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1  Einleitung

1.1 Einfihrung

Die neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen (NCL) stellen eine Gruppe der am
weitesten verbreiteten und bislang noch unheilbaren neurodegenerativen
Erkrankungen im Kindes- und Jugendalter dar. Sie werden mit einer weltweiten
Inzidenz von 1:100.000 zum groR3ten Teil autosomal - rezessiv vererbt und
einzelne gehdren zur Gruppe der lysosomalen Speicherkrankheiten. Zu denen
zahlen Uber 40 genetisch bedingte Stoffwechselerkrankungen, die durch eine
Funktionsstérung in den Lysosomen der Zellen ausgeldst werden. Die Aufgabe
der Lysosomen ist der Abbau von kopereigenen und korperfremden
Substanzen.

Erstmalig erfolgten klinischen Beschreibungen 1826 durch den deutsch-
norwegischen Landarzt Dr. Otto - Christian Stengel (1794-1890), der die
juvenile Form dieser Erkrankung bei vier betroffenen Kindern eines gesunden
Elternpaares in einer mittelnorwegischen Bergarbeiterstadt beschrieb [Stengel,
1826]. Zunachst wurden die neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen zusammen mit
den Gangliosidosen als ,amaurotische familiare Idiotie“ bezeichnet [Sachs,
1896]. Weitere Beschreibungen der Erkrankung erfolgten 1903 von dem
britischen Neuropadiater Frederick E. Batten (1865-1918) [Batten, 1903] sowie
den Neurologen Heinrich Vogt (1875-1957) 1905 [Vogt, 1905] und Walther
Spielmeyer (1879-1935) 1908 [Spielmeyer, 1908]. Durch Ernst Klenk wurde
1939 publiziert, dass es sich bei der Erkrankung um eine
Stoffwechselerkrankung handelt, bei der sich Substanzen im Gehirn und in den
Kdrperzellen ansammeln [Klenk, 1939]. 1969 schlugen Zeman und Dyken die
Bezeichnung neuronale Ceroid-Lipofuszinose vor. Sie fanden heraus, dass das
Speichermaterial  hinsichtlich  seiner Farbeeigenschaften und seiner
Autofluoreszenz den Lipopigmenten Ceroid und Lipofuscin &hnelt [Zeman et
Dyken, 1969].
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Klinisch zeigen sich bei den Unterformen der neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen
eine oder mehrere der charakteristischen Hauptsymptome wie Verlust der
Sehkraft, fortschreitenden geistigen Abbau, epileptischen Anfallen, motorischen
Bewegungsstorungen, Gehirnatrophie sowie einer reduzierten
Lebenserwartung. AufRerdem ist ihnen gemeinsam die intrazellulare
Speicherung von Ceroidlipofuszin [Boustany, 1992]. Die Speicherung erfolgt in
samtlichen Geweben des Kopers [Williams, 2006], doch es kommt nur im

Nervensystem und an der Retina zu wesentlichen Schaden [Hoffmann, 2004]

Zunachst wurden die neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen nach ihrem
Manifestationsalter in die infantile, spéatinfantile, juvenile oder adulte Form
eingeteilt. Durch die fortschreitende genetische Analyse, wurde jedoch im Jahre
2000 eine neue Klassifikation entsprechend des Genortes eingefuhrt [Gardiner
et al., 2000]. Aktuell sind 10 Unterformen der neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen
beschrieben, denen bisher 8 Gene zugeordnet werden konnten. Die genaue
Funktion der Proteine der neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen sowie die
speziellen Krankheitsmechanismen sind bis heute noch weitgehend unbekannt
[Jalanko et Braulke, 2009].

Eine Auflistung der verschiedenen Unterformen mit ihren Leitsymptomen,
biochemischen Funktionen, dem charakteristischen Speichermaterial sowie
dem Vererbungsmodus findet sich in Tabelle 1.01. Im Rahmen dieser
Dissertation wird im Folgenden genauer auf die Unterformen der spéatinfantilen

und der juvenilen Ceroid-Lipofuszinose eingegangen.
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1.2 Spétinfantile neuronale Ceroid-Lipofuszinose (N  CL2)

Die spatinfantile neuronale Ceroid-Lipofuszinose (NCL2) kommt weltweit vor
und ist in Deutschland, nach der juvenilen neuronalen Ceroid-Lipofuszinose
(NCL3), die zweithaufigste Form. Die erste Beschreibung der Erkrankung
erfolgte 1914 von dem Neuropathologen Max Bielschowsky (1869-1940)
[Bielschowsky et al., 1914]. Nach ihm wird die Erkrankung synonym auch als
Morbus Jansky- Bielschowsky bezeichnet.

Die betroffenen Kinder zeigen klinisch zunachst eine unauffallige Entwicklung.
Die ersten Symptome der Erkrankung aufern sich zwischen dem 2. und 4.
Lebensjahr in Form von schwersten myoklonalen Anfallen, die sich nur schwer
medikamentos einstellen lassen und teilweise sogar vollig therapieresistent sind
[Kohlschiitter et al., 1997]. Zwischen dem 4. und 6. Lebensjahr macht sich eine
progrediente Visusstorung bemerkbar, die schlieBlich zur Erblindung fihrt. Im
Elektroencephalogramm (EEG) zeigen sich nach Photostimulation occipitale
Spikes und Polyspikes [Kurlemann et al., 1994]. Im Elektroretinogramm (ERG)
sind ebenfalls pathologische Veradnderungen ersichtlich und im
Augenhintergrund ist eine starke Maculadegeneration erkennbar. Trotz dieser

Veranderungen erscheinen die Kinder
lange Zeit nicht blind [Steinfeld et al.,
2002]. Wahrend des gesamten
Krankheitsverlaufs zeigt sich eine
progrediente Hirnatrophie. In Abbildung
1.01 ist das kranielle MRT eines
10jahrigen Patienten mit spatinfantiler
NCL dargestellt. Bei den weil3en

Pfeilen sind Zeichen einer kortikalen

Atrophie, beim roten Pfeil die

charakteristische Kleinhirnatrophie zu

Abb. 1.01: Kranielles MRT Bild

erkennen [Steinfeld, 2010]. Die Kinder [entnommen aus Steinfeld, 2010]

verlieren im weiteren Krankheitsverlauf
sowohl ihre motorischen als auch kognitiven Fahigkeiten und werden meist
nicht alter als 10-15 Jahre [Kohlschiditter et al., 2005].
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Die spatinfantile neuronale Ceroid-Lipofuszinose wird autosomal - rezessiv
vererbt. Das Gen ist auf Chromosom 11p15 lokalisiert [Sharp et al., 1997] und
umfasst 13 Exons. Das fertige Protein besteht aus 563 Aminosauren und
kodiert ein losliches, lysosomales Enzym, die Tripeptidyl-Peptidase | (TPPI)
[Vines et al., 1999; Ezaki et al., 2000], deren physiologische Funktion bisher
unklar ist. Biochemisch enthélt das in den Lysosomen gespeicherte Material der
Nervenzellen bei den betroffenen Patienten eine grol3e Menge der Untereinheit
¢ der mitochondrialen ATP-Synthase [Hagopian et al., 1995; Ezaki et al., 1996].
Es sind bisher eine Reihe von pathologischen Mutationen fiir die spatinfantile
neuronale Ceroid-Lipofuszinose beschrieben worden, die zu einer
Aktivitatsminderung bzw. zu einem Aktivitatsverlust des Enzyms fuhren. Eine
Auflistung der bisher veroffentlichten Auffalligkeiten findet sich im Anhang. Die
zwei haufigsten Mutationen sind ¢.509-1G>C und p.Arg208X [Zhong et al.,
1998; Sleat et al., 1999]. Der Krankheitsverlauf zeigt sich bei den
unterschiedlichen Mutationen sehr variabel, teilweise auch verzdgert, da bei
den verschiedenen Mutationen eine unterschiedlich hohe enzymatische
Restaktivitat vorhanden ist [Steinfeld et al., 2010].

1.3 Juvenile neuronale Ceroid-Lipofuszinose (NCL3)

Die juvenile neuronale Ceroid-Lipofuszinose (NCL3) ist in Deutschland die
haufigste Form [Claussen et al., 1992]. Sie wird synonym auch als Morbus
Spielmeyer-Voigt oder Batten disease bezeichnet. Die ersten Symptome der
Erkrankung treten klasssicher Weise im frihen Schulalter auf, zuvor ist die
Entwicklung komplett unauffallig. Charakteristisch fallt zunéchst ein Visusverlust
auf, der sich im weiteren Verlauf progredient verschlechtert und schlief3lich zur
Erblindung fuhrt [Kohschiitter et al., 1988]. In der Fundoskopie zeigt sich eine
Retinopathie und das pathologisch veranderte Elektroretinogramm erlischt
zunehmend. Die betroffenen Kinder erblinden meist innerhalb von 1 bis 2
Jahren. Aul3erdem kommt es zu einer Abnahme der Konzentrations- und
Denkfahigkeit sowie einer zunehmenden dementiellen Entwicklung. Des
Weiteren zeigen sich cerebrale Krampfanfalle und zunehmende parkinsonartige
Bewegungsstérungen [Kohlschitter et al., 2005]. Durch den spateren Beginn
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der Erkrankung mit den einzelnen Symptomen, erleben die Patienten die
Erkrankung und den Verlust ihrer Fahigkeiten bewusst mit, was nicht selten mit
einer Angstsymptomatik, Halluzinationen und/oder depressiven Symptomen
einhergeht. AuRerdem koénnen aggressive Tendenzen und Schlafprobleme bei
den Betroffenen auftreten [Williams et al., 2006]. Im weiteren Krankheitsverlauf
kommt es zu einem Verlust aller mentalen sowie motorischen Fahigkeiten und

schlie3lich zum Tode im jungen Erwachsenenalter [Kohlschitter et al., 1997].

Das CLN3-Gen ist auf Chromosom 16pl2 [International Batten disease
consortium, 1995] lokalisiert, umfasst 15 Exons und kodiert Battenin, ein
lysosomales Membranprotein, welches sich aus 438 Aminosauren
zusammensetzt [Jarvela et al., 1998] Die Funktion des Proteins ist bisher nicht
im einzelnen geklart, es ist aber u.a. fur die Aufrechterhaltung des pH-Werts in
den Lysosomen, den Aminosauretransport in die Zelle, den intrazellularen
vesikularen Transport und Membranfusionen zustandig [Jalanko et al., 2009].
Die Erkrankung wird autosomal - rezessiv vererbt. Auch hier sind zahlreiche
pathogene Mutationen und Polymorphismen beschrieben, wobei die bisher
veroffentlichten im Anhang beschrieben sind. Die haufigste krankheitassoziierte
Mutationen, die 90 % der Allele ausmacht, ist eine 1,02-kb-Deletion [Jarvela et

al., 1998], wobei es zur Deletion von zwei Exons kommt.

1.4 Diagnostik

Fur die Diagnostik der neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen stehen heute mehrere
Methoden zur Verfiigung. Bei einem gemeinsamen Auftreten von Epilepsie,
Entwicklungsverzdogerung, Bewegungs- sowie Sehstdrungen sollte immer an
eine neuronale Ceroid-Lipofuszinose gedacht werden. Zu Beginn der
Erkrankung liegen jedoch nicht alle Symptome gleichzeitig vor [Steinfeld, 2010].
Daher ist ein Vorgehen anhand des Erkrankungsalters und der
charakteristischen Leitsymptome sinnvoll. Die Abbildung 1.02 zeigt eine
Ubersicht zum moglichen diagnostischen Vorgehen [Schulz, www.ncl-netz.de].
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Mikrozephalie Entwicklungsstillstand Retinopathie
Krampfe Krampfe Demenz
Enzyme Enzyme Lymphozyten
CtsD fehlt PPT | TPPI Beide Keine Vakuolen
fehlt | fehlt normal Vakuolen
O O O O O
O O O

Elektronen- | Enzyme:
mikroskopie |  CtsD,

PPT,
TPPI
3 g O 3 g 3
CLN10 CLN1 | CLN2 CLN5 CLN10 CLN3
CLNG6 CLN1
CLN7 CLN2
CLN8
Mutationsanalyse

Abb. 1.02: Diagnostisches Vorgehen bei NCL [Schulz: www.ncl-netz.de]

Treten die ersten Symptome, wie Mikrozephalie und zerebrale Krampfanfalle,
bereits in den ersten Lebenstagen auf, so handelt es sich vermutlich um eine
kongenitale neuronale Ceroid-Lipofuszinose (NCL10). Es erfolgt die Messung
der Cathepsin D Aktivitat, die bei den betroffenen Kindern deutlich vermindert
ist. Zur weiterfUhrenden Diagnostik empfiehlt sich eine Mutationsanalyse des
CLN10-Gens.

Bei den ersten klinischen Symptomen im Kleinkindalter erfolgt zunachst die
enzymatische Messung der Aktivitdt der Palmitoyl-Protein-Thioesterase (PPT)
und der Tripeptidyl-Peptidase | (TPPI). Die Messung der Aktivitat der Enzyme
kann anhand von Trockenblutproben erfolgen [Lukacs et al.,, 2003]. Dabei
werden Bluttropfen auf einen Filterpapierstreifen gegeben, wie er auch beim
Neugeborenenscreening verwendet wird, und dann in ein spezialisiertes Labor
versendet. Ist die entsprechende Enzymaktivitat stark vermindert oder gar nicht
vorhanden, spricht dies fur die Diagnose einer infantilen neuronalen Ceroid-
Lipofuszinose (CLN1) bzw. einer spétinfantien neuronalen Ceroid-
Lipofuszinose (CLN2). Zusétzlich sollte eine Mutationanalyse des

entsprechenden Gens erfolgen.
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Sollten die Enzymaktivitaten jedoch normal
sein, empfiehlt sich die Untersuchung von
Blutlymphozyten oder Hautfibroblasten mittels
der Elektronenmikroskopie. Allen neuronalen
Ceroid-Lipofuszinose gemeinsam ist die
Speicherung von Ceroidlipofuszin in den
Geweben, wobei elektronenmikroskopisch drei
verschiedene Erscheinungsmuster des
Speichermaterials vorliegen konnen
[Kohlschiitter et al., 2005]. Dabei finden sich
bei der infantiien neuronalen Ceroid-
Lipofuszinose typischerweise granuldare Zell-
einschlisse (GROD), auf Abbildung 1.03
dargestellt, und bei der spéatinfantiien NCL
curvilineare Einschlusskorperchen [Abbildung
1.04]. Sollte sich bei normalem Enzymtest in
der Elektronenmikroskopie typisches Speicher-
material finden lassen, so handelt es sich um
eine Variante der Kklassischen neuronalen
Ceroid-Lipofuszinose. Hierzu zéahlen die NCL5,
NCL6, NCL7 und NCL8.  Welches

Abb. 1.03: Granulare Einschliisse
[Kohlschitter,1997]

Abb. 1.04: Curvilineare Einschliisse
[Kohlschiitter,1997]

Speichermaterial hier typischerweise

vorliegt, ist aus Tabelle 1.01 zu entnehmen.
Als weiterfihrende Diagnostik erfolgt auch
hier eine Mutationsanalyse. Sind die ersten
klinischen Symptome im Schulalter zu

bemerken, sollte zunéchst ein Blutausstrich

durchgefuihrt werden. Falls sich hier

Abb. 1.05: Vakuolen mit Fingerab-

druckprofilen [Kohlschutter,1997]

membranbegrenzte Lymphozytenvakuolen
mit Fingerabdruckprofilen nachweisen las-
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sen [Abbildung 1.05], ist die Diagnose einer juvenilen neuronalen Ceroid-
Lipofuszinose (NCL3) gesichert. Erganzend sollte jedoch zuséatzlich eine
molekulargenetische Diagnostik erfolgen. Des Weiteren ist bei betroffenen
Familien eine préanatale Diagnostik moglich. Dabei sind sowohl eine
elektronenmikroskopische Untersuchung aus Chorionzotten oder Amnionzellen,
als auch eine molekulargenetische Diagnostik moglich. Insgesamt ist fiur die
Patienten und ihre Familien eine rasche Diagnose wichtig, da palliative
Behandlungsmdoglichkeiten bestehen und fir die weitere Familienplanung eine

genetische Beratung erfolgen kann.

1.5 Therapie

Fur samtliche Formen der neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen gibt es aktuell
keine Heilmethode. Es ist aber in den letzten Jahren gelungen, einzelne
Symptome in den verschiedenen Krankheitsabschnitten palliativ zu behandeln
und damit ein schweres Leiden der Betroffenen zu verhindern. Fur die
Betroffenen und ihre Familien ist es wichtig, dass sie durch die komplexen
Symptome sowohl bei medizinischen, psychischen, padagogischen als auch
sozialen Problemen optimal unterstutzt werden.

Inzwischen konnten Erfahrungen zur Wirkung von einzelnen Medikamenten bei
betroffenen Patienten gesammelt werden. Hierbei hat sich zum Beispiel bei der
Behandlung der Epilepsie eine Kombinationstherapie von Valproinsaure und
Lamotrigin sowie Topiramat und Levetiracetam bewahrt. Bei Myoklonien
wurden Piracetam und Zonisamid erfolgreich eingesetzt. Die parkinson-
ahnlichen Bewegungsablaufe, die bei der juvenilen Form auftreten, kdnnen mit
den Antiparkinsonmedikamenten Levodopa/ Carbidopa gunstig beeinflusst
werden. Bei depressiven Symptomen werden zum Beispiel Citalopram und
Sertralin eingesetzt, sowie Baclofen und Tetrazepam bei muskularer Spastik
und Kontrakturen. [Steinfeld, 2010] Auch eine spezielle Schmerztherapie bis zur
Behandlung mit Opiaten kann notwendig werden. Wé&hrend des gesamten
Krankheitsverlaufs ist eine psychotherapeutische Mitbehandlung sowohl der
Patienten, als auch der Angehdrigen wiinschenswert. Bei Schluckstérungen ist

in spateren Stadien meistens die
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Anlage einer perkutanen endoskopischen Gastrostomie (PEG)-Sonde sinnvoll,
damit unter anderem Aspirationspneumonien verhindert werden konnen. Im
Endstadium ist dann eine Sterbebegleitung mit palliativmedizinischer Betreuung
hilfreich.

In der Vergangenheit wurden verschiedene Therapieansatze bei den
neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen untersucht. Die Untersuchungen erfolgten
bisher sowohl in Tiermodellen, als auch schon in kleineren Patientengruppen.
Eine Madglichkeit ist eine Enzymersatztherapie, die bei den Formen mit
Enzymdefekten (CLN1, CLN2) in Frage kommt und sich in der
Entwicklungsphase befindet. Beim Morbus Gaucher, den Mukopolysacchari-
dosen |, I, VI, Morbus Fabry und Morbus Pompe hat sich diese Therapie
bereits bewahrt [Beck, 2007].

In Gentherapiestudien von Passini und Mitarbeitern wurden einem CLN2
Mausmodell Adeno-assoziierte Viren, die das intakte CLN2-Gen enthielten, an
verschieden Stellen des Gehirns injiziert. Es zeigte sich bei den so behandelten
Mausen in den injizierten und angrenzenden Arealen eine Aktivitdt des TPPI
Enzyms sowie eine deutliche Reduktion des elektronenmikroskopisch
nachweisbaren Speichermaterials [Passini et al., 2006]. Durch weitere
Forschungen mit verschiedenen Viren konnte schlie3lich eine Verbesserung
der neurologischen Symptomatik, wie das Gangbild und epileptische Anfélle,
erreicht werden. Des Weiteren zeigte sich eine hdhere Lebenserwartung
[Sondhi et al., 2007]. Daraufhin erfolgten die ersten Studien an 10 betroffenen
Patienten, denen das Virus an 12 verschiedenen Stellen ins Gehirn injiziert
wurde. Ein Proband starb 49 Tage nach der Injektion nach einem Status
epilepticus, bei den anderen wurde ein milderer Verlauf der Erkrankung
beobachtet [Worgall et al., 2008]. Weitere Studien hierzu werden aktuell von der
Weill Medical College der Cornell University in New York durchgefuhrt.

