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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Allgemeine Fakten zur Migrane

1.1.1 Epidemiologie

Die Migrane zahlt mit einer Lebenszeitpravalenz von rund 33% fur Frauen und 13% fur
Manner sowie mit einer Einjahrespravalenz von 25% bzw. 7% zu den haufigsten
neurologischen Erkrankungen [56]. Aktuell belegt sie laut Weltgesundheitsorganisation
WHO Platz 19 der weltweit haufigsten Erkrankungen, die eine Behinderung bedingen.
Migraneattacken mit dem Leitsymptom Kopfschmerz gehdéren zu den haufigsten
Ursachen fur ambulante Arztbesuche [60] und haben neben dem Leidensdruck der
Erkrankten laut WHO auch erhebliche soziobkonomische Folgen [65]; so wurden laut
einer US-amerikanischen Studie in den USA im Jahre 2005 Kosten in H6he von 17
Millionen Dollar durch direkte und indirekte Migranefolgen sowie verminderte

Produktivitat der Betroffenen verursacht [37].

Migrane wird nach der Klassifikation ICHD-2 der Internationalen Gesellschaft fur
Kopfschmerzerkrankungen (IHS) zu den primaren Kopfschmerzerkrankungen gerechnet
[1]. Die beiden haufigsten Migraneformen sind die Migrane ohne Aura (MO, ca. 80% der
Falle) und die Migrane mit Aura (MA, ca. 20% der Falle). Innerhalb von sog.
Migranefamilien konnen diese beide Migraneformen sowohl bei einem Individuum
gemeinsam als auch getrennt bei verschiedenen Familienmitgliedern vorliegen [93]. Als
Migraneaura werden transiente neurologische Reiz- und Ausfallserscheinungen (visuell,

sensibel, motorisch, dysphasisch) bezeichnet.

1.1.2 Bedeutung genetischer Faktoren

Durch Segregationsanalysen konnte gezeigt werden, dass die haufigen Migraneformen
(MA und MO) einen nicht-mendelschen, multifaktoriellen Erbgang aufweisen [80, 81]. Zur
Manifestation tragen sowohl eine genetische Pradisposition als auch Umweltfaktoren bei.
FiUr eine genetische Komponente spricht eine familare Haufung der Migrane, die friher

auch als diagnostisches Kriterium verwendet wurde.
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Zwillingsstudien wiesen eine erhdhte Konkordanzrate sowohl fur die MO (28% vs. 18%,
p<0,05) [35] als auch fur die MA (34% vs. 12%, p<0,001) bei eineiigen verglichen zu
zweieiigen Zwilligen auf [101-103]. Weiter besteht ein erhdhtes relatives Risiko (RR) von
RR=3,79 (Kl 3,21-4,38) fur Verwandte ersten Grades von Patienten mit MA selbst an
einer MA zu erkranken; das entsprechende RR eine MO zu entwickeln betrug RR=1,86
(Kl 1,56-2,16) [80, 81].

Durch Kopplungsanalysen in groRen Familien konnten die Suszeptibilitatsloci 4921,
4924, 6p12.2-p21.1, 11924 und 14921.2-q22.3 fur die haufigen Migraneformen

identifiziert werden [34]; ursachliche Gene wurden bisher nicht nachgewiesen.

Die einzige Migraneform, fur die ursachliche Gene identifiziert werden konnte, ist die
familiare hemiplegische Migrane. Es handelt sich hierbei um eine autosomal-dominant

vererbte, monogene Migraneform.

1.2 Familiare hemiplegische Migrane (FHM)

1.2.1 Phanotyp

Die FHM ist nach der ICHD-2 eine Unterform der MA, deren Aura eine vollstandig
reversible motorische Schwache sowie mindestens ein weiteres vollstandig reversibles
Aurasymptom (visuell, sensibel, dysphasisch) einschliet. Zu den typischen
Aurasymptomen treten in etwa 70% aller Falle Symptome der Migrane vom Basilaristyp
(BM) auf. Definitionsgemals muss wenigstens ein Verwandter ersten oder zweiten
Grades ebenfalls Migraneauren mit einer motorischen Schwache aufweisen [1, 95]. Die
Auspragung der Symptomatik ist inter- und intraindividuell hinsichtlich des
Manifestationsalters, der Schwere und der Haufigkeit der Attacken sehr variabel [23].
Sowohl im Intervall zwischen den Attacken (interiktal), als auch wahrend der Attacke
(iktal) kann es zu verschiedenen Komplikationen (Ubelkeit, Erbrechen, Phono- und
Photophobie) kommen [97]. Etwa 20% der Betroffenen entwickeln interiktal ein
progredientes zerebellares Syndrom mit Nystagmus, Dysarthrie und Gang- und
Standataxie. Hier spricht man im Gegensatz zur ,reinen FHM (pureFHM) von einer
FHMplus. In diesen Fallen lasst sich in der Bildgebung oft eine wurmbetonte
Kleinhirnatrophie nachweisen [95]. Zusatzlich treten bei FHM-Patienten iktal gelegentlich
Epilepsie, Koma mit Fieber und steriler Liquorpleozytose, interiktal Schlaganfalle und

mentale Retardierung auf [29, 95].
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1.2.2 Die FHM als Modellerkrankung fiir die haufigen Migraneformen

Mit einer Pravalenz von 0,005% ist die FHM eine sehr seltene Erkrankung. Durch
Erforschung dieser monogenen Erkrankung erhofft man sich Erkenntnisse Uber die
Pathophysiologie der haufigen Migraneformen, da die Aura bei FHM-Attacken,
abgesehen von der Hemiparese, derjenigen haufiger Migraneformen ahnelt. Aullerdem
leiden Patienten mit Mutationen in den FHM-Genen oft zusatzlich unter Attacken nicht

hemiplegischer Migraneformen oder lediglich an einer MA oder MO.

1.2.3 Genetik der FHM

Die FHM stellt eine genetisch heterogene Erkrankung dar. Aktuell sind drei ursachliche
Gene bekannt: CACNA1A (FHM1: Ophoff et al., 1996), ATP1A2 (FHM2: Ducros et al.,
1997) und SCN1A (FHM3: Dichgans, Freilinger et al., 2005) [18, 25, 71]. In etwa 50%
der FHM-Falle Iasst sich eine Mutation in CACNALA nachweisen. In etwa 10-20% der
Falle findet sich eine Mutation in ATP1A2. Die Haufigkeit der Mutation in dem kurzlich
entdeckten dritten FHM-Gen SCN1A ist noch nicht vollstandig erfasst.

Alle bisher entdeckten Gene kodieren fur lonenkanalproteine oder flr Proteine, die an
der Translokation von lonen uber Zellmembranen beteiligt sind. Damit wird die FHM zur

Gruppe der Kanalopathien gerechnet.

1.2.3.1 FHM1: CACNA1A

Genlocus

1996 konnte CACNALA auf Chromosom 19 durch Ophoff et al. als erstes ursachliches
Gen fur die FHM identifiziert werden [71]. In 50% aller FHM-Falle und nahezu 100% aller
FHMplus-Falle werden Mutationen in diesem Gen nachgewiesen [2, 23, 44, 72, 92].

Genstruktur und Funktion des Genprodukts

CACNAZ1A ist mit einer Lange von 300kb genomischer Sequenz und 47 Exons ein sehr
groRes Gen. Es kodiert fiir die asa-Untereinheit des spannungsgesteuerten Ca®*-Kanals

vom P/Q-Typ (Cay2.1). Alle as-Untereinheiten haben die gleiche Grundstruktur (es sind
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neun as-Untereinheiten bekannt): sie bestehen aus vier homolgen Domanen DI-DIV;
jede Domane besteht aus sechs transmembranalen Segmenten S1-S6 und einer sog. p-
loop zwischen S5 und S6. Die Segmente S5 und S6 aller vier Domanen bilden
zusammen den lonenkanal, die p-loops aller vier Domanen dabei den innersten Teil

dieses Kanals. Die positiv geladenen Segmente S4 fungieren als Spannungssensor [10].

Cay2.1-Kanale sind multimere, lonenkanal bildende Membranproteine. Bei
Depolarisation 6ffnet sich spannungsabhangig deren zentraler Porus und erlaubt selektiv
den Fluss von Ca®*-lonen entlang des Ca?*-Konzentrationsgradienten. Das Kanalprotein
besteht aus einer spannungssensitiven und einer den Porus formenden aia-Untereinheit
sowie mindestens zwei weiteren akzessorischen Untereinheiten (a2, B, y, 8); diese sind
fur die Membranexpression bzw. fur die Verankerung in der Zellmembran erforderlich
und modulieren die spannungsabhangigen, kinetischen Eigenschaften [10]. Ca®*-Kanale
vom P/Q-Typ erzeugen P/Q-Stréome und zeichnen sich durch eine schnelle Aktivierung
und eine langsame Inaktivierung aus [55]. CACNA1A wird in allen Migrane relevanten

Strukturen exprimiert [109].

Mutationsspektrum und Phanotyp-Korrelation

Alle bisher identifizierten Mutationen (siehe Anhang, Tabelle 11) sind missense
Mutationen hochkonservierter Aminosauren in funktionell wichtigen Bereichen des
Kanalproteins. Auffallig ist eine Haufung der Mutationen (hot spots) im Bereich der Kanal
bildenden Segmente S5, S6 und der p-loops sowie im Bereich der spannungssensitiven,

positiv geladenen Segmente S4 (siehe Abb.1).

Ducros et al. identifizierte in 21 FHM-Familien (117 Betroffene) acht Mutationen in
CACNA1A [23]. Neben den FHM1-Familien mit ausschlieBlich iktaler Symptomatik
(pureFHM) entwickeln in etwa 50% der Falle Betroffene zudem interiktal eine chronisch
progressive, zerebellare Symptomatik und weisen oft eine schwere Erstmanifestation
und atypische Attacken (prolongierte Aura, Bewusstseinsstérungen, schwere
Hemiplegie, Epilepsie) auf [23, 24, 38]. Einige Mutationen konnten dieser sog. FHMplus
zugeordnet werden (p.R583Q, p.T666M, p.D715E, p.Y1385C, p.W1684R), andere
dagegen der pureFHM (p.R195K, p.V714A, p.K1336E, p.V1696l). Eine Mutation
(p-.R1668W) ist sowohl mit der pureFHM als auch mit der FHMplus assoziiert [23, 93].

Wenige Mutationen sind rekurrent; die haufigste davon ist p.T666M. Sie wurde bisher

weltweit bei 21 nicht verwandten Familien und einem sporadischen Fall entdeckt [4, 8,
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23, 24, 31, 32, 53, 71, 91, 93, 104]. Ebenfalls haufig sind p.R583Q und p.D715E. Die
jeweiligen Trager entwickeln eine spezifische Symptomatik [23, 51]. Grundsatzlich
besteht ein hohes Mal} an klinischer Heterogenitat. So ist Mutation p.S218L (FHMplus)
mit einem besonders schweren Phanotyp assoziiert; hier kann es in Folge selbst eines
leichten Schadelhirntraumas zur Entwicklung eines zerebralen Odems mit Todesfolge
kommen [15, 53]. Zwei Mutationen (p.R1668W, p.W1684R) sind mit der Epilepsie
assoziiert; diese tritt sowohl als Bestandteil der Aurasymptomatik [23] als auch interiktal
[52] auf. Mdoglicherweise deutet dies auf pathophysiologische Gemeinsamkeiten
zwischen Epilepsie und FHM hin. Trager der Mutation p.I1811L entwickeln ein
phanotypisches Spektrum reichend von der typischen hemiplegischen Migrane, Uber die

MA bis hin zum Fehlen einer Migrane [93].

DI DIl D I DIV
p-loop
p.R192Q p.D715E p.V1457L p.V1696l
p.Y1385C
p.R195K p.V714A p.K1336E p.R1668W p.11811L
-o"“.‘A. a ‘A’oo‘g 0000000000 .
906 P O (OO 'l
v m: 0
112 3 5 112(3]|4]|5
+ @)
|
008 — O (OO 98 ©,
w (U@ (JUU T U

p-S218L p.R583Q p.R1347Q ‘ oLteszp | PE2OEN COOH
p.TE66M p-C1369Y P.W1684R p.H2481Q
p.P2479R

p.P8ITR
Abbildung 1: Topologie der a;s-Untereinheit des Cay2.1

Gliederung des Kanalproteins in vier Domanen DI bis DIV mit je sechs Segmenten S1 bis S6 sowie einer
p-loop. Eingezeichnet sind alle bisher identifizierten FHM und SHM assoziierten Mutationen; rote
Markierung = pureFHM assoziierte Mutationen, blaue Markierung = FHMplus assoziierte Mutationen [26],
braune Markierung = SHM assoziierte Mutationen; hot spot im Bereich des positiv geladenen
Spannungssensors S4 (gelb), p-loop und der Kanal bildenden Segmente S5 und S6 (griin) [10]. Modell
modifiziert nach Freilinger et al. [30].

Mutationsbedingte Auswirkungen auf die Kanalfunktion: gain of function

Die funktionellen Folgen der CACNA1A-Mutationen sind im einzelnen sehr komplex.
Einige Mutationen wurden mittels patch clamp Technik elektrophysiologisch untersucht:
nach Transfektion der cDNA (kodierende DNA) des Wildtyp- sowie des mutierten
Kanalproteins in neuronale und nicht neuronale Zellen (z.B. HEK293) wurden die

abgeleiteten Ca?*-Stréme sowie die Kanalkinetik miteinander verglichen [39, 54, 69, 99,
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100]. Die Analysen zeigten beim mutierten Kanalprotein eine Absenkung des
Schwellenpotentials zu negativeren Spannungen hin (hyperpolarizing shift), wodurch
sich eine erhdhte Offnungswahrscheinlichkeit der Kanale (Offnen bei geringerer
Depolarisation) mit einer erhohten Leitfahigkeit fiir Ca**-lonen ergab (erhohter Ca*'-
Einstrom Uber einen breiten Spannungsbereich). Dies mindet insgesamt in einer
erhdhten neuronalen Exzitabilitdt (gain of function) [39]. Das sehr niedrige
Schwellenpotential der Mutation p.S218L bestatigt diese Befunde durch einen sehr
schweren Phanotyp [100]. Eine aktuelle Publikation eines FHM knock in Mausmodells,
das eine der humanen CACNA1A-Mutation p.R192Q entsprechende murine Cacnala-
Mutation trug [105], zeigte ebenfalls einen erhdhten Ca?*-Einstrom und bestatigte den
gain of function Effekt. Offenbar hat auch die jeweilige Isoform der exprimierten B-

Untereinheit Einfluss auf die Kanalfunktion [69].

1.2.3.2 FHM2: ATP1A2

Genlocus

10-20% aller FHM-Falle sind mit Mutationen in ATP1A2 assoziiert [25]. 1997 kartierten
die Arbeitsgruppen um Ducros und Gardner erstmalig einen zweiten Genlocus fur die
FHM auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 [25, 33]. 2003 wurde die Kandidatenregion
durch Feinkartierung auf Chromosom 1q23 eingeengt [63] und ATP1A2 als ursachliches
Gen identifiziert [16].

Genstruktur und Funktion

ATP1A2 hat eine genomische Lange von ca. 28kb und umfasst 23 Exons. Es kodiert flr
die ax-Untereinheit der Na'/K'-ATPase. Alle a-Untereinheiten (es sind vier a-
Untereinheiten bekannt) besitzen zehn transmembranale Segmente S1-S10, die durch
extra- und intrazellulare Schleifen verbunden sind [41]. Die a-Untereinheit tragt das
katalytische Zentrum, die Bindungsstelle fur Kationen, ATP, den Inhibitor Ouabain und
Ankyrin [43, 50, 75]. Fur die katalytische Aktivitat und die isomere Spezifitat ist die grol3e
intrazellulare Schleife zwischen den Segmenten S4 und S5 von Bedeutung; diese erfahrt
wahrend des enzymatischen Zyklus Konformationsdnderungen und tragt die

Bindungsstellen (binding site) fir ATP und zur Phosphorylierung [67, 85, 86].
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Die katalytische a-Untereinheit dimerisiert mit einer stark glykosilierten, regulatorischen
B-Untereinheit (fakultativ in der Niere: y-Untereinheit) zum aktiven Enzymkomplex, zur
Na*/K*-ATPase [7]. Sie ist integraler Bestandteil eukaryotischer Plasmamembranen und
ermoglicht einen aktiven, transmembranalen Transport von Na’- und K'-lonen; dabei
werden drei intrazellulare Na*-lonen gegen zwei extrazellulare K'-lonen ausgetauscht.
Der dadurch aufgebaute lonengradient ist Grundlage vieler zellularer Prozesse. Die flr
den aktiven Transport bendtigte Energie wird durch die Ubertragung des endsténdigen

Phosphats von ATP auf das Enzym gewonnen [73].

Mutationsspektrum

Bisher wurden mehr als 20 mit der FHM assoziierte Mutationen in ATP1A2 identifiziert
[16, 45, 48, 74, 87-89, 107, 108]. Es handelt sich Uberwiegend um missense Mutationen;
allerdings sind auch Mutationen des Stopkodons (p.X1021R, 28 zusatzliche
Aminosauren) [45] und Deletionen (p.935K _p.940Sdelinsl, p.S966fs) beschrieben (siehe
Anhang, Tabelle 12) [77].

Segmente S1- S10

p.W887R
p.R87TOQIW

O
p.E120A p.P796R p.P796S p.E902K

)
_,*!, p.V138A _,*_, p.P786T _,*_, B4 P979"

OO D D...Q DO D. ‘
‘ ADP
1 2 3 4 5 7 3Na*
‘ ‘ ‘ ATP

p.GO0OR ‘

O
)® DO DO DO DX POy )OOO
“ delCT/ p.D999H
p.R1002Q
p.E174k O p T263M : del 5AA p.RO37P -
p.R763H/C () p.R834X P-
pM731T  P-MB29R p-RE34Q CoOoH
p.D718N

p.R65W
p.R202Q p.E700K
@ p.R689Q
p.YON
p.V628M
p.G615R

Abbildung 2: Modell der a,-Untereinheit der Na*/K*-ATPase

Topologie der a,-Untereinheit bestehend aus zehn transmembranalen Segmenten und verbindenden intra-
und extrazelluldren Schleifen [47]. Funktionell bedeutsame Schleife zwischen S4 und S5 als hot spot fur
Mutationen. Eingezeichnet sind alle bisher bekannten Mutationen und ihre Assoziation zu neurologischen
Erkrankungen. Modell modifiziert nach Freilinger et al. [30]. Rote Markierung: familare hemiplegische
Migréne; blaue Markierung: kindliches Epilepsiesyndrom; griine Markierung: spontane hemiplegische
Migrane; gelbe Markierung: alternierende Hemiplegie im Kindesalter; graue Markierung: Migrane mit Aura,
braune Markierung: basilare Migrane
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Die ersten beiden identifizierten Mutationen waren p.L764P und p.W887R [16].
Rekurrent sind die Mutationen (p.R763H) [45] (zwei Familien, eine US-amerikanische
Familie), p.T376M und p.A606T [77]. Alle Mutationen sind in funktionell wichtigen
Domanen der Na'/K*-ATPase lokalisiert. Die groRRe intrazellulare Schleife zwischen S4

und S5 zeichnet sich als hot spot fur Mutationen ab (siehe Abb. 2).

