Aus dem Institut fir Neurogenetik
der Universitat zu Libeck

Direktorin: Prof. Dr. med. Christine Klein

Die Rolle von ANO3-Varianten bei
Dystonie-Patienten

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Universitat zu Lubeck

- Aus der Sektion Medizin -

vorgelegt von
Luisa Ruth Olschewski

aus Berlin

Libeck 2021



1. Berichterstatter*in: Prof. Dr. rer. nat. Katja Lohmann
2. Berichterstatter*in: PD Dr. med. Yorck Hellenbroich
Tag der mundlichen Prifung: 24.03.2023

Zum Druck genehmigt. Liubeck, den 24.03.2023

-Promotionskommission der Sektion Medizin-



Inhaltsverzeichnis

ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS. ... it 1l
TabellenVerZeIiChNIS. ..........i e \%
ADDIAUNGSVEIZEICANIS ...t Vi
L EINIEIUNG - 1
1.1  Das Krankheitshild der DYSIONIE ...........ouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
1.2 Das Dystonie-Gen ANOS.......oooiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt neneees 9
I S B T T ) o I -V = g1 =] o 11
1.4  Die klinisch-genetische Datenbank MDSGENE............ccovvveeeiiiiiiiiiiieiiiiiiiieiieeeene 12
1.5 Vorarbeiten der ArbDeItSOIUPPE ......evviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 14
1.6 FrageStellUNG......ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ittt e nn e nnnnnae 14
2 Patienten, Material und MethOdEeN ........couuiviviiiiiieee e, 16
N R = - 1= 01 (= o PP 16
2.2 MAEETIAL .. 18
2.2.1  Chemikalien und KIS ... 18
2.2.2 [0S0 | T L= o 19
2.2.3  GBIALE .. 19
2.2.4  Software und Datenbanken ...........cccccoviiiiiiiiiiiiiiee 20
2.3 MEENOUEN. ... 21
231 Next Generation SEQUENCING ......uuiiiieeieieeiiiiiie s e e e e eeetn e e e e e e e e et e eeeeeeeens 21
2.3.2  GENEPANEL......ci i 22
2.3.3  PHMEI-DESION et 24
2.3.4  Polymerasekettenreaktion (PCR)......cccooiieeiiiiiiiiiiiie e 25
2.3.5 SaANQEr-SEQUENZIEIUNG ....ovvtiiieieeeeeeeeitiiee e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeattra e e eeeeeeeerennns 29
2.3.6  MikrosatellitenanalySe ........ccccoeeiiiiiiiiiii e 32
2.3.7  Systematische Literaturrecherche nach den Kriterien von MDSGene.......... 34
2.3.8  SHALSHK . ..eetiiie e et e e e es 35
3 EIQEDNISSE .. —————— 37
3.1 GENEPANEI-ANAIYSEN ....uei e 37
3.2 Nachweis einer de-N0VO Variante .........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiie e 45
3.3  Systematische MDSGene-Literaturrecherche fir ANO3-Varianten bei Dystonie-
= LU= (= o 46
3.31 Eingeschlossene Publikationen ... 46

3.3.2  Charakteristika, Symptomatik und Therapie eingeschlossener Patienten ...47
3.3.3  ANOS3-Varianten der beschriebenen Patienten ............ccccooeeiiiii e, 51



3.34 Screenings nach ANO3-Varianten in der Literatur ............ccccovvvvviiiiieeeneenens 53

N I 1S (U 1S3 o o PSP 55

4.1  Studiendesign zur Bestimmung der Rolle von ANO3-Varianten bei Dystonie-
o LU= (= o 55
411 Die untersuchte SHCNPIODE. ... ....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 55
4.1.2 Die genetische Untersuchung mittels GenePanel ...............ccccceciiiinnnnnns 56
4.1.3  Der Filterungsprozess im Rahmen der Auswertung der GenePanel-Analysen

58

4.1.4  Die Validierung gefilterter Varianten mittels Sanger-Sequenzierung............ 60
4.2  Die Suche nach einer de-novo Variante in ANO3 ..........cooovvviiiiiiiiiieeeeeeeiinnn 60
4.3 Die systematische Literaturrecherche nach den MDSGene-Kriterien................. 61
4.4  Die Rolle von ANO3-Varianten bei DyStonien ... 64
5  ZuSamMENTASSUNG ....ccoviiiiiiiiiiiiiiiiieie ettt e e e 71
LiteratUrVerZEICNNIS .. ... e et e e e e e e e e e s e e e e e e eeeeanees 73
LN 4] 0= o (PP PPUPPPPPPPPPPP 90
A VerWeNAEE PriME . ... . oo e e 90
B  Kriterien flr das PathOoSCONNG ......ccoovviiiiiiii e 91
C Standardisierte Variablen der MDSGene-Datenbank ..............cccccvveeiiiiiiiiiniinnnnnn. 94
D Ubersicht iber Publikationen der Literaturrecherche.............c.ccccccoveeviieiiceneenne.n, 99
E Ubersicht iber Patienten mit ANO3-Varianten aus der Literatur.......................... 100
F Votum der EthiKKOMMISSION .......coviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 103
= 1] S&S7= T | [ Vo SRR 104
LEDENSIAUT . ... 105

Redaktioneller Hinweis: Im Sinne einer besseren Lesbarkeit wird in dieser Arbeit
fur Personen und personenbezogene Hauptworter nur die mannliche Form

verwendet. Dies ist wertfrei und meint gleichermal3en alle Geschlechter.



AbkUrzungsverzeichnis

Bezeichnungen fur humane Gene bestehen aus Grof3buchstaben und arabischen
Zahlen und werden in dieser Arbeit kursiv gedruckt

AT

bp

bzw.

ca.
CADD
d.h.
dNTP
ddNTP
DMSO
ER

F (-Primer)
FAM
FastAP
GC

gof.
gnomAD
GPi
GWAS
HEK
i.d.R.
IFET
MAF
MDSGene
n.d.
NGS

PCR
PS

Adenin-Thymin-Basenpaar

Basenpaare

beziehungsweise

circa

Combined Annotation Dependent Depletion

das heifl3t

Desoxynukleosidtriphosphat (Desoxynukleotid)
Didesoxynukleosidtriphosphat

Dimethylsulfoxid

Endoplasmatisches Retikulum

Forward (vorwarts)

Fluoresceinamidite (Carboxyfluorescein)

Fast Alkaline Phophatase

Guanin-Cytosin-Basenpaar

gegebenenfalls

Genome Aggregation Database

Globus Pallidus internus

Genomweite Assoziationsstudie

Human Embryonic Kidney, humane embryonale Niere
in der Regel

Immortalisierte Fetale Thymozyten

Minor Allele Frequency, Allelhaufigkeit des selteneren Allels
Movement Disorder Society Genetic mutation database
nicht datiert (bei Internet-Zitaten)

Next Generation Sequencing (Sequenzierung der nachsten
Generation)

Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
Parkinson-Syndrom



R (-Primer) Reverse (ruckwarts)

S. siehe

S.u. siehe unten

SBH Sequencing By Hybridization

SBS Sequencing By Synthesis

SNP Single Nucleotide Polymorphism (Einzelnukleotid-Polymorphismus)
SNV Single Nucleotide Variant (Verdnderung eines einzelnen Nukleotids)
STR Short Tandem Repeat (Mikrosatellit)

THS Tiefe Hirn-Stimulation

usw. und so weiter

UTR untranslatierte Region

val. vergleiche

VS. versus

VUS Variant of Uncertain Significance (Variante unklarer Signifikanz)
z.B. zum Beispiel



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Konsensuale Klassifikation der klinischen Charakteristika der Dystonie 3

Tabelle 2: Ubersicht tiber die wichtigsten monogenen Ursachen von Dystonien ... 6

Tabelle 3: Uberblick tiber Charakteristika der Stichprobe..............cccccevveveeurnee. 17
Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und KitS ...........ccoovviiiiiiiiiiiiiieeeieceiiiee e 18
Tabelle 5: Verwendete LOSUNGEN ........cuviiiiiiiiiiiiiiieiiieeiieeieeeeeeeeeee et eeeeeeeeeees 19
Tabelle 6: Verwendete GEerate............ciii i iiiiieiieie e e e 19
Tabelle 7: Verwendete Software und Datenbanken .............cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiinnnne. 20
Tabelle 8: Ansatz der Standard-PCR ...........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 26
Tabelle 9: Ansatz fir die SEqUENZ-PCR ..........oouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 30
Tabelle 10: Ansatz der Mikrosatelliten-PCR .........cccoooeiiiiiiiiiiiii e 33

Tabelle 11: Bedingungen fir die Anwendung ausgewahlter statistischer Tests... 36
Tabelle 12: Uberblick Giber die mittels Sanger-Sequenzierung validierten Varianten
des GenePanels sowie die zugehdrigen Patienten. .........ccccevvvvceiiieeeeeveeiiiienn. 39
Tabelle 13: Ergebnisse von Screenings nach ANO3-Varianten in Stichproben von
DYStONIE-PatiENIEN ... et e e e e e e e e e e e e eaanae 54
Tabelle 14: Primer fir die PCR und Sanger-Sequenzierung des ANO3-Gens..... 90
Tabelle 15: Primer fir die Mikrosatellitenanalyse ..............ccceeiiiiieeiiiieiiiiiie e, 90
Tabelle 16: Kriterien fur das Pathoscoring der MDSGene-Datenbank ................. 91
Tabelle 17: Kriterien fir das Pathoscoring des American College of Medical
Genetics (ACMG) und der Association for Molecular Pathology (AMP) sowie
verwendete SPezifiZIErUNGEN .........vvviiii e 92
Tabelle 18: Einordnung von Varianten je Kombinationen erfllter Kriterien des

Pathoscorings des American College of Medical Genetics (ACMG) und der

Association for Molecular Pathology (AMP) ........coooiiiiiiie e, 93
Tabelle 19: Standardisierte Variablen der MDSGene-Datenbank ........................ 94
Tabelle 20: Publikationen der Literaturrecherche ............ccccccvvvviviiiviiiiiiiiiiieinnnne. 99
Tabelle 21: Patienten mit ANO3-Varianten aus der Literatur.................ceeveeeeeeee.. 100


file:///C:/Users/Luisa/Desktop/Dissertation.Luisa.Olschewski.docx%23_Toc90824797
file:///C:/Users/Luisa/Desktop/Dissertation.Luisa.Olschewski.docx%23_Toc90824798
file:///C:/Users/Luisa/Desktop/Dissertation.Luisa.Olschewski.docx%23_Toc90824808
file:///C:/Users/Luisa/Desktop/Dissertation.Luisa.Olschewski.docx%23_Toc90824808
file:///C:/Users/Luisa/Desktop/Dissertation.Luisa.Olschewski.docx%23_Toc90824812
file:///C:/Users/Luisa/Desktop/Dissertation.Luisa.Olschewski.docx%23_Toc90824817

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Beispiel-Fotografie einer Agarose-Gelelektrophorese..................... 27
Abbildung 2: Ausschnitte aus Beispielsequenzen der Sanger-Sequenzierung .... 32

Abbildung 3: Uberblick tiber die Schritte und jeweiligen Variantenzahlen des

FIltEIrUNGSPIOZESSES ...t 38
Abbildung 4: Mikrosatellitenanalyse der Region D6S305...........ccccoeiiiiiiiiininnnnnns 43
Abbildung 5: Visualisierungen zu der Patientin L-11560 mit der Variante
P-VaAISBLGIU. ... 44
Abbildung 6: Visualisierungen zu dem Patienten L-11226 mit der Variante
P.SEIBSLASI. ..ttt 46
Abbildung 7: Grafiken zur Klinik der in die MDSGene-Datenbank aufgenommenen
Patienten mit ANOS-VaArianten .............uuuuummiiiiiii e 49

Abbildung 8: Darstellung der Position der ANO3-Varianten im Gen und Protein . 53

W


file:///C:/Users/Luisa/Desktop/Dissertation.Luisa.Olschewski.docx%23_Toc90824944
file:///C:/Users/Luisa/Desktop/Dissertation.Luisa.Olschewski.docx%23_Toc90824947
file:///C:/Users/Luisa/Desktop/Dissertation.Luisa.Olschewski.docx%23_Toc90824947

1 Einleitung

In diesem Kapitel sollen zur Einordnung und zum besseren Verstandnis der
weiteren Inhalte dieser Arbeit einige Grundlagen und Begriffe zu dem
Erkrankungsbild der Dystonie dargestellt werden.

1.1 Das Krankheitsbild der Dystonie

Die Dystonie ist definiert als Bewegungsstérung, die durch anhaltende oder
intermittierende Muskelkontraktionen gekennzeichnet ist, welche abnormale, héaufig
repetitive Bewegungen und/oder Haltungen verursachen. Diese Bewegungen
folgen typischerweise einem Muster, sind Drehbewegungen und kénnen mit einem
Tremor (unwillktirlichem, rhythmischem Zittern) assoziiert sein. Willkiirbewegungen

kénnen die Dystonie initiieren und verschlimmern (Albanese et al., 2013).

Eine Metaanalyse ergab eine gemittelte Préavalenz der primaren Dystonie! von
16,43 pro 100.000 (Steeves et al., 2012). Die verwendeten epidemiologischen
Studien wurden jedoch héufig auf der Basis von medizinischer Dokumentation
durchgefiihrt, sodass aufgrund von Faktoren wie z.B. fehlender Inanspruchnahme
medizinischer Leistungen die eigentliche Préavalenz deutlich héher anzusetzen ist
(Steeves et al., 2012). So ergab die statistische Analyse einer Populationsstudie
allein fur die Gruppe der tUber-50-Jahrigen eine Pravalenz von 732 pro 100.000, nur
ein Drittel der beschriebenen Fallen waren zuvor diagnostiziert (Muller et al.,
2002b). Die Pravalenz der Dystonie nimmt im Alter zu. Zwischen den Geschlechtern
gibt es Uberwiegend keine Haufigkeitsunterschiede, Manner erkranken allerdings in
der Regel friher und erhalten schneller ihre Diagnose (Steeves et al., 2012). Zudem
ist bei ihnen die obere Extremitat haufiger betroffen und sie leiden haufiger unter
der Kombination mit einem Myoklonus (Bezerra et al., 2018). Bei Myoklonien
handelt es sich um ,unwillkirliche kurze Zuckungen von Skelettmuskeln®“ (Meinck,
2007).

I Veralteter Begriff, welcher eine genetische oder idiopathische, isolierte Dystonie ohne
pathologisches Korrelat beschrieb (Albanese et al., 2013).
1



Die verbreitete klinische Einteilung der Dystonien ist Tabelle 1 zu entnehmen. Die
Datenbank MDSGene (s. Abschnitt 1.4) weicht insofern von dieser ab, als dass

segmentale und multifokale Dystonien in eine Kategorie zusammengefasst werden.
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Verschiedene atiologische, also urséchliche Hintergrinde der Dystonie sind
beschrieben. Neben spezifischen genetischen Varianten (s. nachster Absatz)
werden zu den hereditaren, d.h. erblichen, Formen auch solche vererbbaren
Erkrankungen gezahlt, bei denen eine Dystonie Teil eines komplexen Syndroms
sein kann. Dazu z&hlen unter anderem die autosomal-rezessiv vererbte
Kupferspeicherkrankheit Morbus Wilson, bei der ein gemeinsames Auftreten mit
anderen neurologischen oder psychiatrischen Erkrankungen und einer
Lebererkrankung vorliegt, sowie die Dystonie als Symptom syndromaler
neurologischer Erkrankungen wie der Parkinson-Erkrankung. Neben diesen
hereditaren Ursachen existieren erworbene Formen, die Dbeispielsweise im
Zusammenhang mit  Infektionen (z.B. einer viralen  Enzephalitis),
Medikamenteneinnahme (z.B. Levodopa und Dopamin-Agonisten, meist im
Rahmen eines PS (Parkinson-Syndroms)), Intoxikationen (z.B. mit Mangan),
paraneoplastischen Syndromen, aber auch mit psychogenen Stérungen stehen
(Albanese et al., 2013). Erworbene Formen weisen haufig ein typisches Muster auf,
wie beispielsweise die axiale Dystonie bei Neuroleptikaeinnahme (Albanese et al.,
2019). Fur einige Dystonien gibt es keine klar identifizierbare Ursache, diese werden

als idiopathisch bezeichnet (Albanese et al., 2013).

Schon bei der ersten Beschreibung von Dystonien (damals noch als ,dystonia
musculorum deformans®) bei vier Patienten im Jahr 1911 durch H. Oppenheim gab
dieser an: ,Hereditare Belastung spielt wohl sicher eine Hauptrolle® (Oppenheim,
1911). Inzwischen sind verschiedene Gene bekannt, fir die ein Zusammenhang mit
hereditaren Dystonien beschrieben wurde (Jinnah und Sun, 2019), und zu denen
auch das Gen ANO3 gehort. Tabelle 2 liefert einen Uberblick tiber die wichtigsten
monogenen Ursachen. Alle dort aufgefuhrten autosomal-dominant vererbten
Formen der Dystonie zeigen eine reduzierte Penetranz, d.h. ein Teil der
Mutationstrager erkrankt nicht (Lohmann und Klein, 2013). Dies hat ein
unterschiedliches Ausmal, beispielsweise erkranken nur 20-30% der TOR1A-
Variantentrager, wahrend die Penetranz von GNAL-Varianten fast vollstéandig (ca.
90%) ist (Balint et al., 2018). Fur Varianten in SGCE ist der Mechanismus der
reduzierten Penetranz bekannt: eine Erkrankung entsteht nur bei Vererbung der
Variante durch den Vater, da das miutterliche Allel durch den epigenetischen
Mechanismus des Imprintings ausgeschaltet wird (Mdller et al., 2002a). Es gibt

allerdings keinen klaren Grenzwert der Penetranz, ab dem ein Gen, in Abgrenzung
4



zu Risikofaktoren, als krankheitsverursachend bezeichnet werden kann (Marras et
al., 2016); Richtlinien geben zur Abschatzung dessen viel mehr die Kriterien des
Vorkommens in mehreren, nicht verwandten erkrankten Individuen, die Segregation
(gemeinsame Vererbung von Varianten und Erkrankungsstatus innerhalb
betroffener Familien) oder statistische Assoziation mit der Erkrankung, die
Konservierung in verschiedenen Spezies und die Evidenz der eingeschréankten
Funktionalitat des Genproduktes an (MacArthur et al., 2014). Gene mit einem
vermehrten Vorkommen von haufigen Varianten bei Patienten gegeniiber gesunden
Kontrollpopulationen werden als genetische Risikofaktoren bezeichnet (Domingo et
al., 2021) und haben neben einer Pradisposition zur Dystonie mdglicherweise auch
einen Einfluss auf Penetranz und resultierenden Phanotyp monogen vererbter
Dystonien (Siokas et al., 2018). Fur die meisten dieser genetischen Risikofaktoren
besteht nur eine geringe oder widersprichliche Evidenz, nur drei genomweite
Assoziationsstudien (GWAS) wurden durchgefiihrt. Beispielhaft fur genetische
Risikofaktoren zu nennen seien hier Varianten in dem Gen ARSG bei
Musikerdystonie (Lohmann et al.,, 2014) sowie in NALCN, DENND1A und
strangaufwarts von COL8AL bei zervikaler Dystonie (Mok et al., 2014; Sun et al.,
2021). Denkbar wéare auch der Einfluss haufiger Varianten in oben genannten
monogen vererbten Genen, wie es bei der Parkinson-Erkrankung beschrieben ist
(Gan-Or et al., 2019). Trotz all dieser Erkenntnisse bleibt die genetische Ursache
bei vielen Fallen noch unbekannt. Eine Suche nach weiteren ursachlichen
Genvarianten ist schon allein fir die Diagnosestellung sinnvoll, da dies vielen

Patienten die Krankheitsbewaltigung erleichtert (Lohmann und Klein, 2017).
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Das Wissen um genetische Ursachen ermoglicht zudem die Erforschung
pathophysiologischer Prozesse, welche im nachsten Schritt zu therapeutischen
Ansatzen fuhren kann. In der Pathophysiologie betrachtete man aufgrund fehlender
offensichtlicher anatomischer Anomalien Dystonien urspriinglich als psychische
Erkrankungen. Heute geht man von einer organischen Storung des
basalganglionar-cerebello-thalamo-corticalen Netzwerkes aus aufgrund des
Auftretens von Dystonien bei L&sionen in diesen Bereichen und bildgebend
verénderter Volumina auch bei genetischen und idiopathischen Formen. Es kommt
zu einer reduzierten Erregbarkeit inhibitorischer Verbindungen. Auch
Veranderungen der synaptischen Plastizitat und damit der Einbau nicht notiger
Bewegungen in erlernte Bewegungsablaufe sind beschrieben. Im Zusammenhang
mit einigen genetischen Ursachen steht eine geringere dopaminerge und damit
Uberhohte cholinerge Aktivitat, vornehmlich im Striatum: so ist beispielsweise GCH1
an der Dopamin-Biosynthese beteiligt, GNAL vermittelt unter anderem die
Signaltransduktion des Dopamin-D1-Rezeptors und bei TOR1A- und THAP1-
Varianten ist eine verminderte Expression der D2-Rezeptoren, bei vermehrter
Expression des Mitglieds DRD4 in THAP1-mutierten Neuronen, nachweisbar (Balint
et al.,, 2018; Baumann et al., 2021). Die regulierte Expression von THAP1 und
TOR1A waéhrend der Gehirn-Entwicklung wird als Hinweis auf Dystonien als
neurologische Entwicklungsstérung gewertet, zumal in Mausen eine veranderte
Synaptogenese bei TOR1A-Mutation beschrieben wurde (Domingo et al., 2016).
Molekulare Mechanismen der Dystonie umfassen eine abnormale Homoostase des
endoplasmatischen  Retikulums (TOR1A), veranderte Regulation der
Gentranskription (THAP1, KMT2B) (Balint et al., 2018) sowie eine veréanderte
Calcium-Homoostase mit erhdhter Erregbarkeit im Striatum (HPCA als Calcium-
Sensor, ANO3 als Calcium-gesteuerter Chlorid-Kanal, vermehrte Calcium-Kanal-
vermittelte Potentiale bei TOR1A) (Domingo et al., 2016).

Ein Blick auf die Lebensqualitat bei an Dystonie erkrankten Patienten erklart das
Interesse an der Erforschung der Pathophysiologie und damit mdglichen
Entwicklung neuer Therapien. Die Lebensqualitat ist nicht nur gegeniber der
Normalbevdlkerung signifikant verringert (Lim, 2007). In einer Gruppe von Patienten
mit zervikaler Dystonie wurden ahnliche Werte in dem Lebensqualitats-Score SF36
im Vergleich zu Patienten mit Multipler Sklerose, Parkinson-Erkrankung bzw.

Schlaganfall und sogar die im Vergleich geringsten Werte in den Doméanen des
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psychischen Wohlbefindens und der emotionalen Rollenfunktion erreicht (Camfield
et al., 2002). Dies spiegelt sich auch in der Erwerbsfahigkeit wider — finnische
Patienten mit isolierter, zervikaler Dystonie gingen signifikant friiher in Rente als
nicht betroffene Kontrollen (Ortiz et al., 2019). Die Lebensqualitat ist neben
Einschrankungen durch die motorischen auch durch weitere Symptome beeinflusst,
die mit der Dystonie assoziiert sind. So berichten beispielsweise bis zu 70% der
Patienten mit zervikaler Dystonie von Schmerzen. Rund 57% der Patienten mit
fokalen Dystonien haben psychiatrische Erkrankungen. Diese kénnen schon Jahre
vor den motorischen Symptomen beginnen, sind also nicht in jedem Fall vollstéandig
durch Probleme wie Stigmatisierung bei sichtbaren Zeichen der Dystonie erklarbar
(Stamelou et al., 2012).

