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1. Einleitung
1.1. Hereditare spastischen Paraplegie (HSP)

Die hereditaren spastischen Paraplegien sind eine klinisch und genetisch
heterogene Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen, die auch unter den
Synonymen Strumpell-Lorrainsche und Erb-Charcotsche Erkrankung, familiare
spastische Paraplegie (FSP), spastische Spinalparalyse (SSP) und Spastische
Paraplegie (SP) bekannt sind.

In den ,Beitragen zur Pathologie des Riuckenmarks® aus dem Jahre 1880
wurden von Adolf von Strimpell erstmals zwei Falle mit spastischer Gangstorung
ausfuhrlich dokumentiert. In den Jahren darauf berichtete er wiederholt von anderen
Patienten, die Symptome einer spastischen Paraplegie zeigten. Zudem erwahnte
Lorrain 1898 in seiner Dissertation weitere Falle einer spastischen Paraplegie (siehe
Ubersichten in Reid 1999, Sauter et al. 2002a).

Die Erkrankung wird in ,reine“ und ,komplizierte* Formen eingeteilt (Harding
1984, Fink 1996, Reid 1997). Dabei spricht man von einer ,komplizierten® Form,
wenn zusatzlich zu einer progressiven Spastik der unteren Extremitat andere
neurologische Symptome vorliegen (Harding 1994, Fink et al. 1996, Falco et al.
2004, Nicholas et al. 2004).

Des Weiteren existiert eine Einteilung in die Subtypen | und Il. Der Typ | ist
durch einen Erkrankungsbeginn vor dem 35. Lebensjahr sowie eine starkere Spastik
als Schwache der unteren Extremitat gekennzeichnet. Der Typ Il beginnt erst nach
dem 35. Lebensjahr, wahrend es zu einer verstarkten Progression der Erkrankung
kommt. Zusatzlich koénnen bei dem Typ Il leichte Sensibilitats- und
Blasenentleerungsstorungen auftreten (Harding 1981, Nicholas et al. 2004). Diese

Subklassifikation hat sich im klinischen Alltag jedoch nicht durchgesetzt.

Eine sinnvolle Einteilung erfolgt nach den moglichen Vererbungsmodi der

HSP. Die HSP kann autosomal dominant, autosomal rezessiv oder x-chromosomal



vererbt werden. Bei der Mehrzahl der HSP Falle handelt es sich um einen autosomal
dominanten Erbgang. Bei den restlichen Stammbaumen erfolgt die Vererbung
autosomal rezessiv. Der x-chromosomale Vererbungsmodus tritt nur sehr selten auf
(Harding 1993, Reid 1999). Fir alle drei Vererbungsformen sind mehrere Genloci
bekannt (siehe Tabelle 1.4.).

Zur Epidemiologie der HSP wurden bisher nur wenige Studien durchgeflhrt.
Die Angaben zur Pravalenz in Europa reichen von 0,9 bis 14 Erkrankten pro 100 000
Einwohner (Skre 1974, Werdelin 1986, Polo et al. 1991, Filla et al. 1992, Leone et al.
1995, Silva et al. 1997, McMonagle et al. 2002). Die Schwankung der Angaben mag
auf unterschiedliche diagnostische Kriterien, geografische Faktoren und

unterschiedliche Studiendesigns zurtck zufihren sein (McDermott et al. 2000).

1.2. Formen der HSP

1.2.1. Die komplizierte HSP (complicated HSP, CHSP)

Die komplizierte Form der HSP, ist wie die reine HSP, durch eine prominente
spastische Paraparese gekennzeichnet. Zusatzlich wird die Spastik jedoch von
zahlreichen weiteren Symptomen begleitet. Diese Symptome sind z.B. Epilepsie,
Demenz, Neuropathien des peripheren Nervensystems, geistige Retardierung,
Kleinhirnstérungen, Muskelschwund, Horstérungen, extrapyramidale Stérungen,
Ichtyosis  (Sjorgren-Larsson  Syndrom), Depression, Migrane und retinale
Veranderungen (Optikusatrophie, retinale Degeneration) (Heinzlef et al. 1998, Webb
et al. 1998, McDermott et al. 2000, Reid 2003).

Die CHSP tritt nur selten auf und wird vorwiegend autosomal rezessiv vererbt
(Sommerfelt et al. 1991, McDermott et al. 2000, Hughes et al. 2001). Die Vererbung
der CHSP kann aber auch autosomal dominant und x-chromosomal erfolgen
(Heinzlef et al. 1998, Reid 1999, Mc Dermott et al. 2000, Nielsen et al. 2004).

Ein haufiges Symptom der komplizierten HSP ist die Epilepsie. Hier findet man

eine grol3e intrafamilidre Variabilitat der epileptischen Symptome und im erstmaligen
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Auftreten eines Krampfanfalls. Die CHSP mit Epilepsie kann autosomal dominant
oder rezessiv vererbt werden. Die Epilepsie ist ein Charakteristikum Mitochondrialer
Erkrankungen wie der MERRF (Myoklonus Epilepsie mit Ragged Red Fasern), die
Symptome ahnlich einer komplizierten HSP zeigen. Mittlerweile konnte fur
verschiedene SPG-Loci eine Assoziation zu mitochondrialen Funktionen

nachgewiesen werden (McDermott et al. 2000, Reid 2003, siehe auch 1.3.).

Ein weiteres bei der CHSP vorkommendes Symptom ist die Demenz. Sie tritt
entweder isoliert oder mit mehreren der oben genannten Symptome in denjenigen
CHSP Familien auf, welche eine autosomal dominante oder rezessive Vererbung
zeigen. Der komplizierte Phanotyp einer HSP mit Demenz ist durch die Abwesenheit
einer Agnosie, Aphasie und Dyscalculie gekennzeichnet; dies entspricht einer
subcorticalen Demenz (Heinzlef et al. 1998, Webb et al. 1998, Mc Dermott et al.
2000). Begleitsymptom kann zudem eine Muskelatrophie der kleinen Handmuskeln

oder der peronealen Muskulatur sein (Webb et al. 1998, McDermott et al. 2000).

Zur komplizierten HSP gehodren auch das Troyer Syndrom, das MASA-
Syndrom, die spastische Ataxie vom Typ Charlevoix-Saguenay, das MAST-Syndrom
und das Kjellin-Syndrom (Reid 1999, McDermott et al. 2000). Einige
Differentialdiagnosen der komplizierten HSP sind in der Tabelle 1.3. aufgelistet.

1.2.2. Die reine HSP (pure HSP, PHSP)

Die PHSP ist in etwa dreimal so haufig wie die CHSP (Harding 1993). Etwa 70
bis 80% der PHSP Familien zeigen einen autosomal dominanten Erbgang (Nicholas
et al. 2004). Die restlichen Falle zeigen entweder einen x-chromosomalen oder einen

autosomal rezessiven Erbgang, wobei der letztere haufiger auftritt (Reid 1999).

1.2.2.1. Klinik

Das Leitsyndrom der Erkrankung ist die spastische Lahmung der unteren
Extremitat. Die Lahmung beginnt oft schleichend und ist langsam progredient (Fink et
al. 1996, Falco et al. 2004, Nicholas et al. 2004). Das Erkrankungsalter reicht von der

frihen Kindheit bis in die 7. Lebensdekade, wobei im Hauptteil der Falle die
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Erkrankung um das 45. Lebensjahr beginnt (Fonknechten et al. 2000). Der
Schweregrad der Erkrankung reicht von asymptomatischen Fallen (10-20%) bis zur
Behinderung mit Rollstuhlabhangigkeit (10-20%) (Reid 1999).

In der neurologischen Untersuchung von PHSP Patienten finden sich eine
Hyperreflexie und spastische Tonuserhéhung der unteren Extremitat. Wenn eine
Parese der unteren Extremitat vorhanden ist, dann ist in der Regel die Spastik
starker ausgepragt als die Parese (Durr et al. 1994, Reid 1999, Fonknechten et al.
2000, Orlacchio et al 2004). Als Zeichen einer Adduktorenspastik besteht haufig der
~Scherengang®. In geringerer Auspragung findet sich auch an der oberen Extremitat
eine Erhohung der Muskeleigenreflexe (Reid 1999). Insbesondere nach langerer
Krankheitsdauer kann an den unteren Extremitaten eine leichte distal betonte
Muskelatrophie bestehen (Durr et al. 1994, McDermott et al. 2000). In 30 bis 50 %
der Falle finden sich ein HohlfuR oder andere FuRdeformitaten (Reid 1999).
Zusatzlich kdnnen Pyramidenbahnzeichen positiv ausfallen (Polo et al. 1993, Reid
1999, Fonknechten et al. 2000, Nicholas et al. 2004). Seltener liegen Zeichen einer
zerebellaren Mitbeteiligung (leichte Dysdiadochokinese) vor. Ein Teil der Patienten
(20-65%) =zeigt leichte Sensibilitdtsstorungen, wie z.B. ein reduziertes
Vibrationsempfinden sowie seltener eine reduzierte Temperaturwahrnehmung und
Tiefensensibilitat (Reid 1999, Fonknechten et al. 2000, McDermott et al. 2000,
Nicholas et al. 2004). Bei vielen Patienten bestehen Blasenfunktionsstorungen im
Sinne einer Polliakisurie, Dranginkontinenz oder eines imperativen Harndrangs (Polo
et al. 1993, Reid 1999, Chinnnery et al. 2004). Defakations- und Erektionsstérungen
sind selten (Mc Dermoitt et al. 2000).

1.2.2.2. Pathologie

Das pathologisch-anatomische Korrelat reiner HSP-Formen st die
vorzugsweise distale Degeneration langer motorischer und sensibler Axone des
kortikospinalen Traktes (deszendierend) und der Hinterstrange (aszendierend). Es
sind vor allem die kreuzenden und nicht-kreuzenden kortikospinalen Bahnen zur
unteren Extremitat und des Fasciculus gracilis betroffen. Es kdnnen zusatzlich in
geringerem Mal3e auch die spinocerebellaren Bahnen beeintrachtigt sein (Reid 1999,
Fonknechten et al. 2000, McDermott et al. 2000, Fink 2004).
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All diese Veranderungen sind durch ein so genanntes ,dying back® der Axone
gekennzeichnet. Dies bedeutet, dass die axonale Degeneration am distalen Ende
beginnt, und der Zellkorper vorerst intakt bleibt. Begleitet wird dies von einer
mikroglialen Reaktion und Demyelinisierung. Spinalganglien, periphere Nerven und
Hinterwurzeln sind neuropathologisch unauffallig (McDermott et al. 2000, White et al.
2000, Wharton et al. 2003).

1.2.2.3. Diagnostik

Die Diagnose einer reinen HSP ergibt sich aus den entsprechenden klinischen
Untersuchungsbefunden der Patienten und einer positiven Familienanamnese. Der
schleichende Beginn der Erkrankung und das unterschiedliche subjektive
Krankheitsempfinden machen eine Diagnosestellung sehr schwierig. Etablierte

diagnostische Kriterien fur eine reine HSP sind in der Tabelle 1.1. zusammengestellt.

Tabelle 1.1.: Diagnostische Kriterien fur Angehorige einer Familie mit reiner HSP (Nach Reid 1999 und McDermott et al.
2000).
Status Kriterien
gesichert betroffen e  progressive Gangstérungen :
e  Spastik, Hyperreflexie, Tonuserhéhung der unteren zusétzlich:
Extremitét + SchiieRmuskelfehifunktion
. positives Babinski Zeichen . Hohlfu®
wabhrscheinlich e nicht gesicherte Gangstérung oder Individuen mit e Zeichen einer Stérung der
betroffen Zeichen einer spastischen Paraparese und ohne Hinterstrange
erwiesene Gangstorung e  Hyperreflexie der oberen
e  Spastik, Hyperreflexie, Tonuserhéhung der unteren Extremit&t
Extremitat . Dysmetrie

. positives Babinski Zeichen

mdglich betroffen . asymptomatisch
. normaler Gang
e  milder Hyperreflexie, milder Tonuserh6hung

. angedeutetes Babinski Zeichen

wahrscheinlich nicht e  asymptomatisch
betroffen e unauffalliger neurologischer Befund
. geringeres Lebensalter als spatester

Krankheitsbeginn in der Familie

gesichert nicht e  asymptomatisch
betroffen e unauffalliger neurologischer Befund
e  hoheres Lebensalter als spatester Krankheitsbeginn

in der Familie
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Neurologische Untersuchungen dienen der Diagnosesicherung und dem
Ausschluss von Differentialdiagnosen. Im MRT zeigen sich Verschmalerungen des
Spinalmarks, vorzugsweise cervikal und thorakal, und des Corpus callosum (Krabbe
et al. 1996, Nielsen et al. 1998, Reid 1999, Mc Dermott et al. 2000). Es konnte
gezeigt werden, dass das Ausmal} der Atrophie des Rickenmarks zum Teil vom
betroffenen Genlokus abhangt (Hedera et al. 2005). Verschmalerungen des Corpus
callosum werden ebenfalls in komplizierten HSP Fallen gefunden (Casali et al. 2004,
Winner et al. 2004) (siehe auch 1.3.). Aullerdem werden L&sionen der weilden
Substanz des Grol3hirns beschrieben (Krabbe et al. 1996, Nielsen et al. 1998).

Untersuchungen der peripheren und zentralen Leitgeschwindigkeiten von
sensiblen und motorischen Nerven ergeben bei autosomal dominanten HSP
Patienten ohne Assoziation zum SPG4-Lokus haufig pathologische Werte im Sinne
einer axonalen Degeneration (verbreitertes Muskelaktionspotential verminderter
Amplitude) (Schulte et al. 2003). Die MEP und SSEP der unteren Extremitaten
konnen ebenfalls pathologisch verandert sein (Nielsen et al. 1998, Reid 1999, Mc
Dermott et al. 2000, Schulte et al. 2003).

Die im Einzelnen durchgeflihrten neurologischen Untersuchungen variieren
stark von Studie zu Studie; dies ist auf konzeptionelle Unterschiede in den Studien
zurlckzufihren und erschwert damit die Erstellung eines einheitlichen klinisch-
diagnostischen Gesamtbildes (Reid 1999).

1.2.2.4. Differentialdiagnostik

Vor allem bei Fallen mit unklarer Familiengeschichte gestaltet sich die
Diagnosestellung schwierig. Die hereditare spastische Paraplegie stellt in diesen
Fallen eine Ausschlussdiagnose dar. Wichtige klinische Befunde, die fur oder gegen

eine HSP sprechen sind in den Tabelle 1.1. und 1.2. zusammengestellt.

Aus Kklinischer Sicht ist es wichtig, behandelbare Krankheiten und
Erkrankungen mit einer anderen Prognose auszuschliefen (Reid 1999, McDermott et
al. 2000, Visbeck 2001). In der Tabelle 1.3. sind Differentialdiagnosen der HSP und

weiterflUhrende diagnostische MalRnahmen aufgelistet.
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Tabelle 1.2.: Klinische Befunde, die eher fiir eine Alternativdiagnose (nicht HSP) sprechen (nach McDermott et al. 2000)
Klinischer Befund

selten mit HSP . Parese der oberen Extremitat

assoziiert e distal betonte Muskelatrophie

Hinweise flr

Alternativdiagnose

. starkere Parese als Spastik .
e  prominente Ataxie .
. prominente Atrophie .

. vor allem obere Extremitat betroffen

periphere Neuropathie
retinale Pigmentierung

extrapyramidale Zeichen

Tabelle 1.3.: Differentialdiagnosen der HSP (nach Visbeck 2001)

Einteilung Erkrankung Diagnostik
degenerative e amyotrophe Lateralsklerose (initial spastische Form) . EMG, ENG
Erkankungen . HMSN V * . EMG, ENG

e  spastische Ataxie, SCA3/ Machado-Joseph-Erkrankung
. L-Dopa-responsive Dystonie

e  Hallervorden-Spatz-Erkrankung *

*

e  genetische Diagnostik
. Gabe von L-Dopa
. MRT, Histologie

strukturelle
Veranderungen
des Schéadels
und des

Spinalkanals

e  zervikale Myelopathie
e  spinale Raumforderungen (z.B. Neurinom, Meningeom)
e  Tethered-cord-Syndrom

. spinale AV-Malformation

e  zererbrale parasagittale Raumforderung
. Syringomyelie

. Fehlbildungen der okzipitozervikalen Ubergangsregion

. MRT, Myelographie

. MRT, Myelographie

e MRT

e  MRT, Myelographie,
Angiographie, EMG

e CCT,MRT
e MRT
e CCT, MRT

entzilindliche

. Multiple Sklerose

. MRT, Liquorpunktion

Erkrankungen (oliklonale Banden),
Elektrophysiologie
. chronische Borelliose . Liquorpunktion, MRT,
Serologie
. HTLV1-assoziierte Myelitis (Human T lymphotropic virus . HTLV1-Antikérper, MRT
typel — tropische spastische Paraparese)
. HIV-assoziierte vakuolare Myelopathie . HIV-Antikérper, MRT
. Meningomyelitis syphilitica e  TPHA, Liquorpunktion
erbliche e  Adrenomyeloneuropathie (Adrenoleukodystrophie) * e  Uberlangkettige Fettsauren

metabolische

Erkrankungen

. Mitochondropathie *

(VLCFA), MRT
e  Laktat(Blut/Liquor),

Muskelbiopsie

. metachromatische Leukodystrophie (Erwachsenen- und . MRT, Arylsulfatase,

Kindesalter) *

e  globoidzellige Leukodytrophie *

e  Gy-Gangliosidose *

e  Abetalipoproteindmie *

Suralisbiopsie
e  MRT, Cerebrosid-beta-
Galaktosidase
. Hexosaminidase A, B
. Serumlipide,

Lipielektrophorese, Blutbild
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erworbene
metabolische

Erkrankungen

funikulare Myelose

Folsauremangel

Vitamin-E-Mangel

Serum-VitaminB12-
spiegel, BB, Schilling-Test
Serum-Folsaurespiegel
Vitamin-E-Serumspiegel,
Vitamin-E- / Lipid-
Konzentration im Serum

neurotoxische . Konzo e Anamnese (endemisch in
Syndrome Afrika)
. Lathyrismus e  Anamnese (endemisch in
Indien)
sonstiges . infantile Zerebralparese . CCT, MRT

mit * gekennzeichnete Erkrankungen sind Differentialdiagnosen fir eine komplizierte HSP; TPHA: Treponema pallidum —

Hamagglutinationstest; VLCFA: engl. “very long chain fatty acids”

1.3.

1.3.1.

Die klinische Heterogenitat geht mit einer

Molekulargenetische Grundlagen der HSP

Allgemeines zur Molekulargenetik der HSP

ausgepragten genetischen

Heterogenitat einher — beide Formen, die PHSP und die CHSP, sind genetisch

komplex. Bisher konnten 28 Genloci und 11 Gene identifiziert werden, die fir eine
HSP verantwortlich sind (Orlacchio et al. 2005; abzurufen unter: HUGO Gene

Nomenclature Committee http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature). Die einzelnen

Genloci wurden nach der Reihenfolge ihrer Entdeckung nummeriert und benannt

(engl. spastic paraplegia gene; SPG1 bis SPG29, SPG18 und 22 reserviert) (Blumen
et al. 2003, Fink 2003, Patrono et al. 2005). In der Tabelle 1.4. ist der aktuelle Stand
der bekannten genetischen Grundlagen zusammengefasst.

