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. Einleitung und Fragestellung

Die Autosomal-dominante néchtliche Frontallappenepilepsie (ADNFLE) umschreibt ein erbliches,
idiopathisches Epilepsiesyndrom, das entweder sporadisch, aufgrund einer Neumutation oder durch
eine in der Familie bereits vorhandene Mutation in Genen, welche fiir Untereinheiten des neuronalen,
nikotinischen Acetylcholinrezeptors (nAChR) kodieren, auftritt (Scheffer et al. 1994; Steinlein et al.
1995).

Sie stellt eine sehr seltene Erkrankung des epileptischen Formenkreises dar und manifestiert sich
héufig in den ersten beiden Lebensdekaden mit Clustern nachtlicher, motorischer Anfélle, die dem
Frontallappen entspringen. Derartige Episoden zeichnen sich durch einen kurzen, stereotypischen
Verlauf aus und variieren von einfachen Weckreaktionen wéhrend des Schlafes bis hin zu
dramatischen, bizarren, hyperkinetischen Ereignissen mit tonischen oder dystonischen Elementen. Die
Minderheit der Patienten beschreibt eine vorausgehende Aura (Scheffer et al. 1995; Provini et al.
1999).

Krankheitsverursachend sind Mutationen in Untereinheiten des nAChRs, die vermutlich zu einer
erhéhten Sensitivitdt fiir agonistische Liganden fihren. Bisher identifizierten Forscher in weltweit
mehreren Familien Mutationen in Genen, welche in der Exprimierung eines verdnderten a4f32-
NAChRs resultieren. Dieser Rezeptortyp gehort zu den im menschlichen Gehirn dominierenden. Die
mutierten Untereinheiten a4 und 2 kdnnen allerdings auch mit weiteren Untereinheiten funktionelle
Rezeptoren bilden. Deshalb ist es moglich, dass auch seltener vorkommende nAChR-Subtypen an der
Entstehung der ADNFLE beteiligt sind.

Fur einige Mutationen im a4p2-nAChR ergab sich in funktionellen Studien eine reduzierte Kalzium-
permeabilitat, eine veradnderte Desensibilisierungsdauer oder Offenwahrscheinlichkeit des lonenkanals
im nAChR (Steinlein et al. 1995; Steinlein et al. 1997; Hirose et al. 1999; Phillips et al. 2001; Leniger
et al. 2003; Diaz-Otero et al. 2008; El Helou et al. 2008; Chen et al. 2009).

Molekulargenetischen Analysen zufolge kénnen bisher diverse Mutationen in den Genen CHRNAA4,
CHRNB2 und moglicherweise auch CHRNA2 zur Krankheitsentstehung beitragen. Hierbei erfolgt die
Vererbung autosomal-dominant. Die Penetranz weist eine erhebliche Spannbreite auf und l&sst die
Beteiligung anderer, modifizierender Gene vermuten. Die Mutationsdetektionsrate ist gering, was
darauf hinweist, dass die erblichen Formen bei den Frontallappenepilepsien insgesamt nur einen

kleinen Teil ausmachen.

Combi et al. beschrieben zudem einen Zusammenhang zwischen Varianten im CRH (corticotropin-

releasing hormone-)-Gen und der Erkrankung ADNFLE, welcher moglicherweise auf den mit der
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Kortisolausschiittung assoziierten Wirkungen auf den Schlafrhythmus, sowie Angst- und Stress-
reaktionen beruht (Combi et al. 2004; Combi et al. 2005).

Aufgrund der klinischen Variabilitat, der reduzierten Penetranz sowie des fehlenden Nachweises von
Mutationen in den bekannten ADNFLE-Genen bei vielen familidren und den meisten sporadischen
Fallen von né&chtlicher Frontallappenepilepsie, vermuten wir weitere Gene bzw. Umweltfaktoren,

welche die Pathogenese beeinflussen kdnnen.

Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit lautete daher, inwieweit sich verschiedene Muta-
tionen bzw. Polymorphismen in ausgewahlten Kandidatengenen an der Pathogenese und Auspragung
der ADNFLE beteiligen.

Das Patientenkollektiv, bestehend aus 68-70 Individuen unterschiedlicher Herkunft, wurde auf Muta-
tionen bzw. Polymorphismen in den Kandidatengenen RIC3 (resistance to inhibitors of cholinesterase
3 homolog (C. elegans)) und VSNL1 (VILIP-1; visinin-like protein-1) Uberpruft. Desweiteren analy-
sierten wir den Promotorbereich und die kodierende Region des CRH-Gens, um die von Combi und
Kollegen bereits detektierten Polymorphismen sowie neue Varianten auch in unserem Kollektiv
nachzuweisen (Combi et al. 2008).

Das Kandidatengen RIC3 verstarkt die Oberflachenexpression sowohl homomerer, als auch
heteromerer nAChR in Saugerzellen. In C. elegans konnte gezeigt werden, dass Mutationen im RIC3-
Gen in einer intrazellularen Akkumulation von nAChR-Proteinen resultieren.

Die Koexpression von VSNL1 mit rekombinantem o4p2-nAChR fiihrte in tsA201-Zellen zur
Hochregulierung der Oberflachenexpression des Rezeptors um das Zweifache. Die Agonisten-Sensi-
tivitat gegeniiber Acetylcholin erhéhte sich dreifach. Mutanten hingegen zeigten eine abgeschwachte
Wirkung.

In der hier vorgelegten Arbeit wurden die zu untersuchenden DNA-Sequenzen unter Anwendung
eines Touchdown-PCR-Protokolls amplifiziert und ein Screeningverfahren zur Detektion von Muta-
tionen und Polymorphismen etabliert. Bereits identifizierte Varianten wurden mittels direkter Sequen-
zierung exakter analysiert.

Um mogliche Assoziationen zwischen den entdeckten Polymorphismen und den klinischen Phéno-
typen zu erfassen, wurden unter Anwendung verschiedener Restriktionsassays die Frequenzen der
Polymorphismen im vorhandenen ADNFLE-Kollektiv ermittelt und mit denen eines deutschen

Kontrollkollektivs verglichen.
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Il. Grundlagen

1. Definitionen

1.1  Epilepsie

“A seizure is a sudden alteration of electrical activity in the brain of sufficient magnitude to alter
motor or sensory function, behavior, or consciousness. Epilepsy is a chronic disorder characterized by
recurrent seizures. An epileptic syndrome is a constellation of seizures, EEG patterns, family histories,
and age-specific characteristics sufficient to produce a reproducible and recognizable seizure pattern

with predictable outcome.” (Freeman 1995)

1.2 Genetische Variante

Der verallgemeinernde Begriff ,,genetische Variante* wird in dieser Arbeit, bei Unklarheit hinsichtlich

der Einordnung eines Nukleotidaustausches als Polymorphismus bzw. Mutation verwendet.

1.3 Polymorphismus vs. Mutation

Als Polymorphismus (griechisch moAvpopeiopog Polymorphismos, Vielgestaltigkeit) bezeichnet man
im Fachgebiet Genetik das Auftreten einer oder mehrerer Genvarianten, d. h. eines oder mehre-
rer Allele innerhalb einer Population. DefinitionsgemaR muss die Auftrittshaufigkeit der Genvariante
(Allelfrequenz) groRRer als ein Prozent sein, andernfalls wird von einer Mutation gesprochen (Groth
2004). Da diese allerdings nicht krankheitsverursachend sein muissen, wird immer haufiger auch der
Begriff ,,rare variants* verwendet. Diese konnen entweder funktionell sein oder hinsichtlich der Funk-

tion von Genen keine Rolle spielen.

1.3.1 Single Nucleotide Polymorphim (SNP)

Mit Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (SNP) werden Variationen einzelner Basenpaare in einem
DNA-Strang bezeichnet (DNA BASER).

2. Krankheitsbild und Genetik der Autosomal-dominanten nachtlichen
Frontallappenepilepsie

Die Autosomal-dominante nachtliche Frontallappenepilepsie (OMIM 600513, 603204, 605375,
610353) als eine seltene, haufig erblich bedingte Erkrankung des epileptischen Formenkreises, fihrt
zu idiopathischen, partiellen Anféllen, welche bevorzugt im Kindes- oder jungen Erwachsenenalter
beginnen und dem Frontallappen entspringen (Scheffer et al. 1994; Scheffer et al. 1995). Diese
zeichnen sich durch ein vorwiegend né&chtliches Auftreten wahrend der NREM-Schlafphase aus

(Oldani et al. 1996). Veroffentlichungen der vergangenen Jahre zeigen eine enge Korrelation von
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http://de.wikipedia.org/wiki/Allel
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Krankheitsentstehung und Mutationen in Genen, welche fiir a- und B-Untereinheiten nikotinischer
Acetylcholinrezeptoren (nAChR) kodieren und sehr wahrscheinlich eine Funktionsanderung des
ligandengesteuerten Rezeptors hervorrufen (Steinlein et al. 1995). Bisher konnten Defekte des a4p2-
Acetylcholinrezeptors als krankheitsverursachend ermittelt werden. Dieser Rezeptor ist ein hetero-
pentamerer, ligandengesteuerter lonenkanal und wird von den Genen CHRNA4 fiir die o4- und
CHRNB?2 fiir die B2-Untereinheit kodiert (Diaz-Otero et al. 2008). Das CHRNA2-Gen, welches
moglicherweise ebenfalls ADNFLE verursacht, kodiert fiir die a2-Untereinheit des nAChR (Aridon et
al. 2006).

Bei vielen Familien konnten keine Mutationen in den vorher genannten Genen nachgewiesen werden.
Phillips et al. beschrieben einen weiteren Genlocus - die Chromosomenregion 15q24, in welcher sich
die Gene CHRNA3, CHRNA5 und CHRNB4 befinden. Bisher konnten allerdings noch keine
ADNFLE-Mutationen in einem dieser Gene nachgewiesen werden (Phillips et al. 1998). Combi und
Kollegen identifizierten zwei Promotorvarianten im CRH-Gen und postulierten einen wissen-
schaftlichen Zusammenhang hinsichtlich der Molekularbiologie der ADNFLE (Combi et al. 2008).

Hierfur bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen, da bisher nur ein Kollektiv analysiert wurde.

2.1  Haufigkeit

Etwa 10 % aller Menschen weisen eine erhohte Krampfbereitschaft, welche sich teilweise im EEG
nachweisen lasst, auf. 4 — 5 % aller Menschen erleiden mindestens einmal in ihrem Leben unter
besonderen Einwirkungen einen epileptischen Anfall, der sich ohne Provokation nicht reproduzieren
lasst. Von derartigen Gelegenheitskrampfen unterscheidet man eine aktive Epilepsie, auch fort-
schreitendes Krampfleiden genannt, worunter in Deutschland 0,5-1 % der Bevdlkerung leiden
(Baumgartner 2001).

Die NFLE ist kein homogenes epileptisches Syndrom. Es gibt symptomatische und genetische
Formen. Die Rate der familidaren Form der ADNFLE variiert, abhédngig vom Patientenkollektiv,
zwischen 8 und 43 Prozent (Ryvlin et al. 2006). Circa 80 % der betroffenen Individuen entwickeln die
Erkrankung in den ersten beiden Lebensdekaden (Oldani et al. 1998; Picard et al. 2000). Aufgrund der
Untersuchung nur kleiner Patientengruppen, lasst sich in der Literatur keine genaue Angabe zur
Frequenz der ADNFLE finden. Man weil allerdings, dass es sich hierbei um eine sehr seltene Form
der schlafgebundenen Stérungen handelt. Manner erkranken mit einer Frequenz von 7:3 haufiger als
Frauen. Befragte, bisher nicht therapierte Patienten einer Studie siedelten die Anfallshdufigkeit pro

Monat zwischen neun und 31, pro Nacht bei einer bis 20 Episoden an (Provini et al. 1999).

2.2  Kilinik

Die Klinik der ADNFLE kennzeichnet sich durch vorwiegend néchtliche, idiopathische und partielle

Anfélle, welche zwischen flinf Sekunden bis funf Minuten andauern und mit Dystonien (choreatiform
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und ballistisch), Dyskinesien, sowie tonischen Bewegungen der Arme, Beine und des Rumpfes, die
vorwiegend stereotyp ablaufen, einhergehen (Oldani et al. 1996; Thomas et al. 1998; Nakken et al.
1999; Provini et al. 1999; Ito et al. 2000; Picard et al. 2000). Derartigen Episoden kénnen eine Aura
und Vokalisation vorangehen. Sie treten hdufig im Stadium 11, aber auch in den Stadien 111 und IV des
NREM-Schlafes auf. Als Folge des fragmentierten Schlafes kann es zu einer erhdhten Tagesmudigkeit
kommen. Ein Groliteil der Patienten verliert das Bewusstsein nicht, scheint dennoch das pathologische
Geschehen nicht kontrollieren bzw. durchbrechen zu koénnen. Es besteht die Mdglichkeit der
sekundaren Generalisierung. Ein kleiner Teil der von der ADNFLE Betroffenen erleiden auch tagsuber
auftretende Anfélle (Scheffer et al. 1995).

Magnusson und Kollegen beschrieben ein haufigeres Auftreten psychiatrischer Symptome in einer
erkrankten Familie (Magnusson et al. 2003). Auch mentale Retardierung und intellektuelle Defizite
kénnen als mogliche Konsequenz hochfrequenter Anfélle nicht ausgeschlossen werden (Cho et al.
2003; Picard et al. 2009). Die Evaluation eventueller, kognitiver Stérungen bedarf jedoch weiterer

neuropsychologischer Analysen.

2.3  Diagnose

Die addquate Diagnose der nachtlichen Frontallappenepilepsie (NFLE) fallt, aufgrund einer liicken-
haften Familien- und Eigenanamnese, oft schwer. Eine Fremdanamnese ist hierbei immer erforderlich.
Um Differentialdiagnosen wie z. B. benigne néchtliche Parasomnien oder psychogene Pseudoanfélle
auszuschlieRen, bedient sich der Kliniker neben einer fundierten, neurologisch orientierten, korper-
lichen Untersuchung, der Bildgebungsverfahren wie MRT- und CT-Analysen des Kopfes, der Elektro-
und Stereoenzephalografie, sowie der Video-Polysomnografie (Provini et al. 1999; Picard et al. 2000).
Die Magnetresonanztomografie unterstitzt nur selten die Arbeitsdiagnose ADNFLE. Nur in einigen
Patienten aus verschiedenen Familien zeigten sich Atrophien oder noch seltener Zysten in Hirnarealen,
welche in keinem Zusammenhang mit den klinischen Symptomen standen (Callenbach et al. 2003;
Ryvlin et al. 2006). Das nuklearmedizinische PET-Verfahren stellt eine erganzende Diagnostik-
methode dar. PET-Untersuchungen unter Verwendung des Tracers [18F]-A-85380 veranschaulichten
bei finf Patienten eine erhohte AChR-Dichte in Epithalamus, ventralem Mesencephalon und Zere-
bellum, aber eine verminderte Dichte im rechten dorsolateralen, prafrontalen Areal. Picard et al.
demonstrierten mit dieser Arbeit die Umverteilung und quantitative Verédnderung der nAChR bei
Mutationstragern (Picard 2006). In einem weiteren Erkrankten entdeckte man einen links mesiofrontal
akzentuierten, herabgesetzten Stoffwechsel (Ryvlin et al. 2006).

Beziiglich der Untersuchung mittels EEG lieen sich in 50 % der ADNFLE-Patienten keine
interiktalen Anomalien nachweisen. Ein Grofteil iktaler Messungen verliert, aufgrund bewegungs-
assoziierter Artefakte, bedingt durch den Beginn des Anfalls, an diagnostischem Gehalt und liefert
somit hdufig keine aussagekraftige Information. Artefaktfreie Aufnahmen von einigen Untersuchten

wiesen allerdings auf den frontalen Ursprung und das Auftreten der neurologischen Symptome
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vorwiegend im Stadium 1l des NREM-Schlafes hin (Marini and Guerrini 2007). K-Komplexe,
langsame <1 Hz-Oszillationen mit kortikalem Ursprung und positivem Ausschlag bei 350-550 ms,
sowie einem negativen Ausschlag bei 900 ms und Schlafspindeln, 11-15Hz-Oszillationen, generiert
vom retikuldren Kern des Thalamus, dominieren in dieser Phase des Schlafrhythmus (Parrino et al.
2006; Cash et al. 2009). Intrazerebrale EEG-Messungen zeigten ein verlangertes Auftreten von Schlaf-
spindeln kurz vor Anfallsbeginn bei zwei Patienten, welches auf eine anormale Spindelaktivitét
hinwies (Picard et al. 2007). K-Komplexe entstehen zuféllig wéahrend des zweiten Schlafstadiums und
kénnen durch Gerausche initiiert werden. Sie dienen der Unterdriickung Kkortikaler Aktivitat und des
Erwachens, um das Gehirn weiterhin im Schlafmodus zu belassen und es vor harmlosen Stimuli
abzuschirmen (Cash et al. 2009). El Helou et al. untersuchten einen Patienten mit einer bekannten
CHRNA4-Mutation, dessen Anfélle groftenteils mit K-Komplexen im EEG einhergingen. Hierbei
fielen die Episoden zeitlich auf die abklingenden K-Komplexe (ElI Helou et al. 2008). Diese
Erkenntnis stitzt die Vermutung, dass K-Komplexe im iktalen EEG, neben den fur die Epilepsie
typischen Mustern wie ,,spikes und waves®, sowie rhythmischen Theta-Wellen, eine entscheidende
Rolle in der Anfallsinitiierung spielen (Provini et al. 1999; Picard et al. 2000). Die elektrophysio-
logische Diagnostik bedarf in manchen Féllen der Einbeziehung anderer Entstehungsurspriinge und

die Anwendung zusatzlicher Elektroden zur besseren Ermittlung der Anfallspathogenese.

Bei Verdacht auf eine der Mendel‘schen Vererbung folgenden Mutation in einem der krankheits-
verursachenden Gene CHRNA2, CHRNA4 oder CHRNB2 kann die molekulargenetische Testung
mittels Sequenzanalyse herangezogen werden. Diese ermittelt allerdings nur in 10-20 % der Betrof-
fenen mit positiver Familienanamnese und in weniger als 5 % jener ohne familidren Hintergrund eine
ursachliche Mutation (Hirose et Kurahashi, gene reviews NCBI).

Zusammenfassend folgen im Anschluss klinische Diagnosekriterien der ADNFLE (Hayman et al.
1997; Tassinari CA 1997; Provini et al. 1999; Tenchini et al. 1999; Steinlein et al. 2000; Combi et al.
2004):

Cluster von vorwiegend nachtlichen Anfallen mit frontaler Semiologie
Auftreten von Anfallen bevorzugt wahrend des Schlafes

Abwesenheit anderer neurologischer Symptome

Physiologische Radiologiebefunde

Physiologisches bzw. nur durch Bewegungsartefakte verandertes, iktales EEG

Interiktales EEG mit unregelmaRigen, epileptiformen Ableitungen

V V V V VYV V V

Auftreten dhnlicher Stérungen bei einem anderen Familienmitglied mit Evidenz fiir

einen autosomal-dominanten Vererbungsmodus
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Die Diagnose der ADNFLE begrundet sich demzufolge auf den genannten klinischen Kriterien
und/oder dem Nachweis einer krankheitsverursachenden Genmutation in CHRNA2, CHRNA4 oder
CHRNB2.

2.4 Metaphylaxe und Therapie

Etwa 70 % der ADNFLE-Patienten sprechen auf eine antikonvulsive Therapie, welche sowohl die Fre-
guenz, als auch den Schweregrad der Anfalle mindert, an. Einige Betroffene erreichen sogar Anfalls-
freiheit (Sutor and Zolles 2001). Eines der am héaufigsten eingesetzten Medikamente stellt
Carbamazepin (CBZ), aber auch sein Abkdmmling Oxacarbazepin, dar (Di Resta et al. 2010). Weitere
Anwendung zur Verbesserung der Anfallskontrolle findet z. B. Acetazolamid (ACZ), ein Carboan-
hydrasehemmer, welcher normalerweise zur Senkung des Augen-, Hirn und Blutdruckes eingesetzt
wird (Varadkar et al. 2003). Valproat (VPA), das erregende lonenkanéle blockiert und eine Wirkungs-
steigerung des hemmenden Neurotransmitters GABA durch Hemmung des Abbaus und Aktivierung
von dessen Synthese erzielt, scheint ineffektiv (Picard et al. 1999). Erst im August 2010 belegten
Zheng et al. in einer weiteren Studie den therapeutischen Effekt von Lamotrigin hinsichtlich mutierter
a4p2-AChR. Lamotrigin inhibiert den Rezeptor hierbei durch eine Offen-Kanal-Blockierung (Zheng
et al. 2010). Auch Nikotin als nAChR-Agonist und Cannabinoide, welche die prasynaptische GABA-
Freisetzung reduzieren oder sogar inhibieren, kdnnten in Zukunft eine Rolle in der Behandlung von
ADNFLE-Patienten spielen (Mann and Mody 2008). Im Folgenden wird auf die bisher wichtigsten,

therapeutischen Substanzen eingegangen.

CBZ agiert als Natriumkanalblocker durch die Herabsetzung der Aktionspotentialfrequenz. Eine
zusétzliche Funktion erfillt dieses Antikonvulsivum an Kalziumkanélen, NMDA-, GABA- und nACh-
Rezeptoren. Letztere inhibiert es mittels nichtkompetitiver Hemmung. CBZ ermdglicht eine dreifach,
in anderen Studien eine bis zu 12fach starkere Hemmung 776ins3- oder S248F-mutierter a4f32-Acetyl-
cholinrezeptoren (Picard et al. 1999). Die erhohte Inhibitionsfahigkeit bei S248F-Mutanten erklart sich
durch eine Zunahme méglicher Bindungsstellen in dem mutierten lonenkanal. Durch genaue Analyse
ihres molekularen Modells unterstellen die Wissenschaftler, dass dieser Effekt aus einer aromatisch-
aromatisch-Interaktion zwischen CBZ und dem mutierten Phe248-Nukleotid resultiert (Ortells and
Barrantes 2002). Die stérkere Rezeptorenhemmung lasst auf eine effektivere Behandlungsmdglichkeit
bei Trégern hypersensitiver nAChR schlielen, doch wei3 man bisher nicht, ob dieses Modell auch auf
humane nAChR angewendet werden kann. Bisher findet man in der Literatur nur den Nachweis flr
eine hthere CBZ-Ansprechrate bei zwei Mutationen, was mit der Beobachtung vereinbar ist, dass die

CBZ-Therapie bei Tragern anderer Mutationen versagt.

Nikotin, in niedriger Dosierung, konnte sich als eine neue Therapieoption fur an ADNFLE Erkrankte
mit bestimmten Mutationen etablieren. Beobachtungen eines Patienten demonstrierten einen deut-

lichen Riickgang der Anfalle nach Administration eines dermalen Nikotinpflasters (Willoughby et al.
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2003). Brodtkorb und Picard untersuchten 22 weitere Individuen aus zwei Familien mit den o4-
Mutationen 776ins3 bzw. S248F, deren Anfallsfrequenz signifikant mit dem Nikotinkonsum
korrelierte. Zehn von 14 Tabakkonsumenten erlangten Anfallsfreiheit, wahrend sieben Nichtraucher
schwerwiegendere, hdufiger auftretende Episoden angaben. Die Raucher, welche keine Symptom-
verbesserung versplrten, konsumierten zu dieser Zeit eine geringere Dosis an Nikotin. Drei weitere
Betroffene &ulerten Fluktuationen, bedingt durch einen veranderten Nikotingebrauch. Sie bemerkten
sogar eine deutliche Verschlechterung nach Aufgabe des Rauchens. Diese Ergebnisse interpretierten
die Autoren dahingehend, dass Nikotin eine entscheidende Rolle als modulierender Umweltfaktor hin-
sichtlich einer positiven Krankheitsbeeinflussung spielt (Brodtkorb and Picard 2006). Weitere Studien
veranschaulichen, dass die Applikation von niedrigen Dosen Nikotin (10 nM) eine effektive Desensi-
tivierung von a4f2-nAChR verursacht. Man transfizierte a4- und p2-Untereinheiten in HEK-Zellen,
nahm daraufhin elektrophysiologische Messungen an einer -100 mV-Voltage-clamp wahrend der
Applikation von Nikotin oder ACh vor und zeigte somit, dass prolongierte Zugabe von Nikotin den
Rezeptor effizienter desensitiviert als ACh. Zudem war die bendtigte Regenerationszeit nach Nikotin-
induzierter Desensitivierung langer als nach der gegenibergestellten Desensitivierung durch Acetyl-
cholin. Nach dem Genuss einer Zigarette erreicht das Nikotinlevel im zentralen Nervensystem 100
nM. Diese Menge geniligt um eine Desensitivierung auszuldsen (Paradiso and Steinbach 2003).
Aufgrund der mit dem Tabakkonsum assoziierten Nebenwirkungen, empfiehlt sich in der thera-
peutischen Anwendung eventuell nur die transdermale Applikation. Die Erforschung des exakten
Nebenwirkunsprofils bedarf weiterer molekularbiologischer und Klinischer Untersuchungen. Insbe-
sondere ist hierbei zu beriicksichtigen, dass der oben beschriebene Effekt von Nikotin nur bei
bestimmten Mutationen auftritt. Andere Mutationen hingegen zeigten einen gegenteiligen Mecha-
nismus, so dass Nikotin bei Tragern solcher Genveranderungen mdglicherweise sogar epileptogen

wirken konnte.

Obwohl die nachtliche Frontallappenepilepsie zu den benignen Stérungen zéhlt, reagieren 30 % der
erkrankten Individuen nicht auf eine medikamentdse Therapie (Provini et al. 1999). In diesen Fallen
verbleibt haufig nur die chirurgische Resektion des betroffenen Hirnareals. Nobili et al. erreichten in
einer chirurgischen Studie bei 76 % der 21 operativ versorgten Patienten eine Remission (Engel’s
Class la), bei 24 % bewirkte man eine deutliche Verbesserung der Symptomatik (Engel’s Class II oder
I11). Den hier beschriebenen Heilungserfolg fiilhren die Autoren auf eine hohe Inzidenz von fokalen,
kortikalen Dysplasien Typ Taylor bei den Operierten zuriick (Nobili et al. 2007). Einen gunstigeren
Verlauf bei Vorhandensein dieser Prédisposition postulieren auch Tassi und Kollegen (Tassi et al.
2002). Aufgrund der Seltenheit der ADNFLE gibt es bei dieser erblichen Form der NFLE bisher keine

Daten zur Wirksamkeit einer chirurgischen Intervention.
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25 Klassifikation

Der Epilepsie-Klassifikation durch die Internationale Liga gegen Epilepsie (ILAE) folgend,
differenziert man fokale, einem bestimmten Hirnareal entspringende Epilepsien von Epilepsien mit
generalisierten Anfallen, welche sich nicht auf eine spezifische Region des Gehirns beschranken. Die
ADNFLE gilt als hereditdre Form der néchtlichen Frontallappenepilepsie, einer idiopathischen fokalen
Anfallsart, welche simple oder komplexe Muster beinhalten kann. Die Zusétze simpel und komplex
beziehen sich auf das Vorhandensein bzw. den Verlust von Bewusstsein und Geddachtnisleistungen.
Desweiteren verkompliziert sich die Diagnose abermals durch die spezielle Anatomie des Frontal-
lappens. Hierbei wird dieser in einen prazentralen und einen prafrontalen Kortex unterteilt. Beide
kénnen hinsichtlich ihrer Funktionen deutlich voneinander abgegrenzt werden. Der prazentrale Kortex
vereint das primar-motorische und das supplementar-motorische Areal, welche sowohl sensorische
Stimuli integrieren, als auch die Vorbereitung und Ausfiihrung motorischer Bewegungen kontrol-
lieren.

Der prafrontale Kortex fungiert als Personlichkeitsbildner, einschliellich der Antizipation, Planung,
Ausldsung, Beurteilung, dem Erinnern und der Kontrolle eines Entscheidungsprozesses. Zu diesem
Teil der GroRhirnrinde zéhlen das frontale Augenfeld, das sakkadische, kontrallaterale und konjugierte
Augenbewegungen steuert und das Broca-Zentrum, welches motorische Bewegungen der Zunge und
des Larynx zur Sprachbildung vereint.

Zu funktionellen Schwerpunktarealen in dieser Region gehdren zudem der dorsolaterale préafrontale
sowie der orbitofrontale Kortex mit Funktionen wie der Verhaltensregulation, der Formierung des
Langzeitgedachtnisses, der Entwicklung der Entscheidungsféhigkeit und dem Unterscheidungsver-
mogen zwischen richtig und falsch (Lesser et al. 1984; Luppino and Rizzolatti 2000; Helmstaedter
2001).

Das detaillierte Verstandnis dieser Frontallappenregionen und -funktionen ermdéglicht dem Behan-
delnden die Zuordnung der auftretenden Symptome zu dem jeweils geschéadigten bzw. funktionell

veranderten Hirnabschnitt.

