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1. Einleitung

Die neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen (NCL) stellen die wahrscheinlich haufigste
progredient verlaufende neurodegenerative Krankheit des Kindesalters dar. Sie
gehoren zur Gruppe der lysosomalen Speicherkrankheiten. Erstmals bekannt
wurden sie 1826 durch den Landarzt Christian Stengel, der in einer
mittelnorwegischen Bergarbeiterstadt die juvenile Form dieser Krankheit bei vier

betroffenen Kindern eines gesunden Elternpaares beschrieb.

Vor ungefahr 30 Jahren gelang der Nachweis der Autofluoreszenz ubiquitar
gespeicherter Lipopigmente (Ceroid lipofuszin). Daraus resultierte die Abgrenzung
von anderen Formen der amaurotischen Idiotie, wie zum Beispiel der GM.-
Gangliosidose (der Tay-Sachsschen Krankheit). Vorher wurde die NCL
jahrzehntelang unter dem Oberbegriff der amaurotischen Idiotie gefihrt.

Seitdem ist diese Gruppe von neurodegenerativen Krankheiten unter der
Bezeichnung neuronale Ceroid-Lipofuszinose bekannt, und schliesst auch die
seltene adulte Form, den sogenannten Morbus Kufs mit ein.

Besonders im englischen Sprachraum wird auch die Bezeichnung Morbus Batten

verwendet.

In den letzen Jahren wurden grol3e Fortschritte auf dem Gebiet der Genetik der
neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen gemacht. Trotzdem wird die Diagnose der NCL
bis heute noch fast ausschliesslich durch den Nachweis von Lipopigmenten mittels
morphologisch-elektronenmikroskopischer Untersuchungen gestellt.

Es findet eine ubiquitare Bildung und Ablagerung von grof3en Mengen von
Lipopigmenten mit spezifischer Ultrastruktur statt.

Besonders geeignete Gewebe flir den Nachweis dieser spezifischen

Speicherkérperchen sind Blutlymphozyten und Hautbiopsien [Kohlschitter A. et al
1997].



1.1 Klinik der neuronalen Ceroid-Lipofuszinosen

Die verschiedenen Formen der NCL sind durch eine fortschreitende
Neurodegeneration mit Verlust von zerebrokortikalen und retinalen Nervenzellen
gekennzeichnet.

Es treten motorische Stdrungen von einer Ataxie bis hin zur Spastik auf.

Weiterhin bestehen progrediente Sehstérungen durch Retinopathie oder
Optikusatrophie, die bis hin zur Erblindung fihren kénnen.

AuBBerdem leiden die Patienten unter Epilepsie, die sich bei zunehmender
Krankheitsdauer in schweren und schlecht therapierbaren Krampfen aussert.
Haufig treten die Charakteristika der NCL, wie zum Beispiel Erblindung, geistiger
Abbau, Demenz, Epilepsie und Bewegungsstérungen bei den verschiedenen
Formen dieser Krankheit in einem fur den einzelnen Subtyp bestimmten zeitlichen
Ablauf auf. Zurzeit gib es keinen effektiven Therapieansatz fir die Behandlung
der NCL. Die Krankheit geht meistens mit erheblich verkirzter Lebenserwartung
einher [Steinfeld R. et al 2002].

1.2 Die verschiedenen Formen der NCL

Traditionell werden die verschiedenen Formen der NCL auf der Basis des
Erkrankungsalters, des klinischen Verlaufs sowie des elektronenmikroskopischen
Bildes klassifiziert [Liu C.G. et al 1998].

Tabelle 1 (siehe Seite 7 und 8) zeigt eine Ubersicht tiber die verschiedenen
Formen der NCL [Kohlschutter A. et al 1993].

Bei der infantilen (,finnische*) NCL  kommt es bereits im zweiten Lebensjahr bei
den Patienten zum dramatischen Verlust der bis dahin bereits erworbenen
Fahigkeiten. Sehr charakteristisch ist die Abflachung der Hirnaktivitatspotentiale
im Elektroenzephalogramm (EEG); es kommt rasch zu einem ,Null-Linien-EEG*.
Aul3erdem lassen bildgebende Verfahren wie z.B. kraniale

Computertomographien eine deutliche Hirnatrophie erkennen.



Auch bei der spéatinfantilen NCL CLN 2) (Morbus Jansky-Bielschowsky) sind die
Kinder zunéchst meist vollkommen unauffallig. Klinisch zeigen sich zu Beginn der
Krankheit eine Ruckentwicklung der bis dahin erworbenen sprachlichen
Fahigkeiten sowie motorische Veranderungen wie zum Beispiel Ataxien. Spéater
kommen Veranderungen wie Visusverlust hinzu. Hervorstechend bei dieser Form
sind die myoklonischen epileptischen Anfélle, die im Alter von ca. zwei bis vier
Jahren beginnen, und kaum zu beherrschen sind. Im Frihstadium kénnen im EEG
sog. Polyspikes nach langsamer photischer Stimulation auftreten. Der Verlauf ist
ahnlich wie bei der juvenilen Form, jedoch fuhrt er rascher zum meist noch vor der

Pubertat eintretenden Tod.

Die finnische Variante der spatinfantilen NCL (CLN 5, v LINCL) gleicht der
klassischen CLN2 in vielen Punkten; jedoch treten die Symptome im Durchschnitt
ca. 1 bis 2 Jahre spater auf. Die Lebenserwartung betragt 10 bis 30 Jahre.

Die indische Variante der spéatinfantien NCL (CLN 6) und die turkische
Variante der spatinfantilen NCL (CLN7)  &ahneln in ihren Befunden der CLN2

bzw. der CLN5, weisen jedoch einen anderen Genort auf [Wheeler R.B. et al

1999].

Die juvenile NCL (CLN 3, Morbus Spielmeyer-Vogt) ist die haufigste Form in
Deutschland; die Inzidenz betragt 0,7 pro 100 000 Lebendgeborene.

Als erstes Symptom wird meist eine Sehschwache ungefahr im sechsten
Lebensjahr der betroffenen Patienten bemerkt. Die Kinder sind im Ubrigen gesund
und auch psychomotorisch unauffallig. Der Visus nimmt jedoch weiterhin schnell
ab, und es tritt im Alter von ca. 11 Jahren die Erblindung ein. Am
Augenhintergrund finden sich schwerwiegende Veranderungen mit atrophischer
Retina und Pigmentverschiebungen. Mit steigendem Alter nimmt die Lernfahigkeit
des Kindes stetig ab, ebenso gehen die geistigen Fahigkeiten zurtick. Im Alter von
8-16 Jahren treten epileptische Anfalle auf. Schliel3lich kommt es zum Verlust von
allen mentalen und motorischen Fahigkeiten, bis es im jungen Erwachsenenalter

zum Tod kommt.



Des Weiteren wird eine variante juvenile NCL mit GRODS (vJNCL/GROD, CLN
1) beschrieben. Der zeitliche Ablauf der Leitsymptome ist in etwa mit dem Verlauf

der klassischen juvenilen NCL zu vergleichen.

Ein weiterer Subtyp ist die sog. Northern epilepsie  (CLN 8), die mit einer
progressiven Epilepsie, die zwischen dem flunften und zehnten Lebensjahr
beginnt, einhergeht. Die Lebenserwartung ist jedoch nahezu normal [Ranta S. et
al 1999].

1.3 Genetik der NCL

Die verschiedenen Formen der NCL unterscheiden sich nicht nur klinisch, sondern
auch genetisch; sie stellen eine Gruppe von heterogenen Krankheitsbildern dar.
Dies wurde in der Vergangenheit dadurch bestatigt, dass sich unterschiedliche
Befunde in der Ultrastruktur der gespeicherten Lipopigmente fanden.

Die Vererbung der NCL ist bis auf eine Ausnahme autosomal rezessiv (bei der
adulten NCL finden sich sowohl autosomal rezessive als auch autosomal
dominante Erbgange). Bisher sind mindestens sechs Genorte mit
unterschiedlichen Typen der NCL assoziiert worden.

Bei der CLN 1 liegt der Genlokus auf Chromosom 1p32. Das CLN-1-Gen wurde
als erstes kloniert und das Allel kodiert physiologisch fur die Palmitoyl-Protein-
Thioesterase; ein lysosomales Enzym, dessen physiologisches Substrat bisher
unbekannt ist [Das A.K. et al 1998]. Bei Patienten mit INCL zeigt dieses Enzym je

nach Mutation keinerlei oder verminderte Aktivitat.

Bei finnischen Patienten mit INCL zeigt sich bei der Mehrzahl von Patienten als
sogenannte ,common mutation® ein Aminosaureaustausch von Arginin durch
Tryptophan (R122W). Diese Mutation ist assoziiert mit einem totalen
Funktionsverlust der Palmitoyl-Protein-Thioesterase. Im amerikanischen und
kanadischen Patientengut wurden zwei andere Mutationen haufig detektiert: Zum

einen eine Nonsense-Mutation (R151X), die bei 40% der Patienten gefunden



wurde, und die meist mit einem schweren infantilen Verlauf assoziiert ist. Zum
anderen eine Missense-Mutation (T75P), die bei 13% der Patienten vorhanden
war, und die mit einem verspateten klinischen Erscheinen (late onset) und einem
milderen Verlauf assoziiert ist [Das A.K. et al 1998]. Durch die genauen
Kenntnisse Uber dieses Gen ist eine pranatale Diagnostik mdglich; sowie die
Erkennung von Ubertragern. Mutationen im CLN-1-Gen konnen typische infantile,

atypische spatinfantile und variant juvenile Verlaufe nach sich ziehen.

Das CLN2-Gen befindet sich auf dem Genlokus 11p15 [Liu C.G. et al 1998].
Dieser Genort konnte bisher nur fur einzelne Familien nachgewiesen werden.

Das Gen umfasst 13 Exons und ist ca. 6,5 Kilobasen gro3. Das Protein besteht
aus 563 Aminosauren; die 194 N-terminalen Aminoséauren fehlen im reifen Protein.
Es handelt sich bei diesem Protein um eine lysosomale pepstatin-insensitive

Peptidase [Hofmann et al 2002], auch als Pepinase bezeichnet. Diese Pepinase
ist eine Tripeptidylpeptidase, die keine strenge Spezifitdt zu einer bestimmten
Aminosauresequenz zeigt. Allerdings besteht eine gewisse Préferenz, nach einer
hydrophoben Amonisédure (zum Beispiel Phenylalanin) vom N-Terminus kleiner
Proteine abzuspalten. Andere Autoren beschrieben das CLN2-Genprodukt auch

als eine Carboxy-Peptidase.

Fir einige Falle von Patienten mit atypischer LINCL konnte ein Gen auf
Chromosom 15 identifiziert werden. Bei der klassischen LINCL ist es nicht
maglich, Heterozygote morphologisch (elektronenmikroskopisch) zu
erkennen; eine pranatale Diagnostik kann aber mittels Elektronenmikroskop an

unkultivierten Amnionzellen durchgeftihrt werden.

Der Genort fur die juvenile NCL (CLN 3) wurde auf Chromosom 16pl11.2
lokalisiert. Dadurch ist es kuirzlich gelungen, dieses Gen genauer zu
charakterisieren. Es enthalt 15 Kilobasenpaare mit 15 Exons, und kodiert fur ein in
seiner Funktion unbekanntes, ubiquitar vorkommendes Membranprotein [Jarvela I.

et al 1998].



Bisher wurden fur das CLN-3-Gen 14 Mutationen beschrieben. Dabei ist die
haufigste eine 1,02-kb-Deletion, die in etwa zu 75% in homozygoter und in ca.
22% in heterozygoter Auspragung beschrieben wird [Jarvela I. et al 1998].

Durch die Identifizierung des CLN-3-Gens sind Erkennung von Ubertragern und

pranatale Diagnostik auf genetischer Grundlage mdglich.

Die variante juvenile NCL (vIJNCL) zeigt wie die infantile Form
elektronenmikroskopisch sogenannte GRODS (granular osmophilic bodies). Sie
wird hervorgerufen durch Mutationen im CLN-1-Gen. Der Genort wurde auf
Chromosom 1p32 lokalisiert. Das fehlende Protein ist eine lysosomale Palmitoyl-

Protein-Thioesterase.

Der Genort fur die adulte NCL (CLN 4) ist noch nicht bekannt. Es wurden bisher

autosomal dominante und auch autosomal rezessive Erbgange beschrieben.

Die finnische Variante der spatinfantiien NCL (NCL 5) st auf Chromosom
13921.1-32 lokalisiert. Bei dem zugehorigen Genprodukt handelt es sich um ein

Membranprotein mit unbekannter Funktion [Kohlschiitter A. et al 1999].

Die CLN 6 ist die sog. indische Variante der spatinfantilen NCL. Hier wurde
kirzlich das Gen gefunden (15 g21-23) [Sharp J.D. et al 1999] und Mutationen

identifiziert [Gao H. et al 2002]. Das Genprodukt ist ein Transmembranprotein.

Der Genort der turkischne Variante der NCL (CLN7) wurde, wie fur die CLN 8,
auf Chromosom 8p23 lokalisiert. Nicht auszuschlie3en ist daher, das diese Form
eine Variante der Northern Epilepsy (CLN 8) ist [Mitchell W.A. et al 2001].

Auf Chromosom 8p23 befindet sich der Genort fur die sog. Northern epilepsie
(CLN 8). Der Erbgang ist autosomal-rezessiv. Das Gen codiert vermutlich fur ein

Transmembranprotein [Ranta S. et al 1999].

In den letzten Jahren haben sich weitere klinische NCL-Varianten herausgestellt.

Hierzu gehért auch die durch osmophile Granula gekennzeichnete Variante, die



klinisch der klassischen juvenilen NCL entspricht. Diese Formen sind bisher nicht

vollstandig genetisch analysiert worden [Kohlschutter A. et al 1997].