Genotyp-Phanotyp Korrelation

Aufgrund grofRer klinischer Heterogenitat und weniger rekurrenter Mutationen ist eine
Korrelation schwierig. Bei der FHM2 sind ebenfalls schwere Verlaufe (p.D718N), Koma
(p.P979L) mit reversiblem, MRT-morphologischem, unilateralem, meningealem
Enhancement und kortikalem Odem (p.E902K) [45] sowie einem postiktalen
lebensbedrohlichen Hirnddem beschrieben [22]. Es wurde auch eine FHMZ2-Famile
(p-G301R) mit zerebellaren Zeichen beschrieben [89]. Eine Besonderheit innerhalb des
klinischen Spektrums der FHM2 ist das interiktale Auftreten von epileptischen Anfallen
[16, 45, 107]; so zeigte sich in einer Famile (p.R689Q) eine partielle Kosegregation des
FHM-Phanotyps mit dem kindlichen Epilepsiesyndrom (BFIC, benign familial infantile

convulsions) [107] sowie mentale Retardierung [16, 45].

Mutationsbedingte Auswirkungen auf die Na*/K*-ATPase: loss of function

Die bisher vorliegenden Daten zu den funktionellen Folgen FHM assoziierter ATP1A2-
Mutationen weisen einheitlich auf einen Funktionsverlust der Na*/K*-ATPase (loss of
function) hin. Der Pathomechanismus besteht entweder in einer Haploinsuffizienz [16]
der Na'/K'-ATPase oder in einer reduzierten Affinitdt zu Kalium bei ansonsten

ungestorter Funktion [88]. Andere Mechanismen sind nicht auszuschlie3en.

1.2.3.3 FHM3: SCN1A

Genlocus

Dichgans et al. identifizierte 2005 durch genomweite Kopplungsanalysen und
Feinkartierung einen dritten Genlocus fur die FHM auf Chromosom 2g24. Die

Sequenzierung von Kandidatengenen in dieser Region ergab eine heterozygote
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missense Mutation in SCN1A; Mutationen in diesem Gen waren bis zu diesem Zeitpunkt

nur im Zusammenhang mit der Epilepsie bekannt [18].

Genstruktur und Funktion

SCNI1A hat eine genomische Lange von ca. 85kb, enthalt 26 Exons und kodiert fur die
as-Untereinheit des neuronalen, spannungsgesteuerten Na*-Kanals Nay1.1. Dieser
besteht aus der ca. 260kDa grof3en a4-Untereinheit und mindestens einer modulierenden
B-Untereinheit ($1.3) der GrofRe 33-36kDa [9].

Die as-Untereinheit hat vier homologe Domanen DI-DIV; jede enthalt sechs a-helikale,
transmembranale Segmente S1-S6. Extra- und intrazellulare Schleifen verbinden die
Segmente S1-S6 und die vier homologen Domanen untereinander (siehe Abb. 3).
Analog zu spannungsgesteuerten K'-Kanalen sind die Segmente S5 und S6 jeder
Domane symmetrisch um den lonenkanal angeordnet; der lonenkanal selbst wird von
den Segmenten S6 und von in die Membran wiedereintretenden Schleifen zwischen S5
und S6 gemeinsam ausgekleidet [21]; diese Schleifen bilden an der extrazellularen
Offnung des lonenkanals einen fiir die lonenselektivitdt verantwortlichen Spalt. Die
Segmente S6 formen die intrazellulare Offnung. Der negativ geladene &duRere und innere
Porus bildet eine Rezeptorstelle und den Filter fir die lonenselektivitat [110]. Segment
S4 jeder Domane fungiert als Spannungssensor zur Aktivierung; S4 stellt eine a-Helix da
und enthalt repetitive AS-Motive bestehend aus einem positiv geladenen AS-Rest gefolgt
von zwei hydrophoben AS-Resten [110]. Die auf der intrazellularen Schleife zwischen
Domane DIl und DIV lokalisierte, a-helikale inactivation gate tragt das wichtige,
hydrophobe IFM-Motiv (Nay1.1-Kanals: p.11488-p.F1489-p.M1490), das als ,Riegel®
fungiert und die Offnung des inneren Kanalporus mittels hinged lid Mechanismus steuert
[78]. Mutationen der Schlissel-AS p.F1489 beeintrachtigen die schnelle Inaktivierung.
Der Rezeptor fur das inactivating gate wird von mehreren zwischen den Segmenten S4-
S5 der Domanen DIl und DIV sowie an den intrazellularen Enden der Segmente S6
lokalisierten hydrophoben AS gebildet [9].
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DI DI D DIV

p.L263V
NH,

p.Q1489K p.L1649Q

COOH

Segmente S1-S6
Abbildung 3: Topologie der a-Untereinheit des Nay1.1

Gliederung in vier Doméanen DI bis DIV, jeweils bestehend aus sechs transmembranalen Segmenten S1
bis S6; Verbindung der Segmente durch extra- und intrazelluldre Schleifen. S4 jeder Doméne fungiert als
Spannungssensor (positive Ladung, gelb), S5 und S6 sowie die ,wiedereintretenden® Schleifen zwischen
S5 und S6 bilden den lonenkanal (griin); intrazellulare Lage des inactivation gate (h) und seines Rezeptors
(hellblaue Kreisflachen). Ebenfalls eingezeichnet sind die fir die as-Untereinheit des Nay1.1-Kanals
bekannten Mutationen (dunkelblaue Kreisflachen) mit ihrer Lokalisation in funktionell wichtigen Domanen
(lonenkanal, Spannungssensor, inactivation gate). Modell modifiziert nach Yu und Caterall [110].

Mutationsspektrum

Bisher sind drei FHM assoziierte SCN1A-Mutationen bekannt. Die erste Mutation
(p.Q1489K) identifizierten Dichgans und Freilinger et al. 2005 [18]. Eine zweite
(p.L1649Q) wurde kurzlich von Valmolkot et al. identifiziert [106]. Aktuell wurde eine
dritte (p.L263V) mit FHM und generalisierter Epilepsie assoziierte Mutation von Kahlig et
al. identifiziert [46]. Die Mutationen befinden sich stets in funktionell wichtigen Bereichen

des Kanalproteins.

Genoty-Phanotyp Korrelation

Da bisher erst drei FHM assoziierte Mutationen im SCN1A beschrieben wurden, ist
momentan eine Genotyp-Phanotyp Korrelation nicht mdglich. Dieses Gen wurde
ursprunglich im Zusammenhang mit der Epilepsie identifiziert; so sind Mutationen im
Kanal Nay1.1 mit der GEFS+2 (generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen plus) [27, 61]

und der SMEI (severe myoclonic epilepsy of infancy) [12] assoziiert.
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Mutationsbedingte Auswirkungen auf die Kanalfunktion: gain of function

Die bisher identifizierten Mutationen zeigten bei elektrophysiologischen Untersuchungen
Unterschiede zum Wildtyp. Bei Dichgans et al. fand sich fur die Mutation p.Q1489K eine
zwei- bis vierfach schnellere Erholungszeit von der schnellen Inaktivierung [19]. Die
Erholung von der Inaktivierung besteht aus zwei Phasen, die durch die
Membranzeitkonstanten Tschnen UNd Tiangsam beschrieben werden kann. Mutierte Kanale
haben eine signifikant kleineres Tschnen; hinsichtlich der langsamen Komponente Tiangsam

gab es keinen signifikanten Unterschied.

Die Mutation p.L1649Q zeigte bei Vanmolkot et al. eine deutlich kirzere
Inaktivierungsdauer [106]. Quantitative Analysen zeigten, dass im Falle der Mutation
meist beide Zeitkonstanten (Tschnell, Tiangsam) ZWei bis vierfach grofier waren. Beide Effekte
fuhren zu einer insgesamt verlangsamten schnellen Inaktivierung mutierter Kanale.
Hingegen war die langsame Inaktivierung nicht betroffen. Das Schwellenpotential war
um ca. 10mV zu positiveren Spannungen hin verschoben und die ,Erholungsdauer” von

der schnellen Inaktivierung war beim mutierten Kanal etwa 150% kurzer.

Kahlig et al. fand fur die kirzlich identifizierte Mutation p.L263V einen dauerhaft erhdhten
lonenfluss, eine verminderte schnelle und lansame Inaktivierung, eine beschleunigte
Erholung von der schnellen Inaktivierung und eine erhdhte Rekrutierbarkeit der Kanale

bei repetitiver Stimulation [46].

Insgesamt zeigen diese funktionellen Analysen, dass Mutationen in SCN1A eine
Anderung der Kanalkinetik im Sinne einer elektrophysiologischen Ubererregbarkeit

bedingen (gain of function).

1.3 Pathophysiologisches Modell der FHM

Migraneaura

Das neurophysiologische Korrelat der Migraneaura ist die erstmals von Leao 1951
beobachtete sog. cortical spreading depression (CSD) [58]; dies ist die Beschreibung fur
eine okzipital beginnende Erregungsfront, die mit ca. 3 mm/min. Uber den Kortex
wandert und in eine lang anhaltende Phase supprimierter neuronaler Aktivitat Ubergeht.
Die initiale Erregung entspricht dabei positiven Auraphanomenen, die Suppression
negativen [57]. FiUr die Auslosung der CSD spielt die exzitatorische Aminosaure
Glutamat eine wichtige Rolle. Nach Eintreffen eines Aktionspotentials und Ca?*-Einstrom

uber Cay-Kanale wird diese aus Vesikeln prasynaptischer Terminalen in den
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synaptischen Spalt freigesetzt und wirkt Gber NMDA-Rezeptoren an der
postsynaptischen Membran. Die Entfernung von Glutamat aus dem synaptischen Spalt
erfolgt haupsachlich Uber die beiden astrozytaren, natriumabhangigen Glutamat-
Transporter GLAST (EAAT1) und GLT-1 (EAAT2) [79]. Neben Glutamat ist
extrazellulares Kalium als Ausloser fur eine CSD bekannt. Fir die Pufferung
extrazelluldren Kaliums kommt der Na'/K'-ATPase auf den Astrozyten eine
Schlusselrolle zu. Interessanterweise ist im okzipitalen Kortex das Verhaltnis von
Astrozyten zu Neuronen besonders niedrig, so dass hier eine besonders geringe Kalium-
Pufferungkapazitat vorliegt [57]. Dies kdnnte das sehr haufige Auftreten einer visuellen

Aura erklaren.

Nach derzeitiger Auffassung begunstigen Mutationen in den bisher identifizierten FHM-
Genen auf unterschiedlichem Wege die Entstehung und die Fortleitung einer CSD [68].
Der zu dieser gesteigerten neuronalen Erregbarkeit fihrende Pathomechanismus ist

jeweils vom betroffenen Gen abhangig.

Aufgrund veranderter Kinetik der Cay-Kanale kommt es bei der FHM1 zu einem erhdhten
Kalziumeinstrom an den Nervenendigungen. Dieser fuhrt zu einer gesteigerten
Glutamatfreisetzung und einer erhdhten Suszeptibilitat fir eine CSD. Kirzlich wurde eine
erste CACNAL1A knock in Maus publiziert (humane p.R192Q-Mutation); diese wies eine
erniedrigte  Schwelle fir die Auslésung einer CSD auf, zusatzlich waren
Ausbreitungsgeschwindigkeit und Dauer der CSD im Vergleich zum Wildtyp erhdht [105].

Es zeigte sich also dementsprechend ein gain of function.

Bei der FHM2 ist der vermutete Pathomechanismus eine verminderte clearance von
Glutamat aus dem synaptischen Spalt. Die Wiederaufnahme (reuptake) von Glutamat
erfolgt Uber astrozytdre Na'/Glutamat-Kotransporter entlang eines elektrochemischen
Natriumgradienten, der durch die Na'/K’-ATPase aufrechterhalten wird. Ein
Funktionsverlust (loss of function) der Na'/K’-ATPase bedingt ein Versagen des
reuptake Mechanismus, was analog zur FHM1 in einer erhdhten synaptischen
Glutamatkonzentration mit subsequent gesteigerter Suszeptibilitat fur eine CSD mundet.
Ein loss of function der Na'/K’-ATPase vermindert daneben auch die astrozytire
Pufferkapazitat fur extrazellulares Kalium und senkt damit ebenfalls die Schwelle zur
Ausloésung einer CSD [68]. Der reduzierte Natriumgradient hat auch eine
Aktivitatsminderung eines neuronal lokalisierten Na*/Ca®*-Antiports zur Folge, der
Kalzium im Austausch mit extrazellularem Natrium aus der Zelle entfernt. Der

Uberschuss intrazelluldren Kalziums ist ebenfalls analog zur FHM1 zu bewerten. Auf



Einleitung 13

Hirnschnitte topisch aufgebrachte Inhibitoren der Na*'/K*-ATPase (provozierter loss of

function) l6sten ebenfalls eine CSD aus.

Die bei der FHM3 mutierten Na*-Kandle werden axonal exprimiert und sind fir die
Entstehung und Fortleitung von Aktionspotentialen entscheidend. Die identifizierten
Mutationen fuhren durch Alterationen bestimmter Kanaldoméanen zu einer geanderten
Kanalkinetik (Senkung des Schwellenpotentials, Verklirzung der Refraktarzeit, Erhdhung
der Leitfahigkeit fiir Na*-lonen) [18, 106]. Insgesamt erlauben die Alterationen eine
erhohte Aktionspotentialfrequenz. Dies konnte die Entstehung und die Fortleitung einer
CSD uber verstarkte Glutamatsekretion und erhdhte extrazellulare Kaliumkonzentration

begunstigen.

o),

Astrozyt

prasynaptische
Nervenendigung

postsynaptisches
Neuron

I Na*/CaZ*-Antiport
II Na,1.1 I Na*/Glu-Symport
O Nat*

@ ca>* ® Glutamat I ca21 @ Navk-ATPase
Abbildung 4: Pathophysiologische Zusammenhéange zwischen FHM und CSD

Glutamat nimmt hinsichtlich der Suszeptibilitat fir eine CSD/Aura eine Schlisselposition ein. Abgebildet ist
eine glutamaterge Synapse, ein angrenzender Astrozyt und die beteiligten Kanale/Rezeptoren. Durch ein
die axonale Membran depolarisierendes Aktionspotential (AP), das (iber spannungsabhiéngige Na’-Kanéle
(Nay1.1) fortgeleitet wird, werden spannungsabhangige Ca®*-Kanile (Cay2.1) geoffnet, was einen
Einstrom von Kalzium (Ca®*) und eine Freisetzung von Glutamat (Glu) in den synaptischen Spalt bewirkt.
Die Glutamatwirkung wird durch die Wiederaufnahme (reuptake) mittels spezieller natriumabhangiger
Glutamat-Natrium-Symporter (GLAST) in die Astrozyten limitiert. Dieser Symport wird durch einen
elektrochemischen Natriumgradienten erméglicht, der durch die Aktivitat der Na'/K*-ATPase aufgebaut
und aufrechterhalten wird. Somit besteht eine erhdhte Suszeptibilitat fir eine(n) CSD/Aura bei einer
erhdhten Aktivitat von Cay2.1 (Mutation in CACNA1A; FHM1), einer verminderten Aktivitdt der Na'/K'-
ATPase (Mutation in ATP1A2; FHM2) sowie einer erhdhten Aktivitdt von Nay1.1 (Mutation in SCN1A;
FHM3). Durch diese drei Mechanismen kommt es entweder zu einer erhdhten Konzentration von Glutamat
im synaptischen Spalt, zu einer erhdhten Kaliumkonzentration im synaptischen Spalt, zu einer erhdhten
intrazelluldren Kalziumkonzentration oder zu einer erhéhten Wahrscheinlichkeit fir eine Fortleitung eines
Aktionspotenzials. Modell modifiziert nach Magistretti et al. [62].

@ Kk
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In Ruhe befindet sich das System im Gleichgewicht (Abb. 4); unter ungunstigen
Bedingungen (pH-Anderung, Elektrolytstorung, SHT, Kontrastmittelgabe, Fieber,
Infektion) kommt es zur Dekompensation mit verstarkter Glutamatsekretion und
verminderter Pufferung extrazellularen Kaliums und Auslosung einer CSD. Dies wurde
das paroxysmale Auftreten von FHM-Attacken erklaren [68]. Abb. 4 impliziert ebenfalls
eine Bedeutung des GLAST. Obwohl dieser hinsichtlich der FHM nicht untersucht ist,
berichteten Jen et al. kurzlich Uber eine heterozygote de novo Mutation im GLAST
kodierenden Gen bei einem Patienten mit einem komplexen neurologischen Phanotyp
einschliellich hemiplegischer Migrane. Funktionsanalysen dieser Mutation zeigten eine

reduzierte Transportkapazitat fur Glutamat [42].

Migranekopfschmerz

Mutationen der FHM-Gene und ihre funktionellen Folgen lassen sich in ein Modell der
FHM-Aura (bzw. der CSD als ihr Korrelat) einbinden. |hre Bedeutung fir den
Migranekopfschmerz ist derzeit unklar. Es gibt jedoch in der Literatur Hinweise dafur,
dass die CSD eine Rolle bei den Kopfschmerzphasen spielen kann [5] oder, dass es sich

um zwei voneinander unabhangige, parallel auftretende Phanomene handelt [90].

1.4 Sporadische hemiplegische Migrane

Phanotyp

Neben der FHM als hereditare Form einer hemiplegischen Migrane mit autosomal
dominantem Erbgang wurden Patienten mit gleicher klinischer Symptomatik, jedoch
fehlenden betroffenen Verwandten ersten oder zweiten Grades beobachtet [3, 6, 8, 11,
20, 23, 24, 36, 40, 64, 70, 76]. Fur diese wurde der Begriff der sporadischen
hemiplegischen Migrane (SHM) gepragt [6, 8, 20, 24, 76].

Die SHM tritt, vergleichbar mit der FHM, mit einer Pravalenz von ca. 0,005% auf [96].
Folgende Befunde populationsbasierter Studien [97] fUhrten zur Definition der SHM als

eigenstandigen Subtyp der Migrane mit Aura innerhalb der Klassifizierung der IHS:

Ein Vergleich der Aurasymptome beider Migraneformen zeigte sehr ahnliche klinische
Charakteristika hinsichtlich der Frequenz, der Kombination, der Abfolge, der zeitlichen
Entwicklung und der Gesamtdauer jedes einzelnen Aurasymptoms [96, 97]. Wie bei der

FHM wiesen die Betroffenen meistens alle vier Aurasymptome (visuell, sensorisch,
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aphasisch, motorisch) auf, mindestens jedoch zwei davon, wobei die motorische
Komponente definitionsgemaf obligat war [97]. Zudem folgte bei beiden Migraneformen

auf die Aura stets der charakteristische Migranekopfschmerz [97].

Es erflllten etwa 72% aller SHM-Patienten [97] sowie 69% aller FHM-Patienten [95]
wahrend einer Migraneattacke die IHS-Kriterien fur eine Basilarismigrane (BM) wie
simultane bilaterale Parese und/oder Anasthesie, simultane visuelle Symptome in den
temporalen sowie nasalen Gesichtsfeldern beider Augen, Dysarthrie, Schwindel,
Diplopie, Tinnitus, Horminderung, Bewusstseinsstorungen, Gleichgewichtsstérungen,
plétzliches Sturzen, gekreuzte Symptomatik und von einer Korperhalfte auf die andere

springende Symptome [97].

Zusatzlich waren FHM [95] und SHM [97] mit spezifischen begleitenden neurologischen
Storungen assoziiert; diese umfassten die chronisch progrediente Ataxie (ataktische
Sprache, breitbasiger ataktischer Gang), Epilepsie, Schlaganfall und Koma (mit

lymphozytarer Pleozytose, Fieber und vollstandiger Remission).

Neben der genannten typischen Symptomatik ist auch das relative Risiko fur die
Entwicklung haufiger Migraneformen bei beiden hemiplegischen Migraneformen ahnlich
hoch (siehe Anhang, Tabelle 14).