Um Dystonie-Patienten eine hohere Lebensqualitat zu ermdglichen, wurden
verschiedene Therapieformen entwickelt. Therapie der ersten Wahl ist, vor allem
bei der fokalen Dystonie, die Chemodenervation mittels Botulinum-Toxin-A-
Injektion. Besonders bei generalisierten Formen ist die medikamenttse orale
Therapie eine Alternative, beispielsweise mit Anticholinergika wie Trihexyphenidyl
oder GABAergen Substanzen wie Benzodiazepinen oder Baclofen. Eine invasivere
Methode ist die Tiefe Hirn-Stimulation (THS). Dabei erfolgt eine Stimulation des
Globus Pallidus internus (GPi) mittels operativ implantierter Elektroden. Gute
Evidenz hierflir gibt es bei therapierefraktaren isolierten generalisierten Dystonien
(Lizarraga et al., 2019), besonders bei Nachweis einer pathogenen Variante in den
Genen TORI1A, TAF1, SGCE, GNAL, KMT2B und PANK2 sowie mit variablerem
Effekt bei THAP1- und ATP1A3-Varianten. Hinweise auf einen Behandlungserfolg
der THS bestehen zudem bei Nachweis von Varianten in den Genen GNAO1, GNB1
und VPS16 (Tisch und Kumar, 2020). Auch flir zervikale Dystonien wurde ein
positiver Effekt gefunden. Weniger gut belegt sind die Effekte neuerer nicht-
invasiver Verfahren wie der transkraniellen Magnetstimulation oder der
transkraniellen Gleichstromstimulation, sowie physiotherapeutischer Interventionen
(Lizarraga et al., 2019).



1.2 Das Dystonie-Gen ANO3

Das Gen ANO3 (TMEM16C, C110RF25) kodiert ein Mitglied der Familie der
Anoctamine. Anoctamine wurden nach der Funktion von ANO1 als AN-
ionenselektiver lonenkanal sowie dessen Struktur mit acht (OCT)
Transmembrandoméanen benannt (Yang et al., 2008). Der als Gemeinsamkeit
angenommene Calcium-abhangige Chloridionenstrom konnte allerdings bisher in
HEK293 (human embryonic kidney, also humanen embryonalen Nieren)-Zellen fur
die ANOs 3-7 nicht nachgewiesen werden (Duran et al., 2012) und fir einige ANOs
wurden bis zu zehn Transmembrandoménen entdeckt (Whitlock und Hartzell,
2016). Dennoch wird der in der Literatur gangige Begriff ANO3 (HGNC ID 14004,
‘HUGO Gene Nomenclature Committee”, nicht datiert (n.d.)) auch in dieser Arbeit

verwendet.

Das Gen ANO3 befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 (11p14)
(Katoh und Katoh, 2003). Es gibt funf verschiedene Transkripte, wobei fir eine
einheitliche Nomenklatur in der Literatur und somit auch in dieser Arbeit das langste
Transkript ENST00000256737.8 (Referenz-Sequenz: NM_031418.4) verwendet
wird. Dieses besteht aus 27 Exons mit 5937 Basenpaaren (bp), die zu einem Protein
mit 981 Aminosauren translatiert werden (“Ensembl genome browser 97”7, n.d.). Es
wird unter anderem in verschiedenen Regionen des Gehirns exprimiert, besonders
im Putamen, aber auch im Kortex und dem Kleinhirn. In der Entwicklung von der
midfetalen Periode bis zum Jugendalter wurde eine steigende Expression, vor allem
im Striatum, nachgewiesen (Charlesworth et al., 2012). Die genaue Funktion von
ANO3 ist noch in gro3en Teilen ungeklart, verschiedene Anséatze wurden jedoch
verfolgt: In Fibroblasten eines Dystonie-Patienten mit der Variante p.Trp490Cys
wurde ein vermindertes ATP-induziertes Calcium-Signal nachgewiesen, welches
am ehesten durch einen verringerten Calcium-Pool im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) zu erklaren ist (Charlesworth et al., 2012). ANO3 erhdht zudem die
Expression des Natrium-aktivierten Kalium-Kanals SLACK in Spinalganglien-
Neuronen von Ratten sowie die Leitfahigkeit und die Natrium-Sensitivitat jedes
einzelnen SLACK-Kanals in HEK293-Zellen. Dadurch wird die Erregbarkeit von
Neuronen gesteigert (Huang et al., 2013). Eine solche erhdhte Erregbarkeit, unter
anderem im Motorkortex, ist fir Dystonien im Allgemeinen beschrieben. Allerdings

wird diese eher durch eine Disinhibition ausgeldst (Breakefield et al., 2008).
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Eine weitere Funktion von ANO3, die in IFET-Zellen (Immortalisierten Fetalen
Thymozyten) nachgewiesen wurde, ist die Aktivitat als Scramblase. Scramblasen
sind Enzyme, die eine bidirektionale, energieunabhangige und Calcium-gesteuerte
Umverteilung von Membranlipiden ermdglichen (Bevers und Williamson, 2010).
Phospholipide und Glykosphingolipide sind asymmetrisch auf die innere und &ul3ere
Zellmembran verteilt (Suzuki et al., 2013). Eine Umverteilung dieses Musters ist Teil
der Signaltransduktion im Rahmen verschiedener Prozesse, wie dem apoptotischen
Zelltod (Nagata et al., 2010). Fur ANO3 wurde eine Internalisierung von
Phosphatidylcholin und Galactosylceramid nachgewiesen (Suzuki et al., 2013). Die
Lokalisation im ER (Duran et al., 2012) kdnnte daher auch dem Transport neu
synthetisierter Lipide und der Bereitstellung zur N-Glykosylierung von Proteinen
dienen (Brunner et al., 2016).

Fur nicht-kodierende Varianten in ANO3 wurden noch weiter zu validierende
Assoziationen mit einem erhdhten Risiko fur verschiedene Erkrankungen, darunter
beispielsweise Cluster-Kopfschmerz (Ran et al.,, 2019) und Fieberkrampfe
(Feenstra et al., 2014; Wang et al., 2021), beschrieben.

Ein Zusammenhang kodierender ANO3-Varianten mit Dystonien wurde zunachst
bei Familien mit autosomal-dominanter, kraniozervikaler Dystonie festgestellt
(Charlesworth et al., 2012). Die darauf folgende Beschreibung einer ahnlichen
Haufigkeit seltener, proteinverandernder Varianten bei gesunden Probanden (0,5%)
wie bei Dystonie-Patienten (0,6%) (Zech et al., 2014) hinterliel3 allerdings Zweifel
an der Rolle von ANOS3-Varianten bei Dystonien, da somit die Unterscheidung

zwischen pathogener Variante und Zufallsbefund erschwert war.

Im Verlauf der experimentellen Durchfihrung der vorliegenden Arbeit erschienen
relevante Publikationen, die zur Klarung der Rolle von ANO3-Varianten bei
Dystonien beitrugen, unter anderem durch die eigenen Arbeiten (s.u.). So zeigt ein
Blick in die aktuellen, auf MDSGene zusammengefassten Daten einige
Publikationen mit weiteren Fallen von Dystonie-Patienten mit ANO3-Varianten. Die
darin beschriebene Symptomatik umfasst insbesondere segmentale und
multifokale, isolierte Dystonien, wobei haufig zervikale Dystonien und dystoner
Tremor beobachtet werden. Bei dem Erkrankungsalter sind Haufungen sowohl in
der Kindheit als auch im Erwachsenenalter zu finden (“MDSGene”, n.d.). Eine
Erweiterung des klinischen Spektrums sowie Unterstlitzung von ANO3 als
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Kandidatengen lieferte die Beschreibung von de-novo Mutationen bei Patienten mit
generalisierter Dystonie und frihem Erkrankungsbeginn, die unter anderem auch
im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte (Olschewski et al., 2019).

1.3 De-novo Varianten

Neben den klassischen Erbgangen — autosomal-dominant (die Veranderung eines
Allels auf einem Autosom lost den Phanotyp aus), autosomal-rezessiv (beide Allele
mussen verandert sein, um den Phanotyp zu beeinflussen) und X-chromosomal
(i.d.R. dominant auf dem X-Chromosom vererbt) — besteht auch die Mdglichkeit,
dass genetische Varianten erst wahrend der Keimzellbildung oder postzygotisch
entstehen (Acuna-Hidalgo et al., 2016). Diese sogenannten de-novo Varianten sind
in den parentalen Genomen also nicht zu finden, kdnnen bei Entstehung in der
Keimzellentwicklung aber trotzdem auch bei Geschwistern vorkommen (Rahbari et
al., 2016). Ihr Auftreten wird als starkes Kriterium der Pathogenitat gewertet
(Richards et al., 2015), da sie im Gegensatz zu vererbten Varianten nicht der
Selektion unterliegen (Veltman und Brunner, 2012). So betrafen de-novo Varianten
auch in einer Studie an Schizophrenie-Patienten Nukleotide mit einer héheren
Konservierung, also geringeren evolutionaren Veradnderung, als privat vererbte
Varianten (Xu et al., 2011). Rund 80% der de-novo Varianten liegen auf dem
paternalen Allel (Goldmann et al., 2016). Ihre Haufigkeit steigt signifikant mit dem
paternalen Alter um 2,87 zuséatzliche Varianten pro Lebensjahr (Rahbari et al., 2016)
aufgrund von standigen Zellteilungen der Spermien und damit Haufung genetischer
Varianten infolge von z.B. Replikationsfehlern (Acuna-Hidalgo et al., 2016). Ein
weiterer Einflussfaktor ist die genomische Lage, mit einem vermehrten Vorkommen
beispielsweise in CpG-Inseln oder Stellen mit DNAse | — Hypersensitivitat
(Pranckéniené et al.,, 2018). Die beschriebene Haufigkeit von de-novo
Veranderungen einzelner Nukleotide variiert je nach Methodik von 1,0 x 10%
(Shendure und Akey, 2015) bis 2,74 x 108 (Pranckéniené et al., 2018) pro Base und
Generation, woraus pro Person etwa 1,9 de-novo SNVs (Single Nucleotide Variants,
Veranderungen eines einzelnen Nukleotids) in exonischen Bereichen resultieren
(Pranckéniené et al., 2018). Andere Typen von Varianten sind deutlich seltener, so

treten z.B. kleine (1-20 bp) Indels (Insertionen und Deletionen) mit einer Haufigkeit
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von 0,68 x 10° pro Base und Generation auf (Kloosterman et al., 2015). Es handelt
sich, auf die gesamte Population betrachtet, also nicht um seltene Ereignisse,
sodass insgesamt ein relevanter Anteil an der Entstehung auch relativ h&ufiger
Erkrankungen besteht (Veltman und Brunner, 2012). De-novo Varianten haben
zudem einen erheblichen Anteil an der Entstehung von Dystonien bei den Genen
KMT2B, ADCY5 und ATP1A3 (Balint et al., 2018) und wurden auch bei anderen
Formen, z.B. TOR1A, beschrieben (Lange et al., 2021).

1.4 Die klinisch-genetische Datenbank MDSGene

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine systematische Literaturrecherche
zu Varianten in ANO3 bei Dystonie-Patienten nach den Kriterien der MDSGene-
Datenbank (Movement Disorder Society Genetic mutation database; abzurufen
unter www.mdsgene.org) durchgefuhrt, welche in Grundziigen in diesem Kapitel
vorgestellt wird. MDSGene ist eine genetisch-klinische Datenbank, die dem Nutzer
einen Uberblick Uber die Studienlage zur Genetik verschiedener
Bewegungsstorungen in Verbindung zum jeweiligen Phénotyp bietet. Dabei wird mit
der ,Genes“-Funktion ein filterbarer Uberblick zu phanotypischen Daten sowie
Statistiken zu den Tragern von Varianten in einem bestimmten Gen dargestellt. Mit
der ,Signs and Symptoms“-Funktion sollen umgekehrt zu einem gegebenen
Phanotyp passende genetische Diagnosen recherchiert werden konnen. Aktuell
wurden 2464 Varianten in 52 verschiedenen Genen bei 8982 Patienten mit acht
unterschiedlichen Bewegungsstérungen aus 1629 Publikationen erfasst (Stand:
07.07.21, (“MDSGene,” n.d.)). Die Diagnosen sowie eingeschlossenen Gene
orientieren sich an den Empfehlungen der ,International Parkinson disease and
Movement Disorder (MDS) Task Force of Genetic Nomenclature in Movement
Disorders® (Lill et al., 2016; Marras et al., 2016).

Die Datengewinnung erfolgt nach einem festgelegten Schema. In der Literatur-
Datenbank PubMed (“PubMed - NCBI”, n.d.) wird mittels standardisierter
Suchbegriffe, welche unter anderem den Namen des entsprechenden Gens und
dessen Aliase sowie die zugehorige Bewegungsstérung enthalten, nach englisch-
sprachigen Publikationen gesucht. Eingeschlossen werden nur Studien, die
mindestens einen Patienten mit mindestens einer Variante in dem entsprechenden
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Gen darstellen. Zusatzliche Daten werden in Reviews und deren Referenzen
gesucht. Ausgeschlossen werden haufige Varianten, definiert als MAF (minor allele
frequency, Allelhaufigkeit des selteneren Allels) von 21% in den Datenbanken
gnomAD (Genome Aggregation Database, (“gnomAD”, n.d.)) oder dbSNP (“SNP -
NCBI”, n.d.) bzw. bei nicht betroffenen Individuen in der Publikation. Aus
eingeschlossenen Publikationen werden Angaben zu demographischen (z.B.
Geschlecht), genetischen (z.B. Genotyp) sowie klinischen Aspekten (z.B. initiale
Symptomatik) extrahiert und in standardisierte Datentabellen eingefiigt (Kasten et
al., 2018). Die entsprechenden Variablen kénnen dem Anhang C entnommen

werden.

Zur besseren Einschatzung der extrahierten Varianten wird jeweils ein Scoring der
Pathogenitat durchgefihrt. Diese wird unterteilt in ,benign® (benigne, wird dann in
der Datenbank nicht aufgeflhrt), ,possibly pathogenic* (moglicherweise pathogen),
.probably pathogenic“ (wahrscheinlich pathogen) sowie ,definitely pathogenic*
(definitiv pathogen). Dabei werden fir die folgenden Kriterien in unterschiedlicher
Gewichtung Punkte vergeben, deren Gesamtwert zu der Kategorisierung fiuhrt
(Kasten et al., 2018; “MDSGene”, n.d.). Ein Uberblick Uiber die genauen Punktwerte
kann dem Anhang B sowie der Webseite der MDSGene-Datenbank

(www.mdsgene.org/methods) enthommen werden.

1. Segregation: Hierbei geht es um die Differenzierung von Varianten, die nur
bei einem einzelnen Patienten gefunden wurden, gegenuber Varianten, die
innerhalb von einer oder mehreren Familien mit dem Erkrankungsauftreten
segregieren.

2. Haufigkeit: Dies beruht auf der Annahme, dass in der Gesamtpopulation
haufige Varianten weniger wahrscheinlich Ursache einer seltenen
Erkrankung sind. Als Referenz wurden hierzu die rund 140.000 Individuen
der Datenbank gnomAD (“‘gnomAD”, n.d.) verwendet.

3. In-silico, also computerbasierte, Préadiktion mittels CADD (Combined
Annotation Dependent Depletion)-Score: Dabei handelt es sich um das
Ergebnis einer online verfigbaren Software, welche Varianten anhand
verschiedener Parameter, wie der umgebenden Sequenz, epigenetischen
MaRRen und mdglicher funktioneller Konsequenzen einteilt. Zur besseren

Vergleichbarkeit erfolgt die Angabe in einem logarithmierten Wert, welcher
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die Einstufung im Vergleich zu ca. neun Milliarden SNVs wiedergibt.
Demnach bedeutet ein Score von 10 einen Rohwert in den obersten 10% der
SNVs, ein Score von 20 in den oberen 1% usw. (Rentzsch et al., 2019).

4. Funktionelle Studien: Publizierte Studien, die in vivo oder in vitro einen Effekt
der Variante nachweisen, unterstiitzen die Pathogenitat dieser Variante.

1.5 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

Da am Institut fir Neurogenetik der Universitat zu Libeck bereits langjahrige
Erfahrung mit genetischen Studien besteht, konnte im Rahmen dieser Arbeit auf
etablierte Materialien und Methoden (vgl. z.B. Borngraber, 2017; Lochte, 2018)
zurliickgegriffen werden. Auch die Systematik der Literaturrecherche gemafd der
MDSGene-Plattform wurde schon vor Beginn dieser Arbeit erarbeitet (Kasten et al.,
2018; Lill et al., 2016).

Die Studien- und Kontrollprobanden fiir die GenePanel-Untersuchung wurden in
verschiedenen neurologischen  Zentren rekrutiert, von  Experten  flr
Bewegungsstérungen untersucht, Blutproben entnommen sowie die DNA
extrahiert. Diese wurde fur das GenePanel aufbereitet und an die Firma Centogene
versandt. Parallel zu dieser Arbeit wurden Varianten in anderen Dystonie-Genen bei

den untersuchten Patienten ausgeschlossen.

1.6 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle von ANO3-Varianten bei Dystonien zu evaluieren,
da der Beschreibung von Uber 50 Patienten mit &ahnlichen Phanotypen
insbesondere die Haufung von ANO3-Varianten auch in Kontrollkollektiven mit
maoglicherweise ahnlicher Haufigkeit gegenlubersteht. Das Wissen Uber die Rolle
von ANO3-Varianten bei Dystonien ist Grundlage fur weitere Forschung zur
Pathophysiologie, Diagnostik und Therapie sowie fiir die diagnostische Sicherheit

und genetische Beratung betroffener Patienten und ihrer Familien.

Zur Beantwortung dieser Frage nach der Rolle von ANO3-Varianten bei Dystonien

sollte auf folgende untergeordnete Fragen eingegangen werden:
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1. Wie haufig sind seltene, proteinverandernde ANO3-Varianten bei Dystonie-
Patienten? Wie haufig treten diese im Vergleich dazu bei Nicht-Dystonie-
Patienten auf?

Dazu wurde zunachst ein genetisches Screening auf Varianten in ANO3
mittels Next Generation Sequencing (NGS)-basierter GenePanel-Analyse
bei 729 Dystonie- und 294 PS-Patienten durchgefiihrt und die gefundenen
Varianten im Folgenden gefiltert und mittels Sanger-Sequenzierung validiert.

2. Findet sich eine de-novo Variante in ANO3 bei einem Patienten mit
generalisierter Dystonie?

Dafur wurden die Eltern auf das Vorhandensein einer bei dem Patienten
nachgewiesenen ANO3-Variante getestet.

3. Wie haufig und in Zusammenhang mit welchen Phanotypen wurden ANO3-
Varianten bei Dystonie-Patienten in der Literatur beschrieben?

Hierfur wurde eine systematische Literaturrecherche nach den Kriterien der
MDSGene-Datenbank durchgefuhrt.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

Zur Einschatzung der Rolle von ANO3-Varianten bei Dystonien wurden neben den
Dystonie-Patienten als Kontrollpopulation auch Patienten mit PS aus jeweils

verschiedenen Zentren fir Bewegungsstorungen rekrutiert.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Universitdt zu Libeck
(Referenznummer 04-180, 16-039) genehmigt. Alle Teilnehmer gaben ihr
schriftliches Einverstandnis.

Insgesamt wurden 729 Dystonie-Patienten eingeschlossen, davon 562 aus
Deutschland (Hannover (n=247), Berlin (n=124), Kassel (n=113), Kiel (n=58) und
Libeck (n=20)), 92 aus Spanien (Sevilla) und 75 aus Korea (Seoul). Das
Durchschnittsalter in der Stichprobe lag bei 55,9 + 20,3 Jahren und das
Erkrankungsalter im Mittel bei 37,6 + 12,1 Jahren, 401 der Dystonie-Patienten
waren mannlich (55%). Von 579 Patienten war das Verteilungsmuster der dystonen
Symptomatik bekannt. Davon présentierten sich 478 (82,6%, 478/579) Patienten
mit einer fokalen Dystonie, 53 (9,2%) Patienten mit einer segmentalen sowie 51

(8,8%) Patienten mit einer generalisierten Dystonie.

Erwahnenswert ist, dass alle Patienten aus Hannover eine Musikerdystonie sowie
ein Groliteil der Kieler Patienten (60,3%, 35/58) einen Schreibkrampf zeigten.
Insgesamt prasentierten sich von den Patienten mit fokalen Dystonien 248 mit einer
Musikerdystonie (51,9%, 248/478), 112 mit einer zervikalen Dystonie (23,4%), 59
mit einer Dystonie der oberen Extremitat (12,3%; einschlie3lich Schreibkrampf) und
43 mit einem Blepharospasmus (9,0%). Jeweils ein Patient wies eine
oromandibulére, laryngeale Dystonie bzw. eine Dystonie des unteren Gesichtes (je
0,2%) auf. Fur 13 Patienten (2,7%) ist die betroffene Koérperregion bei fokaler
Dystonie nicht bekannt. Weitere Daten zu den Patienten je Einsender sind in Tabelle
3 zu finden und wurden in dem Journal Parkinsonism and Related Disorders
publiziert (Olschewski et al., 2019).

Zudem wurden 294 PS-Patienten aus deutschen Parkinson-Zentren

(Universitatskliniken in Berlin, Kiel und Libeck) eingeschlossen. Diese hatten ein
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durchschnittliches Alter von 65,3 + 12,6 Jahren. Darunter waren 156 Manner (61,9%
der Patienten mit bekanntem Geschlecht), von 42 Patienten war das Geschlecht

nicht bekannt.

Tabelle 3: Uberblick tiber Charakteristika der Stichprobe, modifiziert nach Olschewski et
al., 2019, Tabelle 1A.

Verteilung der
Anzahl Erkrankungs Dystonie
Stich- der - Geschlecht (fokall/
probe Land |~ Zentrum Patien- Alter (Jahre) alter (m/w) segmental/
ten (Jahre) generalisiert/
n.a.)
DY | ppy TAMMOT g7 s55:128  27:20 | 17572 247/0/0/0
Berlin 124 57,6 +17,8 @ 38,2+ 20,2 61/63 38/20/23/43
Kassel 113 69,7 + 15,6 50+5,4 39/74 89/7/1/16
Kiel 58 60,5+ 31,1 n.a. 28/30 39/1/0/18
Lubeck 20 48,3 + 22,3 n.a. 11/9 5/4/3/8
gesamt 562 58,7+210  41,8+130  314/248 418/32/27/85
ESP . Sevilla 92 46,3+183 | 214+78 42/50 31/20/20/21
KOR Seoul 75 458 + 12,7 n.a. 45/30 29/1/4/41
ges. 729 559+20,3  37,6+12,1 401/328 478/53/51/147
Berlin,
PS DEU Kiel, 294 65,3+ 12,6 n.a. 156/96 nicht anwendbar
" (42 n.a.)
Lubeck

DEU: Deutschland, ESP: Spanien, KOR: Sudkorea, ges.: gesamt (angegebene Mittelwerte
wurden aus den Werten der einzelnen Patienten, nicht als Mittelung der Mittelwerte
errechnet). N.a.: nicht angegeben

AulRerdem erfolgte im Rahmen einer GenePanel-Analyse auch die genetische
Patienten (L-11226) mit einer
generalisierten Dystonie. Dieser wurde von Frau Dr. Sinem Tun¢ von dem
Libeck,

zugewiesen. Beide Eltern sowie ein alteres Geschwisterkind sind gesund. In der

Untersuchung eines dreijahrigen Lubecker

Universitatsklinikum  Schleswig-Holstein, Campus untersucht und
Schwangerschatft und der frihen Entwicklung zeigten sich keine Auffalligkeiten. Im
Alter von 15 Monaten entwickelte der Patient jedoch motorische Einschrankungen,
z.B. des Stehens, aufgrund eines Zitterns der Beine. Die Symptome waren
progressiv bis hin zu einer generalisierten Dystonie, die neben den Beinen
besonders Hals und Larynx mit einer Dysphonie betraf, und myoklonischen
Zuckungen. Metabolische Ursachen konnten ausgeschlossen werden. Ein
ausfuhrlicherer Fallbericht kann der Publikation im Journal of the Neurological
Sciences entnommen werden (Tunc et al., 2019). Fur diesen Patienten lagen
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zusatzlich DNA-Proben der gesunden Eltern zur Untersuchung der Segregation vor.
Eine solche Segregationsanalyse mit zusatzlicher Untersuchung der DNA-Probe
eines gesunden Bruders konnte aufRerdem bei einer ANO3-Variantentragerin aus
der GenePanel-Analyse erfolgen, welche sich ebenfalls mit einer generalisierten
Dystonie mit Beginn im Kindesalter in der unteren Extremitat prasentierte
(ausfuhrlicherer Fallbericht s. Abschnitt 3.1).