Ein weiterer Forschungsansatz ist die Therapie mit dem Medikament
Mycophenolate mofetil (Cellcept ®). Dies fithrt zur Immunsuppression und wird
bisher zur Prophylaxe bei Transplantationsabstol3ungsreaktionen erfolgreich,
auch bei Kindern, eingesetzt. Zurzeit lauft eine Phase 2 Studie an der University
of Rochester, New York, welche von der Food and Drug Administration (FDA)

zugelassen ist.
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Flupirtin ist ein Medikament aus der Gruppe der zentral wirkenden, nicht-
opioiden Analgetika. Dhar et al. beschrieben 2002, dass es auch eine
Apoptose- hemmende Wirkung besitzt, so dass es in der Behandlung der
neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen evt. ein verlangsamtes Fortschreiten der
Erkrankung bewirken kann [Dhar et al., 2002].

Des Weiteren erfolgten erste Kklinische Studien im Bereich der
Stammzelltherapie. 2006 genehmigte die Food and Drug Administration (FDA)
eine Phase | Studie mit HUCNS-SC® welches von dem Unternehmen
StemCells, Inc entwickelt wurde. Dabei handelt es sich um menschliche neurale
Stammzellen, die bei Patienten mit infantiler und spatinfantiler Ceroid-
Lipofuszinose eingesetzt wurden. Eine weitere Beobachtungsstudie dazu lauft

noch.

1.6 Ziel der vorliegenden Arbeit

Das Ziel dieser Dissertationsarbeit ist es, mit  Hilfe  der
Polymerasekettenreaktion (PCR), der single strand conformation polymorphism
Analyse (SSCP) sowie der DNA-Sequenzierung eine Mutationsanalyse bei
Patienten, bei denen Kklinisch die Diagnose einer neuronalen Ceroid-
Lipofuszinose gestellt wurde, durchzufihren. Durch den Vergleich der
bekannten Sequenz des CLN2- [Liu, 1998] und CLN3-Gens [Mitchison, 1997]
konnen so einzelnen Mutationen nachgewiesen werden. Des Weiteren ist es
Ziel, die Diagnostik zu erleichtern und eine bessere Zuordnung der Patienten zu
einem bestimmten Subtyp der neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen zu
gewahrleisten. Aul3erdem sollen die Ergebnisse dazu beitragen, dass bei
betroffenen Familien schon prénatal eine entsprechende molekulargenetische
Mutationsanalyse durchgefuhrt werden kann. Eine Friiherkennung ermoglicht
es den Familien fur die weitere Familienplanung eine mogliche Weitervererbung
zu bedenken oder sich bei mdglicher Diagnosefindung auf den tddlichen

Krankheitsverlauf vorzubereiten.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In der vorliegenden Arbeit wurde die genomische DNA von 38 nicht miteinander
verwandten Patienten untersucht. Das Patientenblut oder die bereits isolierte
DNA wurde dem Institut fir Humangenetik von den behandelnden Arzten zur
Verfigung gestellt, nachdem diese klinisch die Diagnose einer neuronalen
Ceroid-Lipofuszinose gestellt hatten. Abhangig von den Ergebnissen des
Mutationsscreenings wurden im Anschluss noch die DNA-Proben von weiteren
Familienmitgliedern untersucht. Als Kontrollpersonen wurden gesunde
Personen oder Patienten gewahlt, die nicht an einer neuronalen Ceroid-

Lipofuszinose erkrankt sind.
2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien und Losungsmittel

» Acrylamid 30 % (C3HsNO), Roth, Karlsruhe

(PAA) (mit 0,8 % Bisacrylamid)

Agarose (Ultra pure Agarose), (C12H180g)
Ammoniumacetat (CoH7NO,)
Ammoniumpersulfat (APS), ((NH4)2S20g)
BDT (Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction)

Borsaure (H3BO3)

Bromphenolblau (BPB), (C19H10Brs0sS)
Dextranblau

Dinatriumcarbonat (Na,CO3)
Dimethylsulfoxid (DMSO), (C;HeOS)
Dithiotreitol (DTT), (C4H1002S>)

DNA Langenstandard, 100 bp Leiter
EDTA Titriplex (C10H14N2Na,062H,0)

Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

PE Biosystems,
Weiterstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, Eggenstein

Merck, Darmstadt
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Essigsaure (CH3;COOH), 100 %
Ethanol (C,HsOH), 96 %
Ethidiumbromid (C21H20BrN3), 1 %
Formamid (HCONH,)
Formaldehyd (HCHO), 37 %,
stabilisiert mit 10 % Methanol
Glycerin (C3HgO3)

Harnstoff (Urea), (CH4N,0O)
HPLC-Wasser

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSQO,)
Natriumacetat (CH3;COONa)
Natriumcarbonat (Na,CQO3), wasserfrei
Natriumchlorid (NaCl)
N,N’-Methylenbisacrylamid (Bis)
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED)
((CH3)2NCH>CH2N(CHz3),)

Orange G

Paraffin fliissig

PBS (Phosphate buffered saline)
PCR-Puffer:

10 x Puffer und Q-Puffer

10 x Puffer mit MgCl,

Primer

Salpetersaure (HNO3), 65 %
Sequenzier-Gel-L6sung
Silbernitrat (AgNO3)
Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris), (C4H11NO3CIH)

Xylencyanol FF

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein

Qiagen, Hilden

Gibco BRL, Eggenstein
MWG Biotech, Ebersberg
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Biorad, Richmond, U.S.A.
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Neu-Ulm
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2.2.2 Nucleoide und Nucleinsduren

» Desoxyadenosin-5'-triphosphat (dATP) Gibco BRL, Eggenstein
» Desoxycytidin-5’-triphosphat (dCTP)

» Desoxyguanidin-5’-triphosphat (dGTP)

* Desoxythymidin-5'-triphosphat (dTTP)

2.2.3 Enzyme

* Bsmi BioLabs, USA

* EcoRV BioLabs, USA

e Stul Boehringer, Mannheim

* Tag-Polymerase (5 U/uL) Gibco BRL, Eggenstein
Qiagen, Hilden

2.2.4 Primer

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer mit ihren jeweiligen
Sequenzen, die Fragmentgro3en sowie ihre Annealing Temperaturen sind in
Tabelle 2.01 fur NCL2 und in Tabelle 2.02 fir NCL3 zusammengestellt.

2.2.4.1 Primer CLNZ2

Exon | Name Sequenz (5’-3)) Fragment- | Annealing
GroRRe Temp.

1 EO1 F | ACC AGG CTC AGG ACG CAG GT 322 bp 53°C
EOLR | GCTACGTTG TCCTTG TGT TCC

2 EO2 F | CGT CAC ATG ACA GCA GAT CC 350 bp 53°C
EO2 R | GCT ATG GAG TGC GTA CTA GG

3 EO3 F | CCT AAT CTG GAA CCT TCC ATG ACC 312 bp 55°C
EO3 R | GGC AGG CTC TGA CAT GAT CG

4 EO4 F | GGA AGT CCT GAT GTC TCATAG 319 bp 55°C
EO4 R | GCAAGC TCT CAACTCCC

5 EO5 F | GGA GAC AGT GAC TGA CTG CC 282 bp 55°C
EO5 R | GCATCT AAACTT CCT CAG CC
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Exon | Name Sequenz (5’-3)) Fragment- | Annealing
GroRRe Temp.

6 EO6 F | GGC TGA GGA AGT TTA GAT GC 338 bp 55°C
EO6 R | GGA ATT GAG GAC ACT GTG G

7 EO7 F | CCACAG TGT CCT CAATTCC 364 bp 53°C
EO7 R | CTC TCC AGC TTATAG CAT TCC

8 EO8 F | GGA GAG AGATCC TGA CAACC 342 bp 55°C
EO8R | GGC TCA GGG ATC ACT GTG G

9 EO9F | CCACTGACCTGACCTCTACA 306 bp 55°C
EO9 R | GGC AAA GCT TAAGGC TGA ACC

10 E10F | GTT CCT CCA GCA AGA CCT GG 316 bp 54°C
E1IOR | GAGTGAGTATTG GCATGT GG

11 E11F | GGATCC TCAGTT CAG CTG AC 306 bp 50°C
E11 R | GGT TCT AGG TGC AAG GTG TTC

12 E12F | CCT TAG AGATGT CTG ATACT 313 bp 55°C
E12 R | CAAAGG CTATTC CAC ACC

13 E13F | GGT GTG GAATAG CCT TTG 298 bp 55°C
E13 R | GGA CTG AAC TGC CAG CTT CAG

Tabelle 2.01: Ubersicht der verwendeten NCL2 Primer

2.2.4.2 Primer CLNS3

Die Primer 8F, 8R und 15F wurden der Puplikation von Munroe [Munroe et al.,

1997] entnommen.

Exon | Name Sequenz (5’-3) Fragment- | Annealing
grofde Temp.
1 O1F CCAGCTTCCTTG ATG GAT CG 293 bp 55°C
O1lR CCG AGT CAGCTCTCATTCCC
2 02 F GGG AAT GAG AGC TGA CTC GG 307 bp 55°C

02R

GGC AAA CCAGTG GATTCAGT
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Exon | Name Sequenz (5’-3)) Fragment- | Annealing
grofl3e Temp.
3 03 F ACA GGT AAG GGAAGG TTT GG 273 bp 55°C
O3 R CCAGCC AGAGACTGG AAACT
4 04 F AGC CAT CCT TCA AGT GAA GG 292 bp 58°C
04 R CCA GCC CAG GTC TCA ACT GT
5 05 F GAG CCTGTG TTT GTA GCA GG 279 bp 57°C
0O5R CGG TCT CTACTCTCAGCATC
6 06 F CCC TAC AGG TCT GGG TGA GG 325 bp 55°C
06 R AAG GGT GAC AGA ATG AAT CC
7 07 F GGT GCC ACT CTC CAT GAA GG 314 bp 60°C
07 R TAG GCT GAC CAT GGG ACA GC
8 08 F TGT CCC ATG GTC AGC CTAG 241 bp X:59°C
Y:57°C
08 R TTCTCT CCT TGG ACC CCT CT 2.5690
9 09 F AAG TGT TCA AAG GTA GAG GT 296 bp 55°C
09 R CTT TGC CTATTG CAG AGA GG
10 10F CCACTGTTG CGT GGT CTG GT 307 bp 53°C
10R CCT CACTTACAAGTC CCT GG
11 11F CAA GGT TCG GAT GAT GGC TGG 304 bp 58°C
11 R CCAGCGGTATTG CTG AGC GT
12 12 F CCA GGG ACT TGT AAG TGA GG 299 bp X:60°C
12R GCATCT GGT ACCTGA GGT TA VR8C
Z2:56°C
13 13F2 | TGAGTC ACG CTC AGC AAT ACC 388 bp X.62°C
13 R3 | ACG ACA GAG CGAGAC TCT GTC TCC v:60°C
Z:58°C
14 14 F CCT TCA CCA GTA ACT CCT AA 325 bp X:59°C
Y:57°C
14 R GGT GAG GCT TCAGTC CCAGA 7:55°C
15 15F2 | AGG GAT GTC TGG GAC TGA AG 481 bp X.61°C
15R1 | GTC TAT ATATAG GAA AGT GG ;22:5

Tabelle 2.02: Ubersicht der verwendeten NCL3 Primer
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2.2.5 Puffer und Lésungen

* Ammoniumpersulfat-Losung
ad

« 100-Basenpaarleiter

* Developer-L6sung

ad

* Formamid-Probenpuffer (SSCP)

» Ladepuffer fir PCR

* Nucleotid-Mix (dNTPs), 10 mM

ad

1
10

30
40

29,6
540,0
1,0

98
10
0,025
0,025

25
25
20

10
10
10
10
60

g
mL

ML
ML

ML

%
mM
%
%

mL
mL

mg

ML
ML
ML

APS
Aqua dest.
Lagerung bei 4 °C

100 Basenpaar-Stocklsg.

PCR-Ladepuffer
TE-Losung

Natriumcarbonat
Formaldehyd 37 %
bidest. Wasser

deionisiertes Formamid
EDTA, pH 8.0
Bromphenolblau
Xylencyanol

Lagerung bei -20 °C

Glycerin 100 %
1 x TBE
Orange G

dATP 100 mM
dCTP 100 mM
dGTP 100 mM
dTTP 100 mM
Aqua dest.
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10 x PCR-Reaktionspuffer

Salpetersaure 1 %

Silbernitrat-Losung

10 x TBE

TE-Puffer

ad

ad

ad

ad

200 mM Tris-HCI (pH 8.4)
500 mM KCI
Lagerung bei -20°C
15,4 mL Salpetersaure 65 %
984,6 mL bidest. Wasser
2,02 g Silbernitrat
1,00 L bidest. Wasser
1 M Trisaminomethan
1 M Borsaure
20 mM EDTA
1L bidest. Wasser
12,11 g Trisaminomethan (pH 8.0)
3,72 ¢ EDTA (pH 8.0)
1,00 L bidest. Wasser
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2.2.6 Gele

» Agarose-Gel

« Sequenzier-Gele:
e 48 cm, 1200 Volt

» 36 cm, 2400 Volt (2 Gele)

» 36 cm, 1200 Volt (2 Gele)

29

150

7,1
6,0
21,0
21,0
0,3
20,0

7,5
6,0
18,0
23,0
0,3
20,0

8,4
6,0
21,0
20,0
0,3
20,0

mL

mL

mL

mL

mL

mL

mL

mL
mL
ML

mL

mL

mL

mL

ML

Agarose
1 x TBE
Ethidiumbromid

Sequenzier-Gel-L6sung
10 x TBE

Harnstoff
HPLC-Wasser
APS-Losung

TEMED

Sequenzier-Gel-Lésung
10 x TBE

Harnstoff
HPLC-Wasser
APS-LOsung

TEMED

Sequenzier-Gel-Losung
10 x TBE

Harnstoff
HPLC-Wasser
APS-Lésung

TEMED
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* SSCP-Gele:

* 8% PAA

* 8% PAA, 10 % Glycerin

2.2.7 Arbeitsgeréate

DNA Sequenzer ABI-Prism™

Eismaschine FM-120 DE
Elektrophoresekammern
» fur SSCP ,Model S2*

incl. Glasplatten, Kdémme, Spacer

« flr Agarosegele

incl. Gelschlitten, Kadmme

Folienschweil3gerat Vacupack 2 Plus

Kamera E.A.S.Y. 429 K
Magnetruhrer Typ Ret Basic

Mikrowellengerat

13,0
35,0
82,0

1,2
24,0

13,0
35,0
69,0
13,0

1,2
24,0

Pipetten Pipetman 20 uL/ 200 pL/ 1000 uL

Schuttler REAX 2000

mL 10 x TBE

mL Acrylamid, 30 %
mL bidest. Wasser
mL APS-L6sung
uL TEMED

mL 10 x TBE

mL Acrylamid, 30 %
mL bidest. Wasser
mL Glycerin

mL APS-LOsung
uL TEMED

PE Applied Biosystems,
Weiterstadt
Hoshizaki, Nagya, Japan

Gibco BRL, Eggenstein

Sigma, Deisenhofen

Krups, Solingen

Herolab, Wiesloch

Janke/ Kunkel GmbH, Stauffen
AEG, Frankfurt

Abimed, Langenfeld

Heidolph, Schwabach
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* Spannungsgerate

« fur Elektrophoresen:

Electrophoresis Power Supply Gibco BRL, Eggenstein
PS 3002 ST305
o fiir SSCP: ST 3002 Gibco BRL Eggenstein
» Thermoblock Liebisch, Bielefeld
» Thermocycler MJ Research PTC 200 Biozym, Massachusetts, USA
e Tubes0,5mL/1,5mL Eppendorf, Hannover
* UV-Transilluminator UVT-28 M Herolab, Wiesloch

« Vakuum Zentrifuge Speed Vac Plus SC 110 Savant, Farmingdale, U.S.A.

* Video-Printer Video Copy Processor Mitsubishi

» Vortex REAX 2000 Heidolph, Schwabach
 Waage PT 310 Sartorius, Gottingen

» Zentrifuge: Biofuge pico Heraeus Instruments, Osterode

2.3 Methoden

2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain R eaction)

2.3.1.1 Prinzip

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [Saiki et al., 1985; Mullis et Faloona,
1987] handelte es sich um ein Verfahren, mit dem ausgewahlte DNA-Abschnitte
gezielt innerhalb kurzer Zeit in groBer Kopienanzahl amplifiziert werden
konnten. Dadurch war die Untersuchung bestimmter Genabschnitte mdglich.
Fur die Reaktion benttigte man genomische DNA, zwei Primer, Nukleotide
sowie eine hitzestabile Polymerase. Bei den Primern handelte es sich um
kurze, in vitro- synthetisierte Oligonukleotide (20-25 Nukleotide) mit
vorgegebener Sequenz, die sich komplementdr an die DNA-Einzelstrange
anlagerten und so den Startpunkt flr die Neusynthese bildeten. Des Weiteren
war eine thermostabile Polymerase notwendig. Diese wurde aus dem
thermophilen  Bakterium  Thermus  aquaticus isoliert, hatte ein
Temperaturoptimum von 72°C und Uberstand auch Temperaturen von 94°C

ohne grofReren Wirkungsverlust [Saiki et al., 1988].
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Die Reaktion lief in drei Teilschritten ab:

Zunachst wurde der DNA-Doppelstrang bei 94°C in zwei Einzelstrange (Sense
und Antisense) aufgespalten (Denaturierung ). Beim anschlielRenden
herabsenken der Temperatur auf 50-60°C kam es zur komplementaren
Anlagerung der sequenzspezifischen Primer (Annealing ) an den Sense und
Antisense Strang. Im dritten Abschnitt, der Elongation , wurde die Temperatur
auf 72°C, dem Temperaturoptimum der Tag-Polymerase, angehoben. Die Tag-
Polymerase verlangerte den DNA Strang, an den Primern beginnend, und
synthetisierte so zwei komplementdre DNA-Strdnge aus den ebenfalls im
Ansatz vorhandenen Nukleotiden. Diese drei Schritte wurden zyklisch 30-40
mal wiederholt, so dass der gewiinschte DNA-Abschnitt um den Faktor 10°-10*

vervielfaltigt wurde [Saiki et al., 1988].

2.3.1.2 Durchfiihrung

FUr einen Reaktionsansatz wurden folgende Zusatze bendtigt:
e 1,0 yL genomische DNA (100 ng)
* 0,5 pL Forward (F) Primer (10 pmol/ pL)
* 0,5 L Reverse (R) Primer (10 pmol/ pL)
e 2,5uL 10 x PCR Puffer
e 0,5uL dNTPs
18,8 pL H,0

0,2 yL Tag-Polymerase
25,0 yL Reaktionsansatz

Der Reaktionsansatz wurde in sterile PCR-Tubes pipettiert und diese in einen
programmierbaren Thermocycler gegeben. Um das gewinschte Produkt in
ausreichender Menge zu erhalten, mussten optimale Bedingungen fur das
jeweilige Primerpaar gewdahlt werden. Als Denaturierungstemperatur wurde
95°C gewahlt. Die gunstigste Annealing Temperatur wurde experimentell fur
das jeweilige Exon ermittelt und ist in Tabelle 2.01 und Tabelle 2.02 aufgelistet.
Die Elongations-Temperatur wurde nach dem Temperaturoptimum der Tag-

Polymerase bei 72°C gewahlt.
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Einige Reaktionen wurden zur Erhéhung der Spezifitat als sogenannte ,Touch
Down PCR* durchgefiihrt. Hierbei wurde die Annealing Temperatur anfangs
hoch gewéhlt und dann nach drei Zyklen um jeweils 2°C gesenkt.

Des Weiteren wurden dem Reaktionsansatz zur Steigerung der Spezifitat 1 pL
Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Formamid [Sarkar et al., 1990] zugesetzt.