Tabelle 1.4.: Genetische Klassifikation der HSP (modifiziert nach Reid 2003)

Lokus chrom. Lokalisation =~ Genprodukt  Vererbung Form

SPG1 Xq28 L1-CAM x-chrom. kompliziert (Jouet et al. 1994, Schrander-Stumpler et al.
1995)

SPG2 Xq22 PLP1 x-chrom. Rein, kompliziert (Pelizaeus-Merzbacher Krankheit)

rezessiv (Hodes et al. 1993)

SPG3A 14911-g21 Atlastin ad Rein (Zhao et al. 2001)

SPG4 2p21-p22 Spastin ad Rein, kompliziert

SPG5 8p12-q13 - ar Rein (Hentati et al.1994)

SPG6 15911.1 NIPA1 ad Rein (Rainier et al. 2003)

SPG7 16q924.3 Paraplegin ar Rein, kompliziert (Casari et al. 1998)

SPG8 8923-q24 - ad Rein
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SPG9 10923.3-q24.1 - ad Kompliziert
SPG10 12913 KIF5A ad Rein (Reid et al. 2002)
SPG11 15913-q15 - ar Rein, kompliziert (HSP-TCC)
SPG12 19913 - ad Rein
SPG13 2p33.1 HSP60 ad Rein (Hansen 2002)
SPG14 3927-928 - ar Kompliziert
SPG15 14922-924 - ar Kompliziert (Kjellin-Syndrom)
SPG16 Xg11.2 - x-chrom. Rein, kompliziert
SPG17 11912-q14 Seipin ad Kompliziert (Silver-Syndrom) (Windpassinger et al. 2004)
SPG18 reserviert - - -
SPG19 9933-q34 - ad Rein
SPG20 13912.3 Spartin ar Kompliziert (Troyer-Syndrom) (Patel et al. 2002)
SPG21 15q922.31 Maspardin ar Kompliziert (MAST-Symdrom) (Simpson et al. 2003)
SPG22 reserviert - - -
SPG23 1924-q32 - ar Kompliziert (Lison-Syndrom) (Blumen et al. 2003)
SPG24 13q14 - ar rein (Hodgkinson et al. 2002)
SPG25 6923.3-924.1 - ar rein (Zortea et al. 2002)
SPG26 12p11.1.-12q14 n.a. n.a. n.a. (Wilkinson et al. 2005)
SPG27 10922.1-q24-1. - ar Rein (Meijer et al. 2004)
(Uberhang: SPG9)
SPG28 14921.3-q22.3 - ar Rein (Bouslam et al. 2005)
SPG29 1p31.1-1p21.1 - ad kompliziert (Orlacchio et al. 2005)

ad: autosomal dominant; ar: autosomal rezessiv; HSP-TCC: HSP-Thin Corpus Callosum); PLP: Proteolipoprotein; n.a.: nicht
angegeben.

1.3.2. X-chromosomale HSP

Bis jetzt konnten drei Genorte (SPG1, SPG2 und SPG16) identifiziert werden,
die durch einen x-chromosomalen Erbgang gekennzeichnet sind. Der Phanotyp
entspricht dem der komplizierten Form der HSP mit den jeweiligen
Begleitsymptomen. Die Gene SPG1 und SPG2 konnten identifiziert werden (Tab.
1.4.).

Tabelle 1.5.: Funktion bereits bekannter Genprodukte einer x-chromosomalen HSP
Gen/ Genprodukt  Funktion und Besonderheiten

Lokus

SPG1 L1-CAM e neuronales Zelladhasionsmolekiil

e axonales Glykoprotein zustandig fir neuronale Migration und Neuritenwachstum (Jouet et
al. 1994)
. CRASH-Syndrom (Corpus callosum Hypoplasie, Retardierung, adduzierte Daumen,

Spastische Paraplegie, Hydrozephalus) (Crosby et al. 2002)

SPG2 " PLP1 e  PLP1 (Proteolipoprotein) ist ein Myelinprotein (Hodes et al. 1993)
e  PLP1 ist mutiertin CHSP und selten in PHSP
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1.3.3. Autosomal rezessive HSP

FUr autosomal rezessive Formen der HSP konnten mittlerweile 12 Genloci
ermittelt werden (s. Tab. 1.4.; SPG5, SPG7, SPG11, SPG14, SPG15, SPG20,
SPG21, SPG23, SPG24, SPG25, SPG27, SPG28). Fur diese Gruppe sind bisher nur
die Gene SPG7 (Paraplegin), SPG20 (Spartin) und SPG21 (Maspardin) identifiziert
(Tab. 1.6.).

Tabelle 1.6.: Funktion bereits bekannter Genprodukte einer autosomal rezessiven HSP
Gen/ Genprodukt  Funktion und Besonderheiten

Lokus

SPG7 Paraplegin . mitochondriale Metalloprotease

. AAA-Protein (ATPase assoziiert mit diversen zelluldren Aktivitaten)
. Es wird angenommen, dass verandertes Paraplegin eine Akkumulation von falsch
synthetisierten mitochondrialen Proteinen verursacht und damit Uber eine veranderte

Zellatmung zu einer axonalen Degeneration fihrt. (Casari et al. 1998, Reid 2003)

SPG20  Spartin e intrazellularer Transport

. eventuell endozytotische und mitogenetische Mechanismen (Bakowska et al. 2005)

SPG21 Maspardin . intrazellularer Proteintransport
. der SPG21-Lokus beinhaltet drei Gene, eines davon kodiert Maspardin (Mast-Syndrom,

Spastische Paraplegie, autosomal rezessiv mit Demenz) (Simpson et al. 2003)

Mutationen in den Genen SPG7, SPG11, SPG14, SPG15, SPG20, SPG21
und SPG23 fuhren zu einer komplizierten HSP. Die Loci SPG7 und SPG11 sind

sowohl mit einer komplizierten als auch einer reinen HSP assoziiert.

1.3.4. Autosomal dominante HSP

Die groRte Gruppe bildet, wie bereits erwahnt, die autosomal dominante
hereditare spastische Paraplegie (ADHSP). Hier konnten bis zum gegenwartigen
Zeitpunkt Kopplungen zu folgenden Loci ermittelt werden: SPG3A, SPG4, SPGS6,
SPG8, SPGY, SPG10, SPG12, SPG13, SPG17, SPG19 und SPG29. Als Gene sind
das SPG17- (Seipin), das SPG13- (HSP60), das SPG10- (KIF5A), das SPG6-
(NIPA1), das SPG3A- (Atlastin) und das SPG4-Gen (Spastin) bekannt (Tab. 1.7.).
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Tabelle 1.7.: Funktion bereits bekannter Genprodukte einer autosomal dominanten HSP
Gen/ Genprodukt  Funktion und Besonderheiten

Lokus

SPG3A  Atlastin . intrazellularer Vesikeltransport

. GTPase mit strukturellen Homologien zur Dynamin-Proteinfamilie
e  Verantwortlich fir 10% aller reinen ADHSP Félle - mit Beginn in Kindheit (Zhao X et al.
2001,Reid 2003)

SPG4 Spastin . Siehe Kapitel 1.4.

SPG6 NIPA1 . SPG6-Locus enthalt u. a. das NIPA1-Gen (non-imprinted in Prader-Willi/Angelman loci 1)

. Putativer Membrantransporter oder —rezeptor (Rainer et al. 2003)

SPG10 KIF5A e  KIF5A (Kinesin family member 5A) ist Bestandteil eines Motorproteinkomplexes

. schneller anterograder axonaler Transport entlang von Mikrotubuli (Reid et al. 2002,
Fichera et al. 2004).

HSP60 e HSP60 (Hitzeschockprotein 60, mitochondriales Chaperon) mit bisher unklarer Funktion
(Reid 2003)
'SPG17 Seipin . Seipin ist ein integrales Membranprotein des endoplasmatischen Retikulums unbekannter

Funktion (Windpassinger et al. 2004)

Mutationen in den Genloci SPG9, SPG17, SPG29 und SPG4 fihren zu einer
komplizieten ADHSP. Die restlichen Genorte sind fur eine reine ADHSP

verantwortlich.

Eine Zuordnung eines bestimmten Phanotyps zu einem bestimmten Lokus ist
nur schwer moglich - Phanotyp-Genotyp-Korrelationen bei ADHSP gestalten sich
schwierig (Durr et al. 1994, Reid 1999, Fink 2004).

1.3.5. Autosomal dominante, SPG4-assoziierte HSP

Ungefahr 40% aller autosomal dominanten PHSP Falle zeigen eine
Assoziation zum SPG4-Lokus (Fonknechten et al. 2000). Mutationen im SPG4-Gen
konnen somit als eine Art Prototyp fur die reine ADHSP gelten. Im Gegensatz zu
ADHSP Patienten mit Mutationen in anderen Genloci, fallen ADHSP SPG4-Patienten
allerdings nicht durch pathologische Nervenleitgeschwindigkeiten und MEPs in
neurologischen Untersuchungen auf (Reid 1999, Mc Dermott et al. 2000, Bonsch et
al. 2003, Schulte et al. 2003). Bezuglich des Beginns und des Schweregrads der
Erkrankung ist die autosomal dominante SPG4-assoziierte HSP, wie die anderen
Formen der HSP auch, durch eine starke intrafamiliare Heterogenitat gekennzeichnet
(Reid 1999, Fink 2004).
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Der SPG4-Lokus kann in Ausnahmefallen mit einer komplizierten HSP
assoziiert sein. Begleitsymptome der ADCHSP sind beispielsweise (subcorticale)
Demenz, Epilepsie (Byrne et al. 1998, Heinzlef et al. 1998, White et al. 2001) sowie

cerebellare Ataxie, Migrane und Dysarthrie (Nielsen et al. 2004).

1.4. Der SPG4-Lokus

141. Gen: SPG4

Als krankheitsassoziiert auf dem SPG4-Lokus wurde ein bis dahin
unbekanntes Gen identifiziert, welches den Namen SPG4 oder SPAST erhielt. Das
SPG4-Gen umfasst 17 Exons bei einer Grole von etwa 90kb. Es ist auf dem
Chromosom 2p21-p22 lokalisiert (Hazan et al. 1999, McDermott et al. 2000).
Regionen im SPG4-Gen, die fur wichtige funktionelle Domanen des Spastins
kodieren sind in der Abbildung 1.1. dargestelit.

1.ATG  2.ATG (AS 87)

= MIT (AS 116-194) P AAA (AS 342-599)
1 2 3 4 5 16 7 8 9 11 12 13 14 15 16 17
NLS 2 NES NLS
5-UTR 3
Abb. 1.1.: Schematische Darstellung des SPG4-Gens mit kodierten funktionellen Doméanen (nach Hazan et al.

1999, Beetz et al. 2004, Claudiani et al. 2005); NLS: Nukledre Lokalisationssequenz; NES: Nukledres
ExportSignal; MIT: microtubule-interacting and trafficking molecules; AAA: ATPase assoziiert mit

diversen zellularen Aktivitdten; UTR: untranslated region; Exon 1 bis 17 sind durchnummeriert

Es konnten verschiedene, naturlich vorkommende Spleil-Varianten des
SPG4-Gens nachgewiesen werden; diesen fehlt entweder das Exon 4, 8 oder 15
(Svenson et al. 2001). Kirzlich wurde aul3erdem gezeigt, dass zwei verschiedene
Startcodons genutzt werden, was in einer langeren cytoplasmatischen und einer
kUrzeren cytoplasmatisch-nuklearen Variante des Spastins resultiert (Claudiani et al.
2005).
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1.4.2. Protein: Spastin
1.4.21. Merkmale des Spastins

Spastin ist ein Protein der AAA-Familie (ATPase assoziiert mit diversen
zellularen Aktivitaten) (Hazan et al. 1999). Es besteht aus 616 Aminosauren und
besitzt am C-Terminus eine konservierte AAA- (AS 342-599) und am N-Terminus
eine MIT-Domane (AS 116-194) (Ciccarelli 2003).

AAA-Proteine sind am ATP-abhangigen Abbau von Protein-Komplexen, am
Zellzyklus und an vielen anderen zellularen Prozessen beteiligt. Die AAA-Doméne
enthalt neben den Walker A (ATP-Bindungsstelle) und B (Mg”-Bindungsstelle) -
Motiven, Leucin-Zipper-Motive und eine Helix-Loop-Helix-Dimerisierungsdomane
(Hazan et al. 1999). lhre spezifische Funktion ist von der Art des Bindungspartners
am N-Terminus des Proteins abhangig (Dougan et al. 2002, Errico et al. 2002,
Claudiani et al. 2005). In vitro Daten legen nahe, dass Spastin als Multimer
funktionell ist (Errico et al. 2002, Baas et al. 2005).

1.4.2.2. Funktion des Spastins

Die Funktion von Spastin wurde an verschiedenen biologischen Systemen
untersucht. Man nimmt an, dass Spastin am Um- und Abbau von Mikrotubuli beteiligt
ist. Mikrotubuli dienen als Leitschienen dem axonalen Transport von Vesikeln,
Endosomen und Zellorganellen. Entsprechend ihrer Funktionen unterliegen
Mikrotubuli standig starken Veranderungen bezuglich ihrer Organisation und
Verteilung (Hirokawa et al. 2005).

In  verschiedenen Zelllinien konnte ein  Mikrotubuliabbau  durch
Uberexprimiertes Wildtyp-Spastin gezeigt werden (McDermott et al. 2003; Schickel et
al. 2006). Dass Uberexprimiertes Spastin dabei, wie andere AAA-Proteine auch, Uber
seinen N-Terminus mit den Mikrotubuli interagiert, konnte ebenfalls nachgewiesen
werden (Errico et al. 2004). Man nimmt aul3erdem an, dass diese Interaktion durch
die ATPase Aktivitat (ATP-Bindung und Hydrolyse) der AAA-Domane reguliert wird
(Evans et al. 2005).
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Zudem wurde bei Untersuchungen an Neuronen festgestellt, dass endogenes
Spastin in Zellregionen angereichert ist, die durch gesteigerte Umbauprozesse des
Zytoskeletts gekennzeichnet sind. Dabei ist Spastin in mitotisch aktiven Zellen ein
Bestandteil des Zentromers. In postmitotischen Neuronen liegt es vermehrt in den
Wachstumskegeln vor. Diese Lokalisation kénnte mit der Degeneration der Axone,
bei Vorliegen von mutiertem Spastin, in Zusammenhang stehen (Errico et al. 2004,
Svenson et al 2005).

Eine weitere Bestatigung fur die Regulierung der Mikrotubulistabilitat durch
Spastin wurde in Studien gefunden, die die Fruchtfliege Drosophila melanogaster als
biologisches System zur Untersuchung der Spastinfunktion verwendeten (Tang
Sherwood et al. 2004, Roll-Mecak et al. 2005). Uberraschenderweise zeigten die
Mutanten einer Studie mit funktionslosem Spastin, entgegen der bisherigen

Hypothese, eine Verringerung der Zahl der Mikrotubuliblindel (Sherwood et al. 2004).

Des Weiteren spielt Spastin wahrscheinlich eine Rolle beim Transport von
Endosomen und Vesikeln. Dies begrindet sich darin, dass die bereits erwahnte MIT-
Domane mit CHMP1B, einem Protein des ESCRT (endosomal sorting complex
required for transport)-lll-Komplexes, zusammenwirkt (Reid et al 2004). Fur diesen
Komplex wird eine Aufgabe beim intrazellularen Transport angenommen (Takasu et
al. 2005). Eine MIT-Domane wird auch in anderen Proteinen, wie z.B. SKD1, SNX15
u.a. gefunden, die ebenfalls in die Endozytose und Transportvorgange involviert sind
(Ciccarelli et al. 2003). Spartin, das Genprodukt des SPG20-Lokus ist (siehe 1.3.),
enthalt ebenfalls eine MIT-Domane. Man geht in diesem Fall und im Fall des
Spastins davon aus, dass Defekte des intrazellularen Transports der HSP-
assoziierten Motorneuronendegeneration zu Grunde liegen kénnen (Reid et al.
2004).

Es wird dementsprechend einerseits die Hypothese untersucht, ob und in wie
weit mutiertes Spastin die Mikrotubili-Assemblierung und -Disassemblierung
verandert, und damit ursachlich fir eine HSP ist. Oder aber andererseits der
fehlende oder fehlerhafte intrazellularen Stoff- und Organellentransport die Ursache
fur eine HSP darstellt. Der fehlerhafte Stofftransport konnte zu einer Degeneration

des distalen Anteils der langen Axone der kortikospinalen Bahnen flhren, denn
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dieser distale Anteil ist wahrscheinlich besonders abhangig von einen axonalen
Transport (McDermott et al. 2003, Svenson et al. 2004, Baas et al. 2005).

1.4.2.3. Lokalisation des Spastins

Spastin ist ein ubiquitar vorkommendes Protein, das in Geweben des ZNS
besonders stark exprimiert wird (Wharton et al. 2003). Endogenes Spastin konnte in
Neuronen, aber nicht in Gliazellen, identifiziert werden (Charvin et al. 2003). Es ist
sowohl im Zellplasma, als auch im Kern lokalisiert. Dabei zeigte sich in
verschiedenen Immunfarbungen, dass Spastin, auch in proliferierenden Zellen,
Uberwiegend im Kern vorhanden ist (Charvin et al. 2003, Wharton et al. 2003, Beetz
et al. 2004, Errico et al. 2004). Im Gegensatz dazu wird Uberexprimiertes Wildtyp-
Spastin vor allem als diskrete perinukledare Punkte im Zytoplasma vorgefunden
(Errico et al. 2002, McDermott et al. 2003, Reid et al 2004, Claudiani et al. 2005).

Die nukleare Lokalisation des Spastins erfolgt durch zwei unabhangige
funktionelle nukledre Lokalisationssequenzen (NLS; AS 7-11 und AS 309-312)
(Beetz et al. 2004). Die NLS vermitteln einen Ubertritt des Spastins in den Kern.
Beide NLS sind in der Abbildung 1.1. dargestellt (Hazan et al. 1999, Beetz et al.
2004). Die Mechanismen fur die Regulierung der Lokalisation im Kern bzw.
Cytoplasma sind grofdtenteils ebenfalls geklart. Es existieren zwei Translationsstarts
innerhalb des Exon1 des SPG4-Gens. So entstehen zwei Isoformen des Spastins mit
den GroRen von 60 und 68 kDa. Beide Formen werden in den Kern importiert.
Allerdings enthalt die 68 kDa grol3e Form zwei NES (Nukleare Exportsignale; AS 59-
75), die den Export in das Zytoplasma effizienter gestalten (siehe Abbildung 1.1.).
Die 68 kDa Form wird hauptsachlich im Gehirn und Riuckenmark gefunden (Claudiani

et al. 2005). Spastin scheint somit Funktionen im Plasma und im Kern zu haben.

1.4.3. Mutationen im SPG4

1.4.3.1. Mutationsspektrum des SPG4

Mittlerweile konnten Uber 170 Mutationen im SPG4-Gen identifiziert werden.

Dabei handelt es sich um missense, nonsense, splice-site Mutationen, Insertionen
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und Deletionen, die entweder direkt oder indirekt die AAA-Domane betreffen (Hazan
et al. 1999, Burger et al. 2000, Fonknechten et al. 2000, Lindsey et al. 2000,
Svenson et al. 2001, Proukakis et al. 2003, Svenson et al. 2004, Depienne et al.
2005, Patrono et al. 2005 sowie zahlreiche kleinere Studien). Die Nomenklatur der in

dieser Arbeit genannten Mutationen erfolgt nach: http://www.hgvs.org/mutnomen/.

