorper/ Vektor

Hersteller

Mouse anti-FLAG

Novus biologicals
(Littleton, Colorado, USA)

Goat anti-Mouse 1gG,
Alexa Fluor 488

Invitrogen
(Carlsbad, Kalifornien, USA)

Venus-156-239-GB1-WT-
Plasmid

N. Lambert
(Georgia Regents University)

2.1.5 Zellen
Zellen Genauere Hersteller
Produktbezeichnung
Elektrokompetente E. coli One Shot® TOP10 Thermo Fisher Scientific

Electrocomp™ E. coli

(Waltham, Massachusetts, USA)

Fibroblastenkulturen

Von Patienten
abstammend

Humane Neuroblasten-
Zelllinie

SH-SY5Y

ATCC
(Manassas, Virginia, USA)
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2.1.6 Gerate

Gerat Genauere Hersteller
Produktbezeichnung
ApoTome Zeiss
(Oberkochen, Deutschland)
Brutschrank Heraeus
(Hanau, Deutschland)
Cycler Flex Cycler Analytikjena AG

(Jena, Deutschland)

MJ Mini Personal Thermal
Cycler

BIORAD
(Hercules, Kalifornien, USA)

PTC-100 Programmable
Thermo Controller

MJ Resaerch
(Waltham, Massachusetts, USA)

PTC-200 Peltier
Thermal Cycler

MJ Research
(Waltham, Massachusetts, USA)

Vapo.protect Eppendorf AG
Mastercycler pro (Hamburg, Deutschland)
Elektroporator Electroporator 2510 Eppendorf AG

(Hamburg, Deutschland)

Gel-Elektrophorese

Electrophoresis Power Supply
EPS 301

Amersham pharmacia biotech
(Little Chalfont, UK)

Electrophoresis Power Supply
EPS 500/400

Amersham pharmacia biotech
(Little Chalfont, UK)

Heizblock VWR Digital Heatblock HLC
(Bovenden, Deutschland)
Kamera Canon
(Tokio, Japan)
Mikroskop Axiovert 200M Zeiss
Inverted Microscope (Oberkochen, Deutschland)
NanoDrop Nanodrop Spectrophotometer | Peqlab Biotechnologie GmbH
ND-1000 (Erlangen, Deutschland)
Sequencer 3130 XL Genetic Analyser Applied Biosystems / HITACHI
(Foster City, Kalifornien, USA)
3500 XL Genetic Analyer Applied Biosystems / HITACHI

(Foster City, Kalifornien, USA)

UV-Lichtquelle

DarkHood DH-50

Biostep GmbH
(Burkhardtsdorf, Deutschland)

Werkbank

Bench-top laminar flow hood

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)

Zellzahlgerat

Countess automated cell
counter

Invitrogen
(Carlsbad, Kalifornien, USA)

Zentrifugen Biofuge A Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)
Centrifuge 5804 Eppendorf AG

(Hamburg, Deutschland)

Microfuge 22 R Centrifuge

Beckmann Coulter
(Brea, Kalifornien, USA)

Multifuge 1 S-R

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)
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2.1.7 Programme

Software

Hersteller

AxioVision Rel 4.8

Zeiss
(Oberkochen, Deutschland)

BioEdit Sequence Alignment Editor version

7.2.5
(Copyright © 1997-2013)

Tom Hall, Ibis Biosciences,

(Carlsbad, Kalifornien, USA)

Download unter
www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html

Gene Runner Version 6.0.25 Beta

(Copyright © 1992-2016)

Frank Buquicchio
Download unter www.generunner.net

Mutation Surveyer® V3.30 DNA Variant

Analysis Software

SoftGenetics®,
(State College, Pennsylvania, USA)

Oligo Explorer 1.1.0
(Copyright © 2000-2002)

Teemu Kuulasma
(Kuopio Finnland)

Sequencing Analysis Software Version 5.3.1

Applied Biosystems
Foster City, Kalifornien, USA

2.1.8 Websites

Website

Internetadresse

Berkely Drosophila Genome
Project (BDGP) Splice Site
prediction

https://fruitfly.org

Combined Annotation
Dependent Depletion (CADD)

https://cadd.gs.washington.edu

DECIPHER

https://decipher.sanger.ac.uk

EXAC Browser (Beta) / Exome
Aggregation Consortium

https://exac.broadinstitute.org

Expression Atlas

https://www.ebi.ac.uk/gxa/home

e!Ensembl Genome Browser

https://ensembl.org/index.html

gnomAD

http://gnomAD.broadinstitute.org

MutationTaster

www.mutationtaster.org

OMIM - Online Mendelian
Inheritance in Man®

https://www.omim.org

Proteinatlas

https://www.proteinatlas.org

PubMed

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

SNP check

https://secure.ngrl.org.uk/SNPCheck/snpcheck.htm

UCSC Genome Browser

https://genome.ucsc.edu

UniProt

https://www.uniprot.org
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2.2 Patienten und Kontrollen

Fir die im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgefiihrten Untersuchungen lag jeweils ein positives
Votum der Ethikkommission der Universitat zu Libeck vor. Die Titel der Antrage an die
Ethikkommission sind mit Nennung des Aktenzeichens und des Datums der Genehmigungsschreiben

im Anhang dieser Arbeit unter ,, 7.4 Votum der Ethikkommission” zu finden.

Patienten mit Alkohol-responsiver Dystonie:

Uber die Dystonia Coalition (USA) waren insgesamt 318 DNA-Proben von Patienten mit Alkohol-
responsiver Dystonie verfligbar. Aus den 318 wurden neun Patienten (Dys480, Dys499, Dys572,
Dys631, Dys780, Dys861, Dys1233, L-8352, L-8353) mit positiver Familienanamnese ausgewahlt und
mit den entsprechenden DNA-Proben eine Exom-Sequenzierung durchgefiihrt. Die Exom-Datensatze
lagen mir zu Beginn meiner Promotionsarbeit in einer kombinierten Excel-Datei vor. Zwei der neun
Individuen (L-8352 und L-8353) waren miteinander verwandt.

Zur Validierung der im Rahmen meiner Untersuchungen identifizierten Kandidatengene wurden die
DNA-Proben der 309 weiteren Patienten mittels Sanger-Sequenzierung liberpriift. Von diesen
Patienten waren 206 weiblich und 103 mannlich. Das durchschnittliche Erkrankungsalter (Daten von
267 Individuen verfligbar) lag bei 37,3 Jahren (mit einer Spanne von 0 — 71 Jahren). Der
Alkoholkonsum wurde durchschnittlich im Alter von 54,5 Jahren begonnen (Spanne zwischen 18 und
85 Jahren). Im Falle von 244 Personen lagen Daten zur Familienanamnese vor. Diese war bei 59

Individuen positiv.

Junge Patienten mit generalisierter Dystonie:

AulRerdem habe ich im Rahmen meiner Doktorarbeit nach der genetischen Krankheitsursache bei
zwei jungen Patienten mit generalisierter Dystonie gesucht.

Im ersten Fall (Familie 1) handelte es sich bei der Indexpatientin um ein im Jahr 2001 geborenes
Madchen, das unter einer komplexen Dystonie leidet (Abb. 3). Nach komplikationsloser
Schwangerschaft und Geburt fiel im Alter von wenigen Monaten zum ersten Mal ein
Bewegungsmangel auf. Die sogenannten Meilensteine der Entwicklung im Bereich von Kognition und
Motorik wurden erst deutlich verzogert erreicht. Die Patientin konnte im Alter von 5 Jahren laufen
und etwa im Alter von 10 Jahren einige Worte sprechen. In den frilhen Jugendjahren kam es zu einer
Progression der motorischen Auffalligkeiten und es entwickelten sich Gesichtszuckungen,
Rumpfverdrehungen und ruckartige Beinbewegungen. AulRerdem leidet die Patientin unter einer
geistigen Entwicklungsverzogerung. Weitere klinische Zeichen sind eine sehr begrenzte

Sprachproduktion, eine generelle Hypotonie, eingeschrankte Bewegungs- und Haltungskontrolle, ein
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dystonischer Gang sowie ein aktions-induzierter Myoklonus. Die Exom-
Sequenzierung der erkrankten Indexpatientin und ihrer nicht betroffenen
Eltern, dem Ansatz der Trio-Exom-Sequenzierung entsprechend, wurde bei
der Firma Centogene AG (Rostock) durchgefiihrt.

Zur Uberpriifung identifizierter Kandidatengene und zur Ermittlung
weiterer Mutationstrager wurden DNA-Proben von Patienten mit
dhnlichen Krankheitsbildern mittels Sanger-Sequenzierung untersucht.

Es handelte sich hierbei um DNA-Proben von 51 nicht verwandten,

groRtenteils deutschen Patienten (davon 21 mannlich, durchschnittliches

Alter 14,4 + 11,1 Jahre mit einer Spanne von 2-50 Jahren), die unter einer

Abbildung 3: Foto der Kombination aus epileptischen Anfillen, psychomotorischer

Indexpatientin aus

Familie 1. Entwicklungsverzogerung, Intelligenzminderung und verzogerter

Man erkennt dystone

Fehlhaltungen von Hals, Sprachentwicklung litten. Fiir diese Patienten waren zuvor Mutationen in
Rumpf und Extremitdten . .

(aus Steinriicke et al. dem Gen SCNAZ2 ausgeschlossen worden. Darliber hinaus wurden DNA-
2016, Abb.1 A).

Proben von 40 serbischen Patienten analysiert, die von einem RETT-
Syndrom-ahnlichen Krankheitsbild betroffen waren. Davon waren 37 Personen weiblich mit einem
mittleren Alter von 10,2 + 4,0 Jahren (Spanne 4 -20 Jahre). Diese Patienten waren zuvor negativ auf

Mutationen im Gen MECP2 getestet worden.

Im zweiten Fall einer von mir bearbeiteten Trio-Exom-Sequenzierung wurden die DNA-Proben einer
deutschstammigen Familie (Familie 2) untersucht. Der erkrankte (mannliche) Indexpatient leidet
unter einer rechts- und armbetonten isolierten generalisierten Dystonie. Er wurde in der 41.
Schwangerschaftswoche spontan geboren. Die motorische Entwicklung stellte sich etwas verzogert
dar, jedoch konnte er mit 12 Monaten frei laufen. Die kognitive und die Sprachentwicklung verliefen
unauffallig. Erste Symptome in Form eines Schreibkrampfes traten im Alter von 7 Jahren auf.
Innerhalb von zwei Jahren breiteten sich die Verkrampfungen auf den gesamten rechten Arm, die
rechte Schulter und den Ricken aus. AuBerdem traten unwillkirliche kreisende Arm- und krallende
Handbewegungen rechts auf. Daneben konnten im Verlauf auch dystone Fehlhaltungen am linken
Arm und den Beinen beobachtet werden. Die schwere Dystonie flihrte konsekutiv zu einer deutlichen
Rickenskoliose sowie erheblichen Stand- und Gangproblemen, sodass der Patient etwa ab dem 10.
Lebensjahr einen Rollstuhl zur Fortbewegung bendtigte. Die beiden Eltern sowie der Halbbruder des
Patienten sind nicht von der Krankheit betroffen.

Weiterhin wurden die DNA-Proben von 160 (davon 90 mannlichen) an verschiedenen Dystonie-
Formen leidenden Patienten untersucht. Das durchschnittliche Erkrankungsalter betrug 17,4 Jahre
(Spanne zwischen 0 — 30 Jahre; Daten fiir 148 Individuen verfiligbar). Von 120 Patienten, fiir welche

Informationen zur Familienanamnese vorlagen, war diese bei 44 Personen positiv.
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Kontrollen:

Die in den verschiedenen Projekten verwendeten Kontrollproben entstammten einem Kollektiv von
insgesamt 374 gesunden deutschen Individuen. Davon waren 182 méannlich und 192 weiblich. Das
durchschnittliche Alter betrug 73,2 Jahre (Stand 31.12.2016). Die Proben wurden im Institut fiir

Neurogenetik im Rahmen der EPIPARK-Kohorte gesammelt.

2.3 Methoden

Das von mir angewandte Spektrum an Methoden umfasste sowohl computer-gestiitzte Analysen
(,Dry lab”) als auch verschiedenste molekulargenetische Verfahren (,, Wet lab“). Die einzelnen

Arbeitsschritte werden im Folgenden detailliert vorgestellt.

2.3.1 Computer-gestiitzte Methoden

Zu den eingesetzten computer-gestitzten Methoden gehdérten die Filterung von Exom-Datensatzen
zur ldentifizierung von potenziell pathogenen genetischen Varianten sowie in silico-Analysen
bestimmter DNA-Sequenzen zur Uberpriifung, ob in ihnen das sogenannte Alkohol-responsive

Element enthalten ist (siehe 1.2.3.3 Alkohol-responsive Gene).

2.3.1.1 Filtern der Exom-Datensatze

Im Rahmen einer Exom-Sequenzierung werden pro Individuum zahlreiche vom menschlichen
Referenzgenom abweichende Verdanderungen detektiert. Fiir diese werden von den ausfiihrenden
Firmen Datensatze bereitgestellt, die etliche weiterfihrende Informationen enthalten, u.a. die
Position, das betroffene Gen, die Art der Variante und die Populationsfrequenz.

Als erster Schritt auf der Suche nach einer krankheitsauslésenden Mutation miissen durch Filterung
der Datensatze moglichst viele ,,harmlose” Polymorphismen von weiteren Betrachtungen
ausgeschlossen werden. Denn aus finanziellen und zeitlichen Grinden ist es nur moglich, eine sehr
geringe Zahl an Kandidatengenen zu Gberprifen und gegebenenfalls in folgenden Versuchen deren

funktionellen Auswirkungen weiter zu erforschen.

Filterung der Exom-Datensatze von neun Patienten mit Alkohol-responsiver Dystonie

Als Ausgangspunkt lag mir eine Excel-Datei mit den kombinierten Exom-Datensdtzen von neun unter
Alkohol-responsiver Dystonie leidenden Patienten vor. Zuvor war die Datei bereits auf Varianten mit
einer Populationsfrequenz von £ 0,01 in der Allgemeinbevdlkerung vorgefiltert und eine

Qualitatsfilterung durchgefiihrt worden.
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Da es sich bei der Alkohol-responsiven Dystonie um eine seltene Bewegungsstorung handelt, wurde
nur nach Varianten mit einer Populationsfrequenz von < 0,001 gesucht. Beruhend auf der Hypothese,
dass sich die krankheitsverursachende Mutation auf die jeweilige Proteinstruktur auswirken muss,
wurden lediglich Varianten, die sich innerhalb von Exons befinden oder Spleil3-Stellen betreffen,

beibehalten. Synonyme Varianten wurden ausgeschlossen (s. Abb. 4).

Kombinierte Populations- Exonische Ausschluss .
Exom- » frequenz » und SpleiR- » synonymer » Kandidatengene
Datensatze <0,001 Varianten Varianten

Abbildung 4: Filterschritte zur Identifizierung von potenziell krankheitsverursachenden Varianten (Kandidatengenen)
ausgehend von den kombinierten Exom-Datensditzen von neun Patienten mit Alkohol-responsiver Dystonie.
Die verwendete Datei war bereits vorgefiltert worden (Qualitatsfilter, Populationsfrequenz < 0,01).

Filterung der Trio-Exom-Datenséatze

In diesen Fallen standen am Beginn der Filterkaskaden jeweils Trio-Exom-Datensatze mit genetischen
Varianten der erkrankten Indexpatienten sowie ihrer gesunden Eltern. Um unter den mehr als
100.000 aufgelisteten Varianten die potenziell krankheitsverursachenden Mutationen identifizieren
zu kénnen, wurden die nachfolgend erklarten Filterschritte unternommen.

Als erster Schritt wurde nach den drei in Betracht gezogenen Vererbungsmodi gefiltert: de novo
heterozygot, homozygot und compound heterozygot. Fiir den compound heterozygoten Erbgang
wurde zunachst nach Varianten gefiltert, die sowohl beim Indexpatienten als auch einem Elternteil in
heterozygoter Form vorhanden sind. In einem spateren Schritt wurde ,,per Hand“ nach Genen
gesucht, in denen der Indexpatient genau zwei Varianten im gleichen Gen aufweist, wobei eine von
der Mutter und die andere vom Vater vererbt sein musste. Im Falle des erkrankten mannlichen
Indexpatienten wurde zusatzlich ein X-chromosomaler Erbgang in Erwagung gezogen. Hierflr wurden
Varianten, die bei der Mutter in heterozygoter und beim Patienten in hemizygoter Form vorhanden
waren, nach X-chromosomalen Varianten gefiltert. Da der Patient als mannliches Individuum nur ein

X-Chromosom besitzt, bedeutet ein ,,hemizygoter” Zustand, dass 100 % der X-Allele betroffen sind.

Angesichts der Seltenheit der jeweils beobachteten Krankheitsbilder und der Uberlegung, dass die
Mutationen eine hohe Penetranz aufweisen und daher in der gesunden Bevdlkerung nicht
vorkommen diirften, wurden nur Varianten mit einer Populationsfrequenz von < 0,01 beriicksichtigt.
Intronische sowie synonyme Varianten innerhalb der Exons wurden herausgefiltert und nur
exonische nicht-synonyme SNVs (SNV = single nucleotide variant: Nukleotid-Austausch, der nur eine
einzelne Position betrifft), Deletionen und Insertionen sowie Splei3-Stellen-Varianten weiter

betrachtet. Um die Anzahl der falsch-positiven Treffer durch systematische Fehler sowie Fehler beim
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Sequenzieren oder Alignment zu minimieren, wurden weitere Qualitatsfilter angewandt, welche die
,Ablesehaufigkeit”, ,,Frequenz”, ,,Qualitat” und die ,in-Haus-Statistik” betrafen. Die gewahlten

Kriterien und Cut-off-Werte sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Tabelle 1: Gewdhlte Filterkriterien zur Filterung der Trio-Exom-Datensditze.

Spalte Erlaubte Werte/ Stichworte
Vererbungsmodus De novo heterozygot Compound homozygot
heterozygot
Index: Mutter: Vater Index: Mutter: Vater Index: Mutter: Vater
Het: n/a: n/a Het: n/a: Het Hom: Het: Het
Het: abs: n/a Het: abs: Het
Het: n/a: abs Het: Het: n/a
Het: Het: abs
Maximale <0,01
Populationsfrequenz
Distanz zum nachsten <3
Exon
Lokalisation der Exonic, splicing
Variante
Exonische Frameshift/ nonframeshift deletion, insertion, substitution;
Veranderung durch nonsynonymous SNV; stopgain; stoploss
die Variante
Ablesehaufigkeit 220
Frequenz der Variante 25<x<75 25<x<75 275
beim Indexpatienten
Qualitats-Index 2100
In-Haus-Statistik 0/1ofn 0/1of n 1/1-6 of n
0/2 of n 0/2 of n 2/1-6 of n
0/3 of n 0/3 of n 3/1-6 of n

Die Bezeichnungen unter ,Erlaubte Werte/Stichworte” entsprechen den jeweiligen Benennungen in den Excel-Dateien mit
den Trio-Exom-Datenséatzen. Die Abkirzungen ,,Hom“ und , Het”, bedeuten, dass die an dieser Stelle detektierte Variante
bei der entsprechenden Person in Het = heterozygoter oder Hom = homozygoter Form vorhanden ist. ,n/a“ bzw. ,abs”
stehen fiir den Wildtyp bzw. dass keine Daten zu der Position vorhanden sind. Beim mannlichen Indexpatienten wurde
zusatzlich ein X-chromosomaler Erbgang gepriift (hier nicht dargestellt). In der Zeile ,In-Haus-Statistik” haben die Angaben
nach dem Muster x/y of n folgende Bedeutung: x = Anzahl der Exome, in der die Variante in homozygoter Form detektiert
wurde, y = Anzahl der Exome, in der die Variante in heterozygoter Form detektiert wurde, n = Anzahl der in der
ausfihrenden Firma untersuchten Exome. SNV = single nucleotide variant (Nukleotid-Austausch, der nur eine einzelne
Position betrifft).

In der Spalte der ,,in-Haus-Statistik” wurden fiir die heterozygoten Vererbungsgiange maximal 3
heterozygote und keine homozygoten Treffer erlaubt. Fiir den homozygoten Erbgang wurden
maximal 3 homozygote und/ oder maximal 6 heterozygote Detektionen der betrachteten Variante
erlaubt. Wirde eine in der Allgemeinbevolkerung seltene Variante Gberdurchschnittlich oft bei
Sequenzierungen durch diese Firma gefunden werden, wiirde dies auf einen systematischen Fehler

und damit auf einen falsch-positiven Treffer hindeuten. SchlieBlich wurden im Fall der de novo-
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Varianten Gene aussortiert, die mehrere sehr seltene Veranderungen enthielten. Multiple Varianten
sprechen fiir ein eher veranderliches Gen, in dem allgemein haufiger Polymorphismen vorkommen
und dafir, dass die einzelnen Varianten nicht so beeintrachtigend sind.

Als letzter Schritt wurden die wissenschaftlichen Datenbanken PubMed, OMIM (Online Mendelian
Inheritance in Man) Expression Atlas und UniProt nach Informationen zur Genfunktion, zu eventuell
bereits bekannten mit Mutationen in diesem Gen assoziierten Erkrankungen und Expressionsdaten
durchsucht. Auch in den Exom-Datensatzen angegebene Scores von in silico-Pradiktionsprogrammen
beziglich der moglichen Pathogenitat der Varianten wurden bericksichtigt, um einige wenige,
vorrangig interessante Kandidatengene zu definieren, die dann im , Wet Lab“ mittels

molekulargenetischer Methoden weiter untersucht wurden (s. Abb. 5).

Trio-Exom- Vererbungs- Populations- Exonische und Ausschluss
Datensatz | modus = frequenz = SpleiB- | synonymer
Varianten Varianten

! 2

Kandidaten- In silico- Literatur- N
Wet Lab @ - € Ppridiktions- =l recherche (¢l Qualitatsfilter
programme

Abbildung 5: Schematische Darstellung der notwendigen Filter- und Arbeitsschritte zur Identifizierung von potenziell
krankheitsverursachenden Varianten (Kandidatengenen) ausgehend von einem Trio-Exom-Datensatz.

2.3.1.2 Insilico-Analyse: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements in den durch
Filterung von Exom-Daten identifizierten Kandidatengenen

Aus der Literatur ist bekannt, dass einige Gene, deren Regulation sich nach Genuss von Alkohol
andert, in ihren Exons oder in ihrem Promotorbereich ein sogenanntes Alkohol-responsives Element
(ARE) aufweisen (Kwon et al. 2004; Pignataro et al. 2007).

Als weitere computergestitzte Vorarbeit im Rahmen der Suche nach genetischen Faktoren bei
Alkohol-responsiven Dystonien erfolgte daher die Uberpriifung, ob das ARE im Bereich der cDNA
bzw. bis zu 5000 bp vor oder hinter der codierenden Sequenz der identifizierten Kandidatengene zu
finden sei. Die Kandidatengene waren nach Filterung der kombinierten Exom-Datensatze von neun
an Alkohol-responsiver Dystonie erkrankten Individuen definiert worden (siehe 2.3.1.1 Filtern der
Exom-Datensatze und Abbildung 4 im Methodenteil bzw. Abschnitte 3.1.2 und 3.1.6 im Ergebnisteil).
Bei den betrachteten Genen handelte es sich um: MAP4K3, MAP2K2, MBTPS1, PRKCQ, SCFD2 und
SNAP91. Ebenfalls untersucht wurde der entsprechende Bereich fiir die bekanntermafen mit

Alkohol-responsiver Dystonie assoziierten Gene SGCE und TUBB4A.
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Dafiuir wurde mit Hilfe des Genombrowsers Ensembl (www.ensembl.org/index.html) die cDNA-
Sequenz des interessierenden Gens heruntergeladen. Waren mehrere cDNA-Transkripte verflgbar,
wurden alle, die ein vollstandiges Protein codieren, betrachtet. Der Genombrowser der University of
California, Santa Cruz (UCSC Genome Browser, https://genome.ucsc.edu) wurde genutzt, um jeweils
die Nukleotidsequenz 5000 bp vor Translationsstart und nach Translationsende des entsprechenden
Gens herunterzuladen. Hier wurden die Positionsangaben der ersten beim UCSC Genome Browser
gelisteten Genvariante genutzt. Die Sequenz wurde in das Programm Gene Runner eingegeben. Mit
der Suchfunktion ,,Find“ wurde innerhalb der eingefiigten Nukleotidsequenz nach dem ARE,
bestehend aus den Basen TCTGCGTCTCT gesucht. Das Programm Gene Runner betrachtet dabei
sowohl den Vorwarts- als auch den Rickwartsstrang. Konnte so kein Treffer gefunden werden,
wurden nach und nach mehr Fehlpaarungen erlaubt, denn es ist bekannt, dass nicht alle Basen des
ARE gleich stark konserviert sind. Innerhalb des Motivs ,,tCTGcGTCtCt” weisen die in GroBbuchstaben
geschriebenen Basen eine hohe Konservierung auf, wahrend die restlichen Basen eine gewisse

Degeneration zeigen (Pignataro et al. 2009).

5‘-TCTGCGTCTCT-3' 3-TCTCTGCGTCT-5
IR
A) 5‘-TCTGAGTCTGT-3" B) 5‘-'!'A'!'L'|I'|GLL'|I'|C'|I'-3‘
3*-AGACTCAGACA-% 3*-ATAGACGCAGA-Y%
5°-AGACACAGAGA-3/ 5‘-AGACACGTAGA-3'
3.TCTGTGTCTCT-5 5 3-TCTGTGCATCT-5
¢ 111 11T AR
5-TCTGCGTCTCT-3 3-TCTCTGCGTCT-5

Abbildung 6: Illustration der Uberpriifung, ob in der DNA-Sequenz bestimmter Gene das sogenannte Alkohol-responsive
Element enthalten ist mithilfe der Software ,,Gene Runner” (am Beispiel zufillig ausgewdhlter DNA-Sequenzen).

Bei der in roter und blauer Farbe dargestellten Sequenz handelt es sich um die Basenabfolge des Alkohol-responsiven
Elements (ARE). Konservierte Basen sind in rot geschrieben, als veranderlich beschriebene Positionen in blau. Die
Sequenzen der Doppelstrang-DNA sind hier zur Illustration zufallig ausgewahlt worden.

A) Vergleich des ARE in 5‘-3‘-Richtung mit dem Vorwarts-DNA-Strang. Es gibt zwei Fehlpaarungen. Davon betrifft die erste
eine verdnderliche Base und die zweite eine konservierte Base. B) Vergleich des ARE in 3‘-5-Richtung mit dem Vorwarts-
DNA-Strang. Es gibt eine Fehlpaarung. Diese betrifft eine konservierte Base. C) Vergleich des ARE in 5‘-3‘-Richtung mit dem
Rickwarts-DNA-Strang. Es gibt eine Fehlpaarung an einer veranderlichen Position. D) Vergleich des ARE in 3‘-5‘-Richtung
mit dem Rickwarts-DNA-Strang. Zwei konservierte Basen sind von Fehlpaarungen betroffen.

Fir den cDNA-Bereich wurden maximal 3, fiir den Bereich 5000 bp davor und dahinter maximal 2
Fehlpaarungen erlaubt. Da in der Literatur auBerdem die Moglichkeit genannt wird, dass das Motiv
des ARE beziiglich der Orientierung in beide Richtungen wirksam ist (Kwon et al. 2004) wurde die
Nukleotidsequenz ebenfalls nach der gespiegelten Basenabfolge ,TCTCTGCGTCT“ abgesucht. Eine
[llustration zum besseren Verstandnis findet sich in Abbildung 6. Auch in diesem Fall wurden nach

und nach mehr Fehlpaarungen erlaubt. AnschlieBend wurden die gefundenen Treffer mit
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Fehlpaarungen manuell daraufhin untersucht, ob es sich bei den betroffenen Positionen um stark

konservierte Basen des ARE handelte.

2.3.2 Molekulargenetische Methoden

Die Versuchsaufbauten der von mir genutzten molekulargenetischen Methoden werden auf den
folgenden Seiten ausfiihrlich vorgestellt. Zunachst folgt eine Darstellung der Methoden, die in allen
im Rahmen meiner Promotionsarbeit durchgefiihrten Projekten angewendet wurden (konventionelle
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Sanger-Sequenzierung). Danach folgen Erlauterungen der
Verfahren, die zur weiteren Evaluierung des Kandidatengens GNB1 genutzt wurden

(Expressionsanalyse, Mutagenese, Klonierung, Immunfarbung).

2.3.2.1 PCR

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine Methode zur Vervielfaltigung von
Nukleinsaure-Abschnitten. Um einen bestimmten DNA-Bereich amplifizieren zu kénnen, werden
spezifische Primer (DNA-Oligonukleotide mit einer Ladnge von etwa 20-25 bp) designt, welche
komplementar an den Enden des zu vervielfdltigenden DNA-Abschnitts binden. Wahrend der PCR
wird dann genau der zwischen den beiden Primern liegende DNA-Bereich vermehrt.

Der Ablauf einer PCR gliedert sich typischerweise in 30 — 40 Zyklen aus drei verschiedenen Phasen:
der Denaturierung, dem Annealing und der Elongation. Im ersten Schritt, der Denaturierung, werden
die Doppelstrange des DNA-Templates bei 95°C aufgetrennt. Wahrend des anschliefenden
Annealings binden die Primer an die Einzelstrange. Die Auswahl der Annealing-Temperatur orientiert
sich an der Schmelztemperatur der verwendeten Primer, welche meist zwischen 55°C und 65°C liegt.
In der Phase der Elongation verldangert das Enzym DNA-Polymerase die Primer mit den im
Reaktionsansatz enthaltenen Nukleotiden. So entsteht ein zu dem Einzelstrang-Template
komplementarer neuer DNA-Strang.

Neben der im Folgenden beschriebenen ,konventionellen” PCR gibt es weitere PCR-Reaktionen wie
die Reverse Transkriptions-PCR, die Real Time-PCR oder die Mutagenese-PCR, die fiir bestimmte
Fragestellungen eingesetzt werden. Weitere von mir angewendete PCR-Reaktionen stelle ich weiter
unten im Zusammenhang mit komplexeren Versuchsaufbauten vor, in deren Kontext sie

durchgefiihrt wurden.

Konventionelle PCR

Die konventionelle PCR wird zum Beispiel verwendet, um ausgehend von einer genomischen DNA-

Probe ein bestimmtes Exon eines interessierenden Gens zu amplifizieren. Der Standard-
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Reaktionsansatz fir eine PCR ist in Tabelle 2 und die Standard-Konditionen fiir die verschiedenen
PCR-Phasen sind in Tabelle 3 dargestellt. Die eingesetzten Annealing-Temperaturen fir die einzelnen
verwendeten Primer sowie abweichende Elongations-Zeiten und variierende Zusammensetzungen

der PCR-Ansatze sind in der Primer-Tabelle im Anhang vermerkt.

Tabelle 2: Substanz Volumen (in pl)
Reaktionsansatz HPLC-Wasser 4,23
fiir eine Standard-PCR.
dNTPS 3,0
Taqg-Puffer 1,5
Vorwarts-Primer (c = 10ng/pul) 0,6
Ruckwarts-Primer (c = 10ng/ul) 0,6
Tag-Polymerase 0,07
DNA (c =10 ng/ul) 5
Tabelle 3: Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Konditionen fir eine Initiale Denaturierung | 95°C 5 Min. 1
Standard-PCR. -
Denaturierung 95°C 30 Sek.
Annealing Annealing-Temperatur 30 Sek. 35
(zwischen 55°C und 65°C)
Elongation 72°C 30 Sek.
Finale Elongation 72°C 10 Min. 1
Kihlung 4°C 1

2.3.2.2 Sanger-Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierung dient dazu, die genaue Basenabfolge eines interessierenden Nukleinsdaure-
Abschnitts darzustellen. Dafiir miissen verschiedene Versuchsschritte durchlaufen werden: PCR, Gel-
Elektrophorese, Exo Fast-Behandlung, Sequenz-PCR, Fallung und die eigentliche Sequenzierung (Abb.

7).

Agarosegel-
Elektrophorese

i

DNA- PCR Exo Fast- Sequenz- Natrium-
Template = = Behandlung = Reaktion [ Azetat-Fallung

Auftrennung
im Sequencer

Abbildung 7: Arbeitsschritte im Rahmen einer Sanger-Sequenzierung — vom DNA-Template zur digitalen Darstellung der
Sequenz.

Am Ende der Versuchsfolge wird die Basenfolge schlieBlich in einem sogenannten Sequencer detektiert und kann dann
mithilfe eines Computer-Programms dargestellt und ausgewertet werden (Dry Lab).
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2.3.2.3 Gel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von Molekilen unterschiedlicher
GroRe und Dichte in einem angelegten Spannungsfeld. Je kleiner die aufgetragenen Molekiile (z.B.
PCR-Produkte) sind, desto weiter wandern sie in einer vorgegebenen Zeit. Durch Vergleich mit einer
mitgelaufenen DNA-Basenpaarleiter, welche DNA-Fragmente definierter Lange enthilt, |dsst sich so
die Lange eines PCR-Produkts abschatzen.

Abhadngig von der erwarteten Lange der aufzutrennenden DNA-Fragmente, wurden unterschiedliche
Agarose-Konzentrationen eingesetzt, da diese die PorengroRe des Gels bedingen. Bis zu einer
erwarteten Lange von bis zu 1000 bp habe ich 1,5 %-ige Agarosegele verwendet und fir langere

DNA-Fragmente 1 %-ige Agarosegele.

Durchfiihrung
Zur Herstellung eines 1,5 %-igen Agarosegels wurden 1,5 g Agarose in 100 ml 1 x TBE gegeben und

das Gemisch fiir ca. 3 Minuten bei 800 Watt in einer Mikrowelle erhitzt. Anschliefend wurden 5 pl
Midori Green hinzu pipettiert und die Komponenten mithilfe eines Magnetrihrers fir ca. 10 Minuten
vermischt. Wahrenddessen wurde ein Schiffchen geeigneter GréRe in das entsprechende Gestell
eingespannt und schlielRlich die Gelldsung in das Schiffchen gegossen. Die Kimme mit der
gewlinschten Taschenbreite wurden in die vorgesehenen Halterungen eingesetzt und das Gel fir ca.
30 Minuten zum Ausharten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wurde das Gel in die
Elektrophorese-Kammer mit 1 x TBE-Puffer gelegt, sodass es komplett mit Puffer bedeckt war.

Die PCR-Produkte wurden mit einem Ladepuffer gemischt (3 pul PCR-Produkt + 3 ul Ladepuffer).
AnschlieBend wurden die DNA-Basenpaarleiter und die PCR-Produkte in die Geltaschen pipettiert
und durch Anlegen eines elektrischen Feldes mit 120 V und 400 A fiir 20 Minuten aufgetrennt.

Die DNA-Banden wurden schlieflich unter einer UV-Lichtquelle betrachtet und dokumentiert.

2.3.2.4 Exo Fast-Behandlung im Rahmen der Sequenzierung

Die Behandlung des PCR-Produkts mit dem Enzym Exonuklease | sowie der thermosensitiven
alkalischen Phosphatase FastAP dient der Aufreinigung des PCR-Produkts bevor es in weiteren
Reaktionsschritten z.B. zur Sequenzierung eingesetzt wird. Die alkalische Phosphatase
dephosphoryliert alle Arten von DNA-Enden und die Exonuklease baut einzelstrangige DNA in 3‘-5'-
Richtung ab. Somit werden Primer (einzelstrangige Oligonukleotide) und freie dNTPs, die wahrend

der PCR-Reaktion nicht verbraucht wurden, aus der Mixtur entfernt bzw. inaktiviert.
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Durchfiihrung
Exonuklease | und FastAP wurden im Verhaltnis 1:2 gemischt und zu dem PCR-Produkt gegeben (1 pl

Exo Fast auf 10 ul PCR-Produkt). Dieser Reaktionsansatz wurde mithilfe eines Cyclers zunachst fir 15
Minuten auf 37°C und anschlieBend zur Inaktivierung der Enzyme fiir 15 Minuten auf 85°C erhitzt.

Danach erfolgte eine Kiihlung bei 4°C bis das Exo Fast-Produkt weiterverwendet wurde.