2.2 Material

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in den folgenden Tabellen aufgefiihrten

Substanzen, Gerate sowie Softwares und Datenbanken verwendet.

2.2.1 Chemikalien und Kits

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Kits

Substanz Hersteller

100 bp DNA ladder [500 pg/ml] New England Biolabs
Agarose Biozym

Betain [5M] Sigma-Aldrich

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

(Terminatormix)

Applied Biosystems

Desoxyribonukleotide (dNTPs) [je 10mM]

MP

Dimethylsulfoxid (DMSO) [99,9%] Sigma-Aldrich
Ethanol [99,9%] J.T.Baker
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich

Exonuclease | [20U/ul]

Thermo Scientific

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase [1U/ul]

Thermo Scientific

GC-rich PCR System

Roche

GeneScan 600 LIZ dye Size Standard

Applied Biosystems

Hi-Di Formamid

Applied Biosystems

HPLC grade H>O

J.T.Baker

Midori Green Advance DNA stain

Nippon Genetics

Natrium-Acetat (NaAc) [3M]

Sigma-Aldrich
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Oligonukleotide/Primer [10uM]

Eurofins MWG

Q5 Hot Start High Fidelity 2x Master Mix New England Biolabs

Sequenzpuffer [5x]

Applied Biosystems

Tag DNA-Polymerase [5 U/ul] und Puffer [10X] MP

2.2.2 Losungen

Tabelle 5: Verwendete Losungen

Substanz

Zusammensetzung

Agarose-Gel (1,5%)

300 ml 1x TBE-Puffer
4,5 g Agarose
15 pl Midori Green

Bromphenolblau-Farbstoff

100 pul DNA ladder
100 pl 10x Glycerin
400 pl dH20

ExoFast

0,5 ul Exonuclease | [20U/ul]
1 pl FastAP [1 U/ul]

TBE-Puffer (10x) 121,1 g Tris
55 g Borséaure
7,4 g EDTA
dH20 bis 1|
2.2.3 Gerate
Tabelle 6: Verwendete Gerate
Geratename Hersteller

Microfuge 16 Centrifuge

Beckman Coulter

Dark Hood DH-50

Biostep

EOS 700D

Canon

Genetic Analyzer ABI 3130XL

Applied Biosystems

Genetic Analyzer ABI 3500XL

Applied Biosystems

Pipetten

Eppendorf

Thermocycler Flex Cycler

Analytik Jena

Thermocycler PTC-100

MJ Research

Thermocycler PTC-200

MJ Research
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Thermocycler MJ Mini BIO-RAD

Thermocycler Mastercycler Eppendorf

2.2.4 Software und Datenbanken

Tabelle 7: Verwendete Software und Datenbanken

Bezeichnung (URL)

Combined Annotation Dependent Depletion v1.3
(https://cadd.gs.washington.edu/)

Hersteller
University  of  Washington,
Hudson-Alpha  Institute  for

Biotechnology

Berlin Institute of Health

gnomAD
(https://gnomad.broadinstitute.org/)

Genome Aggregation Database

MDSGene (https://www.mdsgene.org/)

International Parkinson and

Movement Disorder Society

Mutation Surveyor v3.30

Soft Genetics

MutationTaster2 (http://mutationtaster.org/)

Exzellenzcluster NeuroCure,
Charité - Universitatsmedizin

Berlin

NNSplice Version 0.9
(https:/www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html)

Berkeley Drosophila Genome

Project

Oligo Explorer v.1.1.0

Gene Link

Sequence Analysis 5.3.1

Applied Biosystems

SNPCheck V3 GeneTools
(https://genetools.org/SNPCheck/snpcheck.htm)
SPSS Statistics Version 27 IBM

UCSC Genome Browser

Genomics Institute, University of

California Santa Cruz
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2.3 Methoden

2.3.1 Next Generation Sequencing

Die erste Sequenzierung eines menschlichen Genoms brauchte zwdlf Jahre und
fast drei Milliarden Dollar und war damit nicht als verbreitetes Diagnostikum im
Rahmen der personalisierten Medizin geeignet. Auf der Suche nach einer
effizienteren Methode wurde das Next Generation Sequencing (NGS,
Sequenzierung der néchsten Generation) entwickelt, das eine solche
Sequenzierung innerhalb eines Tages mit Kosten von mittlerweile etwa 1000 Dollar
ermdoglicht (Muzzey et al., 2015). Dabei gibt es nicht das eine NGS, vielmehr handelt
es sich um einen Sammelbegriff verschiedener Methoden, die durch parallel
ablaufende Reaktionen auf einer festen Oberflache einen hohen Durchsatz
erreichen (Alekseyev et al., 2018). Unter NGS im engeren Sinne versteht man das
sequencing by synthesis (SBS), eine weitere Gruppe stellt das sequencing by
hybridization (SBH) dar. Neuere Methoden zur Sequenzierung langerer Abschnitte
oder auf der Basis von Nanoporen werden als Sequenzierungen der dritten
Generation bezeichnet (Kumar et al., 2019). Das lllumina HiSeq-System, welches

fur diese Arbeit verwendet wurde, gehort dabei zu der SBS-Gruppe.

Die Durchfiihrung des eigentlichen NGS erfolgte nicht selbststandig im Rahmen der
vorliegenden Arbeit, sondern Uber die Firma Centogene, sodass an dieser Stelle
lediglich das Grundprinzip erlautert werden soll: Zur Vorbereitung wird die zu
untersuchende DNA fragmentiert und Adapter werden an die 5‘- und 3‘-Enden der
Fragmente gebunden. Auf einer festen Oberflache sind Oligonukleotide gebunden,
die komplementar zu den verwendeten Adaptern sind, sodass diese daran binden.
Im Rahmen einer sogenannten Brickenamplifikation werden die gebundenen DNA-
Fragmente amplifiziert, sodass klonale Cluster entstehen. Die eigentliche
Sequenzierung erfolgt dann durch den Einbau unterschiedlich fluoreszierender
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) mithilfe einer Polymerase. Die dNTPs sind
mit einem Terminator versehen, sodass nach dem Einbau eines dNTPs zuné&chst
keine weitere Kettenverlangerung maoglich ist (Borngraber, 2017; Illumina, 2015;
Lochte, 2018). Dadurch kann das spezifische Fluoreszenzsignal des eingebauten
dNTPs erfasst werden, bevor der Terminator entfernt wird und das System damit
fur den Einbau des nachsten Nukleotides bereit ist (Slatko et al., 2018). Dies wird
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in einer bestimmten Haufigkeit wiederholt, sodass Basenabfolgen mit einer Lange
von 35 bis 300 bp entstehen (Levy und Boone, 2019), die sogenannten Reads. Die
Anzahl an Reads, die eine bestimmte genomische Position abdecken, wird als
depth bezeichnet (Alekseyev et al., 2018). In grofl3en Teilen der Literatur sowie in
dieser Arbeit wird die Coverage in der Regel als Synonym fur die depth verwendet.
Es sei an dieser Stelle allerdings darauf hingewiesen, dass einige Autoren die
Coverage als Begriff fur den Anteil der Zielregion, der tatséachlich bei der
Sequenzierung erfasst wurde, verwenden (Alekseyev et al., 2018). Die Coverage
ist ein Qualitditsmerkmal des NGS, da eine héhere Abdeckung jeder Base auch die
statistische Wabhrscheinlichkeit erhoht, im Falle einer heterozygoten Variante
sowohl das Wildtyp- als auch das mutierte Allel zu sequenzieren (Lohmann und
Klein, 2017). Auch bei einer ausreichenden Coverage ist fur die Illumina-
Sequenzierer eine Fehlerrate von 0,1% angegeben (Pfeifer, 2017), die in
bestimmten genomischen Bereichen mit speziellen Sequenzen bis auf 1%

ansteigen kann (Muzzey et al., 2015).

Eine Besonderheit der lllumina-Gerate ist das sogenannte paired-end sequencing,
bei dem beide Strange der DNA sequenziert werden, was die weitere Analyse
verbessert. Bei der Analyse werden die Sequenzen mit einem Referenzgenom
abgeglichen und Abweichungen von diesem, d.h. genetische Varianten, angezeigt
(lumina, 2015).

2.3.2 GenePanel

Die Methode des NGS wurde im Rahmen einer GenePanel-Untersuchung
angewandt, wobei DNA-Proben von 1.023 Patienten (Charakteristika s. Abschnitt
2.1) auf Varianten in allen 27 Exons sowie den Exon-Intron-Grenzen von ANO3
durch die Firma Centogene untersucht wurden. Exons enthalten unter anderem die
kodierenden Abschnitte eines Gens, wahrend Introns beim SpleiRvorgang entfernt
und somit nicht in Aminosauren umgeschrieben, d.h. translatiert, werden. Ein
GenePanel ist eine gleichzeitige Untersuchung von mehreren fiur eine bestimmte
Erkrankung relevanten Genen, im genutzten Panel von verschiedenen Dystonie-
und PS-Genen. Im Rahmen dieser Arbeit werden jedoch nur die Ergebnisse zu

ANO3 betrachtet. Fur das GenePanel erfolgte zur Kostenreduzierung eine
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Zusammenfassung der Proben in zufallige Dreier-Pools. Bei den herausgegebenen
Varianten wurde auf ihr seltenes Vorkommen (MAF < 0,005) in der
Gesamtpopulation geachtet. Diese seltenen Varianten wurden zunachst nach ihrem
vorhergesagten Effekt gefiltert. Dabei wurden zum einen proteinverandernde, d.h.
aminosaureaustauschende (Missense-) Varianten oder Veranderungen von
Spleil3stellen, eingeschlossen. Des Weiteren wurden Veranderungen des
Translations-Startcodons AUG (sogenannte Start-loss-Mutationen) oder Varianten,
die zu einem verfrihten Stop-Codon fihren (sogenannte Nonsense-Mutationen), im
Rahmen dieser Studie weiter betrachtet. Der Effekt von Varianten in Sequenzen der
Spleil3stellen wurde zuséatzlich mittels des online verfigbaren Programmes
NNSPLICE 0.9 (Reese et al., 1997) eingeschatzt. Die einzugebende umgebende
Sequenz wurde der UCSC-Datenbank (Kent et al., 2002) entnommen.

Fur die auf diese Weise gefilterten Varianten wurde der CADD-Score (Rentzsch et
al., 2019) fur jede Variante bestimmt (s. Abschnitt 1.4). Es wurde zuvor ein CADD-
Score von 15 als Untergrenze fiir weiter betrachtete Varianten festgelegt. Dies ist
der Ublicherweise verwendete Wert, der auch den Median fir nicht-synonyme und
Spleil3stellen-Varianten darstellt (“CADD”, n.d.). Da in diesen Score andere, in der
Literatur haufig verwendete Bewertungsalgorithmen (z.B. SIFT, PolyPhen)

einflie3en, werden diese nicht zusétzlich aufgefuhrt.

Von den gefilterten Varianten sollte nun derjenige Patient eines Dreier-Pools
herausgefunden werden, welcher die angegebene Variante tragt, bzw. sollten mit
fehlendem Nachweis bei allen drei Patienten falsch-positive Ergebnisse entdeckt
werden. Beiden Zwecken diente die Sanger-Sequenzierung. Deren Durchflhrung
sowie die nétigen vorbereitenden Schritte werden in den folgenden Abschnitten

beschrieben.

Zur Abschatzung der Pathogenitat wurden zwei Klassifikationssysteme auf durch
die Sanger-Sequenzierung bestétigte Varianten angewandt. Zum einen wurden die
MDSGene-Kriterien (s. Abschnitt 1.4 und Anhang B), zum anderen auch die
gemeinsamen Kriterien des American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) und der Association for Molecular Pathology (AMP) (im Folgenden als
ACMG-Kriterien bezeichnet, Richards et al., 2015) verwendet. Letztere ermdglichen
die Einteilung von Varianten in die finf Kategorien ,pathogenic” (pathogen), ,likely
pathogenic® (vermutlich pathogen), ,uncertain significance® (Variante unklarer
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Signifikanz, VUS), ,likely benign® (vermutlich benigne) und ,benign“ (benigne),
wobei Llikely“ jeweils fir eine 90%ige Wahrscheinlichkeit der Pathogenitat bzw.
Benignitat der Variante steht. Diese Einteilung geschieht durch Kombinationen aus
erfullten Kriterien der Evidenzgrade ,very strong“ (pathogen) bzw. ,stand-alone”
(benigne), ,strong“, ,moderate” (nur pathogen) sowie ,supporting“ (Richards et al.,
2015). Diese lassen jedoch in einigen Punkten Raum flr Interpretation oder
erlauben eine Herauf- bzw. Herabsetzung des Evidenzgrades in bestimmten Féllen.
Im Rahmen des Entwicklungsprozesses der MDSGene-Datenbank wurden
zwischenzeitig die ACMG-Kriterien angewandt und daher von Mitgliedern des
Instituts fir Neurogenetik der Universitat zu Lubeck spezifiziert. Dies wurde in der

vorliegenden Arbeit verwendet und ist dem Anhang B zu entnehmen.

2.3.3 Primer-Design

Fur die Vervielfaltigung und anschlieBende Sequenzierung der DNA-Abschnitte mit
einer bei der GenePanel-Analyse ermittelten Variante in ANO3 wurden, wie bei
jeder Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR), ein Vorwarts
(forward, F)- und ein Ruckwarts (reverse, R)-Primer verwendet. Diese binden an
komplementére Abschnitte der DNA beiderseits der Variante und ermdglichen so
als Startabschnitte eine Aktivitat der benétigten Enzyme. Fir die Erstellung der
Primer wurde die Software Oligo Explorer 1.1.0 (Kuulasma, 2002) verwendet, wobei
die dort einzugebende flankierende Sequenz (Variante £300bp) dem Genome
Browser der UCSC-Datenbank (Kent et al., 2002) entnommen wurde. Bei der

Erstellung der F- und R-Primer wurden folgende Vorgaben befolgt:

1. Die Primer sollten jeweils eine Lange von 19 bis 24 bp haben. Die Langen

sollten sich dabei um maximal fiinf Basenpaare unterscheiden.

2. Die Annealing-Temperatur, d.h. die spezifische Temperatur fur die
Primeranlagerung wahrend der PCR, sollte sich in dem Bereich zwischen 55°C und
65°C befinden und sich zwischen den jeweiligen F- und R- Primern um maximal 1°C

unterscheiden.

3. Das 3-Ende sollte aus dem Basenpaar Guanin-Cytosin (GC) bestehen.

Zwischen diesen Basen besteht im Vergleich zu Adenin-Thymin-Basenpaaren (AT)
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eine festere Bindung mittels dreier Wasserstoffbriickenbindungen, was eine

stabilere Bindung des Primers ermoglichen soll.

4. Die Primer sollten sich innerhalb der Sequenz auf zwei unterschiedlichen
Seiten der zu untersuchenden Variante befinden und jeweils mindestens 70 bp von

dieser entfernt sein.

Anschlielend wurde fur die erstellten Primer mithilfe der Webseite SNPcheck
Uberpruft, ob sich bekannte single nucleotide polymorphisms (SNPs,
Einzelnukleotid-Polymorphismen) innerhalb der Primer-Sequenz befinden. Diese
waren mdglichst zu vermeiden, in jedem Fall aber innerhalb der letzten funf
Basenpaare am 3‘-Ende, da eine feste und spezifische Bindung in diesem Bereich
besonders wichtig ist. AuBerdem erfolgte ein Test der Primer-Funktion in silico
mithilfe des online verfigbaren Programmes UCSC In-silico PCR. Die Synthese der
Primer erfolgte durch die Firma Eurofins Genomics Germany GmbH. Die

verwendeten Primer sind in Anhang A aufgefihrt.

2.3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Um bei der Sequenzierung eines spezifischen DNA-Abschnittes diesen von der
Gesamt-DNA einer Probe abgrenzen zu kénnen, muss der zu sequenzierende
Abschnitt zunachst vervielfaltigt (amplifiziert) werden. Eine bewéhrte Methode dazu
stellt die PCR dar. Dabei wird ein durch die zuvor erstellten, spezifisch bindenden
Primer genau festgelegtes Fragment amplifiziert. Die PCR besteht aus mehreren
Zyklen, wobei in jedem Zyklus die Menge des spezifischen Fragmentes verdoppelt
wird und somit eine exponentielle Steigerung Uber die Zyklen erfolgt. Jeder Zyklus

besteht aus den folgenden drei Schritten:

1. Denaturierung: Durch thermische Auflosung von Wasserstoffbricken-
bindungen bei Erhitzung des Reaktionsgemisches auf 95°C wird der DNA-

Doppelstrang in Einzelstrange geteilt.

2. Primeranlagerung (,Annealing“): In diesem Schritt erfolgt die spezifische
Anlagerung der Primer an die zu ihnen komplementaren Abschnitte der DNA-
Einzelstrange durch Absenken der Temperatur auf die Primer-spezifische
Annealing-Temperatur (55-61°C, s. Anhang A).
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3. Elongation: Durch die hitzestabile Tag-Polymerase erfolgt bei Anheben der
Temperatur auf 72°C die Synthese des komplementaren Stranges in 5°-3‘-Richtung
unter Verwendung der im Reaktionsgemisch befindlichen dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP und dTTP). (Borngraber, 2017; Lochte, 2018)

Tabelle 8: Ansatz der Standard-PCR

Substanz Konzentration Konzentration Volumen in pl
im Ansatz

dH>O - - 4,23
dNTPs 10 mM 2 mM 3
Tag-Puffer 10x 1x 1,5
F-Primer 10 uM 0,4 uM 0,6
R-Primer 10 uM 0,4 uM 0,6
Tag-Polymerase 5 U/l 0,023 U/ul 0,07
DNA 10 ng/ul 3,3 ng/ul 5
Gesamt 15

Programm_der_Standard-PCR mit 35 Zyklen zur Amplifikation auf die 2%fache

Menge

5 min 95°C
30 sek 95°C

35x 30 sek 55-61°C (Primer-spezifische Annealing-Temperatur)
30 sek 72°C

10 min 72°C

Endtemperatur 4°C

Zur Uberprifung des Erfolges der Amplifikation sowie der Spezifitat der
Primerbindung diente die Agarose-Gelelektrophorese. Dabei wird die negative
Ladung der in der DNA enthaltenen Phosphatreste genutzt. Bei Anlegen einer
elektrischen Spannung besteht eine Anziehung der DNA durch die Anode, wobei es

durch die schnellere Bewegung klrzerer Fragmente durch das Gel zu einer
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Auftrennung der PCR-Produkte nach ihrer Lange kommt. Der im Gel enthaltene
Farbstoff Midori Green bindet als Interkalator, also sich einlagerndes Molekdl, die
DNA-Doppelstrange und fluoresziert bei UV-Bestrahlung, sodass mithilfe einer
Kamera die Banden aus DNA-Fragmenten einer Lange sichtbar gemacht werden
kénnen. Mithilfe eines Langenstandards kann die ungefahre Lange der in einer
Bande enthaltenen Fragmente abgeschatzt und mit der durch in silico Analysen (s.
Abschnitt 2.3.3) erwarteten Produkigrél3e abgeglichen werden. Fur die
Vorbereitung und Durchfihrung der Gelelektrophorese wurden die folgenden
Schritte durchgefuhrt:

1. Suspension von 4,5 g Agarose in 300 ml 1x TBE-Puffer (ergibt 1,5%).

2. Aufkochen der Suspension bis zur makroskopisch vollstandigen Losung der
Agarose und Zugabe von 15 pl Midori Green.

3. Fullung einer mit Ka&mmen bestickten Gelkammer mit der Losung. Die
Kamme dienen der Erzeugung von Vertiefungen im Gel flr das spatere Einfillen

der PCR-Produkte und werden nach Erkalten des Gels entfernt.

4, Einlegen des erkalteten Gels in eine Elektrophoresekammer, welche mit 1x
TBE-Puffer gefullt ist.

5. Vermischung von 3 pl des PCR-Produktes mit 3 pl Farbstoff.

6. Einpipettieren von 6 pl des Langenstandards und der jeweils 6 pl der mit

Farbstoff versetzten PCR-Produkte in die Geltaschen.
7. Elektrophorese bei 120 V und 400 mA fir 20 Minuten.

8. Abfotografieren des Gels bei UV-Licht unter einer Dunkelhaube und

Drucken/Speichern des Ergebnisses. (Borngraber, 2017; Lochte, 2018)

Abbildung 1: Beispiel-Fotografie einer Agarose-Gelelektrophorese. 1: 100 bp-
Langenstandard. 2: Banden eines PCR-Produktes mit 575 bp Lange. 3: Leerwerte. 4:
Banden eines PCR-Produktes mit einer Lange von 409 bp.
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Bei Vorliegen einer einzelnen Bande der richtigen Lange erfolgten die nachsten
Schritte der Sanger-Sequenzierung (s. Abschnitt 2.3.5). Bei jeder PCR wurde auch
eine Leerprobe ohne Zugabe von DNA verwendet, eine Bande in dieser hatte auf
eine Verschmutzung der Produkte mit Fremd-DNA hingedeutet und zu einer
Wiederholung gefihrt. Bei fehlendem PCR-Produkt oder unspezifischer Bindung
der Primer und damit mehrfachen Banden wurde die Amplifikation nach dem

folgenden Algorithmus optimiert:

1. Anpassen der Annealing-Temperatur: Trotz durch den Hersteller berechneter
optimaler Annealing-Temperatur musste diese in einigen Fallen angepasst werden.
Bei mehrfachen Banden wurde die verwendete Temperatur erhdoht, um eine
unspezifische Bindung der Primer zu verringern. Bei fehlenden Banden wurden
mehrere Temperaturen im Abstand von 1-2°C um die urspringlich verwendete
herum mittels des Gradienten-Programmes getestet, um die optimale Temperatur

ZU ermitteln.

2. Hinzufiigen von Betain (Trimethylglycin) bzw. DMSO (Dimethylsulfoxid;
jeweils 5% im Ansatz): Dabei handelt es sich um Agenzien, welche die Trennung in
Einzelstrange durch Isostabilisierung (Zusatz von Betain) bzw. durch Stérung der
Basenpaarung (Zusatz von DMSO) erleichtern, was vor allem bei GC-reichen

Fragmenten die Amplifikation verbessern kann (Baskaran et al., 1996).

3. Einsatz des GC-rich PCR Systems: Dieses besteht aus einer thermostabilen
Tag-DNA-Polymerase und der Tgo-Polymerase, die eine 3‘-5-Exonuklease-
Aktivitat aufweist. Dies verbessert die Amplifikation schwieriger, insbesondere GC-

reicher Abschnitte.

4, PCR mit Q5 Hot Start High-Fidelity Polymerase: Dabei handelt es sich um
eine thermostabile DNA-Polymerase mit 3‘-5-Exonuklease (proofreading, also
Korrekturlese)-Aktivitdt. Aptamere (nicht-kovalent bindende Oligonukleotide)
verhindern die enzymatische Aktivitat und dissoziieren im Rahmen einer
sogenannten Hot Start (,Heil3start)-PCR erst ab einer Mindesttemperatur ab,
sodass bei niedrigen Temperaturen eine unspezifische Bindung von dNTPs und ein
Abbau der Primer durch die Exonuklease und damit weniger spezifische Bindung

dieser verhindert wird (Nichols und Tanner, n.d.).
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5. Erstellung neuer Primer: Bei Versagen aller verfigbaren Mdglichkeiten der
Optimierung wurden neue Primer-Paare wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben erstellt.
Diese sollten nicht mit den urspringlichen Primern tUberlappend sein.

