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Einleitung und Fragestellungen

1 Einleitung und Fragestellungen

Das in dieser Promotionsarbeit untersuchte Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral
vestibular Areflexia Syndrome (CANVAS) stellt eine neurodegenerative Erkrankung dar,
welche klinisch durch eine zerebellire Dysfunktion, sensible Neuropathie und bilaterale
Vestibulopathie gekennzeichnet ist (Szmulewicz et al., 2011c¢). Seit der Erstbeschreibung
des Syndroms im Jahr 2011 gewann die Erkrankung in den letzten Jahren an klinischer
Relevanz, da sie als hdufige Ursache bisher idiopathischer zerebelldrer Ataxien im
Erwachsenenalter identifiziert wurde (Szmulewicz et al., 2011c; Cortese et al., 2019;
Dominik et al., 2021). Die Arbeitsgruppe um Andrea Cortese konnte im Jahr 2019 bei
Individuen mit einem CANVAS erstmals eine biallelische Repeat-Expansion im Replication
Factor C Subunit 1 (RFCI)-Gen nachweisen (Cortese et al., 2019). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde diese Repeat-Expansion in verschiedenen Stichproben von Patientinnen und
Patienten mit Ataxien sowie Kontrollen validiert und molekulargenetisch charakterisiert.
Die folgenden Abschnitte geben einen Uberblick iiber die nach aktuellem Stand der
Forschung bekannten klinischen und genetischen Gegebenheiten zu Ataxien im
Allgemeinen sowie CANVAS im Speziellen. Abschliefend erfolgt eine Darstellung der

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe und der spezifischen Fragestellungen dieser Arbeit.
1.1 Klinik und Genetik der Ataxien

Der Begriff Ataxie (griech.: afaxia, Unordnung) bezeichnet das klinisch-neurologische
Symptom einer Stérung der Bewegungskoordination (Ashizawa und Xia, 2016). Als Ataxien
werden jedoch auch eine Gruppe von Bewegungsstorungen zusammengefasst, bei denen
eine progressive Koordinationsstdrung bzw. Ataxie die klinisch pridominante Manifestation
darstellt (Klockgether et al, 2019). Ursdchlich fiir eine Ataxie konnen sowohl
Dysfunktionen des Kleinhirns (zerebelldre Ataxien) als auch Stérungen des Riickenmarks,
des peripheren sensiblen Nervensystems sowie des Vestibularorgans sein (Mariotti et al.,
2005; Chhetri et al., 2014). Da die in dieser Arbeit untersuchten Patientinnen und Patienten
Formen von zerebelldren Ataxien aufweisen, wird im Folgenden insbesondere auf die Klinik

und Genetik dieser Krankheitsgruppe eingegangen.
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Bei zerebelliren Ataxien konnen je nach Lisionsort sowohl die Koordination der
willkiirlichen Zielmotorik als auch der Stiitz- und Blickmotorik gestort sein (Marsden,
2018). Die Beeintrachtigung der Stiitzmotorik &ufert sich klinisch in einem breitbasigen,
unsicheren Gang und Stand mit Fallneigung, welcher nicht visuell stabilisiert werden kann
(negativer Romberg-Versuch) (Diem et al., 2016). Durch eine fehlerhafte zeitliche und
rdumliche Abstimmung von zielgerichteten Bewegungen sind bei Individuen mit
zerebelldren Ataxien iliberschieBende oder zu kurz bemessene Zielbewegungen (Dysmetrie)
der Extremititen zu beobachten (Marsden, 2018). Des Weiteren werden zerebelldre
Koordinationsstorungen in einem bei zielgerichteter Bewegung zunehmendem Tremor
(Ziel- bzw. Intentionstremor) sowie einer erschwerten Ausfiihrung schnell-alternierender
Bewegungen der Extremitéten (Dysdiadochokinese) klinisch auffallig (Mariotti ef al., 2005).
Da auch die Muskulatur der Stimmgebung bei Individuen mit einer zerebelldren
Koordinationsstorung betroffen sein kann, konnen diese eine neurogene Sprechstérung
(Dysarthrie), oft in Form einer skandierenden oder verwaschenen Sprache aufweisen (Diem
et al., 2016). Eine zerebelldre Ataxie der Okulomotorik &uBlert sich klinisch in einer
Dysmetrie schneller zielgerichteter Augenbewegungen (Sakkadendysmetrie), einer nicht-
fliissigen (sakkadierten) Blickfolge, einem Nystagmus sowie einer fehlenden Suppression

des vestibulookuldren-Reflexes (Ashizawa und Xia, 2016; Marsden, 2018).

Zerebellire Ataxien werden je nach Atiologie in sporadische und hereditire Ataxien
eingeteilt. Die sporadischen Formen lassen sich weiterhin in erworbene bzw.

symptomatische und idiopathische zerebelldre Ataxien unterteilen (Biirk, 2016).

Die Erkrankungsgruppe der erworbenen zerebelliren Ataxien weist eine Vielzahl an
moglichen Atiologien auf. Am hiufigsten ist hierbei die alkoholinduzierte zerebellire
Degeneration (Wessel und Weiland, 2020b). Des Weiteren konnen unter anderem
Medikamente (z.B. Lithium, Amiodaron), paraneoplastisch gebildete zerebelldre
Autoantikorper (z.B. Anti-Yo-Antikdrper), entziindliche und/oder raumfordernde Prozesse
sowie metabolische Stérungen zur Manifestation einer erworbenen zerebelldren Ataxie

fiihren (Klockgether, 2010; Biirk, 2016; Wessel und Weiland, 2020b).

Hereditdre zerebellire Ataxien werden nach ihrem Vererbungsmuster in autosomal-
dominante, autosomal-rezessive, x-chromosomale und mitochondriale Formen eingeteilt

(Kuo, 2019; Manto et al., 2020). Unter dem Begriff der autosomal-dominanten zerebelldren
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Ataxien sind die spinozerebelliren Ataxien (Spinocerebellar Ataxia, SCA) sowie die
episodischen Ataxien (EA) zusammengefasst (Akbar und Ashizawa, 2015). Die SCA stellen
eine sowohl klinisch als auch genetisch heterogene Gruppe neurodegenerativer
Erkrankungen mit aktuell mehr als 40 bekannten unterschiedlichen Subtypen dar
(Klockgether et al., 2019). Die weltweite Priavalenz der SCA liegt bei 2,7 zu 100.000
Individuen mit einem mittleren Erkrankungsalter von 30 bis 40 Jahren (Ruano et al., 2014;
Wessel und Weiland, 2020a). Die SCA3 (20-50%) stellt den weltweit hdufigsten Subtyp dar,
gefolgt von der SCA2 (13-18%) und der SCA6 (13-15%), wobei die Haufigkeitsverteilung
der SCA-Subtypen eine hohe geografische Variabilitit aufweist (Hersheson et al., 2012).
Klinisch weisen Individuen mit SCA neben einer zerebelliren Ataxie je nach Subtyp
unterschiedliche neurologische Begleitsymptome, wie beispielsweise eine Optikusatrophie,
extrapyramidale Stérungen, Spastiken oder eine Demenz auf (Wessel und Weiland, 2020a).
Molekulargenetisch finden sich bei vielen Formen der SCA Expansionen von repetitiven
DNA-Sequenzen (Repeat-Expansionen) (Paulson et al., 2017). So sind bei aktuell sechs
SCA-Subtypen (SCAL, 2, 3, 6, 7 und 17) kodierende CAG-Repeat-Expansionen bekannt,
welche in einem Polyglutaminexpansionen-enthaltenden Protein resultieren (Stoyas und La
Spada, 2018). Des Weiteren konnten auch Subtypen nachgewiesen werden, bei denen nicht-
kodierende CAG-Expansionen (SCA12) oder intronische Expansionen anderer Repeat-
Sequenzen vorliegen (SCA10, 31, 36 und 37) (Sullivan ef al., 2019). Neben den Repeat-
Expansionen sind bei anderen SCA-Subtypen (SCAS, 11 bis 16, 23 und 27) auch
konventionelle Formen von Mutationen (z. B. Insertionen, Deletionen, Punktmutationen)

bekannt (Klockgether et al., 2019).

Die Gruppe der autosomal-rezessiv vererbten zerebelldren Ataxien weist dhnlich den SCA
eine hohe klinische und genetische Heterogenitét auf (Anheim ef al., 2012). So umfasst diese
uneinheitlich definierte Erkrankungsgruppe neben den hiufigsten Vertretern (unter anderem
Friedreich-Ataxie und Ataxia teleangiectatica) je nach Klassifikation iiber 90 weitere
Syndrome (Rossi et al., 2018; Beaudin et al., 2019). Die Pravalenz wird mit 3,3 pro 100.000
Individuen weltweit angegeben, wobei die Haufigkeitsverteilung der einzelnen
Erkrankungen eine hohe geografische Variabilitit aufweist (Ruano et al, 2014).
Typischerweise manifestieren sich die autosomal-rezessiven, zerebelldren Ataxien bereits
im Kindes- und Jugendalter, in der Regel vor dem 20. Lebensjahr (Anheim et al., 2012). Im

Gegensatz zu den SCA ist bei den autosomal-rezessiv vererbten zerebelldren Ataxien hdufig
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ein sporadisches Auftreten zu beobachten (Synofzik und Németh, 2018). Die Anwendung
neuer molekulargenetischer Methoden, wie das Next Generation Sequencing (NGS),
ermdglichte in den letzten Jahren die Identifikation von iiber 100 Genen, welche mit
autosomal-rezessiven, zerebelldren Ataxien assoziiert sind (Rossi ef al., 2018; Synofzik und
Németh, 2018). Bei der weltweit haufigsten hereditiren Ataxie, der Friedreich-Ataxie,
konnen in iiber 90% der Fille biallelische GAA-Repeat-Expansion im ersten Intron des
Frataxin-Gens (FXN, Chromosom 9) nachgewiesen werden (Di Donato et al., 2001; Biirk,
2016). Seltener weisen die Patientinnen und Patienten einen Compound-heterozygoten
Tréagerstatus auf, wobei auf einem Allel die beschriebene GAA-Expansion und auf dem

anderen Allel eine Punktmutation im FXN-Gen vorliegt (Biirk, 2016).

Zerebelldre Ataxien mit unbekannter Atiologie (idiopathisch) treten typischerweise
sporadisch im Erwachsenenalter auf (Wessel und Weiland, 2020a). Die Nomenklatur dieser
Erkrankungsgruppe ist uneinheitlich, so finden sich in der Literatur neben der Bezeichnung
Idiopathic Late Onset Cerebellar Ataxia (ILOCA, IDCA) auch der Begriff der Sporadic
Adult Onset Ataxia (SAOA) (Klockgether, 2010; Biirk, 2016; Wessel und Weiland, 2020a).
In dieser Arbeit wurde die gingige Abkiirzung ILOCA verwendet. Die Pravalenz der ILOCA
wird mit 1 bis 4 zu 100.000 Individuen angegeben (Biirk, 2016; Wessel und Weiland,
2020a). Mittels neuer molekulargenetischer Verfahren lassen sich bei 20-30% initial mit
ILOCA diagnostizierten Individuen zugrundeliegende Mutationen nachweisen und somit
spezifische Diagnosen, wie die des in dieser Arbeit untersuchten CANVAS, stellen (Biirk,
2016; Cortese et al., 2019).

1.2 Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular
Areflexia Syndrome (CANVAS)

Das Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral vestibular Areflexia Syndrome
(CANVAS, [OMIM: 614575]) ist eine neurodegenerative Erkrankung, welche durch die
klinische Kombination einer zerebelliren Dysfunktion, sensiblen Neuropathie und
bilateralen Vestibulopathie gekennzeichnet ist (Szmulewicz et al., 2011c). Die Erkrankung
manifestiert sich typischerweise im Erwachsenenalter mit einem mittleren Erkrankungsalter
von 50 bis 60 Jahren (Szmulewicz et al., 2011c; Cortese et al., 2020). Zu Beginn dieser
Promotionsarbeit fanden sich in der Literatur nur wenige berichtete CANV AS-Fille (u. a. in

Szmulewicz et al., 2014a; Cazzato et al., 2016; Infante et al., 2018). Mittlerweile ist die Zahl
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der beschriebenen Fille, unter anderem auch durch diese Arbeit deutlich erweitert und das
Syndrom als eine hdufige Ursache bisher idiopathischer zerebelldrer Ataxien im
Erwachsenenalter identifiziert worden (Cortese et al., 2019, 2020; Aboud Syriani et al.,
2020; Gisatulin et al., 2020; Van Daele et al., 2020; Kontogeorgiou et al., 2021).

Klinisch weisen Individuen mit einem CANVAS aufgrund einer simultanen
Beeintriachtigung des Kleinhirns sowie dessen vestibuldren und somatosensiblen Afferenzen
hiufig eine schwere progrediente Gangunsicherheit mit Verschlechterung der Symptomatik
bei Wegfall der visuellen Kontrolle (z.B. bei Dunkelheit) auf (Szmulewicz et al., 2011c¢). In
einer Vielzahl der Fille werden weiterhin somatosensensible Symptome wie Hypésthesien,
Dysésthesien, neuropathische Schmerzen oder eine Allodynie angegeben (Cortese et al.,
2020; Dominik et al., 2021). Als Zeichen der bilateralen vestibuldren Areflexie berichten
einige Patientinnen und Patienten iiber eine zitternde bzw. oszillierende visuelle
Wahrnehmung der Umgebung bei Bewegungen des Kopfes (Oszillopsien) (Dupré et al.,
2020). Zusétzlich konnen Individuen mit einem CANVAS Symptome einer autonomen
Dysfunktion aufweisen, welche sich haufig in Form einer orthostatischen Hypotension,
erektilen Dysfunktion, Obstipation oder Hypohidrose bemerkbar macht (Wu et al., 2014;
Cortese et al., 2020). Bei einem Teil der Betroffenen wurde ein chronischer, unproduktiver
Husten beobachtet, welcher der Manifestation weiterer CANVAS-Symptome mehrere Jahre

vorausgehen kann (Szmulewicz et al., 2014a; Infante et al., 2018).

Der Verlauf der Erkrankung ist langsam progredient, sodass zwischen Beginn der ersten
Symptome und der vollstaindigen Ausprigung der klinischen Trias durchschnittlich ~10
Jahre liegen (Szmulewicz et al., 2014a). Das zeitliche Auftreten der Symptome folgt hierbei
keiner einheitlichen Reihenfolge, weswegen eine frithe Diagnosestellung des CANVAS oft
erschwert ist und sequenzielle Untersuchungen der Patientinnen und Patienten notwendig

sind (Szmulewicz et al., 2016).

Die Diagnose des CANVAS wird anhand der typischen Klinik, neurophysiologischen und
bildgebenden Befunden sowie dem Ausschluss moglicher Differenzialdiagnosen (wie z. B.
SCA3, Friedreich-Ataxie) gestellt. In der klinisch-neurologischen Untersuchung finden sich
Zeichen einer zerebelliren Dysfunktion, wie eine sakkadierte Blickfolge, ein
Blickrichtungsnystagmus, dysmetrische Sakkaden, eine Dysarthrie sowie eine Gang-

und/oder Standataxie (Szmulewicz et al, 2016). Des Weiteren konnen Zeichen einer
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sensiblen Neuropathie vorliegen, wie eine verminderte Vibrationswahrnehmung
(Pallhypésthesie) oder eine herabgesetzte Wahrnehmung von diskreten Schmerzreizen
(Szmulewicz et al., 2011b). Die Muskeleigenreflexe konnen abgeschwécht oder erhalten
sein (Burke und Halmagyi, 2018; Infante et al., 2018). Die bilaterale vestibuldre Areflexie
duBert sich in der klinischen Untersuchung in einem beidseitig beeintrdchtigten Vestibulo-
okuldren-Reflex (VOR) im Kopfimpulstest (Szmulewicz et al., 2011c¢).

In der apparativen Diagnostik kann bei der Mehrzahl der Individuen mit einem CANVAS
mittels des Video-Kopfimpuls-Tests (vKIT) oder der kalorischen Testung beidseits ein
quantitativ reduzierter VOR nachgewiesen werden (Dominik ef al., 2021). In der
elektroneurografischen Untersuchung der oberen und unteren Extremitdt finden sich
typischerweise verminderte bis fehlende sensible Nervenaktionspotentiale (SNAP) und eine
normale bis leicht verminderte motorische Nervenleitung (Dupré et al., 2020). Mittels
kranieller Magnetresonanztomografie kann bei den meisten Betroffenen eine Atrophie des
Zerebellums im Bereich der anterioren und dorsalen Vermis sowie des ersten Kleinhirnstiels

(Crus I) beobachtet werden (Szmulewicz et al., 2011c; Cortese et al., 2020).

Neuropathologisch findet sich neben einer Atrophie zerebelldrer Purkinje-Zellen (Vermis,
Crus I) auch eine Degeneration von Nervenzellen der Spinalganglien (sensible
Neuronopathie) sowie von multiplen Hirnnervenganglien (Nervus Vestibularis, Nervus
Fazialis, Nervus Trigeminus), welche die klinischen Symptome und Befunde der

Patientinnen und Patienten erkldren konnten (Szmulewicz et al., 2011a, 2014b).

Der genetische Hintergrund des Syndroms war fiir viele Jahre nicht bekannt, wobei aufgrund
des gehéuften familidren Auftretens der CANV AS-Fille unter Geschwistern schon friih ein
autosomal-rezessiver Erbgang vermutet wurde (Szmulewicz et al., 2011c, 2014a). Kiirzlich
gelang es zwei Arbeitsgruppen (Cortese et al., 2019; Rafehi et al,, 2019) mittels
unterschiedlicher molekulargenetischer Herangehensweisen eine urséchliche biallelische
(AAGGG)n-Pentanukleotidexpansion im zweiten Intron des Replication Factor C Subunit
1-Gens (Replikationsfaktor C-Untereinheit 1-, RFCI-Gen) zu identifizieren (siche Abb. 1).
Das Repeat befindet sich in dem Poly-A-Schwanz eines repetitiven, ~300 Basenpaare langen
DNA-Abschnittes (AluSx3-Element) und unterscheidet sich sowohl in der Sequenz als auch
in der Linge des Repeats von dem RFCI-(AAAAG)i1-Referenzallel (chr4:39350045-
39350103, GRCh37/hgl9) (Ade et al., 2013; Cortese et al., 2019). Die Lange der Expansion

variiert zwischen 400 und 2000 Repeats, wobei bei der Mehrheit der Félle eine Linge von
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1000 Repeats beobachtet wurde (Cortese et al., 2019). Die Heterozygoten-Frequenz der
Mutation bei gesunden Europdern betrigt 0,7%-4%, sodass die Prévalenz der biallelischen
Mutation auf 1:20.000 bis 1:625 geschitzt wird (Cortese et al., 2019; Rafehi et al., 2019).
Bei Individuen mit einem CANVAS konnte in den genannten Studien die biallelische
(AAGGG)-Expansion in ~85-95% der Fille beobachtet werden. Die Mutation lag auBBerdem
bei 22% der untersuchten Individuen mit einer spét beginnenden Ataxie vor (Cortese ef al.,

2019).

Der molekulare Mechanismus, durch den die Repeat-Expansion die Erkrankung verursacht,
ist nach aktuellem Stand der Forschung nicht bekannt und erfordert weiterer Untersuchungen

(Cortese et al., 2019; Rafehi et al., 2019; Gisatulin et al., 2020).

6 kb

RFC1

- — L
Ej’i,//—J N

(AAAAG)n
IEEEESSSSSSS———
Referenz-Allel (nicht pathogen) AluSx3
(AAGGG)n
. _____________________________________________________________________________|

CANVAS-Allel AluSx3

Abb. 1 Schematische Darstellung der Repeat-Expansion im zweiten Intron des RFCI-Gens.

Hier schematisch dargestellt ist das expandierte Repeat im zweiten Intron des RFCI-Gens. Das (AAAAG): -
Motiv, welches sich im Referenzgenom in einem Alu-Element (AluSx3-Element) befindet, ist ersetzt durch
eine (AAGGG)s-Repeat-Expansion. CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular
Areflexia Syndrome; kb — Kilobasenpaar; RFCI — Replication Factor C Subunit 1. (Quelle: tibersetzt nach
Rafehi et al., 2019)

1.3 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

Alle im Rahmen dieser Arbeit molekulargenetisch untersuchten DNA-Proben wurden
bereits im Vorfeld dieser Studie gewonnen. Bis auf die Proben von Individuen mit ILOCA
erfolgte die DNA-Extraktion durch labortechnische Assistentinnen des Instituts fiir
Neurogenetik der Universitit zu Liibeck. Die DNA-Proben der eingeschlossenen ILOCA-
Patientinnen und Patienten wurden von dem Institut fiir Humangenetik des

Universitétsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Liibeck bereitgestellt.

Die Erhebung der klinischen Daten der eingeschlossenen Individuen mit einer vollstaindigen

Manifestation des CANVAS sowie der Individuen mit einem unvollstindigen CANVAS
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erfolgte im Vorfeld dieser Arbeit durch Arztinnen und Arzte der Klinik fiir Neurologie des
Universitétsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Liibeck (sieche Abschnitt 2.1.1) und in

zwei Féllen durch drztliches Personal des Klinikums Aschaffenburg-Alzau.

Zur Identifikation der genetischen Ursache des CANVAS erfolgte bereits vor Beginn dieser
Arbeit eine Exom-Sequenzierung von zwei Familien mit je einem betroffenen
Geschwisterpaar (Familie LUE 01 und LUE 02, siche Anhang 7.2), welche auch Teil der
hier untersuchten Patientengruppe waren. Hierbei wurde bei den an CANVAS erkrankten
Individuen der Familie LUE 01 eine heterozygote Missense-Variante im Adenylyl Cyclase
Type 6 (ADCY6)-Gen (NM_015270; ¢.1904G>A, p.R635H) identifiziert. In demselben Gen
wurde bei den betroffenen Individuen der Familie LUE 02 eine Frameshift-Variante
(c.771delG, p.M2571fs) nachgewiesen. Die identifizierten Varianten konnten weder bei den
untersuchten gesunden Geschwistern noch bei 12 sporadischen CANVAS-Fillen beobachtet
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei diesen Individuen jedoch biallelische
Pentanukleotidexpansionen im RFC/-Gen nachgewiesen (siche Abschnitt 3.1.1), weswegen
die Bedeutung der gefundenen Mutationen im ADCY6-Gen unklar ist und diese somit nicht

Fokus dieser Promotionsarbeit waren.
1.4 Fragestellungen

Ziel dieser Arbeit war es die kiirzlich mit CANVAS in Zusammenhang gebrachte
biallelische (AAGGG)-Pentanukleotidexpansion im RFCI-Gen (siche Abschnitt 1.2) in
verschiedenen Stichproben von Patientinnen und Patienten mit Ataxien sowie Kontrollen zu
validieren und molekulargenetisch zu charakterisieren. Folgende Fragestellungen wurden

hierfiir im Rahmen dieser Arbeit untersucht:

1. Mit welcher Pridvalenz kann die neuartige RFCI-Repeat-Expansion bei den
eingeschlossenen Individuen mit einem CANVAS sowie bei Individuen mit ILOCA
beobachtet werden? Zur Identifizierung von Individuen mit biallelischen RFCI-Repeat-
Expansionen in den untersuchten Patienten- und Kontrollgruppen wurde hier eine

molekulargenetische Screeningmethode (Duplex-PCR) etabliert und durchgefiihrt.
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2. Welche RFCI-Genotypen konnen bei den eingeschlossenen Ataxiepatientinnen und
Ataxiepatienten sowie bei Kontrollen beobachtet werden? Zur Charakterisierung der Lange
und Sequenz der Pentanukleotidexpansion im RFCI-Gen erfolgte die Etablierung und
Durchfiihrung verschiedener molekulargenetischen Methoden (Repeat-Primed-PCR, Long-
Range-PCR mit anschlieBender Sanger-Sequenzierung, Southern-Blot,

Fragmentldngenanalyse).

3. Lassen sich die biallelischen Expansionen im RFCI-Gen auf einen gemeinsamen
urspriinglichen Haplotypen (Founder-Mutation) zuriickfiihren? Zur Untersuchung dieser
Fragestellung wurde bei Individuen mit massiven biallelischen Repeat-Expansionen im

RFCI-Gen eine Mikrosatelliten-Genotypisierung durchgefiihrt.

4. Weisen nicht-massiv expandierte RFCI-Allele eine stabile intergenerationale Vererbung
auf? Um diese Fragestellung zu iberpriifen, wurde mittels Fragmentlingenanalyse
ausgewertet, ob Repeat-Lingenverinderungen bei der Vererbung an nachfolgende

Generationen zu beobachten sind.

5. Lassen sich bei Individuen mit massiven biallelischen RFCI-Repeat-Expansionen
Verdnderungen der Genexpression oder der messenger-RNA (mRNA)-Prozessierung
feststellen? Hierfiir erfolgten funktionelle Untersuchungen des RFCI-Gens zur Analyse der
molekularen Pathomechanismen mittels quantitativer Genexpressionsanalyse und
Untersuchungen des RFCI-Gentranskripts auf Exon-Skipping, Splice-Site-Verdnderungen

und eine Intron-Retention.
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2 Untersuchte Individuen, Material und Methoden

Im folgenden Abschnitt wird ein Uberblick iiber die in dieser Arbeit untersuchten Individuen

gegeben sowie die verwendeten Materialien und angewandten Methoden vorgestellt.

2.1 Untersuchte Individuen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 457 Individuen genetisch untersucht (siche Abb.
2). Darunter befanden sich 96 Patientinnen und Patienten mit einer Ataxie, 208 Kontrollen
sowie 153 Individuen aus 39 multigenerationalen Familien, bei welchen keine Ataxien
bekannt waren. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Universitidt zu Liibeck
genehmigt (siche Ethikvotum in Anhang 7.1). Eine schriftliche Einwilligungserklédrung

wurde von allen rekrutierten Individuen vor der genetischen Testung eingeholt.

Untersuchte
Individuen
(n = 457)

! I |

Patientinnen und Patienten Kontrollen Individuen aus 39 Familien
(n = 96) (n = 208) ohne zerebelldre Ataxien
(n=153)
* 4 ¢ ; l
(A) Vollstandiges (B) Unvollstandiges (C) ILocA (D) Initiale (E) Zusatzliche
CANVAS CANVAS (n =70) Kontrollen Kontrollen
(n=17) (n=9) (n=20) (n=188)
L Y J
Duplex-PCR-Screening
auf massive biallelische Repeat-
Expansionen im RFC/-Gen
)
h 2 v
Trager/-innen massiver biallelischer Individuen ohne massive biallelische
Repeat-Expansionen im RFC/-Gen Repeat-Expansionen im RFC-Gen
(n=21) (Patientinnen und Patienten n = 75;
v Kontrollen n = 20) v L 4
1) Charakterisierung des Repeats v Untersuchung der Repeat- Untersuchung der

Langenverteilung
bei Gesunden mittels
Fragmentlangenanalyse

intergenerationalen Repeat-
Transmission mittels
Fragmentlangenanalyse

- RP-PCR Charakterisierung des Repeats
- Long-Range PCR - RP-PCR (auBer (C))
- Sanger-Sequenzierung - Sanger-Sequenzierung (auBer (D))
- Southern-Blot - Fragmentléngenanalyse
2) Untersuchung auf das Vorliegen
einer Founder-Mutation
3) Funktionelle Untersuc
des RFCI-Gens

h

Abb. 2 Ubersicht zum Studiendesign.

Diese Abbildung dient als Ubersicht iiber die in dieser Arbeit untersuchten Individuen (n = 457). Die
durchgefiihrten genetischen Analysen zur Identifikation von Individuen mit massiven biallelischen Repeat-
Expansionen im RFC/-Gen sowie zur weiteren molekulargenetischen Charakterisierung des Repeats sind in
der Abbildung dick-gedruckt und werden in Abschnitt 2.3 Methoden néher erldutert. CANVAS — Cerebellar
Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular Areflexia Syndrome; 1LOCA — Idiopathic Late Onset
Cerebellar Ataxia; PCR — Polymerase-Kettenreaktion; RFCI — Replication Factor C Subunit 1; RP-PCR —
Repeat-Primed PCR. (Quelle: Eigene Darstellung nach Gisatulin et al., 2020).
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2.1.1 Patientinnen und Patienten

Unter den in diese Arbeit eingeschlossenen Patientinnen und Patienten (n = 96) befanden
sich 17 Individuen, welche das vollstindige klinische Bild eines CANVAS aufwiesen, 9
Individuen mit einer unvollstindigen Manifestation des CANVAS sowie 70 Individuen,
welche eine ILOCA aufwiesen (siche Abb. 2). In den folgenden Abschnitten A) — C) werden

die Zusammensetzung und Diagnosekriterien dieser Gruppen néher beschrieben.