2.3.2.5 Sequenz-Reaktion

Vergleichbar mit einer PCR-Reaktion, erfolgt beim Kettenabbruch-Verfahren nach Sanger die
Synthese eines neuen DNA-Strangs komplementar zu einem vorgegebenen DNA-Template. Ein
Sequenz-Ansatz enthalt ein DNA-Template (z.B. ein PCR-Produkt nach Exo Fast-Behandlung), einen
Primer (Vorwaérts- oder Rickwarts-Primer), eine DNA-Polymerase, Desoxyribonukleotide (dNTPs)
sowie zusatzlich fluoreszenz-markierte 2‘,3-Didesoxyribonukleotide (ddNTPs). Den ddNTPs fehlt - im
Gegensatz zu den dNTPs - das zur Verlangerung des DNA-Strangs notwendige freie 3'-OH-Ende,
sodass jeweils nach dem Einbau eines ddNTPs die Synthese an dieser Position abbricht. Die Mengen
der dNTPs und ddNTPs im Reaktionsansatz stehen in einem definierten stochastischen Verhaltnis
zueinander und ihr Einbau in die zu verlangernden DNA-Strange erfolgt zuféllig. Dadurch entstehen
DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange, die an ihrem 3‘-OH-Ende jeweils ein fluoreszenz-markiertes
ddNTP enthalten. In einem sogenannten Sequencer werden diese DNA-Fragmente ihrer Ldnge
entsprechend aufgetrennt. Mithilfe eines Lasers wird dann detektiert, ob es sich bei dem
endstandigen fluoreszenz-markierten Nukleotid um ein ddATP, ddTTP, ddCTP oder ddGTP handelt.

Die so ermittelte Basenfolge kann schlieRlich in einem Computer-Programm dargestellt werden.

Durchfiihrung

Der verwendete Standard-Reaktionsansatz fiir eine Sequenz-PCR ist in Tabelle 4 und die Standard-

Konditionen fir die verschiedenen Phasen der Sequenz-PCR sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 4: Substanz Volumen (in pl)
Reaktionsansatz Exo Fast-Produkt 1
fiir eine Standard-
5 x Sequenz-Puffer 1,5
Sequenz-PCR - — — —
Primer (Vorwarts- oder Riickwarts), 0,5
c =10 ng/ul
Terminatormix 3.1 0,5
HPLC-Wasser 6,5
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Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Tabelle 5:
Konditionen einer Initiale Denaturierung 96 °C 1 Min. 1
Standard-Sequenz- Denaturierung 96 °C 10 Sek. 25
PCR. Amplifikation 60 °C 1 Min. 20 Sek.
Kihlung 4°C 1

2.3.2.6 Natrium-Azetat-Fillung

Bevor die Basenabfolge der in der Sequenz-PCR entstandenen DNA-Fragmente mithilfe eines
Sequencers ermittelt wird, erfolgt als Zwischenschritt die Ethanol-Fallung. Hierbei wird die in
wassriger Losung enthaltene DNA in Gegenwart von Natrium-Azetat durch Aussalzen gefallt und
danach durch Zentrifugation pelletiert. Das DNA-Pellet wird dann mit 70 %-igem Ethanol gewaschen
und so von den Salzen befreit und kann anschlieBend in einem anderen Puffer gelost werden

(Hermey 2011). In meinen Versuchen wurde das DNA-Pellet in HiDi-Formamid resuspendiert.

Durchfiihrung

Der Ablauf einer Fallung gliederte sich in folgende Arbeitsschritte: Zunachst wurde das Produkt der
Sequenz-PCR mit einer Losung aus Wasser, Natrium-Azetat und Ethanol (s. Tab. 6) gemischt und fir
15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgte eine 45-miniitige Zentrifugation bei
3700 rpm (etwa 2200 x g). Der Uberstand wurde verworfen. AnschlieRend wurden jeweils 50 pl 70 %
Ethanol hinzugegeben und nun fiir 30 Minuten bei 3700 rpm zentrifugiert. Wiederum wurde der
Uberstand verworfen und die ReaktionsgefaRe mit den DNA-Pellets bei 50°C fiir 10 Minuten
getrocknet. SchlieRlich wurden 15 ul HiDi-Formamid zur DNA pipettiert. Zum Loésen erfolgte fir einige

Stunden eine Inkubation im Dunkeln bei 4°C.

Tabelle 6: Substanz Konzentration Volumen (in pl)
Reaktionsansatz HPLC-Wasser 10
fiir eine IYatrlum— NaAc 3IM >
Azetat-Fdllung.
Ethanol 95 vol-% 50
Produkt der Sequenz-PCR 10

Funktionelle Untersuchungen GNB1

Im Rahmen der Suche nach der genetischen Ursache bei der erkrankten Indexpatientin aus Familie 1
wurde eine vielversprechende Variante im Gen GNB1 entdeckt (c.353A>G, p.D118G), deren

funktionelle Auswirkungen durch die im folgenden erlauterten Versuche erforscht wurden.
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Entsprechend werden in den nachstehenden Texten explizit dieses Gen, oben genannte Variante und
passende Primer erwahnt.

Fir die weiterflihrenden Untersuchungen wurde unter anderem eine GNB1-Mutagenese
durchgefiihrt. Die zur Erzeugung von Venus-156-239-GB1-Mutanten erforderlichen Laborarbeiten
wurden zu gleichen Teilen gemeinschaftlich mit Hauke Baumann (M. Sc., ebenfalls Mitglied der
Arbeitsgruppe ,Genetics of Rare Diseases” des Instituts fir Neurogenetik) ausgefiihrt. Nahere
Informationen hierzu finden sich im Kapitel ,2.3.5 GNB1-Mutagenese, Bimolekulare

Fluoreszenzkomplementation und Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer-Assay”.

2.3.3 Expressionsanalyse

Die notwendigen Arbeitsschritte der Expressionsanalyse sind schematisch in Abbildung 8 dargestellt.

Reverse Konventionelle Agarosegel- uv-
Transkription- PCR Elektrophorese Lichtquelle
PCR

Optischer
mRNA cDNA GNB1- GNB1- Vergleich der
cDNA Bande GNB1-Banden

Abbildung 8: Arbeitsschritte zum Vergleich der Expressionsstédrke von GNB1 in verschiedenen Geweben.

Eingesetzt wurde gewebsspezifische mRNA aus Blut, Fibroblasten, dopaminergen, kortikalen und striatalen Neuronen sowie
induzierten-pluripotenten Stammzellen. Die im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennten GNB1-cDNA-Banden wurden
mithilfe einer UV-Lichtquelle sichtbar gemacht. Basierend auf der Dicke der Banden lieR sich die GNB1-Expressionsstarke in
den getesteten Geweben optisch semiquantitativ vergleichen.

Zunachst wurde die mRNA verschiedener Gewebe (Blut, Fibroblasten, dopaminerge Neurone,
kortikale Neurone, striatale Neurone, induzierte-pluripotente Stammzellen) mittels einer Reversen
Transkriptions-PCR in cDNA umgeschrieben. AnschlieRend wurde die cDNA des Gens GNB1 in einer
konventionellen PCR amplifiziert. Nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte auf einem
Agarosegel lieR sich die Expressionsstarke von GNB1 in den verschiedenen Geweben optisch anhand
der Dicke der Banden vergleichen. Als in allen untersuchten Geweben vorhandenes Referenzgen

wurde auBerdem auf gleiche Weise die Expressionsstarke von 8-Actin dargestellt.

2.3.3.1 Reverse Transkriptions-PCR

Die Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR) dient dazu, mRNA in sogenannte cDNA umzuschreiben. Das
Enzym Reverse Transkriptase (eine RNA-abhangige DNA-Polymerase) synthetisiert zundchst den zum

MRNA-Einzelstrang komplementaren cDNA-Strang, sodass ein RNA-DNA-Hybridstrang entsteht. In
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einem nachsten Schritt wird dann der zu dem ersten cDNA-Strang komplementarere DNA-Strang

synthetisiert, sodass sich ein cDNA-Doppelstrang ergibt.

Durchfiihrung

Zur Durchflihrung der Reversen Transkriptions-PCR wurde das kommerzielle Kit “Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR with dsDNase” (Thermo Scientific) verwendet und die Reaktion nach
Hersteller-Protokoll ausgefiihrt. Die enthaltenen Komponenten wurden aufgetaut, gemischt, kurz
zentrifugiert und anschlieBend auf Eis gelagert. 1 ul 10 x dsDNAse -Puffer, 1 pl dsDNAse und 500 ng
Template-RNA wurden in einem sterilen, RNAse-freien R6hrchen auf Eis gemischt und das
Gesamtvolumen mit Nuklease-freiem Wasser auf 10 pl aufgefiillt. Das Gemisch wurde fiir 2 Minuten
bei 37°C inkubiert und danach wieder auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden 4 ul 5 x Reaction Mix, 2
pl Maxima Enzyme Mix und 4 ul Nuklease-freies Wasser in das R6hrchen gegeben, vermischt und
kurz zentrifugiert. Darauf folgte eine Inkubation fiir 10 Minuten bei 25°C und danach fiir 15 Minuten

bei 50°C. Die Reaktion wurde durch eine flinfmin(tige Erhitzung auf 85°C beendet.

Die erhaltene cDNA wurde anschlieRend in einer PCR-Reaktion amplifiziert (Tab. 7). Als Primer
wurden einerseits cDNA-Primer verwendet, die in verschiedenen Exons des Gens GNB1 binden
(GNB1_cDNA_Ex4F und GNB1_cDNA_Ex8R) sowie andererseits cDNA-Primer, die in verschiedenen
Exons des B-Actin-Gens binden (Beta-Actin_F und Beta-Actin_R). AnschlieRend wurden die PCR-
Produkte auf ein Agarosegel aufgetragen und die Expressionsstarke von GNB1 in den verschiedenen
Geweben optisch semiquantitativ anhand der Dicke der Banden verglichen. B-Actin wird als wichtiger
Bestandteil des Zytoskeletts in praktisch allen Geweben exprimiert und diente als Ladekontrolle bzw.
Referenzgen. Ware keine B-Actin-Bande vorhanden gewesen, hatte dies darauf hingedeutet, dass der

Ansatz keine cDNA enthalten hat.

Tabelle 7: Substanz Volumen (in pl)

Reaktionsansatz HPLC-Wasser 4

fiir eine PCR zur dNTPs 3.0

Expressionsanalyse. Taq-Puffer s
Vorwarts-Primer 0,6
Ruckwarts-Primer 0,6
Tag-Polymerase 0,07
cDNA 4
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2.3.4 Immunfirbung

Ziel dieses Versuchsaufbaus zur Immunfarbung war es, darzustellen in welchen Zellkompartimenten
das Genprodukt von GNB1 exprimiert wird und ob sich die Expression von Wildtyp-GNB1 und der
GNB1-Mutante ¢.353A>G unterscheidet. Zu diesem Zweck wurden SH-SY5Y-Zellen und Fibroblasten
transient mit GNB1-haltigen Plasmiden transfiziert. Dazu musste mithilfe einer Mutagenese-PCR ein
Plasmid hergestellt werden, dass GNB1-c.353A>G enthalt. Da fiir die Transfektion in SH-SY5Y-Zellen
und Fibroblasten jeweils groRe Mengen an Plasmid-DNA eingesetzt werden mussten, wurden die
Plasmide in E. coli-Kulturen kloniert. AnschlieRend wurde die DNA in Mini- bzw. Maxipraparationen
wieder aufgereinigt und die GNB1-Sequenzen wurden mittels Sanger-Sequenzierung tberpriift. Die
zahlreichen Zwischenschritte der Immunfarbung werden in den folgenden Abschnitten erldutert. Die

ersten Schritte bis zur Erzeugung eines pcDNA-Vektors mit GNB1-Sequenz sind in Abbildung 9

dargestellt.
Uberprdfung, ob Darstellung GNBI-
GNB1-cDNA- Bande
Bande vorhanden
T 8 © - 9 -
< C > o s
° % 5 ° 5 %5
Y o] o x o F
® 3 (O] o 3 U]
GNBI-cDNA mit GNBI-cDNA mit Ligation pcDNA-Vektor
cDNA Schnittstellen fiir _ sticky ends mit GNB1-
Kpnl und Xhol Sequenz
PCR mit den Restriktion
Primern mit Kpnl und
GNB1 KpnlF und Xhol pcDNA-
GNB1 XholR Vektor mit
sticky ends

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Erzeugung eines pcDNA-Vektors mit GNB1-Sequenz.

Nach der PCR bzw. dem Restriktionsverdau wurden die Reaktionsprodukte mittels einer Gelelektrophorese aufgetrennt.
AnschlieBend wurde die Bande, die der Lange nach der gewiinschten GNB1-cDNA-Bande entsprach, ausgeschnitten und die
GNBI1-cDNA extrahiert. Die GNB1-cDNA andert sich durch diese Versuchsschritte nicht, sondern wird nur Gberprift und
aufgereinigt. Da der pcDNA-Vektor und die GNB1-cDNA mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten wurden (Kpnl
und Xhol), sind die jeweiligen sticky ends komplementar zueinander und kénnen in einer Ligationsreaktion miteinander
verbunden werden.

2.3.4.1 Einfiihrung von Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme

Als erster Schritt wurde eine PCR mit cDNA und den Primern ,,GNB1 KpnlF“ und ,,GNB1 XholR“
durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz ist in Tabelle 8 und genauere Angaben zu den PCR-Konditionen
sind in Tabelle 9 dargestellt. Ziel dieses ersten Versuchsschrittes war es, cDNA des Gens GNB1 zu

erzeugen, welche an ihren Enden Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Kpnl und Xhol aufwies.

38



Ein Ausschnitt der GNB1-cDNA mit den eingefligten Schnittstellen fir die beiden Restriktionsenzyme

ist in Abbildung 10 illustriert.

Tabelle 8: Substanz Volumen (in pl)
PCR-Reaktionsansatz HPLC-Wasser 5
zur Einfiihrung von = -
Schnittstellen fiir die Vorwarts-Primer (GNB1 KpnlF) 1,25
Restriktionsenzyme. Ruckwarts-Primer (GNB1 XholR) 1,25

2 x Q5-Polymerase 12,5

cDNA (2131 K 5.2.14) 5
Tabelle 9: Schritt Temperaturen Zeiten Zyklen
PCR-Konditionen zur Initiale 98°C 30 Sek. (mit 1
EinfU_thﬂg von Denaturierung Hot-Start)
SChm?ts.te”en fur die Denaturierung 98°C 10 Sek.
Restriktionsenzyme.

Annealing 55°C 30 Sek. 35

Elongation 72°C 45 Sek.

Finale Elongation 72°C 5 Min.

Kihlung 4°C

Anschliefend wurde das PCR-Produkt mit 10 ul Ladepuffer vermischt und auf ein 1 %-iges Agarosegel
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 130 V. Die Bande, die das gewiinschte PCR-Produkt

enthielt, wurde ausgeschnitten und anschlieRend eine Gelextraktion durchgefiihrt.

2.3.4.2 Gelextraktion

Flr die Gelextraktion wurde das Kit ,,QlAquick Gel Extraction Kit“ (QIAGEN) genutzt und die
Anweisungen nach Hersteller-Protokoll ausgefihrt. Zunachst wurden 400 ul Q6-Puffer in ein 1,5 ml-
Eppendorf-ReaktionsgefaR pipettiert und mithilfe eines Heizblocks auf 50°C erwarmt. Dann wurde
die DNA-Bande aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in das Reaktionsgefall mit Q6-Puffer
Uberfiihrt und abgewartet bis sich die Gelbande geldst hatte. Als ndchstes wurden 400 pl Isopropanol
zugegeben und die Losung gemischt. Die Flissigkeit wurde in eine Zentrifugations-Saule (spin
column) tberfihrt und kurz auf 13.000 rpm (etwa 16.000 x g) zentrifugiert. Der Durchlauf wurde
verworfen. Die Zentrifugations-Sdule wurde nun fiir 1 Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert und der
Durchlauf wiederum verworfen. Danach wurde die Zentrifugations-Saule in ein neues Reaktionsgefald
gesetzt und 30 pl Elutionspuffer auf die Mitte der Membran pipettiert. Nach einer Inkubationszeit
von 1 Minute bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgefa nochmals fiir 1 Minute bei 13.000 rpm

zentrifugiert. Das DNA-haltige Eluat wurde schlielRlich behalten.
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2.3.4.3 Restriktion mit den Enzymen Xhol und Kpnl

Die aus dem Gel extrahierte GNB1-cDNA wurde im nachsten Schritt mit den beiden Restriktions-
enzymen Kpnl und Xhol geschnitten. Dadurch entstanden im Bereich der Schnittstellen kurze Stiicke
Uberstehender einzelstrangiger DNA, sogenannte ,sticky ends”. Die Schnittstellen der beiden

Enzyme sind in Abbildung 10 dargestellt.

Entspricht der Sequenz des Primers
»GNB1 KpnlF“

)

(|||||||||||||||||||||||||||||\r TTTTTITITITIT TTTTTTIIIT

3‘UTR 3‘UTR

5-GAAGAGCACTAAG|IGTACCAAGATGAGTGAG .. CTAACGCCAGTAG GATGCCATG-3
3’ CTCGTGATTCCATGIGTTCTACTCACTC .. GATTGCGGTCATC CTACGGTAC-S5
IIIIIIIIIIII||||||III||||||||| (HIRERNERENENS (INENENEN
5‘UTR Kpnl-— 5ytR GNBI-cDNA !
Schnitt-

Entspricht der Sequenz des Primers
,»GNB1 XhoF“

stelle

Abbildung 10: Darstellung eines Ausschnitts der GNB1-cDNA-Sequenz mit eingefiigten Schnittstellen fiir die
Restriktionsenzyme Kpnl und Xhol.

Die gezeigte Basenabfolge entspricht einem Ausschnitt der DNA-Sequenz, wie sie nach der PCR zur Einfliihrung von
Schnittstellen fir die Restriktionsenzyme Kpnl und Xhol als PCR-Produkt entstanden ist. Von der GNB1-cDNA-Sequenz sind
jeweils nur wenige der ersten und der letzten Basenpaare zu sehen. Die angrenzende untranslatierte Region (UTR) ist
jeweils in schwarz dargestellt. In diesen Bereich wurden die Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Kpnl und Xhol mithilfe
der spezifischen Primer ,GNB1 KpnlIF“ und ,,GNB1 XholR“ eingefligt. An den Schnittstellen (rot und gelb markiert) weicht die
Sequenz von genomischer DNA ab.

Fir den Restriktionsverdau wurden die in Tabelle 10 aufgelisteten Komponenten gemischt und fir 1
Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurden 15 pl Ladepuffer zum Reaktionsansatz hinzugefiigt und
das Gemisch auf ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen. Es erfolgte eine Auftrennung bei 130 V (fir 20

Minuten) und eine erneute Gelextraktion (Beschreibung s.o.) der DNA.

Tabelle 10: Substanz Volumen (in pl)

Reaktionsansatz HPLC-Wasser 2
fiir den Restriktionsverdau

mit Kpnl und Xhol. NEB 1 buffer (1.1) 4
Kpnl 2
Xhol 2
Eluat (DNA-Bande) 30
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2.3.4.4 Ligation in pcDNA-Vektor

AnschlieBend wurde die GNB1-cDNA als Insert in ein Plasmid (pcDNA-Vektor 3.1) eingebracht
(Ligation). Wie in Abbildung 11 dargestellt, weist der pcDNA-Vektor ebenfalls Schnittstellen fiir die
Restriktionsenzyme Kpnl und Xhol auf und wurde vorher mit den beiden Enzymen ,,aufgeschnitten”.
Die sticky ends des Inserts waren daher komplementar zu denen des Plasmids und das Insert wurde
somit an einer definierten Stelle in das Plasmid eingebaut. Das im Reaktionsansatz enthaltene Enzym

Ligase verbindet die losen sticky ends fest miteinander.

Abbildung 11: Vereinfachte
schematische Darstellung
des Vektors pcDNA3.1
(adaptiert nach:
http://www.transomic.com/
Vectors-and-Maps/pcDNA3-
1.aspx (letzter Zugriff:
02.05.2018)).

Fir die notwendigen
Arbeitsschritte der
Immunfarbung wichtige
Elemente des pcDNA-
Vektors sind die
Schnittstellen fur die
Restriktionsenzyme Kpnl
und Xhol (zwischen diesen
wurde die GNB1-Sequenz
eingefligt). Der FLAG-tag,
der fir eine kiinstliche
Peptidsequenz codiert,
erlaubt, dass dartber
Antikodrper an das GNB1-
Genprodukt binden kénnen
und dessen
Expressionsmuster so durch
einen Fluoreszenz-

FLAG-tag

AmpR A
promotor /VV

o

\0‘)‘*

pcDNA 3.1

markierten Antikorper
sichtbar gemacht werden
kann.

Die Komponenten des Reaktionsansatzes (Tab. 11) wurden fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
miteinander inkubiert. Danach erfolgte eine weitere Inkubation von zehn Minuten bei 65°C, um die

Ligase zu deaktivieren. AnschlieBend wurde das ReaktionsgefaR auf Eis gestellt.

Tabelle 11: Substanz Volumen (in pl)
Reaktionsansatz fiir die Insert aus Verdau 7
Ligation des Inserts in
den pcDNA-Vektor. peDNA-Vektor 2

T4 Puffer 1,1

T4 Ligase 1
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2.3.4.5 Transformation in elektrokompetente E. coli

Als nachstes wurde das Insert-haltige Plasmid in elektrokompetente E. coli-Bakterien transformiert.

Dazu wurde das Verfahren der Elektroporation genutzt. Eine schematische Darstellung der

Versuchsabfolge von der Transformation bis zu Sequenzierung des GNB1-pcDNA-Vektors findet sich

in Abbildung 12. Zuerst wurden 500 pl S.0.C.-Medium in ein steriles 10 ml-Réhrchen vorgelegt. Dann

wurden 1,5 ul des Ligations-Produktes in ein auf Eis gelagertes Reaktionsgefa mit der E. coli-

Suspension pipettiert. Die Bakteriensuspension (ca. 50 pl) wurde in eine gekihlte Kiivette Gberfihrt.

Es folgte die Elektroporation mithilfe des Electroporators 2510. Danach wurde die

Bakteriensuspension in das Rohrchen mit S.0.C.-Medium gegeben und fiir 1 Stunde bei 37°C

geschwenkt.

Elektro-

GNB1- .
poration

pcDNA-

Wachstum
auf
Ampicillin-
haltigem

Vektor

& )

Elektrokom-

E.coli mit
pcDNA-
Vektor

Minikultur

Agar

N

petente
E.coli

E.coli-
Kolonien
mit pcDNA-
Vektor

Minipra-
paration

—

Vermehrung
einer
ausgewahlten
Kolonie

o

Abbildung 12: Arbeitsschritte zur Klonierung des GNB1-pcDNA-Vektors.
Der pcDNA-Vektor mit GNB1-Insert wurde per Elektroporation in elektrokompetente E. coli transformiert. AnschlieBend
wurden 20 pul der Bakteriensuspension auf einem Ampicillin-haltigen Agar iber Nacht bei 37°C inkubiert, sodass nur E. coli
wachsen und Kolonien bilden konnten, die den pcDNA-Vektor, welcher auch fir ein Ampicillin-Resistenz-Gen codiert,
aufgenommen hatten. Eine Kolonie wurde gepickt, in Ampicillin-haltiges LB-Medium gegeben und damit fiir 7-8 Stunden
bei 37°C eine Minikultur angesetzt. Davon wurden 0,5 ml als Glycerolstock eingefroren. Mit der restlichen Bakterienkultur
wurde eine Minipraparation durchgefiihrt, um den klonierten GNBI-pcDNA-Vektor aufzureinigen. Anschlieend wurden die
Vektoren mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Xhol geschnitten und das GNB1-Insert sequenziert, um zu Uberpriifen, ob
die Sequenz dem WT entspricht und wahrend der Versuchsschritte keine unerwiinschten Mutationen entstanden waren.

2.3.4.6 Klonierung

Glycerolstock
GNB1-WT-
pcDNA

Vermehrter
GNB1-
pcDNA-
Vektor

4
2

Sequenzierung

Um die E. coli-Bakterien, die ein Plasmid aufgenommen hatten, von denjenigen ohne Plasmid zu

trennen, wurden 20 pl der Bakteriensuspension auf einem Ampicillin-haltigen Agar (enthielt 50 pg/

ml Ampicillin) aufgetragen und mithilfe eines Glasspatels gleichmaRig verteilt. Die Agarplatte wurde
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Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Da der pcDNA-Vektor ein Ampicillin-Resistenz-Gen enthalt (s. Abb.
11), konnten sich die Plasmid-haltigen Bakterien vermehren und Kolonien bilden.

Am néachsten Tag wurden einige der Gber Nacht gewachsenen Kolonien mit einer Pipettenspitze
gepickt und jeweils pro Kolonie eine Minikultur angelegt. Dazu wurden jeweils 5 ml Ampicillin-
haltiges LB-Medium (50 pg/ ml Ampicillin) mit den gepickten Kolonien beimpft und anschlieRend fir
7 bis 8 Stunden bei 37°C geschwenkt. SchlieBlich wurden 0,5 ml der Bakteriensuspension mit 0,5 ml

80 % Glycerol bei -80°C als Glycerolstock eingefroren.

2.3.4.7 Minipraparation

Die Minipraparation dient zur Aufreinigung der in den Bakterien vermehrten Plasmid-DNA. Zunachst
werden die Bakterien pelletiert, resuspendiert und anschlieRend (partiell) lysiert. Dadurch wird die
Plasmid-DNA freigesetzt. Nach einem Neutralisationsschritt werden die Plasmide durch
Zentrifugation von den Bakterien getrennt. Bei der Verwendung kommerzieller Kits zur
Minipraparation (z.B. von QIAGEN oder ThermoFisher) wird die DNA dann an eine positiv geladene

Matrix einer Sdule gebunden und in einem letzten Schritt mit einem Puffer von der Saule eluiert.

Minipraparation-Protokoll:

Zur Durchfiihrung der Minipraparation wurde das Kit ,,QIAPrep Spin Mini Prep Kit“ von QIAGEN
verwendet. Pro Ansatz wurden jeweils 4 ml der Minikultur in ein 15 ml-Falcon-Réhrchen tberfihrt.
Das Falcon-Réhrchen wurde fiir 5 Minuten bei 4700 rpm in der Multifuge 1 S-R (etwa 4600 x g)
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach wurde das Bakterienpellet in 250 ul P1-Puffer
geldst und die Flissigkeit in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefald Gberfiihrt. Als ndchstes wurden
250 pl P2-Puffer hinzu pipettiert und vermischt. Nach Zugabe von 350 pl N3-Puffer wurde das
Reaktionsgefall geschwenkt bis sich die Flissigkeit weild verfarbte. AnschlieRend folgte eine 10-
minitige Zentrifugation bei 13.000 rpm in der Microfuge 22 R (etwa 16.000 x g). Darauffolgend
wurden 900 pl des klaren Uberstandes in ein Filtertube pipettiert und dieses kurz auf 13.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Dann wurden 750 pl Waschpuffer (PE) auf den Filter
gegeben, das Tube abermals kurz auf 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Gefall wurde nochmals fiir 1 Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Filter in ein frisches 1,5 ml-
Eppendorf-ReaktionsgefaR tberfihrt. Im folgenden Schritt wurden 35 pl Elutions-Puffer (EB) in die
Mitte der Membran pipettiert. Nach einer einminitigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte
eine letzte Zentrifugation fiir eine Minute bei 13.000 rpm. Die als Durchfluss erhaltene Flissigkeit

wurde behalten, denn dabei handelte es sich um die in Elutions-Puffer geloste DNA.
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2.3.4.8 Uberpriifung der Sequenz des Inserts

AnschlieBend wurde wiederum ein Restriktionsverdau mit den Enzymen Kpnl und Xhol durchgefiihrt
(siehe 2.3.4.3 Restriktion mit den Enzymen Xhol und Kpnl) und das Gemisch auf einem Agarosegel
aufgetrennt, um zu lberprifen, ob die jeweiligen Plasmide das Insert enthielten. In diesem Fall
sollten zwei unterschiedlich groRe Banden zu sehen sein: eine dem GNB1-Insert entsprechende und
eine dem Rest des Plasmids entsprechende Bande. Danach wurden die Ansatze mit den Insert-
haltigen Plasmiden mithilfe der Primer T7 und BGHR sequenziert, um zu Gberpriifen, ob das Insert
der GNB1-WT-Sequenz entsprach und nicht zufallig wahrend der Klonierung ungewollte Mutationen
entstanden waren.

Fir die Sequenzierung von Plasmid-DNA nach Mini- und Maxiprdparationen wurde ein leicht

modifizierter Reaktionsansatz (Tab. 12) und ein anderes Cycler-Programm (Tab. 13) verwendet.

Tabelle12: Substanz Volumen (in pl)
Reaktionsansatz zur | Plasmid cDNA (c = 100 ng/ ul) 1
sequenzierungvon | gy Sequenz-Puffer 1,5
Plasmid-DNA. - — — —

Primer (Vorwiérts- oder Rickwarts) ¢ = 10 ng/pl 1

Terminatormix 3.1 1

HPLC - Wasser 5,5
Tabelle13: Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Kond't'of'en zur Initiale Denaturierung 94 °C 5 Min. 1
Sequenzierung von -
Plasmid-DNA. Denaturierung 94 °C 20 Sek.

Amplifikation 60 °C 2 Min. 5 Sek. 25

Kuhlung 4°C 1

2.3.4.9 Mutagenese-PCR

Ill

Das Kit ,,site-directed mutagenesis Quick Change XL II“ wurde genutzt, um an definierten Positionen
eines Vektor-Konstrukts spezifische Punktmutationen einzufiihren.

Fir die Mutagenese-PCR wurden jeweils modifizierte Primer eingesetzt, welche an der gewiinschten
Position die gednderte Base enthielten. Der Vorwarts- und der Riickwarts-Primer waren
komplementar zueinander und ermoglichten die Amplifikation beider Strange des gesamten
Plasmids. Um hierbei die Wahrscheinlichkeit des Einflihrens weiterer ungewollter Mutationen zu

minimieren, wurde als Polymerase Pfu verwendet, welche eine , proofreading“-Aktivitat besitzt.

AulRerdem wurden aus dem gleichen Grund vergleichsweise wenige Zyklen gefahren.
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Durchfiihrung:
Um pcDNA-Vektoren zu erzeugen, die die GNB1-Mutation ¢.353A>G enthielten, wurden 50 ng der

zuvor gewonnen und Uberpriften GNBI-WT-Plasmid-DNA in einer Mutagenese-PCR eingesetzt.
Hierfir wurden die Primer ,,GNB1 c.A353G F“ und ,GNB1 c.A353G R“ verwendet.

Tabelle 14 und 15 zeigen die im Vergleich zur konventionellen PCR verdnderte Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes und die abweichende Dauer und Anzahl der PCR-Zyklen. Die Sequenz der

eingesetzten Mutagenese-Primer ist in der Primerliste im Anhang dargestellt.

Tabelle 14: Substanz Volumen (in pl)
Reaktionsansatz fiir HPLC-Wasser 137
eine Mutagenese-PCR.
Pfu-Puffer 2,5
dNTP-Mix 0,6
Vorwarts-Primer 1,3
Ruckwarts-Primer 1,3
Pfu-Polymerase 0,6
WT-Plasmid-DNA (c = 10 ng/ ul) 5
Tabelle 15: > o
Konditionen fiir eine Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Mutagenese-PCR. Initiale Denaturierung 95°C 1 Min. 1
Denaturierung 95°C 30 Sek.
Annealing 55°C 1 Min. 19
Elongation 68°C 18 Min.
Finale Elongation 68°C 18 Min.
Kuhlung 4°C

Danach wurde das PCR-Produkt mit 0,9 ul des Restriktionsenzyms Dpnl bei 37°C fiir eine Stunde
inkubiert. Dpnl verdaut nur methylierte DNA — hier also die methylierte Bakterien-DNA des GNB1-
WT-Plasmid-Templates. Die in der PCR neu synthetisierten und die gewilinschte Mutation tragenden
Plasmide waren hingegen nicht methyliert und wurden daher auch nicht geschnitten.

Hieran anschlieRend folgten die gleichen Schritte, die auch mit der WT-Plasmid-DNA ausgefiihrt
wurden (Transformation in E. coli, Klonierung, Minipraparation, Sequenzierung der gewonnenen DNA
zur Uberpriifung, ob das Plasmid tatséchlich die gewiinschte Mutation aufwies). In Abbildung 13 ist
die durchgefiihrte Versuchsfolge schematisch zusammengefasst.

Da fir die Transfektion in Fibroblasten und SH-SY5Y-Zellen gréRere Mengen an Plasmid-DNA
eingesetzt werden mussten, als in der Minipraparation gewonnen werden konnte, wurde als
weiterer Schritt eine Maxipraparation eingeschoben. Hierflir wurden in Erlenmeyerkolben jeweils
Kulturen mit 100 ml Ampicillin-haltigem Flissigmedium (50 pg/ ml Ampicillin) angelegt und diese mit

Bakterien aus den Glycerolstocks angeimpft, die zuvor aus den entsprechenden Minikulturen
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angelegt und eingefroren worden waren. Die Kulturen wurden fiir 7 bis 8 Stunden bei 37°C

geschwenkt.
Mutagenese- - iniora-
PCR Vdpgl Klonierung Mmlf.ra
GNB1-WT- GNB1- erdau Minikultur paration Vermehrter
pcDNA- I_ €.353A>G- ——- einer — GNB1-
Vektor pcDNA- ausgewihlten ¢.353A>G-
Vektor Transfor- Kolonie pcDNA-Vektor

mation in
E.coli ‘

Glycerolstock Sequenzierung

GNB1-c.353A>G-
pcDNA

Abbildung 13: Arbeitsschritte zur Mutagenese des GNB1-pcDNA-Vektors und Klonierung.

Mittels einer Mutagenese-PCR wurde die zu untersuchende Mutation ¢.353A>G innerhalb der GNB1-Sequenz eingefihrt.
Ein Teil der (nach den notwendigen Zwischenschritten) erhaltenen Minikultur wurde wiederum als Glycerolstock
eingefroren. Aus dem Rest der Minikultur wurde der pcDNA-Vektor mittels Minipraparation aufgereinigt und anschliefend
sequenziert, um zu Uberprifen, ob der Vektor tatsachlich die gewilinschte GNB1 c.353A>G-Mutation enthalt.

2.3.4.10 Maxipraparation

Die Maxipraparation dient wie die Miniprdparation der Aufreinigung von Plasmid-DNA, welche in
einer Uber-Nacht-Kultur vermehrt wurde. Das zugrundeliegende Prinzip entspricht dem der
Minipraparation, mit dem Unterschied, dass hier ein groReres Volumen an Flissigmedium angeimpft
wird und man daher am Ende auch eine groRere Menge aufgereinigter DNA erhilt. Ein weiterer
Unterschied zur Miniprdparation ist, dass die Plasmide nicht durch Zentrifugation, sondern durch

Filtration vom Rest der lysierten Bakterien getrennt werden.

Maxipraparation-Protokoll:

Zur Durchfliihrung der Maxiprdparation wurde das Kit ,,EndoFree Plasmid Maxi Kit“ von QIAGEN
verwendet. Pro angesetzter Uber-Nacht-Kultur (100 ml) wurde die Bakteriensuspension auf zwei 50
ml-Falcon-Réhrchen aufgeteilt. Die Falcon-Réhrchen wurden fiir 15 Minuten mit 4700 rpm in der
Multifuge 1 S-R bei 4°C zentrifugiert (entspricht etwa 4600 x g). Wahrenddessen wurde als
Vorbereitung 2,5 ml ER-Puffer aus oben genanntem Kit in ein 50 ml-Falcon gefiillt und auf Eis gestellt.
Der durch die Zentrifugation entstandene Uberstand wurde verworfen. Zunichst wurden 10 ml P1-
Puffer in eines der beiden Falcons gegeben und alle Bakterien dieses ersten Falcons darin gelost.
AnschlieBend wurde die Fliissigkeit in das zweite Falcon liberflihrt und auch die darin enthaltenen
Bakterien in dem Puffer resuspendiert. Danach wurden 10 ml P2-Puffer zur Bakteriensuspension
gegeben, gut vermischt und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Darauffolgend wurden 10
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ml P3-Puffer hinzugegeben und gut vermischt. Das Falcon wurde 5 Sekunden lang bei 2000 rpm
(etwa 850 x g) zentrifugiert und der durchsichtige Uberstand dann in das im Kit enthaltene Filter-
Gefal Gberfiihrt. Die Flussigkeit wurde mithilfe eines Kolbens tiber den Filter in das vorbereitete
Falcon-Réhrchen mit 2,5 ml ER-Puffer gedriickt und mit diesem vermischt. Es folgte eine 30-min(tige
Inkubation auf Eis. In der Zwischenzeit wurde eine Sdule aus dem Kit mit 10 ml QBT &aquilibriert. Dann
wurde das Filtrat auf die Sdule gegeben. Die Flissigkeit lief durch die Sdule, wobei die DNA an die
Matrix der Saule band und durch diese zurlickgehalten wurde. Im Anschluss wurde die Saule zwei
Mal mit 30 ml QC-Puffer gewaschen. Die Fllssigkeiten wurden jeweils verworfen. SchlieBlich wurde
die DNA mit 15 ml QN-Puffer aus der Saule in ein frisches 50 ml-Falcon-Réhrchen eluiert. In der
Zwischenzeit wurden 10,5 ml Isopropanol in ein weiBes R6hrchen mit Steckdeckel gefiillt. Das Eluat
wurde dann in das Isopropanolréhrchen Gberfiihrt und das Rohrchen griindlich geschiittelt. Dieses
wurde danach fiir 30 Minuten bei 15.000 x g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Anschlieend wurden 700 pl 70 % EtOH zu dem am Boden des Rohrchens befindlichen DNA-Pellet
gegeben. Das Pellet und das Ethanol wurden in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal Gberfiihrt und dieses nun
fiir 10 Minuten bei 13.000 rpm (etwa 16.000 x g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder
verworfen. Dann wurde das Pellet fiir mehrere Minuten bei 50°C getrocknet. Im Anschluss wurden
250 ul TE-Puffer zum Pellet pipettieret und leicht vermischt. Das ReaktionsgefaRR wurde gevortext bis
sich das Pellet vollstandig aufgelost hatte. SchlieBlich wurde die Flissigkeit noch fiir 15-20 Minuten
bei 37°C auf einem beheizbaren Schiittler (500 rpm) inkubiert. Als letzter Schritt wurde die DNA-
Konzentration mit einem NanoDrop-Spectrophotometer gemessen.