2.3.5 Sanger-Sequenzierung

Mithilfe des durch Fred Sanger etablierten Kettenabbruchverfahrens (Sanger et al.,
1977) konnte die Basenabfolge des zuvor amplifizierten DNA-Abschnittes bestimmt
und damit Varianten als Abweichungen von der referentiellen Abfolge detektiert
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Sanger-Sequenzierung verwendet, um
eine mittels NGS detektierte Variante einem Patienten eines Dreier-Pools
zuzuordnen. Dazu musste zunéchst eine Aufreinigung des Materials mit 1,5 pl
ExoFast-Losung, hergestellt aus 0,5 pl geléster Exonuclease | und 1 pl geléster Fast
Alkaline Phosphatase (FastAP), erfolgen. Dabei wurde das doppelstrangige PCR-
Produkt durch die Exonuclease von einzelstrangiger DNA, besonders
Uberschissigen Primern, und durch die FastAP von verbliebenen dNTPs aus dem

Reaktionsgemisch befreit.

Programm fir die Aufreinigung

15 min 37°C
15 min 85°C
Endtemperatur 4°C

Zur Vorbereitung der eigentlichen Sequenzierung erfolgte dann die Sequenz-PCR.
Der dafur verwendete Terminatormix enthielt neben einer DNA-Polymerase und
den dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) auch die jeweiligen
Didesoxyribonukleotide (ddNTPs, d.h. ddATP, ddCTP, ddGTP und ddTTP).
Letztere waren zur spateren Detektion mit Fluoreszenzfarbstoff markiert. Aufgrund
der fehlenden 3‘-Hydroxyl-Gruppe konnte nach dem Einbau eines ddNTPs durch
die DNA-Polymerase keine Phophodiesterbindung zu dem nachsten Nukleotid

gebildet werden. Eine weitere Elongation in 5-3'-Richtung konnte also dann nicht
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erfolgen, es kam zum Kettenabbruch. Statistisch fand dieser an jeder Stelle des zu
sequenzierenden DNA-Abschnittes statt, sodass Fragmente unterschiedlicher
Lange (im Ein-Basen-Abstand) mit verschiedenen endstandigen, mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten ddNTPs entstanden. Nach der Lange Uber ein
Polymer am Sequenzer aufgetrennt, konnte dann die Basenfolge abgelesen
werden. Die Sequenz-PCR diente also im Gegensatz zur vorangegangenen
Standard-PCR nicht der reinen Amplifikation gleicher DNA-Abschnitte, sondern der
Erzeugung unterschiedlich langer PCR-Produkte mit fluoreszenzmarkierten,
endstandigen Nukleotiden zur spateren Detektion, also Sequenzierung der
Basenabfolge. (Borngraber, 2017; Lochte, 2018)

Zur unabhéngigen Kontrolle und Reduktion der unklaren Sequenzstellen wurden
beide DNA-Strange durch Herstellung von separaten Reaktionsgemischen mit dem

F- bzw. dem R-Primer sequenziert.

Tabelle 9: Ansatz fir die Sequenz-PCR

Substanz Konzentration Konzentration Volumen in pl
im Ansatz

ExoFast-Produkt - - 2
Sequenz-Puffer 5x 0,75x 1,5
Primer (F oder R) 10 uM 0,5 UM 0,5
Terminatormix 3.1 - - 0,5
H.0 - - 5,5
Gesamtansatz 10

Programm fiir die Sequenz-PCR

1 min 96°C
10 sek 90°C
25x
80 sek 60°C
Endtemperatur 4°C
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Im nachsten Schritt sollte das Produkt der Sequenz-PCR von den Reagenzien
getrennt werden. Dazu wurde eine Natriumacetat-Ethanol-L6sung verwendet,
welche eine Verkleinerung der Hydrathille der DNA bewirkte. Die DNA wurde
dadurch weniger 16slich und fiel aus. Das nach Zentrifugation entstandene DNA-
Pellet wurde mit Ethanol gewaschen. Im Folgenden sind die konkreten Schritte der

Aufreinigung aufgefuhrt:

1. Mischen von 10 pl des Sequenz-PCR-Produktes mit 50 pl Ethanol [99,9%],
2 pl Natriumacetat [3M] und 10 pl dH20.

2. Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss fir 15 Minuten.
3. Zentrifugation bei 16.163 g fur 15 Minuten.

4, Abpipettieren des Uberstandes.

5. Zugabe von 100 pl Ethanol [70%].

6. Zentrifugation bei 16.163 g fur 10 Minuten.

7. Abpipettieren des Uberstandes.

8. Trocknen bei 55°C unter Lichtausschluss.

9. Zugabe von 15 pl Hi-Di Formamid und Lésung bei 4°C tber Nacht oder bei

37°C fur mindestens eine Stunde.

Fur die anschliel3ende Sequenzierung wurden die Gerate Genetic Analyzer 3130XL
bzw. 3500XL des Herstellers Applied Biosystems verwendet. In diesen Geraten
erfolgt das Aufziehen der DNA-Fragmente in gelgefillte Glaskapillaren sowie die
elektrophoretische Auftrennung nach deren Lange. Ein Laser detektiert das
Fluoreszenzsignal der markierten, endstandigen ddNTPs, welches dann in einer
Abfolge von farbigen Kurven, den sogenannten Peaks, dargestellt wird, wobei jede
Farbe fur eine bestimmte Base steht. Heterozygote Varianten werden dabei als zwei
unterschiedlich gefarbte, gleich hohe Peaks an derselben Position dargestellt.
(Borngraber, 2017; Léchte, 2018)

Die Qualitat der so erhaltenen Sequenzen wurde mit dem Programm Sequence

Analysis 5.3.1 uberpruft. Qualitativ ausreichende Sequenzen zeichneten sich durch

ausreichend hohe Peaks sowie ein vernachlassigbares Hintergrundrauschen durch

unspezifische Zusatzsequenzen aus, welche sich in Form von vielen sehr niedrigen,
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von dem regelmé&Rigen Bild der Basenabfolge abweichenden Peaks prasentierten.
Niedrige Peaks, d.h. zu geringe Mengen an Sequenzierprodukt, konnten durch die
Erhohung der verwendeten Menge an PCR-Produkt im Sequenzansatz oder durch
eine Verlangerung der Injektionszeit des Sequenziergerats verbessert werden. Bei
Hintergrundrauschen wurde die PCR wiederholt bzw. wurden bei weiterhin
bestehendem Hintergrundrauschen die PCR-Bedingungen nach dem in Abschnitt
2.3.4 beschriebenen Schema optimiert.

| l

Abbildung 2: Ausschnitte aus Beispielsequenzen der Sanger-Sequenzierung. Jeder Peak
steht flir eine Base in der Sequenz (Adenin: griin, Cytosin: blau, Guanin: schwarz, Thymin:
rot), die Sequenz ist von links nach rechts in 5°-3‘Richtung angegeben. |. Saubere
Sequenz, Pfeil: heterozygote Variante (Cytosin-Thymin). Il: Sequenz mit
Hintergrundrauschen, Pfeil: durch das Programm Sequence Analysis 5.3.1 markierte,
aufgrund des Hintergrundrauschens nur fragliche heterozygote Variante.

Aussagekraftige Sequenzen wurden mit dem Programm Mutation Surveyor v3.30
analysiert, welches die eingefligten Sequenzen mit Referenzsequenzen aus einer

Datenbank vergleicht und Abweichungen markiert.

2.3.6 Mikrosatellitenanalyse

Zur Uberprufung der Verwandtschaft in der Familie der Indexpatientin L-11560
wurde eine Analyse der Mikrosatelliten, der sogenannten short tandem repeats
(STRs), durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um in nicht kodierenden, meist
intergenischen Bereichen befindliche repetitive DNA-Abschnitte, bei denen die
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Anzahl der Wiederholungen interindividuell unterschiedlich ist und relativ stabil

weitervererbt wird.

Fur die Analyse wurde zunachst eine PCR mit den im Anhang A aufgefiihrten
Primern durchgefuhrt, wodurch Regionen mit STRs amplifiziert wurden. Die
verwendeten Primer waren bereits im Institut vorhanden und etabliert, mussten also
nicht neu designt werden. Dabei waren die jeweiligen F-Primer an ihrem 5-Ende
um die sogenannte M13-Sequenz (s. Anhang A) verlangert. Dies diente der
spateren Detektion der PCR-Produkte, indem dem Reaktionsansatz die dazu
komplementare, Carboxyfluorescein (Fluoresceinamidite, FAM) — markierte M13-
Sequenz in Form eines dritten PCR-Primers hinzugefigt wurde. Im Gegensatz zur
Sequenzier-Reaktion wurde also nicht durch fluoreszenzmarkierte ddNTPs das 3'-
Ende des Produktes, sondern durch M13-FAM das 5‘-Ende markiert. Das
Absorptionsmaximum von FAM liegt bei 494 nm (Thermo Fisher Scientific, 2014).

Tabelle 10: Ansatz der Mikrosatelliten-PCR

Substanz Konzentration Konzentration Volumen in pl
im Ansatz
dH20 - - 2,08
dNTPs 1mM 0,2 mM 1
Tag-Puffer 10x 1x 0,5
F-Primer 10 uM 0,12 uM 0,06
R-Primer 10 uM 0,12 uM 0,06
FAM-markierter 10 uM 0,1 uM 0,05
M13-Primer
Tag-Polymerase 5 U/l 0,05 U/l 0,05
Betain - - 0,2
DNA 10 ng/ul 2 ng/ul 1
Gesamtansatz 5

Fur die Amplifikation wurde das Standard-PCR-Programm (s. Abschnitt 2.3.4) mit

einer Annealing-Temperatur von 55°C verwendet.

Anschlie3end erfolgte eine Verdinnung von jeweils 1 pl der PCR-Produkte mit 5 pl

dH20. Um bei der spateren Auswertung im Vergleich der Proben geratebedingte
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Variationen vernachlassigen zu konnen, wurde je 1 pl der verdinnten PCR-
Produkte mit einer Losung aus 0,3 pl GeneScan 600 LIZ als Langenstandard und
9,7 ul Hi-Di Formamid versetzt, bei 95°C fur 5 Minuten gelést und anschliel3end auf
Eis gekuhlt.

Die Analyse erfolgte mit dem Gerat Genetic Analyzer 3130XL. Ahnlich der Sanger-
Sequenzierung wurden die PCR-Produkte in Glaskapillaren aufgezogen,
elektrophoretisch getrennt und mittels der Fluoreszenzmarkierung detektiert. Das
Ergebnis wurde in Form von Banden dargestellt, bei welchen die Menge detektierter
Fluoreszenz je Basenpaarlange (normiert durch den 600 LIZ-Langenstandard)
aufgetragen war. Eine Bande stellte demnach Fragmente mit einer bestimmten
Anzahl an STR-Wiederholungen dar. Aufgrund der Vererbung der
Wiederholungsanzahl musste fur den Nachweis der Elternschaft eine der Banden
auf den vermuteten Vater und eine auf die vermutete Mutter zurtickzufiihren sein.
Mittels unterschiedlicher Primer-Paare wurden zwolf STR-Regionen untersucht (s.
Anhang A), um die Wabhrscheinlichkeit eines zuféalligen Auftretens gleicher

Wiederholungsanzahlen zu vermindern.

2.3.7 Systematische Literaturrecherche nach den Kriterien von MDSGene

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Literaturrecherche zu Publikationen bezlglich
ANO3-Varianten bei Dystonie-Patienten nach der MDSGene-Methodik (Kasten et
al., 2018; Lill et al., 2016) durchgefihrt, welche grundséatzlich in Abschnitt 1.4
erlautert wird. Der verwendete Suchbegriff fir die Datenbank PubMed (“PubMed -
NCBI”, n.d.) lautete:

((dystonia* AND (ANO3 OR TMEM16C OR C110RF25 OR anoctamin OR 11p14.3-
pl4.2) AND (gene* OR genetic* OR mutation®* OR mutated))) AND

"english"[Language]

und wurde zuletzt am 15.03.2020 eingegeben. Fir die Ergebnisse wurde zunéachst
anhand des Titels und des Abstrakts, im Verlauf auch anhand des Volltextes
Uberprift, ob jene fur die Datenextraktion geeignet waren, d.h. symptomatische
Trager von seltenen ANOS3-Varianten beschrieben. Bei Reviews wurden die
Referenzen auf zusatzlich einzuschlielende Publikationen durchsucht.

Informationen zu diesen Variantentragern wurden bei erfillten Einschlusskriterien
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(Kasten et al., 2018) anhand von 108 klinischen und 22 genetischen Variablen
extrahiert, sowie ein Scoring der Pathogenitéat der beschriebenen Varianten nach
den Kriterien der MDSGene-Datenbank durchgefiihrt (s. Abschnitt 1.4).

Fur die einheitiche Nomenklatur der gefundenen Varianten wurde das
Referenzgenom GRCh37 (hgl19) und fur ANO3 das Transkript NM_031418
verwendet. Bei fehlender Angabe einzelner Informationen (Veranderung der
genomischen, cDNA- bzw. Proteinsequenz) zu einer Variante wurden diese mithilfe

der online verfigbaren Software MutationTaster2 (Schwarz et al., 2014) ermittelt.

2.3.8 Statistik

Die statistischen Auswertungen der GenePanel-Analysen sowie der Ergebnisse der
Literaturrecherche erfolgten mithilfe des Programmes SPSS Statistics Version 27
der Firma IBM und unter Beratung von Frau Prof. Inke Koénig (Institut far
Medizinische Biometrie und Statistik, Universitat zu Lubeck). Dabei wurden die
verwendeten Tests nach den in Tabelle 11 aufgefiihrten Kriterien ausgewahlt, wobei
zuvor die Normalverteilung mithilfe von SPSS dberprift wurde. For die
Nullhypothese Ho wurde jeweils das Fehlen eines Unterschiedes zwischen den zu
vergleichenden Gruppen angenommen, fir die Alternativhypothese Hi ein
Bestehen dessen. Fir das Signifikanzniveau a wurde ein Wert von 0,05 festgelegt.
Eine Korrektur fir multiples Testen wurde im Rahmen der deskriptiven Statistik nicht

durchgefuhrt.
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Tabelle 11: Bedingungen fir die Anwendung ausgewahlter statistischer Tests

. N . . weitere
statistischer Test MessgroRe  Stichprobe = Verteilung Bedingungen
T-Test fu_r unverbundene Skala unverbunden normal
Stichproben
. nicht
Mann-Whitney U-Test Skala unverbunden normal
. nicht mehr als
Kruskal-Wallis H-Test Skala unverbunden normal zwei Gruppen
T-Test fur verbundene Stichproben Skala verbunden normal
Wilcoxon-Test Skala verbunden nicht
normal
Chi-Quadrat Test dichotom : unverbunden NA
Werte <5 in
Exakter Test nach Fisher dichotom unverbunden NA der
Vierfeldertafel

NA: Kriterium ist nicht anwendbar. Grau hinterlegt sind tatsachlich im Rahmen der
Auswertung angewendete Tests. Die Tabelle wurde auf der Grundlage des Kursskriptes
zur Lehrveranstaltung Epidemiologie, Medizinische Biometrie und Medizinische Informatik
- Teilgebiet Medizinische Biometrie des Instituts fir Medizinische Biometrie und Statistik
der Universitat zu Lubeck (Leitung: Univ.-Prof. Dr. rer. biol. hum. Inke R. Konig) erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 GenePanel-Analysen

Dieser Teil der Ergebnisse wurde in dem Journal Parkinsonism and Related
Disorders (aktueller Impact-Faktor: 4,9) publiziert (Olschewski et al., 2019). Bei der
Untersuchung der DNA-Proben von 729 Dystonie- und 294 PS-Patienten auf
Varianten in ANO3 mittels NGS wurden insgesamt 35 verschiedene seltene (MAF
< 0,005) Varianten in 68 verschiedenen Dreier-Pools mit einer mittleren Coverage
von 198 * 103 (Spanne: 8 - 623) gefunden. Es wurden 24 verschiedene Varianten
ausgeschlossen, die synonym oder tief intronisch, also nicht proteinverdndernd,
waren. Zudem wurden zwei Varianten ausgeschlossen, welche im Ausgabe-
Datensatz als Missense-Varianten angegeben wurden, bei Ubertragung auf das in
der Literatur Ublicherweise verwendete ANOS3-Transkript (NM_031418) jedoch
aulRerhalb der Exons lagen, d.h. nicht im Haupttranskript enthalten waren. Es
fanden sich keine Start-loss- oder Nonsense-Mutationen in der Stichprobe. Die
verbliebenen neun Varianten wurden im nachsten Schritt nach ihnrem CADD-Score
gefiltert, wobei eine Variante mit einem CADD-Score von 0,003 ausgeschlossen
wurde. Acht Varianten aus zehn Pools mit einem Score tber 15 wurden im Weiteren
betrachtet. Eine dieser Varianten (c.433-2A>G) war eine potentielle Veréanderung
einer Spleil3stelle, deren moglicher Effekt mithilfe des Programmes NNSPLICE 0.9
(Reese et al., 1997) zur Abschatzung der Pathogenitéat in silico bestimmt wurde.
Dabei ergab sich der Verlust einer Spleil3stelle mit einem Score von 0,88. Bei einer
Spannweite der erreichbaren Scores von 0 bis 1 enthélt die Referenzsequenz bei
diesem Wert mit einer hohen Wahrscheinlichkeit (falsch-positiv 0,5-0,6%
(“NNSPLICE”, n.d.)) tatsachlich eine Splei3stelle. Der Verlust dieser aufgrund der
Variante bedeutet ein verandertes Transkript. Eine weitere Evaluation in vitro mittels
Sequenzierung der cDNA aus einer Blutprobe der Patientin nach Validierung der
Variante in der Sanger-Sequenzierung war aufgrund des Fehlens einer

entsprechenden mRNA-Probe leider nicht moglich.

Mittels Sanger-Sequenzierung sollten die Varianten nicht nur validiert, sondern
auch derjenige Patient eines Dreier-Pools gefunden werden, der Trager der
Variante ist. Es konnten sieben der Varianten bei neun Patienten validiert werden,

eine Ubersicht zu diesen Varianten und dem klinischen Bild der Patienten liefert
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Tabelle 12. Bei
Spleil3stellenveranderung (c.242-1G>T) in einem Dreier-Pool aus drei PS-Patienten
(L-10940, L-11052, L-11013). Der gesamte Filterungsprozess kann anhand von
Abbildung 3 nachvollzogen werden. Keine der Varianten war aus der Literatur

bereits bekannt.

35 seltene Varianten

der nicht validierten Variante handelt es sich um eine

8 proteinverandernde
Varianten

y

24 synonyme und tief
intronische Varianten
2 im verwendeten
Transkript tief intronische
Varianten

8 Varianten mit
CADD-Score =15

'

¥

1 Variante mit
CADD-Score <15

7 Missense-Varianten
1 Spleilkstellenvariante
(Verlust einer
Spleifistelle mit einem
Score von 0,88)

h

Validierung von
6 Missense-\Varianten
1 Spleilistellenvariante

1 falsch-positive Variante

Abbildung 3: Uberblick (ber die Schritte und jeweiligen Variantenzahlen des
Filterungsprozesses
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Die sieben validierten Varianten fanden sich bei neun Variantentragern. Von diesen
waren sieben Dystonie-Patienten und zwei PS-Patienten. Somit wurden seltene,
proteinverandernde ANO3-Varianten bei 1,0% (7/729) der Dystonie-Patienten in der
Stichprobe sowie bei 0,7% (2/294) der PS-Patienten gefunden. Bei einem zuvor
festgelegten Signifikanzniveau a von 0,05 bestand kein signifikanter Unterschied
der Haufigkeiten von ANOS3-Varianten bei Dystonie- gegenuber PS-Patienten
(p=1,0, Exakter Test nach Fisher). Das mittlere Alter aller Variantentrager lag bei
51,4 £ 12,6 Jahren, wobei die sieben Dystonie-Patienten im Mittel mit 48,6 + 10,1
Jahren etwas junger zu sein schienen als die beiden PS-Patienten (61,5 + 23,3

Jahre), jedoch ohne statistische Signifikanz (p=0,242, Mann-Whitney U-Test).

Das Erkrankungsalter der Dystonie-Patienten mit ANO3-Varianten lag
durchschnittlich bei 24,7 + 13,7 Jahren, mit einer Spannweite von 15 bis 45 Jahren.
Zu dem etwas hoheren Erkrankungsalter der gesamten Dystonie-Stichprobe (37,6
+ 12,1 Jahre) gab es somit keinen signifikanten Unterschied (p=0,139, Mann-
Whitney U-Test). Das Alter beider PS-Patienten zum Untersuchungszeitpunkt (45
bzw. 78 Jahre) lag bereits Uber dem durchschnittlichen Alter der dystonen ANO3-
Variantentrager zu Erkrankungsbeginn und dessen Standardabweichung, beide
zeigten aber bei Begutachtung durch Experten fir Bewegungsstérungen keine

dystonen Symptome.

Von den Dystonie-Patienten waren funf kaukasischer und zwei asiatischer
Abstammung. Dabei gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Haufigkeiten des Vorkommens von ANO3-Varianten bei Dystonie-Patienten
kaukasischer (5/654, 0,8%) gegenuber asiatischer (2/75, 2,7%) Herkunft (p=0,156,

Exakter Test nach Fisher).

Jeweils drei der Variantentrager prasentierten sich mit einer fokalen bzw.
segmentalen Dystonie, eine Patientin mit einer generalisierten Dystonie. Damit
bestand aufgrund der gréReren Studienpopulation von fokalen Dystonien eine
signifikante Haufung von ANO3-Varianten in der Gruppe der segmentalen

Dystonien gegentber den fokalen Dystonien (p=0,015, Exakter Test nach Fisher).

Angaben zu erfolgreichen Therapieformen konnten nur zu einem Teil der
Variantentrager gewonnen werden, dabei zeigte sich bei zwei Patienten ein
malfiges Ansprechen auf Levodopa. Eine Patientin sprach gut auf die Behandlung

mit einer THS an (s.u.).
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Die Varianten waren in einem sehr tberwiegenden Teil Missense-Varianten (6/7,
85,7%), nur bei einer handelte es sich um die oben genannte Spleil3stellen-
Veranderung. Der CADD-Score der Varianten lag fur die Dystonie-Patienten im
Mittel bei 28,5 + 3,8; fur die PS-Patienten bei 21,6 + 9,2 (p=0,38, Mann-Whitney U-
Test). Da dieser jedoch eher als orientierendes Mal3 der Schéadlichkeit denn als
Pradiktor der Pathogenitat einer Variante zu betrachten ist (Kircher et al., 2014),
wurde fir ein umfassenderes Gesamtbild zusatzliche Evidenz fur die Pathogenitat
anhand der Kriterien der MDSGene-Datenbank sowie des ACMG
zusammengetragen. Dabei resultierten die in Tabelle 12 dargestellten Ergebnisse
des Pathoscorings aufgrund der ebendort aufgefihrten Kriterien. Hervorzuheben ist
dabei besonders die Klassifikation der Variante p.Val561Glu (c.1682T>A) als
vermutlich pathogen (likely pathogenic) mittels der ACMG-Kriterien, mit denen alle
anderen Varianten als VUS eingestuft wurden. Mittels der MDSGene-Kriterien
wurden ebenfalls die Variante p.Val561Glu (c.1682T>A) sowie auf3erdem die
Varianten p.Arg969GIn (c.2906G>A) und c.433-2A>G als wahrscheinlich pathogen
(probably pathogenic) klassifiziert, alle anderen Varianten als moglicherweise

pathogen (possibly pathogenic).

Zwei der Varianten wurden jeweils zweifach gefunden. Die Variante p.Arg328Cys
(c.982C>T) wiesen zwei der 75 (2,7%) koreanischen Patienten der Dystonie-
Stichprobe auf. Sie konnte zudem in der gnomAD-Datenbank ausschliel3lich bei
ostasiatischen Probanden nachgewiesen werden, allerdings in einer signifikant
geringeren Haufigkeit (13/18.394, p=0.002, Exakter Test nach Fisher). Beide
Patienten aus dem GenePanel prasentierten sich mit einem ahnlichen Phanotyp
einer segmentalen Dystonie, welche die obere Extremitat einschloss und im frihen

Erwachsenenalter (mit 28 bzw. 36 Jahren) auffiel.