A) Patientinnen und Patienten mit einem vollstiindigen CANVAS

Siebzehn Individuen wurden geméB der in Tab. 1 aufgefithrten Kriterien mit einem
vollstindigen CANVAS diagnostiziert. Die Anamneseerhebung anhand strukturierter
Interviews sowie die klinisch-neurologische Untersuchung erfolgte durch erfahrene
Arztinnen und Arzte (Prof. Dr. med. Christoph Helmchen; Dr. med. Vera Tadic; Prof. Dr.
med. Alexander Miinchau; Prof. Dr. med. Norbert Briiggemann) der Klinik fiir Neurologie
des Universititsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Liibeck und in zwei Féllen durch
arztliches Fachpersonal der Klinik fiir Neurologie des Klinikums Aschaffenburg-Alzau.
Individuen mit  Verdacht auf  CANVAS wurden  mittels kranialer
Magnetresonanztomographie (MRT) und Video-Kopfimpuls-Testung (vKIT) untersucht.
Bei den meisten Individuen dieser Patientengruppe (n = 12) erfolgte zusitzlich eine
elektroneurographische Untersuchung sensibler Nerven der unteren und/oder oberen

Extremitit.

Tab. 1 DiagnoseKriterien fiir ein vollstindiges CANVAS

I. Klinische Manifestation  Typische klinische Trias: Kombination von Symptomen einer
— zerebelldren Ataxie
— bilateralen vestibuldren Hypofunktion
— sensorischen Neuropathie mit propriozeptiver Beeintrachtigung

II. Apparative Diagnostik Verminderter VOR mittels:
— vKIT: Reduktion des VOR-Gain* < 0,7 fiir beide horizontalen
Bogenginge
und/oder
— Kalorischer Testung: Exzitabilitit < 5° fiir beide lateralen Bodengénge

II1. Progressiver Krankheitsverlauf

IV. Abwesenbheit alternativer Differentialdiagnosen, die den Phanotyp erkldren konnten

* Der VOR-Gain gibt die Verdnderung des Augenwinkels relativ zur Verdanderung des Kopfwinkels wéahrend
des Kopfimpulses an und betrdgt im physiologisch Fall 1,0.

CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular Areflexia Syndrome; VOR —
Vestibulo-okulédrer-Reflex; vKIT — Video-Kopfimpuls-Test. (Quelle: Eigene Darstellung nach Gisatulin et al.,
2020)
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In dieser Patientengruppe befanden sich 4 (23,5%) weibliche und 13 (76,5%) ménnliche
Individuen mit einem Altersdurchschnitt von 68,5 Jahren (SD = 10,1 Jahre) und einem
mittleren Erkrankungsalter von 62,3 Jahren (SD = 10,3 Jahre). Die klinischen Daten der

Individuen mit vollstindigem CANVAS sind in Tab. 2 zusammengefasst.

Tab. 2 Klinische Beschreibung der Patientinnen und Patienten mit einem vollstiindigen CANVAS

Vollstindiges CANVAS
n=17)

Erkrankungsalter, Durchschnitt (SD) 62,3 Jahre (10,3 Jahre)
Weiblich, n (%) 4(23,5)
Positive Familienanamnese, n (%) 6/15 (40,0)
Initiales Symptom, n (%)

Gangunsicherheit 16 (94,1)

Schwindel 10 (58,8)

Polyneuropathie 2 (11,8)

Horschwéche 1(5,9)
Autonome Dysfunktion, n (%) 3/8 (37,5)
Achillessehnenreflex (ASR)

Normal, n (%) 2/15 (13,3)

Reduziert, n (%) 6/15 (40,0)

Abwesend, n (%) 7/15 (46,7)
SNAP obere Extremitét (Nervus medianus)

Reduziert, n (%) 5/10 (50,0)

Abwesend, n (%) 5/10 (50,0)
SNAP untere Extremitét (Nervus suralis)

Reduziert, n (%) 0/12 (0,0)

Abwesend, n (%) 12/12 (100,0)
Zerebelldre Atrophie im MRT, n (%) 5/14 (35,7)

ASR — Achillessehnenreflex; CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular
Areflexia Syndrome; SD — Standard Deviation; SNAP — Sensibles Nervenaktionspotential; MRT —
Magnetresonanztomographie.

Die in diese Studie eingeschlossenen Individuen mit einem vollstindigem CANVAS
entstammen 15 unabhingigen Familien. In zwei Familien (Familie LUE 01 und LUE 02),
wurden je zwei betroffene Geschwisterpaare in die Studie eingeschlossen. Eine ndhere
klinische Beschreibung dieser Familien ist dem Anhang 7.2 zu entnehmen und wurde von

dem oben genannten &drztlichen Fachpersonal erhoben.

B) Patientinnen und Patienten mit einem unvollstiindigen CANVAS

Ein unvollstindiges CANVAS wurde diagnostiziert, wenn die typische klinische Trias fiir
ein CANVAS (gemél Tab. 1) nicht vollstidndig vorlag. Ein progressiver Erkrankungsverlauf
und die Abwesenheit alternativer Differentialdiagnosen wurden, wie auch bei dem

vollstindigen CANVAS, als Voraussetzungen festgelegt.
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Folgende klinische Kombinationen wurden als unvollstindiges CANVAS klassifiziert: Das
Vorliegen einer zerebelliren Ataxie mit
I.  einer sensorischen Neuropathie und einer unilateralen vestibuldren Hypofunktion
(gesichert durch apparative Diagnostik nach denselben Kriterien wie beim
vollstindigen CANVAS, Tab. 1) oder
Il einer sensorischen Neuropathie und einer normalen vestibuldren Funktion oder
. einer bilateralen vestibuliren Hypofunktion ohne eine sensorische Neuropathie in
den oberen Extremititen oder

IV.  einer bilateralen vestibuldren Hypofunktion ohne eine sensorische Neuropathie.

Neun Individuen mit einem unvollstindigen CANVAS wurden rekrutiert, von denen 3
(33,3%) weiblich und 6 (66,7%) minnlich waren. Das mittlere Alter der Patientengruppe
betrug 73,4 Jahre (SD = 5,9 Jahre) und das mittlere Erkrankungsalter 66,1 Jahre (SD = 7,0
Jahre). Die Familienanamnese war bei allen Individuen negativ. Die klinischen Daten dieser

Patientengruppe sind in Tab. 3 zusammengefasst.

Tab. 3 Klinische Beschreibung der Patientinnen und Patienten mit einem unvollstiindigen CANVAS

Unvollstandiges CANVAS

(n=9)

Erkrankungsalter, Durchschnitt (SD) 66,1 Jahre (SD = 7,0 Jahre)
Weiblich, n (%) 3 (33,3)
Positive Familienanamnese, n (%) 0/7 (0,0)
Initiales Symptom, n

Gangunsicherheit 9 (100,0)

Schwindel 4 (44,4)
Autonome Dysfunktion, n (%) 1/3 (33,3)
Achillessehnenreflex (ASR)

Normal, n (%) 3(33,3)

Reduziert, n (%) 3(33,3)

Abwesend, n (%) 3(33,3)
SNAP untere Extremitit (Nervus suralis)

Reduziert, n (%) 3/5 (60,0)

Abwesend, n (%) 1/5 (20,0)
Zerebelldre Atrophie im MRT, n (%) 1/5 (20,0)

ASR — Achillessehnenreflex; CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular
Areflexia Syndrome; MRT — Magnetresonanztomographie; SD — Standard Deviation; SNAP — Sensibles
Nervenaktionspotential.
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C) Patientinnen und Patienten mit einer idiopathischen spit beginnenden zerebelléiren

Ataxie (Idiopathic Late Onset Cerebellar Ataxia, ILOCA)

Insgesamt 70 Proben von Individuen mit ILOCA wurden vom Institut fiir Humangenetik des
Universitétsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Liibeck bereitgestellt. Die Patientinnen
und Patienten hatten sich mit der Fragestellung nach einer molekulargenetischen Diagnostik
an die Humangenetik gewandt. Bei diesen Individuen wurden bereits im Vorfeld haufige
ursdchliche Mutationen fiir hereditire zerebellire Ataxien in diagnostischen Tests
ausgeschlossen. Von allen Patientinnen und Patienten wurde eine schriftliche
Einverstindniserkldrung filir eine weitere genetische Testung im Rahmen der Forschung
eingeholt. Von den rekrutierten Individuen waren 32 (45,7%) weiblich und 38 (54,3%)
minnlich. Das Durchschnittsalter dieser Patientengruppe lag bei 63,2 Jahren (SD = 11,7
Jahre).

2.1.2 Kontrollen

Fiir die Etablierung der angewendeten Methoden zur Charakterisierung der RFCI-Repeat-
Expansion in den Patientenproben wurden initial 20 Kontrollproben verwendet (siche Abb.
2). Fir die Bestimmung der Repeat-Lingenverteilung innerhalb einer asymptomatischen
norddeutschen Population wurden weitere 188 Kontrollen eingeschlossen, welche der DFG-
geforderten SFB134-Studie entstammen und im Rahmen einer Kohortenstudie im Raum
Liibeck rekrutiert wurden. Von den insgesamt 208 eingeschlossenen Kontrollen waren 135
weiblich (64,9%) und 73 ménnlich (35,1%). Das durchschnittliche Alter bei Einschluss
betrug 41,4 Jahre (SD = 11,2 Jahre).

2.1.3 Individuen aus Familien ohne zerebellare Ataxien

Um die Stabilitdt des RFCI-Repeats bei der Transmission auf nachfolgende Generationen
zu beurteilen, wurden insgesamt 39 Mehrgenerationen-Familien eingeschlossen, deren
Mitglieder keine zerebelldre Ataxie aufwiesen (sieche Abb. 2). Hierfiir wurde auf im Institut
fir Neurogenetik vorhandene DNA-Proben zuriickgegriffen, welche bereits fiir andere
genetische Untersuchungen in den jeweiligen Familien verwendet wurden. Die
Stammbadume der einzelnen Familien kdnnen dem Anhang 7.3 entnommen werden. Von den
insgesamt 153 eingeschlossenen Individuen waren 79 (51,6%) weiblich und 74 (48,4%)
mannlich. Der Altersdurchschnitt bei Einschluss betrug 42 Jahre (SD = 18,5 Jahre).
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2.2 Material

Der folgende Abschnitt gibt einen Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten

Chemikalien, Kits, Losungen, Geréte und Software.

2.2.1 Chemikalien

Tab. 4 Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Substanz Hersteller
100 bp DNA Ladder New England Bio Labs
Agarose Biozym

Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments [0,75 U/ul] (from sheep) Roche

BamHI-HF® [20 U/ul] New England Biolabs
Betain-Losung [5 M] Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Serva

CDP-Star® Chemilumineszenz-Substrat [0,25 mM] Sigma-Aldrich
CutSmart® Buffer [10x] New England Biolabs
dNTPs Mix [10 mM] MP Biomedicals

DIG Easy Hyb™ Roche
Dimethylsulfoxid (DMSO) [99,9%] Sigma-Aldrich
EcoRI-HF® [20 U/pl] New England Biolabs
Ethanol [96%)] Merck
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich
Exonuclease I [20 U/ul] Thermo Fisher Scientific
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase [1 U/pl] Thermo Fisher Scientific
GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard v2.0 Applied Biosystems
Hi-Di™ Formamide Applied Biosystems
HPLC grade H,O J. T. Baker

Human Genomic DNA Roche

Maleinsédure Sigma-Aldrich
Magnesium-Chloride Solution (MgCl) [20 nM] Solis Biodyne

Midori Green advance DNA stain [1 mM] Nippon Genetics
Milchpulver Carl Roth
Natrium-Acetat (NaAc) [3 M] Merck
Natrium-Chlorid (NaCl) Sigma-Aldrich
Natrium-Dodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich
Natrium-Hydroxid (NaOH) Merck

Oligonukleotide / Primer [100 pM] Eurofins MWG Synthesis GmbH
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Fortsetzung Tab. 4 Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Substanz Hersteller
Quick-Load® 1 kb Extend DNA Ladder New England Bio Labs
SSC Buffer [20x] Sigma-Aldrich

TRIS, Ultra-Pure MP Biomedicals
Tween 20 Bio-Rad

Salzséure (HCI) [32%] Carl Roth

bp — Basenpaar; CDP - Disodium 2-chloro-5-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetane-3,2'-(5-chloro)tricyclo
[3.3.1.137]decan}-4-yl)-1-phenyl phosphate; DIG — Digoxigenin; dNTP — Didesoxyribonukleosidtriphosphat;
HPLC — High Performance Liquid Chromatography; kb — Kilobasenpaar; SSC — Standard Sodium Citrate;
TRIS — Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan; U — Units.

2.2.2 Kits

Tab. 5 Ubersicht iiber die eingesetzten Kits

Bezeichnung Hersteller

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems
DIG Oligonucleotide 3’-End Labeling Kit, 2" Generation Roche

FIREPoI® DNA Polymerase [5 U/pl] Solis BioDyne

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR Thermo Fisher Scientific
Maxima SYBR Green/Fluorescein qPCR Master Mix (2) Thermo Fisher Scientific
PAXgene® Blood RNA Kit 50 v2 Qiagen

QIAquick Gel Extraction Kit 250 Qiagen

PCR DIG Probe Synthesis Kit Roche

Q5® Hot Start High-Fidelity 2x Master Mix New England Bio Labs
Taq DNA polymerase [5 U/ul] MP Biomedicals

cDNA - komplementire DNA; DIG — Digoxigenin; RT-qPCR — Reverse Transkriptase quantitative Echtzeit-
PCR; Taq — Thermus aquaticus; U — Units.
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2.2.3 Losungen

In der folgenden Tabelle (Tab. 6) werden die fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten DNA -

Analysen eingesetzten Losungen und deren Zusammensetzung aufgefiihrt.

Tab. 6 Ubersicht iiber die fiir DNA-Analysen verwendeten Losungen

Losung Zusammensetzung

Agarosegel 0,7% (w/v) bis 3,0% (w/v)-Agarose in 1x TBE-Puffer
ExoFast 0,5 pl Exonuclease I [20U/ul]; 1 pl FastAP [1 U/ul]
Formamidfarbstoff 47,5 ml Formamid; 2 ml 0,5 M EDTA (pH 8);

0,01 g Bromphenolblau; 0,01g Xylenglykol
TBE-Puffer [5-fach] 445 mM TRIS; 445 mM Borsdure; 10 mM EDTA

EDTA — Ethylendiamintetraacetat; TBE — TRIS-Borat-EDTA; TRIS — Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan;
U — Units.

Die fiir den Southern-Blot verwendeten Losungen und deren Zusammensetzung sind Tab. 7

zu entnehmen.

Tab. 7 Ubersicht iiber die fiir den Southern-Blot verwendeten Losungen

Substanz Zusammensetzung

0,5x-SSC-Waschpuffer 0,5x SSC; 0,1% (w/v) SDS
2x-SSC-Waschpuffer 2x SSC; 0,1% (w/v) SDS

Blocking-Puffer 2% (w/v) Milchpulver in Maleinséurepuffer
Denaturierungspuffer 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH
Depurinierungspuffer 0,25 M HCI

Detektionslosung 0,1 M NacCl; 0,1 M TRIS-HCI; pH =9,5
Hybridisierungspuffer 50 ml DIG Easy Hyb™; 5 ul DIG-markierte Sonde
Maleinsdurepuffer 0,1 M Maleinséure; 0,15 M NaCl; pH="7.5
Neutralisierungspuffer 1,5 M NaCl; 1 M TRIS-HCI; pH 7,4
Prihybridisierungspuffer 50 ml DIG Easy Hyb™

Transferpuffer 10x SSC

Waschpuffer mit Tween 20 0,3% (w/v) Tween 20 in Maleinséurepuffer
Visualisierungspuffer 7,8 ul CDP-Star; 773 pl Detektionslosung

CDP - Disodium 2-chloro-5-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetane-3,2'~(5-chloro)tricyclo [3.3.1.137]decan}-4-yl)-
1-phenyl phosphate; DIG — Digoxigenin; HCI — Salzsdure; NaCl — Natriumchlorid; NaOH — Natriumhydroxid;
SDS — Sodium Dodecyl Sulfate; SSC — Standard Sodium Citrate; TRIS — Tris-(Hydroxymethyl)-
Aminomethan.
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2.2.4 Gerite

Tab. 8 Ubersicht iiber die eingesetzten Geriite

Gerit

Hersteller

Centrifuge Biofuge Pico

Centrifuge 5804

Genetic Analyzer ABI 3130XL und 3500XL
Hybrigene Hybridisation oven

LightCycler 480

NanoDrop 1000 Spectrophotometer
Thermocycler Biometra TAdvanced
Thermocycler Flex Cycler

Thermocycler Master Cycler Pro
UV-Kamera

Heraeus, Thermo Fisher Scientific

Eppendorf

Applied Biosystems
Techne Bibby Scientific

Roche

Thermo Fisher Scientific

Biometra, Analytik Jena

Analytik Jena

Eppendorf

BioDoc Analyse

2.2.5 Software und Websites

Tab. 9 Ubersicht iiber die verwendete Software und Websites

Bezeichnung (URL)

Funktion

Hersteller / Urheber

BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

GeneMapper™ Software v.4.1
Gene Runner v5.1

LightCycler 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Mutation Surveyor v3.30
Oligo Explorer v1.1.0

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

UCSC Genome Browser
(https://genome-euro.ucsc.edu)

Sequenz-Alignment

Fragmentanalyse
Sequenzdarstellung

Quantitative Echtzeit-
PCR-Auswertung

Sequenzanalyse
Primer-Design

Priifung der Primer
auf das Vorliegen von
SNPs

Genom Browser und
In-silico PCR

National Center for Biotechnology
Information, U.S. National Library
of Medicine

Applied Biosystems

Frank Buquicchio/ Helio Genetics

Roche

Soft Genetics
Gene Link
NGRL Manchester

Jim Kent, University of California

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool; PCR — Polymerase-Kettenreaktion; SNP — Single Nucleotide

Polymorphism; UCSC - University of California, Santa Cruz.
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2.3 Methoden

Um die eingeschlossenen Patienten- und Kontrollgruppen auf das Vorhandensein massiver
biallelischer Pentanukleotidexpansionen im RFC/-Gen zu screenen sowie zur weiteren
genetischen Charakterisierung des Repeats, wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene
Methoden etabliert und angewendet (siche Abb. 2). Im Folgenden Abschnitt werden diese

Methoden nun néher erliutert.

2.3.1 Préparation von Nukleinsduren

Als Ausgangsmaterial fiir die genetische Testung der in diese Arbeit eingeschlossenen
Individuen wurden Nukleinsduren aus peripher-vendsem Blut prapariert. Die Extraktion der
verwendeten DNA-Proben erfolgte im Vorfeld dieser Arbeit durch die labortechnischen
Assistentinnen der Arbeitsgruppe (siehe Abschnitt 1.3). In den folgenden Abschnitten wird
aus diesem Grund nur auf die Extraktion und Aufarbeitung von RNA-Proben eingegangen,

welche im Rahmen dieser Arbeit eigenstindig durchgefiihrt wurden.
2.3.1.1 Préparation von RNA aus vendsem Vollblut

Um Verédnderungen der Expression des RFCI-Gentranskripts zu detektieren, wurde RNA
aus peripher-venosem Blut von Individuen mit massiven biallelischen RFCI-Repeat-
Expansionenen sowie Kontrollen extrahiert. Eine wesentliche Herausforderung bei der
RNA-Isolation stellt die unter anderem durch ubiquitdr vorhandene RNasen bedingte hohe
Instabilitdt von RNA in-vitro dar (Rainen et al., 2002). In dieser Arbeit erfolgte die RNA-
Extraktion mittels des PAXgene® Blood RNA Kit 50 v2 (siehe Tab. 5) gemill dem
Herstellerprotokoll. Bei diesem Kit werden spezielle Blutentnahmerdhrchen einsetzt, die
nach Herstellerangaben RNA-stabilisierende Reagenzien beinhalten. Aus dem Zelllysat der
Leukozyten wird bei diesem System RNA an eine Silica-Membran adsorbiert und nach

anschliefender Aufreinigung in einem Elutionspuffer gelost.
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2.3.1.2 Synthese von komplementérerer DNA (cDNA)

Um extrahierte RNA fiir anschlieBende Analysen, wie der Sanger-Sequenzierung oder
quantitativen Echtzeit-PCR, zu verwenden, wurde diese mittels reverser Transkription in
komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben. Die cDNA-Synthese erfolgte anhand des
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (siehe Tab. 5) entsprechend dem
Herstellerprotokoll. Fiir die Synthese von cDNA wurden 500 ng RNA eingesetzt und eine

1:4 Verdiinnung des Reaktionsprodukts fiir weitere Anwendungen genutzt.
2.3.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Die Bestimmung von Konzentration und Qualitét eines Nukleinsdure-Eluats erfolgte mittels
Spektralphotometrie. Hierbei wird sich die Eigenschaft der Nukleinsdurebasen zu Nutze
gemacht, Licht einer Wellenlédnge von 250 nm bis 270 nm zu absorbieren (Arnemann, 2019).
Fir die Konzentrationsbestimmung wurde in dieser Arbeit das NanoDrop 1000
Spectrophotometer (siche Tab. 8) verwendet. Nach einem Nullabgleich gegen Wasser,
wurde 1 pl der Nukleinsdurelosung mit Licht einer Wellenldnge von 260nm durchleuchtet
und die Abschwichung der Lichtintensitdt (Extinktion) gemessen. Gemil dem Lambert
Beer’schen Gesetz ist die Extinktion proportional zu der Konzentration einer absorbierenden
Substanz, sodass mittels der zugehorigen Gerdte-Software automatisch die

Nukleinsdurekonzentration berechnet werden konnte.

Im Gegensatz zu Nukleinsduren, absorbieren Proteine vor allem Licht der Wellenldnge 280
nm (Arnemann, 2019). Als MaB fiir die Reinheit eines Nukleinsdure-Eluats wurde der
Quotient aus der Extinktion bei 260 nm zu der Extinktion bei 280 nm verwendet. Bei einem

Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 wurde die Probe als rein gewertet.
2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ermdglicht die in-vitro-Vervielfiltigung eines definierten
DNA-Abschnittes mittels einer thermostabilen DN A-Polymerase (Saiki ef al., 1985; Mullis
und Faloona, 1987). Die zu amplifizierende DNA-Region wird hierbei durch kurze
Oligonukleotide (Primer) festgelegt, welche sich zu beiden Seiten der Zielsequenz
komplementdr an den Matrizen-Strang (Forward- bzw. Vorwérts-Primer) sowie den

reversen DNA-Strang (Reverse- bzw. Riickwirts-Primer) anlagern. Die PCR-Reaktion
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erfolgt in sich etwa 30- bis 40-mal wiederholenden Zyklen, wobei jeder Zyklus aus den im

Folgenden beschriebenen drei Schritten besteht:

1) Denaturierung: Durch Erhitzen des Reaktionsgemisches auf 95°C werden die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den DNA-Doppelstrangen und den Primern

untereinander geldst, sodass nur Einzelstrange vorliegen.

2) Anlagerung (Annealing) der Primer: Eine Temperaturabsenkung ermdglicht die
Anlagerung der Primer an die komplementéren Sequenzen der DNA-Stringe. Die optimale
Anlagerungs- bzw. Annealing-Temperatur ist individuell fiir jedes Primer-Paar zu
bestimmen und abhéngig von Faktoren wie der Primer-Lénge und dem Guanin-Cytosin-

(GC)-Gehalt der Primer-Oligonukleotide.

3) Elongation: Das Reaktionsgemisch wird auf das Temperaturoptimum der verwendeten,
thermostabilen DNA-Polymerase erhitzt (beispielsweise 72°C fiir die in den meisten Féllen
verwendete Tag-DNA-Polymerase). Von der 3‘-OH-Gruppe der Primer ausgehend,
synthetisiert die Polymerase einen zur Matrize komplementaren DNA-Strang unter Einbau
der im Reaktionsgemisch befindlichen Desoxyribonukleotide (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
in 5°-3“-Richtung.

2.3.2.1 Primer-Design und PCR-Optimierung

Fiir das Design der Primer wurde die Software Oligo Explorer v1.1.0 (sieche Tab. 9)
verwendet. Die hierfiir notwendige Sequenz der Zielregion sowie der flankierenden DNA-
Abschnitte (plus/minus 300 bp) wurde anhand der Sequenzdatenbank des UCSC Genome
Browsers (Referenzgenom: GRCh37/hgl9, siehe Tab. 9) ermittelt. Das Primer-Design
erfolgte unter Beriicksichtigung folgender Kriterien, um eine moglichst hohe Spezifitit zu

gewihrleisten:

— Die Léange der Primer sollte 18 bp bis 24 bp betragen.

— Die Annealing-Temperatur sollte zwischen 55 °C und 65 °C liegen und sich innerhalb
des Primer-Paares um weniger als 1 °C unterscheiden.

— Die Primer sollten, insbesondere am 3‘-OH-Ende, moglichst keine Sekundérstrukturen
ausbilden.

— Am 3°‘-OH-Ende der Primer-Sequenz sollten sich moglichst die Basen Guanin oder

Cytosin befinden.
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— Die komplementére DNA-Sequenz der Primer sollte moglichst keine Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) enthalten. Die Primer-Sequenzen wurden mithilfe der Software
SNPCheck (Referenzgenom: GRCh37/hg19, siche Tab. 9) und des UCSC In-silico PCR-
Tools (Referenzgenom: GRCh37/hgl9, siehe Tab. 9) auf das Vorhandensein von SNPs

untersucht.

Die Synthese der ausgewdhlten Primer wurde bei der Firma Eurofins MWG Synthesis

GmbH in Auftrag gegeben.

Die Testung neuer Primer-Paare fiir die konventionelle PCR erfolgte zunéchst bei einer
Annealing-Temperatur, die anhand der Linge und des GC-Gehalts der Primer berechnet
wurde. Bei keinem oder einem unspezifischen PCR-Produkt, wurde eine Gradienten-PCR
durchgefiihrt. Hierbei werden innerhalb eines PCR-Programms unterschiedliche Annealing-
Temperaturen getestet, um das Temperaturoptimum des Primer-Paares zu ermitteln. Eine
weitere Moglichkeit zur Optimierung bestand in der Zugabe von Betain [0,5-1 M], DMSO
[5-10% (v/v)] oder Mg** [0,5-2 mM].

2.3.2.2 Angewendete PCR-Protokolle

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diverse PCR-basierte Untersuchungen zur
Charakterisierung der Repeat-Expansion im RFCI/-Gen etabliert und durchgefiihrt. In den
folgenden Abschnitten (A — D) werden die verwendeten Protokolle fiir konventionelle PCR-
Verfahren erldutert. Die PCR-Protokolle fiir die Sequenzierung (siche Abschnitt 2.3.4),
Fragmentldngenanalyse (sieche Abschnitt 2.3.5) und quantitative Echtzeit-PCR (siehe
Abschnitt 2.3.7) werden in den jeweiligen Abschnitten aufgefiihrt. Alle verwendeten Primer
mit Verweis auf die jeweiligen Protokolle sind Tab. 33 und Tab. 34 (siche Anhang 7.4) zu

entnehmen.

A) Standardprotokoll fiir die konventionelle PCR

Fiir die konventionelle PCR wurde in verschiedenen Fragestellungen ein Standardprotokoll
verwendet, welches die rekombinante 7ag-DNA-Polymerase (siche Tab. 5) fiir die DNA-
Synthese einsetzt. Aufgrund der limitierten Synthesegeschwindigkeit und Spezifitét (keine
Korrekturlesefunktion) dieses Enzyms, eignet es sich nur begrenzt fiir die Amplifikation
langer komplexer Sequenzen (Mclnerney et al., 2014). Daher wurde dieses Protokoll im

Wesentlichen fiir die Vervielfiltigung kurzer bis mittellangen DNA-Abschnitte (bis ~2000
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bp) verwendet. Die Dauer des Elongationsschrittes im PCR-Zyklus wurde abhidngig von der
erwarteten Produktldnge und der DNA-Synthesegeschwindigkeit der Tag-DNA-Polymerase
(~1 kb/min) gewdhlt. Der eingesetzte Reaktionsansatz und das verwendete Thermocycler-

Programm sind Tab. 10 und Tab. 11 zu entnehmen.

Tab. 10 Reaktionsansatz fiir die Standard-PCR

Substanz Konzentration Konzentration im Volumen [pl]
Ansatz
HPLC-H,O - - 4,23
dNTP-Mix 1 mM (je dNTP) 200 uM (je ANTP) 3,0
Tagq-Puffer 10-fach 1-fach 1,5
F-Primer 10 uM 0,4 uM 0,6
R-Primer 10 uM 0,4 uM 0,6
Taq-DNA-Polymerase 5 U/ul 0,023 U/ul 0,07
DNA 10 ng/pul 3,33 ng/ul 5,0
Gesamtansatz 15,0

dNTP — Desoxyribonukleosidtriphosphat; F — Forward bzw. Vorwirts; HPLC — High Performance Liquid
Chromatography; PCR — Polymerase-Kettenreaktion; R — Reverse bzw. Riickwirts; Taq — Thermus aquaticus;
U — Units.

Tab. 11 Thermocycler-Programm fiir die Standard-PCR

Temperatur [°C]  Dauer Funktion
95 5 min Initiale Denaturierung
95 30 sec Denaturierung

35 Zyklen { X* 30 sec Annealing
72 Y**sec  Elongation
72 10 min Terminale Elongation
4 unendlich Endtemperatur

*Die Annealing-Temperatur (hier als X gekennzeichnet) unterscheidet sich je nach Primer-Paar. Die genauen
Annealing-Temperaturen der verwendeten Primer sind Tab. 33 und Tab. 34 (siche Anhang 7.4) zu entnehmen.
**Die Elongationszeit (hier als Y gekennzeichnet) wurde entsprechend der erwarteten Produktlinge und der
Synthesegeschwindigkeit der eingesetzten 7ag-DNA-Polymerase (~ 1 min/kb) gewahlt.