Tabelle 1.1: Synoptische Darstellung der verschieden

en NCL-Formen (Kohlschiitter A. et al 1993)

Krankheit

Infantile NCL

Klassische
Spétinfantile

Finnische Variante

der spatinfantilen

Indische Variante
der spatinfantilen

NCL NCL NCL
Alternative Bezeichnung M. Santavuori- M. Jansky-Biel-
Haltia Schowski
INCL LINCL VLINCL
Genetische Bezeichnung CLN1 CLN 2 CLN5 CLN 6
Inzidenz in Deutschland Einzelfalle 0,5/100 000
Beginn der Leitsymptome
Visusverlust 12-22 Monate 2-3 Jahre, langsamer 4-5 Jahre wie bei
Progress LINCL oder
Epilepsie 14-24 Monate 2-3 Jahre 5-6 Jahre VLINCL
Demenz 6-18 Monate 2-3 Jahre 5-9 Jahre
Unfahigkeit zu gehen 12-18 Monate 3-6 Jahre 10-20 Jahre
Bewegungsstérungen Stereotypien Myoklonien Myoklonien
Choreaathetose
Lebenserwartung < 14 Jahre 10-15 Jahre 10-30 Jahre
Retinabefunde
Maculadegeneration vorhanden vorhanden vorhanden
Pigmentaggregation nicht vorhanden vorhanden vorhanden
ERG ausgeldscht 12 Monate 3-4 Jahre 4-5 Jahre
Neurophysiologie
EEG Flach, 18-24 Monate Polyspikes nach Polyspikes nach
isoelektrisch Einzelblitzen im Einzelblitzen
3-4 Jahre (keine Fruhstadium (spat)
photische Reaktion)
Visuell evozierte Potentiale erniedrigt; erhoht erhoht
Somatosensorisch evozierte fehlend < 12 Monate erhoht erhoht
Potentiale erniedrigt;
fehlend < 12 Monate
Neuroradiologie
Hirnatrophie stark vorhanden vorhanden vorhanden
Morphologie des
Speichermaterials
Lymphozytenvakuolen (LM) fehlend fehlend fehlend fehlend
GROD CB CB, FP CB,FP

Dominierende
Einschlusse (EM)
Geeignetes Gewebe

Haut,Rektum,
Lymphozyten

Haut,Rektum,
Lymphozyten

Haut,Rektum,
Lymphozyten

Haut, Rektum,
Lymphozyten

Biochemie
Dominierendes
Speichermaterial

Fehlendes Protein

Sphingolipid-
Aktivatorproteine,
Glycosphingolipide

lys. Palmitoyl-Protein-

Thioesterase

Subunit ¢ der mit.
ATP-Synthase

Pepstatin-insensitive
lys. Peptidase

Subunit c,

Glycosphingolipide

Presumable novel
membrane protein

Genetik
Vererbung
Genlokus
Prénatale Diagnostik
Heterozygotentest

autosom. rezessiv
1p32
meistens moglich

meistens moglich

autosom. rezessiv
11p15
maoglich (EM)

autosom. rezessiv
13922

autosom. rezessiv
15021-23




Tabelle 1.1: Synoptische Darstellung der verschieden  en NCL-Formen (Kohlschitter A. et al 1993)
Krankheit Juvenile NCL Variante Juvenile Northern Epilepsy Adulte NCL
NCL mit GRODS
Alternative Bezeichnung M. Spielmeyer- M. Kufs/Parry

Vogt, Batten

JNCL VJINCL/GROD vJINCL
Genetische Bezeichnung CLN 3 CLN 1 CLN 8 CLN 4
Inzidenz in Deutschland 0,7/100 000 Schottland, Niederlande Einzelfalle in Finnland
Beginn der Leitsymptome
Visusverlust 4-9 Jahre, wie bei fraglich
blind mit 6-14 Jahren Juveniler
Epilepsie 8-16 Jahre NCL 5-10 Jahre
Demenz 6-9 Jahre nach ersten Epilepsien 30 Jahre
Unfahigkeit zu gehen 10-20 Jahre schleichender Verlauf
Bewegungsstérungen Rigiditat Myoklonien
Myoklonien
Lebenserwartung 20-40Jahre normal
Retinabefunde
Maculadegeneration vorhanden vorhanden nicht vorhanden
Pigmentaggregation vorhanden fehlend nicht vorhanden
ERG ausgeldscht 5-7 Jahre variabel
Neurophysiologie
EEG
Visuell evozierte Potentiale erniedrigt erniedrigt erniedrigt
Somatosensorisch evozierte erniedrigt erniedrigt erniedrigt
Potentiale
Neuroradiologie
Hirnatrophie vorhanden vorhanden
Morphologie des
Speichermaterials
Lymphozytenvakuolen (LM) vorhanden fehlend fehlend
Dominierende FP,CB GROD CB, GROD GROD, FP
Einschlusse (EM)
Geeignetes Gewebe Haut,Rektum, Haut,Rektum, Haut, Rektur_n,
Lymphozyten Lymphozyten Muskel, Gehirn
Biochemie Subunit ¢ Subunit ¢,
Dominierendes Aktivatorprotein A und D
Speichermaterial
Fehlendes Protein 438 AS- lys. Palmitoyl-Protein-

Membranprotein

Thioesterase

Genetik
Vererbung
Genlokus
Prénatale Diagnostik
Heterozygotentest

autosom. rezessiv
16pll1.2-12.1
meistens moglich

meistens moglich

autosom. rezessiv
1p32

autosom. rezessiv
8p23

autosom. rezessiv
autosom. dominant
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1.4 Diagnostik der NCL

Die wichtigsten Standbeine in der Diagnostik der verschiedenen NCL-Formen
sind bisher die klinischen Befunde sowie das Alter der Patienten, in dem die

Symptome auftreten, und die Elektronenmikroskopie (EM).

In Deutschland sind die juvenile Form und die spéatinfantile Form am haufigsten.
Leitsymptome dieser beiden Formen sind initiale Retinopathie (juvenile NCL) bzw.
die im Kindesalter auftretende schwere Epilepsie ohne erkennbare Ursache
(spatinfantile NCL).

Die Diagnose einer NCL im Kindesalter wird auch heute noch haufig
morphologisch mit Hilfe des Elektronenmikroskops gestellt.

Der Verlust von Nervenzellen der GrofZhirnrinde ist fur die Klinik und fir die
elektrophysiologischen Charakteristika verantwortlich.

Fur die EM-Diagnostik sind die zerebral und extrazerebral vermehrt gebildeten
und gespeicherten Lipopigmente bedeutsam.

Ungeklart ist weiterhin, ob die Lipopigmente fir den fortschreitenden Verlust von
Nervenzellen verantwortlich sind.

Fraglich ist auch, inwieweit die Bildung pathologischer Lipopigmente in
extrazerebralen Organen zu einer Schadigung bzw. einem Verlust der
entsprechenden Zellen fuhrt. So wurden zum Beispiel Funktionsstérungen bei
Herzmuskelzellen beschrieben. Weiterhin zu bertcksichtigen ist, ob die
Schadigung Uberhaupt rechtzeitig nachweisbar ist, bzw. nicht offensichtlich wird,

weil die Kinder schon vorher versterben.

1.4.1 Diagnostik von NCL mittels Hautbiopsie

Durch die Biopsie verschiedener Organe kann die ubiquitare Bildung von NCL-
spezifischen Lipopigmentablagerungen nachgewiesen werden. Nachdem friher
Hirnbiopsien und Rektumbiopsien entnommen wurden, steht jetzt die Hautbiopsie

im Vordergrund [Kohlschutter A. et al 1997].
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Die Lipopigmente lassen sich dabei in Schwei3driisenepithelien, in glatten

Haarbalgmuskeln und in Gefal3wandzellen nachweisen.

Eine Korrelation zwischen Morphologie und klinischem Subtyp besteht aber dabei
nicht immer [Wisniewski et al 2000, Wisniewski et al 2001]. Erganzend zur
Hautbiopsie kann die Untersuchung von zirkulierenden Lymphozyten sein. Die
Lymphozyten  werden dazu aus EDTA-Blut isoliert, fixiert und

elektronenmikroskopisch untersucht.

Dabei finden sich (siehe Abbildung 1.1 , Seite 11[Kohlschutter A. et al, 1997]) fur
die infantile sowie fur die variante juvenile Form der NCL granulare kompakte
Lipopigmente, die sogenannten GRODS (granular osmophilic deposits).

Diese konnen auch ein Hinweis auf CLN 4 sein (adulte NCL). Bei der
spatinfantilen Form zeigen sich kompakte curviliniare Einschlusskorperchen
(curvilinear bodies), die auch bei der finnischen und indischen Variante der
spatinfantilien NCL sowie bei der CLN 8 vorkommen. Bei der juvenilen Form
(CLN 3) finden sich membranbegrenzte Vakuolen mit Fingerabdruckprofilen
(fingerprint profiles).

Far die frihjuvenile NCL korrelieren kompakte avakuolare Lipopigmente, ebenfalls
mit Fingerabdruckprofilen.

Neben Haut und Lymphozyten werden zum Teil auch Konjunktiva und
guergestreifte Muskulatur zur Biopsie herangezogen. Selten werden auch Leber,
Niere, Lymphknoten, Tonsillen und Appendix verwendet [Kohlschitter A. et al
1997].
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Abbildung 1.1: Elektronenmikroskopie von zirkuliere nden Lymphozyten bei

Patienten mit neuronaler Ceroid-Lipofuszinose [ Kohlschiitter A. et al 1997 ]

a: Granulare Einschlisse: Bei infantiler und variant juveniler NCL.

b: Curviliniare Einschlisse: Spatinfantile Form (auch bei finnischer und indischer
Variante).

c: Vakuolen mit Fingerabdruckprofilen: Bei der juvenilen Form.

1.4.2 Pranatale Diagnostik

In den Gefal3wandzellen des Chorionstromas finden sich bereits ab der neunten
Schwangerschaftswoche NCL-spezifische Lipopigmente.

Dadurch lasst sich eine infantile NCL nachweisen. Epitheliale Zytotrophoblasten
und Synzytiotrophoblasten weisen keine Lipopigmente auf.

Bei der spatinfantilen Form zeigen sich curviliniare Einschliisse in unkultivierten
Amnionzellen ab der sechzehnten Schwangerschaftswoche. Diese Form der NCL
ist bisher nicht in Chorionzellen nachweisbar.

Vor kurzem sind auch spezifische Lipopigmente fir die juvenile Form der NCL in
GefalBwandzellen des Chorionstromas in der flinfzehnten Schwanger-
schaftswoche gefunden worden.
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Wichtig bei der préanatalen elektronenmikroskopischen Untersuchung ist, daf? auch
tatsachlich Choriongewebe vorliegt bzw. dass Amnionzellen unkultiviert bleiben.
Kultivierte Zellen exprimieren keine NCL-typischen Lipopigmente.

Weiterhin sollte auf die Hofbauer-Zellen des Chorionstromas geachtet werden.
Diese stellen Makrophagen dar und koénnen unspezifische lysosomale

Residualkérperchen in sich tragen [Kohlschitter A. et al 1997].

1.5 Problemstellung

Die diagnostischen Mdglichkeiten der NCL beschrankten sich bisher wie bereits
oben erwahnt, auf die Klinik der Patienten und die Elektronenmikroskopie.

Bei der elektronenmikroskopischen Diagnostik bedarf es einiger Erfahrung, zum
einen in der Praparation und zum anderen in der Interpretation.

Diese Untersuchungen sind personalaufwendig und kosten viel Zeit.

Weiterhin  bestehen Schwierigkeiten, allein durch die Klinikk und die
Elektronenmikroskopie eine eindeutige Zuordnung zu einem Subtyp der NCL zu
treffen. Bei einigen Patienten liefert die elektronenmikroskopische Untersuchung
kein eindeutiges Ergebnis [Goebell et al 2001].

Es sind zum Beispiel Mutationen im CLN-1-Gen mdglich, die einen infantilen,
atypisch spatinfantilen oder juvenilen Verlauf nach sich ziehen kénnen.

Ebenso sind Variationen bei der spatinfantien NCL bekannt. Sie verlauft
Uberwiegend typisch spatinfantil, kann aber auch atypisch juvenil verlaufen.
Insgesamt ist die spatinfantiie Form der NCL ein klinisch inhomogenes
Krankheitsbild [Zhong et al 2000].

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Um die aufwendige Analytik durch die Elektronenmikroskopie zu erleichtern, wird
nach molekularbiologischen Testverfahren gesucht.

Im Rahmen dieser Dissertation soll mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion



-14 -

(PCR) und der Sequenzierung die Detektion von Mutationen realisiert werden.

Da es besonders im Bereich der spéatinfantilen NCL (CLN-2) schwierig ist, durch
die Elektronenmikroskopie alleine eine eindeutige Einordnung zu treffen, und weil
es auch im klinischen Verlauf viele Uberlappungen gibt, bin ich zur genetischen
Mutationsanalyse des CLN-2-Gens Ubergegangen.

Konkretes Ziel dieser Arbeit ist eine Mutationsanalyse bei Patienten mit
spatinfantiler neuronaler Ceroid-Lipofuszinose im deutschsprachigen Raum.

Fur Deutschland gibt es zurzeit noch kein Mutationsscreening und keine
Ergebnisse Uber mdgliche Mutationen in diesem Gen.

Des Weiteren soll ein Vergleich zwischen Mutationen in Deutschland und den
bisher beschriebenen Mutationen in Amerika hergestellt werden.

Fur die klassische spatinfantie NCL werden  Mutationen im  CLN-2-Gen
assoziiert, welches vor kurzem auf dem Genlokus 11p15 lokalisiert wurde [Liu
C.G. et al 1998].

Im Rahmen dieser Dissertation wurde genetisches Material aufgearbeitet, DNA-
Abschnitte nach der Etablierung von Primerpaaren amplifiziert und anschlie3end
der Sequenzanalyse unterzogen.

Durch den Vergleich mit der jetzt bekannten Sequenz des CLN-2-Gens kdnnen so
Mutationen nachgewiesen werden.