Bei der zweiten mehrfach nachgewiesenen Variante handelte es sich um die
Variante p.Arg969GIn (c.2906G>A), welche in zwei der 562 deutschen Patienten
(0,4%) gefunden wurde. Fur eine erste Abschatzung der Relevanz wurde hier die
Haufigkeit in der ethnisch am ehesten lbereinstimmenden Stichprobe der gnomAD-
Datenbank, der nicht-finnischen Europaer, genutzt. Diese lag bei 6/113.434, sodass
auch hier eine signifikante Haufung der Variante in der Dystonie-Stichprobe
gegenuber einer Bevoélkerungs-Stichprobe bestand (p=0,001). In diesem Fall waren

beide Patienten von einer fokalen Dystonie betroffen. Diese umfasste
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unterschiedliche Korperregionen, zeigte sich allerdings in beiden Fallen als

aktionsspezifisch.

Die Tragerin einer der Varianten (p.Val561Glu, c.1682T>A) zeigte eine
generalisierte, isolierte Dystonie und damit eine Symptomatik, welche gegentber
zuvor beschriebenen ANO3-Variantentragern sehr ausgepragt war. Diese begann
in einem Alter von drei Jahren im linken Unterschenkel, sodass die Patientin
zunachst aufgrund von Gangstoérungen vorstellig wurde. Im Laufe der Kindheit
schritt die Symptomatik bis hin zur Rollstuhlpflichtigkeit fort und die Patientin
entwickelte zusatzlich eine axiale und zervikale Dystonie sowie einen Tremor des
Kopfes und der Hande. Die Behandlung mit einer THS des GPi beidseits seit 2008
fuhrte zu einer bleibenden Verbesserung der Symptome, sodass der Patientin unter
anderem das Gehen mit Unterstlitzung mdglich war. Die bei ihr gefundene Variante
p.Val561Glu ist eine Missense-Variante, die in den 6ffentlichen Datenbanken nicht

gefunden wurde.

Da eine generalisierte Dystonie bei ANO3-Variantentragern zuvor vor allem im
Zusammenhang mit de-novo Varianten beschrieben wurde (Tunc et al., 2019),
erfolgte auch eine Untersuchung der Familie der Patientin. Um die DNA-Proben der
gesunden Mutter, Vater und Bruder der Patientin eindeutig als zu ihrer Familie
gehorig zuzuordnen, wurde eine Analyse von Mikrosatelliten durchgefihrt (siehe
beispielhaft Region D6S305 in Abbildung 4). Von den zwolf amplifizierten Regionen
hatten neun eine fur die Auswertung ausreichende Qualitat (s. Abbildung 5A). Eine
Elternschaft setzt voraus, dass sich jeweils mindestens ein gleiches Allel, d.h. PCR-
Fragmente gleicher GroRe aufgrund der gleichen Anzahl von Wiederholungen,
zwischen Mutter und Patientin bzw. Vater und Patientin finden lasst. Dabei kann die
Gleichheit auch zufallig auftreten, ist aber aufgrund der Verwendung mehrerer
Marker in der Gesamtheit unwahrscheinlich. Nachdem diese Voraussetzung bei
allen auswertbaren Regionen erfullt war, wurde das Verfahren zudem auf den
potentiellen Bruder der Indexpatientin angewandt. Auch fir diesen bestand durch
Nachweis der neun passenden STRs eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit, zu dieser
Familie zu gehoéren. Die DNA einer gesunden Schwester war fur die Untersuchung
nicht verfigbar. Bei der Sanger-Sequenzierung der die Variante p.Val561Glu
(c.1682T>A) umfassenden Region (s. Abbildung 5B und C) bei den

Familienmitgliedern wurde in allen drei Fallen homozygot das Wildtyp-Allel
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nachgewiesen. Somit handelt es sich hierbei um eine Variante, die de novo

entstanden ist. Fur die anderen Variantentrager aus der GenePanel-Analyse lagen

keine DNA-Proben von Familienmitgliedern fir eine Segregationsanalyse vor.
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Abbildung 4: Mikrosatellitenanalyse der Region D6S305. Index: Indexpatientin. a-d: Banden
unterschiedlicher Allele. e: unspezifisches Nebenprodukt, z.B. Primerdimere (auch in der

Leerprobe vorhanden).
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[.1L-13311 1.2 L-13312
ANO3IWT ANO3 WT
D353685 218 228 D353685 221 224
D&552080 208 214 D&52090 209 214
DBS305 219 234 D6S305 233 240
D752480 218 229 D752480 233 233
D7S646 196 209 D7S646 196 198
DBs5532 254 266 Das532 254 257
D8s1817 191 191 DBS1817 184 185
D195878 228 228 D195878 226 226
D195197 152 175 D185197 152 165

I1.11-13310 112 keine DNA /n 3111560

ANO3Z WT ANO3 .. ANO3 c.1682T=A
0353685 218 224 D353685 228 224
D552080 208 214 0552090 209 214
DBS305 234 233 DES305 219 233
D752480 218 233 D752480 218 233
D75646 208 196 D7S646 209 198
DB5532 286 257 085532 254 254
Das1817 191 184 Das1817 191 185
0195878 228 226 D193878 228 226
0195187 175 152 0195187 152 165
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Abbildung 5: Visualisierungen zu der Patientin L-11560 mit der Variante p.Val561Glu. A:
Stammbaum der Patientin (Patientin selbst mit Pfeil markiert) mit Ergebnissen der
Mikrosatellitenanalyse der neun Regionen mit ausreichender Qualitat unter Angabe der
Allellangen. WT: Wildtyp. N.a.: nicht angegeben. B: Wildtyp-Sequenz um c.1682. C:
Sequenz der Patientin mit der Variante c.1682T>A (mit Pfeil markiert, Reverse-Sequenz).
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3.2 Nachweis einer de-novo Variante

Die GenePanel-Untersuchung eines weiteren Dystonie-Patienten (L-11226) zeigte
eine weitere Variante in ANO3. Dieser Fall wurde im Journal of Neurological
Sciences publiziert (Tunc et al., 2019). Klinische Daten sind dem Abschnitt 2.1 zu

entnehmen.

Das GenePanel und die validierende Sanger-Sequenzierung ergaben die Variante
p.Ser651Asn (c.1952G>A) in ANOS3 (s. Abbildung 6A). Bei den Eltern, deren
Elternschaft in Vorarbeit der Arbeitsgruppe nachgewiesen wurde, konnte die
Variante mittels Sanger-Sequenzierung nicht nachgewiesen werden, sie entstand
also de novo. Der CADD-Score betrug 28,4, worin unter anderem der hohe Grad
der Konservierung der Aminosaure in verschiedenen Spezies (s. Abbildung 6C)
eingeflossen ist. Das Scoring der Pathogenitat ergab eine Einordnung als
wahrscheinlich pathogen (probably pathogenic) nach den MDSGene-Kriterien
(gesamt 14 Punkte; 6 Punkte Segregation aufgrund des Auftretens de novo, 3
Punkte Frequenz und 5 Punkte CADD) und vermutlich pathogen (likely pathogenic)
nach den ACMG-Kriterien (mit Erfillung von PS2, PM2, PM8 und PP3). Es handelt
sich zudem um eine sehr seltene Variante, die nicht in den rund 140.000 Probanden
der gnomAD Datenbank (“gnomAD”, n.d.) zu finden ist. Die Variante wurde
allerdings im Verlauf des hier beschriebenen Projekts bereits bei einem sehr
ahnlichen Fall eines 17-jahrigen koreanischen Patienten mit myoklonischen
Zuckungen und einer generalisierten Dystonie beschrieben, die als Gangstérungen
durch eine Dystonie des linken Beines begann und inzwischen daneben auch die
Arme, Hals und den Koérperstamm betraf. Auch dort trat sie de novo auf (Yoo et al.,
2018a). Beide Patienten profitierten von einer Behandlung mit einer
Trihexyphenidyl-haltigen Kombinationstherapie mit Baclofen (Tunc et al., 2019)
bzw. Diazepam (Yoo et al., 2018a). Eine THS des GPi, die bei dem externen
Patienten deutliche Vorteile brachte (Yoo et al., 2019), erfolgte bei L-11226 bisher

nicht.
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C N L N S S I F Mensch
N L N e s I B Rhesusaffe
N L N S s I F Maus
N L N 8 s I F Hund
N L N s s I F Elefant
N 5 N g s I F Huhn
N L N S s I F X tropicalis
N L N s s T F Zebrafisch
N L N ) S I F Neunauge

Abbildung 6: Visualisierungen zu dem Patienten L-11226 mit der Variante p.Ser651Asn.
A: Sequenz des Reverse-Primers bei L-11226, der Pfeil zeigt auf die Variante c.1952G>A.
B: Referenzsequenz um c¢.1952 mit je drei zusatzlichen Basen zu beiden Seiten.
C: Konservierung der bei L-11226 veradnderten Aminoséure (Serin, rot umrandet) in
verschiedenen Spezies (“The Human Genome Browser at UCSC”, n.d.).

3.3 Systematische MDSGene-Literaturrecherche fiir ANO3-
Varianten bei Dystonie-Patienten

Die Ergebnisse der standardisierten Literaturrecherche nach der Methodik der
Datenbank MDSGene wurden auch auf dieser (“MDSGene”, n.d.) sowie in einer

Publikation im Journal Movement Disorders (Lange et al., 2021) verdffentlicht.

3.3.1 Eingeschlossene Publikationen

Es wurden 34 Publikationen (s. Anhang D, Stand: 15.03.2020) mit dem
standardisierten Suchbegriff (s. Abschnitt 2.3.7) gefunden, von denen 19 im
Weiteren betrachtet werden. Die restlichen Publikationen wurden ausgeschlossen,
da keine neuen Trager von ANO3-Varianten beschrieben wurden bzw. diese keine
Dystonie-Patienten waren. Zusatzlich wurde eine Publikation (Minchau et al., 2000)
eingeschlossen, welche nicht mittels des standardisierten Suchbegriffes gefunden
wurde. Dabei handelt es sich um die klinische Beschreibung einer Familie, bei der
ANO3 als genetische Ursache erst spater festgestellt und beschrieben wurde

(Charlesworth et al., 2012). Auch zwei weitere der eingeschlossenen Publikationen
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gaben lediglich zusatzliche Informationen zu vorher beschriebenen Patienten
(Stamelou et al., 2014; Yoo et al., 2019).

Unter den eingeschlossenen Studien waren sechs Screenings nach Mutationen,
drei Familienstudien und vier Fallberichte; sieben Publikationen liel3en sich keinem

dieser Typen exakt zuordnen.

3.3.2 Charakteristika, Symptomatik und Therapie eingeschlossener
Patienten

Insgesamt wurden 57 symptomatische Trager von ANO3-Varianten aus 40 Familien
beschrieben, wobei vier Patienten aus der Datenbank ausgeschlossen wurden. Bei
Letzteren zeigten zwei ausschlie3lich Symptome eines PS (s. Abschnitt 3.1), zudem
wurden die Varianten von zwei Dystonie-Patienten im Rahmen des Pathoscorings
als benigne eingestuft. Die folgenden Ergebnisse beziehen sich daher nur auf die
eingeschlossenen 53 Dystonie-Patienten (s. Anhang E). Von diesen waren 21
mannlich (21/53, 39,6%), von zwei Patienten war das Geschlecht nicht bekannt
(3,8%). Die ethnische Zugehorigkeit war nur fur 37 Patienten angegeben (69,8%),
davon waren 14 asiatisch (14/37, 37,8%) und 23 kaukasisch (62,2%). Zwischen den
Geschlechtern und Ethnien bestanden jeweils keine signifikanten Unterschiede

bezlglich des Erkrankungsalters, des Verteilungsmusters und der Erstsymptome.

Das Erkrankungsalter lag durchschnittlich bei 26,0 + 18,9 Jahren bei zwei fehlenden
Werten, wobei fur einen Patienten zumindest die Einordnung in die spate Jugend
erfolgte. Das Erkrankungsalter lag am haufigsten in Sauglingsalter und Kindheit (bis
einschlieBlich 12 Jahre; 18/53, 34,0%), gefolgt vom frihen und spéaten
Erwachsenenalter (21-40 bzw. >40 Jahre, je 13/53, 24,5%) sowie bei acht Patienten
(15,1%) im Jugendalter (12-20 Jahre); zu einem Patienten (1,9%) fehlte die Angabe.
Von Erkrankungsbeginn bis zur jingsten Untersuchung sind im Mittel 21,4 + 16,9

Jahre vergangen (bei elf fehlenden Werten).

Die Dystonie begann bei den meisten Patienten (14/53, 26,4%) im Halsbereich (s.
Abbildung 7A), gefolgt von der oberen (18,9%) und der unteren Extremitat (13,2%).
Im weiteren Verlauf war neben dem Hals (34/53 Patienten, 64,2%) und den

Extremitaten (30 Patienten, davon 16 mit betroffener Hand) am haufigsten der
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kraniofaziale Bereich (21 Patienten, s. Abbildung 7C) betroffen. Aufgrund des
Auftretens zervikaler Dystonien als haufige Manifestation einer Dystonie wurde der
Anteil zervikaler an allen fokalen Dystonien zwischen ANO3-Variantentragern von
MDSGene (5 von 11) mit diesem in einer Kohorte brasilianischer Patienten mit
primarer Dystonie (51 von 152) verglichen, welche tber 17 Jahre alt waren und sich
innerhalb eines Jahres in der Universitatsklinik von S&o Paulo vorstellten (Bezerra
et al.,, 2018). Bei dem Vergleich wurde keine signifikante H&ufung zervikaler
Dystonien bei ANO3-Variantentragern festgestellt (p=0,422, Chi-Quadrat Test).

Im weiteren Krankheitsverlauf entwickelten die meisten Patienten eine segmentale
bzw. multifokale Dystonie (30/53, 56,6%), seltener waren fokale (20,8%) und
generalisierte (22,6%) Dystonien (s. Abbildung 7B). Es bestand ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Erkrankungsalter und dem Verteilungsmuster
(p=0,007, Kruskal-Wallis H-Test), wobei insbesondere das friilhe Erkrankungsalter
bei Patienten mit generalisierter Dystonie (11,7 £ 11,3 Jahre) auffiel. Zudem hingen
die Erstsymptome und die spatere Verteilung signifikant zusammen (p=0,000003,
Exakter Test nach Fisher-Freeman-Halton). So generalisierten sich alle Dystonien
mit Beginn in der unteren Extremitat sowie am Stamm, kraniozervikale Dystonien

wurden meist multifokal bzw. segmental.

Eine aktionsspezifische Dystonie bestand bei zehn Patienten, 29 (54,7%) wiesen
einen Tremor auf. Davon war fur 21 Patienten speziell ein Tremor der Extremitaten
und fur 19 Patienten ein Kopftremor beschrieben. Die Kombination der Dystonie mit
einem Myoklonus kam bei zwo6lIf Patienten vor, davon zwei mit einem zusatzlichen
Parkinsonismus. Patienten mit einem Myoklonus zeigten dabei haufiger
generalisierte Dystonien (p=0,008, Exakter Test nach Fisher) und ein niedrigeres
Erkrankungsalter (p=0,033, Mann-Whitney U-Test).

Nicht-motorische Symptome wurden selten beschrieben, so trat zum Beispiel eine

kognitive Beeintrachtigung bei zwei Patienten auf (bei 75,5% fehlenden Daten).
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Abbildung 7: Grafiken zur Klinik der in die MDSGene-Datenbank aufgenommenen
Patienten mit ANO3-Varianten, modifiziert nach Lange et al., 2021. A: Kérperregionen der
dystonen Erstsymptome. OEx: Obere Extremitdt. UEx: Untere Extremitat. B:
Verteilungsmuster der Dystonie. C: Symptome zum Untersuchungszeitpunkt. EV/KB:
Entwicklungsverzdgerung/kognitive Beeintrachtigung.

Aussagen zum Ansprechen auf medikamentdse Therapien wurden zu 14 Patienten
getroffen. Die meisten Informationen wurden zur Behandlung mit Levodopa oder
dopaminergen Substanzen gegeben (zehn Patienten), wobei das Ansprechen von
.keines“ bis ,exzellent” eingeordnet wurde. Pradiktoren des Behandlungserfolges
waren kaum zu eruieren, es fiel lediglich auf, dass die funf Patienten mit Beginn in
der Kindheit kein oder allenfalls minimales Ansprechen zeigten. Anticholinergika
wurden bei acht Patienten, andere Substanzen jeweils nur bei wenigen Patienten

mit meist moderatem Effekt angewandt. Anzumerken ist, dass in einigen
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Publikationen (Blackburn et al., 2016; Lasky et al., 2019; Nelin et al., 2018;
Olschewski et al., 2019) der Gesamteffekt einer Kombinationstherapie mit mehreren
verschiedenen Substanzen angegeben wurde (s. Anhang E), der Anteil einer
einzelnen Substanz daran also nur schwer einzuschatzen ist. Eine THS des GPi
wurde bei sechs Patienten mit generalisierter Dystonie, die in der Kindheit oder
Jugend in einer Extremitat begann, erfolgreich eingesetzt (Lasky et al., 2019;
Laurencin etal., 2019; Li et al., 2019; Olschewski et al., 2019; Yoo et al., 2019; Zech
et al., 2017). Vier der ANO3-Varianten traten dabei de novo auf.

Ein wichtiger Punkt in der Betrachtung der genannten Patientencharakteristika sind
fehlende Angaben in den Publikationen. Deren Anteil reichte bei den dystonen
Symptomen von 3,8% (Extremitaten) bis 98,1% (Spiegel-Dystonie), bei PS-
Symptomen von 83,0% bis 90,6% und bei den nicht-motorischen Symptomen von

75,5% (kognitive Beeintrachtigung) bis 96,2% (autonome Symptome).

Einige Angaben aus den eingeschlossenen Publikationen konnten dagegen bei den
standardisierten Eingabe-Variablen (s. Anhang C) aufgrund ihres vereinzelten
Auftretens nicht bertcksichtigt werden, sollen aber an dieser Stelle Erwdhnung
finden. Symptombeschreibungen konnten, bis auf die Spezifizierung eines Tremors
als Stimmtremor sowie spezielle zusatzliche Symptome einer einzelnen Patientin,
in die Datenbank eingespeist werden. Blackburn und Kollegen beschrieben
Lichtempfindlichkeit und Spasmus des Nahreflexes des Auges, choreiforme
Bewegungen und komplexe motorische Tics, motorische Impersistenz,
Frontallappenbeteiligung (in Form von u.a. Echopraxie) sowie eine pseudobulbare

Komponente (spontanes Weinen) (Blackburn et al., 2016).

Ergebnisse zusatzlicher diagnostischer Untersuchungen wurden jeweils nur fir
einzelne Patienten beschrieben: sensorische Funktionen eines Patienten waren
normal (Tunc et al., 2019) und magnetresonanztomographische Befunde reichten
von normal (Li et al., 2019; Yoo et al., 2018b) Uber unspezifische Veranderungen
(Nelin et al., 2018) bis hin zu Intensitatsveranderungen im Putamen (Li et al., 2019).
Die nuklearmedizinische Untersuchung zeigte eine Verminderung des
Dopamintransporters im Putamen (Kuo et al., 2019), wahrend markierte Glucose

dort vermehrt aufgenommen wurde (Yoo et al., 2018b).

50



3.3.3 ANO3-Varianten der beschriebenen Patienten

Bei den 53 eingeschlossenen Patienten wurden 30 verschiedene Varianten
gefunden, davon waren 28 Missense-Varianten (28/30, 93,3%). Es wurden
aulRerdem eine Spleil3stellen-Veranderung sowie eine Variante beschrieben, deren
Effekt als unklar eingestuft wurde, da sie sich in der 5-UTR (untranslatierten
Region) von ANO3 befand.

Die funktionelle Konsequenz wurde nur fir eine Variante (p.Arg490Cys,
€.1470G>C) untersucht und nachgewiesen, dass eine Veradnderung des ER-
abhéngigen Calcium-Signals bestand (Charlesworth et al., 2012). Die Variante
p.Ser685Gly (c.2053A>G) resultierte nicht in einer verringerten Expression von
ANO3 (Kuo et al., 2019).

Bei dem Pathoscoring der Varianten ergaben sich 14 mdglicherweise pathogene
Varianten sowie 16 wahrscheinlich pathogene Varianten. Nach den ACMG-Kriterien
wurden 23 Varianten als VUS eingeordnet, sieben waren vermutlich pathogen (likely

pathogenic).

Sechs der Varianten wurden bei jeweils zwei Indexpatienten publiziert. Fur die
Variante  p.Tyr847Cys  (c.2540A>G) konnten keine  symptomatischen
Gemeinsamkeiten gefunden werden (Ma et al., 2015), die Patienten mit der Variante
p.Ala657Thr (c.1969G>A) hatten nur das ohnehin haufige Symptom der zervikalen
Dystonie gemeinsam und unterschieden sich insbesondere im Auftreten von
Tremor und der Kombination mit einem Myoklonus (Miltgen et al., 2016; Zech et al.,
2017). Die Patienten mit der Variante p.Ser685Gly (c.2053A>G) zeigten alle einen
frihen Krankheitsbeginn im Kindes- bzw. Jugendalter (Charlesworth et al., 2012;
Kuo et al, 2019). Mehr Gemeinsamkeiten zeigten sich bei der Variante
p.Ser651Asn (c.1952G>A) mit progressiver generalisierter, mit Myoklonus
kombinierter Dystonie, die im Kindesalter im linken Bein begann (Tunc et al., 2019;
Yoo et al., 2018a); sowie bei den Varianten p.Arg328Cys (c.982C>T) und
p.Arg969GIn (c.2906G>A) (s. Abschnitt 3.1, Olschewski et al., 2019). Zwei
verschiedene Aminosaureaustausche an der gleichen Position 607 (p.lle607Phe,
p.lle607Thr) wurden beschrieben, wobei sich bei den betroffenen Patienten beider

Familien ein friher Erkrankungsbeginn sowie bei jeweils einem Patienten pro
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Familie eine Kombination mit Myoklonus zeigte (Laurencin et al., 2019; Nelin et al.,
2018).

Bezlglich der Vererbung der ANOS3-Varianten wurde eine positive
Familienanamnese fur Dystonien fiir 26 Patienten aus neun Familien beschrieben,
wobei fur acht Familien anhand weiterer erkrankter Familienmitglieder die
Segregation untersucht wurde. Bei insgesamt sieben Patienten trat die ANOS3-
Variante de novo auf. Diese wurden mit solchen Patienten verglichen, deren ANO3-
Varianten in ihren Familien segregierten. Dabei war fur alle de-novo Patienten ein
friher Beginn beschrieben, sie erkrankten mit einem durchschnittlichen Alter von
5,57 + 4,24 Jahren signifikant friher als bei der familiaren Dystonie (23,32 + 16,41,
p=0,004, Mann-Whitney U-Test). Die Dystonie begann haufiger in der unteren
Extremitat (p=0,008, Exakter Test nach Fisher), interessanterweise jedoch nie im
kraniozervikalen Bereich (im Gegensatz zu vierzehn der als famili&r gruppierten
Patienten). Im Verlauf entwickelte sich haufiger eine generalisierte Dystonie (7/7 vs.
2/25, p=0,000011, Exakter Test nach Fisher). Die Kombination mit einem
Myoklonus trat bei Patienten mit de-novo Varianten haufiger auf (5/6 vs. 4/10 der
Patienten mit vererbten Varianten und Kklinischer Angabe), allerdings nicht
signifikant (p=0,145, Exakter Test nach Fisher). Die Haufigkeit des Auftretens von

Tremor als Symptom und das Geschlecht unterschieden sich nicht.