Nonsense und splice-site (frame-shift) Mutationen sind im ganzen SPG4-Gen
verteilt. Die Mehrzahl der bekannten missense Mutationen betrifft dagegen die
Region im SPG4-Gen, die fur die AAA-Domane kodiert (Fonknechten et al. 2000,
Svenson et al. 2001, Charvin et al. 2003, Depienne et al. 2005, Patrono et al. 2005).

Yo o %Dvggi v%gggv% %@

AAA
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17

Abb. 1.2.: Schematische Darstellung des SPG4-Gens mit Verteilung der Mutationen. Die Anzahl der hier
eingezeichneten Mutationen ist verhaltnismaRig dargestellt. Dreiecke: missense Mutation; Vierecke:
nonsense Mutation; schwarze Vierecke: frame-shift Mutationen und schwarze Dreiecke: splice-site

Mutationen; Exon 1 bis 17 sind durchnummeriert.

Mittlerweile konnten allerdings einige Basensubstitutionen am N-Terminus des
Spastins nachgewiesen werden. Eine davon fihrt zum Aminosaureaustausch
p.44S>L (c.131C>T). Darlber hinaus wurden zwei direkt benachbarte
Basensubstitutionen (c.127G>C - p.E43Q, c.134C>A - p.P45Q) identifiziert, die sich
wie der Nukleotidaustausch ¢.131C>T nicht nur in der Lokalisation im SPG4-Gen
sondern auch in der Klinik von den anderen Mutationen unterscheiden (Svenson et
al. 2004, Depienne et al. 2005).

1.4.3.2. Der Nukleotidaustausch c.131C>T im Exon 1 des SPG4

Erstmals  wird der  Nukleotidaustausch c.131C>T, der  zum
Aminosaureaustausch p.44S>L fuhrt, im Jahr 2000 von Lindsey und Kollegen als

missense Mutation beschrieben. Fir das c.131T-Allel nimmt man in dieser Arbeit
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einen rezessiven Erbgang an, da das Allel homozygot vorliegt und Verwandte ersten

und zweiten Grades nicht betroffen sind (Lindsey et al. 2000).

Im Gegensatz dazu beschreiben Chinnery und Kollegen den Fall einer
infantlen HSP, die sie auf den co-dominanten Effekt zweier Mutationen
zuruckfuhren; von denen eine der beiden Mutationen ist der Nukleotidaustausch
c.131C>T ist. Der Vater, heterozygoter Trager des c.131T-Allels, wird als HSP-
Betroffener beschrieben. Dies widerspricht der Annahme von Svenson und Kollegen,
dass Heterozygote c.131T-Trager keine Symptome zeigen und es sich bei diesem
Nukleotidaustausch um einen seltenen Populationspolymorphismus (Haufigkeit in der
Kontrollgruppe von <0,6%) handelt (Svenson et al. 2004). Vielmehr interpretieren sie
den Nukleotidaustausch als genetischen Faktor, der den Phanotyp einer HSP
modifizieren kann. In den drei PHSP Familien segregiert das c.131T-Allel nicht mit
der Erkrankung. Tritt in diesen Familien der Nukleotidaustausch zusammen mit einer
krankheitsauslésenden Mutation in trans Konfiguration auf, kommt es zu einem
friheren Erkrankungsbeginn und zu einem schwereren Verlauf (Svenson et al.
2004). Gegen diese Deutung von Svenson und Kollegen spricht, dass in anderen
Studien, die groRe HSP-Stichproben auf SPG4-Mutationen untersuchten, das
c.131T-Allel mittels der angewandten Methoden, wie z.B. des SSCP und DHPLC,
nicht identifiziert wurde (Sauter et al. 2002, Patrono et al. 2005).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass nur lickenhafte und teilweise
widerspruchliche Erkenntnisse zur Epidemiologie vorhanden sind. Daruber hinaus ist,
geschuldet der geringen Zahl der beschriebenen Falle, das Klinische

Erscheinungsbild von ¢.131T-Tragern nicht klar beschrieben.
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1.5. Ziele der Arbeit

Um umfassendere Daten bezuglich der Pravalenz des Nukleotidaustauschs
c.131C>T zu ermitteln, soll in dieser Arbeit ein Verfahren entwickelt werden, mit dem
es maoglich ist, diese genetische Variante schnell und sicher zu identifizieren. Als
Methodik ist dazu ein RFLP-Assay vorgesehen. Dieser soll auf DNA-Proben einer
HSP-Gruppe und einer Kontrollgruppe angewendet werden. Die Maoglichkeit einer
eventuellen Unspezifitat des Verfahrens macht eine sich an einen positiven RFLP-
Befund anschlieRende verifizierende Sequenzierung des betreffenden DNA-

Abschnitts notwendig.

Im Anschluss sollen die Stammbaume und Genotypen der untersuchten HSP-
Familien analysiert werden. Insbesondere werden dabei heterozygote ¢.131T-Trager
mit und ohne weitere SPG4-Mutation im Mittelpunkt stehen. Im Ergebnis dieser
Analysen sollte enthalten sein, dass sich, Uber die damit erhohten Fallzahlen, ein
allgemeingultigeres Bild zur Auswirkung des c¢.131T-Allels auf den Phanotyp

zeichnen lasst.
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2. Patienten und Methoden
2.1. Stichproben
21.1. AD HSP Propandengruppe

Die HSP-Gruppe besteht aus 6 Einzelpersonen mit fur eine autosomal
dominante HSP positive Familiengeschichte und 27 Familien in denen eine autosmal
dominate HSP (AD HSP Familien) auftritt. Insgesamt handelt es sich dabei um 277
betroffene und nicht betroffene Probanden. Die Versuchpersonen wurden von
Facharzten fur Neurologie der unten genannten Einrichtungen untersucht und als
betroffen oder nicht betroffen eingestuft. Zu den entsprechenden EDTA-Blutproben

lagen von allen Familien die Stammb&ume und in einigen Fallen die Arztbriefe vor.

11 der AD HSP Familien stammen aus einer vorhergehenden Studie zu HSP
des Instituts fur Klinische Chemie der Friedrich Schiller Universitat Jena. Die
restlichen DNA-Proben und EDTA-Blutproben der Versuchspersonen wurden aus

folgenden Einrichtungen eingesandt:

Johannes Gutenberg-Universitat Mainz, Klinikum Mainz, Klinik fir Neurologie
(Dr. med. Sven Klimpe);

Karl-Franzens-Universitat Graz, Institut fir medizinische Biologie und

Humangenetik (Prof. Dr. H. Zierler);

Universitatsklinikum Tubingen der Eberhard-Karls-Universitat;

Klinikum der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen, Neurologische Klinik
und Poliklinik — Gro3hadern (PD Dr. med. Klopstock);

Klinikum der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel; Klinik flr Neurologie
(Dr. med. Klebe);

Genetische Beratungs- und Untersuchungsstelle Innsbruck (Dr. B. Utermann);
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Medizinische Fakultat Carl Gustav Carus der Technischen Universitat
Dresden, Institut fur klinische Genetik (OA Dr. med. F. R. Kreuz).

Von allen Probanden liegen unterzeichnete Einverstandniserklarungen zur

Untersuchung von DNA zu Forschungszwecken vor.

2.1.2. Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe umfasst 513 Probanden. 60 davon stammen von Probanden
einer Studie, die sich mit Familiaren Horstérungen beschaftigt (Dr. Dr. med. Michael
Kiehntopf, Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der FSU Jena; Dr.
med. Domenikus Bonsch). Diese Gruppe besteht aus 9 Familien zu denen keine
Stammbaume vorliegen; die Allelzahl ist daher unbekannt. Aul3erdem werden DNA-
Proben von 201 Einzelpersonen aus einer Studie zu Migrane (Dr. med. Thomas
Wieser, Wien) untersucht. Aus einer Studie zu intrakraniellen Tumoren (Dr. Christian
Beetz, Institut fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der FSU Jena)
stammen Proben von weiteren 186 nichtverwandten Versuchspersonen. 32 DNA-
Proben von Einzelpersonen liegen im Rahmen der PNG-Studie (Dr. Dr. med. Michael
Kiehntopf, Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der FSU Jena)
vor. Zur Kontrollgruppe zahlen auch 8 autosomal rezessive HSP Familien
(vorhergehende HSP-Studie; Dr. med. Sven Klimpe, Johannes Gutenberg-Uniersitat
Mainz, Klinikum Mainz) und eine weitere Familie. Diese 9 Familien umfassen 34
Personen; Stammb&aume sind vorhanden.

Zu den Versuchspersonen sind weder klinische noch personliche Daten vorhanden;

sie werden anonym untersucht.

2.2. Gerate und Verbrauchsmaterialien

PCR-Prozessoren

e Mastercycler gradient Eppendorf AG
(Hamburg, BRD)
e Hybais —Thermal Cycler Thermo Life Sciences

(Egelsbach, BRD)



Spannungsgerate
e Electrophoresis Power Supply
EPS 301
Elektrophorese-Kammer

e Hoefer Super Sub

Zentrifuge
e Eppendorf Centrifuge 5415R

Heizkorper
e FALC Thermoblock

Spektralphotometer

e GeneQuantll

Wasserbad

e Wasserbad

Warmeschrank

¢ Warmeschrank B6

Schiuttelinkubator

e Schuttelinkubator 3033

Sequenzierer
e Licor - Long Reader 4200

Vortexer

e Vortex Genie 2

Pipetten
e Lab Mate-Pipetten

PCR-Platten
e Thermowell, 96 Well Plate

Amersham Biosciences Europe GmbH
(Freiburg, BRD)

Amersham Biosciences Europe GmbH
(Freiburg, BRD)

Eppendorf AG
(Hamburg, BRD)

Renner GmbH
(Darmstadt, BRD)

Pharmacia biotech
(Cambridge, UK)

GFL mbH
(Burgwedel, BRD)

Heraeus instruments
(Hanau, BRD)

GFL mbH
(Burgwedel, BRD)

Licor Biosciences
(Nebraska, USA)

Scientific Industries Inc.
(New York, USA)

ABIMED HAT
(Virginia, USA)

Corning inc. Costar
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Transilluminator

¢ Image Master VDS

Gefale
e Standard Eppendorf Tubes
3810X, 1,5 ml
o PP-test tubes

50 ml (sterile) Celestar

(Schiphol-Rijk, NE)

Pharmacia Biotech
(Cambridge, UK)

Eppendorf AG
(Hamburg, BRD)
Greiner bio-one

(Kremsmdunster, A)

2.3. Chemikalien (alphabetisch)

AgarAgar FLUKA Chemie GmbH (Buchs, CH)

APS (Ammoniumpersulfat) Appli Chem (Darmstadt, BRD)

Ampicillin Serva Boehringer Ingelheim
(Heidelberg, BRD)

Borsaure Carl Roth GmbH (Karlsruhe, BRD)

Chelex 100 Sigma®Aldrich (Steinheim, BRD)

Chill-Out™ 14 Liquid Wax
destilliertes Wasser

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Ethylendiamin-Tetraacetat)

EDTA disodium salt
Essigsaure (100%)
Ethanol
Ethidiumbromid

Hefeextrakt

IPTG (100 mM)

Kanamycin

MJ Research™ Inc. (Boston, USA)

29

B. Braun Melsungen AG (Melsungen, BRD)

Sigma®Aldrich (Steinheim, BRD)
Serva Boehringer Ingelheim
(Heidelberg, BRD)
Sigma®Aldrich (Steinheim, BRD)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, BRD)
Gibco (Eggenstein, BRD)

Serva Boehringer Ingelheim
(Heidelberg, BRD)

Serva Boehringer Ingelheim
(Heidelberg, BRD)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Serva Boehringer Ingelheim
(Heidelberg, BRD)
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MgCl, (50 mM) Finnzymes (Espoo, Finnland)

NaCl FLUKA Chemie GmbH (Buchs, CH)

Seakem LE Agarose Biozym Scientific GmbH (Oldendorf, BRD)

Sucrose Serva Boehringer Ingelheim
(Heidelberg, BRD)

TEMED Sigma®Aldrich (Steinheim, BRD)

(N'N’N’N-Tetramethylethylenediamine, 99%)

Trisbase Sigma®Aldrich (Steinheim, BRD)

Tris-HCI Sigma®Aldrich (Steinheim, BRD)

Pepton Serva Boehringer Ingelheim
(Heidelberg, BRD)

Urea Sigma®Aldrich (Steinheim, BRD)

x-Gal (2%ig Dimethylformamid) Gibco BRL (New York, USA)

Xylene Cyano CF7 Serva Boehringer Ingelheim

(Heidelberg, BRD)

2.4. DNA-Préaparation

241. Chelex und EDTA-Blut

Materialien: 1. EDTA-Blut
2. Chelex 100 (10%ig in H20)
3. Heizkorper

Von allen Probanden (exklusive der Proben von den Probanden zur Studie zu
intrakraniellen Tumoren) lagen DNA-Proben vor. Diese wurden mittels
Standardmethoden nach Muller et al. 1991 DNA aus EDTA-Blut gewonnen. Die
DNA-Proben wurden bereits im Rahmen anderer Studien verwendet und werden
deshalb im Labor des Instituts flr Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin

aufbereitet gelagert.

Von 186 Probanden, die der Subkontroligruppe Intrakranieller Tumoren

zugeordnet sind, werden EDTA-Blutproben im Labor des Instituts fur Klinische
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Chemie und Laboratoriumsmedizin bei —20 °C gelagert. Aus diesen wird mit Chelex
100 DNA prapariert. Diese Substanz denaturiert die Eiweil3e und bindet die freien

lonen; die DNA verbleibt im Uberstand.

Es werden 5,00 ul EDTA-Blut mit 30,0 ul 10%igen Chelex versetzt und fur 8
min bei 105 °C im Warmeblock gekocht und in Anschluf} bei —20 °C gelagert.

24.2. PCR-Produktaufreinigung

Vor der Sequenzierung von DNA muss das PCR-Produkt aufgereinigt werden,
um es von Primern, lonen und Enzymen zu befreien, die die Sequenzierung storen
kénnten. Im Rahmen dieser Arbeit wird der ,QlAquick® PCR Purification Kit* von
Qiagen (Kat. Nr. 28106) verwendet. Die Aufreinigung folgt dem mitgelieferten

Protokoll fur Mikrozentrifugen.

2.4.3. Plasmid-Praparation

Zur Isolierung der Plasmid-DNA wird in dieser Arbeit der ,QlAprep® Spin
Miniprep Kit“ von Qiagen (Kat. Nr. 27106) eingesetzt. Die Plasmid-Praparation erfolgt

in einer Mikrozentrifuge nach dem mitgelieferten Protokoll.

2.5. Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Materialien: 1. genomische DNA
2. destilliertes Wasser

3. Spektralphotometer

Die Konzentrationsbestimmung der in dieser Arbeit verwendeten DNA-Proben
erfolgt Uber die Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260
nm, da das Absorptionsmaximum von Nukleinsduren in diesem Bereich des UV-
Lichtes liegt. Dazu werden 2 ul der DNA-Probe mit 198 pl destillierten Wassers
versetzt (1:100) und in eine Quarzkuvette Uberfuhrt, die sich im Spektralphotometer

befindet. Die Bestimmung erfolgt unter Bertcksichtigung des Verdunnungsfaktors
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(F=100), des OD-Wertes fur doppelstrangige DNA (ODstandara =50 upg/ml) unter
Standardbedingungen (OD bei 1cm Schichtdicke der Kivette bei 260 nm) und des
gemessenen OD-Wertes: ¢ [ug/ml; ng/ul] = OD2sp X F X ODstandard- Dartuberhinaus ist
der Quotient aus der Absorption bei 260 nm und der Absorption bei 280 nm ein Maf}
fur die Verunreinigung der Probe mit Proteinen, die ihr Absorptionsmaximum bei 280

nm haben. Proteinfreie Losungen besitzen einen Quotienten von 1,8 bis 2.

2.6. Polymerasekettenreaktion

26.1. Allgemeines zur Polymerasekettenreaktion

Mit der in den achtziger Jahren eingeflihrten Polymerasekettenreaktion (PCR)
konnen definierte DNA-Abschnitte vervielfaltigt werden, um in ausreichender Menge

fur weitere Untersuchungen zur Verfugung zu stehen.

Im ersten Schritt wird der zu amplifizierende DNA-Doppelstrang (Template) im
Schmelzschritt (Denaturierung) in Einzelstrange, die als Matrize (Vorlage) fur die
weitere DNA-Synthese dienen, Uberfuhrt. Im zweiten Schritt lagern sich hitzestabile
synthetische Oligonucleotide (Primer) jeweils komplementar an die DNA-
Einzelstrange an (Hybridisierung/Annealing). Im Folgenden synthetisiert die
thermostabile DNA-Polymerase aus den zugegebenen Desoxyribonukleosid-
triphosphaten (dNTP) einen zur Matrize komplementaren neuen DNA-Strang
(Synthese/Elongation). Durch diese drei Schritte wird die vorhandene DNA
verdoppelt. Werden diese mehrfach wiederholt, steigt die DNA-Menge exponentiell

an.
2.6.2. Primer- und Polymerasetest
Materialien: 1. DNA-Verduinnungen (10 ng/ul)

2. andere Substanzen siehe 2.7 4.
3. PCR-Prozessor
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Um ein geeignetes PCR-Produkt fir die Restriktion zuerhalten, missen die

Reaktionsbedingungen und die Reaktionszusammensetzung optimiert werden.

Zu Beginn werden zwei genomische DNA-Proben und zwei Plasmide als
Templates eingesetzt; letztere enthalten die zu amplifizierende DNA-Sequenz. Die
getesteten Primerpaare sind in der Tabelle 2.2. aufgelistet. Der PCR-Ansatz setzt

sich aus 3,0 ul DNA-Verdinnung und den Substanzen der folgenden Tabelle (2.1.)

Zusammen:

Tab. 2.1.: Mastermix zur Amplifikation

Substanz Menge flr einen 24 pl Mix
Aqua ad iniectabilia Braun 9,7 ul

10x Buffer BIOTherm (15 mM MgCly) 1,5 pl

dNTP Gemisch (je 10mM) 0,5 pl

Primer forward (10 pmol) 0,1 pl

Primer reverse (10 pmol) 0,1 pl

SupraTherm™ DNA Polymerase (5 units/pl) 0,12 pl

Tab. 2.2. Bezeichnung der im Primertest verwendeten Primer (Sequenzen der Primer siehe Tab. 2.5.)
Forward-Primer Reverse-Primer

Spailn detS44L_r

Spa-Anf Spaex1 PCR2_r

SPG4 1-F Spaex1 PCR1_r

Spa-PEST_AS16 Bgl_f
Spa-PEST_AS1 Bgl_f
detS44L_f

Die Amplifikation erfolgt im PCR-Prozessor nach folgendem Programm:

Schritt Temperatur Dauer Wiederholungen
Initiale Denaturierung 94 °C 3 1

Denaturierung 94 °C 45”7 1

Annealing 56 °C 457 1

Elongation 72°C 130" 1

Wiederholung ab 34
Denaturierung

Elongation 72°C 3 1

Da die zu amplifizierende Region des Exon 1 des SPG4 sehr GC-reich ist,
wird in dieser Arbeit eine speziell geeignete Polymerase (TaKaRa La Taq) zur

Amplifaktion verwendet - aufgrund der hohen Probenanzahl wird in Vorexperimenten
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die minimal notwenige Polymerasemenge ermittelt. Dies wird durch eine
Amplifikation mit entweder 0,16 ul, 0,1 ul oder 0,05 ul Polymerase pro PCR-Ansatz
fur ein DNA-Template getestet. Wird weniger Polymerase zugegeben, mul® mehr
destilliertes Wasser verwendet werden, um den 12,00 ul Mastermix zu erhalten. Zur
Durchfiihrung siehe 2.7.3..