Nach der Maxipraparation wurden die Inserts der aufgereinigten Plasmide nochmals per Sanger-
Sequenzierung auf die Richtigkeit ihrer DNA-Sequenz liberprift (d.h. dass das WT-Insert keine
Mutation und das Insert mit Mutation nur die gewiinschte Variante an der gewiinschten Stelle
enthalten durfte). Die Plasmide wurden dann mittels Elektroporation in SH-SY5Y-Zellen bzw.

Fibroblasten transfiziert.

2.3.4.11 Transiente Transfektion von SH-SY5Y-Zellen und Fibroblasten

Fir die Transfektion von SH-SY5Y-Zellen und Fibroblasten wurden Objekttrager-Deckelchen in jeweils
einer 24-Well-Platte verteilt. Jedes Well wurde mit 1 ml 100 % Ethanol fiir 20 Minuten gewaschen,
dann wurde das Ethanol wieder abgesaugt. AnschlieRend wurde jedes Well 3-mal mit 1 ml AMPUWA
gewaschen und danach mit 1 ml Gelatine beschichtet. Danach wurden jeweils 100 pl
Transfektionsmix und 5 ug Plasmid in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaR gefillt. Bei dem Transfektionsmix flr

die SH-SY5Y-Zellen handelte es sich um ,Nucleofactor solution V“ (LONZA) und bei dem
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Transfektionsmix fir die Fibroblasten um ,Basic Nucleofactor solution — primary fibroblasts”
(LONZA).

Die SH-SY5Y-Zellen bzw. die Fibroblasten wurden mit Accutase aus ihren Zellkulturflaschen abgelost,
die Zellen in 12 ml Gesamtvolumen DMEM aufgenommen und mithilfe eines Zellzdhlgerats gezahlt.
Jeweils 1 x 10° SH-SY5Y-Zellen bzw. Fibroblasten wurden in ein 15 ml-Falcon pipettiert und die
Falcons dann mit 1000 rpm (etwa 200 x g) fir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Darauffolgend wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellpellets wurden im entsprechenden
Transfektionsmix resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann luftblasenfrei mit einer LONZA-
Pipette in eine Kivette Giberfiihrt. Die Transfektion erfolgte per Elektroporation. AnschlieRend
wurden jeweils 500 pl DMEM zu den Zellen gegeben. Dann wurde je 1 Tropfen der transfizierten
Zellen in jedes Well der entsprechenden 24-Well-Platte pipettiert. Nach 24 Stunden wurde das
Medium abgesaugt und jedes Well mit 1 ml 1xPBS gewaschen.

Danach wurde 1 ml 4 % Paraformaldehyd (PFA) zu den Zellen gegeben und fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das PFA wurde anschlieRend von den Zellen abpipettiert und jedes Well
3-mal mit 1 x PBS gewaschen. Beim letzten Mal wurde das PBS auf den fixierten Zellen gelassen und
anschlieRend die Platte mit den Zellen im Kihlschrank gelagert. Der schematische Ablauf dieser

gerade vorgestellten sowie der folgenden Arbeitsschritte der Immunfarbung sind in Abbildung 14

dargestellt.
2. Antikorper
) goat-anti-
GNB1- Transiente Fixierung mouse IgG
pcDNA- Trar]s— Alexa Fluor
Vektor fektion . 488
Zellen mit Fluoreszenz- Auswertung
+ — pcDNA- - — — markiertes GNB1- — am
Vektor Expressionsmuster Mikroskop
1. Antikorper
Zellen Anti-FLAG

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Immunférbung.

SH-SY5Y-Zellen und Fibroblasten wurden einerseits mit GNB1-WT-pcDNA-Vektor transfiziert und andererseits mit GNB1-
¢.353A>G-pcDNA-Vektor. Zur Darstellung des GB1-Expressionsmusters wurden die Zellen aufeinanderfolgend mit zwei
Antikorper-Losungen behandelt und das Fluoreszenz-markierte Expressionsmuster anschlieBend am Mikroskop
ausgewertet.

2.3.4.12 Behandlung mit Antikérpern

Die Behandlung der Plasmid-haltigen Zellen mit Antikérpern diente dazu, innerhalb der Zellen die
Kompartimente sichtbar zu machen, in denen die Genprodukte von WT-GNB1 bzw. GNB1-c.353A>G

exprimiert werden. Dazu wurde zunachst ein erster muriner Antikérper auf die Zellen gegeben,
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welcher gegen den FLAG-tag gerichtet war, der ebenfalls vom eingebrachten Plasmid codiert wird.
Beim FLAG-tag handelt es sich um eine kiinstliche Polypeptid-Sequenz bestehend aus den
Aminosauren DYKDDDDK (D = Aspartat, Y = Tyrosin, K = Lysin), die an ein zu untersuchendes Protein
angefligt werden kann. Innerhalb der Plasmid-Sequenz befindet sich die Sequenz des FLAG-tags
zwischen der des T7-Promotors und der Kpnl-Schnittstelle (s. Abb. 11). So wurde der FLAG-tag
gemeinsam mit GB1 (dem Genprodukt von GNB1) exprimiert. Durch Hinzugabe eines zweiten,
fluoreszierenden Antikorpers, der gegen den ersten Antikorper gerichtet ist, kann so die Lokalisation
des interessierenden Proteins innerhalb der Zelle sichtbar gemacht werden. In meinen Experimenten
handelte es sich beim zweiten Antikdrper um einen von Ziegen abstammenden, mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff Alexa Fluor 488 konjugierten Antikorper.

Insgesamt wurden 8 Objekttrager-Deckelchen mit Zellen auf ihrer Oberseite auf Parafilm gelegt.
Dabei handelte es sich jeweils 2-mal um Fibroblasten mit GNB1-WT- bzw. GNB1-c.353A>G -Plasmid
sowie je 2-mal um SH-SY5Y-Zellen mit GNB1-WT- bzw. GNB1-c.353A>G - Plasmid. Auf jedes
Objekttrager-Deckelchen wurden 100 pl Blockier-Losung gegeben (siehe 2.1.2 Stammldsungen und
Medien). Nach einer einstlindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Losung abgesaugt. Es
erfolgte eine Waschung mit jeweils 100 pl 1 x PBS. Nun wurden 100 ul der 1. Antikérper-Losung (anti-
FLAG, 1:500) auf jedes Objekttrager-Deckelchen gegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. Die Losung wurde wieder abgesaugt und die Zellen abermals mit 100 ul 1 x PBS
gewaschen. Danach wurden 100 pl der 2. Antikérper-Losung (goat anti-mouse IgG, Alexa Fluor 488)
auf jedes Objekttrager-Deckelchen gegeben. Nach einer erneuten einstiindigen Inkubation bei
Raumtemperatur im Dunkeln wurde die Losung wiederum abgesaugt und die Zellen ein letztes Mal
mit 100 pl 1 x PBS gewaschen. Schlielich wurden je 100 pl Fluoromount (incl. DAPI zur
Zellkernfarbung) zugegeben und die Zellen Giber Nacht bei Raumtemperatur gelagert.

SchlieBlich wurden Bilder der gefarbten Zellen mit einem Zeiss Axiovert 200 M Mikroskop mit

ApoTome aufgenommen und mit der Axiovision Rel 4.8 Software (Zeiss) analysiert.

2.3.5 GNBI1-Mutagenese, Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation und
Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer-Assay

Durch die Kooperation mit der Diagnostikfirma Centogene AG erfuhr die Arbeitsgruppe von 13
weiteren neuen Varianten im Gen GNB1 bei 15 Patienten mit Entwicklungsverzogerung und
zusatzlichen anderen Symptomen. Es handelte sich dabei um 9 de novo Missense- sowie 2 Spleil3-
Stellen- und 2 Leseraster-Verschiebungs-Mutationen. Fiir die 9 Missense-Varianten sowie fiir die im
Rahmen meiner Doktorarbeit identifizierte GNB1 p.D118G-Variante wurden funktionelle

Untersuchungen durchgefiihrt. Die hierflir genutzten Assays ,,Bimolekulare
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Fluoreszenzkomplementation” (BiFC) und , Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer” (BRET) wurden
im Department of Neuroscience, The Scripps Research Institute in Florida von Ikuo Masuho und
Kollegen durchgefiihrt. Die Vorbereitungen hierzu fanden jedoch als Teil meiner Promotionsarbeit
am Institut fiir Neurogenetik statt.

Fur die Assays wurden HEK293T/17-Zellen transient mit dem Dopamin 1-Rezeptor (D1R), der G-
Protein-Untereinheit Gaor, den an Venus-Fragmente gekoppelten G-Protein-Untereinheiten GB1
(Venus-156-239-GB1) und Gy7 (Venus-1-155-Gy7) sowie dem Effektor masGRK3ct-Nluc transfiziert. In
den Assays wurden Venus-156-239-GB1-WT und -GB1-Mutanten miteinander verglichen. Letztere
wurden mittels site-directed mutagenesis im Rahmen meiner Doktorarbeit gemeinschaftlich mit
Hauke Baumann (M. Sc., naturwissenschaftlicher Doktorand der Arbeitsgruppe) erzeugt. Die von uns
durchgefiihrten Versuchsschritte sind untenstehend zusammengefasst. Die einzelnen jeweils
eingesetzten Methoden wurden bereits in vorherigen Kapiteln ausfiihrlich beschrieben. Als Template
flir die Mutagenese diente ein Venus-156-239-GB1-WT-Plasmid, welches von N. Lambert (Georgia
Regents University, USA) zur Verfligung gestellt wurde. Die Sequenz des Plasmids ist im Anhang unter
,7.2 Sequenz des Venus-Plasmids“ dargestellt.

Das Venus-Plasmid wurde mittels Elektroporation in E. coli transformiert, in einer Minikultur kloniert
und in einer Minipraparation aufgereinigt. Von den angesetzten Minikulturen wurden Glycerolstocks
angelegt und bei - 80°C eingefroren. Anschliefend wurde eine Sanger-Sequenzierung mit den
Primern ,T7“, ,,BGHR", ,,GNB1 cDNA Exon 4F“ und ,,GNB1 cDNA Exon 8R“ durchgefiihrt, um die
GNB1-Sequenz zu liberpriifen. Danach wurde mit den zehn im Anhang aufgelisteten GNB1-
Mutagenese-Primerpaaren jeweils eine Mutagenese-PCR angesetzt. Nach dem anschliefenden Dpnl-
Verdau folgten wieder eine Transformation in E. coli, Klonierung in Minikulturen und eine
anschlieende Miniprdparationen. Von den Minikulturen wurden wiederum Glycerolstocks
eingefroren. Die in den Minipraparationen aufgereinigten Plasmide wurden mit den oben genannten
Primern sequenziert, um zu lberpriifen, ob die Plasmide die gewiinschte Mutation an der richtigen
Stelle enthielten. AuRerdem wurde sichergestellt, dass wahrend der Versuchsschritte keine
unerwiinschten Varianten an anderen Stellen der GNB1-cDNA-Sequenz entstanden waren.

Dann wurden fiir die zehn verschiedenen modifizierten und tGberpriften Plasmide Maxikulturen
angelegt. Dazu wurden 100 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium (50 pg/ml Ampicillin) mit Bakterien aus
den jeweiligen Glycerolstocks beimpft. Es folgten eine Maxipraparation und eine erneute
Uberpriifung der jeweiligen Sequenzen per Sanger-Sequenzierung.

Jeweils 15 pl mit je 80 ng/ul der 10 mutierten und tberpruften Vektoren wurden zur Durchfiihrung
der BiFC- und BRET-Assays an lkuo Masuho gesendet. Beschreibungen des genauen Aufbaus und
Ablaufs von BiFC- und BRET-Experimenten zur Untersuchung der Interaktion von G-Protein-

Untereinheiten sind in der Literatur zu finden (Hynes et al. 2004; Masuho et al. 2015).
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Im Folgenden stelle ich die durchgefiihrten Assays kurz vor. Der genaue Versuchsaufbau ist
ausfihrlich in Lohmann et al., 2017 dargestellt.

Im ersten Teil der von Masuho und Kollegen durchgefiihrten funktionellen Experimente wurde der
Einfluss der Missense-Mutation auf die Fahigkeit von GB1, Dimere mit der Gy7-Untereinheit zu
bilden, betrachtet. Die Untersuchung erfolgte mittels Bimolekularer Fluoreszenzkomplementation
(BiFC). GB1 und Gy7 sind jeweils mit einem nicht-fluoreszierenden Venus-Fragment fusioniert.
Interagieren GB1 und Gy7 miteinander (Dimer-Bildung) so werden die beiden Venus-Fragmente
zusammengebracht und es entsteht das gelb-fluoreszierende Protein Venus, dessen Intensitat

gemessen werden kann (Abb. 15).

Abbildung 15: Interaktion von G681 und Gy7 im Rahmen
einer Bimolekularen Fluoreszenzkomplementation (BiFC)
(aus Lohmann et al. 2017, Abb. 2 A).

Schematische Prasentation des BiFC-Assays zur
Untersuchung der GBy-Dimer-Interaktion. Zwei nicht
fluoreszierende Venus-Fragmente sind mit GB bzw. Gy
fusioniert. Kommt es zur GBy-Dimer-Bildung, werden die
Fragmente zueinander gebracht und es entsteht das gelb- %
fluoreszierende Venus-Protein.

Weiterhin wurden Veranderungen in der Formation des heterotrimeren G-Proteins bestehend aus
GPB1, Gy7 und Gaer mittels eines BRET-Assays untersucht. Interagiert das GB1y7-Dimer (inklusive
fusioniertem Venus-Protein) mit dem Luciferase (Nluc)-markierten Effektor - der G-Protein-
gekoppelten Rezeptor Kinase GRK (masGRK3ct-Nluc) - kommt es zu einem Energietransfer zwischen
Venus und Nluc und somit zu einem BRET-Signal. Die Zugabe von Ga, fihrt zu einer Kompetition
zwischen Gaor und GRK um die Bindung an das GB1y7-Dimer und somit zu einer Verringerung des
BRET-Signals. Beeintrachtigungen der Gafy-Trimer-Formation durch die untersuchten GB1-
Mutationen fiihren also unter diesen Versuchsbedingungen zu einem im Vergleich zum Wildtyp
erhohten BRET-Signal (Abb. 16).

Schliellich wurde in einem dritten Teilversuch die Signalweitergabe liber den Dopamin 1-Rezeptor
(D1R)-Signalweg nach Stimulierung durch den Agonisten Dopamin betrachtet. Die Aktivierung des
Rezeptors durch Liganden-Bindung fiihrt intrazelluldr zu einer Dissoziation des Gapy-Trimers. Somit
wird das By-Dimer frei, kann einen Komplex mit masGRK3ct-Nluc bilden und so zu einem Anstieg des

BRET-Signals fiihren (Abb. 17).
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Untersuchung der Formation des heterotrimeren G-
Proteins bestehend aus G681, Gy7 und Gaolf mittels eines BRET-Assays (aus Lohmann et al. 2017, Abb. 2 D).

Das basale BRET-Signal entsteht, wenn ein Energietransfer zwischen der an GRK-gebundenen Luciferase Nluc (masGRK3ct-
Nluc) und dem an das GBy-Dimer gebundenen Venus-Protein méglich ist, d.h. wenn GBy und GRK miteinander interagieren.

Die zusatzliche Expression der Ga-Untereinheit separiert GBy von masGRK3ct-Nluc und verringert dadurch das BRET-Signal.
Einschrankungen in der afy-Trimer-Bildung fiihren zur Zunahme des BRET-Signals.
GRK: G-Protein-gekoppelte Rezeptor Kinase, GDP: Guanosindiphosphat.

Agonist-induzierte BRET Antwort

R

BRET Signal

Abbildung 17: Agonist-induzierte BRET-Antwort (aus Lohmann et al. 2017, Abb. 2 G).

Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Untersuchung der Agonist-stimulierten Signaltransduktion liber den G-
Protein-gekoppelten Dopamin 1-Rezeptor (D1R). Die Dopamin-Stimulierung fihrt zur Dissoziation der Gaolf-Untereinheit vom
Heterotrimer. Dadurch werden die an das Venus-Protein gebundenen By-Untereinheiten frei und kénnen mit masGRK3ct-Nluc
interagieren. Das BRET-Signal entsteht durch einen Energietransfer zwischen Nluc und Venus.

GRK: G-Protein-gekoppelte Rezeptor Kinase; GDP: Guanosindiphosphat, GTP: Guanosintriphosphat
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3 Ergebnisse

Auf den folgenden Seiten stelle ich die im Rahmen meiner Promotionsarbeit gewonnenen Zwischen-

und Endergebnisse in Form von Text, Tabellen und Abbildungen vor.

3.1 Ergebnisse der Ursachenforschung bei Alkohol-responsiven Dystonien

In diesem Abschnitt werde ich die Ergebnisse der Suche nach genetischen Faktoren bei Alkohol-
responsiven Dystonien prasentieren. Dabei werden die durch computer-gestiitzte Analysen
gewonnene Erkenntnisse durch die Resultate der molekulargenetischen Untersuchungen an DNA-

Proben von lber 300 Patienten ergdnzt.

3.1.1 Ausschluss von Mutationen in den Genen SGCE und TUBB4A

Am Anfang dieses Projekts stand die Priifung, ob die neun Personen, von denen Exom-Daten
vorlagen (Dys480, Dys499, Dys572, Dys631, Dys780, Dys861, Dys1233, L-8352 und L-8353),
Mutationen in den Genen SGCE oder TUBB4A aufweisen, welche die Erkrankung bereits erkldren

wirden.

3.1.1.1 Filtern des Exom-Datensatzes nach Mutationen in SGCE und TUBB4A

Die Filterung des kombinierten Exom-Datensatzes der neun an Alkohol-responsiver Dystonie
erkrankten Individuen nach Varianten in den Genen SGCE und TUBB4A erbrachte keine Treffer fir
TUBBA4A, zeigte aber zwei Varianten im SGCE-Gen. Betroffen waren die Individuen Dys572 und
Dys1233 (s. Tab. 16). Diese Varianten wurden per Sanger-Sequenzierung nachgeprift und konnten
beide bestatigt werden.

Das ,,American College of Medical Genetics and Genomics” sowie die ,, Association for Molecular
Pathology” haben eine Konsensus-Empfehlung zur Interpretation von Sequenz-Varianten
herausgegeben, welche die Kategorien , benigne”, ,wahrscheinlich benigne”, , Variante unklarer
Signifikanz”, ,wahrscheinlich pathogen” sowie , pathogen” umfasst. Die zugrundeliegenden Kriterien
bericksichtigen u.a. Populationsdaten, Scorings von Pradiktionsprogrammen, funktionelle Studien
und Daten zur Segregation. Nach einem Punktesystem erfolgt schlieBlich die Einordnung in die
obengenannten Kategorien (Richards et al. 2015). Die SGCE-Variante p.L184P ist danach am ehesten
als ,wahrscheinlich pathogen” einzuordnen. Denn sie wurde bereits in zwei Familien mit mehreren
von Myoklonus-Dystonie Betroffenen als ursachliches Krankheitsgen beschrieben, kommt in der

Populations-Datenbank gnomAD mit Gber 120.000 Exom-Datensatzen nicht vor und wird von
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mehreren Pradiktionsprogrammen als pathogen eingestuft. In die Datenbank ,ClinVar” des National
Center for Biotechnology Informtion (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) wurde diese
Variante von drei verschiedenen Diagnostikfirmen eingegeben. Deren Interpretationen zur
Pathogenitat der Variante sind widersprichlich und reichen von , Variante unklarer Signifikanz”, Gber

,wahrscheinlich pathogen” bis hin zu ,,pathogen”.

Tabelle 16: Charakterisierung der SGCE-Varianten p.L184P und p.Y267N anhand von Populationsdaten,
Prddiktionsprogrammen und verfiigbarer Literatur als Grundlage zur Interpretation der Pathogenitdt der Varianten.

Angaben zur Position der ¢.551T>C, p.L184P c.799T>A, p.Y267N
Variante (Exon 5) (Exon 6)
Betroffenes Individuum Dys1233 Dys572
Allelfrequenz Nicht gelistet 0,00003
(gnomAD)
Pradiktions- SIFT Toleriert Toleriert
programme
PolyPhen-2 Wahrscheinlich schadlich Benigne
Mutation Krankheitsverursachend Wabhrscheinlich harmlos
Taster
CADD-Score 18,38 10,72
Zahl bekannter 2 Familien, insgesamt mindestens Keine Angaben gefunden
Patienten/Familien 6 Betroffene
Funktionelle Studien Keine gefunden Keine gefunden

Die Scores der Pradiktionsprogramme entsprechen den Angaben in der, von der ausfiihrenden Diagnostikfirma
bereitgestellten, Excel-Datei mit den Exom-Datensatzen. Anmerkung zu gnomAD: die Variante p.L184P selbst ist nicht
gelistet, jedoch 2 andere Varianten an dieser Position kommen vor: p.L184L und p.L184F. Die Varianten wurden in je 1 von
250854 bzw. 250830 abgelesenen Allelen gefunden. (Allelfrequenz je: 0,000004). Die Variante p.Y267N wurde in 7 von
249018 abgelesenen Allelen gefunden, davon waren 0 homozygote Alleltrdger. Beschreibungen zu Familien/ Betroffenen
mit Myoklonus-Dystonie, die die SGCE-Mutation p.L184P tragen, finden sich in: (Klein et al. 2000; Hjermind et al. 2008;
Raymond et al. 2008). Positionsangaben beruhen auf dem Transkript: NM_003919.

Die Missense-Variante ¢.799T>A, p.Y267N wurde meinen Recherchen zufolge bisher nicht in der
Literatur publiziert. Sie erflllt weder die Kriterien fiir eine (wahrscheinlich) benigne noch fiir eine
(wahrscheinlich) pathogene Variante und ist damit am ehesten als ,, Variante unklarer Signifikanz”
einzustufen. Denn sie ist zwar in dem Krankheitsgen SGCE lokalisiert und die Populationsfrequenz ist
sehr niedrig, jedoch fehlt weitere Evidenz fiir die Pathogenitdt der Variante und verschiedene
betrachtete Pradiktionsprogramme stufen die Variante als potenziell neutral/ benigne ein. Einem
strikten Ansatz folgend (unter der Annahme, dass beide Varianten krankheitsrelevant sein konnten)
wurden zunachst die beiden Individuen mit SGCE-Varianten Dys1233 und Dys572 von den weiteren

Filterschritten der Exom-Datensatze zur ldentifikation von Kandidatengenen ausgeschlossen.
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3.1.1.2 Screening der verbliebenen sieben Individuen

Um sicherzustellen, dass die verbliebenen sieben Individuen keine TUBB4A- oder SGCE-Varianten
aufweisen, die in der Exom-Sequenzierung nicht entdeckt bzw. durch die Vorfilter herausgefiltert
wurden, wurden jeweils alle codierenden Exons per Sanger-Sequenzierung Uberpriift. Bei den sieben
Individuen Dys480, Dys499, Dys631, Dys780, Dys861, L-8352 und L-8353 konnten keine Varianten im
Gen SGCE entdeckt werden.

Wie Tabelle 17 zeigt, findet sich bei den Individuen Dys631, Dys780, Dys861, L-8352, L-8353 im Gen
TUBBA4A die synonyme Variante p.V258V (rs2071347) in homozygoter Form. Dys480 und Dys499 sind
von dieser Variante heterozygot betroffen. Diese Variante findet sich aber auch in der
Allgemeinbevdlkerung mit einer Allelfrequenz von 0,63. Bei der Person Dys499 findet sich zusatzlich
in heterozygoter Form die synonyme Variante p.H307H (rs118102196). Diese weist in der
Gesamtpopulation eine Frequenz von etwa 0,01 auf. Da es sich in beiden Fallen um synonyme
Varianten handelt, die sich also nicht auf die Proteinstruktur auswirken, wurden beide Varianten als
nicht krankheitsrelevant eingestuft. Die Exomdaten der Individuen Dys480, Dys499, Dys631, Dys780,

Dys861, L-8352 und L-8353 wurden daher in die weiteren Analysen eingeschlossen.

Tabelle 17: Ergebnisse des Screenings von sieben Individuen der Dystonia Coalition mit Alkohol-responsiver Dystonie auf
Mutationen im Gen TUBB4A.

Dys480 Dys499 Dys631 Dys780 Dys861 L-8352 L-8353
rs2071347 Het Het Hom Hom Hom Hom Hom
(Exon 4)
rs118102196 WT Het WT WT wWT wWT WT
(Exon 4)

Bei den untersuchten Individuen wurden keine Varianten in den Exons 1, 2 und 3 des Gens TUBB4A gefunden.
Beruhend auf den Angaben von Transkript: ENSTO0000264071.7. Het: Heterozygot; Hom: Homozygot; WT: Wildtyp
rs2071347: c.774T>C, p.V258V; Allelfrequenz Gesamtpopulation: A:0,37, G:0,63 (1000 Genomes Project Phase 3)
rs118102196: ¢.921C>T, p.H307H; Allelfrequenz Gesamtpopulation: A ~0,01, G: 0,99 (1000 Genomes Project Phase 3)

3.1.2 Filterung der kombinierten Exom-Datensatze von Patienten mit Alkohol-
responsiver Dystonie

Als nachster Schritt der Suche nach genetischen Ursachen bei Alkohol-responsiven Dystonien erfolgte
die Filterung der Exom-Datensatze der untersuchten Patienten zur Identifizierung von
Kandidatengenen. Da es sich bei der verwendeten Excel-Datei um eine kombinierte Darstellung der
Varianten bei den urspriinglich ausgewahlten neun Patienten handelte, steht am Anfang in

Abbildung 18 ,, Kombinierte Exom-Datensatze von neun an Alkohol-responsiver Dystonie erkrankten
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Individuen®. Als Teil der ausgefiihrten Filterkaskade wurden dann Varianten in den SGCE-
Mutationstragern Dys572 und Dys1233 von weiteren Betrachtungen ausgeschlossen. Die
verschiedenen aufeinanderfolgenden Filterschritte und die damit einhergehende Reduktion der als

potentiell krankheitsverursachend angesehenen Kandidatengene sind in Abbildung 18 dargestellt.

Kombinierte Exom-Datensatze von neun an
Alkohol-responsiver Dystonie erkrankten
Individuen. Bereits ausgefiihrte Vorfilter:

Populationsfrequenz < 0,01, Qualitatsfilter

4140

Exonische und SpleiR-Varianten

]

w
0o
N
[

Ausschluss synonymer Varianten

Populationsfrequenz < 0,001

(S}
~N
w

Nicht vorhanden in den SGCE-
Mutationstragern Dys572 und
Dys1233

Gleiche Variante bei mehreren [ \ Gene mit mehreren Varianten
Personen

33 22 (10 Gene)

G

Aussortieren weiterer
Gene ,,per Hand“

1 8
(4 Gene)

Abbildung 18: Filterschritte, die auf die kombinierten Exom-Datensdtze von neun an Alkohol-responsiver Dystonie
erkrankten Individuen angewendet wurden.

Zunichst wurde nach Varianten gefiltert, die zu Anderungen der Proteinstruktur fiihren (exonische und SpleiR-Varianten,
Ausschluss synonymer Varianten). Aufgrund der sehr niedrigen Pravalenz von Dystonie-Erkrankungen wurden nur
Varianten mit einer Populationsfrequenz von < 0,001 weiter betrachtet. Ferner wurden Varianten in den Individuen Dys572
und Dys1233 ausgeschlossen, da bei diesen Personen Varianten im Gen SGCE nachgewiesen werden konnten, welche als
(moglicherweise) krankheitsrelevant eingestuft wurden. Das Aussortieren weiterer Gene ,,per Hand“ umfasste folgende
Schritte: Beim Vorkommen einer gleichen Variante bei mehreren Personen wurden alle Varianten ausgeschlossen, die nur
die miteinander verwandten Individuen L-8352 und L-8353 betrafen. Im Falle von Genen, die verschiedene Varianten
aufwiesen, wurden die Gene ausgeschlossen, bei denen die Varianten nur eine Person betrafen. Unter der Annahme, dass
in den Verwandten L-8352 und L-8353 die gleiche Mutation krankheitsverursachend ist, wurden Varianten ausgeschlossen,
wenn diese nur bei einer der beiden Personen zu finden waren.

56



Das Filtern nach exonischen und SpleiR-Varianten sowie der Ausschluss synonymer Varianten konnte
die Anzahl der interessierenden Varianten in etwa halbieren. Im ndchsten Filterschritt wurde nach
Varianten gesucht, die in allen in der Datei angegebenen Subpopulation des Exome Aggregation
Consortiums und des 1000GenomeProjects eine Frequenz < 0,001 (oder keine Angabe) aufwiesen.
SchlieBlich wurden Varianten ausgeschlossen, die auch in den SGCE-Mutationstragern Dys1233 und
Dys572 vorkamen, was zu einer Verringerung auf 417 Kandidaten fiihrte.

Nun wurde einerseits nach Genen gesucht, in denen mehrere verschiedene Varianten gelistet waren
und andererseits nach Varianten, die bei mehreren Personen auftauchten. Auf der einen Seite
konnten 33 Varianten gefunden werden, die in mehreren Personen vorkamen. Von diesen wurden
alle aussortiert, die lediglich L-8352 und L-8353 betrafen, jedoch keine der anderen erkrankten
Personen. Da die Individuen L-8352 und L-8353 miteinander verwandt sind, ist es wahrscheinlich,
dass einige Varianten bei beiden vorkommen ohne dass diese Dystonie-verursachend sind. Danach
verblieb eine Variante, die in zwei der von Alkohol-responsiver Dystonie betroffenen Individuen
(Dys631 und Dys780) gefunden wurde. Dabei handelte es sich um eine Insertion von drei
Basenpaaren im Exon 1 des Gens MN1 (c.1595_1596insGCA, p.Q532delinsQQ (NM_002430)).

Auf der anderen Seite gab es 10 Gene mit mehreren Varianten. Hiervon wurden weitere Gene
ausgeschlossen, bei denen die Varianten die gleiche Person (und keine weitere Person) betrafen.
Beruhend auf der Annahme, dass in den verwandten Personen L-8352 und L- 8353 die gleiche
Mutation krankheitsverursachend ist, wurden Varianten ausgeschlossen, wenn diese nur bei einer
der beiden Personen zu finden waren. SchlieBlich blieben vier Gene (brig, die Varianten in mehreren
Betroffenen aufwiesen (s. Tab. 18).

AnschlieBend wurde eine Literaturrecherche durchgefiihrt und die Datenbanken PubMed und OMIM
des National Center for Biotechnology Information (NCBI) sowie UniProt und Expression Atlas des
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) nach Informationen zur jeweiligen Genfunktion und
Expression durchsucht. Vor allem interessierte, ob die Genprodukte in neuronalen Geweben
exprimiert werden und ob bereits Erkrankungen bekannt sind, die mit Mutationen in diesen Genen
assoziiert sind. Des Weiteren wurden die in dem Datensatz angegebenen Scores diverser in silico-
Pradiktionsprogramme betrachtet (s. Tab. 18) und verglichen.

Auf Basis der so gewonnenen Informationen erfolgte die Festlegung auf MAP4K3, MBTPS1, PRKCQ
und SCFD2 als Kandidatengene, die weiter untersucht werden sollten. Das Gen MN1 wurde nicht in
weitere Untersuchungen eingeschlossen, da sich die gefundene Variante p.Q532delinsQQ innerhalb
eines Stretches von 28 Glutamin befindet und in diesem Bereich das Vorkommen einiger weiterer
Insertionen und auch von Deletionen bekannt ist. Daher wurde vorrangig nicht von einer

Pathogenitat dieser Variante ausgegangen.
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Tabelle 18: Angaben verschiedener in silico-Prédiktionsprogramme fiir die Kandidaten-Varianten in den Genen MAP4K3,
MBTPS1, PRKCQ und SCFD2 (A) sowie Angaben zur Expression und Funktion der Gene (B) .

(Expression
Atlas)

Gewebe; im Bereich
des Nervensystems
u.a.: Zerebellum,
zerebraler Kortex (in
geringerem Malle:
Putamen, Globus
Pallidus, Substantia
nigra, Nucleus
caudatus,
Rickenmark)

Gewebe; im Bereich
des Nervensystems
u.a.: Putamen,
Zerebellum, Nucleus
caudatus, Globus
pallidus (in
geringerem Mal3e:
Substantia nigra,
Rickenmark)

A) MAP4K3 | MAP4K3 | MBTPS1 MBTPS1 PRKCQ PRKCQ SCFD2 SCFD2
Ex 15 Ex 29 Ex9 Ex 13 Ex 13 Ex 17 Ex1 Ex 8
Position der c.1116 c.2142 c.1130 c.1735 c.1442 ¢.1955 c.38 ¢.1930
Variante T>A A>G C>G G>A C>T G>A G>C G>A
p.N372K | p.I714M | p.T377S | p.A579T | p.A481V | p.R652Q | p.G13A | p.D644N
Betroffene L-8352, Dys861 Dys861 Dys631 Dys480 Dys780 Dys780 L-8352,
Individuen L-8353 L-8353
CADD-Score 14,5 16,21 26,9 32 17,31 12,87 2,738 18,17
SIFT - D D T D D T D
PolyPhen-2 B D D P D P B D
LRT D D D D D D N D
Mutation D D D D D D N D
Taster
Allel- 0,00025 | 0,00013 | 0,00008 | 0,00004 | 0,00008 | 0,00032 | 0,00023 Nicht
frequenz (0 hom) (0 hom) (0 hom) (0 hom) (0 hom) (1 hom) (0 hom) gelistet
(gnomAD)
B) MAP4K3 MBTPS1 PRKCQ SCFD2
Expression Verschiedene Verschiedene Verschiedene Verschiedene

Gewebe, im Bereich
des Nervensystems
u.a.: Substantia
nigra, Nucleus
caudatus, zerebraler
Kortex

Gewebe, im Bereich
des Nervensystems
u.a.: Substantia
nigra, Globus
pallidus, Zerebellum,
zerebraler Kortex,
Nucleus caudatus,
Putamen

Beteiligung
an biologi-
schen
Prozessen
(UniProt)

intrazellulare
Signaltransduktion,
JNK-Kaskade,
Aktivierung von
Protein-Kinasen-
Aktivitat, Stress-
aktivierte Protein-
Kinase-Signal-
Kaskade

Regulation von
Cholesterol-
Biosynthese-
Prozessen, Antwort
auf ER-Stress,
Antwort auf
ungefaltete Proteine,
Organisation von
Lysosomen,
Proteolyse, post-
translationale
Protein-Modifikation

Verschiedene
regulatorische
Funktionen im
Rahmen von T-Zell-
Prozessen,
Entzlindungsreaktion
Thrombozyten-
Aktivierung und -
Aggregation,
intrazellulare
Signaltransduktion,
Protein-Kinase-
Aktivitat, Axon-
Lenkung

Andocken von
Vesikeln, Beteiligung

Protein-Transport,

an der Exozytose

Angaben zur Position beruhen auf folgenden Transkripten: MAP4K3: NM_003618; MBTPS1: NM_003791; PRKCQ:
NM_006257; SCFD2: NM_152540. Kennzeichnungen bei UniProt: MAP4K3: Q8IVH8; MBTPS1: Q14703; PRKCQ: Q04759;
SCFD2: Q8WU76. Die Angaben zur Expression und zur Beteiligung an biologischen Prozessen sind nur ausschnittsweise
dargestellt und zum Teil zusammengefasst. Bei allen betrachteten Genen liegt eine Expression in etlichen verschiedenen

Geweben vor. Hier werden nur Angaben zur Expression im Nervengewebe aufgefiihrt und zwar vornehmlich in
anatomischen Strukturen, die im Rahmen einer Bewegungsstorung interessant sein konnten wie zerebraler Kortex,

58



Basalganglien, Zerebellum, Riickenmark. Fir vollstandige Annotationen zur Proteinfunktion und Expression siehe unter
https://www.uniprot.org und https://www.ebi.ac.uk/gxa/home.