Insgesamt ergab sich die in Abbildung 8 dargestellte Position aller Varianten im Gen
sowie der Missense-Varianten im Protein. Dabei fielen keine Stellen mit Haufungen
von ANO3-Varianten oder spezielle phanotypische Merkmale bei Zugehorigkeit zu
einem ahnlichen Milieu (z.B. intrazellular) oder in der Dimerisierungsdomane auf.
Nur fur die de-novo Varianten bestand eine Ansammlung im Bereich der
Aminosauren 510 bis 651. Funf dieser sechs Varianten lagen in einer
Transmembrandoméane. Keine der dargestellten Varianten betraf eine
posttranslational modifizierte, also z.B. phosphorylierte Aminoséaure (“PhosphoSite”,
n.d.).
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Abbildung 8: Darstellung der Position der ANO3-Varianten im Gen und Protein,
Ubernommen aus Lange et al., 2021. Die Varianten sind jeweils gemaR ihrer Einordnung
nach den MDSGene-Kriterien gefarbt (schwarz: wahrscheinlich pathogen, blau:
moglicherweise pathogen). A: Darstellung der Basenaustausche. Das Gen ist durch Boxen
(Exons) und Striche (Introns) dargestellt. UTRs sind grau markiert. B: Darstellung der
Aminosaureaustausche der Missense-Varianten. Funktionelle Doméanen sind im Protein
markiert (grau: Dimerisierungsdomane, rot: Transmembrandoménen).

3.3.4 Screenings nach ANO3-Varianten in der Literatur

Mehrere Studien haben zusatzlich, ahnlich unserer GenePanel-Untersuchung, in
Stichproben von Dystonie-Patienten nach Varianten in ANO3 gesucht. Ein
Uberblick Uber die Ergebnisse ist Tabelle 13 zu entnehmen. Zudem beschrieben
Ma und Kollegen sechs nicht-proteinverdndernde ANOS3-Varianten bei Dystonie-

Patienten, drei von diesen wurden auch in Kontrollen gefunden (Ma et al., 2015).

In einer Kontrollpopulation aus 376 Probanden wurden aufl3erdem zwei seltene,
proteinverandernde Varianten gefunden (0,5%) (Zech et al., 2014). Dieselbe
Arbeitsgruppe beschrieb zudem ein Vorkommen von Varianten, die mit
verschiedenen Algorithmen als pathogen vorhergesagt wurden, bei 0,3% der
europaischen Amerikaner der NHLBI-ESP-Datenbank (Zech et al., 2014).
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Tabelle 13: Ergebnisse von Screenings nach ANO3-Varianten in Stichproben von

Dystonie-Patienten

Publikation

Anzahl ANO3-
Variantentrager/
Studienpopulation

Anteil
in
Prozent

Ethnie

Einschlusskriterien

Charlesworth et
al., 2012

4/188

2,1

kaukasisch

zervikale Dystonie
und/oder dystoner
Tremor der oberen
Extremitat,
vereinzelt familiarer
essentieller Tremor
oder Myoklonus-
Dystonie,
Ausschluss von
Varianten in TOR1A
und THAP1

Zech et al., 2014

2/342

0,6

kaukasisch

primére
Torsionsdystonie,
Ausschluss der AGAG-
Mutation in TOR1A und
Varianten in THAP1

Ma et al., 2015

2/33 Familien

6,1

asiatisch

familiare, isolierte
Dystonie;
Ausschluss von
Varianten in TOR1A,
THAP1, CiIZ1

Zech et al., 2017

5/590

0,8

kaukasisch

isolierte Dystonie,
Ausschluss von
sekundaren Ursachen
und Varianten in
TOR1A (AGAG),
THAP1, GNAL

Ma et al., 2018

1/65

15

asiatisch

Dystonie als einziges
oder Hauptsymptom,
kein Verdacht auf
erworbene Ursachen

Olschewski et al.,
2019

71729

1,0

kaukasisch
und
asiatisch

Dystonie als
Hauptsymptom

Li et al., 2019

4/187

2,1

asiatisch

pradominante Dystonie,
Ausschluss erworbener
Ursachen und
Varianten in TOR1A
und THAP1
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4 Diskussion

4.1 Studiendesign zur Bestimmung der Rolle von ANO3-
Varianten bei Dystonie-Patienten

In diesem Abschnitt wird die Methodik, welche bei der genetischen Untersuchung
von Patienten mit Bewegungsstorungen auf Varianten in ANO3 angewandt wurde,
schrittweise beleuchtet. Hierbei wird zunachst auf die Auswahl der untersuchten
Stichprobe sowie im Weiteren auf die angewandte Methodik des GenePanels, den
anschlielenden Filterungsprozess gefundener Varianten sowie deren Validierung

mittels Sanger-Sequenzierung eingegangen.

4.1.1 Die untersuchte Stichprobe

Vor Beginn der eigentlichen Analyse musste zunachst eine moglichst reprasentative
Stichprobe rekrutiert werden. Nur so konnte der Beitrag von ANO3-Varianten zur
Pathogenese von Dystonien evaluiert sowie durch die unvoreingenommene Suche
die bekannten assoziierten Phénotypen ggf. erweitert werden. An dieser Stelle
sollen einige Parameter der Stichprobe mit vorhandenen epidemiologischen
Studien verglichen werden. Hierbei sei darauf hingewiesen, dass letztere haufig in
einem bestimmten geographischen Rahmen durchgefuhrt wurden. Die Ethnie kann
zum einen Einfluss auf den Phanotyp haben (Sauerbier et al., 2018). Innerhalb der
in MDSGene eingeschlossenen ANO3-Variantentrager gab es allerdings keine
signifikanten phanotypischen Unterschiede zwischen Patienten kaukasischer und
asiatischer Abstammung. Es besteht zum anderen aber auch ein Einfluss der Ethnie
auf die Haufigkeit bestimmter Allele (Huang et al., 2015). Dies muss besonders bei
dem Vergleich der Dystonie- mit der PS-Stichprobe bedacht werden, da nur die

Dystonie-Stichprobe auch asiatische Patienten enthielt.

Ein weiterer Aspekt ist das Alter zu Erkrankungsbeginn. Hierfir stand in der Literatur
fur alle Verteilungsmuster nur ein Median (44 Jahre) zur Verfigung (Solano
Atehortla et al., 2016), dieser lag in der hier verwendeten Stichprobe mit 45 Jahren

in einem ahnlichen Bereich.
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Die Stichprobe der vorliegenden Arbeit enthielt jedoch einen grof3eren Anteil an
fokalen (82,1% vs. 64,6%, p<0,0001, Chi-Quadrat Test) und generalisierten
Dystonien (8,8% vs. 5,9%, p=0,18, Chi-Quadrat Test) (Bezerra et al., 2018). Der
Anteil von Musikerdystonien an den fokalen Dystonien wird in der Literatur mit 2,9%
angegeben (Williams et al., 2017) und war damit in der hier verwendeten Stichprobe
deutlich erhtéht (248/478, 51,9%). Der Anteil der haufig bei ANO3-Varianten
vorkommenden zervikalen an allen fokalen Dystonien war dagegen in der
untersuchten Stichprobe (112/478; 23,4%) niedriger als in einer epidemiologischen
Studie (51/152, 33,6%; p=0,013, Chi-Quadrat Test) (Bezerra et al., 2018). Damit ist
eine Diskrepanz zwischen der Haufigkeit von ANO3-Varianten in der untersuchten
Stichprobe und dem Vorkommen in der tatsachlichen Gesamtheit der Dystonie-
Patienten mdglich. Allerdings konnte auf diesem Weg auch das Vorkommen von
ANO3-Varianten bei Musikerdystonien untersucht und bei einem Patienten (L-2706)

bestétigt werden.

4.1.2 Die genetische Untersuchung mittels GenePanel

In dieser Stichprobe von Dystonie-Patienten sowie in einer Kontrollgruppe von PS-
Patienten wurde das NGS als Methode zur Detektion von ANOS3-Varianten
verwendet. Die Entwicklung dieser Technik hat die Sequenzierung deutlich zeit- und
kosteneffektiver gemacht (s. Abschnitt 2.3.1). Dies wiederum ermdéglichte die
Entwicklung vielseitiger Anwendungsgebiete unter anderem in der Krebsdiagnostik,
Forensik und Transplantationsmedizin (Salk et al.,, 2018), hat aber auch die
Sequenzierung im Kontext genetischer Erkrankungen deutlich verbessert
(Lohmann und Klein, 2014). Ein Problem stellt allerdings in allen
Anwendungsgebieten die Interpretation der gro3en Datenmenge dar, welche das
NGS hervorbringt. Im Rahmen meiner Arbeit am Institut fir Neurogenetik wurde in
weiteren Projekten mittels Exom-Sequenzierung mit NGS versucht, die genetischen
Ursachen fir neurologische Erkrankungen in mehreren Familien ohne Varianten in
bekannten assoziierten Genen zu eruieren. Dies brachte jedoch teils keine
weiterfihrenden Ergebnisse hervor aufgrund fehlender vielversprechender
Varianten in Kandidatengenen, Segregation in den Familien oder eindeutiger

Nachweise funktioneller Konsequenzen.
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Aufgrund der Fragestellung mit Fokus auf Varianten in einem bekannten Krankheits-
Gen war es im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch mdglich, die Datenmenge
durch Untersuchung von lediglich einem Panel bestimmter Gene zu reduzieren.
Weitere Vorteile gegeniber einer Exom- oder Genom-Sequenzierung stellten die
geringere Bearbeitungszeit und die hthere Coverage der einzelnen Nukleotide dar.
Letztere bedeutete eine geringere Rate an falsch-positiven oder -negativen
Befunden (Fernandez-Marmiesse et al., 2018), da hiermit die statistische
Wabhrscheinlichkeit, sowohl das Wildtyp- als auch das mutierte Allel zu
sequenzieren, gesteigert werden konnte (Lohmann und Klein, 2014). Durch die
Sequenzierung nur mit der zu untersuchenden Erkrankung assoziierter Gene
reduzierte sich zudem die Haufigkeit von Zufallsbefunden im Sinne von Varianten
in Genen, welche eine Pradisposition fir andere Erkrankungen bedeuten, und damit

verbundenen ethischen Konflikten (Fernandez-Marmiesse et al., 2018).

Allerdings bestand auf diese Weise nicht die Mdglichkeit, im Verlauf in weiteren
Projekten noch nicht im Panel enthaltene Gene zu untersuchen. Dies ware z.B. bei
Patienten ohne Variante in einem der untersuchten Gene zur offenen Suche nach
einer genetischen Ursache oder bei Beschreibung neuer, potenziell
krankheitsverursachender Gene, wie dem bei Dystonien kirzlich beschriebenen
VPS16-Gen (Steel et al., 2020), zum Screening in der Studienpopulation sinnvoll.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war dies jedoch aufgrund des Fokus auf

Varianten in ANO3 nicht nétig.

Eine Alternative bei einem solchen fokussierten Ansatz stellt die Sanger-
Sequenzierung dar. Hierbei musste jedoch allein fir jedes der 27 Exons von ANO3
eine einzelne Reaktion angesetzt werden, wahrend das GenePanel alle
untersuchten Gene parallel abdeckt und zusatzlich das Poolen mehrerer Proben
ermdoglicht. Dies spiegelt sich zum einen in der bendtigten Arbeitszeit wider, die in
der Summe der jeweils etwa zwei Stunden pro Reaktion bei der Sanger-
Sequenzierung die bendtigten insgesamt funf bis sechs Stunden fir das NGS
Ubersteigt (Illlumina, 2015). Auch die Kosten der Sanger-Sequenzierung sind
deutlich héher (etwa 500%/Mega-bp im Vergleich zu 0,1$/Mega-bp fir das NGS
(Frank et al., 2013)). Somit war die Durchfiihrung eines GenePanels, selbst unter
Beruicksichtigung der zusatzlich notwendigen Validierung, weniger aufwendig und

kostengunstiger.
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Im Rahmen des GenePanels wurde aul3erdem ein Fokus auf die Exons und Exon-
Intron-Grenzen gesetzt. Das Exom macht lediglich ca. 1-2% des Genoms aus
(Alfares et al., 2018), umfasst jedoch ca. 89% der als pathogen beschriebenen
Varianten (Barbitoff et al., 2020). Die ubrigen 11% pathogener Varianten werden im
hier angewandten Ansatz tbersehen. Auch den so ausgeschlossenen intronischen
Varianten konnen allerdings immer mehr Funktionen zugewiesen werden (Vaz-
Drago et al., 2017). Dennoch ist das Uberpriifen eines pathogenen Effekts
intronischer Varianten erschwert und erfordert tiefergehende Untersuchungen. Auf
eine Untersuchung des gesamten Exoms oder Genoms wurde in Zusammenschau
mit den zuvor genannten Vorteilen des GenePanels und in Hinblick auf die Kosten

verzichtet.

4.1.3 Der Filterungsprozess im Rahmen der Auswertung der GenePanel-
Analysen

Vor der Validierung wurden die mittels NGS ermittelten Varianten nach Qualitat und
Relevanz gefiltert. Als eines der gesetzten Filterkriterien wurde die MAF mit einem
Grenzwert von 0,005 verwendet. Dies resultierte aus der notwendigen Seltenheit
der Varianten aufgrund der Einordnung von Dystonien als seltene Erkrankung
(Richter et al., 2015; Steeves et al., 2012) und dem dafir verbreiteten Filterbereich
(Bamshad et al., 2011; Boycott et al., 2013). Zu diskutieren ist dies besonders
aufgrund des sogenannten Griindereffekts, das heildt ,[dem] haufige[n] Vorkommen
eines seltenen Allels, das sich von einem Griinder ausgehend in Folgegenerationen
ausgebreitet hat* (Tariverdian und Buselmaier, 2013). Unter den
Bewegungsstoérungen betrifft dies z.B. Varianten im GBA-Gen bei PS-Patienten. So
tritt beispielsweise die krankheitsverursachende Variante N370S mit 0,2% in einer
neuseelandischen PS-Kohorte (Graham et al., 2020) unter dem hier gesetzten
Grenzwert von 0,5%, mit 11,8% in aschkenasisch-judischen Patienten jedoch
deutlich haufiger auf (Ruskey et al., 2019). Solche Varianten wirden mit dem hier
gesetzten Grenzwert der MAF Ubersehen werden. Aufgrund der Zusammenstellung
der untersuchten Stichprobe ohne zu erwartenden Grindereffekt kann diese

Madoglichkeit jedoch vernachlassigt werden.
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Der nachste Schritt im Filterungsprozess umfasste den erwarteten Effekt der
Varianten. Hierbei wurden synonyme Varianten ausgeschlossen, da ihr moglicher
Effekt auf das Protein aufgrund der unveréandert kodierten Aminosaure priméar nicht
ersichtlich ist. Dennoch kdnnen auch diese Varianten einen nicht unerheblichen
Effekt, beispielsweise auf die Transkriptionsfaktorbindung, die Genexpression, die
RNA-Struktur und -Stabilitat, das SpleiRen sowie die Proteinfaltung haben (Im und
Choi, 2017). So sind fur viele Erkrankungen schon Assoziationen mit synonymen
Varianten beschrieben (Sauna und Kimchi-Sarfaty, 2011). Allerdings besteht noch
keine gute Strategie zur funktionellen Untersuchung synonymer Varianten (Im et al.,
2018), was gerade bei einem zum Untersuchungszeitpunkt mit Unsicherheiten
behafteten Kandidatengen wie ANO3 problematisch erschien. Zudem fehlte es bei
vielen, insbesondere von externen Instituten zugewiesenen Patienten an weiteren
Untersuchungsmaterialien fir entsprechende Testungen, wie beispielsweise
Blutproben fiir Expressionsanalysen, sodass sich fir einen Ausschluss synonymer

Varianten beim Filterungsprozess entschieden wurde.

Das Herausfiltern von Varianten mit einem CADD-Score unter 15 wurde
anschlieBend angewandt, um einen ersten Hinweis auf die Schadlichkeit der
Varianten unter Einbezug mehrerer verschiedener Pradiktionssoftwares zu
erhalten. Diese Schadlichkeit wird durch die verwendete Software als
Vergleichswert zu ca. neun Milliarden SNVs gesetzt. Der angewandte Grenzwert
von 15 entspricht hierbei einem Rohwert der Schadlichkeit in den obersten etwa 3%
(10'1°) der SNVs. Es handelt sich auBerdem um den Median der Werte fir
Missense- und Splei3stellenvarianten (Kircher et al., 2014) und damit um eine
sinnvolle und héaufig verwendete Grenze, Uber der auch alle publizierten und in die
MDSGene-Datenbank aufgenommenen Varianten lagen. Der Median bedeutet
allerdings auch, dass 50% der Werte darunter liegen. Diese Varianten wurden
verpasst, ihr Effekt ist allerdings mit sinkendem CADD-Score auch immer

schwieriger einschatzbar und wird unwahrscheinlicher.

Auf diese Weise gefilterte seltene, protein-verandernde Varianten mit einem hohen

CADD-Score wurden im nachsten Schritt mittels Sanger-Sequenzierung validiert.
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4.1.4 Die Validierung gefilterter Varianten mittels Sanger-Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierung wurde nicht nur zur ldentifikation des Variantentragers
aus einem Dreier-Pool, sondern auch zum Ausschluss falsch-positiver Ergebnisse
durchgefuhrt.

Die Anwendung der Sanger-Sequenzierung zur reinen Validierung von Ergebnissen
wird bei etablierten Ablaufen und bestimmten Qualitatsparametern (Coverage =35,
Heterozygotenanteil 235%) aufgrund von redundanten oder sogar falsch-negativen
Ergebnissen der Sanger-Sequenzierung bei erhdhten Kosten und Arbeitsaufwand
heute nicht mehr empfohlen (Zheng et al., 2019).

Aufgrund des hoheren erreichbaren Durchsatzes durch das Poolen der Proben und
der damit verbundenen Notwendigkeit der anschlieenden Identifikation des
tatsachlichen Variantentragers bzw. Anpassung der Haufigkeit von ANO3-Varianten
im Falle der Validierung einer Variante bei mehreren Patienten eines Dreier-Pools
war die Sanger-Sequenzierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit dennoch
notwendig. Es besteht jedoch die Mdglichkeit, dass es sich bei der nicht zu
validierenden Variante um eine falsch-negative Sanger-Sequenzierung handelt.
Dies wird allerdings als unwahrscheinlich angesehen, da auch die Werte im
GenePanel mit einer Coverage von 100 fir den Dreier-Pool und einer Frequenz von

28% bereits grenzwertig waren.

Durch das Poolen der Proben und die parallele Untersuchung weiterer Gene fir
andere Projekte stellte die GenePanel-Analyse mit anschlieRender Validierung
nach Qualitat und Relevanz gefilterter Varianten insgesamt die effektivste

genetische Methode fir die Beantwortung der Fragestellung dar.

4.2 Die Suche nach einer de-novo Variante in ANO3

In der zweiten Fragestellung wurde ein Patient mit generalisierter Dystonie auf das
Vorhandensein einer Variante in ANO3 sowie das de-novo Auftreten dieser
untersucht. Hierzu wurde zunachst eine GenePanel-Untersuchung durchgefuhrt, im

Anschluss erfolgte mittels Sanger-Sequenzierung die Validierung bei dem Patienten
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sowie die Testung der Eltern auf die entsprechende Variante. Hierbei gelten die in
den Abschnitten 4.1.2 und 4.1.4 diskutierten Vor- und Nachteile dieser Methodik.

Bei de-novo Varianten muss allerdings besonders an die Fehlerrate von
Sequenzierplattformen gedacht werden, da eine falschliche Bezeichnung als de
novo sowohl bei einem falsch-positiven Befund des Indexpatienten als auch bei
einem falsch-negativen Befund der Eltern entstehen kann (Veltman und Brunner,
2012). Die angewandte Methodik mit Validierung der Varianten mittels Sanger-
Sequenzierung sowie Faktoren wie im Verlauf festgestellte, phanotypische
Gemeinsamkeiten mit einem Trager der gleichen ANO3-Variante (s. Abschnitt 3.2)
reduzieren jedoch diese Wahrscheinlichkeit im vorliegenden Fall.

Einen weiteren besonderen Aspekt stellen bei der Frage nach dem de-novo
Auftreten falsch-positive bzw. -negative Ergebnisse aufgrund von nicht
nachgewiesener Elternschaft dar. Die Haufigkeit von Scheinvaterschaften wird in
Deutschland mit etwa 1% angegeben (Wolf et al., 2012), durch z.B. Fehler bei
Embryonentransfers kann es sich seltener auch bei der sozialen nicht um die
biologische Mutter handeln (Richards et al., 2015). Die Relevanz dessen spiegelt
sich auch in einer Aufwertung des Kriteriums fur de-novo Varianten im ACMG-
Pathoscoring von moderate auf strong bei nachgewiesener Elternschaft wider
(Richards et al., 2015). Im vorliegenden Fall erfolgte der entsprechende Nachweis

in Vorarbeit durch die Arbeitsgruppe.

Den speziellen Anforderungen bei der Untersuchung von de-novo Varianten wurde
somit im Rahmen der vorliegenden Arbeit insbesondere mit der Validierung mittels

Sanger-Sequenzierung und dem Nachweis der Elternschaft begegnet.

4.3 Die systematische Literaturrecherche nach den MDSGene-
Kriterien

Um die Rolle von ANO3-Varianten bei Dystonien besser beurteilen zu kdnnen,
wurde aullerdem eine Literaturrecherche nach der MDSGene-Methodik
durchgefuhrt. Die Datenbank MDSGene ist eine hilfreiche Plattform sowohl flr
Kliniker, die den Phanotyp oder Genotyp eines Patienten in die bestehende Literatur

einordnen wollen, als auch flr genetische Wissenschaftler, um beispielsweise zu
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Beginn der Forschung einen Uberblick (ber bisherige Ergebnisse zu erlangen.
Umso wichtiger ist daher die vollstandige Einarbeitung der vorhandenen

Informationen aus entsprechenden Publikationen.

Waéhrend dies im Rahmen dieser Arbeit bis auf spezielle zusatzliche Symptome in
einem einzelnen Fall (Blackburn et al., 2016) gelang, fiel dagegen eine grol3e
Anzahl in den Publikationen fehlender Informationen auf. Bei den entsprechenden
Symptomen ist jeweils unklar, ob durch die Autoren deren Vorhandensein, deren
Fehlen oder das Ausbleiben einer Untersuchung vorausgesetzt wird (Kasten et al.,
2018). Dies erschwert die Erstellung eines umfassenden Gesamtbildes. Im Fall von
ANOZ3 reichte der Anteil fehlender Angaben selbst bei den dystonen Symptomen
bis 98,1% (Spiegel-Dystonie). Bei den nicht-motorischen Symptomen fehlten die
Angaben fur den tUberwiegenden Anteil der Patienten (75,5-96,2%). Diese haben
allerdings einen wesentlichen Einfluss auf die Lebensqualitat, besonders bei gut
eingestellter dystoner Symptomatik (Drexel et al., 2020), und sollten daher nicht
missachtet werden. Checklisten mit Empfehlungen fiir enthaltene Informationen in
Publikationen werden aktuell durch das MDSGene-Team erarbeitet (Klein et al.,
2018).