Neben diesen anatomischen Gegebenheiten erlangt das Wissen (ber die Subtypen innerhalb der
insgesamt heterogenen Gruppe der Frontallappenepilepsien, welche wahrend des NREM-Schlafes erst
periodisch, spater in Clustern auftreten, zunehmend an Bedeutung. Zu diesen gehoren (Provini et al.
1999; Happe 2009):

o Paroxysmale Aufwachreaktionen (PA), gekennzeichnet durch plétzliches Erwachen aus dem
NREM-Schlaf, assoziiert mit stereotypen motorischen Bewegungen (Rumpf- und Kopf he-

bungen) und Vokalisationen, sowie angsterfillte Ausrufe von einer Dauer <20 Sekunden.
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Anfalle dieser Art treten repetitiv und hochfrequent auf. Die Betroffenen amnesieren diese
Anfalle oft vollstandig.

o Anfélle mit né&chtlichen paroxysmalen Dystonien (NPD), ebenfalls gekennzeichnet durch
abruptes Erwachen aus dem NREM-Schlaf, assoziiert mit stereotypen (Dyskynesien,
Dystonien) oder bizarren motorischen (choreatiformen oder ballistischen) Bewegungsmustern
der Arme und Beine fiir die Dauer von 20 - 30 Sekunden.

o Episodische néachtliche Wanderattacken (ENW), gekennzeichnet durch plétzliches
Erwachen aus dem NREM-Schlaf, assoziiert mit ndchtlichem Wandeln und Angst, sowie

bizarrem, oftmals aggressivem, agitiertem Verhalten flr die Dauer mehrerer Minuten.

Diese Subtypen kénnen einzeln oder kombiniert und demnach als unterschiedliche Auspragungsgrade
eines singuléren, epileptischen Prozesses auftreten.

Eine weitere Einteilung der ADNFLE lé&sst sich aufgrund der bis heute gefundenen Mutationen vor-
nehmen. Man unterscheidet hierbei bisher vier Typen, von welchen sich drei durch mutationsbedingte
Verénderungen in verschiedenen Genen voneinander abgrenzen lassen (Tab. 1).

Bei der Typ-I-ADNFLE liegen Mutationen im CHRNA4-Gen vor, welches fiir die a4-Untereinheit des
neuronalen nikotinischen Acetylcholinrezeptors kodiert.

Typ Il hingegen bezieht sich auf einen vor jingerer Zeit in einer Familie gefundenen, potentiellen
Genlocus auf Chromosom 15g24. Dieser beinhaltet das Gencluster (CHRNA3, CHRNA5 und
CHRNB4), welches die Untereinheiten o3, a5 und B4 exprimiert. Jedoch bestehen Zweifel an diesem
Forschungsergebnis, da man in weiteren Studien keinen Zusammenhang zwischen Erkrankung und der
Chromosomenregion 15924 belegen konnte. Man unterstellt allerdings das Vorhandensein weiterer
krankheitsverursachender Gene (Phillips et al. 1998; Tenchini et al. 1999; Cho et al. 2003).

CHRNB2 hingegen kodiert fiir die p2-Unterheinheit des nAChR und ist assoziiert mit Typ-IlI-
ADNFLE.

Aridon et al. fanden eine Mutation im CHRNAZ2-Gen, welches fiir die a2-Untereinheit kodiert (Aridon
et al. 2006). Gu und Kollegen untersuchten dieses Gen ebenfalls, konnten jedoch keine Mutation
nachweisen (Gu et al. 2007). Es ist bisher unklar, ob CHRNAZ tatsachlich ADNFLE verursacht oder
ob es sich bei der in der Familie von Aridon at al. aufgetretenen Epilepsie um eine andere Form der
schlafgebundenen Anfallserkrankungen handelt. Eine weitere Untersuchung durch Combi et al. zeigte
ebenfalls keine Mutationen, konnte jedoch nicht ausschliefen, dass sich in der nichtanalysierten,
kodierenden Region doch eine Mutation befinden kdnnte (Combi et al. 2009).

Die fortfiihrende Analyse des CRH-Gens stellt eventuell die Grundlage fiir die Ergdnzung um einen
flnften ADNFLE-Typen dar. Eine detailliertere Zusammenstellung der bisher analysierten Gene und

Familien schlieBen sich in einem spéteren Kapitel an.



Seite |11

CHRNA4 (# 118504) ad

15924 (nahe CHRNA3, CHRNA5, CHRNB4) a3, a5 und B4
CHRNB2 (# 118507) B2
CHRNAZ2 (# 118502) o2

Tab. 1 Klassifizierung der ADNFLE nach Hirose et al. (Gene Reviews, Update vom 5. April 2010).

2.6 Manifestationsalter

Als Manifestationsalter der ADNFLE gilt das Alter, in dem die ersten Anfélle auftreten bzw. der Zeit-
punkt, an welchem Betroffene diese erstmalig wahrnehmen. Die Mehrzahl betroffener Individuen er-
krankt in der Spanne zwischen Kindheit und Erwachsenenalter. Etwa 80 % der ADNFLE-Patienten
durchleben die zuvor beschriebenen Episoden wahrend der ersten zwei Lebensdekaden. Ein sehr viel
spateres erstmaliges Auftreten hingegen scheint nicht ungewdhnlich (Steinlein 2004). Das durch-
schnittliche Manifestationsalter jedoch betragt neun bis elf Jahre. In circa 55 % der Falle beginnt die
Erkrankung noch vor dem zehnten Lebensjahr, 90 % der Betroffenen waren jiinger als 20 Jahre
(Scheffer et al. 1995; Provini et al. 1999; Gambardella et al. 2000; Sutor and Zolles 2001). Innerhalb
einer Familie kdnnen der Zeitpunkt der Erstmanifestation und der Schweregrad der Anfélle malgeb-
lich variieren (Scheffer et al. 1995; Steinlein 2000). Einige Patienten duBern symptomfreie Intervalle,
welche Jahre, sogar Jahrzehnte umfassen und durch hormonelle Ereignisse wie die Menarche, Puber-
tat oder Schwangerschaft ausgeldst oder aber auch unterbrochen werden kénnen. Die Erkrankung
begleitet Betroffene oft lebenslang, zeigt jedoch keine Progression. Es besteht die Moglichkeit der
vollstdndigen Remission. In fortgeschrittenem Alter reduzieren sich die Symptome hdufig auf eine
mildere, niederfrequente Form (Steinlein 2004). Bis heute beschreibt die Literatur keine Korrelation
zwischen Art und Vorhandensein eines genetischen Defekts und Manifestationsalter bzw. Schwere-

grad.

3. Molekularbiologie des nikotinischen Acetylcholinrezeptors

Nikotinische AChR gehdéren wie die GABAAa-, GABAc-, Glycin- und 5-HTs-Serotonin-Rezeptoren der
Superfamilie der ligandengesteuerten lonenkanéle an (Dani and Bertrand 2007). Hierbei unterscheidet
man den muskuldren vom neuronalen Typ hinsichtlich ihrer Lokalisation im zentralen und peripheren
Nervensystem bzw. in der Skelettmuskulatur (neuromuskuldre Endplatte) sowie hinsichtlich ihrer
Zusammensetzung. Auch nichtneuronale Strukturen wie Gliazellen, Epithelzellen in den Atemwegen,
dem Verdauungstrakt, der Epidermis, endotheliale Zellen, Plazenta- und zirkulierende Blutzellen wie-

sen AChR auf und gewinnen zunehmend an Bedeutung (Steinlein and Bertrand 2008).
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3.1  Subtypen

Die nAChRs untergliedern sich in eine Vielzahl von Subtypen, welche durch verschiedenartige Kom-
positionen einzelner Untereinheiten entstehen und eine pentamere Struktur einnehmen. Ein solches
Pentamer setzt sich aus fiinf gleichen oder unterschiedlichen Untereinheiten zusammen. Bisher konnte
man 16, flr die Kodierung neuronaler sowie muskulérer Rezeptoren verantwortliche Gene im S&uge-
tiergenom identifizieren und klonieren (Albuquerque et al. 2009). Neuronale Rezeptoren formieren
sich aus a2-010 und B2-p4 Untereinheiten, deren Expression entweder in homo- oder aber in hetero-
pentamerer Form er-folgt. al-, B1-, y-, 8-, und e-Untereinheiten hingegen befinden sich ausschlief3lich
in muskularen AChR (Plazas et al. 2005; Dani and Bertrand 2007). Hieraus resultieren nur zwei
Kompositionen mit einer Stéchiometrie von 2:1:1:1.

Homopentamere kénnen nach heterologer Expression nur aus a7-010 bestehen, wobei die a8-Unter-
einheit nur in Vogeln, jedoch nicht in Sdugetieren existiert. Vielfaltige Kombinationen von a2-a6- mit
2-B4-Untereinheiten oder eine Vereinigung von a7 mit 09 oder a10 ermoglichen hierbei das Ent-
stehen eines funktionstiichtigen Rezeptors. Neuronale AChR, mit einer Zusammensetzung aus flinf
identischen a-Untereinheiten, zeichnen sich durch finf Bindungsstellen fur Agonisten wie zum Bei-
spiel Nikotin oder Acetylcholin (ACh) aus - eine an jeder Verbindungsstelle zwischen zwei Unterein-
heiten. Ausnahmen hiervon stellen o5- und alO-Untereinheiten dar, denen die Ausbildung einer
derartigen Bindungstasche verwehrt bleibt (Albuguerque et al. 2009). Kontrar dazu beschreibt die
Literatur einen heteropentameren, neuronalen Rezeptor, welcher nur zwei Bindungsstellen zwischen
jeweils einer a- und einer B-Untereinheit aufweist (Corringer et al. 2000; Le Novere et al. 2002). Die
Stochiometrie der exprimierten Untereinheiten bestimmt nun die biophysiologischen und funktio-
nellen Fahigkeiten des Rezeptors, sowie sein pharmakologisches Profil (Cooper et al. 1991; Gotti et al.
2006; Kuryatov et al. 2008; Steinlein and Bertrand 2008). Letzteres betreffend scheint auch die
Differenzierung zwischen a-Bungarotoxin (a-BgTx-)-sensitiven und -nichtsensitiven Rezeptoren eine
entscheidende Rolle zu spielen. Mit der Entdeckung von a-BgTXx, einem Inhaltsstoff des Gifts der
Natter Bungarus multicinctus, gelang es die im zentralen Nervensystem befindlichen nAChR
nochmals zu unterteilen. Das Toxin bindet kovalent an AChR vom Muskeltyp, inhibiert deren Funk-
tion und bewirkt die Paralyse an der motorischen Endplatte (Barnard et al. 1977). Eine Klasse bindet
Nikotin und andere nikotinerge Agonisten mit einer nM-Affinitét, jedoch nicht das a-BgTx. Die
andere hingegen zeigt sich sensitiv fiir a-BgTx im nM-Bereich, aber nur minimal bindungsfreudig
(uM) fir Nikotin und andere Agonisten (Gotti et al. 2009). Daraus resultiert die pharmakologische und

strukturelle Unterscheidung dieser beiden Klassen:

a) o-BgTx-sensitive nAChRs, welche aus a7-, a8- oder a9-Homopentameren bestehen oder sich aus

Heterodimeren von a7/a8- bzw. a9/a10-Untereinheiten zusammensetzen.
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b) Heteropentamere, welche a-BgTx nur mit geringer Affinitit binden und a2-06 kombiniert

mit B2-B4-Untereinheiten enthalten (Gotti et al. 2009).

3.2  Morphologie und Struktur

Die genaue Konfiguration der Untereinheiten verdeutlicht sich am Beispiel des Zitterrochens Torpedo
californica, welcher nAChR in hoher Dichte produziert, so dass eine kristalline Anordnung entsteht,
welche wiederum im Elektronenmikroskop zur Darstellung kommt.

Da AChR vom muskularen Typ, hinsichtlich der Struktur der Untereinheiten, nicht von neuronalen
differieren, bedient man sich dieses elektronenmikroskopischen Modells (Abb. 1), um auch letztere in
ihrer Zusammensetzung zu verstehen.

Funf Untereinheiten bilden den ionotropen Rezeptor, wobei jede Einzelne die Zellmembran mit je-
weils vier Transmembrandoménen (TM1-TM4) durchspannt. Jede Untereinheit besitzt ein langes,

extrazelluldres, NH;-terminales Ende, bestehend aus 200 Aminosduren, drei Transmembransegmente,

eine intrazellulére Schleife von variabler Gréf3e und Aminosauresequenz und eine vierte TM-Domane
mit einem relativ kurzen, COOH-terminalen Ende (klassische ,,3+1“-Konstellation).

Die Extrazelluldrdoméne des Torpedo-nAChRs bildet eine B-Faltblattstruktur aus, wéhrend die vier
TM-Doménen a-Helices formen. Diese wiederum umgeben die hydrophile, zentrale Pore.

Die TM-Helix 2 umgibt den zentralen Kanal, TM4 interagiert mit der Lipiddoppelschicht und TM1
und 3 vervollstandigen das Helixbundel durch ihre einander gegeniiberliegende Position sowie eine
90°-Rotation zu TM2 und TM4. Eine in der ersten TM-Doméne (TM1) befindliche Cystein-Schleife
entsteht aus zwei Cysteinen, welche von 13 dazwischenliegenden Aminosauren (AS) getrennt werden.
Die Definiton einer o-UE erfordert das Vorhandensein dieses Cystein-Cystein-Paares, eine fiir die

Agonistenbindung verantwortliche, hydrophobe Struktur (Albuguerque et al. 2009).
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Abb. 1 Dreidimensionale Rekonstruktion des muskuléaren nAChR (Torpedo) basierend
auf dessen elektronenmikroskopischer Struktur (Unwin 2005).
(Modifiziert durch (Albuquerque et al. 2009)

Links: Sekundarstruktur einer a-Untereinheit mit Transmembrandoménen (TM1-TM4), N-
und C-terminalen Enden und Cys-Cys-Schleife sowie daran gebundenem Liganden.
Rechts: Volistindiger Rezeptorkomplex bestehend aus a- (orange), - (blau), J- (violett),

y- /e- Untereinheiten (grin).

Die Vereinigung der Untereinheiten zu einem speziellen Rezeptorsubtypen fuhrt zur Veranderung der
funktionellen und pharmakologischen Charaktereigenschaften. Im menschlichen, zentralen Nerven-
system gibt es vier beschriebene Typen.

Den am haufigsten im Saugergehirn auftretenden und bei ADNFLE-Erkrankten betroffenen Subtyp
stellt der 04p2-nAChR dar. Dieser existiert in variabler Stochiometrie. (a4)2(82)s, (a4)s(f2)2 und
(04)2(B2)2(a5) binden Nikotin mit hoher Affinitdt, jedoch hebt sich ersterer deutlich durch seine
ausgepragte Sensitivitat hinsichtlich der Hochregulation durch Nikotin ab. Messungen der Leit-
fahigkeit und der Desensibilisierung untermauerten diese Erkenntnis (Albuquerque et al. 2009).
Andere Subtypen bilden sich aus a7-Untereinheiten, welche bekanntermaBen schnell desensibilisieren
und eine hohe Kalzium:Natrium-Permeabilitatsrate aufweisen (Steinlein and Bertrand 2009). Diese
tibersteigt sogar die des Glutamat-NMDA-Rezeptors und die 3-4:1-Rate vieler anderer nAChR (Quik
et al. 1997). Neben diesen gibt es eine groBe Anzahl weiterer Kombinations- bzw.
Expressionsmdglichkeiten, auf welche in dieser Arbeit jedoch nicht néher eingegangen wird. Die
Heterogenitit der Untereinheiten und die Verschiedenheit hinsichtlich ihrer Expressionsmuster ergf-
fneten in den vergangenen Jahren neue Interessengebiete fiir zahlreiche Wissenschaftler und werden

diese auch zukiinftig zu beschaftigen wissen.
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3.3  Rezeptorfunktion

Der ionotrope, neuronale nAChR fungiert zum einen als Kanalkomplex, zum anderen stellt er Ligan-
denbindungsstellen fiir Agonisten wie Nikotin oder ACh. Entsteht nun ein Aktionspotential, so erfolgt
die Offnung spannungsaktivierter Kalziumkanile, die fortlaufend zum Einstrom von Kalzium in die
Zelle fiihrt (Abb. 2). Diese lonenbewegung l6st daraufhin die Freisetzung von ACh aus Transporter-

vesikeln in den synaptischen Spalt aus (107 Molekiile pro Impuls).

Calciumporen Axon-Endknopf

Aktions-
-
Potentiaj

prasynaptische

Membran
W .
ach® ° P
e o, @ p
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synaptisches Blaschen ool A D
enthalt ca. 5000 Acetyl- AC'B \ e postsynaptische
cholin-Molekiile & Ch Membran
A

= —— Cholinesterase

Acetylcholin-Rezeptor \\
lonenpore| Na’

geschlossen  offen

Abb. 2 Schema der synaptischen Transmission am Beispiel des neuronalen nAChRs.
(Modifiziert nach Didaktik Chemie der Universitat Bayreuth)

http://daten.didaktikchemie.uni-bayreuth.de/umat/alkaloide/alkaloide.htm

Der Neurotransmitter bindet an den Rezeptor der postsynaptischen Membran und stimuliert einen
Natriumein-, sowie einen Kaliumaustrom, was in einer Ladungsverschiebung und somit in einer
voribergehenden Depolarisation der Postsynapse resultiert. Das entstandene exzitatorische post-
synaptische Potential (EPSP) tragt zur Aktionspotentialbildung an der Empféangerzelle bei. Hydroli-
sierende Acetylcholinesterasen (AChE) ermdglichen nun eine Repolarisierung der Zelle durch Abbau
von ACh zu Cholin (Ch) und Azetat (A). Durch Ricktransport der Zerfallprodukte in die Prasynapse
stehen diese der erneuten Veresterung mit Acetyl-CoA zur Verfiigung.

Katz und Thesleff entwickelten ein Modell zur Erklarung des Aktivierungsmechanismus verschie-
dener nAChR ausgehend vom muskuldren Rezeptortyp, welches prinzipiell auch auf neuronaler Ebene
Anwendung findet. So existieren drei funktionelle Zustdnde dessen.

Der Ruhezustand kennzeichnet sich durch einen geschlossenen lonenkanal mit nicht besetzten
Bindungsstellen. Nach Agonistenbindung befindet sich der Rezeptor in aktiviertem (offenem) Zu-
stand. Die Offnungsphase (ca. 1-10 ms), in welcher der Kanal Kationen leitet, mindet in einem
desensitisierten Zustand mit geschlossenem, nicht aktivierbarem Rezeptor. Mit der Neurotransmitter-
exposition endet der Desensibilisierungsvorgang. Auch ohne primére Aktivierung des lonenkanals
besteht die Mdglichkeit der Desensitisierung (Katz and Thesleff 1957; Paradiso and Steinbach 2003).

Wihrend der Rezeptor diese Phasen wiederholt durchlduft, entscheiden der involvierte Subtyp, die


http://daten.didaktikchemie.uni-bayreuth.de/umat/alkaloide/alkaloide.htm
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verwendeten Agonisten und deren Konzentrationen uber die Geschwindigkeit dieser Zustandsan-
derungen (Katz and Thesleff 1957).

Die Manipulation des Kanalproteins durch verschiedene Modulatoren (Agonisten oder Antagonisten)
oder aber Mutationen in kodierenden Genen ermdoglichen eine Veranderung der Leitféahigkeit, der
Offenzeit bzw. -wahrscheinlichkeit, der Desensitisierungsgeschwindigkeit und der lonenselektivitat.

3.4 Genetik des nikotinischen neuronalen Acetylcholinrezeptors

Bisher konnten Mutationen und Polymorphismen in vier Genen identifiziert werden, die sich fur die
Auspragung der ADNFLE verantwortlich zeigen. Die Gene CHRNA4, CHRNB2 und CHRNA2 kodie-
ren flr Untereinheiten, des bei der Erkrankung defekten, neuronalen, nikotinischen Acetylcholin-
rezeptors (Steinlein et al. 1995; De Fusco et al. 2000; Aridon et al. 2006). Combi und Kollegen
identifizierten ein neues Kandidatengen, welches fur ein aus 41 Aminosauren (AS) bestehendes Peptid
im zentralen Nervensystem kodiert. Dieses CRH-Gen brachten Wallace et al. bereits mit der benignen

familiaren neonatalen Konvulsion in Verbindung (Wallace et al. 1996; Combi et al. 2005).

3.4.1 CHRNA4-Gen

Das CHRNA4-Gen (MIM 118504), das erste mit ADNFLE assoziierte Gen, liegt in der Chromo-
somenregion 200913.2-913.3 und kodiert fiir die a4-Untereinheit des nAChR (Abb. 3) (Phillips et al.
1995). Die kodierende Sequenz besteht aus sechs Exons, welche sich auf 17 kb genomischer DNA
verteilen. Exon 5 beinhaltet den die entscheidenden Transmembrandomanen enthaltenden kodierenden
Bereich (Steinlein et al. 1996). Wie bereits vorher erwahnt, dienen die Cys-Cys-Paare (Cys161 und
Cys175 der a-Untereinheiten als Bindungstaschen, welche bei der Vereinigung von o4- mit dazuge-
horigen B2- oder B4-Untereinheiten zu einem heteropentameren Rezeptor entstehen (Abb. C) (Figl et
al. 1998).

extracellular

intracellular

Abb. 3

Links: Schematische Reprasentation des nAChRs, eingebettet in die Zellplasmamembran
(high-resolution elekromenmikroskopische Aufnahme).

Rechts: Putative Transmembranorganisation der a4-nAChR-UE

(Unwin 1993; Le Novere et al. 1999).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=20&query=CHRNA4&qstr=CHRNA4&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
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In den vergangenen Jahren wiesen verschiedene Forschungsgruppen Mutationen in CHRNA4 nach.
Eine Missense-Mutation, bei welcher ein neutrales Serin durch ein aromatisches Phenylalanin in
Kodon 248 (S280F, entsprechend Referenzsequenz) ersetzt wird, verdndert die AS-Zusammensetzung
von TM2. Die Umwandlung eines Cytosins in einen Thymin-Rest fuhrt zum Austausch der AS Serin.
Die Serine der funf Untereinheiten des nAChR erzeugen einen engen Ring im transmembrandsen
lonenkanal und bilden eine Bindungsstelle fiir nichtkompetitive Inhibitoren. Mutationen von Serin248
zu Valin oder Thyrosin verringerten die Leitfahigkeit fir Natrium und Kalium, wohingegen der Aus-
tausch durch Alanin die Dissoziationsrate von Kanalblockern verdnderte. Die Substitution durch
Phenylalanin in dieser Region schien eine ahnlich funktionseinschrankende Wirkung zu haben. So
desensibilisierten diese mutierten Rezeptoren nach ACh-Bindung schneller und zeitlich verlangert
(Steinlein et al. 1995). Die beschriebene Mutation identifizierten inzwischen auch andere Forschungs-
gruppen in weiteren Familien (Saenz et al. 1999; Steinlein et al. 2000; McLellan et al. 2003). Mit 67
publizierten Mutationstragern stellt diese Mutation die hdufigste der fur die ADNFLE verantwort-
lichen Genveranderungen dar.

In einer norwegischen Familie fand sich eine Mutation, welche drei Nucleotide (GCT) an Position
776, der kodierenden Region fiir das C-terminale Ende von TM2 einfligt. Die Insertion eines
zusatzlichen Leucinrests erhdhte die ACh-Affinitat des Rezeptors um das Zehnfache und resultierte in
einer reduzierten Kalziumpermeabilitit, was wiederum zu einem indirekten ,,loss-of-function‘“-Effekt
fihrte. Man zeigte mittels Xenopus-Oozyten, dass die Bildung funktioneller nAChR nicht unter der
ad(776ins3)p2 litt. Zudem lielen sich keine Desensibilisierungsdefekte bei mutierten Rezeptoren
beobachten. Zusammenfassend konnte demonstriert werden, dass sich diese und die zuvor identi-
fizierte Missense-Mutation S248F in &hnlichen Phanotypmustern duBerten, die Erkrankung jedoch in
Abhéngigkeit der Anzahl mutierter Rezeptoren unterschiedliche Schweregrade und Verldufe aufwies
(Steinlein et al. 1997). Magnusson und Kollegen postulierten zudem multiple psychiatrische
Symptomkomplexe, welche mit der beschriebenen Insertion korrelieren kdnnten (Magnusson et al.
2003).

Hirose und Kollegen identifizierten eine Missense-Mutation in einer japanischen Familie, welche
durch einen ¢.755C>T-Austausch in Exon 5 des Gens, einen Serinrest an Position 252 des Proteins
(S252L Torpedo-Nummerierung; in TM2 lokalisiert) durch ein Leucin substituiert. Serin befindet sich
neben Leucin 251, welches einen hydrophilen Ring ausbildet und die Kanalpore umgibt. Es vereinigt
sich mit Threonin 244 und Serin 248 zu einer Achse, die um die Bindungsstelle fir ACh rotiert. Die
dabei entstehende Kraft 6ffnet und schlieBt den Leucinring. Somit kommt Serin 252 eine nicht
unerhebliche Rolle hinsichtlich der Rezeptorfunktion zu (Hirose et al. 1999). Phillips et al. detektierten
diesen AS-Austausch in einer australischen Patientin libanesischer Herkunft und in deren betroffenem
Sohn als de novo-Mutation (Phillips et al. 2000). Bei einer anderen Untersuchung neun betroffener
Individuen einer koreanischen Familie detektierte die Gruppe um Cho et al. die gleiche, in hetero-

zygoter Form vorliegende Mutation, welche im gesamten Kollektiv mit mentaler Retardierung einher-
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ging. In der F18-PET zeigte sich eine verminderte Glukoseaufnahme in der linken superioren und
mittleren Frontallappenregion. Desweiteren konnte man eine vollstandige Penetranz und eine nur
geringe Ansprechrate auf Carabamazepin ermitteln (Cho et al. 2003). Die identifizierte ¢.755C>T-
Substitution resultiert in einer Mutation, welche zu einer Akzeleration der Desensibilisierungsrate, zu
einer Erniedrigung der lonenpermeabilitats-Ratio und somit zu einem ,,loss-of-function“-Effekt des
Rezeptors flihrt (Rozycka et al. 2003).

Im gleichen Jahr entdeckten Wissenschaftler eine weitere krankheitsverursachende Mutation in einer
deutschen Familie, welche eine sehr niedrige Penetranz (29 bzw. 57 %) aufwies und einen ausschliel3-
lich autosomal-dominanten Erbgang in Frage stellte (Leniger et al. 2003). In vorhergehenden Ana-
lysen ADNFLE-Erkrankter zeigte sich bis dato eine Erkrankungsrate von 70-80 % bei vorliegender
Mutation (Berkovic and Scheffer 1997). Leniger und Kollegen beschrieben eine heterozygote o4-
T265I-Substitution am extrazellularen Ende der zweiten Transmembrandoméane (TM2). Diese
korreliert nicht mit einer erhdhten Carbamazepinsensitivitat, wie fiir andere Mutationen beschrieben
(S248F oder 776ins3). 16 Familienmitglieder wurden untersucht. Unter diesen diagnostizierte man
zwei betroffene Individuen, finf nicht erkrankte Mutationstrager (davon drei Trager héheren Alters
und zwei eventuell pramanifeste Trager). Die Anwesenheit der Mutation in Xenopus-Expressions-
experimenten verursachte keine zeitliche Verschiebung hinsichtlich der durch Acetylcholin ausge-
losten Strome, jedoch erhohte sich die Rezeptorsensitivitat far ACh. Ein leicht erniedrigter Strom
zeigte sich nur bei gesattigten ACh-Konzentrationen (>100 uM). Hieraus schlussfolgerte man einen
,»gain-of-function*-Effekt (Leniger et al. 2003).

Bei einer 18-jahrigen, mittels Video-EEG (berwachten ADNFLE-Patientin identifizierten El Helou et
al. in einer sekundédren molekulargenetischen Analyse eine weitere Mutation, welche bisher nicht be-
schrieben wurde. Hierbei handelte es sich um einen Austausch von Leucin durch Valin an Position
290 (L290V) in TM2. Die Erkrankte zeigte einen besonders schweren, therapieresistenten Verlauf mit
etwa 30 Anféallen pro Nacht, deren Beginn zu 90 % K-Komplexe initiierten (El Helou et al. 2008). Da
in dieser Studie neurologische Untersuchungen im Vordergrund standen, entzieht sich der exakte
genetische Hintergrund meiner Kenntnis.