Ein weiteres Ziel ist es, die PCR und die Sequenzierung des CLN-2-Gens als
eigenstandige Methode zu etablieren und so die Diagnostik zu erleichtern und
eine bessere Zuordnung der Patienten zu einem bestimmten Subtyp der NCL zu

gewahrleisten.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

Von 1998 bis 2002 wurden Blutproben von insgesamt 26 in Deutschland und der
Schweiz lebenden Familien gewonnen. Dabei kamen 26 Proben von Patienten,
und 31 Proben von Geschwistern und Elternteilen (Gesamtprobenanzahl: 57).
Einschlusskriterium flr Patienten ist die Kombination von klinischen Symptomen
einer neurodegenerativen Erkrankung in der frihen Kindheit und dem
elektronenmikroskopischen Bild von sog. curvilinear bodies.

Bei den Proben handelt es sich um 5 — 10 ml EDTA-BIut, das Idealerweise nach
der Entnahme sofort bei 4 C gekuhlt wurde bzw. gle ich aufgearbeitet wurde.

Fur die Uberwiegende Anzahl von Patienten wurde eine DNA-Praparation aus
EDTA-Vollblut durchgefiihrt. Bei einigen Patienten wurde durch die etwas
aufwendigere Dichtegradientenzentrifugation nach Chirgwin gleichzeitig auch die
RNA mit aus der Blutprobe isoliert, um spater eine Umschreibung in cDNA
durchfiihren zu kdnnen.

Sollte eine Untersuchung auf cDNA-Ebene auch bei den Patienten notig sein, bei
denen urspringlich nur die DNA isoliert wurde, kann eine RNA-Isolierung aus

Fibroblastenkulturen nachtraglich herangezogen werden.

2.2 DNA-Praparation aus EDTA-Vollblut

Zunachst muf3te die DNA aus dem EDTA-Blut der Patienten isoliert werden. Dazu
wurde nach folgender Arbeitsanleitung vorgegangen:
(Anmerkung: Alle Angaben beziehen sich auf 10 ml (bzw. 5 ml) EDTA-Vollblut.)

Erster Tag:
1. Vorkuhlen der Zentrifuge auf 4 .

2. Einstellen des Wasserbades auf 55 T.
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3. Das EDTA-Vollblut wird in ein autoklaviertes Falkon-Rdhrchen (50 ml-
Rohrchen) tberflhrt.

Auffillen mit gekihltem Lysispuffer (4 <C) auf 50 ml (25 ml).

Die Probe fir 15 Minuten auf Eis stellen, dabei 3-mal schwenken.
Wahrenddessen die RNAse A und die Proteinase K auf Eis auftauen.

Das Gemisch 10 min. zentrifugieren (1000 rpm, 4 T).

Uberstand abgieRen; mit kaltem Lysispuffer (4 ) auf 30 ml (15 ml) auffillen.
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Pellet durch schitteln vom Boden I6sen.
10.Das Gemisch 10 min. zentrifugieren (1000 rpm, 4 ).
11. Uberstand abgieRen; mit kaltem Lysispuffer (4 °C) auf 15 ml (10 ml) auffiillen.
12.Pellet durch schitteln vom Boden l6sen.
13.Das Gemisch 10 min. zentrifugieren (1000 rpm, 4 ).
14. Uberstand abgieRRen.
15.Zum Pellet in angegebener Reihenfolge folgendes hinzupipettieren:
250 pl (125 pl) SDS-Puffer (Pellet 16sen),
10 pl (5 pl) RNAse A,
25 ul (12,5 pl) Proteinase K,
5 ml (2,5 ml) SE-Puffer.
16. Mischen und tber Nacht bei 55 T im Wasserbad i nkubieren.
17.1" Falls nach der Proteinase-K-Behandlung noch rétlich-braune Partikel in der
Lésung schwimmen, war die Lyse der Zellen nicht vollstandig und die Prozedur

des ersten Tages mul3 komplett wiederholt werden!!

Zweiter Tag:
1. Zentrifuge auf Raumtemperatur einstellen.

Brutschrank auf 37 C vorwarmen.
Dem Gemisch 1,5 ml NaCl (5 M) zugeben und vortexen.

Das Gemisch 10 min. zentrifugieren (3500 rpm, Raumtemperatur).

ok~ 0N

Uberstand in ein autoklaviertes Falkon-Rohrchen (50 ml-Ro6hrchen) abkippen.
Der Uberstand enthalt die DNA!

6. Zugabe von zwei Volumen (entspricht ca. 13 ml bei 10 ml EDTA-Blut) kaltem
Ethanol (- 20 ).

7. Probe vorsichtig schwenken; die DNA sollte als weil3er Faden ausfallen.
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8. In ein autoklaviertes Screw-Cup 1 ml 70%igen Alkohol vorlegen.

9. DNA mit abgeflammter Pasteur-Pipette (oder einem ahnlichen spitzen sterilen
Instrument) fischen und in den Screw-Cup Uberfuhren.

10.Die Probe 10 min. zentrifugieren (1400 rpm, Raumtemperatur).

11.Danach den Alkohol grob abgiel3en, den Rest vorsichtig vollstandig
abpipettieren.

12.DNA im Brutschrank fir ca. 3 Stunden bei 37 T antrocknen lassen (nicht
durchtrocknen lassen).

13.DNA anschlieRend in 500 pl TE-Puffer I16sen, 5 min. vortexen.

14.DNA fir 2 Stunden bei 37 C quellen lassen.

15.DNA Uber Nacht bei 4 C lagern.

Dritter Tag:
Am dritten Tag erfolgt die Messung der OD (260 / 280).

Dazu wird die DNA im Verhaltnis 1:20 verdunnt:
950 ul TE-Puffer plus 50 pl DNA-Stocklosung.
Der Leerwert wird mit 50 ul TE-Puffer festgelegt.
Die Lagerung der DNA erfolgt bei 4 C.

2.2.1 Reagenzien fir die DNA-Praparation aus EDTA-V ollblut:

Grundsétzlich wurde fur das Ansetzen der Losungen nur steriles Aqua dest
verwendet.

Lysis-Puffer:

Ammoniumchlorid, NH4CI (Firma Sigma, Produkt-Nr: A 9434): 155 mmol

(= 8,299).

Kaliumhydrogencarbonat, KHCO3; (Firma Merk, Best.-Nr.: 1.04854): 10 mmol
(=1,009).

Natrium-EDTA, Na,EDTA (Firma Merk, Best.-Nr.: 1.08418) 0,1 mmol

(= 0,0349).

Mit Aqua dest (Aqua ad iniectabilia, Firma Baxter, Best.-Nr.: SN-881514) auf 1000

ml auffullen.
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Mit HCI (Firma Merk, Best.-Nr.: 1.09911) bzw. NaOH (Firma Merk, Best.-Nr.:
1.06329) einen pH-Wert von 7,4 einstellen.

Nach dem Filtrieren bzw. Autoklavieren bei 4 T im Kuhlschrank lagern.

SE-Puffer:

Natriumchlorid, NaCl (Firma Merk, Best.-Nr.: 1.06404): 75 mmol (= 0,438 g).
Natrium-EDTA, Na,-EDTA (Firma Merk, Best.-Nr.: 1.08418): 25 mmol
(=0,9319).

Mit Aqua dest auf 100 ml aufftllen.

Mit HCI bzw. NaOH einen pH-Wert von 8,0 einstellen.

Nach dem filtrieren bzw. autoklavieren bei Raumtemperatur lagern.

SDS-Puffer ( 20%iqg ):
Lauryl-Sulfate (Firma Sigma Produkt-N.: L 9781): 20 g auf 100 ml Aqua dest.

Nach dem filtrieren bzw. autoklavieren bei Raumtemperatur lagern.

Proteinase K (Firma Sigma, Produkt-Nr.: P 2308):
100 mg Lyophilisat mit 10 ml Aqua dest lI6sen (=> 10 mg / ml).

In 50 pl-Portionen einfrieren (bei — 20 ).

NaCl (5 M = gesattigt):
Natriumchlorid, NaCl (Firma Merk, Best.-Nr.: 1.06404): 146,1 g.
Mit Aqua dest auf 500 ml auffullen.

RNAse A (Firma Sigma, Produki-Nr.: R 6513):
Nur DNAse freie RNAse (Ribonuklease A, Firma Sigma, Art.-Nr: R6513).

verwenden!

10 mg in 0,5 ml Aqua dest I6sen (=> 20 mg / ml).

TE-Puffer (pH 7.4):

1 M Tris (pH 7,4) (Firma Sigma, Art.-Nr.: T 9285): 10mmol (1 : 100) = 1,0 ml.
0,5 M EDTA (pH 8) (Firma Merk, Best.-Nr.: 1.08418): 1 mmol (1 : 500) = 0,2 ml
Mit Aqua dest auf 100 ml auffillen. Nicht autoklavieren! Bei RT aufbewahren.
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2.3 Isolierung von Gesamt-RNA und chromosomaler DN A aus

Zellen uiber die Cs-Cl-Dichtegradientenzentrifugatio n nach

Chirgwin

Diese Methode kann vor allem dann genutzt werden, wenn neben der DNA auch
die RNA eines Patienten gewonnen werden soll.

Fur alle Arbeitsgange gilt: Immer mit autoklavierten Pipettenspitzen und Réhrchen

arbeiten. Nur filtrierte LOsungen benutzen.
Erster Tag:
Brutschrank auf 37 T einstellen.

Material: 5 x 10%/ ml Zellen oder Fibroblasten.

1. Fibroblasten 2 x mit 10 ml PBS oder NaCl waschen.

2. Zugabe von 3 ml Trypsin.

Die Probe fir 5 min. bei 37 T in den Brutschran k (dabei den Deckel der
Kulturflaschen nicht ganz zu drehen).

w

Zellen abklopfen, dabei vom Boden der Kulturflasche 16sen.

Zugabe von 6 ml RPMI.

Die Probe in ein autoklaviertes Falkon-Tube (50ml-Tube) Uberfihren.
Fur 10 min. zentrifugieren (1000 rpm, Raumtemperatur).

Uberstand abgieRRen.

Zugabe von 5 ml PBS.

10. Fdr 10 min. zentrifugieren (1000 rpm, Raumtemperatur).
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11. Uberstand abgieRRen.

12.Zugabe von 5 ml PBS.

13.Fidr 10 min. zentrifugieren (1000 rpm, Raumtemperatur).

14. Uberstand abgieRRen.

15.Zugabe von 2,5 ml GITC fur Zellen.

16.Lysieren der Zellen durch schwenken.

17. Ultrazentrifugation durchfihren (an dieser Stelle kann die Probe auch bei -

20 T zwischengefroren werden, fur langstens eine W oche).
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18. Ultrazentrifugation (UZ): Die UZ kann Uber Nacht durchgefiihrt werden:
18 Stunden, 18 T, 32000 rpm.
19.Dazu das eventuell zwischengefrorene Lysat auf Eis auftauen.

20.2,5 ml CsCl in die Zentrifugenréhrchen vorlegen.
21.Mit 2,5 ml Lysat (Zellen) vorsichtig Gberschichten.
22.Gegenrohrchen genau austarieren (CsCl + GITC).

Zweiter Tag:
1. DNA- und RNA-Gewinnung:

. Isolierung der DNA:

2
3. Pro Probe werden drei Greinerrdhrchen bendtigt.
4

. In das erste Rohrchen werden die Proteine tberfihrt (oberstes Drittel aus den

Zentrifugenrdhrchen).

5. In das zweite Réhrchen wird die gelartige DNA Uberfuhrt (zweites Drittel aus

den Zentrifugenrdhrchen).
6. In das dritte R6hrchen wird das CsClI tberfuhrt (unteres Drittel aus den

Zentrifugenrdhrchen).

\l

. Fir RNA-Gewinnung: _Rest dekantieren, abtropfen lassen, obere 2/3 des

Zentrifugenrohrchens abschneiden => Weiter siehe Protokoll RNA.
8. Elr die DNA-Gewinnung:
Losung 1 = gelb (25 Teile Phenol + 24 Teile Chloroform + 1 Teil Isoamylalkohol).

Losung 2 = farblos (24 Teile Chloroform + 1 Teil Isoamylalkohol).

9. Die gelartige DNA wird in Falkon-R6hrchen (15ml-R6hrchen) tGberfuhrt.
10. Mit Aqua dest auf 5 ml auffullen, DNA gut I6sen.

11.Zugabe von 5 ml von Losung 1 , kraftig schitteln.

12.Fidr 10 min. zentrifugieren (1000 rpm, Raumtemperatur).

13. Gelbe Phase mit Pasteur-Pipette abziehen, im Falkon-Tube aufbewahren.

14.Zur anderen Phase 5 ml von Losung 1 zugeben, kraftig schitteln.

15.Fdr 10 min. zentrifugieren (1000 rpm, Raumtemperatur).

16.Gelbe Phase mit Pasteur-Pipette abziehen, im Falkon-Tube aufbewahren.

17.Zur anderen Phase 5 ml von Lésung 2 zugeben, kraftig schitteln.
18.Fur 10 min. zentrifugieren (1000 rpm, Raumtemperatur).
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19.Untere bzw. obere Phase mit Pasteur-Pipette abziehen. !! Falls die gelbe

Phase in den ersten beiden Schritten oben war, muf3 ab jetzt die obere Phase

abgezogen werden (Phasenumkehn)!!!

20.Zur anderen Phase 5 ml von Losung 2 zugeben, kraftig schitteln.

21.F0r 10 min. zentrifugieren (1000 rpm, Raumtemperatur).

22.Untere bzw. obere Phase mit Pasteur-Pipette abziehen.

23.Zur anderen Phase 5 ml von Losung 2 zugeben, kraftig schutteln.

24.Fur 10 min. zentrifugieren (1000 rpm, Raumtemperatur).

25.Falkon-Tubes auf Eis vorkuhlen.

26.500 ul 3 M Na-Acetat (pH 6,0) vorlegen.

27.Farblose Phase mit Pasteur-Pipette ins kalte Falkon tberfuhren (keine Interphase
uberfiihren).

28.Zugabe von 11 ml kaltem Ethanol (- 20 C).

29.Uber Nacht bei — 20 T einfrieren.

Dritter Tag:
Die Probe fur 60 min. zentrifugieren (voll speed, 0 ).

Uberstand abgieRRen.