Molekulargenetische Vorarbeiten zur SHM

Zum Zeitpunkt des Entstehens dieser Dissertationsschrift gab es kaum Arbeiten, in
denen SHM-Patienten systematisch auf Mutationen in den FHM-Genen untersucht
worden waren; vorrangig waren Mutationen im Gen CACNALA untersucht. Es wurden
Mutationen in diesem Gen sowohl fir die SHM mit (SHMplus) als auch ohne

zerebellaren Zeichen (pureSHM) identifiziert.

Zwischenzeitlich wurden in zwei Arbeiten SHM-Patienten in den FHM-Genen
sytematisch untersucht. De Vries und Freilinger et al. zeigten, dass zumindest bei einem
Teil der pureSHM-Patienten die FHM-Gene von Bedeutung sind. Bei diesem Kollektiv
bestand eine erhohte Wahrscheinlichkeit v.a. fur eine Mutation im FHM-Gen ATP1A2
[17]. Thomsen et al. untersuchte in einer populationsbasierten Arbeit SHM-Patienten in
den Genen CACNAL1A und ATP1A2. Es lielen sich in den meisten SHM-Fallen keine

Mutationen in diesen FHM-Genen nachweisen [94].
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1.5 Fragestellung

Die Genetik der SHM ist nach aktueller Datenlage weitgehend unklar. Jedoch weisen
SHM-Patienten und FHM-Patienten einen identischen Phanotyp auf. Unter der Annahme
gleicher neurobiologischer Pathomechanismen beider Erkrankungen wurden in dieser
Dissertationsschrift die fur die FHM ursachlichen Gene bei SHM-Patienten untersucht.
Es sollte ermittelt werden, inwieweit diese Gene fur die Entstehung der SHM von
Bedeutung sind. Im Falle einer Erstmanifestation hat die Hemiplegie als obligates
Symptom einer SHM-Attacke im klinischen Alltag wichtige Differentialdiagnosen. So
gehen auch transiente ischamische Attacken (TIA), Schlaganfalle und Epilepsie mit einer
Hemiplegie einher [97]. Ein Mutationsscreening in den FHM-Genen als diagnostisches
Instrument kdnnte die Diagnosefindung der SHM erleichtern und dem Patienten unnétige

Diagnostik und Therapieversuche ersparen.
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2 Patienten, Methoden und Material

2.1 Patienten und Kontrollen

In dieser Arbeit wurden 13 SHM-Patienten auf Mutationen in den Genen CACNAI1A,
ATP1A2 und SCN1A untersucht. Zwei dieser Patienten wurden lediglich in ATP1A2 und
CACNAI1A, ein zusatzlicher 14. Proband wurde nur in Exon 20 von ATP1A2 untersucht.
Als Kontrollgruppe diente ein Kollektiv von 100 gesunden Probanden. Die
Einverstandniserklarung aller Patienten zur Verwendung ihrer DNA zu

Forschungszwecken lag vor.

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte aus der Kopfschmerzambulanz der
Neurologischen Kilinik und Poliklinik des Universitatsklinikums Grof3hadern der
Universitat Manchen (LMU) und weiteren Neurologischen Kliniken und Praxen. Die
Migranephanotypisierung der rekrutierten Patienten fand anhand eines Telefoninterviews
und validierten Fragebogens statt. Die erhobenen klinischen Charakteristika der

einzelnen Patienten werden in Kap. 3.1 tabellarisch aufgefuhrt.

2.2 Methoden

2.2.1 Alilgemeine DNA-Techniken

2.2.1.1 Isolierung genomischer DNA aus EDTA-Vollblut

Prinzip

Zur lIsolierung genomischer DNA aus EDTA-Vollblut wurde die Aussalz-Methode
verwendet [66]. Diese beruht auf folgendem Prinzip: In einem ersten Schritt werden die
Erythrozyten chemisch lysiert und die Plasmamembranen entfernt, in einem zweiten
Schritt werden Proteine enzymatisch gespalten, Leukozyten ebenfalls chemisch lysiert
und die DNA freigesetzt. Schliesslich wird in einem dritten Schritt die DNA alkoholisch

prazipitiert und in frischem Medium geldst.
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Lyse der Erythrozyten

In einem 50ml-Falcon-Tube wurden 10ml EDTA-Vollblut mit Erythrozytenlysepuffer auf
ein Volumen von 50ml aufgefullt und fur 10min bei -20°C gelagert. Anschliel3end wurde
das Falcon-Tube bei 1700U/min und 4°C fir 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das sedimentierte Pellet mit weiteren 30ml Erythrozytenlysepuffer
gewaschen; das Falcon-Tube wurde gevortext (Vortex-Ruhrer) bis sich der Bodensatz

gel6st hatte und fur 10min bei -20°C gelagert.

Inkubation der Zelllysate mit Proteinase K

Das Falcon-Tube wurde mit 5ml SE-Puffer, 0,5ml 10%-iger SDS-Lsg. (SDS: 0,35M) und
10ul Proteinase K (10mg/ml) versetzt, gevortext und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Durch die Proteinase K wurden die verbliebenen Proteine gespalten, wahrend SDS als

Detergenz die Leukozyten lysierte.

Aussalzen der Proteine

Nach der Inkubation wurden die Proteinfragmente mit 2,5ml NaCl (5M) je Falcon
prazipitiert und bei 2700U/min und 4°C fiir 10min abzentrifugiert. Die DNA im Uberstand
wurde in ein frisches Falcon Ubergefiihrt und weiterverwendet. Diesem Uberstand
wurden 15ml Ethanol (100%-ig) beigemengt, die prazipitierte DNA entfernt und in
Ethanol (70%-ig) gewaschen. AnschlieRend wurde die DNA in ein
Schraubverschlussrohrchen Ubergefuhrt, im Warmeschrank getrocknet, in 210ul 1xXTE-

Puffer, im Uberkopfschiittler geldst und bei 4°C dauerhaft gelagert.

2.2.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der dsDNA

Prinzip der Konzentrationsbestimmung

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA-LOsungen erfolgte anhand der
Exstinktionsmessung eingestrahlten Lichtes der Wellenlange A=260nm (E2s0). Die
Intensitat lp eingestrahlten Lichtes nimmt exponentiell langs des Weges d durch ein
Medium ab. Nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz gilt: Log lo/l = E = € ¢ d, wobei |y die
Intensitat des eingestrahlten Lichtes, | die Intensitdt des gemessenen Lichtes, E die

Exstinktion, ¢ der Molare Absorptionskoeffizient in cm? mol”, d die Lange der



Patienten, Methoden und Material 19

Messstrecke (Kuvette) in cm und ¢ die Konzentration der absorbierenden Molekile in

mol™ ist. E wird auch als optische Absorption (A) oder Optische Dichte (OD) bezeichnet.

Basierend auf der Exstinktionsmessung wird die DNA-Konzentration nach Cryer
errechnet. Demnach entsprechen einer Exstinktion von 1,0 50ug/ml doppelstrangige
DNA [14]. Zur Abschatzung der Konzentration verunreinigender Proteinein wurde die
Exstinktion zusatzlich bei der Wellenlange A=280nm gemessen (Ezsp). Bei dieser
Wellenlange absorbieren die aromatischen Aminosauren Tyrosin, Phenylalanin und
Tryptophan. Anhand des Quotienten Es0/E2s0 konnte die Reinheit der DNA-Praparation

errechnet werden und sollte zwischen 1,8 und 2,0 betragen.

Durchfiihrung der Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration und ihrer Reinheit erfolgte in Einmalkivetten
(Kantenlange: 1cm) bei einer Wellenlange von A=260nm und A=280nm. Zur Messung

wurden 5ul DNA unverdinnter Stock-Losung in 495ul Aquagest. gelost.

2.2.1.3 Restriktionsverdau mit Acil

Prinzip des Restriktionsverdaus

Bakterien enthalten Restriktionsenzyme zum Selbstschutz vor fremder DNA. Jedes
Enzym hat seine spezifische Basenerkennungssequenz, an der die DNA zerschnitten
wird. Zur Analyse von Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen (RFLP) werden
ebenfalls Restriktionsenzyme verwendet; Alterationen der DNA-Sequenz im Bereich

dieser spezifischen Schnittstellen fuhren zu Veranderungen im DNA-Schnittmuster.

Restriktionsverdau mit Acil

In dieser Arbeit wurde der Restriktionsverdau angewendet, da eine Sequenzalteration in
Exon 20 des Gens ATP1A2 entdeckt wurde, welche die Erkennungssequenz fur das
Restriktionsenzym Acil (5’-CCGC-3’, 3'-GGCG-5’) dahingehend veranderte, dass eine
Schnittstelle in der DNA-Kette wedfiel und sich damit ein verandertes DNA-Schnittmuster

fur das mutierte Exon 20 ergab.

In Vorbereitung auf den Restriktionsverdau wurde dieses Exon 20 des Indexpatienten,
der Mutter des Indexpatienten sowie des Kontrollkollektivs (100 Probanden) mittels PCR

amplifiziert. Zur Amplifizierung des Exons 20 im Bereich der Sequenzalteration wurden
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spezielle PCR-Primer entworfen, die nicht das gesamte Exon 20 amplifizierten, sondern
lediglich denjenigen DNA-Abschnitt, der sowohl die Sequenzalteration, als auch die
definierten Basenerkennungssequenzen fur Acil enthielt. Damit wurde im Falle des
mutierten Exons 20 bei einem Restriktionsverdau mit Acil ein verandertes DNA-
Schnittmuster erzeugt werden. Nach Gelelektrophorese und Vergleich der beiden DNA-
Schnittmuster lieRe sich eindeutig das Exon 20 des Wildtyps von dem die

Sequenzalteration enthaltenden Exon 20 unterscheiden.

Zur Bereitstellung ausreichend grof3er Mengen DNA fur den Restriktionsverdau wurden
hier zwei gleiche PCR-Ansatze zu einem Gesamtvolumen von 50ul ge-poolt und
gemeinsam aufgereinigt; dadurch erhielt man ein PCR-Produkt-Eluat mit doppelter DNA-

Konzentration.

Fir den Restriktionsverdau wurde der aus Tabelle 1 ersichtliche Reaktionsansatz in
0,5ml Eppendorf-Cups bei 37°C fur 24h inkubiert und mit jeweils 3ul DNA-SLM gestoppt:

Substanz Volumen
NEB 10xEnzympuffer Nr.4 1,0
PCR-Produkt-Eluat 8,0 pl
BSA (100ug/ml) 0,5 pl
Acil (3,0U/ml) 0,5 pl

Tabelle 1: Eingesetzte Volumina beim Restriktionsverdau

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Durch direkte Sequenzierung (direct sequencing) der Gene CACNA1A, ATP1A2 und
SCN1A sollten Sequenzalterationen identifiziert werden. Dazu mussten alle Exons und
Intron-Exon-Grenzen dieser Gene aller Patienten und Probanden mittels PCR

amplifiziert werden.

2.2.2.1 Design der Primer

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden entweder mit dem
Primer-Programm  Primer3  (www.frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi)
entworfen oder Publikationen entnommen. Als Parameter fur die Primer wurden die

Standardeinstellungen im Programm beibehalten. Die zur Sequenzierung bestimmten
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Primer unterschieden sich nicht von den zur PCR verwendeten Primer. Einzig die in
Vorbereitung fur den Restriktionsverdau verwendeten Primer fir Exon 20 des Gens
ATP1A2 unterschieden sich in ihrer Sequenz von den zur Sequenzierung des Exons 20

bestimmten Primern.

Grundsatzlich sollten Primer eine Mindestlange von 18bp haben, ca. 40bp von der
Intron-Exon-Grenze entfernt im Intron liegen, einen GC-Anteil von 50% und eine
Schmelztemperatur von ca. 60°C haben. Fur jedes Exon eines jeden Gens wurde je ein
Primerpaar (forward ,F“ und reverse ,R") fur die jeweils beiden komplementaren DNA-
Strange der template-DNA verwendet. In einigen Fallen war das Intron zwischen zwei
Exons sehr kurz, sodass hier zwei Exons mittels eines Primerpaares amplifiziert werden

konnten (Primersequenzen im Anhang).

2.2.2.2 Durchfiihrung der PCR

Grundprinzip der PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist die Standardmethode zur Amplifizierung von
sequenzspezifischen DNA-Fragmenten [82]. Hierbei werden zyklisch drei Schritte
durchlaufen (siehe Abb.5): In einem ersten Schritt wird die Doppelstrang-DNA (dsDNA)
durch Hitzedenaturierung zu zwei Einzelstrangen (ssDNA) aufgeschmolzen. In einem
zweiten Schritt hybridisieren die kunstlich synthetisierten DNA-Oligonukleotide (Primer)
an die jeweils komplementare ssDNA (annealing). In einem dritten Schritt werden durch
eine thermostabile DNA-Polymerase (meist Polymerase des Thermophilus aquarius;
Taq) Desoxyribonukleotide (ANTPs) an das 3’-Ende der Primer angebaut (Extension).
Erst durch zusatzlichen Einsatz eines gegenlaufigen reverse Primers und zyklischer
Wiederholung dieser drei Schritte im Thermocycler entstehen Fragmente mit definiertem

3’-Ende und wird ein bestimmtes Segment der template-DNA exponentiell amplifiziert.

Abbildung 5: Reaktionsschritte einer PCR
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Basisprotokoll der PCR

Als template zur DNA-Amplifikation diente die jeweilige genomische DNA der
untersuchten Patienten (Arbeitsverdinnung: 50ng/ul). Fur einen 25ul-Reaktionsansatz
wurden 2,5ul DNA, jeweils 1ul Primer F und R (Arbeitsverdiinnung: 10pmol/ul), 1pl
dNTPs (Arbeitsverdinnung: 2mM) und 0,5yl Taq (5U/ul) eingesetzt. Die MgCl,-
Konzentration variierte in Abhangigkeit der etablierten Primer-Bedingungen. Insgesamt

ergab sich ein Gesamtvolumen fur jeden Reaktionsansatz von 25pl.

Eine Ubersicht Uber die eingesetzten Volumina und die Konzentrationen gibt folgende

Tabelle:

Komponente (Arbeitsverdiinnung) | Volumen [pl] Konzentration im Ansatz [mM]
Primer forward (10pmol/pl) 1,0 0,004
Primer reverse (10pmol/pul) 1,0 0,004

10 x PCR-Puffer 2,5 o
MgCl; (25mM) 0-25 1,5-4,0
DNA (50ng/pl) 2,5 b
dNTPs (2mM) 1,0 0,2

Taq (5U/pl) 0,5 b
ddH,O 10,0-12,5 o
3 25 .

Tabelle 2: PCR-Grundansatz

Thermocycler

Die PCR und S-PCR (Sequenzier-PCR) wurden stets mit demselben Cycling-Programm

durchgefuhrt. Es wurde nur primerabhangig die annealing-Temperatur variiert.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [s]
1 95 300
2 95 30

3 variabel 45
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4 72 30
5 72 600
6 4 %

Tabelle 3: Cycler-Programm fiir die PCR

Etablierung der PCR

Die PCR sollte ein mdglichst spezifisches Produkt, d.h. ein Produkt bestimmter
Basenlange liefern, erkennbar daran, dass sich in der Agarose-Gelelektrophorese nur
eine Bande bestimmter GroRe zeigte. Um dies zu erreichen, musste die Konzentration
fur MgCl, und die annealing-Temperatur des jeweiligen Primers ermittelt werden, da dies

die beiden wichtigsten Faktoren fir eine moéglichst spezifische PCR sind.

Die optimale annealing-Temperatur der Primer liegt 3-5°C unter der Schmelztemperatur
Tm der Primer. Diese lasst sich mit der Formel T, = 2°C (A + T) + 4°C (C + G)
berechnen, wobei A, T, C und G fir die Anzahl der jeweiligen Basen im Primer steht. T
gibt an, bei welcher Temperatur theoretisch 50% der Primer an der template-DNA
hybridisieren. Zweckmaliger war es jedoch, die annealing-Temperatur empirisch mittels
eines Temperatur- und MgCl,-Gradienten im Gradient-Cycler zu ermitteln. Abbildung 6
zeigt den Einfluss der annealing-Temperatur und der MgCl,-Konzentration auf die
Spezifitat eines PCR-Produkts:

622
527
404

307
243

Abbildung 6: Annealing-Temperatur und MgCl,-Konzentration bei Exon 6, ATP1A2

A: MgCl,-Konzentration pro PCR-Ansatz: 1,5mM; B: MgCl,-Konzentration pro PCR-Ansatz: 2,5mM; C:
MgCl,-Konzentration pro PCR-Ansatz: 3,5mM; 1-5: steigende annealing-Temperatur: 1. 56,0°C, 2. 57,0°C,
3. 58,6°C, 4. 59,6°C, 5. 61,1°C; M: GroRenmarker pBR322 DNA-Mspl Digest. Spezifische Produkte sind
nur im Bereich A zu erkennen (—), in Spalte 4 ist ein einziges Produkt der Grof3e 243bp erkennbar.
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2.2.2.3 Reinigung von PCR-Produkten

Allgemeine Informationen

Das PCR-Produkt, welches nun fur die S-PCR verwendet werden sollte, enthielt noch
einige verunreinigende Substanzen (Uberschissige Primer, Polymerase, Salze,
10xPuffer, u.a.). Somit musste das PCR-Produkt vor der S-PCR aufgereinigt werden.
Dies geschah mit Hilfe des kommerziell erhaltlichen ,QIAquick PCR Purification Kit".
Damit lassen sich DNA-Fragmente mit einer Lange von 100bp bis 10kbp aus Lésungen
herausfiltern. Die in der Saule befindliche Silikamembran bindet unter einer bestimmten
Salzkonzentration und einem bestimmten pH-Wert (PB-Puffer, pH < 7,5) die DNA, diese
kann unter einem anderen pH-Wert (EB-Puffer, pH 7,0-8,5) wieder von der Membran
geldst werden. Die verunreinigenden Substanzen werden zusammen mit dem PB-und

PE-Puffer verworfen.

Vorgehen

Es wurden 22ul des PCR-Produkts mit 110ul (funffaches Volumen) PB-Puffer (im Kit
enthalten) vermischt und auf die Saule gegeben (Ausnahme: Fur den Restriktionsverdau
wurden jeweils zwei gleiche PCR-Produkte uber eine Saule gemeinsam aufgereingt:
44yl PCR-Produkt, 220ul PB-Puffer). Nach einminltiger Zentrifugation bei 13200U/min
wurde auf die Saulen 750ul PE-Puffer (im Kit enthalten) gegeben. Die Saulen wurden fur
weitere zwei Minuten bei 13200U/min  zentrifugiert. SchlieBlich wurde die
membrangebundene DNA in 30ul EB-Puffer (im Kit enthalten) eluiert. Diese Eluate

konnten nun fur die S-PCR eingesetzt werden.

2.2.3 Gelelektrophorese und Visualisierung der PCR-Produkte

Das PCR-Produkt und das aufgereinigte PCR-Produkt-Eluat wurden auf ein Agarose-Gel
aufgetragen. Dies diente der Kontrolle der vorangegangenen PCR und
Saulenaufreinigung. Zeichen einer spezifischen und erfolgreichen PCR waren das
Vorhandensein einer einzigen Bande entsprechender Fragmentlange auf dem Agarose-
Gel. Zum Anfarben der DNA wurde Ethidiumbromid (EtBr;) verwendet. Es interkaliert mit
der DNA und wird durch die UV-Lampe des Transluminators zur Lumineszens angeregt.