2.6.3 Amplifikation eines definierten DNA-Abschnitts fur den RFLP

Materialien: 1. genomische DNA-Verdinnungen (10 ng/ul)
2. TaKaRa LA Tag™ with GC Buffer von TaKaRa Bio. Inc.
(Otsu,Shiga,Japan) (Kat. Nr. RRO2AG):
2x GC I/l Puffer
dNTP Gemisch (je 2,5 mM)
TaKaRa LA Tag™ Polymerase (5U/ul)
3. Primer (forward und reverse) von MWG Biotech AG
(Ebersberg, BRD)
4. PCR-Prozessor

Zur Vervielfaltigung des 212 bp DNA-Abschnitts aus genomischer DNA wird
diese mit destilliertem Wasser auf eine Konzentration von 10 ng/ul verdinnt. Als
Verdampfungs- und Spritzschutz werden je PCR-Ansatz 10 ul Wachs (ChillOut™ 14
Liquid Wax) in die PCR-Platten verteilt. Im Anschluss werden je 3 ul Template (DNA-
Verdunnung) auf das Wachs pipettiert. Der PCR-Ansatz wird entsprechend der
Tabelle 2.3. zusammengestellt, gemischt und zu je 12 ul auf die 3 ul Template in der
PCR-Platte gegeben. Die PCR erfolgt anschlieBend im PCR-Prozessor nach

folgendem Program:

Schritt Temperatur Dauer Wiederholungen
Initiale Denaturierung 94 °C 1 1

Denaturierung 94 °C 307 1

Annealing 57 °C 307 1

Elongation 72°C 2 1

Wiederholung ab 34
Denaturierung

Elongation 72°C 5 1
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Tab. 2.3.: Mastermix zur Amplifikation des 212 bp DNA-Abschnitts

Substanz Menge flr einen 12 pl Mix
Aqua ad iniectabilia Braun 1,675 ul= 1,7 pl

2X GC /1l Buffer 7,5l

dNTP Gemisch (je 2,5 mM) 2,6 ul

Primer forward (10 pmol) — Spa-PEST_AS16Bgl_f 0,1 ul

Primer reverse (10pmol) — detS44L _r 0,1l

TaKaRa LA Tag ™ (5 units/pl) 0,025 pl

Das Exon 1 des SPG4 ist durch GC-reiche Regionen gekennzeichnet. Zur
Amplifikation wird deshalb die DNA-Polymerase La Tagq von TaKaRa Bio. Inc.

(Japan) verwendet.

Als forward-Primer wird der Primer Spa-PEST_AS16Bgl f eingesetzt, als
reverse-Primer der Primer detS44L_r (zu den Sequenzen der Primer vgl. Tab. 2.5,
vgl. Lage in Abb. 3.4.). AuRer den zu untersuchenden genomischen DNA-Proben
werden das Plasmid Spastin Mut. 44 (Positivkontrolle) sowie eine Wasserprobe
(Negativkontrolle) als Templates eingesetzt. Das Plasmid enthalt die cDNA des Exon
1 mit dem Nukleotidaustausch c.131C>T.

Bevor die PCR-Produkte der Restriktion zugefihrt werden, erfolgt zum

Nachweis des 212 bp Produktes eine Agarosegelelektrophorese (siehe 2.8.).

26.4 Amplifikation von Exon 1 bis 17 (SPG4) zur Mutationssuche mittels

DNA-Sequenzanalyse

Materialien: 1. genomische DNA (10 ng/ul)
2. SupraTherm™ DNA Polymerase von GeneCraft GmbH
(Ludinghausen,BRD) (5 units/pl)
3. 10x Puffer Bio Therm (15m MgCl,) von GeneCraft GmbH
(Ltdinghausen,BRD)
4. dNTP Gemisch (je 10mM) von GeneCraft GmbH
(Ludinghausen,BRD): dATP (100 mM) 100 pl
dCTP (100 mM) 100 wl
dGTP (100mM) 100 ul
dTTP (100mM) 100 ul
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destilliertes Wasser 600 pl
5. Primer von MWG Biotech AG (Ebersberg, BRD)
6. PCR-Prozessor (Eppendorf AG; Hamburg, BRD)

Die Durchfihrung der PCR zur Vervielfaltigung von Exon 1 bis 17 des SPG4
entspricht im wesentlichen der PCR zur Amplifikation des 212 bp DNA-Abschnitts

aus Exon 1.

Es werden statt 3 ul DNA-Verdinnung 6 ul verwendet, womit sich durch den

zusatzlichen Mehreinsatz an Mastermix ein 30 ul PCR-Ansatz ergibt (vgl. Tab. 2.4.).

Tab.2.4.: Mastermix zur Amplifikation von Exon 2 bis 17

Substanz Menge fir einen 24 ul Mix
Aqua ad iniectabilia Braun 19,36 pl

10x Buffer BIO Therm (15 mM MgCl,) 3,0 pl

dNTP Gemisch (je 10mM) 1,0 pl

Primer forward (10 pmol) 0,2 pl

Primer reverse (10 pmol) 0,2 ul

SupraTherm™ DNA Polymerase (5 units/ul) 0,24 pl

Evtl. MgCl, (50mM) 1,00 pl

Wird MgCl, zugegeben, muB entsprechend weniger Aqua ad iniectabilia verwendet werden, um den 24 pl Mastermix zu

erhalten.

Die Polymerase wird durch die Supra Therm DNA™ Polymerase ersetzt, da
zur Amplifikation von Exon 2 bis 17 keine spezielle Polymerase ndtig ist. Durch die
Zugabe von MgCl, kann die Bindungsspezifitat der Primer herabgesetzt werden,
wodurch eine Amplifikation mdglich, das PCR-Produkt aber unspezifischer wird. Die
verwendeten Primer liegen in den entsprechenden Introns, um auch maogliche splice-
site Mutationen erfassen zukdnnen (Sequenzen vgl. Tab. 2.5.).

Die Annealing-Temperatur des folgenden PCR-Programms richtet sich nach den

Schmelztemperaturen (Tm) der eingesetzten Primerpaare:

Schritt Temperatur Dauer Wiederholungen
Initiale Denaturierung 94 °C 3 1

Denaturierung 94 °C 457 1

Annealing Tm 457 1

Elongation 72 °C 1" 30" 1

Wiederholung ab 34
Denaturierung

Elongation 72°C 3 1

Die Elongationsdauer von 1° 30"" verringert sich bei Exon 14 auf 45°".
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Tab. 2.5. Bezeichnung und Sequenz der im Rahmen der Arbeit verwendeten PCR-Primer.
Exon Forward- Primersequenz Tm Reverse-Primer Primersequenz Tm
Primer 5 -3 (°C) 5 -3 (°C)
1 Spail-n ctg ccg ccg teg ctt ggt tc 65,5 | Spaex1 PCR2_r aga tga ggc tcc gac cta ¢ 58,8
1 Spa-Anf agt gag agc tgt gaa tga att 54,0 | Spaex1 PCR1_r  caa agt cga cag cta cag tgc 59,8
1 Spa- aga tct atg aat tct ccg ggt gga 56,0
PEST_AS1 cgag
Bgl_f
1 detS44L_f  atatgg ccc ctc cgc ccg ag 56,0
1 Spa- aga tct atg gcc age aac ccg 69,5 | detS44L_r + M13- tca cga cgt tgt aaa acg acg gcc 75,0
PEST_AS1 gtg cct tail agt gaa ttg taa gac tcg aag gcg
6Bgl_f acc aaa cgc agc ag
1 SPG4 1-F  ccg tcg gtc tgc ggg ag 62,4 SPG4 1-r cga ccc cac cgc ctt ctt 60,5
2 Spaex2F aat gcc aca ctt gta atc tc 53,2 | Spaex2R tgt gaa tat atc ata att tgg g 50.9
3 Spaex3Fn  gct caa gtg att ctg ctt tgt 55,9 : Spaex3R aca ttt cca ata cat ccc ac 52,0
4 Spaex4Fn  aca atc tgg taa cac ctt gag 55,9 : Spaex4R tta gaa tga cta tac ctg ac 52,0
5 Spaex5F ttc cta tct acc tag tga ¢ 52,4 : Spaex5R ttt tat agc aag ttg ccc tg 53,2
6 Spaex6F+  cgt gta aaa cga cgg cca gtg 71,5 Spaex6R tct att tca ctc ctg aca tg 53,2
M13-tail aat tct gtg aac ttt
7 Spaex7F gtc ata ggg ctt agg ctt ¢ 56,7 | Spaex7R atc ata cta ccc act ttt cc 53,2
8 Spaex8F tgt ttg gga aga tgc tac tg 61,3 | Spaex8R cta ctg aag ata cgt aca tg 64,2
9 Spaex9F cat tga ttg cca tgt att gg 55.9 Spaex9R aga agg cca gaa ata ctc ag
10-12 Spaex10- ctc aag tct tag gaa tgc ag 55,3 T Spaex10-12R ctt tac tag act aat tct cct g 54,7
12F
13 Spaex13F  cag att caa gaa gac aga tc 53,2 : Spaex13R gca ata att cac cac act tg 53,2
14 Spaex14F  caa gtg tgg tga att att gc 53,2 | Spaex14R gag ctg aaa agt att cag ¢ 52,4
14 Spaex14Fn taa cag cac aag acc ctg tct 57,9 : Spaex14Rneu cac tta cag gtt tta ata aat 48,1
eu
15 Spaex15F  agc ctc tgg aga tag tat gc 57,3 | Spaex15R cta gaa cag ggg tca cag tc 59,4
16 Spaex16F  gca gta tgc aag aaa ttg aac 54,0 : Spaex16R ggc ctg taa ttt tct tet g 52,4
17 Spaex17F  gtg tag cag atc aac ata g 52,4 Spaex17R cat ctt caa gtt tgg tgc ac 55,3

Zur Amplifikation des gesamten Exon 1 wird die La Taqg ™ von TaKaRa Bio

Inc. (Japan) verwendet. Als Forward-Primer dient der SPG4 1-F, als Reverse-Primer
der SPG4 1-R (Tab. 2.5.). Beide liegen 45 bis 50 bp 5" stromauf- bzw. 3’

stromabwarts des Exon 1.

Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes und das PCR-Programm

entsprechen denen der Amplifikation des 212 bp Abschnitts (vgl. 3.7.2.).
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2.7. Agarosegelelektrophorese

Materialien: 1. Agarose
2. 50 x TAE-Puffer: Essigsaure (100%) 57,10 ml

Tris 24204g
EDTA 14,79
3. 1 x TAE-Puffer: 50 x TAE-Puffer ~ 100,0 ml
Wasser 4900,0 ml
4. Ladepuffer: Sucrose 409
2 M Tris HCL 0,5ml
0,5MEDTA 2,0 ml

Xylene Cyano CF7 4,0 mg
alles mit destilliertem Wasser auf 10 ml
auffullen
5. DNA-Marker 100 bp Marker
(GeneCraft GmbH, Ludinghausen, BRD)

. Elektrophoresekammer

~N O

. Spannungsgerat

oo

. Transilluminator

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese konnen DNA-Fragmente entsprechend
ihrer GroRe aufgetrennt und nachgewiesen werden. Lineare, doppelstrangige DNA
wandert mit einer Geschwindigkeit durch die Agarose, die umgekehrt proportional
zum Logarithmus ihrer Grofl3e ist. Zudem ist Geschwindigkeit u.a. abhangig von der
Stromstarke (Spannung zwischen den beiden Elektroden), den Pufferbedingungen
und der Agarosekonzentration. Um die Fragmente sichtbar zu machen, wird
Ethidiumbromid verwendet, welches sich zwischen zwei benachbarte Basenpaare

lagert und unter ultravioletter Bestrahlung Licht emitiert.

In der vorliegenden Arbeit wird die Agarosegelelektrophorese zum Nachweis
von PCR-Produkten und zur Ermittlung der GroRe von Restriktionsfragmenten
(RFLP) genutzt. Fur den Nachweis von PCR-Proukten wird ein 1,5%iges Agarosegel
verwendet. 9 g Agarose werden zu 600 ml 1x TAE-Puffer gegeben und durch

Kochen in einem Mikrowellengerat aufgeldst. Anschlieend werden 10
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Ethidiumbromid (c=10 mg/ml) in die geldste Agarose pipettiert und gemischt. Die
Agarose wird in eine Gelkammer mit eingehangtem Kamm gegossen. Ist das Gel
nach 20-30 min gehartet wird der Kamm gezogen und 1x TAE-Puffer in die
Elektrophoresekammer gefullt. Die PCR-Reaktion wird mit je 4 ul Ladepuffer versetzt
und in jeweils eine Geltasche eingegeben. Als Molekulargewichtsstandard dienen 5
pl eines 100 bp Markers. Die angelegte Spannung betragt 130 Volt, die Stromstarke
400 mA. Nach 60 min wird das Gel unter UV-Bestrahlung eines Transilluminators

betrachtet und ausgewertet.

Zum Auftrennen und Nachweis der Restriktionsfragmente wird ein 2,5%iges
Agarosegel genutzt, wobei 15 g in 600 ml 1x TAE-Puffer gelést werden. Die
nachfolgenden Schritte sind die gleichen wie die oben genannten. Die Auswertung

erfolgt nach 90 min.

2.8. Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)

2.8.1. Allgemeines zum RFLP

Der Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) kann zum Nachweis
genetischer Veranderungen eingesetzt werden. Nach einer Amplifikation mittels PCR
wird der zu untersuchende DNA-Abschnitt mit einem geeigneten Restriktionsenzym
verdaut. Treten Sequenzveranderungen in den Schnittstellen des Enzyms oder

innerhalb des amplifizierten DNA-Abschnitts auf verandert sich das Bandenmuster.

29.2. RFLP mit dem Restriktionsenzym Hinfl

Materialien: 1. Restriktionsenzym Hinfl (20 U/ul) von GeneCraft
(Ltdinghausen, BRD)
2. 10 x H-Puffer von GeneCraft (Lidinghausen, BRD)

3. Warmeschrank
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Zur Untersuchung der DNA-Proben auf den Nukleotidaustausch ¢.131C>T

wird in dieser Arbeit der RFLP mit dem Restriktionsenzym Hinfl verwendet.

Ein Ansatz fur die Restriktion von 6,0 ul eines PCR-Produktes enthalt 11,75 pl
destilliertes Wasser, 2,0 ul 10 x H-Buffer und 0,25 ul Restriktionsenzym Hinfl; es wird

ein Mastermix verwendet. Die Inkubation erfolgt bei 37 °C fur 90 min.

Der Restriktionsansatz wird anschlieRend fur 30 s zentrifugiert und mit 5,0 pl
Ladepuffer versetzt. Der Nachweis der Restriktionsfragmente erfolgt durch eine

2,5%ige Agarosegelelektrophorese.

2.9. DNA-Klonierung

2.9.1. Allgemeines zur DNA-Klonierung

In dieser Arbeit wird die DNA-Klonierung eingesetzt um beide Allele eines
bestimmten DNA-Abschnitts der Probanden mittels Sequenzierung auswerten zu

konnen.

Zur DNA-Klonierung wird der zu untersuchende isolierte DNA-Abschnitt in ein
Plasmid eingebracht. Diesen Schritt nennt man Ligation. Ein Plasmid ist ein
extrachromosomales zyklisches doppelstrangiges DNA-Molekul, das als Trager-DNA
(Vektor) dient. Der Vektor wird mitsamt der eingebrachten DNA in kompetente
Wirtszellen Uberfuhrt (Transformation). Als Wirtszelle dient meist das Bakterium
Escherichia coli. Durch das schnelle Wachstum der Bakterien findet eine starke
Vermehrung des DNA-Abschnitts in der Bakterienpopulation statt. Die Selektion
erfolgt durch ein Antibiotikaresistenzgen im Plasmid. Durch das Markergen der -
Galaktosidase lacZ ist eine Unterscheidung im ,Blau-Weil3-Test* zwischen den
Bakterienkolonien, die das rekombinante Plasmid tragen (weil3e Kolonien) und

denen, die es nicht tragen (blaue Kolonien), moglich.

Im Rahmen dieser Arbeit wird der ,Topo TA Cloning® for Sequencing Kit* von

Invitrogen™ verwendet. Als Vektor dient der pCR®4-Topo. Kompetente Zellen sind
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die gramnegativen One Shot® Top chemically competent Escherichia coli, die zum

Umfang des Testbestecks gehdren.

2.9.2. Einbringen der PCR-Produkte in den Vektor pCR®4-Topo

Materialien: 1. Topo TA Cloning® for Sequencing Kit von Invitrogen GmbH
(Karlsruhe, BRD) (Kat. No. K4575-01):
Salzlésung (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCly)
S.0.C. Medium
pCR®4-Topo

One Shot® Top chemically competent Escherichia coli

Im folgenden Abschnitt wird das Einbringen der PCR-Produkte (212 bp, Exon

1) in den Vektor beschrieben.

Durch die Amplifikation mit der TakaRa La Tag ™ Polymerase besitzen die
PCR-Produkte am 3’-Ende einen Adenosiniiberhang. Dieser Uberhang ermdglicht
das Einfugen des PCR-Produktes den Vektor, da dieser einen komplementaren

Thyminuberhang besitzt.

Zu Beginn wird ein Ansatz, der aus 4,0 ul aufgereinigtem PCR-Produkt, 1,0 ul
Salzlésung und 1,0 ul pCR®4-Topo besteht, hergestellt und gemischt. Es folgt eine
Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur. Als PCR-Produkte werden das 212 bp
Produkt und das gesamte Exon 1 des SPG4-Gens von einzelnen Probanden zur

Mutationsanalyse verwendet.

2.9.3. Transformation des rekombinanten Vektors in kompetente Zellen

Materialien: 1. Topo TA Cloning® for Sequencing Kit (siehe 2.10.2.)
2. LB-Medium: 1% Pepton
0,5% Hefe
0,5% NaCl
pH 7,2
3. LB-Agarplatte (Petrischale):
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LB-Medium
15,0 g AgarAgar pro Liter LB-Medium
2,0 ml X-Gal (0,02 g/ml Dimethylformamid)
2,0 ml IPTG (23,8 mg/ml dest. H,0)
1,0 ml Ampicillin (c= 50 mg/ml)
4. Wasserbad
5. Schattelinkubator

6. Warmeschrank

Es folgt die Transformation des rekombinanten pCR®4-Topo in die One

Shot® Top chemically competent E. coli.

Der hergestellte Ansatz aus PCR-Produkt, Salzlésung und dem Plasmid wird
in ein Gefald Uberfihrt und mit 20,0 ul der kompetenten E. coli versetzt. Dieser
Ansatz wird flr 30 min auf Eis inkubiert. Es folgt ein Hitzeschock bei 42 °C flr 45 sek.
Danach wird der Probenansatz sofort fur 1 min auf Eis gegeben. Nach der Zugabe
von 200 pl des vorgewarmten S.0.C. Mediums, wird die Probe fur 60 min bei 37 °C
im Schattelinkubator inkubiert. Im Anschluss wird der Transformationsansatz auf
einer LB-Agarplatte ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C im Warmeschrank
inkubiert. Die Agarplatte enthalt neben dem LB-Nahrmedium das Antibiotikum
Ampicillin, IPTG als Induktor des Markergens der B-Galaktosidase lacZ und X-Gal
(fdr ,Blau-Weil-Test").