Die letzte, bisher beschriebene Mutation identifizierten Chen und Kollegen in einem Patienten-
kollektiv bestehend aus 33 unverwandten Chinesen mit sporadischer NFLE. In einem maénnlichen
Betroffenen detektierte die Gruppe nach bidirektionaler Sequenzierung einen o4-R308H-Austausch
(c.923G>A in Exon 5) auRerhalb der TM-Domane, in der zweiten intrazellularen Schleife, zwischen
der dritten und vierten Transmembrandoméne. Diese Missense-Mutation fiel ebenso bei der Mutter
des an ADNFLE Erkrankten auf, wobei man diese nach ausgiebiger elektrophysiologischer Diagnostik

als asymptomatisch einstufte (Chen et al. 2009).
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3.4.2 CHRNB2-Gen

Anand und Lindstrom isolierten die f2-nAChR-Untereinheit durch Analysen humaner fetaler cDNA-
Banken und ordneten das verantwortliche Gen zwei Jahre spater Chromosom 1 zu (Anand and
Lindstrom 1990; Anand and Lindstrom 1992). Wiederum einige Jahre spater prazisierte eine andere
Gruppe unter Anwendung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung die Region, legte sich auf den
Genlocus 1921 fest und identifizierte sechs Exons. Das Gen umfasst 9 kb genomischer DNA. Die
hydrophoben TM1-3 sind in Exon 5 lokalisiert, wahrend sich die vierte TM in Exon 6 ansiedelt
(Rempel et al. 1998). Das CHRNB2-Gen (MIM 118507) kodiert, Xenopus-Oozyten-Studien folgend,
fiir einen funktionellen Rezeptor, wenn es mit a2-, a3- oder a4-Untereinheiten koexprimiert wird
(Elliott et al. 1996). Champtiaux und Kollegen identifizierten weitere Rezeptorkonfigurationen mit
einer a6-Untereinheit, welche nach Nikotinadministration eine endogene, cholinerge Modulation der
Dopaminausschittung vermitteln kénnen (Champtiaux et al. 2003). Diesem Gen gebihrt Beachtung,
aufgrund der im menschlichen Gehirn dominierenden nAChR-Zusammensetzung aus a4- und B2-
Untereinheiten.

Wegen der Lokalisation des Gens auf Chromosom 1, welchem man eine Form der ADNFLE zuordnet
und der nur fiir eine Minderheit der Erkrankten zutreffenden CHRNA4-Mutationen, sequenzierten De
Fusco et al. in einem Patientenkollektiv die gesamte kodierende Region des CHRNA2-Gens, um die
Atiologie des seltenen Epilepsiesyndroms griindlicher zu beleuchten. Man detektierte eine aus einer
C>T-Transversion resultierende VV287L-Missense-Mutation bei den Untersuchten. Alle betroffenen
Familien-mitglieder und vier phanotypisch unaufféllige Individuen wiesen die heterozygote Mutation
auf. Dieses Ergebnis bestatigte die einhellige Meinung uber eine unvollstandige Penetranz (75 % in
dieser Studie) hinsichtlich des Vererbungsmechanismus. Der Valinrest an Position 287 befindet sich in
TM2 der B2-nAChR-Untereinheit (Abb. 4).

B2

Qva2sm

® L301V
@ v3o8A

Abb. 4 Putative Transmembraneorganisation der f2-nAChR-UE
(Unwin 1993; Le Novere et al. 1999) mit den im Folgenden
beschriebenen Mutationen.

Unter Zuhilfenahme der Patch-clamp-Methode an HEK293-Zellen demonstrierte man eine
Retardierung der Kanaldesensibilisierung bei der mutierten Rezeptorform. Somit konnte die prolon-

gierte Aktivierung des présynaptischen Rezepors zu einer erhfhten Neurotransmitterfreisetzung oder
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zu einer anormalen, postsynaptischen Aktivierung fiihren. Die folgende Hyperexzitabilitat triggert
wiederum die neuronale Reaktion (De Fusco et al. 2000).

An gleicher AS-Position entdeckte eine weitere Forschungsgruppe eine V287M-Substitution
(c.1025G>A) in einer schottischen Familie. Unter den acht Familienmitgliedern befanden sich sechs
mutationspositive Individuen mit ADNFLE-spezifischen Symptomen und ein obligater Tréger. Die
Wissenschaftler unterstrichen die elektrophysiologischen, mutationsbedingten Rezeptorverédnderungen
der vorangegangenen Studie (Phillips et al. 2001). In einer weiteren spanischen Familie identifizierte
man bei funf noch lebenden, betroffenen Individuen die von Phillips beschriebene Mutation und
konnte zudem vier obligate, nichterkrankte Trager ausmachen, welche sich durch eine negative Anam-
nese beziiglich epileptischer Anfélle auszeichneten. Die Penetranz bestimmte man mit 60 %.
Carbamazepin inhibierte den mutierten Rezeptor effektiv (Diaz-Otero et al. 2008).

Bertrand und Kollegen beschrieben in ihrer Studie zu CHRNB2-Genmutationen einen 1312M-
Austausch in der dritten Transmembrandomane (TM3), auBerhalb des bekannten ADNFLE-
Mutationsclusters. Sie charakterisierten diese als eine de novo-Mutation in Zwillingen und wiesen
neben typischen ADNFLE-Symptomen auch Geddchtnisdefizite bei den Betroffenen nach. Deswei-
teren beobachteten sie eine hohere Rezeptorsensitivitdt und -offenwahrscheinlichkeit nach ACh-
Applikation (Bertrand et al. 2005; Cho et al. 2008).

Weitere Mutationen in TM3, welche mit dieser zweiten Studie zunehmend an Bedeutung gewann,
fand man in drei Familien turkisch-zypriotischer, schottischer und englischer Herkunft.

Drei betroffene Individuen der tirkisch-zypriotischen Familie zeigten eine (2-L301V-Mutation
(c.901C>G), zwei Angehdrige der schottischen Familie und vier englische Familienmitglieder (Mutter
und Tochter) wiesen eine $2-V308A-Mutation (¢.923T>C) auf.

Die Genotypisierung dreier SNPs (single strand nucleotide polymorphism, rs2072659, rs2072660,
rs2072661), welche nahe letzterer liegen, ergab einen gemeinsamen Haplotyp.

Mutationen in der TM3-Region erh6hen die Rezeptorsensitivitat fiir ACh und fithren zu einem ,,gain-
of-function““-Effekt. Sie beeinflussen die Leitfahigkeit des lonenkanals nicht. Dennoch beobachtete
man Unterschiede hinsichtlich der Nikotinsensitivitdt und eine hohere Offenwahrscheinlichkeit

verschiedener, mutierter Rezeptoren (Hoda et al. 2008).

3.4.3 CHRNAZ2-Gen

Das CHRNA2-Gen (MIM 118502) siedelt sich in der Region 8p21.2 an und kodiert fiir die o2-
Unterein-heit des nAChR (Anand and Lindstrom 1992). Diese besteht aus 529 Aminoséuren. Das Gen
besitzt sieben Exons, welche sich auf 19 kb genomischer DNA erstrecken.

Aridon et al. identifizierten in einer italienischen Familie mit zehn Betroffenen eine heterozygote
c.836T>A-Transversion in Exon 6 des Gens, die auf Proteinebene in einer AS-Substitution von
Isoleucin durch Asparagin an Position 279 (1279N) resultiert. Ein Familienmitglied zeigte sich

symptomfrei, jedoch lie} sich die Mutation nachweisen. Daher vermutet die Gruppe eine unvoll-
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standige Penetranz (Aridon et al. 2006). Funktionelle in vitro-Expressionsstudien deuteten auf eine
erhohte Rezeptorsensitivitat fur Acetylcholin durch eine gesteigerte lonenleitféahigkeit des Kanals und
damit verbundener veranderter Signaltransduktion zwischen einzelnen Neuronen hin (Kuryatov et al.
1997; Steinlein et al. 1997; Bertrand et al. 1998; Bertrand 1999; De Fusco et al. 2000; Phillips et al.
2001). Der so erzeugte ,,gain-of-function*-Effekt stellt den wichtigsten Mechanismus in der Atiologie
der ADNFLE dar, wobei noch diskutiert wird, ob es sich bei den Phanotypen tatsdchlich um ADNFLE
handelt.

344 CRH-Gen

Im Jahr 2005 definierten Combi und Kollegen zwei weitere ADNFLE-Genloci in den Chromo-
somenregionen 3p22-p24 und 8g11.2-g21.1 ohne allerdings verantwortliche Gene zu identifizieren.
Die Autoren postulierten in diesem Artikel einen mdglichen digenen Vererbungsmechanismus bei
ADNFLE-Patienten.

Die Gruppe legte in folgenden Publikationen Augenmerk auf das CRH-Gen (MIM 122560) auf
Chromosom 8¢, da bisherige Untersuchungen der zuvor genannten Genloci nicht zur Aufschlisselung
der Erkrankung und deren Genotyp-Phanotyp-Korrelation fihrten (Combi et al. 2005). Das CRH-Gen
kodiert flr ein aus 41 AS bestehendes Peptid, welches im gesamten Nervensystem exprimiert wird
(Cummings et al. 1983). CRH fungiert als Neurotransmitter und -modulator in extrahypothalamischen
Bahnen und generiert eine Multisystemantwort auf Stress, die zahlreiche Verhaltenseigenschaften wie
lokomotorische Aktivitat, Angst, Nahrungsaufnahme, Sexualverhalten, Schlaf, Weckreaktionen und
das Lernen kontrolliert (Radulovic et al. 1999; Combi et al. 2005). Urspriinglich assoziierte man
dieses Gen mit familiaren, neonatalen Konvulsionen (Wallace et al. 1996). 45 ADNFLE-Patienten (20
sporadische, 25 familidre Falle) unterzogen sich einer umfangreichen video-polysomnografischen
Analyse, um die Diagnose NFLE zu bestéatigen. In einer italienischen Familie (neun Probanden)
detektierte man eine heterozygote @.-1470C>A-Transversion in vier klinisch diagnostizierten
Individuen, in vier obligaten Trégern und in einem asymptomatischen Angehdrigen. Die erweiterte
Studie zeigte diese Promotorvariante ebenfalls in anderen Familien entstammenden ADNFLE-Patien-
ten (zwei familiére, zwei sporadische Falle). Zudem entdeckte man einen weiteren Nukleotidaustausch
(9.-1166G>C) in einem Betroffenen, welcher jedoch bei keinem anderen Erkrankten identifiziert
werden konnte. Zur Bestimmung der Allelfrequenz sequenzierte die Gruppe DNA von 115 gesunden
Kontrollen. Fr ersteren Polymorphismus resultierte eine Frequenz von 3,35%, wohingegen die g.-
1166G-C-Substitution in keiner der Kontrollen nachzuweisen war. Mittels funktioneller Analysen
demonstrierte man eine verdnderte Proteinexpression (Combi et al. 2005). Friihere Untersuchungen an
Ratten stitzen Combis Vermutung hinsichtlich der wichtigen Bedeutung des CRHs in der
Atiopathologie verschiedener Epilepsiesyndrome. So entdeckte man in Ratten, dass picomolare
Mengen an CRH schwerwiegende und verldngerte Anfélle in den ersten beiden Lebenswochen

hervorrufen kénnen (Baram and Schultz 1995). Es induziert exzitatorische Effekte an einzelnen,
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hippocampalen CA3-Pyramidenzellen und ist in der Lage die Frequenz spontaner, exzitatorischer,
postsynaptischer Strome zu erhdhen. Die resultierenden verstarkten Aktionspotentiale fihren zur Stei-
gerung der Glutamatausschuttung in einen fehlerhaften Kreislauf und damit zu epileptischen Anfallen
(Aldenhoff et al. 1983; Hollrigel et al. 1998). CRH besitzt im Vergleich zu adulten Lebensabschnitten
ein groReres, prokonvulsives Potential wahrend der ersten Lebensperiode, was den juvenilen
Krankheitsbeginn bei ADNFLE-Individuen erklaren konnte (Baram and Schultz 1991). Auch die in
diesen Patienten beschriebene Schlaffragmentation und das bevorzugt nachtliche Auftreten der Symp-
tome konnten auf einen hormonellen Zusammenhang, insbesondere auf eine Korrelation mit CRH
deuten (Zucconi et al. 2000). In unseren molekulargenetischen Analysen ADNFLE-Betroffener
beriicksichtigen wir deshalb das CRH-Gen und untersuchten ein ausgewdhltes Patientenkollektiv

ebenfalls auf von Combi und Kollegen beschriebene Promotorvarianten, sowie eventuelle Mutationen

bzw. Polymorphismen im kodierenden Bereich.

S248F Britisch- 27 (18/9) (Steinlein et al. 1995)
(S280F) Australisch
Spanisch 11 (7/4) - (Saenz et al. 1999)
Norwegisch | 22 (10/12) Milde mentale Retardierung (1/22) | (Steinlein et al. 2000)
Nicht Klassifizierte psychiatrische
Erkrankung (1/22)
Schottisch 7(4/3) Psychiatrische Probleme (McLellan et al. 2003)
S252L Japanisch 5(2/3) Milde mentale Retardierung (3/5) (Hirose et al. 1999: Ito
(S284L) Early-onset-Epilepsie im et al. 2000)
Kindesalter (3/5)
Libanesisch | 2 (1/1) Eingeschrankter Intellekt (1/2) (Phillips et al. 2000)
Early-onset-Epilepsie im
Kindesalter (2/2)
Koreanisch 9 (7/2) Milde bis mittelschwere mentale (Cho et al. 2003)
Retardierung (7/7 mgl. Testperso-
nen)
Polnisch 3(1/2) Early-onset-Epilepsie im Kindes- (Rozycka et al. 2003)
alter (2/3)
776ins3 Norwegisch | 11 (5/6) Schizophrenie (1/11) (Steinlein et al. 1997
(865- Negativsymptome bei Schizophre- | Magnusson et al.
873insGC nie (1/11) 2003)
T) Rekurrente Psychose (1/11)
Nicht Klassifizierte psychiatrische
Erkrankung (3/11) — 5 FM nicht
verfiigbar fiir Testung
T2651 Deutsch 2(0/2) - (Leniger et al. 2003)
(T293D)
R308H Chinesisch 1(0/1) Nicht bekannt (Chen et al. 2009)
(R336H)
V287L Ttalienisch 8 (2/6) (De Fusco et al. 2000:
Gambardella et al.
2000)
V287TM Schottisch 10 (6/4) Psychologische Probleme. Anzahl | (Phillips et al. 2001:
unbekannt MecLellan et al. 2003)
Spanisch 6(3/3) (Diaz-Otero et al.
2008)
L301V Tiirkisch- 3 (2/1) (Hoda et al. 2008)
Zypriotisch
V308A Schottisch REEY) (Hoda et al. 2008)
Deutsch 4(2/2) -
I312M Englisch 2(2/0) Eingeschrankter Intellekt mit signi- | (Bertrand et al. 2005)
fikanten Gedachtnisdefiziten
(verbal) (2/2)
Koreanisch 2 (2/0) Psychotische Episode mit wahnhatf- | (Cho et al. 2008)
ten Ideen (1/2)
Normale Intelligenz mit mittelgra-
digen Gedichtisdefiziten (verbal)
(172)
Normale Intelligenz mit signifikan-
ten Gedachtnisdefiziten
(verbal/visuell) (1/2)
1279N Italienisch 10 (8/2) Nicht bekannt (Aridon et al. 2006)

Tab. 2 Zusammenfassung bisher detektierter Mutationen und klinischer Daten fiir ADNFLE-
Familien, inkl. Referenzliteratur (Modifiziert nach Steinlein 2011, unpublished).
(FM: Familienmitglieder; m: mannlich; w: weiblich; Mutationsbezeichnungen in

Klammern bei CHRNA4 gelten fiir Referenzsequenzen NP_000735.1 und NP_000739.1))
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3.5  Weitere Kandidatengene

Vergleicht man bisher detektierte Mutationen in haufig kleinen Patientenkollektiven, deren Genotyp-
Phanotyp-Korrelation und die verminderte Penetranz, so l&sst dies vermuten, dass die Wirkung der be-
kannten nAChR-Mutationen durch Varianten in bisher unbekannten Genen, sowie durch Umwelt-
faktoren moduliert wird. Hinzu kommt, dass in mutationsnegativen, familiar an ADNFLE Erkrankten
weitere Gene zur Aufklarung des Pathomechanismus in Betracht gezogen werden missen. In der
vorliegenden Arbeit wurden neben dem bereits beschriebenen CRH-Gen zwei weitere Kandidatengene
ausgewahlt, welche sowohl als potentielle Modulatoren der Genfunktion von nAChR, als auch als
potentiell urséchliche Gene fiir ADNFLE in Betracht kommen. Bei diesen Genen handelt es sich um
RIC3 und VSNL1.

3.5.1 RIC3-Gen

Nguyen und Kollegen identifizierten erstmalig das Gen RIC3 (MIM 610509) im hermaphroditen
Fadenwurm Caenorhabditis (C.) elegans (Nguyen et al. 1995). Das humane RIC3-Gen befindet sich in
der Chromosomenregion 11p15.4, beinhaltet sechs Exons und erstreckt sich tber 60 kb (Halevi 2003).
Es kodiert fiir ein aus 369 AS bestehendes Protein, welches sich als Chaperon an der Maturation
(Faltung und Assemblierung) von nACh- und 5-HTs-Rezeptoren beteiligt und sich sowohl im Muskel,
als auch in Neuronen ansiedelt. Genmutationen in RIC3 resultierten in einer Resistenz des adulten
Wurms gegen Inhibitoren der Acetylcholinesterase, was zur Namensgebung (resistance to inhibitors
of cholinesterase homolog 3) maBgeblich beitrug (Nguyen et al. 1995; Miller et al. 1996; Halevi et al.
2002).

Das Transmembranprotein RIC3 (Abb. 5) setzt sich aus zwei hydrophoben Transmembran- und einer
oder mehrerer Coiled-coil-Doménen zusammen (Halevi et al. 2002; Lansdell et al. 2008). Im humanen
Protein herrscht ganz im Gegenteil zum C. elegans-Protein keine einhellige Meinung hinsichtlich der
N-terminalen, hydrophoben Doméne, da es sich hierbei entweder um eine abspaltbare Signalsequenz
oder eine Transmembrandoméne handeln kénnte (Castillo et al. 2005; Cheng et al. 2007; Castelan et
al. 2008). Die am C-terminalen Ende befindlichen Coiled-coil-Doménen scheinen nicht essentiell fiir
die Chaperonaktivitdt, wohingegen die Prolin-reiche Domdéne zwischen beiden hydrophoben
Segmenten die Funktion des Proteins wesentlich mitbestimmt (Ben-Ami et al. 2005; Cheng et al.
2007; Lansdell et al. 2008).

Prolin-reiche
Region hydrophobe

Doménen
abspaltbare e ’ 7% ER-Lumen

Signalsequenz?
) Zytoplasma
e N

Coiled-coil-Doméne

Abb. 5 Bisheriges Verstandnis der Membrantopologie von RIC3 (Millar 2008).
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Das Chaperon RIC3 interagiert wahrscheinlich mit unassemblierten nAChR-Rezeptoruntereinheiten
im endoplasmatischen Retikulum (ER), der Hauptlokalisation des Proteins, und unterstiitzt somit die
Faltung und Koassemblierung dieser Untereinheiten (Halevi et al. 2002; Castillo et al. 2005; Lansdell
et al. 2005; Cheng et al. 2007). Studien der vergangenen Jahre demonstrierten einen steigernden Effekt
bei der Expression funktioneller Rezeptoren an Zelloberflachen durch Koexpression von RIC3 mit
verschiedenen nACh- bzw. 5HTs-Rezeptoren (Halevi et al. 2002; Halevi 2003; Cheng et al. 2005;
Lansdell et al. 2005; Williams et al. 2005). Diese Funktion verdeutlicht sich exemplarisch in der
Interaktion des Chaperons mit a7-Untereinheiten in nichtneuronalen Zelllinien wie HEK293-Zellen, in
welchen ohne RIC3 keine effektive lonenkanalbildung erfolgt (Lansdell et al. 2005; Williams et al.
2005; Roncarati et al. 2008). Die experimentelle Koexpression mit a4B2-nAChR wurde beschrieben,
lasst jedoch hinsichtlich widerspriichlicher Ergebnisse noch keine exakten Schliisse zu (Halevi 2003;
Lansdell et al. 2005).

Aufgrund dieser Vermutung tber eine mogliche Interaktion, wahlten wir RIC3 als Kandidatengen fir
eine molekulargenetische Mutationsanalyse im ausgewahlten ADNFLE-Patientenkollektiv. Die Ex-
pression von GABAAa- und Glycinrezeptoren scheint unabhéngig von RIC3 (Halevi et al. 2002; Halevi
2003; Cheng et al. 2005; Lansdell et al. 2005).

3.5.2 VSNLI1 (VILIP-1)-Gen
Das VSNL1-Gen (MIM 600817) kodiert fur das Visinin-ahnliche Protein 1, welches zur Gruppe der

neuronalen Kalzium-Sensor- (NCS-) Proteine gehért und sich auf Chromosom 2p befindet. NCS-
Proteine ordnen sich den EF-Hand-Kalziumbindenden Proteinen (CBP) unter, welche im Nerven-
system die Signaltransduktion kalziumabhéngig regulieren. Der daraus resultierenden Freisetzung von

Neurotransmittern folgt die neuronale Aktivitét.

Abb. 6 Strukturelemente des EF-Hand-Motivs.
(Modifiziert nach Universitat Maine,
Institut fir Chemie)

Links:  Zwei a-Helices (E und F) und eine Schleife aus
12 AS, die diese miteinander verbindet. Die
Schleife bildet die hochaffine Kalzium-Bindungs-
stelle.

Rechts:  Ihre Anordnung lésst sich als eine Hand be-
schreiben, deren Zeigefinger (E-Helix) und Dau-
men (F-Helix) senkrecht aufeinander stehen,
wahrend die anderen Finger eine  zirkulare
Struktur (Kalzium-Bindungsstelle) formen.

http://chemistry.umeche.maine.edu/MAT500/Proteins8.html
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Die EF-Hand formiert sich aus zwei senkrecht aufeinander stehenden a-Helices, deren Verbindungs-
schleife 12 aneinandergereihte AS bilden (Abb. 6). Diese stellen die eigentliche Kalzium-Bindungs-
stelle dar. Die entstandene hand&hnliche Struktur schldgt sich in der Namensgebung nieder (Ikura and
Ames 2006). Charakteristischerweise besitzen die NCS-Proteine vier EF-Hand-Motive als putative
Bindungsstellen fir Kalzium. Die EF-Hand 1 fungiert hierbei allerdings nicht als eine solche, sondern
integriert sich vielmehr in einen Kalzium-Myristoyl-Switch (Braunewell and Gundelfinger 1999).
Hierbei handelt es sich um eine weitere NCS-Protein-spezifische Eigenschaft.

Ein N-terminal gebundener Myristoyl-Rest rotiert nach Kalzium-Bindung an die Oberflache des
Proteins und bedingt die Exposition hydrophober AS, welche zur Erweiterung des Bindungscharakters
fuhrt. Nun schlieft sich eine Bindungsreaktion an zelluldre Membranen oder ein anderes Protein an
(Zozulya et al. 1992). Der Ubergang von einer zuvor instabilen in eine stabile, jedoch reversible
Anheftung an Zell- bzw. intrazelluldare Membranen betont die funktionelle Bedeutung dieses
Vorganges. Dank dieses essentiellen Mechanismus erfolgt die Vermittlung von Kalziumsignalen
durch VSNL1 ungestort (Heizmann 1993; Burgoyne 2007).

VILIP-1, als einer der Hauptvertreter dieser Proteingruppe (neben VILIP-2, VILIP-3, Hippocalcin und
Neurocalcin  §), =zeigt einen kalziumabhingigen Einfluss auf die zyklischen Nukleotide
Adenylatzyklase und Guanylatzyklase (Braunewell et al. 1997; Braunewell et al. 2001).

Die maRgebliche Interaktion dieses Proteins mit dem o4p2-nAChR wiesen Lin et al. anhand einer
Xenopus-Oozyten- und einer tsA201-Zell-Expressionsanalyse nach. VSNL1 koimmunoprézipitiert mit
rekombinanten a4B2-nAChR, die in tsA201-Zellen exprimiert wurden, sowie mit nativem o4 aus dem
Gehirn. In kultivierten Zellen aus dem Zerebellum kolokalisiert das Protein mit a4-nAChR an der
Zellmembran. Die Koexpression von VSNL1 mit rekombinantem a4B2-nAChR fiihrte zur Hochregu-
lierung der Oberflachenexpression um das Zweifache, der Agonisten-Sensitivitdt um das Dreifache.
Mutanten, welche nicht mehr myristoyliert werden bzw. kein Kalzium mehr binden kénnen, zeigten
eine abgeschwachte Wirkung auf den Rezeptor (Lin et al. 2002). Uber den nAChR eingestromte
Kalziumionen triggern vermutlich den Kalzium-Myristoyl-Switch von VSNL1. Myristoyliertes
VSNL1 rekrutiert an der Membran und verandert nach Assoziation mit a4f32-nAChR dessen turnover-
Rate und dessen Sensitivitdt gegeniiber Agonisten. Diese Untersuchungen unterstreichen die
oberflachenexpressionssteigernde Wirkung des Proteins auf den Rezeptor (Lin et al. 2002; Lin et al.
2002). Braunewell und Kollegen untermauerten dies, malen jedoch vorwiegend o7-nAChR, deren
Kalziumpermeabilitat wesentlich hoher liegt als die der a4p2-Rezeptoren, eine entscheidende Be-
deutung als Interaktionspartner bei (Ragozzino et al. 1998; Fucile 2004; Zhao and Braunewell 2008;
Zhao et al. 2009). Die Interaktion von VSNL1 mit dem a4fB2-nAChR stellt einen interessanten
molekularbiologischen Ansatz hinsichtlich des Pathomechanismus der Schizophrenie und der
Alzheimer-Erkrankung dar (Braunewell et al. 2001; Schnurra et al. 2001; Gierke et al. 2008). Bisher

beschreibt die Literatur keine Assoziation mit der ADNFLE und es bedarf daher einer genetischen
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Analyse auf mogliche Mutationen im VSNL1-Gen (vier Exons), welche in dieser Arbeit an einem
ausgewadhlten Patientenkollektiv durchfiihrt wurde.
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I1l. Material und Methoden

1. Material

1.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv setzte sich aus 68-70 Individuen aus unterschiedlichen Familien und
verschiedener Herkunft zusammen. Sie entstammten einem bereits auf CHRNA4- und CHRNB2-
Genmutationen untersuchten Patientenkreis. Um einzelne Promotorvarianten des CRH-Gens exakter
zu analysieren, wurden elf weitere Familienangehdrige vierer Patienten untersucht. Die Vollstan-

digkeit der vorhandenen anamnestischen Daten und klinischen Diagnostik variierte stark.

Al Deutschland Schwester des Vaters,
Schwester von Al

A4 Deutschland Vater

A7 Deutschland Mutter. Halbbruder

A9 Deutschland Tochter

Al0 USA Mutter. 3/3 Kindern (2

Séhne. 1 Tochter). Cousin
ms u. dessen Tochter

All Deutschland Vater, 3/5 Geschwistern

Al2 Spanien Mutter

Alé6 Deutschland Grobmutter

Al7 Deutschland Tante. Grofmutter, Cousin,
Cousine vs

Al8 Belgien -

Al9 Deutschland -

A24 Nicht Deutschland Schwester (Anfille +
Migrdne). Mutter (Migréne,
k. Anfille)

A27 Spanien Beide Tanten ms

A28 Osterreich Eineiiger Zwillingsbruder,
Cousin vs

A32 Deutschland Keine FA bekannt

A34 Deutschland Schwester, Onkel ms

A36 Deutschland Mutter, Schwester

Adl Schweiz Mutter u. deren GroBvater

A42 Schweden Vater. Grofmutter

Ad4 Deutschland Keine FA bekannt

A50 Deutschland GrobBvater ms. Onkel dessen
ms

AS2 Deutschland Vater, Bruder

A60 Osterreich Vater. Bruder

AG62 Deutschland Vater

A63 Argentinien

A64 Portugal Vater, 2 Schwestern

A65 Belgien 2 Tanten ms

A67 Schweiz Bruder

A70 Deutschland Mutter. Schwester

AT72 Deutschland Bruder, Onkel vs, Tochter

A76 Deutschland Mutter. Onkel ms. Halb-
schwester der Mutter

AT77 Schweden GroBbmutter, Onkel. Sohn

A78 Grobbritannien/Schweiz  Mutter. Bruder. GroBbmutter
u. Urgrofmutter ms

A79 GrofBbritannien Schwester

A81 Nicht Deutschland Mutter

AS83 Grofbritannien Tante der Mutter u. deren



Tochter, Grofivater vs
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AS4 Deutschland Mutter, GroBmutter.
GroBonkel, Grofitante

AS85 Deutschland Keine FA bekannt

AS86 Grofibritannien Mutter (beide
Temporallappenepilepsie).
Bruder. Cousin ms

A87 Osterreich Keine FA bekannt

AS88 Deutschland Mutter, Schwester der
Grofmutter ms

AS89 Deutschland Bruder des GroBvaters vs.
Tochter. Sohn. Neffe,

A91 Schweiz Mutter, Grofmutter ms

A92 Deutschland Keine FA bekannt

A96 Schweiz Keine FA bekannt

A97 Deutschland Vater

A98 Zypern (tiirkisch) Mutter, Vater

Al101 Norwegen Schwester. Onkel vs

Al102 Grofbritannien Keine FA bekannt

Al104 USA Keine FA bekannt

A105 Dénemark Keine FA bekannt

A107 Deutschland -

A108 Neuseeland Keine FA bekannt

A109 Brasilien Keine FA bekannt

Al110 Dénemark Keine FA bekannt

Alll Deutschland Vater

Al12 Deutschland Keine FA bekannt

All4 Holland (V)/Thailand ~ Vater. Onkel vs. Tante u.