B) Duplex-PCR

Die Linge der zu untersuchenden Pentanukleotidexpansion im RFC/-Gen liegt in einem
Bereich von ~2—-10 kb (Cortese et al., 2019) und ist damit zu groB3, um mittels PCR nach
Standardprotokoll (mit einer Elongationszeit von 30s) amplifiziert zu werden. Aus diesem
Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit als Screening-Methode fiir das Vorhandensein

massiver biallelischer Expansionen eine Duplex-PCR etabliert.
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Das Prinzip der Duplex-PCR basiert auf der Verwendung zweier verschiedener Primer-

Paare in einem Reaktionsansatz.

1) Ein Primer-Paar, welches das potenziell expandierte Repeat (RFCI, Intron 2)
iiberspannt.

2) Ein zweites Primer-Paar, welches in demselben Reaktionsansatz eine weitere
unabhéngige Sequenz amplifiziert (hier PRKN, Exon 2). Dieses PCR-Produkt dient als
Positivkontrolle fiir die DNA-Beladung des Reaktionsgemischs.

Das PCR-Produkt wurde anschlieend mittels Agarosegelelektrophorese (siche Abschnitt
2.3.3) analysiert. Auf diese Weise konnten durch das Vorhandensein der Kontrollbande bei
fehlender RFCI-Bande, Triger/-innen massiver biallelischer Expansionen identifiziert
werden. Der fiir die Duplex-PCR eingesetzte Reaktionsansatz und das verwendete

Thermocycler-Programm sind Tab. 12 und Tab. 13 zu entnehmen.

Tab. 12 Reaktionsansatz fiir die Duplex-PCR

Substanz Konzentration Konzentration im Volumen [pl]
Ansatz

HPLC-H,O - - 4,2
dNTP-Mix 1 mM (je dNTP) 200 uM (je ANTP) 3,0
Tag-Puffer 10-fach 1-fach 1,5
RFCI-Intron 2-F-Primer 10 uM 0,27 uM 0,4
RFCI-Intron 2-R-Primer 10 uM 0,27 uM 0,4
PRKN-Exon 2-F-Primer 10 uM 0,13 uM 0,2
PRKN-Exon 2-R-Primer 10 uM 0,13 uM 0,2
Tag-DNA-Polymerase 5 U/l 0,03 U/ul 0,1
DNA 10 ng/pul 3,33 ng/ul 5,0
Gesamtansatz 15,0

dNTP — Desoxyribonukleosidtriphosphat; F — Forward bzw. Vorwérts; HPLC — High Performance Liquid
Chromatography; PCR — Polymerase-Kettenreaktion; PRKN — Parkin; R — Reverse bzw. Riickwirts; RFCI —
Replication Factor C Subunit 1; Tag — Thermus aquaticus; U — Units.

Tab. 13 Thermocycler-Programm fiir die Duplex-PCR

Temperatur [°C]  Dauer

95 7 min
95 45 sec
35 Zyklen { 63 45 sec
72 6 min
72 10 min

4 unendlich



25

Untersuchte Individuen, Material und Methoden

C) Repeat-Primed-PCR (RP-PCR)

Um qualitativ bewerten zu konnen, ob das zu untersuchende Repeat (RFCI, Intron 2) in

einer Probe expandiert war, wurde in dieser Arbeit eine Repeat-Primed-PCR (RP-PCR)

etabliert. Bei dieser PCR-Methode werden in einem Reaktionsansatz drei verschiedene

Primer verwendet (siche Abb. 3):

1) Locus-spezifischer Primer: Der Locus-spezifische Primer lagert sich komplementér an
eine definierte genomische Sequenz auflerhalb des Repeats an.

2) Repeat-Primer (RP-Primer): Der RP-Primer besteht aus der Repeat-Sequenz und einer
5¢-M13-Sequenz. Der RP-Primer lagert sich willkiirlich innerhalb der Repeat-Sequenz
an, sodass viele unterschiedlich lange PCR-Fragmente resultieren.

3) MI3-Primer: Die Sequenz des M 13-Primer ist identisch zu der 5°-M13-Sequenz des RP-
Primers. Das 5‘-Ende des Primers ist mit einem fluoreszierenden Farbstoff (FAM)
markiert, sodass die PCR-Fragmente mittels Fragmentldngenanalyse (siche Abschnitt

2.3.5) untersucht werden konnen.

A RP-Primer
M13-Sequenx \ \ \
% :‘ Repeat |: g
Spezifischer
Primer
B M13-Primer
FAM 5
Repeat I: 3
M13-Sequenz
FAM 5
Repeat I: 3
FAM k)
ﬁepgaf I: 3,
C
& i
i) @
5 s
M JEITim
MM A nn
Fragmentlénge (bp) Fragmentlénge (bp)

Abb. 3 Schematische Darstellung des Prinzips einer Repeat-Primed-PCR (RP-PCR).

(A) Der Locus-spezifische Primer bindet an eine definierte DNA-Sequenz auflerhalb des Repeats. Der Repeat-
Primer (RP-Primer) lagert sich zufdllig innerhalb der Repeat-Sequenz an, sodass unterschiedlich lange PCR-
Produkte resultieren. (B) In spiteren PCR-Zyklen lagert sich der mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM markierte
M13-Primer an die 5°-M13-Sequenz der Amplifikate an. Folglich entstehen 5°-FAM-markierte DNA-
Fragmente, welche mittels Fragmentlangenanalyse (sieche Abschnitt 2.3.5) detektiert werden konnen. (C) Die
INlustration zeigt beispielhafte Elektropherogramme einer nicht-expandierten (links) und einer expandierten
Probe (rechts). Die Peaks entsprechen unterschiedlich langen DNA-Fragmenten. Ist ein Repeat expandiert
resultieren ldngere DNA-Fragmente, welche ein typisches, kontinuierliches ,,Sdgezahn“-Muster im
Elektropherogramm erzeugen. bp — Basenpaar; FAM — Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxyfluorescein; PCR —
Polymerase-Kettenreaktion; RP-Primer — Repeat-Primer. (Quelle: Eigene Darstellung)
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Das expandierte Repeat im RFCI-Gen weist eine andere Sequenz auf (AAGGG oder
AAAGQG) als das Wildtyp-Repeat (AAAAG) (Cortese et al., 2019). Aus diesem Grund
wurden fiir die RP-PCR drei verschiedene Ansétze verwendet, welche jeweils einen der
Repeat-Sequenz entsprechenden RP-Primer beinhalteten (Ansatz 1: AAAAG-RP-Primer;
Ansatz 2: AAAGG-RP-Primer; Ansatz 3: AAGGG-RP-Primer). Da die herkdmmliche Tag-
DNA-Polymerase nur bedingt zur Amplifikation langer, komplexer Sequenzen geeignet ist,
wurde fiir die Ansétze 2 und 3 die FIREPol® DNA-Polymerase (siche Tab. 5) verwendet,
welche nach Herstellerangaben eine hohere Prozessivitit und Spezifitdt aufweist. Die
verwendeten Reaktionsansitze und Thermocycler-Programme sind Tab. 14 und Tab. 15 zu

entnehmen.

Die PCR-Produkte wurden mittels Fragmentlingenanalyse (siehe Abschnitt 2.3.5)
untersucht. Hierfiir wurden 2 pl des RP-PCR-Produkts einem Gemisch aus 9,7 ul HiDi™-
Formamide (siehe Tab. 4) und 0,3 ul GeneScan™ 600 LIZ™ Lingenstandard (siehe Tab.
4) zugeben. Nach einer fiinfminiitigen Denaturierung bei 95°C in einem Thermocycler
erfolgte die Analyse der PCR-Produkte mittels kapillarer Elektrophorese. Anhand der
resultierenden Anzahl der Peaks in dem Elektropherogramm, konnte anschlieBend bewertet

werden, ob eine Repeat-Expansion vorliegt.

Tab. 14 Reaktionsansatz fiir die Repeat-Primed-PCR (RP-PCR)

Substanz [Konzentration] Konzentration im Ansatz 1* Ansatz 2% + 3%
Ansatz Volumen [pl] Volumen [pl]
HPLC-H>O - 1,05 0,05
dANTP-Mix [ImM je dNTP] 200 uM (je ANTP) 3,0 3,0
Polymerase-Puffer [10-fach] 1-fach 1,5 (Tag-Puffer) 1,5 (FIREPol-Puffer)
Locus-spezifischer Primer-R [10 uM] 0,4 uM 0,6 0,6
Repeat-Primer-F [10 uM] 0,2 uM 0,3 0,3
5-«(FAM)-M13-Primer-F [10 uM] 0,2 uM 0,3 0,3
Betaine [5 M] 02M 0,6 0,6
Solution S** [10-fach] 1-fach 1,5 1,5
MgCl [25 mM] 1,67 mM - 1,0
DNA-Polymerase [5 U/ul] 0,05 U/ul 0,15 (Tag-DNA- 0,15 (FIREPoIl-DNA-
Polymerase) Polymerase)
DNA [10 ng/ul] 4 ng/pul 6,0 6,0
Gesamtansatz 15,0 15,0

* Fiir Ansatz 1 wurde ein Repeat-Primer (RP-Primer) eingesetzt, der einer AAAAG-Sequenz entspricht. Fiir
Ansatz 2 wurde der AAAGG-RP-Primer und fiir Ansatz 3 ein AAGGG-RP-Primer eingesetzt. Die genauen
Sequenzen der verwendeten RP-Primer sind Tab. 33 (siche Anhang 7.4) zu entnehmen.

**PCR-Zusatz aus dem FIREPol® DNA Polymerase-Kit (siche Tab. 5).

dNTP — Desoxyribonukleosidtriphosphat; F — Forward bzw. Vorwirts; FAM — Fluoreszenzfarbstoff 6-
Carboxyfluorescein; HPLC — High Performance Liquid Chromatography; MgCl, — Magnesiumchlorid; PCR
— Polymerase-Kettenreaktion; R — Reverse bzw. Riickwérts; Taq — Thermus aquaticus; U — Units.
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Tab. 15 Thermocycler-Programm fiir die Repeat-Primed-PCR (RP-PCR)

Temperatur [°C] Dauer
95 5 min
95 1 min
10 Zyklen { X* —0,4/Zyklus 30 sec
72 4 min
95 1 min
25 Zyklen { Y** 30 sec
72 4 min + 10 sec/Zyklus
72 15 min
4 unendlich

* Fiir die ersten 10 PCR-Zyklen wurde fiir Ansatz 1 (beinhaltet den AAAAG-Repeat (RP)-Primer) eine
Annealing-Temperatur (hier als X gekennzeichnet) von 64°C gewéhlt. Fiir Ansatz 2 (beinhaltet AAAGG-RP-
Primer) sowie Ansatz 3 (beinhaltet AAGGG-RP-Primer) betrug die Annealing-Temperatur 66°C.

** Fir die letzten 25 PCR-Zyklen wurde fiir Ansatz 1 (beinhaltet den AAAAG-RP-Primer) eine Annealing-
Temperatur (hier als Y gekennzeichnet) von 60°C gewéhlt. Fiir Ansatz 2 (beinhaltet AAAGG-RP-Primer)
sowie Ansatz 3 (beinhaltet AAGGG-RP-Primer) betrug die Annealing-Temperatur 62°C.

D) Long-Range PCR

Die Amplifikation langer DNA-Fragmente (ab ~2000 bp) ist mittels Standardprotokoll fiir
die PCR nur bedingt moglich. Um die Analyse der groBen biallelischen Expansionen im
RFCI-Gen mittels Sanger-Sequenzierung zu ermdoglichen, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit
die Etablierung einer sogenannten Long-Range-PCR. Hierbei wurde die Q5 High-Fidelity
DNA-Polymerase (siche Tab. 5) verwendet, welche im Vergleich zur herkémmlichen 7ag-
Polymerase, nach  Herstellerangaben eine  hdhere  Spezifitit und DNA-
Synthesegeschwindigkeit aufweist und die Vervielfiltigung langer DNA-Fragmente
ermoglicht. Der fiir die Long-Range-PCR verwendete Reaktionsansatz und das eingesetzte

Thermocycler-Programm sind Tab. 16 und Tab. 17 zu entnehmen.

Tab. 16 Reaktionsansatz fiir die Long-Range-PCR

Substanz Konzentration Konzentration im Ansatz Volumen [pl]
HPLC-H>O - - 2,5
Q5-Master-Mix 2-fach 1-fach 12,5
F-Primer 10 uM 0,5 uM 1,25
R-Primer 10 uM 0,5 UM 1,25
Betain 5M 0,5M 2,5
DNA 10 ng/ul 2 ng/ul 5,0
Gesamtansatz 25,0

F — Forward bzw. Vorwirts; HPLC — High Performance Liquid Chromatography; PCR — Polymerase-
Kettenreaktion; R — Reverse bzw. Riickwirts.
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Tab. 17 Thermocycler-Programm fiir die Long-Range-PCR

Temperatur [°C] Dauer

98 1 min
98 10 sec
35 Zyklen { 68 30 sec
72 4 min
72 2 min
4 unendlich

2.3.3 Agarosegelelektrophorese und Gelelution

Die Agarosegelelektrophorese ermdglicht mittels Anlegens elektrischer Spannung eine
Lingenauftrennung von DNA-Fragmenten. Aufgrund der negativen Ladung des
Phosphodiesterriickgrats der DNA-Strange, wandern diese in einem elektrischen Feld in
Richtung der positiv geladenen Anode. Die elektrophoretische Mobilitit der DNA-
Fragmente ist umgekehrt proportional zu deren Linge. Je nach Agarosekonzentration im Gel
konnen DNA-Fragmente unterschiedlicher Langenbereiche aufgetrennt werden. Zur
Visualisierung der Nukleinsduren wird dem Gelgemisch ein interkalierender Farbstoff (hier
Midori Green, siehe Tab. 4) zugesetzt, welcher bei Einlagerung zwischen DNA-
Doppelstrange und UV-Bestrahlung fluoresziert. Somit lassen sich unter anderem der

qualitative (Spezifitdt) und der quantitative Erfolg einer PCR beurteilen.
Durchfiihrung einer Agarosegelelektrophorese

Je nach Fragestellung und Lédnge der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurde eine
Agarosekonzentration von 0,7% (w/v) bis 3,0% (w/v) verwendet. Im Folgenden wird die

Durchfiihrung der Agarosegelelektrophorese beschrieben:

1) Suspension von Agarose in IXxTBE-Losung (sieche Tab. 6). Je nach bendtigter
Konzentration und GroB3e des Gels wurden unterschiedliche Mengen Agarose und TBE-
Losung gewihlt.

2) Aufkochen der Gelsuspension und Zugabe von 1/20 Vol. Midori Green

3) GieBlen des Gels in eine mit ein bis zwei Kdmmen bestiickte Gelkammer

4) FEinlegen des Gels in eine mit 1-fach TBE-Puffer befiillte Elektrophoresekammer

5) Versetzen von 3ul des PCR-Produkts mit 3ul Formamid-haltigen Farbstoff

6) Elektrophorese der Proben sowie eines geeigneten Lingenstandards bei 80-120 V fiir

20-60 min
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Mittels des interkalierenden Farbstoffs Midori Green wurden die Banden unter UV-
Beleuchtung visualisiert und mit einer Kamera mit angeschlossener Bildverarbeitungs-

software dokumentiert.

2.3.3.1 Gelelution

Die Elution von PCR-Produkten aus einem Agarosegel erfolgte zu deren Aufreinigung von
Substanzen wie Nukleotiden, Primern und unspezifischen Amplifikaten. Hierfiir wurden die
PCR-Banden unter UV-Durchleuchtung aus dem Gel mit einem Skalpell ausgeschnitten und
mittels des QIAquick Gel Extraction Kits 250 (siche Tab. 5) gemil3 dem Herstellerprotokoll
aufgereinigt. In diesem System werden die DNA-Fragment an eine Silica-Membran
adsorbiert und nach mehreren Wasch- und Zentrifugationsschritten in einem Elutionspuffer

gelost.
2.3.4 Sanger-Sequenzierung im ABI 3130XL/3500XL-System

Fir die Sequenzierung PCR-amplifizierter DNA-Abschnitte wurde ein modifiziertes
Protokoll des Kettenabbruchverfahrens nach Sanger verwendet (Sanger et al., 1977). Zu
sequenzierende PCR-Produkte werden hierbei einer PCR zugefiihrt, bei der neben
Desoxyribonukleotiden (dNTPs) auch Didesoxyribonukleotide (ddNTPs) als Substrate
verwendet werden. Durch die fehlende OH-Gruppe an der C3‘-Position des Ribosemolekiils
kommt es bei zufilligem Einbau der ddNTPs zu einem Abbruch der
Polymerisationsreaktion. Dies fiihrt bei ausreichend langer Reaktionsdauer dazu, dass
unterschiedlich lange Kettenabbruchfragmente mit jeweils einem endstindigen ddNTP
entstehen, welche mit einem basenspezifischen Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. Mittels
kapillarelektrophoretischer Langenauftrennung der Kettenabbruchfragmente in einem ABI
3130XL/3500XL Genetic Analyzer (sieche Tab. 8) kann anhand der Messung der

Fluoreszenzsignale die Basensequenz ermittelt werden.

Durchfiihrung der Sanger-Sequenzierung

Zu sequenzierende PCR-Produkte wurden zundchst durch Zugabe von ExoFast-Losung (1,5
ul, siehe Tab. 6) enzymatisch aufgereinigt. Hierbei werden endsténdige Einzelstrangreste
durch die Exonuklease-I (siche Tab. 4) verdaut und die DNA-Enden mittels der Fast
Alkaline Phosphatase (siche Tab. 4) dephosphoryliert. Der ExoFast-Verdau erfolgte unter
den in Tab. 18 aufgefiihrten Bedingungen.
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Tab. 18 Thermocycler-Programm fiir den ExoFast-Verdau

Temperatur [°C] Dauer Funktion

37 15 min Inkubation

85 15 min Inaktivierung
4 unendlich Endtemperatur

Fiir die Sequenzier-PCR (siehe Tab. 19) wurde das BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (siehe Tab. 5) verwendet. Der zugehorige Terminatormix 3.1. beinhaltet eine
Tag-DNA-Polymerase, dNTPs und fluoreszenzmarkierte ddNTPs. Das fiir die Sequenzier-

PCR verwendete Thermocycler-Programm ist Tab. 20 zu entnehmen.

Tab. 19 Reaktionsansatz fiir die Sequenzier-PCR

Substanz Konzentration Konzentration im Ansatz Volumen [ul]
HPLC-H,O - - 5,5
Sequenzpuffer 5-fach 0,75-fach 1,5
Primer (F oder R) 10 uM 0,5 uM 0,5
Terminatormix 3.1 - - 0,5
ExoFast-Produkt - - 2,0
Gesamtansatz 10,0

F — Forward bzw. Vorwirts; HPLC — High Performance Liquid Chromatography; PCR — Polymerase-
Kettenreaktion; R — Reverse bzw. Riickwirts.

Tab. 20 Thermocycler-Programm fiir die Sequenzier-PCR

Temperatur [°C] Dauer
96 1 min
25 Zyklen { 96 10 sec
60 80 sec
4 unendlich

Die Aufreinigung der Kettenabbruchfragmente aus dem Sequenzier-PCR-Produkt erfolgte
mittels einer Natriumacetat-Ethanol-Féllung. Die Durchfiihrung der Féllung erfolgte in den

aufgefiihrten Schritten:

1) Zugabe eines Gemischs aus 2 pl Natrium-Acetat [3 M], 50 pl Ethanol [96%] und 10ul
H>0 zu dem Sequenzier-PCR-Produkt

2) Lichtgeschiitzte Inkubation bei Raumtemperatur fiir 15 min

3) Zentrifugation bei 13.000 rpm (16.060 g) fiir 15 min

4) Abnehmen des Uberstandes und Zugabe von 100 ul Ethanol [70%]

5) Zentrifugation bei 13.000 rpm (16.060 g) fiir 10 min

6) Abnehmen des Uberstandes und Trocknen bei 55 °C fiir 5 min

7) Zugabe von 15 ul HiDi™-Formamide und lichtgeschiitztes Losen bei 37°C fiir 1 h
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Anschliefend erfolgte die kapillarelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente
durch die mit einem Polymer (POP-7™ Polymer, Applied Biosystems) gefiillten Kapillaren
eines ABI 3130XL oder 3500XL Genetic Analyzers (sieche Tab. 8). Mittels eines Lasers
wurden die endstdndigen, fluoreszierenden ddNTPs der Kettenabbruchfragmente detektiert
und anhand der Abfolge der jeweiligen Fluoreszenzsignale die Basensequenz bestimmt. Die
Darstellung der Sequenzen erfolgte in Form eines Elektropherogramms, bei dem die
gemessenen Fluoreszenzintensititen in Form von Kurven bzw. Peaks dargestellt wurden
(Cytosin = blau, Guanin = schwarz, Adenin = griin, Thymin = rot). Die Sequenzen wurden
entweder manuell durch den Vergleich mit einer aus einer Genomdatenbank gewonnen
Referenzsequenz oder mit Hilfe der Software Mutation Surveyor v3.30 (siche Tab. 9)

ausgewertet.
2.3.5 Fragmentldngenanalyse im ABI 3130XL/3500XL System

Die Fragmentldngenanalyse ermoglicht eine basenpaargenaue Léngenbestimmung
fluoreszenzmarkierter DNA-Fragmente mittels kapillarer Elektrophorese. Hierfiir erfolgte
zunidchst eine PCR-Amplifikation des zu untersuchenden DNA-Abschnitts unter
zusétzlicher Verwendung eines fluoreszenzmarkierten M13-Primers, sodass resultierende
PCR-Produkte mit einem Fluoreszenzfarbstoft gekoppelt waren. AnschlieBend erfolgte eine
Auftrennung der PCR-Produkte sowie eines fluoreszenzmarkierten Lingenstandards mittels
kapillarer Elektrophorese in einem ABI 3130XL/3500XL Genetic Analyzer (siche Tab. 8).
Aufgrund der negativen Ladung des Phosphodiesterriickgrats der DNA-Fragmente wandern
diese durch das Polymer (POP-7™ Polymer, Applied Biosystems) in den Kapillaren in
Richtung der positiv geladenen Anode. Durch einen am Ende der Kapillaren installierten
Laser werden die Fluorochrome der DNA-Fragmente zur Fluoreszenz angeregt. Entstehende
Lichtsignale werden detektiert und mittels der zugehdrigen Computer-Software
(GeneMapper™ v.4.1, siche Tab. 9) ausgewertet. Anhand der Laufzeit der PCR-Produkte
und der Fragmente des Lingenstandards wird somit eine automatische Berechnung der

Fragmentlinge ermoglicht.
Durchfiihrung der Fragmentlingenanalyse

Die Fluoreszenzmarkierung der DNA-Fragmente erfolgte durch Zugabe eines am 5°-Ende
mit einem Fluorochrom (FAM) markierten M13F-Primer. Die Vorwirts-PCR-Primer der

spezifischen Primer-Paare sind an ihrem 5°-Ende durch die M13F-Sequenz erweitert,
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wodurch eine Anlagerung des fluoreszenzmarkierten Primers an die resultierenden DNA-
Strange ermdglicht wurde. Auf diese Weise entstandenen 5°-(FAM)-markierte PCR-
Produkte, welche anschlieend mittels Fragmentldngenanalyse untersucht wurden. Der
Reaktionsansatz fiir die PCR und das verwendete Thermocycler-Programm sind Tab. 21 und

Tab. 22 zu entnehmen.

Tab. 21 Reaktionsansatz fiir die Fragmentliingenanalyse

Substanz Konzentration Konzentration im Ansatz Volumen [ul]
HPLC-H,O - - 2,08
dNTPs 1 mM (je ANTP) 200 uM (je ANTP) 1,0
Taq-Puffer 10-fach 1-fach 0,5
F-Primer 10 uM 0,12 uM 0,06
R-Primer 10 uM 0,12 uM 0,06
5¢-[FAM]-M13F-Primer 10 uM 0,10 uyM 0,05
Betain 5M 0,2M 0,2
Tag-Polymerase 5 U/ul 0,05 U/ul 0,05
DNA 10 ng/pul 2 ng/ul 1,0
Gesamtansatz 5,0

dNTP — Desoxyribonukleosidtriphosphat; F — Forward bzw. Vorwirts; FAM — Fluoreszenzfarbstoff 6-
Carboxyfluorescein; HPLC — High Performance Liquid Chromatography; PCR — Polymerase-Kettenreaktion;
R — Reverse bzw. Riickwirts; Tag — Thermus aquaticus; U — Units.

Tab. 22 Thermocycler-Programm fiir die Fragmentlingenanalyse

Temperatur [°C] Dauer

95 7 min
95 45 sec
35 Zyklen { X* 45 sec
72 Y** sec
72 10 min
4 unendlich

*Die Annealing-Temperatur (hier als X gekennzeichnet) unterscheidet sich je nach Primer-Paar. Die genauen
Annealing-Temperaturen der verwendeten Primer sind Tab. 33 und Tab. 34 (siehe Anhang 7.4) zu entnehmen.
**Die Elongationszeit (hier als Y gekennzeichnet) wurde entsprechend der erwarteten Produktldnge und der
Synthesegeschwindigkeit der eingesetzten Taqg-DNA-Polymerase (~ 1 min/kb) gewahlt.

Die Vorbereitungsschritte der PCR-Produkte fiir die Kapillarelektrophorese waren wie folgt:

1) Verdiinnung des PCR-Produkts in HPLC-H,O (1:6)

2) Zugabe von 1 pl verdiinntem PCR-Produkt zu einer Mischung aus HiDi"™-Formamide
[10,7ul] und fluoreszenzmarkiertem Langenstandard [0,3 pl]

3) Denaturierung der Proben durch Inkubation in einem Thermocycler bei 95°C fiir 5 min

4) AnschlieBend sofortiges Kiihlen der Proben auf Eis

5) Kapillare Elektrophorese in einem ABI 3130XL oder 3500XL Genetic Analyzer und

Auswertung mittels GeneMapper™ v.4.1-Software
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2.3.6 Mikrosatelliten-Genotypisierung

Um zu {iberpriifen, ob die biallelischen Expansionen im RFC/-Gen auf einen gemeinsamen
urspriinglichen Haplotypen zuriickzufiihren sind (Founder-Mutation), erfolgte eine
Genotypisierung der Expansionstrager/-innen anhand von Mikrosatelliten-Markern.
Mikrosatelliten (auch Short Tandem Repeats, STR) sind polymorphe, vorwiegend nicht-
kodierende Bereiche des humanen Genoms, welche aus zwei bis sechs Basenpaare langen,

repetitiven Sequenzen bestehen (Gymrek, 2017).

Die Genotypisierung der RFCI-Region (Chromosom 4p14) erfolgte unter Verwendung von
vier Mikrosatelliten-Markern (siche Tab. 23), welche in an diese angrenzenden genomischen
Bereichen lokalisiert sind. Mittels PCR-Amplifikation und Bestimmung der Produktldngen
konnten fiir Expansionstrdager/-innen die Langen der Mikrosatelliten-Marker (Genotypen)
bestimmt werden. Werden die Genotypen mehrerer Mikrosatelliten-Marker, die auf einem
einzelnen der beiden homologen Chromosomen aufeinander folgen, geordnet, spricht man
von Haplotypen. Eine Ubereinstimmung der Mikrosatelliten-Haplotypen —der
Expansionstrager/-innen wiirde fiir einen gemeinsamen Ursprung der Mutation (Founder)

sprechen.

Die PCR-Amplifikation sowie die Lingenbestimmung der Mikrosatelliten-Marker erfolgte
gemil dem in Abschnitt 2.3.5 beschrieben Protokoll fiir die Fragmentldngenanalyse. Um
eine korrekte Langenbestimmung der Allele zu gewéhrleisten, wurden zwei Kontrollproben
der Individuen 1331.1 und 1331.2 des Centre d'Etude du Polymorphisme Humain (CEPH)
fiir die Genotypisierung der einzelnen Marker verwendet. Die entsprechenden Allellingen
dieser Proben sind unter https://www.biostat.wisc.edu/~kbroman/publications/-

mfdmaps/info/info4.txt (Stand: 14.12.2021) zu finden.