Die Gele wurden digital photographiert, archiviert und dokumentiert.
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2.2.3.1 Agarose-Gel

Unterschiede bei Agarose-Gelen

Zur Visualisierung von DNA eignet sich eine einfache Agarose-Gelelektrophorese.
Agarose, eine mit D-Galaktose glykosidisch verbundene 3,6-Anhydrogalaktose, wird aus
Rotalgengattungen gewonnen und polymerisiert nach Aufkochen in Puffer (TAE-Puffer,
TBE-Puffer) aus. Es bildet sich eine Matrix mit bestimmter konzentrationsabhangiger
PorengrofRe und damit verbundenen Trennungseigenschaften aus. Wird nun an das im
Puffer schwimmende und mit Puffer bedeckte Agarose-Gel eine Spannung angelegt,
konnen DNA, RNA und Proteine ihrer Grélke nach aufgetrennt werden. Die Spannung
sollte maglichst klein gewahlt werden, um eine Hitzedenaturierung der DNA zu

vermeiden und um die raumliche Auflosung zu verbessern.

Bei der Auswahl der Konzentration des Agarose-Gels muss die Lange des erwarteten
DNA-Fragments beachtet werden. Agarose-Gele lassen sich in unterschiedlichen
Konzentration (0,4-2%ig) und mit unterschiedlichen Puffern (TAE-Puffer, TBE-Puffer)
herstellen. Die Laufeigenschaften und die raumliche Auflésung der DNA-Fragmente
werden durch die Konzentration des Gels bestimmt. Einen Uberblick Uber die

Abhangigkeit des Auflésungsvermogens von der Konzentration gibt Tabelle 4:

Agarose-Gel-Konzentration [mg/100ml] @ Trennbereiche der DNA-Fragmenten [kb]
0,40 2-30
0,75 1-15
1,00 0,5-10
1,25 0,3-5
1,50 02-4
2,00 0,1-2,5

Tabelle 4: Trennbereiche von Agarose-Gelen

Verwendete Agarose-Gele

Zur Kontrolle des PCR-Erfolges wurde ein 1,5%-iges Agarose-Gel (1xTBE-Puffer, 1l
5xDNA-Ladepuffer, 3ul PCR-Produkt, 3ul pBR322-Grollenmarker), zur Schnittmuster-
analyse nach dem Restriktionsverdau ein 2,5%-iges Agarose-Gel (1xTAE-Puffer, 13ul
Verdau-Produkt incl. 3ul SLM, 8ul pUC8-GroRenmarker) verwendet.
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Herstellung der Agarose-Gele

Es wurden 1,5mg bzw. 2,5 mg Agarose mit 1xTBE-Puffer bzw. 1xTAE-Puffer auf ein
Volumen von 100ml aufgefullt. Diese Suspensionen wurden fur ca. 3min in der
Mikrowelle bei 800Watt aufgekocht bis sich eine klare Losung bildete, unter Rihren
abgekuhlt, mit 6ul EtBry versetzt und zum Ausharten in Gelschalen gegossen. Die
Taschen des mit 1xXTBE-Puffer bedeckten Gels wurde jeweils mit 3yl DNA des PCR-
Produkts und 1pl 5xDNA-Ladepuffer beladen. Als GroRenmarker diente pBR322 Mspl-
Digest. Die Taschen des mit 1xTAE-Puffer bedeckten Gels wurden jeweils mit 13pl
Verdau-Produkt (incl. 3ul SLM) beladen. Als GroRenmarker diente pUCS8. Die Spannung
betrug jeweils ca. 68Volt, die Laufzeit bei dem PCR-Gel ca. 45min, bei dem Verdau-Gel
ca. 90min.

2.2.3.2 Polyacrylamid-Gel

Polyacrylamid-Gele (PA-Gele) haben im Gegensatz zu Agarose-Gelen den Vorteil, dass
héherkonzentrierte Gele hergestellt werden kdnnen, die durch eine kleinere Porengrole
eine bessere raumliche Auflosung der DNA-Fragmente auf dem Gel erzielen. Das
versuchsweise verwendete 15%-ige PA-Gel bestand aus 3,75ml 4xTrenngel-Puffer,
3,63ml HyO, 7,5ml Acryamid 29:1, 12,5ul Temed und 125l APS. Der Gel-Laufpuffer
bestand aus 3,0285g Tris-Base (25mM) und 14,4134g Glycin (0,192M) ad 1000ml. Trotz
PA-Gel konnten die erwarteten DNA-Fragmente der Lange 3bp und 18bp nach dem
Restriktionsverdau auf dem Gel nicht identifiziert werden. Da der Nachweis dieser

kurzen Fragmente nicht relevant war, wurde eine Analyse mittels PA-Gel verworfen.

2.2.4 Direkte Sequenzierung

Zur Analyse auf Sequenzalterationen mussten die Basensequenzen aller Exons und
Intro-Exon-Grenzen aquiriert werden. Generell gibt es zwei Methoden der DNA-
Sequenzierung, die nach ihren jeweiligen Grundprinzipien ,Dideoxy-Methode® und
,=Endgruppentechnik® genannt werden. Prinzipiell erhalt man bei beiden Methoden die
Basensequenz des untersuchten DNA-Fragments. In dieser Arbeit wurde die ,Dideoxy-

Methode* verwendet.
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2.2.4.1 Sequenzreaktion (S-PCR)

Das Ausgangsmaterial fur die ,Dideoxy-Methode® nach Sanger ist ssDNA [83]; an diese
Einzelstrang-DNA hybridisieren Primer und werden mit dNTPs vom 3’-Ende extendiert.
Zusatzlich sind dem Ansatz zu einem sehr geringen Anteil (ca.10%)
fluoreszensmarkierte Didesoxytriphosphate (ddNTPs) beigemengt, die durch das Fehlen
ihrer 3’-OH-Gruppe mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit zu einem Kettenabbruch
(Terminatoren) der wachsenden Polynukleotidkette fuhren. Somit erhalt man DNA-
Ketten unterschiedlicher Lange, deren letzte zum Kettenabbruch fluhrende Base
fluoreszensmarkiert ist. Jede der vier mdglichen Basen ist mit einem anderen
Fluoreszensfarbstoff markiert, so dass sich mittels einer anschlieRend durchgefihrten
Gelelektrophorese die unterschiedlich langen Fragmente mit unterschiedlich markierter

letzter Base auftrennen lassen und sich die DNA-Sequenz ablesen laf3t (siehe Abb. 7).

Primer 5@=—
Template DNA 3

3¢
] 5‘
DNA-Polymerase
+ dNTPs

+Dideoxy-A | +Dideoxy-G | +Dideoxy-T | +Dideoxy-C

o— A ®e—oG e—T @—C

AnschlieRend Elektrophorese und Trennung
entsprechend der Fragmentlange

Abbildung 7: Dideoxy-Methode nach Sanger et al.

Fir die S-PCR werden neben dem aufgereinigten PCR-Produkt die jeweiligen Primer fur
das jeweilige Exon und ein spezielles Gemisch aus DNA-Polymerase, dNTPs,
fluoreszensmarkierten ddNTPS und Salzen bendétigt. Hier wurde der ,ABI PRISM Big
Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit* verwendet. Im Gegensatz zur PCR, bei der
fur jeden Reaktionsansatz forward- und reverse-Primer zur Amplifizierung eines DNA-
Segments eingesetzt wurden, wurde bei der S-PCR pro Reaktionsansatz entweder 1pl
forward- oder reverse-Primer, 2ul Big Dye und 7pl aufgereinigtes PCR-Produkt-Eluat

eingesetzt (siehe Tab. 5).



Patienten, Methoden und Material 28

Substanz Volumina [pl]
Big Dye Terminator V.1.1 2
PCR-Produkt-Eluat 7
Primer F oder R 1

Tabelle 5: Eingesetzte Substanzen und Volumina zur S-PCR

Die S-PCR lief ebenfalls in denselben Thermocyclern wie die PCR ab. Es wurde jedoch

folgendes S-PCR-Programm verwendet (siehe Tab. 6):

Schritt Temperatur [°C] Dauer [s]
1 96 60
2 96 5
3 60 90
4 50 90
5 4 oo

Tabelle 6: Cycler-Programm fiir die S-PCR

Das S-PCR-Programm ist auf die jeweilige ,Big Dye“ Generation abgestimmt und
beinhaltet die gleichen Schritte wie die PCR, namlich das Aufschmelzen der dsDNA in
ssDNA, das annealing der Primer und die Extension der Primer. Schritt zwei bis vier

wurde 24 mal wiederholt.

2.2.4.2 Alkoholische Prazipitation von DNA

Prinzip

Dieser Schritt folgt nach der S-PCR und dient der Aufreinigung des S-PCR-Produkts.
Nach der S-PCR befinden noch Uberschussige dNTPs, ddNTPs, Primer, Polymerase
und andere Substanzen im Ansatz, die zu schlechten, d.h. unleserlichen
Elektropherogrammen fuhren. Das Prinzip ist dasselbe wie bei der DNA-Isolierung aus
Leukozyten: DNA wird aus einer wassrigen LOsung praziptiert. In einem ersten Schritt

wird die DNA alkoholisch prazipitiert. In einem zweiten Schritt werden die
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verunreinigenden Substanzen herausgewaschen und verworfen. In einem dritten Schritt

wird die DNA in einem geeigneten Losungsmittel gelost.

DNA-Fillung

Zur eigentlichen DNA-Fallung wurden 10ul S-PCR-Produkt mit 40ul 80%-igen Ethanol
gemischt und 10min stehengelassen. Die 80Vol.% Alkohol bewirken eine Prazipitation
der DNA, in den 20Vol.% ddH20 Iésen sich die Verunreinigungen. Danach wurde das
Gemisch 30min bei 13200 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Absaugen

von den Pellets getrennt.

Waschschritt

Um die verunreinigenden Stoffe herauszuwaschen wurde nach dem Absaugen des
Uberstandes 100ul 70%-iger Ethanol dazugegeben; in den darin enthaltenen 30Vol%
ddH,O I6sen sich verbleibende Verunreinigungen noch etwas besser, ohne dass die
prazipitierte DNA in Losung geht. Nach 10min wurde die Losung fur 20min bei 13200

U/min zentrifugiert und der Uberstand erneut abgesaugt.

Trocknung

Nach Trocknung der mit dem Auge nicht sichtbaren DNA-Pellets (37°C-Warmeschrank,
45min) zur Verflichtigung des restlichen Alkohols wurden diese anschlie3end in 20pl

ddH,0O fur 1h geldst, in spezielle Sequencer-Tubes Ubergefuhrt und bei 4°C gelagert.

2.2.4.3 Automatisches DNA-Sequenziergerat (Sequencer)

Gerat und Prinzip

Diese Sequencer-Tubes wurden dem Sequenzier-Automat (Sequencer) zur
Sequenzierung angeboten. Verwendet wurde der Einkapillar-Sequencer ,ABI Prism®
310 Genetic Analyzer®. In diesen Tubes befinden sich die beschriebenen DNA-
Fragmente  unterschiedlicher Lange, deren letzte Base basenspezifisch
floureszensmarkiert ist. Die Anteile der kurzen und langeren DNA-Fragmente in dem

DNA-Fragment-Gemisch lieRen sich durch Variieren des Volumens des eingesetzten
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PCR-Produkts bzw. BigDyes verandern. Beispielsweise entstehen in der S-PCR durch
Einsetzen eines grolkeren Menge an PCR-Produkt verhaltnismallig mehr kurze
Fragmente, weil dadurch die S-PCR an verhaltnismalig mehr Stellen der template-DNA
beginnt und es dadurch auch zu verhaltnismalig mehr Strangbrichen in den ersten

Zyklen kommt und dadurch wiederum verhaltnismaflig mehr kurze Fragmente entstehen.

Injektionszeit

Ein durch die Injektionszeit empirisch ermitteltes Volumen des DNA-Fragment-
Gemisches wurde Uber eine transparente Kapillare von dem Gerat selbsttatig aus den
Sequencer-Tubes angesaugt und mittels eines nicht polymerisierenden Polyacrylamid-
Gels innerhalb der Kapillare elektrophoretisch langenspezifisch aufgetrennt. Die

Injektionszeit betrug stets 4s.

Elektropherogramm

Die Kapillare fuhrt an einem Detektionsfenster vorbei, Uber welches die
floureszensmarkierten Basen durch einen LASER zur Fluoreszenz angeregt und
registriert werden. Letztendlich wird eine grafisch aufgearbeitete Basenabfolge
(Elektropherogramm, Sequenzkurve) ausgegeben. Nachfolgend ein typisches vom

Sequencer erzeugtes Elektropherogramm (siehe Abb. 8):

l"‘\- J

CC 4T GC T GGG AG AGC T BT CC
Abbildung 8: Beispiel eines Elektropherogramms

In diesem Beispiel wirde die Sequenz, die mit einer Referenzsequenz verglichen
werden musste, CCA TGC TGG GAG AGC TGT CC lauten.
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2.2.5 Verwendete Software und Internetadressen

Sequenzanalyse

Die vom Sequencer erzeugten Elektropherogramme konnen prinzipiell ohne weitere
Verarbeitung betrachtet werden. Dennoch mussten sie zur genaueren Untersuchung mit
einem geeigneten Programm aufbereitet werden. In Vorbereitung auf das eigentliche im
Internet  frei  verfUgbare  Analyseprogramm ,Gap 4“ (Staden Package,
www.sanger.ac.uk/Software/production/staden) wurde eine Sequenzdatenbank, in die
alle Elektropherogramme aufgenommen wurden, mit dem Programm ,Pre Gap* (Staden
Package) erzeugt, auf die ,Gap 4 zugriff. ,Gap 4“ ordnete alle in ihrer Sequenz
ahnlichen Sequenzen in einem ,Contig“ und alle Contigs in einem ,Contig Selector” an.
Jedes ,Contig“ konnte einzeln aufgerufen und die enthaltenen ahnlichen Sequenzen
bzw. Elektropherogramme betrachtet werden. In dem jeweiligen Contig Editor konnten
Sequenzen mit der PC-Maus angeklickt und deren Elektropherogramme in einem ,Trace
Display“ betrachtet und editiert werden. Dies ermdglichte es, Anfang und Ende des
Exons innerhalb der zu analysierenden Sequenz anhand einer Referenz-Sequenz zu
suchen und zu markieren, mehrere Sequenzen gleichzeitig zu analysieren,

untereinander zu vergleichen und bei Bedarf die Sequenzen zu editieren.

Im Folgenden die einzelnen Schritte der Analyse:

(I Prepnpd ergfom 5 o (=] 3
Fie Moddes Iumation source Optiors Hely
Files to Process \ Configure Modules | Tesmual opin |

Liet of files Lo process

Dlidpust Borvame profe e a g
s —

Duudpust diiectony prefis [s,113 ehs /Dasketap

Adld s

Ardd Binl IMS files

fun tiee]
Abbildung 9: PreGap4 Ver. 1.5

Abgebildet ist die Eingabematrix des Programms ,Pre Gap*“. Dieses ist Teil des Programm-Pakets ,Staden
Package”. Dieser Matrix werden Uber den Button ,Add files“ die .ab1-Dateien hinzugefigt, die analysiert
werden sollen. Anschliessend werden noch Einstellungen fiir die Art der Analyse auf der Registerkarte
»configure Modules® eingestellt; hier sollte ,shotgun 4“ aktiviert werden. Nach Auswahl eines Ausgabe-
Ordners wird die Analyse Uber den Button ,Run“ gestartet. Es wird nun eine Datenbank erstellt, die alle
ausgewahlten Sequenzen enthalt.
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Capd has started up in 'Begirmer' mode. To select another memu level,
please use the 'Configare memus' command in vhe 'Options' mema.
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Abbildung 10: Gap4 Ver. 4.10

Die mit ,Pre Gap“ erzeugten Datenbanken werden mit dem zweiten Programm des Staden-Pakets ,Gap 4

Uber den Button ,File gedffnet. Es erscheint der ,Contig Selector*.

Tk

J ﬂ ﬂ 2o0m out [ crosshairs | | ‘ ‘
|

Contig: ATP_11941_9R [-#11] Length: 268 Num readings: 1

Abbildung 11: ,,Contig Selector”

Dieser enthalt mehrere Contigs aller in der gewahlten Datenbank vorhandenen Sequenzen. Ein Contig
besteht aus untereinander aufgelisteten Sequenzen, die sich zu einem gewissen Teil gleichen.
Idealerweise waren alle Sequenzen identisch; dann gabe es fiir jede datenbakn nur ein Contig. Meistens
aber werden die Sequenzen vom Programm nie vollstandig korrekt gelesen. Nach Auswahl eines Contigs

erscheint der ,Contig Editor*.

+8
+10
+5
+6

ATP 11566 SF
ATP_11941 9F
exonsd. Lyt
ATP_11565 9F
CONSENSTS ————

Tl
Cong |2 §|| Gual |0 §|| I Ingert | Edit Modes »» | [ Cutoffs | Undao | Mext Search | Commands >>| Settings >>| Guit | Help > ||
« |« 1 =1 » I3 ¥ | ¥
| 3o 40 S0 6l 7o j=]n] S0 100

CTCCTCTTTC TC TACCAGG* TG T*GCCTGA*CCCTFGACAG*F CCAAGCGCATGGC* ACGG* AAG* AACTGCCTGGTG* LA
TAACCAGGT-GT*GCCT*G-CCCTGGACAG*F CCAAGCGCATGGC* ACGGCAAG* AACTGCCTGGTG* LA
JUICCAGEGTGTGGCCTGGJ\.CCCTG— ACAGCCCAAGCGCATGGCCACGGCAAGCAACTGCCTGGTG* LA
AACCAGGFTGT*GCCTG-ACCCTGGACAGF CCAAGCGCATGGC F ACGGCALGF AL* TGCCTGGTGC AL
ACCAGGFTGTFGCCTGALC CCTGGACAGFCCALGCGUATGGC F ACGGCAAGCAACTGCCTGGTG AL
GFTGTFGCCTGAFCCCT*FGACAG*CCAAGCGCATGGC * ACGGF AAGF AMCTGCCTGGTG* AL
GTGT*GCCTGGACCCTGGACAGF CCAMGCGCATGGC ¥ ACGGUALG* AAF TGCCTGGTG* AL

CTCCTCTTTCTC TJ\.CCAG.TGT*GCCTGJ\.ACCCTGGJ\.C AGFCCALGC GCJ\.TGG!*J\.C GGCAAGF AACTGCCTGGTG AL

Base confidence: 27 [Frobability 0.938005] Position 45

Abbildung 12: ,,Contig Editor”

In diesem Editor sind alle in gewissen Teilen Ubereinstimmenden Sequenzen aufgefihrt. Idealerweise ist
auch die Referenzsequenz fiir das betrachtete Exon vorhanden. In diesem Beispiel ware dies die Sequenz
.exon9.ixt“. In dem ,Contig“ ist auch manuelles Editieren der Sequenz und Markieren von Exon-Anfang

und Exon-Ende moglich.
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Abbildung 13: ,, Trace Display*

Dieses Fenster 6ffnet sich durch Anklicken der einzelnen Sequenzen. Das ,Trace Display® enthalt die
einzelnen Elektropherogramme der analysierten Proben. Die einzelnen Elektropherogramme werden
manuell auf ihre Verwertbarkeit (Qualitat, Lesbarkeit, stérender Hintergrund) gepriift und ebenfalls manuell
mit der Referenzsequenz verglichen.