(M) Onkel des Vaters.

GroBmutter vs (Migréne,
keine Epilepsie)

All5 Deutschland Keine FA bekannt

All6 GrofBbritannien Tante und GroBmutter vs

Al117 Spanien Keine FA bekannt

Al18 Deutschland 1/4 Schwestern. Neffe (Sohn
der erkrankten Schwester).
Nichte (Tochter des
gesunden Bruders). Onkel u.
Tante vs

Al19 Deutschland Keine FA bekannt

A120 Deutschland Keine FA bekannt

Al121 Norwegen

Al122 Deutschland

Al123 Kanada Keine FA bekannt

Al24 Deutschland Keine FA bekannt

Al125 Deutschland Keine FA bekannt

Al26 Nicht Deutschland Keine FA bekannt

Tab. 3 Herkunft und Familienanamnese der untersuchten Patienten.

(FA: Familienanamnese; M: Mutter; ms: mitterlicherseits;
V: Vater; vs: véterlicherseits)

Das Kollektiv stammte aus Einsendungen neurologischer Kliniken oder niedergelassener Neurologen,
welche bei ihren Patienten eine Diagnostik hinsichtlich ADNFLE wiinschten. Die Blutproben wurden
von 1995-2004 im Humangenetischen Institut der Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn und seitdem

im Humangenetischen Institut des Klinikums der LMU Miinchen untersucht.

Das Kontrollkollektiv bestand aus anonymisierten DNA-Proben gesunder deutscher Probanden.

1.2 Elektrische Geréate und Arbeitsutensilien

Autoklav Bioclav t-1463343, Schitt GmbH, Gottingen, D

Brutschrank Heraeus, Hanau, D



Elektrophoresegeréte

Elektrophoresezubehor

Geldokumentation

Heizblock
Magnetrihrer
Mikrowelle
Photometer

Pipetten

Schittelapparate

Spannungsgeréate

SSCP-Zubehor

Thermocycler
Thermomixer
Vortex
Waage

Zentrifugen
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Multigel-Long-Gelkammer, Biometra, Géttingen, D
Agarosekammer Maxi blu (120Vv/200mA), biotech service
blu, Schauenburg, D

Geltrager 20x21cm, biotech service blu, Schauenburg, D
30-Zahn-Kamme, biotech service blu, Schauenburg, D
BDA digital, Biometra, Goéttingen, D

PowerShot G10, Canon, Tokyo, Japan

FinePix F20 Digital Camera, Fujifilm, Tokyo, Japan
UNO-Thermoblock, Biometra, Goéttingen, D

Ikamag REO, IKA Labortechnik, Staufen, D

M 638 EL, Miele & Ci. KG, Giitersloh, D

Gene Quant, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Pipetman P2, P10, P20, P100, P200, P1000, Gilson, Villiersle-
Bel, F

GFL 3016, Burgwedel, D

Mini-Rocker Shaker MR-1, lab4you GmbH, Berlin, D
Elektrophoresis Power Supply LKB-GPS 200/400, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, D

Elektrophoresis Power Supply EPS 200, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, D

Glasplatten mit fixierten 1,0mm Spacern, Biometra,
Géttingen, D

Glasplatten ausgeschnitten mit geradem Schliff, Biometra,
Géttingen, D

Ké&mme 24-zé&hnig, 1,0mm-18ul/Tasche, Biometra, Géttingen,
D

Silikonabdichtung 1,0mm, Biometra, Géttingen, D
Klammern, Biometra, Gottingen, D

PTC 200 DNA Engine, MJ Research, Bio-Rad, Minchen, D
Compact, Eppendorf, Hamburg, D

Genie 2 TM, Bender & Hobein AG, Zirich, CH

AC-100, Mettler-Toledo GmbH, Giessen, D

Biofuge fresco, Heraeus, Hanau, D

Allegra 25R Centrifuge, Beckman Coulter, Brea, USA
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1.3 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien trugen die Qualitatsbezeichnung p.a. und wurden von folgenden
Firmen bezogen:

- AppliChem GmbH, Darmstadt, D

- Bio-Rad, Hercules, USA

- Merck, Darmstadt, D

- Serva, Heidelberg, D

- Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D

1.4 Primer

Die verwendeten Oligonukleotidprimer (Tab. 4-6) wurden von der Firma MWG-Biotech AG Ebers-
berg synthetisiert. Die Primersequenzen fur die drei untersuchten Gene (RIC3, VSNL1, CRH wurden

anhand der veroffentlichten DNA-Sequenz mithilfe des Internetprogramms Primer3 eigenstandig

konstruiert.

178
298 Start RIC3 1.1F ACTCCCGACAGTGGAGGTG
RIC3 1.1IR TGGCCTGCTCTITACCTTCAG
226 RIC3 1.2F CTCCACAGTGCAGAGAGTCG
RIC3 1.2R GGTGGATATTTCGGTGAAGG
227
272 RIC3 2.1F ACCTTAATGATTTGGTGTTTTCA
RIC3 2.1R CCCAAAACCGTAGATTGGAA
205 RIC-322nF TTCCAGAGGTCTCACCTTGC
RIC-3 2.2nR TTGCCATATTAGATTTTCATTGATGT
76 206 RIC3 3F TTCCGTGACTGAGGTTICTGA
RIC3 3R ACAGACTGTCCCTGTGGCTA
94 202 RIC3 4F AAATTTGTGGTCTICTTTAACAGGTTT
RIC3 4R TGAGAAATAGTCTGAGTCCCGTTAC
146 224 RIC3 5F CCACTAAATGGTTGGATTGTCTG
RIC3 5R TGGGCTGACAGCTAACAAAA
5088
247 RIC-36.InF  GGAGACATTCTTTGTAATACTITGTGC
RIC-36.lnR  GAATTATCTTCCTGGGCTCTG
199 RIC-36.2nF TCATTTGGGTTGGGAAAGTC
RIC-36.2nR TTGGGACCACTCTICITTGG
216 Stopp  RIC3 6.3F TGTCTTGGCAGAGAATGCTG
RIC3 6.3R GAGGTCACCTTGGGACTTGA
206 RIC-36.4nF GAGTGAAAACAGCCAGTCTGAA
RIC-36.4nR  TGTTCACACTAATGTCCGTGTTIT
268 RIC-36.5nF  ATCCTTCCTGGTGCTCACAC

RIC-36.5nR  TGAAATCTTCATTCTTGCAACC

Tab. 4 Primersequenzen fir das Gen RIC3.



266

250 VILIP-1-1.1F
VILIP-1-1.1R
286 VILIP-1-1.2F
VILIP-1-1.2R

167 249 VILIP-1-2F

Start VILIP-1-2R

216 295 VILIP-1-3F

VILIP-1-3R
350 VILIP-1-3Fn*

VILIP-1-3R

1243

249 VILIP-1-4.1F
VILIP-1-4.1R
288 VILIP-1-4.2F
Stopp VILIP-1-4.2R
242 VILIP-1-4.3F
VILIP-1-4.3R
221 VILIP-1-4.4F
VILIP-1-4.4R
269 VILIP-1-4.5F
VILIP-1-4.5R
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AAAATCTGGAGACGTGGAATC
GCTCGGGTAAATCTCTGCTG
CCCTAGGTTTITCTATGGGATTC
ACATGCAGAAATGCAACGAA
ATCACAGCCACAGCGCTAAT
TGGCCTAAGGAATAAAAACAAGG
ACCTGACTGCGCGTGTTCT
GTGGGGTICTCCTTICTGTGC
TGTGATGCCGTCATTAGGAA
GTGGGGTICTCCTTICTGTGC

TCTGTCCTCCTGGGTTICTG
CATTTCTGGATGTCGCACTG
AAGAGCGACCCTTCCATTGT
TCACATTGTGGCAGGTTGTT
CACTCGTGTGCATGAGAATGT
AAGTTACATTACCATGGGGGTICT
TTCATGTTITGCTAATGCTCGT
ACCCAAAAGGCATGCAAAT
GTCTGGTCCACACACCACAG
TTGAAAATTCAAACAGAAACCAA

*alternativer Sequenzierprimer

Tab. 5

Primersequenzen fur das Gen VSNL1 (VILIP-1).

1107

280 CRH-2.1-F
CRH-2.1-R
CRH-2.2-F
CRH-2.2-R
CRH-2.3-F
CHR-2.3-R
CRH-2.4-F
CRH-2.4-R

230

268

252

CRH-Promotor F
CRH-Promotor R

GTTCCTGCACACCCCTCTC
CACGCAGCATTTGCCTAATA

CTCTTCCCCTCTCTCATTCC
GGAAGTACTCCTCTCCCATGC
ACCCTCAGCCCTTGGATTT
CAGCAACACGCGGAAAAA
GGGGAACCTCAACAAGAGC
GAAGGTGAGATCCAGGGAGA
GCACCGGAGAGAGAAAGG
AAACAAATGGCATAAGAGCAG

Tab. 6

1.5

Langenstandard

Dinukleotide

Primersequenzen fir das Gen CRH.

Feinchemikalien und Enzyme

50bp-Leiter, 0,5ug/ul, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D

100bp-Leiter, 0,5ug/ul, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D
6x DNA Loading Dye, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), je 100mM, Fermentas, St.

Leon-Rot, D
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PCR-Reinigungskit my-Budget Double Pure Kit, Bio-Budget Technologies

GmbH, Krefeld, D

Invisorb® Fragment CleanUp, Invitek, Berlin, D
Polymerasen GoTaq® DNA Polymerase, 5 U/ul, Promega, Madison, USA
Restriktionsendonukleasen MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D

New England Biolabs, Frankfurt/Main, D

2. Methoden

2.1 DNA-Isolation

2.1.1 Salzfallung

In der Regel werden von jedem Probanden 2-3 ml, mit EDTA versetztes Frischblut benétigt. Mittels
Salzféllung wird aus den peripheren Lymphozyten die genomische DNA isoliert (Miller et al. 1988).
Diese Methode findet Anwendung, wenn eine ausreichende Menge des Ausgangsmaterials vorhanden
und eine groRe DNA-Ausbeute zu erwarten ist.

Die extrahierte DNA eignet sich nun fur molekulargenetische Untersuchungen.

Reagenzien
Frischblutlysispuffer ~ 155mM NH.CI
10mM KHCO:s
0,AmM EDTA
SE-Puffer 75 mM NacCl
25 mM Na2 EDTA (pH 8,0)
Pronase 20mg/ml
SDS 10% in A. dest
NaCl-Losung geséttigt (ca.5M)
Ethanol 70% und 100%
TE™* 10mM Tris (pH 7,4)

0,1mM EDTA (pH 7,4)

(autoklaviert)

Um der Gerinnungsaktivitat entgegenzuwirken, wird das eingesandte Blut mit dem Antikoagulanz
EDTA versetzt. Die gesamte Menge Frischblut (2-3 ml) wird in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
umgefullt und mit kaltem Frischblutlysispuffer auf 15 ml aufgefullt, bis zur vollstandigen Lyse
geschwenkt und fir 15 min auf Eis gestellt. Dieser Schritt dient dem Aufplatzen der Erythrozyten.

Anschliefend gelingt es durch 10-minttiges Zentrifugieren bei 4°C/1200 rpm die Leukozytenkerne
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von den dbrigen Blutbestandteilen zu trennen. Der Uberstand wird vorsichtig abgegossen und die
Rohrchenwand mit 8 ml Lysispuffer nochmals durch Schiitteln und Zentrifugieren abgespult. Fort-
flhrend wird das Pellet mit den darin enthaltenen Zellkernen mit 2 ml SE-Puffer resuspendiert und
100 pl 10% SDS, sowie 12 pl Pronase hinzugefligt. Dies flhrt zur Zerstoérung der Leukozytenkern-
membran und macht die Proteine dem Verdau zugénglich. Der Verdau der Proben erfolgt iber Nacht
bei 37°C.

Zeigt sich die Suspension am Folgetag klar, werden 800 pl geséttigter NaCl-Ldsung (5 M) zum Aus-
fallen der Proteine und restlichen Kernbestandteile addiert. Nach anfanglichem Vortexen und zwei-
maliger Zentrifugierung fiir 10 min bei 3500 rpm und Raumtemperatur wird der die DNA enthaltende
Uberstand in ein neues Zentrifugenrohrchen uberfiihrt. Nach Zugabe von 8 ml 100%igem Ethanol
schwenkt man das Rohrchen leicht bis zur Ausfallung der fadig weien DNA. Eine umgebogene
Pasteurpipette dient der Herausnahme der DNA, die im ndchsten Schritt mit 70%igem Ethanol
gereinigt wird. Nach Uber 5-mindtigem Trocknen, resuspendiert man diese abschlieend in einer

angemessenen Menge TE~* (50-300 pl) und I6st sie tiber Nacht bei Raumtemperatur.

2.1.2 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der isolierten DNA wird photometrisch bestimmt. Dazu verdiinnt man diese 1:50
mit A.dest und justiert das Photometer fur die Messung auf eine Wellenldnge von 260 nm, da sich bei
diesem Wert das Absorptionsmaximum doppelstrangiger DNA befindet. Als Referenzmarke zieht man
den Leerwert von A.dest heran.

Die Berechnung der DNA-Konzentration gelingt mithilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes:

Konzentration C [ug/ml] = Optische Dichte A260 x Verdiinnung (Faktor 70) x
Extinktionskoeffizient fir DNA (Faktor 50)

2.2  Polymerase Chain Reaction (PCR)

Das Verfahren der PCR stellt eine der bedeutendsten Methoden zur in vitro-Amplifizierung von DNA-
Fragmenten dar. Hierbei bedient man sich der de- und renaturierenden Eigenschaften dieser unter
bestimmten Temperaturbedingungen. Kurze Oligonukleotide, welche als Polymerisationsstart fur das
Enzym DNA-Polymerase fungieren, begrenzen Anfang und Ende des zu amplifizierenden Fragments.
Diese sogenannten Primer besitzen eine Lange von ca. 18-27 bp und werden komplementar zu dem
Anfangs- und Endbereich des zu amplifizierenden Fragments gewahlt. Erst durch die Anlagerung der

Primer wird die Polymerase zur Katalysation der Neusynthese des DNA-Stranges befahigt.

Der erste Schritt der PCR kennzeichnet sich durch die hitzebedingte Denaturierung des DNA-
Doppelstranges, welche die Anlagerung der Primer bei deren Annealingtemperatur an die entstan-

denen DNA-Einzelstrdnge ermdglicht. Diese werden zuvor tber das Primerdesigntool Primer3 kon-
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struiert. Hierbei gilt es zu beachten, dass die L&nge 30 bp nicht tberschreitet. Zudem sollte ein ge-
ringer GC-Gehalt erreicht werden, um die Schmelztemperatur vorzugsweise zwischen 55 und 65°C zu
halten.

Die spezifische, fur die Anlagerung notwendige Temperatur l&sst sich zusammenfassend unter
Berlicksichtigung ihrer L&nge, Basenzusammensetzung und ihres Schmelzpunktes bestimmen. Hierzu

kann folgende Formel herangezogen werden:

Ta= Anzahl (A+T) x 2°C + Anzahl (G+C) x 4°C

Die eingesetzte Tag-Polymerase, ein hitzeresistentes Enzym, ermdglicht die Durchfihrung der
Reaktion in einem Durchgang. Die Hitzeresistenz riihrt von der Isolierung dieser aus dem in heiflen
Quellen lebenden Bakterium Thermus aquaticus. Wahrend des Elongationsprozesses katalysiert das
Enzym die Synthese des gewinschten Fragments bei 72°C. Desweiteren unterstiitzt und beschleunigt
es die Replikation des DNA-Fragments.

Die Schrittfolge — Denaturierung, Annealing und Elongation — wiederholt sich zwischen 30- und

40mal. Nach 30 Zyklen beobachtet man ein exponentiell um das 107-fache amplifiziertes DNA-Frag-

ment. Bei mehr als 40 Zyklen verliert die Polymerase ihre Aktivitit und es kommt zum vermehrten
Auftreten unerwinschter Nebenprodukte. Eine finale, 10-minltige Extension schlie3t die Reaktion ab.
Das angewandte Touchdown-Verfahren beinhaltet eine innerhalb der ersten sechs Zyklen stattfindende
Erniedrigung der Annealingtemperatur um 1°C.

Um eventuelle Kontaminationen der beteiligten Reagenzien mit Fremd-DNA auszuschlieBen, erfolgt

simultan immer auch eine Untersuchung einer Wasserprobe.

Ausgangsreagenzien
Green GoTaq Flexi Buffer 5x (pH 8,5)

(incl. MgCl: 7,5 mM)
dNTPs 100 mM dATP
100 mM dCTP
100 mM dGTP
100 MM dTTP
Primer 100 puM
GoTag-Polymerase 5 Units/pl
DNA 20 ng/ul

A.dest sterifiltriert



Die genannten Reagenzien werden in folgenden Finalkonzentrationen eingesetzt:

Reagenzien fir 25ul-Ansatz

5x Green GoTaq Flexi Buffer
MgCl:

dNTPs

Primer F (forward)

Primer R (reverse)
Tag-Polymerase

DNA

A.dest

Standard-PCR-Programm

1 2 min 95°C
2 25s 95°C
3 30s Ta

4. 45s 72°C
5 10 min 72°C
6 Unendlich 15°C

1x
1,5mM
200 pMm
10 uMm
10 uMm
1U

40 ng

Restvolumen

Denaturierung
Denaturierung
Primerannealing
Elongation

Finale Elongation

in Thermocycler
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Fur die Template-Amplifizierung werden die Schritte 2-4 34-35mal wiederholt. Fir jedes Exon

werden individuelle PCR-Bedingungen etabliert (Tab. 7 - 9). Die Amplifizierung erfolgt in einem

Thermocycler.
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178

76

94

146

5088

298 Start RIC3 1.1F

226

272

205

206

202

224

247

199

RIC3 1.IR
RIC3 1.2F
RIC3 1.2R

RIC3 2.1F
RIC3 2.1R
RIC-322nF
RIC-322nR
RIC3 3F
RIC3 3R
RIC3 4F
RIC3 4R
RIC3 5F
RIC3 5R

RIC-36.1nF
RIC-36.InR
RIC-36.2nF
RIC-36.2nR

216 Stopp ~ RIC3 6.3F

206

268

RIC3 6.3R

RIC-36.4nF
RIC-36.4nR
RIC-36.5nF
RIC-3 6.5n R

95°C 2577, 62°C-57°C 3077, 72°C
45
95°C 257, 61°C-56°C 307", 72°C
457

95°C 2577, 62°C-57°C 3077, 72°C
45
95°C 257, 62°C-57°C 307", 72°C
45"
95°C 257, 62°C-57°C 30°°, 72°C
45"
95°C 2577, 61°C-56°C 3077, 72°C
45"
95°C 2577, 61°C-56°C 3077, 72°C
45"

95°C 257, 62°C-57°C 30°", 72°C
45>
95°C 2577, 62°C-57°C 307", 72°C
45
95°C 257, 62°C-57°C 307", 72°C
45
95°C 2577, 62°C-57°C 3077, 72°C
45
95°C 257, 62°C-57°C 30°°, 72°C
45

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

Tab. 7

167

216

1243

PCR-Bedingungen fur das Gen RIC3.

286

249

295

350

249

288

242

221

269

VILIP-1-1.1F
VILIP-1-1.1R

95°C 257", 60°C-55°C 307, 72°C 457

VILIP-1-1.2F  95°C 2577, 60°C-55°C 3077, 72°C 45”7 35

VILIP-1-1.2R

VILIP-1-2F 95°C 257, 60°C-55°C 307", 72°C 45" 35

VILIP-1-2R

VILIP-1-3F 95°C 257, 60°C-55°C 307", 72°C 45 35

VILIP-1-3R

VILIP-1-3Fn*  95°C 257", 60°C-55°C 307", 72°C 45 35

VILIP-1-3R

VILIP-1-4.1F  95°C 257", 60°C-55°C 307", 72°C 45" 35

VILIP-1-4.1R

VILIP-1-4.2F  95°C 2577, 60°C-55°C 307", 72°C 45" 35

VILIP-1-4.2R

VILIP-1-43F  95°C 257", 60°C-55°C 307, 72°C 45" 35

VILIP-1-43R

VILIP-1-4.4F  95°C 2577, 60°C-55°C 307", 72°C 45" 35

VILIP-1-4.4R

VILIP-1-4.5F  95°C 257", 60°C-55°C 307, 72°C 45" 35

VILIP-1-4.5R

*alternativer Sequenzierprimer

Tab. 8

PCR-Bedingungen firr das Gen VSNL1 (VILIP-1).
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CRH-Promotor F 95°C 257, 62°C-57°C 30",
CRH-Promotor R 72°C 45°°

1107

280 CRH-2.1-F 95°C 257, 62°C-57°C 307", 35
CRH-2.1-R T2°C 45

230 CRH-2.2-F 95°C 25, 62°C-57°C 307", 35
CRH-2.2-R 72°C 45

268 CRH-2.3-F 95°C 257, 62°C-57°C 307", 35
CHR-2.3-R T2°C 45

252 CRH-2 4-F 95°C 257, 62°C-57°C 307", 35
CRH-2 4-R T2°C 457

Tab. 9 PCR-Bedingungen fiir das CRH-Gen.

2.3  Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte

PCR-Produkte lassen sich mithilfe verschiedener Verfahren auftrennen. Zur Anwendung kommen
entweder Agarose- oder Polyacrylamidgele. Aufgrund des negativgeladenen Phosphat-Riickgrats der
DNA wandern die Proben bei Anlegen einer Spannung zur Anode. Hinsichtlich ihrer GroRe legen gro-
Re Fragmente kiirzere Strecken als kleine zuriick. Die Gelmatrix bestimmt die Genauigkeit und Lange
der Auftrennung. Je héher der Vernetzungsgrad eines Gels bzw. die Engmaschigkeit der Matrix, desto

besser gestaltet sich die Produktauftrennung.

2.3.1 Agarosegele

Zur Uberprifung der Qualitit und Spezifitat der PCR-Produkte empfehlen sich 1%ige Agarosegele.
Die Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid ermdglicht durch Interkalierung dessen zwi-
schen die Basenpaare der DNA die Detektion der PCR-Produkte unter UV-Licht. Die Sensitivitats-
grenze liegt bei einem DNA-Gehalt von etwa 10 ng.

Reagenzien

Agarose

10x TBE 1,0 M Tris
0,9 M Borsaure
0,01 M EDTA
pH 8,4

Ethidiumbromid 10 mg/ml

Der Agarosegeltréger fasste 300 ml.
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Zusammensetzung des Gels

Agarose 1% bzw. 2%
TBE 1x
Ethidiumbromid 0,001 mg/ug

Zum vollstandigen Auflésen der Agarose kocht man diese in 1XTBE in einer Mikrowelle auf. Bei
Erreichen einer Temperatur von ca. 60-65°C wird Ethidiumbromid hinzugegeben. Nach nochmaligem
Abkihlen auf 45°C gielit man diese in den bereits vorbereiteten, abgeklebten und mit Kdmmen verse-
henen Geltrager. Nach Erstarren des Gels werden 5 pl des zu analysierenden PCR-Produkts aufge-
tragen. Die vorherige Verwendung des 5x Green GoTag Flexi-Puffers im PCR-Gemisch, welcher der
Visualisierung und Beschwerung des PCR-Fragments im Agarosegel dient, vereinfacht das Auftragen
der Probe erheblich. Er enthélt sowohl einen blauen, als auch einen gelben Farbstoff und erhdht
aullerdem die Dichte des in die Geltaschen pipettierten Produkts. Eine zusatzlich aufgetragene 100-
Basenpaarleiter ermdglicht die Groenbestimmung der Fragmente.

Bei Verwendung dieser Gele zur Uberpriifung eines mittels des PCR-Aufreinigungskits aufbereiteten,
gereinigten Produkts versetzt man diese zur Beschwerung und besseren Sichtbarkeit mit einem spe-

ziellen Blaupuffer.

Agarose-Blaupuffer

TBE 10x  10ml
Ficoll 400 20x 40 mi
Bromphenolblau 0,1% 20 mi
A.dest ad 100 ml

5 ul der zu analysierenden PCR-Fragmente werden mit 5 pul des Puffers gemischt und aufgetragen.
Auch hierbei nutzt man die Basenpaarleiter als Referenz zur GréRenangabe.

Die Elektrophorese lauft zwischen 40 und 45 min bei einer Spannung von 120 V in 1XTBE. Nach
Ablauf dieses Vorgangs wird das Gel unter UV-Licht betrachtet und dokumentiert.

2.3.2 Polyacrylamid-Gele (PAA-Gele)

Um PAA-Gele herzustellen, bendtigt man ein bestimmtes Mischungsverhaltnis von Acrylamid und
Bisacrylamid. Abhdngig von deren Konzentration, sowie deren Verhaltnis zueinander, variieren der
Vernetzungsgrad und die Trennbereiche der Gele. Die Polymerisationsreaktion verlauft in Gegenwart
von Ammoniumpersulfat (APS) und TEMED. Letzteres katalysiert die Bildung freier Radikale aus
dem Persulfat, welche diesen Prozess initiieren und beschleunigt auf diese Weise die Reaktion
(Ibelgaufts 1993).
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2.3.2.1 Single-Strand-Conformation-Polymorphism Analysis (SSCP/SSCA)

Die SSCP ist eine unspezifische Screeningmethode zur Detektion von Mutationen oder genetischen
Varianten in DNA-Fragmenten. Sie bedarf, der Namensgebung folgend, einzelstrangiger DNA, wel-
che sequenzspezifische Konformationen ausbilden kann und mithilfe von PAA-Gelen visualisiert wird
(Orita et al. 1989). Die ausgebildeten Bandenmuster variieren in Abhangigkeit von einer von der

Wildtyp-Sequenz abweichenden Basenzusammensetzung des untersuchten Fragments.

Das SSCP-Muster liefert nur einen Hinweis auf das Vorhandensein von Sequenzvarianten, nicht aber
Uber deren Art oder Position. Das beschriebene Verfahren eignet sich zur Untersuchung eines

groleren Patientenkollektivs.

Die optimale Fragmentgroe fur die SSCP-Analyse bewegt sich zwischen 200 und 300 bp. Die
Detektionsrate flir Mutationen in Produkten bis zu einer Gréf3e von 300 bp betragt ca. 90 % (Sheffield
et al. 1993). Aufgrund einiger, zu groRer Exons in den drei Genen werden diese mithilfe interner
Primer nochmals aufgeteilt. Dies betrifft die Exons 1, 2 und 6 des Gens RIC3, die Exons 1 und 4 des
VSNL1-Gens und Exon 2 des CRH-Gens.

Die PCR-Fragmente werden unter Zugabe eines speziellen SSCP-Probenpuffers denaturiert. Dieser
enthalt deionisiertes Formamid, um den Denaturierungszustand zu erhalten. Da sich je nach Laufbe-
dingung unterschiedliche Resultate ergeben, untersucht man das Laufverhalten unter vier verschie-

denen, von Temperatur und Glycerolkonzentration abhdngigen, VVoraussetzungen.

Reagenzien fiir die PAA-Gel-Stocklésung Endkonzentration
Acrylamid/Bisacrylamid (49:1) 10%

(Acrylamid 40%/Bisacrylamid 2%)

10x TBE 0,5x

10% APS 1%

TEMED 0,05%

Glycerol 5%

A.dest

Ethanol 70%

SSCP-Probenpuffer

(Agaroseblaupuffer/Formamid 1:5)

TBE 10x 10 ml
Bromphenolblau 0,1% 20 ml
Ficoll 400 20x 40 ml
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A. dest ad 100 ml
Deion. Formamid 95%

Die Vermischung der obengenannten Reagenzien ergibt ein PAA-Gel mit einem Acrylamidgehalt von
10 %. Vor dem Zusammenfiigen der verwendeten Gelplatten (14cm x 15cm) erfolgt die Reinigung
dieser mit 70%igem Ethanol. Auf den glasernen Platten befinden sich 1 mm dicke Spacer, welche zur
Abdichtung mit Silikongummis gleicher Dicke umzogen werden. Vier Klammern stabilisieren das
Konstrukt. Das aus dem Stock hergestellte Gel fasst etwa 20 ml. Um nun unterschiedliche Beding-
ungen fir den Versuch zu schaffen, werden vier Gele, von welchen zwei mit 5%igen Glycerol versetzt
sind, gegossen. Der Polymerisationsstarter APS wird dem Gemisch erst kurz vor dem GieRen zwi-
schen die Platten zugegeben. Ein Gel liegt, um ein angemessenes Verfestigungsergebnis zu erzielen,
etwa eine Stunde bevor es in eine Elektrophoresekammer eingespannt und diese mit 0,5x TBE-Lauf-
puffer befullt wird. Im weiteren Verlauf werden 3 pl des zu analysierenden PCR-Fragments mit 5 pl
SSCP-Probenpuffer versetzt und die Ansatze fiir 5 min bei 94°C denaturiert. Anschliellend erfolgt eine
Abkihlung dieser auf Eis. Dieser Vorgang und die vorherige Beimischung von dem im Ladepuffer
enthaltenen Formamid verhindern die Renaturierung und Konformationsveranderung der DNA. Im
Anschluss werden die PAA-Geltaschen mit 8 pl des Probengemisches, sowie 4 ul einer 100bp-Leiter
(Lpg/pl) befullt.