Zugabe von 4 ml 70%igem kalten Ethanol.
Fur 10 min. zentrifugieren (voll speed, 0 T).
Uberstand abgieRRen.

Zugabe von 4 ml 70%igem kalten Ethanol.
FUr 10 min. zentrifugieren (voll speed, 0 ).

Uberstand abgieRRen.
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Zugabe von 400 pl Agua dest.

[EEN
o

.Die Probe schnell ins Eppendorff-Cup tberfihren (mit abgeschnittener blauer
Pipettenspitze).

11.Zugabe von 40 pl 3 M Na-Acetat (pH 6,0).

12.Zugabe von 880 pl kaltem Ethanol.

13.Uber Nacht bei — 20 T einfrieren.

Vierter Taq:
1. Die Probe fur 10 min. zentrifugieren (1500 — 2000 rpm, 0 ).
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2. Uberstand abgieRen (vorsichtshalber in einem extra Eppendorff-Cup
aufbewahren).

3. Zugabe von 400 pl 70%igem Ethanol.

4. Die Probe fir 10 min. zentrifugieren (1500 — 2000 rpm, O ).

5. Uberstand abgieRen (vorsichtshalber in einem extra Eppendorff-Cup

aufbewahren).

Zugabe von 400 pl 70%igem Ethanol.

Die Probe fur 10 min. zentrifugieren (1500 rpm, 0 C).

Uberstand abgieRen und den Rest ganz fein abpipettieren.

DNA bei 37 € fur ca. 1 — 2 Stunden im Brutschra nk antrocknen (nicht
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durchtrocknen).
10.DNA in 500 pl TE-Puffer I16sen (5 min. vortexen).
11.Die DNA fir ca. 2 Stunden bei 37 € im Warmeblo ck quellen lassen.
12.Lagerung der DNA Uber Nacht bei 4 <C.

Elunfter Tag:
Messung der OD (260 / 280).

Dazu wird die DNA im Verhéltnis 1:20 verdunnt:
950 pl TE-Puffer + 50 ul DNA-Stocklésung.
Der Leerwert wird mit 50 pl TE-Puffer gemessen.

Die Lagerung der DNA erfolgt bei 4 C.

RNA-Gewinnung:

Nachdem der Rest des Zentrifugenrohrchens dekantiert wurde und die oberen
zwei Drittel des Rohrchens abgeschnitten wurden (siehe oben) geht es
folgendermal3en weiter:

Zweiter Tag:

1. Mit 250 pl UF H,0 resuspendieren.

Uberfiihrung in ein autoklaviertes Screw-Cup.

Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5,2).

Zugabe von 2,5 Volumen 96%igem Ethanol.

Die Probe bei — 70 T Uber Nacht einfrieren.

o k& DN
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Dritter Tag:

1.
2.
3.

Die Probe fir 20 min. zentrifugieren (13000 rpm, 4 ).

Dekantieren.

Fur 3 min. die Probe in der Speed-Vac gefriertrocknen (Probe antrocknen,
nicht durchtrocknen). Daflir den Deckel des Screw-Cups durchléchern.
Zugabe von 250 pl UF H,0.

5. Probe fur 10 min. auf den Schittler stellen.

7.
8.
9.

Messung der OD (260 / 280): Dafur wird die RNA im Verhaltnis 1:10 verdunnt:
45 ul UF H,0 + 5 pl RNA-Stocklésung. Der Leerwert wird mit 50 pl UF H,O
gemessen.

Der Rest der RNA-Stocklésung hat ein Volumen von 245 pl (250 pl — 5 pl).
Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5,2).

Zugabe von 2,5 Volumen 96%igem Ethanol.

10. Einfrieren der Probe tber Nacht bei — 70 <.

Vierter Taq:
2.3.1 Quantifizierung der RNA:

Die Probe fir 20 min. zentrifugieren (13000 rpm, 4 ).

2. Dekantieren.

3. Fur 3 Minuten die Probe in der Speed-Vac gefriertrocknen (Probe antrocknen,

nicht durchtrocknen). Daftir den Deckel des Screw-Cups I6chern.
Zugabe der errechneten Menge von UF H,0, so dal3 die RNA in einer
Konzentration von 0,1 pg / pl vorliegt.

Die Lagerung der RNA erfolgt bei — 80 T.

2.3.2 Reagenzien fur die Isolierung von RNA und DNA aus Zellen Uber die

CsCI-Dichtegradientenzentrifugation nach Chirgwin:

PBS-Dubleccolx (Firma Biochrom KG, Cat. No. L1825).

RPMI1640-Medium 1x (Firma Gibco BRL Life technologies, Cat. N0.21875-042).
GITC (Guanidine-Isothiocyanat 4 M) fur Zellen:

100g GITC werden in 100 ml UF-H,O (Temperatur 65 °C) gelost.
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Zugabe von:

10,6 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,6) (Firma Sigma, Produkt-Nr.: T 2788),

4,2 ml 0,5M EDTA pH 8,0 (Ethylenediaminetetraacatic acid, Firma Sigma, Cat.
No. E-5134)

21,2 ml 20%iges Sarkosyl (sodium lauryl sarkosinate),

2,1 ml B-Mercaptoethanol (Firma Sigma, Produkt-Nr.: M 3148).

Mit 212 ml UF-H,O auf 350 ml Endvolumen auffullen.

Nach dem filtrieren bei Raumtemperatur und vor Licht geschutzt lagern.

CsCl (pH 7):

191,9 g CsCl (DNAse frei, Firma Paesel und Lorei, Cat. No. 40J219) und

7,44 g EDTA werden in 200 ml Aqua dest geldst. Es wird ein ph von 7 eingestellt,
danach wird die Ldsung filtriert.

2.4 Protokoll fir die Polymerasekettenreaktion (PC R):

Die PCR ist eine Technik, mit der man gezielt DNA-Abschnitte vervielfaltigen
kann. Um DNA mit Hilfe einer PCR amplifizieren zu kénnen, bendtigt man als
Starthilfe synthetisierte Oligonukleotide, sogenannte Primer. Diese sind ungefahr
30 Basenpaare lang und sind komplementér zu den Enden einer definierten
Sequenz der DNA-Matrize. Eine DNA-Polymerase verlangert in Gegenwart von
Desoxynucleosidtriphosphaten (dNTPs) die Primer entlang der einzelstrangigen
denaturierten DNA-Matrize und synthetisiert so neue DNA-Strange, deren
Sequenz komplementar zur Matrize ist.

Die PCR-Reaktion besteht im Wesentlichen aus drei Schritten: DNA-
Denaturierung, Primer-Anlagerung (Annealing) und Primer-Extension.

Um die Methode zu optimieren und die Primer auszuprobieren wurden zunachst
PCRs mit Negativkontrollen, das heif3t mit Proben von nicht erkrankten Personen
durchgefuhrt.

Nach der Isolierung der DNA aus den Blutproben wurde diese in die PCR
eingesetzt. Die Stockldsungen der DNA-Proben der einzelnen Patienten enthielten

dabei im Durchschnitt 0,11 bis 0,65 pug pro pl. Bei weniger als 0,11 pg pro pl ist ein
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gutes PCR-Ergebnis bzw. die Moglichkeit zur weiteren Verwendung der Probe bis
zur Sequenzierung nicht sicher gewahrleistet.

Fur die PCR wurde folgender Ansatz pipettiert:

PCR-Ansatz:

Probe-Nr. 1  Patient ( z.B. SE) / Primer (z.B.H)

Probe-Nr. 2 Patient ( z.B. NK = Negativkontrolle ) / Primer (z.B. H)

Ansatz fur: 1 x 25 X Final concentration
1. 10 x Puffer (500 mM KCL ) 5 ul 12,5 pl (50 mM KCL)
(100 mM Tris-HCL ) (10 mMTris-HCL )
2.MgCL,  (25mM) 5 pl 12,5 pl (2,5mM)
3.d-NTP’s (100 mM) 5 pl 12,5 pl (0,125 mM )
(je 10 pl + 760 pl H20)
(=je 1,25 mM)
4. Primer3" (10 uM) 1 u 2,5 ul (0,20 uM)
5.Primer5 (10 puM) 1 u 2,5 ul (0,20 uM)
6. TAQ (5U/ul) 0,5 ul 1,25 ul (0,05 U/ul)
7. UF-H,0 12,5 pl 31,25 pl
8. Mix-Volumen: 30 ul 75 pl
Patient: SE NK
G-DNS: 8 pl 0 ul
UF-H,0: 12 ul 20 ul
Summe:
DNS und H20: 20 pl 20 pl
Totalvolumen: 50 pl 50 ul

( Totalvolumen = DNA plus H,O plus Mix-Volumen )
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Dabei ist zu beachten, daf} zunachst der 10x-Puffer, das MgCl,, die d-NTP’s
sowie die beiden Primer zusammenpipettiert werden, bevor die TAQ zugegeben

wird, und der Mix dann auf die einzelnen Patientenproben verteilt wird.

Nach dem folgenden Programm werden die Proben im Thermocycler der PCR

unterzogen:

Preheat: 94 °C 5 min.
Denaturation: 94 °C 1 min.
Annealing: 62 °C 1 min.
Extension: 72 °C 1 min.
Termination: 72 °C 10 min.
Hold: 4 °C

Anzahl der Zyklen: 45

2.4.1 Reagenzien fiir den PCR-Ansatz:

Thermophilic DNA-Polymerase-10x Buffer  (Firma Promega, Cat. No. M 190A).
MgCl, 25 mM (Firma Promega, Cat. No. A 351B).

Desoxynukleosidtriphosphate:

dTTP 100 mM (Firma Promega, Cat. No. U 123A),

dCTP 100 mM (Firma Promega Cat. No. U 122A),

dATP 100 mM (Firma Promega Cat. No. U 120A),

dGTP 100 mM (Firma Promega Cat. No. U 121A).

Je 10 pl der dNTPs werden in 760 pl H,O gelést, so daf3 die Konzentration je 1,25
mM betragt.

Taqg DNA-Polymerase in Storage Buffer B (Firma Promega Cat. No. M 166A).
Aqua ad iniectabilia (Firma Braun, Art.-Nr.: 02351544).

Primer:

Alle verwendetet Primer wurden von der Firma Gibco BRL Life Technologies

bezogen. Entsprechend der enthaltenden nmoles der Stocklésung der Primer
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wurden die Primer so aufgelost, dafd sie in einer Konzentration von 100 uM

vorlagen. Fur die Pipettierung des PCR-Protokolls wurden die Primer nochmals

1:10 verdiuinnt, d.h. in einer Konzentration von 10 uM verwendet.

Ubersicht der verwendeten Primer [ Liu C.G. et al 1998 ] :

A-386-F: (5zu 3'): GGG TGA GGA GAT ATA CTC TT,
A-386-R: (5'zu 3'): GCA TTT CAG GGT TAG GGA GA,
B-405-F: (5'zu 3'): ACT TTA AAG CAT CAC TCC CA,
B-405-R: (5'zu 3'): AGG CTG GCA TCA GAT CTG GG,
C-415-F: (5'zu 3°): ATC CTC AGT TCA GCT GAC TG,
C-415-R: (5'zu 3'): AGG TCA GGG GTT CTG AGT GA,
D-471-F: (5'zu 3'): AGT GTG CAC AGT CAC CTC AG,
D-471-R: (5'zu 3°): AAC TTC GTT ACA GCT TCC TC,
E-440-F: (5zu 3'): CAG ACC TCC CAG TAG GGA CC,
10.E-440-R: (5'zu 3'): CTG TAT CCC ACA CAA GAG AT,
11.F-395-F: (5'zu 3'): ACT ATC TTT GTG CCC ATC CC,
12.F-395-R: (5'zu 3'): GGT CCC TAC TGG AAG GTC TG,
13.G-446-F: (5'zu 3'): GCC TCC CCA CAG TGT CCT CA,
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15.H-442-F: (5'zu 3'): TAG ATG CCA TTG GGG ACT GG,
16.H-442-R: (5'zu 3'): GTC ATG GAA ATA CTG CTC CA,
17.1-425-F: (5'zu 3'): GAT GGG AGG GAG TTG AGA GC,
18.1-425-R: (5'zu 3'): CTT ATA GAC TGT AAT GCC CA,

19.J-398-F: (5zu 3'): GAG GTC CAA AAG GGG GAG TT,
20.J-398-R: (5'zu 3°): CCT CTG AGC ATC CCT GGG CA,
21.K-475-F: (5'zu 3'): CCG TGC CAG CTC CTA GTA CG,
22.K-475-R: (5'zu 3'): GAC ATG ATC GCC CAT CCA TG,

Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
14.G-446-R: (5'zu 37): GGG ATG GGC ACA AAG ATA GT,Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:
Primer Nr:

Primer Nr:

B3594G11.
B3571F11.
B3571F12.
B3571GO01.
B3571G02.
B3571G03.
B3571G04.
B3571G05.
B3571G06.
B3571G07.
B3571G08.
B3571G09.
B3571G10.
B3571G11.
B3571G12.
B3571H01.
B3571H02.
B3571H03.
B3571H04.
B3571H05.
B3571HO06.
B3571H07.

23.L-404-F: (5'zu 3"): GAG AGG GCT CGG GAG AAA GG, Primer Nr:B3571H08.

24.L-404-R: (5'zu 3"): TTG GGG AGG ATC CTA GGA GC, Primer Nr:
25.M-489-F: (5"zu 37): GCA ATC TTT CGA GGC AGA TC, Primer Nr:
26.M-489-R: (5"zu 3"): TCC CAA TGT GTG CTG CCT CC, Primer Nr:

B3571B08.
B3571H09.
B3571H10.
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2.5 Quantifizierung des PCR-Produktes Uiber den 1 Kb  -Ladder:

Nach der PCR werden die Proben mittels Gel-Elektrophorese und anhand des 1-
Kb-Ladders quantifiziert. Dazu wird folgendes Gel (2%ig) verwendet:

2 g Agarose werden mit 10xTBE-Puffer auf 100 ml aufgefillt, in der Mikrowelle
aufgekocht und anschliel3end werden 10 ul Ethidiumbromid zur Anfarbung der
DNA im Gel zugegeben. Dabei ist es wichtig, dal3 aufgekochte noch flissige Gel
nach der Zugabe des Ethidiumbromids gut zu schitteln, damit dieses im spater
ausgeharteten Gel gut verteilt vorliegt. Ethidiumbromid ist ein fluoreszierender
Farbstoff, der in die DNA interkaliert. Nach dem Abkuhlen wird das Gel auf dem
Trager ausgegossen, ein entsprechender Kamm gesteckt und nach dem
Ausharten kann das Gel verwendet werden.