Alignement mittels ,,Clustal W*

Nach Identifizierung einer Sequenzalteration musste geklart werden, ob diese bei
isoformen humanen a-Untereinheiten der Na'/K*-ATPase oder bei a-Untereinheiten
anderer Spezies ebenfalls vorhanden ist, also inwieweit diese Aminosaure konserviert
ist. Die Aminosauresequenzen sind uber verschiedene Proteindatenbanken erhaltlich
(z.B. http://lwww.expasy.org/). Das Programm ,Clustal W* (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/)
ordnet beliebig viele Aminosauresequenzen so an, dass sich weitestgehend identische
Sequenzen untereinander befinden (Alignement). Betrachtet man nun eine bestimmte
Aminosaure, wird auf einen Blick sichtbar, bei wie vielen Sequenzen diese oder eine
andere Aminosaure vorhanden ist. Damit lassen sich Aussagen uber den Grad der

Konservierung der Aminosaure innerhalb der betrachteten Proteine treffen.

DNA-Datenbanken ,,Genbank‘“ und ,,Ensembl*

Als Bezugsquellen fur die Referenzsequenzen der jeweiligen Exons dienten die
Datenbanken Genbank (www.genbank.com) und Ensembl (www.ensembl.org). Anhand
dieser Referenzen wurden die Sequenzen auf Veranderungen untersucht. Die in den
Datenbanken aufgefuhrten Sequenzen der untersuchten Gene wurden auch zum
Primerdesign verwendet. Zur sicheren Identifizierung von Basenanderungen war es am

gunstigsten, die sog. , Transcript View"“ zu wahlen. Auf diese Weise erhielt man von dem


http://www.expasy.org/
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betrachteten Gen die kodierende Basensequenz beginnend mit ATG, die entsprechende
Aminosauresequenz und eine durchgehende Numerierung der Basen und Aminosauren.

Somit konnten Veranderungen der Sequenz eindeutig beschrieben werden.

TGACGEGTGACGGGETGAACGACTCCCCTGCATTGAAGAAGGC TGACATTGGCATTGLCA
TGACGBEGTGACBGEGTGAACGACTCCCCTGCATTGAAGAAGGC TEACATTGGCATTGECA
¥--T--G--D--G~-¥--H--D--5--P--A~-L--E~-K--A--D--I--G--I--A-=

¥
TGGGCATCTCTGGCTCTGACGTCTCTAAGCAGGCAGCCGACATGATCCTGCTGGATGACA
TGGECATCTCTGGCTCTGACGTCTCTAAGCAGGCAGCCGACATGATCCTGCTGRATGACA
M=-G--I--5--G--5--D--¥--5--K--0--A--A--D--M--T--L--L--D--D--
¥ Y
ACTTTGCETCCATCGTCACGGGGGT GRAGGAGGGCCGCCTCATCTTTGACAACTTGAAGA
ACTTTGCCTCCATCGTCACGGGGGT GGAGGAGGGCCGCCTGATCTTITGACALCTTGAAGL
HN--F--A--8--I--¥--T--G--¥--E--E--G--R-=L=-I--F--D--N--L--K--
Abbildung 14: , Transcript View“ eines Gens

Exons- alternating Codons - alternating
text colour background colour

\ Synonymous SNP

Non-synonymous SNP
YR ¥/
CTTACCGCTGCTGGTGAGGTTGACTTCA

—L—[T——A— =A=—G-—E—-Y—-D—F—

Other variation in
coding sequence Translation
Affected residue

Mouse over shows alternative codons)

Ambiguity code
Y R
:TCTT?:ITATCJ\C ACCCGGTGGAT

Other variaion UTR SNP

in UTR . (Mouse over shows alleles)
(Mouse over shows alleles)

UTR (dark background)
Abbildung 15: Legende fiir die ,,Transcript View*

Primerprogramm ,,Primer 3“

Zum Design neuer Oligonukleotide wurde ausschlieBlich das Programm ,Primer 3°
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) verwendet. In diesem kdnnen
diverse Einstellungen vorgenommen werden, die sich auf die Primersequenzen
auswirken. Es erwies sich aber als ausreichend, die Standardeinstellungen
beizubehalten. Einzig die Basensequenz, beginnend ca. 40bp von der jeweiligen Intron-

Exon-Grenze innerhalb des Introns liegend, mussten eingegeben werden.
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Abbildung 16: Design der Primer mit ,,Primer 3*

2.2.6 Funktionelle Untersuchung der Neumutation ¢.G2723A (p.R908Q)

Uberblick: Plasmidsynthese, Transformation, Transfektion, Survival Assay

Die Auswirkungen des neu entdeckten, nicht vorbekannten nicht synonymen
Polymorphismus ¢.G2723A wurden auf zelluldrer Ebene untersucht. Die cDNA der oo-
UE der humanen Na'/K’-ATPase war in einen modifizierten pcDNA3.1x-Vektor
subkloniert worden (Konstrukt: [pcDNA-ATP-wt]). In dieses Konstrukt bzw. in die a,-UE
fuhrten wir die zu untersuchende Mutation ¢.G2723A ein (Konstrukt: [pcDNA-ATP-mut]).
Um bei den spateren Transfektionsexperimenten eine Unterscheidung zwischen der
transfizierten Na'/K’-ATPase und der endogenen (zelleigenen) Na'/K*-ATPase zu
ermdglichen, wurden in die a,-UE zusatzlich die zwei zu einer Ouabain-Resistenz der
Na’/K*-ATPase fihrenden Mutationen p.Q116R und p.N127D eingefiihrt. Zusatz von
Ouabain konnte nun die endogene Na'/K'-ATPase inhibieren [16]. Alle Konstrukte
wurden sequenzverifiziert. Die Mutationen wurden mittels in vitro Mutagenese nach der
Methode der site directed mutagenesis erzeugt. Verwendung fand das ,Quick Change
site-directed mutagenesis kit‘. Es folgte eine Hitzeschocktransformierung von ,E. coli
Top10“ Bakterien mit den beiden Konstrukten [pcDNA-ATP-wt] und [pcDNA-ATP-mut],
Kultivierung sowie Plasmidpraparation mit dem ,Hi-Speed Plasmid-Maxi-Kit".
AnschlieBend wurden Zellen einer humanen Cervix-Ca-Zelllinie (HelLa) mittels
Lipofectamin 2000 entweder mit dem Konstrukt [pcDNA-ATP-wt], [pPcDNA-ATP-mut] oder

mit dem kommerziell erhaltlichen, floureszensmarkierten Plasmid ,GFP“ als
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Transfektionskontrolle transient transfiziert. Diese Zellen wurden finf Tage unter dem

ATPase-Inhibitor Ouabain kultiviert und auf ihre Uberlebensfahigkeit hin bewertet.

Details: in vitro-Mutagenese

Die gewlnschten Mutationen wurden in das Konstrukt [pcDNA-ATP-wt] durch zirkulare,
gerichtete in vitro-Mutagenese eingefuhrt. Abbildung 17 zeigt schematisch die

Mutagenese:

ONONORS

Abbildung 17: Zirkulére, gerichtete in vitro-Mutagenese

Schritte: 1. DNA-Konstrukt (schwarzer Kreis) mit Zielort fir die einzufiihrende Mutation (blaues Oval), 2.
Mutagenese-Primer (griiner Bogen) mit eingefiihrter Mutation (rotes Oval) binden an das Konstrukt, 3.
Elongation der Mutagenese-Primer, 4. Verdau der methylierten Mutter-DNA, DNA mit gewlnschter
Mutation (rotes Oval) kann nun in Bakterien transformiert werden

Nach ldentifizierung der zu mutierenden Ziel-Basen in dem Ausgangs-Konstrukt [pcDNA-
ATP-wt] wurden spezielle Mutageneseprimer synthetisiert. Zielbasen waren ¢.G2723A
(Mutation p.R980Q), c.A347G (Ouabain-Resistenz: p.Q116R) und c.A379G (Ouabain-
Resistenz: p.N127D).

Mit die gewunschten Mutationen tragenden Mutageneseprimern, einer high fidelity DNA-
Polymerase und dem zu mutierenden Konstrukt wurde eine PCR nach Hestellerangaben
durchgefuhrt. Das PCR-Produkt waren Plasmide, die sich in genau der gewunschten
Base von dem Ausgangs-Konstrukt unterschieden. Da in der folgenden
Bakterientransformation von ,E. coli Top10“ (abweichend von den Hestellerangaben
wurden keine mitgelieferten XL Gold ultrakompetenten Zellen® verwendet) nur die
mutierten Konstrukte/Plasmide transformiert werden sollten, die durch die Mutagenese-
PCR erzeugten Tochterstrangen aber keine Methylierung aufwiesen, konnten die
mutagenisierten Plasmide mittels der methylierungssensitiven Restriktionsendonuklease
Dpnl selektiert werden. Nach Selektion der mutagenisierten Plasmide mittels Inkubation

mit dem Restriktionenzym Dpnl folgte die Bakterientransformation von ,E. coli Top10“.
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Details: Bakterientransformation und -kultur, Plasmidpraparation

Zur Amplifizierung der Plasmide wurden ,E. coli Top10“ mit den Plasmiden transformiert.
Es wurden 1ul Plasmid-LOosung (entsprechen ca. 300ng Plasmid) auf 1 Vial (60ul) E.coli
Top10 OneShot-Zellen gegeben, 30min auf Eis zur Anlagerung der DNA inkubiert, dann
uber Hitzeschock (30s, 42°C) in die Zellen transformiert und auf Eis gekuhlt.
AnschlieBend wurde den ReaktionsgefalRchen S.0.C.-Medium (save our cells)
hinzugegeben, die Zellen 1h zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz bei 37°C unter
Schutteln inkubiert und von diesen Lésungen 200ul, 20ul und 2ul unter Ampicillin auf
Agar ausplattiert.

Nachdem Einzelkolonien gewachsen waren, wurde eine Kolonie gepickt und in 150ml
autoklaviertes LB-Medium in Erlenmayerkolben gegeben. Die Erlenmayerkolben wurden
uber Nacht bei 37°C in den Schduttler gestellt.

Die Plasmide wurden mit dem ,Hi-Speed-Plasmid-Maxi-Kit“ nach Herstellerangaben
isoliert. Die Isolierung lief wie folgt ab: Die Gber Nacht inkubierten Erlenmayerkolben mit
der ertriibten Bakterienldsung wurden bei 4-10.000U/min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das prazipitierte Zell-Pellet mit GTE-Medium (Glucose-Tris-EDTA,
RNAse) resuspendiert. Durch die im GTE-Medium enthaltene RNAse wurde nach der
Lyse der Bakterien die vorhandene RNA abgebaut und es blieb lediglich die DNA
erhalten. Im nachsten Schritt wurden die Bakterien mit Lysis-Puffer (NaOH-SDS)
aufgeschlossen. Durch Absenken des pH-Werts auf einen pH-Wert von ca. 4,8 mit
einem im Kit enthaltenem Puffer wurde die bakterielle genomische DNA prazipitiert.
Diese und andere Substanzen (Zelldetritus, SDS, Salze, Proteine) schwammen auf,
wahrend die Plasmide in Lésung blieben. AnschlieRend wurden die Plasmide mittels
einer Membran, die DNA von einer Lange Uber 70bp bindet, aus der Losung isoliert und

nach 2-3 Waschvorgangen in TE-Puffer eluiert.

Es lag nun eine Plasmid-Lésung mit einem Volumen von 800ul vor. Die Konzentration
dieser Loésung wurde photometrisch bestimmt und auf eine Konzentration von 100ng/pl
mit Aquagest verdunnt. Sul dieser verdunnten Losung wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt und mit Hilfe des Groflen- und Mengenmarkers smart ladder visuell
abgeschatzt, ob die Plasmid-Menge tatsachlich 500ng betrug. Der so visuell

abgeschatzte Wert erwies sich genauer als der photometrisch bestimmte Wert.
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Details: Transfektion, Survival Assays

Zuerst wurden die kultivierten HelLa-Zellen mit 10ml PBS-Puffer gewaschen.
Anschliessend wurde zu den Zellen 1,5ml Trypsin gegeben und 5min inkubiert, in 5ml D-
MEM (inkl. 10% FKS; fetales Kalberserum) geldst, in ein 15ml Tube aufgenommen und
fur 4min bei 13600U/min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10ml D-MEM (inkl. FKS)
resuspendiert; 1ml dieser Suspension wurde flr eine dauerhafte Zellkultur verwendet.
Nach Bestimmung der Zellkonzentration mit einem Hamatozytometer nach Burker wurde
die Suspension auf eine Zellkonzentration von 5x10° Zellen/ml eingestellt. AnschlieBend
wurde je 1ml dieser Suspension in jedes Well einer 12-Loch-Platte (4cm? pro Well)
gegeben und 24h bei 37°C inkubiert.

Wahrenddessen wurden 1,6ug der jeweiligen Plasmid-Lésung (entspr. 16ul der
verdunnten Plasmid-Lésung) in 100ul Opti-MEM gel6st und vorsichtig gemischt. 4pl
Lipofectamin 2000 wurden in 100ul Opti-MEM geldst und vorsichtig gemischt. Nach 5min
wurden beide Lésungen gemischt und 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lésung
wurde vollstandig auf die Zellen in dem jeweiligen Loch gegeben. Ein Tag nach der
Transfektion wurden die mit der GFP-Kontrolle transfizierten Zellen unter dem
Floureszensmikroskop auf erfolgreiche Transfektion hin untersucht. Zwei Tage nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 1ml PBS-Puffer gewaschen, mit drei Tropfen Trypsin
geldst, in ein 15ml Tube Uberfihrt und 4min bei 13600U/min zentrifugiert. Das Zellpellet

wurde in Vollmedium (ohne Streptomycin) resuspendiert.

Ein Drittel der jeweiligen Zellsuspension wurde auf 10cm Petrischalen ausgesat, die
jeweils Kulturmedium und Ouabain in einer Konzentration von 1uM enthielten. Nach 5
Tagen wurden die Kolonien mit Methylenblau (1Vol% Methylenblau in 70%-igem
Methanol) fixiert und ausgezahlt. Alle Experimente wurden einige Male wiederholt und

waren reproduzierbar.

Alle Uberlebensfahigen Zellen hatten sich an dem Boden der Petrischale anheften
kénnen, alle toten Zellen schwammen im Uberstand und hatten keine Zell-FiiRchen

gebildet.
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2.3 Material

2.3.1 Chemikalien

Kits
Hi-Speed Plasmid-Maxi-Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland)
QIA quick PCR Purification Kit (Quiage, Hilden, Deutschland)

Quick Change site-directed mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA USA)

Puffer und Losungen
Bakterien-Lysis-Puffer (NaOH-SDS)
DNA-Ladepuffer

DNA-SLM (100mM Na-EDTA, 40% Saccharose, je 1 Spatelspitze Xylencyanol und

Bromphenolblau)

Erythrozyten-Lysis-Puffer (Ammoniumchlorid: 0,155M, Kaliumhydrogencarbonat: 0,01M,
EDTA: 0,0001M)

Gel-Laufpuffer: Tris-Base (25mM), Glycin (0,192M)

NEB-Puffer Nr. 4 (10x; New England BioLabs Inc.)

PBS-Puffer (Na2HPO4: 6,5mM, KH2PO4: 1,5mM, KCI: 2,5mM, NaCl: 140mM, pH 7.2)
PCR-Puffer (10x; Quiage, Hilden, Deutschland)

SE-Puffer (NaCl: 0,075M, EDTA: 25mM)

TAE-Puffer (1x; Tris: 40mM, Essigsaure: 20mM, EDTA:1TmM)

TBE-Puffer (1x; Tris-HCI: 89mM, Borsaure: 89mM, EDTA: 2mM; pH 8,0-8,2)
4xTrenngel-Puffer (1,5M Tris-HCL, pH 8,8)

Tris-HCL-Puffer, pH 8

Vollblut
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Einzelsubstanzen

Acil 3,0U/ml (New England Biolabs, MA, USA)
Acryamid Mix 29:1

Ampicillin

APS 10%ige Losung

Aquadest.

Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)

Bromphenolblau, Pulver

BSA (100mg/ml)

ddH»O: doppelt destilliertes Wasser

Ethanol (100%ig)

Ethanol (70%ig)

Ethidiumbromid; Arbeitslésung 0,5 pg/ml

Lipofectamin 2000 Transfektion Reagent (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany)
Methylenblau (1Vol% Methylenblau in 70%igem Methanol)

MgCl, (25mM)

Ouabain, (9-anthroyl ouabain, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany)
pBR322 (Fermentas International Inc., Burlington, Ontario, Canada)
pUCS8 (Fermentas International Inc., Burlington, Ontario, Canada)
Smart-Ladder

Taq (5U/ul)

Trypsin, div. LOosungen

Xylencyanol, Pulver
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Zellen
E.coli Top10 One Shot Cells

HelLa-Zellen

Gele und Medien

Agarose-Gel, diverse Konzentrationen

D-MEM inkl. 10% FKS (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany)
GTE-Medium (Quiage, Hilden, Deutschland)

Kulturmedium: Agar

Kulturmedium: LB-Medium

Kulturmedium: Vollmedium

Opti-MEM (Quiage, Hilden, Deutschland)

Polyacrylamid-Gel 15%ig (3,75ml 4xTrenngel-Puffer (1,5M Tris-HCL, pH 8,8), 3,63ml
H20, 7,5ml Acryamid 29:1, 12,5ul Temed und 125ul APS

Nukleinsauren, Konstrukte

DNA (50ng/pl)

dNTPs (2mM; Quiage, Hilden, Deutschland)

Plasmid: GFP-Plamid

Plasmid: Konstrukt [pcDNA-ATP-mut]

Plasmid: Konstrukt [pcDNA-ATP-wt]

Plasmid: pcDNA3.1x-Vektor (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Germany)
Primer forward (10pmol/pl)

Primer reverse (10pmol/pl)
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2.3.2 Geratschaften

Verbrauchmaterialien
12-Loch-Platte, 4cm? pro Well
Einmalkuvetten, 1cm Kantenlange
Eppendorf-Cups, 0,5ml
Falcon-Tube, 50ml

Petrischalen, 10cm
Pipettenspitze, div. Grolken

Sequencer-Tubes

Gerate

Eisfach -80°C und -20°C
Elektrophoreseschalen

Erlenmayerkolben, div. Volumina
Floureszensmikroskop

Hamatozytometer nach Burker

Kuhlschrak 4°C

Mikrowelle

Photometer, Filter A=260nm und A=280nm

Schuttler

Sequencer: Einkapillar-Sequencer ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA)
Thermocycler
Transluminator
Vortex-Ruhrer
Warmeschrank

Zentrifuge
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Daten

Fir diese Arbeit wurden Patienten anhand eines Telefoninterviews und Fragebogens
bzgl. ihrer SHM phanotypisiert. Folgende Tabelle gibt die relevanten klinischen

Charakteristika der rekrutierten Patienten wieder:

Pat. | a | Geschl. | AaO | Hemi.' | Seite | Lat? verauf des s. | v. | d. t h
motor. Defizits
A 44 Q 42 A+B R n.a. A>B -]+ 30min. 2x/LZ
B 19 Q 11 A+B L>R n.a. Beginn A + | - |+ bis zu h bis zu 2x/Monat
C 35 Q 17 A+B R>L n.d. n.d. + |+ |+ >1h bis zu 2x/Monat
D 34 Q 22 A+B R/L n.a. Beginn A oder B + |+ |+ >1h bis wochtl.
E 25 Q 15 A+B R>L n.d. Beginn A distal + | + | + | 15-30min 1x/2 Monate
F 23| & 5 | A+B | L>R | ipsi F>B>H>A N 2x/Jahr
G 34 3 28 A+B R n.a. H>A>B + | + | + | biszué6h 5x/ILZ
H 28 Q 16 A R/L contra. n.d. + |+ |+ ca. 1h 4x/Jahr
| 20 3 4 + R ipsi. n.d. + |+ |+ 24-72h 1x/3Monate
J 24 IS 8 + R ipsi. n.d. + | + | + | 15-60min. 1x/1-6 Monate
K 39 Q 4 A+B L n.a. A>B + |+ | ? bis zu h n.d.
L 59 Q 15 A+B R n.a. A>B + | + | - | 10min.-3h 5x/Jahr
M 12 a8 11 A+B R n.d. n.d. + |+ |+ h insg.4-5x