Je ein Gel mit und ohne Glycerol lauft nun bei Raumtemperatur unter 180 V-Spannung, wéhrend die
anderen beiden ebenfalls mit und ohne Glycerol fiir ca. drei Stunden im Kihlschrank (4°C) unter 200

V-Spannung laufen.

2.3.2.2 Detektion der Fragmente mithilfe der Silberfarbung

Fur die Detektion der Fragmente stehen verschiedene Féarbetechniken zur Auswahl. Diese beruhen auf
dem Interkalationsvermdégen eines jeweiligen Farbstoffes mit der DNA. Neben der Farbung mit Ethi-
diumbromid stellt die Silberfarbung eine attraktive, vergleichsweise sensitivere und weniger toxische
Alternative dar. Die Detektionsgrenze fir DNA hierbei siedelt sich bei unter 0,03ng/mm? an. Diesem
Verfahren liegt eine Redoxreaktion der Reaktionspartner Silber und einem Natriumcarbonat/
Formaldehyd-Gemisch zugrunde. Die geldsten noch unsichtbaren, freien Silberkationen binden an die
DNA. Bei der Entwicklung mit Natriumcarbonat/Formaldehyd erfolgt eine Reduktion dieser zu

schwarzbraunem, elementarem Silber.

Reagenzien

Ethanol 10%
HNOs 1%
AgNO:s 0,2%

Na:COs 3%
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Formaldehyd 0,05% in Na.COs
Essigséure 10%

Ablauf der Silberfarbung
Um die DNA-Fragmente nach dem Elektrophoresedurchgang im PAA-Gel zu fixieren, wird dieses flr

10 min in eine spezielle Farbeschale gegeben, welche mit 10%igem Ethanol aufgefillt wird. Im
nachsten Schritt erfolgt die zehnminttige Anséuerung mittels 1%iger Salpetersdure. Eine sich an-
schliefende Phase von 30 min gilt nun der Anlagerung der Silberionen an die DNA. Hierzu kommt
eine 0,2%ige Silbernitratldsung zur Anwendung. Mithilfe jeweils drei 1-mindtiger Waschprozesse mit
A.dest werden Uberschissige, ungebundene Silberionen entfernt, um eine detektionsmindernde
Hintergrundfarbung zu vermeiden. Eine mit Formaldehyd versetzte Natriumcarbonatlésung fungiert
im weiteren Verlauf als Entwickler, um die DNA-Banden sichtbar zu machen. Diese treten erst nach
mehrfachem, ebenfalls kurzem Waschen mit dem Reagenz zum Vorschein. Im letzten Vorgang
ermdglicht die Zugabe von Essigsaure das Beenden der Reaktion.

Zur Dokumentation werden die Gele nach etwa zehnmin(tiger Essigsaureexposition fotografiert und

auf dem hausinternen Laborcomputer archiviert.

2.4 Direkter Mutationsnachweis

Zu den direkten Mutationsnachweisen z&hlen der Restriktionsverdau, die direkte Sequenzierung sowie
die Hybridisierung von spezifischen Oligonukleotiden mit DNA. Sie ermdglichen die direkte DNA-

Analyse, sowohl auf bekannte, als auch, mithilfe der Sequenzierung, auf unbekannte Mutationen.

2.4.1 Restriktionsverdau

Bei diesem Verfahren binden und schneiden Typ Il-Restriktionsendonukleasen an spezifischen Erken-
nungssequenzen der DNA. So vermag es eine Mutation, Schnittstellen zu schaffen oder sogar zu zer-
storen. Eine Analyse der DNA-Sequenz am PC erlaubt das Vorhersagen von Schnittstellen. Fir diese
werden die Internetprogramme NEBcutter und Restrictionmapper kombiniert genutzt. Letzteres stellt
ein Programm zur Ermittlung von Schnittstellen in DNA-Sequenzen dar und bietet zudem eine
virtuelle Verdaufunktion, welche einen Verdau der ausgewdahlten Sequenz mit einem gewiinschten

Enzym ermdglicht.
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RIC3 1.1F Sdul 194-104 k. Schnittstelle

c.-35G=A RIC3 1.1R Cac8l 165-55-46-27-  220-46-27-5
5

K25R RIC3 1.2F Stul 155-68 k. Schaittstelle
RIC3 1.2R

D31IN RIC-36.2nF Mbol 87-67-45 132-67
RIC-36.2nR

D35IN* RIC-3 6.3Fmut  Tagl 259-17 k. Schnittstelle

(rs11826236) RIC-3 6.4nR

*Mutageneseprimer erforderlich
Tab. 10 Restriktionsenzyme und FragmentgréRen fur das Gen RIC3.

c.-390A>C VILIP-1-1.1F,
(nicht beschrieben) VILIP-1-1.1R
c.149G>A VILIP-1-1.2F, Fnu4HI  133-51-39-31- 172-51-31-26-3-3
(rs1802174) VILIP-1-1.2R 26-3-3

Beel 181-69 k. Schnittstelle

Tab. 11 Restriktionsenzyme und FragmentgroRen fir das Gen VSNL1 (VILIP-1).

g.-1470C>A CRH-Promotor F, 367-73-39-33-
(rs12721510) CRH-Promotor R 30

367-103-39-33

401-103-39
g.-1404G>A CRH-Promotor F,  ScrFI 401-73-39-30
(nicht beschrieben) CRH-Promotor R
358-127-57 485-57
2.-1166G>C CRH-Promotor F. Hinfl
(Combi et al. 2005) CRH-Promotor R
g.288A>C* CRH22FRV, BsmAl 186-161-25 161-25

(1s6159) CRH 22 RMUT

*Mutageneseprimer erforderlich

Tab. 12 Restriktionsenzyme und Fragmentgréfien fur das CRH-Gen.
Reagenzien
PCR-Produkt 5ul

Restriktionsenzym 1U

10x Enzympuffer 1x

BSA (wenn notig)

A.dest ad Endkonzentration

Die Mehrheit der Verdaue gelingen bei 37°C und ca. drei Stunden im Thermocyler. Bestimmte
Enzyme erfordern zur Entfaltung ihrer Aktivitat andere Temperaturbedingungen. Hierbei wird sich an
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den Angaben des Herstellers orientiert. 2,5 oder 5 pl der Verdauprodukte, 6 pl einer 50bp-Leiter und 5
pl eines unverdauten Produkts werden auf ein 10%iges, mit 5% Glycerol versetztes PAA-Gel aufge-
tragen. Die Gele laufen 1,5 Stunden bei einer Spannung von 200 V und Raumtemperatur, bevor man
sie mittels der Silberfarbung weiterverarbeitet. Zur Geldokumentation wird eine Digitalkamera mit
Stativ eingesetzt.

Die unterschiedlichen Fragmentldangen, sowie deren Intensitdten geben Aufschluss tber vorhandene
Mutationen.

2.4.1.1 Mutageneseprimer

Lésst sich in einer Datenbank kein geeignetes Enzym mit Schnittpotential fur eine bestimmte Region,
in welcher eine Mutation liegt, finden, bendtigt man einen sogenannten Mutagenese-/Mismatch-
primer. Dieser kann gezielt eine Basenanderung im zu amplifizierenden PCR-Produkt und somit eine
detektierbare Schnittstelle erzeugen. Der Primer sollte eine Lange von 25 bp nicht tberschreiten und
keine Uberlappenden Enden, welche in einem Ringschluss resultieren kénnten, aufweisen. Desweiteren
empfiehlt es sich, die Basensubstitution, welche bei der PCR-Amplifikation auch in das Fragment
eingebaut wird, wenige Basen vor dem 3°-Ende des Primers zu lokalisieren (Sequenzen der Muta-
geneseprimer in Tab. 13).

Um bekannte Mutationen zu detektieren, werden die PCR-Produkte mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen versetzt und verdaut. Die Fragmente werden anschlieend auf ein PAA-Gel
aufgetragen und ihre GroRen miteinander verglichen. Als Referenz dienen hierbei ein unverdautes

Produkt und eine 50bp-Leiter. Je hachdem, ob ein Verdau erfolgt oder nicht, handelt es sich um eine

Mutation oder einen Polymorphismus (Tab. 10-12).

RIC-3 GGGTTGGGCATCAGCATC 95°C 25°°, 62°C-57°C
6.3Fmut* 3077, 72°C 457
RIC-364nR TGTTCACACTAATGTCCGTGTTT

(35 Zyklen)

372 CRH22FRV CCTCAGCCCTTGGATTTICTT 95°C 25, 62°C-57°C

CRH22R AAGGGCGGCTGACGCTGTC 307, 72°C 45
MUT*

(35 Zyklen)

*Mutageneseprimer

Tab. 13 Verwendete Mutageneseprimer und PCR-Bedingungen fiir die Gene RIC3 und CRH.
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2.4.2 Direkte Sequenzierung nach Sanger

Das Sequenzierverfahren nach Sanger, eine nichtradioaktive Methode, ermdglicht die exakte Auf-
schlusselung der Basenabfolge eines DNA-Fragments. Als Grundlage dient hierbei eine Kettenab-
bruchreaktion. Zum Einsatz kommen vier verschiedene 2°,3°-Didesoxynukleotide (ddNTPs), welche
jeweils eine unterschiedliche Fluoreszenzmarkierung tragen. Erfolgt bei der PCR der Einbau eines
solchen Nukleotids, kann die DNA-Polymerase, aufgrund des fehlenden 3°-Hydroxylendes, an dieses
keine weitere Base anknupfen. Es verliert somit die Fahigkeit mit einem weiteren Nukleotid eine
Phosphodiesterbindung einzugehen. Im statistischen Mittel entstehen durch ein abgestimmtes dNTP-
und ddNTP-Verhaltnis Abbruchfragmente jeglicher Lange. Auch die radioaktive Sequenzierung ba-
siert auf diesen Gegebenheiten.

Die Auftrennung der Fragmente im Polymer ereignet sich mit einer Genauigkeit von einem Basenpaar.
Ein Laser regt hierbei die markierten Endnukleotide an, was die Detektion ihrer Fluoreszenz erlaubt.
Durch computergestutzte Analysemethoden erhélt man die DNA-Sequenz fur das untersuchte Produkt.

Als Grundlage fur die Sequenzierreaktion wird ein 100 pl- bzw. 25 pl-PCR-Ansatz des zu sequen-
zierenden Fragments vorbereitet. Das Produkt wird tber den myBudget Double Pure Kit von Primer-
resten und anderen niedermolekularen Substanzen gereinigt und anschlieBend mit 10-20 pl HPLC-
gereinigtem Wasser eluiert. Das Produkt wird daraufhin auf einem Agarosetestgel nochmals auf seine
Reinheit und den DNA-Gehalt Uberpriift. Davon ausgehend werden 40 ng Template in die Sequen-
zierreaktion eingesetzt. Im Gegensatz zur gewdhnlichen PCR wird nur ein Primer genutzt, man spricht
von einer asymmetrischen PCR. So kénnen nur Einzelstrange gebildet werden. Der Primer wird auf 2
pmol/ul verdiinnt und mit 2 ng/ul des gereinigten PCR-Produkts eingeschickt. Die Sequenzierreaktion

und die Sequenzierung erfolgen durch die Firma Eurofins MWG Operon.
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IV. Ergebnisse

Insgesamt wurde ein Kollektiv bestehend aus 68-70 Patienten aus ebenso vielen verschiedenen
Familien untersucht, davon waren 41 Probanden Manner (58,6%) und 29 Frauen (41,4%). Die
Patienten wiesen inhomogene Eigen- und Familienanamnesen, sowie ungleiche Symptomauspra-
gungen auf und entstammten 18 verschiedenen Landern. Der jungste Patient war 4 Jahre, der &lteste
94 Jahre alt. Bei funf Patienten fehlte eine Altersangabe vollstandig. Das Durchschnittsalter betrug

27,8 Jahre. Im Folgenden aufgelistet die Aufschliisselung der Altersgruppen:

1-20 Jahre:  30/65 (46,2%)
21-40 Jahre:  22/65 (33,8%)
41-60 Jahre: 10/65 (15,4%)
Uber 60 Jahre: 3/65 (4,6%)

Das Kollektiv wurde in vorangegangen, molekulargenetischen Analysen auf Mutationen in den Genen
CHRNA4 und CHRNB2 untersucht und zeigte sich, bis auf eine Patientin, hierfiir negativ.

Al

M 29 Deutsch - -
A4 M 55 Deutsch 42 LT -15-6s
A7 W 18 Deutsch 4. 17 -125-40 s
A9 W 60 Deutsch 27. L]
Al0 M 62 Nordameri- - -
kanisch
All M 20 Deutsch 6.LJ 10/Nacht/2-3 min
Al2 W 15 Spanisch 1.1J 5-10/Nacht/-
Alé6 W - Deutsch - -
Al17 M - Deutsch - =
Al8 M 29 Belgisch 6. L7 2-3/Nacht/10 s
Al9 W 50 Deutsch 38. L7 10-15/Nacht/30 s
A24 W - Nicht Deutsch 7.LJ -
A27 M 17 Spanisch 4.1J 2-3/Nacht/10-15 s
A28 M 26 Osterreichisch 3.1J 6 prols min/
1 min
A32 M 17 Deutsch - -
A34 W - Deutsch - -
A36 M 19 Deutsch - -
A41 W 12 Schweizer- 3.LJ 16-17/Nacht/
deutsch 1 min
A42 M 16 Schwedisch - -
Ad4 M 18 Deutsch 8. LJ -
AS0 W 44 Deutsch - -
AS2 W - Deutsch - -
AGO M 49 Osterreichisch 8.L] 3-4/Monat/-



A62
A63
Ao4
A65
A67

AT0
AT72

A76
AT7
AT78
A79
A81
A83

A84
AS85
A86
AS87
A88
A89
A9l

A92
A%6

A97
A98

Al01
Al02
Al04

Al05
Al07
Al08

Al09

Al10
Alll
All12
All4

Al15
Alle
Al17
Al18

Al19
Al20
Al21
Al122
Al23

Al24
Al25
Al26

Tab. 14

12
17
63
23
25

23
49

19
39
13
15
28
28

13
14
22
19
19
56
27

38
22

18
17

37
94

38
30
23

51
29
11
20

€288 £ 28 =282 #ZX EE ZERERs#s£sf ZZRRs=fsf 28 HER=XR

32
17
11
45

24
24
16
17
58

8
13
24

LEE H#2Z£€g #=££4

Deutsch
Italienisch
Portugiesisch
Belgisch
Schweizer-
deutsch
Deutsch
Deutsch

Deutsch
Schwedisch
Britisch
Britisch
Nicht Deutsch
Britisch

Deutsch
Deutsch
Britisch
Osterreichisch
Deutsch
Deutsch
Schweizer-
deutsch
Deutsch
Schweizer-
deutsch
Deutsch
Tiirkisch-
Zypriotisch
Norwegisch
Britisch
Nordameri-
kanisch
Dinisch
Deutsch
Neusee-
landisch
Stidameri-
kanisch
Dénisch
Deutsch
Deutsch
Holléndisch
(V)/Thai-
landisch (M)
Deutsch
Britisch
Spanisch
Deutsch

Deutsch
Deutsch
Norwegisch
Kasachstan
Nordameri-
kanisch
Deutsch
Deutsch
Nicht Deutsch

9.LJ
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1/Woche/mehr-mals
pro Nacht

4-6/Monat/
1-2 min
2-3/Nacht/10-30 s

10/Tag/-
2-5/Nacht/5 min
8/Monat/-

mehrmals/Nacht/-
mehrmals/Nacht/-

3/Nacht/-

5-7/Jahr

2-6/Nacht/
mehrere Min.

Patientenliste unter Berucksichtigung des Geschlechts, des aktuellen Alters
des Manifestationsalters, sowie der Anfallsfrequenz und -dauer falls bekannt.
(LJ: Lebensjahr, M: ménnlich, (M): Mutter, Min.: Minute, (V): Vater, W: weiblich)
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1. Probenaufarbeitung

Die Aufarbeitung aller Blutproben erfolgte Uber die Salzfallung. Die DNA der Patienten war
groftenteils bereits isoliert und wurde bei -70°C aufbewahrt. Fir alle weiteren Patienten lagen
zwischen 2 und 10 ml Frischblut vor, so dass die DNA nach der Fallung in einem Volumen von 50-

300 pl TE™* -Puffer aufgenommen und gel6st werden konnte. Die DNA-Konzentrationen bewegten

sich zwischen 22 und 3721 ng/gl.

2. Etablierung der PCR-Bedingungen

Alle drei analysierten Gene erforderten, aufgrund der individuellen Primerkonstruktion mittels
Primer3, die Etablierung neuer PCR-Bedingungen (Tab. 7-9, Kap. Ill. 2.2). Anhand der vom Her-
steller angegebenen Schmelztemperaturen Twm und unter Beriicksichtigung des GC-Gehalts berechnete
man die Annealingtemperatur (Kap. Il1. 2.2) und nutzte das Ergebnis als Richtwert fiir die Gestaltung

des PCR-Programms. In der Mehrheit der Félle liel3 sich eine schrittweise Etablierung nicht umgehen.

Die Annealingtemperaturen flr die Fragmente des Gens RIC3 bewegten sich zwischen 56 und 74°C
(Tm: 53,2-61,4°C), fur das Gen VSNL1 zwischen 54 und 66°C (Tm: 51,7-61,4°C) und fur CRH
zwischen 58 und 66°C (Tw: 54,0-61,6°C) (Tab. 7-9, Kap. Ill. 2.2). Die DNA von Patient A113 lie}
sich haufig nicht amplifizieren und lag zudem nur in niedriger Stockkonzentration vor. Desweiteren
neigten sich einige DNA-Stécke (A38, Al1l7) dem Ende und standen von daher keiner weiteren
Analyse zur Verfligung. Bis zum Abschluss der vorliegenden Untersuchungen kam keine neue

Patienten-DNA zum ausgewahlten Kollektiv hinzu.

3. Methoden des Mutationsscreenings

3.1  SSCP-Analyse

Um die kodierenden Abschnitte und Intron/Exon-Ubergange der Gene RIC3, VSNL1 und CRH aller
Patienten zu untersuchen, erfolgte zunéchst ein Mutationsscreening mittels der SSCP-Analyse. Bisher
gab es von dem Patientenkollektiv noch keine molekulargenetischen Daten hinsichtlich dieser Gene.
Allerdings beschrieben Combi und Kollegen bereits Varianten im CRH-Gen in einem von ihnen
gewahlten Patientenkreis, so dass fur dessen Promotorregion keine SSCP-Analyse durchgefiihrt
wurde, sondern ein direkter Mutationsnachweis unter Anwendung zweier Restriktionsverdaue zur
Anwendung kam. Die Untersuchung gesunder Kontrollpersonen erfolgte nicht auf den SSCP-Gelen,
sondern erst bei Bandenmusterauffélligkeiten in einem zu einem spéteren Zeitpunkt durchgefiihrten
Restriktionsverdau.

Die Detektionsrate der SSCP-Analyse variiert stark in Abh&ngigkeit von der FragmentgroRe — je
kleiner das Fragment, desto sensitiver ist das Verfahren in der Regel (Hayashi 1991). Demzufolge

empfahl es sich, die mehr als 300 bp groRen Fragmente der Exons 1,2 und 6 des Gens RIC3, der Exons
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1 und 4 des Gens VSNL1, sowie des Exons 2 des CRH-Gens durch im Exon lokalisierte Primer
nochmals zu unterteilen (Tab. 4-6, Kap. I1l. 1.4).

Die verschiedenen Bandenmuster, welche sich durch die vier unterschiedlichen Bedingungen im
SSCP-Lauf (4°C, Raumtemperatur, mit und ohne Glycerol) ergaben, wurden anschliefend unter-

einander verglichen.
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+ +
+ =
+ +
+ +
+ + -+
+ + +
+ +
4= -
+ +
+ -
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + -
+ +
+ + -
+ + +
+ -
+ =
+ + +
+ -
+ + +
+ + +
+ +
+ -
+ +
+ Artefakte
< -
+ + (Mikrosatelliten)
+ + (Mikrosatelliten)
+ + (Mikrosatelliten)
+ + (Mikrosatelliten)
+ + (Mikrosatelliten)
+ + +
+ + -

Tab. 15 Ergebnisse und Validitat der SSCP-Analyse.

Bei der Analyse der aufgetragenen Proben ergaben sich oft widerspriichliche Ergebnisse unter den
einzelnen Bedingungen, so dass, dem auffélligen Bandenmuster folgend, eine Sequenzierung not-
wendig wurde, um Fehlinterpretationen auszuschlieRen. Hierbei stellten einige Auffalligkeiten Arte-
fakte dar, die durch erneutes Auftragen und Sequenzieren nicht reproduziert werden konnten. Andere
zeigten sich in der Sequenzierung als Mikrosatelliten, welche die Bandenmusterabweichungen er-
kldrten (Tab. 15). In vielen Féllen litt die Auswertung unter qualitativen Férbe- oder Konzentrations-
differenzen.

Wourde eine Variante mittels einer Kontrollsequenzierung detektiert, tberpriifte man anhand der be-
kannten cDNA-Sequenz, ob diese einen Aminosdureaustausch bewirkt.
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Desweiteren erfolgten vergleichende Restriktionsverdaue in einem ausgewahlten Kontrollkollektiv,
um Allelfrequenzen zu bestimmen und Mutationen von Polymorphismen zu unterscheiden. Man
verglich hierzu die H&aufigkeiten der Varianten unter Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.
AnschlieBende statistische Analysen ermoglichten nun eine Korrelation zwischen den Polymor-
phismen und dem Auftreten der ADNFLE zu demonstrieren bzw. auszuschlieRen.

3.2 Direkter Mutationsnachweis mittels Restriktionsverdau

Bereits bekannte Mutationen oder Polymorphismen erforderten Restriktionverdaue, um die Vielzahl
an Patienten und Kontrollen in kurzer Zeit auf diese zu untersuchen. Jedoch galt dies nur fir die
Promotorvarianten im CRH-Gen. Bei der Analyse der anderen Gene und bei Exon 2 des CRH-Gens
wurde die SSCP zur Orientierung und vorlaufigen Varianten-Detektion angewandt, um nach der
Sequenzierung einer auffalligen Probe, einen Restriktionsverdau unter Kontrollen durchzufiihren. Fir
die neu identifizierten Varianten in den Genen wurden mithilfe der DNA-Sequenz geeignete Enzyme
gesucht, welche fur die Varianten-Allele spezifische Kennsequenzen besaen und nur dann schnitten,
wenn diese vorlagen (Tab. 10-12, Kap. I1l. 2.4.1.1). Somit erleichterte man sich die Analyse der zur
Verfugung stehenden Kontrollen erheblich. In manchen Féllen bendtigte man fir die Integration einer
solchen Schnittstelle Mutageneseprimer (Tab. 13, Kap. I1I. 2.4.1.1).

3.3  Direkter Mutationsnachweis mittels Sequenzierung

Fielen bei SSCP-Analysen anormale Bandenmuster auf, so untersuchte man diese unter Anwendung
der direkten Sequenzierung, um die Varianten genau zu lokalisieren.

Wéhrend einige dieser Auffalligkeiten, welche von den restlichen Patienten abwichen, als Artefakte
imponierten, wiesen andere den vermuteten Basenaustausch auf (Tab. 14, Kap. 1V. 3.1). Um einen
Zusammenhang zwischen auffalligem SSCP-Ergebnis und der notwendigen Sequenzierung zu
verdeutlichen, schloss sich fortfiihrend die Gegentiberstellung beider Ergebnisse fiir alle detektierten

Varianten an.

4. Ergebnisse des Mutationsscreenings

Insgesamt wurden 68-70 Patienten aus verschiedenen Familien auf Varianten oder Mutationen in den
Genen RIC3, VSNL1, sowie CRH hin untersucht. Bisher erfolgte keine molekulargenetische Analyse
des Kaollektivs hinsichtlich dieser Gene, jedoch wurde bereits eine Routinediagnostik auf Mutationen
in den Genen CHRNA4 und CHRNB2 durchgefihrt. Hierbei wurde nur bei Patientin A84, sowie bei
deren Mutter und GrofRmutter mutterlicherseits die Mutation CHRNAA4-Ser248Phe detektiert. Alle

anderen Patienten zeigten sich negativ fur Mutationen in den beiden Genen.
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Im Folgenden werden die detektierten Polymorphismen bzw. Mutationen aufgezeigt und naher er-
lautert (Tab. 16). Auffallige Ergebnisse, welche aus den angewandten Methoden hervorgingen, wer-
den dargestellt.

c.354C>A/- 2.-1470C=A/-
2.-1470C>A/-
c.-61G>A/- - 9.288A>C/-
€.354C>A/c.354C=A - -
- - 2.288A>C/-
€.354C>A/c.354C=A c.149G>A/- -
- - g.-1470C=A/-
2.-1470C>A/-
- - 2.288A>C/-
- - 2.288A>C
€.354C>A/c.354C=A - -
c.354C>A/- - Z
C.354C=A/- - -
C130Y/-
D351N/-
C130Y/- - N
D351N/-
c.354C>A/- - -
G121A/-
C130Y/-
D351N/-
€.354C>A/c.354C=A - -
¢.-390A>C/-
€.354C>A/c.354C>A - -
C130Y/-
D351N/-
c.-61G>A/- - g2.-1404G>A/-
c.354C>A/- 2.288A>C/-
g2.-1470C>A/g.-1404G>A
g.-1470C>A/-
c.354C>A/- - -
c.354C>A/- - -
- - 2.288A>C/-
C130Y/- c.149G=A/- -
C130Y/- - -
c.354C>A/- - -
c.354C>A/- - -
- = 2.288A>C/-
- - 2.288A>C/-
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C130Y/- - -
C.354C=A/- - _
D311N/-
C.354C>A/- - 2.288A>C/-
K25R - 2.-1470C>A/-
o.-1470C>A/-
C.-35G=A/- - -
€.354C>A/-
c.-61G>A - 2.288A>C/-
c.354C>A/- - 2.-1470C>A/-
- - 2.-1470C>A/-
C130Y/- - 2.288A>C/-
D351N/-
C130Y/- = -
C130Y/- - -
¢.354C=A/- - -
C130Y/- - -
D351IN/-
.354C>A/- - 2.288A>C/-
- - 9.288A>C/-
c.354C>A/- - -
- c.149G>A/- 2.288A>C/-
€.354C>A/- - -
€.354C>A/c.354C=A - g.-1470C>A/-
C130Y/-
D351N/-
C.354C>A/c 354C=A ' g.-1470C>A/g.-1470C>A
- - 2.288A>C/-
¢.354C=A/- - -
C130Y/-
c.354C>A/- - -
C130Y/-
c.354C>A/- - -
c.354C=A/- - -
C130Y/-
c.-61G>A/- - -
N - 2.288A>C/-
Tab. 16 Detektierte Varianten in RIC3, VSNL1 und CRH im analysierten Patientenkollektiv.

(al: Vater; a2: Mutter; bl: Bruder; b2: Schwester; c1: Tante vs.; c2: Tante vs.;
d: GroRmutter; e: Sohn)
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4.1 Detektion von Mutationen im Gen RIC3

41.1 c.-61G>A, ncr

Die Untersuchung des Exons 1 zeigte den Polymorphismus c.-61G>A, welcher sich in der nicht-
kodierenden Region (ncr) des Gens befindet.

Im Rahmen der SSCP-Analyse fielen sieben Patienten-Fragmente mit abweichendem Muster auf. Um
diese exakter zu definieren, erfolgte nach PCR-Aufreinigung die Sequenzierung von flinf dieser
Proben uber die Firma MWG Biotech. Mithilfe dieses Verfahrens gelang es den Polymorphismus bei
Patientin A7 in heterozygoter Form nachzuweisen (Abb. 7). Die Patienten A72 und A86 zeigten trotz
des auffalligen Bandenmusters keinen Nukleotidaustausch. Bei Patient A88 konnte eine andere als die
in A7 detektierte Variante nachgewiesen werden, auf welche im Folgenden n&her eingegangen wird.
Die Probe A67 diente als Negativreferenz, da sie das Bandenmuster der Mehrzahl der Untersuchten
reprasentierte. So konnte bei dieser Patientin kein Polymorphismus detektiert werden. Durch Anwen-
dung des Sequenzierungsergebnisses bei A7 auf das restliche Patientenkollektiv war es mdglich, auch
die Patienten A60, A91 und A125 dieser Variante zuzuordnen.

A B
l B . haad
[- -
170 q
GAGCATGGGCTG ;.“
E—— =
Abb. 7 Gegenuberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP

detektierten Bandenmusteraufféalligkeit bei Patient A7 (B) fir die Variante
€.-61G>A in der nichtkodierenden Region des Gens RIC3.