Hom: homozygot, ER: Endoplasmatisches Retikulum, JNK: c-Jun N-terminale Kinasen, Bedeutung der Angaben der
Pradiktionsprogramme: SIFT: D: deleterious (schadlich), T: tolerated (toleriert); PolyPhen-2: D: probably damaging
(wahrscheinlich schadlich), P: possibly damaging (mdglicherweise schadlich), B: benign (benigne); LRT: D: deleterious
(schéadlich), N: neutral; MutationTaster: D: disease causing (krankheitsverursachend), N: polymorphism [probably harmless]
(Polymorphismus, wahrscheinlich harmlos).

3.1.3 Validierung der Varianten per Sanger-Sequenzierung

Das Vorhandensein der in Tabelle 18 aufgelisteten acht Varianten in den Genen MAP4K3, MBTPS1,
PRKCQ und SCFD2 in den entsprechenden erkrankten Individuen wurde per Sanger-Sequenzierung
nachgeprift. Alle Varianten konnten so bestatigt werden. Zwei Beispiele der Sanger-Sequenzierung

sind in Abbildung 19 zu sehen.

GaTCTAACTGGTATT GatcT2AcTGGTIATT
169 157 169
A) B)
Abbildung 19: Ergebnisse der Validierung der im Exom-Datensatz identifizierten Kandidatenvarianten per Sanger-
Sequenzierung am Beispiel des Gens MAP4K3 und den Individuen L-8352 und L-8353.
Gezeigt ist jeweils ein Ausschnitt von Exon 15 des Gens MAP4K3 (GATCTTAATCTG) mit den ersten 5 Basen des
anschlieBenden Introns. In A) ist die Sequenz von Patient L-8352 und in B) die Sequenz von L-8353 zu sehen. An der mit ,W*

markierten Position tragen die Patienten heterozygot die Allele T und A. Das Wildtyp-Allel ist T. Somit liegt bei beiden
Patienten an dieser Stelle eine heterozygote de novo-Mutation vor.

3.1.4 Insilico-Betrachtung: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements in den
Kandidatengenen

Die cDNA-Sequenz der Kandidatengene MAP4K3, MBTPS1, PRKCQ und SCFD2 sowie die
Nukleotidsequenz jeweils 5000 bp vor Translationsstart und nach Translationsende wurden auf das
Vorkommen des sogenannten Alkohol-responsiven Elements (ARE) ,, TCTGCGTCTCT” hin untersucht.
Ebenso verfahren wurde fiir die Gene TUBB4A und SGCE. Es wurde ebenfalls nach dem ARE in
gegenldufiger Richtung gesucht , TCTCTGCGTCT”. Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle 40 —47 im
Anhang dargestellt. Das ARE konnte in keinem der untersuchten DNA-Abschnitte in unverdanderter

Form gefunden werden.
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Treffer innerhalb der cDNA-Sequenz

Fir die Gene PRKCQ und MBTPS1 ergaben sich im Bereich der cDNA-Sequenz nur Treffer mit
mindestens 3 Fehlpaarungen. Dabei war in allen Fallen wenigstens eine der stark konservierten
Basen des ARE betroffen. Im Fall der Gene MAP4K3 und SCFD2 ergaben sich fir die
,Vorwadrtsrichtung” des ARE ebenfalls nur Treffer mit mindestens 3 Fehlpaarungen. Fir die
,Ruckwartsrichtung” des ARE konnte fiir beide Gene in mindestens einem Transkript jeweils ein
Treffer mit nur 2 Fehlpaarungen gefunden werden. Auch fiir diese Gene war bei allen Treffern

zumindest eine der hoch konservierten Basen von einer Fehlpaarung betroffen.

Treffer innerhalb von 5000 bp vor bzw. hinter der cDNA-Sequenz

Fiir die Nukleotidsequenz 5000 bp vor und hinter dem translatierten Bereich wurden aufgrund des
groflen Umfangs dieses Bereichs nur maximal 2 Fehlpaarungen erlaubt. Im Bereich von 5000 bp vor
Translationsstart konnte fir PRKCQ jeweils ein Treffer mit 2 Fehlpaarungen fiir die Vorwarts- und
Rickwartsrichtung des ARE gefunden werden, bei denen keine der konservierten Basen betroffen
waren. In dem entsprechenden Bereich vor dem Gen MBTPS1 konnte ebenfalls ein Treffer mit 2
Fehlpaarungen an degenerierten Positionen entdeckt werden. Alle diese Hits liegen mit einer
Entfernung von tiber 3000 bp sehr weit vom translatierten Bereich der jeweiligen Gene entfernt.
Auch im Falle der Gene MAP4K3 und SCFD2 konnten Treffer mit 2 Fehlpaarungen gefunden werden,
allerdings mit betroffenen konservierten Basen.

Flr den Bereich 5000 bp hinter Translationsende der jeweiligen Gene konnte fiir SCFD2 das Motiv
des ARE mit nur einer Abweichung entdeckt werden. Diese betraf aber eine konservierte Base des
ARE. PRKCQ weist im Abstand von weniger als 500 bp nach Translationsende eine Basenabfolge auf,
die vom Motiv des ARE in 2 Positionen abweicht, wobei jeweils degenerierte Positionen betroffen
sind. Fiir die anderen Gene gilt, dass alle Treffer mindestens 2 Fehlpaarungen enthalten, jeweils

mindestens eine an der Position einer konservierten Base.

Treffer in den Genen TUBB4A und SGCE

Als Vergleich wurden ebenso die cDNA-Sequenzen mit umgebenden 5000 bp vor und hinter dem
translatierten Bereich von TUBB4A und SGCE auf das Vorhandensein des ARE Uberpriift. Innerhalb
der codierenden Sequenz dieser mit Alkohol-responsiver Dystonie vergesellschafteten Gene konnte
das Motiv des ARE sowohl in Vorwarts- als auch in Riickwartsrichtung nur mit mindestens 2
abweichenden Positionen gefunden werden. Bei diesem Treffer im SGCE-Gen und auch bei den Hits
mit 3 abweichenden Positionen, waren immer auch konservierte Basen des ARE betroffen. Im

Bereich von 5000 bp vor Translationsstart konnte im Fall von SGCE eine ndherungsweise
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Ubereinstimmung mit der Riickwartsrichtung des ARE gefunden werden. Die beiden abweichenden
Basen befinden sich an Positionen von degenerierten Basen.

Im Fall des Gens TUBB4A konnte knapp 1500 bp nach Translationsende eine Basenabfolge gefunden
werden, die bis auf eine Position dem ARE in Rickwartsrichtung entspricht. Von der Fehlpaarung ist

eine nicht konservierte Base betroffen.

Die Untersuchung der Kandidatengene auf das Vorhandensein des ARE konnte nicht helfen, eine
eindeutige Hierarchisierung der einzelnen Gene in Bezug auf ihre Plausibilitat als Krankheitsursache
vorzunehmen. Bei den Genen MBTPS1 und PRKCQ konnten im Bereich von 5000 bp vor und hinter
der translatierten Sequenz immerhin Basenabfolgen detektiert werden, die ,,nur“an 2 als
verdnderlich beschriebenen Positionen vom ARE abweichen. Basierend auf den bereits zuvor
wahrend der Literaturrecherche gewonnen Informationen und unter Berlicksichtigung der Scores
verschiedener in silico-Pradiktionsprogramme (Tab. 18), wurden die Gene MBTPS1 und PRKCQ als

vorrangig interessierende Kandidaten ausgewahilt.

3.1.5 Uberpriifung von Kontrollprobanden und Screening weiterer Patienten auf
Varianten in den Genen MBTPS1 und PRKCQ

Die Varianten MBTPS1 c.1130C>G und c.1735G>A sowie PRKCQ ¢.1442C>T und ¢.1955G>A konnten
jeweils in 180 gesunden Kontroll-Probanden nicht nachgewiesen werden.

Zur Validierung, ob es sich bei den gefundenen Kandidaten-Varianten, tatsachlich um Mutationen
handelt, die zu Alkohol-responsiver Dystonie fihren, wurden 309 weitere Patienten der Dystonia
Coalition mit Alkohol-responsiver Dystonie gescreent. Untersucht wurden die Exons 9 und 13 des
Gens MBTPS1 sowie die Exons 13 und 17 des Gens PRKCQ. Zur Einstufung der moglichen
Pathogenitat von entdeckten Varianten wurde die Allelfrequenz in der untersuchten Kohorte mit der
in der Allgemeinbevodlkerung verglichen. Auerdem wurden verschiedene in silico-

Pradiktionsprogramme angewendet.

3.1.5.1 PRKCQ

Bei keinem der weiteren 309 Patienten der Dystonia Coalition konnten die Kandidaten-Varianten
€.1442C>T oder ¢.1955G>A entdeckt werden. Bei 97 der untersuchten Individuen wurde die
synonyme Variante rs11258747 (p.R616R; c.1846C>A (NM_006257.4)) im Exon 17 in heterozygoter
und in weiteren 24 Individuen in homozygoter Form gefunden. Dies entspricht einer Allelfrequenz
von 0,235 in unsere Kohorte. Das Exome Aggregation Consortium gibt fir die Gesamtbevdlkerung

eine Allelfrequenz von 0,182 und fir die europdische (nicht finnische) Subpopulation von 0,224 an.
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Der CADD-Score fir diese Variante betragt 12,39 und das Pradiktionsprogramm MutationTaster
(www.mutationtaster.org) stuft diese Variante als Polymorphismus ein.

Weiterhin wurde in zwei der Patienten die heterozygote synonyme Variante rs201623843 (p.R644R;
€.1930C>A (NM_006257.4)) entdeckt. Einer der beiden Betroffenen tragt zusatzlich die oben
genannte Variante p.R616R. Die p.R644R-Variante hat damit in unserer Kohorte eine Allelfrequenz
von 0,003. In der Gesamtbevélkerung wird die Frequenz mit 0,0002 angegeben und fir nicht-
finnische Europder mit 0,0003. Fiir diese Variante ist der CADD-Score 14,92 und MutationTaster sagt
einen krankheitsverursachenden Effekt voraus. Zudem gibt das Pradiktionsprogramm fiir SpleiR-
Stellen des Berkeley Drosophila Genome Projects (im Folgenden als ,, fruitfly“ bezeichnet, zu finden
unter https://fruitfly.org) die mogliche Veranderung der Starke einer SpleiR-Stelle an (von 0,22 auf
0,64). Als unterer Grenzwert wurde 0,1 gesetzt. Der maximal erreichbare Score liegt bei 1. Ein

Uberblick iber die Ergebnisse ist in Tabelle 19 zusammengefasst.

3.1.5.2 MBTPS1

In keinem der untersuchten 309 Individuen konnte eine Variante innerhalb der Exons 9 und 13 des
Gens MBTPS1 detektiert werden. In einem Patienten fand sich eine intronische Variante drei
Basenpaare hinter Ende des Exons 13: rs192093489 (c.1782+3A>G (NM_003791.3)). Die im ExAC-
Browser dafiir angegebene Allelfrequenz liegt bei 0,0009 (die Allelfrequenz fiir (nicht finnische)
Europaer betragt 0,001). Der CADD-Score fiir diese Variante betragt nur 2,122, aber MutationTaster
sagt einen krankheitsverursachenden Effekt und fruitfly die Veranderung der Starke einer Splei3-

Stelle (von 0,89 im WT auf 0,28 im mutierten Gen) voraus.

Tabelle 19: Vergleich der in der Kohorte von 309 Patienten der Dystonia Coalition gefundenen Varianten in den Genen
PRKCQ und MBTPS1 beziiglich der Populationsfrequenz und der Scores der Prédiktionsprogramme CADD, MutationTaster
und fruitfly.

Allelfrequenz in Allelfrequenz CADD-Score | MutationTaster fruitfly:

der untersuchten | Nach Angaben Anderungen

Kohorte der des ExAC- der Starke von

Dystonia Browsers Sp.leiB-SteIIen

. Wildtyp 2>

Coalition Mutante
PRKCQ 0,235 0,182 12,39 Polymorphismus Kein
p.R616R Unterschied
PRKCQ 0,003 0,0002 14,92 Krankheits- 0,22 > 0,64
p.R644R verursachend
MBTPS1 0,0016 0,0009 2,122 Krankheits- 0,89 2 0,28
c.1782+3A>G verursachend
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Nach Betrachtung der Pradiktions-Scores und Vergleich der Allelfrequenzen in der untersuchten
Kohorte mit denen in der Allgemeinbevolkerung (s. Tab. 19) kénnen keine eindeutigen
Schlussfolgerungen (ber die Pathogenitat der gefundenen Varianten gemacht werden. Die p.R616R-
Variante im Exon 17 des Gens PRKCQ scheint aufgrund ihrer Haufigkeit in der Allgemeinbevdlkerung
ein benigner Polymorphismus zu sein. Bei den Varianten p.R644R im Gen PRKCQ und der
intronischen Variante im Gen MBTPS1 spricht die Hohe des CADD-Scores eher gegen eine
Pathogenitat, wahrend MutationTaster einen schadigenden Effekt voraussagt. Aussagen, ob es
tatsachlich zu einem verdanderten SpleiBRen und damit zu Verdanderungen auf Proteinebene kommen
wiirde, lieRen sich nur mit vorhandener RNA der Betroffenen nachweisen. RNA-Proben der
Probanden lagen aber zur Zeit der experimentellen Arbeiten an dieser Dissertation nicht vor.

Da insgesamt also keine weiteren eindeutig vielversprechende Varianten in den Genen MBTPS1 und
PRKCQ in der untersuchten Kohorte der Dystonia Coalition gefunden werden konnten, lasst sich
keine genauere Aussage dariber machen, ob die jeweiligen Varianten in den Individuen Dys861 und
Dys631 (MBTPS1) bzw. Dys480 und Dys780 (PRKCQ) als krankheitsverursachende Mutationen in

Frage kommen.

3.1.6 Zweite Filterung unter Einschluss der Exom-Daten eines Patienten mit SGCE-
Variante unklarer Signifikanz

Es wurde beschlossen, noch einmal am Punkt der Filterschritte anzusetzen, um mogliche weitere
Kandidatengene zu identifizieren. Bei der ersten Filterkaskade wurde ein in dem Sinne strikter Ansatz
verfolgt, als dass alle Varianten, die auch in den Individuen Dys1233 und Dys572 vorkommen,
herausgefiltert wurden. Wahrend fiir die SGCE-Variante p.L184P bei Dys1233 bekannt ist, dass sie fur
die Entstehung von Alkohol-responsiven Dystonien ursachlich ist, liegen solche Daten fir die Variante
p.Y267N bei Dys572 nicht vor. Auch die Angaben diverser Pradiktionsprogramme (s. Tab. 20) weisen
nicht eindeutig darauf hin, dass es sich hierbei um eine schadigende Mutation handelt. Vielmehr
muss diese als ,,Variante unklarer Signifikanz“ bezeichnet werden, die moglicherweise nicht

krankheitsverursachend ist.

Tabelle 20: Scores verschiedener Prédiktionsprogramme fiir die SGCE-Variante ¢.799T>A, p.Y267N.

SIFT LRT PolyPhen-2 Mutation CADD
Taster
SGCE Toleriert Neutral Benigne Polymorphismus 10,72
C.799T>A, p.Y267N (wahrscheinlich
harmlos)
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Daher wurde eine erneute Filterung des Exom-Datensatzes durchgefiihrt, bei der dieses Mal
Varianten, die bei Dys572 vorkommen, nicht ausgeschlossen wurden. Ausgangspunkt waren die 573
Varianten, die die Filterkriterien ,exonische und Splei-Varianten®, ,,Ausschluss synonymer
Varianten” und ,,Populationsfrequenzen < 0,001“ erfiillen (s. Abb. 18, S.56). AnschlieRend wurde
wieder nach Genen mit mehreren Varianten bzw. Varianten, die mehrere Personen betreffen,
gesucht. Aus den gleichen Uberlegungen wie in der ersten Runde wurden weitere Varianten per

Hand aussortiert (s. Abb. 20).

Kombinierte Exom-Datensdtze von neun an
Alkohol-responsiver Dystonie erkrankten
Individuen. Bereits ausgefihrte Vorfilter:

Populationsfrequenz < 0,001, exonische und
SpleiB-Varianten, Ausschluss synonymer

Varianten.

573
Nicht vorhanden im SGCE-
Mutationstrager Dys1233

489

Gleiche Variante bei mehreren Gene mit mehreren Varianten
Personen [ \
33 38

Aussortieren
weiterer Gene
per Hand”

1 24
(12 Gene)

Abbildung 20: Filterschritte der kombinierten Exom-Datensdtze von neun an Alkohol-responsiver Dystonie erkrankten
Individuen ohne Ausschluss von Varianten bei Dys572.

Die kombiniereten Exom-Datensatze waren bereits vorgefiltert worden (siehe Abbildung 18). In der ersten Filterung waren,
einem strikten Ansatz folgend, Varianten in den Individuen Dys1233 und Dys572 ausgeschlossen worden, da bei beiden
SGCE-Varianten nachgewiesen werden konnten. Da es sich aber nur bei der Variante in Dys1233 um eine wahrscheinlich
pathogene Variante handelt, die Variante in Dys572 hingegen als , Variante unklarer Signifikanz” eingestuft werden muss,
die unter Umstdnden nicht die genetische Krankheitsursache bei diesem Patienten ist, wurden bei dieser Filterung nur
Varianten in Dys1233 ausgeschlossen, jedoch bei Dys572 weiterbetrachtet. Am Ende der Filterkaskade wurden wiederum
weitere Gene ,,per Hand“ aussortiert. Erlduterungen hierzu finden sich in der Legende zu Abb. 18.

Zusatzlich zu den in der ersten Runde identifizierten Kandidatengenen konnten so acht weitere
ausfindig gemacht werden, die bei mehreren der Betroffenen Varianten zeigen. Dies sind TTN,
SNAP91, AK9, MYO18A, MAP2K2, CDK12, WDR4, STK11IP. Es konnten keine weiteren Varianten
gefunden werden, die in gleicher Form bei mehreren Betroffenen auftreten. Wie schon zuvor wurde

auch fir die zusatzlichen Varianten eine Literaturrecherche ausgefiihrt sowie die Angaben
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verschiedener Pradiktionsprogramme beriicksichtigt. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden die
Gene MAP2K2 und SNAP9I1 fur weitere Untersuchungen ausgewahlt. Genauere Angaben zu den

Varianten, wie die cDNA-Position und die Auswirkungen auf Proteinebene finden sich in Tabelle 21.

Tabelle 21: Nach der zweiten Filterung der Exom-Datensdtze von Patienten mit Alkohol-responsiver Dystonie ausgewdhlte
Kandidatengene mit Angaben zur Position der bei den Betroffenen gefundenen Varianten.

Gen Exon cDNA Protein Betroffene
Personen
MAP2K2 3 c.415A>G p.S139G Dys572
MAP2K2 7 c.842G>A p.R281Q Dys499
SNAP9I1 11 €.632G>A p.R211Q Dys572
SNAPI1 29 €.2371C>G p.P791A Dys631

Angaben beruhen auf den Transkripten: MAP2K2: NM_030662, SNAP91: NM_001256717.

3.1.7 Validierung der zusatzlichen Varianten und Kontrollen

Das Vorhandensein der in Tabelle 21 genannten Varianten bei den Individuen Dys499, Dys572 und
Dys631 konnte per Sanger-Sequenzierung bestitigt werden. Bei der Uberpriifung von 165 gesunden

Kontroll-Probanden konnte keine dieser Varianten nachgewiesen werden.

3.1.8 Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements in den zusatzlichen
Kandidatengenen

Wie schon in der ersten Runde der Untersuchungen wurde auch die codierende Sequenz der Gene
MAP2K2 und SNAP91 sowie der Bereich jeweils 5000 bp vor Translationsstart und hinter
Translationsende daraufhin untersucht, ob sie das sogenannte Alkohol-responsive Element
enthalten. Fir beide Gene konnten im gesamten betrachteten Bereich nur Treffer gefunden werden,
die in mindestens 2 Positionen vom Motiv des ARE abweichen. Gleiches gilt fir die
Rickwartsrichtung des ARE. Von den Abweichungen ist jeweils auch mindestens eine der hoch
konservierten Basen des ARE-Motivs betroffen. Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle 48 bis 51 im

Anhang zu finden.

3.1.9 Screening weiterer Patienten auf Varianten in den zusétzlichen Kandidatengenen

AnschlieBend wurden wieder die DNA-Proben von 309 weiteren an Alkohol-responsiver Dystonie
leidenden Personen auf Mutationen in den Exons 3 und 7 des Gens MAP2K2 (Benennung
entsprechend der Referenzsequenz NM_030662) und den Exons 11 und 29 des Gens SNAP91

(NM_001256717) gescreent. Betrachtet wurden auch bis zu 20 bp vor und hinter den
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entsprechenden Exons, um auch Varianten entdecken zu kénnen, die moglicherweise zu einer

Veranderung von Spleil3-Stellen flhren.

Es wurden insgesamt eine intronische Variante im Gen SNAP91 sowie 3 verschiedene intronische

Varianten im Gen MAP2K2 gefunden. Innerhalb der Exons wurde eine synonyme Variante im Exon 29

von SNAP91 sowie je eine synonyme Variante in Exon 3 und Exon 7 von MAP2K2 gefunden (Tab. 22).

Missense- oder Nonsense-Varianten sowie Insertionen oder Deletionen wurden nicht entdeckt.

Tabelle 22: Beim Screening von 309 Patienten mit Alkohol-responsiver Dystonie gefundene Varianten in ausgewdhlten Exons
und angrenzendem intronischen Bereichen der Gene MAP2K2 und SNAP91.

Gen Variante Art der Zygositat Anzahl ExAC-Angaben
Variante Betroffene | Allelfrequenz | Hoéchste
in Kohorte | in Gesamt- Allelfrequenz in
(n=309) bevélkerung einer
Subpopulation

SNAP91 | c.554-11A>T intron het 1 Nicht gelistet Nicht gelistet
11 bp vor Exon 11

SNAP91 | c.2448G>A, p.L816L syn het 1 0,0006 0,0059 (Afr)
(rs77808123)
Exon 29

MAP2K2 | c.304-19C>T intron het 1 0,00008 0,0011 (andere)
(rs373352091)
19 bp vor Exon 3

MAP2K2 | c.405G>C, p.G135G syn het 2 0,143 0,1532 (Afr)
(rs10424722)
Exon 3

MAP2K2 | c.450+15G>T intron het 2 0,0145 0,1559 (Afr)
(rs10424545)
15 bp nach Exon 3

MAP2K2 | c.846C>T, p.P282P syn het 2 0,0032 0,0067 (Lat)
(rs11539506)
Exon 7

MAP2K2 | c.919+12A>G intron hom/ het Allel- 0,7718 0,9304 (EAS)
(rs350911) frequenz
12 bp hinter Exon 7 0,731

Die Positionsangaben fiir MAP2K2 beruhen auf den Transkripten NM_030662.3 und NP_109587.1 und die Angaben fir
SNAP91 auf den Transkripten NM_001256717.1 und NP_001243646.1. intron = intronisch; syn = synonym; het =
heterozygot; hom = homozygot; Afr = Afrikaner; EAS = East-Asian; Lat = Lateinamerikaner

Die meisten der entdeckten Varianten werden vom Pradiktionsprogramm MutationTaster als

Polymorphismus eingestuft. Lediglich fur die Varianten rs77808123 (c.2448G>A, p.L816L) in SNAP91

und rs11539506 (c.846C>T, p.P282P) in MAP2K2 wird ein krankheitsverursachender Effekt

vorausgesagt. Flr die Variante MAP2K2 c.846C>T wird von fruitfly auBerdem eine deutlich

veranderte Starke einer SpleiR-Stelle prognostiziert. An einer Position, an der im Wildtyp keine

SpleiB-Stelle angegeben ist, wird flr die Mutante eine SpleiR-Stelle mit einer Starke von 0,94
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vorhergesagt. Die Angaben des CADD-Scores liegen fiir alle Varianten aulRer fiir SNAP91 c.2448G>A
und MAP2K2 c.405G>C, p.G135G (rs10424722) unter 10, fir die beiden genannten Varianten unter
15 (s. Tab. 23).

Tabelle 23: Angaben diverser Prédiktionsprogramme zu den in den Genen SNAP91 und MAP2K2 gefundenen Varianten.

Gen Variante Mutation CADD- fruitfly: Anderungen der Stirke
Taster Score von SpleiR-Stellen
WT = Mutante
SNAP91 €.554-11A>T P 8,294 X = 0,1 (Akzeptor SpleiR-Stelle)
SNAPI1 C.2448G>A, p.L816L D 13,15 -
MAP2K2 €.304-19C>T P 0,636 0,87 2 0,83
MAP2K2 €.405G>C, p.G135G P 12 0,78 20,74
0,79 - 0,87
MAP2K2 c.450+15G>T P 3,789 -
MAP2K2 c.846C>T, p.P282P D 9,071 X = 0,94 (Akzeptor SpleiR-Stelle)
MAP2K2 c.919+12A>G P 5,790 -

P = Polymorphismus; D = disease causing (krankheitsverursachend); WT = Wildtyp
Erlauterungen zu den Angaben bei fruitfly: x = an dieser Position beim WT keine SpleiR-Stelle angegeben,
- = kein Unterschied zwischen WT und Mutante

In der Gesamtschau sprechen entweder die Haufigkeit der verdanderten Allele in der
Gesamtbevdlkerung bzw. in einzelnen Subpopulation (s. Tab. 22) und/ oder die Angaben des
Pradiktionsprogramms MutationTaster und der CADD-Score gegen eine Pathogenitdt der meisten
identifizierten Varianten in den Genen MAP2K2 und SNAP91 (s. Tab. 23). Lediglich die Variante
MAP2K2 c.846C>T, fiir die die Entstehung einer neuen Akzeptor-SpleiR-Stelle vorausgesagt wird,
erscheint weiterhin als moglicherweise krankheitsverursachende Variante interessant. Allerdings
wurde diese auch nur in 2 von 309 an Alkohol-responsiver Dystonie erkrankten Patienten gefunden.
Aulerdem betragt laut Angaben des Exome Aggregation Consortiums die durchschnittliche
Populationsfrequenz dieser Variante 0,0032 und in der Subpopulation der Lateinamerikaner sogar
0,0067. Diese Allelfrequenz erscheint kritisch betrachtet zu hoch zu sein fiir eine seltene
Bewegungsstorung wie es die Alkohol-responsive Dystonie ist. Denn fiir Dystonien wird allgemein
eine Haufigkeit von etwa 16 pro 100.000 Einwohnern in der Bevolkerung angenommen (Steeves et
al. 2012). Um letztendlich Aussagen treffen zu konnen, ob die oben genannte Variante tatsachlich zu
schadigenden Effekten flihrt, waren weitere funktionelle Untersuchungen notwendig. Beispielsweise

koénnte Uberpriift werden, ob die Variante tatsachlich zu einem alternativen SpleiRen fiihrt, wenn
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RNA des entsprechenden Patienten zur Verfligung stiinde. Dies war wahrend der Zeit meiner
experimentellen Arbeiten im Labor nicht der Fall. Auch bei der Suche nach weiteren Tragern dieser
Mutation in rund 200 Patienten, fiir die im Institut fir Neurogenetik RNA-Proben vorhanden waren,
konnten keine weiteren Betroffenen identifiziert werden. Daher lasst sich keine abschliefende

Aussage Uber die Pathogenitat der Variante MAP2K2 c.846C>T treffen.

3.2 Ergebnisse der Untersuchung der genetischen Krankheitsursache bei
zwei jungen Patienten mit Dystonieerkrankungen

In einem zweiten Teil meiner Promotionsarbeit wurde, ausgehend von Trio-Exom-Sequenzierungen,
nach der genetischen Ursache der Dystonieerkrankungen bei zwei jungen Patienten gesucht. Die
Ergebnisse der zu diesem Zwecke durchgefiihrten Untersuchungen werden in den kommenden

Abschnitten beschrieben.

3.2.1 Ergebnisse der Untersuchung der genetischen Krankheitsursache bei einer jungen
Patientin mit komplexer generalisierter Dystonie

An dieser Stelle erfolgt eine Darstellung der einzelnen Ergebnisse, die schlielRlich zur Entdeckung der
krankheitsursachlichen Mutation bei einer jungen Patientin mit komplexer generalisierter Dystonie
fuhrten (Steinrticke et al. 2016). Einzelne Schritte auf dem Weg dahin waren die Identifizierung von
Kandidatengenen im Trio-Exom-Datensatz, deren Charakterisierung mit Hilfe von Exom- und Genom-
Datenbanken, in silico-Pradiktionsprogrammen und verfiigbarer Literatur sowie funktionelle

Untersuchungen der vielversprechendsten Variante (Lohmann et al. 2017).

3.2.1.1 Filterung des Trio-Exom-Datensatzes von Familie 1

In Tabelle 24 sind die aufeinanderfolgenden Filterschritte dargestellt, welche auf den Trio-Exom-
Datensatz der betrachteten Familie angewendet wurden, um mogliche krankheitsverursachende
Kandidatengene zu identifizieren.

Im Falle des de novo heterozygoten Erbgangs standen am Ende dieser Filterkaskade 43 Varianten.
Davon wurden weitere ausgeschlossen, wenn mehrere Varianten das gleiche Gen betrafen, sodass
schlieBlich 15 Varianten als Kandidaten Ubrigblieben. Diese Varianten betrafen folgende Gene: GNB1,
LCE4A, KCNN3, NOP9, ZFHX3, FAM171B, RPL29, CRIPAK, NOTCH4, FNDC1, AGMO, BHLHE22, PRUNE2,
C9orf43, SYLT4. Nach Rechercheschritten zur Genfunktion, Expressionsdaten und méglichen mit
Mutationen in diesen Genen assoziierten Krankheitsbildern erfolgte die Festlegung auf GNB1, AGMO

und PRUNE2 als vorrangig interessierende Kandidatengene.
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Tabelle 24: Filterschritte zur Identifizierung von Kandidatengenen innerhalb des Trio-Exom-Datensatzes von Familie 1.

Filterschritte de novo Anzahl Compound Anzahl homozygot Anzahl
heterozygot Varian- heterozygot Varian- Varian-
ten ten ten
Vererbungs- Het: Abs: Abs 5005 Het: n/a: Het 19070 Hom: Het: Het 2789
modus Het: Abs: n/a Het: Abs: Het
Het: n/a: Abs Het: Het: n/a
Het: n/a: n/a Het: Het: Abs
Allelfrequenz 25<x<75 3715 25<x<75 17594 >75 2789
im Index
Ablesehdufig- | 220 1316 >20 14869 >20 2348
keit
Qualitat >100 952 >100 14790 >100 2347
Distanz zum -1,0,1,2 398 -1,0,1,2 7449 -1,0,1,2 1132
Exon:
Lokalisation Splei-Stelle; 252 Spleil-Stelle; 6408 Spleil-Stelle; 979
der Variante exonisch exonisch exonisch
Exonische Insertion; 210 Insertion; 3313 Insertion; 453
Veranderung Deletion; Deletion; Deletion;
der Variante Substitution; Substitution; Substitution;
Nichtsynonyme Nichtsynonyme Nichtsynonyme
Variante eines Variante eines Variante eines
einzelnen einzelnen einzelnen
Nukleotids; Nukleotids; Nukleotids;
Verlust eines Verlust eines Verlust eines
Stopp-Codons; Stopp-Codons; Stopp-Codons;
Entstehung Entstehung Entstehung
eines eines eines
vorzeitigen vorzeitigen vorzeitigen
Stopp-Codons Stopp-Codons Stopp-Codons
Populations- <0,01 172 <0,01 408 <0,05 7
frequenz
In-Haus- 0/1 von 528 43 0/1 von 528 194 1/1-6 von 528 0
Statistik 0/2 von 528 0/2 von 528 2/1-6 von 528
0/3 von 528 0/3 von 528 3/1-6 von 528

Het: heterozygot, Hom: homozygot, n/a bzw. Abs: Allel entspricht dem Wildtyp bzw. keine Angabe zu der Position

vorhanden. Bei dem Vererbungsmodus betrifft die erste Position die Indexpatientin, die zweite Position die Mutter, die
dritte Position den Vater. In der Zeile ,,In-Haus-Statistik” steht die Angabe x/y von z fiir z = Anzahl der in der

ausflihrenden Firma untersuchten Exome, x = Anzahl der Exome, in der die Variante in homozygoter Form detektiert
wurde, y = Anzahl der Exome, in der die Variante in heterozygoter Form detektiert wurde.

Flr den Vererbungsmodus ,,compound heterozygot” wurde zunachst nach Varianten gefiltert, die bei

der Indexpatientin und einem Elternteil vorkommen. Die weiteren Filterkriterien entsprachen denen

des de novo heterozygoten Erbgangs. In diesem Fall verblieben nach der Filterkaskade noch 194

Varianten. Im Gegensatz zu den de novo-Varianten mussten Kandidatengene hier die Bedingung

erfillen, dass im gleichen Gen zwei Varianten vorkommen. Dies traf fiir 6 Varianten, also 3 Gene zu.

Lediglich zwei Varianten, und damit ein Gen, entsprachen dem zusétzlichen Kriterium, dass eine
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Variante von der Mutter und die andere Variante vom Vater vererbt wurde. Diese identifizierten
Varianten betrafen das Gen PTPN13.

Auch der Fall einer neuen homozygoten Variante bei der Indexpatientin wurde in Erwdgung gezogen.
Als Unterschied zu den heterozygoten Vererbungsgangen wurde hier nach Varianten mit einer
Populationsfrequenz von < 0,05 gefiltert. Keine der zuvor libriggebliebenen Varianten konnte das
Filterkriterium zur In-Haus-Statistik erflllen, sodass nach der Filterung keine Kandidaten-Variante fur

einen homozygot-rezessiven Erbgang verblieb.

3.2.1.2 Sanger-Sequenzierung der Kandidatenvarianten

Die durch die Filterkaskaden identifizierten Kandidaten-Varianten wurden mittels Sanger-
Sequenzierung Uberprift. Von den de novo heterozygoten Varianten liel§ sich nur die Missense-
Variante in GNB1 (c.353A>G, p.D118G) als vorhanden in der Indexpatientin und nicht nachweisbar in
ihren Eltern bestatigen (Abb. 21).

Abbildung 21: GCAAATGTTATCCAGGCCACC GCAAATGTTATCCAGGCCACC
Stammbaum der Familie 49 T 61 49 T/T 61

1 und Ergebnisse der

Sanger-Sequenzierung 1

des Gens GNB1 L-8749 L-8750
(Steinrticke et al.
2016, Abb. 1 B).

L-8748

GcAAATGTTABICCAGGCCACC
49 1sc 61

l

Im Gen AGMO wurden sowohl bei der Indexpatientin als auch bei ihrer Mutter eine das Leseraster-
verschiebende Insertion gefunden (rs370025027; Allele: -/AA; cDNA-Position: 232, Protein Position:
21). Bezliglich des Gens PRUNE2 stellte sich heraus, dass die Indexpatientin und ihr Vater in dem
interessierenden Genbereich eine heterozygote Insertion von 12 Basenpaaren und die Mutter eine
homozygote Insertion von 12 Basenpaaren tragen. Aufgrund der oben geschilderten Ergebnisse
wurden die Varianten in den Genen AGMO und PRUNE2 im Weiteren nicht mehr als relevant

erachtet.
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Des Weiteren lieRen sich die heterozygoten Varianten im Gen PTPN13 bestatigen. Die Variante
€.1328G>A, p.S443N (Angabe nach Transkript NM_080685.2) findet sich bei der Indexpatientin und
ihrer Mutter, die Variante c.4375T>C, p.S1459P bei der Indexpatientin und ihrem Vater. Damit ist ein
compound heterozygoter Vererbungsgang gegeben. Nach der Sanger-Sequenzierung verblieben

somit GNB1 und PTPN13 als potenziell krankheitsverursachende Gene von Interesse.

3.2.1.3 Insilico-Pradiktionsprogramme

Zur Abwagung, ob die Variante in GNB1 oder die Varianten in PTPN13 wahrscheinlicher als
krankheitsursachliche Mutationen in Frage kommen, wurden die Scores von diversen in silico-
Pradiktionsprogrammen betrachtet (Tab. 25). Angaben zu diesen fanden sich im Trio-Exom-Datensatz

der Firma Centogene AG.

Tabelle 25: Scores der in silico-Prddiktionsprogramme SIFT, PolyPhen-2, MutationTaster und CADD fiir Varianten in GNB1
und PTPN13.

GNB1 (p.D118G) PTPN13 (p.S443N) PTPN13 (p.51459P)
SIFT Schéadlich Toleriert Toleriert
PolyPhen-2 Wahrscheinlich schadlich Benigne Benigne
MutationTaster krankheitsverursachend Polymorphismus Polymorphismus
(wahrscheinlich harmlos) (wahrscheinlich harmlos)
CADD-Score 31 9,802 9,843

Der CADD-Score von 31 weist darauf hin, dass die GNB1-Variante zu den 0,1 % der schadlichsten
Substitutionen des gesamten menschlichen Genoms gehdort (Rentzsch et al. 2019). Hingegen
sprechen der niedrige CADD-Score von unter 10 im Einklang mit den Vorhersagen der
Pradiktionsprogramme SIFT, PolyPhen-2 und MutationTaster gegen schadigende Effekte der PTPN13-
Varianten.