Einstellung des Thermocyclers:
Denaturierung :
01. 1 Minute bei 95°C
02. 30 Sekunden bei 95°C
Annealing :
03. 30 Sekunden zwischen 50-61°C
Elongation :
04. 30 Sekunden bei 72°C
05. 34 Zyklen ab Punkt 2
06. 5 Minuten bei 72°C
07. 5 Minuten bei 4°C

Einstellung bei Touch down PCR:
01. 1 Minute bei 95°C

02. 15 Sekunden bei 95°C
03. 10 Sekunden bei X°C
04. 30 Sekunden bei 72°C
05. 3 Zyklen ab Punkt 2
06. 15 Sekunden bei 95°C
07. 10 Sekunden bei Y°C
08. 30 Sekunden bei 72°C
09. 3 Zyklen ab Punkt 6
10. 15 Sekunden bei 95°C
11. 10 Sekunden bei Z°C
12. 30 Sekunden bei 72°C
13. 35 Zyklen ab Punkt 1
14. 2 Minuten bei 72°C
15. 5 Minuten bei 4°C
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2.3.2 Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese [Meyers et al.,, 1976; Southern, 1979]
handelte es sich um eine effektive Methode um sicherzustellen, dass sich bei
der Polymerasekettenreaktion eine ausreichende Menge des spezifischen
Produktes amplifiziert wurde.

Zur Herstellung eines Gels wurden 2 g Agarose in 150 mL
Elektrophoresepuffer (1 x TBE) gegeben und anschliel3end in der Mikrowelle
aufgekocht, bis sich die Agarose vollstindig aufloste. Wahrend des
Abkuhlvorgangs, im Wasserbad auf dem Magnetruhrer, erfolgte bei ca. 60°C
die Zugabe von 3 pL Ethidiumbromid. Danach wurde die Flissigkeit auf einen
vorbereiteten Gelschlitten mit eingesetzten KAmmen gegossen, so dass ein Gel
mit Taschen entstand. Nachdem die Agarose erstarrt war, wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer eingelegt und mit Elektrophoresepuffer bedeckt.
Anschliel3end wurden 5 pyL des PCR-Amplifikats mit 5 uL Ladepuffer versetzt,
in die Geltaschen pipettiert und eine max. Spannung von 120 Volt angelegt. Bei
einer Laufzeit von 30 Minuten wurden die DNA Fragmente elektrophoretisch
aufgetrennt. Durch die vorherige Zugabe des Ethidiumbromids konnten die
Fragmente unter UV Licht (302 nm) betrachtet werden, da sich das
Ethidiumbromid mit der DNA verbindet und unter UV Licht fluoresziert. Die
GroRe der DNA Fragmente konnten anhand eines aufgetragenen Markers (100
bp-Leiter) bestimmt werden. Das Elektrophoreseergebnis wurde anschlie3end

photographisch dokumentiert.
2.3.3 Single strand conformation polymorphism Analy se (SSCP)
2.3.3.1 Prinzip

Bei der single strand conformation polymorphism Analyse (SSCP) [Orita et al.,
1989a/b] handelte es sich um eine Screening Methode, mit der man innerhalb
kurzer Zeit eine gréRere Anzahl DNA Proben auf eventuell vorhandene
Mutationen untersuchen konnte. Dabei machte man es sich zu nutzen, dass
einzelstrangige DNA Molekule in Polyacrylamidgelen ein unterschiedliches
Laufverhalten zeigten. Jeder Einzelstrang nahm aufgrund seiner Basenabfolge

sowie seiner Framentgrof3e und -lange eine spezifische Konformation ein,
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wobei schon die kleinsten Verdnderungen, zum Beispiel die Mutation einer
einzelnen Base, zu einer Konformationsanderung und somit zu einer Anderung
der Wandergeschwindigkeit im Polyacrylamidgel fihrten [Grompe, 1993]. Daher
konnten Sequenzabweichungen, bei gleichzeitigem Auftragen eines Wildtyps,
durch ein unterschiedliches Bandenmuster sichtbar gemacht werden. Das
Auftrennungsverhalten wurde allerdings auch durch verschiedene Einflisse
mitbestimmt. Die lonenkonzentration in der verwendeten Pufferlosung (TBE),
die Acrylamidkonzentration, die Umgebungstemperatur beziehungsweise die
Temperatur, die durch die angelegte Spannung und Stromstarke entstand,
sowie eventuelle Zusatze wie Glycerin beeinflussten das Laufverhalten der
aufgetragenen Proben mit [Glavac et Dean, 1993]. Die unterschiedlichen
Bandenmuster wurden anschlieRend mit einer Silberfarbung [Ainsworth, 1991,
Chaubert, 1993] sichtbar gemacht.

2.3.3.2 Durchftihrung

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Untersuchungen wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Des Weiteren wurde jede DNA-Probe auf einem
8 %igen Polyacrylamidgel mit und ohne 10 %iger Glycerinzugabe untersucht.
Die zu untersuchenden Proben wurden auf das Gel aufgetragen und unter
Anlegen einer konstanten Spannung elektrophoretisch aufgetrennt.

Zunachst wurden zwei unterschiedlich grofRe, ethanolgereinigte Glasplatten
vorbereitet. Diese wurden Ubereinandergelegt und mit Hilfe von zwei seitlich
eingelegten Spacern konnte ein Abstand von 0,8 mm erreicht werden. Die
Glasplatten wurden anschlieRend mit seitlich angelegten Klemmen fixiert. Bei
der Herstellung der Polyacrylamid-Gele wurden 82 mL bzw. 69 mL
bidestiliertes Wasser, 13 mL Elektrophoresepuffer (10x TBE) und 35 mL
30%iges Acrylamid in ein Gefass gegeben und auf dem Magnetrihrer
miteinander verrthrt. Je nachdem, welche Bedingung gewahlt wurde, erfolgte
dann noch die Zugabe von 13 mL Glycerin. Die Polymerisation der Losungen
wird durch Zugabe von 24 uL N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED) und 1,2
mL Ammoniumpersulfat (APS) gestartet. Nach grindlicher Durchmischung
wurde die jeweilige LOsung zwischen die zwei praparierten Glasplatten

gegossen. Anschliel3end wurde am oberen Abschnitt eine



2 Material und Methoden 26

Kammleiste eingesetzt, damit sich Geltaschen ausbilden konnten. Fur die
vollstandige Polymerisation des Gels wurden mindestens 45 Minuten
veranschlagt. Die Glasplatten wurden mitsamt dem Gel in die
Elektrophoresekammer eingespannt und diese mit Elektrophoresepuffer (1 x
TBE) beflllt. Die zu untersuchenden DNA Fragmente wurden mittels der
vorbeschriebenen Polymerasekettenreaktion amplifiziert. Fur die Auftrennung
wurden 5 pyL des PCR Produktes mit 5 uL Ladepuffer (Formamidpuffer)
versetzt, 10 Minuten bei 95°C denaturiert, danach sofort auf Eis gekihlt und
anschlieBend in die Geltaschen pipettiert. Neben den zu untersuchenden
Proben wurde auch jeweils die DNA eines gesunden Patienten (Wildtyp DNA)
sowie ein DNA Langenstandard aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung wurde bei Raumtemperatur Gber Nacht bei 15 W, je nachdem ob
Glycerin zugesetzt wurde, fur 10-17 Stunden durchgefihrt. Nach Beendigung
der Auftrennung wurden die Glasplatten entfernt und das Gel in eine
vorbereitete Glasschale Uberfuhrt, die dann mit 10 %igem Ethanol befllt

wurde.
2.3.4 Silberfarbung

2.3.4.1 Prinzip

Um die bei der SSCP-Analyse entstandenen Bandenmuster sichtbar zu
machen, wurde eine Silberfarbung durchgefuhrt [Budowle et al., 1991]. Bei
dieser Methode machte man es sich zu nutzen, dass Silberionen (Ag") mit DNA
Komplexe bildeten, wobei das Silber im darauf folgenden Schritt mit

alkalischem Formaldehyd reduziert wurde und dabei ausfiel.

2.3.4.2 Durchfiihrung

Das Gel wurde bereits in eine Glasschale tberflihrt, in der es fur mindestens 5
Minuten verblieb, damit die DNA durch das Ethanol fixiert werden konnte.
Anschlieliend wurde das zugesetzte Ethanol abgesaugt. Danach erfolgte zur
Oxidierung die Zugabe von 1 %iger Salpetersaure, die fur 3 Minuten
zugegeben und dann wieder abgesaugt wurde. Als nachstes wurde das Gel
zweimalig mit bidestilliertem Wasser gespult. Anschlie3end erfolgte die Zugabe
von Silbernitrat-Loésung, in der das Gel 20 Minuten geschwenkt wurde. Nach

einer erneuten zweimaligen Spilung mit bidestilliertem Wasser wurde zur
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Reduzierung vorsichtig Entwicklerlésung hinzugegeben, die so lange belassen
wurde, bis sich die Banden in einer ausreichenden Intensitat darstellten. Die
Reaktion wurde durch 10 %ige Essigsdure beendet und das Gel zum
Abschluss noch einmal mit bidestilliertem Wasser gespult. Das Gel wurde nun
auf eine Plastikfolie Gberfuhrt und darin eingeschweil3t. Danach erfolgte eine
photographische Dokumentation.

2.3.5 Sequenzierung

Bei Proben, die bei der durchgefihrten SSCP-Untersuchung auffallige
Bandenmuster zeigten, wurde zur genaueren Differenzierung eine
Sequenzierung durchgefuhrt. Mit Hilfe der Sequenzierung war es mdoglich, die
genaue Basensequenz der einzelnen Proben zu bestimmen, um damit
festzustellen, ob es sich bei der Auffalligkeit um eine Mutation, einen

Polymorphismus oder ein Artefakt handelte.
2.3.5.1 Prinzip

Die bei dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenzierungen wurden auf Grundlage
der Arbeiten von Sanger [Sanger et al.,, 1977] sowie Maxam und Gilbert
[Maxam et Gilbert, 1980] durchgefuhrt und modifiziert. Die zu untersuchende
DNA wurde ahnlich wie bei der Polymerasenkettenreaktion zunachst
denaturiert, mit einem Primer hybridisiert und es wurde mit Hilfe einer DNA-
Polymerase ein komplementéarer DNA Strang synthetisiert. Allerdings wurden
hierbei neben den vier  Ublichen Desoxynukleotiden (dNTPs)
fluorenszenzmarkierte Didesoxynukleotide (ddNTPS) eingesetzt [Ansorge et al.,
1987], welche mit den Desoxynukleotiden um den Einbau konkurrierten. Die
Didesoxynukleotide unterschieden sich von den normalen Desoxynukleotiden
dadurch, dass ihnen am 3’-Ende eine Hydroxylgruppe fehlte, an die
normalerweise das nachste Nukleotid geknipft wurde. Wurde nun ein
Didesoxynukleotid eingebaut, so konnte der Strang nicht verlangert werden und
es kam zum Kettenabbruch. In einer Reaktion entstanden dabei DNA
Fragmente unterschiedlicher GréR3e, die an ihrem 5°-Ende Ubereinstimmten und
ein variables 3'-Ende hatten, je nachdem, welches Didesoxynukleotid
eingebaut wurde. Die vier verschiedenen Didesoxynukleotide (ddATP, ddCTP,
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ddGTP, ddTTP) wurden jeweils basenpezifisch mit vier verschiedenen
Fluorenzenzfarbstoffen markiert, was es moglich machte, dass die Reaktion in
einem Ansatz durchgefuhrt werden konnte. Im nachsten Schritt wurden die
entstandenen Fragmente in einem denaturierten Acrylamidgel entsprechend
ihrer Lange aufgetrennt. Bei der vorliegenden Arbeit wurde das
Sequenziergerat ABI-Prism™ 377 verwendet, das die Fragmente mittels eines
Lasers wahrend der elektrophoretischen Auftrennung automatisch detektierte.
Anhand der GroR3e der einzelnen PCR Produkte und deren Fluoreszenzfarbe
konnte die Sequenz der Probe durch Computerverarbeitung der Signale

ermittelt werden.

2.3.5.2 Durchfiihrung

Die bereits amplifizierten PCR Proben mul3ten zunéchst fur den
Sequenziervorgang von moglichen  Storfaktoren, zum Beispiel den
Uberschussigen Nukleinsauren, aufgereinigt werden. Dafir wurde als erstes
eine  Ammoniumacetatfallung durchgefuhrt, wobei 20 upyL 4 M
Ammoniumacetat mit 125 pyL 96 %igem Ethanol in ein Tube vorgelegt und dann
20 uL des bereits gefertigten PCR Produktes hinzufligt wurden. Die Mischung
wurde kurz vortekutiert und anschlie@end 15 Minuten bei 14000 rpm
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand dekandiert und es erfolgt die Zugabe
von 200 pL 70 %igem Ethanol, wobei die Mischung erneut vortekutiert, 10
Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert und im Anschluss dekantiert wurde. Als
nachstes wurde die Mischung nochmals 30 Sekunden zentrifugiert, das
restliche Ethanol quantitativ abgezogen und der Tube mit dem Pellet fur 5
Minuten bei 37°C auf einem Heizblock getrocknet. Das Pellet wurde dann in 30
ML Wasser geldst. Fur den nachsten Schritt, die Sequenzierungs-PCR , wurden
3 UL des aufgereinigten PCR Produktes zusammen mit 0,4 yL des jeweiligen
Primers, 4,6 yL Wasser sowie 2 pL der fertigen BDT-Reaktionsldsung (enthalt
u.a. dNTPs, ddNTPs und Tag-Polymerase) in ein Tube pipettiert und dieser

unter folgenden Reaktionsbedingungen in einen Thermocycler gegeben:
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01. 96°C fur 1 Minute

02. 96°C fur 10 Sekunden

03. 50°C fur 5 Sekunden

04. 60°C fur 4 Minuten

05. 25 Zyklen ab Punkt 2

06. 10°C fur mindestens 10 Minuten

Nach der Sequenzierungs-PCR wurde eine Natriumacetatfallung

durchgefiihrt, damit auch hier der Uberschuss an nicht verarbeiteten
Reagenzien entfernt wurde. Daflr wurden die 10 yL des Sequenzieransatzes
mit 90 yL Wasser versetzt und diese in ein vorbereitetes Cap mit 10 yL 3M
Natriumacetat sowie 250 yL 96 %igem Ethanol gegeben. Der Ansatz wurde
kurz vortekutiert, fur 20 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert und das Ethanol
anschlieBend abpipettiert. Im néachsten Schritt erfolgte die Zugabe von 250 uL
70 %igem Ethanol, wobei die Mischung erneut vortekutiert, fur 5 Minuten bei
14000 rpm zentrifugiert und das Ethanol abpipettiert wurde. Das Cap wurde
dann in einen 37°C vorgeheizten Heizblock gestellt, indem das noch
verbliebene Ethanol verdampfte. Das getrocknete Pellet wurde in dem Cap bis
zur elektrophoretischen Auftrennung bei -20°C gelagert und erst kurz vor der
Auftrennung in 3 uL Ladepuffer gel6st, fir 10 Minuten bei 80°C denaturiert und
anschlieend sofort auf -20°C abgekuihlt und damit dauerhaft denaturiert. Fur
die folgende elektrophoretische Auftrennung wurde das automatische
Sequenziergerat ABI-Prism™ verwendet, wobei die Grole des Gels davon
abhing, wie viele Basen das zu untersuchende Produkt hatte. Es wurden zwei
unterschiedlich grosse Sequenziergele verwendet, wobei das 36 cm lange Gel
fur Sequenzierprodukte <400 bp und das 48 cm lange Gel fir

Sequenzierprudukte > 400 bp verwendet wurde.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die erhaltenden Sequenzen
mit der Nukletid Sequenz der cDNA des CLN Gens verglichen und

dementsprechend Sequenzabweichungen festgestellt.
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2.3.6 Restriktionsenzymverdau [Smith et Birnstiel, 1976]
2.3.6.1 Prinzip

Bei der Verdauung wurden Restriktionsenzyme verwendet, wobei es sich dabei
um Endonucleasen prokaryontischen Ursprungs handelte. Diese waren in der
Lage, spezifische Sequenzabschnitte von vier bis acht Basenpaaren in einer
doppelstrangigen DNA zu erkennen und diese préazise zu schneiden. Bei den
Erkennungssequenzen handelte es sich meistens um Palindrome. Die Namen
der Restriktionsenzyme wurden von dem entsprechenden Bakterium abgeleitet.
Es gab fur jeden Bereich der DNA eine Reihe von Erkennungssequenzen fur
Restriktionsenzyme, wobei sich deren Schnittstellen durch eine veranderte
Basensequenz &nderten, indem neue Schnittstellen hinzukamen und andere
wegfielen. Mit Hilfe eines Computerprogramms, hier ,tacg V2 — Analysis",
konnte fir eine bestimmte DNA Sequenz ermittelt werden, zu welchen
Verédnderungen es in der Erkennungssequenz durch die Mutation gekommen
war und wie sich diese auf einen Restriktionenzymverdau auswirken werden.
Verglich man nun den Verdau einer Wildtyp Sequenz mit dem der zu
untersuchenden DNA, so konnte mit einem verédnderten Bandenmuster in der
elektrophoretischen Auftrennung, die entsprechend vermutete Mutation

bestétigt oder ausschlossen werden.

2.3.6.2 Durchfiihrung

Bei der vorliegenden Arbeit wurde der Restriktionsenzymverdau zur Spaltung
von PCR Produkten [Turbett et Sellner 1996] und damit zum Nachweis von
Sequenzverdnderungen durchgefuhrt. Hierbei wurden 5 pL des bereits
vorliegenden PCR Produkts mit 0,5 pyL des jeweiligen Enzyms in einen Tube
pipettiert und dieser in einem vorgewarmten Heizblock gestellt. Die Inkubation
wurde bei einer fir das Restriktionsenzym spezifischen Temperatur, welche
vom Hersteller angegeben wurde, Uber 1% Stunden durchgefiihrt.
Anschlie3end wurde der Verdau mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und das
Resultat durch Ansicht unter UV Licht sichtbar gemacht, sowie photographisch

dokumentiert.
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3  Ergebnisse

Bei der vorliegenden Arbeit wurden die Exons 1-13 des fur CLN2 codierenden
Gens sowie die Exons 1-15 des fur CLN3 codierenden Gens untersucht. Es
erfolgte die Untersuchung mit denen im Material und Methoden-Tell
beschriebenen Methoden. Bei der SSCP-Analyse wurden die Patientenproben
zusammen mit einer Kontrollprobe gemeinsam auf ein Polyacylamidgel
aufgetragen, wobei jede Probe fir jedes Exon unter zwei verschiedenen
Gelbedingungen, mit und ohne Glycerin, untersucht wurde. Dabei wurden
Proben als auffallig eingestuft, die im Vergleich zur Kontrollprobe,
beziehungsweise zu den anderen Proben, nicht das entsprechende
Bandenmuster aufwiesen. Es zeigten sich bei den Untersuchungen sowohl
eindeutige als auch diskrete Verdnderungen. Bei fraglicher Bedeutung erfolgte
zur weiterfiuhrenden Untersuchung die Sequenzierung. Es wurde zur Kontrolle
sowohl der Forward als auch der Reverse Strang sequenziert. Zu einem
spateren Zeitpunkt der experimentellen Arbeit kamen noch die Patientenproben
31.0-38.0 zur Untersuchung hinzu. Bei diesen Proben erfolgte die sofortige
Sequenzierung der einzelnen Exons. Die durchgefiuihrten Untersuchungen
erbrachten fur das CLN2-Gen den Nachweis von insgesamt elf pathogenen
Mutationen sowie 20 Polymorphismen. Fir das CLN3-Gen zeigten sich sechs
pathogene Mutationen und sechs Polymorphismen. Die einzelnen Ergebnisse
sind nachfolgend naher beschrieben. Eine tabellarische Zusammenstellung der
bei der vorliegenden Arbeit gefundenen pathogenen Mutationen und

Polymorphismen, sowie der bisher veréffentlichten, findet sich im Anhang.
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3.1 Ergebnisse fur CLN2

3.1.1 5UTR/Exon 1

Das Exon 1 hat eine Lange von 49 bp. In
der SSCP-Analyse zeigten sich im
Polyacrylamidgel ohne Glycerin bei den
21.0 und 22.0
unterschiedliche, zusatzliche Banden
[Abb. 3.01]. Des Weiteren zeigten sich
bei den Patienten 7.0, 9.0 und 30.0
diskrete Veranderungen, so dass bei

Patienten jeweils

diesen Patienten die weitere Unter-

suchung mittels Sequenzierung erfolgte.