Mittels des Verdaus mit dem Restriktionsenzym Sdul konnte dieser Polymorphismus auch bei zwei
Personen in einem aus 56 deutschen Probanden bestehenden Kontrollkollektiv nachgewiesen werden.
Das PCR-Fragment besitzt 298 bp und wird durch das Enzym im Wildtyp in zwei Fragmente der
Langen 194 und 104 bp geschnitten. Liegt die Variante vor, fallt diese Schnittstelle weg.

65/69 (94,2%) 31/33 (93,9%) 54/56 (96,4%)
4169 (5,8%) 2/33 (6,1%) 2/56 (3,6%)

0/69 0/33 0/56
0,971/0,029 0,970/0,030 0,982/0,018
Tab. 17 Genotyp- und Allelfrequenzen fir die genetische Variante ¢.-61G>A

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.
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4.1.2 c¢.-35G>A, ncr

Die SSCP-Analyse des Exons 1 zeigte die in 4.1.1 aufgefihrten Bandenmusterauffélligkeiten, jedoch
wich das Muster der Patientenprobe A88 von den Ubrigen ab und wurde mittels Sequenzierung
bestétigt (Abb. 8). Es ergab sich der Nukleotidaustausch ¢.-35G>A in der nichtkodierenden Region
des Gens, welcher nur in dem Patienten A88 heterozygot nachgewiesen werden konnte.

‘e

l SR BERE R

:)9 A
3 >
Ny B8 W\-/

'4C 15‘3 : ‘ _,.J » 4 f/l
CGCCAGCCGGAAC - g L&?},-ﬁ
=} I — .

Abb. 8 Gegenuberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A und der in der SSCP

detektierten Bandenmusterauffélligkeit bei Patient A88 (B) fur die Variante
¢.-35G>A in der nichtkodierenden Region des Gen RIC3.

Der Restriktionsverdau mit dem Enzym Cac8l ermdglichte die Uberpriifung von 56 deutschen Kon-
trollpersonen. Dabei fand sich die Variante c.-35G>A heterozygot bei einem Probanden. Das PCR-
Fragment besitzt 298 bp und wird durch das Enzym im Wildtyp in finf Fragmente der L&ngen 165,

55, 46, 27 und 5 bp geschnitten. Liegt die Variante vor, fallt eine Schnittstelle weg und es entstehen
Produkte mit 220, 46, 27 und 5 bp Léange.

68/69 (98,6%) 32/33 (97%) 55/56 (98,2%)

1/69 (1,4%) 1/33  (3%) 1/56 (1,8%)
0/69 0/33 0/56
0,993/0,007 0,985/0,015 0,991/0,009
Tab. 18 Genotyp- und Allelfrequenzen fiir die genetische Variante c.-35G>A

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.

4.1.3 K25R (c.74A>G), Exon 1

Die Variante wurde anfanglich mittels der SSCP-Analyse bei der Patientin A86 detektiert, welche sich
von den restlichen Patientenproben durch ein auffalliges Bandenmuster abgrenzte. Die anschliel3ende
Sequenzierung ergab den heterozygoten Nukleotidaustausch ¢.74A>G in Exon 1 der kodierenden

Region des Gens (Abb. 9). Diese Variante resultiert in dem Aminosaureaustausch K25R.
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! e

140
AAGGCCTTG GGCA

Abb. 9 Gegenuberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP
detektierten Bandenmusterauffélligkeit bei Patient A86 (B) flr die Variante
€.74A>G in Exon 1 des Gens RIC3.

Um auch das Kontrollkollektiv, bestehend aus 77 deutschen Probanden, auf die Variante hin zu
analysieren, erfolgte ein Restriktionsverdau mit dem Enzym Stul. Das PCR-Fragment besitzt 226 bp
und wird durch das Enzym im Wildtyp in zwei Fragmente der L&ngen 155 und 68 bp geschnitten.
Liegt die Variante vor, féallt diese Schnittstelle weg. Der Nukleotidaustausch ¢.74A>G konnte im Kon-
trollkollektiv nicht nachgewiesen werden.

67/68 (98,5%) 33/33 (100%) 77177 (100%)

1/68 (1,5%) 0/33 077
0/68 0/33 077
0,993/0,007 1/0 1/0
Tab. 19 Genotyp- und Allelfrequenzen fur die genetische Variante c.74A>G

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.

4.1.4 Polymorphismen in Exon 3 des Gens RIC3

Die SSCP-Analyse des Exons 3 wies multiple Bandenmusterauffalligkeiten (Abb. 10) auf, was die
genaue Einschétzung des Ergebnisses erschwerte. Insgesamt zeigten 37 Patienten abweichende
Muster, wobei diese zum Teil mehr als einen Polymorphismus vermuten lieBen. Eine anschliel3ende
Sequenzierung von Proben der Patienten mit verschiedenen Bandenkonformationen und einer

mdglichen Negativreferenz ergab wie erwartet mehrere Varianten.

A27 A28 A32 A34 A36 A4l A42 A44 AS2

Abb. 10 Bandenmustervariabilitat bei Exon 3 des Gens RIC3.
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4.1.4.1 L118L (c.354C>A)

Der stille, bereits in Datenbanken erfasste Polymorphismus c.354C>A (rs10839976) konnte nach
auffalliger SSCP-Analyse durch direkte Sequenzierung heterozygot in den Patienten Al, A28, A36,
A42, A60, A62, A63, A72, A76, AB3,A84, A88, A92, A104, A108, A110, Al12, A121, A122, A123
und A124 detektiert werden (Abb. 11). Bei den analysierten Patienten A9, A12, A24, Ad4, A52, A116
und A118 lag Homozygotie vor.

Abb. 11 Gegenuberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP
detektierten Bandenmusterauffalligkeit bei den Patienten A24 (A/A), A27 (C/C),
A28 (C/A)(B) fur die Variante ¢.354C>A in Exon 3 des Gens RIC3.

Das Kontrollkollektiv bestand aus 104 deutschen Probanden und wurde nach PCR-Aufreinigung
mittels Sequenzierung bei Eurofins MWG Operon auf den Polymorphismus untersucht. Auch im
Kontrollkollektiv fand sich dieser sowohl in heterozygoter, als auch in homozygoter Form.

40/68 (58,8%) 19/33 (57,6%) 42/104 (40,4%)

21/68 (30,9%) 10/33 (30,3%) 54/104 (51,9%)
7/68 (10,3%)  4/33 (12,1%) 8/104 (7,7%)
0,743/0,257 0,727/0,273 0,663/0,337
Tab. 20 Genotyp- und Allelfrequenzen fir die genetische Variante c.354C>A

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.

Diese Daten korrespondierten mit den Allelfrequenzen einer européischen HapMap-Kontrollpo-
pulation (MAF 75,0 %).

4.1.4.2 G121A (c.362G>C)

Der bekannte Polymorphismus G121A (rs80168649) wurde nur bei einem der mittels SSCP-Analyse
untersuchten Patienten sowie einer Kontrollperson gefunden. Die Probe A42 unterschied sich deutlich
von den anderen, bereits analysierten DNA-Fragmenten. Die Sequenzierung zeigte insgesamt vier
Varianten, welche zu dieser auffélligen Bandenkonformation fiihrten (Abb. 12). Neben den vorher
beschriebenen, konnten zudem die Nukleotidaustausche ¢.354C>A und c.389G>A nachgewiesen

werden.
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l ¢ A36 A41 A42

110
Ty FFLeCE T F T06

Abb. 12 Gegentiberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP
detektierten Bandenmusterauffalligkeit bei Patient A42 (A36 u. A4l zwei bzw.
eine gleiche Variante) (B) fir die Variante ¢.362G>C in Exon 3 des Gens RIC3.

Das Kontrollkollektiv bestand aus 104 deutschen Probanden und wurde nach PCR-Aufreinigung
mittels Sequenzierung bei Eurofins MWG Operon auf die Variante untersucht.

67/68 (98,5%)  33/33 (100%) 103/104 (99,0%)

1/68 (1,5%) 0/33 1/104 (1%)
0/68 0/33 0/104
0,993/0,007 1/0 0,995/0,005
Tab. 21 Genotyp- und Allelfrequenzen fiir die genetische Variante ¢.362G>C

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.

4.1.4.3 C130Y (c.389G>A)

Anhand der SSCP-Analyse und der Uberpriifenden Sequenzierung einiger Patientenproben konnte bei
insgesamt 15 Patienten der bekannte Polymorphismus ¢.389G>A (rs55990541) detektiert werden
(Abb. 13). Dieser fuhrt zu dem Aminosdureaustausch C130Y. Die Patienten A36, A4l, A42, A52,
AB5, A67, A81, A97, A98, A101, A107, Al16, A121, A122 und Al24 wiesen den Polymorphismus in
heterozygoter Form auf.

A B

l A107 A108 A109

e

Abb. 13 Gegenuberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP
detektierten Bandenmusterauffélligkeit bei Patienten A107 (G/A), A108 (G/G)
und A109 (G/G) (B) fir die Variante ¢.389G>A in Exon 3 des Gens RIC3.
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Das Kontrollkollektiv bestand aus 104 deutschen Probanden und wurde nach PCR-Aufreinigung
mittels Sequenzierung bei Eurofins MWG Operon auf den Polymorphismus untersucht. In diesem
Kollektiv fand sich der SNP rs55990541 sowohl in heterozygoter, als auch in homozygoter Form.

53/68 (77,9%) 28/33 (84,8%) 93/104 (89,4%)

15/68 (22,1%)  5/33 (15,2%) 10/104 (9,6%)
0/68 0/33 1/104 (1%)
0,890/0,110 0,924/0,076 0,942/0,058
Tab. 22 Genotyp- und Allelfrequenzen fir die genetische Variante ¢.389G>A

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.

4.1.4.4 P135S (c.403C>T)

Bei der Sequenzierung der 104 Kontrollpersonen zur Bestimmung der Genotyp- und Allelfrequenzen
konnte bei acht Probanden (ca. 7,7 %) eine weitere, bereits bekannte Variante heterozygot detektiert
werden (Abb. 14). Der Polymorphismus ¢.403C>T (rs73411617), welcher in einem Aminoséure-
austausch von Prolin zu Serin an Position 135 des Proteins resultiert, konnte nicht in unserem

Patientenkollektiv nachgewiesen werden.

l Abb. 14 Sequenzierungsauschnitt von einer
Kontrollperson mit der Variante
€.403C>T im Exon 3 des Gens RIC3.

an T
TCCA GGCAT GG CA

415 D311N (c.934G>A), Exon 6

Bei der SSCP-Analyse des Exons 6 zeigte sich eine Bandenmusterabweichung bei Patient A83.
Die Sequenzierung bestatigte den Verdacht auf das Vorliegen einer Variante (Abb. 15). Der Polymor-

phismus ¢.934G>A resultiert in dem Aminosaureaustausch D311N.

A B
A83
[ ] nd
R e
N S N
C G A 8(433 A AT CCTSG
Abb. 15 Gegenuberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP

detektierten Bandenmusterauffélligkeit bei Patient A83 (B) flr die Variante
€.934G>A in Exon 6 des Gens RIC3.
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Mithilfe eines Restriktionsverdaus mit dem Enzym Mbol gelang es, 53 deutsche Kontrollpersonen auf
diesen Polymorphismus hin zu untersuchen. Auch in diesem Kollektiv lieR sich der Aminoséure-
austausch nachweisen. Das PCR-Fragment besitzt 199 bp und wird durch das Enzym im Wildtyp in
drei Fragmente der L&ngen 87, 67 und 45 bp geschnitten. Liegt die Variante vor, entféllt eine Schnitt-

stelle und es entstehen zwei Fragmente der Langen 132 und 67 bp.

67/68 (98.5%) 33/33 (100%) 51/53 (96.2%)
1/68 (1.5%) 0/33 2/53 (3.8%)
0/68 0/33 0/53
0.993/0,007 1/0 0.981/0,019
Tab. 23 Genotyp- und Allelfrequenzen fir die genetische Variante ¢.934G>A

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.

416 D351N (c.1054G>A), Exon 6

Die SSCP-Analyse des Exons 6 zeigte bei den Patienten A36, A4l, A42, A2, A97, A107, A116 ein
vom restlichen Kollektiv abweichendes Bandenmuster. In der anschlieBenden Sequenzierung konnte
der Polymorphismus ¢.1054G>A (rs11826236) nachgewiesen werden (Abb. 16), welcher in dem

Aminosdureaustausch D351N resultiert. Die sieben Individuen wurden als heterozygot eingeordnet.

70
G T AT T G G T

Abb. 16 Gegenuberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP
detektierten Bandenmusterauffélligkeit bei Patient A116 (B) flr die Variante
€.1054G>A in Exon 6 des Gens RIC3. Dargestellt ist die Sequenzierung des
Gegenstranges, wobei das C-Allel nahezu vollstandig durch das T-Allel iber-
lagert wird (siehe AusschnittsvergréfRerung).
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Ein Restriktionsverdau mit dem Enzym Tagl erméglichte die Uberpriifung eines aus 55 Probanden
bestehenden Kontrollkollektivs, in welchem ebenfalls einige Personen den bereits bekannten SNP
rs11826236 aufwiesen. Um ein Unterscheidungsmerkmal zwischen Wildtyp und Variante zu schaffen,
bedurfte es eines Mutageneseprimers (Tab. 13, Kap. Ill. 2.4.1.1). Das entstandene PCR-Produkt
bestand aus 275 bp. Der Wildtyp wies zwei Schnittstellen mit den Fragmentlangen 259 und 17 auf.
Der Polymorphismus konnte anhand einer fehlenden Schnittstelle detektiert werden.

61/68 (89.7%) 2 52/55 (94,5%)

87.9%)

7/68 (10.3%)  4/33 (12,1%) 3/55 (5.5%)
0/68 0/33 0/55
0.949/0,051 0,939/0,061 0.973/0,027
Tab. 24 Genotyp- und Allelfrequenzen fir die genetische Variante ¢.1054G>A

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.

4.1.7 ¢.1007+149C>G, 3*-UTR

Desweiteren wurde die Variante ¢.1007+149C>G in der 3‘-UTR detektiert. Da Varianten wie diese
technisch relativ schwer zu analysieren und nur selten funktionell sind, wurde ihre Anwesenheit
registriert, jedoch nicht weiteruntersucht. Nur der Patient A65 wies eine Bandenmusterabweichung
auf. Diese wurde im Anschluss mittels direkter Sequenzierung Uberpriift und konnte als genetische

Variante bestatigt werden (Abb. 17). Es erfolgte kein Screening eines Kontrollkollektivs.

A
120 130
AT CCT TLCETOGGEGTSS
Abb. 17 Gegentlberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP

detektierten Bandenmusterauffélligkeit bei Patient A65(B) fur die Variante
€.1007+149C>G in der 3 -UTR des Gens RIC3.

4.2 Detektion von Mutationen im Gen VSNL1/VILIP1

4.2.1 c.-390A>C, S’UTR

In der 5’UT-Region des Gens VSNL1 konnte anhand einer SSCP-Analyse bei den Probanden A50 und
A118 die Variante c.-390A>C detektiert werden. Die Uberprifung der Bandenmusterauffalligkeit er-
folgte nach PCR-Aufreinigung mittels direkter Sequenzierung durch die Firma Eurofins MWG
Operon (Abb. 18). Die Patienten zeigten sich heterozygot fir den Polymorphismus.
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Abb. 18 Gegenuberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP
detektierten Bandenmusterauffélligkeit bei Patient A118 (B) fur die Variante
€.-390A>C in der 5°UT-Region des Gens VSNL1.

Um auch Kontrollpersonen auf diesen Nukleotidaustausch hin zu tberprifen, schloss sich ein Restrik-
tionsverdau mit dem Enzym Bccl an. Das PCR-Fragment besitzt 250 bp und wird durch das Enzym im
Wildtyp in zwei Fragmente der Langen 181 und 69 bp geschnitten. Liegt die Variante vor, verschwin-
det die Schnittstelle vollstandig. Dies zeigte sich bei einer Kontrollperson.

67/69 (97.1%) 31/33 (93.9%) 69/70 (98.6%)
2/69 (2.9%) 2/33 (6.1%) 1/70 (1.4%)
0/69 0/33 0/70
0.986/0.014 0.970/0,030 0,993/0,007
Tab. 25 Genotyp- und Allelfrequenzen fiir die genetische Variante ¢.-390A>C

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.

4.2.2 ¢.149G>A,5’UTR

In der 5°UTR-Region des Gens konnte ein weiterer Polymorphismus in vier Patienten aufgezeigt
werden. Die Patienten Al12, A65, A111 und Al15 zeigten vom restlichen Kollektiv abweichende
Bandenkonformationen, welche mittels direkter Sequenzierung als heterozygote Variante ¢.149G>A
(rs1802174) bestimmt werden konnten (Abb. 19).

!

TA AGCAACTCCAGA

A

B

Abb. 19 Gegentlberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP
detektierten Bandenmusterauffélligkeit bei Patient A65 (B) fur die Variante
€.149G>A in der 5’UTR-Region des Gens VSNL1.

AnschlieRend erfolgte die Analyse von 54 Kontrollen unter Anwendung eines Restriktionsverdaus mit
dem Enzym Fnu4HI. Das PCR-Fragment besitzt 286 bp und wird durch das Enzym im Wildtyp in
sieben Fragmente der Langen 133, 51, 39, 31, 26, 3 und 3 bp geschnitten. Liegt die Variante vor,
schlieflen sich zwei Fragmente zu einem zusammen und es entstehen sechs Produkte mit 172, 51, 31,

26, 3 und 3 bp Lénge. Dies zeigte sich bei mehreren Kontrollen.
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66/70 (94.3%)  31/33 (93.9%) 48/54 (88.9%)
4/70 (5.7%) 2/33 (6.1%) 6/54 (11.1%)
0/70 0/33 0/54
0.971/0,029 0,970/0,030 0,944/0,056
Tab. 26 Genotyp- und Allelfrequenzen fir die genetische Variante c.149G>A

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.

4.2.3 Auffallige SSCP-Ergebnisse in Exon 3 des Gens VSNL1

Bei der SSCP-Analyse des Exons 3 trat bei acht Patienten eine identische, von den Bandenmustern des
restlichen Kollektivs abweichende Konformation auf (Abb. 20). Die direkten Sequenzierungen der
aufgereinigten PCR-Fragmente von den Patienten A10, A63, A65, A81, A86, A98, A104 und A107
zeigten, mit hoher Wahrscheinlichkeit artefaktbedingt, ungleiche Ergebnisse. Aufgrund dessen
erfolgte die Bestellung eines neuentwickelten Vorwartsprimers VILIP-1-3Fn, um die gewdinschte
Nukleotidposition besser zu erfassen. Die erneuten Sequenzierungen zeigten weder die vorher detek-
tierten Artefakte, noch eine Nukleotidvariante, so dass in diesem Falle keine weiteren Aussagen zu
mdglichen Polymorphismen erfolgen konnten. Dennoch wurden die SSCP-Muster zur Vervoll-
stdndigung beigefligt. Wir vermuten schlussfolgernd eine artefaktbedingte SSCP-Musterveranderung —

mdglicherweise verursacht durch eine zu hohe DNA-Konzentration.

Abb. 20 Auffalliges SSCP-Muster bei Patient A104,
reprasentativ flir sieben weitere Patienten. Mit
neuem Vorwartsprimer VILIP-1-3Fn und damit
erhohter ProduktgroRe keine Detektion einer
Nukleotidvariante bei direkter Sequenzierung.

4.2.4 Mikrosatellit in der 3--UTR

In der 3°-untranslatierten Region des Gens VSNL1 lieRen sich mithilfe der SSCP-Analyse komplexe
Bandenmuster bei allen Patienten nachweisen. Représentativ wurden einige Proben nach Aufreinigung
zur direkten Sequenzierung eingeschickt, welche die SSCP-Auffalligkeiten erklérte. Es konnten in
allen eingesandten PCR-Fragmenten ein Mikrosatellit vom Typ (CA)n detektiert werden (Abb. 21).
Mikrosatelliten sind kurze, nichtkodierende DNA-Sequenzen und stellen die haufigste Form repeti-
tiver DNA dar. Die Dinukleotidwiederholungen vom Typ (CA)n machen etwa 0,5 % des Genoms aus

und finden Anwendung in der Genanalyse, da sich die Anzahl der Wiederholungen bei verschiedenen
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Individuen unterscheidet und aufgrund dessen bei Restriktionsverdauen DNA-Fragmente unter-
schiedlicher L&nge hervorbringt.
Da der detektierte Mikrosatellit technisch ebenfalls nur schwer zu analysieren und nur selten funk-
tionell ist, wurde seine Anwesenheit registriert, jedoch nicht weiteruntersucht.
A B

A17 AI8 A19 A24 A27 A28 A32

NSNS =

i-v\—v-‘—au—

Mikrosatellit vom Typ (CA)n

AN
- T
-
(=]
- -
CACACACACACACACACAAATLA —
Abb. 21 Gegenuberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP detektierten

komplexen Bandenmusterkonformation (B) in der 3“-UTR des Gens VSNL1, bedingt durch
Dinukleotidwiederholungen vom Typ (CA)23.

4.3 Detektion von Mutationen im Gen CRH

Die Analyse des CRH-Gens erfolgte in unserem Patientenkollektiv basierend auf vorangegangenen
Untersuchungen durch Combi und Kollegen aus dem Jahr 2005 und wurde um das Screening der
bisher nicht untersuchten, kodierenden Region des Gens mittels SSCP-Analyse erganzt. Die beiden
zuvor beschriebenen Promotorvarianten wurden sowohl in unserem Patienten-, als auch in einem

groleren Kontrollkollektiv unter Anwendung zweier Restriktionsverdaue tberprift.

4.3.1 g.-1470C>A, Promotorregion
Der Polymorphismus g.-1470C>A wurde bereits in der SNP-Datenbank des NCBI (rs12721510)

beschrieben und daher in unserem Patienten- und einem ausgewéhlten Kontrollkollektiv mittels des
Restriktionsverdaus mit dem Enzym Scrfl Gberpruft. Das entstandene PCR-Produkt besitzt 542 bp und
wird durch das Enzym bei Vorliegen des Wildtyps in fiinf Fragmente der Langen 367, 73, 39, 33 und
30 bp geschnitten. Liegt die Variante vor, schlie3en sich zwei Fragmente zu einem zusammen und es
entstehen vier Produkte mit 367, 103, 39 und 33 bp Lé&nge. Die Patienten Al, A16, A86, A92, A96
und A116 zeigten sich heterozygot fur die Variante, wéhrend bei der Patientin A118 Homozygotie

vorlag (Abb. 22). Die Promotorvariante fand sich auch in der Kontrollpopulation.
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Abb. 22 Restriktionsverdau mit Scrfl zur Detektion der Promotorvariante g.-1470C>A im Patienten-
kollektiv (vergleichend: Heteroygotie=C/A, Homozygotie=A/A und Patient ohne Polymorphis-
mus=C/C) (A) und bei Familienmitgliedern der betroffenen Patienten Al, A16 und A86
(al:Vater; a2: Mutter; bl: Bruder;b2: Schwester; c1: 1.Tante vs.; c2: 2.Tante vs.; d: GrofR-
mutter) (B).

63/70 (90%)
6/70 (8.6%)

29/33 (87.9%) 119/131 (90.8%)
3/33 (9.1%) 12/131 (9.2%)

1/70 (1.4%) 1/33 (3%) 0/131
0,943/0,057 0,924/0.076 0,954/0.046
Tab. 27 Genotyp- und Allelfrequenzen fir die Promotorvariante g.1470C>A

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.

Die anhand der ermittelten Ergebnisse berechneten minimalen Allelfrequenzen (MAF von 5,7% bei
Patienten, 4,6% bei Kontrollen) korrespondierten mit den bereits verdffentlichten Daten flr eine
europaische HapMap-Kontrollpopulation (MAF 6,7%).

4.3.2 (.-1404G>A, Promotorregion

Bei der Untersuchung der Variante g.1470C>A wurde mittels des Restriktionsverdaus mit Scrfl
zufallig ein weiterer Nukleotidaustausch in der Promotorregion des Gens CRH detektiert. Dieser kenn-
zeichnete sich durch eine zusétzliche Bande bei dem Patienten A60. Das Enzym schnitt das 542 bp
grolle Produkt bei Vorliegen des Wildtyps in vier Fragmente der Langen 401, 73, 39 und 30 bp. Bei
Auftreten der Variante verblieben nur noch drei Fragmente mit 401, 103 und 39 bp Lénge.

Zur besseren Beurteilung dieser erfolgte nach PCR-Aufreinigung die direkte Sequenzierung der
Patientenprobe und ergab den Polymorphismus bzw. die Mutation g.-1404G>A in heterozygoter Form
(Abb. 23).
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l Abb. 23 Bestatigung der Promotorvariante
0.-1404G>A mittels direkter Sequen-
zierung bei Patient A60.

340
CCCTGCTAGGAAA

Da diese Variante bisher nicht beschrieben wurde und nur bei einem einzigen Patienten auftrat, wurde
diese in einem erweiterten Kontrollkollektiv, bestehend aus 131 Probanden und in der Familie des
Betroffenen tberprift (Abb. 24).

Abb. 24 Restriktionsverdau mit Scrfl fir
Familie des Indexpatienten A60 zur
Uberprifung der Promotorvarianten
g.-1404G>A und g.-1470C>A.

uv = unverdaute Probe

Vater al : 9.-1404G/G; g.-1470C/C
Mutter a2 : 0.-1404G/A; g.-1470C/A
Bruder bl : 0.-1404G/G; g.-1470C/A
Sohn e : 0.-1404G/G; g.-1470C/C
Patient A60 : 0.-1404G/A; g.-1470C/C

Nur der Patient A60 und seine Mutter wiesen den neu detektierten Polymorphismus bzw. die neu
detektierte Mutation in heterozygoter Form auf. Zudem zeigte sich der Nukleotidaustausch g.-
1470C>A bei Mutter und Bruder heterozygot, jedoch nicht bei A60. Vater und Sohn des Betroffenen

wurden flir beide Varianten negativ getestet.

69/70 (98.6%)  33/33 (100%) 131/131 (100%)

1/70 (1.4%) 0/33 0/131
0/70 0/33 0/131
0.,993/0,007 1/0 1/0
Tab. 28 Genotyp- und Allelfrequenzen fur die Promotorvariante g.1404G>A

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.

4.3.3 @.-1166G>C, Promotorregion

Die zweite von Combi und Kollegen identifizierte Variante g.-1166G>C konnte in unserem Patienten-
kollektiv nicht detektiert werden. Es erfolgte dementsprechend keine Uberpriifung einer Kontroll-
gruppe. Der Restriktionsverdau erfolgte unter Verwendung des Enzyms Hinfl. Das entstandene PCR-
Produkt besitzt 542 bp und wird durch das Enzym bei Vorliegen des Wildtyps in drei Fragmente der
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Langen 358, 127 und 57 bp geschnitten. Liegt eine Variante vor, féllt eine der Kennsequenzen weg
und es entstehen Produkte mit 485 und 57 bp Léange.

434 G96G (g.288A>C), Exon 2

Bei der SSCP-Analyse des Exons 2 konnten Bandenmusterauffalligkeiten bei insgesamt 17 Patienten
detektiert werden. Die Patienten A7, All, Al7, A19, A60, A64, A78, A79, A84, A9l, A97, A9,
A108, A109, Al111, A120 und A126 zeigten eine identische Bandenkonformation, welche mittels
direkter Sequenzierung als stiller SNP G96G bestimmt werden konnte (Abb. 25). Dieser Polymor-
phismus wurde bereits in der SNP-Datenbank der NCBI verdffentlicht (rs6159).

A B

A78 A79 A8l A83 A84

Coarg

Aaalsalny
e b o

140
CGEGOC6GG6AGBGCAGLGCC

Abb. 25 Gegenuberstellung des Sequenzierungsergebnisses (A) und der in der SSCP
detektierten Bandenmusterauffalligkeit bei den Patienten A78, A79 und A84(B)
fur die Variante g.288A>C in Exon 2 des Gens CRH.

Um die im Patientenkollektiv aufgetretene Variante auch in einem Kontrollkollektiv zu Uberprifen,
erfolgte ein Restriktionsverdau mit dem Enzym BsmAl. Um ein Unterscheidungsmerkmal zwi-
schen Wildtyp und Variante zu schaffen, bedurfte es eines Mutageneseprimers (Tab. 13, Kap.
I1l. 2.4.1.1). Das entstandene PCR-Produkt bestand aus 372 bp. Der Wildtyp wies drei
Schnittstellen mit den Fragmentlangen 186, 161 und 25 auf. Der Polymorphismus konnte an-
hand einer fehlenden Schnittstelle detektiert werden und verdeutlichte sich durch das Vor-
handensein von nur zwei Fragmenten der Langen 161 und 25 bp. Auch im Kontrollkollektiv
erwies sich rs6159 als haufiger SNP.