294, Vermehrung des rekombinanten Plasmids

Materialien: 1. LB-Medium (siehe 2.10.3.)
2. Schuttelinkubator

Zur Vermehrung des rekombinanten Plasmids wird eine FlUssigkultur

hergestellt.

3 ml vorgewarmtes LB-Medium (inklusive 1% Ampicillin) wird in 50 ml
ReaktionsgefalRe (Falcons) Uberfuhrt. Von den LB-Agarplatten werden weille

Kolonien mit einem sterilen Holzspatel enthommen und in das 50 ml Falcon
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eingebracht. Nach einer Schuttelinkubation bei 37 °C flr 24 h kann mit der Plasmid-

Praparation begonnen werden.

2.10. Sequenzierung von DNA

2.10.1. Allgemeines zur Sequenzierung von DNA

Mit Hilfe der DNA-Sequenzierung lasst sich eine DNA-Basensequenzanalyse
durchflhren. In dieser Arbeit wird die Sequenzreaktion nach Sanger et al. (1977)

angewendet, die auch als Kettenabbruchverfahren bezeichnet wird.

Ausgangsmaterial ist DNA, die durch Denaturierung in Einzelstrange uberfuhrt
wird. Die DNA (Matrize) wird mit dem Sequenzierprimer am 3’-Ende hybridisiert. Der
Sequenzierprimer oder die Nukleotide sind mit einem Fluoreszenzfarbstoff oder
radioaktiv. markiert. Durch eine thermostabile DNA-Polymerase wird der
komplementare Strang aus den zugegebenen Desoxyribonukeosidtriphosphate
(dNTP) in 5 - 3’-Richtung synthetisiert. Die Reaktion verlauft in vier
unterschiedlichen Gefallen, in denen zusatzlich je eines der vier 2°,3’-Didesoxy-
ribonukleosidtriphosphate (ddNTP) enthalten ist. Erfolgt nun der Einbau eines
ddNTPs anstelle eines dNTPs kommt es zum Kettenabbruch, weil keine freie OH-
Gruppe am 3’-Ende eines ddNTPs vorhanden ist. Im statistischen Mittel erhalt man
alle mdglichen Kettenabbruchfragmente mit dem jeweils eingebauten ddNTP. Im
Polyacrylamidgel werden die Fragmente nach ihren GroRen aufgetrennt. Die

markierten Fragmente werden, je nach Art ihrer Markierung, sichtbar gemacht.

2.10.2. DNA-Sequenzierung

Materialien: 1. Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer Cycle
Sequencing Kit with 7-Deaza-dGTP von Amersham Biosciences
(Freiburg, BRD) (Kat. Nr. RPN 2438): A Reagenz
C Reagenz
G Reagenz

T Reagenz
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Loading dye
2. Sequenzierprimer (100 pmol) von MWG Biotech AG
(Ebersberg, BRD) verdinnt auf 2 pmol/ul
3. DMSO
4. PCR-Prozessor

In  der vorliegenden Arbeit werden bei einzelnen Probanden zur
Mutationssuche alle Exons des SPG4-Gens sequenziert. Zusatzlich werden die 212
bp PCR-Produkte aller Probanden mit dem Nukleotidaustausch ¢.131C>T, der durch
RFLP detektiert wurde, mittels Sequenzanalyse untersucht. Im nachsten Abschnitt
wird exemplarisch die Durchfihrung einer Sequenzierung eines einzelnen DNA-
Templates mit dem ,Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer Cycle

Sequencing Kit with 7-Deaza-dGTP“ von Amersham Biosciences beschrieben.

Zunachst werden die A-, C-, G-, T-Reagenzien und der Sequenzierprimer auf
Eis getaut. Funf Spalten einer Well-Platte werden von links nach rechts mit ,A“, ,C*,
,G% T und ,Mix* beschriftet. In die mit ,Mix“ beschriftete Spalte wird ein Voransatz
aus 18 pul Aqua ad iniectabilia Braun, 1 ul DMSO, 1 ul Sequenzierprimer und 4 pl
Template hergestellt. Durch Auf- und Abpipettieren wird der Ansatz gemischt. 2 pl
der jeweiligen dNTP-Reagenz (A-, C-, G-, T-Reagenz) werden in die entsprechend
beschrifteten Spalten Uberfuhrt. Die dNTP-Reagenzen enthalten neben allen vier
dNTPs ein ddNTP und die Thermo Sequenase DNA-Polymerase. Im Anschluss
erfolgt die Verteilung von je 5 ul des Voransatzes auf die dNTP-Reagenzen. Zur
Erhdhung der Qualitdt der Reaktion sollte die Zusammenstellung des
Sequenzieransatzes auf Eis erfolgen. Nach dem Mischen wird jeder
Sequenzierungsansatz mit 10 ul Wachs bedeckt. Die Sequenzierung erfolgt nach

folgendem Programm im PCR-Prozessor:

Schritt Temperatur Dauer Wiederholungen
Initiale Denaturierung 94 °C 2 1

Denaturierung 94 °C 307 1

Annealing Tm 307 1

Elongation 72°C 307 1

Wiederholung ab 20
Denaturierung

Elongation 72°C 3 1
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Die zur Sequenzierung von Exon 1 bis 17 verwendeten Primer sind in der
Tabelle 2.6. zusammengestellt. Die Sequenzierprimer enthalten am 5-Ende den
Fluoreszenzfarbstoff IRD 700 oder 800. Der Sequenzierprimer M13 universal dient
der Sequenzierung des 212 bp PCR-Produkts, das durch den PCR-Primer detS44L-r
einen M13-Anhang am 5°-Ende besitzt.

Tab. 2.6.: Bezeichnung und Merkmale der Sequenzierprimer
Exon  Sequenzierprimer Sequenz IRD Tm
5 -3
1 M13 universal tgt aaa acg gcc agt 800 53,7 °C
1 " M13 reverse cag gaa aca gct atg acc 700 " 53°C
2 Spaex2 s-n tac cat ggg ctg ata agc aa 800 57°C
3 Spaex3 n-s ctg tat aaa gac tgt gac tcc 700 56 °C
o Spaoxd 0a g9t 123 gia aga o 800 “soec
5 Spaex5 f-s cct atg aag atc ctg gta ¢ 800 56 °C
6 " Spaex6 s tgt cat gat tct aac aag gg 800 " 58°C
7 ) Spaex7 rsn atc tat tgt tac ctt ata tga att 800 54 °C
8 Spaex8 nn-s tta gat ggc aaa gag tac tta 800 52°C
9 Spaex9 fs neu gag aat ctt ttc tag tac tta 800 52°C
10 " Spaex10 s-neu gct atg tga gtc atc tga g 800 56 °C
""" 11 Spaex11s ctc aga tga ctc aca tag ¢ 800 56 °C
12 ) Spaex12 s-n gct aga gat agt act gga aga 800 56 °C

Spaex13 Fs-neu ttt aca ata act acc aaa 800 " 52°C

14 Spaex14 s tgc aaa gga cat agc cag tg 800 57°C
15 " Spaex15 n-s cat gcc tat aat ccc agc ta 800 57 °C
""" 16 Spaex16 s gta ctg aat aga tac atg tag 800 " 54°C
17 ) Spaex17 n-s tcc atc att tcg tta acc ac 800 54 °C

Nach dem Ende des Programms wird jede Sequenzierungsreaktion mit 5,0 pl
Loading dye (Ladefarbstoff) versetzt und fir 3 min bei 95 °C denaturiert. Die Well-

Platten mit den vier Proben werden danach sofort auf Eis gebracht.

2.10.3. Sequenzanalyse durch den DNA-Sequenzierer Long Reader 4200 von

Licor

Materialien: 1. 7%iger Long Ranger Gel-Ansatz:
Urea 12,60 g
Long Ranger Gellosung® 4,20 ml
(BMA, Rockland, USA)

auf 30,0 ml mit destillierten Wasser aufflllen
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2. 10 x TBE-Puffer: Trisbase 108,0 ¢
Borsaure 55,09
EDTA disodium salt 10,0 g
auf 1,0 | mit destilliertem Wasser auffullen
3. 1 x TBE-Puffer: 10 x TBE-Puffer 100,0 ml
destilliertes Wasser 900,0 ml
4. Ethanol

5. Sequenzierer

Zur Herstellung eines Acrylamidgels werden 20 ml eines 7%igen Long Ranger
Gel-Ansatzes mit 140 ul Ammoniumpersulfat (10%ig) und 14 ul TEMED gemischt.
Der Gelansatz wird zwischen zwei mit Ethanol gereinigte Glasplatten gegossen.
Diese haben einen Abstand von 0,25 mm, der durch eine spezielle Vorrichtung
entsteht. Zusatzlich wird ein Vorkamm eingebracht, der nach 60 min durch den
Kamm ersetzt wird, der die Probentaschen bildet. Das Gel wird mit den Glasplatten
und der Vorrichtung in den Sequenzierer eingehangt. Beide Enden werden von 1 x
TBE-Puffer (Laufpuffer) umspdlt. Die Einstellung der Spannung und des Lasers
erfolgt nach den Empfehlungen des Herstellers. AnschlieRend werden jeweils 1,3 pl
der vier auf Eis liegenden Sequenzieransatze in vier der vorgeformten Taschen des
Acrylamidgels eingebracht. Durch die angelegte Spannung wandern die
fluoreszenzmarkierten Fragmente der Grofde nach durch das Gel und werden durch
das Gerat detektiert. Mit Hilfe eines angeschlossenen Rechners erscheint auf dem
Monitor ein fortlaufendes Bild von Banden, welche den einzelnen Fragmenten und in

ihrer Gesamtheit der DNA-Sequenz entsprechen.

2.11. In silico Analysen

Wir flhrten in silico Analysen mit dem Computer-Programm ,PEST-FIND® von
Rechsteiner und Rogers durch, um eine sogenannte PEST-Sequenz zu identifizieren
(siehe auch http://www.at.embnet.org/embnet/tools/bio/PESTfind/). Diese Sequenzen
werden haufig in kurzlebigen Proteinen vorgefunden, die dem Ubiquitin-abhangigen
Abbau durch das 26S Proteasom unterliegen. Das Computer-Programm gibt Werte

zwischen —50 und +50 an. Per Definition gibt ein Wert tGber null eine mégliche PEST-
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Sequenz an, und Werte Uber fuinf sind von groRerem Interesse (Rechsteiner et al.
1996).
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3. Ergebnisse
3.1. Entwicklung eines RFLP-Assays zur Detektion der c¢.131C>T
Variante

Zur Untersuchung des Exon 1 des SPG4-Gens auf den Nukleotidaustausch
c.131C>T, der zum Aminosaureaustausch p.44S>L fuhrt, sollten genomische DNA-
Proben mittels PCR amplifiziert und anschliefiend mit dem Restriktionsenzym Hinfl
verdaut werden. Das PCR-Produkt wird dabei in drei Fragmente beim Wildtyp und in

zwei Fragmente bei Vorliegen des Nukleotidaustauschs ¢.131C>T geschnitten.

Zur Reaktionsanalyse des PCR-Produktes mussten die Reaktions-
bedingungen beziglich ausreichender PCR-Produktmengen (GC-reicher DNA-

Abschnitt) und entsprechender Spezifitat des Produktes optimiert werden.

Die Abbildung 3.1. zeigt PCR-Produkte, die durch die SupraTherm
Polymerase und 18 verschiedene Primerkombinationen amplifiziert wurden. Als
Proben wurden jeweils zwei genomische DNA-Proben und zwei Plasmide verwendet.
Die Plasmide enthalten die gesamte cDNA des SPG4-Gens und dienten als
Positivkontrollen. Die Hinfl-Schnittstelle ist in allen PCR-Produkten enthalten. Die
Primerpaare mit den Nummern 2, 3, 10 und 16 wurden wiederholt zur Amplifikation
eingesetzt, weil sie, neben unspezifischen Produkten, auch die erwarteten PCR-
Produktgrofden im Agarosegel zeigten. In der Tabelle 3.1. sind alle getesteten
Primerpaare zusammengestellt und mit den entsprechenden Nummern aus der
Abbildung 3.1. versehen. Wahrend der Optimierung wurde die Temperatur des
Hybridisierungsschrittes in einem Bereich zwischen 56 °C und 62 °C variiert. Durch
diese Veranderungen konnten jedoch in den Wiederholungen entweder keine oder

nur unspezifische PCR-Nebenprodukte amplifiziert werden.
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Abb. 3.1. Primertest: Agarosegelelektrophorese zum Nachweis von PCR-Produkten. Die Nummern (kursiv) Uber
vier Proben entsprechen den jeweils getesteten Primerpaaren aus Tabelle 4.1.. Jedes Primerpaar
wurde mit zwei genomischen DNA-Proben (Bsp. Primerpaar 2: | und Il: PCR-Produkte von
genomischer DNA) und zwei Plasmiden (Il und IV: PCR-Produkte der Plasmide: Spastin Wildtyp und
Spastin Mut. p.388K>R) getestet. Reaktionsbedingungen: sieche Methoden.

Tabelle 3.1.: Bezeichnung und Sequenz der in Abb. 4.1. verwendeten PCR-Primer.

Nr.in  Forward-Primer Primersequenz Reverse-Primer Primersequenz

Abb.

4.1.

1 Spain ctg ccg ccg teg ctt ggt tc detS44L _r tca cga cgt tgt aaa acg acg
...(siehe 3.7.3.)

2 Spain ctg ccg ccg teg ctt ggt tc Spaex1 PCR2_r  agatga ggctcc gacctac

3 Spailn ctg ccg ccg teg ctt ggt tc Spaex1 PCR1_r  caa agt cga cag cta cag tc

4 Spa-Anf agt gag agc tgt gaa tga att detS44L _r tca cga cgt tgt aaa acg acg ...

5 Spa-Anf agt gag agc tgt gaa tga att Spaex1 PCR2_r  aga tga ggc tcc gac cta ¢

6 Spa-Anf agt gag agc tgt gaa tga att Spaex1 PCR1_r  caa agt cga cag cta cag tc

7 SPG4 1-F ccg teg gte tge ggg ag detS44L _r tca cga cgt tgt aaa acg acg ...

8 SPG4 1-F ccg tcg gtc tgc ggg ag Spaex1 PCR2_r  aga tga ggc tcc gac ctac

9 SPG4 1-F ccg teg gte tge ggg ag Spaex1 PCR1_r  caa agt cga cag cta cag tc

10 Spa-PEST_AS16Bgl_f aga tct atg gcc agc aac ccg gtg cct detS44L_r tca cga cgt tgt aaa acg acg ...

11 Spa-PEST_AS16Bgl_f aga tct atg gcc agc aac ccg gtg cct  Spaex1 PCR2_r  aga tga ggc tcc gac cta ¢

12 Spa-PEST_AS16Bgl_f aga tct atg gcc agc aac ccg gtg cct  Spaex1 PCR1_r  caa agt cga cag cta cag tc

13 Spa-PEST_AS1Bgl_f  aga tct atg aat tct ccg ggt gga cgag detS44L_r tca cga cgt tgt aaa acg acg ...

14 Spa-PEST_AS1Bgl_f  aga tct atg aat tct ccg ggt ggacgag Spaex1 PCR2_r  aga tga ggc tcc gac cta ¢

15 Spa-PEST_AS1Bgl_f  aga tct atg aat tct ccg ggt gga cgag Spaex1 PCR1_r  caa agt cga cag cta cag tc

16 detS44L_f ata tgg ccc ctc cgc ccg ag detS44L _r tca cga cgt tgt aaa acg acg ...

17 detS44L_f ata tgg ccc ctc cgc ccg ag Spaex1 PCR2_r  aga tga ggc tcc gac cta ¢

18 detS44L_f ata tgg ccc ctc cgc ccg ag Spaex1 PCR1_r  caa agt cga cag cta cag tc
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In der Abbildung 3.2. ist exemplarisch ein Bild eines Agarosegels mit
unspezifischen PCR-Produkten der SupraTherm Polymerase und den Primern Spa-
Pest AS16Bgl_f und detS44L_r (Primerpaar Nr. 10) dargestellt. Nur aus dem
Plasmid (Abb. 3.2.: Nr. 15), das die cDNA des SPG4-Gens enthalt, lieR sich das
gewulnschte 212 bp PCR-Produkt amplifizieren. Die unbefriedigenden Ergebnisse
kann man auf den hohen GC-Gehalt des Exon1 des SPG4-Gens zurlckfuhren.
Deshalb wurde die SupraTherm Polymerase durch die TaKaRa La Taq Polymerase
ersetzt, da diese besser zur Amplifikation von GC-reichen DNA-Abschnitten geeignet
ist. Die Qualitat der PCR-Produkte mit der Primerkombination Spa-Pest AS16Bgl_f
und detS44L r konnte so deutlich verbessert werden. Zudem gelang es, PCR-
Produkte gleicher Qualitat und Quantitat aus jeder genomischen DNA-Probe zu
amplifizieren (Abb. 3.3.).

Aufgrund dieser Tests haben wir uns fur die TaKaRa La Taq als Polymerase,
die Primerkombination Spa-Pest AS16Bgl f und detS44L r sowie fur die
entsprechenden Temperaturen der Polymerasekettenreaktion (siehe Kapitel 2.6.3.)

entschieden.

Abb. 3.2. Polymerasetest unter Verwendung der SupraTherm Polymerase: 1,5 %iges Agarosegel mit PCR-
Produkten der SupraTherm Polymerase und den Primern Spa-Pest_AS16Bgl_f und DetS44L _r.
Nr. 1 und 2 : unspezifische PCR-Produkte aus genomischer DNA, aus der in einem vorhergehenden
Test unter gleichen Bedingungen ein 212 bp grofes PCR-Produkt amplifiziert werden konnte. Nr. 3 bis
14: PCR-Produkte aus genomischer DNA. Nr. 15: Positivkontrolle (PCR-Produkt des Plasmids Spastin
Wildtyp) Nr. 16: Negativkontrolle (H,O). M: 100 bp DNA-Marker. Reaktionsbedingungen: siehe
Methoden.
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Abb. 3.3.: Polymerasetest unter Verwendung der TaKaRa La
Taq Polymerase: 1,5%iges Agarosegel mit PCR-Produkten der
TaKaRa La Taq Polymerase und den Primern Spa-
Pest_AS16Bgl_f und detS44L_r; Nr. 1 bis 4: genomische DNA-
Proben; Nr. 5: Positivkontrolle (PCR-Produkt des Plasmids
Spastin Wildtyp); Nr. 6: Negativkontrolle (H,O); M: 100 bp DNA-
Marker; Reaktionsbedingungen: sieche Methoden.

Der hohen Probenzahl geschuldet, sollte ferner die minimal ausreichende
Konzentration an TaKaRa La Taq Polymerase ermittelt werden. Dabei zeigte sich,
dass die Polymerasemenge auf eine Konzentration von 0,25 Units/ul pro PCR-

Ansatz fur ein DNA-Template reduziert werden konnte (siehe Abb. 3.4.).

a.) b.) c.)