Einen weiteren Hinweis auf die Anfilligkeit eines Gens fiir schwerwiegende Funktions-
beeintrachtigungen durch genetische Varianten geben die Daten des Exome Aggregation
Consortiums (ExAC) zur Anzahl der erwarteten und tatsachlich beobachteten Missense- und Loss of
Function-Varianten sowie der zugehorige Z-Score bzw. pLI-Wert. Ein hoher, positiver Z-Score zeigt
eine grolRe Diskrepanz zwischen der beobachteten (niedrig) und erwarteten Anzahl (deutlich hoher)
der Varianten an. Darlber hinaus separiert das Mal3 ,,pLI“ (probability of being loss-of-function (LoF)
intolerant) Gene ausreichender Lange in LoF-intolerant (pLI = 0,9) und LoF-tolerant (pLI £0,1) (Lek et
al. 2016). Ein hoher positiver Z-Wert fiir die Missense-Varianten und ein pLI > 0,9 zeigen also einen
hohen Grad der Suszeptibilitdt eines Gens gegeniber genetischen Verdnderungen an. Die Tatsache,

dass in den 60.706 Individuen des Exome Aggregation Consortiums nur 29 verschiedene Missense-
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Varianten und keine Loss of Function-Varianten gefunden wurden (Tab. 26) sowie der grof3e
Unterschied zu der jeweils erwarteten Anzahl an Varianten (Z-Wert der Missense-Varianten: 4,78, pLI
=1,00) , weisen somit auf die Unveranderlichkeit des Gens GNB1 hin.

Tabelle 26: Angaben des Exome Aggregation Consortiums zur Héufigkeit von Varianten im Gen GNB1 und PTPN13 (letzter
Zugriff: 28.08.2019).

GNB1 PTPN13

Anzahl der | Anzahl der | Constraint | Anzahl der | Anzahl der | Constraint

erwarteten | beobachte Metric erwarteten | beobachte Metric

Varianten ten Varianten ten

Varianten Varianten

Synonyme 71,8 74 Z=-0,16 253,1 286 Z=-1,28
Varianten
Missense- 147,6 29 2=4,78 626,8 780 Z=-2,99
Varianten
Loss of 15,5 0 pLl=1,00 76,3 30 pLl =0,00
Function

Diese Beobachtung lasst vermuten, dass zufallige Variationen in GNB1 eine derart schwerwiegende
Auswirkung auf die Genfunktion haben, dass diese entweder direkt letal sind oder zu einer solch
eingeschrankten biologischen Fitness fiihren, dass sich die Betroffenen nicht weiter bzw. nur
eingeschrankt fortpflanzen kénnen. Weiterhin sprechen die Zahlen fiir eine enorme Wichtigkeit des
Genprodukts flr die Funktionsfahigkeit des Gesamtorganismus, da ein kompletter Verlust der
Genfunktion (Loss of Function) in keinem der Individuen beobachtet werden konnte und somit
wahrscheinlich eine fehlende Uberlebensfihigkeit bedingt. Die in der Indexpatientin identifizierte
Variante GNB1 p.D118G ist nicht unter den beobachteten 29 Missense-Varianten, d.h. sie wurde in
keinem der 60.706 Individuen des ExAC-Browsers detektiert.

Im Gegensatz dazu, wurden im Gen PTPN13 780 verschiedenen Missense-Varianten beobachtet (Tab.
26) und damit mehr als erwartet wurden. Darliber hinaus konnten 30 Loss of Function-Varianten
identifiziert werden. Dies spricht in der Zusammenschau dafiir, dass eine ganze Reihe von
Mutationen im Gen PTPN13 ohne schwerwiegende Konsequenzen toleriert werden und dass das Gen
PTPN13 im Vergleich zu GNB1 deutlich weniger konserviert und veranderlicher ist. Die PTPN13-
Variante p.S443N wird im ExAC-Browser mit einer Populationsfrequenz von 0,00102 und die Variante
p.S1459P mit 0,00023 gelistet.

Die Scores der genutzten Pradiktionsprogramme sowie die Daten des Exome Aggregation
Consortiums lieRen somit die GNB1-Variante als krankheitsverursachende Mutation deutlich

plausibler erscheinen als die PTPN13-Varianten. Zusammengenommen fihrte dies zur Festlegung auf
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GNBL1 als aussichtsreichstes Kandidatengen, welches in funktionellen Studien weiter untersucht
werden sollte.

GNB1 codiert die B1-Untereinheit eines Guanin-Nukleotid bindenden Proteins: GB1. Diese interagiert
mit den G-Protein-Untereinheiten a- und y. GB1 kommt in Zusammenhang mit Liganden-aktivierten
Rezeptoren, sogenannten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) vor und reguliert verschiedene
in der Signalkaskade nachgeschaltete Effektor-Enzyme und lonenkanale (Lambright et al. 1996; Ford
et al. 1998).

3.2.1.4 Uberpriifung von Kontrollprobanden und Screening weiterer Patienten auf GNB1-
Varianten

Die Sanger-Sequenzierung von 184 gesunden deutschen Kontrollprobanden ergab, dass keine dieser
Personen die GNB1-Variante p.D118G tragt.

Zur Identifizierung weiterer GNB1-Mutationstrager wurden die DNA-Proben von 40 serbischen
Patienten mit RETT-ahnlichem Krankheitsbild sowie von 51 Patienten mit Epilepsie und
Entwicklungsverzogerung aus dem Institut flir Humangenetik der Universitat zu Liibeck untersucht.
Daflr wurden alle der neun codierenden Exons des Gens GNB1 (Exons 2 — 10, Transkript:
NM_001282539) gescreent.

Lediglich in einer der serbischen Proben konnte eine exonische Variante entdeckt werden. Es handelt
sich um die synonyme Variante rs143709588 (c.495G>A, p.T165T). Das Pradiktionsprogramm
MutationTaster sagt fiir diese Variante einen krankheitsverursachenden Effekt voraus. Der CADD-
Score wird mit 13,48 angegeben und das Splei-Stellen-Pradiktionsprogramm fruitfly gibt keine
wesentliche Anderung in der Stirke von moglichen SpleiR-Stellen an. Diese Variante findet sich im
ExAC-Browser gelistet mit 97 heterozygoten Tragern bei 110678 abgelesenen Allelen (0 homozygote
Trager, Allel-Frequenz = 0,0009).

3.2.1.5 GNBI1-Expressionsanalyse

Um festzustellen, ob das GNB1-Genprodukt in neuronalen Geweben exprimiert wird und somit
potenziell zu den in der Patientin beobachteten neurologischen Krankheitsmanifestationen fiihren
kann, wurde eine Expressionsanalyse auf mRNA-Level in verschiedenen Zelltypen durchgefihrt.
Untersucht wurde die Expression von Wildtyp-GNB1 in induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC),
kortikalen, striatalen und dopaminergen Neuronen sowie Blutzellen und Fibroblasten im Vergleich.
Wie in Abbildung 22 (A) zu sehen, zeigte sich eine hohe Expression von GNBI1 in allen untersuchten
Zelltypen. Als Referenz wurde auRerdem die Expression von 8-Actin untersucht, welches als

Bestandteil des Zytoskeletts in allen Zelltypen vorkommt. Im Vergleich zu GNB1 zeigte sich bei der
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Expressionsanalyse von 8-Actin eine deutlich schwachere (aber ebenfalls in allen Zelltypen nahezu

gleich ausgepragte) Bande (Abb. 22 B).

1000 bo 1 2 3 4 5 6 7 1000 bo 1 2 3 4 5 6 7
500 bo 500 bo
100 bo 100 bo

Abbildung 22: Expressionsanalyse von GNB1 (A) und B-Actin (B) auf mRNA-Level in verschiedenen Zelltypen.
1: kortikale Neurone, 2: striatale Neurone, 3: dopaminerge Neurone, 4: induzierte pluripotene Stammzellen (iPSC), 5:
Fibroblasten, 6: Blut, 7: Leerwert (Wasser).

3.2.1.6 GNBI1-Immunfarbung in SH-SY5Y-Zellen und Fibroblasten

Mithilfe einer Immunfarbung sollte untersucht werden, ob sich die GNB1 p.D118G (c.353A>G)-
Variante auf die Lokalisation des Genprodukts innerhalb einer Zelle auswirkt. Hierfir wurden SH-
SY5Y-Zellen einerseits transient mit einem GNB1-Wildtyp (WT)-Plasmid und andererseits mit einem
GNB1-c.353A>G-Plasmid transfiziert. Es erfolgte die Auswahl von SH-SY5Y-Zellen, da diese einen
neuronalen Zelltyp reprasentieren und somit geeignet erschienen, um die in der Indexpatientin
beobachteten neurologischen Auffalligkeiten ndher zu erforschen. Parallel erfolgte die Untersuchung
von Fibroblasten, da diese gréRer sind und damit potenzielle Unterschiede in der Lokalisation des
GNB1-Genprodukts GB1 (G-Protein-Untereinheit B1) deutlicher sichtbar sein sollten.

Es konnte gezeigt werden, dass GB1 im gesamten Zytoplasma der Fibroblasten exprimiert wurde und
nicht im Zellkern zu finden war. Eine verstarkte Expression war in einem dem Zellkern benachbarten
unscharf begrenzten Areal des Zytoplasmas auffallig. Deutliche Unterschiede der Lokalisation von
GPB1 innerhalb der untersuchten Fibroblasten zwischen Wildtyp und c.353A>G-Variante waren nicht
ersichtlich (Abb. 23 A-F).

Bei den untersuchten SH-SY5Y-Zellen war ebenfalls eine Expression von GB1 im gesamten
Zytoplasma sowie in den abgehenden Dendriten, nicht aber im Zellkern erkennbar. Im Gegensatz zu
den Fibroblasten war hier keine verstarkte Expression in einem bestimmten Areal erkennbar, die
GPB1-Expression erschien im gesamten Zytoplasma relativ einheitlich. Auch hier waren keine
eindeutigen Unterschiede zwischen mit GNB1-WT-Plasmid einerseits und GNB1-c.353A>G-Plasmid
transfizierten SH-SY5Y-Zellen andererseits erkennbar (Abb. 23 G-L).

Sowohl fiir viele der betrachteten Fibroblasten als auch fiir die SH-SY5Y-Zellen ist kritisch
anzumerken, dass deren dufRere Erscheinung (unscharfe duBere Begrenzung, Zellkernkonfiguration)
nicht dem erwarteten Aussehen normaler gesunder Zellen entsprach. Dies galt sowohl firr die mit

WT-Plasmid transfizierten als auch fur die mit GNB1-c.353A>G-Plasmid transfizierten Zellen. Die
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Ergebnisse sind also mit Vorsicht zu interpretieren. Der Versuch hatte einer Wiederholung bedurft.
Auf diese wurde aber aus zeitlichen und finanziellen Griinden sowie in Anbetracht der

nahezu gleichzeitig ausgefiihrten funktionellen Untersuchungen (BiFC- und BRET-Assay) verzichtet.

Abbildung 23: GB1-Expression in transient mit GNB1-WT-Plasmid bzw. mit GNB1-c.353A>G-Plasmid transfizierten
Fibroblasten bzw. SH-SY5Y-Zellen.

Die erste Zeile (A-C) zeigt die GB1-WT-Expression in Fibroblasten, die zweite Zeile (D-F) die Expression von GB1-
¢.353A>G in Fibroblasten. In der dritten Zeile (G-I) ist die die GB1-WT-Expression in SH-SY5Y-Zellen und in Zeile vier (J-L)
die Expression von GB1-c.353A>G in SH-SY5Y-Zellen zu sehen. In der ersten Spalte (A,D,G,)) sind die Zellkernfarbung
(DAPI) in blau und die GB1-Farbung (Alexa Fluor 488) in griin sichtbar. Die zweite Spalte (B, E, H, K) zeigt nur die
Zellkernfarbung, wahrend in der dritten Spalte (C, F, I, L) nur die GB1-Farbung zu sehen ist.

Eine erneute Literaturrecherche zeigte dann, dass zwischenzeitlich ein Paper von Petrovski und

Mitarbeitern veroffentlicht wurde, welches 13 weitere Individuen mit de novo Missense-Mutationen
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im Gen GNB1 beschreibt. Die betroffenen Individuen prasentierten sich mit einer
Entwicklungsverzogerung sowie neurologischen Auffalligkeiten wie Hypotonie, Epilepsie und
Dystonie (Petrovski et al. 2016). Angesichts der Ahnlichkeit der beschriebenen klinischen Symptome
zu dem in unserer Patientin beobachteten Krankheitsbild lag nun eine externe Validierung von GNB1
als Krankheitsgen bei Patienten mit Entwicklungsverzégerung und weiteren neurologischen
Auffalligkeiten vor, sodass wir die Beschreibung der klinischen Charakteristiken unserer Patientin als

Case Report in ,Neurology. Genetics” publizieren konnten (Steinriicke et al. 2016).

3.2.1.7 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation und Biolumineszenz-
Resonanzenergietransfer-Assay mit GB1-Mutanten

Fir die GNB1 p.D118G-Variante sowie die im Rahmen einer Kooperation mit der Diagnostikfirma
Centogene AG (Rostock) bekanntgewordenen 9 weiteren GNB1 Missense-Mutationen wurden
funktionelle Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei wurde die mogliche Pathogenitat der Mutationen
bezliglich der GB1-Interaktion mit Bindungspartnern (y7-Untereinheit, Gaoe-Untereinheit und dem
Effektor G-Protein-gekoppelte Rezeptor Kinase (GRK)) untersucht. Daneben wurden die
Konsequenzen der Mutationen im Kontext der Signaltransduktion tGber den Dopamin Typ 1-Rezeptor
(D1R) betrachtet. Die dazu notwendigen Assays Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC)
und Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer (BRET) wurden im Department of Neuroscience, The
Scripps Research Institute in Florida von Ikuo Masuho und Kollegen ausgefiihrt. Der Versuchsaufbau
ist im Kapitel ,,2.3.5 GNB1-Mutagenese, Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation und
Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer-Assay” auf 5.49 im Methodenteil beschrieben und
illustriert. Die Mutagenese der dafiir eingesetzten GB1-Venus-Plasmide wurde im Rahmen meiner
Promotionsarbeit ausgefihrt.

Zunachst wurde die Bildung des GB1y7-Dimers mittels eines BiFC-Assays untersucht. Die
Zusammenlagerung der B- und y- Untereinheit fiihrt dazu, dass die jeweils an die B- und die y-
Untereinheit fusionierten Fragmente des Venus-Proteins miteinander interagieren kdnnen und ein
fluoreszierendes Venus-Signal erzeugen. Die gemessene Venus-Intensitat war fir die beiden
Mutationen p.G64V und p.A106T im Vergleich zum Wildtyp deutlich verringert, was fiir eine
Beeintrachtigung der GB1y7-Dimer-Bildung spricht.

Neben den beiden Mutanten p.G64V und p.A106T zeigten in geringerem Ausmal? auch die Mutanten
p.P94S und p.RI6L ein verringertes basales BRET-Signal. Dies weist darauf hin, dass die beiden
letztgenannten Aminosduren-Austausche zu einer gesteigerten Interaktion von GB1y7 mit Goys
flihren. Die Mutante p.A92T hingegen weist ein hohes basales BRET-Signal auf, was auf Defizite in der

Wechselwirkung mit Go,r hindeutet. Die Bindungsfahigkeit an den Effektor GRK bleibt fiir die p.A92T-
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Mutante erhalten. Es ergibt sich ein hohes BRET-Signal da ein Energietransfer zwischen dem an GBy-

gekoppelten Venus-Protein und der an GRK gekoppelten Luciferase Nluc weiterhin maoglich ist.

Weiterhin wurde die Signaltransduktion (iber den D1-Rezeptor nach Stimulation mit 100 uM
Dopamin betrachtet. Hier zeigten sich zusatzlich zu den bereits zuvor genannten Mutationen auch
signifikante Veranderungen bei den Mutanten p.D118G und p.R52G (s. Abb. 24). Dies weist auf
Beeintrachtigungen in der Agonist-induzierten G-Protein-Aktivierung hin. Somit konnte auch fir die
im Rahmen meiner Doktorarbeit entdeckte GNB1-Variante p.D118G eine Funktionsbeeintrachtigung
auf zelluldrer Ebene nachgewiesen werden. Ferner wurde dadurch ein konkreter Pathomechanismus
aufgezeigt, der zur phanotypischen Krankheitsmanifestation beitragen kénnte.

Fir die Varianten p.L30F, p.H91R und p.K337Q konnte in den durchgefiihrten Untersuchungen kein

vom Wildtyp abweichendes Verhalten gezeigt werden.

Abbildung 24: BRET-Amplitude
nach Agonist-induzierter G-

Protein-Aktivierung iiber den 0.030 -

Dopamin 1-Rezeptor (aus

Lohmann et al. 2017, Abb. 2 ). o 0.025 4

Es ergab sich ein erniedrigtes o

BRET-Signal fiir die Mutanten g 0.020 4

p.R52G, p.G64V, p.A92T, CEl

p.P94S, p.P96L, p.A106T und & 0.015 1

p.D118G. -

[Statistische Auswertung: & 0.010 +

Einfaktorielle Varianzanalyse m 0.005 -

(ANOVA) gefolgt von Dunett’s

post hoc Test, ausgefiihrt mit 0.000 -

GraphPad Prism Ver. 6 (*P < ":Z;, (GOA\ '?.5‘ Q? 'S:Q ‘?1%, '0? /9-9 O,’ 4:%,
0.05; **P < 0.01; ***P <0.001, N > e ® ‘5‘» % O

*#X%P < 0,0001).]

3.2.2 Ergebnisse der Erforschung der genetischen Krankheitsursache bei einem jungen
Patienten mit isolierter generalisierter Dystonie

Die Suche nach der krankheitsursachlichen Mutation bei einem jungen Patienten mit isolierter
generalisierter Dystonie flihrte zur Identifikation von TBC1D9B als vielversprechendem
Kandidatengen. In den folgenden Abschnitten sind die einzelnen Untersuchungen und eine nihere
Charakterisierung der Kandidatenvariante anhand von in silico-Pradiktionsprogrammen und

Populationsdaten dargestellt.
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3.2.2.1 Filterung des Trio-Exom-Datensatzes von Familie 2

Der Trio-Exom-Datensatz des in diesem Projekt untersuchten Indexpatienten und seiner Eltern
beinhaltete zu Beginn 109.472 Varianten. Zunachst wurde nach exonischen und SpleiR-Stellen
betreffenden Varianten mit einer Populationsfrequenz von < 0,01 gefiltert. Diese Kriterien erfillten

5606 Varianten (s. Abb. 25).

Abbildung 25: Filterschritte zur Trio-Exom-Datensatz des erkrankten Indexpatienten

Identifizierung von und seiner beiden gesunden Eltern

Kandidatengenen innerhalb des

Trio-Exom-Datensatzes von 109.472 Varianten

Familie 2.

Es wurde nach seltenen

Varianten gefiltert exonische und Spleif-Stellen-Varianten

(Populationsfrequenz < 0,01), die
sich innerhalb von Exons oder im 39346 Varianten
Bereich von Spleil-Stellen

befinden. .
I Populationsfrequenz < 0,01

5830 Varianten

Distanz zum Exon < 3

5606
Varianten

Ausgehend von den 5606 Varianten wurden weitere Filterschritte ausgefiihrt. Ebenso wie beim Trio-
Exom-Ansatz der Familie 1 wurden de novo heterozygote, compound heterozygote und homozygote
Varianten betrachtet sowie in diesem Fall zusatzlich X-chromosomal rezessive Varianten. Die
einzelnen ausgefiihrten Filterschritte sind mit denen bei Familie 1 vergleichbar, wenn auch in einer

anderen Reihenfolge (s. Tab. 27).

De novo heterozygot:

Unter den 5606 vorgefilterten Varianten waren 895 de novo heterozygote. Nach Anwendung
verschiedener Qualitatsfilter und Ausschluss von Varianten, die in homozygoter Form oder mehr als
dreimal in heterozygoter Form in der In-Haus-Statistik gefunden wurden, verringerte sich die Anzahl
der interessierenden Varianten auf 26. Durch Aussortieren von Genen, in denen mehrere Varianten
gelistet waren, verblieben noch 15 Kandidatengene. Dies waren: LOR, FH, SKIDA1, SALL1, KRTAP4-5,
FMNL1, TMEM37, TPTE, NEFH, FGF12, HTT, DIAPH1, TBC1D9B, TCP10L2, OR52D1.
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Tabelle 27: Filterkaskade zur weiteren Reduktion der Anzahl der Kandidatengene.

Filterkriterien Homozygot De novo Compound X-
heterozygot heterozygot chromosomal
Passender Erbgang 18 895 886 7

(bei compound heterozygot: alle
Varianten, die heterozygot im Index
und heterozygot in einem der
Elternteile sind)

Ablesehdaufigkeit > 20 12 382 798 6

Allelfrequenz 12 182 617 6
(25 < x £ 75 fir heterozygote und
> 75 fur homozygote Varianten)

Qualitatsindex 2 100 12 173 600

< 3-mal gefunden in 1414 in-Haus- 1 26 253 6
Exomen

Nur 1 Variante pro Gen (de novo) oder 1 15 6 6
wirklich compound heterozygot (3 Gene)

Eine Vorfilterung (s.Abb. 25) hatte bereits eine Reduktion auf 5606 Varianten ergeben. Im Fall des X-chromosomalen
Erbgangs wurde beim Vererbungsmodus nach X-chromosomalen Varianten mit den Angaben ,,Hom* beim Indexpatienten,
,Het” bei der Mutter und nicht vorhanden beim Vater gefiltert. Da der Indexpatient als mannliches Individuum nur ein X-
Chromosom besitzt, missten entsprechende Varianten richtigerweise als ,hemizygot” bezeichnet werden, eine derartige
Bezeichnung gibt es im verwendeten Datensatz jedoch nicht. Hom: homozygot, Het: heterozygot.

Compound heterozygot:

Es konnten 886 Varianten entdeckt werden, die im Index und einem Elternteil in heterozygoter Form
vorkommen. 253 Varianten erfiillten die gesetzten Filterkriterien zur Ablesehaufigkeit, Allelfrequenz,
Qualitat und In-Haus-Statistik. Nur 6 Varianten waren wirklich compound heterozygot, d.h. der
Indexpatient wies in einem Gen genau 2 Varianten auf, wovon eine von der Mutter und die andere
vom Vater vererbt wurden. Die {ibriggebliebenen 6 Varianten betrafen also 3 Gene und zwar: KRT17,
FBN2 und MAST1. Da es sich bei beiden Varianten in MAST1 um synonyme Varianten handelte,

wurde dieses Gen von weiteren Betrachtungen ausgeschlossen.

homozygot:

Von den anfanglich 18 neu homozygoten Varianten im Indexpatienten verblieben nach der
Qualitatsfilterung noch 12 Kandidaten. Von diesen erfllte nur eine Variante im Gen XRRA1 das
Kriterium, dass sie in der In-Haus-Statistik hochstens dreimal in homozygoter und maximal sechsmal

in heterozygoter Form aufgefiihrt sein sollte.

X-chromosomal:

Nur 7 Varianten erfillten die Kriterien eines X-chromosomal-rezessiven Erbgangs. Von den 6 am

Ende der Filterkaskade verbliebenen Varianten wurde eine weitere ausgeschlossen, da es sich um
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einen synonymen Aminosdureaustausch handelte. Die weiteren finf Gene waren: DCAF8L2, DMD,

TBC1D25, GATA1 und ACTRTI1.

Analog zum Vorgehen bei Familie 1 wurde fiir die herausgefilterten Kandidatengene nach
verfligbaren Daten zur Genfunktion, Expression und assoziierten Krankheitsbildern recherchiert.
Daneben wurden in dem Exom-Datensatz enthaltene Angaben verschiedener in silico-
Pradiktionsprogramme beriicksichtigt. Auerdem wurde mithilfe des UCSC Genome Browsers die
Veranderlichkeit, der die Varianten umgebenden Sequenzen betrachtet. Und zwar wurde nach
weiteren Substitutionen, Deletionen oder Insertionen mit ihrerseits hoher Populationsfrequenz
geschaut. Die gewonnenen Informationen fiihrten zur Eingrenzung auf die Gene FGF12 und TBC1D9B
(beide de novo heterozygot) als vorrangig interessant erscheinende Kandidaten.

Tabelle 28 zeigt Angaben des Exome Aggregation Consortiums zur Haufigkeit von erwarteten und
tatsachlich beobachteten Varianten in den beiden Genen TBC1D9B und FGF12, wahrend in Tabelle 29
die Scores verschiedener Pradiktionsprogramme zu den konkret im Exom-Datensatz detektierten
Varianten dargestellt sind. Die EXAC-Daten deuten mit einem Z-Score fiir Missense-Varianten von
2,71 bei FGF12 gegenliber von 0,42 bei TBC1D9B eher auf eine erhdhte Suszeptibilitat gegentliber
genetischen Veranderungen im Fall des Gens FGF12 hin. Die Pradiktionen der Programme SIFT,
PolyPhen-2 und MutationTaster sind fir die im Exom-Datensatz in den beiden Genen detektierten
Varianten gleich. Lediglich der CADD-Score ist fiir die TBC1D9B-Variante um einiges héher (15,63
gegeniber 8,614). In der Gesamtschau konnte zunachst basierend auf diesen in silico-Daten keine

der beiden Kandidaten-Varianten als wahrscheinlicher krankheitsursachlich priorisiert werden.

Tabelle 28: Angaben des Exome Aggregation Consortiums zur Héufigkeit von Varianten im Gen TBC1D9B und FGF12
(letzter Zugriff: 22.06.2019).

TBC1D9B FGF12

erwartete beobachtete Constraint erwartete beobachtete | Constraint

Varianten Varianten Metric Varianten Varianten Metric
Synonyme 234,6 246 Z=-0,46 42,3 35 Z=0,70
Varianten
Missense- 471,7 453 2=0,42 102,0 46 72=2,71
Varianten
Loss of 38,6 18 pLl =0,00 9,1 3 pLI=0,11
Function
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Tabelle 29: Scores diverser in silico-Prédiktionsprogramme fiir die Varianten FGF12 p.\VV140F und TBC1D9B p.M477K.
Die Positionsangaben beruhen auf folgenden Transkripten: FGF12: NM_021032.4; TBC1D9B: NM_198868.2.

TBC1D9B (p.M477K) FGF12 (p.V140F)
SIFT Toleriert Toleriert
Poly-Phen2 Benigne Benigne

MutationTaster | krankheitsverursachend | krankheitsverursachend
CADD-Score 15,63 8,614

3.2.2.2 Sanger-Sequenzierung der Kandidatenvarianten

Das Vorhandensein der Varianten FGF12 c.418G>T, p.V140F und TBC1D9B c.1430T>A, p.M477K im
erkrankten Indexpatienten und seinen gesunden Eltern wurde mittels Sanger-Sequenzierung
nachgeprift. Nur die TBC1D9B-Variante konnte als de novo-Variante bestéatigt werden. Die FGF12-

Variante konnte weder im Indexpatienten noch in seinen Eltern detektiert werden.

3.2.2.3 Uberpriifung von Kontrollprobanden und Screening weiterer Patienten auf
TBC1D9B-Varianten

Die Uberpriifung von 180 gesunden deutschen Kontroll-Probanden per Sanger-Sequenzierung ergab,
dass keine dieser Personen die TBC1D9B-Variante ¢.1430T>A, p.M477K tragt.

Weiterhin wurden die DNA-Proben von 160 Patienten, die an generalisierter Dystonie leiden, auf
Mutationen im Exon 9 des Gens TBC1D9B gescreent. In diesem Exon befindet sich auch die in dem
Indexpatienten gefundene Mutation c.1430T>A. Es konnten keine Varianten in den untersuchten
Patienten festgestellt werden.

Zusammenfassend handelt es sich bei TBC1D9B um ein potenzielles Kandidatengen in der
Verursachung einer generalisierten Dystonie. Aufgrund fehlender externer Bestatigung durch die
Beschreibung eines zweiten Krankheitsfalles mit der gleichen genetischen Variante oder zumindest

einer Mutation im gleichen Gen, lieR sich TBC1D9B bisher jedoch nicht als Krankheitsgen bestatigen.
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4 Diskussion

Im Diskussionsteil meiner Dissertation fasse ich die wichtigsten der im vorherigen Abschnitt
erlauterten Ergebnisse zusammen, ordne sie in den Kontext verfligbarer Literatur ein und ziehe

Schlussfolgerungen zur Relevanz und Aussagekraft der gewonnenen Ergebnisse.

4.1 MAP2K2, MBTPS1, PRKCQ und SNAP91 als mogliche Kandidatengene in
der Pathogenese von Alkohol-responsiven Dystonien

In der Literatur sind zurzeit zwei Gene bekannt, in denen Mutationen zur Erkrankung an einer
Alkohol-responsiven Dystonie flihren, ndmlich SGCE und TUBB4A (Parker 1985; Zimprich et al. 2001;
Doheny et al. 2002; Lohmann et al. 2013). Durch diese beiden Gene lassen sich aber langst nicht alle
Erkrankungsfille erklaren. Ziel dieses Forschungsprojektes war es, neue Gene zu identifizieren, die
eine Rolle in der Genese der Alkohol-responsiven Dystonie spielen konnten. Ausgehend von den
Exom-Daten von neun erkrankten Individuen sollten Gene herausgefiltert werden, in denen
moglichst viele der Betroffenen Varianten aufweisen. Zunachst wurde Gberprift, ob sich die
Erkrankung in einigen der Individuen durch Mutationen in SGCE oder TUBB4A erklaren lieRBe. In den
Exom-Daten des Patienten Dys1233 konnte die SGCE-Variante c.551T>C, p.L184P und in dem
Patienten Dys572 die Variante c.799T>A, p.Y267N entdeckt werden. Nach den
Interpretationskriterien des ,,American College of Medical Genetics and Genomics“ ist die Variante
p.L184P am ehesten als ,,wahrscheinlich pathogen” und die Variante p.Y267N als ,Variante unklarer
Signifikanz” einzustufen. In die nachfolgenden Filterschritte wurden daher, einem strikten Ansatz
folgend, zundchst nur die verbleibenden sieben Individuen eingeschlossen. In einer zweiten Filterung
wurde zusatzlich Dys572 beriicksichtigt, unter der Annahme, dass die entdeckte Variante p.Y267N
auch benigne sein und die Krankheitsursache bei diesem Patienten damit in einer anderen Mutation
liegen konnte.

Die Anwendung der gewahlten Filterkriterien lieferte im ersten Fall 5 und im zweiten Fall zusatzlich 8
weitere Kandidatengene. Nach einer Literaturrecherche und Betrachtung der Scores von in silico-
Pradiktionsprogrammen wurden MAP2K2, MBTPS1, PRKCQ und SNAP9I1 als vorrangig interessante
Kandidatengene definiert. Es waren jeweils nur zwei der Patienten von Varianten im gleichen Gen
betroffen. Dabei handelte es sich in allen Fallen um zwei unterschiedliche Varianten in verschiedenen
Exons.

Beim Screening der Gene MBTPS1 (Exon 9 und 13), PRKCQ (Exon 13 und 17), SNAP91 (Exon 11 und
29) und MAP2K2 (Exon 3 und 7) in 309 weiteren an Alkohol-responsiver Dystonie erkrankten

Individuen konnten keine weiteren exonischen Protein-verandernden Varianten identifiziert werden.
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Im Falle der Gene MBTPS1 und MAP2K2 lieR sich jeweils eine intronische Variante in direkter Nahe zu
einem Exon finden. Fir diese wurden von dem Pradiktionsprogramm fruitfly die mogliche
Veranderung der Starke einer Spleil3-Stelle bzw. die Entstehung einer neuen Akzeptor SpleiR-Stelle
vorhergesagt. Ob es durch diese Varianten tatsachlich zu einem veranderten Spleien kommt, lield
sich im Rahmen meiner Doktorarbeit allerdings nicht iberprifen, da von den entsprechenden
Patienten keine RNA-Proben verfligbar waren.

In der Literatur sind einige Gene bekannt, deren Expression durch Alkoholkonsum beeinflusst wird
(Lewohl et al. 2000; Liu et al. 2004; Pignataro et al. 2009). Diese weisen zum Teil innerhalb der
codierenden Sequenz bzw. des Promotor-Bereiches ein sogenanntes ,Alkohol-responsives Element”
(ARE) auf. Das ARE besteht aus dem Motiv ,,tCTGcGTCtCt”. GroRbuchstaben stehen dabei fir stark
konservierte Basen, wahrend Kleinbuchstaben auf veranderliche Positionen hinweisen. Das
beschriebene ARE stellt eine potenzielle Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor HSF-1 (Hitze-
Schock-Faktor 1) dar (Pignataro et al. 2009). Die Kandidatengene MAP2K2, MBTPS1, PRKCQ und
SNAP91 wurden auf das Vorhandensein des AREs innerhalb der cDNA bzw. des Sequenzbereichs
5000 bp vor Translationsstart und nach Translationssende iiberpriift. Uberlegungen zur Festlegung
des untersuchten Bereiches beinhalteten, dass die minimale Promotor-Region, die fiir ein basales
Transkriptionslevel notwendig ist, etwa 250 bp umfasst, die den Bereich des Transkriptionsstarts
umspannen (Pignataro et al. 2009). Kwon und Mitarbeiter untersuchten Alkohol-responsive Gene in
dem Nematoden Caenorhabditis elegans und fanden das ARE in einigen der untersuchten Gene,
jeweils in einem Bereich von maximal 500 Nukleotiden stromaufwarts des Translationsstarts (Kwon
et al. 2004). Regulatorische Elemente wie Enhancer kdnnen sich jedoch in einem viel weiter
gefassten DNA-Bereich befinden, bis zu Millionen von Basenpaaren von ihren Zielgenen entfernt.
Wobei die Zielgene meist nicht die direkt benachbarten Gene darstellen (Andersson et al. 2014; Barr
und Misener 2016). Die hochste Wahrscheinlichkeit fiir Interaktionen mit dem Promotor besteht in
dem Bereich von 600 kb vor oder hinter dem Transkriptionsstartpunkt (Mishra und Hawkins 2017).
Der von mir untersuchte Bereich von 5000 bp ist somit ein Kompromiss, der in jedem Fall die minimal
notwendige Promotor-Region abdeckt sowie weitere benachbarte DNA-Sequenz umfasst, welche
regulatorische Elemente und Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen beinhalten kénnte. Bei einem
noch weiter gefassten Bereich ware es - ausgehend von diesen in silico-Betrachtungen allein als Basis
- sehr hypothetisch von einem Auftreten des ARE auf eine Wechselwirkung mit dem interessierenden
Gen zu schlieBen.

In keinem der untersuchten Kandidatengene findet sich die Sequenz des ARE im betrachteten
Sequenz-Bereich ohne Fehlpaarung wieder. Dies trifft allerdings auch fiir die Gene SGCE und TUBB4A
zu. In den vor und hinter der cDNA gelegenen Bereichen der Gene PRKCQ und MBTPS1 sowie

TUBBA4A und SGCE konnten zumindest Sequenzen gefunden werden, die nur in als veranderlich
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beschriebenen Positionen vom Motiv des ARE abweichen. Im Falle von MAP2K2 und SNAP91
weichen die angetroffenen Sequenzen in mindestens 2 Positionen vom ARE ab, davon betrifft jeweils
mindestens eine Abweichung eine konservierte Base. Ob die in der Ndhe der Gene PRKCQ und
MBTPS1, aber auch SGCE und TUBB4A entdeckten Basenabfolgen aber nun tatsachlich als Alkohol-
responsive Elemente fungieren und die Transkription der entsprechenden Gene beeinflussen
koénnen, bleibt fragwirdig. Um dies zu lGberprifen, kénnte es daher sinnvoll sein, in funktionellen
Studien zu untersuchen, ob sich die Transkriptionslevel der Gene nach Alkoholexposition andern.

Es bleibt zu bedenken, dass sich regulatorische Elemente noch viel weiter von ihren Zielgenen
entfernt befinden kdnnen, als im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht wurde. So bleibt die
Moglichkeit bestehen, dass sowohl die Kandidatengene als auch SGCE und TUBB4A unter dem

Einfluss eines regulatorischen Elements stehen kénnten, das genau dem ARE entspricht.