Pat. 181 19 20 21 22 23 24

i b ot e

Abb. 3.01: SSCP Exon 1

Bei den drei letzteren Patienten ergab die anschlieRende Sequenzierung keine

Auffalligkeiten.

3.1.1.1 Polymorphismus ¢.1-203T>C

Sowohl bei Patientin 21.0 als auch bei Patienten 22.0 zeigte sich in der

Abb. 3.02: Pat. 21, ¢.1-203T>C, Polymorphismus

Sequenzierung an Position 1205

der genomischen DNA im
Bereich der 5UTR ein
heterozygoter Basenaustausch

von Thymin zu Cytosin [Abb.
3.02]. Diese Veranderung ist in
der Publikation von Sleat et al.
1999 [Sleat, 1999] bereits als
Polymorphismus beschrieben
und somit klinisch ohne weitere

Relevanz.
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3.1.1.2 Polymorphismus ¢.1-231G>A

Bei Patientin 21.0 zeigte sich an
Position 1177 der genomischen
DNA, ebenfalls in der 5UTR
Region, ein Basenaustausch von
Guanin zu Adenin [Abb. 3.03],
wobei es sich hierbei ebenfalls
um einen von Sleat et al, 1999
[Sleat, 1999] beschriebenen Po-

lymorphismus handelt.

Abb. 3.03: Pat. 21, ¢.1-231G>A, Polymorphismus

3.1.2 Exon 2

Das Exon 2 hat eine Lange von 72 bp. In der SSCP-Analyse zeigten sich bei
den Patienten 15.0 und 25.1 diskrete Veranderungen, wobei sich in der
anschlieBenden Sequenzierung kein Hinweis fir eine Mutation finden liess. In
den Sequenzierungen der Patienten 31.0 — 38.0 zeigten sich ebenfalls keine

Auffalligkeiten.

3.1.3 Exon 3

Das Exon 3 hat eine Lange von 140 bp. Bei den SSCP-Untersuchungen zeigten
sich bei den Patienten 9.0 und 30.0 aufféllige Bandenveranderungen, so dass

eine anschliel3ende Sequenzierung erfolgte.
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3.1.3.1 Pathogene Mutation ¢.225A>G (p.=)

Bei Patienten 9.0 zeigte sich in

der Sequenzierung (Reverse- Y QIQ P S
N WT GTA TTG AGG A GA
Strang) [Abb. 3.04] an Position GTA CTG AGG A GA

225 der codierenden DNA ein
heterozygoter  Basenaustausch

von Adenin zu Guanin, wobei

diese an der dritten Position

eines codierenden Triplets steht

und sowohl ,CAA“ als auch

Abb. 3.04: Pat. 9.0, Reverse, c.225A>G,

,CAG fur die Aminosaure pathogene Mutation

Glutamin codieren. Dementspre-

chend kommt es hierbei zwar nicht zu einer Veranderung der
Aminosauresequenz, aber es wird eine potentielle Splei3stelle erzeugt [Sleat,
1999]. Diese Mutation wurde bereits von Sleat et al. 1999 vertffentlicht. In den
weiteren Untersuchungen konnte keine weitere heterozygote Mutation

gefunden werden und es lagen keine Proben weiterer Familienmitglieder vor.

3.1.4 Exon 4

Das Exon 4 hat eine Lange von 151 bp. Bei den Patienten 4.0, 6.0, 8.0, 9.0,
13.0 sowie 30.0 fielen diskrete Verdnderungen im Vergleich zu der Kontrolle

auf, so dass hier eine Sequenzierung durchgefuhrt wurde. Dabei zeigte sich

hier kein weiterfihrender Befund.
Py 12 14 5
Im Gegensatz dazu, zeigte sich in der SSCP-Analyse
der Patientin 14.0 im Bereich der Einzelstrdnge eine ey =
auffallige Doppelbande [Abb. 3.05].

Abb. 3.05: SSCP Exon 4



3 Ergebnisse 35

3.1.4.1 Pathogene Mutation ¢.237C>G (p.Tyr79X)

Bei Patientin 14.0 zeigte sich in der Sequenzierung [Abb. 3.06] an Position 237
der codierenden DNA ein heterozygoter Basenaustausch von Cytosin zu
Guanin an der dritten Stelle des codierenden Tripletts. Daraus ergibt sich ein

Austausch von Tyrosin zu einem Stopp-Codon, woraus eine frihzeitige

Termination resultiert. Diese

/ pathogene Mutation wurde 2012

WT

OO+
00
— |-

L
TG
TG

— <

X
c C
G C

OO0

von Kousi et al. [Kousi, 2012]
beschrieben. Die weiteren

Untersuchungen dieser Patientin

j i) zeigten ebenfalls einen

YIUAIY ' heterozygoten Basenaustausch in
AL VAT A

. _/\_} __} Intron 5, welcher dort naher

beschrieben ist.

Abb. 3.06: Pat. 14, ¢.237C>G, pathogene Mutation

3.1.5Exon5

Die Ladnge von Exon 5 betragt 128 bp. In der SSCP-Analyse zeigten sich nur
wenige, diskrete Verdnderungen im Vergleich zur Kontrollprobe. Bei der
anschlieBenden Sequenzierung der auffalligen Patientenproben sowie der
Proben 31.0 — 38.0 konnte bei keiner Probe ein pathologischer Befund
festgestellt werden.

3.1.6 Intron 5/ Exon 6

Das Exon 6 hat eine Lange von 179 bp. In den beiden SSCP-Untersuchungen
mit und ohne Glycerin zeigten sich mehrere Auffalligkeiten. Bei den Patienten
3.0, 9.0, 13.0, 22.0 und 27.0 zeigte sich im Bereich der Einzelstrange die
gleiche, auffallige Doppelbande. Bei den Patienten 7.0, 12.0, 15.0, 18.1 und
30.0 lieRRen sich lediglich diskrete Auffalligkeiten feststellen.
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In der Abbildung 3.07 und 3.08 sieht man
in der SSCP-Analyse das | R Ml 2 = & = F
unterschiedliche Laufverhalten der
gleichen Patientenproben mit einem
8%igen PAA Gel, einmal mit und einmal
ohne 10%iges Glycerin. In der Abbildung
3.07 ist ein 8%iges PAA Gel mit
10%igem Glycerin dargestellt. Man sieht ~ Abb. 3.07: SSCP, PAA/ Glycerin, Exon

bei den Patienten 14.0 und 29.0 im Bereich der Einzelstrange jeweils andere,

auffallige Doppelbanden, im Vergleich zur Kontrollprobe.

Im Gegensatz dazu sieht man in der
AL B2 2 b B S Abbildung 3.08, bei dem 8%igen
PAA Gel, in dem Laufverhalten der
- - Patientenprobe 14.0 im Bereich der
Einzelstrange kaum einen
Unterschied im  Vergleich  zur

Kontrollprobe.

Abb. 3.08: SSCP, PAA, Exon 6

Zur weiterfuhrenden Diagnostik wurde bei allen diesen aufféalligen
Patientenproben sowie bei den Patientenproben 31.0-38.0 die Sequenzierung
durchgeflhrt. Bei den Patientenproben 7.0, 12.0, 15.0, 18.1 und 30.0 ergab sich

dabei kein wegweisender Befund.
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3.1.6.1 Pathogene Mutation ¢.509-1G>C
Sowohl bei der Patientenprobe 14.0
[Abb. 3.09], als auch bei Probe 36.0 Intron Exon
[Abb. 3.10] =zeigte sich bei der WIr cCc T ACAG|T GGG
CCTACACIT GGG

Sequenzierung an Position 3556 der
genomischen DNA ein heterozygoter
Guanin  zu

Basenaustausch von

Cytosin, welcher zu einer

Veranderung der Splice-site fihrt.
Diese pathogene Mutation ist bereits
in der Publikation von Sleat et al.

1999 [Sleat, 1999] beschrieben.

Abb. 3.09: Pat. 14, ¢.509-1G>C, pathogene
Mutation

Intron Exon
CCTACAGITGGGGGGA
CCTACACITGGGGGGA

Fur Patientin 14.0 ergibt sich hier

zusammen mit der Dbereits
beschriebenen heterozygoten
Mutation, dem Aminosaure-

abbruch in Exon 4 eine zweite

heterozygote Mutation.

Abb. 3.10: Pat. 36, ¢.509-1G>C, pathogene
Mutation

Zur weiteren Untersuchung erfolgte daher die
Analyse der Familie der Patientin 14.0 mittels

Sequenzierung. In der Abbildung 3.11 ist der

Stammbaum der

Trager der Mutation p.Tyr79X sind schwarz,
die Trager der Mutation ¢.509-1G>C grau

markiert.

Familie dargestellt.

14.1 14.2
Die
/'14.0 143

Abb. 3.11: Stammbaum Familie 14
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In der Sequenzierung zeigte sich, dass die Eltern der Patientin jeweils
heterozygote Trager einer pathogenen Mutation sind und diese jeweils an ihre
beiden Kinder vererbt haben. Dementsprechend sind beide Kinder, auch der

Bruder der Indexpatientin, Compound-Heterozygot.

3.1.6.2 Pathogene Mutation c.586delC

Bei Patientin 29.0 zeigte sich in der Sequenzierung [Abb. 3.12], an der Position
586 der codierenden DNA, die heterozygote Deletion von einer Base, dem

Cytosin. Hierbei kommt es zu einer Verschiebung der Basensequenz und

dementsprechend Zu einer

v G L/IC  _HN L/W Veranderung der Aminosauren-
WT GT GGC CTG CAT CTG
GT GGC TGC ATC TGG abfolge. Statt der Basensequenz

' ,CTG", die die Aminosaure Leucin

codiert, kommt es zur Sequenz
,1GC" die die Aminosaure
Cystein  codiert. Durch die

Verschiebung kommt es bereits

Abb. 3.12: Pat. 29, c.586delC, pathogene Mutation drei Tripletts spater zu einem

Stopp-Codon und damit zu einer
frihzeitigen Termination. Diese pathogene Mutation wurde bisher in der
Literatur nicht veroffentlicht. Bei der Patientin 29.0 zeigte sich in Exon 7 eine

weitere heterozygote Mutation, die dort ndher beschrieben ist.

Zur weiteren Untersuchung wurde ein Restriktionsenzymverdau der DNA der
Patientin 29.0 und ihrer Familie im Exon 6 durchgefihrt. Das gesamte PCR-
Produkt hat eine Lange von 338 bp. Das Restriktionsenzym Stul schneidet die
Basensequenz des Wildtyps mit der Reihenfolge - AGG " CCT - in zwei
Fragmente, wobei das eine 178 bp und das andere 160 bp lang ist. Tritt bei
einem Patienten die oben genannte Mutation auf, so fallt die Enzymschnittstelle
von Stul weg, so dass sich in der Gelelekrophorese lediglich das

ungeschnittene PCR Produkt mit 338 bp zeigt.
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Da die Mutation bei der Indexpatientin heterozygot auftritt, zeigten sich in der
Gelelektrophorese (Ergebnisse nicht gezeigt) sowohl Anteile der geschnittenen
Fragmente, als auch die Anteile des Wildtyps. Bei der Mutter der Indexpatientin
zeigte sich im Restriktionsenzymverdau ebenfalls heterozygot die
Fragmentanteile des Wildtyps und der Mutation. Vater und Schwester der
Indexpatientin zeigen in diesem Exon das Bandenmuster des Wildtyps. Zur
Kontrolle erfolgte noch die Sequenzierung der Familienmitglieder, welche die
oben genannte Mutation bei der Mutter der Indexpatientin heterozygot
nachweisen lies. Vater und Schwester der Indexpatientin zeigten in der

Sequenzierung von Exon 6 eine unauffallige Basensequenz.

3.1.6.3 Pathogene Mutation ¢.622C>T (p.Arg208X)

Sowohl bei der Sequenzierung der Patientenproben 35.0, 36.0 als auch bei
38.0 zeigte sich ein heterozygoter Basenaustausch von Cytosin zu Thymin an
der Position 622 der codierenden DNA. In der Abbildung 3.13 ist als Beispiel die

Sequenzierung der Patienten-
probe 36.0 abgebildet. Der

R K RIX Y N
WT CGT G CGATAC C Austausch erfolgt an der ersten
CGT G TGA TAC C

Stelle eines codierenden
Tripletts, wobei sich der Code
R ,CGA", der fiur die Aminosaure

Arginin codiert, in den Code

,TGA" andert, der ein Stopp-

Codon darstellt.

Abb. 3.13: Pat. 36, c.622C>T, pathogene Mutation

Dementsprechend kommt es hier zu einer Termination. Diese pathogene
Mutation ist bereits in der Publikation von Sleat et al. 1997 [Sleat, 1997]
beschrieben worden. In den weiteren Untersuchungen der Patientenprobe 35.0
konnte keine weitere heterozygote Mutation gefunden werden. Anders bei der
Patientenprobe 38.0, wo sich eine weitere heterozygote Mutation in Exon 7
zeigte, die dort ndher beschrieben ist. Bei der Patientenprobe 36.0 zeigte sich
bereits im Intron 5, an der Splice-site, eine heterozygote Mutation. Fur diese

Patientenprobe lagen leider keine Proben weiterer Familienmitglieder vor.



3 Ergebnisse

40

3.1.6.4 Polymorphismus ¢.508+26A>T

An der Position 3436 der genomischen DNA liess sich jeweils bei den

Patientenproben 3.0, 9.0, 22.0

und 34.0 ein homozygoter [Abb.
3.14] und bei den Patienten-
proben 13.0, 27.0, 33.0 und
38.0 ein heterozygoter Basen-
austausch von Adenin zu
Thymin nachweisen. Dieser
Austausch wurde bereits in der
Publikation von Sleat et al.

G
G

00
o0
0o
—
2N0)
2N0)
2N0)
@6
00

1999 [Sleat, 1999] als Po- Abb. 3.14: Pat. 9, ¢.508+26A>T, Polymorphismus

lymorphismus veréffentlicht.

3.1.7 Intron 6/ Exon 7

Das Exon 7 hat eine Lange von 199 bp. In der SSCP-Analyse fielen bei den
Patienten 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 12.0, 15.0, 16.0 und 29.0 Veranderungen im
Vergleich zur Kontrollprobe auf. Es erfolgte die weiterfiihrende Sequenzierung,
wobei sich bei den Patienten 4.0, 5.0, 6.0, 15.0 und 16.0 kein pathologischer

Befund ergab.

3.1.7.1 Pathogene Mutation ¢.833A>G (p.GIn278ArQ)

An der Position 833 der codierenden DNA zeigte sich bei Patient 38.0 ein

D \ Q/R Y L
WT GAT GTG CAG TAC CTG
GAT GTG CGG TAC CTG

o ol

Abb. 3.15: Pat. 38, c.833A>G, pathogene Mutation

heterozygoter Basenaustausch
von Adenin zu Guanin in der
Sequenzierung [Abb. 3.15]. Der
Basenaustausch erfolgte an der
zweiten Stelle eines codierenden
Tripletts, wobei sich die Sequenz
,CAG", die fur die Aminosaure
Glutamin codiert, in den Code
,CGG", die Arginin codiert,
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andert. Diese pathogene Mutation ist bisher nicht in der Literatur veroffentlicht.
Fur dieses Exon wurden bereits Kontrollproben sequenziert und diese Mutation

konnte ebenfalls bei keiner Kontrollprobe nachgewiesen werden.

Fur den Patienten 38.0 wurde bereits in Exon 6 die heterozygote Mutation
€.622C>T gefunden. Es erfolgte die

Analyse der Familienmitglieder

mittels Sequenzierung. Die ‘}ﬂ

38.1 38.2
Ergebnisse sind im Stammbaum in

Abbildung 3.16 dargestellt. Schwarz

dargestellt ist die pathogene

Mutation ¢.833A>G in Exon 7, grau
die pathogene Mutation ¢.622C>T
in Exon 6. Der Indexpatient [38.0]
385 38.4

i
hat die beiden Mutationen jeweils 38'3/' >
heterozygot von seinen Eltern [38.1
und 38.2] geerbt und st
dementsprechend Compound-Heterozygot. Seine Schwestern [38.4 und 38.5]

Abb. 3.16: Stammbaum Familie 38

haben jeweils die Mutation ¢c.833A>G in Exon 7, sein Bruder [38.3] heterozygot
die Mutation ¢.622C>T geerbt.

3.1.7.2 Pathogene Mutation ¢.845G>A (p.Ser282Asn)

Bei der Patientenprobe 29.0 zeigte sich an der Position 845 der codierenden
DNA ein heterozygoter Basenaustausch von Guanin zu Adenin [Abb. 3.17].

Diese Veranderung befindet

sich an der zweiten Stelle eines

L M SIN A G
WIHCTG ATG AGT GCT GGT codierenden Tripletts. Anstelle
CTG ATG T GCT GGT

des Basencodes ,AGT", der fur
die Aminosaure Serin codiert,
kommt es zum Code ,AATH,

welcher fir die Aminosaure

Asparagin codiert. Dieser

Aminosaureaustausch wurde
Abb. 3.17: Pat. 29, ¢.845G>A, pathogene Mutation
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bisher nicht in der Literatur veroffentlicht. In der anschlieRenden Untersuchung
von 50 Kontrollproben, die nicht an einer neuronalen Ceroid-Lipofuszinose
erkrankt sind, konnte in keiner Probe dieser Basenaustausch nachgewiesen

werden.

Es erfolgte die Durchfihrung eines Restriktionsenzymverdaus im Exon 7 der
Familie. Das PCR — Produkt hat eine Lange von 384 bp. Das Restriktions-
enzym Bsml schneidet den Wildtyp an der Erkennungssequenz - GAATGCN -

in zwei Fragmente, die eine

Lange von 32 bp und 352 bp

WI 290 292 291 293 BP10

haben. Durch die Mutation ergibt

. . . - 600bp
sich eine neue Schnittstelle, so .

- p
dass sich drei Fragmente mit - 100bp

einer Lange von 32 bp, 113 bp

und 239 bp zeigten Die Abb. 3.18: Enzymverdau Bsml

Gelelektrophorese des Restriktionsenzymverdaus ist in Abbildung 3.18 zu
sehen. Die Indexpatientin 29.0 zeigt heterozygot sowohl die Wildtypanteile als
auch die Fragmente der pathogenen Mutation. Diese zeigen sich auch beim
Vater [29.2] und bei der Schwester [29.3] der Patientin. Die Mutter [29.1] zeigt
dagegen lediglich die Wildtypfragmente. Zur Kontrolle erfolgte noch die

Sequenzierung, die die Befunde bestatigte.

Bei der Patientenprobe 29.0 hat sich bereits im
Exon 6 eine heterozygote 1-bp-Deletion '}ﬂ

gezeigt. Die Ergebnisse der Familie 29 sind in 29.1 29.2
dem Stammbaum der Abbildung 3.19
dargestellt. Zusammen mit den Ergebnissen

des Exon 7 kommt es hier zu einer Compound-
Heterozygotie. Sowohl Vater [29.2], als auch
die Mutter [29.1] sind jeweils heterozygote
Ubertrager. Schwarz ist die Mutation
c.586delC dargestellt, grau die Mutation /29.0 29.3
c.845G>A. Die Indexpatientin [29.0], tragt

jeweils beide Mutationen heterozygot. lhre Abb. 3.19: Stammbaum Familie 29
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gesunde Schwester [29.3] ist lediglich heterozygote Trégerin der Mutation
C.845G>A.

3.1.7.3 Polymorphismus ¢.687+32T>C

Bei den Patienten 7.0, 12.0, 31.0,
33.0 und 36.0 zeigte sich bei der
Sequenzierung [Abb. 3.20] in der
genomischen DNA an Stelle
3767 heterozygot ein Basen-
austausch von Thymin zu Cytosin
im Intron 6. Diese Verédnderung
Ist bereits bei Sleat et al. 1999

[Sleat, 1999] als Polymorphismus

Abb. 3.20: Pat. 31, ¢.687+32T>C, Polymorphismus beschrieben.