Ein wichtiger Schritt neben der vollstandigen Datenerhebung aus den Publikationen
war das Scoring der Pathogenitat der beschriebenen Varianten, um die
Interpretation der Ergebnisse zu erleichtern. Bei MDSGene wurde auf ein System
mit einer geringeren Anzahl an Kriterien als beim ,Gold-Standard“ der ACMG-
Kriterien (Richards et al., 2015) und klar in Zahlen definierten Abgrenzungen
zuruckgegriffen. Letzteres ist ein Nachteil der ACMG-Kriterien, die Spielraum fir
beispielsweise die Nutzung unterschiedlicher Plattformen lassen. So kénnen z.B.
fur das Kriterium PP3 (,Mehrere computerbasierte Methoden unterstlitzen einen
schadigenden Effekt auf das Gen oder Genprodukt‘ (Richards et al., 2015))
verschiedene in silico Algorithmen (z.B. SIFT, CADD, REVEL) in unterschiedlicher
Anzahl zur Anwendung kommen, deren Ergebnisse untereinander sowie im
Vergleich zu der Datenbank ClinVar teils diskordant sind (Ghosh et al., 2017).
Spielrdume wie dieser fuhrten dazu, dass bei dem Vergleich der Klassifikationen
mit ACMG zwischen verschiedenen Laboren in einer Studie lediglich eine
Ubereinstimmung bei rund einem Drittel der Varianten auftrat (Amendola et al.,

2016). Die verringerte Anzahl an Kriterien bei MDSGene birgt bei vereinfachter
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Anwendbarkeit jedoch die Gefahr der verringerten Trennschéarfe. Im Vergleich mit
der Klassifikation nach den ACMG-Kriterien ergab sich dennoch im Falle von ANO3
eine ahnliche Verteilung zwischen jeweils zwei Pathogenitatsstufen. Die ACMG-
Klassifikation weist als Nachteil zudem die haufige (bei den ANOS3-Varianten der
MDSGene-Datenbank 23/30, 76,7%) Einordnung als VUS auf, welche
insbesondere in der genetischen Beratung ein Problem darstellen (Hoffman-
Andrews, 2017). Die MDSGene-Klassifikation bietet eine solche Einordnung nicht
und offeriert eine Auftrennung in mdglicherweise und wahrscheinlich pathogen,
sodass die Information klarer verstandlich ist. Auffallig war, dass einige (9/23) der
mittels ACMG-Kriterien als VUS eingeordneten ANO3-Varianten bei MDSGene
sogar als wahrscheinlich pathogen eingestuft wurden, 14 waren moglicherweise
pathogen. Den Unterschied in der Kategorisierung machte hierbei das Kriterium der
Segregation aus, in dem alle als mdglicherweise pathogen eingeordneten Varianten
keinen Punkt erzielten. Lediglich fiunf der mdglicherweise pathogenen Varianten

hatten zusatzlich einen niedrigeren CADD-Score (<20).

Bei der weiteren Auswertung der Daten in dieser Arbeit wurden verschiedene
deskriptive statistische Tests angewandt, deren Aussagekraft unter anderem von
der betrachteten StichprobengrofRe abhangt. Zu bedenken ist, dass insbesondere
bei Vergleich der (beispielsweise anhand des Erkrankungsalters) in Untergruppen
eingeteilten, in MDSGene eingeschlossenen Patienten deren jeweilige Anzahl zu
gering fir absolute Aussagen sein kann (Mascha und Vetter, 2018). Dies betrifft in
hoherem Male ebenfalls die im Rahmen des GenePanels durchgefihrten
statistischen Tests. Zu bedenken ist in diesem Zusammenhang aul3erdem, dass der
p-Wert im Allgemeinen keine absolute dichotome Einteilung in ,unterschiedlich®
oder ,nicht unterschiedlich“ ermdglicht (Greenland et al., 2016) und mit einem a-
Fehler von 5% behaftet ist.

Zudem wurde eine Vielzahl statistischer Tests angewandt. Dabei steigt mit jedem
Test die Irrtumswahrscheinlichkeit. Bei dem gewahlten Signifikanzniveau a von 0,05
ist statistisch einer von 20 durchgefuhrten Tests falsch-signifikant (Victor et al.,
2011). Dennoch wurde im Rahmen dieser Arbeit keine Korrektur flr multiples
Testen durchgefuhrt. Bei einem explorativen Ansatz ist dies durchaus zu
rechtfertigen. Es sei allerdings darauf hingewiesen, dass niedrige p-Werte auch

zufallig entstanden sein kénnen und ,signifikante“ Ergebnisse fir sicherere
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Aussagen die Validierung durch konfirmatorische Studien bedtrfen (Bender und
Lange, 2001; Victor et al., 2011).

Die Literaturrecherche nach den Kriterien der MDSGene-Datenbank lieferte
insgesamt aber einen guten Uberblick tiber beschriebene ANO3-Varianten und die
damit assoziierten Phanotypen. Die Veroffentlichung neuer Falle mit umfassenden
klinischen Beschreibungen ist jedoch notwendig, um spezielle Symptome als
Ausnahmen zu Dbestatigen, Wissenslicken zu fullen und statistisch
aussagekraftigere Ergebnisse zu erhalten.

4.4 Die Rolle von ANOS3-Varianten bei Dystonien

In diesem Abschnitt wird die Rolle von ANO3-Varianten bei Dystonien anhand der
Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert. Dabei wird zunachst auf die Aspekte
eingegangen, die fir einen krankheitsverursachenden Effekt sprechen. Im

Anschluss werden dagegensprechende Argumente betrachtet.

Ahnliche Phanotypen bei mehreren Patienten legen einen gemeinsamen
genetischen Ursprung nahe. Dystonie-Patienten mit ANO3-Varianten prasentierten
sich meist mit einer segmentalen bzw. multifokalen Dystonie (56,6%) mit Beteiligung
der Halsmuskulatur (64,2%) sowie einem Tremor (54,7%). Dies ahnelt in den
Haufigkeiten eines gemeinsamen Verteilungsmusters und betroffenen Korperteils
denen bei etablierteren Dystonie-Genen wie TOR1A (58,8% generalisierte Dystonie
bzw. 71,6% Extremitatendystonie) und THAP1 (34,6% segmentale/multifokale
Dystonie bzw. 63,3% zervikale Dystonie) (“MDSGene”, n.d.). Eine eindeutige
Zuordnung eines Phanotyps zu einem bestimmten Gen ist bei der Dystonie jedoch
wie auch beim PS nicht méglich, sodass bei einer genetischen Ursachenforschung
mittels Gen-Panels mehrere Gene parallel getestet werden sollten (Lange et al.,
2021; Trinh et al., 2018).

Des Weiteren ist ein Kriterium fir die Pathogenitat genetischer Varianten das
rekurrente Vorkommen bei phanotypisch &hnlichen Patienten (Hamdan et al.,
2017). Die Rekurrenz einzelner ANO3-Varianten konnte sowohl im Rahmen des
GenePanels als auch in der Literaturrecherche nachgewiesen werden. Bei jeweils

nur zwei Indexpatienten je Variante ist ein zufélliges Auftreten jedoch nicht
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auszuschlieBen (Olschewski et al., 2019), insbesondere da die Uberlappung der
Phanotypen haufig (p.Tyr847Cys, p.Ala657Thr, p.Ser685Cys) gering war. Grol3ere
Ubereinstimmungen, wie im Fall der beiden im GenePanel zweifach gefundenen
Varianten (p.Arg328Cys, p.Arg969GIn), machen eine pathogene Rolle dieser
Varianten dagegen wahrscheinlicher. Unterstiitzend zeigte sich fir diese Varianten
im Vergleich der Haufigkeiten ein signifikant vermehrtes Auftreten in der
Patientengruppe dieser Arbeit gegeniber den jeweils ethnisch am ehesten
Ubereinstimmenden Bevdlkerungsgruppen in der Datenbank gnomAD. Weitere
Studien mit noch groéRReren Stichproben sind allerdings nétig, um die Haufigkeit

dieser Varianten bei Dystonie-Patienten zu validieren.

Da de-novo auftretende Varianten einer weniger strikten Selektion unterliegen als
vererbte Varianten (Veltman und Brunner, 2012), ist das de-novo Vorkommen ein
starkes Kriterium der Pathogenitat (Richards et al., 2015). In dieser Arbeit wurden
insgesamt sieben Patienten mit de-novo Varianten in ANO3 gefunden, davon eine
Variante mittels GenePanel-Analyse einer Dystonie-Kohorte, eine Variante mittels
GenePanel-Untersuchung eines Einzelfalls sowie funf weitere Patienten mit de-
novo Varianten in der Literatur (Lange et al., 2021; Olschewski et al., 2019; Tunc et
al., 2019). Dabei ergaben sich mehrere phéanotypische Gemeinsamkeiten. So
zeigten alle beschriebenen Trager von de-novo Varianten eine generalisierte
Dystonie mit Erkrankungsbeginn im Kindesalter (durchschnittlich mit 5,6 Jahren).
Die Beschreibung eines Auftretens der Dystonie unter anderem in einer Extremitat
fehlte nur bei einem, die Kombination mit einem Myoklonus bei zwei Patienten.
Insgesamt hatten Patienten mit de-novo Varianten in ANO3 schwerere Verlaufe als
solche mit vererbten Varianten. Dieses Bild entspricht dem bei anderen vererbbaren
Erkrankungen wie der Osteogenesis imperfecta (Zhytnik et al., 2019) oder
kongenitalen Herzerkrankungen (Homsy et al., 2015). Es muss jedoch aufgrund
eines Untersuchungsbias kritisch betrachtet werden. So wurde bei der Kohorte von
MDSGene bei den dbrigen Patienten mit negativer Familienanamnese keine oder
keine vollstandige Untersuchung weiterer Familienmitglieder durchgefuhrt. Von
diesen hatten 50% (7/14) einen milderen Verlauf (hier definiert als spater
Erkrankungsbeginn und fokale oder segmentale/multifokale Dystonie). Die fehlende
Untersuchung kann beispielsweise dadurch begriindet sein, dass bei einem spaten
Erkrankungsbeginn die Rekrutierung der Eltern erschwert ist (Pamphlett et al.,

2011) oder die Frage nach dem Wiederholungsrisiko fir die weitere
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Familienplanung bei schweren Erkrankungen im Kindesalter haufiger Grund fir eine
genetische Diagnostik ist (Acuna-Hidalgo et al., 2016). Weiterfuhrende
Untersuchungen von Elternteilen auch bei milderen Verlaufen sind nétig, um zudem
beispielsweise das Vorkommen von reduzierter Penetranz bei ANO3-Varianten zu

evaluieren.

Eine der Varianten ist bei zwei Patienten jeweils de novo aufgetreten, bei dem
Libecker Patienten L-11226 und bei dem Patienten einer Fallstudie der
Arbeitsgruppe um Yoo (Yoo et al.,, 2018a). Der sehr &ahnliche Phanotyp von
generalisierten Dystonien mit Beginn in den Beinen im frihen Kindesalter und
Myoklonien untersttitzt die Annahme des gemeinsamen genetischen Ursprungs und
damit der Pathogenitat der ANO3-Variante bei diesen Patienten.

Weiterhin sei angemerkt, dass trotz des Auftretens von de-novo Varianten als
Argument fur die Pathogenitdt von ANO3 im Rahmen von Dystonien bedacht
werden muss, dass natirlich nicht jede genetische Variante automatisch als
pathogen gewertet werden kann, wenn sie de novo auftritt. Weitere Kriterien wie die
Frequenz in gréReren Populationen missen hinzugezogen werden (Kosmicki et al.,

2017), was im Rahmen dieser Arbeit auch geschehen ist.

Bemerkenswert ist, dass eine THS bei allen vier damit behandelten Patienten mit
de-novo Varianten sowie zwei weiteren Patienten mit generalisierter Dystonie und
Varianten in ANO3 erfolgreich war. Eine klare Empfehlung zu dieser Behandlung
kann aufgrund der geringen Fallzahl sowie der Invasivitdit der
BehandlungsmalRnahme an dieser Stelle noch nicht gegeben werden. Dies gilt
insbesondere, da eine generalisierte Dystonie, wie sie in allen genannten Fallen
vorlag, meist unabhangig vom Genotyp oftmals gut auf die THS anspricht
(Macerollo et al., 2020). Auch in der Literatur wird empfohlen, trotz der méglichen
Abhangigkeit des Behandlungserfolges vom Genotyp die Indikation anhand der
Klinik des Patienten zu stellen (Yoo et al., 2019). Dennoch sollte die Erweiterung
des anfanglich beschriebenen Phanotyps bei ANO3-Varianten (Charlesworth et al.,
2012) durch den bei de-novo Varianten beobachteten zur genetischen Testung bei
Patienten mit generalisierter Dystonie auch bei negativer Familienanamnese
fuhren. Der moégliche Nachweis von ANOS3-Varianten in solchen Fallen kénnte zur

Abwagung des Einsatzes einer THS eingesetzt werden.
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Es wird davon berichtet, dass Dystonien mit Tremor, wie es bei ANO3 haufig
(57,1%) der Fall ist, ein besseres Ansprechen auf eine Stimulation des Thalamus
zeigen (Jinnah et al., 2017). Ob dadurch das Spektrum erfolgreich behandelbarer
Patienten tats&chlich erweitert werden kann, wurde bisher nicht geprift. Insgesamt
muss jedoch mit der Invasivitat dieser Therapie abgewogen werden. So kdnnen
neben mit dem Eingriff verbundenen Risiken wie Infektionen auch motorische
Nebenwirkungen wie Dysarthrie bis hin zu Parkinsonismus auftreten (Macerollo et
al., 2020). Auch bei einem Patienten aus der Literatur zu ANO3 wurden bei
Nachlassen des anfanglichen Erfolges die Elektrodenpositionen auf den
Subthalamus und den Gyrus dentatus erweitert, mussten bei Intoleranz und

fehlendem Benefit jedoch abgeschaltet werden (Miocinovic et al., 2020).

Bei der genetischen Untersuchung der Familienmitglieder von Variantentragern
wirkt sich nicht nur das Auftreten de novo, sondern auch die Segregation einer
Variante mit der Erkrankung bestatigend bei der Beurteilung der Pathogenitat aus
(Richards et al., 2015). Leider war ein solcher Nachweis aufgrund fehlender Proben
von (betroffenen) Verwandten der Patienten aus der GenePanel-Untersuchung
nicht méglich. Von den 53 in die MDSGene-Datenbank eingeschlossenen Patienten
stammten allerdings 25 Variantentrager aus acht Familien, flr die die Segregation
gepruft wurde. Bei funf dieser Familien wurden sogar drei Generationen betrachtet,
bei den restlichen drei Familien nur zwei Generationen. Dabei zeigte sich nur in
einer Familie (Miltgen et al., 2016) eine Abweichung in Form eines
asymptomatischen Variantentragers, welcher allerdings zum
Untersuchungszeitpunkt junger als das Erkrankungsalter der betroffenen
Familienmitglieder war. Das heif3t, es ist nicht auszuschlieRen, dass der Proband
zunéchst eine reduzierte Penetranz aufweist und im Verlauf noch erkranken konnte.
Das Ergebnis einer Nachuntersuchung ware daher interessant. Insgesamt kann die
Segregation innerhalb mehrerer Familien in der Literatur als Argument fur die Rolle

dieser ANO3-Varianten bei Dystonien gewertet werden.

Diesen Argumenten fur eine krankheitsverursachende Rolle bei Dystonien steht die
Haufigkeit von ANO3-Varianten in Kontrollpopulationen gegenuber. In dieser Arbeit
fanden sich seltene, proteinverdndernde ANO3-Varianten bei 1,0% (7/729) der
Dystonie-Patienten und 0,7% (2/294) der PS-Patienten. Damit bestand kein

signifikanter Unterschied in der Haufigkeit des Auftretens von ANOS3-Varianten
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zwischen diesen beiden Gruppen (p=1,0 bei a=0,05), die Haufigkeit bei den PS-
Patienten Uberschritt zudem diese in einer Studienpopulation von Patienten mit
primarer Torsionsdystonie (0,5%, (Zech et al., 2014)). In der Diskussion dessen
mussen allerdings die Einschlusskriterien bedacht werden. So wurden in einer
chinesischen Studienpopulation ANO3-Varianten in einem hdheren Anteil (2,1%,
4/187, p=0,25) der Dystonie-Patienten nachgewiesen (Li et al., 2019). Dies kann
teilweise durch den Ausschluss von TOR1A- und THAP1-Variantentragern schon
vor der Testung erklart werden, dhnelt jedoch auch dem Anteil von Variantentragern
in der hier getesteten asiatischen Population (2,6%, 2/75). Daher kann ein Einfluss
der Ethnizitat auf die Haufigkeit von ANO3-Varianten als Hypothese gestellt werden.
Dies muss wiederum bei der ausschlie3lich deutschen PS-Stichprobe gegeniber
der Dystonie-Population mit unterschiedlicher ethnischer Herkunft in dieser Arbeit
bedacht werden, wobei bei h6heren Anteilen in der asiatischen Bevélkerung sogar
eher mit einem hoheren tatsachlichen Prozentsatz in einer ethnisch gematchten PS-

Stichprobe zu rechnen ware.

Die naheliegendste Erklarung fur das Auftreten von seltenen ANOS3-Varianten bei
PS-Patienten ist, dass diese Varianten nicht ursachlich fur die Erkrankung, sondern
Zufallsbefunde sind. Dies wird durch fehlende Segregation und Rekurrenz dieser
Varianten unterstitzt (Olschewski et al., 2019). Diese Hypothese schirt allerdings
Zweifel an dem Einfluss von ANO3-Varianten auf die Entstehung einer Dystonie bei
einigen der Dystonie-Patienten, da konsequenterweise auch dort ein zufalliger
Befund nicht auszuschlieBen wére. Schlie3lich war kein Unterschied in den
verschiedenen angewendeten Pathogenitatsscores (CADD, ACMG, MDSGene) zu
eruieren, der die Bedeutung der Varianten der PS-Patienten gemindert hatte. Mehr
Klarheit brachten funktionelle Studien. Das Vorhandensein von Varianten in mit
Dystonien assoziierten Genen wurde zwar ausgeschlossen, dennoch ist es
denkbar, dass Varianten in anderen, bisher noch nicht in diesem Zusammenhang
erforschten und daher nicht in das GenePanel aufgenommenen Genen, wie z.B.
dem Kkurzlich identifizierten VPS16-Gen (Steel et al., 2020), -eigentlich

krankheitsverursachend und die ANO3-Varianten nur zufallige Nebenbefunde sind.

S. Miocinovic und Kollegen erklarten den schweren Krankheitsverlauf eines
Patienten mit dem gemeinsamen Auftreten von TOR1A- und ANO3-Varianten

(Miocinovic et al., 2020). Ein &hnlicher Ansatz ist auch fur die PS-Patienten in dieser
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Studie denkbar, insbesondere, da ein Parkinsonismus als Symptom auch fur zwei
andere ANO3-Variantentrager beschrieben wurde (Kuo et al., 2019; Nelin et al.,
2018). So kdnnte hier der Parkinsonismus durch die ANO3-Varianten in Verbindung
mit einem genetischen oder idiopathischen PS verstarkt sein.

Auffallig war zudem das Auftreten der Variante p.Met263Val (c.787A>G) sowohl bei
einer Patientin mit generalisierter, mit Myoklonus kombinierter Dystonie in der
Literatur (Li et al., 2019) als auch bei einer PS-Patientin (L-11353) von der
GenePanel-Untersuchung der vorliegenden Arbeit. Dies kann auch auf eine
variable Expressivitat hinweisen. Dieser Begriff beschreibt einen unterschiedlichen
Phanotyp oder Krankheitsschwere bei gleichem Genotyp (Zlotogora, 2003), in
diesem Fall also moglicherweise das Auftreten von Dystonie oder aber von
Parkinsonismus als Bewegungsstorung bei einer Variante in ANO3. Ein solcher
Befund ist bereits bei GCH1-Varianten bekannt, welche selbst innerhalb einer
Familie sowohl bei Patienten mit Dopa-responsiver Dystonie (DRD) als auch bei an
PS Erkrankten vorkamen (Ceravolo et al., 2013; Yoshino et al., 2018). Auch dort
wird allerdings das Vorkommen reduzierter Penetranz fur GCH1 mit zusatzlicher
Variante in einem anderen Gen bei den PS-Patienten diskutiert (Lewthwaite et al.,
2015). Dennoch kénnen diese Ansatze auch fir ANO3 in Betracht gezogen werden,
Familienmitglieder der Dystonie-Patientin wurden jedoch nicht beschrieben und
standen bei den beiden PS-Patienten weder fur neurologische noch fur genetische

Untersuchungen zur Verfligung.

Eine weitere Mdoglichkeit des Einflusses auf den Phanotyp, d.h. der Penetranz, wird
in anderen Genen, wie beispielsweise SGCE, dem Imprinting zugeschrieben (Wong
et al.,, 2010). Zudem existieren fur einige Erkrankungen modifizierende oder
protektive Varianten, die Penetranz und Expressivitat pathogener Varianten
beeinflussen (Harper et al., 2015). So zeigen beispielsweise Trager der D216H-
Variante in TOR1A eine deutlich reduzierte Penetranz dystoner Symptome bei
GAG-Deletionen, den haufigsten krankheitsverursachenden Varianten in TOR1A
(Kamm et al., 2008). Die D216H-Variante hat allerdings eine Haufigkeit von 12% in
der allgemeinen Bevolkerung (Kamm et al., 2008). Eine Variante mit &hnlichem
Effekt wirde aufgrund des hier verwendeten Filteralgorithmus (MAF < 0,005) bei
den beiden PS-Patienten Ubersehen werden. Die Suche nach einer méglichen

gemeinsamen modifizierenden Variante in einer gré3eren Kohorte nicht-dystoner
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Variantentrager konnte daher Aufschluss tber Mechanismen reduzierter Penetranz
bei ANO3 geben, war aber nicht Gegenstand der hier vorliegenden Arbeit.

Zusammenfassend bleibt es schwierig, die Pathogenitadt einer einzelnen
nachgewiesenen ANO3-Variante ohne weitere familienbasierte oder funktionelle
Informationen zu interpretieren. Fur die weitere Beurteilung muss zusétzlich
beispielsweise die Segregation betrachtet oder eine schadliche funktionelle
Konsequenz nachgewiesen werden (Olschewski et al., 2019; Richards et al., 2015).
Es ist aber mittlerweile unstrittig, dass einige ANO3-Varianten zu einer Dystonie
fuhren, wobei ein besseres Verstandnis des Pathomechanismus wichtig ist, um die
Pathogenitat jeder einzelnen Variante besser interpretieren zu konnen.
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5 Zusammenfassung

Die Dystonie ist eine seltene Bewegungsstorung, zu deren vielféaltigen Ursachen
auch genetische Varianten gehéren. Pathogene Varianten im ANO3-Gen wurden
beispielsweise als Ursache einer Dystonie vorgeschlagen. Vor Beginn dieser Arbeit
wurden Varianten in diesem Gen meist mit segmentalen oder multifokalen
Dystonien mit Tremor und Beteiligung der Halsmuskulatur sowie einem autosomal-
dominanten Erbgang in Verbindung gebracht. Die hohe Préavalenz seltener ANO3-
Varianten auch in Kontrollpopulationen hinterlie3 zunachst jedoch Zweifel an deren
pathogenen Effekt. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Rolle von ANO3-Varianten

bei Dystonien zu evaluieren.

Dazu kamen zwei Strategien zur Anwendung, und zwar eine Mutationsanalyse bei
Dystonie- und Nicht-Dystonie-Patienten sowie eine umfassende und detaillierte
Literaturrecherche.  Konkret wurde ein  Screening nach  seltenen,
proteinverandernden ANO3-Varianten mittels Next Generation Sequencing-
basierter GenePanel-Analyse bei 729 Dystonie- und 294 Patienten mit einem
Parkinson-Syndrom (PS) als Nicht-Dystonie-/Kontrollgruppe durchgefuhrt und
gefundene Varianten mittels Sanger-Sequenzierung validiert. Fir eine Patientin
konnte eine Segregationsanalyse in der Familie durchgefiihrt werden. Ein weiterer
Patient sowie dessen Eltern standen flr eine weitere GenePanel-Untersuchung zur
Verfugung. AulRerdem wurde eine systematische Literaturrecherche nach den
Kriterien der MDSGene-Datenbank durchgefihrt.

Im Rahmen des GenePanels konnten sieben verschiedene Varianten bei neun
Patienten validiert werden. Dabei handelte es sich um sieben Dystonie- und zwei
PS-Patienten. Es gab keinen signifikanten Unterschied der Haufigkeit von ANO3-
Varianten zwischen diesen beiden Gruppen (1,0% vs. 0,7%). Zwei der Varianten
traten bei jeweils zwei Dystonie-Patienten und damit in héherer Haufigkeit als bei
den Bevolkerungskontrollen der gnomAD-Datenbank auf (Olschewski et al., 2019).
Fur eine Patientin mit generalisierter, im Kindesalter beginnender Dystonie konnte
das Auftreten der ANO3-Variante de novo nachgewiesen werden (Olschewski et al.,
2019). Auch der zusatzlich untersuchte Patient wies eine de-novo Variante und
phénotypisch eine generalisierte Dystonie mit frihem Erkrankungsbeginn auf (Tunc

et al., 2019). In der Literaturrecherche wurden 53 Patienten mit ANO3-Varianten
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identifiziert. Hierbei verdeutlichte sich das Bild der meist segmentalen oder
multifokalen Dystonie mit Beteiligung des Halses, sowie ein schwererer Verlauf bei
de-novo Varianten im Sinne einer generalisierten, friih beginnenden Dystonie in

haufiger Assoziation mit einem Myoklonus (Lange et al., 2021).