Letztendlich ist in vielen Bereichen, gerade auch auf neuronaler Ebene, noch nicht abschlieRend
geklart, wie genau eine Veranderung der zelluldren Prozesse durch die Einwirkung von Alkohol von
statten geht (Abrahao et al. 2017). Es ist zum Beispiel auch denkbar, dass der Alkoholkonsum sich
nicht direkt auf die Expression der Gene auswirkt, sondern dass die Genprodukte und Alkohol an
gleichen Reaktionswegen angreifen und dabei schadigende Folgen der Mutation durch gegenteilige
Effekte des Alkohols ausgeglichen werden kénnen. Diese indirekten Effekte kbnnten insbesondere
auf Ebene der Neurotransmitter-Freisetzung und der neuronalen Erregbarkeit stattfinden. SchlieRRlich
nimmt Alkohol im Gehirn Einfluss auf verschiedene Rezeptoren (u.a. GABAa-, Glycin- und NMDA-
Rezeptoren) und darlber auf die synaptische Transmission und Plastizitat (Abrahao et al. 2017). Zur
naheren Illustrierung sei auf die Krankheitsentitat des Essenziellen Tremors hingewiesen — eine
relativ haufige Bewegungsstorung, die sich ebenfalls oft durch Alkoholkonsum bessert. Auch hier ist
die genaue Pathophysiologie noch nicht verstanden, jedoch wird eine Rolle von GABA-Rezeptoren in
der Pathogenese angenommen. Neben Ethanol scheinen weitere GABAs-Rezeptor-Agonisten
positiven Einfluss auf die Symptomschwere zu haben. Darliber hinaus wurden positive Effekte
weiterer Medikamente beschrieben, die an anderen Rezeptorsystemen angreifen u.a. Beta-Blocker
(Ondo 2016; Schaefer et al. 2018). Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass im Falle des
Essenziellen Tremors der Alkoholkonsum indirekt die motorischen Symptome supprimiert (indem die
neuronale Erregbarkeit herabgesetzt wird) und keinen direkten Einfluss auf die Expression
spezifischer Gene hat.

Nachstehend erfolgt eine Vorstellung der untersuchten Kandidatengene und Erlduterungen, weshalb
eine Assoziation von Varianten in diesen Genen mit der Entstehung einer Alkohol-responsiven
Dystonie denkbar erscheint. Dabei sollte im Hinterkopf behalten werden, dass die experimentellen

Untersuchungen und Computer-gestiitzten Analysen jedoch keine vollstandig Giberzeugenden
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Ergebnisse in Bezug auf eine ursachliche Rolle dieser Gene in der Pathogenese der Alkohol-

responsiven Dystonie liefern konnten.

PRKCQ
PRKCQ codiert fur die Protein Kinase C 6 (theta). Die Familie der Protein Kinasen C (PKC) gehort zu
den Serin-Threonin-Kinasen. Nach extrazellularer Stimulation durch verschiedene Liganden wie
Hormone, Neurotransmitter und Wachstumsfaktoren phosphorylieren sie andere Proteine und
tragen somit zur Signaltransduktion bei (Azzi et al. 1992). Dadurch sind die PKCs an verschiedensten
Prozessen wie Zellwachstum, -differenzierung und -transformation beteiligt (Meller et al. 1998).
Weiterhin wird ein regulierender Einfluss von PKCs auf die Neurotransmitter-Freisetzung
angenommen (Zimmermann 1990; Shoji-Kasai et al. 2002). Die Familie der Protein Kinase C lasst sich
anhand von enzymatischen Eigenschaften und Sequenz-Vergleichen in drei Unterfamilien
unterteilen. Die Protein Kinasen C §, €, 8 und n gehoren zur Gruppe der nPKCs (novel PKCs) (Mellor
und Parker 1998).
PKC 8 wird in T-Lymphozyten, lymphatischen Geweben, bestimmten hamatopoetischen Zellen und
Skelettmuskelzellen, v.a. im Bereich der neuromuskuldren Synapsen exprimiert (Meller et al. 1998).
Ebenso wurde ein Vorkommen in Bereichen des zentralen und peripheren Nervensystems
beschrieben sowie wahrend der Entwicklung des Kleinhirns (Wilda et al. 2001; Irani et al. 2010; Park-
York et al. 2013). PKC O ist am Rearrangement des Zytoskeletts in T-Lymphozyten, aber auch in
Endothelzellen und wahrend der Myogenese beteiligt (Michalczyk et al. 2013).
Fir die zur gleichen Unterfamilie gehérenden Isoformen 6 und € wurden maogliche Alkohol-
Bindungsstellen identifiziert (Howard et al. 2011). Nach Ethanol-Exposition zeigen sich auRerdem
erhohte Aktivitatslevel von PKC & und € (Messing et al. 1991). Insbesondere PKC € kommt eine
modulierende Rolle im Rahmen des Neuritenwachstums und der neuronalen Plastizitdt zu (Hundle et
al. 1995). Ferner ist diese Isoform in neuroprotektive Prozesse nach moderatem Alkoholkonsum
involviert, welche auch die Wechselwirkung mit Hitze-Schock-Proteinen beinhalten (Collins et al.
2009; Collins et al. 2010). Durch Untersuchungen in der Area tegmentalis ventralis konnte fir PKC 6
selbst ein regulierender Einfluss auf die durch Alkoholkonsum gesteigerte Feuerungsrate
dopaminerger Neurone gezeigt werden (Nimitvilai et al. 2013).
Basierend auf oben beschriebenen Forschungsergebnissen sprechen folgende Punkt dafir, dass
PRKCQ tatsachlich mit der Pathogenese der Alkohol-responsiven Dystonie assoziiert sein konnte:

1) PRKCQ wird in neuronalen Geweben exprimiert.

2) Es wird angenommen, dass Protein Kinasen C regulierend auf die Neurotransmitter-

Freisetzung einwirken.
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3) Studien zeigten durch PKCs modulierte neuronale Veranderungen unter dem Einfluss von
Alkohol.
4) PKC 0 istin das Rearrangement des Zytoskeletts involviert. Damit besteht ein Link zu den

Genen SGCE und TUBB4A, die fiir zytoskelettale Proteine codieren.

MBTPS1

Das zweite Kandidatengen MBTPS1 codiert fir das Protein ,Site 1-Protease” (S1P), welches zu den
Subtilisin-verwandten Serin-Proteasen gehort. S1P ist entscheidend an der Aktivierung einiger
Transkriptionsfaktoren beteiligt, darunter fallt u.a. das ,,Sterol Regulatory Element Binding Protein“
SREBP (Sakai et al. 1998). SREBPs sind zunachst an die Membran des ER gebunden und mussen in
einem zweischrittigen Prozess freigesetzt und aktiviert werden (Brown und Goldstein 1999). Bei
niedrigem Sterol-Gehalt der Zelle wird SREBP von dem Protein SCAP (SREBP cleavage-activating
protein) zum Golgi-Apparat eskortiert, wo nacheinander folgend Spaltungsreaktionen durch die
Proteasen S1P und S2P (Site 2-Protease) katalysiert werden (DeBose-Boyd et al. 1999; Hampton
2000). Der auf diese Weise aktivierte Transkriptionsfaktor SREBP transloziert zum Zellkern und bindet
dort an die Sterol-regulierenden Elemente (SREs) in den Enhancern verschiedener Gene, die v.a.
Enzyme der Cholesterin-, Triglycerid- und Fettsdauren-Biosynthese sowie der Lipid-Aufnahme
codieren. Damit spielen die SREBPs eine wichtige Rolle in der Lipid-Homoostase von Membranen,
Zellen und dem Blut (Brown und Goldstein 1999).

Auch die von Gliazellen (Schwann-Zellen im peripheren Nervensystem und Oligodendrozyten im
zentralen Nervensystem) gebildete Myelinscheide besteht zu einem hohen Anteil aus Lipiden und
erlaubt durch ihre isolierende Funktion die schnelle, saltatorische Weiterleitung von
Aktionspotenzialen. Die S1P-abhangig aktivierten SREBPs und durch sie regulierten Reaktionswege
scheinen eine wichtige Rolle in der richtigen Oligodendrozyten-Differenzierung, Myelinisierung von
Nervenfasern sowie der Entwicklung von Synapsen und synaptischer Plastizitat zu spielen (Camargo
et al. 2009; Monnerie et al. 2017). Interessanterweise konnte in Untersuchungen der Leber an einem
Zebrafisch-Modell eine verstarkte Expression von SREBP-Zielgenen nach akuter Alkohol-Exposition
gezeigt werden (Passeri et al. 2009; Howard et al. 2011).

Neben SREBPs werden ebenfalls die Transkriptionsfaktoren ATF6 und CREBH S1P-abhangig
freigesetzt. CREBH fiihrt im Rahmen einer akuten entziindlichen Reaktion zur Expression von Akute
Phase Proteinen (Zhang et al. 2006), wahrend aktives ATF6 eine Rolle in der Antwort auf ER-Stress
spielt und zur verstarkten Bildung von im ER lokalisierten Chaperonen fiihrt (Ye et al. 2000; Nadanaka
et al. 2007). Bemerkenswert dazu ist, dass seltene Missense-Varianten in dem Transkriptionsfaktor

ATF4 bei Patienten mit sporadischer zervikaler Dystonie entdeckt werden konnten. AuRerdem ist
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ATF4 am Signalweg der , Integrierten Stress Response” (ISR) beteiligt, welcher eine Rolle in der
Pathogenese der DYT1-Dystonie spielt (Rittiner et al. 2016).

Daneben ist S1P wichtig fiir die Markierung lysosomaler Enzyme mit Ziel-Signalen und somit fiir die
storungsfreie Biogenese und Funktion von Lysosomen (Velho et al. 2017). Die Wichtigkeit von S1P fiir
die Integritat des Gesamtorganismus zeigt sich unter anderem darin, dass homozygote MBTPS1
knockout Mause nicht lebensfahig sind und bereits in der Embryonalperiode versterben (Yang et al.
2001). In Menschen wurde kirzlich eine heterozygote de novo Missense-Mutation im MBTPS1-Gen in
Assoziation mit einem komplexen Phanotyp nachgewiesen, welcher neuromuskuldre Symptome wie
muskuldre Erschopfung, Myalgien, episodische CK-Erhohungen und eine small fiber-Neuropathie
beinhaltete (Schweitzer et al. 2019).

Flr MBTPS1 als Kandidatengen in der Entstehung der Alkohol-responsiven Dystonie spricht:

1) Das codierte Protein S1P ist in Reaktionswege involviert, die fir den Aufbau von
Myelinscheiden und fiir die Differenzierung von Oligodendrozyten wichtig sind und hat somit
eine Bedeutung fiir die storungsfreie Weiterleitung von neuronalen Signalen.

2) Nach Alkohol-Exposition kommt es zu einer verdnderten Expression von SREBP-Zielgenen.

3) S1Pist entscheidend fiir die Freisetzung und Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren. Hier findet sich eine Verbindung zu Alkohol-responsiven Genen, die
ein regulatorisches Bindeelement fiir einen Transkriptionsfaktor (HSF-1) aufweisen.

4) Kirzlich wurde eine humane de novo Missense-Mutation mit einem Krankheitsbild in
Verbindung gebracht, das durch Symptome wie neuromuskulare Schwache und Neuropathie

auf die Beeintrachtigung neuronaler Erregungsleitung hindeutet.

MAP2K2

MAP2K2 codiert flr die ,Mitogen aktivierte Protein Kinase Kinase 2“, welche auch mit dem Symbol
MEK2 bezeichnet wird. Als Bestandteil der Raf-1-> MEK -> MAP-Kinase-Kaskade ist es an der
Signalweiterleitung verschiedener Rezeptoren der Zelloberflache beteiligt. Zu den extrazelluldren
Signalen, die zur Aktivierung der MAP-Kinasen fiihren, gehdren unterschiedliche Wachstumsfaktoren
wie EGF (epidermal growth factor), NGF (nerve growth factor), FGF (fibroblast growth factor) und
PDGF (platelet-derived grwoth factor), Zytokine und Hormone. Dariiber werden Prozesse wie
Wachstum, Differenzierung, Transkription und Metabolismus reguliert (Davis 1993; Zheng und Guan
1993; Tartaglia und Gelb 2010).

Es gibt drei verschiedene humane Isoformen von MEK: MEK1, MEK2 und MEK3, wobei in in vitro-
Experimenten nur MEK1 und MEK2 die Eigenschaft aufwiesen, die MAP-Kinasen 1 und 2 aktivieren zu
kénnen. Hierfiir ist die Phosphorylierung an je einem spezifischen Threonin- und Tyrosin-Rest

notwendig (Zheng und Guan 1993). Direkte Substrate der MAP-Kinasen sind Zelloberflachen-Proteine
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wie der EGF-Rezeptor, Phospholipase A2, zytoplasmatische Kinasen, Komponenten des Zytoskeletts
sowie Transkriptionsfaktoren (Davis 1993; Guan 1994). Ebenso werden Mikrotubuli-assoziierte
Proteine sowie Enzyme, die an fokalen Adhasionen angreifen, phosphoryliert. Damit kommt den
MAP-Kinasen eine Bedeutung im Rahmen der Zell-Migration und der dynamischen Mikrotubuli-
Polymerisation zu (Hoshi et al. 1992; Huang et al. 2004).

Im Gehirn sind die MAP-Kinasen an Prozessen der synaptischen Plastizitdt, des Lernens und
Gedachtnisses beteiligt (Thomas und Huganir 2004). Daneben sind Veranderungen im MEK - MAP-
Kinase-Reaktionsweg sowohl nach akutem Alkohol-Konsum als auch bei neuroadaptiven
Verdnderungen im Rahmen einer Alkohol-Abhangigkeit beschrieben (Hansson et al. 2008; Agoglia et
al. 2015).

Mutationen in den Genen MAP2K1 und MAP2K2 machen etwa 20 % der Falle eines seltenen
angeborenen Krankheitsbildes aus, das als Kardio-Fazio-Kutanes-Syndrom bezeichnet wird. Dieses ist
gekennzeichnet durch mentale Retardierung, Entwicklungsverzégerung, faziale Dysmorphien,
ektodermale Abnormalitdten und Herzfehler (Dentici et al. 2009; Tartaglia und Gelb 2010).

Kurz gesagt finden sich in der Literatur folgende Hinweise auf eine mogliche Verkniipfung von
MAP2K2 mit Alkohol-responsiven Dystonien:

1) Das codierte Protein MEK2 ist an der Signaltransduktion verschiedenster Liganden beteiligt,
u.a. des Nerven-Wachstum-Faktors.

2) MEK2 ist Bestandteil einer Reaktions-Kaskade zu deren Ziel-Substraten Komponenten des
Zytoskeletts sowie Mikrotubuli-assoziierte Proteine gehoren. Dies ldsst wiederum an die
bereits bekannten Krankheits-assoziierten Gene SGCE und TUBB4A denken, deren
Genprodukte am Aufbau des Zytoskeletts beteiligt sind.

3) Die MEK-MAP-Kinase-Kaskade ist an neuroadaptiven Verdanderungen im Rahmen einer
Alkohol-Abhdngigkeit beteiligt.

4) Mutationen in diesem Gen sind bereits mit einem menschlichen Krankheitssyndrom
assoziiert, worin mentale Retardierung und Entwicklungsverzégerung klar auf eine

Beteiligung des zentralen Nervensystems hinweisen.

SNAPI91

Das vierte Kandidatengen SNAP91 codiert fiir das ,Synaptosomal-associated protein, 91-KD“. Das
codierte Protein wird auch als AP180 (Assembly Protein, 180 KD) bezeichnet. Im Gehirn wird das
Protein spezifisch in neuronalen Zellen im Bereich von Synapsen exprimiert (Zhou et al. 1992).
Anhand von Mausegehirnen konnten besonders hohe Expressionslevel der mRNA bzw. des Proteins
am 4. bzw. 7. postnatalen Tag gezeigt werden - einer Zeitperiode, in der auch die aktive

Synaptogenese und Synapsenreifung stattfinden (Sousa et al. 1992).
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AP180 weist verschiedene Domanen auf, u.a. ein Motiv zur Bindung an Clathrin (Morris et al. 1993)
und eine sogenannte ANTH (AP180 N-terminal homology)-Domane (Kaempf und Maritzen 2017).
Hierliber kann eine Bindung an das Lipid Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphonat erfolgen. AulRerdem
scheint hierlber eine Bindung an Tubulin und damit eine Komponente des zelluldren Zytoskeletts
moglich zu sein (Hussain et al. 2003). Eine entscheidende Bedeutung kommt der ANTH-Domane in
der Bindung an Synaptobrevin Il zu (Koo et al. 2011). Dieses ist ein in der Membran synaptischer
Vesikel lokalisiertes Protein, welches durch die Interaktion mit Syntaxin und SNAP-25 in der
prasynaptischen Plasmamembran eine entscheidende Rolle in der Freisetzung von
Neurotransmittern spielt. Synaptobrevin Il vermittelt die auf ein Aktionspotenzial folgende, Ca?* -
abhangige Fusion synaptischer Vesikel und damit die Exozytose von Neurotransmittern und
Weiterleitung des neuronalen Signals (Kaempf und Maritzen 2017). An dieser Stelle ist es interessant
zu erwahnen, dass bei einigen Dystonieformen die krankheitsursachlichen Mutationen Auswirkungen
auf die zellulidre Ca**~-Homdostase und Ca%*-abhingige Signalweitergabe haben. Die betroffenen Gene
sind HPCA, ANO3 und KCTD17 (Charlesworth et al. 2012; Mencacci et al. 2015; Helassa et al. 2017,
Osypenko et al. 2019).
Fir die Reformierung der synaptischen Vesikel, um fir einen weiteren Zyklus der Neurotransmitter-
Freisetzung bereitzustehen, werden Proteine wie Synaptobrevin Il internalisiert und recycelt. Hierflr
ist eine Sortierung erforderlich, da die synaptischen Vesikel eine spezifische Verteilung der
assoziierten Proteine im richtigen stochiometrischen Verhaltnis aufweisen miissen. AP180 bindet
Synaptobrevin Il und ist entscheidend fiir dessen Endozytose. Daneben scheint Synaptophysin als
weiteres Protein eine Rolle in der ungestérten Wiederaufnahme von Synaptobrevin Il zu spielen
(Gordon und Cousin 2016).
AP180 knockout-Mause wiesen neben einer friihen postnatalen Sterblichkeit eine
Wachstumsretardierung, Verhaltensauffalligkeiten und epileptische Anfélle auf. Letztere traten
aufgrund eines Ungleichgewichts zwischen exzitatorischer und inhibitorischer Neurotransmission auf
(Kaempf und Maritzen 2017). Ferner werden die eng interagierenden Proteine Synaptobrevin I,
Synaptophysin, AP180 und CALM mit verschiedenen neurologischen Erkrankungen wie
Intelligenzminderung und Alzheimer in Verbindung gebracht (Gordon und Cousin 2016).
Im Falle von SNAP9I1 ist eine Beteiligung in der Entstehung einer neurologischen Erkrankung wie
einer Dystonie leicht vorstellbar, denn:

1) Das Genprodukt AP180 ist direkt an Prozessen der synaptischen Transmission beteiligt.

2) An Mausegehirnen konnten hohe Expressionslevel in einer Zeitperiode der Synpasenreifung

gezeigt werden.

3) AP180 knockout-Mause zeigen neurologische Auffalligkeiten wie epileptische Anfalle.
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4) AP180 interagiert eng mit anderen Proteinen die mit der Pathogenese verschiedener

neurologischer Erkrankungen in Verbindung gebracht werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich eine Assoziation der Gene PRKCQ, MBTPS1, MAP2K2
und SNAP91 mit der Alkohol-responsiven Dystonie anhand der durchgefiihrten Versuche weder
ausschlieBen noch bestatigen lasst. Die in der Literatur beschriebenen Funktionen der codierten
Proteine lassen eine Beteiligung dieser Gene an der Entstehung der Bewegungsstorung Dystonie
theoretisch als moglich erscheinen. Auch eine Beeinflussung von Reaktionswegen, an denen die
entsprechenden Proteine beteiligt sind, durch Alkoholkonsum erscheint denkbar bzw. wurde bereits
beschrieben. Ob die identifizierten genetischen Varianten aber Giberhaupt zu einer veranderten
Funktion auf Proteinebene fiihren, lasst sich auf Basis der durchgefiihrten Untersuchungen nicht
beurteilen. Ebenso wenig lasst sich sagen, ob sich die Transkriptionslevel (nach Alkoholkonsum) der
Varianten-tragenden Gene, insbesondere im Gehirn, gegeniber Wildtyp-Allelen unterscheiden.
Gegen PRKCQ, MBTPS1, MAP2K2 und SNAP91 als neue Krankheits-verursachende Gene spricht, dass
sich unter den zusatzlich untersuchten 309 Patienten keine weiteren Protein-verdndernden
Varianten finden lieen. Wobei dazu gesagt werden muss, dass nicht alle codierenden Exons geprift
wurden, sondern nur jeweils die beiden Exons, in denen die urspriinglich betrachteten Individuen
Varianten aufweisen. Dariber hinaus sind die genetischen Ursachen von Dystonien sehr heterogen
und erklaren einzelne Krankheitsgene jeweils nur einen sehr geringen Anteil an Krankheitsfallen. Dies
ist leicht daran zu erkennen, dass liber 250 Gene mit dem Auftreten von Dystonien/ Dystonie-
Syndromen assoziiert sind (Zech et al. 2017) und gleichzeitig die Pravalenz von Dystonien nur etwa 16
pro 100.000 Einwohner betragt (Steeves et al. 2012). Es ist denkbar, dass durch Untersuchungen in
einem deutlich gréReren Patientenkollektiv, weitere Mutationen in meinen Kandidatengenen hatten
detektiert werden kénnen.

In diesem Projekt beruhte die Filterung der Exom-Daten zur Entdeckung neuer, mit Alkohol-
responsiver Dystonie assoziierter Kandidatengene auf der Annahme, dass mindestens bei zwei der
Betroffenen Varianten im gleichen Gen krankheitsverursachend sind. Aufgrund der oben genannten
genetischen Heterogenitat ware es aber ebenso denkbar, dass bei den sieben untersuchten
Individuen Varianten in sieben verschiedenen Genen krankheitsursachlich sind. Moglicherweise
waren die den Filterschritten unterliegenden Annahmen zu streng gewahlt, sodass die wirkliche
verursachende Variante herausgefiltert wurde. Daneben stammten die Exom-Datensdtze noch aus
dem Jahr 2015, als die Technologie der Exom-Sequenzierung weniger ausgereift und fehleranfalliger
als heute war. Es ist daher auch moglich, dass die tatsachlich pathogenen Varianten im Rahmen der
Sequenzierung gar nicht detektiert wurden.

AuBerdem ist anzumerken, dass das Studiendesgin lediglich auf monogenetische, direkt Protein-

verandernde exonische Varianten ausgelegt war. Neben dem maoglichen Einfluss von intronischen
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und intergenischen Varianten missen auBerdem polygenetische Ursachen in Betracht gezogen
werden. Auch epigenetische Faktoren, eine reduzierte Penetranz, Mosaik-Auspragungen oder
Mutationen auf Ebene der mitochondrialen DNA sollten als Einflussfaktoren in Betracht gezogen
werden. All diese Fragestellungen missen in zukiinftigen Studien weiter beleuchtet werden, sodass

die Erforschung Alkohol-responsiver Dystonien noch lange nicht an ihrem Ende angelangt ist.

4.2 Trio-Exom-Sequenzierung als wirkungsvoller Ansatz zur Identifizierung
von genetischen Ursachen bei Dystonien

Ziel des zweiten Arbeitsteils meiner Doktorarbeit war es, die zugrundeliegenden genetischen
Ursachen fir die Dystonieerkrankungen zweier junger Patienten, ausgehend von Trio-Exom-
Sequenzierungs-Datensatzen, zu identifizieren. Die ermittelten Kandidatengene werden in den
folgenden Kapiteln ausfihrlich vorgestellt und deren Plausibilitat in der Pathogenese der

beobachteten Krankheitsbilder diskutiert.

4.2.1 GNB1-Mutation als Krankheitsursache bei einer Patientin mit generalisierter
Dystonie und Intelligenzminderung

Das komplexe klinische Erscheinungsbild der ersten untersuchten Patientin umfasst eine
generalisierte Dystonie, Hypotonie und Intelligenzminderung. Im Rahmen meiner Erforschungen
wurde die Variante p.D118G in dem Gen GNB1 entdeckt und erscheint nun als Krankheitsursache bei
der Indexpatienten als gesichert. Nach der Filterung des Trio-Exom-Datensatzes war diese als beste
Variante Ubriggeblieben. Daneben erfiillten zwei compound heterozygote Varianten im Gen PTPN13
die angesetzten Einschlusskriterien. Die Vorhersagen verschiedener in silico-Pradiktionsprogramme,
insbesondere der hohe CADD-Score von 31, lieRen dabei die GNB1-Variante von Anfang an als
Krankheitsursache deutlich wahrscheinlicher erscheinen. Fiir die Pathogenitdat der GNB1-Mutation
spricht ebenfalls, dass in den Daten des Exome Aggregation Consortiums (ExAC) insgesamt nur sehr
wenige Varianten in diesem Gen gelistet sind. Die Diskrepanz zwischen der erwarteten und
beobachteten Anzahl an Missense-Mutationen und die Tatsache, dass keine Loss of function-
Mutationen in den tGber 60.000 bei ExAC erfassten Individuen beobachtet werden konnten, deuten
darauf hin, dass die Funktionalitat des GNB1-Genprodukts essentiell fiir den Gesamtorganismus ist (s.
Tab. 26 im Ergebnis-Teil).

Die durchgefiihrte Expressionsanalyse konnte zeigen, dass GNB1 in relevanten Mengen in
neuronalen Geweben exprimiert wird. Daher erscheint es wahrscheinlich, dass Mutationen in diesem

Gen auch an der Entstehung von Krankheiten beteiligt sein kdnnten, die das zentrale Nervensystem
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betreffen - wie z.B. der bei der Indexpatientin beobachteten globalen Entwicklungsverzégerung und
generalisierten Dystonie.

Um mogliche Auswirkungen der p.D118G-Variante auf die intrazelluldre Lokalisation des GNB1-
Genproduktes zu erforschen, wurde eine Immunfarbung durchgefihrt. Hierfiir wurden Fibroblasten
und SH-SY5Y-Zellen transient mit einem GNB1-WT-Plasmid bzw. einem GNB1-c.353A>G-Plasmid
transfiziert. In diesem Experiment konnten keine Unterschiede in der Lokalisation und Starke der
Expression des GNB1-Genprodukts zwischen dem GB1-Wildtyp und der GB1-Mutante gezeigt
werden. Kritisch anzumerken ist allerdings, dass das Aussehen eines GroRteils der Zellen (sowohl der
WT-Plasmid-haltigen als auch der GNB1-c.353A>G-Plasmid-haltigen Zellen) nicht dem erwarteten
Aussehen von gesunden Zellen entsprach. Zur Uberpriifung der Ergebnisse wire daher eine
Wiederholung des Versuchs notwendig gewesen. Darauf wurde aus finanziellen und zeitlichen
Grinden jedoch verzichtet. AuRerdem ist anzumerken, dass die unveranderte intrazellulare
Verteilung von GB1 keine Aussage Uber dessen Funktionsfahigkeit zulasst.

Um die Implikation eines bestimmten Gens in der Verursachung einer definierten Erkrankung bzw.
eines Symptomkomplexes zu validieren, ist es nétig, weitere Falle mit Mutationen in diesem Gen zu
finden. Zu diesem Zweck wurden Gber 90 institutseigene DNA-Proben von Patienten mit einem
Gberlappenden klinischen Bild per Sanger-Sequenzierung auf exonische, Protein-verdandernde
Varianten hin untersucht. Durch dieses Screening konnte allerdings kein weiterer Mutationstrager
identifiziert werden. Jedoch wurden etwa zur gleichen Zeit der Entdeckung der p.D118G-Variante bei
unserer Indexpatientin von Petrovski und Mitarbeitern 13 weitere Patienten mit de novo-Mutationen
im Gen GNBI1 publiziert (Petrovski et al. 2016). Diese wiesen alle — vergleichbar mit der hier
betrachteten Indexpatientin — eine globale Entwicklungsverzégerung sowie verschiedene weitere
klinische Zeichen auf. Somit war eine zusatzliche unabhangige Evidenz fiir die Pathogenitat von

Missense-Varianten im GNB1-Gen gegeben.

GNB1 codiert die B1-Untereinheit eines Guanin-Nukleotid bindenden Proteins: GB1. Diese interagiert
mit den G-Protein-Untereinheiten a- und y. Im inaktivierten Zustand bilden die drei Untereinheiten
einen heterotrimeren Komplex und GDP ist an die a-Untereinheit gebunden. GB1 kommt in
Zusammenhang mit Liganden-aktivierten Rezeptoren, sogenannten G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) vor und reguliert verschiedene in der Signalkaskade nachgeschaltete Effektor-
Enzyme und lonenkanale (Lambright et al. 1996; Ford et al. 1998). Bindet ein Ligand an den GPCR,
flhrt dies zur G-Protein-Aktivierung. Das an die a-Untereinheit gebundene GDP wird durch GTP
ausgetauscht und die a-Untereinheit dissoziiert vom By-Dimer. Die Bindungsflache fir die a-
Untereinheit Gberlappt mit den Interaktionsflachen fiir verschiedene Effektor-Molekile (Ford et al.

1998). Nach Aktivierung werden sowohl die a-Untereinheit als auch das By-Dimer frei, um mit
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nachgeschalteten Effektoren zu interagieren. Im Falle vom GBy-Dimer sind dies unter anderem
Phospholipasen, Adenylatcyclasen, G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Kinasen, Phosphoinositol-3-
Kinasen und lonenkanale (Ford et al. 1998). Die Tatsache, dass GB1 z.B. Calcium-lonenkanéle in
Neuronen inhibiert (Garcia et al. 1998), legt nahe, dass das Protein eine wichtige Rolle in der
Signallbertragung an neuronalen Synapsen spielen kdnnte.

Weiterhin flir GNB1 als verursachendes Krankheitsgen spricht, dass GB1 mit verschiedenen Ga-
Untereinheiten interagiert, u.a. mit GNAL und GNAOQ1, die selbst mit neurologischen Erkrankungen
wie Dystonien assoziiert sind (Petrovski et al. 2016). Es ist bekannt, dass Mutationen im Gen GNAL
zur Dystonie-Form DYT-GNAL (DYT25) fiihren (Fuchs et al. 2013). Eine weitere Ga-Untereinheit,
GNAO1, ist sowohl mit epileptischer Enzephalopathie (Nakamura et al. 2013) als auch mit einer
progressiv verlaufenden Bewegungsstorung mit choreatiformen und ballistischen Bewegungen in
Verbindung gebracht worden (Ananth et al. 2016).

All diese Erkenntnisse ergdanzen das Bild von mit G-Protein-Signalwegen assoziierten neurologischen
Erkrankungen und unterstreichen die Plausibilitdt von GNB1 als Krankheitsgen in der in diesem
Projekt untersuchten Patientin. Konkret auf eine mogliche Pathogenitat der p.D118G-Variante
deuten auch die Ergebnisse einer in vitro-Untersuchung. Hier zeigte sich auf funktioneller Ebene, dass
eine Mutation an Position 117 zu einer verminderten Bindung an die B-adrenerge Rezeptor-Kianse 1
(BARK1) und eine Mutation an Position 119 zu einer veranderten Interaktion mit Calcium-
lonenkanélen fiihrt (Ford et al. 1998). Diese Erkenntnisse legten nahe, dass auch die p.D118G-

Variante zu Beeintrachtigungen in der Wechselwirkung mit Effektor-Molekilen fiihren kdnnte.

AnschlieBende Untersuchungen der p.D118G-Variante mittels eines BRET-Assays konnten dann
zeigen, dass diese Mutation die Agonist-induzierte G-Protein-Aktivierung Gber den D1-Rezeptor-
Signalweg beeinflusst (Lohmann et al. 2017). In diese Studie wurden 9 weitere GNB1-Missense-
Mutationen eingeschlossen, die durch eine Kooperation mit der Centogene AG (Rostock) bekannt
geworden waren: p.L30F, p.R52G, p.G64V, p.HI1R, p.A92T, p.P94S, p.R96L, p.A106T und p.K337Q.
Die dafir eingesetzten GNB1-Mutanten-Venus-Plasmide wurden im Rahmen der experimentellen
Arbeiten meiner Dissertation erzeugt.

Im Zuge der funktionellen Studien konnte fiir die beiden Mutationen p.G64V und p.A106T eine im
Vergleich zum Wildtyp deutliche Beeintrachtigung in der GBy-Dimer-Formation festgestellt werden.
In der weiterflihrenden Betrachtung der Wechselwirkung des GBy-Dimers mit Ga,ir und dem By-
Effektor-Molekiil GRK konnten zusatzlich zu den beiden oben genannten Mutationen ebenso fiir die
Varianten p.P94S und p.R96L eine Veranderung im Vergleich zum Wildtyp gezeigt werden. Es ist
bekannt, dass der Bereich des Proteins, in dem sich P94 und R96 befinden, fur die Interaktion mit
Effektor-Bindungspartnern wichtig ist (Lodowski et al. 2003). Daher wird angenommen, dass die

oben genannten Mutationen zu einer herabgesetzten Fahigkeit der Signalweitergabe von GB1y7 an
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den Effektor fiihrt. Im Gegensatz zu den zuvor genannten Mutationen weist die Mutante p.A92T ein
hohes basales BRET-Signal auf, was fiir eine Beeintrachtigung in der Wechselwirkung mit Goyr
spricht.

In einem weiteren Teilversuch wurde schlieBlich die Signalweitergabe (iber den Dopamin Typ 1-
Rezeptor-Signalweg nach Agonisten-induzierter Aktivierung untersucht. Neben den bereits oben
genannten Mutationen zeigten hier aullerdem die Varianten p.D118G und p.R52G eine signifikante
Beeintrachtigung. Beide Reste umgeben die Ga-Bindungsstelle, sodass eine Rolle in der
Neuanordnung des heterotrimeren G-Proteins nach Liganden-Bindung an den D1R plausibel
erscheint.

Fiir die Varianten p.L30F, p.H91R und p.K337Q unterschied sich das Verhalten in den durchgefiihrten
Untersuchungen nicht vom Wildtyp. Dies bedeutet moglicherweise, dass es sich hierbei um zwar
seltene, aber benigne Varianten handelt, da nicht alle raren Varianten in gegebenen Krankheitsgenen
auch pathogen sind.

In den Jahren 2017 bis 2019 wurden etliche weitere Krankheitsfélle von Patienten mit GNB1-
Mutationen beschrieben. Die beobachteten klinischen Auffalligkeiten umfassen
Entwicklungsverzégerung/ Intelligenzminderung, neuromotorische und weitere breitgefacherte
Symptome (Brett et al. 2017; Hemati et al. 2018; Szczaluba et al. 2018; Endo et al. 2019; Jones et al.
2019). Mittlerweile sind nun 53 Patienten bekannt, bei denen Mutationen im Gen GNBI1 als
Krankheitsursache angenommen werden. Beachtet man, dass oben genannte funktionelle
Untersuchungen darauf hindeuten, dass die Varianten p.L30F, p.H91R und p.K337Q moéglicherweise
benigne sein kdnnten, verbleiben immerhin 50 betroffene Individuen (Petrovski et al. 2016;
Steinriicke et al. 2016; Brett et al. 2017; Lohmann et al. 2017; Hemati et al. 2018; Szczaluba et al.
2018; Endo et al. 2019; Jones et al. 2019). Ohne Berlicksichtigung der 3 zuletzt genannten Varianten
handelt es sich bei dem Mutationsspektrum um 25 verschiedene Missense- sowie 2 Frame-Shift- und
2 SpleiR-Stellen-Mutationen. Von den 25 Missense-Varianten sind 18 verschiedene Protein-
Positionen betroffen, davon befinden sich 14 in den Exons 6 und 7 (s. Abb. 26). Die Varianten
aggregieren damit in einer Region, von der bekannt ist, dass sie flir die Interaktion mit der Ga-
Untereinheit und verschiedenen Effektor-Molekiilen von Bedeutung ist (Lambright et al. 1996). Die
Frame-Shift- und SpleiR-Stellen-Mutationen fihren zu verkiirzten Proteinen. Nicht funktionsfahige
Proteine bzw. fehlerhafte RNA werden in Zellen abgebaut, was zu einem Verlust an funktionellem
Protein fiihrt (Lohmann et al. 2017).

Die haufigste bisher beschriebene GNB1-Mutation ist ¢.239T>C, p.I80T mit 12 betroffenen Patienten.
Unter Berlicksichtigung von 2 zusatzlichen Patienten mit der Variante ¢.239T>A, p.I80N sind 28 % der

bekannten Patienten von einem Aminosaure-Austausch an der gleichen Position betroffen.
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Abbildung 26: Schematische Darstellung von GNB1-Varianten.

Die codierenden Exons des Gens GNBI1 sind als blaue Rechtecke dargestellt, flankiert von der jeweiligen untranslatierten
Region. Frame-Shift- und Spleil-Stellen-Mutationen sind in schwarz umrandeten Kastchen gezeigt. Bei den restlichen
Mutationen handelt es sich um Missense-Varianten. Die nach den funktionellen Studien von Lohmann und Mitarbeitern
(2017) moglicherweise als benigne beschriebenen Varianten sind in hellblau geschrieben, die im Rahmen meiner
Promotionsarbeit entdeckte Variante p.D118G in roter Farbe. Die Mutationen wurden in folgenden Publikationen
beschrieben: Petrovski et al. 2016; Steinriicke et al. 2016; Brett et al. 2017; Lohmann et al. 2017; Hemati et al. 2018;
Szczatuba et al. 2018; Endo et al. 2019; Jones et al. 2019.