3.1.8 Exon 8

Das Exon 8 hat eine Lange von 189 bp. In der SSCP - Analyse zeigte sich
lediglich bei Patient 4.0 eine diskrete Verdnderung, wobei sich in der
anschlieBenden Sequenzierung kein pathologischer Befund ergab.

3.1.9 Exon 9

In der SSCP-Analyse des Exons 9, welches eine Lange von 70 bp hat, zeigten
sich diskrete Verédnderungen bei den Patientenproben 6.0 und 30.0. Alle
anderen Patientenproben zeigten ein identisches, unauffalliges Bandenmuster.
Die Sequenzierungen der beiden Patientenproben sowie der Patientenproben
31.0-38.0 ergaben keinen auffalligen Befund.
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3.1.10 Exon 10
Das Exon 10 hat eine Lange von 121 bp. In der SSCP-Analyse zeigten sich bei

den Patientenproben 6.0 und 7.0 im Vergleich zur Kontrollprobe Auffalligkeiten.
Bei der weiterfihrenden Sequenzierung wurde jedoch bei keiner Probe ein

pathologischer Befund gefunden.

3.1.11 Exon 11

Das Exon 11 hat eine Lange von 159 bp. In der SSCP-Analyse zeigten sich bei
den Patientenproben 4.0, 5.0, 8.0, 13.0 und 15.0 Auffalligkeiten im Vergleich
zur Kontrollprobe. Die Sequenzierung ergab jedoch keinen Hinweis auf eine

Veréanderung der Basensequenz.

3.1.12 Exon 12
Dieses Exon 12 hat eine Lange von 126 bp. In der SSCP-Analyse zeigten sich

mehrere  Auffalligkeiten in den
Patientenproben, so dass die wil 181 300 190 210
Sequenzierung erfolgte. Bei der
Patientenprobe 30.0 zeigte sich im
SSCP-Gel [Abb. 3.21] zum Beispiel —
eine Verschiebung der Banden im

Bereich der Einzelstrdnge im

Vergleich zur Kontroliprobe. Abb. 3.21: SSCP, PAA/ Glycerin, Exon 12
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3.1.12.1 Pathogene Mutation c.1476dupAT

Bei der Patientenprobe 30.0 zeigte sich in der Sequenzierung [Abb. 3.22] an

der Stelle 1476 der codierenden DNA eine homozygote Duplikation der Basen

Adenin und Thymin, die zu

H R m L/S S/ einer Verschiebung des
WT CACAGG ATC CTT AGT Leserasters fuhrt und damit
CAC AGG AT TCC TT zZu einer anderen

Aminosaureabfolge. Diese
pathogene Mutation wurde

bisher in der Literatur nicht

veroffentlicht.

Abb. 3.22: Pat. 30, c.1476dupAT, pathogene Mutation

Bei dem Patienten 30.0 und dessen Familie wurde zur weiteren Untersuchung
ein Restriktionsenzymverdau im Exon 12 durchgefihrt. Das PCR-Produkt von
Exon 12 hat eine Lange von 315 bp. Das Restriktionsenzym EcoRV schneidet

die Basensequenz der Mutation an der Stelle - GAT " ATC - in zwei

Fragmente, die eine Lange von
144 bp und 171 bp haben. Der Pat. WT 300 302 301 BP100
Wildtyp hat diese Schnittstelle
nicht, so dass sich in der
Gelelektrophorese ein ungeschnit-
tenes PCR Produkt mit 315 bp
zeigte. In Abbildung 3.23 ist die

i Y. iy s
TLINRRLSTRN, SN REG T, © ST, 1L

Abb. 3.23: Enzymverdau EcoRV

Gelelektrophorese abgebildet. Der Indexpatient 30.0 zeigte homozygot die
Mutation. Vater [30.2] und Mutter [30.1] zeigen sowohl die Fragmente der
Mutation, als auch die Fragmente des Wildtyps. Sie sind dementsprechend
heterozygot fur diese Mutation. Zur weiterfuhrenden Untersuchung erfolgte
noch die Kontrolle mittels Sequenzierung, die die oben genannten Befunde
bestétigte.
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In Abbildung 3.24 ist der Stammbaum der
Familie 30 dargestellt. Die Mutter [30.1] und
der Vater [30.2] sind jeweils heterozygot fir '}ﬂ
die Mutation ¢.1476dupAT und vererben diese 01 302
jeweils an ihren Sohn [30.0], so dass dieser
homozygoter Trager ist.

B

30.0

Abb. 3.24: Stammbaum Familie 30

3.1.12.2 Polymorphismus ¢.1542A>T (p.=)

Bei den durchgefiuihrten Sequenzierungen zeigte sich bei den Patientenproben
1.0, 3.0, 9.0 und 33.0 an Stelle 1542 der codierenden DNA ein Basenaustausch

von Adenin zu Thymin an der

dritten Stelle des codierenden

A GIG L F
WT GCA GGACTC TTT Tripletts [Abb. 3.25]. Sowohl der
GCAGGT CTC TTT

Code ,GGA* als auch ,GGT",
codieren die Aminosaure Glycin.
Dieser Polymorphismus ist bereits
bei Sleat et al. 1999 [Sleat, 1999]

beschrieben.

Abb. 3.25: Pat. 1, ¢.1542A>T, Polymorphismus

3.1.13 Exon 13

Das Exon 13 hat eine Lange von 141 bp. In der SSCP-Analyse, unter beiden
Untersuchungsbedingungen mit und ohne Glycerin, zeigte sich bei allen
untersuchten Patienten ein identisches, unauffalliges Bandenmuster. Die
Sequenzierungen der Patientenproben 31.0-38.0 ergaben ebenfalls keinen

pathologischen Befund.
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3.2 Ergebnisse fiur CLN3

Die Untersuchung auf die 1,02-kb-Deletion wurde schon vor Beginn der Arbeit
von Mitarbeiterinnen im Institut durchgefiihrt. Bei den Patientenproben 18.0,
19.0, 20.0, 21.0, 22.0, 23.0 und 25.0 wurde diese pathogene Mutation bereits
heterozygot nachgewiesen. Daher erfolgte bei diesen Proben die

Sequenzierung fur jedes Exon.

3.2.1 Exon1

Das Exon 1 hat eine Lange von 46 bp. In der durchgefiihrten SSCP-Analyse
zeigten sich bei den Patientenproben 10.0, 20.0, 21.0, 23.0, 27.0 diskrete
Auffalligkeiten. In der anschlieenden Sequenzierung zeigten sich jedoch keine

pathologischen Veranderungen.

3.2.2 Exon 2

Die Lange des Exons 2 betragt 79 bp. Die SSCP-Analyse ergab diskrete
Auffalligkeiten bei den Patientenproben 10.0, 18.0 und 23.0. Auch hier ergab

sich bei der Sequenzierung kein Hinweis auf einen auffalligen Befund.

3.2.3 Exon 3

Das Exon 3 hat eine Lange von 97 bp. Die Patientenproben 10.0, 18.0, 20.0
und 24.0 zeigten diskrete Veranderungen in der SSCP-Analyse, so dass die
anschlieBende Sequenzierung erfolgte, die jedoch keine auffalligen Befunde

ergab.
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3.2.4 Exon 4

Die Patientenproben 10.0, 19.0 und 28.0 zeigten in der SSCP-Analyse des 72
bp langen Exons diskrete Verdnderungen im Vergleich zum Wildtyp. Die
Sequenzierung der Proben ergab keinen Hinweis auf einen pathologischen
Befund.

3.2.5 Exon 5

Das Exon 5 hat eine Lange von 79 bp. In der SSCP-Analyse zeigten sich
diskrete Auffalligkeiten bei den Patientenproben 10.0, 18.0, 21.0 und 23.0, die
in der anschlieenden Sequenzierung jedoch keine pathologischen

Verédnderungen zeigten.

3.2.6 Exon 6
Die Patientenproben 10.0, 18.0, 23.0 und 27.0 zeigten in der SSCP-Analyse

des 87 bp langen Exons 6 im Vergleich zur Kontrollprobe diskrete
Veranderungen. In der Sequenzierung ergab sich allerdings kein pathologischer
Befund.

3.2.7 Exon 7

Bei der SSCP-Untersuchung des Exons 7, welches 73 bp lang ist, fielen bei den
Patientenproben 10.0 und 27.0 ebenfalls nur diskrete Veranderungen auf,
wobei in den weiterfuhrenden Untersuchungen keine Aufféalligkeiten festgestellt

werden konnten.

3.2.8 Exon 8

Das Exon 8 hat eine Lange von 144 bp. In der SSCP-Anlayse zeigten sich die
Patientenproben 10.0 und 21.0 auffallig, so dass die Sequenzierung erfolgte.
Diese ergab bei diesen beiden Proben keinen pathologischen Befund. Die
Patientenproben 31.0-38.0 kamen erst zu einem spateren Zeitpunkt der

experimentellen Arbeit zur Untersuchung hinzu.
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Bei diesen Proben erfolgte die sofortige Sequenzierung der einzelnen Exons,

wobei sich bei Patientenprobe 37.0 die im Folgenden genannten Befunde

ergaben.

3.2.8.1 Pathogene Mutation ¢.597C>A (p.Tyr199X)

Bei dem Patienten 37.0 zeigte sich in der durchgefiihrten Sequenzierung [Abb.

3.26] an Position 597 der codierenden DNA ein homozygoter Basenaustausch

von Cytosin zu Adenin an der

dritten Stelle des codierenden

Tripletts. Daraus resultiert ein
Austausch von Tyrosin zu
einem Stopp-Codon, woraus
eine Termination resultiert.
Diese pathogene Mutation

wurde 2009 von Sarpong et

al. [Sarpong, 2009] beschrie-

Abb. 3.26: Pat. 37, ¢.597C>A, pathogene Mutation

ben. Weitere Familien-

angehorige vom Patienten 37.0 standen zur Mituntersuchung leider nicht zur

Verfiigung.

3.2.8.2 Polymorhismus ¢.582G>T (p.=)

Bei Patient 37.0 zeigte sich in der Sequenzierung [Abb. 3.27] ebenfalls im Exon

G L L/L G A
WI GGG CTG CTG GGG GC C
GGG CTG CTT GGG GCC

Abb. 3.27: Pat. 37, ¢.582G>T, Polymorphismus

8 an der Position 582 der
codierenden DNA ein
homozygoter Basenaus-
tausch von Guanin zu
Thymin. Dieser Austausch
stent an der dritten Stelle
eines codierenden Tripletts
und sowohl ,CTG* als auch
,CTT* codieren fur die

Aminosaure Leucin.
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Hierbei kommt es dementsprechend zu keiner Verdnderung der Amino-
sauresequenz. Dieser Polymorphismus wurde 2009 von Sarpong et al.

[Sarpong, 2009] veroéffentlicht.

3.2.9 Exon 9

Das Exon 9 hat eine Lange von 113 bp. In der SSCP-Analyse waren die
Patientenproben 10.0, 17.0, 18.1, 19.0, 20.0, 21.0, 22.0, 23.0 und 25.0 auffallig
und wurden sequenziert. Bei den Proben zeigte sich jedoch kein Befund.

3.2.10 Exon 10

Das Exon 10 hat eine Lange von 47 bp. In der SSCP-Analyse zeigten sich die
Patientenproben 10.0, 18.0, 18.1, 19.0, 22.0, 24.0, 25.0, 29.0 und 30.0 diskret
auffallig, so dass die Sequenzierung erfolgte, die jedoch keine Auffalligkeiten

zeigte.

3.2.11 Exon 11

In der SSCP-Untersuchung des Exons 11, welches 69 bp hat, zeigten sich bei
den Patientenproben 10.0, 17.0, 18.0, 24.0, 26.0 und 27.0 diskrete
Verdanderungen im Vergleich zum Wildtyp. In der darauf durchgefiihrten
Sequenzierung zeigte sich auch hier kein pathologischer Befund.

3.2.12 Exon 12

Das Exon 12 hat eine Lange von 56 bp. Hier zeigten sich bei den
Patientenproben 10.0, 25.1 und 30.0 in der SSCP-Analyse fragliche
Veranderungen, so dass die Sequenzierung erfolgte, die jedoch keine
auffalligen Befunde ergab.
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3.2.13 Exon 13

Das Exon 13 hat eine Lange von 94 bp. In der SSCP-Analyse [Abb. 3.28]
zeigten sich in dem Polyacrylamidgel mit Glycerin bei den Patientenproben 22.0
und 24.0 jeweils unterschiedliche, zusatzliche Banden im Bereich der

Einzelstrange. Die Seqeuenzierung zeigte dann pathologische Befunde, die

unten ndher beschrieben

. ) 21 22 23 24 25 251 26 27 28 29 30 BP100
sind. Des Weiteren

zeigten sich bei den M - cooop

- 400bp

——
——
Wl - 300bp
—
—

Patientenproben 10.0,
17.0, 19.0, 20.0, 21.0,
23.0, 25.0, 25.1, 26.0, T -
27.0 und 28.0 diskrete

Verénderungen, so dass

- 200bp

- 100bp

Abb. 3.28: SSCP Exon 13

auch hier die weitere Untersuchung mittels Sequenzierung erfolgte. Bei diesen
Proben ergab sich jedoch kein auffalliger Befund.

3.2.13.1 Pathogene Mutation ¢.992delTT

Bei Patient 22.0 zeigte sich in der Sequenzierung [Abb. 3.29], an der Position
992 der codierenden DNA, die heterozygote Deletion von zwei Basen, dem

Thymin. Durch diese Deletion kommt es zu einer Verschiebung der

Basensequenz und dement-

G \Yi P/C AL S/p sprechend zu einer Verander-

GCC TCC ung der Aminosaureabfolge.
CT C CCG

Wl cGC GTC TTT
GGC GTC T GC

Statt der Basensequenz
LI1T% die die Aminosaure
Prolin codiert, kommt es zur
Sequenz ,TGC*, die die

Aminosaure Cystein codiert.

Abb. 3.29: Pat. 22, ¢.992delTT, pathogene Mutation
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Durch die Verschiebung kommt es nach 49 Tripletts zur Codierung eines Stopp-

Codons und damit nicht nur zur verdnderten Aminosédurezusammensetzung,

sondern auch zur frihzeitigen Termination. Diese Mutation wurde bisher in der

Literatur nicht verotffentlicht. Bei dem Patienten
22.0 konnte bereits heterozygot die 1,02-kb-
Deletion nachgewiesen werden. Es wurde noch
eine Familienanalyse mittels Sequenzierung
Abbildung 3.30 st
Stammbaum der Familie dargestellt. Die Trager

durchgefuhrt. In der
der 1,02-kb-Deletion sind schwarz, die Trager
Mutation ¢.992delTT grau
markiert. Bei den Untersuchungen zeigte sich,
dass die Eltern [22.1 und 22.2] des Patienten

der pathogenen

jeweils heterozygote Trager einer pathogenen
Mutation sind und diese jeweils an ihr Kind [22.0]
vererbt haben, so dass sich eine Compound-

Heterozygotie ergibt.

O

22.1 22.2

/22.0

Abb. 3.30: Stammbaum Familie 22

3.2.13.2 Pathogene Mutation ¢.1000C>T (p.Arg334Cys)

Bei der Sequenzierung [Abb. 3.31] der Patientenprobe 24.0 zeigte sich ein

homozygoter Basenaustausch von Cytosin zu Thymin an der Position 1000 der

codierenden DNA. Der Basenaustausch erfolgt an der ersten Stelle eines

codierenden Tripletts, wobei sich der Code ,CGC* der fur die Aminosaure

R/IC

= S
WT T ccCZC
T cCcT

OO

S
T C
T C

TG
TG

CT GCT T
CT GC T T

Abb. 3.31: Pat. 24, c.1000C>T, pathogene Mutation

Arginin codiert, in den Code
,1GC" andert, der fiur die
Aminosaure Cystein
codiert. Diese pathogene
Mutation ist in der Literatur
bereits von Munroe et al.
1997 1997]

beschrieben worden.

[Munroe,
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Zur weiteren Untersuchung erfolgte noch die
Untersuchung der Familienmitglieder der
Patientin 24 mittels Sequenzierung. Der @ﬂ

Stammbaum der Familie ist in Abbildung 3.32 24.1 24.2
dargestellt. Der Vater [24.2] ist heterozygoter
Trager der pathogenen Mutation. Die Kinder
[24.0 und 24.3] sind beide homozygote
Trager dieser Mutation. Bei der Mutter [24.1]

konnte die Mutation nicht nachgewiesen
werden. In einer Kontrolluntersuchung

bestatigte sich dieses Ergebnis. /’24.0 24.3

Abb. 3.32: Stammbaum Familie 24

3.2.14 Exon 14

Das Exon 14 hat eine Lange von 141 bp. In der SSCP-Analyse zeigten alle
Patienten ein identisches, unauffalliges Bandenmuster. In den Patientenproben
31.0-38.0, bei denen die Sequenzierung durchgefuhrt wurde, zeigten sich

ebenfalls keine pathologischen Befunde.

3.2.15 Exon 15

Das Exon 15 hat eine Lange von 120 bp. In der SSCP-Untersuchung fielen bei
einigen Patienten diskrete Verdnderungen auf, so dass die weiterfiihrende

Untersuchung mittels Sequenzierung erfolgte.

3.2.15.1 Pathogene Mutation ¢.1247A>G (p.Asp416Gly)
Bei der Patientenprobe 18.0 zeigte sich in der Sequenzierung [Abb. 3.33] an

Position 1247 der codierenden DNA ein heterozygoter Basenaustausch von
Adenin zu Guanin an der zweiten Stelle des codierenden Tripletts.
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Statt der Basensequenz ,GAC*, die die Aminosaure Asparaginsaure codiert,
ergibt sich die Sequenz ,GGC* die die Aminosdure Glycin codiert. Bei der
Patientenprobe 18.0 konnte bereits heterozygot die 1,02-kb-Deletion
nachgewiesen werden. Dieser Aminosaureaustausch wurde 2012 von Kousi et
al. [Kousi, 2012] verdffentlicht. Als Kontrolle wurde die DNA von 56

randomisierten, nicht an

Ceroid-Lipofuszinose er-
D/G

krankten Personen, auf WT

— |-
00
— —
O Oln
— —
00
®

00
oRelm

diesem Exon untersucht.
Keiner dieser Personen
zeigte diese Mutation, so P / '

dass nicht von einem

haufigen  Polymorphismus ot ;

oot Lob W e S e

auszugehen ist. Allerdings

konnte bei vier dieser Abb. 3.33: Pat. 18, c.1247A>G, pathogene Mutation
Kontrollproben der  Poly-

morphismus ¢.1211A>G, der im Folgenden naher beschrieben ist,
nachgewiesen werden. Zur weiteren Untersuchung erfolgte eine
Familienuntersuchung der Patientin 18.0. Der Stammbaum der Familie ist in
Abbildung 3.34 zu sehen. Schwarz ist die pathogene Mutation p.Asp416Gly
dargestellt, grau die 1,02-kb-Deletion. Sowohl Vater [18.2] als auch Mutter
[18.1] tragen jeweils eine

pathogene Mutation

074[. heterozygot. Die Indexpatientin

18.1 18.2 [18.0] hat beide pathogenen

Mutationen jeweils heterozygot

vererbt bekommen. Ihre

Schwestern [18.3 und 18.4] sind

jeweils heterozygote Tra-

i CL J) gerinnen einer der Mutationen.

/ 18.0 183 184 185 Dementsprechend ist hier von

einer Compound-Heterozygotie

auszugehen.
Abb. 3.34: Stammbaum Familie 18
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3.2.15.2 Polymorphismus ¢.1211A>G (p.His404Arg)

Bei der Patientenprobe 17.0 [Abb. 3.35] und den Kontrollpatienten C30, C34,
C39 und C68 zeigte sich bei der Sequenzierung an der Position 1211 der

codierenden DNA ein heterozygoter Basenaustausch von Adenin zu Guanin.