'
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Abb. 3.4.: Verdunnungsreihe zur Ermittlung der minimal ausreichenden Konzentration an TaKaRa La Taq
Polymerase: 1,5%iges Agarosegel mit PCR-Produkten, die durch die TaKaRa La Taq Polymerase
amplifiziert wurden. Primer: Spa-Pest_AS16Bgl_f und detS44L_r. Die Amplifikation erfolgte mit drei
unterschiedlichen Konzentrationen der Polymerase im PCR-Ansatz. a.) 0,8 Units/ul; b.) 0,5 Units/ul; c.)
0,25 Units/ul pro PCR-Ansatz fir ein DNA-Template. Nr. 1 bis 5: PCR-Produkte aus genomischen
DNA-Proben; Nr. 6: Positivkontrolle (PCR-Produkt des Plasmids Spastin Wildtyp); Nr. 7:
Negativkontrolle (H,O); M: 100 bp DNA-Marker. Reaktionsbedingungen: siehe Methoden.

In der Abbildung 3.5. ist die DNA-Sequenz des 212 bp Produkts dargestellt.
Der reverse-Primer besitzt einen M13-Anhang, der dem Sequenzierprimer M13
universal als Template dient und die direkte Sequenzierung des PCR-Produkts

erlaubt. Zusatzlich ist eine Hinfl-Schnittstelle als interne Positivkontrolle enthalten.

57 GCC AGC AAC CCG GTG CCT CCC AGG CCT CCG CCC CCT TGC CTG GCC CCC GCC
CCT CCC GCC GCC GGG CCG GCC CCT CCG CCC [GAG TCG CCG CAT AAG CGG AAC
CTG TAC TAT TTC TCC TAC CCG CTG TTT GTA GGC TTC GCG CTG CTG CGT TTG
GTC GCC TTC GAGTCTTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGA 3~

Abb. 3.5. DNA-Sequenz des 212 bp PCR-Produkts aus dem Exon1 des SPG4-Gens mit Primersequenzen; grau
hinterlegt: forward-Primer Spa-PEST_AS16Bgl_f; hellgrau hinterlegt: reverse-Primer detS44L _r;
: 1. Schnittstelle des Restriktionsenzyms Hinfl; kursiv: artifiziell durch den Primer detS44L _r

eingebrachte zweite Schnittstelle fir Hinfl. Unterstrichener Anteil des reverse-Primers entspricht dem

im Text erwahntem Anhang.
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Das Restriktionsenzym Hinfl schneidet das 212 bp gro3e PCR-Produkt beim
homozygoten Vorliegen der Wildtyp-Sequenz an zwei Stellen — einmal in der
genomischen DNA und einmal im Anhang des reverse-Primers. Hinfl-Schnittstellen
sind durch die spezifische Basensequenz GANTC gekennzeichnet; es wird die
Phosphodiesterbindung zwischen den Guanin- und Adeninbasen geschnitten. Liegt
ein Basenaustausch vor, der zur Abanderung der Erkennungssequenz GANTC fuhrt
(z.B. ¢.131C>T: GANTT) — kann das Enzym nicht mehr spalten (siehe Abb. 3.6.). Im

Zuge dessen erhalt man ein verandertes Restriktionsmuster (siehe 3.7.).

WT DNA-Sequenz GCC CCT CCG CCC [GAG TCG CCG CAT AAG CGG AAC

Cc.131C>T DNA-Sequenz GCC CCT CCG CCC GAG TT|G CCG CAT AAG CGG AAC

Aminoséuresequenz AP P P E S>LP H K R N

Aminosaureposition 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

Abb. 3.6. Ausschnitt aus der DNA-Sequenz des Exon 1 des SPG4-Gens und der Aminosauresequenz des
Spastins: Dargestellt ist der Basenaustausch ¢.131C>T, der zu dem Verlust der Hinfl-Schnittstelle im
PCR-Produkt und zum Aminosaureaustausch p.44S>L fihrt.

Wildtyp-Allel 5| 1L : |3
[ i ,

c.131T-Allel 5| 2. | |3

Abb. 3.7. Schematische Darstellung beider Allele des 212 bp PCR-Produktes aus genomischer DNA bei

heterozygotem Vorliegen der Variante c.131C>T (c.131T-Allel). Die erste und zweite Schnittstelle des
Restriktionsenzyms Hinfl sind im Wildtyp-Allel dargestellt. Es entstehen drei Fragmente durch die
Restriktion. Das ¢.131T-Allel besitzt ein groRes ungeschnittenes Fragment, das durch den Wegfall der

ersten Hinfl-Schnittstelle entsteht.

Nach dem Restriktionsverdau (Durchfihrung siehe 2.9.) sollten die
entstandenen Fragmente durch eine Agarosegelelektrophorese aufgetrennt werden.
Liegt der Wildtyp (WT) homozygot vor, sind ein 40 bp, ein 81 bp und 91 bp Fragment
im Gel zu erwarten. Bei dem heterozygoten Vorliegen des c.131T-Allels
(c.131C>T/WT) wurde man ein 40 bp, ein 81 bp, ein 91 bp und zusatzlich ein
ungeschnittenes 172 bp Fragment erwarten (Abb. 3.7.). Das Auftragen eines
ungeschnittenen PCR-Produktes diente der Funktionskontrolle des Enzyms Hinfl
(Abb. 3.7.). Als Positivkontrolle wurde immer das PCR-Produkt des Plasmids Spastin
Mut.44 mitverdaut. Es enthalt die cDNA des SPG4-Gens mit dem Basenaustausch



53

c.131C>T und sein Restriktionsmuster wirde dem homozygoten Vorliegen des
c.131T-Allels entsprechen; es ist durch das Vorhandensein des 172 bp Fragmentes
gekennzeichnet. Das Auftreten des grof3en 172 bp Fragmentes wurde als Marker fur
den Nukleotidaustausch ¢.131C>T genutzt (siehe Abb. 3.8.).

bp

712
481
404
363
242
190
147
118+110
67
57
34
26

Abb. 3.8.: RFLP: 2,5% Agarosegel mit Restriktionsfragmenten von 18 Proben. Pfeile: 172 bp Fragment der
¢c.131C>T Variante (WT/c.131C>T). Pfeilspitze: 91bp und 81 bp Fragmente (WT/WT). 1:
Positivkontrolle fiir ausschlieRBliches Vorliegen des Basenaustausch c¢.131C>T (Fragmente des
Plasmids Spastin Mut.44); 2: Funktionskontrolle (ungeschnittenes 212 bp PCR-Produkt); M: Hpa II-
pBS-DNA Marker.

3.2. DNA-Sequenzanalyse bei aberranten RFLP-Befunden

In der vorliegenden Arbeit wurden alle DNA-Proben der HSP- und
Kontrollgruppe mit aberrantem RFLP-Muster zur Verifizierung sequenziert. Sieben
von acht detektierten 172 bp DNA-Fragmenten der HSP-Gruppe und sieben von
sieben identifizierten 172 bp Fragmenten der Kontrollgruppe konnten auf das
Vorliegen des c.131T-Allels zurlckgefuhrt werden (Abb. 3.9. a)).

HSP Einzelperson: Bei einer der sechs Einzelpersonen mit positiver
Familiengeschichte fur eine autosomal dominante HSP wurde durch die
Sequenzierung die nonsense Mutation ¢.127G>T (p.E43X) identifiziert, die wie die
¢.131C>T Variante zum Verlust der Hinfl-Schnittstelle fuhrt (Abb. 3.9. b)). Auch hier
entsteht durch den Verdau neben den Wildtyp Fragmenten (81bp, 91bp, 40 bp) ein
172 bp Fragment.



54

a) . . ; ; Abb.3.9.:
5 5 I I 5 5
C C C C a) DNA-Sequenz des
g g g g Nukleotidaustauschs
‘G G i'c I g ||| c131C>I bei
A VA A1 1A || heterozygoten Vorliegen
GG GG )
PT LT T IT (1) und des Wildtyps (II)
I .G 1 C 1 1 C || imExon1esSPGA4.
G e .
R S 2 || Gestichel geranmt:
C C C C Sequenz der Hinfl-
G G G G )
C C c c Schnittstelle GAGTC.
3 3 3 3 b) DNA-Sequenz der
nonsense Mutation
€.127G>T (1) und des
b) 5 5 5’ 5’ Wildtyps (I1) im Exon 1
C C Cc C || Ao oPrA Faci ity
¢ ¢ ¢ ¢ féffﬁc‘m' Gestrichelt
C__ C_ C_ _C_|| gerahmt: Sequenz der
E % ' ' 2 ' ' ﬁ ' ' 2 : ersten Hinfl-Schnittstelle
GG GG GANTC.
T TT
1 C i G G C
G G G G
C C C C
C C Cc C
G G G G
C C C C
3 3 3 3
3.2.1. Weitere DNA-Sequenzanalysen

Zusatzlichen wurden alle verfugbaren DNA-Proben der Familien Il und Ill der

HSP-Gruppe sequenziert.

Familie 1l: Bei der Indexpatientin (113) dieser Familie wurde die bereits im
Vorfeld ermittelte splice-site Mutation IVS9+1 G>C (nicht publizierte Daten der
Arbeitsgruppe) mittels Sequenzierung bestatigt (Abb. 3.10.; Stammbaum siehe Abb.
3.16.). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden auRerdem die DNA-Proben der
restlichen Familienmitglieder sequenziert; die Verteilung dieser Mutation innerhalb
der Familie Il konnte somit aufgeklart werden (Abb. 3.16.). Die Mutation IVS9+1 G>C
wurde zudem in der Person |lI1 identifiziert, die zusatzlich den Nukleotidaustausch
c.131C>T tragt. Das c.131T-Allel konnte ebenfalls durch eine Sequenzanalyse

verifiziert werden.
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a) b) - Abb. 3.10.:DNA-Sequenz des Exon
9-Intron-Ubergangs:
a) Wildtyp/Wildtyp (Person 114 der

—
- - Familie 11); b) Wildtyp/IVS9+1G>C

-
a - .
____________________________ (Personen 113 und I111); gestrichelt;
! :: | Hﬁ-— '-. - | i I d
—
A

T

QTO>P0O®
OHO>PO®
OEHO>PO®
0O—10>0x

""-u.
C G T

o|

>
(@)
@

A

[6)]
[6)]
[6)]
[6)]

Familie Ill: Die PCR-Produkte von einigen Familienmitgliedern sind durch eine
aberrante Grole in der Agarosegelelektrophorese aufgefallen. Nach der Klonierung
dieser PCR-Produkte und einer anschlieBenden Sequenzierung konnte eine 19 bp
Duplikation identifiziert. Es handelt sich um eine Duplikation der 67. bis 85. Base des
Exon1 des SPG4-Gens (Abb. 3.11. und 3.12.). Die ¢.67_85dup19 (g.192_210dup19)
Mutation fuhrt zu einer Verschiebung des Leserahmens und zu einem vorzeitigen
Stop-Codon. In der Sequenzanalyse aller SPG4-Exons des Betroffenen 1112 konnte

keine weitere Mutation identifiziert werden.

oo
oo
~No
oo
© o
N~
W~
NN
(LN
o~
N~
o~
©~
om
o
N
w ™
IS
oo
o ™
~N ™
© ™
© ™
oo©
= ©
N ©
w ©

O

CCC AGG CCT CCG CCC CCT TGC CAGGCC TCCGCC CCCTIGCAr GGC CcCC C

Abb. 3.11.: Sequenzausschnitt der 64. bis 93. Base (5°-3") des Exon 1 des SPG4-Gens mit Duplikation der 67. bis

85. Base der cDNA (umrahmt) mit verandertem Leserahmen (frame-shift).
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3.3. Epidemiologie des Nukeotidaustauschs ¢.131C>T

In dieser Arbeit sollten eine HSP-Gruppe und eine Kontrollgruppe auf das
Vorliegen der c.131C>T Variante im SPG4-Gen untersucht werden. Die HSP-Gruppe
beinhaltet 27 Familien und 6 Einzelpersonen, die von einer autosomal dominanten
HSP betroffen sind. Insgesamt wurden durch die Untersuchung aller 277 Personen

dieser Gruppe Daten zu 216 unabhangigen Chromosomen erhoben.

Der Kontrollgruppe wurden acht autosomal rezessiv assoziierte HSP- und eine
weitere Familie zugeordnet. Von diesem Personenkreis wurden 36 unabhangige
Chromosomen untersucht. Aulderdem beinhaltet die Kontrollgruppe 838 unabhangige
Chromosomen von Einzelpersonen. Zusatzlich wurden 9 Familien untersucht, die an
einer Familidren Horstorung leiden. Dabei handelt es sich um 50 Personen, von

denen aufgrund des Fehlens der Stammbaume die unabhangigen Chromosomen
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nicht ermittelt werden konnten. Insgesamt wurden dementsprechend 18
Kontrollfamilien, 838 Kontrollchromosomen (874 Kontrollchromosomen inklusive der

36 Chromosomen der autosomal rezessiven Familien) untersucht.

Unter Verwendung des hier etablieten RFLP-Assays, gefolgt von einer
verifizierenden Sequenzierung, konnten drei c.131T-Allele in den 27 untersuchten
AD HSP Familien (3/27 — 11,11%) identifiziert werden (Abb. 3.13.). Da dieses
Ergebnis keine Aussage Uber die GroRe und das Auftreten des c.131T-Allels in der
AD HSP-Kohorte insgesamt macht, wurden die unabhangigen Allele der AD HSP-
Gruppe anhand der Stammbaume ausgezahlt, um eine allgemeingultigere Aussage
Uber diese Stichprobe machen zukonnen. Es wurde somit eine Haufigkeit von 1,39%
fur das c.131T-Allel ermittelt (c.131C>T 3/216 — 1,39%; Abb. 3.14.) (Ergebnisse
siehe 3.2.).

In der Kontrollgruppe konnten sieben c¢.131T-Allele identifiziert werden
(c.131C>T 7/874 — 0,8%; Abb. 3.14.). Ein 44L-Allel der Kontrollgruppe stammt aus
einer Kontrollfamilie (1/18 — 5,6%; Abb. 3.13.); der Rest von Einzelpersonen. Von
den insgesamt 419 Kontrollprobanden (ohne die 60 Horstérungs-, die 29 autosomal
rezessiven HSP-Probanden und ohne weitere funf Personen einer Familie) tragen
dementsprechend 6 das c¢.131T-Allel, was einer Pravalenz von 1,43% Prozent

entspricht.

30 27
25

20 A

15 @ Familien ohne ¢.131T-Trager
O Familien mit c.131T-Tragern

untersuchte Familien

10 A

1

AD HSP Familien Kontrollfamilien

Abb. 3.13.: Absolute c.131T-Allelhaufiakeiten in den AD HSP- und Kontrollfamilien.
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Untersuchte AD HSP Kontroll-
Chromosomen  assoziierte chromosomen
insgesamt Chromosomen  (n=874)
(n=1090) (n=216)

Abb. 3.14.: c.131T-Allelhaufigkeit prozentualer Anteil an den jeweiligen Gruppen; der

Nukleotidaustausch ¢.131C>T tritt mit einer Haufigkeit von etwa 1:100 Chromosomen

insgesamt auf.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte computergestlitzt mit dem
Softwareprogramm SPSS (Statistical Package for the Social Sciences; SPSS GmbH
Software, Munchen, BRD) fur Windows in Zusammenarbeit mit dem Institut fur
medizinische Statistik, Informatik und Dokumentation der FSU Jena. Zur Bestimmung
der Signifikanz des Unterschiedes zwischen der HSP- und Kontrollgruppe wurde der
exakte Test nach Fisher verwendet, da es sich um zwei voneinander unabhangige
Gruppen handelt, und das zu messende Merkmal nur zwei Auspragungen zeigt
(c.C131-Allel oder c.131T-Allel). Danach ergibt sich ein p-Wert von 0,425,

demzufolge ist der Unterschied zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant.

3.4. Fallvorstellungen der HSP-Gruppe

Wie im vorherigen Abschnitt bereits erwahnt, entstammen die hier
identifizierten c.131T-Allele aus drei der 27 Familien der HSP-Gruppe. In diesem

Abschnitt werden diese Familien vorgestellt.

Familie | (111; Abb. 3.16.): Die Familienmitglieder 113 und 116 dieser Familie
sind an einer HSP erkrankt. Der Rest der Familie ist subjektiv asymptomatisch. In

neurologischen Untersuchungen zeigt einzig die Mutter 12 nicht eindeutig
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pathologische Befunde. Das c¢.131T-Allel konnte in der Familie | viermal identifiziert
werden. Alle Allel-Trager (11, 112, 111, 1ll2) sind nicht betroffen. Das c¢.131T-Allel
segregiert nicht mit der hier auftretenden HSP.

| D\
c.131C>T
N | @ ﬁ é ° h ’
c.131C>T
”I 1 2 3
c.131C>T c.131C>T
Abb. 3.15.: Familie | (111)

Familie 1l (180; Abb. 3.17.): Im Rahmen dieser Arbeit wurden die DNA-Proben
von sechs Familienmitgliedern untersucht, von denen funf dieser Personen an einer
HSP erkrankt sind (11, 111, 112, 113, 1lI1). Mittels des hier etablierten RFLP-Assays
wurde in den Personen 114 und 1111 der Nukleotidaustausch ¢.131C>T identifiziert.
Durch Sequenzanalyse wurde in den DNA-Proben der funf Betroffenen eine schon
vorher ermittelte (nicht publiziert) splice-site Mutation (IVS9+1 G>C; ¢.1370+1G>C)
bestatigt. Auch in dieser Familie segregiert das ¢.131T-Allel nicht mit der Erkrankung,
allerdings findet man eine Besonderheit vor, denn die betroffene Person Ill1 tragt die
splice-site Mutation und den Nukleotidaustausch in trans; sie zeigt seit dem

Kindesalter eine HSP-Symptomatik.
- Wl ®
IVS9+1G>C

' @

IVS9+1G>C IVS9+1G>C IVS9+1G>C c.131C>T

4

c.131C>T
IVS9+1G>C

Abb. 3.16.: Stammbaum der Familie 1l (180). * : in dieser Arbeit nicht untersucht; Pfeil: Indexpatientin.
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Familie 11l (4000; Abb. 3.17.): Diese Familie umfasst 14 Personen, davon sind
sechs an einer HSP erkrankt. In dieser Arbeit wurden die DNA-Proben von acht
Personen auf das c.131T-Allel untersucht. Bei drei Personen sind die vorhandenen
Symptome mit der Diagnose einer HSP vereinbar (ll14, 1116, IV2). Die Person V2 ist
seit der Kindheit betroffen; IV1 ist bisher gesund. Durch den RFLP-Assay wurde ein
nichtbetroffenes Familienmitglied identifiziert, dass flr den Nukleotidausaustausch
c.131C>T heterozygot ist (I113). Des Weiteren fielen die betroffenen Personen 1114,
116, 1IV2 sowie die nicht betroffene Person IV1 durch ein anderes PCR-Produkt auf
(siehe dazu auch Abb. 3.18.). Ursache ist eine Duplikation (c.67_85dup19), die

mittels Sequenzanalyse identifiziert werden konnte (siehe auch Abb. 3.12.).

. onal 3
" e [ RO,
m |1 2 | *

c.131C>T ¢.67_89dup19

.
: 5

€.67_89dup19 €.67_89dup19

Abb. 3.17.: Stammbaum der Familie 11l (4000): * : genomische DNA dieser Personen untersucht.