52/69 (75.4%)  25/33 (75.8%) 39/55 (70.9%)
17/69 (24.6%) 8/33 (24.2%) 15/55 (27.3%)

0/69 (0%) 0/33 (0%) 1/55 (1.8%)
0.877/0.123 0.879/0.121 0.845/0.155
Tab. 29 Genotyp- und Allelfrequenzen fir die genetische Variante g.288A>C

unter allen Patienten, deutschen Patienten und Kontrollen.
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V.  Diskussion

Ziel der Arbeit war es, ein bereits auf Mutationen in den Genen CHRNA4 und CHRNBZ2 untersuchtes
Patientenkollektiv, fur welche es sich negativ zeigte, auf andere, eventuell krankheitsverursachende,
Polymorphismen bzw. Mutationen in den Kandidatengenen RIC3 und VSNL1 zu analysieren. Ergan-
zend hierzu wurde das Kollektiv auf von Combi und Kollegen bereits 2005 detektierte genetische

Varianten im Gen CRH analysiert.

1. Validitat der angewandten Methoden

1.1 PCR

Zur Durchftihrung molekulargenetischer Untersuchungen war die Etablierung der PCR-Bedingungen
fir die einzelnen Fragmente nétig. Dies geschah durch Optimierung der Annealingtemperatur, der
Zyklenzahl sowie der Dauer der einzelnen PCR-Schritte. Einige Male bedurfte es einer erneuten
Etablierung, um ein adaquates Produkt zu erhalten. Haufig lag dies an der Verwendung verschiedener
Thermocycler oder an der Qualitit der genutzten Primer, so dass die Konstruktion und Bestellung

neuer Primer notwendig wurde.

1.2  SSCP

Um genetische Varianten bzw. Mutationen zu detektieren, wurde das Verfahren der SSCP-Analyse an-
gewandt, wobei sich deren Validitat von Fragmentgrée und Laufbedingungen abhéngig zeigte.VVon
Sheffield und Kollegen wurde 1993 die Sensitivitat bei Produkten mit bis zu 300 bp Lange mit 90 %
angegeben (Sheffield et al. 1993). In dieser Arbeit konnte aufgrund der Anwendung vierer verschie-
dener Laufbedingungen eine Detektionsrate von etwa 81,4 % erzielt werden. Die exakte Durchfihrung
der sich anschlieBenden Silberfarbung spielte fiir die Beurteilung der verschiedenen Einzelstrang-
konformitéten eine mafgebliche Rolle, so dass bei qualitativ minderwertiger Arbeit mit einer erhdhten
Fehlerquote gerechnet werden musste. Die SSCP stellt zusammenfassend ein kostenglinstiges, von
technischer Seite maRig aufwendiges Verfahren zur Analyse vor allem grofler Kollektive auf
eventuelle Polymorphismen bzw. Mutationen dar. Es dient bei sauberer Ausfiihrung zur Detektion
unbekannter, aber auch bekannter Varianten, die jedoch immer erst mithilfe einer Sequenzierung
verifiziert bzw. spezifiziert werden kénnen (Sunnucks et al. 2000). Seit der praktischen Durchfihrung
der hier diskutierten Ergebnisse entwickelten sich verschiedene neue Methoden, welche die
Reproduzierbarkeit und Detektionsrate der SSCP-Analyse deutlich Ubertreffen. Hierzu gehdren
beispielsweise verschiedene Techniken des ,,next generation sequencing™ oder die ,,SNP arrays®.
Diese Verfahren haben die SSCP und die Sequenzierung nach Sanger inzwischen als Screening-
methode fiir bekannte oder auch unbekannte Polymorphismen abgeldst (Schuster 2008; LaFramboise
2009).
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1.3 Restriktionsverdau

In der vorliegenden Arbeit diente diese Methode sowohl zur Uberpriifung der in der SSCP und
Sequenzierung detektierten Varianten in einem ausgewéhlten Kontrollkollektiv, als auch der Identi-
fizierung bereits bekannter SNPs bzw. Mutationen im Patientenkollektiv. Letzteres wurde sich bei der
Suche nach von Combi und Kollegen beschriebenen Promotorvarianten im Gen CRH zunutze ge-
macht. Restriktionsverdaue ermdglichen im Falle bereits beschriebener Varianten eine Analyse grofer
Kollektive. Die Kosten fiir das Verfahren orientieren sich hierbei vor allem an Art und Menge des
bendtigten Enzyms. Die von Enzymeigenschaften abhéngige, zeit- und technisch aufwendige Durch-
fihrung limitiert die Anwendungsoptionen. Unter Einbeziehung dieser Faktoren wirde die direkte
Sequenzierung von zu untersuchenden DNA-Proben, wie sie mit heutigen Methoden kostenglinstig
maoglich ist, effektiver und effizienter sein.

1.4 Aktuelle methodische Fortschritte

Wie bereits in Kapitel V.1.2 angesprochen, hat die Entwicklung neuer molekulargenetischer Metho-
den seit Abschluss des praktischen Teils der vorliegenden Studie rasante Fortschritte gemacht. Wirde
die Studie heute nochmals begonnen, so kdmen fiir das Screening nach unbekannten Varianten neuere
Sequenziertechniken zum Einsatz. Die folgenden Ausfuhrungen sollen nur einen kleinen Einblick in
die heutigen Mdglichkeiten der DNA-Sequenzierung und SNP-Detektion gewéhren.

Das 2005 eingefuhrte Verfahren von 454 Life Sciences/ Roche orientiert sich an der von Ronaghi und
Kollegen beschriebenen Pyrosequenzierung (Ronaghi et al. 1996; Mardis 2008). Wie bei der Methode
nach Sanger dient hier ein Einzelstrang des zu sequenzierenden DNA-Molekiils als Vorlage und wird
unter Verwendung eines Primers und einer Polymerase zum Doppelstrang erginzt (,,sequencing-by-
synthesis®). Wenn nun ein Nukleotid komplementér zum Vorlagenstrang eingebaut wird, kann das
dabei freigesetzte Pyrophosphat (PPi) mithilfe eines Enzymsystems, bestehend aus einer ATP-Sulfu-
rylase und einer Luziferase, zundchst in den Energielieferanten ATP und dann in einen zu messenden
Lichtblitz umgewandelt werden (Margulies et al. 2005). Gerade fiir de novo-Sequenzierungen bisher
unbekannter DNA stellt das Verfahren eine attraktive Technologie dar (Shendure and Ji 2008).
Nachteile der Methode liegen beim Lesen langer Homopolymerabschnitte, da es sich schwierig gestal-
tet, die Lichtintensitat nach Einbau von z. B. 20 C-Nukleotiden gegentber nur 19 Bausteinen zu dis-
kriminieren. Dennoch liegt die Lesegenauigkeit bei ausreichend hoher Redundanz bei etwa 99 %
(Mardis 2008).

Auch die 2006 von Illumina eingefiihrte Solexa-Technologie bedient sich der ,,seqeuncing-by-
synthesis“-Methode. Das Verfahren basiert auf einer PCR-Vervielféltigung auf einem soliden Trager
(,,bridge PCR*) und nicht wie beim 454 Roche-System an Kiigelchen (Fedurco et al. 2006). Hierbei

wird an einem einzelstrangigen DNA-Molekil unbekannter Sequenz, welches als Vorlage fungiert,
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der komplementére Strang repliziert und somit ein terminierendes Nukleotid eingefiigt. Dieses stoppt
die DNA-Synthese und induziert die Aufnahme des Fluoreszenzfarbstoffes. Es kommen vier
verschiedene Farben fur die vier Nukleotide zum Einsatz. Mittels Fluoreszenz-Mikroskopie wird die
eingebaute Base fir jedes Cluster bestimmt. AnschlieBend erfolgt die Entfernung des Terminator-
Nukleotids und der Fluoreszenzmarkierung, um eine erneute Sequenzierrunde einzuleiten (Shendure
and Ji 2008; Turcatti et al. 2008). Der Nachteil dieses Verfahrens liegt in der geringeren Leseweite
des Verfahrens, trotz einer hoheren Produktion an Datenmenge. Daraus resultiert eine Anwendung
dieser Methode meist nur bei vorhandener Referenzsequenz als Vorlage. Die Sequenzierung von
Homopolymerabschnitten allerdings gestaltet sich mithilfe der Solexa-Technologie recht einfach
(Mardis 2008).

Der SOLiD-Genome-Analyzer (Sequencing by Oligo Ligation and Detection von ABI) erschien
erstmals im Oktober 2007 und differiert hinsichtlich seiner Funktion deutlich von den beiden zuvor
beschriebenen Geraten. Das System basiert auf einer Sequenzierung durch Ligation (Shendure et al.
2005; Mardis 2008).

Anhnlich dem Sequenzierverfahren von Roche werden hier die zu sequenzierenden Molekiile einzeln
an 1 um-Kdugelchen gebunden und daraufhin durch Amplifikation unter Durchfiihrung einer Emul-
sions-PCR klonal vermehrt. Anschlielend erfolgt das Auftragen der Kigelchen-Matrizen-Einheit auf
einen Glastrager. Das Zugeben fluoreszenzmarkierter Oktamernukleotide zum Vorlagenstrang ermog-
licht daraufhin durch Ligation die Identifizierung der DNA-Sequenz. Im ndchsten Zyklus wird der
Fluoreszenzfarbstoff erntfernt und ein neues Oligonukleotid, das eine weitere Base detektiert, gebun-
den. Jeder Lauf dieses Verfahrens bendtigt ca. funf Tage und produziert drei bis vier Gigabyte an
Sequenzierdaten mit einer durchschnittlichen Leselange von 25-35 bp (Hankeln 2008; Mardis 2008).
Diese Technologie eignet sich aufgrund dessen eher fir Resequenzierungen von bekannten Sequenzen
und erzielt hierbei hohe Detektionsraten.

Neueste Systeme, Verfahren des sogenannten ,,next-next generation sequencing“, ermdglichen die
DNA-Sequenzierung ohne vorherige Amplifikation durch PCR. Sich in Entwicklung befindende
Methoden der Firmen Pacific Biosciences, Visigen, Complete Genomics oder Oxford Nano ermdég-
lichen erstmals neben der fortschrittlichen Kosten- und Arbeitsreduktion eine Einzelmolekilsequen-
zierung. In Tabelle 30 werden weitere funktionelle und wirtschaftliche VVor- und Nachteile der drei
wichtigsten ,,next generation sequencing“- und eines ,,next-next generation sequencing“-Verfahren

vergleichend gegentibergestellt. Abbildung 26 stellt die beschriebenen Methoden schematisch dar.
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Abb. 26 Vergleichende schematische Darstellung verschiedener NGS- und NNGS-Verfahren
(MacLean et al. 2009).

Emulsions- | Polymerase $500.000 Insertion od. (Dressman et
PCR (Pyrosequenzierung) Deletion al. 2003;
Margulies et
al. 2005)
Bridge- Polymerase $2 $430.000 Ja Substitution | 36 bp | (Bentley
PCR (reversible 2006:
Terminatoren) Fedurco et al.
2006)
Emulsions- | Ligase $2 $591.000 Ja Substitution | 35bp | (Shendure et
PCR (Oktamere mit Zwei- al. 2005:
Basen-Kodierung) McKernan
2006)
Einzel- Polymerase $1 $1.350,000 | Ja Deletion 30bp | (Braslavsky
molekiil (asynchrone etal. 2003:
Extension) Harris et al.
2008)
Tab. 30 Gegenuberstellung verschiedener NGS- und NNGS-Verfahren unter Einbeziehung ihrer

Funktionsweisen und wirtschaftlicher Aspekte (Shendure and Ji 2008).
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Wenn es um die Bestimmung der Frequenz bekannter Varianten geht, so hétte man heute die Wahl
zwischen der Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) oder einem Array-
gestutzten Verfahren. Bei der MLPA (Abb. 27) handelt es sich um ein Verfahren, das die Detektion
von Dosisunterschieden von bis zu 45 verschiedenen Nukleinsaurefragmenten in einem Ansatz, mit
nur einem einzigen Primerpaar ermdglicht und 2002 das erste Mal von Shouten et al. beschrieben
wurde (Schouten et al. 2002). Die Menge der sequenzspezifisch hybridisierten und ligierten
Oligonukleotide ist dabei proportional zur Kopienzahl der Zielsequenz. Die Auftrennung der Amplifi-
kationsprodukte der GroRe nach erfolgt anschlieend durch Kapillarelektrophorese. Dosisunterschiede

zeichnen sich hierbei durch Reduktion oder VergroRerung der Peakhthen und Peakfldchen aus

( www.medizinische-genetik.de/index.php?id =2001). Die MLPA eignet sich besonders fiir die Be-
stimmung einer kleinen Zahl von Varianten mit hoher methodischer Zuverlassigkeit. Sie lasst sich

schnell, kostengunstig und einfach durchfiihren.

e Abb. 27 Schematische Darstellung des
. N\ f PR o sednnoy groben Ablaufs einer MLPA.
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http://www.eurogentest.org/web/files/public/unit5/trials/MLPA validation_summary.pdf

Fur die Analyse einer groReren Zahl von Varianten oder des gesamten Genoms kommt eher die Array-
Technik infrage. SNP-Arrays sind Oligonukleotidarrays mit hoher Dichte, die zum Nachweis von
SNPs innerhalb eines Genoms dienen. Heute erlauben kommerzielle SNP-Array-Plattformen eine
Genotypisierung von ca. einer Million SNPs in einem Individuum mit 99%iger Genauigkeit und das in
nur einem Assay (Affymetrix und lllumina) (LaFramboise 2009). Abbildung 28 zeigt beide Ver-

fahrensabldufe in schematischer Darstellung.


http://www.medizinische-genetik.de/index.php?id%20=2001
http://www.eurogentest.org/web/files/public/unit5/trials/MLPA_validation_summary.pdf
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Abb. 28 Vergleichende schematische Darstellung des Ablaufs zweier SNP-Array-Technologien
(LaFramboise 2009).

Am Anfang wird das mittels beider Verfahren zu untersuchende DNA-Fragment, welches einen A/C
SNP aufweist, dargestellt (Abb. 28). Beim Affymetrix-Assay (a) gibt es 25-mer Sonden fiir beide
Allele. In diesen variiert die Lokalisation des SNPs. Die DNA bindet an beide Sonden unabhéangig
davon, welches Allel sie tragen. Am effizientesten passiert dies allerdings, wenn sie sich zu allen 25
Basen komplementér verhalt (hellgelb). Schlechtere Ergebnisse gewinnt man, wenn die Sonden nicht
zum SNP passen (dunkelgelb). Die dadurch verhinderte Bindung manifestiert sich in einem dunkleren
Signal. An jedes Illumina-Kugelchen (b) wird eine 50-mer-Sequenz komplementdr zu benachbarten
SNP-Region gebunden. Die Einzelbasenanlagerung (T oder G), welche komplementér zu dem von der
DNA getragenen Allel (A oder C) erfolgt, resultiert dann in einem entsprechenden Farbsignal (rot oder
grin). Bei beiden Verfahren (a) und (b) wandelt ein Computersystem die rohen Signale in
Interferenzen um, die die An- bzw. Abwesenheit jedes der beiden Allele bestitigen (LaFramboise
2009).

2. Ergebnisse des Mutationsscreenings

Die Tabelle 16 (Kap. IV.4.) zeigt die Ergebnisse des Mutationsscreenings fir alle 70 Patienten.
Desweiteren beinhaltet sie Daten zu untersuchten Familienangehdrigen einiger Patienten (Al, Al6,
A60 und A86) mit Promotorvarianten im Gen CRH.

17 von 70 (24,3 %) Patienten wiesen in keinem der Gene Varianten auf. Im Groliteil des Kollektivs
(75,7 %) fanden sich in allen drei Genen ein oder mehrere Nukleotidaustausche. Von diesen zeigten
wiederum 75,5 % der Patienten Varianten im Gen RIC3, 7,5 % im Gen VSNL1 und 43,4 % im Gen
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CRH. Bei keinem der untersuchten Individuen konnten Nukleotidaustausche in allen drei Genen
detektiert werden, jedoch kam es vor, dass verschiedene Varianten in einem Gen bzw. in zwei Genen
beobachtet werden konnten. Die Variantenkonstellation bei einigen Patienten lieR keine Rlckschlusse
hinsichtlich eines mdglichen, durch Zusammenwirkung bedingten, krankheitsverursachenden Poten-
tials zu, da kein einheitliches Muster erkennbar wurde. Aus diesem Grund war es sinnvoll, jeden Poly-

morphismus separat zu beurteilen, um anschlielend dessen Relevanz zu diskutieren.

3. Diskussion der detektierten genetischen Varianten

Diese Arbeit untersucht erstmalig das Auftreten genetischer Varianten in neuen Kandidatengenen,
welche die Funktion des nikotinischen Acetylcholinrezeptors beeinflussen und zur Entstehung der
ADNFLE beitragen konnten. Schwierigkeiten bei der Beurteilung der identifizierten Variante hinsicht-
lich ihrer Bedeutung flr die Krankheitsatiologie ergaben sich zum einen aus der ethnischen Inhomo-
genitat, zum anderen aus der grollen Variationsbreite bei einer begrenzten Verfligbarkeit diagnos-
tischer und anamnestischer Informationen zum analysierten Patientenkollektiv. Gerade die Kom-
plexitit der Diagnosestellung und der Symptomvielfalt erschwerte eine exakte Klassifizierung bzw.
Zuordnung der Patienten, so dass zum jetzigen Zeitpunkt noch keine eindeutigen Zusammenhange
zwischen dem Auftreten eines Nukleotidaustausches und der Krankheitsschwere postuliert werden
kénnen. Jedoch beféhigen die erhobenen Daten — vor allem die vergleichende Untersuchung des
Kontrollkollektivs — zu einer Einschédtzung der Relevanz hinsichtlich der Krankheitsentstehung. Im
Folgenden werden alle detektierten Varianten diskutiert und Empfehlungen zu fortfiihrenden Analysen

aufgezeigt.

3.1  Polymorphismen im Gen RIC3

Im RIC3-Gen konnten insgesamt zehn verschiedene Polymorphismen identifiziert werden. Die bereits
beschriebene Variante L118L (dbSNP NCBI, rs10839976) stellte sowohl im Patienten-, als auch im

Kontrollkollektiv den am haufigsten auftretenden Polymorphismus dar.

3.1.1 c¢.-61G>A, ncr

Die Variante c.-61G>A befindet sich in der 5¢-nichttranslatierten Region des Gens und konnte bei vier
Patienten in heterozygoter Form detektiert werden. Diese unterschieden sich hinsichtlich ihrer Her-
kunft, wobei zwei Patienten deutschstdimmig, einer 6sterreichisch und ein anderer schweizerdeutsch
war. Auch das Alter und Geschlecht der Betroffenen differierte. Uber die Patienten A7 (W), A60 (M)
und A91 (M) lagen uns, die Familienanamnese betreffend, weitere Informationen vor. Die drei an
néchtlichen Anféllen leidenden Individuen kamen aus Familien, in welchen mehrere Verwandte
ebenfalls betroffen waren. Da sich die Variante jedoch auch in dhnlicher Frequenz in dem deutschen
Kontrollkollektiv zeigte, wurden keine weiteren Analysen der vorhandenen Verwandten-DNA durch-

gefiihrt. Homozygote Tréager dieses Polymorphismus konnten weder im Patienten-, noch im Kontroll-
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kollektiv nachgewiesen werden. Aufgrund der herkunftsbezogenen Unterschiede bedirfte es groferer,
angeglichener Kontrollkollektive, um genauere Aussagen tiber die Relevanz dieser Variante zu treffen.
Desweiteren konnten elektrophysiologische in vitro-Studien zur Aufschliisselung der mdglichen
Funktion bzw. Auswirkung dieses Polymorphismus beitragen, denn auch SNPs in nichtkodierenden
Regionen konnen beispielsweise eine Anderung der Transkriptionsregulation und RNA-Stabilitét

bewirken.

3.1.2 ¢.-35G>A, ncr

Bei der SSCP-Analyse des Exons 1 konnte neben der oben genannten, genetischen Variante noch eine
weitere bei Patient A88 (M) detektiert und mittels Sequenzierung verifiziert werden. Der Nukleotid-
austausch ¢.-35G>A lag in heterozygoter Form vor und befand sich ebenfalls in der 5°-nicht-
translatierten Region des Gens RIC3. Der Betroffene war deutscher Herkunft und zeigte hinsichtlich
néchtlicher Anfélle eine positive Familienanamnese. Die Mutter des Patienten litt, wie er selbst, unter
stereotypen komplex-fokalen Anféllen, welche immer aus dem Schlaf heraus erfolgten. Auch bei der
Schwester der Grofmutter mutterlicherseits lieBen sich ahnliche Angaben eruieren. Die genetische
Komponente der Epilepsie zeigte sich hier also deutlich. Die Variante konnte auch bei einer Kontroll-
person heterozygot nachgewiesen werden. Da sich bei dieser Analyse die Herkunft des Patienten mit
der des Kontrollkollektivs deckte, lasst sich vermuten, dass dieser Polymorphismus nicht zur Krank-

heitsentstehung beitrégt, sondern vielmehr einen funktionell neutralen SNP darstellt.

3.1.3 K25R (c.74A>G), Exon 1

Die Variante K25R befindet sich in der kodierenden Region des Gens RIC3 und konnte nur bei einer
britischen Patientin (A86) in heterozygoter Form identifiziert werden. Die Patientin und deren Mutter
litten nachweislich unter einer Temporallappenepilepsie mit Auren, welche in hoher Frequenz tags-
und nachtsuber auftraten. Auch der Bruder und der Cousin mitterlicherseits der Indexpatientin A86
zeigten Anzeichen einer Epilepsie. Mutter, Bruder und Patientin sprachen gut auf Carbamazepin an.
Trotz der diagnostizierten Temporallapppenepilepsie erschien es sinnvoll auch hier auf Polymor-
phismen bzw. Mutationen im Gen RIC3 zu screenen, da in friheren Publikationen auch bei diesem
Epilepsiesyndrom eine seltene, erbliche Form mit autosomal-dominantem Vererbungsmechanismus
bei inkompletter Penetranz postuliert und bereits einige andere Kandidatengene untersucht wurden
(Michelucci et al. 2003). In dem analysierten, auf 77 Probanden erweiterten Kontrollkollektiv konnte
die Variante weder in hetero-, noch in homozygoter Form detektiert werden. Aufgrund der Ab-
weichung beziiglich der Herkunft zwischen Patienten und Kontrollkollektiv wurden die Familien-
mitglieder noch nicht untersucht. Dies ist erst sinnvoll, wenn ein geeignetes britisches Kollektiv als
passende Kontrolle zur Verfugung steht. Sollte sich der Aminoséureaustausch K25R in einem solchen
Kontrollkollektiv nicht nachweisen lassen, wéren weiterfihrende funktionelle in vitro-Studien zur

Relevanz dieser seltenen Variante bzw. Mutation gerechtfertigt. Vorher sollte zunachst die Haufigkeit
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dieser Variante bei Patienten mit Temporallappenepilepsie untersucht werden. Dies insbesondere
deshalb, da in der vorliegenden Arbeit die Mutation ausschlielich bei einer Familie gefunden wurde,
welche als Einzige im Patientenkollektiv diese Form der Epilepsie aufwies. Aufgrund dessen ware es
interessant, ob diese Mutation haufiger bei Patienten mit Temporallappenepilepsie vorkommt.

3.1.4 Polymorphismen in Exon 3 des Gens RIC3

Die exakte Aufschlisslung der komplexen Bandenmusterabweichung bei insgesamt 37 Patienten
(Kapitel VI, 4.1.4, Abb. 10) in der SSCP-Analyse gestaltete sich schwierig und konnte nur mittels
direkter Sequenzierung gewdhrleistet werden. Hier zeigten sich daraufhin mehrere Varianten fiir die

multiplen Bandenkonformationen verantwortlich.

3.1.4.1 L118L (c.354C>A), Exon 3

Der bereits beschriebene, stille Polymorphismus ¢.354C>A (dbSNP NCBI, rs10839976) konnte bei 21
Patienten in heterozygoter und bei sieben Patienten in homozygoter Form identifiziert werden und
stellt die insgesamt am haufigsten detektierte Variante in dieser Arbeit dar. Die Allelfrequenz unter
den Patienten glich denen des deutschen Kontrollkollektivs und denen einer européischen HapMap-
Population (MAF 75,0%). Die Zahl homozygoter Trager des Polymorphismus unter Patienten
korrespondierte ebenfalls mit den Ergebnissen bei Kontrollen und legte nahe, dass in diesem Fall eine
krankheitsverursachende bzw. -modulierende Rolle dieser haufigen Variante ausgeschlossen werden

kann.

3.1.4.2 G121A (c.362G>C), Exon 3

Der in Datenbanken bereits erfasste Polymorphismus ¢.362G>C (dbSNP NCBI, rs80168649), welcher
zu einem Aminosaureaustausch an Position 121 fihrt, konnte nur in einem schwedischen der 68
untersuchten Patienten heterozygot detektiert werden. Der Patient A42 zeigte somit insgesamt vier
verschiedene Varianten, davon drei allein in Exon 3, die das auffallige und vom Rest der Patienten
abweichende Bandenmuster in der SSCP erkléarten. Der Vater und die GroBmutter des Betroffenen
wiesen ebenfalls Symptome eines Anfallsleidens auf. Unter den 104 analysierten, deutschen Kontroll-
personen konnte nur ein Proband mit dieser Variante in heterozygoter Form identifiziert werden.
Homozygotie lag nicht vor. Obwohl der Nukleotidaustausch unter deutschen Patienten nicht und im
Kontrollkollektiv einmal nachgewiesen werden konnte, besteht dennoch die Mdglichkeit, dass es sich
hierbei um eine Mutation handeln kdnnte. Um dies zu kléren, musste die Frequenz der Variante in
einem passenden Kontrollkollektiv verglichen und mittels elektrophysiologischer Studien auf ihre
funktionellen Eigenschaften Uberpriift werden. Da keine exakten anamnestischen Angaben zu An-
fallsart, -frequenz und -hdufigkeit des schwedischen Patienten vorhanden waren, lielen sich keine
Riickschliisse auf den Zusammenhang zwischen den multiplen, eng benachbarten Nukleotidaus-

tauschen und der Krankheitsschwere ziehen.
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3.1.4.3 C130Y (c.389G>C), Exon 3

Der ebenfalls zuvor beschriebene SNP ¢.389G>A (dbSNP NCBI, rs55990541) konnte bei 15 Patienten
in heterozygoter Form erfasst werden. Das Geschlecht und die Herkunft (nur ein Drittel deutscher
Herkunft) variierten, wohingegen das Alter in der Mehrzahl der Patienten unter 20 Jahren lag. Den-
noch zeichnete sich kein homogenes Muster ab. Im Kontrollkollektiv konnten zehn Personen mit
heterozygotem und eine mit homozygotem Polymorphismus ausgemacht werden. Bertcksichtigt man
die abweichenden Genotypfrequenzen in beiden Kollektiven (heterozygot 22,1 % bei Patienten, 9,6 %
bei deutschen Kontrollen), kdnnte dies zum einen durch die unterschiedliche Zusammensetzung beider
Gruppen die Herkunft betreffend oder aber durch ein gehdufteres Vorkommen dieser Variante in
erkrankten Individuen bedingt sein. Aufgrund des aufféallig groBen Unterschieds bei den Allel-
frequenzen zwischen Patienten und Kontrollen, erscheint es sinnvoll, diesen Polymorphismus in An-
schlussprojekten genauer zu analysieren. Hierzu sollte zunachst ein Replikationskollektiv zusam-
mengestellt werden, welches aus ADNFLE-Patienten mit einheitlicher Herkunft besteht. Bestétigt sich
dabei die Differenz zwischen den Allelfrequenzen, kdnnte rs55990541 oder eine mit diesem SNP im
gleichen Haplotypblock lokalisierte Variante einen genetischen Risikofaktor fir die ADNFLE
darstellen.

3.1.4.4 P135S (c.403C>T), Exon 3

Die Variante ¢.403C>T (dbSNP NCBI, rs73411617) wurde zuféllig bei der Sequenzierung der 104
deutschen Kontrollpersonen im Rahmen der Analyse des Exon 3 detektiert und lie sich im
Patientenkollektiv nicht nachweisen, so dass dieser keine pathologische Bedeutung beigemessen

werden kann. Sie wurde bereits zuvor in Datenbanken erfasst.