Insgesamt konnte bestatigt werden, dass einzelne ANO3-Varianten eine Dystonie
verursachen kénnen. Es wurde allerdings auch deutlich, dass nicht alle seltenen
ANO3-Varianten pathogen sind und die Interpretation im Einzelfall schwierig ist.
Segregationsanalysen in den Familien und funktionelle Untersuchungen waren
hierbei ein Schllissel zu einer verbesserten Interpretation und aussagekréftigen
Beratung von betroffenen Patienten und deren Familien.
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Anhang

A Verwendete Primer

Tabelle 14: Primer fur die PCR und Sanger-Sequenzierung des ANO3-Gens (nur fir
Exons, in denen Varianten detektiert wurden)

Name Annealing -
des Basenabfolge Temperatur in
Primers °C
Ex1F CTTGCCTATGTCTTCACTTAGC 58
Ex1R GTTCCAGTTGACTAGAATCACC
Ex3 F CCTGAAACAGGTATCACAAG 55
Ex3R TGGTGTACTGGTCTCCTTT
Ex4 F GGCCATCATTTGTCCATCTA a
Ex4 R ATGGGCCAGGATAGAATCTC S7
Ex5F TCGCTAATGTGGCTCCTAT a
Ex5 R CCTTCTGCTCTGAGGTTCTT S8
Ex9 F GTGGGAACAGAAGCAATG 55
Ex9 R GAAAAAAGAGGGGAACTCAC
Ex11 F GGTGATGTGGCTATGGAAG 57
Ex11 R TTGAAGACAGGCTTTGAGG
Ex18 F | ACCTTCAATTCTTGGGGACAGTAG 61
Ex18 R GACAGCAGCAGCAGATGTTG
Ex20 F GGCAACAGAGAGTGAGACT 58
Ex20 R GATAGGTAGAAGAGGTTTCCAC
Ex28 F CATGTTGCAGCAATAAGAGG 55
Ex28 R GCTTCCTGCAATGTCAATC

a: Verwendung des GC-rich PCR Systems

Tabelle 15: Primer fir die Mikrosatellitenanalyse

Region F-Primer R-Primer
D3S3559 XXX CGC TCT ACATCAGGC AAC C AAA AAT AAT TGG ACC TGT AAA AAC
D3S3685 XXX CAACAACCC AGC TCTTTG AAT ACA GGT AAC CCT GCC C
D5S2090 XXX CCATGG GCATGT TTC AAA AGT ACC TCC TTAGTAACT CTG GGC
D6S305 XXX CCACCAGCG TTAGAG ACT GCAAAT GGAGCATGT CACT
D7S2480 XXX CAC CTT GAC TGT GGT AGT TGG GTT CAC CTC ATAGGAAAATCT TG
D7S646 XXX CCT GTC TGC TTATCC TAT GTT GAG TGT CCA CCT GAG ATT TAT
D8S532 XXX CGC TCA AAG CCT CCAATC AC GAC TTC GTG ATC CACCTG C
D8S1745 XXX CAA AAG TTC ACA CCA AAT GCC GAA CCC ACT AAT TGC GGAC
D8S1817 | XXX CGC ACG TTC AAT ATG ACT GTT GAT TC ACT GAG GGC CAAGTC CCT A
D19S878 XXX CGC CTG GGC GAC AGA GAA GGT TGC CCG CAG AGT G
D19S197 XXX CTC CTC AGC AGG TCT CCT CAT CAC CAG GGA AAT GCC AAT
DXS8101 XXX CCT GGG CGACAG AGACTC TT CTG CCC GAT AGT GAAATG A
M13 (XXX) CAC GAC GTT GTAAAACGA GGA TAA CAA CAC ACA GG
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Tabelle 17: Kriterien fur das Pathoscoring des American College of Medical Genetics
(ACMG) und der Association for Molecular Pathology (AMP) sowie verwendete
Spezifizierungen, modifiziert nach Richards et al., 2015, Tabellen 3 und 4

Kriterium Beschreibung nach ACMG Spezifikation
"null variant" (Nonsense, Frameshift, Splei3stelle,
PVS1 Initiationskodon, Deletion eines/mehrerer Exons) in einem Gen, in
dem LOF (loss of function) ein bekannter Mechanismus bei
Erkrankungen ist
Der gleiche Aminosaureaustausch wurde bereits als pathogen
PS1 etabliert (unabhangig von dem zugrundeliegenden Nukleotid- Auflistung bei Clinvar
Austausch).
ps2 Die Variante kommt (bei bestétigter Vater- und Mutterschaft) de
novo in einem Patienten mit negativer Familienanamnese vor.
ps3 Bewahrte funktionelle Studien in vivo/in vitro unterstiitzen den Als bewahrt wurde hier anerkannt, wenn es
schadigenden Effekt auf das Gen oder Genprodukt. mindestens zwei unabhangige Studien gab.
ps4 Die Variante kommt signifikant héufiger bei erkrankten Individuen
als bei Kontrollen vor.
Die Variante befindet sich in einem Mutations-"Hot Spot" und/oder
PML einer wichtigen und gut etablierten funktionellen Doméne (z.B.
aktiven Stelle eines Enzyms), die keine benigne Variante
beinhalten.
Die Variante kommt nicht (oder in einer sehr geringen Haufigkeit | Hier wurde aufgrund gréR3erer Stichproben auf die
bei rezessiven Erbgéngen) in Kontrollen des Exome Sequencing Datenbank gnomAD zuruickgegriffen.
PM2 Project, 1000 Genomes Project oder Exome Aggregation Auch fir ANO3 mit autosomal-dominantem
Consortium vor. (CAVE bei Insertionen und Deletionen, die durch | Erbgang wurde eine Haufigkeit von <0,00001 als
NGS weniger sicher detektiert werden) extrem selten anerkannt.
Bei rezessiven Erkrankungen: die Variante tritt in trans (d.h. in
PM3 A ) L )
einer anderen Genkopie) mit einer pathogenen Variante auf.
Die Proteinlange wird durch in-frame Insertionen oder Deletionen
PM4 in einer nicht-repetitiven Region oder durch Stop-loss -Varianten
(Verlust eines Stop-Codons) verandert.
Die Variante ist eine neue Missense-Variante an einer Position, an
PM5 der ein anderer Aminoséureaustausch als pathogen beschrieben
wurde.
PM6 Ein de-novo Auftreten der Variante wird angenommen, jedoch sind
Vater- und Mutterschaft nicht bestétigt.
Die Variante kommt bei mehr als zwei erkrankten
PM7 Mitgliedern einer Familie vor (als starkere Evidenz
als PP1).
Die Variante kommt bei zwei bis funf Patienten,
PM8 aber nicht bei gnomAD vor (als schwéachere Evidenz
als PS4)
Die Variante segregler't mlt der Erkrankgng in glngr F;'amme mit Dieses Kriterium wurde bei zwei betroffenen
mehreren erkrankten Mitgliedern und befindet sich in einem Gen, . N L ..
PP1 L N L o R Variantentrégern in einer Familie verwendet,
das definitiv die Erkrankung auslost. Starkeres Kriterium mit .
5 bei mehreren wurde PM7 verwendet.
zunehmenden Daten zur Segregation.
Es handelt sich um eine Missense -Variante in einem Gen, in dem
PP2 benigne Missense -Varianten selten sind und in dem Missense -
Varianten ein haufiger Erkrankungsmechanismus sind.
Mehrere computerbasierte Methoden unterstutzen einen Hier wurden der CADD-Score bzw. die Fruitfly -
PP3 schédigenden Effekt auf das Gen oder Genprodukt Prédiktion von Spleil3stellenveranderungen
(Konservierung, Evolution, SpleiReffekt etc.). verwendet.
PP4 Der Phénotyp oder die Familienanamnese sind sehr §pezifisch far
eine Erkrankung mit einer einzigen genetischen Atiologie.
Die Variante wurde von einer seridsen Quelle als pathogen
PP5 beschrieben, die Evidenz ist dem Labor jedoch nicht zur
unabhéngigen Evaluation verfiigbar.
BAL Die Allelhaufigkeit ist >5% im Exome Sequencing Project, 1000
Genomes Project oder Exome Aggregation Consortium .
BS1 Die Allelhdufigkeit ist héher, als fir die Erkrankung zu erwarten ist.
Die Variante wurde homozygot (rezessiv), heterozygot (dominant)
oder hemizygot (X-chromosomal) bei einem gesunden
BS2 . - .
Erwachsenen gefunden, obwohl eine vollstandige Pentranz in
einem jungen Alter zu erwarten ist.
BS3 Bewsihr:;:;:rlfgzgegfefeittu:ﬁr;;; \gve?]/? d\g:rg;n%?:guﬁmen Hier war bereits eine funktionelle Studie ausreichend.
BS4 Die Variante segregiert nicht in einer Familie mit mehreren Hier wurde eine Phanokopie akzeptiert.

erkrankten Mitgliedern.
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Kriterium Beschreibung nach ACMG Spezifikation
Es handelt sich um eine Missense-Variante in einem Gen, bei
BP1 dem besonders trunkierende Varianten als krankheitsauslosend
beschrieben sind.

Die Variante wurde in trans mit einer pathogenen Variante bei
BP2 einer vollstandig penetranten, dominanten Erkrankung oder in cis
mit einer pathogenen Variante bei jeglichem Erbgang gefunden.

Die Variante ist eine in-frame Deletion oder Insertion in einer

BP3 repetitiven Region ohne bekannte Funktion.
Mehrere computerbasierte Methoden sagen keinen Effekt auf das
BP4 Gen oder Genprodukt voraus (Konservierung, Evolution, Hierfir wurde ein CADD-Score <10 festgelegt.
SpleiReffekt etc.).
BP5 Die Variante wurde bei einem Patienten gefunden, bei dem eine

andere molekulare Ursache bekannt ist.
Die Variante wurde von einer seriésen Quelle als benigne
BP6 beschrieben, die Evidenz ist dem Labor jedoch nicht zur
unabhéangigen Evaluation verfiigbar.
Es handelt sich um eine synonyme Variante ohne vorhergesagte
BP7 veranderte oder zusatzliche Splei3stelle, bei der das Nukleotid
nicht hoch konserviert ist.

Tabelle 18: Einordnung von Varianten je Kombinationen erfullter Kriterien des
Pathoscorings des American College of Medical Genetics (ACMG) und der Association for
Molecular Pathology (AMP), maodifiziert nach Richards et al., 2015, Tabelle 5.

Kategorie erflllte Kriterien
pathogenic PVS1 und
(pathogen) a) =1 strong (P51-P54) oder

b) =2 moderate (PM1-PM8) oder
c) 1 moderate (PM1-PM8) und 1 supporting (PFP1-PP5) oder
d) =2 supporting (PP1-PP&)

=2 strong (PS1-P54)

1 strong (P51-P54) und

a) =3 moderate (PM1-PM8) oder

b) 2 moderate (FM1-FM8) und =2 supporting (FP1-PP4) oder

c) 1 moderate (PM1-PMB) und =4 supparting (PP1-PP5)
likely pathogenic PVS1 und 1 moderate (FM1-PM8)

{vermutlich pathogen) 1 strong (PS1-P54) und 1-2 moderate (PM1-PM8)

1 strong (F31-P34) und =2 supporting (PP1-FPP5)

=3 moderate (PM1-PM8)

2 moderate (PM1-PMB) und =2 supporting (PP1-PP5)

1 moderate (PM1-PMB8) und =4 supparting (FP1-PP&)

benign 1 stand-alone (BA1)
{benigne) =2 strong (B51-B54)
likkely benign 1 strong (BS1-BS4) und 1 supporting (BP1-BPT)
(vermutlich benigne) =2 supporting (BP1-BPT)
uncertain significance andere Kriterien (s 0.) werden nicht erfollt
(Variante unklarer Signifikanz, |die Kriterien far "benign” und "pathogenic” sind widersprichlich
VUS)
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C Standardisierte Variablen der MDSGene-Datenbank

Tabelle 19: Standardisierte Variablen der MDSGene-Datenbank

Variable Beschreibung

PMID PubMed-1D

Author, year Autor und Jahr der Publikation
study_design Studiendesign

genet_methods

genetische Methodik

lower_age_limit

untere Altersgrenze als
Einschlusskriterium

upper_age_limit

obere Altersgrenze als
Einschlusskriterium

comments_study

zusatzliche Kommentare zur
Studie

family_ID

Familien-ID

individual_ID

ID des Patienten

disease_abbrev

Abktrzung der Erkrankung (DYT
fur Dystonie)

clinical_info klinische Info vorhanden?
(Voraussetzung fur Einschluss in
MDSGene)

ethnicity Ethnizitat des Patienten

country Herkunftsland des Patienten

sex Geschlecht

index_pat Ist der Patient Indexpatient einer
Familie?

famhx Familienanamnese

(positiv/inegativ)

num_het_mut_affected

Anzahl betroffener,
heterozygoter Familienmitglieder

num_hom_mut_affected

Anzahl betroffener, homozygoter
Familienmitglieder

num_het_mut_unaffected

Anzahl nicht betroffener,
heterozygoter Familienmitglieder

num_hom_mut_unaffected

Anzahl nicht betroffener,
homozygoter Familienmitglieder

num_wildtype_affected

Anzahl betroffener
Familienmitglieder ohne
Variante

num_wildtype_unaffected

Anzahl nicht betroffener
Familienmitglieder ohne
Variante

status_clinical

Kklinischer Status (z.B. "klinisch
betroffen™)

aae Alter zum
Untersuchungszeitpunkt

aao Alter zu Erkrankungsbeginn

aao_classify Klassifikation des Alters zu

Erkrankungsbeginn (z.B.
Kindheit)
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duration

Erkrankungsdauer
(Erkrankungsbeginn bis
Untersuchungszeitpunkt)

age_dx Alter zum Diagnosezeitpunkt
age_death Alter zum Todeszeitpunkt
hg_version Version des humanen Genoms

(normiert auf hg19)

genome_build

verwendetes Transkript (bei
ANO3 normiert auf NM_031418)

genel

betroffenes Gen (in diesem Fall
immer ANO3)

physical_locationl

Position der Variante im Genom

reference_allelel

Referenzallel

observed_allelel

verandertes Allel

mutl g Variante in genomischer
Nomenklatur

mutl_c Variante in kodierender
Nomenklatur

mutl_p Variante in Protein-Nomenklatur

mutl_alias_original

Alias der Variante wie in
Publikation angegeben

mutl_alias

Alias der Variante

mutl_genotype

Genotyp (homozygot,
heterozygot)

mutl_type

Mutationstyp (z.B. Missense)

mutl_sporadic

sporadisches Auftreten der
Variante?

ExAC, dbSNP Vorkommen der Variante in
EXAC (aktuell: gnomAD) oder
dbSNP

exac_1 Haufigkeit der Variante in EXAC

(aktuell: gnomAD)

dystonia_HP:0001332

Dystonie

generalized_dystonia_HP:0007325

generalisierte Dystonie

segmental_multifocal _dystonia_sympt

segmentale oder multifokale
Dystonie

focal_dystonia_HP:0004373

fokale Dystonie

craniofacial_dystonia_HP:0012179

kraniofaziale Dystonie

blepharospasm_sympt

Blepharospasmus

dyst_lower_face sympt

Dystonie des unteren Gesichts

oromandibular_dystonia_HP:0012048

oromandibulare Dystonie

dyst_tongue_sympt

Zungendystonie

dyst_jaw_sympt

Schlunddystonie

laryngeal dystonia_HP:0012049

laryngeale Dystonie

dysphonia_HP:0001618 Dysphonie
dysarthria_HP:0001260 Dysarthrie
anarthria_HP:0002425 Anarthrie
cervical_dystonia HP:0000473 zervikale Dystonie
torticollis_ HP:0000473 Torticollis
retrocollis_HP:0002544 Retrocollis
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axial_dystonia_HP:0002530

axiale Dystonie

limb_dystonia_HP:0002451

Extremitatendystonie

dyst_arm_sympt

Armdystonie

dyst_hand_sympt Handdystonie
dyst_leg_sympt Beindystonie
dyst_foot_sympt FulRdystonie
dyst_action_sympt aktionsspezifische Dystonie
mirror_sympt Spiegeldystonie
tremor_HP:0001337 Tremor
dystonic_tremor_HP:0030185 dystoner Tremor
action_tremor_HP:0002345 Aktionstremor
postural_tremor_HP:0002174 posturaler Tremor
head_tremor_HP:0002346 Kopftremor
limb_tremor_HP:0200085 Extremitatentremor
myoclonus_HP:0001336 Myoklonus

allev_maneuvers_sympt

symptomlindernde Bewegungen

alc_response_sympt

Veranderung der Symptomatik
bei Alkoholkonsum

parkinsonism_HP:0001300

Parkinsonismus

bradykinesia_HP:0002067

Bradykinesie

rigidity  HP:0002063 Rigiditat (Steifheit)
postural_instability HP:0002172 posturale Instabilitat
resting_tremor_HP:0002322 Ruhetremor
muscular_hypotonia_HP:0001252 muskulare Hypotonie
spasticity HP:0001257 Spastizitat
hyperreflexia_ HP:0001347 Hyperreflexie
dyskinesia_HP:0100660 Dyskinesie

diurnal_fluctuations_sympt

im Tagesverlauf fluktuierend

motor_fluctuations_sympt

fluktuierende motorische

Symptome
dysmorphic_features_sympt Dysmorphie
microcephaly HP:0000252 Mikrozephalie
short_stature_ HP:0004322 Kleinwuchs
seizures_HP:0001250 Krampfanfalle
global_developmental_delay HP:0001263 globale

Entwicklungsverzdgerung

mild_global developmental_delay HP:0011342

milde globale
Entwicklungsverzdgerung

moderate_global_developmental _delay HP:001134
3

moderate globale
Entwicklungsverzdgerung

severe_global_developmental delay HP:0011344

schwere globale
Entwicklungsverzdégerung

profound_global_developmental_delay HP:0012736

ausgepragte globale
Entwicklungsverzogerung

motor_delay HP:0001270

verzogerte motorische
Entwicklung

cognitive_impairment_HP:0100543

kognitive Einschrankung
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delayed_speech_and_language_development_HP:0
000750

verzogerte Sprech- und
Sprachentwicklung

autonomic_sympt

autonome Symptome

sleep_disorder_sympt

Schlafstérung

sleep_benefit_sympt

Besserung der Symptomatik
durch Schlaf

depression_HP:0000716 Depression
anxiety_HP:0000739 Angststorung
psychosis_HP:0000709 Psychose

dyst_onset_body 1

zuerst von Dystonie betroffenes
Kdrperteil

dyst_onset_side

Seite (links/rechts) des zuerst
von Dystonie betroffenen
Kdrperteils

body_distr Verteilungsmuster der Dystonie

patt_dis_course Krankheitsverlauf (z.B.
progressiv)

patt_variab Variabilitat (z.B. persistierend,
paroxysmal)

assoc_feat isolierte oder kombinierte
Dystonie

dyst_instrumentl

verwendeter Score der
Symptomschwere (z.B. GDRS)

dyst_scorel

Ergebnis des Scorings

dyst_instrument2

weiterer verwendeter Score der
Symptomschwere (z.B.
TWSTRS)

dyst_score2

Ergebnis des Scorings

medication_treatment

Auflistung der verwendeten
Medikamente

medication_response_quantification

Behandlungserfolg der
verwendeten Medikamente

botulinum_toxin_treatment

botulinum_toxin_response_quantification

anticholinergics_treatment

anticholinergics_response_quantification

muscle_relaxants_treatment

muscle_relaxants_response_quantification

baclofen_oral_treatment

baclofen_oral_response_guantification

baclofen_intrathecal treatment

baclofen_intrathecal response_quantification

benzodiazepines_treatment

benzodiazepines_response_guantification

vmat2_inhibitors_treatment

vmat2_inhibitors_response_quantification

dopaminergic_drugs_treatment

dopaminergic_drugs_response_guantification

amantadine_treatment

Behandlung mit dem jeweiligen
Medikament und Erfolg dessen
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amantadine_response_quantification

other_med_treatment

other_med_response_quantification

stereotactic surgery

Behandlung mit stereotaktischer
Chirurgie (z.B. THS)

stereotactic surgery response_quantification

Antwort auf die Behandlung mit
stereotaktischer Chirurgie

initial_symptl erstes Symptom

initial_sympt2 erstes Symptom (wenn mehrere
Symptome zu
Erkrankungsbeginn)

initial_sympt3 erstes Symptom (wenn mehrere

Symptome zu
Erkrankungsbeginn)

comments_pat

zusatzliche Kommentare zum
Patienten

pathogenicityl Pathogenitét der ersten Variante

pathogenicity2 Pathogenitat der zweiten
Variante

pathogenicity3 Pathogenitét der dritten Variante

num_index_pat_two_mutl

Zahl der Indexpatienten mit zwei
Varianten

num_index_pat_het_mutl

Zahl der Indexpatienten mit
heterozygoter Variante

num_fam_with_segregationl

Anzahl der Familien mit
Segregation der Variante

cadd 1

CADD-Score der ersten Variante

fun_evidence pos_1

funktionelle Evidenz der
Variante

points_segregationl

Punkte fur die Segregation
(Pathogenitats-Scoring)

points_frequency_controlsl

Punkte fur die Haufigkeit in
Kontrollen (Pathogenitéts-
Scoring)

points_ CADD_scorel

Punkte fur den CADD-Score
(Pathogenitats-Scoring)

points_functional_studiesl

Punkte fr funktionelle Studien
(Pathogenitats-Scoring)

final_scorel

finaler Score (Pathogenitats-
Scoring)

mdsgene_decision

MDSGene-Entscheidung
(Einschluss/Ausschluss)

Kursiv gedruckte Symptome: jeweils Frage nach dem Vorhandensein

98



D Ubersicht tiber Publikationen der Literaturrecherche

Tabelle 20: Publikationen der Literaturrecherche

PMID Erstautor gnd _Jahr Einschluss in
der Publikation MDSGene?
32116979 Lietal, 2019 ja
31871801 Lasky et al., 2019 ja
31309772 Yoo et al., 2019 ja
31228765 Laurencin et al., 2019 ja
30712998 Olschewski et al., 2019 ja
30692049 Kuo et al., 2019 ja
31053532 Delamarre et al., 2019 ja
30502610 Tunc et al., 2019 ja
30455893 Nelin et al., 2018 ja
30284773 Yoo et al., 2018b ja
29801903 Ma et al., 2018 ja
29449182 Yoo et al., 2018a ja
29396174 Zorzietal., 2018 nein?
28283962 Lohmann und Klein, 2017 nein?@
27919237 Blackburn et al., 2016 ja
27666935 Zech et al., 2017 ja
27392807 Miltgen et al., 2016 ja
26991507 Domingo et al., 2016 nein?@
26700940 Kunzelmann et al., 2016 nein?
25847575 Ma et al., 2015 ja
25643588 Balint und Bhatia, 2015 nein?
24978640 Balint und Bhatia, 2014 nein?
24952478 Xiao et al., 2014 nein?
24442708 Stamelou et al., 2014 ja
24262166 Klein, 2014 nein?@
24151159 Zech et al., 2014 ja
24136457 Fuchs und Ozelius, 2013 nein?
24094724 Hopfner et al., 2014 nein®
24092288 Morgante und Klein, 2013 nein?
23893446 Lohmann und Klein, 2013 nein?
23775978 Charlesworth et al., 2013 nein?
23757263 | Charlesworth und Bhatia, 2013 nein?
23596437 Petrucci und Valente, 2013 nein?
23200863 Charlesworth et al., 2012 ja

Begriindung fir Ausschluss: a: Review ohne neue Patienten, b: keine Dystonie-Patienten.
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E Ubersicht Uber Patienten mit ANO3-Varianten aus der

Literatur
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