€.67_89dup19

147
~M18+110
67

\Y

57
24

Abb. 3.18.: RFLP: 2,5%iges Agarosegel mit den Restriktionsfragmenten der Familie Ill. Pfeilspitze: 172 bp
Fragment der c.131C>T Variante von Il11. Pfeile: 110 bp Fragment der Personen I114, IV1 und IV2. M: Hpa 1l-pBS-DNA
Marker.
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HSP Einzelperson (nonsense Mutation, c¢.127G>T, p.43E>X): Der Patient
leidet an einer Gangstérung mit einer Tonuserhéhung und Muskelschwache der
oberen und unteren Extremitat. Pyramidenzeichen fielen beidseits positiv aus. Die
Mutter und der GroRvater mdutterlicherseits zeigten ebenfalls die obengenannten
Symptome. Das Erkrankungsalter liegt bei diesen drei Familienmitgliedern um das
50. Lebensjahr. Die genannten Symptome sind vereinbar mit der Diagnose einer
SPG4-assozierten HSP. Durch den Hinfl-RFLP-Assay wurde bei dieser Person
ebenfalls ein 172 bp Fragment identifiziert, dass sich in der Sequenzierung nicht als
Nukleotidaustausch ¢.131C>T bestatigte. Es konnte die nonsense Mutation
¢.127G>T identifiziert werden.

Insgesamt sind alle c.131T-Allel-Trager dieser Arbeit, bis auf einen, nicht an
einer HSP erkrankt. Bei der Ausnahme liegt identifizierte ¢.131T-Allel zusatzlich zu

einer krankheitsverursachender Mutation in trans vor (siehe Abb. 3.10.).

Durch den hier etablierten RFLP-Assay konnten neben dem
Nukleotidaustausch ¢.131C>T zwei weitere Mutationen im Exon 1 des SPG4

detektiert werden.

3.5. In silico Analysen zur Aufklarung des Pathomechanismus des
Nukleotidaustauschs ¢.131C>T

Zur Aufklarung eines moglichen Pathomechanismus des Nukleotidaustausch
c.131C>T wurden im Rahmen dieser Arbeit in silico Analyen mit dem
Computerprogramm PEST-FIND durchgeflhrt. Dieses Programm sucht in
Aminosauresequenzen nach einer Haufung der Aminosauren Prolin (P), Glutamat
(E), Serin (S) und Threonine (T), die von Lysin (K), Arginin (R) und Histidin (H)
flankiert werden. Peptidsequenzen dieser Art haben haufi eine Regulierungsfunktion

fir die Proteinstabilitat.

FUr das Spastin liel3 sich mittels dieses Programms zwischen der Aminosaure
23 und 46 eine PEST-Sequenz mit einem Wert von 9 identifizieren (AS 23-46:
RPPPPCLAPAPPAAGPAPPPESPH), was nach Rechsteiner und Kollegen ein
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starker Hinweis fur das Vorliegen einer PEST-Sequenz ist. Durch den
Nukleotidaustausch ¢.131C>T wird der Wert auf Null reduziert; die PEST-Sequenz

wulrde demnach wegfallen.



63

4. Diskussion

Die Hereditare Spastische Paraplegie ist eine degenerative Erkrankung des
Nervensytems, die durch eine starke Heterogenitat der Klinik und Genetik
gekennzeichnet ist. Diese Dissertation gliedert sich in Arbeiten ein, die sich mit der
Aufklarung der heterogenen molekulargenetischen Grundlagen der HSP
beschaftigen. Die SPG4-assoziierte autosomal dominante HSP ist die haufigste der
HSP-Formen. Im SPG4-Gen wurden bereits Uber 170 Mutationen identifiziert. Dabei
handelt es sich um missense Mutationen, die fast ausschliellich die kodierende
Region der funktionellen AAA-Domane am C’-Terminus des Proteins Spastin
betreffen und um verkirzende (engl. truncating mutations) Mutationen (splice-site,
nonsense, frame-shift Mutationen), die im gesamten Gen lokalisiert sind. Eine der
wenigen Basensubstitutionen, die einen Aminosaureaustausch am N'-Terminus des
Spastins zur Folge hat, ist die Variante c.131C>T (p.44S>L). Es bestehen nur
lickenhafte Erkenntnisse Uber Wirkung und Haufigkeit des ¢.131T-Allels. Im Zuge
dessen war es das Ziel der Arbeit, nach der Etablierung eines Verfahrens zur
Detektion des Nukekleotidaustauschs ¢.131C>T, Daten zur Haufigkeit und eventuell
bestatigende Hinweise flr die beschriebene modifizierende Wirkung des c¢.131T-

Allels zu ermitteln.

4.1. VerlaBlichkeit des RFLP-Assays

Durch den hier etablierten Hinfl-RFLP-Assay wurden insgesamt acht
aberrante Restriktionsmuster in der AD HSP-Gruppe und sieben in der
Kontrollgruppe identifiziert. In 14 der 15 Falle konnte die Existenz des c.131T-Allels
mittels  DNA-Sequenzanalyse  bestatigt werden. Nur ein  abberantes
Restriktionsmuster wurde nicht als Nukleotidaustausch ¢.131C>T sondern als
nonsense Mutation ¢.127G>T (p.43E>X) identifiziert. Definitive Angaben zur
Spezifitat und Sensibilitdt sind mdoglich, da die Wildtyp-Allele nicht sequenziert
wurden; eine unabhangige Untersuchungsmethode wurde nicht durchgefuhrt. Die
Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei einem positiven RFLP-Befund tatsachlich um
das c.131T-Allel handelt, liegt bei >93% (positiver Vorhersagewert; 14/15). Eine

Aussage Uber den negativen Vorhersagewert lasst aufgrund der nicht durchgefihrten



64

Sequenzanalyse der Wildtyp-Allele (1079) nicht machen. Allerdings ist in jedem
PCR-Produkt eine interne Positivkontrolle fir das Restriktionsenzym enthalten,
demzufolge wuirde jede genetische Veranderung registriert, die die Schnittstelle des

Enzyms zerstort.

Kurzlich wurde eine Studie veroffentlicht, in der ein offensichtlich sporadischer
HSP-Fall mit einer weiteren missense Mutation (c.127G>C, p.43E>Q) beschrieben
wurde. Die betreffende Person leidet seit dem 41. Lebensjahr an einer milden PHSP.
Die ¢.127G>C Mutation konnte im Rahmen der Veroéffentlichung in 600
Kontrollchromosomen ausgeschlossen werden (Depienne et al. 2005). Die Hinfl-
Schnittstelle wirde durch diese missense Mutation zerstort werden und sollte, wie
die ¢.131C>T Varianten, in einem aberranten Restriktionsmuster resultieren. In der
vorliegenden Arbeit lieR sich aber kein aberrantes Restriktionsmuster auf die
¢.127G>C missense Mutation zurlckfuhren; diese Mutation konnte somit in der HSP-
und Kontrollgruppe ausgeschlossen werden. Es handelt sich nicht um einen

Polymorphimus.

Im Rahmen einer genetischen Beratung, beispielsweise wenn ein Elternteil an
HSP erkrankt ist, kann der hier etablierte RFLP-Assay als sichere schnelle
Voruntersuchung bezuglich des Vorliegens des c¢.131C>T Nukleotidaustauschs
betrachtet werden. Aufgrund des mdglichen Auftretens der missense Mutation
c.127G>C (p.43E>Q; Depienne et al. 2005) oder einer nonsense Mutation ¢.127G>T
(p.43E>X; diese Arbeit) und dem damit einhergehenden positiven Vorhersagewert
von <100% sollte jedes c.131T-positive RFLP-Ergebnis durch eine DNA-

Sequenzanalyse verifiziert werden.

4.2. c.131T-Allelverteilung

Svenson und Kollegen untersuchten insgesamt 28 HSP-Patienten auf
Mutationen im SPG4-Gen, die entweder eine autosomal dominante Vererbung
zeigten oder eine schon bekannte SPG4-Muationen hatten. Sie ermittelten eine
Haufigkeit fur die ¢.131C>T Variante von ca. 9% in der HSP-Gruppe und von 0,6% in

der Kontrollpopulation (Svenson et al. 2004). In einer weiteren Studie aus dem Jahr
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2005, die die Untersuchung von sporadischen HSP-Patienten auf SPG4-Mutationen
zum Gegenstand hatte, zeigten 1,45% der reinen HSP-assoziierten Chromosomen
und 1,3% der Kontrollchromosomen das c¢.131T-Allel (Depienne et al. 2005). In der
vorliegenden Arbeit konnten durch den neu etablierten Hinfl-RFLP-Assay
Haufigkeiten des ¢.131T-Allels von 1,39% in der AD HSP-Gruppe und von 0,8% in
der Kontrollgruppe ermittelt werden. Die Haufigkeit des Auftretens des c.131T-Allels
in der Kontrollgruppe, bezogen auf die untersuchten Einzelpersonen, sollte der
Haufigkeit des Auftretens des c¢.131T-Allels in der Allgemeinbevdlkerung in
Mitteleuropa entsprechen, da die Kontroligruppe eine =zufallige Auswahl nicht
neurologisch voruntersuchter Individuen darstellt. Es ergibt sich somit eine Pravalenz
von 1,43%. Ein statistisch signifikanter Unterschied bei diesem geringen
Stichprobenumfang von 216 HSP-Chromosomen und 876 Kontrollchromosomen
besteht zwischen den beiden untersuchten Gruppen allerdings nicht (p=0,425).
Dennoch kommt das c.131T-Allel 1,7 mal haufiger in der HSP-Gruppe als in der
Kontrollgruppe vor. Dies bestatigt die Daten von Svenson und Kollegen, dass der
Nukleotidaustausch ¢.131C>T haufiger in HSP-Familien zu finden ist (Svenson et al.
2004). Die c.131T-Haufigkeit in der Kontrollpopulation betragt in allen drei Arbeiten,
diese hier eingeschlossen, in etwa ein Prozent. Das Ergebnis entspricht der
Haufigkeit eines seltenen Polymorphismus; wie schon von Svenson und Kollegen

vorgeschlagen (Lewin 2002, Svenson et al. 2004).

Durch diese Arbeit konnten die dokumentierten Fallzahlen an neurologisch
voruntersuchten c¢.131C>T-Tragern erhéht werden. Damit sind bislang neun Falle
(inklusive der sechs hier vorgestellten) dokumentiert, die fur das c.131T-Allel
heterozygot sind (c.131T/SPG4-Wildtyp) und sechs weitere, die das ¢.131T-Allel und
eine SPG4-Mutation in trans Konfiguration tragen (c.131T/SPG4-Mutation) (Chinnery
et al. 2004, Svenson et al. 2004, Depienne et al. 2005, Studie dieser Arbeit).
Insgesamt wurden in dieser Arbeit mittels des etablierten RFLP-Assays bislang die
meisten c.131T-Alleltrager identifiziert. Dies gelang in anderen grolangelegten HSP-
Studien, die die ldentifizierung von SPG4-Mutationen mittels SSCP, DHPLC oder
Sequenzierung zum Ziel hatten, nicht (Fonknechten et al. 2000, Svenson et al. 2001,
Sauter et al. 2002, Patrono et al. 2005).
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4.3. Wirkung des c¢.131T-Allels auf den Phanotyp

Durch Stammbaum- und DNA-Sequenzanalysen sollen in der vorliegenden
Arbeit weitere Hinweise fur einen modifizierenden Effekt der ¢.131C>T Variante

ermittelt werden.

Von den erwahnten heterozygoten c.131T-Alleltragern mit einer SPGA4-
Mutation in trans Konfiguration, die bis zum gegenwartigen Zeitpunkt identifiziert
wurden, waren alle seit dem Kindesalter an einer schweren Form der HSP erkrankt
(5/5); im Gegensatz zu den anderen betroffenen Familienmitglieder mit dem Genotyp
c.C131/SPG4-Mutation. Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch das etablierte RFLP-
Verfahren eine weitere solche Person identifiziert, die zusatzlich zum c¢.131C>T
Nukleotidaustausch eine Mutation (IVS9+1 G—C) in trans Konfiguration tragt (bereits
im Vorfeld im Rahmen einer anderen Studie der Arbeitsgruppe des Instituts fur
Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der FSU Jena identifiziert). Die Mutation
betrifft die konservierte AAA-Domane des Spastins und wird von uns als
krankheitsverursachend fur diese Familie angesehen; alle anderen untersuchten
betroffenen Familienmitglieder sind nur heterozygot fur die splice-site Mutation, nicht
aber fur den ¢.131C>T Austausch. Sie zeigen eine milde Form der HSP mit Beginn
der Erkrankung im mittleren Lebensalter. Der einzige heterozygote c.131T-Alleltrager
(c.131T/SPG4-Wildtyp) und Vater des schwer betroffenen  Patienten
(c.131T/IVS9+1G—>C) zeigt keinerlei Symptome einer HSP. In dieser Familie
segregiert das c.131T-Allel nicht mit der Erkrankung und wird unabhangig von der
anderen Mutation vererbt. Die Schwere der Krankheit bei der Person mit beiden
genetischen Veranderungen in trans Konfiguration ist gut mit dem vorgeschlagenen
modifizierenden Effekt des c.131T-Allels auf den Phanotyp vereinbar (Svenson et al.
2004). Das c.131T-Allel scheint somit als genetischer Faktor zu wirken, der das
Krankheitsbild einer vorhandenen SPG4-Mutation negativ im Bezug zum Beginn,
zum Schweregrad und zur Progression der HSP beeinflusst. Dabei segregiert es in
keiner der Familien mit der Erkrankung. Die Mitglieder der untersuchten HSP-
Familien mit dem Genotyp c¢.131T/SPG4-Wildtyp scheinen generell keinen HSP-
Phanotyp zu zeigen (Svenson et al. 2004, Depienne et al. 2005, diese Studie).
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Die von Chinnery und Kollegen verodffentlichte Fallbeschreibung im Rahmen
einer Untersuchung einer infantilen HSP steht den bisher gemachten Annahmen
gegenuber. Ein schwer betroffenes Kind ist heterozygot fur das c.131T-Allel und fur
eine Mutation im Exon 7 des SPGA4. Es tragt zwei SPG4-Veranderungen in trans und
zeigt seit dem zehnten Lebensmonat eine verzégerte motorische Entwicklung. Seine
Mutter mit der Mutation im Exon 7 des SPG4 war zum Zeitpunkt der Datenerhebung
asymptomatisch. Sein Vater, der fur c.131T-Allel heterozygot ist, diagnostizierten
Chinnery und Kollegen als gesichert betroffen (Chinnery et al. 2004). Die Diagnose
einer vorhandenen HSP des Vaters st diskussionswirdig, da er bei
unerschopflichem Ful3klonus und positivem Babinski Reflex keine Gangstérung zeigt.
Zudem leidet er an einer Blasenentleerungsstorung bei fehlender HSP-
Familienanamnese. Neurologische Untersuchungen, die den Verdacht einer HSP
erharten wirden, wie z.B. eine Untersuchung der Nervenleitgeschwindigkeiten, der
MEPs und der SSEPs, wurden nicht erwahnt. Man kann diese Person
dementsprechend nur als mdglich und nicht als sicher betroffen einstufen (siehe
1.2.2.3). Chinnery und Kollegen beschreiben die Beobachtungen am Kind als einen
kombinierten Effekt zweier dominanter Mutationen (co-dominante Mutationen).
Interpretiert man den Vater als nicht betroffen und somit das c.131T-Allel auch hier
als nicht krankheitsausldosend, so flgt sich diese Fallbeschreibung in das Bild eines

modifizierenden Effektes des c.131T-Allels auf den Phanotyp ein.

4.4. Schwierigkeiten in der Diagnosestellung einer HSP

Der letzte Absatz im vorherigen Kapitel 4.3. macht noch einmal die generelle
Schwierigkeit der Diagnosestellung einer HSP deutlich (Reid 1999). Auch die in der
vorliegenden Arbeit vorgestellte Familie | stellt ein Beispiel flir das Problem dar. Die
Befunde der Mutter 12 der Elterngeneration (F1) wurden als nicht eindeutig
pathologisch angegeben. Andere klinische Daten waren nicht verfugbar. Dadurch ist
nicht sicher festzustellen, ob es sich hier Uberhaupt um eine autosomal dominante
Form der HSP handelt. Eine krankheitsverursachende Mutation konnte durch DNA-
Sequenzierung aller SPG4-Exons nicht nachgewiesen werden. Moglich st

demzufolge in diesem Fall eine Mutation in einem der anderen Genloci. Sicher ist fur
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diese Familie jedoch die unabhangige Segregation der ¢.131C>T Variante von der

Erkrankung; alle heterozygoten c.131T-Alleltrager sind nicht betroffen.

Leider sind die klinischen Untersuchungsbefunde zu den c.131T-positiven
Familien [, Il und den anderen Probanden lickenhaft und lieRen sich im Nachhinein
nicht erganzen; sie wurden als ,betroffen” oder ,nicht betroffen eingeteilt. Das
Erkrankungsalter und die Dauer der HSP konnten bei den meisten Probanden
ebenfalls nicht ermittelt werden. Aussagen und Vergleiche zu anderen Studien im
Bezug zu diesen Daten sind deshalb nicht mdglich. Dies liegt einerseits daran, dass
die DNA-Proben aus anderen Instituten bereits mit Diagnose einer HSP zur
molekulargenetischen Diagnostik eingesandt wurden und andererseits daran, dass
die Proben teilweise noch aus fruheren Studien stammen und ein Kontakt zu
Patienten und eventuell Hausarzten nicht hergestellt werden konnte. Die Diagnosen
wurden jedoch von verschiedenen Facharzten fur Neurologie gestellt, und die
Stammbaume aller Familien lagen vor. Zukunftigen Arbeiten sollte eine
standardisierte Datenerhebung vorausgehen, um weitere Analysen zur Assoziation

von molekulargenetischen Befunden und Klinik zu ermdglichen.

4.5. Zuordnung der nachgewiesenen Verdnderungen zu moéglichen

Pathomechanismen

451. Haploinsuffizienz und dominant negativer Effekt

In den verschiedenen Veroffentlichungen zur HSP werden fur Mutationen im

SPG4-Gen die Haploinsuffizienz und der dominant negative Effekt als
Pathomechanismen diskutiert (Errico et al. 2002, Fink 2004, Schickel et al. 2006).

451.1. Nonsense, splice-site und frame-shift Muationen

Flr nonsensse, splice-site und frame-shift Mutatione wird im Allgemeinen
Haploinsuffizienz als Pathomechanismus angenommen (Wilkie 1994). Dies gilt auch

fur diese Art von Mutationen im SPG4-Gen (Burger et al. 2000, Fonknechten et al.
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2000, Svenson et al. 2001, Charvin et al. 2003). Bei der Haploinsuffizienz reicht die
produzierte Gesamtproteinmenge des Wildtyp-Allels nicht aus und erreicht einen
bestimmten Grenzwert nicht, um die Funktion des Proteins zu gewahrleisten (Wilkie
1994, Svenson et al. 2001). Die Proteinmenge des mutierten Allels wird dabei
entweder durch eine erhohte Instabilitdt des Transkripts, durch eine verringerte
Expression des Transkripts, durch eine verringerte Stabilitdt des Proteins oder durch
eine veranderte Sekundarstruktur und damit funktionellem Ausfall des Porteins
reduziert. Zudem nimmt man an, dass unvollstandig synthetisiertes also verkurztes
(engl. ,truncated®) Protein neben dem Wildtyp-Protein des gesunden Allels vorliegen
kann; die Gesamtmenge an funktionellem Wildtyp-Protein ist dann trotzdem

verringert und somit nicht ausreichend (Burger et al. 2000, Charvin et al. 2003).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene splice-site Mutation IVS9+1 G—C
betrifft die Spleil3-Donorstelle im Intron 9 des SPG4. Am 5°-Ende des Introns wird die
Guaninbase durch die Cytosinbase ersetzt. Die splice-site Mutation IVS9+1 G—C
fuhrt wahrscheinlich, wie die von Svenson und Kollegen beschriebene Mutation
IVS9+1 G—A, zum Verlust des Exon 9. Durch eine Mutation, wie der IVS9+1 G—C
(vorliegende Arbeit), G—>T (Yabe et al. 2002) oder G—A (Svenson et al. 2001), wird
die Donorstelle so verandert, dass das SpleiRosom die Splei3stelle nicht erkennt und
an dieser Stelle nicht spleilt. Stattdessen wird das gesamte Exon 9 auf RNA-Ebene
deletiert (Svenson et al. 2001). Dies betrifft die Aminosauren an Position 392 bis 415
im Spastin und somit einen Teil der AAA-Domane. Die funktionelle Untersuchung
eines ahnlich mutierten Proteins (p.406_415del) durch die hiesige Arbeitsgruppe
zeigte einen Verlust der Fahigkeit Mikrotubuli abzubauen (Schickel et al. 2006). Ein

ahnlicher Effekt ist auch fir die splice-site Mutation zu erwarten.