H/R
WT A
G

> > m
——— ) @)

E
A
A

> > |Q

G
G

L
hl /!\f f“ |

T G
T G

(N0}

C cC C
C CcC C

(N0}
(N0

— O O |1

—

Abb. 3.35: Pat. 17, ¢.1211A>G, Polymorphismus

Dieser Basenaustausch zeigt
sich an der zweiten Stelle eines
codierenden Tripletts und
codiert statt der Aminosaure
Histidin die Aminoséure Arginin.
Diese Veranderung ist von
Eksandh et al. 2000 [Eksandh,
2000] bereits als Polymorphis-

mus beschrieben.
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4  Diskussion

Die neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen zahlen zu den neurodegenerativen
Erkrankungen im Kindes- und Jugendalter, die bisher nicht heilbar sind. Das
klinische Spektrum ist vielfaltig und umfasst unter anderem den Verlust der
Sehkraft, fortschreitender geistiger Abbau, epileptische Anfalle, motorische
Bewegungsstorungen, Gehirnatrophie und eine deutlich reduzierte Lebens-

erwartung.

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden 38 Patientenproben untersucht,
bei denen klinisch eine neuronalen Ceroid-Lipofuszinose diagnostiziert wurde.
Das Ziel der Arbeit war es eine Mutationsanalyse durchzufihren und eine
eindeutige Zuordnung der Patienten zu einem bestimmten Subtyp der

neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen zu erhalten.

Es erfolgte eine molekulargenetische Untersuchung in den CLN2- und CLN3-
Genen mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR), der single strand
conformation polymorphism Analyse (SSCP) sowie der DNA- Sequenzierung.
Dabei wurden 11 pathogene Mutationen und 20 Polymorphismen im CLN2-
Gen, sowie sechs pathogene Mutationen und sechs Polymorphismen im CLN3-
Gen gefunden. Davon sind vier Mutationen im CLN2-Gen und eine im CLNS3-

Gen hisher in der Literatur nicht beschrieben.

Sara Mole erstellte auf der Webseite des University College London (UCL) eine
Datenbank [www.ucl.ac.uk/ncl] Uber die bereits publizierten und ihr personlich
mitgeteilten pathogenen Mutationen und Polymorphismen der einzelnen
Untergruppen der neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen. Bis Februar 2013 wurden
fur das CLN2-Gen dort 97 pathogene Mutationen und 23 Polymorphismen
[www.ucl.ac.uk/ncl/cIn2.shtml]  beschrieben, wobei die zwei haufigsten
Mutationen die Spleil3-Mutation ¢.509-1G>C und die Nonsense-Mutation
p.Arg208X [Zhong et al., 1998; Sleat et al., 1999] sind.
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Fur das CLN3-Gen wurden bisher 58 pathogene Mutationen sowie neun
Polymorphismen veroffentlicht [www.ucl.ac.uk/ncl/cin3.shtml]. Hier kommt es
am haufigsten zur 1,02-kb-Deletion [Jarveld et al., 1998]. Eine tabellarische
Auflistung sowohl der gefundenen als auch veroffentlichten pathogenen
Mutationen und Polymorphismen des CLN2- bzw. CLN3-Gens auf dem Stand
von Februar 2013 findet sich im Anhang.

4.1 Single strand conformation polymorphism Analyse

In der vorliegende Dissertationsarbeit wurde als Screeningmethode im CLN2-
bzw. CLN3-Gen die single strand conformation polymorphism Analyse (SSCP)
gewahlt. Damit lasst sich ein grof3eres Gen effizient mit hoher Sensitivitat und
Spezifitat auf vorhandene Mutationen untersuchen [Ravnik-Glavac, 1994;
Michaud, 1992].

Einzelstrangige = DNA  Molekile zeigen in Polyacrylamidgelen ein
unterschiedliches Laufverhalten je nach Basenabfolge, Fragmentgrosse und
-lange. Durch eine Verdnderung der Basensequenz kommt es zu einer
Konformationsanderung, zu einer veranderten Laufgeschwindigkeit und damit
zu einem unterschiedlichen Bandenmuster im Vergleich mit dem Wildtyp. Das
Auftrennungsverhalten wird durch verschiedene Einflisse, wie die
lonenkonzentration, die Acrylamidkonzentration, die Umgebungstemperatur
und eventuelle Zusatze wie Glycerin beeinflusst [Glavac et Dean, 1993;
Spinardi, 1991]. In der vorliegenden Arbeit wurde die SSCP-Analyse unter
Raumtemperatur mit einem 8%igen Polyacrylamidgel unter zwei verschiedenen
Bedingungen, entweder mit 10%igen Glycerin- oder ohne Zusatz, durchgefihrt
um unter verschiedenen Bedingungen die Empfindlichkeit des Verfahrens zu

erhohen.

In verschiedenen publizierten Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl die
Position, als auch die Art der Mutation wichtig ist, um in der SSCP-Analyse
nachgewiesen zu werden [Glavac et Dean, 1993; Sheffield, 1993]. Allerdings
variiert die Sensitivitat mit der Gro3e des untersuchten PCR-Fragments, wobei
optimale Groéf3en in der Literatur zwischen 150 bp und 200 bp angegeben
werden [Sheffield, 1993, Orita, 1989].
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Fur FragmentgroRen unter 300 bp ist eine Sensitivitat von tdber 80% in der
Literatur beschrieben [Sheffield, 1993; Hayashi, 1993]. In den hier
durchgefiihrten  Untersuchungen wurden fir das CLN2-Gen PCR-
Fragmentgrossen von 282 bp bis 364 bp verwendet. Fir das CLN3-Gen
erfolgten die Untersuchungen in Anlehnung der Vorerfahrungen von Munroe et
al. mit PCR-Fragmentgrossen zwischen 241 bp und 481 bp [Munroe et al.,
1997]. Insgesamt ist davon auszugehen, dass bei dem hier untersuchten
Patientenkollektiv mit dieser Screeningmethode nicht alle Mutationen restlos

gefunden werden konnten.

Aus diesem Grunde wurde bereits bei minimalen Veranderungen bzw.
Auffalligkeiten in der SSCP-Analyse eine anschlieBende Sequenzierung
durchgefuhrt. Des Weiteren wurden die Patientenproben, bei denen lediglich
eine heterozygote Mutation gefunden wurde, auch in allen anderen Exons auf

eine mogliche weitere heterozygote pathogene Mutationen untersucht.

Die Sequenzierung hat zwar eine grol3ere Sensitivitat als die SSCP-Analyse,
aber es werden auch mit diesem Verfahren nicht alle Mutationen erfasst.

4.2 Spatinfantile neuronale Ceroid-Lipofuszinose (N  CL2)

Im CLN2-Gen sind die bisher beschriebenen pathogenen Mutationen nicht

gleichméafRig Uber das Gen verteilt. In

Exon Anzahl der
Tabelle 4.01. ist die Anzahl der Mutationen pro 100 bp
pathogenen Mutationen im CLN2- 12 9,56
Gen pro 100 bp fur jedes Exon ; gég
absteigend dargestellt. Die Anzahl 11 5,92
der Mutationen wurde der Webseite g j:g;
von Sara Mole entnommen 133 g:gg
[www.ucl.ac.uk/ncl]. Es zeigt sich 10 3,82
eine Haufung der pathogenen i g:gg
Mutationen im Exon 12, Exon 7, g g:gg

Tabelle 4.01: CLN2: Anzahl der Mutationen
pro 100 bp
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Exon 8 und Exon 11 und es ist mdglich, dass es sich dabei um Bereiche mit
wichtigen Aminosauren und Funktionen innerhalb eines Proteins handelt
[Walker, 1999].

¢.509-1G>C

c.237C>G

C.225A>G

E7 E8

SN

E3 E4 E5 El E10 [=ilil, E12 E13

[[] =Patient 9.0 [ = Patient 14.0 [Jll] = Patient 36.0 [I] = Patient 29.0 [Ji] = Patient38.0 [J] = Patient 35.0 [l = Patient 30.0

Abb. 4.01: Gefundene pathogene Mutationen im CLN2-Gen

In Abbildung 4.01 sind die im Rahmen dieser Dissertationsarbeit gefundenen
pathogenen Mutationen des CLN2-Gens bezogen zum Exon graphisch
dargestellt. Es wurden in dieser Arbeit im CLN2-Gen 11 pathogene Mutationen
gefunden, wovon lediglich eine homozygot war, die restlichen waren
heterozygot. Bei vier der Indexpatienten liel3en sich jeweils zwei heterozygote,
pathogene Mutationen nachweisen, bei zwei Patienten lediglich eine
heterozygote. Auf die einzelnen pathogenen Mutationen wird im Folgenden

naher eingegangen.
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Bei der pathogenen Mutation c.225A>G (p.=) in Exon 3 zeigte sich ein
heterozygoter Basenaustausch von Adenin zu Guanin. Dieser steht an der
dritten Stelle eines codierenden Tripletts und aus ,CAA* wird ,CAG", wobei
beide Tripletts die Aminosaure Glutamin codieren. Diese Veranderung befindet
sich innerhalb des Exons 3 kurz vor der Spleif3stelle. In Abbildung 4.02 ist die
Basensequenz am Exon/ Intron Ubergang dargestellt. Die vorletzte Base eines

Exons ist in 14%

Cytosin und zu 59%
Adenin. An der

Exon Intron

" . TCCTC TACGIGTGCCTTTT Wildtyp
letzten Position ist es

zu 81% Guanin und
TCCTCAGDACGIGDGCCTTTT  Patient
zu 8% Adenin. Das

bedeutet, dass es

sich hierbel bereits Abb. 4.02: Basensequenz Ubergang Exon 3/ Intron 3

im Wildtyp um eine

.Schwache” Splei3stelle handelt. Bei dem vorliegenden Basenaustausch ist es
daher moglich, dass durch Spleil3verstarker eine neue potentielle Splei3stelle
generiert wird. Unter dieser Annahme fuhrt dies haufig zum Exon-Skipping. In
der Publikation von Sleat et al. wurde 1999 bereits diskutiert, ob es sich hierbei
wirklich  um eine potentielle Spleil3stelle oder nicht doch um einen
Polymorphismus handelt, da dazu experimentelle Beweise fehlen. Sie merkten
jedoch an, dass bei ihren Untersuchungen in keiner der Kontrollproben von
Personen ohne Erkrankung diese Verédnderung festgestellt wurde. Auf3erdem
liel3 sich diese Veranderung bei keiner Patientenprobe nachweisen, bei denen

eindeutig pathogene Mutationen identifiziert wurden [Sleat, 1999].

Im Exon 4 liegt die pathogene Mutation ¢.237C>G (p.Tyr79X) . Hier erfolgt ein
Austausch von Tyrosin zu einem Stopp-Codon, wodurch es zu einem
vorzeitigen Abbruch und damit hochstwahrscheinlich zu einem enzymatisch
unwirksamen Protein kommt. Diese pathogene Nonsense-Mutation wurde 2012

von Kousi et al. [Kousi, 2012] publiziert.
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Bei der pathogenen Mutation ¢.509-1G>C handelt es sich um eine der beiden
bisher am haufigsten gefundenen Mutationen im CLN2-Gen. Sie wurde
erstmalig 1997 von Sleat et al. beschrieben und konnte in diesem Patientengut
bei zwei Patienten nachgewiesen werden. Hier kommt es zu einem
Basenaustausch am Ubergang des Introns 5 zu Exon 6 und damit zu einer
falschen Spleil3stelle (Splei3-Mutation). Dadurch wird das Intron 5 beim
SpleiRen nicht herausgeschnitten sondern mitcodiert. Nach 146 bp wird dann
ein Stopp-Codon generiert und es entsteht ein verkirztes, enzymatisch

fehlerhaftes Protein.

Bei der pathogenen Mutation ¢.586delC im Exon 6 kommt es zur Deletion einer
Base und dadurch zu einer Verschiebung des Leserasters. Diese Verschiebung
resultiert in einer veranderten Nukleotidsequenz und schlieBlich in einem
vorzeitigen Stopp-Codon. Diese Nonsense-Mutation konnte bei einem
Patienten nachgewiesen werden und wurde bisher nicht veré6ffentlicht. Zur
Bestatigung der vorliegenden Befunde wurde eine Familienanalyse
durchgefuhrt, die die Vermutung unterstitzte, dass die vorliegende
heterozygote Mutation in Kombination mit einer weiteren heterozygoten
Mutation in Exon 7 zu einer Compound-Heterozygotie und damit zur

Erkrankung an der spatinfantilen neuronalen Ceroid-Lipofuszinose fihrt.

In eukaryotischen Zellen gibt es fur solche Nonsense-Mutationen einen
Kontrollmechanismus, der als nonsense-mediated-decay (NMD) bezeichnet
wird. Im ersten Schritt der Proteinbiosynthese, der Transkription , wird die
genetische Information der doppelstrangigen DNA auf die einzelstrangige pra-
MRNA umgeschrieben. Beim Capping wird der 5°Anfang der pra&-mRNA durch
Anheftung eines Guanosins modifiziert. Diese 5 Cap-Struktur sorgt fur den
richtigen SpleiRvorgang, schitzt die mRNA vor dem Abbau durch
Exonukleasen und sorgt fiir eine hohere Stabilitat. Des Weiteren werden am
3 'Ende der pr&-mRNA ca. 200 Adenosin-Molekile addiert (Polyadenylierung) .
Dadurch wird die StabilitAit der mRNA zusatzlich erhdht und vor dem Abbau
durch Exonukleasen geschitzt. Beim darauffolgenden SpleiRen werden die
nichtkodierenden Introns herausgeschnitten und die codierenden Exons zur
fertigen MRNA zusammengefugt.
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Die Grenzen der einzelnen Exons werden durch Exon-Junction-Complexe
(EJC) markiert. Diese Complexe werden normalerweise in der anschlielienden
Translation vom ersten Ribosom entfernt. Durch die Nonsense-Mutation
entsteht ein Stopp-Codon an dem die Translation vorzeitig beendet wird.
Dahinter (in 5°-3"-Richtung betrachtet) befinden sich meist noch Exon-Junction-
Complexe, woraufhin ein schnellerer Abbau der mRNA durch Exonukleasen
initiiert wird. Diesen Vorgang bezeichnet man als nonsense-mediated-decay,

der in Abbildung 4.03 graphisch dargestellt ist.

5 cap [ inton_| AAAAZ

l Spleil3en

Exon-Junction-Komplex

Ribosom l
)
5o [ O RGN ESGE +

1 \ Translation
0

/ O /Stopp-Codon
sco IECININENEE W ()
P - 8 Stopp-Codon

kein NMD / z
NMD

Abb. 4.03: Darstellung des nonsense-mediated-decay im Menschen, modifiziert nach
Neu-Yilik [Neu-Yilik et al., 2008]

Durch diesen Kontrollmechanismus werden mRNA-Transkripte eliminiert, die
sonst zur Synthese verkirzter Proteine fihren wirden, was ggf. fur die Zelle
schadigende Auswirkungen hat. Allerdings wird hiermit auch diejenige mRNA
eliminiert, die ein teilfunktionelles Protein generiert hatte [Hentze et Kulozik,

1999; Neu-Yilik et al., 2008].
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Die pathogene Mutation ¢.622C>T (p.Arg208X) im Exon 6 wurde bei drei
Patienten nachgewiesen. Es kommt hier zu einer veranderten Basensequenz,
durch den Austausch von Cytosin zu Thymin, wobei diese Veréanderung ein
Stopp-Codon generiert und auch hier der NMD aktiviert wird. Diese pathogene
Nonsense-Mutation wurde bereits 1997 von Sleat et al. [Sleat, 1997]
veroffentlicht und zahlt zu den haufigsten Mutationen im CLN2- Gen
[Hartikainen, 1999].

Im Exon 7 konnte die pathogene Mutation c.833A>G (p.GIn278ArQ)
nachgewiesen werden. Es kommt zu einem Basenaustausch von Adenin zu
Guanin, wobei sich die Aminosauresequenz von Glutamin zu Arginin andert.
Das bedeutet, dass das Protein in seiner kompletten Lange erhalten bleibt und
es nicht zwingend zu einer Funktionsanderung des Proteins kommen muss.
Dabei unterscheidet man, ob es sich bei dem Austausch einer Aminosaure
durch eine andere Aminoséduren mit ahnlichen chemischen Eigenschaften
handelt (konservativer Aminosaureaustausch) oder nicht (nicht konservativer
Aminosaureaustausch). Bezuglich der chemischen Eigenschaften ist Glutamin
pH-neutral, dagegen Arginin stark basisch, d.h. man spricht von einem nicht
konservativen Aminosaureaustausch, der sich meist auf die Struktur eines
Proteins auswirkt und zu einer Funktionseinschrankung bzw. -verlust des
Proteins flihrt. Diese Mutation wurde bisher nicht ver6ffentlicht. Zur weiteren
Bestatigung, dass es sich um eine pathogene Mutation handelt, erfolgte die
Untersuchung von Kontrollproben von Personen, die nicht an einer neuronalen
Ceroid-Lipofuszinose erkrankt sind. Hier wurde diese Veranderung in keiner
Probe nachgewiesen. Des Weiteren erfolgte eine Familienanalyse, die die
Annahme der Pathogenitat unterstitzte. In der Familienanalyse wurde in Exon
6 bereits die pathogene Mutation ¢.622C>T (p.Arg208X) gefunden. Zusammen
mit dieser Mutation ergibt sich hier eine Compound-Heterozygotie, wobei der
erkrankte Indexpatient beide pathogenen Mutationen heterozygot von seinen
gesunden Eltern vererbt bekommen hat und seine drei gesunden Geschwister

jeweils nur eine der pathogenen Mutationen tUbertragen bekommen haben.
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Bei einer Patientenprobe wurde die Mutation ¢.845G>A (p.Ser282Asn) im
Exon 7 nachgewiesen, die in der Literatur bisher nicht beschrieben wurde. Hier
kommt es heterozygot zu einem Basenaustausch und damit zu einer
veranderten Aminosauresequenz, da die Aminoséaure Serin durch Asparagin
ersetzt wird. Hierbei handelt es sich um einen konservativen
Aminosaureaustausch (beides neutrale Aminosauren), d.h. es muss nicht
unbedingt zu einer Funktionsanderung des Proteins kommen. Es erfolgte daher
die Untersuchung von Kontrollproben, in denen diese Abweichung nicht
festgestellt werden konnte. Zur weiteren Untersuchung der Pathogenitat der
Mutation wurde eine Familienanalyse durchgefihrt. Hier zeigte sich bei der
Indexpatientin eine weitere heterozygote Mutation im Exon 6, wobei es durch
beide zu einer Compound-Heterozygotie kommt. Bei den Eltern konnte jeweils
eine der vererbten pathogenen Mutationen heterozygot festgestellt werden. Die
gesunde Schwester der Indexpatientin hat nur die pathogene Mutation
c.845G>A heterozygot geerbt. Insofern erscheint eine Pathogenitat dieser

Mutation wahrscheinlich, kann aber nicht endgultig bewiesen werden.

Im Exon 12 wurde bei einem Patienten die pathogene Mutation ¢.1476dupAT
gefunden. Hier zeigte sich homozygot eine Duplikation von Adenin und Thymin,
wodurch es zu einer Verschiebung des Leserasters kommt, dementsprechend
zu einer veranderten Aminosauresequenz und damit auch zu einer veranderten
Proteinstruktur. Diese pathogene Mutation wurde bisher nicht publiziert. Auch
hier wurde zur Uberpriifung der Pathogenitat der Mutation eine Familienanalyse
vorgenommen, wobei sowohl beim Vater als auch der Mutter des

Indexpatienten die Mutation heterozygot nachgewiesen werden konnte.