Tab. 23 Verwendete Mikrosatelliten-Marker

Mikrosatelliten- Lokus Genomische Position Lénge Entfernung zum
Marker RFCI-Repeat
D4S3001 4pl5.1 Chr4: 33083477 - 33083783 306 bp - 6,27 Mb
D4S1581 4pl4 Chr4: 38137384 - 38137680 296 bp - 1,21 Mb
D4S2382 4pl4 Chr4: 40050655 - 40051047 392 bp + 0,70 Mb
D4S174 4pl4 Chr4: 40833788 - 40834103 315bp + 1,48 Mb

bp — Basenpaare; Chr4 — Chromosom 4; Mb — Megabasenpaare; RFCI — Replication Factor C Subunit 1.


https://www.biostat.wisc.edu/~kbroman/publications/-mfdmaps/info/info4.txt
https://www.biostat.wisc.edu/~kbroman/publications/-mfdmaps/info/info4.txt
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2.3.7 Quantitative Echtzeit-PCR mit SYBR-Green

Die quantitative Echtzeit-PCR ist eine auf der konventionellen PCR (sieche Abschnitt 2.3.2)
basierende Methode, welche die Quantifizierung von Ausgangmaterial fiir eine PCR
ermdglicht. Das Verfahren beruht auf der Markierung doppelstrangiger DNA durch Zugabe
eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs (hier SYBR-Green I) zu dem PCR-
Reaktionsansatz. Mittels Fluoreszenzmessungen nach jedem Amplifikationszyklus kann auf
diese Weise in Echtzeit die Zunahme des PCR-Produkts verfolgt werden. Dies ermoglicht
die Identifizierung jenes PCR-Zyklus, bei dem die gemessene Fluoreszenz erstmalig die
Hintergrundintensitit iiberschreitet (Threshold Cycle, Ct) und die PCR in eine exponentielle
(log-lineare) Phase iibergeht. Da die fiir eine PCR eingesetzte DNA-Menge umgekehrt
proportional zu dem Cr-Wert ist, kann durch Amplifikation bekannter Mengen Standard-
DNA und Messung der jeweiligen Ct-Werte eine Standardkurve ermittelt werden. Fiir zu
analysierende Proben kann deren DNA-Ausgangsmenge anschlieBend anhand des

gemessenen Cr-Werts und der Standardkurve berechnet werden.

Die quantitative Echtzeit-PCR wurde in dieser Arbeit einerseits fiir die Identifizierung
homozygoter Trager/-innen des Wildtyp-Allels fiir das untersuchte Repeat (RFC1, Intron 2,
genomische DNA-Ebene), andererseits fiir die Expressionsanalyse des RFCI- und WDR19-
Gens (cDNA-Ebene) verwendet.

Durchfiihrung der quantitativen Echtzeit-PCR

1) Ansetzen einer Verdiinnungsreihe flir die Generierung einer Standardkurve. Fiir
quantitative  Echtzeit-PCR-Experimente mit genomischer DNA wurde eine
Verdiinnungsreihe aus einer Standard-DNA (Human Genomic DNA, siehe Tab. 4)
erstellt (50 ng/ul; 25 ng/pl; 12,5 ng/ul; 6,25 ng/pl; 3,125 ng/ul). Fir die
Expressionsanalyse wurde hierfiir cDNA aller verwendeten Proben gepoolt und in fiinf

Schritten je 1:2 verdiinnt.

2) Ansetzen des Reaktionsgemisches wie in Tab. 24 beschrieben. Hierfiir wurde der
Maxima SYBR Green/Fluorescein qPCR Master Mix (2) (siehe Tab. 5) verwendet,
welcher eine Maxima Hot-start 7ag-DNA-Polymerase, dNTPs, einen Reaktionspuffer
und SYBR-Green I beinhaltet.
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3) Durchfiihrung der quantitativen Echtzeit-PCR fiir die jeweilige Standardverdiinnungs-
reihe, die DNA- bzw. cDNA-Proben und eine Negativkontrolle jeweils in
Doppelbestimmung. Alle Experimente wurden in dem LightCycler 480 (siche Tab. §)
nach dem in Tab. 25 beschriebenen LightCycler-Programm durchgefiihrt. Die

Fluoreszenzmessungen fanden hierbei nach jedem Elongationsschritt statt.

4) Absolute Quantifizierung der eingesetzten Ausgangsmengen fiir die PCR mit der

zugehorigen LightCycler 480 Software (siehe Tab. 9).

5) Durchfiihrung einer Schmelzkurvenanalyse. Hierbei wurden die PCR-Produkte unter
kontinuierlicher Temperaturerhohung (0,1 °C/s) und Fluoreszenzmessung denaturiert.
Abhingig von der Linge und dem GC-Gehalt des PCR-Produkts kam es bei einer
spezifischen Schmelztemperatur zu einer Abnahme der gemessenen Fluoreszenz, sodass

anhand der Schmelzkurve die Spezifitit der PCR beurteilt werden konnte.

Tab. 24 Reaktionsansatz fiir die quantitative Echtzeit-PCR

Substanz Konzentration Konzentration im Ansatz ~ Volumen [pl]
HPLC-H,O - - 2,4
F-Primer 10 uM 0,3 uM 0,3
R-Primer 10 uM 0,3 uM 0,3
SYBR-Green Master-Mix 2-fach 1-fach 5,0
DNA / cDNA* 10 ng/ul (DNA) 2 ng/ul (DNA) 2,0
Gesamtansatz 10,0

*Es wurden 1:4-Verdiinnungen des cDNA-Syntheseprodukts (siche Abschnitt 2.3.1.2) verwendet, wobei die
exakten Konzentrationen nicht bekannt waren.

cDNA - komplementdire DNA; F-Primer — Vorwirts-Primer; HPLC — High Performance Liquid
Chromatography; PCR — Polymerase-Kettenreaktion; R-Primer — Riickwérts-Primer.

Tab. 25 LightCycler-Programm fiir die quantitative Echtzeit-PCR

Temperatur [°C] Dauer Funktion
95 °C 10 min Initiale Denaturierung (bei Hot Start-Enzym)
95 °C 15 sec Denaturierung
38 Zyklen { X*°C 30 sec Annealing
72°C 30 sec Elongation
65°C - 97°C 10 min Schmelzkurve

*Die Annealing-Temperatur (hier als X gekennzeichnet) unterscheidet sich je nach Primer-Paar. Die genauen
Annealing-Temperaturen der verwendeten Primer sind Tab. 34 (sieche Anhang 7.4) zu entnehmen.

Die quantitative Echtzeit-PCR wurde unter anderem eingesetzt, um homozygote Tréager/-
innen des Wildtyp-Repeat-Allels (RFCI, Intron 2) von heterozygoten zu unterscheiden.
Hierfiir wurden die Konzentrationen des Repeat-iiberspannenden Intronabschnitts und eines

Referenzgens (hier YWHAZ) gemessen und zueinander ins Verhiltnis gesetzt. Bei einem
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Quotienten von 0,4 bis 0,7 wurde das Individuum als heterozygote/-r Trager/-in des Wildtyp-
Allels (das andere Allel war aufgrund einer Expansion bei der hier verwendeten
Elongationszeit von 30s nicht amplifizierbar) und bei einem Quotienten von 0,8 bis 1,2 als
homozygote/-r Triager/-in des Wildtyp-Allels gewertet. Die statistische Auswertung der zur
Expressionsanalyse des RFCI- und WDR19-Gens durchgefiihrten qPCR-Experimente ist
Abschnitt 2.3.9 zu entnehmen.

2.3.8 Southern-Blot

Um qualitativ nachzuweisen, dass biallelische groBe Expansionen im RFC/-Gen vorliegen,
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Protokoll fiir genomische Southern-Blots etabliert. Bei
dieser Methode werden enzymatisch verdaute, genomische DNA-Fragmente mittels
Agarosegelelektrophorese der Ladnge nach aufgetrennt, auf eine Membran transferiert (Blot)

und unter Verwendung einer markierten Oligonukleotidsonde visualisiert (Southern, 1975).
A) Herstellung einer Oligonukleotidsonde

Fiir die Detektion geblotteter DNA-Fragmente wurde eine markierte Oligonukleotidsonde
benotigt. Die Synthese der Sonde erfolgte mittels konventioneller PCR (siehe Abschnitt
2.3.2). Um das Risiko einer unspezifischen Detektion von DNA-Fragmenten zu minimieren,
wurde die Sequenz des PCR-Produkts bzw. der Oligonukleotidsonde mittels des online
Sequenz-Alignement-Tools BLAST (Referenzgenom: GRCh37/hgl9, siehe Tab. 9) auf
Einzigartigkeit iiberpriift. Hieraus resultierte ein 184 bp langes Sondenoligonukleotid,
dessen Binderegion sich -521 bp upstream des zu untersuchenden Repeats im RFCI-Gen

befand (sieche Abb. 4).

In dieser Arbeit erfolgte die Markierung (Labeling) der Sonde mit Digoxigenin (DIG),
sodass eine anschlieende Detektion mittels eines enzymgekoppelten Anti-DIG-Antikorpers
ermoglicht war. Hierfiir wurde das mittels PCR synthetisierte Sondenoligonukleotid durch
Gelelution (siehe Abschnitt 2.3.3.1) aufgereinigt und eine 1:100 Verdiinnung des Eluats fiir
die Labeling-PCR eingesetzt. Unter Verwendung des PCR DIG Probe Synthesis Kits (siche
Tab. 5) erfolgte anschlieBend die DIG-Markierung mittels einer PCR, bei der das markierte
DIG-11-dUTP in das PCR-Produkt eingebaut wurde. Die Labeling-Reaktion der
Oligonukleotidsonde erfolgte gemé dem Herstellerprotokoll.
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B) Markierung des Lingenstandards.

Um die Lénge der detektierten DNA-Fragmente abschétzen zu konnen, wurde ein markierter
Langenstandard benoétigt. Hierfiir wurde eine DNA-Leiter mit passendem GroBenbereich
mittels des DIG Oligonucleotide 3’-End Labeling Kit, 2" Generation (siche Tab. 5) am 3’-
Ende der Fragmente mit DIG markiert. Die Labeling-Reaktion des Langenstandards wurde

gemall dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt.
C) Restriktionsverdau genomischer DNA

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche bestimmte Sequenzmotive erkennen und
die Phosphodiesterbindungen beider DNA-Striange an spezifischen Stellen spalten. Um bei
den getesteten Individuen massive biallelische Repeat-Expansionen zu detektieren, wurden
DNA-Proben mittels Restriktionsenzymen verdaut, sodass je nach verwendetem Enzym
Restriktionsfragmente einer bestimmten zu erwartenden Lange generiert wurden (siehe Abb.
4). Auf diese Weise konnten bei Vorliegen von Repeat-Expansionen in dem anschlieBenden
Southern-Blot Restriktionsfragmente detektiert werden, die langer waren als es bei

Vorliegen eines Referenzallels zu erwarten wire.

EcoRl Repeat (55 bp) EcoRI
-1086 bp 0 +3945 bp

5 —f——= 1 | —3

-1392 bp -521 +518 bp
BamH| Sonde (184 bp) BamHI

1. BamHI (1,91 kb) 5 |

2. EcoRlI (5,03 kb) 5 |

i)
|

3. BamHI + EcoRl (1,6 kb) 9| L | 3

Abb. 4 Schnittstellen der Restriktionsenzyme und resultierende Fragmente.

In der genomischen Umgebung des Repeats (hellgrauer Kasten) im RFCI-Gen (Intron 2) befinden sich
Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsenzyme BamHI und EcoRI. Die Schnittstellen der Enzyme sind in
der Abbildung schematisch durch kurze vertikale Striche dargestellt. Aus dem Verdau mit BamHI (1.), EcoRI
(2.) sowie einer Kombination beider Enzyme (3.) resultieren drei unterschiedlich lange Restriktionsfragmente,
welche mittels einer markierten Oligonukleotidsonde (dunkelgrauer Kasten) detektiert werden konnen. Bei
einer Expansion der Repeat-Sequenz kommt es zu einer entsprechenden Verldngerung der resultierenden
Restriktionsfragmente. bp — Basenpaar; kb — Kilobasenpaar. (Quelle: Eigene Darstellung)

Zur Auswahl passender Restriktionsenzyme wurde mit Hilfe des online UCSC Genome
Browsers (Referenzgenom: GRCh37/hgl9, siehe Tab. 9) die das zu untersuchende Repeat
flankierende (+ 5000 bp) DNA-Sequenz ermittelt und anhand der Gene Runner v5.1-

Software (siehe Tab. 9) nach Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen abgesucht. In
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dem das Repeat umgebenden Bereich wurden die Erkennungssequenzen der
Restriktionsenzyme BamHI und EcoRI identifiziert, sodass diese Enzyme fiir den Versuch
ausgewahlt wurden. Jede Probe wurde in drei verschiedenen Ansétzen jeweils mit 1. BamHI,
2. EcoRI und 3. BamHI und EcoRI verdaut. Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme und

die jeweils resultierenden DNA-Fragmente konnen Abb. 4 entnommen werden.

Fiir den Restriktionsverdau wurden jeweils 7 pg der zu analysierenden DNA und 20 U des
Restriktionsenzyms eingesetzt und mit dem CutSmart® Buffer (siche Tab. 4) auf ein
Gesamtvolumen 50 pl aufgefiillt. Die Reaktionsansdtze wurden anschlieBend in einem
Wasserbad bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Fiir EcoRI enthaltende Ansétze erfolgte eine
Hitzeinaktivierung in einem Thermocycler bei 65°C fiir 20 min. Da das resultierende
Volumen des Reaktionsgemisches (50 pl) das Volumen der Geltaschen des Agarose-Gels
(~30 pl) tiberschreitet, erfolgte nach dem Verdau eine Verringerung des Reaktionsvolumens
(auf ~20 pl) mittels Verdunstung. Hierfiir wurden die Reaktionsansitze in einem

Thermocycler mit offenem Deckel der Reaktionsgefidfie bei 60°C fiir ~2 h inkubiert.
D) Agarosegelektrophorese und Vorbereitung fiir den Southern-Blot

Die Restriktionsfragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese der Lénge nach
aufgetrennt. Die Durchfiihrung entsprach hierbei weitestgehend dem in Abschnitt 2.3.3
beschriebenen Protokoll. Da die erwartete Léange der zu untersuchenden DNA-Fragmente
bis zu 10 kb (Cortese et al, 2019) betrug, wurde ein Gel mit einer niedrigen
Agarosekonzentration verwendet [0,8% (w/v)-Agarose]. Die Dicke des Gels betrug maximal
7 mm, um einen suffizienten Transfer langer Restriktionsfragmente zu gewéhrleisten. Die

Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 40 V fiir 8 Stunden.

Um den Transfer langer DNA-Fragmente (> 5 kb) zu verbessern, wurde das Agarosegel im
Anschluss an die Elektrophorese in einem Depurinierungspuffer (siche Tab. 7) inkubiert,
wobei es durch die enthaltene Salzsdure zu DNA-Strangbriichen kommt. Die
elektrophoretisch aufgetrennten Restriktionsfragmente liegen somit in den jeweiligen
Banden in kleineren Fragmenten vor, welche besser auf eine Membran iibertragen werden
konnen.

Fiir die Hybridisierung mit einer Oligonukleotid-Sonde miissen geblottete DNA-Fragmente
in Form von -einzelstrangiger DNA vorliegen. Aus diesem Grund erfolgte eine
Denaturierung der Restriktionsfragmente mittels Inkubation des Agarosegels in einer

alkalischen Losung (Denaturierungspuffer, siche Tab. 7).
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Vorbereitung des Agarosegels fiir den Southern-Blot:

1) Inkubation des Gels in Depurinierungspuffer (10-15 min)

2) AbgieBen des Puffers und Waschen des Gels (2x mit deionisiertem H>O fiir 1 min)

3) Inkubation des Gels in Denaturierungspuffer auf einem Schiittler (2x 20 min)

4) AbgieBen des Puffer und Waschen des Gels (3x mit deionisiertem H>O fiir 1 min)

5) Inkubation des Gels in Neutralisierungspuffer (Tab. 7) auf einem Schiittler (2x 20 min)

E) Southern-Blot

Der Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Restriktionsfragmente aus dem Agarosegel auf
eine Nylon-Membran erfolgte mittels kapillarer Kréfte (Kapillar-Blot). Hierbei diffundiert
ein Transferpuffer (siche Tab. 7) durch das Agarosegel und die aufliegende Membran zu
einem Stapel trockener, saugfidhiger Papiertiicher (sieche Abb. 5). Die negativ geladenen
DNA-Einzelstringe im Gel wandern mit dem Transferpuffer und werden an die positiv
geladene Nylon-Membran adsorbiert. Durch eine anschlieBende UV-Bestrahlung erfolgt die
kovalente Bindung der DNA-Strange an die Membran.

Durchfiihrung:

1) Equilibrieren des Gels in dem Transferpuffer (10x SSC-Puffer) fiir 10 min

2) Aufbau des Southern-Blots wie in Abb. 5 dargestellt. Luftblasen miissen hierbei
vermieden werden, da diese den Fliissigkeitsstrom und damit den Transfer unterbrechen.

3) Transfer bei Raumtemperatur iiber Nacht (~ 12 h)

4) Abbau des Blots und UV-Bestrahlung der Membran von beiden Seiten fiir 5 min

/ Filterpapierbricke
Agarosegel — I P2Per \’
= Membran —t+— Transferpuffer

ilterpapier
i» Filterpapierstapel -

Abb. 5 Schematische Darstellung des verwendeten Aufbaus fiir den Southern-Blot.

Der Transferpuffer (hier hellblau) diffundiert iiber die Filterpapierbriicke durch das Agarosegel (hier
dunkelblau) und die darunter aufliegende Membran (hier dunkelgrau) zu einem Stapel trockener
Filterpapiertiicher. Auf diese Weise werden, die sich in dem Agarosegel befindenden negativ geladenen
Restriktionsfragmente mittels kapillarer Kréfte auf die positiv geladene Nylon-Membran transferiert bzw.
geblottet. (Quelle: Eigene Darstellung)
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F) Hybridisierung

Im Anschluss an den Blot erfolgte die Hybridisierung der Membran mit der

Oligonukleotidsonde (sieche Abschnitt 2.3.8 A).
Durchfiihrung:

1) Transfer der Membran in eine Glasrohre (Hybridization-Tube) und Zugabe von 50 ml
Prihybridisierungspuffer (siche Tab. 7)

2) Inkubation bei 42°C fiir 3 h in einem Hybridisierungsofen (siche Tab. 8) unter konstanter
Rotation der Glasrohre

3) AbgieBen des Prihybridisierungspuffers und Zugabe von 50 ml Hybridisierungspuffer
(siche Tab. 7), welcher 5 pl der DIG-markierten Oligonukleotidsonde enthielt

4) Inkubation bei 42°C iiber Nacht (~12 h) in einem Hybridisierungsofen unter konstanter

Rotation der Glasrohre
G) Detektion

Der Nachweis der DIG-markierten Oligonukleotidsonde erfolgte durch einen Anti-DIG-
Antikorper (siehe Tab. 4). Dieser ist mit einer Alkalischen Phosphatase (AP) konjugiert,
welche das chemilumineszente Substrat CDP-Star® (siehe Tab. 4) umsetzt. Mittels eines
Rontgenfilms kann somit die Position des Dimers aus Restriktionsfragment und

Oligonukleotidsonde auf der Membran detektiert werden.

Durchfiihrung:

1) Waschen der Membran in 2x-SSC-Waschpuffer (2 x 10 min, sieche Tab. 7)

2) Waschen der Membran in 0,5x-SSC-Waschpuffer (siehe Tab. 7) bei 65°C in einem
Hybridisierungsofen (2x 20 min)

3) Inkubation der Membran in einer 2%-igen Blocking-Ldosung (45 min, siche Tab. 7)

4) Hybridisierung mit Anti-DIG-Antikdrper (1:20.000 Verhéltnis) in 2%-iger Blocking-
Losung (30 min)

5) Waschen der Membran in einem Tween20 enthaltenden Waschpuffer (2x 20 min, siehe
Tab. 7)

6) Inkubation der Membran in Detektionslosung (5 min, siehe Tab. 7)

7) Zugabe eines chemilumineszenten Substrat (CDP-Star®) auf die Membran und
Inkubation fiir 5 min

8) Detektion des Signals mittels eines Rontgenfilms
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2.3.9 Statistische Auswertung

Um zu testen, ob auf einem Signifikanzniveau von 5% eine Korrelation zwischen den mittels
Fragmentlingenanalyse bestimmten RFCI-Genotypen bzw. Allel-Frequenzen und der
Gruppenzugehorigkeit bestand (sieche Abschnitt 3.1.3.2) wurde ein Chi-Quadrat-
Unabhéngigkeitstest angewandt.

Fiir die Expressionsanalyse des RFCI- und WDR19-Gens wurden in cDNA-Proben von
Individuen mit einem CANVAS (n = 4) und Kontrollen (n = 5) die Konzentrationen der
jeweiligen mRNA-Transkripte mittels quantitativer Echtzeit-PCR in Doppelbestimmung
erhoben. Diese wurden mit den gemessen Transkriptkonzentrationen von drei konstitutiv
exprimierten Referenzgenen (f-Actin, HGPRT, YWHAZ) ins Verhiltnis gesetzt. Die auf
diese Weise normierten Transkriptkonzentrationen wurden jeweils fiir die Patienten- und
Kontrollgruppe gemittelt. AnschlieBend wurde anhand eines zweiseitigen t-Tests fiir
unabhingige Stichproben getestet, ob ein signifikanter Expressionsunterschied zwischen
den Gruppen vorliegt. Da hierbei fiir jede Gruppe drei auf die Expression der Referenzgene
normierte Mittelwerte der RFCI bzw. WDR19-Transkriptkonzentrationen getestet wurden,
besteht das Problem der a-Fehlerkumulation. Aus diesem Grund wurde die Bonferroni-
Korrektur fiir multiples Testen angewendet und das daraus resultierende Signifikanzniveau

von o = 0,0167 festgelegt.
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3 Ergebnisse

In dem folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der bei den eingeschlossenen Individuen
durchgefiihrten genetischen Analysen dargelegt. Neben der Genotypisierung der
Ataxiepatientinnen und -patienten sowie der Kontrollen in Bezug auf das RFCI-Repeat
(siche Abschnitt 3.1), erfolgte weiterhin eine Haplotypisierung der Tréger/-innen massiver
biallelischer RFCI-Repeat-Expansionen zur Identifikation eines mdglichen Founder-
Haplotypen (sieche Abschnitt 3.2). Des Weiteren wurde untersucht, ob eine stabile
intergenerationale Repeat-Transmission zu beobachten ist (siche Abschnitt 3.3) sowie
welche funktionellen Folgen aus einer massiven biallelischen Repeat-Expansion im RFCI-

Gen resultieren (siche Abschnitt 3.4).

3.1 Genotypisierung

Zur Genotypisierung der Patientinnen und Patienten sowie der Kontrollen in Hinblick auf
das RFCI-Repeat erfolgte zundchst die Identifizierung von Individuen mit massiven
biallelischen Expansionen mittels Duplex-PCR (siehe Abschnitt 3.1.1). Zur Analyse der
Repeat-Sequenz kam folgend eine Repeat-Primed-PCR sowie die Sanger-Sequenzierung zur
Anwendung (sieche Abschnitt 3.1.2). Zur Bestimmung der Repeat-Lénge erfolgte die
Etablierung eines Southern-Blots sowie die Durchfithrung einer Fragmentldngenanalyse

(siche Abschnitt 3.1.3).

3.1.1 Identifizierung von Individuen mit massiven biallelischen Repeat-

Expansionen im RFC/-Gen mittels Duplex-PCR

Um in den eingeschlossenen Patientengruppen Trager/-innen massiver biallelischer Repeat-
Expansionen im RFCI-Gen zu identifizieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Duplex-
PCR-Assay (sieche Abschnitt 2.3.2.2. B) etabliert. Insgesamt wurden 116 Individuen mittels
Duplex-PCR getestet. Darunter befanden sich 17 Individuen mit einer vollstindigen
Manifestation des CANVAS, 9 Individuen mit einem unvollstindigen CANVAS, 70
Individuen mit einer ILOCA sowie 20 Kontrollen (siche Abb. 2).
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In der Agarosegelelektrophorese der Duplex-PCR-Produkte konnten verschiedene PCR-
Bandenmuster beobachtet werden, welche in Abb. 6 reprédsentativ dargestellt sind. Bei
insgesamt 38 der 116 getesteten Individuen (32,8%) wurden zwei PCR-Banden beobachtet
— eine RF'CI-Referenzbande (bei 457 bp), die einem Repeat-iiberspannenden PCR-Produkt
(RFCI1, Intron 2) mit einer Repeat-Lénge des RFCI-(AAAAG)i1-Referenzallels entspricht
sowie eine als Positivkontrolle dienende Bande (bei 308 bp), welche dem Amplifikat eines

unabhingigen genetischen Bereiches (hier PRKN, Exon 2) entspricht (siche Tab. 26).
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Abb. 6 Repriisentative Bilder der Agarosegelelektrophorese von Duplex-PCR-Produkten.

Dargestellt sind exemplarische Resultate der Agarosegelektrophorese von Duplex-PCR-Produkten von 5
Individuen mit einem CANVAS (links) sowie 5 Kontrollen (rechts). Die aufgetrennten PCR-Produkte sowie
ein 100-bp-Langenstandard sind als Banden zu erkennen. Lag in einer getesteten Probe keine Repeat-
Expansion im RFCI-Gen vor, konnten bei der Agarosegelelektrophorese der Duplex-PCR-Produkte zwei
Banden beobachtet werden — eine RFC/-Referenzbande bei 457 bp, die einem Repeat-iiberspannendem PCR-
Produkt (RFCI, Intron 2) mit einer Repeat-Linge des RFCI-(AAAAG)-Referenzallels entspricht sowie eine
als Positivkontrolle dienende PRKN-Kontrollbande (PRKN, Exon 2) bei 308 bp. Lagen massive biallelische
Repeat-Expansionen vor, konnten diese bei den gegebenen PCR-Bedingungen nicht amplifiziert werden,
sodass nur die PRKN-Kontrollbande zu beobachten war. Des Weiteren wurden bei einigen getesteten
Individuen Duplex-PCR-Produkte beobachtet, die langer waren als es bei der Repear-Linge des Referenzallels
zu erwarten wire. Mittels Sanger-Sequenzierung dieser PCR-Produkte konnte nachgewiesen werden, dass es
sich hierbei um leichte Expansionen des RFCI/-(AAAAG)-Referenzallels handelte. bp — Basenpaar;
CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular Areflexia Syndrome; L-Nummer —
Laborinterne Identifikationsnummer; PCR — Polymerase-Kettenreaktion; PRKN — Parkin; RFC1 — Replication
Factor C Subunit 1. (Quelle: Eigene Darstellung nach Gisatulin ef al., 2020)

Bei 57 von 116 Individuen (49,2%) konnten in der Agarosegelektrophorese der Duplex-
PCR-Produkte Banden beobachtet werden, die langer waren (bis zu ~ 1200 bp) als es bei
Vorliegen des RFCI-(AAAAG) 1-Referenzallels zu erwarten wére (sieche Tab. 26). Mittels

Gelelution der entsprechenden Banden und anschlieender Sanger-Sequenzierung konnte
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nachgewiesen werden, dass es sich hierbei um leichte Expansionen des untersuchten RFCI-
(AAAAG)1-Referenzallels und nicht um unspezifische PCR-Amplifikate handelte. Diese
PCR-Banden wurden entweder in Kombination mit der RFCI/-Referenzbande und der
PRKN-Kontrollbande (n = 27 bzw. 23,3%) oder nur in Kombination mit der PRKN-
Kontrollbande (n = 30 bzw. 25,9%) beobachtet (siche Tab. 26). Der Locus (chr4:39350045-
39350103, GRCh37/hg19) des untersuchten Repeats im RFCI-Gen scheint somit eine hohe

Variabilitit der Repeat-Lange aufzuweisen.

Bei insgesamt 21 von 116 Individuen (18,1%) konnte in der Agarosegelektrophorese der
Duplex-PCR-Produkte nur eine PRKN-Kontrollbande (bei 308 bp) nachgewiesen werden.
Da die massiven biallelischen Repeat-Expansionen bei den gegebenen Duplex-PCR-
Bedingungen aufgrund ihrer Lange von bis zu ~ 10 kb nicht amplifiziert worden sein sollten
(Cortese et al., 2019; Rafehi et al., 2019), wurde in diesen Féllen auf das Vorliegen von
massiven Repeat-Expansionen geschlossen. Unter den mittels Duplex-PCR identifizierten
Individuen mit massiven biallelischen Repeat-Expansionen befanden sich 15 von 17
Individuen mit einem vollstindigen CANVAS (88,2%), 2 von 9 Individuen mit einem
unvollstindigen CANVAS (22,2%) sowie 4 von 70 Individuen mit einer ILOCA (5,7%). Bei
keiner der Kontrollen konnten massive biallelische RFCI-Repeat-Expansionen

nachgewiesen werden.