Es ist aufgrund der gemachten Beobachtungen wahrscheinlich, dass die

splice-site Mutation (skipping exon 9) via Haploinsuffizienz wirkt.

Auch die hier detektierte nonsense Mutation ¢.127G>T (p.43E>X) konnte
Uber das vorzeitige Stop-Codon zu einer verringerten Menge Transkript fuhren. Dies

wurde schon in vorherigen Studien beispielswiese fur die p.112E>X, p.114E>X,
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p.125E>X und p.239L>X Mutationen des Spastins postuliert (Svenson et al. 2001,
Nicholas et al. 2004, Birk et al. 2005, Patrono et al. 2005). Charvin und Kollegen
untersuchten zu diesem Zweck lymphoblastoide Zelllinien von Patienten mit
nonsense (p.193Q>X, p.229Q>X) und frame-shift (c.1634del22) Mutationen. Sie
konnten weder mutiertes Transkript noch mutiertes Spastin nachweisen. Analog dazu
fanden Molon und Kollegen eine Destabilisierung des Transkripts bei Vorliegen der
Mutation c.1442delT (Molon et al. 2003). Ein ahnlicher Effekt ist fur die nonsense
Mutation ¢.127G>T (p.43E>X) dieser Arbeit zu erwarten.

Fir die in der vorliegenden Arbeit identifizierte, aber schon vorher
beschriebene Duplikation im Exon 1 des SPG4-Gens (c.67_85dup), ist als
Pathomechanismus ebenfalls die Haploinsuffizienz denkbar (Proukakis et al. 2003).
Diese Mutation fuhrt durch eine Leserahmenverschiebung zu einem vorzeitigem
Stop-Triplett. In den DNA-Proben von vier Familienmitgliedern konnte die Mutation
durch Auftreten eines zweiten PCR-Produktes detektiert werden. Die Identitat der
Mutation wurde durch Sequenzierung verifiziert. Drei dieser fur Mutationstrager sind
an einer reinen AD HSP erkrankt. Die vierte Person war zum Zeitpunkt der
Probenentnahme und Datenerhebung im Jahr 2001 in einem Alter von 6 Jahren und
gesund; im Gegensatz zum Geschwister, das bereits vor dem 6. Lebensjahr
betroffen war. Uber den gegenwartigen Gesundheitszustand beider Personen ist
nichts bekannt. Mittlerweile kdnnte aber auch die bis dato gesunde Person eine HSP
entwickelt haben. Insgesamt ist damit eine Assoziation einer frame-shift Mutation mit

einer HSP gesichert. Auch diese Veranderung ist mit Haploinsuffizienz vereinbar.

Diese Daten demonstrieren, dass nonsense, splice-site und frame-shift
Mutationen im SPG4-Gen in einer Instabilitat des mutierten Transkripts resultieren
konnen und deshalb zu einer verringerten Menge an funktionellem Wildtyp-Spastin
fuhren (Charvin et al. 2003, Svenson et al. 2001). Fur die Instabilitat ist dabei
vermutlich NMD verantwortlich (engl. ,nonsense mediated decay”). Bei diesem
zellularen Prozess werden mRNAs, denen nach einem ,inframe“ Stop-Codon noch
ein Intron folgt, abgebaut. Ein solches, nicht im letzten Exon gelegenes Stop-Codon

entsteht bei allen vorgestellten Mutationen.
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451.2. Missense Mutationen

Eine Transkriptinstabilitat konnte fur missense Mutationen nicht nachgewiesen
werden (Charvin et al. 2003). Einige missense Mutationen, die die AAA-Domane des
Spastins betreffen, fiihren jedoch in Uberexpressionsexperimenten zu einer
irreversiblen  Bindung des mutierten Spastins an einen Teil des
Mikrotubulinetzwerkes. Dies aulert sich in der Ausbildung diskreter perinuklearer
filamentdser Strukturen (Errico et al. 2002, Schickel et al. 2006). AulRerdem fehlt
mutiertem Spastin in diesen Experimenten die Fahigkeit Mikrotubuli abzubauen
(Errico et al. 2002, McDermott et al. 2003).

Als Ursache fur diese Beobachtungen werden der dominant negative Effekt
und die Haploinsuffizienz als mogliche Pathomechanismen der missense Mutationen
diskutiert (Errico et al. 2002, Depienne et al. 2005, Patrono et al. 2005). Liegt eine
dominant negative Mutation auf einem Allel vor, dann antagonisiert sie die Aktivitat
des Wildtyp-Allels. Der Hauptteil dieser Mutationen liegt in Genen, die fur Proteine
kodieren, die wiederum abhangig von einer Oligomerisierung sind, um ihre Aktivitat
zu erreichen (Wilkie et al. 1994). Geht man davon aus, dass Spastin, ahnlich dem
Katanin und anderen AAA-Proteinen, erst ein Oligomer bilden muss, um den
Mikrotubuliabbau zu gewahrleisten, dann konnte der dominant negative Effekt von
missense Mutationen im SPG4-Gen die genannten Beobachtungen in den

verschiedenen Zellkulturexperimenten erklaren (Errico et al. 2002, Baas et al. 2005).

FUr einen dominant negativen Effekt der missense Mutationen spricht
beispielsweise auch, dass im Zellkulturexperiment der Spastinmutante mit dem
Aminosaureaustausch p.388K>R wahrscheinlich die Fahigkeit zur ATP-Bindung
(Walker A-Motiv AS 382-389 zur Bindung oder Hydrolyse von ATP; Hazan et al.
1999) fehlt, die eventuell vorubergehend notig ist, um ein Spastinhomooligomer zu
bilden (Errico et al. 2002, Errico et al. 2004, Baas et al. 2005). Dafur spricht
aullerdem, dass in doppelt transfizierten Zellen (p.388K>R-Spastin und Wildtyp-
Spastin) die Spastinmutante und das Wildtyp-Spastin co-lokalisieren (Errico et al.
2002).
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Eine andere Erklarung fur einen Funktionsverlust des mutierten Spastins
(durch missense Mutationen) koénnte ebenso die Haploinsuffizienz sein. In der
doppelt transfizierten Zellmutante kdonnte es auch zum Verlust der ATP “ase-Aktiviat
des mutierten Spastins kommen, wodurch die Menge an funktionellem Spastin
insgesamt verringert ist; die Spastinmenge des gesundes Allels kann die Funktion

nicht gewahrleisten (Roll-Mecak et al. 2005).

Interessanterweise konnte kirzlich gezeigt werden, dass eine vorab als
missense Mutation interpretierter Basenaustausch der AAA-Domane de facto Uber
einen EinfluR auf das SpleiRen seine pathogene Wirkung entfaltet (c.1216A>G,
c.1216_1245del, p.406_415del) (Schickel et al. 2006). Statt des angenommenen
dominant negativen Effektes konnte hier eindeutig Haploinsuffizienz nachgewiesen

werden.

Insgesamt konnte es durch missense Mutationen somit entweder zu einer
Funktionsverringerung oder zu einer Fehlfunktion des Spastins kommen. Derzeit ist
es allerdings unklar, Gber welchen Mechanismus eine individuelle missense Mutation

im SPG4-Gen wirkt; weitere Untersuchungen sind im Einzelnen notwendig.

4.5.2. Abhangigkeit der Wirkung der SPG4-Mutationen von ihrer Lokalisation
im SPG4-Gen

Die meisten missense, nonsense, splice-site und frame-shift Mutationen
betreffen entweder direkt oder indirekt die AAA-Domane (Hazan et al. 1999,
Fonknechten et al. 2000, Svenson et al. 2001, Yabe et al. 2002, Proukakis et al.
2003, Chinnery et al. 2004, Depienne et al. 2005). Eine der wenigen Ausnahmen ist
der Nukleotidaustausch ¢.131C>T, der zum Aminosaureaustausch p.44S>L am N’-
Terminus des Spastins fuhrt und dessen Pravalenz im Rahmen dieser Arbeit
untersucht wurde (Svenson et al. 2001, Chinnery et al. 2004, Depienne et al. 2005).
Die Rolle des N-Terminus fur die Spastinfunktion ist gréftenteils noch unklar. In
Zellkulturexperimenten konnten Errico und Kollegen zeigen, dass das p.44L-
Spastinkonstrukt genau wie der Wildtyp lokalisiert (Errico et al. 2002). Aul3erdem wird
der Mikrotubuli-Abbau durch Uberexprimiertes p.44L-Spastin nicht reduziert
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(unverodffentlichte Ergebnisse der Arbeitsgruppe). Es zeigte sich, dass die Co-
Lokalisation eines p.388K>R-Spastinkonstrukts mit Mikrotubuliblindel durch eine
zusatzliche Deletion des N'-Terminus nicht verandert wird (Errico et al. 2004). Die
Interaktion zwischen Spastin und den Mikrotubuli ist demzufolge nicht vom
Vorhandensein des N'-Terminus abhangig. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass
die Transkriptstabilitdt des Nukleotidaustauschs ¢.131C>T nicht reduziert ist
(unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe fur Moleklargenetik, Institut fur Klinische

Chemie und Laboratoriumsdiagnostik des Universitatsklinikums der FSU Jena).

Mittlerweile konnten Claudiani und Kollegen eine physiologische
Spastinvariante - neben den erwahnten artifiziellen Deletionskonstrukten des
Spastins - nachweisen, der, unter Nutzung des alternativen zweiten Start-Codons,
die ersten 87 Aminosauren fehlen (Claudiani et al. 2005). Fur die lange Form, unter
Nutzung des ersten ATGs, konnte eine ausschliel3lich cytoplasmatische Lokalisation
gezeigt werden, wogegen die kurze Form auch im Nukleus zu finden ist. Dies lasst
sich mit der Existenz von verschiedenen nukledren Exportsequenzen erklaren
(Claudiani et al. 2005, unveroffentlichte Daten der hiesigen Arbeitsgruppe). Die
cytoplasmatische lange Isoform liegt im Gehirn und Rickenmark in groRerer Menge
vor als in anderen Geweben (Claudiani. et al 2005). Diese Beobachtung ist
kongruent mit der Annahme, dass die cytoplasmatische Spastinvariante die
pathologisch relevante Form ist, und dass somit dem N’-Terminus eine Bedeutung
bei der SPG4-assoziierten HSP zukommt. Der Pathomechanismus des
Nukleotidaustauschs ¢.131C>T ist also ein anderer als der der bisher diskutierten

Mutationen.

4.5.3. Moégliche Ursachen fir den modifizierenden Effekt des c.131C>T
Polymorphismus

Durch in silico Analysen wurde ermittelt, dass die Aminosaureposition 44 im
Spastin innerhalb einer PEST-Sequenz liegt. Durch den Aminosaureaustausch
p.44S>L (c.131C>T) verringert sich der Wert fur die identifizierte PEST-Sequenz
erheblich. Eine PEST-Sequenz ist eine konservierte Region, die moglicherweise eine
Phosphorylierungsstelle flr Kinasen darstellt. Die Phosphorylierung selbst hat haufig

Funktionen bezlglich der Proteinstabiliat (Rechsteiner et al. 1996).
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die hiermit bestatigte Hypothese
einer pathogenen Bedeutung des Polymorphismus ¢.131C>T haben zur Planung und

zum Ausfuhren weiterer Arbeiten gefuhrt.

Erste unveroéffentlichte Daten zeigen, dal® das c.C131-Allel (Wildttyp) einen
stabilisierenden Effekt auf das Spastin hat (unveroffentlichte Daten von X. Huang
und Kollegen der Abteilung Molekularbiologie der Klinik fur Chirurgie, Charité Berlin,
siehe Poster im Anhang). Dieser wird durch den Nukleotidaustausch beeintrachtigt.
44| -Spastin wird dadurch instabiler, die Mikrotubulibindung und —diassemblierung
bliebe aber durch die unbeeintrachtigten funktionellen Domanen erhalten. Der Menge
an Spastin ist in nur geringem Umfang verringert (<50%). Dies wirde auch die
Beobachtung erklaren, dass Personen mit dem Genotyp c.131T/SPG4-Wildtyp
entweder nur eine leichte Symptomatik einer HSP zeigen oder gesund sind. Bei
HSP-Patienten, die aber zusatzlich zum c.131T-Allel eine krankheitsverursachende
Mutation im SPG4-Gen tragen, ist die Spastinmenge durch den instabilisierenden
Effekt des c.131T-Allels (44L-Spastin) noch starker verringert als bei alleinigem
Vorliegen der krankheitsverursachenden Mutation (>50%). Die Person mit einem

solchen Genotyp ware seit der Kindheit an einer HSP erkrankt.

Der Nukleotidaustausch ¢.131C>T wirde entsprechend dieser Annahmen als
Modifizierer Uber die Spastinmenge den Phanotyp anderer SPG4-Muationen negativ
beeinflussen. Der Dosiseffekt bei Haploinsuffizienz anderer Mutationen wirde weiter
negativ beeinflusst oder ein dominant negativer Effekt einer missense Mutation der

AAA-Domane wurde durch Vorliegen von noch weniger Protein verstarkt werden.
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5. Schlussfolgerung

Im Ergebnis dieser Arbeit steht ein Verfahren zur Verfugung mit dem der
c.131C>T Nukleotidaustausch sicher und schnell, auch bei hohen Probenzahlen,

identifiziert werden kann.

Im Rahmen von genetischen Beratungen kann der RFLP-Assay
beispielsweise als Vorverfahren genutzt werden. Bei positivem c¢.131T-RFLP-Befund
ist eine verifizierende Sequenzierung des betreffenden DNA-Abschnitts notwendig,

da der positiver Vorhersagewert <100% ist.

Mittels des in dieser Arbeit etablierten RFLP-Assays wurden weitere Hinweise
gewonnen, dass es sich bei dem Nukleotidaustausch ¢.131C>T um einen
Polymorphismus mit einer Pravalenz von >1% handelt, der, wenn er heterozygot

vorliegt, nicht zu dem Krankheitsbild einer HSP flhrt.

Das c.131T-Allel hat einen modifizierenden Effekt auf den Phanotyp, wenn
zusatzlich eine andere Mutation in trans Konfiguration im SPG4-Gen vorliegt. Der
Nukleotidaustausch c¢.131C>T fuhrt dann zu einem friheren Beginn und eventuell

schwerer Symptomatik einer HSP.

Das ¢.131T-Allel kommt in Familien mit einer autosomal dominanten Form der
HSP haufiger vor, als in Familien mit einer autosomal rezessiven Form der HSP und
in nicht HSP-Familien. Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant, weist aber

in Richtung der Daten einer vorhergehenden Studie.

Die bestatigte klinische Relevanz dieser genetischen Variante flr eine HSP
macht weitere Untersuchungen zur Aufklarung des offensichtlich besonderen

Pathomechanismus erforderlich.
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6. Zusammenfassung

Die hereditare spastische Paraplegie gehort zu den chronisch progredienten
neurodegenerativen Erkrankungen und ist durch eine ausgepragte genetische und
klinische Heterogenitat gekennzeichnet. Die Hauptgruppe bildet die SPG4-assozierte
autosomal dominante Form der HSP. Der SPG4-Lokus kodiert fir das AAA-Protein
(ATPase assoziiert mit diversen zellularen Aktividten) Spastin, welches
wahrscheinlich am Um- und Abbau von Mikrotubuli beteiligt ist. Bis zum
gegenwartigen Zeitpunkt wurden Uber 170 Mutationen im SPG4-Gen identifiziert.
Eine der wenigen Basensubstitutionen, die zu einem Aminosaureaustausch am N’-

Terminus des Spastins fuhren, ist der Nukleotidaustausch ¢.131C>T (p.44S>L).

Diese Arbeit hatte zum Ziel die teils llickenhaften und teils widersprichlichen
Aussagen bezuglich der Pravalenz und Krankheitsassoziation des c.131T-Allels
aufzuklaren. Zu diesem Zweck wurde ein sicheres und schnelles, RFLP-basiertes
Detektionsverfahren entwickelt und etabliert, mit dessen Hilfe eine Gruppe autosomal
dominanter HSP-Familien und eine Kontrollgruppe auf den Nukleotidaustausch
¢.131C>T untersucht wurden. Es konnte eine Haufigkeit des c.131T-Allels (bezogen
auf die untersuchten unabhangigen Chromosomen) von 1,39% in der HSP-Gruppe
und von 0,8% in der Kontroligruppe ermittelt werden. Bezogen auf die nicht
neurologisch untersuchten Einzelpersonen der Kontrollgruppe ergibt sich eine
Pravalenz fur heterozygotes Vorliegen des c.131T-Allels von 1,43% in der
Allgemeinbevolkerung Mitteleuropas. Das Ergebnis entspricht der vorgeschlagenen
Klassifizierung des Allels als seltenen Polymorphismus. Dies steht im Widerspruch
zu fruheren Arbeiten mit gro3en Stichproben, die das c¢.131T-Allel nicht
identifizierten, und wird als zu geringe Sensitivitat der dort angewendeten

Analysemethoden interpretiert.

Durch Stammbaumanalysen konnten weitere Hinweise fur einen
modifizierenden Effekt des c.131T-Allels auf den Phanotyp einer HSP ermittelt
werden. Heterozygote c.131T-Alleltrager, die eine krankheitsverursachende SPG4-
Mutation in trans geerbt haben, sind auch in dieser Arbeit friher und schwerer an
einer HSP erkrankt, wahrend heterozygote c.131T-Trager nicht betroffen sind; der

Nukleotidaustausch wird unabhangig von einer HSP vererbt.
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Mittels des etablierten RFLP-Assays konnte darlber hinaus eine weitere
SPG4-Mutation identifiziert werden. Es handelt sich dabei um eine nonsense
Mutation (c.127G>T; p.43E>X), die zum gleichen Restriktionsmuster wie der
c.131C>T Polymorphismus fuhrt. Die Mutation verursacht eine SPG4-assoziierte
HSP. Da mit diesem Befund der positive Vorhersagewert des RFLP-Assays <100%
(93% in dieser Studie) betragt, sollte sich bei einem eventuellen Einsatz in der
Molekulardiagnostik stets eine verifizierende Sequenzanalyse des betreffenden DNA-

Abschnitts anschliefl3en.

Im Zusammenhang mit den Daten anderer Studien deuten auch die hier
erhobenen Daten, bezuglich der klinischen Auswirkungen des c.131T-Allels, auf
einen Pathomechanismus hin, der sich von dem anderer SPG4-Mutationen
unterscheidet. Entsprechende Untersuchungen zur Aufklarung des Mechanismus

sind notwendig.
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