Tabelle 7: Klinische Charakteristika der SHM-Patienten A-M

a: Alter; AaO: Manifestationsalter der hemiplegischen Migrane; Hemi: Auspragung der Hemiplegie; L: links;
R: rechts; Lat.: Lateralisation der Attacken; ipsi.: ipsilateral; contra.: contralateral; A: Arm; B: Bein; F: Fuss;
H: Hand; s./v./d.: sensibles/visuelles/dysphasisches Defizit; LZ: Lebenszeit; n.a.: nicht anwendbar; n.d.:
nicht determiniert

1: Vorhandensein motorischer, sensibler, visueller oder dysphasischer Symptome
2: Anatomischer Seitenbezug der Hemiplegie bzgl. des Kopfschmerzes

Das Durchschnittsalter der rekrutierten Patienten betrug etwa 30 Jahre. Das
Manifestationsalter der hemiplegischen Migrane lag bei etwa 15 Jahren. Mit einem
Verhaltnis Frauen zu Mannern von acht zu funf lasst sich keine eindeutige Praferenz
hinsichtlich eines Geschlechtes ermitteln. Etwa 77% der Rekrutierten gaben eine

hemiplegische Symptomatik an der oberen und unteren Extremitdten an, etwa 8%
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lediglich an der oberen Extremitdt und etwa 15% machten dazu keine Angaben.
Ausschliel3lich die rechte oder die linke Koérperseite war bei etwa 47% bzw. 8% der
Befragten betroffen, in jeweils etwa 15% der Falle war entweder die linke Seite starker
betroffen als die rechte, die rechte Seite starker betroffen als die linke oder beide
Korperseiten in gleichem Male betroffen. Etwa 23% der Rekrutierten hatten eine
ipsilaterale hemiplegischen Symptomatik bezlglich des Kopfschmerzes, etwa 8% eine
kontralaterale, etwa 23% machten dazu keine Angaben (,nicht determiniert®). In etwa
47% der Falle war die Angabe einer Lateralisation nicht sinnvoll (,nicht anwendbar®), da
der Kopfschmerz holozephal auftrat. Bei mehr als der Halfte der Falle begann die
Symptomatik an der oberen Extremitat und breitete sich Richtung unterer Extremitat aus.
In nur etwa 8% der Fallen begann die Symptomatik an der unteren Extremitat. Etwa 40%
konnten dazu keine Angaben machen. Etwa 92% der Falle hatten wahrend der
Auraphase sensible Defizite, etwa 85% visuelle Defizite und mind. 85% dysphasische
Symptome. Die Dauer der hemiplegischen Attacke betrug zwischen 10 Minuten und 72
Stunden. Die Haufigkeit der Attacken variierte zwischen zweimal im Leben und

woOchentlichen Attacken.

3.2 Genetische Daten

3.2.1 Direkte Sequenzierung

3.2.1.1 13 SHM-Patienten

Insgesamt wurden 13 SHM-Patienten mittels direct sequencing auf Sequenzalterationen
in den Genen CACNA1A, ATP1A2 und SCNI1A untersucht. Es wurde die gesamte
genomische Sequenz einschlieBlich der Intron-Exon-Grenzen sequenziert, im Gen

CACNAL1A jedoch nur die Exons mit bekannten Mutationen.

CACNA1A

In Exon 16 des Gens CACNALA fand sich bei drei der 13 untersuchten Patienten der
bekannte synonyme Polymorphismus ¢.G2088A in heterozygoter Auspragung (Abb. 18).
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p / ca9524-16f 1 cadh2g-16
ST GACAC TCTTT T TEAC - ST CTTTGEGG
160 280 280

Abbildung 18: Polymorphismus ¢.G2088A in Exon 16, CACNA1A

Stellvertretend fir alle drei Patienten sind hier die Elektropherogramme des Plus- und Minusstrangs eines
Patienten im Bereich des Polymorphismus abgebildet. Man erkennt jeweils zwei peaks niedriger
Amplitude (Basen: G, A); in diesem Fall zeigen die Elektropherogramme den bekannten Polymorphismus
¢.G2088A in heterozygoter Auspragung.

ATP1A2

In Exon 9 des Gens ATP1A2 fand sich bei sechs der 13 Patienten der bekannte
synonyme Polymorphismus c.G1119A; in vier Fallen hatte dieser eine heterozygote
(Abb. 19), in zwei Fallen eine homozygote Auspragung (Abb. 20).

AATP_ 9918 9F AATP 9318 9R
T Go T Q- G &ACAAMCG CTGCT © - GAC & 4
130 14LC 170

Abbildung 19: Polymorphismus ¢.G1119A in Exon 9, ATP1A2

Stellvertretend fiir alle vier Patienten sind hier die Elektropherogramme des Plus- und Minusstrangs eines
Patienten im Bereich des Polymorphismus abgebildet. Man erkennt jeweils zwei peaks niedriger
Amplitude (Basen: G, A); in diesem Fall zeigen die Elektropherogramme den bekannten Polymorphismus
¢.G1119A in heterozygoter Auspragung.

JATP_ 7505 OF ‘W i / ATP_7505_9F_\W l

CT GC T CAG ACA: CT GCT C A G AC & 2
130 140 170 16C
Abbildung 20: Polymorphismus ¢.G1119A in Exon 9, ATP1A2

Stellvertretend fUr beide Patienten sind hier die Elektropherogramme des Plus- und Minusstrangs eines
Patienten im Bereich des Polymorphismus abgebildet. Man erkennt jeweils nur einen peak normaler
Amplitude (Base: A); in diesem Fall zeigen die Elektropherogramme den bekannten Polymorphismus
¢.G1119A in homozygoter Auspragung.

In Exon 11 des Gens ATP1A2 fand sich bei einem der 13 Patienten der nicht

vorbekannte, synonyme Polymorphismus ¢.C1445G in heterozygoter Auspragung (Abb.
21):
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SATP_11941_11F AATP_11341_11R

|

TCoAAC T - T ACCA CoA A CTGCTGA CCH
180 =11

Abbildung 21: Polymorphismus c¢.C1445G in Exon 11, ATP1A2

Hier sind die Elektropherogramme des Plus- und Minusstrangs eines Patienten im Bereich des
Polymorphismus abgebildet. Man erkennt jeweils zwei Peaks niedriger Amplitude (Basen: G, C); in diesem

Fall zeigen die Elektropherogramme den unbekannten Polymorphismus c.C1445G in heterozygoter
Auspragung.

In Exon 13 des Gens ATP1A2 fand sich bei einem der 13 Patienten der bekannte,

synonyme Polymorphismus ¢.C1704T in heterozygoter Auspragung (Abb. 22):

|

T Ch & AT TT-GAC:
100 110
Abbildung 22: Polymorphismus ¢.C1704T in Exon 13, ATP1A2

Hier ist das Elektropherogramme des Plusstrangs eines Patienten im Bereich des Polymorphismus
abgebildet. Man erkennt jeweils zwei peaks niedriger Amplitude (Basen: T, C); in diesem Fall zeigt das
Elektropherogramm den bekannten Polymorphismus ¢.C1704T in heterozygoter Auspragung.

In Exon 16 des Gens ATP1A2 fand sich bei drei der 13 Patienten der bekannte,
synonyme Polymorphismus ¢.C2258T in heterozygoter Auspragung (Abb. 23):

A ATP_11566_16R AATP_11566_16F l

cT T TG T T ¢ © . LT T T GCT TC CAT
&0 180
Abbildung 23: Polymorphismus ¢.C2258T in Exon 16, ATP1A2; stellvertretend flr alle drei Patienten
sind hier die Elektropherogramme des Plus- und Minusstrangs eines Patienten im Bereich um den
Polymorphismus abgebildet. Man erkennt jeweils zwei peak niedriger Amplitude (Basen: C, T); in diesem
Fall zeigen die Elektropherogramme den bekannten Polymorphismus c¢.C2258T in heterozygoter
Auspragung.

Bei einem Patienten fand sich eine bisher nicht beschriebene, nicht synonyme
Sequenzalteration in heterozygoter Auspragung. Durch den Basenaustausch von Guanin
(G) zu Adenin (A) in dem Basentriplett C-G-G zu C-A-G kommt es in einem Allel an der
Position ¢.G2723A es zu dem Aminosaureaustausch von Arginin (Arg; R) zu Glutamin
(GIn; Q): p.R908Q (siehe Abb. 25). Diese AS ist auf einer luminalen Schleife des
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Membranproteins zwischen den transmembranalen Domanen S7 und S8 lokalisiert
(siehe Abb. 24); alle Aminosauren zwischen p.864 und p.915 des Genprodukts des Gens
ATP1A2 liegen in dieser luminalen Schleife; Quelle: Swiss-Prot P50993). In dieser
Region sind zwei weitere mit anderen Migraneformen assoziierte Sequenzalterationen
bekannt: p.R887W [16] und p.E902K [45].

Segmente S1- S10

‘ p.W887R

p.R879QW 0.GO0OR ‘

p.E120A

extrazellular

ADP
3Na* || |2K*
ATP

intrazellular

delCT/ p.D999H
p.R1002Q

p.R834X
p.M829R p.R834Q COOH

p.R689Q

p.V628M

Abbildung 24: Modell der a,-Untereinheit der Na'/K*-ATPase

Topologie der a,-Untereinheit bestehend aus zehn transmembranalen Segmenten und verbindenden intra-
und extrazelluldren Schleifen [47]. Funktionell bedeutsame Schleife zwischen S4 und S5 als hot spot fur
Mutationen. Eingezeichnet sind alle bisher bekannten Mutationen und ihre Assoziation zu anderen
neurologischen Erkrankungen. Modell modifiziert nach Freilinger et al. [30]. Rote Markierung: familare
hemiplegische Migrane; blaue Markierung: kindliches Epilepsiesyndrom; grine Markierung: spontane
hemiplegische Migrane; gelbe Markierung: alternierende Hemiplegie im Kindesalter; graue Markierung:
Migrane mit Aura; braune Markierung: basilare Migrane; Stern: Neumutation p.R908Q.

p/ATP_7505_20F L

GooCOA G Co- G oAL AG
B0
Abbildung 25: Nicht vorbekannte Sequenzalteration p.R908Q in Exon 20, ATP1A2

Im Elektropherogramm des Plusstrangs des Exons 20 erkennt man die Sequenzalteration in heterozygoter
Auspragung; an betreffender Position finden sich zwei peaks niedriger Amplitude entsprechend zweier
Fragmente gleicher Lange aber verschiedener Abbruchbase im Sequenzierungsverfahren nach Sanger et
al.. Auf einem Allel kam es zu einem Basenaustausch in dem Basentriplett CGG nach CAG (Basenebene:
c.G2723A). Der Basenaustausch bewirkt den Aminosaureaustausch von Arginin nach Glutamin
(Aminosaureebene: p.R908Q).
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Tabelle 8 gibt alle im Rahmen der Dissertationschrift in ATP1A2 identifizierten

Sequenzalterationen wieder:

Exon Base Aminosaure Patienten SNP Genotyp bekannt
9 c.C1119A p.S373 n=4 heterozygot ja
9 c.C1119A p.S373 n=2 homozygot ja
11 c.C1445G p.S482 n=-1 heterozygot nein
13 c.C1704T p.F568 n=-1 heterozygot ja
16 c.C2258T p.A753 n=3 heterozygot ja
20 c.G2723A Arg > Gin n=1 heterozygot nein
p.R908Q

Tabelle 8: Ubersichtstabelle identifizierter Sequenzalterationen in ATP1A2

SCN1A

Im Gen SCN1A fanden sich keine Sequenzalterationen.

3.2.1.2 Kosegregation

Um die identifizierte Sequenzalteration p.R908Q in Exon 20 von ATP1A2 als ein
spontanes und nicht hereditares Ereignis zu bestatigen, wurde die Mutter des
Indexpatienten ausschlieBlich auf diese hin untersucht. Es konnte nach Sequenzierung
reproduzierbar und eindeutig gezeigt werden, dass diese Sequenzalteration bei der
Mutter nicht besteht (Abb. 26).

Zudem erfolgte eine Stammbaumanalyse des Indexpatienten (Abb. 27).
Fremdanamnestisch waren phanotypisch keine weiteren Verwandten von einer
hemiplegischen Migrane betroffen; die Sequenzanalyse war jedoch nur bei der Mutter
maoglich, weil alle weiteren Verwandten entweder verstorben sind oder sich, wie im Falle
der Schwester des Vaters, keine Blutprobe zur DNA-Analyse akquirieren lied. Trotz
mehrerer Versuche, die Familie zu erweitern, konnten keine weiteren Angehorigen

ermittelt werden.
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\

CAG - CGG - AAG-GTG-GTG -GAG
Abbildung 26: Mutter des Indexpatienten; Exon 20, ATP1A2

Wildtyp beim Verwandten ersten Grades; das Elektropherogramm des Plusstrangs der Mutter des
Indexpatienten zeigte an betreffender Basenposition den Wildtyp (Basentriplett: C-G-G) in Exon 20 von
ATP1A2.

wt / wt o o] o)

p.R908Q / wt

Abbildung 27: Stammbaum des Indexpatienten

AuBler des Indexpatienten war keines der Ubrigen Familienmitgliedern von einer hemiplegische Migrane
betroffen. Mutter und Schwester des Vaters des Indexpatienten sind die einizigen noch lebenden
Familienmitglieder. Kreis: weiblich; Quadrat: mannlich; schwarz: SHM; weiss: klinisch keine SHM;
diagonaler Strich: verstorben.

3.2.1.3 Kontrollen

Direct sequencing des Exons 20 des Gens ATP1A2 war bei 50 gesunden Personen
(entspr. 100 Chromosomensatzen) hinsichtlich der Sequenzalteration c¢.G2723A
(p-R908Q) negativ; es fand sich stets das Wildtypkodon C-G-G.
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3.2.2 Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym Acil

3.2.2.1 Virtueller Verdau bei Wildtyp und Mutante

Nach Amplifikation von Exon 20 mit den modifizierten Primer wirde sich nach dem
Restriktionsverdau mit  Acil im Falle der Mutante durch Alteration der
Basenerkennungssequenz bedingt flr Acil ein verandertes DNA-Schnittmuster ergeben.
Nachfolgende Abbildungen und Tabellen zeigen virtuell die Auswirkungen der
Sequenzalteration auf die Fragmentlangen und die Anzahl der Fragmente des verdauten
PCR-Produkts:

GCAGCGGAAG ACCCGCCGCAA
262

|
|
1 1l2 2&‘39 280

Abbildung 28: Erkennungssequenz von Acil und Schnittstellen beim Wildtyp-Exon 20

Die horizontale Linie stellt das PCR-Produkt der speziellen, eigens fir den Restriktionsverdau entworfenen
PCR-Primer dar; die rot markierte Basensequenz hebt die Basenerkennungssequenz fir Acil hervor; die
vertikalen Linien zeigen den exakten Ort der Restriktion im PCR-Produkt; die Ziffern 1 links im Bild und
280 rechts im Bild geben die Orientierung und die Lange in bp des PCR-Produkts an. Durch
Restriktionsverdau mit Acil ergeben sich im PCR-Produkt des Wildtyps von Exon 20 von ATP1A2 drei
Schnittstellen und vier DNA-Fragmente.

GCAGCaGAAG ACCCGCCGCAA
262

1
289 280

Abbildung 29: Erkennungssequenz von Acil und Schnittstellen im mutierten Exon 20

Das klein geschriebene ,a“ innerhalb der Basenerkennungssequenz symbolisiert die Mutation und markiert
die veranderte Schnittstelle fir Acil. Im PCR-Produkt des mutierten Exons 20 ergeben sich zwei
Schnittstellen und drei DNA-Fragmente.

# Koordinaten der Fragmente Lange der Fragmente [bp]
1 1-172 172

2 173-259 87

3 260-262 3

4 263-280 18

Tabelle 9: DNA-Fragmentlangen des Exons 20 des Wildtyps
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# Koordinaten der Fragmente Lange der Fragmente [bp]
1 1-259 259 (= 172 + 87)

2 260-262 3

3 263-280 18

Tabelle 10: DNA-Fragmentlangen des mutierten Exons 20

3.2.2.2 Index und Wildtyp im Bereich der Sequenzalteration p.R908Q

Zur Etablierung einer Positivkontrolle fur die Mutation p.R908Q wurde die DNA des Index
verdaut. Der Restriktionsverdau mit der Restriktionsendonuklease Acil ergab ein

spezielles, als Positivkontrolle geltendes Schnittmuster (Abb. 30).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1116
883

692
501/ 489
404

331

242 280
190

147
110/ 111
67

259
172

Abbildung 30: DNA-Schnittmuster des Restriktionsverdaus bei Wildtyp und Mutante

In Spur 1 und 2 wurde die verdaute, amplifizierte DNA des die Sequenzalteration tragenden
Indexpatienten, in Spur 3 und 4 einer das Wildtyp-Basentriplett tragenden Kontrolle aufgetragen. Spur 5
blieb frei. In Spur 6 — 9 wurden unverdaute Negativkontrollen, in Spur 10 der GréRenmarker pUCS8
aufgetragen. Die Zahlen am linken und rechten Bildrand geben jeweils die Fragmentldngen in
Basenpaaren an. Bei Vorliegen der Sequenzalteration zeigt sich das DNA-Schnittmuster aus Spur 1 bzw.
2 (Positivkontrolle), beim Wildtyp das Muster aus Spur 3 bzw. 4.

Im Falle des bzgl. der Sequenzalteration heterozygoten Indexpatienten ergab sich ein
DNA-Schnittmuster bestehend aus drei Banden der Grolen 87, 172 und 259
Basenpaaren. Dieses kommt dadurch zustande, dass sich die DNA-Schnittmuster aus
dem mutierten Exon 20 des einen Allels und dem Wildtyp-Exon 20 des zweiten Allels

uberlagern. Dieses DNA-Schnittmuster entsprach dem erwarteten DNA-Schnittmuster.
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Im Falle des Wildtyps ergab sich ebenfalls erwartungsgemaly ein DNA-Schnittmuster
bestehend aus zwei Banden der GréRen 87bp und 172bp. Die beiden sehr kurzen
Fragmente der Lange 18bp und 3bp lielRen sich weder auf Agarose-Gelen noch auf

Polyacryamid-Gelen nachweisen.