Tab. 26 Zusammenfassung der Duplex-PCR-Ergebnisse aller getesteten Individuen

Vollst. Unvollst. ILOCA  Kontrollen Insgesamt
Duplex-PCR-Banden CANVAS CANVAS (n=70) (n=20) (n=116)
(n=17) n=9)
Nur PRKN-Kontrollbande 15 2 4 0 21
(88,2%) (22,2%) (5,7%) (0,0%) (18,1%)
PRKN-Kontrollbande 1 3 22 12 38
+ RFCI-Referenzbande (5,9%) (33,3%) (31,4%) (60,0%) (32,8%)
PRKN-Kontrollbande 0 1 23 3 27
+ RFCI-Referenzbande (0,0%) (11,1%) (32,9%) (15,0%) (23,3%)
+ Leicht exp. RFCI-Bande
PRKN-Kontrollbande 1 3 21 5 30
+ Leicht exp. RFCI-Bande (5,9%) (33,3%) (30,0%) (25,0%) (25,9%)

CANVAS - Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular Areflexia Syndrome; exp. —
expandiert; ILOCA — Idiopathic Late Onset Cerebellar Ataxia; PCR — Polymerase-Kettenreaktion; PRKN —
Parkin; RFCI — Replication Factor C Subunit 1; Unvollst. — Unvollstindig; Vollst. - Vollstindig.
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3.1.2 Charakterisierung der Repeat-Sequenz mittels Repeat-Primed PCR und

Sanger-Sequenzierung

Um das Vorliegen massiver biallelischer Repeat-Expansionen (RFCI, Intron 2) bei den
identifizierten Mutationstragerinnen und Mutationstrdgern (siche Abschnitt 3.1.1) zu
bestitigen und um {iiberdies Informationen iiber die Sequenz der expandierten Repeats zu
erlangen, wurde im Rahmen dieser Arbeit sowohl eine Repeat-Primed-PCR (RP-PCR) als

auch eine Sanger-Sequenzierung der expandierten Allele etabliert.
3.1.2.1 Ergebnisse der Repeat-Primed-PCR (RP-PCR)

Alle mittels Duplex-PCR identifizierten Triger/-innen massiver biallelischer Expansionen
im RFCI-Gen (n = 21, siche Abschnitt 3.1.1) wurden mittels Repeat-Primed (RP)-PCR
getestet (siche Abschnitt 2.3.2.2 C). Von den iibrigen Individuen, bei denen in der Duplex-
PCR-Analyse keine massiven biallelischen Repeat-Expansionen nachgewiesen werden
konnten (n = 95), wurden nur die Gruppen ,Vollstindiges CANVAS“ (n = 2),
,wunvollstindiges CANVAS® (n = 7) und ,,Kontrollen* (n = 20) getestet, da fiir Individuen
aus der Gruppe ,,ILOCA* nicht geniigend genetisches Material vorlag (siche Abb. 2).

In Publikationen zum genetischen Hintergrund des CANVAS (Cortese et al., 2019; Rafehi
et al., 2019) wurde berichtet, dass das massiv expandierte Repeat im RFCI-Gen eine von
dem (AAAAG)i1-Referenzallel abweichende Sequenz (AAGGG oder AAAGG) aufweist.
Jede Probe wurde daher in drei verschiedenen RP-PCR-Ansédtzen mit jeweils
unterschiedlichen Repeat (RP)-Primern getestet, wobei jeder dieser Primer jeweils an eine
der genannten Repeat-Sequenzen bindet (Ansatz 1: (AAAAG)-RP-Primer; Ansatz 2:
(AAAGG)-RP-Primer; Ansatz 3: (AAGGG)-RP-Primer).

Bei allen erfolgreich getesteten Individuen mit massiven biallelischen Repeat-Expansionen
(n = 20) =zeigte sich unter Verwendung des (AAGGG)-RP-Primers in der
kapillarelektrophoretischen Analyse der RP-PCR-Produkte das fiir eine Repeat-Expansion
typische ,,Sdgezahn“-Muster in den resultierenden Elektropherogrammen (siche Abb. 7 A).
Bei einem Individuum dieser Gruppe konnte zusétzlich ein expansionstypisches Muster bei
Einsatz des (AAAGG)-RP-Primers beobachtet werden (siche Abb. 7 B). Die Verwendung
des (AAAAGQG)-RP-Primers generierte bei keinem Individuum dieser Gruppe ein RP-PCR-
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Produkt. Bei einem Individuen mit einer massiven biallelischen Expansion konnte bei
keinem der drei Ansdtze ein RP-PCR-Produkt in dem resultierenden Elektropherogramm
beobachtet werden. Bei diesem Individuum wurde die Repeat-Sequenz mittels Sanger-

Sequenzierung weiterhin untersucht (siche Abschnitt 3.1.2.2).

(AAGGG)-RP-Primer (AAAGG)-RP-Primer (AAAAG)-RP-Primer
A. (AAGGG),,, H
P “““““h.
B. (AMAGG),,,, /(AAGGG),, ] lu L
Wi, TTTTTT
C. (AAAAG g | “l
D. (AAAAG);; /(AAAAG),,, ][I |
[TTTIVIVINT RN

E. (AAAAG)

exp.

hmm“.‘....,

F. (AAAAG),,, /(AAGGG)qy,

l.‘““““lllm. L“llmm.m ......

Abb. 7 Reprisentative Elektropherogramme Kkapillarelektrophoretisch aufgetrennter Repeat-Primed
(RP)-PCR-Produkte.

Dargestellt sind exemplarische Elektropherogramme der Repeat-Primed (RP)-PCR mit dem (AAGGG)-
Repeat- bzw. RP-Primer (links), dem (AAAGG)-RP-Primer (Mitte) sowie dem (AAAAG)-RP-Primer
(rechts). Die Peaks entsprechen den der Lénge nach aufgetrennten, fluoreszenzmarkierten RP-PCR-Produkten.
Liegt eine Repeat-Expansion vor, resultieren aufgrund der zufilligen Anlagerung des RP-Primers an die
Repeat-Sequenz viele unterschiedlich lange PCR-Produkte, die in dem resultierenden Elektropherogramm ein
typisches ,,Sdgezahn“-Muster entstehen lassen. Es wurden insgesamt sechs unterschiedliche
Elektropherogrammmuster beobachtet: ein einer (AAGGG)-Expansion entsprechendes Muster (hier A.); ein
Peak-Muster, bei dem sowohl ein expandiertes (AAGGG)- als auch ein expandiertes (AAAGGQG)-Repeat vorlag
(hier B.); ein dem RFCI-(AAAAG)-Referenzallel entsprechendes Muster (hier C.); ein Muster, bei dem
sowohl ein dem Referenzallel entsprechendes als auch ein einer (AAAAG)-Expansion entsprechendes Peak-
Muster zu sehen war (hier D.); ein einer (AAAAG)-Expansion entsprechendes Muster (hier E.); sowie ein
Muster bei dem sowohl ein expandiertes (AAGGQ)- als auch ein expandiertes (AAAAG)-Repeat vorlag (hier
F.). exp. — expandiert; PCR — Polymerase-Kettenreaktion; RP-Primer — Repeat-Primer; Ref. — RFCI-
(AAAAQG)i-Referenzallel. (Quelle: Eigene Darstellung)

Somit konnte bei 20 von 21 mittels Duplex-PCR identifizierten Individuen mit massiven
biallelischen Repeat-Expansionen im RFCI-Gen das Vorliegen expandierter (AAGGQG),-
Allele mittels RP-PCR nachgewiesen werden. Ein Individuum wies zusdtzlich ein
expandiertes (AAAGGQG)y-Repeat auf. Die Ergebnisse der RP-PCR fiir diese Gruppe sind in

Tab. 27 zusammengefasst.
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Tab. 27 Ergebnisse der Repeat-Primed-PCR bei Patientinnen und Patienten mit massiven biallelischen
Repeat-Expansionen im RFCI-Gen

Beobachtete Peak-Muster in Vollst. Unvollst. ILOCA Insgesamt
den resultierenden CANVAS CANVAS n=4) (n=21)
Elektropherogrammen (n=15) n=2)

n.a. 1 0 0 1
(AAAAG)Ref. 0 0 0 0
(AAAAG)Rer. / (AAAAG)exp. 0 0 0 0
(AAAAG)cxp. 0 0 0 0
(AAAAG)exp. / (AAGGG)exp. 0 0 0 0
(AAGGG)cxp. 14 (100,0%) 1 (50,0%) 4 (100,0%) 19 (95,0%)
(AAGGG)exp. / (AAAGG)exp. 0 1 (50,0%) 0 1 (5,0%)

CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular Areflexia Syndrome; exp. —
expandiert; ILOCA — Idiopathic Late Onset Cerebellar Ataxia; n.a. — not available bzw. nicht verfligbar; PCR
— Polymerase-Kettenreaktion; Ref. — RFCI-(AAAAG):-Referenzallel; RFCI — Replication Factor C Subunit
I; Unvollst. — Unvollstdndig; Vollst. - Vollstandig.

Bei allen getesteten Individuen ohne massive biallelische Expansionen (n = 29) konnte unter
Verwendung des (AAAAG)-RP-Primers ein RP-PCR-Produkt beobachtet werden. Nur bei
einem Individuum, welches Teil der Kontrollgruppe war, konnte zusétzlich bei Einsatz des
(AAGGG)-RP-Primers ein expansionstypisches Muster im Elektropherogramm festgestellt
werden (siehe Tab. 28).

Tab. 28 Ergebnisse der Repeat-Primed-PCR bei Individuen ohne massive biallelische Repeat-
Expansionen im RFCI-Gen

Beobachtete Peak-Muster in den Vollst. Unvollst. Kontrollen Insgesamt
resultierenden CANVAS CANVAS (n=20) (n=29)
Elektropherogrammen (n=2) n="7)

n.a. 0 0 1 1
(AAAAG)Res. 0 3 (42,9%) 7 (36,8%) 10 (35,7%)
(AAAAG)Rer./ (AAAAG)exp. 1 (50,0%) 1 (14,3%) 6 (31,6%) 8 (28,6%)
(AAAAG)cx. 1 (50,0%) 3 (42,9%) 5(26,3%) 9 (32,1%)
(AAAAG)cxp. / (AAGGG)exp. 0 0 1 (5,3%) 1 (3,6%)
(AAGGG)exp. 0 0 0 0
(AAGGG)exp. / (AAAGG)exp. 0 0 0 0

CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular Areflexia Syndrome; exp. —
expandiert; ILOCA — Idiopathic Late Onset Cerebellar Ataxia; n.a. — not available bzw. nicht verfliigbar; PCR
— Polymerase-Kettenreaktion; Ref. - RFCI-(AAAAG)-Referenzallel; RFCI — Replication Factor C Subunit
I; Unvollst. — Unvollstdndig; Vollst. - Vollstandig.

In der kapillarelektrophoretischen Analyse der unter Verwendung des (AAAAG)-RP-
Primers generierten RP-PCR-Produkten konnten verschiedene Muster in den resultierenden

Elektropherogrammen beobachtet werden. So konnte bei 10 Individuen ohne massive
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biallelische Repeat-Expansionen (35,7%) ein dem RFCI-(AAAAG)i1-Referenzallel
entsprechendes Peak-Muster nachgewiesen werden (siehe Abb. 7 C). Bei 8 Individuen dieser
Gruppe (28,6%) wurde sowohl ein dem Referenzallel entsprechendes als auch ein
expansionstypisches Muster detektiert (siche Abb. 7 D). In 9 Féllen (32,1%) wurde alleinig
ein expansionstypisches Peak-Muster beobachtet (siche Abb. 7 E).

Die bereits mittels Duplex-PCR beobachtete Variabilitit des untersuchten RFCI-Locus in
nicht-massiv expandierten Allelen, konnte somit auch in der RP-PCR-Analyse

nachgewiesen werden.

3.1.2.2 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung

Mittels RP-PCR konnten bei den identifizierten Individuen mit massiven biallelischen
Repeat-Expansionen im RFCI-Gen (AAGGG),-Allele nachgewiesen werden (siche
Abschnitt 3.1.2.1). Um das Vorliegen dieser Repeat-Sequenz bei diesen Individuen zu
validieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Long-Range-PCR-Assay (siche Abschnitt
2.3.2.2 D) etabliert. Mittels dieses PCR-Assays gelang es die massiv expandierten Allele zu
amplifizieren und anschlieBend Teile der Repeats mittels Sanger-Sequenzierung (siche
Abschnitt 2.3.4) zu analysieren. Dabei ist anzumerken, dass die Leseldnge bei Sanger-
Sequenzierung generell auf ca. 700-800 bp beschrinkt ist, sodass ein expandiertes Allel nie
vollstdndig mit dieser Technologie analysiert werden kann (Stranneheim und Lundeberg,
2012). Fiir die Sequenzanalyse von nicht-massiv expandierten Allelen, konnten die
Sequenzier-Templates anhand eines Standard-PCR-Protokolls (siche Abschnitt 2.3.2.2 A)

amplifiziert und im Anschluss mittels Sanger-Sequenzierung untersucht werden.

Insgesamt wurden 192 Allele von 96 Ataxiepatientinnen und -patienten sequenziert.
Darunter befanden sich 17 Individuen mit einem vollstindigen klinischen Bild des
CANVAS, 9 Individuen mit einem unvollstindigen CANVAS sowie 70 Individuen mit einer
ILOCA (siehe Abb. 2).

Bei allen untersuchten Individuen mit massiven biallelischen Repeat-Expansionen im
RFCI-Gen (n = 21) konnte das Vorliegen einer (AAGGG)-Sequenz in dem analysierten
Repeat-Abschnitt bestitigt werden (siehe Abb. 8). Analog zur RP-PCR, konnte auch mittels
Sanger-Sequenzierung bei einem Individuum dieser Gruppe zusitzlich ein expandiertes

(AAAGG)-Repeat nachgewiesen werden (sieche Tab. 29).
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Abb. 8 Repriisentative Elektropherogramme von Sanger-sequenzierten Long-Range-PCR-Produkten.
Gezeigt sind beispielhafte Elektropherogramme der Sanger-Sequenzierung eines Individuums mit einer dem
RFCI-(AAAAQG) -Referenzallel entsprechenden Repeat-Sequenz (A) sowie eines Individuums mit einer
massiven biallelischen Repeat-Expansion der (AAGGG)-Sequenz (B). Gezeigt sind die komplementéren
Sequenzen, da die Sequenzierung mit dem Reverse-Primer bessere Ergebnisse erzielte. exp. — expandiert; PCR
— Polymerase-Kettenreaktion, RFCI — Replication Factor C Subunit 1. (Quelle: Eigene Darstellung nach
Gisatulin et al., 2020)

Von den 150 mittels Sanger-Sequenzierung analysierten Allelen ohne massive biallelische
Repeat-Expansionen im RFCI-Gen, wiesen 127 Allele eine (AAAAG)-Repeat-Sequenz auf
(siehe Tab. 29). Davon konnte bei 66 Allelen (52,0%) eine Repeat-Liange von 8 — 12 Repeats
beobachtet werden. Aufgrund ihrer geringen Abweichung von der Linge des RFCI-
(AAAAG)1-Referenzallels wurden diese Allele als Wildtyp- bzw. (AAAAG)wr-Allele
zusammengefasst. Bei 61 der 127 nicht-massiv expandierten Allele (48,0%) wurde eine
Repeat-Anzahl von 30 bis 150 Repeats detektiert, weswegen diese als leichte RFCI-Repeat-
Expansionen bzw. (AAAAG)exp.-Allele bezeichnet wurden (siehe Tab. 29). Bei 14 dieser
Allele wurde die expandierte (AAAAG)-Repeat-Sequenz durch Repeats einer anderen
Sequenz unterbrochen. Diese Unterbrechungen wiesen bei 6 Allelen ein (AGAAG)a.-Motiv,
bei 2 Allelen ein (AAGAG)n-Motiv und bei einem Allel ein (AAAGG),-Motiv auf. Bei 5
(AAAAG)exp.-Allelen konnte die Sequenz der Repeat-Unterbrechungen, aufgrund von
Artefakten in den entsprechenden Elektropherogrammen, nicht eindeutig bestimmt werden.
Bei 2 von den 127 untersuchten Allelen ohne massive biallelische Expansionen wurde eine
(AAAGG)-Repeat-Sequenz beobachtet.

Fiir 21 der insgesamt 192 untersuchten Allele (10,9%) konnten die Elektropherogramme der
Sanger-Sequenzierung aufgrund eines zu hohen Hintergrundrauschens nicht eindeutig

interpretiert werden.
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Tab. 29 Sanger-Sequenzierungsergebnisse von allen eingeschlossenen Patientengruppen

Vollst. Unvollst. ILOCA Insgesamt
Sequenz CANVAS CANVAS (m=170) (n=96)
(n=17) n=9)
Anzahl insgesamt untersuchter Allele 34 18 140 192
AAAAG 4 (11,8%) 13(72,2%) 110 (78,6%) 127 (66,1%)
Wildtyp* 1(2,9%) 5(27,8%) 60 (42,9%) 66 (34,3%)
Leichte RFCI-Repeat-Expansion* 3 (8,8%) 8 (44,4%) 50 (35,7%) 61 (31,8%)
Mit Unterbrechungen 0 3 11 14
AAAGG 0 1 1
AGAAG 1 5 6
AAGAG 0 2 2
unbestimmt 2 3 5
AAAGG 0 1 (5,6%) 2 (1,4%) 3 (1,6%)
Leichte RFCI-Repeat-Expansion 0 2 2
Massive RFCI-Repeat-Expansion*® 1 0 1
AAGGG
Massive RFCI-Repeat-Expansion 30 (88,2%) 3 (16,7%) 8 (5,7%) 41 (21,4%)
Unbestimmt 1 (5,6%) 20 (14,3%) 21 (10,9%)

*Wildtyp: 8 — 12 Repeats; Leichte RFCI-Repeat-Expansion: 30 — 150 Repeats; Massive RFCI-Repeat-
Expansion: > 500 Repeats.

CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular Areflexia Syndrome; ILOCA —
Idiopathic Late Onset Cerebellar Ataxia; RFCI — Replication Factor C Subunit 1; Unvollst. — Unvollstindig;
Vollst. — Vollstindig. (Quelle: Eigene Darstellung nach Gisatulin et al., 2020)

3.1.3 Charakterisierung der Repeat-Linge mittels Southern-Blot-Analyse und

Fragmentlangenanalyse

Um das untersuchte Repeat im RFCI-Gen beziiglich seiner Linge zu charakterisieren,
erfolgte bei Individuen mit massiven biallelischen Repeat-Expansionen die Etablierung
eines Southern-Blot-Protokolls (sieche Abschnitt 2.3.8), wohingegen fiir die Repeat-
Lingenbestimmung von nicht-massiv expandierten Allelen die Fragmentlingenanalyse
angewandt wurde (siehe Abschnitt 2.3.5). Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser

Analysen dargestellt.

3.1.3.1 Ergebnisse der Repeat-Langenbestimmung von massiv expandierten Allelen mittels

Southern-Blot-Analyse

Um die GroBe der massiven biallelischen Repeat-Expansionen in dem untersuchten RFCI-
Locus abzuschétzen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Southern-Blot-Protokoll (siche
Abschnitt 2.3.8) etabliert. Fiir insgesamt 4 Patientinnen und Patienten mit massiven

biallelischen RFCI-Repeat-Expansionen sowie 3 Kontrollen wurden Southern-Blots
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durchgefiihrt. Aufgrund des hohen zeitlichen Aufwands und der grolen Menge an
notwendiger DNA (7 ug pro Analyse) konnte die Southern-Blot-Analyse nur bei diesen

Personen durchgefiihrt werden.

Die fiir das RFCI1-(AAAAG)i1-Referenzallel zu erwartenden Banden bei 1,9 kb, 5,0 kb und
1,6 kb fiir den jeweiligen Restriktionsverdau mit BamHI, EcoRI bzw. BamHI+EcoRI (siche
Abb. 4) wurden nur bei den Kontrollen beobachtet. Fiir die getesteten Individuen mit massiv
expandierten Allelen waren die detektierten Fragmente 4 — 5 kb lidnger als es bei Vorliegen
des Referenzallels zu erwarten wire (siche Abb. 9). Da es sich um eine
Pentanukleotidexpansion handelt, konnten somit flir die massiv expandierten Allele Repeat-

Anzahlen von 800-1000 Repeats ermittelt werden.
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Abb. 9 Reprisentative Southern-Blots.

Dargestellt sind exemplarische Southern-Blot-Ergebnisse einer Probe ohne Expansionen im RFC/-Gen (links
— Kontrolle), einer Probe mit einer leichten Expansion (rechts — Individuum mit unvollstindigem CANVAS)
sowie einer Probe mit massiven biallelischen Expansionen (mittig — Individuum mit CANVAS). Die
erwarteten Fragmentlédngen fiir das Referenzallel (hier ,.keine Exp.*) waren 1,9 kb fiir den BamHI-Verdau, 5,0
kb fiir den EcoRI-Verdau und 1,6 kb fiir den Restriktionsverdau mit BamHI und EcoRI. Bei der/-m Trager/-in
massiver biallelischer Expansionen waren die beobachteten Fragmente ~4 kb langer als die erwarteten RFCI-
Referenzbanden. CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular Areflexia Syndrome;
Exp. — Expansion; kb — Kilobasenpaare; Langenstd. — Langenstandard; Unvollst. — Unvollstdndig. (Quelle:
Eigene Darstellung nach Gisatulin et al., 2020)
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3.1.3.2 Ergebnisse der Repeat-Lingenbestimmung von nicht-massiv expandierten Allelen

mittels Fragmentldngenanalyse

Die Bestimmung der Repeat-Linge mittels Southern-Blot-Anaylse erfordert groBe Mengen
qualitativ hochwertiger genomischer DNA und ist tiberdies sehr zeitaufwindig. Aus diesen
Griinden erfolgte die Repeat-Langenbestimmung fiir Individuen ohne massive biallelische
Expansionen mittels Fragmentldngenanalyse (siche Abschnitt 2.3.5) von Repeat-
iiberspannenden PCR-Produkten. Wurde in dem resultierenden Elektropherogramm (siche
Abb. 10) nur ein einzelnes PCR-Produkt im Léangenbereich des RFCI-(AAAAG)i-
Referenzallels beobachtet, erfolgte zusétzlich eine quantitative Echtzeit-PCR (siche
Abschnitt 2.3.7), um zu differenzieren, ob bei dem jeweiligen Individuum ein homo- oder

heterozygoter Trigerstatus des Referenzallels vorliegt.

300 420 540 660

WT/WT 1300 “

0

T
362bp/367 bp
10 Repeats/11 Repeats

300 420 540 660
WT/Leichte Exp. 1300
0 |
362 bp 667 bp
10 Repeats 71 Repeats

300 420 540 660

Leichte Exp./Leichte Exp. 1300

0 A A
T 1
642 bp / 667 bp
66 Repeats [ 71 Repeats

Abb. 10 Exemplarische Elektropherogramme der Fragmentliingenanalyse.

Die Peaks entsprechen kapillarelektrophoretisch aufgetrennten Produkten einer das untersuchte Repeat (RFCI,
Intron 2) iiberspannenden PCR. Anhand der ermittelten Linge der PCR-Fragmente (dargestellt auf der x-
Achse) kann, ausgehend von flinf Basenpaaren pro Repeat, die Repeat-Anzahl bestimmt werden. Auf der y-
Achse sind die gemessenen Intensititswerte aufgetragen. Weist ein Individuum Allele unterschiedlicher
Repeat-Lénge auf, sind zwei unterschiedlich lange PCR-Produkte (Peaks) in dem Elektropherogramm zu
beobachten. Repeat-Léngen in einem Bereich von 7 bis 12 Repeats wurden aufgrund der geringen Abweichung
von dem Referenzallel (11 Repeats) als Wildtyp-(WT)-Allele zusammengefasst. Peaks, die Repeat-Anzahlen
zwischen 33 und 137 Repeats entsprachen, wurden als leicht expandierte Allele definiert. Gezeigt sind je ein
reprasentatives Elektropherogramm von einem Individuum mit zwei WT-Peaks (oben), einem Individuum mit
einem WT- und einem leicht expandierten Peak (Mitte) sowie einem Individuum mit zwei Peaks, welche
leichten Expansionen entsprachen (unten). bp — Basenpaar; Exp. — Expansion; PCR — Polymerase-
Kettenreaktion; RFCI — Replication Factor C Subunit 1; WT — Wildtyp. (Quelle: Eigene Darstellung)

Insgesamt wurde bei 283 Individuen eine Repeat-Lingenbestimmung mittels
Fragmentlédngenanalyse durchgefiihrt. Alle Patientinnen und Patienten ohne massive

biallelische Expansionen (n = 75) wurden mittels Fragmentlangenanalyse getestet. Darunter
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befanden sich 2 Individuen mit einer vollstdndigen klinischen Manifestation des CANVAS,
7 Individuen mit einem unvollstindigen CANVAS sowie 66 Individuen mit einer ILOCA.
Um eine Aussage liber die Repeat-Langenverteilung in der gesunden Population treffen zu
konnen, wurden zusétzlich zu den initial eingeschlossenen Kontrollen (n = 20), eine Gruppe

von 188 Kontrollen norddeutscher Herkunft getestet (siche Abb. 2).

Bei den getesteten Individuen (n = 283) konnten Repeat-Léangen zwischen 7 bis 137 Repeats
detektiert werden (sieche Abb. 11). Die Verteilung der Repeat-Lingen in sowohl der
Patienten- als auch der Kontrollgruppe wies zwei Haufungen auf, welche in einem Bereich
zwischen 7 und 12 Repeats, beziehungsweise zwischen 33 und 137 Repeats lagen. Da die
erste Haufung (bei 7 — 12 Repeats) nur eine geringe Abweichung vom RFCI-(AAAAG)11-
Referenzallel aufwies, wurden diese Allele als Wildtyp-(WT)-Allele zusammengefasst.
Allele mit 33 bis 137 Repeats wurden dementsprechend als leichte Repeat-Expansionen

definiert.
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Abb. 11 Histogramm der mittels Fragmentlingenanalyse beobachteten Repeat-Lingen bei Patientinnen
und Patienten ohne massive biallelische RFCI-Repeat-Expansionen sowie bei Kontrollen.

Dargestellt sind die mittels Fragmentldngenanalyse erhobenen Repeat-Lingenverteilungen bei den 75
getesteten Patientinnen und Patienten ohne massive biallelische RFCI-Repeat-Expansionen (rot) sowie bei 208
Kontrollen (blau). Es konnten fiir beide Gruppen vergleichbare Verteilungen der Repeat-Lingen mit je einer
Héaufung in dem Repeat-Léngenbereich von 7 — 12 Repeats und 33 — 137 Repeats beobachtet werden. Aufgrund
der geringen Abweichung von dem Referenzallel (Repeat-Anzahl: 11) wurden Allele mit Repeat-Léngen in
dem Bereich der ersten Haufung (7 — 12 Repeats) als Wildtyp-(WT)-Allele und Repeat-Langen zwischen 33
und 137 Repeats als leichte Repeat-Expansionen definiert. RFCI — Replication Factor C Subunit 1. (Quelle:
Eigene Darstellung nach Gisatulin ef al., 2020)

Es konnten 16 von 75 Patientinnen und Patienten (21,3%) sowie 54 von 208 Kontrollen

(26,0%) als biallelische Trager/-innen eines Wildtyp-Allels identifiziert werden (siehe Tab.
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30). Bei diesen Individuen wurden in den aus der Fragmentldngenanalyse resultierenden
Elektropherogrammen entweder zwei unterschiedliche Peaks in dem Repeat-Léngenbereich
des Wildtyp-Allels (7 — 12 Repeats) oder nur ein Wildtyp-Peak beobachtet. Bei letzteren
Proben wurde mittels anschlieBender quantitativer Echtzeit-PCR (siehe Abschnitt 2.3.7) das

biallelische Vorliegen eines Wildtyp-Allels festgestellt.

In der Patientengruppe konnte bei 34,7% der Individuen (n = 26) und in der Kontrollgruppe
bei 40,9% der Individuen (n = 85) sowohl ein Wildtyp-Peak als auch ein Peak in dem als
leichte Repeat-Expansion zusammengefassten Langenbereich (33 — 137 Repeats) in den
resultierenden Elektropherogrammen detektiert werden (sieche Tab. 30). Bei 8 der 75
Patientinnen und Patienten (10,7%) sowie 22 der 208 Kontrollen (10,6%) konnte nur ein
Wildtyp-Peak beobachtet und mittels quantitativer Echtzeit-PCR-Analyse ein heterozygoter
Trégerstatus des Wildtyp-Allels bestimmt werden. Die Linge des zweiten Allels konnte bei
diesen Individuen mittels Fragmentlingenanalyse nicht bestimmt werden, weswegen bei
diesen Allelen von Expansionen ausgegangen wurde, die oberhalb der Nachweisgrenze
dieser Methode liegen (~950 bp, gemdB den Herstellerangaben des zur
Kapillarelektrophorese verwendeten POP-7™ Polymer, Applied Biosystems).

Bei 18 von 75 Patientinnen und Patienten (24,0%) sowie 31 von 208 Kontrollen (14,9%)
waren zwei unterschiedliche, leichten Repeat-Expansionen entsprechende Peaks in den
jeweiligen Elektropherogrammen zu sehen (siehe Tab. 30). 9,3% der getesteten Individuen
der Patientengruppe (n = 7) und 4,8% der Kontrollen (n = 10) wiesen nur einen Peak in dem
Langenbereich einer leichten Repeat-Expansion auf. Diese Individuen weisen somit
entweder zwei gleichlange leicht expandierte Allele oder ein weiteres Allel mit einer Repeat-

Expansion oberhalb der Nachweisgrenze der Fragmentlédngenanalyse auf.

In der untersuchten Kontrollgruppe konnte bei 6 von 208 Individuen (2,9%) kein Peak in
dem resultierenden Elektropherogramm beobachtet werden. Um zu untersuchen, ob in
diesen Proben DNA vorlag, wurde eine Duplex-PCR (sieche Abschnitt 2.3.2.2 B)
durchgefiihrt. Bei vier Proben konnte in der Agarosegelelektrophorese der Duplex-PCR-
Produkte sowohl eine PRKN-Kontrollbande als auch eine leicht expandierte RF'C/-Bande
(bei ~1 bis 1,2 kb) beobachtet werden. Bei diesen Individuen lagen somit expandierte Allele
vor, deren Linge oberhalb der Nachweisgrenze der Fragmentldngenanalyse lagen, jedoch

nicht massiv expandiert waren (> 500 Repeats). Bei einem Individuum konnte in der
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Agarosegelelektrophorese kein PCR-Produkt beobachtet werden, sodass diese Probe
vermutlich nicht mit DNA beladen war. Ein Individuum wies in der
Agarosegelelektrophorese nur eine dem RFCI-Referenzallel entsprechende Bande und
keine PRKN-Kontrollbande auf, sodass das Duplex-PCR-Ergebnis und damit auch der
Tréagerstatus hier nicht eindeutig bewertbar waren.