Bei zwei Patienten konnte jeweils nur eine heterozygote, pathogene Mutation
nachgewiesen werden, obwohl die Untersuchung der Patientenproben auf alle
anderen Exons des CLN2-Gens ausgedehnt wurde. Hier kbnnte zum Beispiel
als zweite pathogene Mutation eine grof3ere Deletion vorliegen, die mit den hier

verwendeten Untersuchungsmethoden nicht erfasst wurde.
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Bei den in diesem Patientenkollektiv gefundenen Polymorphismen im CLN2-
Gen zeigten sich zwei verschiedene Arten. Bei der ersten kam es zu einem
Basenaustausch, der jedoch nicht zu einer Veranderung der
Aminosauresequenz fihrte und damit das Protein in seiner Struktur nicht
veranderte. Bei der zweiten Art befanden sich die Veranderungen soweit im
nichtcodierenden Bereich des Introns, das sie ebenfalls keine Relevanz haben.

4.3 Juvenile neuronale Ceroid-Lipofuszinose (NCL3)

Das CLN3-Gen ist von der Hefe bis zum Mensch hoch konserviert [Taschner,
1997] und das am weitesten konservierte NCL-Gen, was darauf hindeutet, dass
es grundlegende Funktionen einer eukaryonten Zelle hat [Kitzmdiller, 2008]. Bei
85% der Patienten lasst sich die pathogene 1,02-kb-Deletion homo- oder
heterozygot nachweisen [Munroe, 1997; Kitzmduller, 2008]. Bei Betrachtung der
bisher publizierten pathogenen Mutationen im CLN3-Gen sieht man, dass,

genau wie im CLN2-Gen, keine Exon Anzahl der
Mutationen pro 100 bp

gleichmafige Verteilung der

pathogenen Mutationen ber 6 8,25
13 7,69

das Gen nachzuweisen ist. In 7 7,23
. ) 8 5,84

Tabelle 4.02. ist die Anzahl der 11 506
Mutationen pro 100 bp 12 4,55
_ _ 2 4,49

dargestellt. Die Mutations- 3 2,80
. 4 2,44

anzahl wurde der Webseite 15 231
von Sara Mole entnommen 5 2,25
1 1,78

[www.ucl.ac.uk/ncl]. Hier zeigt 14 1,32
. ) . . . 9 0,00
sich eine deutliche Haufung im 10 0.00

Bereich der Exons 6, 7, 8 und Tabelle 4.02: CLN3: Anzahl der Mutationen
13. Die haufigsten pathogene pro100 bp

Mutation, die 1,02-kb-Deletion, fuhrt ebenfalls zu einem Verlust in diesem
Bereich. Diese Region scheint im CLN3-Gen eine besonders pradisponierte
Region zu sein. Das Patientenkollektiv dieser Dissertationsarbeit wurde bereits

im Vorfelde auf die 1,02-kb-Deletion untersucht.
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Bei sieben Patienten des Kollektivs war diese bereits heterozygot bekannt. Im
Rahmen der durchgefuhrten Untersuchungen liel3 sich bei zweien dieser
Patienten jeweils eine weitere heterozygote pathogene Mutation nachweisen. In
Abbildung 4.04 sind die gefundenen pathogenen Mutationen im CLN3-Gen

dargestellt, die im Folgenden ndher beschrieben werden.

| 1.02 kb deletion |

| 1.02 kb deletion

E2 E3 E5 E6 E8 E9 H E13 El4 E15

D = Patient 18.0 |:| = patient 22.0 . = Patient 37.0 . = Patient 24.0

€.922delTT C.1247A>G

Abb. 4.04: Gefundene pathogene Mutationen im CLN3-Gen

Im Exon 8 zeigte sich die pathogene Mutation ¢.597C>A (p.Tyr199X) . Hier
zeigte sich homozygot ein Austausch von Tyrosin zu einem Stopp-Codon. Von
daher kommt es an Stelle 199 zu einem Abbruch der Aminosauresequenz und
zur Aktivierung des NMD-Kontrollmechanismus. Diese pathogenen Mutation

wurde bereits von Sarpong et al. 2009 publiziert.

Bei einem Patienten konnte die pathogene Mutation ¢.992delTT in Exon 13
nachgewiesen werden. Es zeigte sich heterozygot eine Deletion von zwei
Basen Thymin, wodurch es zu einer Verschiebung des Leserasters kommt,
schlieBlich zu einem vorzeitigen Abbruch der Aminosauresequenz, zur
Aktivierung des NMD und damit zu einer veranderten Proteinstruktur. Diese
Mutation wurde bisher nicht veroéffentlicht. Bei dem Indexpatienten kommt es
zusammen mit der 1,02-kb- Deletion zu einer Compound-Heterozygotie, wobei

zur Bestatigung der Befunde eine Familienanalyse erfolgte.
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Hier zeigten sich die gesunden Eltern jeweils heterozygot fir eine der beiden

pathogenen Mutationen.

Die pathogene Mutation ¢.1000C>T (p.Arg334Cys) in Exon 13 wurde bei einer
Patientin homozygot nachgewiesen. Hier kommt es zu einem Basenaustausch,
der zu einer veranderten Aminosauresequenz fihrt. Die Aminosauresequenz
wird von Arginin zu Cystein verandert. Arginin ist basisch und Cystein eine
neutrale Aminosaure, so dass man hier von einem nicht-konservativen
Aminosaureaustausch spricht. Die Aminosdure Cystein ist schwefelhaltig und
zwei Cysteine kénnen durch Oxidation der Sulfhydrylgruppen miteinander eine
Disulfidbricke bilden. Diese Briuckenbildung ist fur die Tertiar- und
Quartarstruktur von Proteinen verantwortlich. D.h. der Aminosaureaustausch
bewirkt vermutlich eine Funktionseinschrdnkung bzw. einen Funkionsverlust
des Proteins. Diese Mutation wurde bereits von Munroe et al. 1997 als
pathogen beschrieben. In der durchgeflihrten Familienanalyse zeigte sich bei
der Schwester der Indexpatientin die pathogene Mutation ebenfalls homozygot,
beim Vater heterozygot. Bei der Mutter konnte diese Mutation nicht
nachgewiesen werden. Aufgrund der Familienanalyse ist davon auszugehen,
das die pathogene Mutation bei den Kindern nicht homozygot, sondern
heterozygot vorliegt und das andere Allel mittels der hier durchgefuhrten
Untersuchungsmethoden nicht miterfasst wurde. In diesem Bereich sind zwei
grosse Deletionen publiziert, eine 2,8-kb-Deletion und eine 6,0-kb-Deletion, die
diesen Bereich miterfassen. Es lasst sich daher vermuten, dass in der Familie

eine dieser grossen Deletionen vorliegt.

Im Exon 15 liel3 sich die pathogene Mutation c¢.1247A>G (p.Asp416Gly)
heterozygot bei einem Patienten nachweisen. Hier kommt es zu einer
veranderten Basensequenz, die einen Aminosaureaustausch zur Folge hat. Bei
dem Aminosaureaustausch wird Asparaginsaure (saure Aminosaure) durch
Glycin (neutrale Aminoséure) ersetzt, so dass man hier von einem nicht
konservativen Aminosaureaustausch spricht. Diese pathogene Mutation wurde
bereits 2012 von Kousi et al. veréffentlicht. Bei dem Indexpatienten konnte als
weitere heterozygote, pathogene Mutation die 1,02-kb-Deletion nachgewiesen

werden, so dass sich hier eine Compound- Heterozygotie ergibt.
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Diese liel3 sich durch die Durchfiihrung einer Familienanalyse bestatigen, in der
sich die Eltern jeweils heterozygot fur eine der pathogenen Mutationen zeigten
und die gesunden Geschwister ebenfalls nur Ubertrager einer heterozygoten

Mutation sind.

Im CLN3-Gen liel3en sich in diesem Patientenkollektiv zwei verschiedene Arten
von Polymorphismen nachweisen. Bei der ersten kommt es zwar zu einem
Basenaustausch, aber nicht zur Verdnderung der Aminosauresequenz, bei der
zweiten zeigte sich zwar ein Aminosaureaustausch in Exon 15, dieser wurde
aber auch bei mehreren Patienten in der Kontrollgruppe, die nicht an einer

neuronalen Ceroid-Lipofuszinose erkrankt sind, gefunden.

Bei den sieben Patienten, bei denen bereits heterozygot die 1,02-kb-Deletion
festgestellt wurde, konnte lediglich bei zwei Patienten eine weitere heterozygote
Mutation nachgewiesen werden. Es erfolgte eine Sequenzierung der flnf
Patientenproben fir jedes einzelne Exon, wobei sich keine Auffalligkeiten finden
lieRen. Hier ware eine weitere grofRere Deletion Uber mehrere Exons denkbar,

da diese mit den hier genutzten Untersuchungsmethoden nicht erfasst wurde.

4.4 Diskussion der Zielsetzung

Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war es eine Mutationsanalyse bei einem
Patientenkollektiv durchzufiihren, bei dem klinisch die Diagnose einer
neuronalen Ceroid-Lipofuszinose gestellt wurde. Bei den hier durchgefihrten
Untersuchungen wurden mehrere Mutationen, teilweise noch unveroéffentlicht,
im CLN2- und CLN3-Gen nachgewiesen. Bei den neuronalen Ceroid-
Lipofuszinosen besteht in einigen Untergruppen zwar eine Kklinische
Homogenitét, aber eine genetische Heterogenitat, was zu einer erschwerten
Genidentifikation fuhrt [Siintola, 2006]. Daher konnte bei einem Teil des
untersuchten Patientenkollektivs eine klare Zuordnung zu einer bestimmten

Untergruppe der neuronalen Ceroid-Liposfuszinosen getroffen werden.
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Diese molekulargenetischen Untersuchungen sorgen dafir, dass in den
Familien betroffener Kinder eine verbesserte humangenetische Beratung
erfolgen kann. Da die ersten Symptome meist im Kindesalter auftreten und es
oft Zeit in Anspruch nimmt, bis eine endgultige Diagnose gefunden wird, kann
mit diesen Ergebnissen den Eltern eine definitive Diagnose und damit auch
Prognose vermittelt werden. FUr die weitere Familienplanung, auch bei
Geschwistern, kdnnen diese Erkenntnisse genutzt werden, den Gentragerstatus
zu vermitteln und eine genetische Beratung, bzw. eine pranatale Diagnostik,

durchzufthren.

Bis heute ist die genaue Funktion der einzelnen Proteine der neuronalen
Ceroid-Lipofuszinosen noch ungeklart und wird weiterhin erforscht [Kyttala,
2006; Jalanko et Braulke, 2009]. Insgesamt konnten in den letzten Jahren u.a.
durch molekulargenetische Untersuchungen mehr Zusammenhange analysiert
werden und zu einer besseren Transparenz der Erkrankung beitragen. Auf
Grundlage der bisherigen Erkenntnisse und durch weitergehende
Untersuchungen kénnte in Zukunft vielleicht ein therapeutischer Ansatz fir die
Behandlung der neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen entwickelt werden.



5 Zusammenfassung 70

5 Zusammenfassung

Bei den neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen handelt es sich um die haufigste
Gruppe der neurodegenerativen Erkrankungen im Kindesalter, die bis heute
nicht heilbar sind. Aktuell sind 10 Unterformen der NCL beschrieben, wobei im
Rahmen dieser Dissertationsarbeit eine Mutationsanalyse im Gen der
spatinfantilen  (CLN2-Gen) und der juvenilen (CLN3-Gen) Ceroid-
Lipofuszinosen durchgefihrt wurde. Es erfolgte eine Analyse der DNA von 38
nicht miteinander verwandten Patienten mit dem klinischen Bild einer NCL.
Insgesamt wurden dabei 11 pathogene Mutationen und 20 Polymorphismen im
CLN2-Gen sowie sechs pathogene Mutationen und sechs Polymorphismen im
CLN3-Gen nachgewiesen. Im CLN2-Gen wurden bisher 97 verschiedene
pathogene Mutationen und 23 Polymorphismen, im CLN3-Gen 58 pathogene
Mutationen sowie neun Polymorphismen beschrieben. In dieser Arbeit wurden
fur das CLN2-Gen folgende pathogene Mutationen nachgewiesen: Bei einer
Patientenprobe wird das Spleil3en beeinflul3t, bei vier Patienten zeigte sich ein
Aminosaureaustausch, der ein Stopp-Codon generierte und bei zwei
Patientenproben lie sich eine intronisch veranderte Spleil3stelle nachweisen.
Diese pathogenen Mutationen wurden bereits in der Literatur beschrieben. Es
lie3 sich zusatzlich bei einem Patienten eine 1-bp-Deletion nachweisen, bei
zwei DNA-Proben zeigte sich ein Aminosaureaustausch und bei einer
Patientenprobe eine 2-bp-Duplikation. Diese pathogenen Mutationen wurden
bisher nicht publiziert. Im CLN3-Gen fand sich bei zwei Patientenproben die
haufigste, die 1,02-kb-Deletion, bei zwei Patienten zeigte sich ein
Aminosaureaustausch und bei einer  DNA-Probe konnte  ein
Aminosaureaustausch der zu einem Stopp-Codon fuhrt nachgewiesen werden.
Zusatzlich konnte auch hier eine bisher nicht veréffentliche pathogene Mutation,
eine 2-bp-Deletion, gefunden werden. Anhand der Mutationsanalyse konnte bei
diesen Patienten nun eindeutig eine Zuordnung zu einer NCL2 oder NCL3
gemacht werden und die Familien tGber eine definitive Diagnose und damit auch
Prognose informiert werden. Dadurch kann den Familienmitgliedern auch eine
genauere humangenetische Beratung und ggf. pranatale Diagnostik angeboten

werden.
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6 Anhang

6.1 Pathogene Mutationen/ Polymorphismen  CLN2

6.1.1 Gefundene pathogene Mutationen CLN2

Pat. | Lokalisation |Homo-/ | Nukleotid- Mutation | Aminosaureaustausch/ | Erstbeschreiber

Hetero- | verdnderung Konsequenz
zygot

09.0 |Exon 3 Hetero. |c.225A>G Splice p.= Sleat et al. 1999
defect

14.0 |Exon 4 Hetero. |c.237C>G Nonsense | p.Tyr79X Kousi et al. 2012

14.0 | Intron 5 Hetero. |c.509-1G>C | Intron Aberrant splicing Sleat et al. 1999
change Frameshift nach Phe169

29.0 |Exon 6 Hetero. |c.586delC 1-bp Frameshift nach Gly195 |-
deletion

29.0 |Exon7 Hetero. C.845G>A Missense | p.Ser282Asn -

30.0 | Exon 12 Homo. €.1476dupAT | 2-bp Frameshift nach Arg492 | -
duplication

35.0 | Exon 6 Hetero. |c.622C>T Nonsense | p.Arg208X Sleat et al. 1997

36.0 |Intron5 Hetero. |c.509-1G>C | Intron Aberrant splicing Sleat et al. 1999
change Frameshift nach Phe169

36.0 | Exon 6 Hetero. | c.622C>T Nonsense | p.Arg208X Sleat et al. 1997

38.0 |Exon 6 Hetero. |c.622C>T Nonsense | p.Arg208X Sleat et al. 1997

38.0 |Exon 7 Hetero. | c.833A>G Missense p.G|n278Arg_; -

Tabelle 6.01: Gefundene pathogene Mutationen CLN2

6.1.2 Beschriebene pathogene Mutationen

CLN2

Lokalisation Nukleotid- Mutation Aminosaureaustausch/ | Erstbeschreiber
veranderung Konsequenz
Intron 1 c.17+1G>C splice defect | Splicing defect Kousi et al. 2009
Intron 1 €.18-3C>G splice defect Kousi et al. 2012
Exon 2 ¢.37dupC 1-bp insertion | p.Leul3ProfsX3 Kousi et al. 2012
Intron 2 c.89+4A>G splice defect | Aberrant splicing Kohan et al. 2009
Intron 2 c.89+5G>C splice defect | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
c.177- 4-bp deletion | p.Glu59AspfsX20 Chang et al. 2012
180delAAGA
Exon 3 C.184T>A Missense p.Ser62Thr Kousi et al. 2012
Exon 3 c.184 185delTC | 2-bp deletion | p.Ser62GlyfsX25 Lam et al. 2001
Exon 3 €.196C>T Nonsense p.GIn66X Sleat et al. 1999
Exon 3 C.225A>G splice defect | Aberrant splicing Sleat et al. 1999
Frameshift nach Pro74
Exon 3 C.229G>A Missense p.Gly77Arg Sleat et al. 1999
Exon 3 €.229G>T Nonsese p.Gly77X Chang et al. 2012
Exon 4 c.237C>G Nonsense p.Tyr79X Kousi et al. 2012
Exon 4 c.311T>A Nonsense p.Leu104X Kohan et al. 2008
Exon 4 ¢.357dupT 1-bp insertion | p.Leu120SerfsX18 Zhong et al. 2000
Exon 4 ¢.377_387delTCC | 11-bp p.lle126ArgfsX8 Sleat et al. 1999
GACAAGCA deletion
Exon 4 c.379C>T Nonsense p.Argl27X Sleat et al. 1999
Exon 4 c.380G>A Missense p.Arg127GIn Zhong et al. 2000
Intron 4 €.381-1G>C splice defect | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
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Lokalisation Nukleotid- Mutation Aminosaureaustausch/ | Erstbeschreiber
veranderung Konsequenz
Intron 4 c.381-2A>G splice defect | Aberrant splicing Zhong et al. 2000
¢.409- 4-bp insertion | p.Glul39GlyfsX1 Chang et al. 2012
410insGCTG
Exon 5 c.457T7>C Missense p.Serl53Pro Caillaud et al. 1999
Exon 5 €.497dupA 1-bp insertion | p.His166GlufsX22 Kousi et al. 2012
Intron 5 ¢.509-1G>C Intron change | Aberrant splicing Sleat et al. 1999
Frameshift nach Phe169
Intron 5 ¢.509-1G>A Intron change | p.Gly171ThrfsX5 Sleat et al. 1999
Exon 6 c.605C>T Missense p.Pro202Leu Mole et al. 2001
Exon 6 c.616C>T Missense p.Arg206Cys Berry-Kravis et al. 2000
Exon 6 C.617G>A Missense p.Arg206His Kousi et al. 2012
Exon 6 c.622C>T Nonsense p.Arg208X Sleat et al. 1997
Exon 6 c.625T>C Missense p.Tyr209His Kousi et al. 2012
Exon 6 c.640C>T Nonsense p.GIn214X Kousi et al. 2012
Exon 6 C.646G>A Missense p.Val216Met Kousi et al. 2009
€.650G>T Missense p.Gly217Asp Chang et al. 2012
Exon 7 c.713C>G Nonsense p.Ser238X Kousi et al. 2012
Exon 7 c.775delC 1-bp deletion | p.Arg259ValfsX17 Goldberg-Stern et al. 2009
Exon 7 c.790C>T Nonsense p.GIn264X Kousi et al. 2012
Exon 7 C.797G>A Missense p.Arg266GIn Kousi et al. 2012
Exon 7 c.822 837del Nonsense p.Leu275X Kousi et al. 2012
Exon 7 C.827A>T Missense p.Asp276Val Kohan et al. 2009
Exon 7 C.829G>A Missense p.Val277Met Ju et al. 2002
Exon 7 c.833A>C Missense p.GIn278Pro Ju et al. 2002
Exon 7 c.843G>T Missense p.Met28llle Kousi et al. 2012
Exon 7 c.851G>T Missense p.Gly284Val Zhong et al. 2000
Exon 7 c.857A>G Missense p.Asn286Ser Steinfeld et al. 2002
Exon 7 c.860T>A Missense p.lle287Asn Sleat et al. 1999
Exon 7 1-bp deletion Ju et al. 2002
Intron 7 €.887-18A>G Intron change | p.Gly296delinsGlyLysLy | Sleat et al. 1999
sLysAsnProGly
Intron 7 €.887-10A>G Intron change | p.Gly296delinsGluAsnPr | Noher de Halac et al. 2005
oGly
Exon8 c.888-1066del | L7 p.His298LeufsX3 Kousiet al. 2012
eletion
Exon 8 _?_.(9322/&379deICTA 8-bp deletion | p.Ser324Argfsx2 Sleat et al. 1999
Exon 8 €.984 986delTGA | 3-bp deletion | p.Asp328del Kousi et al. 2012
Exon 8 €.987_989 3-bp dell/ins p.Glu329_Asp330delins | Kousi et al. 2012
delGGA insCTC AspSer
Exon 8 c.1015C>T Missense p.Arg339Trp Kousi et al. 2012
Exon8 c.1016G>A Missense p.Arg339GIn Kousi et al. 2012
Exon 8 c.1027G>A Missense p.Glu343Lys Sleat et al. 1999
Exon 8 c.1057A>C Missense p.Thr353Pro Steinfeld et al. 2002
Exon 8 €.1062delG 1-bp deletion | p.Leu355SerfsX72 Kousi et al. 2012
Exon 8 €.1064T>C Missense p.Leu355Pro Kousi et al. 2012
Intron 8 €.1075+2T>G splice defect | Aberrant splicing Sleat et al. 1999
Intron 8 €.1076-2A>G splice defect | Aberrant splicing Caillaud et al. 1999
Intron 8 €.1075+2T>C splice defect | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
Exon 9 €.1093T>C Missense p.Cys365Arg Sleat et al. 1997
Exon 9 €.1094G>A Missense p.Cys365Tyr Sleat et al. 1997
Exon 10 €.1146C>G Missense p.Ser382Arg Kousi et al. 2012
Exon 10 C.1154T>A Missense p.Val385Asp Sleat et al.1999
Exon 10 €.1166G>A Missense p.Gly389Glu Sleat et al. 1999
Exon 10 €.1204G>T Nonsense p.Gly402X Kousi et al. 2009
Exon 10 €.1266G>C Missense p.GIn422His Sleat et al. 1999
Exon 11 €.1284G>T Missense p.Lys428Asn Ju et al. 2002
Exon 11 €.1340G>A Missense p.Arg447His Sleat et al.1999
Exon 11 €.1343C>T Missense p.Ala448Val Kousi et al. 2012
Exon 11 €.1358C>T Missense p.Ala453Val Kohan et al. 2009
Exon 11 c.1361C>A Missense p.Ala454Glu Sleat et al. 1999
Exon 11 c.1379G>A Nonsense p.Trp460X Zhong et al. 2000
Exon 11 c.1417G>A Missense p.Gly473Arg Zhong et al. 2000
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Lokalisation Nukleotid- Mutation Aminosaureaustausch/ Erstbeschreiber
veranderung Konsequenz
Exon 11 €.1424C>T Missense p.Ser475Leu Sleat et al.1999
Exon 11 c.1424delC 1-bp deletion | p.Ser475TrpfsX13 Moore et al. 2008
Intron 11 €.1425+1G>C | splice defect | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
Exon 12 €.1439T>G Missense p.Val480Gly Elleder et al. 2008
Exon 12 €.1442T7>G Missense p.Phe481Cys Ju et al. 2002
Exon 12 €.1444G>C Missense p.Gly482Arg Kousi et al. 2009
Exon 12 €.1497delT 1-bp deletion | p.Gly501AlafsX18 Kousi et al. 2012
Exon 12 c.1501G>T Missense p.Gly501Cys Kousi et al. 2012
Exon 12 c.1501A>T Missense p.-Asn504Tyr Kousi et al. 2012
Exon 12 €.1525C>T Nonsense p.GIn509X Caillaud et al. 1999
Exon 12 €.1546- 4-bp insertion | p.Asp517HisfsX1 Chang et al. 2012
1547insTTCA
Exon 12 €.1547_1548del | Nonsense p.Phe516X Kousi et al. 2012
T
Exon 12 c.1551T>A Missense p.Asp517Glu Sleat et al. 1999
Intron 12 €.1552-1G>C splice defect | Aberrant splicing Sleat et al. 1999
Intron 12 c.1551+1G>A | splice defect | Aberrant splicing Wang et al. 2011
Intron 12 c.1551+ 2-bp delins Aberrant splicing Kousi et al. 2012
5_1551+6delGT
insTA
Exon 13 c.1611_1621del 11-bp Caillaud et al. 1999
CTCTGGTCCT deleti p.Cys537TrpfsX67
G eletion
Exon 13 €.1595dupA 1-bp insertion | p.GIn534ProfsX74 Sleat et al. 1999
Exon 13 c.1630C>T Missense p.Pro544Ser Zhong et al. 2000
Exon 13 €.1642T7>C Missense p.Trp548Arg Kousi et al. 2012
Exon 13 c.1644G>A Nonsense p.Trp548X Kousi et al. 2012
Exon 13 €.1678_1679 2-bp deletion | p.Leu560ThrfsX47 Sleat et al. 1999
delCT