Die einzelnen Taschen werden folgendermal3en bestickt:

Lane 1: 123-Bp-Ladder (15 pl),
Lane 2: 1-Kb-Ladder (15 pl),
Lane 3-8: Patientenproben (8 pl Probe + 7 pl Bromphenolblau).

Die Quantifizierung erfolgt Uiber folgenden Rechenweq:

Der 1-Kb-Ladder liegt in einer Konzentration von 1 pg/ul (= 1000 ng/pul) vor.

Die Verdinnung des Markers erfolgt folgendermalfien:

20 ul Marker auf 200 pl Endvolumen (1: 10 = 0,1 pg/pl = 100 ng/ul).

Zu den 20 pl Marker werden 60 pl Bromphenolblau und 120 pl H,O gegeben.
Auf das Gel werden 15 ul Marker aufgetragen; d.h. 1,5 pg / 15 pl (= 1500 ng / 15
pl). Die 1636 Bp-Bande des 1-Kb-Ladders entspricht 10 % der eingesetzten
Stoffmenge. 10 % von 1500 ng entsprechen 150 ng.

Die 1636er Bande und die Banden der einzelnen Proben werden mittels der UV-
Bestrahlung des Photodokumentationsgerates sichtbar gemacht und durch das
Computerprogramm ,Easy” (Easy Image plus, Enhanced Analysis System,
Herolab, D-69168 Wiesloch) in Zahlen erfasst.
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Anhand der Werte kann nun bestimmt werden, wieviel pl der einzelnen Proben
ca. 150 ng PCR-Produkt entspricht, die fur die Sequenzierung notwendig sind.
Maximal kénnen 12,5 ul PCR-Produkt in die Sequenzierung eingesetzt werden.
Bei dieser ersten Quantifizierung sollte darauf geachtet werden, dafd durch die
nachfolgende Aufreinigung der Proben ein eventuell nicht unerheblicher Verlust
entsteht, so daf312,5 pl der einzelnen Probe ca. 300 ng entsprechen sollten

(maximaler Verlust bis 50 % durch Aufreinigungsschritte mdglich).

2.5.1: Reagenzien fiur die Quantifizierung des PCR-P  roduktes Uber den 1-Kb-

Ladder:

1-Kb-Ladder , 1 pg/pl (Firma Gibco BRL Life Technologies, Cat. No. 15615-016).
123-bp-Ladder , 1 pg/ul (Firma Gibco BRL Life Technologies, Cat. No. 15613-
011).

Agarose (Firma Gibco BRL Life Technologies, Cat. No. 540-5510UB).

Ethidium bromide (Firma Sigma, Cat. No. E-1510).

10x-TBE-Puffer:

216 g Tris Base (Firma Sigma, Cat. No. T8524),

110 g Boric acid (Firma Sigma Cat. No. B6768).

80 ml 0,5 M EDTA pH 8 (Firma Sigma Cat. No. E-5134).

Zugabe von 2 | Aqua dest. Danach wird ein pH von 8,3-8,4 eingestellt.

2.6 Aufreinigung des PCR-Produktes mittels des QiaQ uick PCR-
Purifikation-Kit:

Nach der Quantifizierung des PCR-Produktes tber den 1-Kb-Ladder erfolgt eine

Aufreinigung desselben nach folgender Vorschrift:

Vom urspringlichen PCR-Ansatz (50 ul) wurden 8 ul auf das Gel aufgetragen, d.h.

es besteht ein restliches Volumen von ca. 42 pl.

1. Diese 42 pl werden mit 200 ul Puffer-PB aus dem Qia-Quick PCR-Purifikation-
Kit im Eppendorf-Cup gemischt.
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2. Die Losung wird in das lila Filtersystem tberfuhrt. Das lila Filter-Cup wird in ein
dazugehdrendes durchsichtiges Cup gesteckt, in dem das Filtrat aufgefangen
wird.

Es folgt eine Zentrifugation mit 13000 rpm flr eine Minute bei 4 °C.

Das Filtrat wird verworfen.

Zugabe von 375 ul Puffer-PE ins lila Filtersystem.

Erneute Zentrifugation mit 13000 rpm bei 4 ° C fur eine Minute.

Filtrat verwerfen.

Filter kurz trockenzentrifugieren.

© © N o 0 kW

Lila Filtersystem in ein neues Eppendorf-Cup stecken.

10. Auf die Membran werden 42 ul UF H,O gegeben.

11.Fianf Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen.

12.Probe ein letztes mal mit 13000 rpm fur eine Minute bei 4 ° C zentrifugieren.

13.Im Filtrat befindet sich nun die aufgereinigte Probe.

14.Davon werden 8 ul nun erneut auf ein 2%iges Argarosegel aufgetragen und
danach wieder mittels ,Easy Image plus* quantifiziert.

15. Danach wird die entsprechende Menge PCR-Produkt in das folgende

Sequenzierungsprotokoll eingesetzt.
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2.7 Cycle-Sequenzing mit Big-Dye

R

Probe-Nr. 1 / Name: Pat SE / GF
Probe-Nr. 3 / Name: Pat SE / HF

Probe-Nr. 2 / Name: Pat SE / GR
Probe-Nr. 4 / Name: Pat SE / HR

IProben-Nr.: 1 2 3 4 |
Primer “F Primer 'R Primer “F Primer 'R

Premix ( Big Dye ): 2 u 2 u 2 u 2 u

Template

(aus 50 pl-Ansatz ): 12,5 ul 12,5 ul 12,5 ul 12,5 ul

Halfterme-Mix: 4 ul 4 ul 4 ul 4 ul

Primer 1 "F(10 pM ):GF 1,5 pl

Primer 2 "R(10 pM ):GR 1,5 pl

Primer 3 "F(10 pM ):HF 1,5 ul

Primer 4 "R(10 uM ):HR 1,5 pl

UF H,O: o u o u 0 u o u

Totalvolumen: 20 20 20 20

Nachdem der Ansatz pipettiert wurde, werden die Proben in den Thermo-Cycler

gestellt und folgendem Programm unterzogen:

Preheat: 96°C
Denaturation: 96°C
Annealing: 50°C
Extension: 60°C
Termination

Hold: 4°C

Anzahl der Zyklen: 30

1 sec.
10 sec.
5 sec.

4 min.

Danach erfolgt eine Aufreinigung der Proben:

1. Zugabe von 50 pl Ethanol; Uberfiihrung in ein Eppendorf-Cup.
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Zugabe von 2 pl 3M NaAc (pH 4,6), vortexen.

Proben fur 15 min. bei Raumtemperatur stehenlassen.
Zentrifugation: 30 min., 13000 rpm, 4 °C.

Uberstand abpipettieren und verwerfen.

Zugabe von 150 pl 70%igem Ethanol.

Proben fur 1 min. bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugieren.

Uberstand abpipettieren und verwerfen.
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Pellet bei 56 °C fir ca. 5 — 15 min. trocknen.

10. Danach kdénnen die Proben bei -80°C zwischengelagert werden.

Die Proben wurden zur Sequenzierung in das Institut fir Zellbiochemie und
klinische Neurobiologie (Dr. Friedrich Buck) des Universitatskrankenhauses
Eppendorf gegeben. Dort wurde die Sequenzierung mit dem ABI-Sequenator
durchgefuhrt. Die Basenfolge der Amplikons kann mit der Didesoxymethode
bestimmt werden, bei der eine DNA-Polymerase (z.B. Tag-Polymerase) die Primer
mit den vorhandenen vier dNTP-Molektlen (dATP, dCTP, dGTP und dTTP)
entlang einer einzelstrangigen Matrize verlangert. DNA-Doppelstrdnge missen

hierfir vorher durch Hitzedenaturierung voneinander getrennt werden.

Die Daten wurden mit Hilfe der Programme ,Edit view" und ,Megalign”
ausgewertet. Dabei wird die Referenz-DNA-Sequenz (nach EMBL/Gene bank,
Accession No. AF039704) des betreffenden Abschnittes des Exons mit der
Sequenz des entsprechenden Exons der Patientenprobe verglichen und so die
Abweichungen von der normalen Abfolge der Basenpaare sichtbar.

2.7.1 Reagenzien fur die Sequenzierung mit Big Dye:

Big Dye Premix (Firma Perkin Elmer Applied Biosystems; gehért zu ABI Prism™
Ready Reaktion Terminator Cycle Sequencing Kit),

Half-Term-Mix, Firma GENPAK

UF H20 bzw. Aqua ad iniectabilia , Firma Braun, Art.-Nr.: 02351544

Ethanol, Firma Merk, Darmstadt

NaAc 3 M, (pH 4,6), Firma Merk, Darmstadt
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2.8 Im Rahmen der Dissertation verwendete Gerateun d

Arbeitsmaterialien:

Gerate:

Zentrifugen: Firma: Heraeus instruments, Labofuge 400R
Firma: Sorvall, RC 50 Plus

Wasserbad: Firma: Gossner, GFL,

Brutschrank: Firma: Heraeus, Typ T 12 P

Vortexer: Firma: B.Braun Biotech International, Certomat MV

Schdttler: Firma: Heidolph,

Photometer: Firma: ATI Unicam, Unicam 5625, UV/VIS Spectrometer,

Warmeblock: Firma: Eppendorf, Thermostat 5320,

PCR-Gerat: Firma: Hybaid, Touchdown

Photodokumentationsgerat: Firma: Herolab, UVT-20MIW,

Elektrophoresekammer: Firma: MWG Biotech,

PH-Meter: Firma: WTW, Multical pH 526,

Ultrazentrifuge: Firma: Sorvall, Ultraspeed centrifuge,

Mikrowelle:  Firma: AEG, Mikromat,

Speed-Vac: Firma: Savant, Speed Vac Concentrator,

Computer: Apple Macintosh, PC,

Computerprogramme: Word, Exel

Powersupplie: Firma: Bio-Rad, Power-Pac 200,

Arbeitsmaterialien:

Falkon-R6hrchen: Firma: Falkon, Best.-Nr.: 352070,

Filtersysteme fur Losungen: Firma: Corning, Best.-Nr.: 430281 / 430770 / 430516

Falkon-Rohrchen: Firma: Falkon, Nr.: 352096,

Screw-Cup: Firma: Sarstedt, Lot-Nr.: 71146550,
~Eppendorf‘-Cup: Firma: Sarstedt, Lot-Nr.: 72690,

Kleine ,Eppendorf‘-Cups: Firma: Hybaid, Cat.-No.: HB-TC-3372 N,

Pipette: Firma: Eppendorf Reference-Pipetten,
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Pipettenspitzen: Firma: Greiner, Easy Load, Art.-Nr.: 741015 / 741000 /
741035,

Zellkulturflaschen: Firma: Greiner, No 658175,

Greinerrorchen: Firma: Greiner, Art.-Nr.: 115261,

Glasbehaltnisse: Firma: Schott Duran,

Serologische Pipetten: Firma: Falkon, Best.-Nr.: 356507, 356543, 356551
356525,
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3. Ergebnisse

Fur die Mutationsanalyse wurden Blutproben aus insgesamt 26 Familien
herangezogen. Diese Patienten zeigten den charakteristischen klinischen Verlauf
fur eine klassische spatinfantiie NCL mit zunéchst auftretendem Verlust der
Sehkraft, Retardierung der bereits erworbenen motorischen und sprachlichen
Fahigkeiten sowie myoklonischen Anfallen. Bei einigen dieser Patienten gab es
zusatzlich auch elektronenmikroskopische Untersuchungen von Lymphozyten
bzw. einer Hautbiopsie, die die typischen curvilinidren Einschlusskorperchen
zeigten.

Bei Patienten, die zum Zeitpunkt der Untersuchung schon verstorben waren,
wurden Blutproben von beiden Elternteilen einer Mutationsanalyse unterzogen,

um so auf die beim Kind vorliegende Mutation Rickschliisse ziehen zu kénnen.

Zunachst wurden die Reaktionsbedingungen fir die Polymerasekettenreaktion
und die individuelle Schmelztemperatur fur die einzusetzenden Primer optimiert.

Dies erfolgte mittels Kontrollproben, d.h. mit Hilfe von Proben von nicht
erkrankten Personen. Die Abbildungen 3.1 a bis e zeigen exemplarisch die PCR-

Amplifikate des Primers A bis M aus genomischer DNS.

Abbildung 3.1: PCR-Amplifikate der Primer A bis M aus genomischer DNS:

M 1 2 1 2 1 2 1 2 1

A A Cc C D D E E F F
Abbildung 3.1 a:PCR-Amplifikate der Primer A, C, D, Eund F
(M = 123 bp-Marker; 1 = Probe 1, 2 = Probe 2)
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M 1 2 M1 2 1 2

B B G G H H
Abbildung 3.1 b Abbildung 3.1 ¢
Abb. 3.1 b:PCR-Amplifikat des Primers B (M = 123 bp-Marker, 1 = Probe 1,
2 = Negativkontrolle)
Abbildung 3.1 c:PCR-Amplifikat der Primer G und H (M = 123 bp-Marker, 1=
Probe 1, 2 = Probe 2)

I J J K K L L M M
Abbildung 3.1 d Abbildung 3.1 e
Abbildung 3.1 d:PCR-Amplifikate der Primer | und J (M = 123 bp-Marker, 1 =
Probe 1, 2 = Probe 2)
Abbildung 3.1 e:PCR-Amplifikate der Primer K, L und M (M = 123 bp-Marker,
K =1 Kb-Marker, 1 = Probe 1, 2 = Negativkontrolle)

Bei den Patientenproben wurde immer zuerst der Bereich sequenziert, in dem
die beiden bis jetzt am haufigsten beschriebenen Mutationen liegen. Danach
wurde Mutationsanalyse auf angrenzende Bereiche ausgeweitet.