Auf einem Signifikanzniveau von 5% konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der Gruppenzugehorigkeit und der Allelfrequenz (p = 0,199), beziechungsweise

zwischen der Gruppenzugehdrigkeit und dem Genotyp (p = 0,191) festgestellt werden.

Tab. 30 Ergebnisse der Genotypisierung mittels Fragmentliingenanalyse

Patientinnen und Patienten ohne massive Kontrollen p-Wert*
biallelische Expansionen (n=208)
(n=175)

Insgesamt getestete Allele 150 416

Allelfrequenz 0,199
WT 66 (44,0%) 215 (51,7%)

Leichte Exp. 69 (46,0%) 157 (37,7%)
Unbestimmt 15 (10,0%) 44 (10,6%)

Genotyp 0,191
WT/WT 16 (21,3%) 54 (26,0%)
WT/Leichte Exp. 26 (34,7%) 85 (40,9%)
WT/unbestimmt 8 (10,7%) 22 (10,6%)

Leichte Exp./Leichte Exp. 18 (24,0%) 31 (14,9%)
Leichte Exp./unbestimmt 7(9,3%) 10 (4,8%)
Unbestimmt/unbestimmt 0 (0,0%) 6 (2,9%)

*Chi-Quadrat-Test
Wildtyp (WT): 7 — 12 Repeats; Leichte Expansion (Exp.): 33 — 137 Repeats. (Quelle: Eigene Darstellung
Gisatulin et al., 2020)

3.2 Untersuchung auf das Vorliegen einer Founder-Mutation

Um zu iiberpriifen, ob die massiven biallelischen Repeat-Expansionen in dem RFCI-Gen
auf einen gemeinsamen urspriinglichen Haplotypen (Griinder- bzw. Founder-Mutation)
zurilickzufiihren sind, erfolgte eine Genotypisierung der Expansionstréger/-innen anhand von
Mikrosatelliten-Markern (sieche Abschnitt 2.3.6). Hierfiir wurden in dieser Arbeit vier
verschiedene Mikrosatelliten-Marker (D4S3001, D4S1581, D4S2382 und D4S174)
untersucht, welche in an die RFC/-Region (Chromosom 4p14) angrenzenden genomischen

Bereichen lokalisiert sind (siche Abb. 12).
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D4S3001 D4S1581  RFCT,Intron2 D4S2382  D4S174
(-6,27 Mb) (- 1,21 Mb) (+070 Mb)  (+ 1,48 Mb)

4p15.1 4p14
Abb. 12 Schematische Darstellung des Chromosoms 4 mit eingezeichneten Positionen der untersuchten
Mikrosatelliten-Marker sowie des RFCI-Repeats.
Die Abbildung zeigt die chromosomalen Loci der untersuchten Mikrosatelliten-Marker (4p15.1 fiir D4S3001,
und 4p14 fiir D4S1581, D4S2382, D4S174) auf dem hier schematisch dargestellten Chromosom 4 sowie deren
Entfernung zu dem untersuchten Repeat (RFCI, Intron 2). Mb — Megabasenpaar; RFCI — Replication Factor
C Subunit 1. (Quelle: Eigene Darstellung)

Bei insgesamt 17 von 21 Individuen mit massiven biallelischen RFCI-Repeat-Expansionen
wurde eine Mikrosatelliten-Genotypisierung durchgefiihrt (siche Abb. 2). Darunter befanden
sich 15 Individuen mit einem vollstindigen CANVAS sowie 2 Individuen mit einem
unvollstindigen CANVAS. Aufgrund von mangelndem genetischem Material wurden die 4
Expansionstrager/-innen aus der ILOCA-Patientengruppe nicht getestet. Des Weiteren
wurden 2 Kontrollproben von Individuen des Centre d'Etude du Polymorphisme Humain

(CEPH) getestet.

A. Kontrolle—CEPH1 17000+

0 A A
|
210 /216 bp
B. Kontrolle — CEPH 2 17000+
L
214 /220 bp
C. Patient/-in —L-13100 17000
0 i
214/216 bp
D. Patient/-in—L-9427 17000+
0 ot
210/214 bp

Abb. 13 Repriisentative Elektropherogramme der Mikrosatelliten-Genotypisierung von Individuen mit
einem vollstindigen CANVAS und Kontrollen am Beispiel des D4S1581-Mikrosatelliten-Markers.

Die Peaks entsprechen kapillarelektrophoretisch aufgetrennten Produkten einer den D4S1581-
Miktrosatelliten-Marker iiberspannenden PCR. Auf der y-Achse sind die gemessenen Intensititswerte
aufgetragen. Weist ein Individuum unterschiedlich langen Allele auf, sind zwei verschieden lange PCR-
Produkte (Peaks) in dem Elektropherogramm zu beobachten. Gezeigt sind Ausschnitte aus reprisentativen
Elektropherogrammen von zwei Kontrollen (A. und B.) und zwei Individuen mit einem CANVAS (C. und D.).
bp — Basenpaar; CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular Areflexia Syndrome;
CEPH — Centre d'Etude du Polymorphisme Humain; L-Nummer — Laborinterne Identifikationsnummer.
(Quelle: Eigene Darstellung)
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Die Langenbestimmung der vier untersuchten Mikrosatelliten-Marker erfolgte mittels PCR-
Amplifikation des Marker-Bereichs und anschlieBender Fragmentldngenanalyse der PCR-
Produkte. Exemplarische Elektropherogramme der Mikrosatelliten-Genotypisierung sind in
Abb. 13 dargestellt. Eine fiir einen gemeinsamen Ursprung der Mutation sprechende
Ubereinstimmung der Mikrosatelliten-Haplotypen wurde unter den Individuen mit massiven
biallelischen Expansionen nicht beobachtet. In Tab. 31 sind alle erhobenen Mikrosatelliten-
Genotypen der untersuchten Individuen zusammengefasst.

Tab. 31 Ergebnisse der Mikrosatelliten-Genotypisierung bei den untersuchten Patientinnen und
Patienten sowie Kontrollen

Untersuchte Mikrosatelliten-Marker

Get_es.tetes Gruppe

Individuum D4S3001 D4S1581 D4S2382 D4S174
CEPH 1 Kontrolle 218 /220 bp 210/216 bp 237/241 bp 179/179 bp
CEPH 2 Kontrolle 218 /224 bp 214 /220 bp 237 /240 bp 179 /185 bp
1-9324 Vollst CAVNAS 218 /222 bp 214 /220 bp 240/ 246 bp 177 /177 bp
L-10016 Vollst. CANVAS 222 /224 bp 214/216 bp 240/ 240 bp 189/ 189 bp
L-10167 Vollst. CANVAS 218 /224 bp 216 /220 bp 232/237 bp 177 /179 bp
L-10168 Vollst. CANVAS 218 /224 bp 216 /220 bp 232/237 bp 177 /179 bp
L-11178 Vollst. CANVAS 218/222 bp 214 /220 bp 240/ 246 bp 177 /177 bp
L-11205 Vollst. CANVAS 220/224 bp 216/216 bp 240/ 243 bp 175/ 181 bp
L-11310 Vollst. CANVAS 216/222 bp 216/220 bp 240 /240 bp 177/ 183 bp
L-11941 Vollst. CANVAS 216 /224 bp 216/216 bp 240 /240 bp 185/189 bp
L-12010 Vollst. CANVAS 220/224 bp 210/212 bp 232 /240 bp 177/ 183 bp
L-13068 Vollst. CANVAS 218 /220 bp 216/216 bp 240 /240 bp 179 /189 bp
L-13100 Vollst. CANVAS 224 /224 bp 214 /216 bp 232 /240 bp 177 /189 bp
L-13655 Vollst. CANVAS 222 /226 bp 214 /216 bp 240 /240 bp 179/179 bp
L-13770 Vollst. CANVAS 218 /218 bp 214 /220 bp 241/243 bp 179 /187 bp
L-13825 Vollst. CANVAS 218 /224 bp 214/218 bp 240/ 243 bp 179/ 189 bp
L-14591 Vollst. CANVAS 216 /224 bp 214 /220 bp 232 /240 bp 185/ 187 bp
L-9427 Unvollst. CANVAS 220/224 bp 210/214 bp 237 /240 bp 177 /187 bp
L-14467 Unvollst. CANVAS 218 /220 bp 214/216 bp 240 /242 bp 179 /185 bp

bp — Basenpaar; CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral Vestibular Areflexia Syndrome;
CEPH - Centre d'Etude du Polymorphisme Humain; L-Nummer — Laborinterne Identifikationsnummer.
Unvollst. — Unvollstdndig; Vollst. — Vollstindig.

3.3 Untersuchung der intergenerationalen Repeat-Stabilitit

Bei den Individuen ohne massive biallelische RFCI-Repeat-Expansionen wurde eine hohe
Heterogenitdt der Repeat-Léange in dem untersuchten RFCI-Locus (chr4:39350045-
39350103, GRCh37/hg19) beobachtet (siche Abschnitt 3.1.3.2). Aus diesem Grund wurde
die Hypothese aufgestellt, dass solche nicht-massiv expandierten Repeats moglicherweise
ein instabiles Vererbungsmuster aufweisen. Um diese Hypothese zu testen, wurde eine

Gruppe von 153 Individuen aus insgesamt 39 multigenerationalen Familien herangezogen,
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bei denen keine zerebelldren Ataxien bekannt waren (siche Abb. 2). Bei diesen Individuen
wurden die Repeat-Lingen mittels Fragmentlingenanalyse (siehe Abschnitt 2.3.5) eines
Repeat-iiberspannenden PCR-Produktes ermittelt und anschlieend innerhalb der Familien
ausgewertet, ob Repeat-Liangenverdnderungen bei der Vererbung an nachfolgende

Generationen zu beobachten waren.

Bei den getesteten Familienmitgliedern (n = 153) konnten Repeat-Lingen zwischen 7 und
134 Repeats beobachtet werden mit einer vergleichbaren Verteilung wie bei den in Abschnitt
3.1.3.2 getesteten Patientinnen und Patienten sowie Kontrollen ohne massive biallelische
RFCI-Expansionen. Insgesamt konnten 101 Transmissionen des Repeats ausgewertet
werden, von denen 92 (91,1%) stabil vererbt wurden. Bei neun Allelen (8,9%) wurde eine
Verdnderung der Repeat-Linge bei der Vererbung an nachfolgende Generationen
beobachtet (siche Abb. 14). Hierbei handelte es sich bei 4 Allelen um Expansionen um 1
Repeat (von 9, 10, 10 und 122 Repeats). Bei 5 transmittierten Allelen konnte eine
Verkiirzung der Repeat-Linge (Kontraktion) beobachtet werden, wobei bei 2 Allelen eine
Kontraktion um 1 Repeat (von 116 und 121 Repeats), bei 2 Allelen eine Verkiirzung um 2

Repeats (von 10 und 11 Repeats) und bei einem Allel eine Verkiirzung um 3 Repeats (von

10 Repeats) vorlag.
Beurteilbare Transmissionen
(n=101)
Stabile Allele Veranderungen der Repeat-Linge
(n=92) (n=9)
Expansionen (n = 4): Kontraktionen (n = 5):

* um1lRepeat: n=4 * um1Repeat: n
* um 2 Repeats: n
* um 3 Repeats: n

2
2
1

Abb. 14 Ubersichtsabbildung der ausgewerteten intergenerationalen Repeat-Transmissionen.

Um die Stabilitdt des Repeats bei der Vererbung an nachfolgende Generationen zu beurteilen, wurden bei 153
Mitgliedern von 39 Familien ohne bekannte Ataxien die Repeat-Léngen bestimmt. Von 101 analysierten
Transmissionen wurden 92 (91,1%) Allele stabil vererbt. Bei 9 (8,9%) der Allele wurde eine Verédnderung der
Repeat-Lénge beobachtet, darunter 4 Expansionen um 1 Repeat and 5 Kontraktionen um 1-3 Repeats. (Quelle:
Eigene Darstellung nach Gisatulin ef al., 2020)
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3.4 Funktionelle Untersuchungen des RFCI-Gens

Auf welchem Weg die massiven biallelischen Repeat-Expansion im nicht-kodierenden
Bereich des RFCI-Gens auf molekularer Ebene zu dem CANVAS-Phénotyp fiihren, ist nach
dem aktuellen Forschungsstand nicht bekannt (Cortese et al., 2019; Rafehi et al., 2019). Aus
diesem Grund wurden unterschiedliche funktionelle Analysen des RFFCI-Gens durchgefiihrt
(siche Abb. 2), deren Ergebnisse in den folgenden Abschnitten aufgefiihrt sind.

3.4.1 Expressionsanalyse des RFCI- und WDR19-Gens

Einen moglichen molekularen Pathomechanismus stellt die Beeintrdachtigung der Expression
des RFCI-Gens selbst oder dessen benachbarter Gene dar. Um diese Hypothese zu
tiberpriifen, wurden aus peripher-vendsem Blut extrahierte RNA-Proben von 4 Individuen

mit massiven biallelischen Repeat-Expansionen sowie von 5 Kontrollproben herangezogen.

Mittels reverser Transkription der RNA zu ¢cDNA und einer anschlieBenden quantitativen
Echtzeit-PCR (siehe Abschnitt 2.3.7) konnte die relative Expression des RFCI-Gens und
des 5’-benachbarten WD Repeat-containing Protein 19- (WDR19)-Gens im Verhéltnis zu
konstitutiv exprimierten Referenzgenen (fS—-Aktin, HGPRT und YWHAZ) bestimmt werden.
Es wurden hierbei keine statistisch signifikanten Unterschiede in der relativen Expression
des RFCI- oder WDR19-Gens zwischen Individuen mit massiven biallelischen Expansionen

und Kontrollen beobachtet (siehe Abb. 15).
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Abb. 15 Ergebnisse der Expressionsanalyse des RFCI- und WDR19-Gens in peripher-venésem Blut bei
Individuen mit einem vollstindigen CANVAS und Kontrollen.

Fiir die Expressionsanalyse des RFCI- und WDRI19-Gens wurden mittels quantitativer Echtzeit-PCR die
jeweiligen Transkriptkonzentrationen bei Expansionstrdgerinnen und Expansionstrigern mit einem
vollsténdigen CANVAS (n = 4) sowie Kontrollen (n = 5) gemessen und mit mRNA-Konzentrationen von drei
konstitutiv exprimierten Referenzgenen (f-Actin, HGPRT, YWHAZ) ins Verhiltnis gesetzt. Dargestellt sind die
gemittelten relativen mRNA-Konzentrationen der Patienten- und Kontrollgruppe fiir das RFCI-Gen (links)
sowie das WDRI19-Gen (rechts) unter Angabe der Standardabweichung (Fehlerbalken). Es konnte kein
statistisch signifikanter Unterschied (zweiseitiger t-Test) in der relativen Expression beider Gene zwischen der
Patienten- und Kontrollgruppe beobachtet werden. CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and
bilateral Vestibular Areflexia Syndrome; HGPRT — Hypoxantin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 1; mRNA
— messenger RNA; RFCI — Replication Factor C Subunit 1; WDR19 — WD repeat-containing Protein 19;
YWHAZ — 14-3-3 Protein zeta/delta. (Quelle: Eigene Darstellung nach Gisatulin ef al., 2020)

3.4.2 Untersuchungen der RFCI-pri-mRNA-Prozessierung

Neben einer veranderten Genexpression stellt die durch das Vorhandensein intronischer
Repeat-Expansion bedingte fehlerhafte Prozessierung der RFCI-pra-mRNA einen weiteren
moglichen molekularen Pathomechanismus dar (Malik ef al.,, 2021). Hierbei sind
insbesondere Alterationen des Spleilvorgangs, wie die Retention des Repeat-Expansions-
beinhaltenden Introns 2 oder das Uberspringen benachbarter Exons (Exon-Skipping), als

denkbare Pathomechanismen zu erwédhnen.

Die Untersuchungen auf das Vorliegen von Prozessierungsalterationen der RFCI-pra-
mRNA bei Expansionstridgerinnen und Expansionstrdgern erfolgte anhand von RNA-Proben
aus peripher-vendsem Blut. Hierfiir wurden wieder Proben der 4 verfiigbaren Individuen mit
massiven biallelischen Expansionen verwendet, bei welchen ein vollstdndiges klinisches
Bild des CANVAS vorlag. Zusitzlich wurden 7 Kontrollproben untersucht. Fiir die
anschlieBenden Analysen wurden diese RNA-Proben mittels reverser Transkription zu

cDNA umgeschrieben (siche Abschnitt 2.3.1.2).
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Um zu testen, ob es bei Individuen mit massiven biallelischen Repeat-Expansionen zu einer
zumindest teilweisen Retention des betroffenen zweiten Introns im Rahmen der RFC1-pra-
mRNA-Prozessierung kommt, wurde mittels konventioneller PCR (siche Abschnitt 2.3.2.2
A) ein cDNA-Abschnitt amplifiziert, welcher den Ubergang von Exon 2 zu Exon 3 des
RFCI-Gens tiberspannt. Ein einer Retention des etwa 6 kb langen Intron 2 entsprechendes
PCR-Produkt konnte weder bei den Tragerinnen und Trigern der Repeat-Expansion noch
bei den Kontrollproben nachgewiesen werden, womit sich die Hypothese einer (Teil-)
Intronretention, auch bei beobachteter gleichbleibender Expression (siehe Abschnitt 3.4.1),

nicht bestitigte (siche Abb. 16 A).

Um weiterhin zu iiberpriifen, ob es durch das Vorhandensein intronischer Expansionen in
dem RFCI-Gen zu dem Uberspringen von Exons (Exon-Skipping) kommt, wurde ein die
ersten neun Exons des RFCI-Transkripts umfassendes cDNA-Fragment nach PCR-
Amplifikation mittels Sanger-Sequenzierung (siche Abschnitt 2.3.4) analysiert. Sowohl bei
den getesteten Expansionstridgerinnen und Expansionstrigern (n = 4) als auch bei den
Kontrollen (n = 7) konnten hierbei keine Abweichungen von der Referenzsequenz und somit

kein Exon-Skipping beobachtet werden (siche Abb. 16 B).
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Abb. 16 Ergebnisse der Untersuchungen auf Prozessierungsalterationen der RFCI-pri-mRNA bei
Individuen mit einem vollstindigen CANVAS und Kontrollen.

(A) Dargestellt ist das Ergebnis der Agarosegelelektrophorese der den Ubergang von Exon 2 zu Exon 3 des
RFCI-Gens iiberspannenden cDNA-PCR von Expansionstrigerinnen und Expansionstrigern mit einem
vollstaindigem CANVAS (n = 4) sowie Kontrollen (n = 7). Bei den Individuen mit einem CANVAS konnte
kein alternatives PCR-Produkt detektiert werden, welches auf eine (teilweise) Retention des Expansions-
beinhaltenden zweiten Introns des RFC/-Gens hinweisen wiirde. (B) Gezeigt sind Ausschnitte von
exemplarische Elektropherogrammen der Sanger-Sequenzierung von PCR-Fragmenten, welche die ersten neun
Exons des RFCI-Gens umfassen. Sowohl bei den untersuchten Patientinnen und Patienten (hier reprisentativ
oben dargestellt) als auch bei den Kontrollen (hier reprisentativ unten gezeigt) konnte kein Uberspringen von
Exons (Exon-Skipping) beobachtet werden. bp — Basenpaar; CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy
and bilateral Vestibular Areflexia Syndrome; Léngenstd. — Léngenstandard; L-Nummer — Laborinterne
Identifikationsnummer. (Quelle: Eigene Darstellung nach Gisatulin et al., 2020)
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4 Diskussion

In der Krankheitsgruppe der spét beginnenden zerebelldren Ataxien weist ein wesentlicher
Anteil der Patientinnen und Patienten eine idiopathische Atiologie auf (Klockgether, 2010).
In den letzten Jahren konnte, parallel zu den eigenen Arbeiten (Gisatulin ef al., 2020) auch
von anderen Arbeitsgruppen, das Vorhandensein einer biallelischen Repeat-Expansion im
zweiten Intron des RFCI-Gens nicht nur in verschiedenen CANVAS-Patientengruppen,
sondern auch bei Patientinnen und Patienten mit anderen Ataxieformen nachgewiesen
werden (Aboud Syriani ef al., 2020; Cortese ef al., 2020). Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte
die genetische Charakterisierung von Individuen mit einem klinisch vollstindigen und
unvollstindigen CANVAS, von Individuen mit spdt beginnenden zerebelliren Ataxien
sowie von Kontrollen in Bezug auf die massiven biallelischen Repeat-Expansionen im
RFCI-Gen. Die hier erhobenen Daten sollen folgend im Hinblick auf die aktuelle Literatur

eingeordnet und vor dem Hintergrund der verwendeten Methoden kritisch bewertet werden.

4.1 Genotypisierung des RECI-Repeats bei Patientinnen und

Patienten mit verschiedenen Ataxieformen

Die Identifikation der massiven biallelischen Repeat-Expansionen im RFCI-Gen durch
Cortese et al. ermdglichte es ein besseres Verstiindnis fiir die Atiologie von CANVAS sowie
von anderen Ataxieformen des Erwachsenenalters zu schaffen (Cortese et al., 2019).
Dennoch sind die in der Literatur beschriebenen Fallzahlen gering, sodass zur Bewertung
der klinischen Relevanz dieser Repeat-Expansion die Erfassung der Pridvalenz und
Auspriagung der Mutation in moglichst vielen Patientengruppen entscheidend ist. Dazu
werden auch Verlaufsstudien iiber viele Jahre von Bedeutung sein. Die in dieser Arbeit
etablierte Duplex-PCR ermdglichte es, in einer Gruppe von 96 Ataxiepatientinnen und
Ataxiepatienten Triger/-innen massiver biallelischer RFCI-Repeat-Expansionen zu
identifizieren und diese folgend mittels Repeat-Primed-PCR, Sanger-Sequenzierung sowie

Southern-Blot und Fragmentldngenanalyse zu charakterisieren.

Massive biallelische Repeat-Expansionen im RFCI-Gen konnten in dieser Arbeit mittels
Duplex-PCR-Screening bei 88,2% (15 von 17) der eingeschlossenen Individuen mit einer

vollstdndigen klinischen Manifestation des CANVAS nachgewiesen werden (siche
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Abschnitt 3.1.1). Fiir die Privalenz der biallelischen RFCI-Repeat-Expansion bei
Individuen mit einem vollstindigen CANVAS finden sich in der aktuellen Literatur
unterschiedliche Angaben, welche je nach betrachteter Studie von 73% bis 100% reichen
(siehe Tab. 32). Die in dieser Arbeit ermittelte Haufigkeit der Mutation ist somit vergleichbar
mit den mittlerweile erhobenen Daten durch andere Arbeitsgruppen. Die teilweise sehr
unterschiedlichen Priavalenzen der RFCI-Expansion in den verschiedenen Studien (siche
Tab. 32), lassen sich womdglich auf die unterschiedlich grofen Fallzahlen, die
verschiedenen untersuchten Ethnizititen sowie uneinheitliche Diagnosekriterien fiir ein
vollstindiges CANVAS zuriickfiihren. Moglicherweise kam es auch in Studien mit
niedrigen Fallzahlen zu einer Untererfassung von Mutationstrigerinnen und

Mutationstragern.

Tab. 32 Zusammenfassung der berichteten Hiufigkeiten massiver biallelischer Repeat-Expansionen im
RFCI-Gen bei Patientinnen und Patienten mit spét beginnenden zerebelléiren Ataxien

Publikation Vollst. CANVAS ICJII;\II\(I)\%XS* Spét beg.innende.
Insgesamt sporadisch familir zerebelldre Ataxie
Gisatulin et al., 2020 88,2% (15/17)  84,6% (11/13)  100% (4/4) 22,2% (2/9) 21,9% (21/96)
Cortese et al., 2019 96,3% (26/27)  92% (11/12) 100% (15/15)  53,8% (21/39)  32,4% (56/173)
Rafehi et al., 2019 85,7% (30/35) na. n.a. n.a. n.a.
Akg¢imen et al., 2019 n.a. n.a. n.a. n.a. 1,1% (2/177)
Cortese et al., 2020 90% (63/70) n.a. n.a. n.a. 28,9% (105/363)
Fan et al., 2020 n.a. n.a. n.a. n.a. 0% (0/91)
Aboud Syriani ef al., 2020  73% (8/11) n.a. n.a. 22% (14/63) 3,2% (29/911)
Beecroft et al., 2020 100% (13/13)  100% (5/5) 100% (8/8) n.a. n.a.
Van Daele et al., 2020 100% (4/4) 100% (2/2) 100% (2/2) 22,2% (6/27) 13,9% (10/72)
Tsuchiya et al., 2020 100% (4/4) 100% (1/1) 100% (3/3) n.a. 10,5% (4/38)
Cakar et al., 2021 100% (5/5) 100% (5/5) n.a. n.a. n.a.
Kontogeorgiou et al., 2021  85,7% (6/7) 66,6% (2/3) 100% (4/4) 0 % (0/10) 8,9% (7/79)

* Unvollstaindiges CANVAS® wird, bis auf in Gisatulin et al, 2020 (siche Abschnitt 2.1.1 B), als das
gleichzeitige Vorliegen einer zerebelldren Ataxie und einer sensiblen Neuropathie definiert.

Diese Tabelle soll einen Uberblick geben iiber die in verschiedenen aktuellen Studien berichteten
Priavalenzdaten der massiven biallelischen Repeat-Expansionen im RFCI-Gen. In den aufgefiihrten Original-
Publikationen werden die Haufigkeiten der Mutation auf eine uneinheitliche Art und Weise berechnet. Um
eine bessere Vergleichbarkeit der Daten zu gewihrleisten, wurden fiir diese Ubersicht die Haufigkeiten in einer
einheitlichen Form angegeben, weswegen sich die Einzelwerte von den konkret in den Publikationen
genannten Angaben unterscheiden konnen. CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathie and bilateral
Areflexia Syndrome; n.a. — not available; Unvollst. — unvollstdndig; Vollst. — vollstindig.

In dieser Arbeit wurden neben Individuen mit einem vollstindigen CANVAS auch
Patientinnen und Patienten mit einer unvollstindigen Manifestation des Syndroms mittels
Duplex-PCR auf das Vorhandensein massiver biallelischer Expansionen im RFCI-Gen
gescreent. Insgesamt 22,2% (2 von 9) dieser Individuen konnten hierbei als Triger/-innen

der biallelischen RFCI-Expansion identifiziert werden (sieche Abschnitt 3.1.1). In der
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aktuellen Literatur finden sich vergleichbar wenige Studien, in denen die Privalenz der
Mutation bei Individuen mit einem unvollstindigen CANVAS erhoben wurde. Die
berichteten Héufigkeiten fiir diese Patientengruppe sind sehr unterschiedlich und liegen
zwischen 0% bis 53,8% je nach Studie (siche Tab. 32). Die in dieser Arbeit erhobene
Haufigkeit von ~22% wurde auch in zwei weiteren Studien bei Individuen mit einem
unvollstindigen CANVAS beobachtet (Aboud Syriani ef al., 2020; Van Daele et al., 2020).
Die Vergleichbarkeit der in dieser Promotionsarbeit erhobenen Prévalenzdaten fiir
Individuen mit einem unvollstindigen CANVAS ist jedoch eingeschrinkt, da die
Einschlusskriterien flir diese Patientengruppe in den betrachteten Studien von den hier
verwendeten abweichen. So werden in den Tab. 32 zu entnehmenden Studien nur
Patientinnen und Patienten mit einer zerebelldren Ataxie und einer sensorischen Neuropathie
der Gruppe ,,unvollstindiges CANVAS* zugeordnet, wohingegen in dieser Arbeit diese
Gruppe auch weitere unvollstindige CANV AS-Manifestationen umfasst (siche Abschnitt
2.1.1). AuBerdem ist die Gruppe mit neun Patientinnen und Patienten klein, sodass das 95%
Konfidenzintervall der Hiufigkeit zwischen 0 und 54% liegt.