3.1.5 D311N (c.934G>A), Exon 6

Die Variante c.934G>A zeigte sich heterozygot bei nur einem britischen Patienten (A83), bei welchem
anamnestisch hochfrequente, z.T. therapieresistente, komplex-fokale Konvulsionen in Clustern auf-
fielen. Die bildgebende und elektrophysiologische Diagnostik wies keine pathologischen Ergebnisse
auf, was fiir Patienten mit ADNFLE nicht untypisch ist. Hinsichtlich der Genetik wiesen die Tante der
Mutter des Patienten und deren Tochter, sowie eventuell der véterliche GroRvater familienanam-
nestisch Epilepsien auf. Die Dauer der Anfélle und das Manifestationsalter beim Indexpatienten A83
deckten sich mit den vorhandenen Daten fiir an ADNFLE Erkrankte. Unter deutschen Patienten trat
dieser Polymorphismus nicht auf, jedoch bei zwei der 53 deutschen Kontrollen in heterozygoter Form,
so dass dieser genetischen Variante mit hoher Wahrscheinlichkeit keine pathogene Funktion zukommt.
Um jedoch eine exakte Aussage (ber die Relevanz dieses Aminosdureaustausches in britischen

Patienten zu treffen, bediirfte es eines, beziiglich der Herkunft, angeglichenen Kontrollkollektivs.
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3.1.6 D351N (c.1054G>A), Exon 6

Die Variante ¢.1054G>A in Exon 6 des Gens RIC3 konnte bei insgesamt sieben Patienten gefunden
werden. Auch diese unterschieden sich hinsichtlich ihres Geschlechts (M:W/4:3) und ihrer ethnischen
Herkunft (57,1% Deutsche). Das Durchschnittsalter dieser Gruppe lag bei ca. 19 Jahren. Der bereits
beschriebene Polymorphismus (dbSNP NCBI, rs11826236) fand sich ebenfalls bei drei der 55 unter-
suchten Kontrollpersonen und wurde demzufolge nicht in einem groReren Kollektiv analysiert. Auf-
grund der herkunftsspezifischen Unterschiede ist es mdglich, dass die Differenzen in den Allel-
frequenzen ein Artefakt darstellen und dass dieser Aminosdureaustausch nicht zur Krankheits-
entstehung beitragt. Andererseits ware es denkbar, dass eben diese Unterschiede tatsachlich auf einen
funktionellen Effekt hindeuten. Da es sich bei rs11826236 zudem um eine kodierende Variante han-
delt, sollte diese in zukiinftige Studien einbezogen werden.

3.1.7 ¢.1007+149C>G, 3*-UTR

Diese nach dem Stoppkodon in der 3°-untranslatierten Region lokalisierte Variante konnte nur bei
einem der 68 untersuchten Patienten identifiziert werden. Obwohl in seltenen Féllen auch Varianten
im UTR-Bereich funktional sein koénnen, ist eine Untersuchung solcher Varianten technisch sehr
aufwendig, so dass hier auf eine fortfiihrende Analyse eines geeigneten Kontrollkollektivs verzichtet
wurde. Die 3°-UTR enthélt z. B. regulierende Sequenzen, welche die RNA-Stabilitat beeinflussen oder
regulierende RNAs binden kdnnen, weswegen diese Variante sicherlich von Interesse sein kdnnte.
Jedoch war der Patient A65 belgischer Abstammung und es wére von daher sinnvoll, zunéchst
Kontrollen zu untersuchen, welche beziglich der Herkunft passend sind. Nur ein Vergleich mit
ethnisch aquivalenten Kontrollpersonen kann eine eindeutige Aussage hinsichtlich der Differenzierung
zwischen SNP und Mutation erbringen und eine fortfilhrende funktionelle in vitro-Studie rechtfertigen.
Die aus der Anamnese zusatzlich bekannte psychomotorische Retardierung des Patienten, welche bei
einem kleinen Teil von ADNFLE-Patienten vorkommen kann, bietet eine wissenschaftliche Option flr
weitere Untersuchungen dieses Nukleotidaustausches (Cho et al. 2003). Interessant ware es, die
Variante in einem Kollektiv von Patienten mit geistiger Behinderung unklarer Genese zu untersuchen.
Hierdurch konnte geklart werden, ob diese unabhédngig von der Epilepsie einen Risikofaktor fir

Intelligenzminderung darstellt.

3.2 Polymorphismen im Gen VSNL1/VILIP1

3.21 c¢.-390A>C,5°’°UTR

Die Variante ¢.-390A>C im 5’UTR konnte bei zwei Patientinnen heterozygot detektiert werden. Das
Alter der beiden lag bei 44 bzw. 45 Jahren. Beide waren deutscher Herkunft, so dass hier der direkte
Vergleich mit einem deutschen Kontrollkollektiv sinnvoll war. In diesem konnte die Genotypfrequenz

flr Heterozygotie mit 1,4 % errechnet werden, was dafiir spricht, dass es sich bei der identifizierten
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Variante um einen Polymorphismus und nicht um eine Mutation handelt. Eine funktionelle Unter-
suchung jenes SNP’s hatte deshalb in zukiinftigen Studien keine hohe Prioritét, da ein pathophysio-
logischer Zusammenhang mit der Erkrankung eher unwahrscheinlich ist.

3.2.2 ¢.149G>A,5°UTR

Bei insgesamt vier Patienten (W:M/3:1) konnte die genetische Variante ¢.149G>A (dbSNP NCBI,
rs1802174) heterozygot in der 5’UTR identifiziert werden. Hiervon kamen zwei aus Deutschland, eine
aus Spanien und einer aus Belgien. Das Durchschnittsalter der Untersuchten lag bei 25 Jahren. Im
deutschen Kontrollkollektiv konnte die Variante bei sechs von 54 Personen detektiert werden, was
trotz des ethnischen Unterschieds die Vermutung nahe legte, dass es sich bei dem gefundenen SNP um
keine krankheitsassoziierte genetische Variante handelte. Homozygotie wurde weder im Patienten-,
noch im Kontrollkollektiv festgestellt. Dennoch bietet sich auch hier eine fortfiihrende Analyse eines
aquivalenten Kollektivs an, um eine Populationsspezifitat auszuschlieen. Erst wenn diese Unter-
suchnung einen Hinweis auf populationsabhéngige Differenzen gibt, wére eine sich anschlieende

funktionelle in vitro-Studie sinnvoll.

3.3  Polymorphismen im Gen CRH

Die Untersuchung auf von Combi und Kollegen bereits 2005 detektierte Polymorphismen in der
Promotorregion des Gens CRH erfolgte unter Anwendung verschiedener Restriktionsverdaue sowohl
im Patienten-, als auch im deutschen Kontrollkollektiv, um bisherige Erkenntnisse zu bestatigen bzw.
zu widerlegen. Desweiteren wurde die kodierende Region des Gens analysiert, da diese hinsichtlich
der ADNFLE bis dahin auBer Acht gelassen wurde und auch in diesem Bereich funktionale Polymor-

phismen bzw. Mutationen lokalisiert sein konnten.

3.3.1 g.-1470C>A, Promotorregion

Der in Datenbanken bereits beschriebene Polymorphismus rs12721510 (Combi et al. 2005) konnte in
sechs von 70 Patienten heterozygot und in einem homozygot detektiert werden. Unter den
heterozygoten Tragern (Al, Al6, A86, A92, A96 und A116) befanden sich vier ménnliche und zwei
weibliche Patienten. Die Herkunft der Untersuchten variierte. So kamen nur drei der Patienten aus
Deutschland, zwei aus GrofRbritannien und einer aus der Schweiz. Die flr diesen SNP homozygote
Patientin A118 war ebenfalls deutscher Herkunft. Trotz der inhomogenen Herkunft wurde ein
deutsches Kollektiv, bestehend aus 131 Probanden, als Kontrolle herangezogen. In diesem konnte der
Polymorphismus bei 12 Personen in heterozygoter Form identifiziert werden, wahrend bei keiner der
Kontrollen Homozygotie vorlag. Die Genotypfrequenz fur Heterozygotie im ausschlieRlich deutschen
Patientenkollektiv (3/33 = 9,1%) glich der des deutschen Kontrollkollektivs (12/131 = 9,2%). Die
minimalen Allelfrequenzen (MAFeaenten ges. = 5,7; MAFratient ot = 7,6; MAFkontonen ot = 4,6%) korres-

pondierten mit den bereits verdffentlichten Daten flr eine européische HapMap-Kontrollpopulation



Seite |79

(MAF = 6,7%) (HapMap Project). Zuséatzlich wurden die zur Verfligung stehenden DNAs verschie-
dener Familienmitglieder untersucht. So konnte der Polymorphismus g.-1470C>A bei der Schwester
des Patienten A1, jedoch nicht bei dessen Vater und dessen Schwestern detektiert werden. Mditterliche
DNA war zur Analyse nicht vorhanden, so dass in diesem Fall (iber eine Vererbung vonseiten der
Mutter nur gemutmalidt werden kann. Die Schwester von Al wies anamnestisch auf Carbamazepin
ansprechende, epileptische Anfélle im Kindesalter auf. Bei Patientin A16 zeigte sich auch eine
GrolRmutter, uber welche keine genaueren Angaben eruierbar waren, heterozygot fur diese Variante. In
der Familie A86 konnte der SNP neben der Indexpatientin, welche nachweislich an einer Temporal-
lappenepilepsie litt, auch heterozygot bei dem jingeren Bruder, jedoch nicht bei der ebenfalls von
einer Temporallappenepilepsie betroffenen Mutter nachgewiesen werden. Diese nur partielle Kop-
plung zwischen der Variante und der Epilepsie spricht gegen einen funktionellen Zusammenhang. Die
Anamnese des Bruders der Patientin A86, welcher Uber Kopfschmerzen und abdominelle Beschwer-
den mit hochfrequentem Stuhlgang klagte, gab bisher keinen Aufschluss lber die zugrundeliegende
Erkrankung. Von den Familien der Ubrigen Patienten mit heterozygotem bzw. homozygotem
Polymorphismus standen keine analysierbaren Blutproben zur Verfiigung, so dass hier keine Aussagen
hinsichtlich eines Vererbungsmechanismus bzw. der Relevanz dieses SNP’s getroffen werden
konnten. Bei der homozygoten Tragerin A118 wurden habituelle, schlafgebundene, komplex-fokale
Anfalle mit einer hypermotorischen Komponente beobachtet. Diese ereigneten sich anamnestisch seit
dem zweiten Lebensjahr. Desweiteren lagen bei finf nahen Familienangehorigen nicht exakter
Klassifizierbare Epilepsiesyndrome vor. Eine Tante véterlicherseits verstarb sogar in einem Status
convulsivus, so dass in dieser Familie von einem schweren Krankheitsverlauf und einer Vererbung mit
hoher Penetranz ausgegangen werden kann. Da keine Blutproben betroffener Familienmitglieder zur
Untersuchung vorlagen, war es nicht mdglich eine Assoziation zwischen Krankheitsschwere, -ver-
erbungsmuster und der detektierten Homozygotie herzustellen. Jedoch kénnte hier eine fortfiihrende
genetische Analyse weiterer familiarer DNA, sowie der Funktion des Nukleotid-austausches in in
vitro-Studien mehr Aufschluss Uber die Relevanz dieses Polymorphismus liefern.

Zusammenfassend kann bei der beschriebenen heterozygoten Variante mit hoher Wahrscheinlichkeit
von einem Nukleotidaustausch mit nichtkrankheitsursachlicher Funktion ausgegangen werden, da die
Genotypfrequenz im ausgewdhlten Kontrollkollektiv der des gesamten und der des deutschen
Patientenkollektivs glich. Eventuelle funktionelle Verénderungen durch Homozygotie bedirfen

weiterer Untersuchungen.

3.3.2 g.-1404G>A, Promotorregion

Die im Gen CRH wohl interessanteste, zuféllig im Restriktionsverdau mit Scrfl entdeckte Variante g.-
1404G>A wurde bisher nicht beschrieben und von daher genauer untersucht. Die gewonnenen Daten
hierzu wurden in einem Poster verdffentlicht. Der 6sterreichische Indexpatient A60 zeigte sich als

einziger der 70 analysierten Patienten in der direkten Sequenzierung heterozygot fir den Nukleotid-
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austausch. Bei diesem 51-jahrigen Patienten bestehen seit dem achten Lebensjahr néchtliche Anfélle,
deren Frequenz bei mehr als drei bis vier pro Monat liegt. Die Konvulsionen erwiesen sich als
therapieresistent. Unter 131 Kontrollprobanden konnte die Variante g.-1404G>A weder in hetero-,
noch in homozygoter Form identifiziert werden, so dass die Vermutung nahe lag, dass es sich hierbei
um eine seltene Mutation handeln kénnte. Um deren Vererbungsmechanismus genauer beurteilen zu
kénnen, wurden vorhandene DNA-Proben naher Verwandter ebenfalls einer Restriktionsanalyse
unterzogen und deren erhobene Anamnesen zur Bewertung der Relevanz dieser Mutation heran-
gezogen (Abb. 26).

Abb. 29 Verteilung der Nukleotidaustausche
0.-1404G>A und ¢.-1470C>A in der
Promotorregion des Gens CRH bei

¢ -1404G/G g-14700/C |  o-1404G/A g-1470C/A Familie AGO.

A60

2-1404G/A g-1470C/C ? 2-1404G/G g-1470C/A

2 -1404G/G g-1470C/C

Die Mutation g.-1404G>A konnte weder beim in der Kindheit von néchtlichen Anféllen betroffenen
Vater, noch beim erkrankten Bruder des Indexpatienten detektiert werden. Die Anfélle des Vaters
sistierten spontan in der Pubertat. Seitdem ist er anfallsfrei. Der Bruder zeigt bei chronischen Alkohol-
abusus nur selten Anfélle. Bei der gesunden Mutter von A60 konnte die genetische Variante heterozy-
got detektiert werden, so dass in diesem Fall von einer Vererbung von miitterlicher Seite ausgegangen
werden muss. Beim Sohn des Patienten A60, welcher ebenfalls keinen Nukleotidaustausch aufwies,
lag bisher keine Erkrankung neurologischer Genese vor.

Eine sich anschlieBende in silico-Transkriptionsfaktor-Bindungs-Analyse demonstrierte, dass sich die
Variante an der Bindungsstelle fiir den Kaiso-Transkriptionsfaktor befindet und somit auch in einer
Funktionsanderung resultieren konnte. Man konnte deshalb spekulieren, dass die von der Mutter
ererbte Mutation g.-1404G>A als zusatzlicher Risikofaktor fur den besonders schweren Verlauf der
Erkrankung bei dem Indexpatienten A60 Verantwortung trégt. In einem solchen Modell wéren
mindestens zwei Gene fir die Epilepsie in der Familie A60 verantwortlich. Eines dieser Gene wiirde

bei den drei betroffenen Familienmitgliedern die autosomal-dominant vererbte Frontallappenepilepsie
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auslosen. Die Variante g.-1404G>A, welche fir sich allein keine Epilepsie verursachen kann, wirde
den Effekt dieses Gens zusétzlich verstdarken. Bevor die genetische Variante in aufwendigen, funktio-
nellen Studien analysiert wird, sollten allerdings zunéchst Kontrollpersonen gleicher Herkunft unter-
sucht werden. Da das verwendete Kontrollkollektiv aus deutschen Probanden bestand, war es
hinsichtlich der Osterreichischen Herkunft des Patienten nur eingeschrénkt geeignet. Wenn auch eher
unwahrscheinlich, kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass sich auch bei geografisch
benachbarten Populationen abweichende Allelfrequenzen bezuglich dieser Variante ergeben kénnten.

3.3.3 0.-1166G>C, Promotorregion

Die von Combi und Kollegen 2005 identifizierte Mutation @.-1166G>C konnte in unserem
herkunftsbezogen gemischten, jedoch groReren Patientenkollektiv nicht detektiert werden. Aufgrund
dessen wurden keine deutschen Kontrollpersonen auf diesen in der Promotorregion lokalisierten
Nukleotidaustausch hin analysiert. Trotz des von Combi et al. postulierten Effekts bei der Trans-
kriptionsregulierung und der in Transfektionsexperimenten nachgewiesenen Reduktion der Promotor-
aktivitat durch die Mutation, ist eine krankheitsverursachende Relevanz hinsichtlich der ADNFLE
aufgrund der Abwesenheit in dem von uns untersuchten Patientenkollektiv eher unwahrscheinlich
(Combi et al. 2005). Wenn Uberhaupt, kdnnte es sich nur um eine seltene bei ADNFLE-Patienten vor-
kommende Mutation handeln. Es ware in diesem Zusammenhang interessant, zusatzliche Patienten-
kollektive mit verschiedenen Formen von Epilepsien zu untersuchen. Dadurch kénnte geklart werden,
ob ¢.-1166G>C die von Combi et al. postulierte funktionelle Bedeutung bei der Pathogenese von

Epilepsien zukommt.

3.3.4 G96G (g.-288A>C), Exon 2

Insgesamt 17 von 69 untersuchten Patienten zeigten sich heterozygot fiir den in Datenbanken bereits
beschriebenen, stillen Polymorphismus G96G (dbSNP NCBI, rs6159). Homozygote Tréager der Vari-
ante konnten unter diesen nicht ausgemacht werden. Die Geschlechterverteilung M:W lag bei 10:7.
Das Alter bewegte sich durchschnittlich bei 25 Jahren, wobei sich acht der Betroffenen in der Gruppe
der 1-20 Jéahrigen ansiedelten, fiinf waren zwischen 21 und 40 Jahren alt, zwei lagen im Bereich
zwischen 41 bis 60 Jahren und ein Patient hatte das 60. Lebensjahr bereits Uberschritten. 47 % der 17
analysierten Patienten waren deutschen Ursprungs. Von einem Patienten waren sowohl Alter, als auch
Herkunftsland nicht eruierbar. Desweiteren befanden sich in diesem Kollektiv zwei Briten, ein Oster-
reicher, ein Portugiese, ein Schweizer, eine Patientin tirkisch-zypriotischer Abstammung, eine Neu-
seeldnderin und ein Stdamerikaner. Berlicksichtigt man nun die oben dargestellten Angaben, die
anamnestisch erfassten Aussagen zu Manifestationsalter und Krankheitsauspragung, lasst sich keine
Verbindung zwischen der detektierten Variante und der ADNFLE herstellen. Zudem konnte anhand
der Untersuchung eines deutschen Kontrollkollektivs, bestehend aus 55 Probanden, demonstriert

werden, dass der Polymorphismus in gesunden Personen sowohl in heterozygoter (15/55), als auch in
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homozygoter Form (1/55) vorkommen kann. Trotz des in Bezug auf die Herkunft unterschiedlichen
Patienten- und Kontrollkollektivs, ist davon auszugehen, dass der SNP rs6159 keine Rolle bei der
Krankheitsentstehung spielt. Jedoch konnten populationsspezifische Analysen andere Daten hervor-

bringen.

4. Ausblick

Wie die vorliegende Arbeit zeigt, stellt die molekulargenetische Diagnostik der ADNFLE mittels der
angewandten Verfahren eine praktikable Option dar. Durch die Kombination der vorgestellten Muta-
tions-Detektionsmethoden lasst sich ein breites Mutationsspektrum erfassen, jedoch bedarf es einiger
Verénderungen bei der Zusammenstellung eines geeigneten Patienten- und Kontrollkollektivs. Hierfur
empfiehlt es sich, ein einheitliches Anamneseprofil zu erarbeiten und die zu untersuchenden Kollek-
tive hinsichtlich ihrer Herkunft klar aufzugliedern. Die fiir die Zukunft entscheidenden Parameter
hinsichtlich der klinischen und anamnestischen Abklarung missen auf bereits bekannte fir die
Diagnose ADNFLE relevante Kriterien (Kap. I. 2.3) zugeschnitten werden. Hervorzuheben gilt hierbei
eine moglichst exakte Aussage zu Familienanamnese, Manifestationsalter, Anfallsart und -frequenz,
Symptomauspragung, bildgebenden Verfahren sowie EEG-Befunden. Auch Angaben zu Raucher-
anamnese und angewandten Therapiekonzepten konnten sich gewinnbringend hinsichtlich einer
Klassifikation der Patienten auswirken.

Sowohl fiir haufig detektierte Varianten, als auch fur solche, die nur im Patientenkollektiv nach-
weisbar waren, empfehlen sich fortfiihrende funktionelle in vitro-Studien, um mdgliche Auswirkungen
dieser auf molekularer Ebene zu ermitteln. Die Einbeziehung weiterer Gene und Umweltfaktoren in
die wissenschaftliche Erforschung dieser speziellen Form der Frontallappenepilepsien kdnnte weiteren
Aufschluss Uber die Krankheitsentstehung, den Verlauf sowie den Schweregrad der ADNFLE ge-
waéhren.

Aus der vorliegenden Studie kann abgeleitet werden, dass den meisten in den Genen RIC3, VSNL1
und CRH untersuchten Varianten mit hoher Wahrscheinlichkeit kein krankheitsverursachendes
Potential zukommt. Einige Varianten haben sich allerdings als interessant herausgestellt und wiirden
eine Typisierung in Replikationskollektiven sowie eine funktionelle Charakterisierung rechtfertigen.
In dieser Arbeit wurde das Hauptaugenmerk auf kodierende Bereiche und Intron/Exon-Ubergéange, mit
Ausnahme des Gens CRH, gelegt. Mdgliche pathogene Polymorphismen bzw. Mutationen in
nichtkodierenden Abschnitten konnten somit weder bestétigt, noch widerlegt werden. Auch diese
sollten in naher Zukunft naher beleuchtet werden, um mehr 0ber die genaue Funktion von
Promotorregionen, intronischen Sequenzen und untranslationierten Regionen bei diesen Kandidaten-

genen zu erfahren.
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VI. Zusammenfassung

Die Autosomal-dominante nachtliche Frontallappenepilepsie stellt eine seltene, heterogene Erkran-
kung des epileptischen Formenkreises dar. In vorausgegangenen molekulargenetischen Analysen der
Gene CHRNA4, CHRNB2 und CHRNAZ2 bei betroffenen Individuen und deren Familienangehérigen
konnten Mutationen mit autosomal-dominantem Vererbungsmuster, jedoch stark variierender Pene-
tranz ermittelt werden. In dem von uns untersuchten ADNFLE-Kollektiv konnten allerdings keine
Mutationen in den bekannten Genen detektiert werden, so dass nahe lag, weitere, eventuell krankheits-
verursachende Gene in die Aufschliisselung der Erkrankung einzubeziehen. Da CHRNA4, CHRNB2
und CHRNAZ2 fur verschiedene Untereinheiten des neuronalen nAChR kodieren, richtete sich die
Suche auf Kandidatengene, welche als potentielle Modulatoren der Genfunktion von nAChR
fungieren konnen. Fir die Proteine RIC3 und VSNL1 war bereits in funktionellen Studien eine
Verstarkung der Oberflachenexpression des Rezeptors demonstriert worden, so dass die kodierenden
Abschnitte ihrer Gene hinsichtlich eventuell funktionsbeeintrachtigender, genetischer Varianten einer
ausfihrlichen, molekulargenetischen Analyse unterzogen wurden. Desweiteren regte eine 2005 er-
schienene Publikation von Combi und Kollegen (iber eine Korrelation zwischen von ihnen identi-
fizierten Promotorvarianten im Gen CRH und der ADNFLE eine Uberpriifung dieser in unserem
Patientenkollektiv und ein erweitertes Screening auf Polymorphismen bzw. Mutationen im kodieren-

den Bereich von CRH an.

Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit lautete daher, inwieweit sich genetische Varianten
an der Pathogenese und Auspragung der ADNFLE beteiligen. Um dies zu beurteilen, wurden aus den
gewonnenen Daten sowohl Genotyp-, als auch Allelfrequenzen berechnet und mit denen eines eben-
falls untersuchten, deutschen Kontrollkollektivs verglichen. Zudem wurden die angewandten Analyse-

verfahren hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit auf diesem Gebiet kritisch Uberprift.

Das ausgewdhlte Patientenkollektiv bestand aus 68-70 Individuen unterschiedlicher Familien und
nationaler Herkunft. Zusatzlich wurden elf Familienangehdrige vierer Patienten auf zwei Promotor-
varianten im Gen CRH untersucht, um einen mdglichen Vererbungsmechanismus zu erkennen.

Zu den angewandten Methoden zédhlten die DNA-Extraktion, die Touchdown-PCR, die SSCP-Analyse

und die sich anschlielende Silberfarbung, der Restriktionsverdau sowie die direkte Sequenzierung.

Da diese Arbeit erstmalig eine mdgliche Assoziation genetischer Varianten in den genannten Kandi-
datengenen mit der ADNFLE untersuchte, lagen bisher auch keine Referenzdaten hierzu vor. Das
wiederum erschwerte die Beurteilung hinsichtlich ihrer Relevanz, stellte jedoch gleichzeitig eine
interessante Herausforderung dar. So konnten in den drei analysierten Genen insgesamt 16 Varianten
detektiert werden. Bei einem Grof3teil dieser ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen

den berechneten Frequenzen fir Patienten- und Kontrollkollektiv, so dass hier ein krankheitsver-
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ursachendes Potential eher unwahrscheinlich ist. Die Herkunft der betroffenen Individuen deckte sich
allerdings nicht immer mit der des zu vergleichenden Kontrollkollektivs, was in abweichenden
Allelfrequenzen bei populationsspezifischen Analysen resultieren konnte. In diesen Fallen empfiehlt
es sich, beziglich der Herkunft, &quivalente Replikationsstudien anzuschliel3en.

Einige der untersuchten Varianten zeigten allerdings in der hier durchgefihrten Pilotstudie interes-
sante Frequenzunterschiede zwischen Patienten- und Kontrollkollektiv. So wurde die Variante K25R
(c.74A>G) in Exon 1 des Gens RIC3 nur bei einer britischen Patientin heterozygot detektiert, jedoch
nicht im deutschen Kontrollkollektiv. Interessanterweise leidet die Patientin an einer von mitterlicher
Seite vererbten Temporallappenepilepsie und war somit die einzige Patientin mit dieser Epilepsieform
im analysierten Kollektiv. Deshalb sollte untersucht werden, wie haufig der Aminosaureaustausch
K25R bei Patienten mit lateraler oder mesialer Temporallappenepilepsie auftritt. Die Ergebnisse einer
solchen Studie sollten mit der Frequenz der Variante in einem geeigneten Kontrollkollektiv verglichen
werden. Auch eine Mutationsanalyse bei Verwandten, vor allem bei der Mutter, kdnnte Aufschluss
tiber den Vererbungsmechanismus geben und weitere funktionelle Studien anregen.

Eine weitere interessante Variante zeigte sich in Exon 6 des Gens RIC3, wobei sich diese nach dem
Stoppkodon und damit in der nichttranlatierten Region befand. Der Nukleotidaustausch
€.1007+149C>G konnte nur bei einem belgischen Patienten detektiert werden, wobei bei diesem
neben der Epilepsie eine mentale Retardierung auffallig ist. Letzeres Symptom findet sich bei
ADNFLE-Patienten recht selten, so dass unbekannt ist, ob es sich um eine zuféllige Koinzidenz oder
um einen Teil des Symptomspektrums der ADNFLE handelt. Von daher waére eine Untersuchung
dieser Variante in Kollektiven ohne Epilepsie, mit alleiniger geistiger Behinderung hilfreich. Tritt
€.1007+149C>G dort h&ufiger auf, konnte dies auf einen potentiellen Risikofaktor fir kognitive
Stdrungen hindeuten.

Zwei weitere Varianten im RIC3-Gen, C130Y und D351N, stellen ebenfalls Kandidaten flr zukiinftige
Studien dar. Beide fanden sich signifikant hdufiger im Patienten- als im Kontrollkollektiv. Eine solche
Haufung liee sich mit der Rolle eines genetischen Risikofaktors vereinbaren, welcher allein nicht zur
Krankheitsentstehung fiihrt, jedoch die Auspragung verschiedener Kklinischer Merkmale, z. B. der
Anfallsfrequenz oder des Therapieansprechens, modifiziert. Deshalb sollten sich auch fiir diese

Varianten Replikationsstudien in zueinander passenden Kollektiven anschliel3en.

Eine von Combi und Kollegen postulierte Beteiligung der Polymorphismen g.-1470C>A und g.-
1166G>C in der Promotorregion des Gens CRH an der Entstehung der ADNFLE konnte anhand der
von uns ermittelten Allelfrequenzen unter Patienten und Kontrollen nicht bestétigt werden (Combi et
al. 2005). Die zufallige, bei der Restriktionsanalyse dieser Region detektierte Variante g.-1404G>A
trat nur bei einem &sterreichischen Patienten in heterozygoter Form auf. Unter den deutschen Kon-
trollen konnte sie nicht nachgewiesen werden, so dass sich eine Untersuchung weiterer Familien-

angehdriger anschloss. Das dabei detektierte Vererbungsmuster konnte auf einen die Epilepsie verstar-
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kenden Mechanismus, ausgeldst durch g.-1404G>A, hinweisen. Zunéchst empfiehlt es sich deshalb,
ein passendes Kontrollkollektiv zu analysieren, um detailliertere Aussagen zu treffen.

Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die exakte genetische
Aufschlisselung der ADNFLE ein kompliziertes Unterfangen darstellt. Es konnten jedoch mehrere
genetische Varianten detektiert werden, welche es sich lohnt genauer zu untersuchen. Fir andere
konnte keine Beteiligung an der Krankheitsentstehung gezeigt werden, so dass weitere Gene, welche
im Zusammenhang mit der Ausbildung eines funktionellen nAChRs stehen, ermittelt und molekular-
genetischen Analysen unterzogen werden missen. Die Zusammenstellung eines hinsichtlich seiner
Anamnese und Herkunft homogenen Patientenkollektivs markiert einen der wichtigsten Schritte auf

dem Weg zu einer erfolgreichen Datenerhebung.
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