3.2.2.3 Mutter des Index, Kontrollkollektiv und Negativkontrollen im Bereich der

Sequenzalteration p.R908Q

Es wurde sowohl die DNA der Mutter des Index, als auch 100 Kontrollen mittels
Restriktionsverdau auf die Sequenzalteration p.R908Q hin untersucht. Der

Restriktionsverdau zeigte folgendes DNA-Schnittmuster:

1 23 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Grolenmarker

ProduktgroRen

259
172

110/ 111

7
8 67

Abbildung 31: Synopsis des DNA-Schnittmusters beim Restriktionsverdau

Auf das vorliegende Agarose-Gel (2,5%-ig) wurden zur besseren Ubersicht sowohl die verdaute DNA des
Indexpatienten, der Mutter des Index und verschiedener Kontrollen aufgetragen. Die Kontrollen liefen in
Spur 1-10 und 16-23, die Negativkontrollen in Spur 12 und 25, der Indexpatient in Spur 11 und 24, die
Mutter des Index in der Spur 14 und 15. Der DNA-Grossenmarker pUCS8 lief in Spur 13 und 26. Bei
weiteren 88, hier nicht abgebildeten Kontrollen wurde dieser Restriktionsverdau durchgefiihrt. Man
erkennt, dass das DNA-Schnittmuster der Kontrollen und der Mutter dem der Negativkontrollen entspricht
und somit die gesuchte Sequenzalteration weder bei der Mutter, noch bei den Kontrollen vorhanden ist.
Dieses DNA-Schnittmuster der Negativkontrollen war auch bei den hier nicht abgebildeten weiteren 88
Kontrollen vorhanden. Im Falle einer Sequenzalteration zeigte sich das veranderte Muster des
Indexpatienten.

Zusammenfassung der genetischen Analyse

Die Mutter des Indexpatienten und alle 100 mittels Restriktionsverdau untersuchten
Kontrollen waren bzgl. der Sequenzalteration p.R908Q negativ und hatten beide Wildtyp-
Allele des Exons 20 des Gens ATP1A2.
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3.2.3 Phylogenetische Analyse der Sequenzalteration p.R908Q

Um Aussagen uber den Konservierungsgrad der Aminosaure p.R908 innerhalb und
ausserhalb der Spezies Homo sapiens zu treffen, wurde ein sog. alignement erstellt.
Hierbei wurde die Aminosauresequenz des Exons 20 des Gens ATP1A2, beim
Indexpatienten in der Position p.R908Q mutiert, mit der Sequenz humaner, isoformer a-
Untereinheiten sowie speziesfremder, homologer Untereinheiten der Na'/K'-ATPase
verglichen (siehe Abb. 32).

Q64392 ATHL (C.porcellus) .....YQRKYLEWTGYTAFFVGIMV 937
P54707 ATHL (H.sapiens) A ( LEWTGYTAFFVGILV 946
QITV52 ATHL (O.cuniculus) ....YQRQYLEWTGYTAFFVGIMV 998
P54708 ATHL (R.norvegicus) ....YQRKYLEWTGSTAFFVAIMI 940
Q92036 ATHL (B.marinus) .....SQRAFLEWTGYTAFFVSIVV 946
P28774 ATP1B (A.francisc.) .....DARKQLESSCHTAYFVSIVI 909
P13607 ATPATNA (D.melano.) .....RDRKTLEYTCHTAFFISIVV 946
P35317 AT1A (H.vulgaris) .....FQRKEIELTCQTAFFTTIVV 936
Q64541 ATP1A4 (R.norvegicus) .....EQRKVVEFTCQTAFFISIVI 918
QOWV27 ATP1A4 (M.musculus) .....EQRKVVEFTCQTAFFISIVI 937
Q13733 ATP1A4 (H.sapiens) .....EQRKVVEFTCQTAFFVTIVV 934
P13637 ATP1A3 (H.sapiens) .....EQRKVVEFTCHTAFFVSIVV 918
P06687 ATP1A3 (R.norvegicus) .....EQRKVVEFTCHTAFFVSIVV 918
P24798 ATP1A3 (G.gallus) .....EQRKVVEFTCHTAFFVSIVV 915
P58312 ATP1A3 (O.mossamb.) .....EQRKIVEFTCHTAFFVSIVV 915
P50993 ATP1A2 (H.sapiens) .....EQRKVVEFTCHTAFFASIVV 925
P06686 ATP1A2 (R.norvegicus) .....EQRKVVEFTCHTAFFASIVV 925
P24797 ATP1A2 (G.gallus) .....EQRKVVEFTCHTAFFASIVV 922
P18907 ATP1A1 (E.caballus) .....EQRKIVEFTCHTAFFVSIVV 926
P50997 ATP1A1 (C.familiaris) .....EQRKIVEFTCHTAFFVSIVV 926
P05023 ATP1A1 (H.sapiens) .....EQRKIVEFTCHTAFFVSIVV 928
P05024 ATP1A1 (S.scrofa) .....EQRKIVEFTCHTPFFVTIVV 926
P04074 ATP1A1 (O.aries) .....EQRKIVEFTCHTAFFVSIVV 926
P06685 ATP1A1 (R.norvegicus) .....EQRKIVEFTCHTAFFVSIVV 928
P09572 ATP1A1 (G.gallus) .....EQRKIVEFTCHTAFFVSIVV 926
P30714 ATP1A1 (B.marinus) .....EQRKIVEFTCHTAFFVSIVV 928
Q92123 ATP1A1 (X.laevis) .....EQRKIVEFTCHTSFFISIVV 930
Q92030 ATP1A1 (A.anguilla) .....EQRKIVEYTCHTSFFASIVI 927
Q9YH26 ATP1A1 (O.mossamb.) .....ERRKIVEYSCHTAFFASIVI 928
P25489 ATP1A1 (C.commersoni) .....EQRKIVEFTCHTAFFTSIVI 932
P05025 ATP1A (T.california) .....EQRKIVEYTCHTSFFVSIVI 927
Q64436 ATHA (M.musculus) .....GQRLYQQYTCYTVFFISIEM 936
P09626 ATHA (R.norvegicus) .....GQRLYQQYTCYTVFFISIEM 936
P50996 ATHA (C.familiaris) .....GQRLYQQYTCYTVFFISIEM 937
P19156 ATHA (S.scrofa) .....GQRLYQQYTCYTVFFISIEM 937
P27112 ATHA (O.cuniculus) .....GQRLYQQYTCYTVFFISIEM 938
P20648 ATHA (H.sapiens) .....GQRLYQQYTCYTVFFISIEV 938
Q92126 ATHA (X.laevis) .....SQRLYQQYTCYTVFFISYEI 934

Abbildung 32: Sequenz-alignement

Abgebildet ist der bzgl. der Sequenzalteration p.R908Q relevante Bereich der Aminosaurensequenzen;
untereinander aufgetragen sind die Sequenzen verschiedener humaner und speziesfremder a- und o;-
Untereinheiten der Na'/K*-ATPasen. Legende: Der Buchstaben- und Zifferncode am Zeilenanfang gibt den
Protein-Code der Protein-Datenbank SWISS-Prot (www.expasy.org) wieder; es folgt die Bezeichnung des
Gens und der biologische Terminus der Spezies, daran anschlieRend partiell die Aminosauresequenz. Die
Zahl am Zeilenende gibt die numerische Position der letzten angezeigten Aminosauren an.

An Position 908 und homologen Positionen ist in allen untersuchten Untereinheiten
eindeutig ein Arginin (R) vertreten (siehe Abb. 32, grauer Bereich). Damit kann ein sehr

hoher Konservierungsgrad dieser Aminosaure angenommen werden.


http://www.expasy.org/
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3.3 Funktionelle Analyse mittels survival assay

Zur Beurteilung der funktionellen Auswirkungen auf das relative Uberleben von Zellen
mit mutierter Na'/K*-ATPase (p.R908Q) wurde ein survival assay durchgefiihrt. Die
Na*/K*-ATPase ist ein lebensnotwendiges Membranprotein. Ein Funktionsverlust dieses

Proteins wirkt sich unmittelbar auf das Uberleben aus.

Die in einem gemeinsamen Arbeitsschritt mit zwei verschiedenen Konstrukten
transfizierten (HelLa-Zellgruppe 1: Transfektion mit [pcDNA-ATP-mut]; HelLa-Zellgruppe
2: Transfektion mit [pcDNA-ATP-wt]) und GFP-transfektionskontrollierten HelLa-Zellen
wiesen nach funftagigem Wachstum in Petrischalen unter Ouabain-Hemmung der
endogenen ATPase und anschlieRender Methylenblaufarbung ein sehr unterschiedliches
Uberleben auf (siehe Abb. 33 und Abb. 34). Die Sequenzalteration p.R908Q fiihrte zu

einem letalen Funktionsverlust der Na*/K*-ATPase.

Abbildung 33: Survival assay der HeLa-Zellen mit mutierter Na'/K*-ATPase

Mikroskopisch lassen sich in der Petrischale keine vitalen Zellen erkennen. Die Ouabain-Hemmung der
endogenen Na'/K'-ATPase und das offensichtliche funktionelle Defizit der transfizierten mutierten Na'/K*-
ATPase (loss of function) fuhrten zu einem deutlich verringerten Uberleben der Zellen.

o g %2
S R

Abbildung 34: Survival assay der HeLa-Zellen mit der Wildtyp der Na*/K*-ATPase
In der zweiten Petrischale fanden sich Cluster vitaler HeLa-Zellen (blaue Kolonien). Erwartungsgemass
kam es zu einer hohen Uberlebensrate der Zellen durch Kompensation der inhibierten ouabainsensitiven

endogenen Na'/K*-ATPase durch die transfizierte ouabainresistente Na'/K*-ATPase.

i b g ’
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4 Diskussion

Vor dem Hintergrund aktueller Literatur erscheint das in dieser Arbeit selektierte
Patientenkollektiv reprasentativ [96, 97]. Das durchschnittliche Manifestationsalter der
Frauen betrug 18 Jahre, das Rekrutierungsalter 43 Jahre, bei den Mannern 11 Jahre und
23 Jahre. Die Literatur gibt fur Frauen ein Manifestationsalter von 21 Jahren und ein
Rekrutierungsalter von 31 Jahren, bei Mannern von 16 Jahren und 24 Jahren an.
Ubereinstimmend  mit  aktueller  Literatur zeigte sich  keine signifikante
Geschlechtsspezifitat. Mindestens 77% der Patienten entwickelte eine komplette
Hemiplegie; in der Literatur wird dieser Anteil mit etwa 50% angegeben. Genaue
topographische Untersuchungen existieren derzeit nicht. Jedoch trat in mind. 54% der
Falle das motorische Defizit initial an der oberen Extremitat auf. Dies konnte auf ein
bevorzugtes Voranschreiten der CSD von der prazentralen parieto-temporalen Region
zur Fissura longitudinalis cerebri Uber die Mantelkante hinweg zu den motorischen
Arealen der unteren Extremitat hindeuten. Die beobachtete Seitenpraferenz flr rechts
(62% der Falle) deckt sich mit Angaben aus aktueller Literatur (64% der Falle); ebenso
wurde ein Seitenwechsel bei 36% der Falle beschrieben und hier bei 15% der Falle
beobachtet. Die Haufigkeit sensibler, visueller und dysphasischer Symptome entspricht
derer aktueller Literatur. Dies zeigt die regelmalige Beteiligung sowohl des Gyrus
postcentralis, des primar visuellen Kortex und sprachrelevanter Areale.
Ubereinstimmend mit aktueller Literatur bestand eine groRe inter- und intraindividuell

Variation hinsichtlich Dauer und Haufigkeit der Attacken.

Der nicht eindeutige anatomische Seitenbezug des Kopfschmerzes hinsichtlich der
Hemiplegie (Lateralisation) kdnnte darauf hindeuten, dass der Kopfschmerz und die
Hemiplegie zwei verschiedene, CSD getriggerte Migranephanomene sind und wurde
somit die Befunde von Spierings et al. wiedergeben [90]. Bezuglich der Lateralisation

wird in der Literatur keine Aussage getroffen.
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4.1 Genetische Befunde

4.1.1 Neumutation p.R908Q

Durch direkte Sequenzierung der drei FHM-Gene konnte in ATP1A2 die bisher nicht
vorbekannte Sequenzalteration c¢.G2723A identifiziert werden; sie fihrt zum
Aminosaureaustausch p.R908Q. Diese trat bei einem der 13 untersuchten SHM-
Patienten auf, bei diesem konnten in keinem weiteren FHM-Gen zusatzliche
Sequenzalterationen identifiziert werden. Aus folgenden Grinden wird diese Alteration

als eine fur die SHM kausative Neumutation angesehen:

i) Sie konnte bei keinem der 200 gesunden Kontroll-Chromosomen des
Kontrollkollektivs identifiziert werden und hat damit eine fur Mutationen

obligate Pravalenz von unter einem Prozent.
ii) Es bestand keine Kosegregation fur diese Sequenzalteration.

i)  Es ist eine hoch konservierte Aminosdure in der a,-UE der Na'/K'-ATPase

betroffen.

iv) Im durchgefluhrten survival assay wurde ein letaler Funktionsverlust des
veranderten Proteins nachgewiesen, entsprechend dem Konzept des loss of

function.

Obwohl der survival assay keine exakte elektrophysiologische Untersuchung darstellt, ist
er dennoch in der Literatur etabliert und dient zum Screening auf vorhandene
funktionelle Alterationen [16, 49].

4.1.2 Pore forming loop

Die neu identifizierte Mutation liegt in einem funktionell dulerst wichtigen Bereich der
Na*/K*-ATPase: der extrazelluldren Schleife S7-S8. Diese ist fiir die Dimerisation mit der
B-UE, fur die lonenleitfahigkeit und fir die lonenselektivitdt sehr von Bedeutung. In
diesem Bereich stehen jedoch noch einige Untersuchungen fiir die Na*/K*-ATPase aus;
deshalb mussen Erkenntnisse ahnlicher, bereits untersuchter Membranproteine auf die
ATPase Ubertragen werden, um die genauen Folgen von Proteinalterationen zu
verstehen. In unserem Fall bieten sich Na*- und K*-Kanéale an. Denn die AS-Sequenz
v.a. eines entscheidenden Abschnitts der Schleife S7-S8 ist bei Na’- und K'-Kanalen
und bei der Na*/K*-ATPase zu mind. 60% homolog [84]. Dieser entscheidende Abschnitt
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der Schleife S7-S8 ragt in die hydrophobe Plasmamembran und bildet durch seinen
hydrophilen Charakter die sog. pore forming loop (p-loop). Diese p-loop ermdglicht durch
ihren amphiphile Charakter zumindest bei Na*- und K*-Kanalen einen transmembranalen
lonentransport und ist bei der Na'/K'-ATPase fiir die lonentranslokation, also der
Hauptfunktion, von Bedeutung [28, 84]. Fir Na’- und K*-Kanale ist zudem bekannt, dass
Anderungen der AS-Sequenz extrazelluldrer Schleifen dieser Kanalproteine die

lonenleitfahigkeit beeinflussen kann. Dies laf3t sich ebenfalls auf die ATPase ubertragen.

Die p-loop beinhaltet eine Sequenz von 26 hydrophilen Aminosauren. Diese 26 AS sind
fur die Interaktion mit der B-UE von Bedeutung [59]. Insbesondere gilt dies fur die kurze,
hochkonservierte AS-Sequenz ¥*SYGQ®*%, die direkt an der Interaktion zwischen der o-
und B-UE beteiligt ist [13]. Auch die B-UE ist fur die lonenselektivitat und den
lonentransport von Bedeutung [84]. Ebenfalls innerhalb des zu Na'- und K'-Kanalen
homologen Bereiches befindet sich bei der Na*/K*-ATPase das sog. ***DDRW?®’-Motiv.
Homolog dazu findet sich bei den Na'-Kanalen des Skelettmuskels das Motiv
*9QDYW*?? und bei den Na'-Kanidlen des Herzmuskels das Motiv **°QDCW*®,
Besonders diese drei Motive scheinen jeweils fur die lonenerkennung und
lonenleitfahigkeit (gating) von groRer Bedeutung zu sein (Abb. 35) [84]. Ein AS-
Austausch durch AS mit positiv geladenen Nebengruppen kénnte die Enzymkinetik
verandern. Moglicherweise erzeugen diese zusatzlichen positiven Ladungen eine
elektrostatische Abstoung von Kationen und verringern somit die Leitfahigkeit fiir Na*-
lonen [84].

extrazellular Na*

=
=3
=3

N~
(?p]

j/intrazellulér j/ T

Abbildung 35: Modell der p-loop

Dargestellt sind die transmembranalen Segmente S7 und S8 der Na'/K’-ATPase, die extrazelluldre
Schleife S7-S8 und die angelagerte B-UE; aus der Zeichnung wird die Konformationsanderung der p-loop
wahrend des gatings von Na'-lonen ersichtlich. Zudem ist das fiir den lonentransport wichtige
B4DDRW?¥ -Motiv eingezeichnet. Modell modifiziert nach Schneider et al. [84].
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4.1.3 Bekannte Mutationen innerhalb der p-loop

In der extrazellularen Schleife S7-S8 sind bisher zwei mit der FHM assoziierte
Mutationen bekannt: p.E902K und p.W887R.

Die von Jurkat-Rott und Freilinger et al. [45] erstmals beschriebene Mutation p.E902K
wurde in einer kleinen FHM-Familie identifiziert. Diese Mutation liegt nahe des funktionell
wichtigen Motivs %*SYGQ®* (siehe 4.1.2). Trager dieser Mutation, die nur sechs AS
weiter N-terminal der in dieser Dissertationsschrift identifizierten Mutation p.R908Q liegt,
zeigten folgende(n) schweren Phanotyp bzw. Befunde: Manifestation im Sauglingsalter
bei niedriger Attackenhaufigkeit (< 1x/Jahr), Hitze und korperliche Belastung als
Triggerfaktoren, lange Attackendauer von bis zu 480h, Komadauer bis zu 20 Tagen,
MRT-morphologisch reversibles, unilaterales meningeales Enhancement mit kortikalem
Odem.

Die von De Fusco et al. [16] in einer kleinen FHM-Familie beschriebene Mutation
p.W887R war eine der beiden ersten identifizierten fir die FHM kausative ATP1A2-
Mutationen. Zellbiologische Untersuchungen zeigten ein schnelles Versterben aller die
Mutation p.W887R tragender Zellen binnen 60h. Simulation eines Heterozygotenstatus
fiihrte hinsichtlich des Uberlebens zu einem intermediéren Verhalten zwischen Wildtyp
und Mutante. Weiterfuhrende Untersuchungen bestéatigten aber eine korrekte
Dimerisation mit der B-UE und schlossen eine fehlerhafte membranale Expression oder
membranale Positionierung der Proteine aus. Diese Ergebnisse sind mit einem loss of

function der Na*/K*-ATPase durch Verlust der katalyischen Aktivitat vereinbar.

Koenderink et al. [49] bestatige die Ergebnisse von De Fusco et al. [16]. So zeigte sich
auch hier trotz regelrechter Expression und Membranpositionierung des Genprodukts
sowie intakter Dimerisation mit der B-UE ein Aktivitdtsverlust der Na*/K*-ATPase. Eine
Ursache flr den Funktionsverlust kdnnte jedoch die Lage im eingangs beschriebenen
Motiv 2%*DDRW®®" sein. Experimentelle Mutationen dieses Motivs filhrten zu starken

Alterationen der Enzymkinetik.

Mutationen in diesem Bereich des Kanalproteins sind also mit starken

Funktionsverlusten der Na*/K*-ATPase assoziiert.
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4.1.4 Mogliche molekulare Mechanismen der Neumutation p.R908Q

Die in dieser Dissertationsschrift erstmalig beschriebene Mutation p.R908Q befindet sich
in der extrazellularen Schleife der Segmente S7-S8 der a;-UE der Na*/K*-ATPase, nahe
der bekannten Mutationen p.W887R und p.E902K. In unmittelbarer Nachbarschaft
befindet sich das Motiv 3*DDRW?®’, das fiir die Translokation von Na*-lonen und das
Motiv ®*SYGQ®®, das fiir die Dimerisation mit der B-UE von Bedeutung ist. Die

Neumutation p.R908Q kdnnte somit

i) ein mangelhaftes gating von Na’-lonen durch Beeinflussung des Motivs

884DDRW? verursachen.

i) eine inkorrekte Dimerisation mit der B-UE durch Beeinflussung des Motivs
8993YGQ®*® verursachen und zum Funktionsverlust des Enzyms fiihren, obwohl

die katalytische Aktivitat der ATPase davon nicht betroffen ware.

iii) durch den Austausch der hydrophilen Aminosdure L-Arginin durch die
ungeladene Aminosaure L-Glutamin zu einer Stérung hydrophiler

Wechselwirkung in der p-loop fuhren und damit die lonentranslokation storen.
iv) indirekt die Membranexpression behindern.