Mittels Duplex-PCR-Screening wurde in dieser Arbeit weiterhin eine Gruppe von
Individuen mit einer ILOCA untersucht, von denen 5,7% (4 von 70) als Triger/-innen der
massiven biallelischen Repeat-Expansionen im RFCI-Gen identifiziert werden konnten.
Von den im Rahmen dieser Arbeit insgesamt gescreenten Patientinnen und Patienten mit
einer spdt beginnenden zerebelldren Ataxie konnten bei 21,9% (21 von 96) massive
biallelische Expansionen im RFCI-Gen nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 3.1.1). Es
finden sich in der Literatur diverse Studien, in denen die Haufigkeit der biallelischen RFC1-
Repeat-Expansion in verschiedenen Ataxiekohorten erhoben wurde. Die Angaben zur
Privalenz der Mutation bei Individuen mit einer spit beginnenden zerebelldren Ataxie
weisen in der Literatur erhebliche Unterschiede auf und reichen von 0% bis 32,4% (siehe
Tab. 32). Die in dieser Arbeit ermittelte Haufigkeit von 21,9% ist somit im Einklang mit den
Daten anderer Arbeitsgruppen. Insbesondere bei Ataxiekohorten mit groBtenteils
europdischer Abstammung konnten zu dieser Arbeit vergleichbare Héaufigkeiten beobachtet
werden (Cortese et al., 2019, 2020; Van Daele et al, 2020). Ob sich die
Privalenzunterschiede zwischen den verschiedenen Studien allein durch die
unterschiedlichen untersuchten Ethnizititen erkldren lassen, ist jedoch unklar, da die Studien
uneinheitliche Einschlusskriterien, unterschiedliche Vorscreenings sowie teilweise geringe

Fallzahlen aufweisen.
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Sowohl in dieser Arbeit als auch in weiteren aktuellen Publikationen konnte somit bei einem
hohen Anteil der Patientinnen und Patienten mit einer vollstindigen CANVAS-
Manifestation die neuartig beschriebene, biallelische Repeat-Expansion im RFCI-Gen
nachgewiesen werden. Ein Zusammenhang zwischen der RFCI-Repeat-Expansionen und
der Entstehung eines CANVAS konnte demnach auch in dieser Arbeit bestdtigt werden. Bei
Vorhandensein der vollstandigen klinischen CANVAS-Trias sollte folglich eine genetische
Abkldrung der Patientinnen und Patienten erwogen werden.

Die Tatsache, dass jedoch nicht alle klinisch mit einem CANVAS diagnostizierten
Individuen die Mutation aufweisen, ldsst eine genetische Heterogenitit des Syndroms
vermuten. So konnte bereits vor Erstbeschreibung der biallelischen RFCI-Repeat-
Expansion (Cortese et al., 2019) bei einer britischen CANVAS-Familie mittels Exom-
Sequenzierung eine Missense-Punktmutation (c.10G > A, p.A4T) im E74-like factor2-
(ELF2)-Gen identifiziert werden (Ahmad et al., 2018). Die Bedeutung dieser Mutation fiir
die Erkrankung ist jedoch noch nicht eindeutig geklart und eine Testung der Familie auf das
Vorhandensein massiver biallelischer Repeat-Expansionen im RFCI-Gen wire anzustreben

(Gisatulin ef al., 2020).

Massive biallelische Repeat-Expansionen im RFCI-Gen konnten sowohl in dieser Arbeit als
auch in weiteren aktuellen Studien nicht nur bei einem erheblichen Teil der Individuen mit
einem vollstindigen CANVAS, sondern auch bei bis zu ~30% der Patientinnen und
Patienten mit einer spét beginnenden zerebelldren Ataxie nachgewiesen werden (Cortese et
al., 2019). Der aus der Mutation resultierende Phénotyp scheint somit eine gewisse
Heterogenitit aufzuweisen. So konnte bei Trdgerinnen und Trigern der RFCI-Repeat-
Expansion neben dem klinisch manifesten CANVAS (bei 63%) auch weitere klinische
Auspriagungen, wie beispielsweise eine isolierte sensible Neuropathie beobachtet werden,
weswegen in der aktuellen Literatur vermehrt von RFCI-Spektrumerkrankungen
gesprochen wird (Cortese et al., 2020; Traschiitz et al., 2021). Selbst bei Ataxiepatientinnen
und -patienten, die nicht die Kriterien fiir ein CANVAS erfiillen, kann folglich eine

genetische Testung auf biallelische Expansionen im RFC/-Gen erwogen werden.

Um das intronische RFCI-Repeat bei den mittels Duplex-PCR identifizierten Individuen mit
massiven biallelischen Repeat-Expansionen beziiglich dessen Sequenz und Repeat-Léinge zu
charakterisieren, wurde in dieser Arbeit ein kombiniertes Vorgehen aus einer Repeat-

Primed-PCR, Sanger-Sequenzierung und Southern-Blot-Analyse angewandt (siche Abb. 2).
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Hierbei konnte bei allen Individuen mit massiven biallelischen RFCI-Expansionen
(AAGGG)exp.-Allele sowie bei einem Individuum zusdtzlich ein (AAAGG)exp.-Allel
nachgewiesen werden (siche Abschnitt 3.1.2). Mittels Southern-Blot-Analyse gelang es fiir
die massiv expandierten Allele Repeat-Langen von ~800 bis 1000 Repeats zu ermitteln
(siche Abschnitt 3.1.3.1). In der aktuellen Literatur finden sich dhnliche Angaben beziiglich
der Sequenz und Lidnge des RFCI-Repeats bei Individuen mit massiven biallelischen
Expansionen. So konnten bei der Mehrzahl der berichteten Mutationstrager/-innen
biallelische (AAGGG)-Repeat-Expansionen mit einer Ladnge von ~1000 Repeats (400 bis
2750 Repeats) nachgewiesen werden (Cortese et al., 2019, 2020; Rafehi et al., 2019; Aboud
Syriani et al., 2020; Van Daele et al., 2020; Kontogeorgiou et al., 2021; Cakar et al., 2021).
In der Literatur werden nur vereinzelt Tréger/-innen massiver biallelischer Expansionen
berichtet, die einen heterozygoten (AAGGG)exp/(AAAGG)exp -Trigerstatus aufwiesen,
weswegen die Pathogenitit der (AAAGG)exp.-Allele noch unklar ist (Rafehi et al., 2019;
Kontogeorgiou et al., 2021). In Studien mit verschiedenen asiatischen/indopazifischen
Patientenkohorten ~wurden weitere wahrscheinlich pathologische RFCI-Repeat-
Expansionen nachgewiesen, welche die (AAAGG)025(AAGGG)ey(AAAGG)s6- und
(ACAGG)-Repeat-Konfigurationen aufweisen (Beecroft et al., 2020; Scriba et al., 2020;
Tsuchiya et al., 2020). Bei den in dieser Arbeit untersuchten deutschen Individuen mit
biallelischen Expansionen im RFCI-Gen konnten diese Repeat-Sequenzen nicht
nachgewiesen werden. Dies unterstiitzt die in den genannten Publikationen aufgestellte
Hypothese, dass es sich bei diesen Repeat-Konfigurationen wahrscheinlich um

populationsspezifische Mutationen handle.

Bei mittels Duplex-PCR-Screening identifizierten Patientinnen und Patienten ohne massive
biallelische RFCI-Repeat-Expansionen (siehe Abschnitt 3.1.1) konnten mittels Repeat-
Primed-PCR und Sanger-Sequenzierung neben kurzen (AAAAG)-,,Wildtyp“-Allelen (8 —
12 Repeats) auch leicht expandierte (AAAAG)-Allele (30 — 150 Repeats) detektiert werden.
Diese wiesen bei manchen Individuen unterschiedlich lange Unterbrechungen durch Repeats
der (AAAGG)n-, (AGAAG)n- oder (AAGAG)n-Sequenz auf. In zwei Fillen lieBen sich des
Weiteren auch leicht expandierte (AAAGG)-Repeats nachweisen (siche Abschnitt 3.1.2.2).
Bei den in dieser Arbeit untersuchten Patientinnen und Patienten ohne massive biallelische
RFCI-Expansionen konnte somit eine hohe Variabilitit der Repeat-Sequenz beobachtet

werden, welche sich auch in den Ergebnissen weiterer aktueller Studien wiederfindet. So
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werden neben dem (AAAAG)i-Referenzallel auch Repeats der (AAAAG)exp-,
(AAAGG)exp-, (AAGAG)exp- und (AGAGG)exp.-Sequenz beschrieben (Akg¢imen et al.,
2019; Cortese et al., 2019; Fan et al., 2020; Van Daele et al., 2020). Diese Repeat-
Konfigurationen werden in den genannten Studien sowohl bei Patientinnen und -patienten
mit Ataxien als auch bei gesunden Kontrollen berichtet und weisen im Durchschnitt kiirzere
Repeat-Langen auf als die pathologischen (AAGGG)-Expansionen. Aus diesen Griinden
wird von den Autorinnen und Autoren dieser Arbeiten vermutet, dass es sich hierbei um
nicht-pathogene ,,Norm“-Varianten des Wildtyp-Repeats handle. Die in dieser Arbeit
beobachteten Unterbrechungen von (AAAAG)exp.-Allelen durch andere Repeat-Sequenzen
wurden noch nicht in anderen Studien beschrieben. Da diese Allele nur leichte Repeat-
Expansionen (< 150 Repeats) aufwiesen und der untersuchte RFCI-Repeat-Lokus von einer
hohen Sequenz-Heterogenitét gekennzeichnet ist, stellen wahrscheinlich auch diese Repeat-
Konfigurationen nicht-pathologische Normvarianten dar. Aufschluss hieriiber konnten
Segregationsanalysen in verfiigbaren Familienangehdrigen geben. Sobald der
Krankheitsmechanismus der RFCI-Repeat-Expansion verstanden ist, konnten iiberdies
weitere funktionelle Untersuchungen helfen die Bedeutung dieser Repeat-Unterbrechungen

zu beurteilen.

Zur Charakterisierung der Repeat-Lange von nicht-massiv expandierten Allelen bei
Patientinnen und Patienten mit Ataxien sowie Kontrollen erfolgte im Rahmen dieser Arbeit
eine Fragmentldngenanalyse, wobei fiir beide Gruppen vergleichbare Repeat-
Langenverteilungen ermittelt werden konnten (siehe Abschnitt 3.1.3.2). Insgesamt 44% (66
von 150) der untersuchten Patientenallele sowie 51,7% (215 von 416) der Kontrollallele
wiesen Repeat-Langen zwischen 7 und 12 Repeats auf, welche in dieser Arbeit als Wildtyp-
Allele zusammengefasst wurden. Leichte Repeat-Expansionen (33 — 137 Repeats) konnten
1n 46% (69 von 150) der Patienten- und in 37,7% (157 von 416) der Kontrollallele beobachtet
werden. In der Literatur werden fiir die Frequenz des Wildtyp-Allels sowohl bei
Ataxiepatientinnen und -patienten (~63% bis ~75%) als auch bei Kontrollen (~70% bis
~85%) deutlich hohere Werte angegeben als in dieser Arbeit (Akg¢imen et al., 2019; Cortese
etal.,2019; Fan et al.,2020; Wan et al., 2020). Wodurch diese Diskrepanz zu Stande kommt
und welche Bedeutung diese Beobachtung hat, ist jedoch unklar. Moglicherweise sind die
unterschiedlichen Ethnizitdten der in den Studien untersuchten Kohorten urséchlich fiir die

beobachteten abweichenden Héufigkeiten der Allelauspragungen.
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Zudem werden in den genannten Studien lediglich dem Referenzallel entsprechende
Wildtyp-Allele mit einer Repeat-Lange von 11 Repeats beschrieben, wohingegen die in
dieser Arbeit beobachtete Variabilitit der kurzen Wildtyp-Allele (7 — 12 Repeats) noch nicht
in der Literatur berichtet wurde. Diese Beobachtung belegt weiterhin die bereits
beschriebene, hohe Léangenvariabilitit des untersuchten RFCI-Repeats in der
Normalbevolkerung (Akgimen et al., 2019; Cortese et al., 2019; Fan et al., 2020; Gisatulin
et al., 2020). Expandierte Allele konnten in dieser Arbeit tendenziell etwas hdufiger in der
Patientengruppe beobachtet werden als bei den Kontrollen. Es lie sich jedoch kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Allelfrequenzen in den beiden Gruppen

nachweisen, weswegen weitere Untersuchungen in groBeren Gruppen notwendig sind.

Bei der Genotypisierung der in diese Arbeit eingeschlossenen Patientinnen und Patienten
sowie Kontrollen gelang es nicht fiir alle Individuen die Repeat-Sequenz oder -ldnge beider
untersuchten Allele zu bestimmen. Vor allem fiir Patientinnen und Patienten mit RFCI-
Repeat-Expansionen konnte in manchen Fillen mittels Sanger-Sequenzierung keine
eindeutig auswertbare Sequenz ermittelt werden (siehe Abschnitt 3.1.2.2). Hierbei folgte bei
manchen Proben auf einen auswertbaren Sequenzabschnitt aus wenigen Repeats eine
Zunahme des Hintergrundsignals oder eine starke Abnahme der Signalintensitat, sodass die
Repeat-Sequenz nicht eindeutig zu bewerten war. So konnten bei einigen Proben mit
expandierten (AAAAG)-Repeats zwar Unterbrechungen der Repeat-Sequenz beobachtet
werden, die genaue Repeat-Sequenz jedoch nicht mit hoher Sicherheit ermittelt werden.

In der Literatur finden sich zahlreiche Berichte iiber Schwierigkeiten bei der PCR-
Amplifikation und Sanger-Sequenzierung langer repetitiver DNA-Abschnitte (Zhao et al.,
2000; Kieleczawa, 2006; Hommelsheim et al., 2014; Liu et al., 2017). So kann es bei der
Vervielfaltigung langer repetitiver DNA-Sequenzen vermehrt zu Fehlern der DNA-
Polymerase (Polymerase-Slippage) oder zur Ausbildung von DNA-Sekundérstrukturen
kommen, welche die Sanger-Sequenzierung erschweren konnen (Clarke et al., 2001;
Chintalaphani et al., 2021). Des Weiteren kann es bei der Amplifikation einer langen Repeat-
Sequenz zur Ablosung der Polymerase von dem DNA-Strang kommen, sodass kiirzere PCR-
Produkte entstehen (Hommelsheim et al, 2014). Diese konnen in weiteren
Amplifikationsschritten wiederum als Primer fungieren, sodass mehrere unterschiedlich
lange PCR-Fragmente resultieren, welche potenziell sich iiberlagernde, nicht auswertbare

Sequenzen generieren konnten (Hommelsheim et al., 2014).
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In manchen Féllen konnte sowohl bei der Sanger-Sequenzierung als auch bei der
Fragmentlédngenanalyse lediglich ein Wildtyp-Allel beobachtet werden, obwohl mittels
quantitativer Echtzeit-PCR (qPCR) ein heterozygoter Tragerstatus des Wildtyp-Allels
nachgewiesen wurde (siche Abschnitt 3.1.3.2). Bei beiden Methoden werden die
resultierenden Repeat-iiberspannenden PCR-Produkte mittels Kapillarelektrophorese
analysiert. Die Auftrennung von DNA-Fragmenten in hoheren Langenbereichen (> 800 bp)
ist hierbei eingeschrinkt, wodurch eine genaue Léngenbestimmung bei grofen PCR-
Produkten nicht moglich ist (Stranneheim und Lundeberg, 2012). Ob in diesen Fillen ein
heterozygoter Tragerstatus eines massiv expandierten Allels (> 400 Repeats) oder eines
nicht pathogenen leicht expandierten Repeats (bis ~200 Repeats nach Cortese et al., 2019)
vorliegt, kann somit mit diesen Methoden nicht beurteilt werden. Um diese Unterscheidung
treffen zu konnen, miisste weiterhin eine Southern-Blot-Analyse der jeweiligen Proben
erfolgen. Diese Methode ist allerdings sehr zeitaufwendig und grole Mengen hoch-
qualitativer DNA werden benétigt (Southern, 2006; Chintalaphani et al., 2021). Im Rahmen
dieser Arbeit lag der Fokus auf der Etablierung eines Southern-Blot-Protokolls zur Testung

einzelner massiv expandierter Allele.

Die verwendeten Methoden weisen somit wesentliche Limitationen bei der Analyse langer
repetitiver DNA-Sequenzen auf. Vielversprechende Ansétze zur Analyse der Sequenz und
Linge langer Repeat-Expansionen stellen neue NGS-Verfahren dar, wie die Nanopore-
Sequenzierung (Oxford Nanopore Technology) oder die Single-Molecule-Realtime-
Sequenzierung (Pacific-Biosystems) (Kumar et al., 2019; Chintalaphani ef al., 2021). Diese
Sequenziertechniken  ermoglichen die  Analyse langer DNA-Fragmente auf
Einzelmolekiilebene (bis zu ~1-2 Mb fiir die Nanopore-Sequenzierung) und werden auch als
Long-Read-Sequencing-  oder  Third-Generation-Sequencing-Verfahren  bezeichnet
(Amarasinghe et al., 2020; Chintalaphani et al., 2021). Bei der Nanopore-Sequenzierung
werden bei Durchtritt von DNA-Fragmenten durch Nanoporen einer Membran Nukleotid-
spezifische Spannungsinderung gemessen und auf diese Weise die DNA-Sequenz ermittelt
(Deamer et al., 2016; Mantere et al., 2019). Ein Vorteil dieser Methode insbesondere fiir die
Sequenzierung langer repetitiver Sequenzen ist somit, dass im Gegensatz zur Sanger-
Sequenzierung keine wie oben beschriebene, fehleranfillige Polymerase-vermittelte
Amplifikation von DNA notwendig ist. So ist es einer Arbeitsgruppe bereits gelungen bei

einem Individuum mit CANVAS die massiven biallelischen (AAGGG)-Expansionen im
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RFCI-Gen mittels Nanopore-Sequenzierung zu sequenzieren (Nakamura et al., 2020). Es
wére somit fiir zukiinftige Analysen von Patientinnen und Patienten mit einem CANVAS

sinnvoll diese Methode zur Genotypisierung zu verwenden.
4.2 Hypothesen zur Entstehung der RF'CI-Repeat-Expansion

Um zu iiberpriifen, ob die massiven biallelischen Repeat-Expansionen im RFCI-Gen auf
einen gemeinsamen urspriinglichen Haplotypen (Griinder- bzw. Founder-Mutation)
zurlickgefiihrt werden konnen, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit eine Genotypisierung der
Expansionstrager/-innen anhand von vier unterschiedlichen Mikrosatelliten-Markern.
Hierbei konnte keine fiir eine Founder-Mutation sprechende Ubereinstimmung der
ermittelten Haplotypen beobachtet werden (sieche Abschnitt 3.2). Im Gegensatz dazu gelang
es Cortese und Kollegen bei fast allen untersuchten Individuen mit biallelischen (AAGGG)-
Expansionen einen gemeinsamen Haplotypen (47,9 kb; chr4:39318706-39366590, hg19) zu
identifizieren, welcher fiir das Vorliegen einer Founder-Mutation spricht (Cortese et al.,
2019). In weiteren Studien konnte ebenfalls ein gemeinsamer Founder-Haplotyp bei
Individuen mit biallelischen RFC/-Expansionen nachgewiesen werden (Rafehi ef al., 2019;
Beecroft et al., 2020; Nakamura et al., 2020; Scriba et al., 2020; Cakar et al., 2021).
Basierend auf der Lange des iibereinstimmenden Haplotypen konnte berechnet werden, dass
die Mutation wahrscheinlich vor etwa 25 000 Jahre entstanden sein muss (Rafehi et al.,

2019).

Zur Haplotypanalyse wurden in den genannten Studien mittels Whole-Exome-
Sequenzierung erhobene Single-Nucleotide-Polymorphismen (SNPs) als Marker verwendet,
im Gegensatz zu den in dieser Arbeit verwendeten Mikrosatelliten-Markern. So konnte eine
groflere Anzahl an Markern fiir die Haplotypanalyse herangezogen werden, welche eine
geringere genomische Entfernung von der untersuchten RFCI-Repeat-Expansion aufwiesen
als die in dieser Arbeit verwendeten Marker. Der auf diese Weise ermittelte Founder-
Haplotyp umfasst je nach Studie einen genomischen Bereich von 47,9 kb bis 0,36 Mb
(Cortese et al., 2019; Rafehi et al., 2019), wohingegen die in dieser Promotionsarbeit
verwendeten Mikrosatelliten-Marker auflerhalb dieses Bereiches lagen mit einer minimalen
Entfernung von dem RFC/-Repeat von 0,7 Mb fiir den D4S2382-Marker. Mittels der hier
gewdhlten Mikrosatelliten-Marker hétte, der in den Studien identifizierte Founder-Haplotyp

somit nicht nachgewiesen werden konnen, weswegen es interessant wére bei den in diese
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Arbeit eingeschlossenen Patientinnen und Patienten eine Haplotypanalyse mit ndher an dem
Repeat gelegenen Markern (SNPs oder Mikrosatelliten) durchzufithren. Mit den
vorliegenden Untersuchungen konnte allerdings ein nahezuriickliegender Founder, der zu

einem grofB3en geteilten chromosomalen Abschnitt fithren wiirde, ausgeschlossen werden.

Im Rahmen der Genotypisierung der in diese Arbeit eingeschlossenen Individuen konnte
eine hohe Léngenvariabilitdt der nicht-massiv expandierten RFCI-Repeats beobachtet
werden (siche Abschnitt 3.1.3.2), weswegen eine mdglicherweise instabile Vererbung
derartiger Allele vermutet wurde. Von anderen Repeat-Expansionserkrankungen, wie
beispielsweise Morbus Huntington, ist bekannt, dass es insbesondere bei der Vererbung von
leicht expandierten Allelen zu einer Zunahme der Repeat-Linge kommen kann (Trottier et
al., 1994; Pearson et al., 2005). Durch die Vererbung instabiler Repeat-Allele kann es so zu
einer de novo Entstehung pathologisch langer Repeat-Expansionen kommen (Paulson,
2018). Um zu untersuchen, ob auch bei dem RFCI-Repeat eine instabile Vererbung
beobachtet werden kann, wurden im Rahmen dieser Arbeit insgesamt 101 Repeat-
Transmissionen in 39 untersuchten Familien ausgewertet. Hierbei wiesen jedoch 91,1% der

Allele ein stabiles Vererbungsmuster auf (sieche Abschnitt 3.3).

In der Literatur finden sich aktuell keine weiteren Studien, in denen die Vererbung von nicht-
massiv expandierten RFCI-Repeats untersucht wurde. Durch einige Arbeitsgruppen konnte
jedoch ein gemeinsamer Founder-Haplotyp bei Individuen mit massiven biallelischen
RFCI-Expansionen nachgewiesen werden, sodass fiir die meisten untersuchten
Expansionstrager/-innen die Entstehung der Mutation auf einen gemeinsamen Vorfahren
zuriickgefiihrt werden konnte (Cortese et al., 2019; Rafehi et al., 2019; Beecroft et al., 2020;
Nakamura et al., 2020; Scriba et al., 2020; Cakar et al., 2021). In Anbetracht dieser
Ergebnisse und der hier erhobenen stabilen Vererbung des RFCI-Repeats, lasst sich somit
schlussfolgern, dass die massiven Pentanukleotidexpansionen wahrscheinlich eher selten de

novo aus der Expansion nicht-massiv expandierter Allele entstehen.

Ob die massiven (AAGGG)-Expansionen jedoch eine instabile Vererbung aufweisen,
konnte sowohl im Rahmen dieser Arbeit als auch in weiteren Studien aufgrund mangelnder
multigenerationaler Familien mit Mutationstrdgerinnen und Mutationstridgern sowie den
Schwierigkeiten der exakten Repeat-Léingenbestimmung bei massiven Expansionen nicht

beurteilt werden (Cortese et al., 2019; Gisatulin et al., 2020). Fiir andere Erkrankungen ist
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beschrieben, dass insbesondere sehr lange Repeat-Expansionen eine hohe meiotische und
somatische Instabilitdt aufweisen (Paulson, 2018), sodass zukiinftig weitere Untersuchungen

zur Beurteilung der Instabilitdt von massiven RFCI-Repeat-Expansionen notwendig sind.
4.3 Molekularer Mechanismus der RFCI-Repeat-Expansion

Repeat-Expansionen konnen mittels unterschiedlicher molekularer Mechanismen zur
Krankheitsentstehung fiithren, welche prinzipiell zu einem Funktionsverlust (Loss-of-
function, LOF) oder einem toxischen Funktionsgewinn (Gain-of-function, GOF) des
betroffenen Gens fithren kdnnen (Malik et al., 2021). Repeat-Expansionserkrankungen, bei
denen eine LOF des Genproduktes beschrieben ist, wie beispielsweise die Friedreich-Ataxie
oder die Progressive Myoklonusepilepsie Typ 1, weisen typischerweise einen autosomal-
rezessiven Erbgang auf (Paulson, 2018). Verschiedene LOF-Mechanismen von Repeat-
Expansionen sind bereits bekannt und umfassen unter anderem epigenetische
Verianderungen (z. B. DNA-Hypermethylierung) oder die Ausbildung von DNA/RNA-
Sekundarstrukturen (R-Loops), welche in einer verminderten Transkription des jeweiligen

Gens resultieren (Depienne und Mandel, 2021).

Da das CANVAS ein autosomal-rezessives Vererbungsmuster aufweist, wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine LOF des RFCI-Gens vermutet, weswegen bei Individuen mit massiven
biallelischen = RFCI-Expansionen  mittels  quantitativer =~ Echtzeit-PCR  eine
Expressionsanalyse erfolgte. Auf Transkriptebene konnten hierbei jedoch keine
verminderten RFCI- oder WDR19-Expressionslevel in vendsem Blut nachgewiesen werden
(sieche Abschnitt 3.4.1). Dieses Ergebnis ist im Einklang mit den Resultaten der durch
Cortese et al. durchgefiihrten Expressionsanalysen (Cortese et al., 2019). Weder in Blut-
Lymphoblasten noch in Fibroblasten, Neuronen des frontalen Kortex oder des Zerebellums
von Individuen mit biallelischen RFCI-Pentanukleotidxpansionen konnten hier verminderte
RFCI-Expressionslevel auf sowohl mRNA- als auch Proteinebene nachgewiesen werden.
Ahnlich wie in dieser Arbeit, wurde weiterhin kein eindeutiger Effekt der RFCI-Expansion
auf die Expression von sowohl benachbarten als auch entfernten Genen beobachtet (Cortese
et al., 2019). Nach dem aktuellen Stand der Forschung ist somit kein direkter LOF-
Mechanismus der biallelischen RFCI-Expansionenen nachzuweisen. Einschrinkend ist
jedoch zu bemerken, dass sowohl in dieser Promotionsarbeit als auch in der betrachteten

Studie insgesamt nur wenige Expansionstrager/-innen untersucht wurden (jeweils maximal
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5 Patientinnen und Patienten). Folglich ist es aufgrund der kleinen Fallzahlen mdglich, dass

geringe Verdnderungen der Expressionslevel nicht erfasst wurden.

Neben einer verminderten Genexpression sind bei verschiedenen Repeat-
Expansionserkrankungen auch weitere pathogene molekulare Mechanismen bekannt. So
konnen Repeat-Expansionen zu einer fehlerhaften RNA-Prozessierung fiithren, wie
beispielsweise einer Intron-Retention oder einer friihzeitigen Polyadenylierung von mRNA
(Sznajder et al, 2018; Malik et al., 2021). Die Retention eines Repeat-Expansion-
beinhaltenden Introns wurde bereits bei unterschiedlichen Erkrankungen, wie der Myotonen
Dystrophie Typ 2 oder der Amyotrophen Lateralsklerose beschrieben und kann unter
anderem zu einer toxischen RNA-Akkumulation im Zellkern fithren (Niblock et al., 2016;
Sznajder und Swanson, 2019). Weiterhin kann es bei Transport ins Zytoplasma zur
Translation der Repeat-Sequenz und zu einem Anfall zytotoxischer Proteine kommen (Malik
et al., 2021). Mittels PCR-Amplifikation eines den Ubergang von Exon 2 zu Exon 3 des
RFCI-Gens iberspannenden cDNA-Abschnittes, konnte im Rahmen dieser Arbeit bei
Individuen mit massiven biallelischen RFCI-Repeat-Expansionen jedoch keine Retention
des betroffenen zweiten Introns nachgewiesen werden. Weiterhin lieBen sich bei den hier
untersuchten Individuen mittels Sanger-Sequenzierung keine Spleiflalterationen, wie
beispielsweise das Uberspringen von Exons in den ersten neun Exons der RFCI-mRNA
beobachten (siehe Abschnitt 3.4.2). Auch Cortese et al. konnten in reifer RFCI-mRNA
weder eine Intron-Retention noch weitere SpleiBverdnderungen beobachten (Cortese et al.,
2019). Bei der Analyse unreifer RFCI-pra-mRNA mittels quantitativer Echtzeit-PCR konnte
hingegen in unterschiedlichen Geweben (Lymphoblasten, Muskel, frontaler Kortex,
Zerebellum) eine Retention des betroffenen zweiten Introns nachgewiesen werden (Cortese
et al., 2019). Die Bedeutung einer moglichen Intron-Retention fiir den molekularen
Pathomechanismus des CANVAS ist somit noch unklar und erfordert weiterer Erforschung

an einer grofleren Anzahl von Proben.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es die mit der Entstehung des Cerebellar Ataxia with Neuropathy and
bilateral vestibular Areflexia Syndrome (CANVAS) in Zusammenhang gebrachte
biallelische (AAGGG)-Repeat-Expansion in dem Replication Factor C Subunit 1 (RFCI)-
Gen in einer Gruppe von Patientinnen und Patienten mit unterschiedlichen Ataxieformen zu
validieren und molekulargenetisch zu charakterisieren. Insgesamt wurden 457 Individuen
genetisch untersucht. Darunter befanden sich 26 Individuen mit einem klinisch vollstindigen
oder unvollstindigen CANVAS, 70 Individuen mit einer idiopathischen spét beginnenden
zerebelldren Ataxie (ILOCA) sowie 208 Kontrollen. 153 Individuen aus 39 Familien wurden
zur Untersuchung der intergenerationalen Repeat-Stabilitit eingeschlossen.