Tabelle 6.02: Beschriebene pathogene Mutationen CLN2, modifiziert nach Mole [www.ucl.ac.uk/ncl]

6.1.3 Gefundene Polymorphismen CLN2
Pat. Lokalisation Homozygot/ Nukleotid- Aminosaureaustausch/ Erstbeschreiber
Heterozygot veranderung | Konseguenz

21.0 5'UTR Heterozygot €.1-2037>C Sleat et al. 1999
22.0 5'UTR Heterozygot €.1-2037>C Sleat et al. 1999
21.0 5'UTR Heterozygot c.1-231G>A Sleat et al. 1999
03.0 Intron 5 Homozygot ¢.508+26A>T Sleat et al. 1999
09.0 Intron 5 Homozygot c.508+26A>T Sleat et al. 1999
22.0 Intron 5 Homozygot c.508+26A>T Sleat et al. 1999
34.0 Intron 5 Homozygot c.508+26A>T Sleat et al. 1999
13.0 Intron 5 Heterozygot ¢.508+26A>T Sleat et al. 1999
27.0 Intron 5 Heterozygot ¢.508+26A>T Sleat et al. 1999
33.0 Intron 5 Heterozygot c.508+26A>T Sleat et al. 1999
38.0 Intron 5 Heterozygot ¢.508+26A>T Sleat et al. 1999
07.0 Intron 6 Heterozygot €.687+32T>C Sleat et al. 1999
12.0 Intron 6 Heterozygot €.687+32T>C Sleat et al. 1999
31.0 Intron 6 Heterozygot €.687+32T>C Sleat et al. 1999
33.0 Intron 6 Heterozygot c.687+32T>C Sleat et al. 1999
36.0 Intron 6 Heterozygot €.687+32T>C Sleat et al. 1999
01.0 Exon 12 Heterozygot C.1542A>T Kein Aminosaureaustausch | Sleat et al. 1999
03.0 Exon 12 Heterozygot C.1542A>T Kein Aminosaureaustausch | Sleat et al. 1999
09.0 Exon 12 Heterozygot C.1542A>T Kein Aminosaureaustausch | Sleat et al. 1999
33.0 Exon 12 Heterozygot C.1542A>T Kein Aminosaureaustausch | Sleat et al. 1999

Tabelle 6.03: Gefundene Polymorphismen CLN2
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6.1.4 Beschriebene Polymorphismen

CLN2

Lokalisation Nukleotidveranderung Aminosaureaustausch/ Erstbeschreiber
Konsequenz
5'UTR c.1-319T>C Sleat et al. 1999
5'UTR c.1-231G>A Sleat et al. 1999
5'UTR c.1-203T>C Sleat et al. 1999
5'UTR c.1-184G>A Sleat et al. 1999
Intron 2 c.90-44C>T Sleat et al. 1999
Intron 4 €.380+55G>A Mole et al. 2001
Intron 4 €.381-6C>T Kousi et al. 2012
Exon 4 C.299A>G p.GIn100Arg Sleat et al. 1999
Intron 5 ¢.508+26T>A Sleat et al. 1999
Exon 6 c.524A>G p.Argl75His Steinfeld et al. 2002
Intron 6 C.687+32T>C Sleat et al. 1999
Intron 6 €.688-10C>T Ju et al. 2002
Intron 7 €.866+17T>C Ju et al. 2002
Intron 7 €.866+41G>C Ju et al 2002
Intron 8 c.1076-18A>G Kousi et al. 2012
Intron 9 c.1146-127C>G Sleat et al 1999
Intron 10 c.1266+5G>A Sleat et al. 1999
Exon 11 p.Val426Val Kein Aminosaureaustausch Noher de Halac et al. 2005
Intron 11 c.1425+102T7>C Kousi et al. 2012
Intron 11 c.1425+122T7>C Sleat et al. 1999
Intron 11 c.1425+136A>G Sleat et al. 1999
Exon 12 c.1542A>T Kein Aminosdureaustausch Sleat et al. 1999
Exon 13 €.2810G>C 3'UTR Liu et al. 1998

Tabelle 6.04: Beschriebene Polymorphismen CLN2, modifiziert nach Mole [www.ucl.ac.uk/ncl]

6.2 Pathogene Mutationen/ Polymorphismen  CLN3
6.2.1 Gefundene pathogene Mutationen CLN3
Pat. | Lokalisation |Homo-/ | Nukleotid- Mutation | Aminosaureaustausch/ | Erstbeschreiber
Hetero- | veranderung Konsequenz
zygot
18.0 | Intron 6-8 Hetero. |c.461- 1.02 kb p.Glyl54_Ser438delinsG | The int. Batten
280_677+382 | deletion luGlyArgLeuGlyTrpLeuAr | disease cons.
del966 gCys 1995
18.0 | Exon 15 Hetero. |[c.1247A>G Missense | p.Asp416Gly Kousi et al. 2012
22.0 | Intron 6-8 Hetero. |c.461- 1.02 kb p.Glyl54_Ser438delinsG | The int. Batten
280_677+382 | deletion luGlyArgLeuGlyTrpLeuAr | disease cons.
del966 gCys 1995
22.0 | Exon 13 Hetero. |c.992delTT 2-bp Frameshift nach -
deletion | Val379
24.0 | Exon 13 Homo. €.1000C>T Missense | p.Arg334Cys Munroe et al.
1997
37.0 |Exon 8 Homo. c.597C>A Nonsense | p.Tyr199X Sarpong et.al
2009

Tabelle 6.05: Gefundene pathogene Mutationen CLN3
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6.2.2 Beschriebene pathogene Mutationen

CLN3

Lokalisation Nukleotid- Mutation Aminosaureaustausch/ Erstbeschreiber
veranderung Konsequenz
Intron 6 -8 c.461- 1.02 kb p.Gly154 Ser438delinsGlu | The int. batten disease
280 _677+382d | deletion GlyArgLeuGlyTrpLeuArgCy | cons. 1995
el966 S
Intron 9-13 c.791- 2.8 kb p.Gly264_GIn352delinsValf | The int. batten disease
802_1056+144 | deletion sX29 cons. 1995
5del2815
Intron 5-15 €.461-1413del | 6.0 kb Truncated protein Mitchison et al. 1995
deletion
Exon 1 c.1A>C Missense p.MetllLeu Kousi et al. 2012
Exon 2 c.49G>T Nonsense p.Glul7X Kwon et a. 2005
Exon 2 c.105G>A Nonsense p.Trp35X Kousi et al. 2012
Intron 2 C.125+5G>A splice defect | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
Intron 2 c.126-1G>A splice defect | Aberrant splicing Mole et al. 2001
Exon 3 c.214C>T Nonsense p.GIn72X Kousi et al. 2012
Intron 3 €.222+2T>G splice defect | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
Intron 3 €.222+5G>C splice defect | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
Exon 4 €.233_234insG | 1-bp insertion | p.Thr80AsnfsX12 Kousi et al. 2012
Exon 4 C.265C>T Nonsense p.Arg89X Pérez-Poyato et al. 2011
Exon 5 ¢.302T>C Missense p.Leul01Pro Munroe et al. 1997
Exon 5 ¢.370dupT 1-bp insertion | p.Tyr124LeufsX36 Pérez-Poyato et al. 2011
Exon 6 c.374G>C splice defect | p.Ser125Asn Pérez-Poyato et al. 2011
Exon 6 €.379_380dupC | 2-bp insertion | p.Arg128ProfsX68 Munroe et al. 1997
C
Exon 6 ¢.379delC 1-bp deletion | p.Argl127GlyfsX54 Kousi et al. 2012
Exon 6 c.400T>C Missense p.Cys134Arg Kousi et al. 2012
Exon 6 c.424delG 1-bp deletion | p.Vall42LeufsX53 Munroe et al. 1997
Intron 6 €.461-13G>C Intron change | p.Gly154fsX2 Munroe et al. 1997
Intron 6 c.461-1G>C splice defect | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
Intron 6 c.461-1G>A Intron change | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
Exon 7 c.472G>C Missense p.Alal58Pro Kousi et al. 2012
Exon 7 €.482C>G Nonsense p.Serl61X Munroe et al. 1997
Exon 7 c.485C>G Nonsense p.Serl62X Munroe et al. 1997
Exon 7 ¢.509T>C Missense p.Leul70Pro Munroe et al. 1997
Intron 7 ¢.533+1G>C splice defect | Aberrant splicing The int. batten disease
cons. 1995
Intron 7 ¢.533+1G>A splice defect | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
Exon 8 ¢.558_559delA | 2-bp deletion | p.Gly187ASpfsX48 Munroe et al. 1997
G
Exon 8 ¢.560G>C Missense p.Gly187Ala Mole et al. 2001
Exon 8 ¢.565G>C Missense p.Gly189Arg Kousi et al. 2012
Exon 8 ¢.569delG 1-bp deletion | p.Gly190GlufsX65 Teixeira et al. 2003
Exon 8 c.575G>A Missense p.Gly192Glu Pérez-Poyato et al. 2011
Exon 8 ¢.586dupG 1-bp insertion | p.Ala196GlyfsX40 Munroe et al. 1997
Exon 8 c.597C>A Nonsense p.Tyr199X Sarpong et al. 2009
Exon 8 ¢.622dupT 1-bp insertion | p.Ser208PhefsX28 Pérez-Poyato et al. 2011
Exon 8 c.631C>T Nonsense p.GIn211X Munroe et al. 1997
Exon 11 c.883G>A Missense p.Glu295Lys Munroe et. Al. 1997
Exon 11 c.883G>T Nonsense p.Glu295X Kousi et al. 2012
Intron 11 €.906+49del 34-bp Aberrant splicing Kousi et al. 2012
deletion
Intron 11 €.906+5G>A splice defect | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
Exon 12 €.944dupA 1-bp insertion | p.His315GInfsX67 Munroe et al. 1997
Exon 12 €.954 962+18d Mole et al. 2001
el27
Intron 12 €.963-1G>T splice defect | Aberrant splicing Kousi et al. 2012
Exon 13 c.979C>T Nonsense p.GIn327X Munroe et al. 1997
Exon 13 €.988G>T Missense p.Val330Phe Munroe et al. 1997
Exon 13 €.1000C>T Missense p.Arg334Cys Munroe et al. 1997
Exon 13 c.1001G>A Missense p.Arg334His Munroe et al. 1997
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Lokalisation Nukleotid- Mutation Aminosaureaustausch/ Erstbeschreiber
veranderung Konsequenz
Exon 13 €.1048delC 1-bp deletion | p.Leu350CysfsX27 Kousi et al. 2012
Exon 13 €.1054C>T Nonsense p.GIn352X Munroe et al. 1997
Exon 13 €.1056G>C Missense p.GIn352His Leman et al. 2005
Intron 13 €.1056+3A>C splice defect | Aberrant splicing Koui et al. 2012
Exon 14 €.1195G>T 27-bp p.Glu399X Kousi et al. 2012
deletion

Intron 14 €.1198-1G>T splice defect | Aberrant splicing Munroe et al. 1997
Exon 15 C.1247A>G Missense p.Asp416Gly Kousi et al. 2012
Exon 15 c.1268C>A Nonsense p.Ser423X Kousi et al. 2012
Exon 15 c.1272delG 1-bp deletion | p.Leu425Serfsx87 Munroe et al. 1997

Tabelle 6.06: Beschriebene pathogene Mutationen CLN3, modifiziert nach Mole [www.ucl.ac.uk/ncl]

6.2.3 Gefundene Polymorphismen CLN3
Pat. Lokalisation Homozygot/ | Nukleotid- Aminosaureaustausch/ Erstbeschreiber
Heterozygot | veranderung | Konsequenz
37.0 Exon 8 Homozygot c. 582G>T p.Leul94Leu Sarpong et al. 2009
17.0 Exon 15 Heterozygot |c.1211A>G p.His404Arg Eksandh et al. 2000
C30 Exon 15 Heterozygot |[c.1211A>G p.His404Arg Eksandh et al. 2000
C34 Exon 15 Heterozygot | c.1211A>G p.His404Arg Eksandh et al. 2000
C39 Exon 15 Heterozygot | c.1211A>G p.His404Arg Eksandh et al. 2000
C68 Exon 15 Heterozygot |[C.1211A>G p.His404Arg Eksandh et al. 2000
Tabelle 6.07: Gefundene Polymorphismen CLN3
6.2.4 Beschriebene Polymorphismen  CLNS3
Lokalisation Nukleotidveranderung Aminosaureaustausch/ Erstbeschreiber
Konsequenz
Promoter c.1-1101C>T Kousi et al. 2012
Promoter c.1-676_1- Kousi et al. 2012
675delTGAAGC
Intron 4 €.294-58G>A Mole et al. 2001
Intron 4 €.294-80G>A Mole et al. 2001
Exon 8 c.582G>T p.Leul94leu Sarpong et al. 2009
Intron 9 C.760+3A>C Kousi et al. 2012
Exon 10 c.831A>G p.Val277Vval Mitchison et al. 1997
Intron 13 D16S298 microsatellite marker | Thompson et al. 1992
Exon 15 c.1211A>G p.His404Arg Eksandh et al. 2000

Tabelle 6.08: Beschriebene Polymorphismen CLN3, modifiziert nach Mole [www.ucl.ac.uk/ncl]




7 Abkirzungsverzeichnis

7 AbkUrzungsverzeichnis

A Adenin

Abb. Abbildung

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure(n)

ATP Adenosin Triphosphat

BDT Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
BPB Bromphenolblau

Bp Basenpaar(e)

bidest. zweifach destiliert

Bis N,N’-Methylenbisacrylamid
bzw. beziehungsweise

C Cytosin

ca. circa

°C Temperatur in Grad Celsius
cDNA complementary DNA

CLN Ceroidlipofuszinose

cm Zentimeter

D.h. das heif3t

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
DTT Dithiotreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EEG Elektroenzephalogramm

EJC Exon-Junction-Complexe

EM Elektronenmikroskopie

ER Endoplasmatisches Reticulum
ERG Elektroretinogramm

et. al. et altera (lat.: und andere)

FP fingerprint profiles

G Guanin
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gDNA
GRODS

HPLC
INCL
JNCL
kb

LINCL
LM

mA
MG
mg
min
mL
mM
mmol
mol
MRNA
NacCl
NCL
Ng
NMD
NTP
PAA
PAAG
PBS
PCR
pH

pra-mRNA
RNA

Gramm

genomische DNA

granuléare osmiophilie Einlagerungen
Stunden
Chromatographieverfahren
infantile NCL

juvenile NCL

Kilobasen

Liter

late-infantile NCL
Lichtmikroskop

Molar

Milliampere
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Milligramm
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milimolar

Milimol

Mol

messenger RNA
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neuronale Ceroidlipofuszinose
Nanogramm
nonsense-mediated-decay
Nucleosidtriphosphat
Polyacrylamid

Polyacrylamid plus Glycerin
Phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion
negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration
prakursor-mRNA

Ribonucleid acid
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rpm
sec.
SSCP

Tab.
Taq
TBE
TBS

TE
TEMED

Tris

u.a.
UKE
UPM
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uv

VEP
WT
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ZNA

Mg
ML

rounds per minute (engl.: Umdrehungen pro Minute)
Sekunden

Single strand conformation polymorphism
Thymin

Tabelle

Thermus aquaticus

Tris/ Borsadure/EDTA Puffer

Tri- gepufferte Salzlésung

Tris - EDTA

N,N,N’,N’- Tetramethylendiamin

Tris- (hydroxymethyl-) aminomethan

Unit

unter anderem

Universitats-Klinikkum Hamburg Eppendorf
Umdrehungen pro Minute

Harnstoff

Ultraviolett

Volt

visuell evozierte Potentiale

Wildtyp

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem

Mikro

Mikrogramm
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Mikromolar

Ein- und Drei- Buchstabencode der Aminosauren
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Cystein
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Met
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Pro
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