Bemerkenswerterweise wurden auch bei 2 weiteren Patienten die Variante c.353A>G, p.D118G
entdeckt, die ich im Rahmen meiner Promotionsarbeit als pathogene Variante bei der untersuchten
Indexpatienten identifizieren konnte (Steinriicke et al. 2016; Hemati et al. 2018). Nimmt man einen
weiteren Krankheitsfall mit der GNB1-Mutation ¢.352G>T, p.D118Y (Jones et al. 2019) hinzu, ist die
Protein-Position 118 bei 8 % (4/50) der bekannten Patienten betroffen. Alle 4 Patienten weisen eine
Hypotonie auf, die Patientin mit der p.D118Y-Mutation dazu eine generalisierte Dystonie und
myoklonische Bewegungsstorungen. Wahrend die in dieser Dissertation beschriebene Patienten
bereits im Jahr 2001 geboren wurde und die Patientin mit der p.D118Y-Mutation ein 16-jahriges
Madchen ist, sind die beiden weiteren Patientinnen erst zwei Jahre alt. Beachtet man den
Krankheitsverlauf der beiden Jugendlichen, erscheint es durchaus moglich, dass sich auch bei den
beiden kleinen Madchen noch motorische Auffalligkeiten entwickeln und sich damit dem Phanotyp
der beiden Alteren annihern werden.

Bei Betrachtung des phanotypischen Spektrums der 50 Betroffenen, fillt als bei allen vorhandenes
Symptom eine Entwicklungsverzégerung oder Intelligenzminderung auf. AuBerdem leiden 25 der
Individuen an epileptischen Anfallen, 39 an abnormalem Muskeltonus und 29 an ophthalmologischen
Einschrankungen (z.B. Ophthalmoplegie, Strabismus, Nystagmus). Dariiber hinaus sind verschiedene
Bewegungsstorungen (Tics, Ataxie, Dystonie oder Chorea in mindestens 16 Fallen) haufige

Symptome. Daneben wurden Anomalien weiterer Organsysteme beschrieben, u.a. gastrointestinale
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Symptome, Horschwierigkeiten, kardiovaskuldre Defekte sowie Auffalligkeiten der Haut und der Uro-
Genitalregion (Hemati et al. 2018).

Die grol3e Breite und Variabilitat der durch Mutationen im GNB1-Gen verursachten klinischen
Auffalligkeiten entspricht der Beobachtung, dass sich Entwicklungsverzogerungen und
Intelligenzminderungen haufig begleitet von einem sehr heterogenen Symptomenkomplex
prasentieren (Vissers et al. 2016). Interessanterweise fiihren Mutationen in den Genen GNB2 und
GNBS5, welche fir die G-Protein-Untereinheiten B2 und B5 codieren, ebenfalls zu komplexen
Syndromen, die unter anderem eine Intelligenzminderung beinhalten (Lodder et al. 2016; Malerba et
al. 2018; Fukuda et al. 2019). In der weiteren Erforschung solch sowohl phanotypisch als auch
genetisch vielfaltiger Krankheitsbilder stellt die Exom-Sequenzierung ein wichtiges Instrument dar.
Die Methode kann nicht nur helfen nach und nach immer mehr krankheitsverursachende Gene zu
identifizieren, sondern auch wie im Fall von GNB1 das phanotypische Spektrum eines Krankheitsgens
aufzudecken. Im konkreten Fall der im Rahmen meiner Doktorarbeit beschriebenen Indexpatientin
konnte mit Hilfe der Trio-Exom-Sequenzierung mit groRer Sicherheit als genetische

Krankheitsursache die GNB1-Mutation p.D118G identifiziert werden.

4.2.2 TBC1D9B als potenzielles Krankheitsgen bei einem jungen Patienten mit isolierter
generalisierter Dystonie

Ebenso wie im vorherigen Projekt ging es in diesem Teil der vorliegenden Promotionsarbeit darum,
die genetische Ursache fiir die (in diesem Fall isolierte) generalisierte Dystonieerkrankung eines
Patienten zu identifizieren. Es wurden wiederum die durch eine Trio-Exom-Sequenzierung
entdeckten, vom Referenzgenom abweichenden Varianten nach Kandidatengenen gefiltert. Nach
den Filterschritten und der Validierung durch Sanger-Sequenzierung verblieb lediglich eine de novo
heterozygote Variante als vielversprechender Kandidat: c.1430T>A, p.M477K im Exon 9 des Gens
TBC1D9B. Diese Variante wies aber nicht in allen betrachteten in silico-Pradiktionsprogrammen eine
potenziell schadigende Wirkung auf. Zum Beispiel liegt der CADD-Score mit 15,63 deutlich niedriger
als bei der GNB1-Variante fiir die erste Patientin und bedeutet, dass die Variante nur zu den 10 % der
schadlichsten Varianten im menschlichen Genom gehort. Wahrend die GNB1-Mutation mit einem
CADD-Score von 31 Teil der 0,1 % am wenigsten tolerierten Veranderungen im menschlichen Genom
ist.

Die Sequenzierung des Exons 9 des TBC1D9B-Gens in DNA-Proben von 160 weiteren Dystonie-
Patienten konnte nicht zur Identifizierung zuséatzlicher Mutationstrager fiihren. AuRerdem wurde
mithilfe der Website ,,GeneMatcher” (https://genematcher.org) nach einem zweiten Krankheitsfall
mit Mutation im selben Gen gesucht. Auf dieser Website kdnnen Forscher potenzielle

Krankheitsgene eingeben. Hinterlegt ein zweiter Forscher einen weiteren Krankheitsfall mit einer
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Mutation im selben Gen, werden beide benachrichtigt und knnen miteinander in Kontakt treten,
um z.B. den Phanotyp zu vergleichen. Jedoch konnte auch auf diese Weise kein weiterer
Mutationstrager ermittelt werden.

Da keine zusatzlichen Experimente wie z.B. funktionelle Versuche durchgefiihrt wurden, lasst sich
nicht sagen, ob bzw. zu welchen Veranderungen der Aminosaureaustausch p.M477K auf zellularer
Ebene flihrt und ob dadurch wichtige Reaktionskaskaden beeintrachtigt werden.

Das Gen TBC1D9B codiert das Mitglied 9B der TBC 1-Domanen-Protein-Familie. Das Genprodukt wird
neben anderen auch in neuronalen Geweben exprimiert, u.a. im zerebralen Kortex, dem
Hippocampus und dem Kleinhirn (https://www.proteinatlas.org, letzter Zugriff: 08.11.2019).
TBC1D9B hat 5 verschiedene funktionelle Domanen: die Gram 1- und Gram 2-Domaéne, die TBC-
Domaéne, die EF-Hand-Domane sowie die ATG8-Interaktions-Domane (Gallo et al. 2014; Liao et al.
2018). Die von mir entdeckte Variante p.M477K befindet sich jedoch auRerhalb der genannten
Domanen. TBC1D9B gehort zu einer grolRen Familie mit Giber 40 identifizierten TBC-Domanen-
haltigen Proteinen in Menschen und Mausen. Von einigen ist eine Wechselwirkung mit Rab-
Proteinen bekannt: Und zwar fungieren diese als GTPase-aktivierende Proteine (GAP). Das heil3t, sie
stimulieren die GTP-Hydrolyse von GTP-gebundenen Rab-Proteinen und lberfiihren diese dadurch in

einen inaktiven Zustand (Abb. 27) (Stenmark 2009; Fukuda 2011).

Abbildung 27: Rab-Zyklus zwischen Vesikel/Organelle
inaktivem und aktiviertem Zustand

(adaptiert nach Fukuda 2011, Abb.1).

GAP: GTPase-aktivierendes Protein,

GEF: Guanin-Nukleotid-Austausch T
Faktor (guanine-nucleotide- ransport
exchange factor), GDP:

Guanosindiphosphat, GTP:

Guanosintriphosphat. I
Rab-Proteine wechseln zwischen B GTP
zwei Aktivitdtszustanden: dem GDP-

gebundenen inaktiven Zustand und
dem GTP-gebundenen aktiven Aktivierter Zustand
Zustand. Der Wechsel zwischen den

Zustanden wird durch aktivierende
(GEF) und inaktivierende (GAP)
Enzyme reguliert. Im aktivierten
Zustand kann Rab an spezifische

Organellen/ Vesikel binden und
deren Transport initiieren.

Inaktivierende
Enzyme ’ ‘
(TBCu.a.)

inaktivierter Zustand

Fir diese Interaktion spielt die TBC-Domane eine wichtige Rolle (Pan et al. 2006). TBC1D9B selbst
interagiert mit den Rab-Proteinen Rabl1la, Rab11b und Rab4a. Es konnte jedoch nur fiir das Protein

Rab11la nachgewiesen werden, dass dieses ein Substrat fir die TBC1D9B-vermittelte GTP-Hydrolyse
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ist (Gallo et al. 2014). Rab11 ist an der Regulation verschiedener vesikularer Protein-
Transportprozesse beteiligt, z.B. der regulierten Exozytose (Khandelwal et al. 2013), dem Membran-
Protein-Recycling (Takahashi et al. 2012), der Transzytose (Wang et al. 2000), und dem
Autophagosomen-Reaktionsweg (Fader et al. 2008). Interessanterweise sind in der Literatur zwei de
novo heterozygote Mutationen in RAB11B beschrieben, die zu einem klinischen Syndrom mit
Intelligenzminderung und Entwicklungsverzégerung sowie verschiedenen weiteren neurologischen
Beeintrachtigungen fihren. Zu den zusatzlich beobachteten Symptomen gehdren Hypotonie,
Epilepsie, Spastizitat, Nystagmus, ataktisches Gangbild und Dystonie (Lamers et al. 2017).

Flr TBC1D9B selbst wurde eine konkrete Bedeutung im Rahmen des Autophagosomen-
Reaktionswegs beschrieben. Uber seine ATG8-Interaktions-Domine wechselwirkt TBC1D9B mit
verschiedenen ATG8-Saugetier-Homologen. (ATG8 kommt in Hefen vor und ist dort ebenfalls an der
Regulation von Autophagie-Prozessen beteiligt.) Beispielsweise interagiert TBC1D9B mit dem ATGS8-
Homolog LC3B, welches an die Membran von Autophagosomen gebunden ist, und begiinstigt den
Autophagosomen-Flux. Moglicherweise spielt dabei die Inaktivierung von RAB11 eine Rolle, welche
die Fehlleitung des Autophagosoms in Rab-spezifische Recycling-Transportwege verhindern und
damit den Weg zum lysosomalen Kompartiment und die Degradierung des Autophagosomen-Inhalts
erlauben kénnte (Liao et al. 2018). Dartiberhinaus scheint eine Signalkaskade bestehend aus LMTK1,
TBC1D9B und Rab11 eine wichtige Rolle in einem endosomalen Transportprozess zu spielen, welcher
die Entstehung, Reifung und Dichte von dendritischen Dornfortsatzen in Neuronen reguliert (Nishino
et al. 2019). Damit zeigt es sich denkbar, dass sich funktionsbeeintrachtigende Mutationen in
TBC1D9B auf die fein abgestimmte synaptische Formation und Funktion auswirken und damit auch

neurologische Symptome und Krankheitsbilder wie eine Bewegungsstérung hervorrufen kénnten.

Weitgehend ungeklart ist die Relevanz der EF-Hand und der GRAM-Domanen des Gens. In anderen
Proteinen wird die GRAM-Domane mit der Interaktion mit Phospholipiden in Zusammenhang
gebracht (Tsujita et al. 2004), wahrend die EF-Hand als Ca?*-bindendes Motiv beschrieben wird
(Grabarek 2011). In diesem Zusammenhang ist interessant (wie schon weiter oben im Diskussionsteil
in Bezug auf das Gen SNAP91 erwahnt wurde), dass es verschiedene Dystonie-Krankheitsgene gibt,
die Einfluss auf die Calcium-abhangige Signalweitergabe in Zellen haben. Beispielsweise codiert HPCA
(assoziiert mit DYT2-dhnlicher autosomal-rezessiver Dystonie) fiir Hippocalcin, ein neuronales
Calcium-Sensor-Protein (Helassa et al. 2017; Osypenko et al. 2019). Anoctamin 3, das Genprodukt
von ANO3, ist ein transmembrandares Protein, das zur Familie der Calcium-aktivierten Chlorid-Kanale
gehort. Mutationen in diesem Gen bedingen die autosomal-dominant vererbte kranio-zervikale
Dystonie DYT24 (Charlesworth et al. 2012). Fiir eine Mutation im Gen KCTD17, die zu autosomal-

dominanter Myoklonus-Dystonie flihrt, konnten ebenfalls Beeintrachtigungen der Calcium-
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Homoostase gezeigt werden (Mencacci et al. 2015). Die konkrete Bedeutung der EF-Hand und
GRAM-Domanen fiir die Funktion von TBC1D9B gilt es aber noch zu erforschen.

Mittlerweile sind eine ganze Reihe von Erkrankungen bekannt, die mit Mutationen in Rab-Genen
bzw. in Rab-GTPasen assoziiert sind (Mitra et al. 2011). Dazu gehoéren seltene monogenische
Syndrome wie das Griscelli-Syndrom, die X-chromosomale nicht-spezifische mentale Retardierung
und das Charcot-Marie-Tooth Syndrom, um nur eine kleine Auswahl zu nennen (Corbeel und Freson
2008). Ein weiteres Beispiel ist das Warburg-Syndrom. Dieses ist zum einen durch schwere
Fehlbildungen im Bereich des visuellen Apparats und zum anderen durch neurologische
Auffalligkeiten wie Intelligenzminderung, Hypotonie und eine zunehmende Spastik der Extremitdten
gekennzeichnet (Morris-Rosendahl et al. 2010). Als genetische Ursache wurden neben autosomal-
rezessiven Mutationen in den Genen RAB3GAP1, RAB3GAP2 und RAB18 (Handley et al. 2013)
auBerdem Loss of Function-Mutationen in TBC1D20 beschrieben (Liegel et al. 2013).

Ein Hinweis, dass Beeintrachtigungen in Rab-Reaktionswegen konkret an der Pathogenese von
Dystonien beteiligt sein kdnnten, betrifft das Gen RAB12. Hier wurde eine Haufung von seltenen
genetischen Varianten bei Individuen mit Musiker-Dystonie und weiteren Dystonie-Formen
beschrieben (Hebert et al. 2017).

Auch im Bereich der Bewegungsstérung Parkinson mehrt sich die Evidenz, dass RAB-GTPasen eine
Rolle in der Pathogenese spielen (Gao et al. 2018). Verschiedene RAB-GTPasen sind physiologische
Substrate der Kinase LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase), deren codierendes Gen LRRK2 ein gut
charakterisiertes Parkinson-Krankheitsgen ist (Seol et al. 2019). In verschiedenen Familien mit X-
chromosomal vererbter Parkinson-Erkrankung konnten aufSerdem Mutationen im Gen RAB398B als
krankheitsursachlich nachgewiesen werden (Wilson et al. 2014; Lesage et al. 2015; Mata et al. 2015).
Allen diesen Erkrankungen gemeinsam ist, dass eine Beeintrachtigung des Vesikel-Transports ein
wichtiger Aspekt der Pathophysiologie zu sein scheint (Corbeel und Freson 2008; Cheng et al. 2018).
Ein anderes Gen mit einer TBC-Domane, welches in Zusammenhang mit der Entstehung
verschiedener Syndrome beschrieben wurde, ist TBC1D24. Mittlerweile sind {iber 50 Krankheitsfalle
durch TBC1D24-Mutationen publiziert, die sich durch verschiedene Epilepsie-Formen und ggf.
zusatzliche neurologische Symptome wie Intelligenzminderung, Dysarthrie oder
Bewegungsstorungen wie Ataxie, Myoklonus oder Dystonie auszeichnen (Corbett et al. 2010; Falace
et al. 2010; Balestrini et al. 2016; Luthy et al. 2019; Zhang et al. 2019). Wahrend andere TBC-
Domaénen-haltige Proteine die Aktivitat von Rab-Proteinen regulieren (s. Abb. 27), fehlt TBC1D24 das
hierfur als notwendig beschriebene Arginin-Finger-Motiv innerhalb der Konsensus-Sequenz der TBC-
Domaéne (Fukuda 2011). Eine direkte Wechselwirkung mit Rab-Proteinen wurde bisher nicht
beschrieben (Rehman et al. 2014). Hingegen interagiert TBC1D24 mit dem ADP Ribosylierungs-Faktor

6 (ARF6) (Falace et al. 2010). ARF6 ist am Membranaustausch zwischen der Plasmamembran und
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endozytischen Kompartimenten beteiligt (Radhakrishna und Donaldson 1997). TBC1D24 spielt
auBerdem eine regulierende Rolle in der Axon-Verlangerung (Nervenwachstum) und der Axon-
Verzweigung (Corbett et al. 2010). Diese Funktionen zeigen eine gewisse Parallelitdt zu den durch
TBC1D9B und Rab11 regulierten vesikuldren Transportprozessen und der Reifung und Dichte von
dendritischen Dornfortsatzen im Bereich neuronaler Synapsen.

Interessant ist weiterhin, dass auf der Plattform Decipher (https://decipher.sanger.ac.uk, letzter
Zugriff 08.11.2019), auf welcher phanotypische und genotypische Patientendaten verglichen werden
koénnen, Deletions- und Duplikationssyndrome aufgelistet sind, die auch das Gen TBC1D9B umfassen.
Das phanotypische Spektrum dieser Syndrome ist weit und beinhaltet u.a. Nieren- und
Herzfehlbildungen, aber auch neuropsychiatrische Auffalligkeiten wie strukturelle Hirnfehlbildungen,
verzogerte Sprachentwicklung bzw. globale Entwicklungsverzogerung, Intelligenzminderung,
neonatale Hypotonie, Autismus und ADHS-Symptomatik. AuBerdem wird ein Patient mit einer
heterozygoten de novo Mutation im Exon 11 des Gens TBC1D9B beschrieben, der sich durch
Abnormalitaten im Nervensystem auszeichnet.

Angelehnt an die Erkenntnisse von Erkrankungen, die mit anderen TBC-Domanen-haltigen Proteinen
oder Rab-Proteinen assoziiert sind, erscheint es denkbar, dass auch im Fall von TBC1D9B
Beeintrachtigungen vesikularer Transportprozesse im Bereich neuronaler Synapsen eine Rolle in der
Pathogenese neurologischer Symptome spielen kénnten, wie sie bei einer Dystonie vorhanden sind.
In der Gesamtschau erscheint die p.M477K-Variante im TBC1D9B-Gen als Krankheitsursache bei dem
an generalisierter Dystonie leidenden Indexpatienten als vielversprechend. Eine genauere Aussage
Uber mogliche Veranderungen auf Protein-Ebene und damit verbundene Pathogenitat ist aber
aufgrund von fehlenden funktionellen Untersuchungen oder publizierten vergleichbaren
Krankheitsfallen mit Mutationen in diesem Gen nicht moglich. Letztendlich muss in Betracht gezogen
werden, dass es sich bei der p.M477K-Variante im TBC1D9B-Gen nicht um die Krankheitsursache

handelt, sondern dass die wahre pathogene Mutation nicht detektiert oder herausgefiltert wurde.

Betrachtet man die beiden Forschungsprojekte, bei denen die genetische Krankheitsursache mittels
Trio-Exom-Sequenzierung gesucht wurde, zeigt sich, dass dies ein wirkungsvoller Ansatz ist, um die
pathogene Mutation in Fallen seltener Erkrankungen zu identifizieren. Es ist damit ziemlich sicher
gelungen, die genetische Ursache der Erkrankung der Indexpatientin in Familie 1 zu identifizieren und
auch die im zweiten Patienten entdeckte Missense-Variante im Gen TBC1D9B erscheint als
Krankheitsursache durchaus moglich. Hier waren allerdings die unabhangige Beschreibung weiterer
Falle durch andere Forschergruppen oder funktionelle Studien notig, um TBC1D9B als Krankheitsgen
zu validieren. In der Literatur wird beschrieben, dass die Exom-Sequenzierung in etwa 40 % der
Patienten (je nach Studiendesign bis Gber 50 %) zur Ursachenfindung in bisher ungeklarten Fallen

seltener Erkrankungen fihrt (Deciphering Developmental Disorders Study 2015; Zhu et al. 2015;
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Clark et al. 2018; Fogel 2018; Mahler et al. 2019). Damit bleibt es nicht verwunderlich, dass im
Rahmen meiner Doktorarbeit nur in 1 von 2 Fallen, die genetische Krankheitsursache sicher
identifiziert werden konnte.

Weiterhin ist deutlich geworden, dass im Zeitalter des Next Generation Sequencings die Schwierigkeit
der Forschung darin liegt, unter den vielen detektierten Varianten gute Kandidatengene zu erkennen.
Dabei kénnen verschiedene in silico-Pradiktionsprogramme eine Hilfe zur Entscheidungsfindung sein.
In der aktuellen Erforschung der Pathogenese seltener Erkrankungen liegt der Fokus momentan noch
auf monogenetischen exonischen Ursachen und ggf. Spleil3-Stellen-Mutationen, die direkt die
Proteinstruktur beeinflussen. Zu bedenken ist dabei, dass das Exom, also der protein-codierende
Anteil der DNA, weniger als zwei Prozent des menschlichen Genoms ausmacht (Scacheri und Scacheri
2015). Mit Zunahme der Whole-Genome-Sequenzierung (sinkende Kosten, hohere Genauigkeit,
verbesserte Interpretationsmoglichkeiten) werden sicherlich auch intronische und intergenische
Varianten vermehrt in den Blickpunkt riicken. Etwa 80 % des menschlichen Genoms enthalten nicht-
kodierende funktionale Elemente wie Promotoren, Enhancer, Silencer, Operons und Insulatoren, die
an Regulationsvorgangen der Gen-Expression beteiligt sind (Scacheri und Scacheri 2015) und sich
somit auch phanotypisch auswirken kdnnten. Ferner kdnnen nicht-kodierende RNAs die
Genexpression hoch- oder herunterregulieren und wirken sich epigenetische Mechanismen wie
Histon-Modifikationen und DNA-Methylierungen auf die Transkription von Genen aus (Barr und
Misener 2016). Auf die Bedeutung von Sequenz-Varianten auferhalb des Exoms in der Entstehung
von Erkrankungen deuten die Ergebnisse von Genom-weiten Assoziations-Studien (GWAS) hin. Diese
Studien untersuchen vor allem Varianten, die das genetische Risiko fiir verbreitete Krankheiten wie
beispielsweise Alzheimer, Diabetes Typ 2 oder psychiatrische Stérungen erhdéhen. Die hierdurch
identifizierten Krankheits-assoziierten Varianten liegen zu iber 90 % innerhalb nicht-kodierender

Sequenzen, konzentriert im Bereich regulatorischer Elemente (Maurano et al. 2012).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Next Generation Sequencing in den letzten Jahren die
Identifikation zahlreicher Krankheits-verursachender Gene erméglicht hat. Im Rahmen meiner
Promotionsarbeit konnte zumindest bei einer Patientin die ursachliche Mutation erkannt (Steinrticke
et al. 2016) und die funktionelle Relevanz auf Proteinebene nachfolgend nédher erforscht werden
(Lohmann et al. 2017). In Zukunft werden durch weitere technische Verbesserungen und
bioinformatische Herangehensweisen sicherlich zunehmend auch Varianten im Bereich nicht-
codierender DNA in den Fokus riicken und zur Klarung weiterer Krankheitsfille beitragen kénnen. Die
(neuro-) genetische Forschung ist und bleibt somit ein spannendes Forschungsfeld, in dem es noch
viel zu entdecken gibt. Indes steigt die Hoffnung, immer mehr Patienten, die genetische Ursache
ihrer Erkrankung mitteilen zu kdnnen und damit die ersten Schritte in Richtung der Entwicklung einer

passenden, genotypspezifischen Therapie zu gehen.
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5 Zusammenfassung

Die Entwicklung der Technologie des sogenannten Next Generation Sequencings (NGS) zur
Bestimmung von Exom- und Genom-Sequenzen vor mittlerweile mehr als 10 Jahren hat die
genetische Forschung revolutioniert. Die hervorzuhebenden Kennzeichen dieses Verfahrens sind die
massive Parallelisierung der Sequenzierung und die Detektion der Basenabfolge bereits wahrend der
Synthesereaktion der DNA-Strange. In den folgenden Jahren hat das NGS die Entdeckung von jahrlich
etwa 200 neuen Krankheitsgenen im Bereich der monogenetischen Erkrankungen erlaubt. Davon hat
auch das Feld der Bewegungsstorungen, u.a. die Erforschung von Dystonien profitiert. Dystonien sind
charakterisiert durch anhaltende oder intermittierende nicht kontrollierbare Muskelkontraktionen,

die zu abnormalen, oftmals sich wiederholenden Bewegungen oder Haltungsstereotypien fiihren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten weitere genetische Ursachen von Dystonien in zwei
verschiedenen Ansadtzen mittels Exom-Sequenzierung erforscht werden. Der erste Teil meiner
Promotionsarbeit beschaftigte sich mit der Suche nach krankheitsverursachenden Mutationen bei
Alkohol-responsiven Dystonien. Ausgangspunkt fiir meine Untersuchungen waren die Exom-
Datensatze von neun Patienten. Zur Identifikation von Kandidatengenen wurden die Datenséatze nach
seltenen Protein-verandernden Varianten gefiltert, die Einschatzung derer Pathogenitdt anhand von
sogenannten Pradiktionsprogrammen, die Betrachtung der Haufigkeit von Varianten in den
betroffenen Genen in Populationsdatenbanken sowie eine Literaturrecherche zu Expressionsdaten
und Genfunktionen durchgefiihrt. Nach diesen Schritten erschienen MAP2K2, MBTPS1, PRKCQ und
SNAPI1 als vielversprechendste Kandidatengene. Je zwei der betroffenen Patienten wiesen
Varianten in diesen Genen auf. Beim Screening von 309 weiteren Patienten konnten zwar keine
seltenen exonischen, Protein-verandernden Varianten detektiert werden, jedoch wiesen ein bzw.
zwei Personen interessante intronische Varianten in den Genen MBTPS1 bzw. MAP2K2 auf, die
moglicherweise zu SpleiRverdanderungen fiihren kdnnten. Da von diesen Patienten keine RNA-Proben
verfligbar waren, konnte allerdings nicht liberprift werden, ob es durch die Varianten tatsachlich zu
alternativem SpleiRen kommt. Daneben wurde untersucht, ob die Kandidatengene in ihrer DNA-
Sequenz ein sogenanntes , Alkohol-responsives Element” (ARE) aufweisen, welches zuvor in Genen
beschrieben wurde, deren Expression sich unter Alkoholexposition andert. In keinem der
untersuchten Gene konnte das ARE in unveranderter Form detektiert werden. Allerdings fanden sich
im umgebenden Bereich der Kandidatengene PRKCQ und MBTPS1 Basenabfolgen, die sich nur
geringfligig vom ARE-Motiv unterschieden. Da keine funktionellen Studien durchgefiihrt wurden,
lasst sich jedoch keine Aussage treffen, ob eine Alkoholexposition Einfluss auf die Expression der
Kandidatengene hat. Insgesamt wurden MAP2K2, MBTPS1, PRKCQ und SNAP91 als Kandidatengene

identifiziert, aber es konnten keine gesicherten Schlussfolgerungen zur Pathogenitat gezogen
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werden, wenngleich die verfligbare Literatur zu Expressionsmustern und Reaktionswegen eine Rolle
in der Pathogenese von Alkohol-responsiven Dystonien denkbar erscheinen lasst.

Darlber hinaus wurde nach der genetischen Krankheitsursache bei zwei jungen Patienten mit
generalisierter Dystonie gesucht. Hierflir wurde der Ansatz der Trio-Exom-Sequenzierung verfolgt,
d.h. es wurden jeweils die Exom-Datensatze der erkrankten Indexpatienten sowie ihrer beiden
gesunden Eltern betrachtet und verglichen. Die Vorgehensweise zur ldentifikation von
Kandidatengenen beinhaltete im Wesentlichen die gleichen Arbeitsschritte, die im Falle der Alkohol-
responsiven Dystonien angewendet wurden. Bei einer Patientin mit generalisierter Dystonie,
Entwicklungsverzogerung und Intelligenzminderung konnte auf diese Weise die ursachliche Mutation
identifiziert werden. Dabei handelt es sich um die Variante c.353A>G, p.D118G in dem Gen GNB1
(Steinriicke et al. Neurol Genet 2016). Das Gen codiert flir die B1-Untereinheit eines Guanin-
Nukleotid bindenden Proteins (GB1). Eine Expressionsanalyse zeigte, dass GB1 in relevanten Mengen
in neuronalen Zelltypen exprimiert wird. Darliber hinaus wurden in funktionellen Untersuchungen
mittels eines Biolumineszenz Resonanzenergietransfer (BRET)-Assays, Verdanderungen in der
Signaltransduktion Gber den Dopamin Typ 1-Rezeptor nachgewiesen (Lohmann et al. Hum Mol Genet

2017). Mittlerweile ist GNB1 mit rund 50 publizierten Fallen ein etabliertes Krankheitsgen.

Bei der genetischen Ursachensuche im Falle eines Patienten mit isolierter generalisierter Dystonie
stellte sich die Variante c.1430T>A, p.M477K im Gen TBC1D9B als am (iberzeugendsten dar. TBC1D9B
codiert fur das Mitglied 9B der TBC 1-Doménen-Protein-Familie. Das Protein ist in vesikulare
Transport-Prozesse in Interaktion mit Rab-Proteinen involviert. Interessanterweise sind bereits eine
Reihe von Rab-Proteinen und mit diesen interagierende Proteine mit neurologischen
Erkrankungsbildern und Syndromen assoziiert, die zum Teil auch Bewegungsstérungen umfassen.
Bisher konnte jedoch kein zweiter Patient mit TBC1D9B-Mutation und einem Krankheitsbild, das dem
des hier untersuchten Indexpatienten dhnelt, gefunden werden. Somit fehlt eine unabhangige
Bestatigung und die Relevanz von Varianten im TBC1D9B-Gen in der Pathogenese von Dystonie-
Erkrankungen verbleibt zunachst unklar.

In der Gesamtschau hat sich auch im Rahmen meiner Promotionsarbeit gezeigt, dass das Verfahren
der Exom-Sequenzierung eine wirkungsvolle Methode zur Detektion von neuen Krankheitsgenen ist
und hat zumindest in einem Fall die sichere Identifikation der genetischen Ursache bei einer
Patientin mit Dystonie-Erkrankung ermoglicht. Weitere (funktionelle) Untersuchungen sowie ein
weltweiter Abgleich von Kandidatengenen (lUber Plattformen wie GeneMatcher) wird moglicherweise
die Rolle der hier identifizierten weiteren Kandidatengene in der Pathogenese von Dystonien Im
Laufe der nachsten Jahre bestatigen und so die Diagnoserate bei Patienten und deren Behandlung

weiter verbessern.
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7 Anhang

In den nachfolgenden Tabellen 30 bis 39 sind die Sequenzen der im Rahmen dieser Promotionsarbeit

verwendeten Primer aufgelistet. Die Tabellen 40 bis 51 zeigen die Ergebnisse des Vergleichs der

Nukleotidfolge des Alkohol-responsiven Elements mit den Genen MAP2K2, MAP4K3, MBTPS1,

PRKCQ, SCFD2, SGCE, SNAP91 und TUBB4A.

7.1 Primerliste

Falls in der Spalte ,,PCR-Bedingungen/ Anmerkungen” nicht anders angegeben, wurde jeweils ein

Standard-PCR-Ansatz mit einem Volumen von 15 pl und den im Methodenteil in Tabelle 2

beschriebenen Komponenten eingesetzt. Ebenso wurden, wenn nicht abweichend aufgefiihrt, die in

Tabelle 3 beschriebenen PCR-Konditionen angewandt. Die jeweiligen Annealing-Temperaturen der

einzelnen verwendeten Primer sind in den folgenden Primertabellen aufgelistet.

7.1.1 Projekt: Alkohol-responsive Dystonie

Tabelle 30: Primer zur Sequenzierung des Gens SGCE.

Name

Sequenz

PCR-Bedingungen

Lange des
PCR-
Produkts

SGCE_Ex1_F

5"-CTGATGCTGAACTGGCCAAG-3’

SGCE_Ex1_R

5"-AGAGAGGCTGGTGCCCAAAG-3’

PCR-Ansatz (10 pul):
H20: 2,15 pl
Betaine: 0,75 ul
DMSO: 0,75 ul
dNTPs: 2,0 pl
Taqg-Puffer: 1,0 pl
Primer F: 0,4 ul
Primer R: 0,4 pul
Taq: 0,05 pl

DNA: 2,5 ul
Annealing-Temperatur: 64°C

305 bp

SGCE_Ex2_F

5"-CACGAGGTTGTAAAACGACCTGAATTAT
CAAGGGCG-3’

SGCE_Ex2_R

5'GGATAACAATTTCACACAGGCCATTTGAA
ATAATGT-3’

SGCE_Ex3_F

5"-AGACAGAATGTTTTGATTGAA-3’

SGCE_Ex3_R

5°-CACACATATATGTATAGTTTTGCTC-3"

PCR-Ansatz (10 pul):

H20: 4,65 ul

dNTPs: 2,0 pl

Taqg-Puffer: 1,0 ul

Primer F: 0,4 pul

Primer R: 0,4 ul

Taq: 0,05 pl

DNA: 1,5 pl
Annealing-Temperatur: 58°C

335bp

285 bp
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Name Sequenz PCR-Bedingungen Linge des
PCR-
Produkts
SGCE_Ex4 F | 5-TTCTCATTGCCCAGAGAAGG-3 PCR-Ansatz (10 pl): 339 bp
H20: 4,25 ul
SGCE_Ex4 R | 5-TCAGTTATATTAGGTATGTGGC-3’ Betaine: 0,4 pl
SGCE_EX5_F | 5-CTTCATTAAAGATATGCATGC-3" dNTPs: 2,0 pl 306 bp
Taqg-Puffer: 1,0 ul
SGCE_Ex5_R | 5-ATAAGTTTGATAAGATCACCG-3° Primer F: 0,4 pl
- - Primer R: 0,4 ul
SGCE_Ex6_F | 5-TAAATCCTGCTTTTAAGGTGG-3 Taq: 0,05 pl 336 bp
SGCE_Ex6_R | 5'-TTATTCCTAAAAGCAGTTCAG-3’ DNA: 1,5 ul
Annealing-Temperatur: 56°C
SGCE_Ex7_F | 5-AAGAATGCTTTAGTGTATCCAG-3’ 349 bp
SGCE_Ex7_R | 5-TTGTTATCTTAGCAGGATCTC-3’
SGCE_Ex8_F | 5-GACAATGTCAGCATTTCCAC-3’ PCR-Ansatz (10 pl): 309 bp
SGCE_Ex8 R | 5-GTTTTAGTTTCTACCCCTCCT-3’ H20: 4,65 Wl
-~ dNTPs: 2,0 pl
SGCE_EX9_F | 5'-CAAATTGATGACCCATCAGGC-3’ Tag-Puffer: 1,0 pl 296 bp
SGCE_Ex9 R | 5-CATGCATATTAATAATTATGGCTC-3’ Primer F: 0,4 ul
Primer R: 0,4 pl
SGCE_Ex11_F | 5-CTGGGGTCATAGTTTACCCG-3’ Taq: 0,05 ul 250 bp
SGCE_Ex11_R | 5-ATTTGGTGAAGATAAAGCTTC-3 DNA: 1,5 ul
Annealing-Temperatur: 59°C
SGCE_Ex12_F | 5'-GATGGAAACTTTCTCCTTGCC-3’ 231 bp
SGCE_Ex12_R | 5-CAACATGCATAACATATGCCAG-3°

Anmerkung zur Benennung der Primer: Basierend auf Transkript ENST0000265735 decken die Primer (abweichend zu deren
Benennung) SGCE_Ex11_F und _R das Exon 10 ab, SGCE_Ex12_F und _R das Exon 11 ab.

Tabelle 31: Primer zur Sequenzierung des Gens TUBB4A.

Name

Sequenz

PCR-Bedingungen

Lange des
PCR-
Produkts

Tubbd4a_x1_F

5-GCC TCC TGG GGA CCT CATT-3'

Tubb4a_x1_R

5-GTC TCC GCC GCA TCT TCC-3’

Tubbd4a_x2,3 F

5’-CCT TCT TGC TGC CTC ATC CT-3’

PCR-Ansatz fur Tubb4a_x1
und Tubb4a_x2,3:
H20: 4,9 ul

DMSO0: 0,6 ul

Betaine 1 pl

10 x dNTPS: 0,3 pl

10 x Puffer: 1,5 pl
Primer F 20uM: 0,8 pl
Primer R 20uM: 0,8 ul
Taq: 0,1 ul

DNA: 5 pl

Annealing-Temperatur fiir
Tubb4a_x1: 60°C
PCR-Konditionen fiir
Tubbd4a_x1:

Schritt 1: 95°C: 5 Min.
Schritt 2: 95°C: 30 Sek.
Schritt 3: 60°C: 45 Sek.
Schritt 4: 72°C: 1 Min.