Bei einigen Patienten wurden die kompletten 13 Exons durchsequenziert.
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3.1 Ubersicht der Mutationen im von mir untersuchten

Patientengut

Bei den Patienten aus insgesamt 26 Familien wurde in vier Fallen keine Mutation
in CLN-2-Gen gefunden. Bei 18 Patienten konnten Mutationen direkt
nachgewiesen werden, bei 4 Patienten wurde aus der Untersuchung der DNA
beider Elternteile auf die vorliegende Mutation Riickschluss gezogen.

In 16 Fallen wurde eine der beiden am haufigsten vorkommenden Mutationen
[Sleat D.E. et al,1999] bzw. eine Kombination der beiden am haufigsten
vorkommenden Mutationen gefunden (R208X heterozygot bei 10 Patienten,
R208X homozygot bei 6 Patienten, IVS5 —1G>C heterozygot bei 12 Patienten,
IVS5 —1G>C homozygot bei einem Patient, Kombination aus R208X heterozygot
und IVS5 -1G>C bei 9 Patienten).

Nur bei einem Patienten konnte eine heterozygote Missense-Mutation (Q422H)
festgemacht werden, die zusammen mit der IVS5 —1G>C-Mutation auftrat.
AulRerdem wurden drei verschiedene Missense-Mutationen identifiziert, die bisher
noch nicht beschrieben wurden (T353P, N286S, R127Q).

Dabei kam in diesem Kollektiv die Mutation T353P 2 Mal vor, und zwar jeweils in
Kombination mit der schon bekannten IVS5 —1G>C-Mutation.

Die Missense-Mutation N286S wurde bei zwei der untersuchten Patienten in
homozygoter Auspragung detektiert. Bei nur einem Patienten wurde die Mutation
R127Q bestimmt, die hier in Kombination mit der haufigen R208X Nonsense-
Mutation auftrat.

Bei allen Patienten bis auf einen konnte ein Polymorphismus nachgewiesen
werden (c.524 A>G / H175R), der allerdings auch bei den oben erwéhnten
Kontrollproben, d.h. nicht erkrankten Personen auftrat.

Die nachfolgende Tabelle 3.1 gibt eine Ubersicht tiber die Mutationen im CLN-2-
Gen bei den von mir untersuchten Patienten.

Der Abschnitt 3.2 sowie die Abbildung 3.2 geben einen Uberblick lber die

Haufigkeit der einzelnen Mutationen im Kollektiv.
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Tabelle 3.1: Ubersicht der Mutationen im

CLN-2-Gen bei Patienten

mit spatinfantiler neuronaler Ceroid-Lipofuscinose:

Patient Mutation Nucleotide change Lokalisation Aminoacid change/
Predicted consequence

BB (m) Nonsense €.622 C->T, het. Exon 6 R208X

Intron change VS5 -1G->C,het. Intron 5 Aberr. Spleissen
DB (m) Nonsense c.622 C->T, hom. Exon 6 R208X
IB () Nonsense c.622 C->T,hom. Exon 6 R208X
JB (m) Nonsense c.622 C->T,hom. Exon 6 R208X
RH (f) Intron change IVS5-1G->C,hom. Intron5 Aberr. Spleissen
CK (m) Nonsense c.622 C->T,hom. Exon 6 R208X
MK (m) Nonsense €.622 C->T,het. Exon 6 R208X

Intron change VS5 -1G->C,het. Intron 5 Aberr. Spleissen
PK (m) Nonsense €.622 C->T,het. Exon 6 R208X

Intron change VS5 -1G->C,het. Intron 5 Aberr. Spleissen
EL (m) Nonsense €.622 C->T,het. Exon 6 R208X

Intron change VS5 -1G->C,het. Intron 5 Aberr. Spleissen
LL () Nonsense €.622 C->T,het. Exon 6 R208X

Intron change VS5 -1G->C,het. Intron5 Aberr. Spleissen
NL (m) Nonsense €.622 C->T,het. Exon 6 R208X

Intron change VS5 -1G->C,het. Intron5 Aberr. Spleissen
MK (m) Nonsense €.622 C->T,het. Exon 6 R208X

Intron change VS5 -1G->C,het. Intron5 Aberr. Spleissen
PKE (m) Nonsense c.622 C->T,hom. Exon 6 R208X
DR (m) Nonsense c.622 C->T,hom. Exon 6 R208X
FS (m) Nonsense €.622 C->T,het. Exon 6 R208X

Intron change VS5 -1G->C,het. Intron5 Aberr. Spleissen
JT (m) Nonsense €.622 C->T,het. Exon 6 R208X

Intron change VS5 -1G->C,het. Intron5 Aberr. Spleissen
PS (m) Missense €.1057 A->C,het. Exon 8 T353P
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Intron change VS5 -1G->C,het.

SS (f) Missense c.1057 A->C,het.

Intron change VS5 -1G->C,het.

JK (m) Missense €.1266 G->C,het.

Intron change VS5 -1G->C,het.

GM(f) Missense c.857 A->G,hom.
KN (f) Missense c.857 A->G,hom.
SE (m) Missense €.380 G->A het.

Nonsense €.622 C->T,het.

3.1 Haufigkeit der einzelnen Mutationen im Pat

Intron 5
Exon 8
Intron 5
Exon 10
Intron 5
Exon 7
Exon 7
Exon 4

Exon 6

Aberr. Spleissen
T353P
Aberr. Spleissen
Q422H(Ab. spl.?)
Aberr. Spleissen
N286S
N286S
R127Q ( Aberr
Spleissen)
R208X

ientenkollektiv

Mutation Haufigkeit absolut Haufigkeit in %

c.622 C->T (R208X) heterozygot
€.622 C->T (R208X) homozygot

IVS5 —1G->C heterozygot)
IVS5 —1G->C homozygot

€.1057 A->C (T353P) heterozygot
c.1057 A->C (T353P) homozygot

€.1266 G->C (Q422H) heterozygot
€.1266 G->C (Q422H) homozygot

c.857 A->G (N286S) heterozygot
c.857 A->G (N286S) homozygot

c.380 G->A (R127Q) heterozygot
c.380 G->A (R127Q) homozygot

10 n 45,45
6 n 27,27
12 n 54,54
1n 4.5
2n 9,0
1n 4.5
2 n 9,0
1n 45
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Kombinierte heterozygote Mutationen Haufigkeit abs  olut Haufigkeit in %
c.622 C->T (R208X) heterozygot plus

IVS5 —1G->C (Aberr. Spleissen) heterozygot 9 n 40,90
c.1057 A ->C (T353P) heterozygot plus

IVS5 —1G->C (Aberr. Spleissen) heterozygot 2 n 9,09
€.1266 G->C (Q422H) heterozygot plus

IVS5 —1G->C (Aberr. Spleissen) heterozygot 1n 4,5
c.380 G->A (R127Q) heterozygot plus

€.622 C->T (R208X) heterozygot 1n 4,5

(100 % = 22 Patienten (22 n)).

Abbildung 3.2: Graphische Darstellung der Haufigkei t der einzelnen

Mutationen (absolute Werte, 22 n = 100 %):

Oc.622 homozygot
B c.857 homozygot
OIVS homozygot
Oc.622 plus IVS

W c.1057 plus IVS
Oc.1266 plus IVS
B c.380 plus c.622
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3.3 Darstellung der Mutationen mittels fluoreszenzm arkierter

DNA-Sequenzen

Nachdem die Proben mittels des ABI-Sequenators 377 im Institut fur
Zellbiochemie der Universitat Hamburg sequenziert wurden, erhielten wir das
Ergebnis sowohl als Text-Datei als auch in graphischer Darstellung der
fluoreszenzmarkierten DNA-Sequenzen. Die Text-Datei wurde dazu verwendet,
die Sequenz mittels der oben bereits erwahnten Computerprogramme direkt mit
der Referenz-Sequenz vergleichen zu kénnen, und die Mutationen zlgig
bestimmen zu kénnen. Die graphische Darstellung veranschaulicht die einzelnen
Mutationen zusétzlich.

Folgende Graphiken zeigen exemplarisch die sequenzierten DNA-Proben einiger
Patienten mit den in meinem Patientengut vorkommenden und markierten
Mutationen. Dargestellt sind jeweils — soweit moglich — der Forward- und der

Reverse-Primer.

Die ersten vier Abbildungen zeigen die haufig vorkommende Nonsense-Mutation
c.622 C->T (R208X), die bei zehn Patienten in heterozygoter, und bei sechs
Patienten in homozygoter Auspragung vorkam.

Die Mutation ist in Exon 6 lokalisiert, welches durch den Primer H abgedeckt

wurde.

Nonsense-Mutation c.622 C->T heterozygot (Exon 6, Primer H):

GATCCGTAAGCGATACAACTT AAGTTGTATCACTTACGGAT(
190v 200 180 190

Primer H forward Primer H reverse
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Nonsense-Mutation ¢.622 C->T homozygot (Exon 6, Primer H):

GATCCGTAAGTGATACAACTT | AGT TGTATCAC TTAC GG AT
190 200 180 190
I YWWVM |
-~
Primer H forward Primer H reverse

Die nachsten beiden Abbildungen zeigen die Intron-change-Mutation 1IVS5-1G->C,
die sich bei 12 Patienten zeigte. Diese Patienten trugen die Mutation alle in
heterozygoter Form. Bei einem Patienten lag diese Mutation vermutlich in
homozygoter Form vor, da beide Elternteile flr diese Mutation heterozygot sind. In
diesem Falle hatten wir jedoch nicht die Mdglichkeit, eine Blutprobe des Patienten
analysieren zu kdnnen.

Die Mutation liegt genau an der Stelle der letzten Base im Bereich von Intron 5,

welches ebenfalls durch den Primer H abgedeckt wird.

Intron-change-Mutation IVS5 —1G->C heterozygot (Intron 5, Primer H):

TCTCCC’TACQE!TGGGGGGA;T A GTC C CC CCANTGTA GGGA G|
0 30 310

[ )

Primer H forward Primer H reverse
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Die Missense-Mutation ¢.1057 A->C (T353P) kam bei einem Geschwisterpaar aus
einer von mir untersuchten Familie vor. Die nachfolgende Abbildung zeigt diese im
Bereich des F-Reverse-Primers. Da sich bei der Sequenzierung im Bereich des F-
Forward-Primers, vermutlich durch eine Poly-A-Sequenz direkt vor dem Exon 8,
einige Schwierigkeiten einstellten, erfolgt hier nur die Abbildung des Reverse-

Primers.

Missense-Mutation ¢.1057 A->C heterozygot (Exon 8, Primer F):

FAC CCCGAGCGGCAGCCTTCA
)& 140 150

it

Primer F reverse

Die nachfolgend dargestellte Missense-Mutation ¢.1266 G->C (Q422H) wurde in
heterozygoter Form bei einem einzigen Patienten aus dem Kollektiv entdeckt.
Diese Mutation befindet sich im Exon 10, und betrifft die letzte Base des 10.

Exons.

Missense-Mutation c. 1266 G->C heterozygot (Exon 10, Primer D):

] 1 —
T ([CATAC CA Q}GTAC GTGI'G] WA CACACGTAQCTGGTATGAA(
40 - 250 80 90

| f i

|

Primer D forward Primer D reverse
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In den né&chsten drei Abbildungen wird die Missense-Mutation ¢.857 A->G
(N286S) dargestellt, welche sich in heterozygoter Form bei beiden Elternteilen in
einer der von mir untersuchten Familien zeigte. Eines der Kinder dieser Familie
wies diese Mutation in homozygoter Form, eines in heterozygoter Form auf.

Ein Patient aus einer anderen Familie zeigte die Mutation ebenfalls in
homozygoter Form.

Missense-Mutation c. 857 A->G heterozygot (Exon 7, Primer G):

CCTGGTGCCANCATCTCCACC EGTGGAGAT GCT GGCAC cAGd
240 250 180 190
Primer G forward Primer G reverse

Missense-Mutation c. 857 A->G homozygot (Exon 7, Primer G):

(GC TGGTGCCAGCATCTCCAC
2.0 230 24

Primer G forward

Die in der nachfolgenden Abbildung dargestellten Mutation ¢.380 G->A (R127Q)
wurde bei einem Patienten mit einem atypischen klinischen Verlauf entdeckt. Sie
befindet sich in Exon 4 (letzte Base des 4. Exons), welches mittels des Primers J

sequenziert wurde.
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Missense-Mutation c. 380 G->A heterozygot (Exon 4, Primer J):

190 200 3 140

C TGAGCA TCC;Z:F TGAGAGGA} TTC CTCTCACEGGATGC TCAQ
150

Primer J forward Primer J reverse

3.4 Struktur des CLN-2-Gens und Lokalisation der Mutationen im
CLN-2-Gen:

Das nachfolgende Schema auf der nachsten Seite zeigt die Struktur des
CLN-2-Gens mit seinen 13 hier farblich markierten Exons. Die weil3 unterlegten
Bereiche stellen die Introns dar. Dargestellt sind ebenfalls die Mutationen, die im
untersuchten Patientengut gefunden wurden. ATG stellt das Start-Codon dar.
STOP steht fur das STOP-Codon. Der Pfeil markiert die Stelle, an der der
Endterminus vom Proprotein abgespalten wird (proteolytische  Spaltungsstelle
des  Proenzyms).

Die blauen Striche markieren die funf Asparagin-Glykosilierungsbereiche (N 210,
N 222, N 313, N443 und N 286).

Die Bezeichnung H 175 R steht fur den Polymorphismus ¢.524 A-G, der bei fast

allen untersuchten Patienten auftrat.
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Abbildung 3.4: Struktur des CLN-2-Gens:
(Erlauterung siehe oben im Text)

ATG---->

R127Q-->

IVS5-1G->C-->

R208X; N210/N222-->

N286S; N286-->

T353P; N313-->

Q422H-->

N443-->

STOP 1690-->

I I I ||8 I I ) : I I ) ) )
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4. Diskussion

4.1 Mutationen im untersuchten Patientenqut

Die Aminoséaure-Sequenz des CLN-2-Gens, das sich auf Chromosom 11p15
befindet, wurde erstmals 1997 von David E. Sleat et al. veroffentlicht [Sleat D.E.
et al 1997].