Alle Patientinnen und Patienten wurden mittels Duplex-PCR auf das Vorliegen massiver
biallelischer RFCI-Repeat-Expansionen getestet. Mittels Repeat-Primed-PCR, Sanger-
Sequenzierung, Fragmentldngenanalyse sowie Southern-Blot erfolgte die Charakterisierung
der Repeat-Sequenz und -Lénge. Die Haplotypanalyse der Expansionstriager/-innen erfolgte
anhand von Mikrosatelliten-Markern. Die Expression des RFCI- und des 5 -benachbarten
WDR19-Gens wurde mittels quantitativer Echtzeit-PCR analysiert.

Insgesamt 88% (15/17) der Individuen mit vollstindigem CANVAS, 22% (2/9) der
Individuen mit unvollstindigem CANVAS sowie 6% (4/70) der Individuen mit ILOCA
konnten als Trager/-innen massiver biallelischer Repeat-Expansionen im RFCI-Gen
identifiziert werden. Fiir die massiv expandierten RF'C/-Allele konnte eine Lange von 800-
1000 Repeats und in der Mehrzahl eine (AAGGGQG),-Sequenz nachgewiesen werden. Nicht-
massiv expandierte Allele wiesen Lingen von 7-137 Repeats sowie ein relativ stabiles
Vererbungsmuster auf. Es konnte kein gemeinsamer Founder-Haplotyp bei Individuen mit
massiven biallelischen RFCI-Expansionen nachgewiesen werden. Weder verminderte
RFCI-und WDR19-Expressionslevel noch eine Retention des Repeat-beinhaltenten Introns
konnte bei Mutationstrdgerinnen und Mutationstragern detektiert werden (Gisatulin et al.,
2020).

Zusammenfassend stellen massive biallelische Repeat-Expansionen im RFCI-Gen eine
haufige genetische Ursache des CANVAS dar und konnen in einer bemerkenswerten Anzahl
von Individuen mit unterschiedlichen spit beginnenden zerebelldren Ataxieformen gefunden
werden. Der Pathomechanismus iiber welchen die Repeat-Expansion die Krankheit

verursacht, ist allerdings nach wie vor unklar und erfordert weitere Analysen.
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7 Anhang

7.1 Votum der Ethikkomission

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen am Menschen lag ein positives

Votum der Ethikkomission der Universitdt zu Liibeck fiir folgende Antriage vor:

,Molekulargenetische = Ursachen der  Ataxie®, Aktenzeichen: 07-130,
Genehmigungsschreiben: 07.11.2007.

,ldentifizierung neuer Gene bei Bewegungsstorungen mittels ,,next generation

sequencing“, Aktenzeichen: 11-021, Genehmigungsschreiben: 20.05.2011.

»Systemphysiologie bei seltenen Bewegungsstorungen am Beispiel der
spinozerebelliren Ataxien“, Aktenzeichen: 16-068, Genehmigungsschreiben:

26.05.2016.

7.2 Klinische Informationen zu den eingeschlossenen CANVAS-

Familien

In dieser Arbeit wurden zwei Familien (LUE 01 und LUE 02) mit je zwei an CANVAS
erkrankten Geschwisterpaaren genetisch untersucht (siehe Abschnitt 2.1.1). In dem
folgenden Abschnitt werden nédhere klinische Beschreibungen dieser Familien aufgefiihrt.
Die Erhebung der Krankengeschichten sowie die klinisch-neurologische Untersuchung der
Familien erfolgte vor Beginn dieser Arbeit durch erfahrene Arztinnen und Arzte (Prof. Dr.
med. Christoph Helmchen; Dr. med. Vera Tadic; Prof. Dr. med. Alexander Miinchau; Prof.
Dr. med. Norbert Briiggemann) der Klinik fiir Neurologie des Universititsklinikums
Schleswig-Holstein, Campus Liibeck. Die im Folgenden geschilderten Anamnesen und
klinischen Untersuchungsbefunde sind iibersetzt nach den in der Publikation von Gisatulin

et al. aufgefiihrten Kasuistiken (Gisatulin et al., 2020).
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7.2.1 Familie LUE 01

Die Indexpatientin (L-11178, siche Abb. 17) der Familie LUE 01 war eine 82-jdhrige
Patientin, welche mit einer seit 10 Jahren bestehenden, progressiven Gangunsicherheit und
einer seit etwa 20 Jahren andauernden Horminderung vorstellig wurde. Der klinisch-
neurologische Befund, drei Jahre nach Einsetzen der Gangunsicherheit, ergab bei der
Untersuchung der Hirnnerven omnidirektional sakkadische Augenbewegungen, einen
horizontal-rotierenden Spontannystagmus, eine Dysarthrie, eine bilaterale Hypakusis und
einen beidseits beeintrdchtigten Vestibulo-okuldren-Reflex (VOR) im Kopfimpulstest. Bei
der Testung der Muskeleigenreflexe fiel ein beidseits fehlender Achillessehnenreflex auf.
Die Untersuchung der Sensorik ergab ein bimelleolédr herabgesetztes Vibrationsempfinden
(5/8), einen beeintrachtigten Lagesinn sowie eine verringerte Zwei-Punkt-Diskrimination.
Die Untersuchung der Zielmotorik zeigte einen kinetischen Handtremor. Bei der Gang- und
Standbeurteilung fiel eine deutliche Ataxie mit breitbasigem Gangbild und eine ausgeprigte
posturale Instabilitdt mit einer spontanen Sturzneigung auf. Im Krankheitsverlauf verlor die

Patientin die Fahigkeit zu gehen und war nur noch mit dem Rollstuhl mobil.

O

L-11178 L-11016 L-9324

Abb. 17 Stammbaum der Familie LUE_01.

Schwarz gekennzeichnete Symbole markieren an CANVAS erkrankte Individuen. Weibliche Individuen sind
als Kreise, ménnliche als Vierecke dargestellt. Bei genetisch untersuchten Individuen ist die laborinterne
Identifikationsnummer (L-Nummer) angegeben. CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral
vestibular Areflexia Syndrome; L-Nummer — Laborinterne Identifikationsnummer.

Der 74-jdhrige Bruder (L-9324, sieche Abb. 17) der Indexpatientin war ein ehemaliger
Fahrzeugfiihrer mit seit etwa 13 Jahren bestehendem Schwindel beim Stehen und Gehen und
einer resultierenden Gangunsicherheit. Der Schwindel war begleitet von der Unfdhigkeit
Objekte mit den Augen zu fixieren und von Oszillopsien wihrend der Fortbewegung und
dem Ausfiihren schneller Koptbewegungen. Es bestand eine zunehmende Beeintrichtigung
der Feinmotorik mit einer zunehmend unleserlichen Handschrift. Der klinisch-

neurologischen Befund, zwei Jahre nach Krankheitsbeginn, ergab bei der Untersuchung der
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Hirnnerven sakkadische Augenbewegungen, hypometrische horizontale Sakkaden mit einer
normalen Geschwindigkeit, einen horizontal-rotierenden Spontannystagmus und einen
bilateral stark reduzierten VOR im Kopfimpulstest. Die Uberpriifung der
Muskeleigenreflexe zeigte einen bilateral verminderten Patellar- und Achillessehnenreflex.
Bei der Untersuchung der Sensorik fiel beidseits eine strumpfartige Hypésthesie der unteren
Extremitit und ein bimelleoldr abwesendes Vibrationsempfinden (0/8) auf. Die Uberpriifung
der Zielmotorik ergab bilateral einen pathologischen Finger-Finger- und Finger-Nase-
Versuch mit linksseitig stirkerer Ausprigung sowie eine linksseitige Dysdiadochokinese.
Die Gang- und Standuntersuchung zeigte eine moderate Ataxie mit einer Unfdhigkeit den
Seiltinzergang auszufiihren.

Im Krankheitsverlauf kam es zu einer Progression der Hypésthesie der unteren Extremitit,
sowie der Stand- und Gangataxie. Der Patient entwickelte einer Dysarthrie, einen
Blickrichtungsnystagmus, eine gestdrte Suppression des VOR, eine Hypalgesie, eine
Thermohypisthesie der unteren Extremitit und einen positiven Romberg-Versuch.
Anamnestisch gab der Patient keine auf eine autonome Dysfunktion hinweisenden
Symptome an, obwohl der Schellong-Test eine abnormale orthostatische Regulation

anzeigte.

Die Krankengeschichte und neurologische Untersuchung eines weiteren, 80-jdhrigen
Bruders (L-11016, siche Abb. 17) der Index-Patienten war unauffillig. Im Rahmen dieser
Arbeit konnten bei ihm keine massiven biallelischen Repeat-Expansionen im RFCI-Gen

nachgewiesen werden.
7.2.2 Familie LUE 02

Der Indexpatient (L-10167, siche Abb. 18) war ein 62-jdhriger Mann mit einer seit 7 Jahren
langsam fortschreitenden Gangunsicherheit. Laut Angabe des Patienten, beobachtete der
Hausarzt schon im Alter von 50 Jahren eine Standunsicherheit. Bei Vorstellung gab der
Patient Schwindel wéhrend schneller Korper- und Kopfbewegungen an. Der klinisch-
neurologische Befund ergab bei der Untersuchung der Hirnnerven auffillige sakkadische
Augenbewegungen linksseitig und einen bilateral pathologische VOR im Kopfimpulstest.

Im Krankheitsverlauf entwickelte der Patient zusétzlich einen Down-beat-Nystagmus.
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Bei der Uberpriifung der Muskeleigenreflexe zeigte sich ein linksseitig reduzierter
Tricepssehnenreflex sowie ein beidseits leicht abgeschwéchter Achillessehnenreflex. Die
Untersuchung der Sensorik zeigte eine bimelleolire Beeintrachtigung des
Vibrationsempfindens und eine Hypisthesie des C6-Dermatoms links (wahrscheinlich als
Folge einer vorherigen zervikalen Bandscheibenprotrusion). Die Beurteilung von Stand und
Gang zeigte eine leicht erhdhte Variabilitit der Schrittlinge und eine leichte
Gleichgewichtsstorung wiahrend schnellen Drehmandvern. Beim Romberg-Stehversuch

zeigte sich eine leichte Zunahme der posturalen Ataxie.

O

-

L-13119 L-10167 L-10168

Abb. 18 Stammbaum der Familie LUE_02.

Schwarz gekennzeichnete Symbole markieren an CANVAS erkrankte Individuen. Weibliche Individuen sind
als Kreise, méannliche als Vierecke dargestellt. Mit einem Querstrich verbundene Geschwister kennzeichnen
Zwillinge. Bei genetisch untersuchten Individuen ist die laborinterne Identifikationsnummer (L-Nummer)
angegeben. CANVAS — Cerebellar Ataxia with Neuropathy and bilateral vestibular Areflexia Syndrome; L-
Nummer — Laborinterne Identifikationsnummer.

Der Zwillingsbruder (L-10168, siehe Abb. 18) des Indexpatienten berichtete iiber eine seit 3
Jahren bestehende Gangunsicherheit sowie Schwindel insbesondere bei schnellen
Drehbewegungen des Korpers und Kopfes, im Dunkel und beim Gehen auf unebenem
Grund. Der klinisch-neurologische Befund ergab bei der Hirnnervenuntersuchung einen
rechtsseitig pathologischen Kopfimpulstest. Die Untersuchung der Sensorik zeigte eine
Hypaésthesie des linken lateralen Unterschenkels. Der Romberg-Test war positiv. Drei Jahre
nach Krankheitsbeginn zeigte der Patient eine leichte Progression der Gangunsicherheit,
einen bilateral pathologischen Kopfimpulstest sowie einen bei Blick nach unten oder lateral
zunehmenden Down-Beat-Nystagmus. Quantitative Aufnahmen des Kopfimpulstest zeigten

einen stark reduzierten VOR-Gain bilateral (0.5 £ 0.06).

Die klinisch-neurologische Untersuchung und der vKIT des vier Jahre dlteren Bruders (L-
13119, siche Abb. 18) waren ohne pathologischen Befund. Im Rahmen der in dieser Arbeit
durchgefiihrten genetische Untersuchungen konnten bei thm keine massiven biallelischen

Repeat-Expansionen im Intron 2 des RFCI-Gen nachgewiesen werden.
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7.3 Fir die Untersuchung der intergenerationalen RFCI-Repeat-

Stabilitdt eingeschlossene Familien

Fir die Untersuchung der Stabilitit des RFCI-Repeats bei der intergenerationalen
Vererbung wurden im Rahmen dieser Arbeit insgesamt 153 Individuen aus 39 Familien ohne
Ataxien genetisch untersucht (siche Abschnitt 2.1.3). Die Stammbadume dieser Familien

werden in der folgenden Abbildung (siche Abb. 19) zusammengefasst dargestellt.

Familie 1.1 Familie 1.2 Familie 2

O

L-1687 11693 L1678 L7809
WT1)exp. | WT(11)/exp(98) exp. WT10)WT(11)
L-1670 L-1672 L-1681 é
WTOYWT(11)  WT(Q)exp(131) WT(10)/exp(108) L-7904 1-7896 L-7903
WT(RYWT(11) WT(8)WT(10) WT(RYWT(11)

O

L-1685
WT(10)exp(97)
Familie 3
L-1243
exp(109)exp(114)
L-295 L-10141
WT(10)/exp(109) WT(10)/exp(114)

70

exp(98)/exp(109) L2137
WT(10)/exp(70)

Abb. 19 Stammbiume der zur Analyse der RFCI-Repeat-Transmission eingeschlossenen Familien.

Mit Kreisen markierte Individuen sind weiblich, mit Vierecken ménnlich, mit Rauten von unbekanntem
Geschlecht. Doppelstriche zwischen zwei Individuen zeigen eine Konsanguinitit an. Mit einem Querstrich
verbundene Geschwister kennzeichnen Zwillinge. Bei genetisch untersuchten Individuen ist die laborinterne
Identifikationsnummer sowie der ermittelte Genotyp des Repeats im Intron 2 des RFCI-Gens dargestellt. Die
in Klammern angegebene Nummer gibt die Anzahl der nachgewiesenen Repeats an. exp. — expandiert; L-
Nummer — Laborinterne Identifikationsnummer; WT — Wildtyp.
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Familie 4
O—L ®
L-973 L-123
exp(105)/exp. WT(10)/exp.
O—11 O [0 O O—L
L-3126 L-3130 L-3021 L-3129 L-3155 L-3150 L-3156
WT(10)  exp(64)  exp(64)  exp(64)/ WT(10))  exp(99)  WT(l0)
exp(105) exp(105) exp. exp. exp(99) exp. exp(99)
L-3127 L-3128 L-3149
WT(10)Yexp(105) WT(10yWT(10) WT(10)/exp(95)
Familie 5
L-3580 1L-3492
WT(S)WT(9) WT(8)/exp(87)
O 1 O L[
1L-3578 L-3573 1.-3577 L.-3581
WT(8)/exp(46) WT(10)/exp(87)  WT(8)lexp(69)  WT(SYWT(10)

Fortsetzung Abb. 19 StammbAume der zur Analyse der RFCI-Repeat-Transmission eingeschlossenen
Familien. Mit Kreisen markierte Individuen sind weiblich, mit Vierecken ménnlich. Durchgestrichene
Symbole kennzeichnen bereits verstorbene Individuen. Bei genetisch untersuchten Individuen ist die
laborinterne Identifikationsnummer sowie der ermittelte Genotyp des Repeats im Intron 2 des RFCI-Gens
dargestellt. Die in Klammern angegebene Nummer gibt die Anzahl der nachgewiesenen Repeats an. exp. —
expandiert; L-Nummer — Laborinterne Identifikationsnummer; WT — Wildtyp.
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Familie 6.1
7\
O | | ] ] O | ]
L-1838 L-1799 L-1818 L-1820
WT(9) exp(39)/ WT(10)/  exp(39)/
WT(10) exp(125) exp(39) exp.
—
L-1539 L-1821 L-1819
WT(10)/exp(98) WT(10)/  exp(39)/
WT(10)  exp(130)
Familie 6.2 Familie 7
L-10495 L-10494
WT(9)exp(102) exp(114)/exp.
1-1845 L-1879 L-10376 L-10377
WT(10)exp(71) WT(10)/WT(10) WT(9) exp. WT(10)/exp.
T 0 I O
L-1847 L-1846 L-1880 L-1881
exp(71)/exp(108) WT(10)/WT(12) WT(10)/WT(10)  WT(10)/exp(87)
Familie 8 Familie 9 Familie 10
L-10209 L-8734 L-8749 L-8750 L-9615 L-9614
WT(10)/exp(70) WT(9)/WT(10) WT(10)Y/WT(12) WT(7)/WT(9) WT(10)/exp. WT(10)/WT(10)
L-8733 L-8748 1-9493
WT(10)/exp(70) WT(7)/WT(10) WT(10)/exp.

Fortsetzung Abb. 19 Stammbiume der zur Analyse der RFCI-Repeat-Transmission eingeschlossenen
Familien. Mit Kreisen markierte Individuen sind weiblich, mit Vierecken ménnlich. Doppelstriche zwischen
zwei Individuen zeigen eine Konsanguinitit an. Bei genetisch untersuchten Individuen ist die laborinterne
Identifikationsnummer sowie der ermittelte Genotyp des Repeats im Intron 2 des RFCI-Gens dargestellt. Die
in Klammern angegebene Nummer gibt die Anzahl der nachgewiesenen Repeats an. exp. — expandiert; L-
Nummer — Laborinterne Identifikationsnummer; WT — Wildtyp.
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Familie 11 Familie 12 Familie 13
L-9845 L-9746 19884 L-9753 L-9989
WTOYWT(12) WT(10)/exp. WT(10Yexp(117) | WT(10)/WT(10) WT(10)/WT(10)
—
L-9745 L-7794 L-9990 L-9991
WT(9)/WT(10) WT(10YWT(11) WT(10yWT(10) WT(10)WT(10)
Familie 14 Familie 15 Familie 16
L-10030 L-10031 L9675 L-9674 L9713 L9712
WT(10)exp. | exp(90)/exp(122) WT(10Yexp(44) | WT(9)/exp(128) WT(11)/exp(72) |  WT(©)exp.
1-9021 1.-8700 1-9714
WT(11)/exp(123) exp(44)/exp(128) WT(9)/exp(72)
Familie 17 Familie 18 Familie 19
L-9539 L9538 L-9098 L-9096 L-8482 L-8809
WT(10)/exp(113) | exp(114)/exp. WT(11YWT(11) | WT(10)/WT(10) exp(43)/exp(78) | exp(96)/exp.
L-7988 1.-9097 1-5503
WT(10)/exp(114) WT(10yWT(11) exp(78)/exp(96)
Familie 20 Familie 21 Familie 22
[-10333 L9325 1-10328 L-10329 L-10034 1-10033
WT(10YWT(12) | exp(99)/exp(129) WT(10)/exp(64) | WT(10)/exp(134) WT(10)/exp(106) | WT(11)/WT(11)
O O
L9194 L-9240 110330 1-10327 1-10032
WT(10)/exp(129) WT(10)/exp(129) WT(10)/exp(64)  exp(64)/exp(134) WT(10yWT(11)

Fortsetzung Abb. 19 StammbAume der zur Analyse der RFCI-Repeat-Transmission eingeschlossenen
Familien. Mit Kreisen markierte Individuen sind weiblich, mit Vierecken ménnlich. Bei genetisch
untersuchten Individuen ist die laborinterne Identifikationsnummer sowie der ermittelte Genotyp des Repeats
im Intron 2 des RFCI-Gens dargestellt. Die in Klammern angegebene Nummer gibt die Anzahl der
nachgewiesenen Repeats an. exp. — expandiert; L-Nummer — Laborinterne Identifikationsnummer; WT —

Wildtyp.
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Familie 23 Familie 24 Familie 25
1-10441 1-10440 [-10431 L-10432 1-10860 1-10861
WT(10Yexp(127) | WT(10Yexp. WT0YWT(11) | WT(11)exp(43) WT(11)Yexp(108) | WT(LOYWT(10)
L-10439 1-10433 1-10862
exp(128)/exp. WT(10YWT(11) WT(10)/exp(108)
Familie 26 Familie 27 Familie 28
L-8410 L-8409 L-10442 L-10417 L-10879 L-10880
WT(L0YWT(10) | WT©OYWT(10) WT(11)/exp(56) |  exp(123)/exp. exp(7T)exp. | WT@BYWT(11)
1
1-8420 L-10931 L-10418 L-10878 L-10881
WT(L0YWT(10)  WTOYWT(10) WT(11)/exp(129) WT(8)/exp(77) WT(8)/exp.
Familie 29 Familie 30 Familie 31
L-10401 L-10400 L-10409 L-10408 L-10877 L-10876
WT(10)/WT(10) | exp(55)/exp(116) WT(10)/exp(105) | WT(9)/WT(9) WT(10)WT(12) | WT(12)/exp(56)
L-7913 L-10402 L-10410 L-10875
WT(10)/exp(55) WT(10)/exp(115) WT(9)/WT(10) WT(10yWT(12)
Familie 32 Familie 33 Familie 34
L-10813 L-10378 L-5589 L-5590 L-10399 1-10398
WT(12/WT(12) | WT(9)/exp(119) WT(10)WT(10) | WT(8)/exp(121) WT(10)exp(64) |  WT(9)/exp.
1 O
L-10379 1.-5587 1.-5588 1-10278
WT(O)YWT(12) WT(10)/exp(122) WT(10)/exp(120) WT(9)WT(10)

Fortsetzung Abb. 19 Stammbiume der zur Analyse der RFCI-Repeat-Transmission eingeschlossenen
Familien. Mit Kreisen markierte Individuen sind weiblich, mit Vierecken ménnlich. Bei genetisch
untersuchten Individuen ist die laborinterne Identifikationsnummer sowie der ermittelte Genotyp des Repeats
im Intron 2 des RFCI-Gens dargestellt. Die in Klammern angegebene Nummer gibt die Anzahl der
nachgewiesenen Repeats an. exp. — expandiert; L-Nummer — Laborinterne Identifikationsnummer; WT —

Wildtyp.
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Familie 35 Familie 36 Familie 37
L-11002 L-11001 L-10867 L-10436 L-10405 1-10404

WTOYWT(10) | WT(9)/exp(56)

L-11000
WT(9)/WT(9)

Familie 38

L-10200 L-10199
WT(10)exp(119)| WT(OYWT(11)

L-10198
WT(10)WT(11)

WT(10)exp(74) | WT(10)/exp(52)

L-10035
WT(7)/WT(10)

Familie 39

L-11039
WT(10YWT(11)

L-11038
WT(10)/exp.

L-10915
WT(10)/WT(11)

WT(9)/exp(107) | WT(10)/exp(119)

L-10406
WT(9)/WT(10)

Fortsetzung Abb. 19 StammbiAume der zur Analyse der RFCI-Repeat-Transmission eingeschlossenen
Familien. Mit Kreisen markierte Individuen sind weiblich, mit Vierecken ménnlich. Bei genetisch
untersuchten Individuen ist die laborinterne Identifikationsnummer sowie der ermittelte Genotyp des Repeats
im Intron 2 des RFCI-Gens dargestellt. Die in Klammern angegebene Nummer gibt die Anzahl der
nachgewiesenen Repeats an. exp. — expandiert; L-Nummer — Laborinterne Identifikationsnummer; WT —

Wildtyp.
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7.4 Verwendete Primer

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten Primer

fiir die Amplifikation genomischer DNA-Abschnitten (siche Tab. 33) sowie von cDNA-

Sequenzen (siche Tab. 34).

Tab. 33 Verwendete genomische DNA-Primer

. Produkt-
Methode Gen / Primer-Sequenz Annealing- linge
STR-Marker Temp. [°C] [bp]**
Duplex-PCR RFCI, F:5" -AGACAGGCCAATCACTTCAG-3" 63 457
Intron 2* R:5 -GTCCTGTCACTGGAATCTCAG-3"
PRKN, F:5 -ATGTTGCTATCACCATTTAAGGG-3" 63 308
Exon 2 R:5 -AGATTGGCAGCGCAGGCGGCATG-3"
RP-PCR RFCI, Locus-spezifischer Primer (P1):
Intron 2 5"-GTCCTGTCACTGGAATCTCAG-3"
Repeatprimer (P2):
1) 5" -CACGACGTTGTAAAACGACGAARAG 60
AAAAGAAAAGAAAAGAAAAGAAAAG-3’
2) 5" -CACGACGTTGTAAAACGACAAAGG 62
AAAGGAAAGGAAAGGAAAGG-3~
3) 5" -CACGACGTTGTAAAACGACAAGGG 62
AAGGGAAGGGAAGGG-3~
M13-F-Primer (P3):
57-[FAM] -CACGACGTTGTAAAACGAC-3~
Long-Range-  RFCI, F:5 -AGACAGGCCAATCACTTCAG-3~ 68 457
PCR Intron 2* R:5 -GTCCTGTCACTGGAATCTCAG-3"
RFCI-Repeat- RFCI, F:5"-CACGACGTTGTAAAACGACTCAAGT 63 367
Lingen- Intron 2 GATACTCCAGCTACACCGTTGC-3"
bestimmung R:5 -GTGGGAGACAGGCCAATCACTTCAG-3"
M 13-F-Primer:
57-[FAM] -CACGACGTTGTAAAACGAC-3"
Sanger- RFCI, F:5 -AGACAGGCCAATCACTTCAG-3" 65 457
Sequenz. Intron 2* R:5 -GTCCTGTCACTGGAATCTCAG-3"
Haplotyp- D4S3001 F:5 -CACGACGTTGTAAAACGACATGGAG 55 220
analyse GTCAGAGGTCA-3"
:5"-CATTGCTAATGCTATCCCAG-3"
D4S1581 F:5 -CACGACGTTGTAAAACGACTTGCCA 55 214
TGCTCCATTTT-3"
:5"-GCACAAGTGTTGTCACATTCAAA-3"
D4S2382 F:5 -CACGACGTTGTAAAACGACTCTAGC 55 244
CACCATTTGCTTTC-3"
: 5" -GTGTGTATGGTATGCTGCCA-3"
D4S174 F:5 —-CACGACGTTGTAAAACGACAAGAAC 55 175
CATGCGATACGACT-3"
R:5 -CATTCCTAGATGGGTAAAGC-3~
Southern- RFCI, F:5 -GTTGTGTCCTAGTGCTTTGTG-3" 62 184
Blot-Sonde Intron 2 R:5 -AAGTTCTGGTCCCTTTTGG-3"

*Dieses Primer-Paar (RFCI, Intron 2) wurde fiir verschiedene Fragestellungen angewendet, wobei sich im
Rahmen der Etablierung der Assays unterschiedliche optimale Annealing-Temperaturen ermitteln lieBen.

** Angegeben sind die PCR-Produktldngen entsprechend dem Referenzgenom (GRCh37/hgl9).
Dick-gedruckt hervorgehoben ist die M13-Sequenz der jeweiligen Primer.
bp — Basenpaar; F — Forward/Vorwirts; PCR — Polymerase-Kettenreaktion; R — Reverse/Riickwérts; RFCI —
Replication Factor C Subunit 1; RP-PCR — Repeat-Primed-PCR; Sequenz. — Sequenzierung; STR — Short
Tandem Repeat; Temp. — Temperatur.
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Tab. 34 Verwendete cDNA-Primer

. Annealing- Produkt-

Methode Gen Primer-Sequenz Temp. [°C]  linge [bp]
qPCR RFCI, F:5" -AGGCAGTTGCATGAAGATGAAG-3' 59 268
Expressions- Exon 7-9 R:5" -TGTCAGCTGATGACTTGGAATG-3"
analyse

WDR19, F:5’ -TTGAAGGAGAGCTACCAATCAC-3’ 59 197

Exon 11-13 R:5’" -AGCAGCATAGTCAGAATGAAGG-3’

B-Actin, F:5’ -TGAAGTGTGACGTGGACATC-3" 58 151

Exon 5-6 R:5" -GGAGGAGCAATGATCTTGAT-3’

HGPRT, F:5’ -ATCAGACTGAAGAGCTATTGTAATG 58 231

Exon 3-7 ACCA-3’

R:5’' -TGGCTTATATCCAACACTTCGTG-3"

YWHAZ F:5’ -GTAGGTCATCTTGGAGGGTCGT-3" 58 285

Exon 2-4 R:5’ -GGTATGCTTGTTGTGACTGATCG-3’
Intron- RFCI, F:5' -GACATTCGGAARATTCTTTGGAGT-3' 60 156
Retention- Exon 2-3 R:5’ -GTCATCCTCTTTACGGGAGC-3’
PCR
Sequenzierung RFCI, F: 5’-CTGAGCCTCGATAACAGATTCC -3’ 61 1020
RFCI-cDNA Exon 1-9 R: 5’ -AACTGGCCTTGGGAGAAGAG -3’

bp — Basenpaar; cDNA — komplementdre Desoxyribonukleinsdure; F — Forward/Vorwarts;, HGPRT —
Hypoxantin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 1; PCR — Polymerase-Kettenreaktion; qPCR — quantitative
Echtzeit-PCR; R — Reverse/Riickwirts; RFCI — Replication Factor C Subunit 1; Temp. — Temperatur; WDR19
— WD repeat-containing Protein 19; YWHAZ - 14-3-3 Protein zeta/delta.
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