262 bp

612 bp
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Name

Sequenz

PCR-Bedingungen Linge des
PCR-
Produkts

Tubb4a_x2,3_R

5-CCT GTC CAC CCCATC TCT G-3°

(Schritte 2-4: 35 x)
Schritt 5: 72°C: 10 Min.
In F-Richtung sequenzieren

Annealing-Temperatur fir
Tubb4a_x2,3: 59°C
Elongation (72°C) fiir 45 Sek.
In F-Richtung sequenzieren

Tubb4a_x4a_F

5-TCC AGG TGG TGG AGA GAC AG-3’

Tubb4a_x4a_R

5°-TCT TGG CAT CGA ACA TCT GC-3’

Tubb4a_x4b_F

5"-ACG GGG ACCTCAACCACCT-3’

Tubb4a_x4b_R

5’-GAA AGC GGG GCT CTA GGG T-3’

PCR-Ansatz fiir Tubb4a_x4a 693 bp
und Tubb4a_x4b:
H20: 4,53 pl

DMSO: 1,4 ul

Betaine 1 pl

10 x dNTPS: 0,3 pl

10 x Puffer: 1,5 ul
Primer F 20 uM: 0,6 pl
Primer R 20 uM: 0,6 pl
Taq: 0,07 pl

DNA: 5 pl

762 bp
Annealing-Temperatur fiir
Tubb4a_x4a: 62°C
Elongation (72°C) fiir 45 Sek.
In R-Richtung sequenzieren

Annealing-Temperatur fir
Tubb4a_x4b: 62°C
Elongation (72°C) fiir 45 Sek.
In F-Richtung sequenzieren

Sequenzansatz fiir alle TUBB4A-Exone (10 pl):

a.d.: 4,5 ul
DMSO: 0,5 pl
Betaine: 0,5 pl

5x Seq-Puffer: 1,5 pul
20 UM Primer: 0,5 pl

Term-Mix: 0,5 pl

Exo-Fast-Produkt: 2 pl

Sequenz-Programm fiir TUBB4A: ABI XL:

Step 1: 94°C: 5 min
Step 2: 94°C: 20 sec
Step 3: 60°C: 5 sec
Step 4: 60°C: 2 min
(Step 2-4: 25 x)
Step 5: 4°C: for ever

Tabelle 32: Primer zur Uberpriifung von Kandidatengenen bei der Erforschung von Alkohol-responsiven Dystonien.

Name

Sequenz

PCR-Bedingungen/ Linge
Anmerkungen des PCR-
Produkts

MBTPS1_Exon9_F

5 -GTGGACTTGCCAGAGTGAAG-3’

PCR-Ansatz mit 10 %-Betaine | 443 bp
Annealing-Temperatur: 59°C
Sequenzierung funktioniert

MBTPS1_Exon9_R

5-CAGAAGCAGCTCATACAGTGTTAG-3’

nur in F-Richtung
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Name Sequenz PCR-Bedingungen/ Liange
Anmerkungen des PCR-
Produkts
MBTPS1_Exon9_Rn 5’-CTGAATAACCCTGCTGAT-3’ Nur zum Sequenzieren in R-
Richtung benutzt
MBTPS1_Exonl13_F 5’-GCCATCGAGGATAAGCCT-3’ Annealing-Temperatur: 56°C 304 bp
MBTPS1_Exon13_R | 5-GCCCTATTTGCCACAGAA-3’ Ekat nicht das gesamte Exon
MBTPS1_Exon13_F 5’-CCATCGAGGATAAGCCTATCTGTC-3" | Annealing-Temperatur: 64°C | 503 bp
_kompl
MBTPS1_Exon13_R 5’-TACGTCCGAGGCAGTCCATAG-3’
_kompl
MAP4K3_Exonl15_F 5°-ACAGGGAAATGCCATTTC-3’ Annealing-Temperatur: 58°C | 489 bp
MAP4K3_Exon15_R 5'-GTTTGACTCTCCATTTGCCT-3’
MAP4K3_Exon29_F 5’-ACCTCTACTGACACCAACACAAAC-3’ Annealing-Temperatur: 60°C | 379 bp
MAP4K3_Exon29_R 5’-CCCAGGTTCCAACTCTGAA-3’
ATR_Exon4_F 5’-CTTACCTCTGCATCTACCTCA-3’ Annealing-Temperatur: 59°C | 505 bp
ATR_Exon4_R 5'-GGCAAGAACTCTTACTTTGG-3’
ATR_Exon28_F 5’-AAGTGCATTACAGCTCGTGTGTA-3’ Annealing-Temperatur: 59°C | 294 bp
ATR_Exon28_R 5’-TGGAGCAAGACTCTCTGAACA-3’
PRKCQ_Exonl13_F 5’-CTGATGAATCGGGATGGTTC-3’ Annealing-Temperatur: 63°C | 494 bp
PRKCQ_Exon13_R 5’-GACGGGAGAATCTCTTGAAGC-3’
PRKCQ_Exonl17_F 5’-GGACACACAGCAATCCATTC-3’ Annealing-Temperatur: 59°C | 404 bp
PRKCQ_Exon17 R | 5-CTGCTCTGCTCCCTTTCAG-3 SSth nicht das gesamte Exon
PRKCQ_Exonl17_Fn 5’-GACACACAGCAATCCATTC-3’ Annealing-Temperatur: 56°C 601 bp
PRKCQ_Exon17_Rn 5’-TGCACCTCAGAAGATAACG-3’
SCFD2_Exonl_F 5’-GACTGCGGCAGATGATGTC-3’ Annealing-Temperatur: 59°C | 397 bp
SCFD2_Exonl1_R 5'-CGTGTACTGTGGAGACTGTCAAAG-3*
SCFD2_Exon8_F 5’-AGTCCTCCACCACTGAGAAC-3’ Annealing-Temperatur: 59°C 549 bp
SCFD2_Exon8_R 5'-TTACCCGGGACTTGTAGC-3’
SNAP91_Exon29 F 5'-GGTTACTTTCCCTCCTAGTT-3’ In F-Richtung sequenzieren 488 bp
SNAP91_Exon29 R | 5-CTTTGATATGTGTTCTGCC-3° Annealing-Temperatur: 57°C
SNAP91_Exonll F 5’-GATTAGGATGCAGGAGTACAG-3’ Annealing-Temperatur: 58°C 479 bp
SNAP91_Exonll_R 5'-GGTTCCCTTTGTTTAGGTG-3’
MAP2K2_Exon7_F 5'-TTGGGGTGCTCACTGCTT-3’ Annealing-Temperatur: 65°C | 557 bp
MAP2K2_Exon7_R 5'-GGGAGGTAGAATTGCGTAACAG-3’
MAP2K2_Exon3_F 5’-CATCGACTGCCTTGAGAAG-3’ Annealing-Temperatur: 62°C 592 bp

MAP2K2_Exon3_R

5-TACGGCTGAGTCCTGTTTC-3’
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7.1.2 Projekt: Trio-Exom-Ansatz Familie 1

Tabelle 33: Primer zur Sequenzierung von Kandidatengenen bei Familie 1.

Name Sequenz PCR-Bedingungen/ Linge
Anmerkungen des
PCR-
Produkt
AGMO_L8748F 5’-GTGAACAAAACCCTAAGGAG-3’ Annealing-Temperatur: 57°C 425 bp
AGMO_L8748R 5’-CCCACTGAACTCTGTACTTG-3’
PRUNE_L8747F 5-TGCTGCTGTGCAAAAGTGTG-3’ Annealing-Temperatur: 57°C 372 bp
PRUNE_L9748R 5 -TTGCTGGAGACGAAAAGGAAAC-3’
GNB1_Exon7F 5"-AGGTACCTGTGTGTCCTG-3" Annealing-Temperatur: 60°C 274 bp
GNB1_Exon7R 5 -GTTCTGTTACCTCCTTTGC-3’
PTPN13_Exon9_F 5’-CTCTCATGTTTCTATCACCTG-3’ Annealing-Temperatur: 60°C 193 bp
PTPN13_Exon9_R 5’-AAACACTGGTCACTGGAA-3’
PTPN13_Exon28_F 5’-ACTTTCAACCCCTTGCTT-3’ Annealing-Temperatur: 60°C 485 bp
PTPN13_Exon28_R 5'-TCAGTATGGTGTGATGTCAGA-3’
Tabelle 34: cDNA-Primer
Name Sequenz PCR-Bedingungen Linge
des PCR-
Produkts
GNB1_cDNA_Ex4F 5’-ACCCAGTGGGAAGAATCC-3’ Annealing-Temperatur: 56°C | 513 bp
PCR-Ansatz:
GNB1_cDNA_Ex8R 5’-TGGCTGAAGCATCACAAG-3’ a.d. 7,23 pl
dNTPs 3 ul
Beta-Actin_F 5’ -ATCTGGCACCACACCTTCTACAAT Taqg-Puffer 1,5 pl 838 bp
GAGCTGCG-3’ Primer F 0,6 pl
Primer R 0,6 pul
Beta-Actin_R 5'CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCAC Taq 0,07 pl
ATCTGC-3 cDNA 2 pl
Tabelle 35: Primer zur Sequenzierung aller GNB1-Exons.
Name Sequenz PCR-Bedingungen/ Lange
Anmerkungen des PCR-
Produkts
GNB1_Exon2_F 5’-GTACATCCTGGGCCAACTA-3’ Annealing-Temperatur: 64°C | 434 bp
GNB1_Exon2 R 5-AGGGGTTTGACCGTGTTA-3 Elongation bei 72°C fur 45s
GNB1_Exon3_F 5’-AAGCCCCTCTATTTCCTATG-3’ Annealing-Temperatur: 58°C | 431 bp
GNB1_Exon3_R 5-TTGGGTACTACTGGTTCTCTG-3’
GNB1_Exon4_F 5’-ATGGCAGTGTTCTTTCAGC-3’ Annealing-Temperatur: 56°C | 486 bp
GNB1_Exon4_R 5’-TACGGAAGGGGTTCAGTG-3’
GNB1_Exon5_F 5’-CCTGGTCCAGAGGAAGAGAC-3’ Annealing-Temperatur: 61°C 369 bp
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GNB1_Exon5_R 5’-ACATGGGAGCACATAAGCC-3’

GNB1_Exon6_F 5'-AGGGGAATGGCGTGAACAC-3’ Annealing-Temperatur: 64°C 575 bp
GNB1_Exon6_R 5'_CCATGTGCAGCACTGGACTT-3’ Elongation bei 72°C fur 45s
GNB1_Exon7_F 5’-AGATGTCGCAGAGCCAAGAT-3’ Annealing-Temperatur: 58°C | 629 bp
GNB1_Exon7_R 5'-CAGCCTTTGATGGGTCAAAC-3’ In R-Richtung sequenzieren
GNB1_Exon8_F 5'-CGGGAGTTTTCTGTATCC-3’ Annealing-Temperatur: 56°C 592 bp
GNB1_Exon8_R 5’-GATCCCGTCATTCTGAAG-3’

GNB1_Exon8_Fn 5’-TGTTCACAGAGGAATGTGC-3’ Annealing-Temperatur: 56°C | 451 bp
GNB1_Exon8_Rn 5’-CAGCCTTTGATGGGTCAAA-3’

GNB1_Exon9_F 5'-GAGCTGGGCCATCAGTTTG-3’ Annealing-Temperatur: 61°C | 515 bp
GNB1_Exon9_R 5’-CCCAGCCCTCTGTTCTTACC-3’

GNB1_Exon10_F 5'-GTGAAAAGAGGCAGAGAATC-3’ Annealing-Temperatur: 56°C | 463 bp
GNB1_Exonl1l0_R 5’-TCTTGTCCCATGAGAGATG-3’

Tabelle 36: GNB1-Mutagenese-Primer.

Name

Sequenz

PCR-Bedingungen

GNB1 c.A353G F

5"-ATGGAGCAAATGTTACCCAGGCCACCGCAGG-3’

GNB1 c.A353GR

5"-CCTGCGGTGGCCTGGGTAACATTTGCTCCAT-3’

GNB1 c.C88TF

5-TGATCTGAGAGAAAGTTGCATCTGCACATGCTTTCC-3’

GNB1 c.C88TR

5'-GGAAAGCATGTGCAGATGCAACTTTCTCTCAGATCA-3’

GNB1 c.C154G F

5’-CAGGTGCCCCCCCAGTGTCCTCC-3’

GNB1 c.C154GR

5’-GGAGGACACTGGGGGGGCACCTG-3’

GNB1c.G191TF

5"-CCTGGAGTCTGTGACCCAGTGCATGGC-3’

GNB1c.G191TR

5"-GCCATGCACTGGGTCACAGACTCCAGG-3’

GNB1 c.A272G F

5'-GCAGAGGGATGGCGCGGACCTT GTTGGTG-3’

GNB1 c.A272GR

5°-CACCAACAAGGTCCGCGCCATCCCTCTGC-3"

GNB1 c.G274AF

5’-GCGCAGAGGGATGGTGTGGACCTT GTTGG-3’

GNB1 c.G274AR

5’-CCAACAAGGTCCACACCATCCCTCTGCGC-3’

GNB1 c.C280T F

5"-GAGGAGCGCAGAGAGATGGCGTGGACC-3’

GNB1 c.C280TR

5’-GGTCCACGCCATCTCTCTGCGCTCCTC-3’

GNB1 c.G287TF

5’-GACCCAGGAGGAGAGCAGAGGGATGGC-3’

GNB1c.G287TR

5"-GCCATCCCTCTGCTCTCCTCCTGGGTC-3’

GNB1 c.G316AF

5"-CCCAGAAGGGGTATATGCACAGGTCAT GACCCA-3’

GNB1c.G316AR

5"-TGGGTCATGACCTGTGCATATACCCCT TCTGGG-3’

GNB1 c.A1009C F

5'-GAGTTAGTTCCAGATCTGGAGGAAGCTAT CCCAGG-3’

GNB1 c.A1009CR

5"-CCTGGGATAGCTTCCTCCAGATCTGGAAC TAACTC-3’

Mutagenese-PCR:
Pfu-Puffer: 2,5 ul

dNTP-Mix: 0,6 pl

Primer F: 1,3 ul

Primer R: 1,3 ul
Pfu-Polymerase: 0,6 pl

a.d. 13,7 pl

WT-Plasmid DNA: 5 ul (50 ng)
(Ansatz: 25 pl)

121




Tabelle 37: Primer zur Einfiihrung der Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Kpnl und Xhol.

Name Sequenz PCR-Bedingungen/ Anmerkungen
GNB1 KpnlF 5’-GAAGAGCACTAAGGTACCAAGATGAGT | Ansatz Sequenz-PCR:
GAG-3’ H>0: 5 pl
Primer F: 1,25 pl
GNB1 XholR 5’-CATGGCATCCTCGAGCTACTGGCG-3’ Primer R: 1,25 pl

2 x Q5-Polymerase: 12,5 pl

cDNA 5 ul

Konditionen Sequenz-PCR: hotstart
(Proben wurden erst reingestellt, als der
Cycler auf 98°C hochgeheizt ist)
Schritt 1: 98°C: 30 sec

Schritt 2: 98°C: 10 sec

Schritt 3: 55°C: 30 sec

Schritt 4: 72°C: 45 sec

(Schritte 2-4: 35 x)

Schritt 5: 72°C: 5 min

Kihlung: 4°C

Tabelle 38: Primer zur Sequenzierung des pcDNA-Vektors.

Name

Sequenz

PCR-Bedingungen

T7

5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’

BGHR

5’-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3’

Ansatz Sequenz-PCR:
100 ng Plasmid-DNA (1pl)
Primer: 1 pl

Seq-Puffer: 1,5 ul
Term.-Mix: 1 pl

H20: 5,5 pl

7.1.3 Projekt: Trio-Exom-Ansatz Familie 2

Tabelle 39: Primer zur Sequenzierung von Kandidatengenen bei Familie 2.

Name Sequenz PCR - Bedingungen Lange
des PCR-
Produkts

TBC1D9B_Exon9 F 5’- GCTCCCGGCTGTGTGAAAG -3’ Annealing-Temperatur: 64°C | 511 bp

TBC1D9B_Exon9_R 5’- GGACTCCAGGCCTCTGAAGG -3’

FGF12_Exon4_F 5’-GCATTCCAGGCAAACTCTC-3’ Annealing-Temperatur: 62°C | 509 bp

FGF12_Exon4_R 5'-TCTCTGGGCTGAAGGTT-3’

122



7.2 Sequenz des Venus-Plasmids

TACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTG
GCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGA
CTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAAT
GTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCT
AACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACT
TAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACCATGGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACATC
GAGGACGGCGGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAA
CCACTACCTGAGCTACCAGTCCAAACTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACC
GCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAG AGTGAGCTTGACCAGTTACGGCA
GGAGGCCGAGCAACTTAAGAACCAGATTCGAGACGCCAGGAAAGCATGTGCAGATGCAACTCTCTCTCAGATCACAAACAA
CATCGACCCAGTGGGAAGAATCCAAATGCGCACGAGGAGGACACTGCGGGGGCACCTGGCCAAGATCTACGCCATGCACTG
GGGCACAGACTCCAGGCTTCTCGTCAGTGCCTCGCAGGATGGTAAACTTATCATCTGGGACAGCTACACCACCAACAAGGTC
CACGCCATCCCTCTGCGCTCCTCCTGGGTCATGACCTGTGCATATGCCCCTTCTGGGAACTATGTGGCCTGCGGTGGCCTGGA
TAACATTTGCTCCATTTACAATCTGAAAACTCGTGAGGGGAACGTGCGCGTGAGTCGTGAGCTGGCAGGACACACAGGTTAC
CTGTCCTGCTGCCGATTCCTGGATGACAATCAGATCGTCACCAGCTCTGGAGACACCACGTGTGCCCTGTGGGACATCGAGA
CCGGCCAGCAGACGACCACGTTTACCGGACACACTGGAGATGTCATGAGCCTTTCTCTTGCTCCTGACACCAGACTGTTCGT
CTCTGGTGCTTGTGATGCTTCAGCCAAACTCTGGGATGTGCGAGAAGGCATGTGCCGGCAGACCTTCACTGGCCACGAGTCT
GACATCAATGCCATTTGCTTCTTTCCAAATGGCAATGCATTTGCCACTGGCTCAGACGACGCCACCTGCAGGCTGTTTGACCT
TCGTGCTGACCAGGAGCTCATGACTTACTCCCATGACAACATCATCTGCGGGATCACCTCTGTCTCCTTCTCCAAGAGCGGGC
GCCTCCTCCTTGCTGGGTACGACGACTTCAACTGCAACGTCTGGGATGCACTCAAAGCCGACCGGGCAGGTGTCTTGGCTG
GGCATGACAACCGCGTCAGCTGCCTGGGCGTGACTGACGATGGCATGGCTGTGGCGACAGGGTCCTGGGATAGCTTCCTCA
AGATCTGGAACTAACTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCT
GTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCA
TCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAA
TAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGA

Rot: Start- und Stop-Codon

Blau: mVenus 156-293
GGSGGG linker

Grin: GB1 (NM_002074)

7.3 Ubereinstimmungen mit der Sequenz des Alkohol-responsiven Elements

In den folgenden Tabellen sind die Treffer aufgefiihrt, die sich bei der Suche nach der Sequenz des
Alkohol-responsiven Elements in den Genen SGCE und TUBB4A sowie den verschiedenen
Kandidatengenen im Rahmen von Projekt 1 finden lieBen. Innerhalb der codierenden Sequenz der
einzelnen Gene sind Treffer mit bis zu drei Fehlpaarungen aufgefiihrt. Im Bereich von 5000 bp vor
Translationsstart und bis zu 5000 bp nach Translationsende sind nur Treffer mit maximal zwei
Fehlpaarungen angegeben. Positionen, an denen die gefundene Sequenz nicht mit der des ARE
Ubereinstimmt, sind in roten Buchstaben geschrieben. Innerhalb der Sequenz des ARE
,EYCTGCcGTCtCt" indizieren GroBbuchstaben absolute Konservierung, wahrend Kleinbuchstaben ein
Mal’ an Degeneration an dieser Position angeben. Gelb unterlegte Sequenzen markieren solche
Basenabfolgen, die nur an nicht konservierten d.h. degenerierten Positionen von dem Motiv des ARE

abweichen.

123



Tabelle 40: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements in der codierenden Sequenz der Gene SGCE und TUBB4A.

Gen ,Transkript” Anzahl Anzahl Position Sequenz
Nukleotide mismatches

SGCE CCDS5637 1314 3 62-72 CCTGCGTGTCC
913-923 TCTGATTCTTT
923-933 TCTGCTTTTCA
1266-1276 TCTGAGTCTGA

SGCE CCDS47643 1389 3 62-72 CCTGCGTGTCC
913-923 TCTGATTCTTT
923-933 TCTGCTTTTCA
1341-1351 TCTGAGTCTGA

SGCE CCDS75634 1191 3 62-72 CCTGCGTGTCC
90-800 TCTGATTCTTT
800-810 TCTGCTTTTCA
1143-1153 TCTGAGTCTGA

SGCE CCDS47642 1356 3 62-72 CCTGCGTGTCC
913-923 TCTGATTCTTT
923-933 TCTGCTTTTCA
1239-1249 TCTGAGTCTGA

TUBB4A | CCDS12168 1335 3 73-83 TGTTCGTCACT

Tabelle 41: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements in gegenldufiger Richtung (TCTCTGCGTCT) in der codierenden
Sequenz der Gene SGCE und TUBBA4A.

Gen ,Transkript” Anzahl Anzahl Position Sequenz
Nukleotide mismatches
SGCE CCDS5637 1314 2 925-935 TCTCTGCTTTT
3 552-562 TCACTGCGCCA
1203-1213 TGTCTGTGTGT
1268-1278 AATCTGAGTCT
SGCE CCDS47643 1389 2 925-935 TCTCTGCTTTT
3 552-562 TCACTGCGCCA
1203-1213 TGTCTGTGTGT
1244-1254 TTGCTGCGTTT
1343-1353 AATCTGAGTCT
SGCE CCDS75634 1191 2 802-812 TCTCTGCTTTT
3 429-439 TCACTGCGCCA
1080-1090 TGTCTGTGTGT
1145-1155 AATCTGAGTCT
SGCE CCDS47642 1356 2 925-935 TCTCTGCTTTT
3 552-562 TCACTGCGCCA
1176-1186 TGTCTGTGTGT
1241-1251 AATCTGAGTCT
TUBB4A | CCDS12168 1335 3 324-334 GCTCTGCGCCC
366-376 TCTCGGCCTCC
986-996 GCTCAGCATCT
1227-1237 TCTCGGCCTCG
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Tabelle 42: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements im Bereich von 5000 bp vor Translationsstart der Gene SGCE und

TUBB4A.
Gen Untersuchter Gesuchte Anzahl Position Gefundene
Bereich (hg19) Sequenz mismatches (innerhalb des Sequenz
untersuchten
Bereichs)
SGCE Chr7: TCTGCGTCTCT 2 1573-1583 TCTACCTCTCT
94,209,536~ 4047-4057 TCTGTGTCTGT
94,214,536
SGCE s.0. TCTCTGCGTCT 2 827-837 TCTATGTGTCT
(rickwarts) 4045-4055 ACTCTGTGTCT
TUBB4A Chr19: TCTGCGTCTCT 2 Kein Treffer
6,489,330 —
6,494,330
TUBB4A S.0. TCTCTGCGTCT 1 747-757 TCTCAGCGTCT
(rtckwarts) 2 159-169 TCTCCGCGTGT

Tabelle 43: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements im Bereich von 5000 bp nach Translationsende der Gene SGCE

und TUBBA4A.
Gen Untersuchter Gesuchte Anzahl Position Gefundene
Bereich (hg19) Sequenz mismatches (innerhalb des Sequenz
untersuchten
Bereichs)
SGCE Chr7: TCTGCGTCTCT 2 1077-1087 TCTGCAGCTCT
94,285,521-
94,290,521
SGCE s.0. TCTCTGCGTCT 2 Kein Treffer
(rickwarts)
TUBB4A Chr19: TCTGCGTCTCT 2 Kein Treffer
6,502,330 —
6,507,330
TUBB4A s.0. TCTCTGCGTCT 1 1461-1471 TCTCTGTGTCT
(ruickwarts) 2 Kein weiterer
Treffer

Tabelle 44: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements in der codierenden Sequenz der Kandidatengene MAP4K3,

MBTPS1. SCFD2, PRKCQ.

Gen ,Transkript” Anzahl Anzahl Position Sequenz
Nukleotide mismatches

MAP4K3 | CCDS1803 2685 3 913-923 CCTGAGCCTCT
967-977 TTTTCTTCTCT
1544-1554 TGTGCCTCTAT
1546-1556 TTTGTGCCTCT
1696-1706 TCTGGGTTTAT
2299-2309 TCTGATTCTGT

MAP4K3 | CCDS58707 2622 3 913-923 CCTGAGCCTCT
967-977 TTTTCTTCTCT
1481-1491 TGTGCCTCTAT
1483-1493 TTTGTGCCTCT
1633-1643 TCTGGGTTTAT
2236-2246 TCTGATTCTGT
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Gen »Transkript” Anzahl Anzahl Position Sequenz
Nukleotide mismatches

MBTPS1 CCDS10941 3159 3 238-248 TCTACTTCACT
321-331 TCTGTTTTTCT
802-812 TCTGCATCTGG
824-834 TCAGGGTCTTT
1691-1701 TCTCCATTTCT
1773-1783 ACTCTGTCTCT
2134-2144 TCCACGTCCCT
2749-2759 TTTGGGTCTCC

SCFD2 CCDS33984 2055 3 517-527 TTTGCATCCCT
739-749 GCTGCGGATCT
1057-1067 ACTGCTTCTTT
1474-1484 TCTGCTTCACA
1562-1572 ACTGGGACTCT
1650-1660 TCGGAGTCTCC
1901-1911 TCACAGTCTCT

PRKCQ CCDS7079 2121 3 204-214 TCTGCATGACT
281-291 CCTGCACCTCT
376-386 TITGTGTCACT
671-681 TTTGAATCTCT
913-923 TCAGTATCTCT
1017-1027 CCTGAGGCTCT

PRKCQ CCDS60482 1746 3 296-306 TTTGAATCTCT
538-548 TCAGTATCTCT
642-652 CCTGAGGCTCT

PRKCQ CCDS55071 1932 3 Siehe Siehe CCDS7079
CCDS7079

Tabelle 45: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements in gegenldufiger Richtung (TCTCTGCGTCT) in der codierenden
Sequenz der Gene MAP4K3, MBTPS1, SCFD2, PRKCQ.

Gen ,Transkript” Anzahl Anzahl Position Sequenz
Nukleotide mismatches
MAP4K3 CCDS1803 2685 2 2230-2240 TCTCTACCTCT
3 395-405 TCTGTGCATTT
397-407 TCTCTGTGCAT
979-989 TCTGAGCGTGT
981-991 TCTCTGAGCGT
1546-1556 TTTGTGCCTCT
1698-1708 TATCTGGGTTT
2301-2311 TATCTGATTCT
MAP4K3 | CCDS58707 2622 3 2167-2177 TCTCTACCTCT
395-405 TCTGTGCATTT
397-407 TCTCTGTGCAT
979-989 TCTGAGCGTGT
981-991 TCTCTGAGCGT
1483-1593 TTTGTGCCTCT
1635-1645 TATCTGGGTTT
2238-2248 TATCTGATTCT
MBTPS1 CCDS10941 3159 3 19-29 TGGCTGCTTCT
692-702 TCTCTCCTTCA
804-814 GTTCTGCATCT
822-832 TTTCAGGGTCT
1754-1764 TCACTGTGGCT
1773-1783 ACTCTGTCTCT
2761-2771 CCTCGGCCTCT
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Gen ,Transkript” Anzahl Anzahl Position Sequenz
Nukleotide mismatches
SCFD2 CCDS33984 2055 2 1059-1069 TCACTGCCTCT
3 366-376 TCTCGGCCGCT
673-683 TCTCTGTGTGA
737-747 TCGCTGCGGAT
1099-1109 TCTCTGCTTGC
1254-1264 TCTGTGGGTGT
1373-1383 TCTCTGGGTTA
1648-1658 GCTCGGAGTCT
PRKCQ CCDS7079 2121 3 111-121 TCTCTGATTCG
665-675 TCTCTCCTTGT
1108-1118 TCTCTGCAGAT
1596-1606 TCTTGGCATCT
1638-1648 TCTCTGGGGCG
1848-1858 TCTCAGGTTCT
PRKCQ CCDS60482 1746 3 290-300 TCTCTCCTTGT
753-743 TCTCTGCAGAT
1221-1231 TCTTGGCATCT
1263-1273 TCTCTGGGGCG
1473-1483 TCTCAGGTTCT
PRKCQ CCDS55071 1932 3 111-121 TCTCTGATTCG
665-675 TCTCTCCTTGT
1108-1118 TCTCTGCAGAT
1596-1606 TCTTGGCATCT
1659-1669 TCTCAGGTTCT

Tabelle 46: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements im Bereich von 5000 bp vor Translationsstart der Gene MAP4K3,
MBTPS1, SCFD2 und PRKCQ.

Gen Untersuchter Gesuchte Anzahl Position Gefundene
Bereich (hg19) | Sequenz mismatches (innerhalb des Sequenz
untersuchten
Bereichs)
PRKCQ Chr10: TCTGCGTCTCT 2 1534- 1544 CCTGTGTCTCT
6,464,105 — 2547-2557 TCTTCTTCTCT
6,469,105 2573-2583 TCTTCCTCTCT
PRKCQ s.0. TCTCTGCGTCT 2 1219-1229 TCCCTGCGTCC
(rtickwarts) 1540-1550 TCTCTGCTACT
3799-3809 TCTCTGGGTGT
MAP4K3 Chr2: TCTGCGTCTCT 2 2213-2223 GCTGCTTCTCT
39,471,407 — 2663-2673 TCTCCTTCTCT
39,476,407
MAP4K3 s.0. TCTCTGCGTCT 2 2412-2422 TCTCTTCATCT
(rickwarts)
MBTPS1 Chrieé: TCTGCGTCTCT 2 583-593 CCTGAGTCTCT
84,082,369 — 1459-1469 TCTGTCTCTCT
84,087,369 3448-3458 GCTGCGGCTCT
MBTPS1 s.0. TCTCTGCGTCT 2 340-350 TCTCTGTGCCT
(rickwarts)
SCFD2 Chra: TCTGCGTCTCT 2 448-458 TCTGTCTCTCT
53,734,151 — 450-460 TCTCTGTCTCT
53,739,151 460-470 TGTGTGTCTCT
486-496 GCTGCGACTCT
3305-3315 TCTGCATCTGT
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Gen Untersuchter Gesuchte Anzahl Position Gefundene
Bereich (hgl9) | Sequenz mismatches (innerhalb des Sequenz

untersuchten
Bereichs)

SCFD2 s.0. TCTCTGCGTCT 2 452-462 TCTCTCTGTCT

(rickwarts) 931-941 TCTCTGTGCCT

3307-3317 TGTCTGCATCT
3367-3377 TCTCTGGGCCT

Tabelle 47: \Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements im Bereich von 5000 bp nach Translationsendet der Gene

MAP4K3, MBTPS1, SCFD2 und PRKCQ.

Gen Untersuchter Gesuchte Anzahl Position Gefundene
Bereich (hg19) Sequenz mismatches (innerhalb des Sequenz
untersuchten
Bereichs)
PRKCQ Chr10: TCTGCGTCTCT 2 413-423 GCTGGGTCTCT
6,622,254- 1932-1942 TCTGGGTTTCT
6,627,254
PRKCQ s.0. TCTCTGCGTCT 2 Kein Treffer
(rtckwarts)
MAP4K3 Chr2: TCTGCGTCTCT 2 1667-1677 TCTGCTTATCT
39,664,453-
39,669453
MAP4K3 S.0. TCTCTGCGTCT 2 2443-2453 TCTCTGATTCT
(rtickwarts) 3048-3058 TCTGTGCTTCT
4525-4535 TCTCTGCAGCT
MBTPS1 Chrié6: TCTGCGTCTCT 2 Kein Treffer
84,150,517-
84,155,517
MBTPS1 s.0. TCTCTGCGTCT 2 1223-1233 TCTCTGCCTCA
(rtckwarts) 1817-1827 TCTCTGCATTT
SCFD2 Chr4: TCTGCGTCTCT 1 2417-2427 TCTGCTTCTCT
54,232,242- 2 1323-1333 GCTCCGTCTCT
54,237,242
SCFD2 s.0. TCTCTGCGTCT 2 3378-3388 TCTCTTCTTCT
(rtckwarts)

Tabelle 48: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements in der codierenden Sequenz der Kandidatengene MAP2K2 und

SNAPII.
Gen ,Transkript” Anzahl Anzahl Position Sequenz
Nukleotide mismatches
MAP2K2 CCDS12120 1203 3 141-151 TCTGCTGCTCG
202-212 TCATCGTCTTT
415-425 TCCCCGTCACT
480-490 TCTTGGCCTCT
555-565 GGTGCTTCTCT
867-877 TGTGAGGCTCT
SNAP91 CCDS47455 2724 2 1003-1013 TCTGCGGCTGT
3 591-601 TATGCTTCTTT
742-752 TCTGAATTTCT
1963-1973 CCTGCATCTCA
SNAP91 CCDS56438 2634 2 997-1007 TCTGCGGCTGT
3 591-601 TATGCTTCTTT
742-752 TCTGAATTTCT
1873-1883 CCTGCATCTCA
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SNAP91

CCDS56437

1803

955-965
591-601
742-752

TCTGCGGCTGT
TATGCTTCTTT
TCTGAATTTCT

Tabelle 49: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements in gegenldufiger Richtung (TCTCTGCGTCT) in der codierenden

Sequenz der Gene MAP2K2 und SNAP91.

Gen ,Transkript” Anzahl Anzahl Position Sequenz
Nukleotide mismatches

MAP2K2 CCDS12120 1203 3 417-427 TCTCCCCGTCA
531-541 TCTCCGGGGCT
861-871 GCTCTCCTTCT
873-883 TCACAGCATCT
1156-1166 ACCCTGCGGCT

SNAP91 CCDS47455 2724 3 589-599 TTTATGCTTCT
855-865 TCTTTCCTTCT
1001-1011 CATCTGCGGCT
1188-1198 TCTGTGCTTCA
1259-1269 CCTCAGCTTCT

SNAP91 CCDS56438 2634 3 589-599 TTTATGCTTCT
855-865 TCTTTCCTTCT
995-1005 CATCTGCGGCT
1182-1192 TCTGTGCTTCA
1253-1263 CCTCAGCTTCT

SNAP91 CCDS56437 1803 3 589-599 TTTATGCTTCT
813-823 TCTTTCCTTCT
953-963 CATCTGCGGCT

Tabelle 50: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements im Bereich von 5000 bp vor Translationsstart der Gene MAP2K2

und SNAPI1.
Gen Untersuchter Gesuchte Anzahl Position Gefundene
Bereich Sequenz mismatches (innerhalb des Sequenz
(GRCh37) untersuchten
Bereichs)
MAP2K2 chrl9: TCTGCGTCTCT 2 Kein Treffer
4,085,319 —
4,090,319
MAP2K2 s.0. TCTCTGCGTCT 2 4567-4577 TCTCTGCCCCT
(rtckwarts)
SNAP91 chré: TCTGCGTCTCT 2 991-1001 TCTTTGTCTCT
84,257,605 — 1108-1118 TGTACGTCTCT
84,262,605 1120-1130 TCTAAGTCTCT
2515-2525 TCTGCATCTAT
SNAP91 s.0. TCTCTGCGTCT 2 2517-2527 TTTCTGCATCT
(rackwarts)
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Tabelle 51: Vorkommen des Alkohol-responsiven Elements im Bereich von 5000 bp nach Translationsende der Gene MAP2K2

und SNAPI1.
Gen Untersuchter Gesuchte Anzahl Position Gefundene
Bereich Sequenz mismatches (innerhalb des | Sequenz
(GRCh37) untersuchten
Bereichs)
MAP2K2 chrl9: TCTGCGTCTCT 2 Kein Treffer
4,124,126-
4,129,126
MAP2K2 S.0. TCTCTGCGTCT 2 235-245 TCCCTCCGTCT
(rickwarts) 3295-3305 TCTCTTCCTCT
SNAP91 Chreé: TCTGCGTCTCT 2 Kein Treffer
84,418,847 —
84,423,847
SNAPI1 S.0. TCTCTGCGTCT 2 525-535 CCTGTGCGTCT
(rtckwarts) 1385-1395 TCCCTTCGTCT
4472-4482 TCTCTGTTTCT
4990-5000 TCTCTGTGTGT
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