Fur die vorliegende Arbeit wurden DNA-Proben von insgesamt 26 Patienten mit
CLN-2 mittels PCR und Sequenzierung analysiert. In meinem Patientengut konnte
in vier Fallen keine Mutation nachgewiesen werden. Die Ubrigen Patienten lassen

sich zur besseren Ubersicht am besten in vier verschiedene Gruppen einteilen:

Die erste Patientengruppe umfasst alle diejenigen, bei denen eine der beiden
bis jetzt am haufigsten beschriebenen Mutationen im CLN-2-Gen [Hartikainen
J.M. et al 1999] bestenht.

Dabei handelt es sich zum einen um die Nonsense-Mutation R208X (C ->T)
die bereits erstmals 1997 von Sleat et. al beschrieben wurde. Diese Mutation
befindet sich im Exon sechs. Hier kommt es zu einem Basenaustausch von C
gegen T, wodurch nicht das Codon CGA fur Arginin entsteht, sondern ein
Stopcodon (TGA). Dadurch kommt es zu einem vorzeitigen Abbruch der
Translation, der genau bei Aminoséure 208 lokalisiert ist, und somit zu einem
verklrzten Protein. Der Stop befindet sich im CLN-2-Gen kurz hinter der Stelle,
an der der Endterminus vom Proprotein abgespalten wird, also aus dem unreifen
Protein das reife Protein entsteht.

Bei Patienten mit dieser Mutation entsteht also nicht nur ein verkirztes, sondern
auch ein enzymatisch unwirksames Protein. Diese Mutation kam im Patientengut
in homozygoter Auspragung 6 Mal vor, in heterozygoter Auspragung 10 Mal.

Bei 9 von diesen 10 Patienten bestand eine Kombination mit der zweiten am

haufigsten vorkommenden Mutation VS5 —-1G->C.

Diese Mutation ist eine sogenannte Splei3-Mutation. Dazu sei zunéchst ein kleiner

Exkurs in die Biochemie vorangestellt:
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Die Transkription (Ubertragung der genetischen Information der doppelstrangigen
DNA auf die einzelstrangige RNA) stellt den ersten Schritt der Proteinbiosynthese
dar. Das Transkriptionsprodukt, die sog. m-RNA, wird durch verschiedene
Vorgange verandert. Beim sog. Spleissen werden die nicht-codierenden Introns
herausgeschnitten, und die codierenden Exons aneinandergefiigt, so dass eine
reife m-RNA mit fortlaufender Information entsteht.

Abbildung 4.1. [Stryer L. 1994]: Spleissen.

Exon Intron Exon Intron Exon

Das Spleissen wird von Speissosomen ausgefiuhrt. Diese erkennen Signale im
RNA-Primartranskript, die Spleil3-Stellen (konservierte Bereiche) markieren.
Nahezu alle Introns beginnen mit GU und enden mit AG [Stryer L. 1994]. Die erste
und letzte Intronbase ist dabei jeweils zu 100 % konserviert; die erste Base im
Exon zu 40 % und die letzte Base im Exon zu 80 %. Mutationen am Beginn eines

Introns bzw. am Ende eines Introns fiihren zu falschen Spleil3-Produkten.

Bei der oben schon angesprochenen Spleil3-Mutation VS5 —-1G->C, die an der
letzten Stelle von Intron 5 (zu 100% konservierter Bereich !) lokalisiert ist, handelt
es sich um eine Intron-change Mutation, die ein verandertes Spleissen zur Folge
hat. Dabei verandert sich durch die defekte Spleil3-Stelle der Leserahmen. Intron
funf wird nicht herausgeschnitten.

Es kommt zu einer 146-BP-Insertion aus intronischer Sequenz (der Stop erfolgt
erst nach 146 Basen im Intron). Es entsteht ahnlich wie bei der Nonsense-
Mutation R208X ein verklrztes und enzymatisch nicht aktives Protein.

Diese Mutation liel3 sich insgesamt 12 Mal in heterozygoter Form nachweisen,
davon wie oben erwahnt 9 Mal in Kombination mit der Nonsense-Mutation R208X.

Diese Mutation wurde erstmals 1998 von Zhong et. al beschrieben.
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Bei einem meiner Patienten, bei dem leider nur die DNA beider Elternteile und
nicht die des Patienten selbst zur Verfligung stand, durfte diese Mutation in
homozygoter Auspragung vorhanden sein (beide Elternteile sind heterozygot fur
diese Mutation).

Diese Intron-change-Mutation und die Stop-Mutation R208X sind zwar an
verschiedenen Stellen im Gen lokalisiert, erbringen aber schlie3lich in der
Konsequenz keinen Unterschied.

Im Vergleich mit einer amerikanischen Studie [Hartikainen et al 1999] lassen sich
im Hinblick auf diese beiden Mutationen folgende Unterschiede zwischen
deutschen und amerikanischen Patienten feststellen:

Wenn man zum einen das Verhaltnis von Intron-Mutation zur Stop-Mutation
betrachtet, lasst sich sagen, dass in der amerikanischen Studie die Intron-Mutation
haufiger vorkam, als die Stop-Mutation R208X. 33% der Allele gegenlber

28 % der Allele; 78 % der untersuchten Patienten trugen eine dieser beiden
Mutationen. Auf der anderen Seite war in meinem Patientengut die Stop-Mutation
haufiger als die Intron-Mutation.

Bei fast allen Patienten, auch bei den Kontrollproben von nicht erkrankten
Personen, trat zusatzlich im Bereich des Exon 6 ein Polymorphismus auf (c. 524
A->G [/ H175R), der in der amerikanischen Studie nicht beschrieben wurde.

Lediglich ein kurdischer Patient zeigte diesen Polymorphismus nicht.

Die zweite Patientengruppe ist die der Patienten mit kurdischer Abstammung.
Hier zeigte sich bei beiden Patienten eine bisher noch nicht beschriebene
Missense-Mutation , die sich im Exon 7 befindet (c. 857 A->G / N286S). Sie trat
bei beiden Patienten in homozygoter Auspragung auf. Diese Mutation bewirkt
einen Austausch von Asparagin gegen Serin, und betrifft einen der funf n-
Glykosylierungs-Bereiche. Die Gesamtlange des Proteins bleibt erhalten. Diese
Mutation im n-Glykosylierungsbereich an Position 286 kann nicht durch einen der
anderen vier (N210, N222, N313, N443) kompensiert werden. Wie Tsiakas et al
2004 zeigen konnten, fuhren Mutationen des glykosylierten Asparagin-Residuums
zum Verlust der enzymatischen Aktivitat der lysosomalen Tripeptidyl-Peptidase |,
fur die das CLN2-Gen kodiert. Zuséatzlich wird der Transport der Tripeptidyl-
Peptidase | zum Lysosomen unterbrochen [ Steinfeld et al 2004].
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Bei diesen Patienten ist der klinische Verlauf im Vergleich mit den Patienten, die
Trager von ,klassischen* Mutationen (s.0.) sind, milder. Im Vergleich zu
Patienten mit einer weiteren neuen Mutation (R127Q, s.u.) besteht ein deutlich

ungunstigerer Verlauf.

Die dritte Patientengruppe ist eine Gruppe von Patienten mit verschiedenen
Missense-Mutationen:

Bei einem Patienten trat eine schon vorbeschriebene [Sleat D.E. et al 1999]
heterozygote Missense-Mutation (c.1266 G->C) in Exon 10 auf. Durch diese
Mutation entsteht ein Austausch von Glutamin gegen Histidin (Q422H).

Diese Mutation betrifft die letzte Base in Exon 10 (zu 40% konservierter Bereich).
Als Konsequenz hieraus ist durchaus eine Veranderung im Spleissen denkbar.
Bei diesem Patienten bestand zusétzlich die oben beschrieben haufige Intron-
change-Mutation IVS5 —1G->C in heterozygoter Auspragung.

Zwei Patienten dieser Gruppe wiesen eine bisher noch nicht beschriebene
Missense-Mutation in heterozygoter Form im Exon 8 auf (c.1057 A->C). Durch
diese Mutation kommt es zu einem Austausch von Threonin gegen Prolin
(T353P). Dabei gilt zu berlcksichtigen, dass die Struktur eines Proteins durch
einen Austausch von Aminosauren aus verschiedenen Gruppen starker
beeinflusst wird, als wenn z.B. eine saure gegen eine saure oder eine basische
gegen eine basische Aminosaure ausgetauscht werden wirde. Zudem ist Prolin
haufig an den Knicken von gefalteten Proteinen zu finden. Bei diesen beiden

Patienten bestand eine Kombination mit der Intron-change-Mutation IVS5 -1G->C.

Die vierte Gruppe schlief3lich wird von einem einzigen, besonderen Patienten
gebildet: Es handelt sich hier um einen 21 Jahre alt gewordenen Patienten mit
atypischer NCL. Bei ihm setzten die klinischen Symptome wie motorische
Fahigkeiten, sprachliche Fahigkeiten und epileptische Anfalle im Vergleich mit
Patienten, die die haufig vorkommenden Mutationen tragen, spater als gewohnlich
ein [Steinfeld R. et al 2002].

Bei diesem Patienten zeigte sich zunachst eine der beiden am haufigsten
vorkommenden Mutationen, namlich die heterozygote Stop-Mutation in Exon 6
(c.622 C->T).
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Zusatzlich besteht hier eine ebenfalls noch nicht beschriebene Missense-Mutation
im Exon 4 (c.380 G->A / R127Q). Diese Mutation betrifft die letzte Base des
vierten Exons. Diese ist in ahnlicher Auspragung wie die erste und letzte Base
eines Introns konserviert (80 % gegentber 100 %). Durch diese Mutation entsteht
hier eine Storung des Spleissen durch ein Stopcodon im Leserahmen von Intron
4. Der verzogerte Klinische Verlauf bei diesem Patienten lasst sich eventuell
dadurch erklaren, dass sich die Stop-Mutation in N-terminalen Bereich des
unreifen CLN-2-Proteins befindet. Nach dem Processing werden die 194 N-
terminalen Aminosauren abgespalten, so dass die Mutation im reifen Protein nicht

mehr vorhanden ist.

4.2 Klinische Symptome in den einzelnen Patientengr uppen im

Vergleich

Parallel zu dieser Dissertation wurde an der Universitatskinderklinik in Hamburg
Eppendorf eine weitere Dissertation angefertigt, die sich mit dem klinischen
Verlauf der verschiedenen von mir genetisch untersuchten Patienten beschéatftigt
hat [Steinfeld R. et al 2002].

Dabei wurden verschiedene clinical scores fur motorische, visuelle und
sprachliche Fahigkeiten sowie fiir die Inzidenz von cerebralen Krampfanfallen
entwickelt. Es wurden Null bis drei Punkte vergeben, je nachdem wie schwer der

Verlauf war. Daraus wurde schlief3lich ein Gesamt-score abgeleitet.

Dabei wurden die 16 Patienten, die eine der beiden am haufigsten vorkommenden
Mutationen tragen, als Standard definiert. Dabei war der Verlauf der sprachlichen
und motorischen Fahigkeiten bei diesen Patienten sehr ahnlich. Die
Verlaufskurven der beiden Patienten mit der neu beschriebenen Mutation N286S
wichen leicht von der 95. Percentile ab. Bei diesen Patienten war der klinische
Verlauf weniger progredient als bei den Patienten, die ,klassische* Mutationen
tragen. Der Ort der Mutation bei diesen beiden Patienten liegt auf dem Gen in
einem weniger stark konserviertem Bereich als bei den Patienten der 16
Standardpatienten, die z.B. die IVS5 —1G-Spleiss-Mutation tragen; hier ist die



-52 -

Mutation an der letzte Base des 5. Introns zu finden. Diese Base ist zu 100 %
konserviert. Es ist anzunehmen, dass ein klinisch ungunstigerer Verlauf auf eine
Mutation in einem stérker konservierten Bereich des Gens zurlckzufiihren ist.
Welche Regionen funktionell wichtig sind, wird deutlicher, wenn man die humane
CLN-2-Protease mit Proteasen von anderen Eukaryoten oder Prokaryoten
vergleicht (siehe Abbildung 4.2 ). Es finden sich zwei Regionen (blau markiert)
mit groRer Ubereinstimmung (entsprechend den Aminosauren Ala 347 — Gly 362
und Pro 379 — Thr 391).

Am auffalligsten war die klinische Verlaufskurve des Patienten SE mit atypischer
spatinfantiler neuronaler Ceroid-Lipofuscinose. Er trdgt neben der haufigen
Nonsense-Mutation R208X eine bisher noch nicht beschriebene Missense-
Mutation R127Q. Diese Mutation betrifft die letzte Base des vierten Exons (zu 80%
konservierter Bereich). Allerdings ist die Mutation im reifen Protein nicht mehr
vorhanden, da sie sich im N-terminalen Bereich befindet.

Bei diesem Patienten lagen die Scores fur motorische Fahigkeiten, sprachliche
Fahigkeiten, Progredienz der epileptischen Anfalle sowie der Gesamt-score
deutlich auf3erhalb der 95. Percentile. Dieser Patient hatte eine deutlich langere

Lebensdauer und verstarb erst mit 21 Jahren.

4.3 Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation wurden 26 Patienten mit spatinfantiler neuronaler
Ceroid-Lipofuscinose zum einen genetisch mittels PCR und Sequenzierung
untersucht. Zum anderen wurde eine Korrelation zwischen Geno- und Phanotyp

mittels einer parallel verlaufenden Dissertation versucht herzustellen.

Bei meinen Patienten zeigten sich neben den beiden am h&ufigsten
vorkommenden Mutationen R208X (16/35, 46%) und IVS5 -1G->C

(13/35, 37%) funf weitere Missense-Mutationen, von denen drei bisher in der
Literatur noch nicht beschrieben wurden (R127Q, N286S und T353P).