Zum Entstehungszeitpunkt der Arbeit standen Untersuchungen zur Dimerisation mit der
B-UE, zur korrekten Membranexpression des Enzyms sowie elektrophysiologische
Untersuchungen noch aus. Jedoch wurden in dieser Arbeit analog zu den
Untersuchungen von De Fusco et al.[16] funktionelle, zellbiologische Untersuchungen in
Form von survival assays durchgefuihrt. Es wurde deutlich, dass diese Mutation flr
transfizierte Zellen letal ist. Der genaue Pathomechanismus ist zwar unbekannt; es ist
aber von einem totalen loss of function der Na'/K'-ATPase auszugehen, der

moglicherweise durch o0.g. Mechanismen zu Stande kommt.

4.2 Schlussfolgerung

In Ubereinstimmung mit der Literatur scheinen die bisher identifizierten FHM-Gene
CACNAI1A, ATP1A2 und SCN1A fur SHM-Patienten offenbar nur von untergeordneter
Bedeutung zu sein [94]. So konnte in dem hier untersuchten Kollektiv nur bei einem
Patienten eine de novo Mutation in einem FHM-Gen identifiziert werden. Bei Patienten

mit SHM ist ein Mutationsscreening in diesen Genen zu diagnostischen Zwecken
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deshalb nur begrenzt sinnvoll und sollte nur im Rahmen wissenschaftlicher

Fragestellungen erfolgen.

Auf Basis der bislang vorliegenden Daten aus diesem Kollektiv und der Literatur muss
man annehmen, dass fur die SHM madglicherweise Mutationen in anderen, nicht FHM-
Genen verantwortlich sind. Daneben kommt eine komplex-genetische Genese in Frage,
d.h. ein Zusammenwirken mehrerer genetischer Faktoren und Umwelteinflissen. Eine

weitere EntschlUsselung durfte sich jedoch als sehr schwierig erweisen, weil

i) es sich um eine sporadische Erkrankung handelt, so dass Techniken, die zur
Identifizierung der FHM-Gene gefiihrt hatten (Kopplungsanalysen), nicht

anwendbar sind.

ii) es sich andererseits um eine sehr seltene Erkrankung handelt, so dass die fur
genomweite Assoziationsstudien- wie sie bei den haufigen, genetisch
komplexen Erkrankungen durchgefliihrt werden- erforderlichen grof3en

Fallzahlen kaum erreicht werden konnen.

Die Situation wird weiter dadurch erschwert, dass unter bestimmten Umstanden FHM-
Patienten falschlicherweise als SHM-Patienten diagnostiziert werden kénnen. Dies ist

der Fall, wenn

i) betroffene Verwandte ersten Grades aus verschiedenen Grinden (z.B.

lickenhafte Anamnese, falsche Vaterschaften) nicht detektiert werden.

ii) FHM-Mutationen eine reduzierte Penetranz aufweisen, sodass die

Familienanamnese falsch negativ zu sein scheint.

Zu bertcksichtigen ist ferner, dass die Untersuchung eines SHM-Falles jeweils nur eine
Momentaufnahme darstellt und bei spaterer Manifestation einer hemiplegischen Migrane
bei einem Verwandten ersten Grades ein Ubergang zur FHM stattfindet (age of onset-
Effekt).



Zusammenfassung 61

5 Zusammenfassung

Mit einer Pravalenz von 0,005% ist die sporadische hemiplegische Migrane (SHM) eine
sehr seltene, monogene, sporadische Form der Migrane. Es wurde bereits gezeigt, dass

ihre klinische Auspragung nahezu identisch mit der familiaren Form (FHM) ist.

In dieser Dissertationsschrift wurde eine Beteiligung der drei bekannten FHM-Gene
(CACNA1A, ATP1A2 und SCN1A) an der Genese der SHM molekulargenetisch
uberpruft. Zudem wurde eine Anwendbarkeit diagnostischer Tests im Rahmen einer

SHM-Diagnostik eingeschatzt.

Im untersuchten SHM-Patientenkollektiv fand sich jedoch nur eine Mutation in einem flr
die FHM bekannten Gen (ATP1A2). Damit scheinen die FHM-Gene fir die Genese der
SHM von untergeordneter Bedeutung zu sein. Ein Mutationsscreening in den bekannten
FHM-Genen im Rahmen einer SHM-Diagnostik ist daher nur begrenzt sinnvoll. Eine
weitere Entschlisselung der Genese der SHM gestaltet sich aufgrund ihrer

Atioepidemiologie sehr schwierig.
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6 Anhang

Ubersichtstabellen

Aminosaure Domane Segment
p.R192Q I S4
p.R195K I S4
p.S218L [ S4-5, intrazellular
p.R583Q I S4
p.T666M Il P-loop
p.V714A Il S6
p.D715E Il S6
p.P897R Il S4
p.K1336E 11 S 3-4, extrazellular

p.R1347Q M S4
p.C1369Y M S5
p.Y1385C M S5
p.V1457L 1 P-loop
p.R1668W \Y S4
p.L1682P Y S4
p.W1684R v S 4-5, intrazellular
p.V1696I \Y S5
p.11811L v S6
p.E2080K vV c-terminal
p.P2479R v c-terminal
p.H2481Q A% c-terminal

Tabelle 11: FHM/SHM-assoziierte Mutationen in CACNA1A

Identifizierte Mutationen in CACNALA; erste Spalte: betroffene Aminosauren in Ein-Buchstaben-Code-
Schreibweise; zweite Spalte: betroffene Domane | bis 1V; dritte Spalte: betroffenes Segment
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Aminosaure Segment

p.YON n-terminal

p.R65SW n-terminal
p.E120A S1-S2

p.-V138A S2
p.E174K S2-S3
p.R202Q S2-S3
p.T263M S2-S3
p.1286T S2-S3
p.G301R S3

p.T345A S4-S5
p.V362E S4-S5
p.T376M S4-S5
p.T378N S4-S5
p.R383H S4-S5
p.T415M S4-S5
p.E492K S4-S5
p.C515Y S4-S5
p.R548C S4-S5
p.R548H S4-S5
p.R593W S4-S5
p.AB06T S4-S5
p.G615R S4-S5
p.V628M S4-S5
p.R689Q S4-S5
p.E700K S4-S5
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p.N717K S4-S5
p.D718N S4-S5
p.M731T S4-S5
p.M745] S4-S5
p.R763H S4-S5
p.R763C S4-S5
p.L764P S4-S5
p.P786T S5
p.P796R S5-S6
p.P796S S5-S6
p.M829R S6-S7
p.M834Q S6-S7
p.R834X S6-S7
p-R879Q S7-S8
p.R879W S7-S8
p.W887R S7-S8
p.G900R S7-S8
p.E902K S7-S8
del 5AA (=p.935K_p.940Sdelinsl) S8-S9
p.R937P S8-S9
delCT (=p.S966fs) S9
p.P979L S10
p.D999H S10
p.R1002Q S10
p.X1021R c-terminal

Tabelle 12: Identifizierte Mutationen in ATP1A2

Erste Spalte: betroffene Aminosauren in Ein-Buchstaben-Code-Schreibweise; zweite Spalte: betroffenes

Segment




Anhang 65

Aminosaure Domane Segment
p.L263V I S5
p.-Q1489K 1 -1v S 6- S1

p.L1649Q v S4

Tabelle 13: FHM-assoziierte Mutationen in SCN1A

Identifizierte Mutationen in SCN1A; erste Spalte: betroffene Aminosauren in Ein-Buchstaben-Code-
Schreibweise; zweite Spalte: betroffene Domane | bis 1V; dritte Spalte: betroffenes Segment

FHM SHM
RR (MO) 1,6 (nicht signifikant) 1,7 (nicht signifikant)
RR (MA) 7,0 (signifikant) 7,7 (hoch signifikant)
h (MO) 1% 29%
h (MA) 39% 59%
h (MO+MA) 15% -

Tabelle 14: Haufigkeit und relatives Risiko haufiger Migraneformen bei FHM/SHM [95, 98]
h: Haufigkeit; RR: relatives Risiko

ATP1A2 Primersequenzen Produktlange

Exon-Nr. forward und reverse 5'-3’ [bp]

1 GGAGAGGGGGAGAAGGACC 931
CTTCATCCTTCCTCAGCAGC

) CAGCCCCTCTCTTCCCTG 005

TCTGAGTGCAATGGGCTG

3 GCATCTTAGATACCTCCTCCCC 168
CTTGATGCTGCATGGTTTTC

4 ATGGTGACTGGCTGGGTTG 316
CAGGGTTGGAGGACAGTCAC

5 CTGCCCCTTTAGGGTTGG 220
CTTGCCAAAACCTTACAGCC

5 AAGAAGGCAGGGGCAGAG 543
TGCACACAGCCTTCTCCTTAG
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. GTGCATACAAGTGGCTCTGC 938
GCCCTTCATCCTGACTATGG
8 GCTCAGGAAATAGGATGGGAC 388
GTAGTGAGACCCTCCCCTGG
9 CTCGGGCTTCAGCCTTAAC 319
ACCACTCACCCCACCACG
10 CTCTAAAGGGAGCCACGC 212
GCAAGAGGCTTTGGAGACAC
11 TTCACCTGATCCTCCACTCC 052
CCCTCACCCATTTATATCCC
19 CCAAGACAAGTATGGCCCTC 281
AGGCTTGGGAATCCCCTTC
13 AAGCCACTCTGCGGATCTC 78
CTCCTTGAACTCTGGCATGG
14 GGAACAGGAGGGGGATAAAC 256
CTTCTGTGCAAGAGGACGTG
15 GTACAGGTGCCAGGGGTC 268
ATGCTTGTCTTGGCCCTG
16 CTTGGGAAGGGGTTTCGTC o84
AAAGGGACAGGGAACAGAGG
17 AAGAGTCCCTCTGACCTCCC 74
AGTGCACCTCTCCTCCCTG
18 CGTCCCTTCAAATGCCCTC 995
CTGGGAAAAGAACCCTGTTG
19 TTCTGCTTCCTGCTCTGACC 249
TCAGCTTCCCGTACCTTCAC
20 CTGGTCCTACCCTTTCCTCC 939
GTGAGTGTGCCCAGAGCC
o1 CCATGATCCCCCTTCACC 017
AGAACTTGGATCCTGGAGGG
22 GCCAACCTCTGATGCTGC 212




Anhang 67

GAGTCTGCGTGTGGTCCTG
23 AAGCTCATGCTGCAATCTCC 157
CCCGTTATTTCCATCCCTCT
Tabelle 15: ATP1A PCR-Primer
ATP1A2 Primersequenzen Produktlange
Exon-Nr. forward und reverse 5’-3’ [bp]
20 GCACATGTGTGAAGGTACGG 280
GATGATGAGGTCAGCCCACT

Tabelle 16: ATP1A2 PCR-Primer fiir den Restriktionsverdau

ATP1A2 Mutagenese-Primersequenzen
forward und reverse 5-3’

CCTATGAGCAGCAGAAGGTGGTGGAG
CTCCACCACCTTCTGCTGCTCATAGG

Tabelle 17: ATP1A2 Mutagenese-Primer

CACNA1A Primersequenzen Produktlange
Exon-Nr. forward und reverse 5’-3’ [bp]
) CCTCCAACACCCTTCTTTTC 208
ATGTCCTGCTAAAGCCAAGG
4 CTGTCTGACCCCCAAAACC 207
AAACTGAGGGCTCCTGGG
5 CTTGGTGGCGGGGTTT 345
CTGCCTAATCCTCCCAAGAG
GTTCTGGAGCCCAGACAC
13/14 735
GGGACTGTGTGTTCCCTGAG
CAGCTGCATCTCCAAGGG
16/17 742
CCCCGTCCTGATCTGCC
o1 TGGGAAATTGTGGAGGGAGC 047
TGACTTCCGCCACCCTGGTG
9 AGCCTGTGGTCTGAGTGGAC 06
TAGGAAGGGGTGTGCTCTGTG
23 ATCCACTGCTCTCTTGCTTT 121
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GTGGTTCTCACTTATAATCTGC

05 CTACCCAACCTGACCTCTGC 991
ACATGATAACCCTGACAGTC
6 CTCATGCTCTCTGTCAACTC 999
TGGTTCCAATGGGAATGTGC
o7 AGCCCCTCTTTCCCATTTAC 053
AGCTCTCAGGCCCTTTATCC
30 GACAGCTCTGAGCCTTTTGG 924
GTCACCTGTCTTCTCAGCCC
AGGGACCCCCAGCACTC
33/34 668
TGGGAACAGAAGGATGAAGG
36 ATTCATTCCCTCGGTCTCTG 42
CAGTTCCAGGGAGAGGTGAG
Tabelle 18: CACNA1A PCR-Primer
SCN1A Primersequenzen Produktlange
Exon-Nr. forward und reverse 5’-3’ [bp]
] CTTTAAATCCTCTAGCTCATGTTTC 466
GTCCAAGGAATGCAGTAGGC
) ACAGTTTGTTTTCATGGGGC 501
TATAAAGATGGTAGAGGTAAACATGG
3 GGCTTTTCAATGTTAGCTTTTTG 230
TTAAGACACAGTTTCAAAATCCC
4 TGGAGTGATAAGAAATTGGTATGC 65
GCATAAGCACTGATGGAAAACC
5 TTTTCTTTGTGTCCTGTTTTTG 200
GCAGAGAAGGATGCTGAATCAC
5 TTGCTTCTCCACTAGCGTTG 504
GCCTGCAATGTGTGCTAATC
CTGACCTTCCTGTTCTCATTTG
7 244

AAAATTAGTTGGCTGTTATCTTCAG
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8 AGGCAGCAGAACGACTTG 308
TCAAGTCTCGTTTCAAGTTCTG
9 TTGAAAGTTGAAGCCACCAC 362
CACCTGCTCTTAGGTACTCACTTTC
10 CCATGCAAATACTTCAGCCC 432
TAATTCTCCCCCTCTCTCCC
11 CATAATCTTGCAAAATGAAATCAC 509
GTGCAGCAATAGTGAGCCAG
12 GTCACCATTTGGTTGTTTGC 302
GAATGCACTATTCCCAACTCAC
13 GAAATATCCTTGGGAGGTTTAGAG 544
ATAATTGCGATTTTGCAGGG
14 AGAATCATTGTGGGAAAATAGC 344
GCTATGCAAGAACCCTGATTG
15 ATGAGCCTGAGACGGTTAGG 688
TCCAAGGTAATGGACTTTTAAACC
16 CTGCTCTTCCCTACATTGGTG 612
GTCGAGGATCATCTGTATGTGTG
17 TTGGCAGGCAACTTATTACC 933
AACAAGCTGCACTCCAAATG
18 CAAGACAAGGACATTGCTAAAGG 332
TGCATTGGATACTAAGACAATGAAAC
19 TTTCTCTGCCCTCCTATTCC 338
AAATAAGACAAGCTACCTTGAACAG
20 AAAGGTTTACTGAAAATGTCTGAAC 361
GAATTTGCCATTCCTTTTGC
21 TTTTGAACCTTGCTTTTACATATCC 580
CCATCTGGGCTCATAAACTTG
9 CAGGTCTAAATTATTTTTACTCCAAAG 176
TGCTTTATTCGATTAATTTTACCAC
23 ATTTCCAGCACTAAAATGTATGG 258
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GCAGAGAAAACACTCCAAGG

o TTTTAGCCATCCATTTTCTATTTTAAC i

TCTTGAAGTCAAGGGTGTATCTTC

e AGGGCCAATGACTACTTTGC s
TGATTGCTGGGATGATCTTG

. TTACCTTGGAGCTTTAGAAGAAAC -
AAATTCCAACAGATGGGTTCC
TCTCAACAGTAAGCCACCCG

26 B ACCTTGGAAGGATTGGAAGC 504

CTCATTGCCATGGATTTGC
26 C TCAGTTTGGCATTGACCTCC 588

Tabelle 19: SCN1A PCR-Primer
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9 Abkirzungsverzeichnis

Fachspezifische Abklrzungen:

AP Aktionspotential

AQuagest. destilliertes Wasser

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

BFIC Benign Familial Infantile Convulsions

BM Basilarismigrane

bp Basenpaare

c.G2723A Basenposition in Schreibweise auf Basenebene
Ca** Kalzium

Cca*y Voltage Gated Calcium Channel

CADASIL Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy With Subcortical

Infarcts And Leukoencephalopathy

cDNA kodierende DNA

CSD Cortical Spreading Depression
ddH>0O doppelt destilliertes Wasser
DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTPs Desoxyribonukleotide

dsDNA Doppelstrang-DNA

EA2 Episodische Ataxie Typ 2
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
FHM familiare hemiplegische Migrane
FHM1 FHM Typ 1

FHM2 FHM Typ 2

FHM3 FHM Typ 3
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FHMplus/pure
FKS
GEFS+1
GEFS+2
GFP
GLAST
GLT-1

Glu
GTE-Medium
HCI
HEK293
ICHD-2
IFM-Motiv
IHS

K*

kb

KI
LB-Medium
M

MA

MgCl;

mM

MO

MRT

Na*

NaCl

Nav

FHM mit/ohne interiktaler zerebellarer Symptomatik
fetales Kalberserum

generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen plus Typ 1
generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen plus Typ 2
grun fluoreszierendes Protein
Glutamat/Aspartat-Transporter

Glutamat-Transporter Typ 1

Glutamat

Glucose-Tris-EDTA-Medium

Salzsaure

Humane Embryonic Kidney Cells

International Classification Of Headache Disorders 2™ Edition

lle-Phe-Met-Motiv
International Headache Society
Kaliumionen

Kilobasen

Konfidenzintervall
Luria-Bertani medium

molar, Mol pro Liter

Migrane mit Aura
Magnesiumchlorid

Milimolar

Migrane ohne Aura
Magnetresonanztomogramm
Natriumion

Natriumchlorid

Voltage Gated Sodium Channel
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oD optische Dichte

p.X1234Y Lokalisation der Aminosaure auf Proteinebene
PA-Gele Polyacrylamidgele

PCR Polymerase Chain Reaction

PNS peripheres Nervensystem

Rb* Rubidium

RFLP Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen
RR relatives Risiko

SDS Sodium Dadecyl Sulfat

SE-Puffer Sodiumchlorid-EDTA-Puffer

SHM Sporadische Hemiplegische Migrane

SHT Schadel-Hirn-Trauma

SLM Stop-Lade-Mix

SNP Single Nucleotide Polymorphism

ssDNA Einzelstrang-DNA

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Taq Thermophilus aquarius

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TE Tris-EDTA-Puffer

Tm annealing-Temperatur

UE Untereinheit

WHO World Health Organization

ZNS zentrales Nervensystem

€ molarer Absorptionskoeffizient

A Lambda, Bezeichnung fur die Wellenlange
Tiangsam Membranzeitkonstante langsame Komponente

Tschnell Membranzeitkonstante schnelle Komponente
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