Neben der genetischen Untersuchung wurden die Patienten soweit wie méglich

auch klinisch beurteilt.
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Abschlie3end l&sst sich sagen, dal3 der Grol3teil der Patienten mittels einer
genetischen Untersuchung zur Diagnosestellung gefiihrt werden kann. Mit einer

einzigen PCR und Sequenzierung konnte bei 16 Patienten die Diagnose LINCL
gesichert werden. Bei den anderen Patienten, die keine der haufig
vorkommenden Mutationen tragen, kann ebenfalls, wenn eine sinnvolle
Reihenfolge der weitergehenden Sequenzierung der 13 Exons des CLN-2-Gens
eingehalten wird, mittels der molekulargenetischen Untersuchung eine Zuordnung
zur spatinfantilen NCL getroffen oder eben verneint werden.

Zusatzlich kann eine Uberprifung an Hand der klinischen Scores, die tiber einen
Zeitraum von mehreren Jahren erhoben wurden, im Vergleich zu einem Standard-

Patientengut getroffen werden.
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Abbildung 4.2.: Sequenzvergleich der humanen CLN-2-Protease mit der CLN-2-
Protease anderer Spezies [Sleat D.E. et al 1999]

Human 115. . .. | TQDFLTCOW.SI RQAELLLPGAEFHHYVGGPTETHVWRSPHPYQL PQAL APHVDFVGGELHHFPPTSSL
RQRPEPQV

Xanthomonas 159. . . .. .. DGTAGAATNGFRTSI KRFS
ANGREFFANDAPA

Pseudomonas 147. .. .. .. ... DGSAGAVKAAFNTPLVRYQLNGKAGYANTA
PAQVPQDLGEI VGS

Sulfolobus 136. .. ... ... ... ... ... ... SGTVGNI EKAFENTY! NVYYYPFKNLYWFGLLA KNI GPFYYYSN
NVTPSLPFNI G

Dictyostelium 117...... RVKNVGONCI AQNCDONESDLDVQYNTAI GNNI TTLFLSSGNGEW | DWATAI QQYNPI PK

| ASI SYGAAEVEQ

Epicloe 115. . . . FPLPLKVDYl EPDQEATTSARVVQKNAPWGLARI SHRRRGSNEYVVDNSGGKGACVYVI DTGVDDRAP
VRNTLLVP

Physarum 115. . . . GDGAGVETALDLQl AHAVAPAAKL| LCTAKSASDTNLNACIH KTLTNLHVNKI SVSYGGSEGDTSSD
SYFQRAQEAG

Maus'115. . . . TTQDFL TOW. SVRQAEL LL PGAEFHRYVGGPTKTHVI RSPHPYOL PQAL APHVDFVGGLHRFPPSSPRQ
RPEPQQV

Ratte?115. . . . TTQDFL TOW.SVRQAELLLPGAEFHRYVGGPAKTHI | RSPHPYQL PQALAPHVDI VAGLHRFPPLSSPR
QRPEPQG

Rhesusaffe °115. . . . TTQDFL TOW.SVRGAEL LL PGAEFHHYVGGPTETHVWRSPRPYQL PQAL APHVDFVGGL HREPP
TSSLRQRPEPQV

Hund *115. . . . TTQDFL TOW.SVRQAELLL SGAEFHRYVGGPTEI HVI RSLRPYQLPKAL APHVDFVGGLHREPPTSSLR
QRPEPQV

Human 191 TGTVGLHLGVTPSVI RKRYNL TSQDVGSGT SNNSQACAQFL EQYFHDSDLAQFEMRL FGGNFAHQASVARWG
QQGRGRAG

Xanthomonas 191 LVPASLGDSVNAVLGLQWSVKHTL HHVYHPEDVTVPGPNVGT QAAAAVAAHHPQDFAAI YGGSSLP
AATNTAVG | TWG

Pseudomonas 191VLGLQNVTRAHPNL KVGERSAAKTLAAGTAKGRNPTEFPTI YDASSAPTAANTTVG | TI GGVSQT
LQDLQQFTSANGLA

Sulfolobus 191KYVLGWG DSLDPKVWNVWTQTNHLPM/KAQSGLVSKAI | SPI TI EQYFNFTLAYERGYTGGGSNI Al
EGVPESFVNVS

Dictyostelium 191CEl TNSCSTLG DSVWYVARSNVEL QKVGLRGVSVFVSSGDDGAPSFGAASGNCPI DGTXQYCPLGG
CNHKSSQCPM Tl

Epichloe 191FFPQL TRPGSPERGTNS| QEFEGRAHQ QSYVAGSNVDDNGHGTHVAGTI GSRTYGVAKRVTI
FGVKVLPARGTSPNSVI

Physarum 1911 SLFASAGDSGAEAEYPAASQYVVAVGGT TLHTNSDGSFNSETAWSGSGGGCSKYTKVI PEQNADPGYAS
LGCKGKKALP
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Maus 1191 GTVSLHL GVTPSVL RQRYNL TAKDVGSGT TNNSQACAQFL EQYFHNSDL TEFMRL FGGSFTHQASVAKWWGKQ
GRGRAGI

Ratte 2191VGPVGLHL GVTPSVL RQRYNL TARDVGSGT TNNSQACAQFL EOYFHNSDL TEFMRL FGSSFAHQASVARVWGK
QGRGRAG

Rhesusaffe *191TGTVGLHLGVTPSVI RKRRNL TSQDVGSGTSNNSQACAQFL EQYFHDSDL AQFVRL FGGNFAHQASVT
RVWGQQGRGRAG

Hund *191SGTVGLHLGVTPSVI RQRYNL TAQDVGSGT TNNSQACAQFL EQYFHASDL AEFMVRL FGGNFAHQASVARVWGQ
QGRGRAG

Human 2711 EASLDVQYLMSAGAN STW/YSSPQRHEGQEPFL QAL M. L SNESAL PHVHTVSYGDDEDSL SSAYI QRVNT
ELMKAAAR

Xanthomoas 271S| TQTVTDLNSFTSGAGLATVNSTI TKVGSGTFANDPDSNGEWSLDSQDI VG AGGVKQLI FYTSANG
DSSSSG TDAG

Pseudomonas 271SVNTQTI QTGSSNGDYSDDQQGQGEVDLDSQS VGSAGGAFQQL L FYNADQSASGNTGL TQAFNQA
FSDNVAKVI NVSLG

Sulfolobus 271Dl YSFWQLYG PRTGHLNVI YFGNVTTGGQSGENEL DAEVWSGAFAPAANFTI VFSNGYVGGPQLVGNLL
NYYYEYYYNVN

Dictyostelium 27 1KESNGTQCFFPNGSESNTCQSM.QNQNI VNG NETVSSNSXCQVAL EQDTQONYHI YSSCTCDKLKP
YSDSDAGFKI VGY

Epichloe 2711 KGNDFVHAMPSGVNAPTDVVVMVBL GGGY SKATNQAAARL VRAKYFVAVASGNNNRDARNY SPASEPSVC
TVGGTDKFD

Physarum 271DLAALADPNSG Tl | FHGQELEG GGTSLAAPL TAGRAAI RGDQVTPAYVYTGG QFRDI TQGSNGHSAK
AGLDLVTGEG

Maus 1271 EASLDVEYLMBAGAN STVW/YSSPGRHEAQEPFL QWL LLSNESSLPHVHTVSYGDDEDSLSS! YI QRVNTEF
MKAAARG

Ratte?2711 EASLDVEYLMSAGAN STW/YSSPGRHEAQEPFL QAL LL SNESSL PHVHTVSYGDDEDSL SSVYI QRVNTE
FMKAAAR

Rhesusaffe 2711 EASLDVQYLNMBAGAN STWYSSPGRHEGQEPFL QAL M. L SNESAL PHVHTVSYGDEEDSL SSAY! Q
RVNTELMKAAAR

Hund “2711 EASLDVEY! MSAGAN STWYSSPGRHESQEPFL QUL LLL SNESAL PHVHTVSYGDDEDSL SSAY! QRVNTE
FMKAAAR
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Human °351GL L LFASGDSCGAGCWEVSGRHQFRPTFPASSPYVT TVGGT SFQKPFLI TNEI VDYl SGEGFSNVFPRPSY!
EEAFTKFL

Xanthomonas 351TASYNRAVSDNI AKLI NVSL GEDETAAQQSGTQAADDAI FQQAVAQGQTFSI ASGDAGVYQWSTDPT
SGSPGYVANSAGT

Pseudomonas 351WCEADANADGTLQAEDRI FATAAAQGQTFSVSSGDEGYYECNNRGYPDGSTYSVSWPASSPNVI AV
GGTTLYTTSAGAYS

Sulfolobus 351YLNPNVI SI SVTVPESFLAAYYPANMLDNI HNI MLQAAAQG SVLAASGDWGYESDHPPPNFHI GTYNTI
WYPESDPYVTS

Dictyostelium 351SYDQDAGTLFQPDYPASSPFI TSVGATQ TDVTKPE! VCSVATGAI | TGGGGVAI TQAQPSYQADAYV
ATYI KSGTLPPSY

Epichloe 351SVYNSNWGPAVDI NGPGVDVLSTLPNRRTVCFFFLI KI PAWRAEKL TCMMQGRL TGTSMATPHI AGLGAYL
AAKNGRRAG

Physarum 351 AW GSE

Maus '351LTL L FASGDT GAGCWEVSGRHKFRPSFPASSPYVT TVGGTSFKNPFLI TDEVVDYI SGGEGFSNVFPRPRYQEE
AVAQFLK

Ratte “351GL T L FASGDTGAGCWEVSGRHKFRPSFPASSPYVT TVGGT SFKNPFLVTNEVWDYI SGGGE-SNVFPQPSYCE
EAVAQFL

Rhesusaffe *351GL L LFASGDSGAGCCWEVSGRHQFRPTFPASSPYVTTVGGTSFQEPFLI TNEI VDYl SGGGFSNVFPR
PSYCEEVVAKFL

Hund “351GL L LFASGDSGAGCWEVSRRHQFRPSFPASSPYVT TVGGT SFQNPFRVTTEI VDYl SGGGFSNVFPQPSYCE
EAVVQFL

! Accession-No. NM 009906
2 Accession-No. NM 031357
% Accession-No. AB 083308
* Accession-No. AF 114167

5 Accession-No. NM 000391
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5. Zusammenfassung

Das CLN-2-Gen, dass sich auf dem Chromosom 11p15 befindet, ist erst seit
kurzem entschlisselt [Sleat D.E. et al 1997]. Dieses Gen kodiert fir eine
lysosomale pepstatininsensitive Tripeptidylpeptidase (386 Aminosauren).
Mutationen, die sich in diesem Gen befinden, verursachen die klassische,
spatinfantile neuronale Ceroid-Lipofiscinose. Diese aul3ert sich klinisch z.B. durch
epileptische Anfalle sowie den Verlust bereits erworbener motorischer,
sprachlicher und visueller Fahigkeiten.

Ich untersuchte 26 in Deutschland lebende Patienten mit elektronenmikros-
kopischen und klinischen Anhaltspunkten fir CLN2. Bei 16 Patienten zeigte sich
eine der beiden héaufigsten bisher bekannten Mutationen (IVS5 —-1G->C und
R208X) bzw. eine Kombination aus beiden.

Zusatzlich entdeckten ich drei neue, bis jetzt noch nicht beschriebe Missense-
Mutationen: Erstens: N286S oder ¢.857 A->G bei zwei Patienten. Diese Mutation
betrifft einen der funf n-Glykosylierungsbereiche. Entgegen der Erwartung, hier
konne ein Ausgleich durch einen der vier anderen Glykosylierungsbereiche
stattfinden, zeigten die Patienten einen klinischen Verlauf, der dieser Annahme
entgegensteht. Die Klinik verlief zwar etwas milder als bei den 16 Patienten, die
eine der beiden Standardmutationen zeigten. Es bestand jedoch immer noch ein
grof3er Unterschied zu dem Patienten SE, der eine atypische NCL-Form mit spater
Klinik, bzw. mildem Verlauf zeigte und erstim Alter von 21 Jahren verstarb. Bei
ihm lag neben der Nonsense-Mutation R208X eine weitere neu detektierte
heterozygote Missense-Mutation in Exon 4 vor (R127Q).

Da diese Missense-Mutation das letzte Nukleotid von Exon 4 betrifft, suchten wir
nach moglichen Veranderungen im Intron-Spleil3en.

Wir haben zeigen kdnnen, dass R127Q eine Spleif3-Mutation ist. Intron 4 wird hier
nicht gespleif3t. Im Leserahmen von Intron 4 kommt gleich zu Beginn ein Stop-
Codon, so dass ein stark verklrztes Protein daraus resultiert.

Da wir nur die cDNA der Mutter des Patienten sequenzieren konnten, und diese
nicht verandert war, mussen wir darauf schliel3en, dass die RNA des Vaters des
Patienten verandert ist.
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Die dritte neue Missense-Mutation T353P oder ¢.1057 A->C konnten wir bei zwei
Patienten identifizieren.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Mutationsanalyse nicht nur im Rahmen der
genetischen Beratung und der pranatalen Diagnostik wichtig ist, sondern auch fur
die Aufklarung von sogenannten atypischen NCL-Formen.

Zusétzlich wurde ein clinical score entwickelt, um eine Genotyp/Phanotyp-
Korrelation herzustellen [Steinfeld R. et al 2002] und eine quantitative
Beschreibung der Krankheit Gber einen Zeitraum von mehreren Jahren zu

gewahrleisten.
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6. Abkiirzungen

Abber.
Bp

CB
CsCl
DNA
dNTPs
EDTA
EM

FP
GITC
GRODS
KB
NaCl
NCL
PCR
RNA
SDS

Abberrant

Basenpaare

Curvilinear bodies
Céasiumchlorid
Desoxyribonucleid acid
Desoxyribonucleosidtriphosphate
Ethylendiamintetraessigsaure
Elektronenmikroskopie
Fingerprint profiles
Guanidinisothiocyanat

Granular osmophilic deposits
Kilobasen

Natriumchlorid

Neuronale Ceroid Lipofuscinose
Polymerase chain reaktion
Ribonucleid acid

Sodiumdodecylsulfat
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